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1. Kivonatok

1.1. Magyar nyelvii kivonat

Napjainkban a modern biologiai kutatasok egyik f6 célja a fejlddési folyamatokban résztvevd fontos gének,
biomolekuldk és szabalyoz6é mechanizmusok feltardsa és funkcionalis megértése. Az RNS-interferencia
jelenségének és az ebben résztvevo kis, nem kodoldo RNS-ek felfedezésével a génszabalyozas 1j szintje valt
ismertté. A kis szabalyozdé RNS-ek, példaul a mikroRNS-ek (miRNS-ek) ndvényekben is sok élettani és
fejlodési folyamatban jatszanak fontos poszt-transzkripciondlis szabalyzo szerepet. Azonban konkrét
funkcionalis szerepiikrdl és a gazdasagi szempontbdl fontos termésjellemzokre gyakorolt hatasukrol kevés
ismeret all rendelkezésre. E molekulaknak a paprika termésében jatszott funkcidjuk jobb megértéséhez az itt
lejatszodd dinamikus miRNS-expresszios valtozasok nagy felbontasu, térbeli és idobeli feltérképezésére van
sziikség.

A vizsgalataink soran a miRNS profilokat 0j generacios szekvenalasi eljarasok felhasznalasaval hataroztuk meg
két genotipus (‘Fehér 6zon’, ‘“Tepin’) €s 4 gylimolcs fejlodési fazis (14, 20, 28, 40 DAA) mintaibol. A kapott
kisRNSszekvencia adatatok segitségével szamos konzervativ, paprikaspecifikus és eddig azonositatlan miRNS
jelenlétét igazoltuk a paprika termésben. A kapott expresszios profilok dsszehasonlitasa jelentds kiilonbségeket
tart fel a korabban leirt, és az ijonnan azonositott miRNS-ek esetén is. A differencial expresszids vizsgalatokkal
sikeresen azonositottunk szovet-, stidiumspecifikus kisRNS-eket is.

A paprika vizsgalata soran nyert adatainkkal megerésitettiik, hogy a termésndvekedést jelentés miRNS
abundancia valtozasok kisérik. A csillagszal és a prekurzorok vizsgalataval a biogenezisének molekularis
hatterérdl tudhatunk meg tobbet, a célpont mRNS-ek azonositasaval kozelebb keriilhetiink a molekulak
funkcionalis szerepének megértéséhez. A miRNS-ekhez bioinformatikai modszerek segitségével
hozzarendeltiik a csillagszal-, a prekurzor- és potencidlisan szabalyzott mRNS szekvencidkat. Ezeknek az
Osszetett informécioknak a birtokdban adott a lehetdség, hogy jo eséllyel Az azonositott miRNS-ekhez
hozzarendeltiik a miRNS* szal, a lehetséges prekurzor- €s a potencialisan szabalyozott mRNS szekvenciakat,
ennek az Osszetett informacionak a felhasznalasaval jo eséllyel kivalaszthatjuk azokat a miRNS-eket, amik
fontos biologiai funkciokban jatszanak kulcsszerepet.

A mikroRNS-ek és az egyes gének funkcidjanak feltarasara tobb, az RNS interferencian alapul6, tranziens
modszer all rendelkezésre. Ezekre jellemz0, hogy nem okoznak DNS szintli valtozasokat, viszont a génekrol
atirodo mRNS-eket hatékonyan és szekvenciaspecifikusan inaktivaljak. A virusok altal indukalt géncsendesitési
mobdszer (VIGS) a gyorsasaga, egyszeriisége és koltséghatékonysaga miatt sok ndvényfaj esetén eldtérbe kerilt
a koriilményes és koltséges stabil genetikai transzformaciot igényld megoldasokkal szemben.

A VIGS alkalmazéasakor egy olyan rekombinans virussal fert6zziikk meg a gazdandvényt, amely a célgén
expresszidjaban szekvencia-specifikus gatlast indukal, igy megjelenik a gén csdkkent miikddésére jellemzé un.
»knock-down” fenotipus. Ez a kisérleti rendszer mindig a vizsgalt ndvényfaj és a felhasznalt virus kozti
kapcsolattol fiigg. A VIGS vektorokat altalaban jol jellemzett ndvényi virusok médositasaval allitjak eld, és a
kiindulé virusnak meghataroz6 szerepe van a vektor legfontosabb tulajdonsagaiban: a potencialis
gazdandvénykor, a fertézési rendszer, a jellemzO tiinetek, a novényen beliili terjedés és az éaltala a
gazdaszervezetben indukalt génexpresszios valtozasok.

Paprikaban harom virusalapu (TMV, TRV, PVX) géncsendesitési vektort teszteltiink, és mindharom esetben
lathat6 tiineteket €s tobb, rendszeresen hasznalt qPCR referenciagén hibridizacids vizsgalata soran drasztikus
génexpresszos valtozast tapasztaltunk. A harom rendszer 6sszevetése soran a TRV alapt rendszert talaltuk a
leginkabb alkalmasnak a kijeldlt miRNS szabalyzas alatt all6 gének késobbi funkcionalis vizsgalatdhoz.



1.2. Abstract

Nowadays, modern biological research aims to explore and functionally understand those important genes,
biomolecules, and regulatory mechanisms, which play a role in developmental processes. A new level of gene
regulation has been revealed by the discovery of the phenomenon of RNA interference and the small non-
coding RNAs. In plants, small regulatory RNAs, such as microRNAs (miRNAs), also play an important post-
transcriptional regulatory role in many physiological and developmental processes. However, published data
are still limited in terms of their potential roles and their effect on economically important crop traits. High
resolution, spatial, and temporal mapping of the dynamic miRNA expression changes can lead to a better
understanding of the function of these molecules in pepper yield.

High-throughput sequencing was employed to determine the small regulatory RNA expression profiles of fruits
in two genotypes and in various time points: 14, 20, 28 and 40 days after anthesis. Using the obtained small
RNA-sequence data, we confirmed the presence of multiple conserved, pepper-specific and previously
unidentified miRNAs in the pepper crop. Comparison of these profiles revealed important, functional variations
and significant differences in the level of previously described and the newly identified miRNAs. Tissue- and
stage-specific small RNAs were successfully identified by differential expression assays.

The collected small RNA information shows that fruit expansion is associated with extensive changes in
miRNA abundance. By studying the miRNA* strands and its precursors, we can learn more about the molecular
background, and the biogenesis of them. We can get closer to understanding the functional role of molecules
by identifying the target mRNAs. The miRNA* strand, precursor, and potentially regulated mRNA sequences
have been assigned to the identified miRNAs, with this complex information we have a good chance of selecting
miRNAs that play a key role in important biological functions.

There are multiple transient methods based on RNA interference to elucidate the function of selected genes.
These methods do not indicate changes in the level of DNA, but they can keep transcribed mRNAs under a
sequence-specific silencing. Due to its speed, simplicity, and cost-effectiveness, the virus-induced gene
silencing method (VIGS) has been preferred in many plant species, besides the cumbersome and costly
solutions, that require stable genetic modifications.

By the usage of VIGS, we infect the host with a recombinant virus, which can induce a sequence-specific
inhibition of the expression of the target gene, so the so-called knockdown phenotype will appear. This
experimental system always depends on the relationship between the chosen plant species and the used virus.
VIGS vectors are usually created by modifying well-characterized plant viruses, and the most important
characteristics of the vector depend significantly on the original virus: potential host range, infection system,
characteristic symptoms, spreading inside the plant, and expression changes induced in the genes of the host
plant.

Three virus-based (TMV, TRV, PVX) gene silencing vectors were tested in pepper, in all tested cases visible
symptoms emerged and the expression of usually used qPCR reference genes drastically altered. Comparing
the three systems, we found the TRV-based system to be the most suitable for subsequent functional analysis
of the designated miRNA-regulated genes.



1.3. Auszug

Entwicklungsbiologie und Genregulation Mechanismen stehen zweifellos in der ersten Reihe der wichtige Ziele
der Grundlagenforschung in heutzutage. Die Entdeckung regulatorischer kleiner RNAs und das Phdnomen der
RNA Interferenz haben dazu gefiihrt, dass dieser molekulare Mechanismus als neue Ebene der Genregulation
erkannt wurde. Kleine regulatorische RNAs, wie microRNAs (miRNAs), wirken als wichtige
posttranskriptionelle Regulatoren in viele pflanzenphysiologischen Entwicklungsprozessen. Die
verdffentlichten Daten sind hinsichtlich an ihrer potenziellen Rolle und ihrer Auswirkung auf wirtschaftlich
wichtige Pflanzenmerkmale immer noch begrenzt Eine hoch-auflosende, rdumliche und zeitliche Kartierung
der dynamischen miRNA-Expression Anderungen kann zu einem besseren Verstindnis der Funktion dieser
Molekiile in der Paprika ausbeute fithren.

Hochdurchsatz-sequenzierung wurde verwendet, um die kleinen regulatorischen RNA Expressionsprofile von
Friichten in zwei Genotypen ("Tepin’, ’Fehér 6z6n’) und zu verschiedenen Zeitpunkten zu bestimmen(14, 20,
28 und 40 DAA). Unter Verwendung der erhaltenen kleinen RNA-Sequenzdaten bestitigten wir das
Vorhandensein mehrerer konservierter, paprikaspezifischer und zuvor nicht identifizierter miRNAs in der
Paprikaernte. Ein Vergleich dieser Profile ergab wichtige funktionelle Variationen und signifikante
Unterschiede in der Haufigkeit der zuvor beschriebenen und der vorhin identifizierten miRNAs.
Gewebespezifische, zeitpunktspezifische kleine RNAs wurden erfolgreich durch differentielle
Expressionsassays identifiziert.

Die gesammelten kleinen RNA-Informationen zeigen, dass die Fruchtexpansion mit umfangreichen
Anderungen der miRNA-Hiufigkeit verbunden ist. Durch die Untersuchung der miRNA * -Stringe und ihrer
Vorlaufer konnen wir mehr iiber den molekularen Hintergrund und deren Biogenese erfahren. Wir konnen dem
Verstiandnis der funktionellen Rolle von Molekiilen ndher kommen, indem wir die Ziel-mRNAs identifizieren.
Der miRNA*Strang, der Vorldufer und mdglicherweise regulierte mRNA-Sequenzen wurden den
identifizierten miRNAs zugeordnet. Mit diesen komplexen Informationen haben wir gute Moglichkeiten,
miRNAs auszuwihlen, die eine Schliisselrolle bei wichtigen biologischen Funktionen spielen.

Es gibt mehrere transient biotechnologisch Methoden, die auf RNA-Interferenz basieren, um die Funktion von
gewihlt Genen aufzukliren. Diese Methoden bewirken keine Anderungen der DNA-Sequenzen, aber konnen
transkribiertem RNAs unter einer sequenzspezifischen Expression Hemmung halten. Aufgrund seiner
Geschwindigkeit, Einfachheit und Kosteneffizienz wurde das Virus-induzierte Gen-Silencing-Verfahren
(VIGS) bei vielen Pflanzenarten bevorzugt, neben den umstindlichen und kostspieligen Losungen, die stabile
genetische Modifikationen erfordern.

VIGS Methode enthilt, dass wir den Wirt mit einem rekombinanten Virus infizieren. Das kann eine
sequenzspezifische Hemmung der Expression des Zielgens induzieren, so dass der sogenannte Knockdown-
Phénotyp auftriten werden. Dieses experimentelle System hdngt immer von der Beziehung zwischen der
ausgewdhlten Pflanzen und dem verwendeten Virus ab. VIGS-Vektoren werden normalerweise durch
Modifizieren gut charakterisierter Pflanzenviren erzeugt und die wichtigsten Eigenschaften des Vektors hingen
wesentlich vom Ausgangsvirus ab: potenzieller Wirtsbereich, Infektionssystem, charakteristische Symptome,
Ausbreitung innerhalb der Pflanze und in den Genen induzierte Expressionsdnderungen der Wirtspflanze.

Drei Virus-basierte (TMV, TRV, PVX) Gen-Silencing-Vektoren wurden in Paprika getestet. In diesen
infektzierte Pflanzen traten sichtbare Symptome und drastisch Expressionverdnderung der iiblicherweise
verwendete qPCR-Referenzgene auf. Wir haben beim Vergleich der drei Systeme festgestellt, dass das TRV-
basierte System fiir die anschlieBende Funktionsanalyse der bezeichneten miRNA-regulierten Gene am besten
geeignet ist.



2. Bevezetés

A Solanaceae csaladba tartozo paprika (Capsicum annuum L.) az egyik legfontosabb ¢és
legszélesebb korben termesztett ndvény, termesztésbe vondsa Kr.e. 5000-6000-ben
feltehetéen Kelet-Mexikoban tortént. A termesztett valtozatok mellett a madarpaprika
(Capsicum annuum var. aviculare, syn. C. annuum var. glabriusculum), k6znapi nevén

“Tepin’, Eszak- és Kozép-Amerikaban vadon is eléfordul.

A vad ¢és a jelenleg termesztésben alkalmazott valtozatok kozti kiilonbségek puszta szemmel
is jol lathatdak. A ‘Tepin’ novények tobb évig életben maradhatnak, €s tobbszordsen elagazd
szaruk akar a két méteres magassagot is elérheti. A madarpaprika termései apré bogyok,
amelyek zo6ldrol pirosra érdek, igen csipdsek, és érés utan lehullanak. Tobb madarfaj is

elOszerettel fogyasztja, és terjeszti magjait (Votava et al., 2002).

A termesztett paprikafajok kozt a C. annuum a legjelentésebb. Erre a fajra nagymértéki
alaktani variabilitas jellemzd, mégis genetikai variabilitasa elmarad a vad valtozatokhoz
képest. A gazdasagi szempontbol legfontosabb fajtak szinte kivétel nélkiil az édes tipusok
koziil kertilnek ki (Bosland & Votava, 2000). Ezek altaldban friss fogyasztasra keriilnek, és
vilagszerte fontos részét képezik az emberi taplalkozasnak. A csokros novekedésii ‘Fehér
0z0n’ konstans fajta, édes, fehér, széles vallu, megnyujtott kiip alakt termése, mintapéldéja

a Mo.-on legnagyobb mennyiségben fogyasztott Fehér toltenivalo (TV) tipusnak.

A modern bioldgiai kutatasok egyik elsddleges célja az ¢161ényekben zajléo komplex fejlddési
folyamatokban résztvevd gének és molekuldris szabalyzomechanizmusaik feltarasa. Egy 1j,
eddig ismeretlen szabalyozasi szint felismeréséhez vezetett a szabalyoz6 kisRNS-ek ¢€s az
RNS-interferencia jelenségének felfedezése. Intenziv kutatas kezdddott e szabalyozasi
rendszernek a legfontosabb résztvevdinek; a hirvivd RNS-eknek (mRNS), a kis szabalyozo

RNS-eknek és a mechanizmust miikodtetd fehérjéknek megismerésére.

A kis szabalyozd RNS-ek egy jellegzetes csoportja az endogén génekrdl keletkezo
mikroRNS-ek (miRNS). Ezek 21-24 nukleotid hosszusagu, altaldban endogén gének
poszt-transzkripcids gatlasaért feleloés RNS-ek. A miRNS-eket kodold gének megtalalhatdak
a legkiilonb6zOobb 4allati és ndvényi genomokban (Bonnet et al., 2004), és szamuk
nagysagrendileg megegyezik a transzkripcios faktorokéval. Amig a transzkripcids faktorok

altalaban a célgénjeiknek a genomrol torténd atirdsat szabalyozzak, addig a miRNS-ek az



mRNS-ek szintjén fejtik ki gatlo hatasukat. A miRNS-ek sokszor transzkripcios faktorok
szabalyozasaval a tobb gént érintd szintézisutvonalak és szovet-differenciacios folyamatok

beinditasaért vagy gatlasaért feleldsek.

Az 0j nagyateresztOképességli szekvenalasi eljarasok (NGS) megjelenésével, a genomszintl
informaciok koltség- és iddigénye jelentdsen lecsdkkent. Ezzel a technoldgiaval lehetségessé
valt a rovid DNS fragmentumok tomeges leolvasasa (Marioni et al., 2008). A modszer
nemcsak a genomok, de az mRNS-ek, a nem kodolé RNS-ek és a szabalyozd kisRNS-ek
atfogd vizsgalataban is jelentds eldrelépést hozott. Ezaltal lehetdség nyilt kdzelebb jutni
ennek az Osszetett szabalyozasi rendszernek a vizsgalt sejt, szovet vagy €é161ény fejlédésében,

novekedésében jatszott szerepének megismeréséhez.

A szekvenalési hatékonysag rohamos novekedésével folyamatosan ndtt az igény a gyljtott
szekvenciaadatok altal rejtett funkcidk feltarasara is. A ndvényi miRNS-ek a leggyakrabban
alkalmazott modellnévényekben (Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana) valo
funkcidvizsgalatahoz rovid idon beliil tobb virus és agrobaktérium alapt hatékony modszer

is sziletett.

Az RNS-interferencian alapul6 tranziens moddszerekre jellemzd, hogy a DNS-ben nem
okoznak valtozast, viszont a génekrdl atirodd mRNS-eket hatékonyan és
szekvenciaspecifikusan inaktivaljak. A virusok 4altal indukalt géncsendesitési moddszer
(VIGS) a gyorsasaga, egyszerisége és koltséghatékonysaga miatt sok ndvényfaj esetén
elotérbe keriilt a koriilményes ¢és koltséges stabil genetikai transzformdéciot igényld

megoldasokkal szemben.

A modszerhez a vizsgélni kivant gén egy szakaszat tartalmazo rekombinans virussal fertdzik
a ndvényeket. A virus szaporodasa soran indukélja az RNS-interferencia mechanizmusat, €s
a célzott RNS-ek szekvenciaspecifikus gatlasaval drasztikus expressziocsokkenés torténik
(Kumagai et al., 1995). Az igy kialakul6 un. “knockdown” fenotipus segit a vizsgalt gén
funkciojanak megismerésében (Orzaez et al., 2006; Pflieger et al., 2008).

A VIGS rendszer mindig fligg a vizsgalt novényfaj és a felhasznalt virus kozti kapcsolattol.
Bizonyos esetekben a fertdzés koriilményei, ndvényen beliili lokalizacidja vagy az okozott
tiinetek és génexpresszids valtozasok korlatozhatjak az adott vektor hasznalatat. Ezek
alapjan elmondhatd, hogy egy meglévé VIGS rendszert mindig adaptélni kell a vizsgalni

kivant fajhoz, szovethez és fejlodési stadiumhoz.
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Szamos novényi miRNS-t azonositottak kisérletesen vagy josoltak meg a
kisRNS-adatbazisok bioinformatikai vizsgalataval. A miRNS-ek kiemelt jelentdségii elemei
a génexpresszid szabalyozasi rendszerének mind allati, mind ndvényi rendszerekben. A
miRNS-ek célmolekulai, rengeteg kiilonb6z6 folyamatban jatszhatnak szerepet, és altaluk a
miRNS-ek is fontos hatassal vannak szinte minden élettani és anyagcsere folyamatra. (Zhang

et al., 2006a).

Vannak un. konzervativ miRNS-ek, amiknek a szekvenciaja, célmolekuldja és funkcioja is
megdrzodott a novényi evolucid soran (Zhang et al., 2006b, Chavez-Montes et al., 2014).
Ezek altalaban olyan fontos funkcidkhoz kotddnek, mint a hormonhaztartas, a levélpolaritas,
a vegetativ/generativ valtds vagy az RNS-interferencia. (Zhang et al., 2006a) Ezek koziil
tobbre jellemzd, hogy mind a hidnya, mind a tilzott jelenléte drasztikus eltéréseket okoz a
névényi fejlédésben. A nagyhatasi miRNS-ekre jellemzd, hogy tobb szovet fejlddéséhez
hozzajarulnak, illetve alapvetdé funkcidk, ndvényi hormonok szabalyozoéi. Példaul a
miR165/166 és célgénjeik a hormonhaztartas befolyasoldsaval részt vesznek az érrendszer
differencialodasaban, a hajtascsucs kialakitdsaban, az embridgenezisben ¢és a gyokér

novekedésében is.

Szamos miRNS jelenlétét és aktivitasat mutattak ki a ndvények kiilonb6z6 szerveibdl (levél,
hajtas, mag, pollen, termés). Egyes miRNS-eknél kiillonb6z0 kornyezeti stresszhatasokra
bekovetkezd aktivitdsvaltozast és jelentds szovetszintli eltéréseket is talaltak (Sunkar et al.,
2012, Qin et al., 2014, Mohorianu et al., 2011). Tébb esetben igazoltdk, hogy tobb miRNS
egyiittmiikddése, aranya és sejtek kozotti mozgasa is sziikséges a bonyolult szovetekben
torténd génszabalyzas finomhangolasdhoz. A miRNS-ek és az altaluk szabalyzott folyamatok
kozvetleniil hatnak a ndvények élettani allapotara és fejlodésére, és ezeken keresztiil képesek

jelentdsen befolyasolni a gazdasagilag fontos tulajdonsagokat is.

A termésben lejatszodd molekularis folyamatok befolyasoljdk az adott termés méretét,
mindségi és beltartalmi tulajdonségait, ezért sok tanulmany célja feltarni a miRNS-ek altal a
termésfejlodésben betdltott funkcidkat (Xu et al., 2010, Ge et al., 2013, Yanik et al., 2013).
A paradicsom mint a klimakterikus termésérés modellnovényének vizsgalata a Solanaceae
csaladon beliil kiemelt kutatdsi cél volt mind a genomszintii miRNS szekvenalasok
(Mohorianu et al., 2011, Moxon et al., 2008a, Karlova et al., 2013) mind a funkciovizsgalatok
(Zuo et al., 2012, Karlova et al., 2013) korében.



Az elérhetévé valt teljes paprikagenom jelentdsen megkonnyiti a nagy mennyiségl
vizsgaltak paprikdban, az mRNS-ek és még kevesebben a miRNS-ek (Hwang et al., 2013,
Kimetal., 2014, Liu et al., 2017) szintjén. A paprika termésfejlddés korabbi vizsgalatai soran
a metabolitok szintjében és az enzimaktivitasban is taldltak fenologiai stadium-, szovet- €s

fajtaspecifikus eltéréseket.

A vad és a termesztett valtozatok Osszehasonlitasaval képet kaphatunk a domesztikacio
miRNS-szintli hatdsair6l. A paprikdban megfigyelték, hogy a miRNS-ek kiilonb6zo
szovetekben és fenoldgiai fazisokban eltérd aktivitdst mutatnak (Liu et al., 2017, Qin et al.,
2014; Chavez-Montes et al., 2014). A korabbi paprikatermésre vonatkoz6 miRNS
vizsgalatokban a termést egyben kezelték, igy a placentdra, a magra és a terméshusra
vonatkozd6 miRNS-profilt nem azonositottak. Ezek alapjan az egyes termésrészek
kiilon-kiilon vizsgalataval olyan 0j molekulédris szabalyozasi elemek fedezhetdek fel,
amelyek kiemelt fontossdgi folyamatokban (kapszaicin szintézis, érés, pektinbontas)

vesznek részt.



3. Célkitiizés

1. A kutatasi program 0 célja, hogy egy jol miikodo vizsgalati rendszert allitson fel, és ennek
felhasznalasaval uj mikroRNS-eket azonositson, és részletes adatokat szolgéltasson a paprika
termésfejlodése  soran  kialakuld6 miRNS-szinti  expresszidos — valtozasokrol — és

kolesonhatasokrol.

2. Modszertani célként tliztiik ki, hogy a korabban modellnévényeken (Arabidopsis thaliana,
Nicotiana benthamiana) leirt, és sikerrel alkalmazott modszereket (RNS-ekivonas,
kisRNS-ekonyvtar készités, kisRNS-hibridizacio, virus indukalta géncsendesités) adaptaljuk

paprika novényekre.

3. Ezeknek az adaptalt modszereknek a felhasznalasaval tervezziik meghatarozni a paprika
termésszoveteibél ( hus, mag, placenta) kiilonbozé iddpontokban vett mintak
kisRNS-profiljat. Az igy nyert szekvencidk felhasznalasaval képet kapunk a konzervativ,
korabban publikalt, paprikaspecifikus miRNS-ek eléforduldsarol, és lehetdségiink lesz ezek
bioinformatikai mddszerekkel valo jellemzésére is. A szekvenalds eredményeibdl kiindulva

kereshetiink a paprikatermésre jellemzd, 1), eddig le nem irt miRNS-eket is.

4. A termesztett paprika (C. annuum var. annuum) vadon €16 6se a madarpaprika (C. annuum
var. aviculare). Célunk, hogy a miRNS-szintli vizsgalatainkba mindkét faj egyedeit bevonjuk
¢s meghatarozzuk a rajuk jellemzé miRNS-profilokat. A miRNS-profilok részletes
Osszehasonlitdsaval lehetdségilink lesz a domesztikdcid soran a termesztett valtozatban

megjelent 1 miRNS-ek és kizarolag a vad fajban fennmaradt miRNS-ek azonositasara is.

5. Az eltérd szovetek, fejlodési stadiumok kisRNS mintazatainak differencialexpresszios
Osszehasonlito elemzésével célunk a szignifikans, feltételezhetden biologiai funkciot is rejtd,
miRNS kiilonbségek feltarasa, és igazolhatéan szovet-, illetve stadiumspecifikus expressziot

mutatdé miRNS-ek azonositasa.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Capsicum domesztikacio és az altala okozott valtozasok

4.1.1.

4.1.2.

Capsicum nemzetség altalanos jellemzése

A Solanaceae (burgonyafélék) csalddjdhoz tartozd Capsicum nemzetség fajai kozé
sokmagvu termést hozd, tobbségében lagyszaru ndvények tartoznak. A fajok tobbsége
Ko6zép- és Dél-Amerika géncentrumabol szarmazik (Eshbaugh, 1993; Bosland, 1996). Ezek
a fajok tropusi kortilmények kozott éveld életformat mutatnak, de a termesztési gyakorlatban
altalaban egyéves novényként ismerik ket. Napjainkban a tudomany 25-30 Capsicum fajt
ismer el (Eshbaugh, 1993; Barboza et al., 2005), de a fajok szama az uj felfedezések és a
taxonomiai feliilvizsgalatok miatt naprol-napra valtozik (Csilléry, 2006). A leggyakoribb
alapkromoszoémaszam a nemzetségben, akarcsak a burgonyafélék csaladjaban a 12
(2n=2x=24)(Smith & Heiser, 1951; Lippert et al., 1966; Pickersgill, 1971, 1977, 1991;
Limaye & Patil, 1989; Moscone, 1993) és ez jellemz6 mind a vad, mind a termesztésbe vont,
mind a modern fajtakra. Természetes poliploidiat (2n=38) egyetlen a C. annuum-hoz sorolt
vad genotipus esetén azonositottak (Pickersgill, 1977). Tobb kisebb jelentdségii (tobbnyire
brazil eredetli) Capsicum faj esetében leirtak 13 kromoszoméval rendelkezd Capsicum
genotipusokat is, példaul C. ciliatum, C. lanceolatum (Pickersgill, 1977, 1991; Tong &
Bosland, 1997, 2003), C. mirabile, C. campylopodium (Moscone et al., 1993) C. buforum, C.
cornutum, C. schottianum, C. villosum var. villosum (Pozzobon et al., 2006). A termesztésbe
vont Capsicum genotipusok 6t fajba (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens és
C. pubescens) sorolhatdéak (Andrews, 1984; Eshbaugh, 1993; Bosland, 1996; Pickersgill,
1988, 1997).

Capsicum fajok termesztésbe vonasa

Az ot Capsicum faj egyedeit egymastol fiiggetleniil vontdk termesztésbe az Amerikai
kontinens legalabb két egymastol jol elkiiloniilé régidjaban. Kozép-Amerikaban a C. annuum
¢s a C. frutescens; Dél-Amerikdban a C. baccatum, C. pubescens, €s a C. chinense fajok
domesztikacidja tortént meg (Pickersgill, 2007). A chili paprikak természtésbe vonasat
bizonyito legrégebbi leleteket Mexikd déli kozépso részén talaltak meg, és Kr.e. 5000-6000
koriilre dataljak (Perry et al., 2007; Pickersgill, 2007), ezzel a paprika az Amerikai kontinens

egyik legkorabban termesztésbe vont faja.



A Capsicum nemzetség tagjain szamos fehérje- (izoenzim-vizsgalat; McLeod et al., 1983,
Loaiza-Figueroa et al., 1989, Hernandez-Verdugo et al., 2001) és DNS-alapu (kariotipizalas;
(Pickersgill, 1971), RAPD (Rodriguez et al., 1999 ), RFLP; (Prince et al., 1992 ) és AFLP;
(Guzman et al., 2005)) vizsgalatot végeztek a fajon beliili és fajok kozti genetikai sokféleség
meghatarozasara, ennek ellenére a domesztikacios események szamat és pontos helyét eddig

nem sikeriilt egyértelmiien azonositani.

- 2. ‘ [Joa[o-2[o-3[o-4[Jo-s[i] o-6 [Illo-7 [lllo-slllo-o [l -0 |

1:Loaiza-Figueroa et al., 1989 Kraft et al., 2014
2:Aguilar-Meléndez et al., 2009

1. abra A paprika domesztikacidjanak feltételezett helye. A: Két molekularis tanulmany
altal feltételezett domesztikacios régio, elhelyezve a térképen. B.: Konszenzus modell annak
valdsziniiségére, hogy a termesztett chili paprika mely teriiletr6l szarmazik. A modellt négy
bizonyitéksor (régészeti, Okologiai, paleobiolingvisztikus ¢€s genetikai adatok)
kombindldsaval allitottak eld. Az Osszesités soran a genetikai adatok '%-ed sullyal a mésik 3
adatsor Ys-od stllyal lett beszamitva. Az egyesités utan az értékeket 0 és 1 kozé skalaztak és
a kerekitett értékeket kiilonb6z6 szinekkel abrazoltak a térképen.

Példaul az egyik legatfogdbb izoenzim-alapt vizsgalat (Loaiza-Figueroa et al., 1989) azt
talalta, hogy szdmos vad, fél-vad és gyakorlatilag az 0sszes domesztikalt ( C. annuum)
valtozat hordoz egy a Pgm-3 gént érintd duplikaciot és a fehér partaszint. Ezek alapjan 5
kelet-mexikoi allamot neveztek meg elsddleges domesztikacios koézpontnak, és egy
¢szaknyugat-mexikoi dllamot méasodlagos kozpontnak (Loaiza-Figueroa et al., 1989) (1. dbra

A).
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4.1.3.

Egy jabb publikacidoban (Aguilar-Meléndez et al., 2009) a vizsgalt 80 mexikoi genotipus
esetén a genetikai sokféleséget harom alacsony kopiaszamu, sejtmagi lokusz (Dhn, G3pdh
¢s Waxy) szekvencialis variabilitasaval jellemezték. Az altaluk kapott eredmények alapjan, a
Capsicum annuum termesztésbe vonasa tobbszor, egymastol fiiggetleniil, eltérd mexikoi
helyszineken, széles korben, vadon elterjedt populaciokbol torténhetett meg, és ebben a

folyamatban kiemelt szerepe lehetett a Jukatan félszigetnek (1. abra A).

A kérdésben végeztek egy komplex vizsgalatot (Kraft et al., 2014) is, ahol a domesztikaciod
helyének meghatarozdsdhoz egyiittesen hasznaltak fel az egyes teriiletekhez kothetd
archeobotanikai leleteket, a nyelvészeti, 6kologiai és a mikroszatelit vizsgalatbol szarmazo
adatokat. Ez a megkozelités megerdsitette €s pontositani tudta a Loaiza-Figueroa és
munkatarsai altal meghatarozott elsddleges domesztikacios kozpontot. Raadasul
alacsonyabb valdszinliség mellett megnevezett egy 1j, a korabban megjelolt régiokhoz képest

délebbre fekvé masodlagos kdzpontot is (1. dbra B).

‘Tepin’, a termesztett paprika botanikai dse

A C. annuum-ra jellemz0, hogy két par akrocentrikus kromoészoméval rendelkezik, ez a
kariotipus a vad valtozatok koziil minddssze néhany kozép-mexikoi Capsicumra jellemzo.
Ez az egyedi kariotipus valtozat alapjan Pickersgill (1971, 1988, 1991) feltételezte, hogy a
C. annuum var. glabriusculum a vadon ¢él0 Ose a termesztett C. annuum var. annuum-nak,
ezt a feltevést tobb publikacioban is megerdsitették (Aguilar-Meléndez et al., 2009;
Gonzélez-Jara et al., 2011). A ‘Tepin’ problémamentesen keresztezhetd a meglévd C.

annum-hoz tartoz¢é fajtakkal.

A madarpaprika(Capsicum annuum var. aviculare, syn. C. annuum var. glabriusculum)
koznapi nevén ‘Tepin’, chil’Tepin’ vagy chiltecpin. A ‘Tepin’ elnevezés a nahuatl nyelvbol
szarmazo6 tecpin szobol ered, ami bolhat jelent és az apré termések elfogyasztasaval jarod
heves, de gyorsan elilland csipdsségérzetre utal. Eszak- és Kozép-Amerikaban tobb helyen
vadon is eléfordul, Arizona és Mexiko egyes korzeteiben a termését sajat felhasznalasra és

eladasra is gytjtik (Anderson, H. A., 2016).

A ‘Tepin’ novényre jellemzd, hogy tobbszordsen elagazd vékony széara akar a két méteres
magassagot is elérheti. Levelei aranylag hossza (1-2,5 cm) és vékony levélnyélen iilnek és

szélességiik 1-4 cm, hosszusaguk 1-6 cm kozott valtozik. (Nabhan, 1985). A 1,5-2 mm-es
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4.1.4.

csészével €s 6-9 mm- es partdval rendelkezd viragai egyesével jelennek meg a novényen

(Nabhan, 1985).

A madarpaprika termése kicsi (kb. 1 cm hosszsagu), felallo, zoldrol pirosra érd, igen csipds
¢s puha husu felfujt bogyotermés (Votava et al., 2002). A ‘Tepin’ termései a Capsicum
annuum fajon beliil jelentds kapszaicin-tartalommal jellemezhetéek (70000-75000 SHU)
(Kumar et al., 2006). A termésben taldlhatdo magok sargés vagy fehér szintiek és 2,5-3 mm
nagysaguak. Az érett gytimolcsok a kocsanyrol konnyen, maguktol levalnak. A gyiimolcsevo
madarak szivesen fogyasztjdk a termését, a benne 1év0 csipdsségéért felelds alkaloidrol
(kapszaicin) kimutattdk, hogy a legtobb ndvényevot elriasztja, de a madarakra nincs
taplalkozast gatlo, riasztd hatasa (Tewksbury €s Nabhan, 2001). Miutan a madarak
elfogyasztjdk a termést, a magok az emésztOrendszeriikon sértetleniil athaladnak, és a
anyandvénytdl tavolabbi, ) helyen érnek foldet. A magok madarak altali terjesztése

meghatdroz6 a ‘Tepin’ esetében (Votava et al., 2002).

Morfolégiai valtozasok a termesztésbe vonast kovetéen

A vad és a jelenleg termesztésben alkalmazott valtozatok kozti kiillonbségek puszta szemmel
is jol lathatoak, azonban a domesztikécid, a szelekcio €és a nemesités hatdsara lejatszodott
morfologiai valtozasok genetikai és molekularis hatterére vonatkozd tudasunk csekély.
Néhany fontos tulajdonsag esetén ismeriink kulcsfontossagu géneket és ezek 6roklodését, de
el6fordulhatnak tovabbi ezeket a tulajdonsagokat befolyasolo, eddig fel nem fedezett

modosito elemek és szabalyzasi utvonalak.

A legnagyobb teriileten termesztett fajtdk a Capsicum annuum fajhoz tartoznak, amely
nagymértékii variabilitdst mutat, kiilonosen a termés egyes mindségi és mennyiségi
tulajdonsagaiban. A paprika haziasitidsa soran jelentdsen megvaltozott. E10szor feltehetéen
két fontos tulajdonsadgban kdvetkezett be valtozas. Az egyik a termések érés kdzbeni hullasa
volt, mert ennek elmaradasaval a termések a szedésig a novényen maradtak (Paran et al.,
2007). A masik a termések allasa volt, ami felallo tipustrdl csiingd tipusura valtozott.
Ezutébbi valtozas egyiitt jarhatott a termésméret €s a ragadozd madarakkal szembeni

védelem novekedésével is(Paran et al., 2007).

Egyéb valtozasok (csokkent csipdsség, kedvezd termésmindség) is dsszefiiggést mutatnak a
domesztikacioval. A tovabbi szelekcid lehetové tette a termésméret nagymértéki

novekedését és a termés 1j alakvaltozatainak megjelenését. A vad tipusra foleg a gdbmbdlyl
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4.1.5.

vagy sziv alakll termések jellemzdek, de eléfordulnak ovalis vagy hosszikas termésii
valtozatok is. Bizonyos alakvaltozatok (kiipos blocky, hosszl hegyes) mar a domesztikécio
korainak tekinthet6 stddiumaban, a mexikoi tajfajtaknal is megjelentek (Taitano et al., 2018).
A tovabbi szelekcio soran rengeteg tovabbi atmeneti és szélsOséges valtozat is megjelent

(Paran et al., 2007).

A termésszin esetén a voOrds tekinthetd a ,,vad” tipusnak, ez a szin rdadasul minden
termesztett paprikafajban eléfordul. Az emberi tevékenységnek koszonhetéen ma mar

ismeriink sarga, narancssarga, barna és fehér szintire éré valtozatokat is.

Végiil egy masik fontos szelekcids feladat volt a csipdsségmentes valtozatok kivalasztasa.
Az elsd, termesztésben is hasznalt édes valtozatot a XVIII. Szazadban irtdk le (Boswell,
1937). A legtobb édes valtozat a Capsicum annuum fajhoz tartozik, de mas fajok is
felhasznalhatéak ennek a tulajdonsagnak a forrdsaként. A gazdasagi szempontbol
meghatarozo6 fajtak tobbsége az édes tipusok koziil kertiil ki (Bosland et al., 2012). A magyar
termesztésben legfontosabb tipusok is csipmentesek, a hajtatd berendezésekben legnagyobb
aranyban az édes, fehér, toltenivald tipust, a szabadfoldon tobbnyire kapidt vagy

paradicsompaprikat termesztenek.

Genetikai sokféleség alakulasa a domesztikacio soran

A termesztésbe vonaskor feltehetéen néhany anyatd, vagy kisebb populacid keriilt be a
termesztési rendszerbe, €s ezeknek az utoddai adjak a termesztett faj genetikai variablitasanak
bazisat. Az egyedek kiemelésekor az un. genetikai palacknyak-hatas kovetkeztében a fajok a
domesztikacid soran veszitenek genetikai variabilitasukbdl (Tanksley & McCouch, 1997,

Eyre-Walker et al., 1998 , Gepts, 2004).

A domesztikaciot kdvetden a nemesitési munka is képes tovabb csokkenteni a genetikai
sokféleséget (Tanksley & McCouch, 1997). A csokkenés mértéke fajonként valtozo lehet, de
altalaban a vad fajban szerepld genetikai variablitas kétharmada elveszik a domesztik4cios

¢s fajtafejlesztési folyamat sordn (Buckler et al., 2001).

Tobb markerezési rendszerrel (SSR, RAMPO) vizsgéalva a 3 kevésbé elterjedten termesztett
paprikafaj (pl: C. baccatum, C. chinense és C. frutescens) genetikai szempontbdl jelentésen
valtozatosabbnak bizonyult a Capsicum annum elterjedten termesztett genotipusaihoz

viszonyitva (Rai et al., 2013).
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4.1.6.

A paprika nemesitési folyamata soran a kiemelkedd, meghatarozo tipusok (pl: Californian
Wonder) sokszoros felhasznalasaval, azok allélkombinacidja feldusult és a variabilitas
tovabb csokkent (Ince et al., 2009). Ezt bizonyitja, hogy a fajtanemesités altal eldallitott,
emelt értékii, nagy teriileten termesztett fajtdk jelent6sen kisebb genetikai sokféleséget

mutatnak a vad, félvad €s a tajfajtadkhoz képest is (Oyama et al., 2006).

Ahogy a morfologiai valtozasok esetén emlitettiik, a kapszaicinmentes valtozatok késdbb
keriiltek felfedezésre. Molekularis marker alapti Gsszehasonlitas alapjan a termesztett
Capsicum annuum fajtak koziil egyértelmiien a csipds valtozatok kozott maradt fenn

nagyobb mértékii genetikai sokféleség (Ortiz et al., 2010).
A paprika atja Amerikan Kiviil és megjelenése a Karpat-medencében

A paprika feltehetden Kolumbusz Kristof elsé utjarol hazatérd hajokkal érkezett elészor
Europaba, mint egy borsos izii fliszernovény (Idrees et al., 2020). Ebbdl adddoan
Spanyolorszag a Capsicum annuum faj esetén a genetikai diverzitds egy masodlagos
kozpontjanak tekinthetd (Crosby, 2008). Ezt alatamasztja az is, hogy C. annuum fajhoz
kothetd fajtakra és termékekre Spanyolorszagban van a legtobb unids oltalom alatt allo
eredetmegjelolés (OEM) és oltalom alatt allo foldrajzi jelzés (OFJ) is (Pereira-Dias et al.,
2019).

A hagyomanyos fekete bors alternativdjaként a paprika gyorsan terjedt Europaban, Afrikaban
és Azsiaban is. Az arab vilagba portugal hajosok vitték el a paprikat, és ezekben az
orszagokban is nagy népszeriiségre tett szert. Nagyjabol fél évszazad alatt eljutott Azsiaig is,
¢és viladgszerte valtozatos formaban épiilt be az étkezési kultirdba (Idrees et al., 2020). A
Karpat-medencébe eldszor az Oszman Birodalom kozvetitésével érkezett meg (Andrews,

1984).

A friss fogyasztasra alkalmas valtozatok a XIX. szdzad el6tt ismeretlenek voltak hazdnkban.
A paprika z6ldségnovényként valo termesztését a XIX. szazad végén Bulgariabol betelepiilt
kertészek hoztak hazankba (Zatyko, 2006). A termesztéstechnoldgian feliil tobb kiilonb6zo
fajtavaltozatot (pl: paradicsomalaku, kosszarv) is meghonositottak ¢és ezeket pozitiv
egyedszelekcioval fenn is tartottak (Czibulya, 1987). A bogyiszldi, erds, vastag, fehér husu,

méltan hires valtozat is hozzajuk kotheto.
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4.1.7. A ‘Fehér 6zon’ fajtat megalapozo hazai szelekcios események és nemesitési munka

Ezt kdvetden az orszag kiilonbozod teriiletein a termeldi szelekcid lehetévé tette a helyi
viszonyoknak megfelelé téjfajtdk kialakuldsat. A legfontosabb ilyen tajfajta Cece
termeldihez kdthetd, akik az 1920-as években egy sz€les vallu, megnyujtott kiip alaku és igen
ritka, fehér hlist valtozatot emeltek ki (Zatyko, 2006). Ez a tajfajta adta az alapjat a mai napig
is a legnagyobb mennyiségben fogyasztott, nemzetkozi szinten is ismert Fehér toltenivalo
(Hungarian white) tipusnak. Az elsé cecei tipusok enyhén csipdsek és rendkiviil jo izliek

voltak (Zatykd, 2006).

Angeli Lambert volt az elsé nemesitd, aki a Cecei tajfajta populacidit egy szervezett
nemesitési program keretein beliil szelektalta. Az 6 nevéhez kithetd az elsd nagy bogyoju,
édes valtozat a ’Cecei 3° (Cecei Sweet 3) 1953-as regisztracidja. Ennek a fajtdnak a
bevezetésével a hazai paprika termesztés hozama megduplazodott és a paprika fogyasztas is
ugrasszeriien novekedett. 1960-ra az évi fogyasztds megkozelitette a 200 ezer tonnds

mennyiséget (Zatyko, 2006).

Angeli kezdte el a csokros novekedésii paprikavonalak és -fajtak nemesitését is, ezek
eldallitasahoz a C. annuum cv. fasciculatum kiilonboz6 tipusait hasznalta fel. Ennek a
programnak a sikerét sajnos nem ¢élhette meg (Zatyko, 2006). Kollegai folytattak a munkat
¢s ebbdl a programbol keriilt ki a nagysikerli, orszagszerte termesztett, az 1980-ban
regisztralt, és a mai napig a nemzeti fajtajegyzéken szerepld ‘Fehér 6zon’ konstans fajta

(Nemzeti fajtajegyzék, 2019).

A hetvenes években a cecei tipus szabadfoldi termésmennyisége jelentdsen csokkent az
uborkamozaik virus (CMV) fert6zések hatasara, ekdzben jelentésen novekedett a folids
berendezésekben torténd hajtatds. A Turi Istvan altal nemesitett els§ fajta a ’Soroksari
hajtatd’ (konstans) rovid idén beliil meghatarozova valt a hajtatasban. Az 1980-as években
azonban, mind a hajtatoberendezésekben, mind a szabadf6ldon a ‘Fehér 6zon’ lett

meghatdroz6 (Zatyko, 2006).

A ‘Fehér 0zo6n’, egy Zatykd Lajos nemesitette, determinalt ndvekedésti, dohany
mozaikvirussal (TMV) szemben rezisztens fajta. Felallo termése édes, fehér, kiip alaku;
atlagos tomege 90-100 g, hossza 10-14 cm, véllatmérdje 5-7 cm. Tartalmazza a TMV
rezisztenciat biztositd L1 gént, és a takacsatka kartétellel szemben is tolerans (Zatyko, 2006,

Slezak, 2001). “Ez a fajta egy idealis csokros tipus, ami hajtatott termesztés mellett
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szabadfoldre iiltetve, sOt helyrevetve is kivald terméseredményeket adott. Bizonyara ez a
minden idék legnagyobb feliileten termesztett étkezési tipusti magyar fajtaja.”’(Csilléry,
2013). A vetémag piacon mas ndvényekhez hasonldan, a paprika esetén is a hibridek valtak

meghatarozova, de a ‘Fehér 6z6n’ a mai napig kereskedelmi forgalomban tudott maradni.

4.2. Szaporodasbiologiai jellemzok
4.2.1. A paprikavirag és a belole képzodé termés legfontosabb jellemzoi.

A Capsicum fajokra jellemz0, hogy sugaras, altaldban ottagli viragaik himndsek (2. abra A),
¢s maghazuk fels6 allast. Az dsszeforrt partat alkotd sziromlevelek szama a legtobb fajnal 5
¢és 7 kozott valtozhat, ezek altalaban 10-20 mm hossztak. Jellemzden dnbeporzok; altalaban
kortlbeliil 17% kereszt-beporzas torténik sz€él vagy rovarok altal (Idrees et al., 2020). A
termesztett Capsicum annuum viragai 10-15 mm atmérdjiiek és tobbnyire hat sziromlevéllel
rendelkeznek (2. dbra B) (Munting, 1974, Bosland et al., 2012). A vad valtozatok viragai
kisebbek, és a legtobb esetben 5 szirmtiak (Munting, 1974, Bosland et al., 2012).

A virag szine fajtol fliggden valtozik, de a legtobb faj esetén fehér szinli. A C. frutescens
z06ldes viragszinli, mig a C. eximium, C. pubescens és a C. cardenassi fajokra elsédlegesen a
lila viragszin a jellemzd. A C. annuum esetén is leirtak néhany genotipust, amire a lila

viragszin jellemz6 (Bosland et al., 2012, Souza-Macedo et al., 2017).

A C. annuum viragai maganyosan vagy ritka esetben parosan helyezkednek el. Egy ndvényen
tobb, mint 100 virdg is kialakulhat. A bekdtott termések szamanak ndovekedésével a virdgok
kialakulasa jelentdsen csokken. Az elsd viragokbol fejlodo termésekre jellemzd, hogy
nagyobb méretiire nének, mélyebb szinliek €s az altaluk okozott csipds izérzet intenzivebb

(Bosland et al., 2012).

16



kocsany

placenta

mag

(%2}
endokarpium 2
. (%]
mezokarpium \GE)
exokarpium -
’_

terméscsucs

2. abra A Capsicum annuum generativ részei. A: A Solanaceae csalddra vonatkozé
viragdiagramm (Soni, 2010). B: A paprikavirag fejlddése a pollenszoérast megel6zé napokon
(Pérez-Pastrana et al., 2018) C: A termés részei a hosszmetszeti képén megjeldlve (sajat
foto).

A viragképzodéshez az idedlis homérséklet 16 és 21 °C kozott van. A paprikandl magas
hémérsékleten a viragelriigas altalanos jelenség (Bosland et al., 2012). Jelentds szamu viradg
elrugésara lehet szdmitani, amennyiben az ¢jszakai homérséklet 24 °C fol¢ emelkedik (Rylski
& Spigelman, 1982). A 32 °C feletti és a 16°C alatti hémérséklet is gatolja a viragok
bekotését. A magas hdmérséklet a megporzas el6tti 16-18 napon a pollen életképességének
csOkkentésével €s a megporzas utan a pollentomlé-novekedés és a megtermékenyitési

folyamatok gatlasaval komoly terméskiesést okozhat (Erickson & Markhart, 2002).

A Capsicum annum faj terméseire jellemz6 a rendkiviil nagy formai variabilitds. A kett6-tiz
termOlevélbol Osszendtt, felsd allasu termobdl alakul ki a sokmagvu bogydtermés, ami
rendkiviil valtozatos alaka (blocky, gdmbolyt, lapitott gdmb, kiipos, hosszu, hegyes) és mind
gazdasagi (fehér, zold, lila), mind bioldgiai érettségben (piros, fehér, sarga, narancs,
rozsaszin, z01d, barna, fekete) sokféle szinli lehet. Kapszaicintartalmatdl fliggden édes vagy

csipds izl (Csilléry, 2006). A termést tobb kiilonb6zd részre bonthatjuk (2. abra C).
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4.2.2. Termésfejlodési folyamatok

A burgonyafélék csalddjaban a termés novekedése a megtermékenyitéstdl kezdddik, annak
ellenére, hogy a termések tovabbi fejlodése késhet vagy meg is szakadhat bizonyos
kedvezotlen termesztési feltételek hatasara. Mivel a magszam Aaltalaban nagymértékben
befolyasolja a termés méretét és tomegét, a beporzas és a megtermékenyités kulcsfontossagu

a termésfejlédés folyamataban (Ho & Hewitt, 1986).

A C. annuumban a megtermékenyités 20-28 ordval a megporzast kovetden (HPP) torténik
meg (Tiwari et al.,, 2013). A paradicsomban hasonlé id6 alatt torténik meg a
megtermékenyités (Iwahori 1966), mig az Arabidopsisban szignifikansan gyorsabb ez a
folyamat (5 HPP koriil) (Faure et al., 2002). A fejlédod termésekben 1étrejon a magkezdemény
(ovolum) és a hartyas valaszfal (replum) kozotti vaszkularis kapcsolat, ez a kapcsolat az

abortalod6 termésekben nem alakul ki (Tiwari et al., 2013).

Capsicum annuum L. cv. ‘Trophy’ fajtajan végzett vizsgalatban a kovetkezoket talaltak: A
paprikatermés friss tomeg grammban nézve kezdetben meglehetdsen lassan gyarapodik, de
a relativ novekedési rata (Relative Growth Rate, RGR) a korai fejlddés (12 DAA-ig) soran
magas (akdr 33% is 24 oOra alatt) értéket mutat. Ezen kezdeti id6szak utdn egy intenziv
tomegnovekedéssel (kb. napi 5 gramm) jaré szakasz (30 DAA-ig) kovetkezik. A tovabbi
szakaszokban a méretnovekedés iliteme és az RGR tovabb csokken. Ezt a szakaszt 3 részre
bonthatjuk. A 30-40 DAA kd&zti idészakot a kicsit lassabb, de még jelentds tomeggyarapodas
(naponta kb. 4 g friss tomeg) jellemzi. A 40-55 DAA kozti idészakban a novekedés iiteme
jelentdsen lelassul (napi 1,5 gramm alatti novekedés). Az utolsé szakaszban, az 55. nap utan
a friss tomeg mérhetéen csokken. Ez a ndvekedési mintazat azt jelzi, hogy a friss tomeget
eredményezd bioszintetikus aktivitds magas a gylimolcs korai fejlédése soran, majd

fokozatosan (tobb 1épcsdben) csokken (Nielsen et al., 1991).

Egy korabbi vizsgalatban egy Capsicum annuum L. var. minimum (Mill.) és egy Capsicum
annuum L. var. annuum ‘Chile cascabel’ fajtan végeztek hasonlo méréseket. Itt a bogyoméret
novekedését kovették, és azt tapasztaltak, hogy az el6z0 vizsgalattal 6sszefliggésben a hossz
és az atmérd is az elején nagyobb mértékben novekedett, és folyamatosan lassulod
novekedéssel érte el a maximalis méretét (Munting, 1974). Ezeknél a fajtdknal (a

‘Trophy’-hoz viszonyitva) ez hamarabbi idépontban kdvetkezett be, a kisebb bogyojunal
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(Capsicum annuum L. var. minimum) kb. a 20. napon, a ‘Chile cascabel’ fajtanal a 28. napon

tortént meg.

Munting (1974) tintaval jeldlt bogyok ndvekedését kovetve megallapitotta, hogy a
novekedési zona a bogyodk kocsanyhoz kozeli, alapi részén helyezkedik el. Akarcsak a
paradicsom ¢és a ludfli esetében, a paprikatermésnél is a sejtosztodas és a sejtmegnytilas
okozza a maghdz termékenyiilést kovetd gyors novekedését (Nitsch 1970, Cheniclet et al.,

2005, Tiwari et al., 2013).

A paprika korai novekedési szakaszdban a sejtosztodas a meghatarozobb a termésméret
novekedésében, akarcsak a lopotok és a paradicsom esetében (Quan Yu et al., 2001, Bertin
2005). Paprikéban a késébbi termésnovekedést a sejtmegnytlas hatarozza meg, akarcsak a
paradicsom (Gillaspy et al., 1993), az uborka (Marcelis és Hofman-Eijer 1993) és a
japankajszi (Matsumoto et al., 2008) esetén, ahol a korai novekedés utan a sejtosztodas
megszinik, és a gylimdlcsok késobbi novekedése a sejtek expanziojaval €s intercellularis

terek kialakulasaval valosul meg.

A termésfejlédés soran a metabolitok valtozasaval sok tanulmany foglalkozott. Az elsd gyors
novekedési fazisban lignint és szabad fenolos vegylileteket magas koncentracidoban és
minimalis kapszaicin tartalmat talaltak, valamint jelentds peroxidaz aktivitast és markans
hex6z (fruktdz, glikoz) akkumulaciot figyeltek meg. A kovetkezd lassuld novekedési
fazisban a szachar6z és a keményité felhalmozoddasa, a peroxidaz-aktivitas csokkenése, a
gliikoz, a fruktoz, a lignin és a fenolos vegyiiletek csokkenése és a kapszaicinszint lassu

emelkedése volt jellemz06 (Nielsen et al., 1991, Estrada et al., 2000).

A termésérés a termésfejlodés utolsd fazisa, ennek bioldgiai célja a gylimdlesszovetet
kivanatossa tenni az azokat elfogyasztd allatok szamara, és ezaltal biztositani a magvak
elterjesztését. Az érés soran altalanosan jellemzd a keményitObontas, a fokozott pigment
bioszintézis és az iz- és aromaanyagok feldusulasa (Seymour et al., 1993). A paprikdban azt
talaltak, hogy a lignin, a fenolos vegyiiletek koncentracioja és a peroxiddz aktivitasa tovabb
csokken, a szachardéz és a keményité bontisaval egyszerli cukrok keletkeznek ¢és a
kapszaicin-szint €s a C-vitamin tartalom is emelkedik (Nielsen et al., 1991, Estrada et al.,
2000, Nagy et al., 2015). Ezeket a biokémiai folyamatokat jelentdsen befolyasolhatja a
genotipus €s a termesztési koriilmények (Nagy et al., 2015., Barbero et al., 2016).
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A paprika termésfejlodése €s termésérése soran a respiracioban €s az etilénprodukcioban nem
tapasztalhatd novekedés, és ezt ethephor/propilén kezeléssel sem lehetett kivaltani (Finger és
Pereira, 2016, Pretel et al., 1995). A paprika utoérését a nem klimaktérikus jellegiick kozé
soroltak. A termések utoérdek, tehat az érés megfeleld koriilmények kozott a szedés utan is
folytatodhat. Az utdérés jellege és sebessége fajtanként eltérd lehet, egyes fajtak kiilsd

etilénkezelésre érzéketlenek, masok jol reagalnak (Finger & Pereira, 2016).

Az utdérésre altalanosan jellemzd, hogy ha a termést egy bizonyos allapot el6tt szedjiik az
utdéérés nem tud lezajlani, illetve hogy a hémérséklet emelkedésével az érési folyamat
felgyorsul. A szedés utdn az utdéréssel parhuzamosan a lebonté folyamatok is
megkezdddnek, és a termés viztartalma és egyes Osszetevoinek (pl: cukrok, C vitamin)

koncentracioja is ndvekvo litemben csokken, és eljut a talérett stadiumba.

4.3. A termés elkiiloniilo részei
4.3.1. Terméshus (perikarpium)

A perikarpium (2. dbra C) vagy terméshus alatt a termés teljes falat értjiik, ami érettségtol és
szinezettségtdl fliggden lehet zold, lila, fehér, barna, sarga vagy piros. A perikarpiumot

harom tovabbi részre lehet osztani:

A termést kiviilrél boritd fényes, viaszos, védelmi funkcidt ellatd egysejtréteget
exokarpiumnak nevezziik (2. abra C). Ebben a rétegben antiklinalis sejtosztdodas torténik,
azaz a sejtek a felszinre meréleges sikban osztodnak (Munting, 1974). Igy az adott szovet
feliilete novekszik, mig sejtrétegszama valtozatlan marad. A termésfejlodés soran az
exocarpium sejtjei  kisméretliek maradnak, sejtfaluk megvastagszik ¢és jelentOs

kutikularéteget képeznek (Munting, 1974).

A kozépso soksejtes réteget mezokarpiumnak nevezziik, ezek a sejtek adjak a termésfal
legnagyobb hanyadat, és itt tarolodik a termés viztartalmanak nagy része (2. abra C). Ebben
a rétegben antiklindlis (felilletnovekedéssel jaro) és periklinalis (réteg vastagodasaval jaro)
sejtosztodas is torténik. Ugyanezt a sejtosztoddsi mintazatot irtdk le a Solanum
lycopersicumban és a Lagenaria leucanthaban is (Varga & Bruinsma 1976, Quan Yu et al.,
2001, Cheniclet et al., 2005). A sejtosztodason kiviil itt jelentds sejtmegnyulés is végbemegy

a termésfejlodés soran.
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4.3.2.

A mezokarp rétegekben egyértelmii sejtméretgradiens alakul ki. Az exokarphoz kozel a
sejtek kisebbek és laposabbak, a kozépsé részen lekerekitettek és viszonylag
izodiametrikusak, az endokarpium felé haladva egyre nagyobbak és hossztikasabbak (Tiwari

etal., 2013).

A paradicsom bogydban a sejtek expanzids folyamatat szabalyozé gének (y7IP és PRP) és
az ezeket szabalyozo egyes folyamatok (pl: auxin és gibberelinsav valasz, transzkripcios
szabalyzas) kulcsgénjei egy gradiens mentén expresszalodnak, expressziojuk a belsé résztol
a kiilsé rész fel¢ haladva egyre csokken. Feltehetden ez alakitja ki a gradiens mentén valtozo

méretll sejteket (Lemaire-Chamley et al., 2005), amit paprikdban is megfigyelhetiink.

A belso, vékony, hartyaszerl réteget endokarpiumnak (2. abra C) nevezziik, ez két sejtsorbol
all, egy sorban normal és egy sorban oriassejteket talalunk. Erre a rétegre is az antiklinalis
sejtosztodas jellemzo, ezért az osztodasi szakasz végére is kétrétegli marad (Tiwari et al.,
2013). A termésfejlddés soran az endokarpium legbelso sejtjei megmaradnak kisméretiinek,
mig az orias endokarp sejtek jelentds sejtmegnyuldson mennek at. Az oridssejtek sejtfala
megvastagszik, az endokarpium belsé sejtsoraban vékony és vastag falu sejtek vegyesen

fordulnak elé (Munting, 1974).

A paprikat elsdsorban a htisaért termesztjiik. 2018-ban Magyarorszagon kozel 120 ezer tonna
termést takaritottak be a gazdak. Ez tobb, mint 30 millidrdos brutt6 termelési értéket jelentett,

ami a teljes zO0ldségagazat brutto termelési értékének (182M) 17,34%-4t adta (KSH, 2019).

Mag (ovulum, semen)

A magkezdeménybdl kialakul a zarvatermdkre jellemzd szaporitoszerv, a mag. Ennek 6
feladata, hogy biztositsa a fejlodo utdd sikerességét. A magok fontos szerepet jatszhatnak a
kotések szamaban és a termésméret novelésében is (Rylski, 1986, Khah és Passam, 1992),
azonban a termés tOmege és a termésenkénti magok szdma kozott nem mindig figyelhetd
meg egyértelmi 0sszefliggés (Bakker, 1989). A magok érése a megporzas utan akar 25 nap
alatt is lejatszodhat, azonban ez és a termésenkénti magszam is jelentdsen fiigg a genotipustol
¢és a termesztési koriilményektdl. A magnak harom {6 részét kiilonithetjiik el: az embriot, a

taplaloszovetet €s a maghéjat (Nyakas, 2006).

A ndi ivarsejt megtermékenyitésével alakul ki a =zigdéta, ami jol meghatirozott

sejtosztddasokkal embriova fejlodik (Yadegari & Drews, 2004). A kétszikii ndvényeknél a
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mag képzOdése soran az embrid az alabbi stadiumokon megy at: sziv (két sziklevéldudor
megjelenése), torpedd (sziklevelek kialakulasa) és bipolaris embrié (differencidlodott

gyoOkér- és hajtascsucs) (Nyakas, 20006).

A kettds megtermékenyités soran a petesejt mellett az embridzsdk kozponti sejtje is
megtermékenyiil. A megtermékenyitett kdzponti sejtbdl fejlodik ki a mag kiilonleges
(triploid) taplaloszovete, az endospermium (Nyakas, 2006). Az embrid és a maghéj kozti
teret ez a szovet tolti ki. A paprikaembriokat endospermium veszi koriil, ami tartalmazza az
embri6 és a fiatal csirandvény taplaléksziikségletének kielégitéséhez sziikséges anyagok

nagy részét (Cochran, 1938).

A maghé¢j a magkezdemény integumentumaibdl fejlodik ki, elsddleges funkcidja az embriok
fizikai védelme (Nyakas, 2006). Egyes fajoknal késleltetheti a csirdzast, de a paprika esetén

a maghéj nem jelent mechanikai korlatot a csirdzdsban (Watkins & Cantliffe, 1983).

A magok sima feliiletiiek, lapitott vese alaktiak, ezermagtomegiik 5—7 g (Gyurds, 2004). Az
Ot termesztett faj koziil a (barna, fekete magszinii) C. pubescens kivételével fehér, sarga vagy
krémszintiek (Csilléry, 2006) (2. dbra C). A paprikamagok idedlis koriilmények kozott
tarolva akar 50 év multan is életképesek maradnak. A 25 °C feletti homérséklet €s a magas

relativ paratartalom dramai csokkenést okozhat a magok ¢életképességében (Berke, 2000).

A magra jellemzé, hogy a termésfejlddés sordn mind a friss tomege, mind a
szérazanyagtartalma jelentdsen novekszik. A relativ szarazanyagtartalom a kezdeti
idészakban megegyezik a tobbi termésrészre jellemzd értékkel (10-15%), azonban a 28.-30.
nap utan ugrasszeriien megemelkedik (kb. 50%-ra). A magok az érett termésben mért friss
tomegnek csekély (1-2%) hanyadat adjak, viszont a szarazanyagtartalom akar 18%-at is

adhatjak (Marcelis & Hofman-Eijer, 1995).

Tobb tanulmany is beszdmolt a paprikamagok magas fehérje, lipid és asvanyi anyag
tartalmarol (Zou et al., 2015, El-Adawy & Taha 2001). Tovabba a Capsicum annuum faj
esetén bizonyitottak olyan magas antioxidans hatasu vegytiletek jelentés mértéki jelenlétét,
mint a polifenolok, karotenoidok vagy a terpének (Silva et al., 2013). A magban viszonylag

alacsony a kapszaicinszint a placentdhoz képest.

Paprikamagok esetén is megfigyelhetd a magok természetes nyugalmi allapota, a dormancia

jelensége. Korabban igazoltdk, hogy a piquin/’Tepin’ paprika magjaindl ez markdnsabban
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megjelenik, €és ez sok esetben alacsony mértékii €s egyenetlen csirazast eredményez (De la

Rosa et al., 2012, Alcala-Rico et al., 2019).

A paprikandvényeken eldallitott termékek kozil a legértékesebb a vetomag. Eldallitasa nagy
odafigyelést és sok kézimunkaerdt igényel. A vetdmagok arai fliggnek a tipustol a fajtatol, a
cégtdl az eldallitasi koltségektdl, és az értékesitési orszagtol is. A paprika vetdmagjainak

hazai szemenkénti ara 1,5 és 40 forint kozé teheto.

Magléc (Placenta)

A maghaz falanak azon részét, ahol a magkezdemények iilnek, maglécnek (placenta)
nevezziik. A magkezdemények koldokzsinorral (fumiculus) kapcsolodnak a placentahoz
(Nyakas, 2006). A paprikara az axialis, tengelyi placentacio a jellemzd, a placentalis szovetek

nagy része kozvetleniil a kocsany alatt helyezkedik el (Zhigila et al., 2014) (2. dbra C).

A paprikaban talalhato egy specialis vegyiiletcsalad, a kapszaicinoidok, amelyek kizarolag a
Capsicum nemzetségre jellemzéek (Govindarajan et al., 1987; Gopveindarajan &
Sathyanarayana,1991), és a placentdban halmozodnak fel. Az erds paprikdk fogyasztisa
soran fellépd csipds izérzetért 90%-ban két vegyiilet (a kapszaicin €s a dihidro-kapszaicin) a
felelds (Kosuge & Furuta, 1970, Reyes-Escogido, 2011). Ezeket a masodlagos metabolitokat
egy komplex reakciosorozat képezi, amely tobb sejten beliili egységben (mitokondrium és
plasztisz) zajlik és a fenilpropanoid és az elagaz6 lancu zsirsav bioszintézis utakat is magaban
foglalja(Naves et al., 2019). A paprikak csipdss€gét a kapszaicin relativ mennyiségét mutatd
Scoville-féle (Scoville, 1912) csipdsségi egységben (SHU) szoktak kifejezni. A nagy

SHU-val rendelkez0 fajtak termésében altalaban tobb placentalis szovetet talalunk.

A magléc relativ szarazanyagtartalma a termésfejlodés sordn nagyjabol allandé marad
(10-15%). A termés Osszes szarazanyagtartalméanak a placentalis szovetek kezdetben nagy
aranyat, 40-50%-4at adjak, a terméshus intenziv novekedésével a placenta egyre kisebb
mértékben jarul hozza a szarazanyagtartalomhoz. A 28.-30. napon a szarazanyagtartalom
75-85%-4t mar a terméshus, 10-15%-4at a placenta, a tobbit a mag adja. Ezek az értékek a

késobbi stadiumokban jelentésen nem valtoznak (Marcelis & Hofman-Eijer, 1995).

Az EU ¢és az FDA jovahagyta a kapszaicint gyogyszerként a neuropatias fajdalom lokalis
kezelésére, azonban fajdalomcsillapitd hatasa erésen dozisfiiggd. Ezen farmakoldgiai hatés

alapjan a kapszaicint gyakorlatban is alkalmazzak fajdalmas allapotok és rendellenességek
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(pl: kronikus reumas fajdalom, herpesz utani neuralgia, fajdalmas diabéteszes neuropatia és

osteoarthritis) kezelésére (Baenas et al., 2019).

4.4. Az altalunk alkalmazott VIGS vektorok alapjat adé novényi virusok

4.4.1. A paprika, mint virusgazda

4.4.2.

A ndvényi virusok felfedezése és a virus elnevezés is Dimitrij Ivanovszkij nevéhez flizddik
(1892), aki fert6zott dohanybdl nyert és baktériumsziron atengedett ndvényi nedvvel,
sikeresen fert6zott meg egészséges novényeket. Ez volt az elsé virus, amelyet leirtak és
késébb az altala okozott tlinetek miatt a dohdnymozaikvirus (TMV) nevet kapta. Azota
szamos kiilonféle virust talaltak novényekben, egy 2006-o0s becslés szerint 1000-nél tobb

ndvényi virus fordul el6 a vilagban (Gergerich & Dolja, 2006).

A Capsicum nemzetség tagjai sokféle virusfaj fertézésére érzékenyek. A paprikdban a
virusfertdzés altal kivaltott tiinetek is sokfélék lehetnek: enyhe levélklordzis, levél
hulldmosodas, lokalis nekrozis, hervadas, teljes pusztulds. Am 6nmagaban a tiinetek alapjan
ritkan lehetséges a virus pontos diagnosztizaldsa, mivel tobb virusfaj is okozhat nagyon

hasonlo tiineteket (Kenyon et al., 2014).

Hanssen és munkatarsai 2010-ben egy Osszefoglald tanulmanyban mindossze 49 virusfajt
listaztak, amelyek képesek megfertdzni a paprikanovényt (ami igen kevés a paradicsomot
fert6z6 136 virusfajhoz képest), amelyek kozott koriilbeliil 20 olyan volt, amely jelentds kart
is okoza paprikandvényekben. Azdta jelentds szamu a paprikat fertdz6 virus kertilt leirasra,
ezek nagyrésze rovarvektorok altal terjesztett €s a tropusi vagy a szubtropusi kliman fordul
eld. Példaul 2003 (Pernezny et al., 2003) és 2014 (Kenyon et al., 2014) kozott a paprikabol

leirt begomovirusok szama 6-rol 43-ra nétt mig a tospovirusok szdma 3-r6l 13-ra.

Dohadanymozaik virus

A Virgaviridae viruscsalad, Tobamovirus nemzetségére jellemzd, hogy a virusgenomot egy
RNS-molekula hordozza, a kopenyfehérje 17-18 kDa nagysdgu és a nemzetség minden tagja
mechanikus tton atvihetd (Adams et al., 2009). A Tobamovirus nemzetségbe tartozo6 virusok
szama jelentdsen novekedett az elmult években 22-rdl (Faquet et al., 2005), négy év alatt
25-re (Adams et al., 2009), majd elérte a jelenlegi 37 regisztralt fajt (ICTV, 2018). A
nemzetség természetes gazdandvényei a Cucurbitaceae, Malvaceae, Solanaceae,

Brassicaceae, Cactaceae, Fabaceae, Passifloraceae, Apocynaceae, Gesneriaceae ¢€s
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Orchidaceae csaladokba sorolhatoak. 11 elismert tobamo virusfajrol (1. tdblazat) irtak, hogy
képesek megfertdzni a paprikat (TMV, ToMV, TMGMV,PaMMV, PMMoV, BePMV,
ObPV, RMV, ORSV, SHMV). A két legujabban elismert paprikapathogén tobamovirus a
ToBRFV és a BPeMV.

1. tablazat Paprikapathogén tobamovirusok.

Elnevezés Rovidités Referencia

Bell pepper mosaic virus BPeMV Feldman & Oremianer, 1972
Obuda pepper virus ObPV/DYFV Salamon et al., 1987
Odontoglossum ringspot virus ORSV Salamon & Némethy, 1988
Paprika mild mottle virus PaMMV Rast, 1979

Pepper mild mottle virus PMMoV McKinney, 1952

Ribgrass mosaic virus RMV Wetter, 1986

Sunn-hemp mosaic virus SHMV Capoor, 1950

Tobacco mild green mosaic TMGMV McKinney, 1929

virus

Tobacco mosaic virus TMV Mayer, 1886

Tomato Brown Rugose Fruit ToBRFV Cambron-Crisantos et al., 2018, Panno et al.,
Virus 2020

Tomato mosaic virus ToMV Clinton, 1909

A nemzetség (Toba-mo-virus) névado ¢€s tipusfaja a dohadnymozaik virus, az elsdként

felfedezett novényvirus, a virologia fontos modellvirusa.

A tobamovirusok mechanikusan konnyen elterjednek, magokban és novényi térmelékekben
és peéldaul tiveghazi feliileteken (Spence et al.,, 2001), de még a drénvizben is
fennmaradhatnak (Rosario et al., 2009).A TMV-fert6zott paprikandvényeken altalaban
megfigyelhetd a klorotikus mozaik, és a fiatalabb levelek és gyiimdlcsok torzulasa is (Nemes

& Salanki, 2020).

A tobamovirusok genomjat egyetlen, pozitiv, egyszalu a fajoktdl fliggden véltozd mérett
(6300-6500 nt) RNS-molekula képezi, amely a kdpenyfehérje eltdvolitdsa utan is képes
fertdzni (Brunt et al., 1996) .A virus RNS stabilitdsahoz feltétlen sziikséges, hogy a végek az
RNazok szamara hozzaférhetetlnek legyenek. A TMV genomi RNS-ének az 5’-végét cap
struktara, 3’ végét egy aminosavat (hisztidint) kot tRNS-szerti struktura zarja le (Matthews

& Hull, 2002).

A TMV genom négy nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz, amelyek négy proteint

kédolnak: egy a metil-transzferaz (MT) €s RNS helikaz (HEL) doméneket tartalmazé 126 kDa
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fehérjét, egy atolvasassal transzlalodd RNS-fiiggd RNS-polimerdz (RDRP) domént tartalmazo
183 kDa méretli fehérjét, a 30 kDa-os sejtrél sejtre torénd mozgést lehetdvé tevod
mozgasfehérjét (MP) és a
17,5 kDa-os kdpenyfehérjét (cp) (Faquet et al., 2005, Goelet et al., 1982, Lewandowski &
Dawson, 2000). Tovabbi két lehetséges ORF-t is azonositottak, ORF5 (54 kDa fehérje) és
ORF6 (4-5kDa fehérje) (Sulzinski et al., 1985, Morozov et al., 1993).

A virionokban a csekély tomegi (kb. a virion 5%-at add) genomi RNS-t megkdzelitéleg 2600
az ORF4-rdl transzlalodo 17.5 kDa molekulatomegli kopenyfehérje (CP) alegységbdl
felépiild helikdlis fehérjekomplex veszi korbe. A viriont felépitd fehérjekomplex
kismértékben novényi eredetli fehérjéket is tartalmazhat (Matthews & Hull, 2002). A TMV
virionjai merev palcika alaktiak, hosszasaguk 300 nm, szélességiik 17-18 nm (Brunt et al.,

1996).

A Capsicum fajokban a tobamovirusok elleni rezisztencia hiperszenzitiv reakcioként (HR)
nyilvanul meg, és az inokulalasi helyeken lokalis 1éziok keletkeznek. Ezt a rezisztenciat az L
l6kuszon taldlhatdé gén 4 eltérd allélja biztositja (LI, L2, L3 és L4), amelyek novekvo
hatékonysagot mutatnak a kiilonféle tobamovirusok ellen. A patogenitas €és a rezisztencia
gének kozotti kdlesonhatas alapjan a paprikat fert6zé tobamovirusokat 6t csoportba soroltak
(PO, P1, P1, 2, P1, 2, 3, P1, 2, 3, 4 patotipus) (Boukema, 1980, Boukema, 1984, Gilardi et
al., 2004, Antignus et al., 2008). Az L1 a PO-al szemben, az L2 a PO ¢és a P1-el szemben, az
L3 a PO, P1, P1,2-vel szemben biztosit rezisztenciat, az L4 a P1, 2, 3, 4 kivételével minden
patotipussal szemben ellenall6 (Antignus et al., 2008). A termesztett fajtak k6zott tovabbra
is sok az L1, L2, L3 génnel rendelkezd fajta, de mivel a P1,2,3 és a P1,2,3,4 patotipus
széleskorben nem terjedt el, ezek is megfeleldé védelmet nyujthatnak. Jelenleg nem irtak le

olyan paprikagenotipust, ami L5 rezisztenciaszinttel rendelkezik.

Dohany zorgoleveliiség virus (TRV)

A dohany zorg6levelliség virus a Virgaviridae viruscsalad, Tobravirus nemzetségébe tartozo
¢€s a nemzetség nevét add ndvényi virus. A tobravirusok csaladjaba 3 virusfaj (Tobacco rattle
virus, Pepper ringspot virus, Pea early-browning virus) tartozik, ezek mindegyike két
elkiiloniild egyszala RNS-szélon elhelyezkedd genommal rendelkezik és mindhdrmat a
talajban ¢él6 fonalférgek (Trichodorus és Paratrichdorus fajok) terjesztik. A fonalféreg-

atvitelen kiviil a mechanikai atvitelrél és magatvitelrdl is beszdmoltak. A TRV az egyik, ha
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nem a legszélesebb gazdakdrrel rendelkezd ndvényi virus tobb, mint, 50 csaladban 400
novényfaj fertézhetdé meg kisérletileg, bar sok esetben ezek a fert6zések nem valnak
szisztemikussa (Uschdraweit & Valentin, 1956, Schmelzer, 1957). Amennyiben a TRV
szisztemizalodik, akkkor altaldban mas virusokkal ellentétben képes elterjedni az egész
novényben €s bejut a merisztémaba is (Martin-Hernandez & Baulcombe, 2008), ennek

ellenére tobbségében enyhe tiineteket vagy kismértékii fenotipusos valtozasokat okoz.

Mindkét virusgenomot hordozd RNS (RNS-1 és RNS-2) pozitiv polaritasu és 5'-végiikon cap
¢s 3'-végiikon tRNS-szerli, aminosav-kotd-szerkezet noveli stabilitasat (Harrison &
Robinson, 1986; van Belkum et al., 1987). A két RNS eltéré méretli. A hosszabb az RNS-1
kb. 6800 nukleotidbol (nt) all, 6nmagaban is képes a replikaciora és a szisztemikus fertézésre
(virion kialakitasra nem), és altaldban szekvencidja és mérete is konzervalt az egyes
izolatumok ko6zott. Az RNS-2 rovidebb és izoldtumonként nagy eltéréseket mutathat mind
szekvenciajat, mind méretét (kb. 1900-3900 nt) tekintve (Angenant, 1986), onmagaban nem

fertdzoképes.

Az RNS-1 négy nyilt leolvasasi keretet tartalmaz. Ezekrol két replikazaktivitassal rendelkezd
fehérje irodik at, egy atolvasast (readthrough) lehetdvé tevd stop kodon segitségével, egy
rovidebb 134 KDa ¢és egy hosszabb 194 kDa méretli (Robinson & Harrison, 1989).
Ugyszintén az RNS-1 genomjaban van kodolva egy 29 kDa méretii mozgasi és egy 16 kDa
méretli RNS-csendesitést gatld fehérje (Robinson & Harrison, 1989 , Martin-Herndndez &
Baulcombe, 2008), azonban ezek kifejezddéséhez altalaban szubgenomi RNS-ek kialakuldsa

sziikséges.

Az RNS-2 kodolja a genomi RNS-rdl atirodo 25 kDa-os kopenyfehérjét és egy masodik
szubgenomi RNS-rél atirodd 29,4 kDa (az RNS-1-en leirt 29kDa méretii fehérjével nem
megegyez0), ¢és egy 32,8 kDa méretli fehérjét. Néhany virustorzs esetében a 16kDa méretli
RNS csendesitést gatldo fehérje az RNS-2 genomjan szinte azonos szekvenciaval

megtalalhat6 (Robinson & Harrison, 1989).

A virusrészecskék helikdlisan szimmetrikusak, 23 nm atmérdjiiek, palcika alakuak és
kozépvonalukban egy 5 nm atmérdjii csatorna figyelheté meg (Nixon & Harrison, 1959;

Cooper & Mayo, 1972).

27



4.4.4. Burgonya X virus (PVX)

Ezt az Alphaflexiviridae viruscsaladba és Potexvirus nemzetségbe tartoz6 virust Smith irta le
elészor 1931-ben. A PVX fertdzi a Solanaceae és legalabb 26 masik csalad fajait. Novényi
nedvvel és mechanikus uton terjed, de beszamoltak ragoszéjszervii vektorokkal (példaul
szocskékkel) torténd terjedésrdl, de ez a fajta atvitel korlatozottnak tlinik a tobbi (eszkoz,

gép, ember, sz¢l altali) mechanikai atvitelhez képest.

A PVX széles gazdakorrel rendelkezik, amely 27 csalddban legaldbb 62 ndvényfajban
eléfordul (Edwardson & Christie, 1997). Vilagszinten a burgonya esetén bir a legnagyobb
jelentdséggel, de a tobbi nagyobb teriileten termesztett burgonyaféle (paradicsom, paprika,
dohany) esetén is szamolni kell vele, emellett sok gyomndvény is a természetes gazdaja. A
fert6zés tlinetei a nekrotikus foltok a levélen és a szaron, de szerencsére paprikéan ritkan
fordul el6. Az Y virussal egyiitt szisztemikus és jelentds mértékli levélklorozist és
deformaciot tud okozni (Fribourg & Fernandez-Northcote, 1972). Tobb PVX rezisztens
paprikafajtat is leirtak mar, de viszonylag keveset tudunk ezekrdl a paprikaban miik6do

rezisztenia gének 6roklodésérdl és genomi elhelyezkedésiikrol (Shi et al., 2008).

Egyrészes pozitiv, egyszalu RNS-genomja 5 leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz. Az els6 egy
166 kDa méretii RNS-replikaz aktivitast fehérjét, a masodik egy 25 kDa nagysagu helikazt
koédol. A 3. és 4. ORF rovidebb, ezek egy-egy (12 kDa, 8 kDa) membrankotd fehérjét
koédolnak, ami feltehetéen a virus ndvényen beliili mozgésast segiti el6. Az ORFS, pedig a
25 kDa méretli kopenyfehérjét kodolja. A virion alakja fonalszerli, hosszusaga 515,

sz¢élessége 13 nm.

4.5. RNS-interferencia jelenség novényekben

Ecker & Davis (1986) azt a baktériumokban és az allati rendszerekben megfigyelt jelenséget,
hogy az antiszensz RNS gatolja a génexpressziot, ndvénysejtvonalakon végzett kisérleteivel
kiterjesztette a ndovényvilagra is. Ezutan révidesen megjelent a tanulmany egy olyan
transzgénikus novényrdl (petunia), ahol antiszensz RNS-sel gatoltak egy ndvényi gén
(chalkon-szintdz) mikodését (van der Krol et al.,, 1988). Az RNS-interferencia vagy
géncsendesités jelenségét eldszor ugyszintén egy transzgénikus petinia kisérlet kapcsan
vetették fel. Napoli és munkatarsai a korabban leirt chalkon-szintdz gén felhasznélasaval
sOtétebb, lilabb viradgszint kivantak eldallitani a gént extra kopiaban tartalmazo transzgénikus

vonalak létrehozasaval. A transzgénikus vonalak eléallitasa sikeres volt, azonban ezeken a
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viragok szine a vart sotétlila helyett fehér vagy fehér-lila mozaikos lett. A jelenség pontosabb
megismerésére Osszetett kisérletsorozatot végeztek szensz és antiszensz konstrukciok
felhasznalasaval, a transzgén ¢és az endogén gén egyiittes gatlasat/csendesitését
koszupresszionak nevezték el, de a molekuldris hatterét ekkor még nem sikeriilt feltarni

(Jorgensen et al., 1996).

Ebben az idészakban a szensz transzgén konstrukciok endogén génekre gyakorolt gatld
hatasat tobb kiillonbozo éldlényben megfigyelték (dohany (Ingelbrecht et al., 1994, Mueller
et al., 1995), paradicsom (Smith et al., 1990), ludfii (Dehio & Schell, 1994), kenyérpenész
(Romano & Macino, 1992)). A kiilonb6z6 szerzok e jelenségre valtozatos elnevezéseket
hasznaltak: transzgén-csendesités, endogén géninhibicio, homoldgia alapti géncsendesités,

»elfojtas” (,,quelling”™), poszttranszkripcionalis csendesités.

Fire et al., 1998-ban 0jszerii megkdzelitést alkalmaztak, hosszu egy- és kétszalu RNS-eket
injektaltak C. elegans embridkba. Az injektalt RNS-molekuldk az endogén mRNS-ek
interferencia kifejezést. Ebben a kisérletben egyértelmiien igazoltak, hogy a bevitt duplaszali
RNS-ek (dsRNS) sokkal nagyobb hatést fejtenek ki, mint az egyszalu (ssRNS) valtozataik.
Bar ebben a publikacioban a jelenségeért felelds kis méretli RNS-eket nem azonositottak, a
szerzOk a molekularis biologia egy teljesen 1j teriiletét nyitottak meg, €s rekord i1d6 alatt

(2006-ban) orvosi Nobel dijat kaptak felfedezésiikért (Fire et al., 1998).

Egy évvel késobb jelent meg egy a koszupressziot, a novényi RNS-interferenciat és a
poszttranszkripcionalis  géncsendesitést (PTGS) novényekben részletesen vizsgalo
publikacid. A kisérletben a PTGS, 3 transzgén altal indukalt és egy virus altal indukalt
(VIGS) példajat elemezték Solanum, Nicotiana, Arabidopsis és Petunia ndvényekben.
Mindegyik esetben ki tudtak mutatni a megcélzott mRNS-szekvenciara specifikus kis
RNS-eket. Mivel a talalt 25 nukleotid hosszit RNS-ek mérete lehetdvé teszi, hogy megfeleld
szekvencia-specificitas és a plazmodezmatakon valo atjutast biztositsanak, feltételezték,
hogy ezek résztvehetnek a géncsendesitd hatas szekvenciaspecifikus kialakuldséban és sejtek

kozti atadasaban (Hamilton & Baulcombe, 1999).

Feltételezésiiket azota sikeriilt bizonyitani, s6t ma mar tudjuk, hogy mind névényekben,
allatokban és gombakban ezek a kisméretli RNS-ek a kulcsmolekuldi az RNS-interferencia

alapl szabalyzasnak. Ennek a szabalyzasi formanak és a kisméreti RNS-eknek harom
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4.5.1.

kiemelt fontossagu biologiai folyamatban is nagy szerepe van. Virusokkal szembeni
védekezés, poszttranszkripciondlis (PTGS) (Bartel & Bartel, 2003) és transzkripcionalis
génszabalyzas (TGS) (Allshire, 2002). Mindharom funkcio6 esetén a DCL, az AGO és a 21-23
nt dsRNS a csendesité komplex kulcsfontossagu elemei (Carthew & Sontheimer 2009). A
kiilonb6z6 molekuldris utvonalon keletkezd ¢és eltérd funkcidt betolté kis RNS-ek
mindegyikére igaz, hogy duplaszali (dsRNS) vagy duplaszalu szerkezetet tartalmazo
RNS-molekuldk hasitasaval jonnek létre (Zamore et al., 2000, Bartel, 2004). Kiilonb6z6
tipusu kis RNS-eket fedeztek fel és kategorizaltak a biogenezis modjuk és az eredetiik

alapjan.
Az RNS-interferencia kulcsfehérjéi

A DICER/DICERLIKE enzim csalddba nagy, tobb doménnel rendelkezd ribonukledz fehérjék
tartoznak. A miRNS ttvonalban a DCL1 RNéz-1II endonukleaz jatszik fontos szerepet (2.
tablazat). Ez képes a hajtli struktiraval rendlekezd pri-miRNS-t, két Iépésben 21 nt
hosszusagu kisRNS (sRNS) duplexekké alakitani, amelyek 3’-végiikon 2 nukleotid (nt)
talnyulast és 5° végiikkon egy monofoszfatot hordoznak. Ennek a fehérjének (DCL1) a
kovetkezd fontos doménjeit irtak le Arabidopsis-ban: DEXD-BOX HELIKAZ-C, DUF283 (domain
unknown function), PIWI / ARGONAUTE / ZWILLE (PAZ), két tandem elhelyezkedd RNAZ-11I és
két tandem dsRNS-ko6té domén (DSRBD) (3. abra) (Bologna & Voinnet, 2014). A pre-miRNS
hasitasakor a kisRNS 3’ végét a PAZ domén koti meg, amelyet egy szabalyos alfa helix
(molekularis vonalzo) kot dssze a vagasért felelds ribonukleaz doménekkel, igy a hasitas utan

keletkezd kisRNS mérete pontosan 21 nt lesz.

A tobbi emlitett domén koziil, a dSRBD, a helikaz és a DUF283 is képes RNS-ekhez kotddni,
ezek a kotohelyek feltehetden a hosszabb pri-miRNS hasitasakor jatszanak fontos szerepet.
Bizonyitottak, hogy a helikdzban vagy a dsRNS-koté doménben tortént mutaciok jelentdsen
csokkentik a miRNS-felhalmozodast. E fehérjecsalad tagjainak a génkiiitéses valtozatai, tobb
az RNS-interferencidban résztvevo fehérjéhez hasonloan sulyos fenotipusos eltéréseket vagy

embridkori pusztulast is okozhatnak.

Tovabbi 3 DCL fehérjét irtak le Arabidopsis-ban (2.tablazat), ezek feladata a két szinte teljesen
komplementer szalbol all6 hosszii dsRNS-ek kiilonb6zé méretli kisRNS-ekké torténd
hasitdsa (Henderson et al., 2006),. A DCL2 a virdlis eredetli kétszali RNS-ek bontdsaért

felelds €s 22 nt-os kisRNS-eket generdl. A DCL3 a transzkripcionalis génszabalyzasban is
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résztvevo, 24 nt-os heterokromatikus siRNS-ek (het-si-RNS) biogenezisében vesz részt. A
DCL4 21-nt-os kisRNS-eket general, virdlis eredetii és egyéb kétszali RNS-formakbol
(Cuperus et al., 2011).

A HUE ENCHANCER (HEN1) metiltranszferaz funkcioja, hogy a (minden eddig ismert kisRNS
esetén) kisRNS-duplexek mindkét szalara (2-OH csoportjara) egy-egy metilcsoportot
helyezzen (Yu et al., 2005). Az Arabidopsis HEN1 6t szerkezeti elembdl all (3. Abra),
amelyek koziil négy kozvetleniil kolcsonhatdsba 1ép kisRNS-szubsztratokkal. A
legjellemzObb eleme az erdsen konzervalt metil-transzferdz domén (MTASE), mely a
metilcsoportok atviteléért felel. Két kettdsszali RNS-kotohely (DSRBD1 €s DSRBD2) és egy
La-motivumot tartalmazé domén (LCD), amely kifejezetten a 3-OH csoport felismeréséért
felel. Az utols6 domén a PPlaz-szeri domén (PLD), ez nem Iép kolcsOnhatdsba a
kisRNS-ekkel (Huang et al., 2009a). Az Arabidopsis HEN]1 — dsRNS komplex szerkezeti
elemzése alapjan a dsRNS-duplexek két 3° vége kiilon-kiilon metilalodik (Huang et al.,
2009a).

DExD /helicase DUF283 PAZ RNase Il dsRBD

DCLs -HEEE— —H-— .-

dsRBD LCD  dsRBD PLD  MTase
HEN1 - - T

Variable
N terminus PAZ MIDI ) PIWI
AGOs  — - —

. abra Az RNS interferenciaban kiemelt szerepet jatszé fehérjék (DCL: dicerlike, HEN1:
hue enchancer, AGO: argonaute) jellemz6 doménszerkezete. Doménrdviditések: DUF283:
ismeretlen funkcioji domén 283 (domain of unknown function 283), PAZ:
PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE, DSRBD: kettdsszali RNS-koto domén, LCD: La motivumot
tartalmazd domén, PLD: PPlase-like domén, MTASE: metiltranszferaz domén (Bologna &
Voinnet,2014).

Mind éallatokban, mind gombakban és novényekben az RNS indukalta géncsendesitési
komplex (RISC) kozponti elemként AGO vagy AGO-szeri fehérjéket tartalmaz. Az 4Go gének
szamaban fajonként jelentds eltérés mutatkozik. A Schizosaccharomyces pombe 1, a Homo

sapiens 8, az Arabidopsis thaliana 10, az Oryza sativa 18, Caenorhabditis elegans

genomjaban 27 AGO fehérjét kodold gén talalhato (Singh et al., 2015).
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tablazat Az RNS interferenciaban résztvevé kiemelt fontossagu fehérjék (Bologna &

Voinnet,2014).

Sejten beliili
Fehérje Révidités Funkcié kisRNS preferencia Fehérje tipus Colokalizacié
elhelyezkedés
HYL1,SE,DCL3,
DICER-LIKE octl sejtmag pri- és pre-miRNS-ek hasitasa 21-nt-hosszd RNS endonukleaz
DCL4, HEN1
DICER-LIKE pcL2 sejtmag hosszi dsRNS-ek hasitasa 22-nt-hosszu RNS endonukleéz
AGO4,RDR2,
DICER-LIKE ocL3 sejtmag hosszu dsRNS-ek hasitdsa 24-nt-hosszu RNS endonukleaz NRPE1, DCL-k,
HEN1
DICER-LIKE pcl4 sejtmag hosszi dsRNS-ek hasitasa 21-nt-hosszu RNS endonukleéz DCL1, HEN1
RNS FUGGO RNS DCL3,AGO04,
RDR2 sejtmag dsRNS létrehozédsa siRNS dtvonal RNS polimeraz
POLIMERAZ NRPE1
RNS FUGGO RNS
RDRG citoplazma dsRNS létrehozésa siRNS Gtvonal RNS polimeraz SGS3,AG07
POLIMERAZ
citoplazma,
HUE-ENCHANCER HEN1 kisRNS duplexek metildlasa minden kisRNS metiltranszferaz DCL1,DCL3, DCL4
sejtmag
citoplazma, f& RNS csendesitési faktor
ARGONAUTE Acol 21,22nt5'U RNS endonukleéz HYL1
sejtmag (PTGS)
RDR2, DCL3,
ARGONAUTE Aco4 sejtmag RNS csendesitési faktor (TGS) 24nt5'A RNS endonukledz
NRPE1
RNS csendesitési faktor
ARGONAUTE AGOS5 citoplazma 21-24nt5'C RNS kot6, represszor
(PTGS)
citoplazma, RNS csendesitési faktor
ARGONAUTE AGO7 21nt5'A RNS kot6, represszor RDR6, SGS3, DCL4
sejtmag (PTGS, tasi-RNS)
pri- és pre-miRNS-ek DCL1,AGO1, SE,
HYPONASTIC LEAVES1 HyLl sejtmag miRNS Gtvonal RNS koté
feldolgozas TGH, CPL1, SIC,
citoplazma, pri- és pre-miRNS-ek DCL1, HYL1, TGH,
SERRATE SE miRNS Gtvonal Cink-ujj fehérje
sejtmag feldolgozés CPL1
pri- és pre-miRNS-ek
TOUGH TGH sejtmag miRNS és siRNS Gtvonal RNS kéto DCL1, HYL1, SE
megkotése
C-TERMINAL DOMAIN pri- és pre-miRNS-ek :
cpLl sejtmag miRNS Gtvonal foszfataz HYL1, SE, DCL1
PHOSPHATASE-LIKE 1 feldolgozas

Az AGO fehérjék négy f6 domént tartalmaznak (3. 4dbra). A kisRNS a célpont-RNS-hez
viszonyitott elhelyezésében az AGO fehérje 3 konzervativ része, a PAZ, a MID és a PIWI
domének egylittesen vesznek részt, ezt a harom domént az L1 és L2 kapcsolorégiok kotik
Ossze. PAZ (3’ vég) és a MID domén (5° vég) koti meg a kisRNS két végét. Az endonukleaz
aktivitasért a PIWI doménben 1évo katalitikus tridd a felelés (Vazquez, 2006). A negyedik
kiemelt részt N-terminalis doménnek nevezik és ennek szekvencidjaban nagyobb variabilitas

figyelheté meg (Bologna & Voinnet,2014).
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4.5.2.

A ndvényi AGO immunprecipitacios vizsgalatok soran kideriilt, hogy a kisRNS mérete €s az
5’-terminalis nukleotid befolyasolja, hogy melyik kisSRNS-ek melyik AGO fehérjékbe épiilnek
be (2.tablazat) (Mi et al., 2008). Az AGO1, az AGO2, az AGOS5 és az AGO10 elsésorban a 21,
22 nt hosszu kisRNS-eket kotik, az 5' vég szempontjabol az AGO1 az uracilt, az AGO2 az
adenint, mig az AGO5 a citozint tartalmazé kisRNS-eket preferalja. Az AGO4,-6,-9-el
leginkabb 5’ terminélis adenozinnal rendelkezd 24-nt-os kisRNS-ekkel asszocidlodnak (Mi
et al., 2008). A mutaciés elemzések megerdsitették az 5’-nukleotid fontossagat egyes
kisRNS-ek ¢és AGO fehérjék kozti kapcsolatban, de talaltak olyan miRNS-eket, amik a

korabban leirt rendezési elvtdl eltéréen mitkddtek (Bologna & Voinnet,2014).

Az endogén gének szabalyzo6i, a mikroRNS-ek

A miRNS-ek rovid, tobbségében 21 nukleotid hosszusagu (19-25 nt) fehérjét nem kddolod
RNS-ek, melyek altalaban sajat promoterrel rendelkezd tobbnyire intergénikus régioban
elhelyezked6, endogén génekrdl (MIR gének) keletkeznek (Reinhart et al., 2002). Az
Arabidopsis-ban tobb, mint 180 MIR gént irtak le, a nagyobb genomméretii ndvényekben
feltehetden még tobb ilyen gén talalhato (Griffiths-Jones et al., 2007).

A MIR gének transzkripciojat a fehérjekodold génekhez hasonléan az RN-SPOLIMERAZ I
végzi (POL 11) (Baulcombe, 2004; Herr & Baulcombe, 2004) (4. abra). A MIR gének
megtalalhatoak a legkiilonbozébb fajok genomjaban (Bonnet et al., 2004), és egy specidlis,
hosszo nem kodold6 RNS-t (pri-miRNS-t) koédolnak. A  keletkezd pri-miRNS-ek
poliadenilaltak, 5* végi ,,cap”-et tartalmaznak és az mRNS-ektdl eltérden erds masodlagos
szerkezettel (hajtli) rendelkeznek (Bartel & Bartel, 2003) (4. abra). Ezt a masodlagos
szerkezetet ismeri fel egy specidlis RNaz III tipusti endonukledz DICER-LIKE] (DCL1) és
hasitassal allitja eld, a masodlagos szerkezetet tovabbra is tartalmaz6, de jelentdsen rovidebb
prekurzor-miRNS-eket (pre-miRNS). Ez a hasitasi folyamat a sejtmagban jatszodik le (Park
et al., 2005, Voinnet, 2009) és 2 tovabbi RNS-k&to fehérje is részt vesz a folyamatban; a
HYPONASTIC LEAVES] (HYL1) €és a SERRATE (SE) (Yang et al., 2006), ezek a fehérjék és
feltehetden tovabbi faktorok részvételével alakulnak ki a specidlis dicer aktivitast eldsegitd

struktirak (“dicing bodies”) (Fang et al., 2007).
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. abra A novényi miRNS-ek biogenezise és szabalyozasi mechanizmusai. A novényi primer
miRNS-eket (pri-miRNS) tobbnyire MIR-génekrol irja 4t az RNS-POLIMERAZ 11 (POL 1I). A pri
miRNS eket a DCL1 hasitja pre-miRNS-ekké SE, DSRBP és HYL1 segitségével. A pre-
miRNS-ekbdl a DCL1 a HLY1 fehérje kozremitkddésével hasitja ki a 21-24 nukleotidos
miRNS-duplexeket. A duplex miRNS-eket a HEN1 egy metilcsoport hozzaadaséaval stabil,
érett miRNS-duplexekkeé alakitja. A HASTY ndvényi exportin 5 ortologajanak és egyéb idaig
ismeretlen faktorok hatasara a miRNS-duplexek exportalédnak a citoplazmaba. A miRNS
szal (zold) ezutan a HSC70 /HSP90 dajkafehérjék segitségével €s ATP felhasznalasaval beépiil
egy AGO-fehérjébe, a masik szal (csillagszal, miRNS*) (piros) elliminalodik. A
citoplazmaban a novényi miRNS kétféle mdédon képes gatolni a célgénjét. A novényekben
gyakoribb, hogy a miRNS az mRNS hasitdsan keresztlil szabalyozza a célpontjat. A
ritkdbban el6fordulo (allatokban ez a gyakoribb) szabdlyozasi mdd a transzlacios gatlas. Ez
ugy valosul meg, hogy az mRNS-hez szekvencia alapon kotodé mi-RNS-sel toltott RISC
fehérjekomplex a transzlacidé soran megakasztja a riboszoémat, igy az mRNS-ek
detektalhatéak maradnak, azonban fehérje nem keletkezik. Az abran alkalmazott roviditések
megegyeznek a 2. tdblazatban szerepld roviditésekkel.

Vannak olyan miRNS-ek is, amelyek nem kanonikus modon, nem sajat genomi régiokrol
keletkeznek, hanem rdvid hajtli szerkezettel rendelkezd intronokban koédoltak, ezeket
mirtronnak nevezziik (Okamura et al., 2007). Féleg allati rendszerekre jellemzd, de
novényekben is eléfordul. Arabidopsis-ban 5, Medicago truncatula-ban 27, Oryza sativa-ban
39 ilyen intront talaltak (Fonseca et al., 2019). Ezeknek a miRNS-eknek a prekurzora (pre-
miRNS) a splicing soran keletkezik (Ruby et al., 2007).
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A pre-miRNS-ek, a pri-miRNS-bdl szdrmazo6, 5’ cap és 3° poliA nélkiili, révidebb,
masodlagos szerkezettel rendelkezd RNS-ek. A sejtmagban torténik a DICER-LIKE] (DCL1)
endonuklaz, a HLY1 és tovabbi faktorok segitségével végbemend masodik hasitasi folyamat,
amivel a pre-miRNS-b6l egy a masodlagos szerkezet alapjan meghatarozott szekvenciajua

rovid RNS-duplex keletkezik (Park et al., 2005, Voinnet, 2009).

A pre-miRNS-bdl keletkezett duplex a miRNS-bol €s a miRNS-csillagszalbol all, és
feltételezhetden egy (a P-exportin fehérjecsalad tagja) HASTY (HST) nukleocitoplazmikus
transzporter fehérje és egyéb idaig ismeretlen faktorok segitségével keriil a citoplazmaba

(Bollman et al., 2003.) (4. abra).

A miRNS-duplexek mindkét szalara egy-egy metilcsoport keriil (Yu et al., 2005), ezt a
folyamatot a HUE ENCHANCER (HEN1) metiltranszferdz katalizdlja, és ezaltal védi a
kisRNS-eket (Li et al., 2005). Mivel a HEN1 a sejtmagban és a citoplazmaban is jelen van
(Fang et al., 2007, Xie et al., 2004), ezért a kisSRNS-metilacio sejten beliili helyszinét eddig

nem sikeriilt egyértelmiien meghatarozni.

A citoplazmaba kijutott miRNS-duplex kozvetleniil kapcsolodik a Risc-komplex kdzponti
szekvenciaspecifikussa (Park et al., 2005; Vaucheret, 2008). Az AGOl-et kozponti
molekulaként tartalmaz6é RNS-indukélta csendesitési komplex (RISC) felépiilése a HSC70 €s
HSP90 dajkafehérjék részvételével és ATP felhasznalasaval valosul meg. A miRNS-duplex
masik szala, az ugynevezett csillagszal elimindlodik (Iwasaki et al., 2010; Nakanishi,
2016).A beépiilt miRNS-el komplementer endogén mRNS-eket a RISC-komplex felismeri,

ezt kdvetden elhasitja vagy transzlacidsan gatolja azok aktivitasat.

A RiIsC-komplexek az AGOl-hez kotott miRNS-szekvenciaval komplementer szakaszt
tartalmazo endogén mRNS-eket felismerik és megakadalyozzak az altaluk kodolt fehérjék
szintézisét. Az AGO fehérje a beépiilt kisRNS 10-és 11-es nukleotidja kdzott képes hasitani,
ha ezekben a pozicidkban a két RNS kozott kialakul a bazisparosodés. Ha a hasitas nem tud
megtorténni (pl: a két szekvencia kozott tul nagy az eltérés, vagy épp ezekben a poziciokban
van eltérés) a RISC és az mRNS kozti kotés akkor is kialakul. A kotott mRNS-en a transzlacio
el tud indulni, de a kotott RISC-KOMPLEX miatt az mRNS-rdl torténd fehérjeszintézis egy
ponton leall (Rogers & Chen, 2013).
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4.5.3.

Novényekben a miRNS-ek altalaban az mRNS kddold szakaszan talalhatéd célszekvenciaval
teljes vagy szinte teljes komplementaritdst mutatnak, és e szakaszok hasitasat indukaljak
(Tang et al., 2003, Jones-Rhoades & Bartel, 2004). Az allati rendszerekre az jellemzd, hogy
a miRNS-ek a részlegesen komplementer szekvencidji mRNS-ek nem transzlalodo részéhez

(3’-UTR) kotédnek é€s transzlacids gatlast okoznak (Molnar et al., 2008.).
Novényi miRNS-szabalyzas alatt allé funkciok

Szamos jellemzett miRNS jatszik fontos szerepet a mag-, a gyokér-, a levél- és a viragszervek
fejlodésének szabalyozasdban mind az egyszikli, mind a kétszikii novényekben. Az
kisRNS-utvonalban résztvevd fehérjéken tal egyes miRNS-ek ¢és ezek funkcidja is

konzervalodott a novények kiilonféle csoportjai kozott.

A kisRNS-biogenezis komponenseiben torténd mutdciok fejlodési rendelleneségekhez
vezetnek, €s olyan alapvetd folyamatok sériilhetnek, mint a vegetativ-generativ fazisvaltas, a
levél- és hajtasképzOdés, embriogenezis. Ezek a megfigyelések megerdsitik az endogén

siRNS-ek (miRNS és ta-siRNS) funkciondlis jelentdségét a novényi fejlodés alakitasaban.

A zéarvatermd novény egész ¢életciklusa alatt két f6 fejlodési fazisatmenet torténik. Az egyik
a csirazas (a magtol a csirandvényekig, a masik a viragzads megjelenésével jard

vegetativ/generativ stadium valtas.

miR156 miR172

Juvenilis Kifejlett Reproduktiv

abra A miR156 és a miR172 aranyai altal szabalyzott vegetativ/generativ fazisvaltas az
ladfiiben (leforditva, atrendezve Singh et al., 2018).

Egyes Gjabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy vannak olyan gének és miRNS-ek is, amelyek
mindkét fontos atmeneti fazisban szabdlyozd szerepet toltenek be. Mind a miR156 és a
miR 172 {6 szabalyozoelemei a virdgzasnak és a csirdzasnak is (Li & Zhang, 2016) (5. dbra).

A miR172 a viragzast késleltetni tudé AP2 doménnel rendelkez6 transkripcids faktorokat,
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mig a miR156 az SPL géncsalad tagjait szabalyozza, a géncsalad tobb tagjanak (SPL3,9) is

igazoltak a virdgzast, viragképzddést indukalo hatasat.

Az egy- ¢és kétszikliekben a virag fejlodését kiilonbozo gének és kisRNS-ek altal kialakitott
halézat szabalyozza. A miR156, miR159, miR171, miR172 és miR396-r6l is ismert, hogy
Arabidopsis-ban amiR159 taltermelésének vizsgalata soran azt talaltdk, hogy a miR159 szint
emelkedésével a porzok mérete megnovekedett, a sziniik sdtétebb lett, €s nem voltak képesek
¢letképes pollent termelni (Achard et al., 2004). T6bb miRNS (miR156, miR160, miR167 és
miR173) jelenletét kimutattdk mind ladfli, mind rizs pollenbdl (He et al., 2015), ezek
funkcionalis szerepét megerdsiti, hogy példaul a miR167 esetén a pollenben 1évo célgének

magasabb aktivitasa sterilitast okozott.

Tobb kisRNS a gyokérfejlodésben résztvevd gének megceélzasa révén fontos szabalyozoja
ennek a fejlédési folyamatnak. Példaul a miR160 a gyokér novekedéséhez és elagazasahoz
elengedhetetlen. A miR164 az oldals6 gyokér megjelenését és elagazasat, a miR393 a
novekedését szabdlyozza. A miR165/166 és célgénjei a hormonhaztartas befolyasolasaval
részt vesznek az érrendszer differencidlodasaban és a gyokérnovekedésben is (Singh et al.,
2018). AmiR171 a fégyokér hosszaban, a miR847 az oldalgydkerek szamaban, a miR408 és
a miR528 a gyokérnovekedésben, az oldalgyokerek fejlodésében és a gyokérsapka

kialakitasaban jatszanak fontos szabalyoz6 szerepet.

Az apikélis hajtadsmerisztéma (SAM) fenntartasat tobb gén és miRNS aktivitdsa is
szabalyozza. Az egyik kiemelt miRNS a miR394, aminek érdekessége, hogy a merisztéma
csticsi sejtrétegében keletkezik, de célmolekuldja a merisztéma egy belsébb rétegében
helyezkedik el. A mir394 rétegek kozotti mozgésa meghatarozd a helyes SAM fejlddés
kialakitasaban. Tovabbi miRNS-ek is részt vesznek a SAM kialakitdsédban és fenntartisaban

(miR390 és miR166) (Singh et al., 2018).

A levélfejlédésben is részt vesznek mar emlitett konzervalt miRNS-ek, példaul a levélszin és
fondk kialalkitasdban kulcsszerepet jatszo miR165/166 ¢€s a levélpolaritas kialakitasdban
résztvevd mir394. A levél végso alakjanak és méretének kialakuldsahoz meghatiroz6 a
mir396 és amir319 célgénjeinek (TCP-k, GRF-k) aktivitasa (Palatnik et al., 2003). A miR164

a levél fogazottsadgat szabalyozza.
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Szamos miRNS hatdsat mutattdk ki a magok fejlédésében. A magban a hormonok és a
kisRNS-ek kozott komplex, tobbszords visszacsatoldsokat tartalmazo szabalyozasi rendszert
tartak fel. Példaul a gibberelinsav (GS) és abszcizinsav (ABS) fliggd expresszidt mutatd
miR159 a GS és az ABS hormon jelatvitel modulélasaval fontos szerepet tolt be a csirazas

szabalyozasaban. (Martin et al., 2010).

A miR165/166, miR167, miR164, miR158 ¢és miR160 az embrido fejléddéséhez
elengedhetetlen auxin homeosztazis szabalyozasaban jatszanak szerepet (Martin et al., 2010).
A miR156 és a miR172 az érett embriodban a fejlodési atmenet szabalyozasaval képesek a

magokat nyugvo allapotban tartani (Martin et al., 2010).

Bizonyos miRNS-ek a mag csirdzasaban jatszanak kulcsszerepet, sok esetben ezek hatasat
soO- illetve szarazsagstressz koriilmények kozott figyelték meg. A miR395 csalad egyes tagjai
a mag csirdzasat hatékonyan segitik, mig mas tagjai képesek gatolni azt. (Kim et al., 2010).
Abiotikus stresszkoriilmények kézott tovabbi miRNS-ek esetében is kimutattak a csirazasi

folyamatokra gyakorolt pozitiv (pl: mir402) vagy negativ (pl: mir417) hatast.

Az eddig felsorolt funkcids vizsgalatok eredményei igazoljak, hogy a miRNS-ek jelentds
szerepet jatszanak a ndvény novekedésében és fejlodésében, bar a gyiimolcsfejlodésben
jatszott szerepiikrdl jelenleg korlatozott informacio érhetd el. Kutatok bizonyitottak, hogy
Arabidopsisban a miR172 kritikus szerepet jatszik a termésfejlédés iranyitasaban, mivel a

miR 172 deaktivalasaval a becd ndvekedése leall (Ripoll et al., 2015).

A miR160, a miR164 és a miR167 termésfejlédésben betdltott szerepét mutatja, hogy a
sz0l6ben az érés soran mennyiségilik folyamatosan csokken, mig egyes célgénjeik szintje
novekszik (Carra et al., 2009). Olajfandl a miR166 és a miR171 esetén hasonld jelenséget
figyeltek meg. Mindkettd esetén az érés soran csokkend expressziot és célpontjukként a
szervfejlédésben szerepet jatszo géneket azonositottak (Yanik et al., 2013). Szintén sz616nél
azonositottak a miR535 esetén egy célgént, amirdl ismert, hogy a termésfejlodést szabalyo

transzkripcids faktort kodol (Carra et al., 2009).

A miRNS-ek szerepet jatszanak a termés beltartalmi értékének kialakitasaban is. Narancs
termésében a a miRNA319 és a miR1857 szinanyagok keletkezésében jatszott szerepérdl
szamoltak be (Xu et al., 2010). Kortében 10 miRNS hatasat (miR397a, miR1132, miR1318,
miR2635; miR394a, miR396b, miR5077, miR5500, miR825* ¢s miR952b) mutattak ki,,
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olyan a termés kialakitasdban meghatarozo6 folyamatok szabalyozasaban, mint a lignifikacié

¢és a cukor- és a savszintézis (Wu et al., 2014).

A datolydban végzett hasonl6 kisérlet soran tobb termésspecifikus miRNS-t is azonositottak,
ezek kozil kettdt emeltek ki, amik a keményit6-cukor atmenetben szerepldé enzimeket
szabalyozzék (Xin et al., 2015). Szamdcaban azt talaltdk, hogy az alacsonyabb miR399 szint
¢és az emelt cukortartalom egyiitt jelentkezett (Li et al., 2013).

A Solanaceae csaladon beliil a paradicsom termést tobben is vizsgaltdk miRNS-szinten. Az
egyik tanulmanyban a sly-miR 169 és célgénjének (HAP2) valamint a sly-miR390-nek a korai
termésfejlodésben valo aktiv részvételét feltételezték (Moxon et al., 2008a). Egy masik
tanulmanyban a miR393 és a miR167 altal szabalyzott SITIRI és az ARF szerepérol
szamoltak be a termésfejlodés kezdeti szakaszdban (Karlova et al., 2013). Mind a miR156,
mind a miR172 expresszalodik a paradicsom kiilonbdzé termésfazisaiban, és a piros
bogy6szin megjelenésével az expressziodjuk csokken (Mohorianu et al., 2011). A paradicsom
érését a CNR és az AP2a gének ¢€s az 6ket regulald miR156 és miR 172 éltal alkotott rendszer
szabalyozza. A két gén (CNR és az AP2a) negativ hatast gyakorol egymas expresszidjara, és
amiR156 a CNR, amiR172 az AP2a gén aktivitasat korlatozza (Karlova et al., 2013). A sly-
miR156a vagy az At-miR156b tulzott expresszidja a paradicsomban kisebb méretii, extra
termoOleveleket tartalmazo6, torz alakil bogyodkat eredményezett (Zhang et al., 2011, Ferreira

e Silva et al., 2014).

Korabban igazoltak, hogy az auxin dont0 szerepet jatszik a termésfejlodésben, paprikaban a
can-miR160 célpontja az auxin valaszfaktor (ARF), ami egy kiemelt auxin jelatvitelt
szabalyozo transzkripcids faktor (Hwang et al., 2013), az auxin szabalyzasban a miR167
szerepét is kimutattdk. Az etilénszabalyzasban résztvevd gének (F-BOX) szabéalyzasaban

résztvevo miR394 szerepérdl is beszamoltak (Liu et al., 2017).

Harom paprikaspecifikus miRNS-t (Novel miR65, Novel miR75 és Novel miR92) is
azonositottak, amik a szénhidrat-anyagcserében szerepld kulcsenzimet képesek deaktivalni.
A kapszaicin-utvonalban szerepld DIHIDROLIPOAMID-DEHIDROGENAZ-t (Capanal2g000245)
a can-miR159a/b, mig az a-CT-t (Capana092001602) a can-miR5303 szabalyozza.
Osszességében a miRNS-célgének sokféle szabalyozasi funkcidban és bioldgiai folyamatban
vesznek részt, beleértve az apoptozist, a védelmi valaszokat és az ATP-kotést is (Kim et al.,

2014).
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4.5.4.

4.5.5.

A siRNS-ek keletkezése és funkcioja

A siRNS-biogenezis (6. abra) egy virus, transzpozon, transzgén vagy endogén eredetii
hosszabb kétszali RNS-molekulabdl indul ki (Ding & Voinnet, 2007). Virusfertzés soran a
kétszala RNS a novény citoplazmajaba keriil6 egyszalu virus-RNS-eknek ¢és ezek
komplementer szalanak 6sszekapcsoloddsa altal keletkezik, vagy a virusreplikdcié vagy a
névényi RNS-fliggd RNS-polimerazok (RDRP) munkdja altal (6. abra). A DNS virusok esetén
a virusgenomrol keletkezd mRNS-ek komplementer szalat a névényi RDRP fehérjék épitik

fel, és az igy kialakult dsSRNS-ek felhasznalasaval is keletkezhetnek siRNS-ek.

Ezutan a miRNS-ekhez hasonl6 folyamatokon mennek keresztiil. Ezeket a dsRNS-eket a
novényi sejtekben az Rnéaz-III tipust DICER-LIKE enzimkomplexek (DCL1 (21 nt), DCL2 (22
nt), DCL3 (24 nt), DCL4 (21nt) ismerik fel és 21-24 bazispar hosszi siRNS-duplexekre
hasitjak. A keletkezd duplexek egyik szala beépiil valamelyik AGO fehérjébe, igy kialakul a

szekvenciaspecifikus endonukleaz aktivitassal rendelkezé RISC-KOMPLEX (6.4bra).

A RISC elsddleges szerepe, hogy gatolja a szekvencia-specificitast ado kisRNS-sel
komplementer mRNS-ekrdl térténd transzlaciot. A gatlds a miRNS-ekhez hasonlé mdodon
kétféleképpen valosulhat meg: az mRNS hasitasaval és az mRNS-r0l torténd fehérjeatiras
blokkolasaval (6.4bra). A hasitas atani RNS-melléktermékeket, a ndvényi exonukledzok a

vagassal keletkez6 végektdl indulva bontjak el.

Virus indukalta géncsendesités (VIGS)

A “Virus indukalta géncsendesités’ kifejezés van Kammen-t6l szdrmazik (van Kammen,
1997), és olyan az RNS-interferencia alapt poszttranszkripcionalis génszabalyzasi rendszert
értlink alatta, aminek kivaltoja egy virussal valo fert6zés. A virusgenomba a vizsgalni kivant
novényi gén egy szakaszanak bejuttatasaval olyan rekombindns virusok hozhatéak létre,
amelyek lehetdvé teszik a VIGS endogén gének funkciovizsgalatdban valé hatékony

felhasznalasat.

A rekombindns virus a névényben replikalodik és ennek sordn a siRNS utvonalat indukalo
kettos szali RNS molekuldk keletkeznek (6. abra). A korabban leirt iton ezekbdl a kettds
szalu RNS-ekbdl, tobb eltérd szekvencidji szabalyozd kisRNS keletkezik, ami a RISC-be
épiilve szekvenciaspecifikusan képes lecsokkenteni a célzott RNS-ek €s a roluk keletkez6

fehérjék koncentracigjat (Baulcombe, 1999; Kumagai et al., 1995) (6. abra).
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6. abra A novényi virusokrdl és VIGS vektorokrol keletkezé siRNS-ek. A novényi RNS
virusokra (kékkel jelolve) jellemzd, hogy a virus replikaciojat RARP tipusu fehérjék végzik,
¢s a folyamat soran kétszali RNS-ek keletkeznek. A novény DCL4 enzime a virdlis
dsRNS-ekhez kapcsolddik és azt rovid 21 nt hossziisagl siRNS-duplexekre darabolja fel. Az
igy keletkez6 siRNS-duplexek egyik szala beépiil valamelyik AGO fehérjébe, ami a kozponti
elemét adja a szekvenciaspecifikus endonukledz aktivitassal rendelkezé RISC-KOMPLEXnek.
A RISC elsddleges szerepe, hogy gatolja a kisSRNS-sel komplementer mRNS-ekrdl torténd
transzlaciot. A gatlds a miRNS-ekhez hasonlé modon kétféleképpen valdsulhat meg: az
mRNS hasitasaval és az mRNS-rdl torténd fehérjeatiras blokkolasaval. A VIGS-en alapul6
modszer alkalmazésa soran egy novényi gén egy szakaszat (aranyszinnel jelolve) beépitik a
virus genomjaba, ezt kovetden megfertdzik a rekombinans virussal a névényt. A siRNS-ek a
VIGS vektrokrdl az eredeti virussal megegyezé modon keletkeznek. E beépitett rész a
novény endogén génjére komplementer szekvencidkat tartalmaz, ezért a keletkezd siRNS-ek
a novényi gén mRNS-eirdl torténd transzlaciot gatoljak, és kialakul az adott gén hidnyara
jellemzd fenotipus.

A virus indukalta géncsendesités alkalmazaséaval a teljes funkcidovesztés (“knock out”) nem
érhetd el, de a folyamat soran markéans (70-90%-0s) expresszidcsokkenés torténik, €s Un.
“knockdown” fenotipus figyelheté meg a novényeken (Orzaez et al., 2006; Pflieger et al.,

2008). Ez a modszer egy gyors és hatékony megoldast kinal a “knockdown” fenotipusok

eldallitasara, és a feltételezett funkcidk igazolasara.
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A VIGS alkalmazaséaval a koltséges €s iddigényes ndvényi transzformacio elkeriilhetd. A
modszer gyors, kdnnyen elsajatithatd és koltséghatékony (Senthil-Kumar et al., 2008). A
rendszer tovabbi eldnye, hogy egy VIGS konstrukcid tobb ndvényfajon is alkalmazhato,
ennek altaldban a kiinduldo virus gazdakore szab hatart. A csendesités részleges
szekvenciainformdacio esetén is lehetséges, mivel a rendszer indukaldsahoz egy rovid (23nt)
szakasz beépitése elegendd lehet (Thomas et al., 2001). Bar a nagyobb megbizhatdsag
érdekében érdemes nagyobb génszakaszokat bevinni. A beépitéshez hasznalt génszakasz
gondos kivalasztasaval tobb szekvenciahasonlosagot mutatd gén, vagy egy géncsalad tobb
tagja egyiittesen (konzervalt szakasz) és kiilon-kiilon (specifikus szakasz) is csendesithetd
(Leeetal., 2015). A VIGS tovabbi jellemzdje, hogy a virusfert6zés iddzitésével a génfunkciod
a novényi fejlédés kiillonbozd szakaszaiban is vizsgalhato, és igy lehetévé teszi a korai
stadiumokban 1étfontossagu gének kifejlett novényben betdltott funkcidjanak vizsgalatat is

(Senthil-Kumar et al., 2008).

A VIGS rendszer mindig fiigg a vizsgalt novényfaj €s felhasznalt virus kozti kapcsolattol.
Néhany novény-virus kapcsolatban a mesterséges virusfertézés modszere nem kidolgozott
vagy Osszetett, iddigényes €s alacsony megbizhatésagu (példaul rovarvektort igényld)
folyamat. Vannak virusok, amelyek bizonyos ndvényeken sulyos tiineteket okoznak, mig

mas novényeken szinte tlinetmentesek vagy nagyon enyhe tlineteket mutatnak.

In situ hibridizaciés technikakat alkalmazva mutattak ki, hogy virusfertdzott novények
szoveteiben egyes gének (pl: lipoxigenaz) expresszids szintje jelentdsen és tartdsan
lecsokken. Ezt a jelenséget nevezték el shut-off-nak (Escaler et al., 2000; Havelda & Maule,
2000). A shut-off folyamat az érintett gének transzkripciojat gatolja és ezekbdl hosszabb idon
at képes folyamatos hidnyt, csokkent expresszidt fenntartani. Ez a folyamat tobb tun.
“héztartasi gén” vagy gyakran hasznalt referenciagént érinthet, ez igen megneheziti a VIGS
vizsgélatokban gyakran alkalmazott qPCR eredmények kvantitativ értékelését. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy olyan virust érdemes VIGS vektorként alkalmazni, amivel a vizsgalt
novényiink egyszerlien és gyorsan fertézhetd, a bejutott virus hatékonyan tud terjedni a
ndvényben, de nem valt ki stlyos tiineteket és nem okoz drasztikus génexpresszids

valtozasokat sem.

Az elsd azonositott novényi virust, a dohany mozaik virust (TMV) alkalmaztak el6szér VIGS

vektorként. A névényi fitoén deszaturaz (PDS) gén egy szakaszat épitették be a virusba
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(Kumagai et al., 1995). A pDS fehérje a karotinoid bioszintézisben vesz részt, hianyaban ezek
a fotoprotektiv vegyiiletek keletkezése gatolt, és igy nem képesek megvédeni a klorofillt a
fény destruktiv hatasatol. Azokban a ndvényekben, ahol a PDS gén alulmiikodik
(knockdown), fény hatasara a klorofill lebomlik, igy klorotikus tiinetek és a levelek
kifehéredése figyelheté meg (“photobleaching”). Ezt a gént eldszeretettel hasznaljak
riportergénként a VIGS kisérletekben.

Néhany éven beliil Ruiz és munkatarsai 1étrehoztak egy 1j, a burgonya X virusan (PVX)
alapuld VIGS vektort. Egy a PDS és egy a GFP (green flourescens protein) gén szakaszat
tartalmazo konstrukcidt is készitettek €s ezeket sikerrel tesztelték vad tipust és GFP

transzformalt N. benthamiana névényeken (Ruiz et al., 1998).

Mindkét kordbban emlitett esetben a fertdzés az in vitro transzkipcioval eléallitott virus
RNS-ek mechanikai atvitelével tortént. A TRV virus esetén egy 0j vektorrendszert hoztak
létre, ahol a virus RNS cDNS-ét (komplementer DNS) egy specialis binaris vektorba
épitették. Ezzel lehetové valt, hogy a konstrukciot E. coli-ban szaporitsak és tartsak fenn, sot
a bindris vektor atviheté Agrobacterium-ba is. A vektort hordozod Agrobacterium torzs
felhasznalhaté agroinfiltralasra; igy a vektor bejut a ndvényi sejtbe, és errdl atirodik a
fertézOképes virus RNS, amely képes szisztemikus virusfertdzést kialakitani az agroinfiltralt
novényekben (Ratcliff et al., 2001). A TRV vektorra jellemzd, hogy a kiindulé virushoz
hasonloan hatékonyan tud elterjedni a névényben és mas virusokkal ellentétben képes bejutni
amerisztémaba is. A hatékony fertézOképesség és a rendkiviil széles gazdakor is hozzajarult,

hogy a VIGS kisérletekben val6 felhasznalasa széles korben elterjedt (3. tablazat).

Szamos egyéb virus felhasznalasdval szamos tovabbi ndvényen végeztek VIGS alapu
kisérleteket, gének és szabalyozoelemek funkcidjanak feltardsara. A Solanacea csalddba
tartoz6 novények koziil a dohanyfajokat eldszeretettel vontdk be ilyen vizsgéalatokba
(Kumagai et al., 1995, Ruiz et al., 1998, Hiriart et al., 2003, Ratcliff et al., 2001, Igarashi et
al., 2009), de tovabbi a burgonyafélék csaladjaba tartozé novényen is alkalmaztdk ezt a
modszert (3. tdblazat). RNS és DNS virusokat is felhasznaltak a novénycsalad ilyen jellegii
vizsgalataiban. A TRV-alapu vektor volt az, amit a csaladba tartozd legtobb novényen

sikerrel alkalmaztak (3. tablazat).
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3. tablazat A Burgonyafélék csaladjaba (Nicotiana sp. kivételével) tartozé novényeken

végzett valogatott VIGS Kkisérletek és az altaluk alkalmazott vektorok, célgének és

endogén kontrolok.

Vektor

Novényfaj

Referencia
Chung et al., 2004,
Wang et al., 2013
Tian et al., 2014
Hou et al., 2018
ul Hag et al., 2019

Célgén
PDS, CarbcS
CaPDS, CaPOD
CCS, PSY, LCYB, CRTZ
ACO3, NCED1, NCED3
CaPDS CaHSP60-6

Endogén kontrol
rRNS
ubiquitin (UBI3)
ubiquitin (UBI3)
ubiquitin (UBI3)
ubiquitin (CaUBI3)

Capsicum annuum TRV Ma et al., 2019 CaCIPK1 aktin
Lu et al., 2019 CaPDS, CaMYC ubiquitin (CaUBI3)
Jang et al. 2020 PSY2 aktin
Jeong et al., 2020 PRR2 aktin
Gai et al., 2020 CabZIP25 ubiquitin (CaUBI3)
BBWV2 Choi et al., 2019 PDS, CaLEA6 aktin (CAACT7)
Capsicum chinense ALSV Lietal., 2019 pAMT 18S rRNS
TRV Naing et al., 2019a CaPDS tubulin (TUB)
Petunia sp. TRV Chen et al., 2004 PhPDS, PhCHS 18S rRNS
TYDV Atkinson et al., 1998 PhCHS ubiquitin (UBQ) + (DFR) + (XET)
Physalis peruviana TRV Osorio-Guarin et al., 2019 PpPDS tubulin (a-TUB)
Joknti) TRV, PVX Brigneti et al., 2004 RB, R1, Rx, GUS, ubiquitin
bulbocastanum
. Fu et al., 2005 LeEIN2, LeEIL, LeCTR1 ubiquitin (UBI3)
Solanum lycopersicum S Velasquez et al., 2009 PDS
SOIanun:' TRV Xu et al., 2018 SpPDS, SpChlH ubiquitin, aktin
pseudocapsicum
SelnumEoberoo TRV, PVX Brigneti et al., 2004 RB, R1, Rx, GUS, aktin
PVX Faivre-Rampant et al., 2004 PDS, GFP GAPDH
Solanum nigrum TRV, PVX Brigneti et al., 2004 RB, R1, Rx, GUS, ubiquitin
N BT (e € E[ TRV, PVX Brigneti et al., 2004 RB, R1, Rx, GUS, ubiquitin

Paprikan eldszor 2004-ben alkalmaztak a VIGS rendszert, ebben és a tovabbi esetekben is a
korabban leirt TRV vektor alapjan késziilt konstrukcidkat agroinfiltralassal jutattak be a fiatal
novények sziklevelébe vagy fiatalkori leveleibe (Ratcliff et al., 2001, Chung et al., 2004).
Wang ¢és munkatarsai 2013-ban dolgoztak ki a TRV-vektor rendszer egy paprikara
optimalizalt alkalmazdsi modszerét. Tobb paprikafajta bevondsaval hataroztdk meg az
optimalis agroinfiltralds paramétereit (OD600, ndvénystadium, vegetacids hémérséklet,
stb.). Két tanulmanyban is kivalasztott gének (CaPO2, CaMLQO?2) szarazssagstresszre,
abszcizinsav (ABA) ttvonalban jatszott szerepét vizsgaltak (Choi & Hwang, 2012, Lim &
Lee, 2014). Mas tanulmanyok a TMV fertézéshez kapcsolodod gének (CaBtf3, CaRDRI,
CaWRKY]) vizsgélatdhoz hasznaltdk a TRV-VIGS rendszert (Huh et al., 2012, Lim et al.,
2011, Qin et al., 2017).

Létezik egy specidlis virusalapti mikroRNS-csendesitd (VbMS) rendszer, amely lehetdvé

teszi a novényi miRNS-ek funkciondlis elemzését. A VbMS dohény zorgdleveliiség virus
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(TRV) alapti és a miRNS célpontokat imitaldé (target mimikri) RNS-ek expresszidjan
keresztiil képes az endogén miRNS-ek aktivitasat lecsokkenteni. A modszert tobb miRNS
esetén sikerrel alkalmaztak, a miR172-re és a miR165/166-ra tervezett VbMS fejlodési
hibakat okozott Nicotiana benthamiana-ban, mig a miR319-re tervezett TRV konstrukcioval
fertdzott paradicsomon (Solanum lycopersicum) kevésbé osszetett levelek jelentek meg (Sha

et al., 2014).

A VIGS virusvektorok felhaszndlhatoak oroklodé mutaciokat indukald génszerkesztod
elemeknek az €16 ndvényekbe vald bejuttatisara is. A dohanyzorgdleveliiség virust (TRV)
hasznaltdk az CRE-I meganukledz expresszalasara Nicotiana alata-ban. A fert6zott
novényekbdl gyiijtott magokbol fejlodd utdédok hordoztdk a kivant 6roklodé delécids
mutaciokat (Marton et al., 2010). A TRV-t szintén felhasznaltdk cinkujj-nukledz (ZFN)
kifejezésére Nicotiana tabacumban és Petunia hybridaban (Honig et al., 2015). Ez esetben
azonban az 6rokl6dé mutaciokat hordozo egyedeket, csak a fert6zott szomatikus szovetekbdl
inditott in vitro tenyészetekbdl regeneralt ndovények kozott azonositottak. Biotechnologiai
modszerekkel sikeriilt egy olyan negativ szala RNS-virust 1étrehozni, ami képes mind a
CRISPR-asszocialt 9-es fehérjét (CAS9), mind az gRNS-eket kifejezni (Dinesh-Kumar &
Voytas, 2020). Ezzel a virusvektorral (SYNV) valo fertdzés mas modszerek (Agrobaktérium,
génpuska) bevonasa nélkiil is alkalmas modszer a nagy hatékonysagu génszerkesztés (gene

editing) megvalositasara N. benthamiana novényekben (Ma et al., 2020).

4.6. Solenacea csaladra vonatkozo genomszinti informaciok
4.6.1. Genomszekvenalasi modszerek, elérheto Solanaceae genomok

Az ezredfordul6 oOta oridsi eldrelépés tortént a ndvényi genomok kutatdsanak teriiletén. Az
Arabidopsis thaliana volt az els6 ndvény, aminek a teljes genomszekvenciajat publikaltak
(Initiative, A. G., 2000). Ezt rovid id6n beliil kovette a rizs genomja, amit szintén mesterséges
baktérium kromoszamak (BAC) felhasznaldsaval szekvenaltak. A kovetkezo az elsé fasszart
novényi genom (Populus trichocarpa) volt, amit mar nem BAC klonok, hanem a genom
random feldarabolasaval eldallitott rovidebb szakaszok (teljes genom shotgun szekvenalés
WGS) szekvenciainak Osszeillesztésével alkottak meg (Tuscan et al., 2006). Az ezt kovetd
novényi genomok elemzése soran sok esetben mindkét stratégiat alkalmaztak a hatékony

genomosszeszerelés érdekében.
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Bar a WGS megkozelités jelentdsen csokkentette a genomdsszeallitashoz sziikséges 1dot €s
koltségeket, a Sanger-szekvenalds magas koltségei miatt tovabbra is draga és iddigényes
folyamat volt. Az1j generacios szekvenalasi modszerek megjelenése dramai modon javitotta
a genom szekvenalas sebességét €s koltséghatékonysagat. Az NGS alatt tobb kiilonb6z6
szekvenalasi megkdzelitést (454, Illumina, SOLID) értiink, de mindegyikre jellemzd, hogy
tobb DNS-fragmenst szekvendlnak parhuzamosan, ezaltal sokkal nagyobb mennyiségii, de
altalaban rovidebb és gyengébb mindségii szekvenciaolvasast eredményeznek (Bolger et al.,

2014).

Az elsé NGS technoldgia, a piroszekvenalas alapu 454 volt, melyet el6szor baktérium méreti
genomok, késébb (sanger tipusu szekvenaldssal egyiitt) komplexebb genomok (alma,
kakadbab) azonositasara is hasznaltak (Velasco et al., 2010, Argout et al., 2011). Egy masik
korai NGS-technoldgia az Illumina altal nyujtott szintézis alapti rendszer volt. Ez a technika,
a 454-hez képest jelentOsen tobb, bar rovidebb leolvasast eredményez. Bevezetése ota a
technika fejlesztésével a leolvasdsok hossza €s szdma is novekedett. Ez a technika
felhasznalhaté komplex novényi genomok szekvenalasara is. Ezt a technikat uborka esetén
Sanger szekvenalassal, a szamdca esetén 454 és SOLID szekvenalassal kombindlva sikerrel

alkalmaztdk a teljes genom meghatarozasara (Huang et al., 2009b, Shulaev et al., 2011).

A kozelmultban az Illumina szekvenalas valt a legmeghatarozobb NGS platformma a genom
szekvenalasok terén (Bolger et al., 2014) és sok mas 2010 utan meghatarozott genomon feliil
(banan, csicseriborso, narancs és gordogdinnye), az elsé Solanacea faj (burgonya) (Xu, et al.,

2011) genomszekvenalasa is ehhez a modszerhez kapcsolodik.

A burgonyat kovetden a paradicsom és két dohanyfaj, a N. benthaminana és a N. tabacum
genomja valt elérhetévé (Tomato Genome Consortium., 2012, Bombarely et al., 2012, Sierro
etal., 2014). A termesztett dohannyal nagyjabol egyidben a paprika genomjat két fiiggetlen
csapat is sikeresen Osszeallitotta (Kim et al., 2014, Qin et al., 2014). Azo6ta publikaltak két
petiniafaj a P. axillaris, a P. inflata és nemrégiben a Solanum melongena genomszekvenciait

is (van der Krol & Immink, 2016, Barchi et al., 2019).

Az els6 publikalt paprika genom a mexikoi ‘Criollo de Morelos’ (CM334) tajfajtanak és a
Capsicum chinense P1159236 teljes genomjanak szekvenalasardl szamolt be (Kim et al.,
2014). Alig néhany honappal késébb kozzétettek a C. annuum Zunla-1 és a vadon €l

Chil’Tepin’ faj (C. annuum var. aviculare) genomszekvenciait is (Qin et al., 2014). Mindkét
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4.6.2.

tanulmany szerint a paprika genom mérete 3-3,5 Gb, amely ismétl6do elemekben gazdag

(tobb, mint 80%) és koriilbeliil 35 ezer gént tartalmaz.

Azdbta tovabbi paprikagenomok is meghatarozasra keriiltek. Kim és munkatarsai 2017-ben a
CM334 és a kordbban publikalt chinense genotipusra vonatkozd genom frissitett verziojat és
egy ujabb Capsicum faj a C. baccatum, PBC81 genotipusanak genomszekvenciajat
publikaltak. Az els6 paprika F1 hibridet, ami szekvenalasra kertilt, a korabban szekvenalt
CM334 és egy édes blocky tipusu sziildvonal keresztezésével allitottak eld. (Hulse-Kemp et
al., 2018). 2019-ben publikaltak elészor nagyszamu (190) Capsicum spp. tételen végzett
genotipus-szekvenalds (GBS) sordn gyiijtott szekvenciainforméciokat. Ebbe a vizsgélatba
mind az 6t termesztett Capsicum faj (C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum és
C. pubescens) és a vadon is eléforduld (C. annuum var. aviculare) faj tobb genotipusat is

bevonték (Pereira-Dias ez al., 2019).

A Capsicum nemzetségre vonatkozé6 mRNS-szintii informaciok

Az ijgeneraciods, nagy ateresztoképességii szekvenaldsi technoldgidk megjelenése nemcsak
a genomszekveneldlasok terén, de az RNS-ek vizsgalatdban is 10j utat nyitott. A
DNS-szintézisen alapuld Illumina technoldgia parhuzamosan tébb millid rovid
DNS-fragmentumot képes szekvenalni (Marioni et al., 2008). A modszer lehetové teszi az
mRNS-ek, a nem kodolé RNS-ek, a szabalyozé kisRNS-ek, a miRNS-ek és specialis célzott
RNS vizsgalatok kivitelezését.

Az mRNS szekvendlas teljes genomszintli informaciot ad a transzkriptumrél és a
mikromatrix ~ (microarray)  vizsgalatokkal = szemben nem  igényel eldzetes
szekvenciaismeretet. Ez a mdodszer képes azonositani és elkiiloniteni az eltérd izoformékat,
génfuziokat, és képes kimutatni az allél-specifikus expresszio kiillonbségeket is. Szovetszintii
konyvtarak készitésével és szekvenalasaval a szovetspecifikus transzkriptomikai profil
elkészithetd és elvégezhetd az RNS-szintli differencidlexpresszios vizsgalat. Ez a modszer
biztosan el6 fogja segiteni a ndvényekben 1év0 komplex RNS-szintii szabalyozas kiilonbz6

elemeinek megismerését és megértését (Jain, 2011).

Paprika esetén tobbféle NGS modszert is alkalmaztak a transzkriptumok szekvendlasahoz és
referencia nélkiili (,,de novo”) dsszeszereléséhez (Liu et al., 2013a, Liu et al., 2013b, Lu et
al., 2012, Gongora-Castillo et al., 2012, Ashrafi et al., 2012). Amig nem allt rendelkezésre a

teljes genomszekvencia, a szekvencidk annotalasat és a lehetséges funkciok hozzarendelését
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4.6.3.

is az mRNS-szekvencidkon (EST) végezték el (Kim et al., 2008). Az RNS szekvenalast tobb
esetben a kapszaicin szintézis mélyebb megértésére és ebben a folyamatban résztvevd uj
fontos gének azonositadsara hasznaltak fel (Liu et al., 2012, Liu et al., 2013b). Mas kutatok uj
molekuléris markerek fejlesztésében vették hasznat az igy szerzett informaciokat (Liu et al.,

2013a, Lu et al., 2012, Ashrafi et al., 2012).

A paprika termésfejlodése soran torténd mRNS-szintli valtozdsokat is vizsgalta egy
kutatécsoport (Martinez-Lopez et al., 2014). Ez a tanulmény a termésfejlodés négy
szakaszaban (10, 20, 40, 60 DAA) vizsgélta a paprikagének expresszidjanak valtozasait.
Vizsgéalatuk soran a legtobb egyedi mRNS-szekvencidt 40 DAA stadiumban, mig a
szekvenalt transzkripteknél a legkisebb szekvenciavariabilitast az utolsd, a 60 napos
stadiumban talaltdk. A kapszaicinoid és az aszkorbinsav bioszintézissel kapcsolatos gének
esetén 20 DAA-nal, mig a karotinoid bioszintézissel kapcsolatos gének esetén 60 DAA-nal

tapasztaltdk a legmagasabb expresszios értéket. (Martinez-Lopez et al., 2014).
KisRNS-szintii informaciok

A 30 nukleotid alatti kisSRNS-ek kimutatasahoz az I[llumina szekvenalasra altalaban jellemz6
150 bp-os maximum leolvasasi méret tobb, mint elegendd. A kisRNS-ekre un. RNS-
adaptereket csatolnak (ezek rovid ismert szekvenciaju szakaszok), majd az ezekre tervezett
specifikus primerekkel végzett reverz-transzkripcido sordn allitjdk eld az RNS-rol atirt
komplementer DNS-t (cDNS) (Luo, 2012). Ezen ¢cDNS-ek felszaporitasaval olyan DNS-
konyvtarat kapunk, ami rovid, mindkét végén a felhasznalt adapterekre jellemz6 szekvenciat
hordozé DNS-molekulakbol all. A nagy atereszoképességili szekvenalds soran nem csak a
konyvtarban szerepld kis RNS-ek szekvenciajat ismerhetjiik meg, de a leolvasasok szama
alapjan az egyes szekvenciak mennyiségérdl is pontos képet ad. Eltérd adaptereket hasznalva
tobb ilyen konyvtar 6sszekeverhetd, mert a kapott leolvasasok az adapterszekvenciak alapjan

szortirozhatoak.

A burgonyafélék csaladjan beliil az egyik kiemelt biologia folyamat a klimakterikus
termésérés. Ezért mind az atfogd, szekvenalds alapti miRNS-azonositasra, mind a miRNS-ek
altal szabalyozott funkciok feltdrasara torekvd vizsgalatokat a folyamat egyik valasztott
modellndvényén, a paradicsomon végezték el (Mohorianu et al., 2011, Moxon et al., 2008a,

Zuo et al., 2012, Karlova et al., 2013, Gao et al., 2015).
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Paprikaban a miRNS-ek azonositasahoz a kisérletes vizsgalatok mindegyikében Illumina
alapti modszert alkalmaztak. Hwang és munkatarsai 128 konzervativ és 50 j miRNS-t
azonositottak. Qin és munkatdrsai a genomszekvenalassal parhuzamosan végeztek kisRNS
szekvenalast, 6k 141 konzervalt és 35 paprikaspecifikus miRNS-t irtak le. Egy tovabbi

vizsgalatban 59 ismert és 310 ujonnan azonositott miRNS-r6l szdmoltak be (Liu et al., 2017).

Akarcsak az mRNS-eknél, a kisRNS-ek esetén is lehetdség van szovetszintli konyvtarak
létrehozéasara és ezaltal a szovetek miRNS és siRNS-profiljanak meghatarozasara is. Igy
azonosithatunk a vizsgalt szovetben kiemelt jelentdségii, az mRNS-ek jelenlétét és aktivitasat
szekvenciaspecifikusan befolyasold kisRNS-eket. A modszerrel azonositott ) kisSRNS-ek
lehetséges keletkezésének ¢és prekurzoraiknak az azonositdsahoz tobb bioinformatikai
programcsomag is rendelkezésre all, azonban legtobbjiik alkalmazasdhoz egy meglévo

referenciagenomra van sziikség (Moxon et al., 2008b, Yang & Li, 2011).

A paprikdban végzett miRNS-alapt vizsgalatok soran a paprika kiilonbozd részeire,
szoveteire (levél, szar, virdg, termés) jellemzd konzervalt és 1j fajspecifikus miRNS-ek is
leirasra keriiltek. Erdekes médon a termést is vizsgalé tanulmanyokban a termést nem
osztottak tobb részre, mindig egyben, egy egészként kezelték (Gao et al., 2015; Hwang et al.,
2013; Kim et al., 2014; Qin et al., 2014).

A miRNS-ek expresszioja szovet és fenoldgiai fazisra jellemzden valtozhat (Liu et al., 2017,
Nag et al., 2009, Inui et al., 2010), ezért a termésfejlodés miRNS-szintli szabalyozasanak
mélyebb megértéséhez kozelebb juthatunk a szévet és stadium specifikus miRNS mintdzatok

meghatarozasaval.
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5. Anyag és modszer

Novényanyag

A vizsgalatainkhoz a modern beltenyésztett paprikavonalat a ‘Fehér 6zon’ fajtat hasznaltuk
a legnagyobb aranyban, melynek a vetdmagjait a ZKI-Vetémag Kft.- t6l (H-6000
Kecskemét, Mészoly Gyula u. 6) szereztiikk be. A Capsicum annuum var. aviculare fajhoz
tartozd, a ‘Tepin’ ¢és Pequin néven szerepld tételeket a pepperseeds.eu online
vetdmageértékesitotol vasaroltuk. Az elsé populacio felnevelése utan, a morfologiai jellemzdk
alapjan kiemeltiik a céljainknak leginkabb megfeleld vad tipusti anyandvényt. Ennek az
anyandvénynek az ontermékenyitésével eldalitott utdédndvényeket (késébbiekben: ‘Tepin’)

vontuk be a kultarevolucios vizsgalatainkba.

A magokat petri csészében nedves szlirdpapiron sotét hokamraban csiraztattuk stabil 21 °
C-on, a kikelt magokat cserépbe lltettiilk és hossz nappalos (16 /8) koriilmények kozott
fényszobaban neveltiik. A fejlédésiik soran minden viragon megjeldltiik a pollenszoras
idépontjat és ezt kovetéen 4 kiillonbozo iddpontban, a 14., 20., 28. és 40. napon végeztiink
mintavételt. A 14, 20 napos terméseket a méretiik miatt egyben kellett kezelniink. A késobbi
idopontban gytijtott terméseket hadrom jol elkiiloniild részre valasztottuk szét: magra,

placentara és husra.

A TMV alapu VIGS vizsgélatokhoz a mar emlitett ‘Fehér 6zon’ fajtan kiviil sziikséges volt
egy TMV fogékony paprika fajta bevonasara is, valasztasunk a hasonld tipusba tartozé
’Javitott Bogyiszloi® fajtara esett. A TRV-VIGS konstrukciok in vivo felszaporitasdhoz
Nicotiana benthamiana novényeket haszndltunk. A fert6zott dohanyndvények nedvét
felhaszndlva passzaltuk a viruskonstrukciokat a paprika novényekre. A virusfertdzott
novényeket hasonld koriilmények kozott, de elkiilonitve neveltiik. 3-4 tlineteket mutato
novény csucsi leveleit Osszegyljtottiikk, €s egyiittesen hasznaltam fel Oket a tovabbi
vizsgélatokhoz. Egyes novények hossza tava megfigyeléséhez a fertdzott ndvényeket a

fényszobabdl, iiveghazi kortiilmények kozé kellett athelyezniink.
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5.2. Alkalmazott felvételezési, biotechnologiai és bioinformatikai
modszerek

5.2.1. Morfologiai felvételezések és mérések

A Capsicum annuum var. aviculare fajhoz tartoz6 tételekben 1évo variabilitas jellemzéséhez
az UPOV altal a DUS vizsgalat soran vizsgalt jellemzok koziil valasztottunk 40

tulajdonsagot. A szar-, a levél- és a termésméretek meghatarozasdhoz tolomérét hasznaltunk.

5.2.2. Virus indukalta géncsendesitési rendszer elemei

5.2.2.1. In vitro transzKkriptummal torténo fertozés
Ezt a rendszert az altalunk hasznalt VIGS vektorok koéziil a TMV (Tobacco Mosaic
Virus)(Kumagai et al., 1995) és a PVX (potato virus X) (Chapman et al., 1992) alaptiak
esetén alkalmaztuk (Ratcliff et al., 2001). A TMV-PDS és a PVX-PDS konstrukciokat Olah
Enik6 munkatarsam allitotta eld, és bocsatotta rendelkezésemre. A TMV-VIGS konstrukcidt
KPN-I, a PVX-VIGS konstrukcidt SPE-I enzimmel linearizaltuk. Az restrikcids emésztéshez
25 ul plazmid, 5 pl enzimhez javasolt puffer (10x), 3 pl enzim (KPN-I vagy SPE-I) és 17 ul
desztillalt viz elegyét 2,5 6rdig 37 °C-on inkubdltuk. A fehérjék eltavolitdsdhoz ProtK
(Fermentas) kezelést (50°C, 30 perc) alkalmaztunk 100 pl végtérfogatba (50 pl emésztési
elegy, 5 pul 10% SDS-t, 44 pl milliQ viz és 1 pl proteindz K (Fermentas). Az igy eldallitott
elegybdl a linearizalt plazmidot fenol-kloroformos extrakcidval tisztitottuk. A
nukleinsavakat abszolut alkohollal kicsaptuk és 70%-os etanollal atmostuk, majd széritottuk
¢és 30 pl steril desztillalt vizben oldottuk fel. Ezt a linearizalt plazmidot tartalmazo6 oldatot
hasznaltuk az T7 polimeraz alapu in vitro transzkripcidohoz. A reakcidhoz az alabbi 50 pl-es
elegyet készitettiik el: 10 ul 5x transzkripcios puffer, 1 pl ribolock RN4z inhibitor, 5 ul
10mM rNTP mix (rGTP csokkentett), 2,5 ul plazmid, 10 ul SmM CAP analog és 1,2 C 17
polimeraz, 30 perc 37 °C-on torténd inkubécié utdn 10 ul 20mM rGTP-t adtunk hozz4, majd
azonos hdmérsékleten még egy orat inkubaltuk. Az atirt RN'S-eket ellendrzés céljabol agardz
gélen valasztottuk el. A novények fertézéséhez a transzkriptum, az inokulal6 puffer (50 mM
glicin, 30 mM KoHPOs4, 1 % bentonit, 1 % cellit) és steril desztillalt viz 2:3:5 aranyu
keverékébdl novényenként 2-2 levélre 15-15 pl-t vittiink fel livegspatula segitségével. A
negativ kontrollként hasznalt ndvényeinken ugyszintén 2-2 levelet desztillalt viz és inokuldlo

puffer 1:1 aranyu keverékével kezeltiink.
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5.2.2.2. Agroinfriltralt dohanynovényekrol torténo fertozés

5.2.3.

Ezt a fert6zési rendszert a TRV(Tobacco Rattle Virus) alapi VIGS vektorok esetén
alkalmaztuk. A TRV virusfertézéshez a két RNS-nek egyidejiileg kell jelen lennie a
névényben (TRV1, TRV2) (Harrison és Nixon, 1959). Az infiltrdlashoz 3 TRV tartalmu
vektorkonstrukciot hasznaltunk, mindegyiket a C58C1 agrobaktérium torzsben szaporitottuk
fel, és ennek segitségével is juttattuk be. Az agrobaktérium telepeket 5 ml folyékony
taptalajba (kanamicin és tetraciklin tartalmu YEB) oltottuk és egy éjszakdra razogépbe
(28-30 C°) helyeztiik. A kdvetkezd napon centrifugaltuk (28-30 C°, 4000 rpm, 10 perc) és a
felilloszo eltavolitisa utan a pelletet felszuszpendaltuk (10mM MgClz, 150 pM
acetosziringon). Az igy kapott szuszpenzidkat spektrofotométerrel mértiik, higitassal
beallitottuk az optikai denzitasukat (OD600=1), majd szobahémérsékleten inkubaltuk (2
ora). A TRVI1-es konstrukcid onmagaban nem képes fertozni, igy a TRV1 szuszpenzid
(TRV2 nélkiil) jol hasznélhat6 volt a kontrol novények kezeléséhez. Infiltralas eldtt kétféle
1:1 aranya  keveréket allitottuk eld: TRVI:TRV2-ires, TRVI1:TRV2-PDS. Ezek
agroinfiltralasat paprika novények levelén is kiprobaltuk, de sajnos igy nem sikeriilt a
fertdzés. Ezért a fertézéshez az emlitett kombinacidkat fiatal Nicotiana benthamiana
novények két-két levelébe (fondki oldalrdl) fecskendeztiik, majd a tiinetek €s a PDS reakcid
megjelenése utan a kivalasztott dohanyleveleket mozsarban dsszetortiik és tivegspatulaval a

paprikandvényeink karburundummal beszort leveleire kentiik.

RNS-kivonasi modszerek

3 eltér6 RNS-kivonasi mddszert (Trizolos (Simms et al., 1993), CTAB (Gambino et al.,
2008), Butanol-CTAB-os (Camacho-Villasana et al., 2002)) probaltunk ki paprikébol
szarmaz6 mintakon és ezek koziil a TRI® Reagent RNA Isolation oldat hasznalatan alapuld,
a gyarto utasitasai alapjan torténd (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kivonasi mddszert
valasztottuk ki. Erre az volt a jellemzd, hogy megbizhatéan, megfeleld6 mennyiségii és
tisztasagu RNS-t sikeriilt kivonni a kiilonb6z6 paprikamintainkbdl. Ezt a méddszert sikerrel
alkalmaztuk a termések, a magok és a fertdzott levelek esetén is. A kivont RNS-ek mindségét

gélelektroforézissel és spektrofotométerrel (NanoDrop 2000) is ellendriztiik.
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5.2.4. Konyvtarkészités, szekvenalas

A pollenszoras iddpontjat kovetden 4 kiilonboz6 idépontban, a 14., a 20., a 28. és a 40. (7.
abra A.) napon vett biologiai mintdkbdol RNS-t izolaltunk és a kivalasztott j6 mindségii RNS-
kivonatokbol, vizsgalati idépontonként €s szovetenként (hus, mag, placenta) (7. abra. B) két

biologiai ismétlésben készitettiink kisSRNS-konyvtarakat.

A 28 DAA 40 DAA B
14 DAA 20 DAA 28 DAA 40 DAA l t 1
- \ Hus
By | _ 1 o

- |

E Q
vq [

7. abra A paprikatermések (A) és termésszovetek (B) a Kkivalasztott fejlodési
stadiumokban.

Mintanként 30 pg totdl RNS-t valasztottunk el 8%-os denaturald poliakrilamid/urea gélben,
RNS méretmarkerek segitségével a kisRNS-tartomanyt a gélen kijeloltiik és szike
segitségével kivagtuk (Mellékelt abra 1B). A kivagott gél RNS-tartalmat visszanyertiik
(Mathioni et al., 2017) és 20 pl ribonukledz-mentes ultratiszta vizben oldottuk fel. Az igy
késziilt oldatbol 2,5 pl-re volt sziikség a konyvtar elkészitéséhez. A kisSRNS-konyvtarakat a
Truseq Small RNA Sample Prep Kit (Illumina, CA, US) felhasznalasaval, a gyarto utasitasai
szerint hoztuk létre (Mellékelt abra 1C). A kiilonb6zé genotipusokbol, fenologiai
stadiumokbdl ¢és szovetekbdl Osszesen 20 kbnyvtérat készitettlink (5. téblézat). Ezek
PCR-amplifikalt, gélen tisztitott €s bar-kddolt cDNS-kényvtarakbol nyolcasaval csoportokat
hoztunk létre, €s igy 3 csoportot (pool-t) kiildtiink el az UDGenomed K ft.-nek I1lumina HiSeq

2000 platform-on valé szekvenalasra.

53



5.2.5. Bioinformatikai analizis eszkoztara

A visszakapott nyers, kisRNS-szekvencidkat a cutadapt 1.9.1. (Martin, 2011) verzidjaval
dolgoztuk fel. A kisRNS-konyvtarakbol szarmazd szekvendldsok mindségellendrzését a
FastQC 0.11.5 (Andrews, 2010) hasznalata el6tt és utan is elvégeztiik. A mikroRNS-
vizsgalathoz, a sziirt tiszta leolvasasokat a Capsicum annuum cv. CM334 (version 1.55)
genomra illesztettiik. Az j miRNS-ek bioinformatikai azonositasdhoz, a MirCat (Stocks et
al., 2012) és miRDeep-P (Yang és Li 2011) szoftvereket parhuzamosan hasznaltuk, mivel
mindkét rendszer nagyszdmu potenciadlis miRNS-t ad vissza, ezért a két rendszerbdl
szarmazo6 adatok egyesitésekor az érett szekvencidk tekintetében csak a teljes szekvencia
azonossagot fogadtuk el. A két adatszett egyesitését (1. Mellékelt szkript: intersection.py) és

a sziikséges sziiréseket Phyton szkriptek segitségével végeztiik el.

A miRNS-eket 3 csoportba soroltuk: konzervativ miRNS-ek, ezeket a MirProf segitségével
azonositottuk a miRNS-ek online adatbazisdban szerepld szekvencidkhoz valo hasonlosaguk
alapjan. A miRBase adatbazisban nem szerepelt egyetlen Capsicum-ra vonatkozo6 szekvencia
sem, ezért a korabban Capsicum fajokban leirasra keriilt miRNS-ek (Hwang et al., 2013, Kim
et al,, 2014) Osszegyljtésére létrehoztuk a Capsicum nemzetség-specifikus miRNS-ek
csoportjat. A harmadik csoportban az 1j, kordbban nem azonositott, a MirCat és a

miRDeep-P-vel elorejelzett miRNS-ek kaptak helyet.

A nyers expresszios értékek meghatarozasdhoz a Patman (Priifer et al., 2008) programot
hasznaltuk. A differencidlexpresszios vizsgalatokhoz a DESeq2-t (Love et al., 2014)
alkalmaztuk a nyers abundancia matrixon. A DESeq2 a nyers értékek normalizélasat a
medidn ardny normalizalasaval hajtja végre. Mind a korrigélt kozépatlagot (basemean), mind
a valtozas mértékét (log2fold) a DESeq2 alkalmazasaval kaptuk meg. Az olyan miRNS-ek
kifejezodését tekintettiik eltéronek, amikhez legaldbb atlagosan 10 leolvasas (basemean)
tartozott €s a valtozas mértéke (fold change) 6 vagy annal nagyobb volt és a korrigalt p érték

(adjusted p value, padj) 0,05 alatti volt.

A differencidlexpresszids vizsgalat eredményeinek megjelenitéséhez MA-diagramokat
készitettlink. A miRNS-eket csaladokba soroltuk a szekvencia-hasonldsaguk alapjan ehhez a
cd-hit EST (Huang et al., 2010) programot hasznaltuk, az egyediségre vonatkoz6 hatarértéket
(identity cut.off) 0,8-re allitottuk be. Az egy csalddba tartoz6 miRNS-ek tobbszords
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5.2.6.

illesztéséhez ¢és egyiittes megjelenitéséhez a Clustal Omega, a Color Align Conservation

(Stothard 2000) és a WebLogo (Crooks et al., 2004) online alkalmazéasokat hasznaltuk.

A vizsgalt miRNS-ek célpont-RNS-einek az azonositdsdhoz a PsSRNATarget programot az
alabbi paraméterekkel (vart érték: 5.0, biintetépont G:U parosodas esetén: 0,5, biintetdpont
mas eltérésért: 1, A kapcsolodo régid: 2.-13. nukleotid kozott, extra stilyozés a kapcsolodo
régidban: 1,5, maximum eltérés a kapcsolodd régidban: 2, biintetopont rés nyitasarért: 2,0,
bilintetépont rés meghosszabbitasaért: 0,5, transzlacios gatlasért felelds régid: 10.-11. nt)
hasznaltuk, és a *Zunla-1’ fajtan leirt s annotalt génszettet adtuk meg referencia génlistaként

(Dai et al., 2018, Qin et al., 2014).

A megfeleld miRNS kategoriakhoz rendelt transzkript azonositokat (pl: Capana01g003808)
python scriptek segitségével kivonatoltuk a PsSRNAtarget kimeneti szoveges faljbol. Ezekhez
az azonositokhoz hozzarendeltiik a *Zunla-1’-rdl kozzétett (ftp szerveren elérhetd) annotalt
génlistabol a fehérjeazonositokat (pl: PP227 ARATH). Az igy kapott fehérjeazonositokat
tartalmazo listdt hasznaltuk a panther fehérjeosztalyok és a GO Slim gén ontologiai

analizishez a panther adatbazisban (Mi et al., 2019).

A Go vizsgalat soran fajszintli sztrést nem alkalmaztunk. A vizsgalatot mindharom
fokategorian: bioldgiai folyamat, molekuléris funkcid, sejtkomponens elvégeztiik, sot a
fokategoridkon beliil tovabbi alkategoridkat (példaul a bioldgiai folyamat fokategorian beliil
az elsddleges anyagcsere folyamatok (GO:0044238) kifejezést, a sejtkomponens kategdrian
beliil az intracellularis membranhoz kotott organellum kifejezést (GO:0043231) panther

fehérjeosztalyokon beliil a nukleinsavat kotd fehérjeket (PC00171)) is vizsgaltunk.

RNS-ek kimutatasa, vizsgalata

Az RNS hibridizéacids technikak szekvenalastol fiiggetlenek €s segitségiikkel egy ismeretlen
biologiai mintabol ki lehet mutatni egy adott, altalunk ismert RNS-szakaszt, rdaadasul
megfeleld koriilmények kozott az egyes mintdkban 1évé RNS-ek mennyiségérdl is
megbizhatd informaciot ad. Munkank soran ezt a moddszert alkalmaztuk a szekvenalasi
adatok megerdsitésére, a virusvektorok azonositasara €s az endogén novényi gének

expresszios szintjeinek meghatarozasara is.

A kis-RNS northern hibridizacidhoz (Varallyay et al., 2008) mintdnként 5 ug total RNS-t
valasztottunk el a 8M urea tartalmt 12%-os polyakrilamid gélen. A gélbdl az RNS-eket
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HybondTM-NX (Amersham) membranra elektroforetikusan vittiik 4t a Fast Blot (Biometra)
blottol6 segitségével. Az atvitt RNS-eket kémiai keresztkotésekkel (Pall & Hamilton 2008)
stabilan hozzakotottik a membranhoz. A miRNS-ek kimutatasahoz specifikus DNS- vagy
ZLNS- oligokat hasznaltunk (4. tablazat). A specifikus (10 pmol) oligonukleotid probak 5°-
végét T4 polinukleotid kinaz jelenlétében radioaktiv [y32P] ATP-vel jeldltiik.

4. tablazat: A kisérleteink soran felhasznalt oligonukleotidok

Felhasznalas Tipus Azonosito Szekvencia (5’-3)
mirl68 GTCCCGACCTGCACCAAGCGA
mirl71 GAGTGATATTGGTTCGGCTCA

DNS oligo mirl72 CTGCAGCATCATCAAGATTCT
Konzervativ miRNS-ek kimutatasa mir396 AGTTCAAGAAAGCTGTGGAA
mirl66 GGGGAATGAAGCCTGGTCCGA
T mirl59 (LNA) tAgaGctmCcecTtcAatmCcaAa
mirl67 (LNA) tAgaTcaTgcTggmCagmCttmCa
Can-mir-f01 CAGCTTGCATCAGTGAACCCCTCT
Uj miRNS-ek kimutatasa DN oligo Can-mir-f13 GCCCTTACAGCTCCTCCTCCTA
Can-mir-f42 TACTGTTTCTGCTCCTACTCA
Can-mir-f44 ACACTCCAACTTCATGAGGGTCCT
RubiscoF CTTTCCTCTGCAGCAGTTGCC
Endogen genek kimutatasa PCR primer RubiscoR TR e O (A
Gapdh F TCTCAAATATGACTCCACCC
GapdhR ACCCCATTCATTGTCATACC
TMV F GCTATAACCACCCAGGACGCGA
- < 4 TMV R TGGGCCCCTACCGGGGGTAACG
Virus kimutatas PCR primer
TRV F GCTGCTAGTTCATCTGCAC
TRV R GCACGGATCTACTTAAAGAAC

A membrant hibiridizaci6 elott 5 percig a hibridizalas hdmérsékletén 2xSSC (0,3 M NaCl,
30 mM Na-citrat, pH=7.2) oldatban eldkezeltiik, majd eldmelegitett ULTRAHyb-Oligo
(Ambion Inc., Austin, TX, USA) pufferben (proba nélkiil) 1 éran keresztiil prehibridizaltuk.
DNS-oligdk esetén 37 °C —on, ZLNS-oligdk esetén 50 °C-on egy €¢jszakan at hibridizaltuk a

membrant.

A hibridizalas utan a nem kot6dott radioaktiv probékat el kell tdvolitani, ezért a membranokat
kétszer 10 percig 0,1% SDS-t és 2x SSC-t tartalmazd oldattal mostuk a hibridizalési
hoémérsékleten. A membranokat expondlod kazettdba helyeztiik és a kibocsatott radioaktiv
jeleket X-RAY rontgen film segitségével tettiik lathatova. Voltak membranok, amelyeket
tobb probaval is hibridizaltunk, az 1jboli hibridizacio elétt a membranrol a kordbbi radioaktiv

prébat 0,1% SDS, 5 mM EDTA oldatban, magas hémérsékleten tavolitottuk el.
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Az altalunk hasznalt VIGS vektorokat novényi RNS virusok moédositasaval allitottak elo,
ezért a fertdzott ndvények mintdibdl Northern blot segitségével kimutathatéak. Az RNS-
kivonatok méret szerinti elvalasztasahoz 1,2%-0s agardz gélt és 100 V koriili fesziiltséget

alkalmaztunk.

A Northern blot Uigyszintén alkalmas vizsgalati modszernek bizonyult az endogén gének
expresszios szintjeinek vizsgalatara is, azonban itt a megbizhaté eredményekhez egy
kifinomultabb elvalasztasi rendszerre volt sziikség. Az endogén RNS-ek vizsgalatahoz az
RNS-kivonatokhoz gélre vald felvitel eldtt formaldehid, formamid és MAE; 4:7:20 aranyu
keverékét, 1ul ethidium-bromidot és 1ul FDE-t adtunk, majd az igy késziilt oldatot
tartalmazo Eppendorf-csdveket 65°C-ra melegitettiik és 10-15 percig denaturaltuk, majd
kozvetleniil jégre tettiik. Az igy elokészitett mintakbol 20 pl-t vittiink fel a MAE pufferrel
(0,1M, 40mM Na-acetat, 5 mM EDTA) feltoltott elekroforézis kadban elhelyezett 1,2%-os,
formaldehides, denaturald gélre. A gélelektroforézist 4 C°-on, 80 V gyorsitofesziiltséggel
hajtottuk végre.

Az RNS-eket mindkét esetben 20xSSC puffer rendszerben kapillaris blottal vittiik 4t a gélbol,
Nytran NX membranra, amihez UV fény (600 J/m?s) segitségével az RNS-eket hozza is
kotottiik (UV transzilluminator, Schleicher & Schuell, Dassel, Germany). A kiilonb6z6 virus
RNS-ek jelenlétét, és a vizsgalt génekhez tartoz6 mRNS-szinteket Northern hibridizacioval
vizsgaltuk, ahol [y32P] jelolt (DNA labelling kit, Thermo Fisher Scientific, Vilnius,
Lithuania) specifikus PCR termékeket (4. tablazat) hasznaltunk hibridizacios probanak.
(Varallyay et al., 2014).

Az endogén gének esetén a radioaktiv proba készitéséhez stabil, megbizhatd templatra volt
sziikségilink, ezért a vizsgalatba vont gének (GAPDH, Rubisco) egy darabjat cDNS-bdl
kiindulva PCR-reakcioval szaporitottuk fel €s pBluescript II KS (+) klénozd vektorba
ligaltuk. A kapott ligatumot E. coli DH5a kompetens sejtbe transzformaltuk. Ezeket a
sejteket 500 pl SOC tapoldat hozzédadasa utan (Sambrook et al., 1989) 40 percre a 37 °C-ra
allitott razogépbe helyeztiik.
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Az igy felszaporitott tenyészetekbdl 300-300 pl-t szelektiv szilard LB taptalajra (Sambrook
et al., 1989) szélesztettiink és a petricsészéket egy éjszakdra termosztitba (37 °C-ra)
helyeztiik. A kivélasztott baktériumtelepekbdl izolalt plazmidokat restrikcids emésztéssel és
szekvenalassal is ellendriztiik. Végiil a GAPDH esetén Olah Eniko altal klonozott, a RUBISCO
esetén az altalam klonozott szakaszt (Mellékelt abra 2.-3.) hasznaltuk templatként a

specifikus PCR termékek eldallitasa soran.

A membrant a kordbban leirt mdédon eldkezeltiik (5 perc 2xSSC) és prehibridizaltuk (ez
esetben Church pufferrel 1 6ra 65°C-on), majd kezdetét vette az egy éjszakan at tartd 15 ml
radioaktiv probat tartalmazo Church pufferes hibridizacié. A hibridizéci6é utdn 2xSSC és
0,1% SDS oldattal 5-10 percig, 0,5xSSC ¢és 0,1% SDS oldattal 15 percig és 0,1xSSC és 0,1%
SDS oldattal 3-4 percig mostuk a membranokat, hogy a nem kotott radioaktiv anyagot
eltavolitsuk, és igy tisztabb, jobban értékelhetd mintazatokat kapjunk a rontgenfilmeken. Az

rrrrrr

tobb napig valtozott (18-19. abra).
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6. Eredmények és kovetkeztetések

Morfologiai felvételezés eredményei az anyanovény-szelekciohoz

A vad paprika génbanki tételeket altaldban nyilt beporzésu, nagyobb populaciok
felhasznalasaval tartjdk fenn. A populacid tagjai egymas kozott keresztezOdhetnek, és a
populécioban 1évé novényekrdl fogott magokat Osszekeverve hasznaljadk a kovetkezo
generacio eldallitasahoz. Ilyen formaban tarthaté fenn leginkabb az adott tételre jellemzo
variancia is. Az altalunk vizsgalt tételek esetén komoly morfoldgiai kiilonbségekre lettiink
figyelmesek, ezért az International Union For The Protection Of New Varieties Of Plants
(UPOV) szervezet altal kozzétett paprikdra vonatkozé DUS irdnyelvben szerepld
tulajdonsagok kozil 40 tulajdonsagot (6 binomiélis, 26 nominalis, 8 kvantitiv) (1. mellékelt
tablazat) felvételeztiink, hogy részletes leirast készitsiink a kapott genetikai anyag egyes
névényeirdl. A ‘Tepin’genotipusbdl 11 ndvényt neveltiink fel termésérésig, ezenkiviil egy

masik vad paprika tételt is vizsgaltunk (,,4” 21569).

Ezekkel a morfologiai vizsgalatokkal az volt a célunk, hogy vonalkialakitas céljabol
kivalasszuk a rendelkezésiinkre all6 genetikai anyagok koziil a korabbi publikéciokban 6si,
domesztikacid eldtti jellemzoként leirt tulajdonsagokat (intenziv antocianos és szOrdzott
noduszok, kisméretii, kerek termések) leginkabb hordozo6 vadpaprika egyedet. A mérlegelés
soran figyelembe vettiik a szabalyozott mesterséges kdrnyezetben (fényszoba, liveghdz) vald

kezelhetdséget (kompakt méret, korai és folytonos virdgzas) is.

Binomialis tulajdonsagok

Az emlitett 40 tulajdonsag kozil 6 binomidlis tulajdonsag szerepelt, ezek olyan
tulajdonsagok, ahol egy adott fenotipusos jelleg jellemz6 (9) vagy nem jellemz6 (1) az adott
egyedre. Az altalunk felvételezett binomialis tulajdonsdgok a csipdsségen, és a csokros
novekedésen kiviil a novény kiilonbdzo részeiben (szik alatti szar, nddusz, portok, termés)
torténd antocian felhalmozoddasra vonatkoztak. A binomidlis skalabol adodoan itt kisebb
variabilitas varhat6. 4 tulajdonsag esetén az 0sszes vizsgalt egyed esetén azonos eredményt
kaptunk. A n6duszok és a portokok minden esetben antocianosak, a termések minden esetben
z61drdl érdek és csipdsek voltak. A magonckori vizsgéalat soran talaltunk zold és lila szik

alatti szarral rendelkez6 egyedeket is (1. Mellékelt tablazat).
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Bonitalt tulajdonsagok

A sok bonitalt tulajdonsdg koziil azt emelném ki, hogy a vizsgalt ‘Tepin’egyedek
mindegyikére, igy a tételre altalanosan jellemz6, hogy vékony, felallo kocsanyon zold
szinbdl pirosra érdé vékony terméshust, kocsanyiireggel nem rendelkezd, kapszaicintartalmu,
kétrekeszes terméseket hoznak. A megfigyelt tulajdonsagok koziil a legnagyobb variabilitast
a vegetativ részekre vonatkozé tulajdonsdgoknal taldltunk: a nodduszok antocidnos
elszinezO0désének szinintenzitdsaban, a ndvény szOrdzottségben, a levélszélek
hullamossagaban és a levél zold szinének intenzitasdban. A termésre vonatkozo
tulajdonsagok koziil a termésalak esetén tapasztaltuk a legnagyobb eltéréseket. Az egyes
egyedek viragzasi és termésérési idokben is jelentds eltéréséket mutattak (1. Mellékelt

tablazat).
Mért tulajdonsagok

7 tulajdonsag volt, amiket tolomérd segitségével, milliméter pontossaggal mértiink. E
méréseket novényenként 10-10 levélen és 10-10 érett termésen végeztiik el. Szarhossz alatt
a sziklevél és az els6 virdg kozti tavolsagot, magassag alatt a sziklevél és a ndvény
legmagasabban 1év0 eldgazdsa kozti tavolsdgot rogzitettiik. A magassagot a
termésparaméterekkel egy idopontban mértiik, amikor a ‘Tepin’ ndvényeken legalabb 10

érett termés volt.

A szarhossz €és a magassag esetén jelentds eltéréseket tapasztaltunk az egyes novények
kozott, a legkisebb mért szarhossz 14 cm, a legnagyobb 42 cm volt. A magassag esetén 20
¢s 58 cm kozotti értékeket mértiink (8. abra). Megfigyeltiik, hogy az alacsony ndvények
esetén altalaban a szarhosszra is alacsonyabb értéket kaptunk. Ezért megvizsgaltuk a két
tulajdonsag kozott a linearis korrelaciot, a kapott R? determinacios egyiitthaté értéke: 0,62,

ami azt mutatja, hogy érdemes mindkét tulajdonsagot kiilon-kiilon is kdvetni.
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8. abra A C. annuum var. aviculare tételekhez tartozo magassag és szarhossz értékek.

Levélparaméterek

A 21569-es tétel egyértelmiien hosszabb levelekkel rendelkezett. A tobbi ‘Tepin’ ndvény
kozott is jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg. A ‘“Tepin’ ndvények Osszesitett levélhossz
atlaga 32,4 mm lett, a legkisebb értéket (17,5 mm) a 9-es novénynél kaptuk, a legnagyobb
atlagérték (39,1 mm) a 6-os novényhez tartozott (9. dbra). A levélatmérdk esetén is tobb,
mint kétszeres kiilonbség volt megfigyelheté a legkisebb €és a legnagyobb atmérdvel
rendelkezd ‘Tepin’ ndvények kozott. A 21569-es nemcsak a levélhosszban, hanem a levelek
atmérdjében is egyértelmilen meghaladta a ‘Tepin’-eknél mért atmérdket. A két
tulajdonsagbol szamitott levélarany a ‘Tepin’-eknél (1,48 és 1,9 kozott alakult). A °21569°-es
levelei megnyultabbak, itt a levélhossz tobb, mint kétszerese volt a levélatméronek. A két

mért levéltulajdonsag kozott szoros korrelaciot talaltunk (R?=0,853).
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abra Az egyes ‘Tepin’ novényeken mért atlagos levélhossz és levélszélesség.

Termésparaméterek

A termésparamétereket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy mind méretben, mind alakban
jelentds kiilonbségek voltak az egyes novények kozott. A 21569’ itt is jelentésen nagyobb
méreteket mutatott a “Tepin’ ndovényekhez képest. A ‘Tepin’ novényeken mért terméshossz
¢és termésatmérd adatokra az volt a jellemzd, hogy tobb, mint 2,5-szeres kiilonbség volt a
legmagasabb atlaggal (19,8 mm, 8,3 mm) ¢€s a legalacsonyabb atlaggal (5,3 mm, 3,2 mm)
jellemzett novény termései kozott (10. dbra A). A vizsgalt termések hosszmetszeti alakjaban
is jelentds valtozatossagot figyelhettink meg, a sziv alak volt a legjellemzdébb, de
eléfordultak kerek, haromszog, szogletes és trapéz alaki bogydk is. A kiilonb6zo

termésalakok eltéré méretekben is eléfordultak (10. abra B).

A terméshossz €s a termésatmérd kozott gyenge korrelaciot (0,49) talaltunk. A kordbban
emlitett termésalaki valtozatossag a terméshossz €s termésatmérd aranyaban is megjelent,
ami a ‘Tepin’-ek kozott: 1,19 és 2,1 kozott alakult (10. dbra C). Az 4bran jol lathatd, hogy a
kerekebb (1-hez kozeli termésardny) és a hosszikas (kett6hoz kozeli termésarany)
termésalak eltérd bogyoméretnél is megjelenik. A ’21569° ezeknél a paramétereknél is

kiugro értékeket mutat, a termései megnyultak a hossz-atmérd arany 2,67.
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10. abra Az egyes C. annuum var. aviculare novények termésparaméterei. A: 11 ‘Tepin’

6.1.4.

novény termésparaméterei. B: Az adott egyedek bogyodirol késziilt képek. C: A ndovényekre
vonatkoz6 terméshossz és a termésatmérod aranya.

Felvételezett adatok értékelése, anyanovény szelekcio

Az elvégzett morfoldgiai vizsgalatok tiikkrében egyértelmiivé valt, hogy a *21569° t6bb fontos
tulajdonsag esetén jelentds eltérést mutatott a ‘Tepin’tétel egyedeihez viszonyitva, a nagyobb
¢s megnyult termései miatt nem ezt valasztottuk a késébbi vizsgalatainkhoz. A ‘Tepin’-ek

koziil a kordbban emlitett szempontok alapjan a 6-os ndvényt valasztottuk (‘Tepin6’).
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A ‘Tepin6’ termése allt legkozelebb a gdomb alakhoz, terméshosszban a vizsgalt egyedek
kapta, antocianos elszinezddésben egyediil a ‘Tepin’9, a zdld levélszin intenzitasaban
egyediil a ‘Tepin’8 elozte meg. A szarhossz és a ndvénymagassag szintén kedvezden alakult,
egyediil a ‘Tepin’10 kompakt ndvényén mértiink alacsonyabb értéket. Az egyedek kozil a
mi feltételeink kozott ez a ndvény virdgzott elséként és utana is nagy mennyiségli apro

virdgot hozott, ez a tulajdonsaga jelentds eldnyt jelenthet az iddzitett termések vizsgalatanal.

A felvételezési adataink kapcsan felmeriilt a kérdés, hogy az altalunk tapasztalt tételen beliili
valtozatossag mekkora részéért felelnek valos genetikai kiilonbségek, és mekkora a szerepe
a kornyezeti tényezoknek €s a mérési vagy felvételezési hibaknak. Ezért mindegyik
novénybol magot fogtunk és az utédokat felneveltiik. A ‘“Tepin6’ esetén a legtobb eldnyben
részesitett tulajdonsag (apro, kerek bogyo, szérozottség, kompakt ndévény, korai virdgzas)
megmaradt az utddokndl is. A miRNS-alapt kultar-domesztikacids vizsgalataink soran

ennek az anyandvénynek az utddait hasznaltuk.

Virus indukalta géncsendesités lehetoségei paprikaban

A VIGS egy rendkiviill hatékony modszer a gének specifikus funkcidvesztésének
vizsgalatadhoz, amit sikeresen alkalmaztak tobb novényfajnal is. A legtobb novényi VIGS
vektort olyan virusokbdl alakitottak ki, amelyek eredeti gazdandvényei a Solanaceae
csaladba tartoznak, igy nem meglepd, hogy ezeknek az alkalmazasa lehetséges mas, a
burgonyafélék csaladjaba tartozé ndvényeken is (pl: paprika, paradicsom, burgonya, petinia)
(Chung et al., 2004, Brigneti et al., 2004, Liu et al., 2002, Chen et al., 2004). A paprika teljes
genomja a kézelmultban elérhetdvé valt és ezaltal még kedveltebb célndvénye lett a VIGS

alapt funkcionalis vizsgalatoknak.

Alkalmazott VIGS vektorok és a fertozési modszerek tulajdonsagai

A dohanymozaikvirus (TMV) volt az els6 virus, amit a VIGS mddszer novényeken valo
alkalmazédsara moédositottak (Baulcombe 1999). A TMV-fogékony paprikafajtdk koziil,
ehhez a vizsgalathoz a ‘Fehér 6zon’-nel sok hasonlosagot mutatd ‘Javitott Bogyiszloi’
konstans fajtat valasztottuk. A TMV alaptt VIGS konstrukcidkat (iires, PDS) in vitro
transzkripcidval eldallitott (1d. Anyag €s mddszer) fertézoképes RNS-ekkel valo inokulalas

segitségével, nagy hatékonysaggal sikertiilt bejuttatni a paprikandvényekbe.
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11.

A PDS-konstrukciok a karotinoid-bioszintézisben résztvevo, fitoén-deszaturaz (PDS) gén
egy darabjat hordozzdk, és ennek a génnek a csendesitésével a fényvédo szerepet betoltd és
karotinoidok képzddése is gatolt. A fotoprotektiv karotinoidok hidnyaban a
klorofil-pigmentek fény hatdsara lebomlanak, a meglévd leveleken klorotikus tiinetek
jelentkeznek, és az tjonnan fejlédé levelek kifehérednek. A TMV-PDS VIGS fertdzést
kovetéen 14.-16.-on napon mar megfigyelhettiik a leveleken a klorotikus tiineteket, a

levéllemez hullamosodasat és az 11j, fehér levelek megjelenesét (11. abra B).

abra A PVX és a TMV alapa VIGS altal Kkivaltott tiinetek, PDS reakcié és
génexpresszios valtozasok. A: PVX fertdzést kovetden gyorsan megjelentek a nekrozisos
tiinetek B: A TMV esetén gyors reakciot, erds tiineteket és a levél kifehéredését tapasztaltuk.
C: A TMV konstrukiokkal fert6zott novényeken az altalanosan hasznalt referenciagének
(RUBISCO, GAPDH) mRNS ¢és a virus RNS-szintjét Northern hibridizacioval
vizsgaltuk. TMV hatédsara az alt. referencia gének expresszioja jelentésen csokkent. (E:
»~empty” lires vektorral fert6zott, M: ,,mock”, virusmentes inokulal6 pufferrel kezelt, PDS:
PDS konstrukcidval fertdzott, Rubisco: ribuldz-1-5-biszfoszfat karboxildz/oxigenaz,
GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz, rRNA: riboszomalis RNS).

N. benthamiana ndévényeken mar sikerrel alkalmaztdk a Burgonya X virus (PVX) alapu
VIGS vektorokat is (Ruiz et al.,, 1998). A PVX alapu vektorok sziikebb gazdakorrel
rendelkeznek, de éltaldban stabilabbak, mint a TMV alapu vektorok (Burch-Smith et al.,
2004). A PVX konstrukciokbol in vitro transzkripcidval eldallitott RNS-ek is jo
hatékonysaggal fertéztek. A PVX-iires ¢s a PVX-PDS VIGS vektorral valo fert6zések
nagyon sulyos tiineteket és nekrozist okoztak a paprikanovényeken. igy kijelenthetjiik, hogy
paprika esetén az okozott nekrozis mértéke ellehetetleniti az altalunk hasznalt PVX alapu

vektorok funkcidnalis vizsgalatban val6 alkalmazasat (11. abra A).
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A dohany zorgéleveliiség virus (TRV) felhasznalasdval is alakitottak ki hatékony
géncsendesitést okozo vektorokat. A TRV-vektorok elénye, hogy a t-DNS-be épitve
agrobaktérium tenyészetben fenntarthatd, és infiltracid segitségével bejuttathatd a
novényekbe (12. dbra A) (Liu et al.,, 2002; Ratcliff et al., 2001). Tovabbi elényds
tulajdonsaga, hogy altalaban gyenge tlineteket okoz, és hatékonyan képes elterjedni az egész

novényben (Liu et al., 2002).

A Mechanikai atvitel VIGS tunetek

Centrifuga Higitas
O 4000 Rpm 0D600=1
A,
[ ves )

Agroinfiltralas VIGS tunetek

10-12 nap
—_— —_—
A. tumefaciens N. benthamiana N. benthamiana Capsicum annuum Capsicum annuum
TRV

E MPDS M

12. abra A TRV VIGS rendszer paprikan. A: A TRV esetén a tiinetek a PVX-hez ¢és a

TMV-hez képest lassabban jelentek meg, és sokkal enyhébbnek bizonyultak. B-C:
TRV-PDS indukalta géncsendesitd hatas N. benthamiana (B) és C. annuum (C) ndvényen.
D: A PDS hianyara jellemzo kifehéredés (photobleaching) a terméseken is jelentkezett. E:
Az éaltalanos referenciagének expresszidja jelentdsen megndtt a virus jelenlétében (E:
»empty” lires vektorral fert6zott, M: ,,mock”, virusmentes inokulal6 pufferrel kezelt, PDS:
PDS konstrukcidval fertozott).

A fertézéshez fiatal N. benthamiana ndvényeket infiltraltunk (ld. Anyag és modszer), és
ezekrdl passzaltuk a VIGS vektorokat 10-12 nap elteltével a paprika ndvényekre (12. abra
A). Ezzel a modszerrel sikeriilt a fertézést egységesebbé és hatékonyabba tenniink. Az

infiltralast és a fert6zést is 3 ismétlésben végeztiik el, 3-3 ndvényen. TRV-iires VIGS
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vektorral fertézott novényeken a TRV-re jellemzd, gyenge tiineteket, a TRV-PDS vektorral
fert6zott novényeken kb. 25 nap elteltével a jellegzetes PDS VIGS reakcio jelent meg, és a
novények levelei jol lathatéoan kifehéredtek (12 abra C). A VIGS vizsgalatok soran a
fertdzést6l a PDS-re jellemzd kifehéredés megjelenéséig 25 napra volt sziikség. Ez a N.
benthamiana-n leirt 7-10 naphoz (12. abra B) képest jelentdsen lassabb, de a Vitis vinifera-n

leirt 17 honaphoz (Kurth et al., 2012) viszonyitva még mindig gyors reakcionak szamit.

Egyes TRV-PDS-sel fert6zott novényeket hosszatavii megfigyelésre a fényszobabol,
tiveghézi koriilmények koz¢ helyeztiink, ezek kdzott volt olyan, amelyik termést is hozott.
Erdekes modon a termésben a PDS-reakcid nem egységesen, hanem foltszertien, szektorosan

jelent meg (12. abra C).

A fehér és piros szektorokbol (4. mellékelt dbra A) kiilon-kiilon izolaltunk névényi nedvet,
és ezzel dohanyndvényeket fertéztiink meg. Erdekes modon a fehér szektorokrél fertézott
novényeken a TRV-PDS-re jellemz0 kifehéredéses tlinet is, mig a piros szektorokrol fert6zott

novényeken csak a TRV-re jellemz6 tiinetek jelentek meg.

A fert6z6tt dohanyndvényekbdl tobb idopontban vett levélmintakbol izolalt RNS-eket gélen
elvalasztottuk és TRV probaval hibridizaltuk (Northern blot). Az inokuléast kovetden két
idépontban vettiink mintat, de csak a masodikban sikeriilt kimutatni a virus jelenlétét.
Mindkét szektorbdl fertézott ndvények esetén kaptunk TRV specifikus jelet, de ezek az
alacsony felbontasu elvalasztas ellenére is lathatoan eltéré molekulastlyhoz tartoznak (4.

mellékelt abra B).

Ez alapjan elmondhat6, hogy talaltunk és sikeresen alkalmaztunk egy olyan VIGS rendszert,
ami a paprikatermésében is képes a célgén csendesitésére. Feltételezésiink szerint a fertézés
késObbre, a termések megjelenése utani idozitésével egységesebb géncsendesitést érhetiink

el a keletkezo termésekben.

VIGS vektorok hatasa a Capsicum annum novények génexpressziojara

A TMV ¢s a TRV alapt vektorok esetén is egyiitt vizsgaltuk a PDS, az iires €s a kontroll
kezelést kapott (mock) ndvényeket. Mind a TMV, mind a TRV alapu vektorok esetén két
haztartasi gén (GAPDH, RUBISCO) expressziés szintjét vizsgaltuk, hogy képet kapjunk a
gazdandvény génexpresszios rendszerében torténd valtozasokrol. A TMV és a TRV vektorok

esetén is azt tapasztaltuk, hogy az iires €s a PDS tartalmu vektorkonstrukciok hasonld hatast
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indukaltak. A TMV vektorok esetén Northern blot segitségével kimutattuk, hogy mind a
Rubisco, mind a GAPDH RNS-szintjei drasztikusan lecsokkentek a mock novényekben
talalhaté RNS-szintekhez képest (11. abra C). Erdekes modon a korabbi, mas gazdanovények
esetén megfigyelt “shut-off” jelenséggel ellentétben a paprika és a TRV-VIGS konstrukciok
esettben a RUBISCO ¢és a GAPDH expresszids szintje is jelentOsen emelekedett a
kontrollndvényekben tapasztaltakhoz képest (12. dbra E). Ennek a jelenségnek megértéséhez
tovabbi vizsgalatokra volna sziikség. PVX vektorok olyan mértékii tiineteket és nekrozist
okoztak a paprika novényeken, hogy paprikdn nem lehetett dket VIGS vizsgalatokra
hasznalni, ezért ezeknél a névény-vektor kombindcioknal a génexpresszios vizsgalatokat

nem tudtuk elvégezni.

Paprikan hasznalt VIGS vektorok dsszehasonlitasa

Az eredményeink megmutattak, hogy a paprika kiilondsen érzékeny a VIGS vektorokkal valod
fertdzésekre. A virusvektortol fliggden mas-mas hatast gyakorolhat a novény expresszios
rendszerére. A PVX az okozott tiinetek miatt nem bizonyult alkalmasnak. A TMV vektorral
kozvetleniil sikeriilt fertdzni a paprika novényeket, és rovidebb ido kellett a tiinetek
megjelenéséig, de erds virustlineteket €s emiatt kevésbé jol lathatdé VIGS hatast (levelek
fehéredése) mutatott. A TRV esetén a kozvetlen infiltraci6 nem mikodott, a hatékony
fertézéshez infiltralt N. benthamiana névényekrdl vald atfertézésre volt sziikség. Ebbol
adddoan a TRV-alapu vektorok esetén hosszabb i1d6 sziikséges egy VIGS alapu vizsgalathoz.
A TRV-alapt vektor gyenge virustiineteket mutat és markansan mutatja a célgén hianyara
jellemzd fenotipus megjelenését. A TRV vektorkonstrukcio képes volt a teljes novényt és a
termést is megfertdzni. A TMV és a TRV esetén mikodott a géncsendesités, de mindkeét
fertézés komoly hatast gyakorolt az altalunk kiemelt két haztartasi gén expresszids szintjére.
Barmelyiket is valasztjuk, amennyiben RT-PCR vagy qPCR-rel szeretnénk validalni a
valtozasokat, alaposan meg kell fontolni, milyen géneket valasztunk referenciagénnek. Egy
megbizhatobb rendszer kialakitasadhoz érdemes lenne tovabbi VIGS vektorokat €s potencialis
referenciagéneket is kiprobalni. Az irodalomban szerepld referenciagének koziil tobbnek
(tubulin, Cph, aktin, elongacios faktor) a c-DNS-r6l vald felszaporitasara végeztiink
kisérletet, azonban ezek koziil egyikkel sem jutottunk el a hasznalt viruskonstrukciok

Northern blot-os vizsgalatdhoz.
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6.3. RNS-konyvtarak készitése és szekvenalasa

6.3.1.

RNS-kivonas, konyvtarkészités és szekvenalasi eredmények

A kisérleteinkben a nagy ateresztOképességii szekvenalas modszerét alkalmaztuk, hogy
meghatarozzuk a paprika termésfejlodésének kiilonbozé szakaszaira jellemzd kisRNS-
expresszios mintdzatokat. A vizsgalatokhoz 4 idépontban vettiink mintékat, a pollenszorast
kovetd 14., 20., 28. és 40. napon. A paprika termésfejlodését 4 szakaszra szoktak osztani;
preantézis, antézis, posztantézis és termésérés. Korabban tobb Capsicum faj esetén is leirtak,
hogy a termésméretet a posztantézis szakaszban torténd sejtosztodas és sejtmegnyulés
hatdrozza meg. Az éaltalunk valasztott idOpontokkal ezt a fejlédési szakaszt probaltuk
aranyosan lefedni. A kivalaszott ndvényeken minden virdgot megjeldltiink a pollenszoras
napjan, ¢s a megfeleld0 napon a termésekbdl RNS-kivonatot készitettiink. A késdbbi
idépontokban (28, 40 DAA) harom szoveti részre osztottuk a termést (hus, mag és placenta)

¢és ezeket kiilon mintaként vizsgaltuk tovabb.

tablazat: Szekvenalt kisSRNS-konyvtarakban 1évé leolvasasok szama az egyes sziirési

lépések soran

Eltdvolitva lllesztve
Sz(irési lépések Nyers leolvasésok e el Alacsony (<3) rRNS/tRNS
megfelelé i N CM334 genomra (Ismert miRNS-ekre
abundancidtak | adatbdzisra ill6k
méretiiek
8,16 M 8,01 M 3,82M 3,72M 3,34M 0,23 M
Fehér 6z6n 27,50 M 26,74 M 17,66 M 17,08 M 15,11 M 1,32M
14,73 M 14,38 M 11,47M 11,28 M 9,35M 0,27 M
Tepin 19,56 M 19,20 M 13,34 M 13,04 M 11,19M 0,78 M
6,18 M 5,44 M 2,78 M 2,65M 2,30M 0,17 M
Fehér 6z6n 16,22 M 16,08 M 8,54 M 8,39 M 7,39 M 0,63 M
11,69 M 10,42 M 9,56 M 9,03 M 6,49 M 1,26 M
Tepin 4,41 M 4,02M 2,42 M 2,26 M 1,99 M 0,54 M
17,51 M 17,33 M 11,29 M 10,72 M 9,00 M 1,96 M
placenta 12,18 M 11,79 M 8,43 M 7,90 M 6,82 M 1,55M
12,67 M 12,48 M 6,34 M 6,11 M 5,23 M 0,37 M
terméshu 15,11 M 14,99 M 8,08 M 7,77 M 6,70 M 0,64 M
8,91 M 8,78 M 5,23 M 4,84 M 4,26 M 1,01 M
mag 8,35M 8,29 M 5,32M 5,15M 4,65M 2,14 M
9,27M 9,15M 4,04 M 3,79M 3,37M 0,26 M
placenta 12,62M 12,43 M 6,57 M 6,21 M 5,61M 0,35M
4,43M 4,26 M 2,31M 2,17M 1,53 M 0,17 M
terméshu 7,99 M 7,60 M 4,69 M 4,45M 3,34M 0,55 M
10,62 M 10,35 M 5,74 M 5,54 M 4,21M 0,61 M
mag 7,60 M 7,27M 4,99 M 4,75M 3,38M 0,27 M
Osszesitve 235,72 M 229,00 M 142,61 M 136,85 M 115,26 M 15,07 M

I3

Az RNS-kivonatok mindségét minden esetben NanoDrop2000 spektrofotométerrel és
(akrilamid, agardz) gélelektroforézis alapt elvalasztassal is ellendriztiik, majd elokészitettiik
kisRNS-szekvendldsra. Minden vizsgalt stadium, szovet €s genotipus esetén két bioldgiai
ismétlésbol készitettiink kisRNS-konyvtarakat. Osszesen 20 kisRNS (5. tablazat) konyvtarat
készitettlink. A kisRNS esetében mi készitettiik el a konyvtarakat (Id. Anyag és mddszer). A
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6.3.2.

6.3.3.

kisRNS-konyvtarakat akrilamid gélen elvalasztva is ellendriztiik a szekvenalas elétt. A 20
kisRNS-konyvtar szekvendlasabol dsszesen tobb, mint 235 millio leolvasast kaptunk (5.

tablazat).
Szekvenalasi eredmények sziirése és minoségellenérzése

Az 6sszesen tobb, mint 235 millio szekvencia kiilonb6zé mennyiségili leolvasast tartalmazo
(4,4-27,4 milli6) konyvtarakbol szarmazott (5. tablazat). Az adaptorszekvenciak és nem
megfeleld méretli szekvenciak kisziirése utan is tobb, mint 229 millio6 16-24 nt mérett
leolvasas maradt. A kovetkezd 1épésben eltavolitottuk az alacsony abundanciaju (minimum
3) szekvencidkat, ez mintegy 38%-al csOkkentette a tovabbi vizsgédlatokhoz hasznalt
szekvencidkat. Ezek utan az ismert nem kddold6 RNS-ekre (rRNS, snRNS, snoRNS, tRNS)
illeszked6 és az érvénytelen szekvencidinkat tavolitottuk el. Ezek a szlirési 1épések utan
136,8 millio sziirt leolvasassal dolgozhattunk tovabb, ezeknek a 84,2%-a tokéletesen
illeszkedett a ’‘CM334’ paprikafajta genomjara (1.55 verzid) (Qin et al., 2014). Ezek alapjan
elmondhat6, hogy a 235 millié nyers szekvencia 45,6 %-a atment az altalunk felallitott 6sszes
szlirési 1épésen (5. tablazat). A legerdsebb szlrési kritériumnak az abundancia-minimum
bizonyult, a teljes szlirési folyamat soran eltavolitott dsszes szekvencia tobb, mint 70%-a
ennek a kritériumnak nem felelt meg. A vizsgalt mindségi mutatok (N-tartalom, alacsony
komplexitasu és nem megfeleld hosszusagh szekvencidk szama) alapjan a konyvtaraink

szekvenalasa magas mindséglinek bizonyult.

A genomi szabalyozé kisRNS-szekvenciak méreteloszlasa

A szlrt, genomra illeszthetd szekvencidk méreteloszlasa is aldtdmasztja a kisRNS
szekvenalas magas mindségét. Az Osszes kapott szekvencia 95,43%-a az elvart 21-24 nt
mérettartomanyba tartozott, amig a 17-20 nt és a 25-27 nt hosszisagu tartomanyokba 3,33%-
a és 1,23%-a esett (13. abra). Az 6sszes kisSRNS-szekvencia 52,5 %-a 24 nt hosszlisagu, mig
19,13 %-a 21 nt hosszusagu volt. A 22 és 23 nt méretkategoridba a kisRNS-ek 11,84%-a ¢és
11,95 %-a tartozott (13. dbra). A konyvtarak egyedi vizsgalataval megallapitottuk, hogy a 24
nukleotid méretli kisSRNS-ek voltak a meghatdrozoak a mintak tobbségénél (Parent et al.,
2012, Axtell, 2013). A 28 napos terméshus mintdkban leolvasott miRNS-ek k6zott tobb volt
a 21 nt hosszsagu, rdadasul a 40 napos terméshus mintaiban talalt kisRNS-ek esetén a 21
nukleotid volt a leggyakoribb (atlagosan 47,6%) méret. Ezek az eredmények azt mutatjak,

hogy a kiilonb6zd kisRNS-tipusok ardnya megvaltozhat a paprika termésfejlédése soran.

70



Ennek a jelenségnek a részletes vizsgalatara, minden minta esetén kiszamoltuk a 21/24 nt
méretli kisRNS-szekvencidk aranyat, ezek Osszehasonlitasaval jelentds kiilonbségeket

talaltunk az egyes szovetek és fejlodési stadiumok kozott.

A 21/24 nt méretii kisSRNS-ek aranyanak Osszehasonlitasahoz a kétféle mintavételezést
(14-20 DAA, 28-40 DAA) kiilon-kiilon kezeltiik. A 14 DAA és a 20 DAA mintaknal is azt
figyeltiik meg, hogy a ‘Tepin’mintdkban a 21 nt hossztsagu kisRNS-ek nagyobb aranyban
vannak jelen az azonos stadiumu ‘Fehér 6z6n” mintakhoz képest, ez a kiilonbség a 20 napos

mintdkban még jelentdsebb volt.

A késObbi idépontokban (28 DAA, 40 DAA) a termést harom kiilon szdvetre bontva
vizsgaltuk. A két idépont kozott minden esetben talaltunk valtozast aa 21 €s 24 nt hosszisagu
szekvencidk aranyaban, a magban jelentdsen csokkent, 55%-r6l (28 DAA) 25%-ra (40
DAA), ezzel ellentétben a placentaban visszafogott, a hus esetén (75%-r61 28 DAA 200%-ra
40 DAA) jelentds novekedést tapasztaltunk.

A 40 napos mintdkndl Osszehasonlitottuk a kiillonboz6 szovetek esetén tapasztalt
méreteloszlasokat és a két-két biologiai minta Osszecsoportosithatd volt a kisRNS
méreteloszlasok alapjan. Minden szovet esetén tapasztaltunk a méreteloszlasban a szovetre
jellemzo tulajdonsagokat. Legnagyobb mértékben a hus tért el a tobbi szovettdl a 21 nt-os
szekvencidk kiemelkedd, és a 23 és a 24 nt-os szekvencidk alacsony eldfordulasaval. A
placentéra jellemzd volt, hogy a szekvenciak nagyjabdl fele 24-nt hosszisagu volt, és mind
a 21, a 22 és a 23 nt-os kategéridba a szekvenciak 14-16%-a keriilt. A mag esetén azt
tapasztaltuk, hogy a szekvenciak tobbsége ugyszintén 24 nt-os volt, de a 23 nt hosszusagu

szekvenciak a placentdhoz viszonyitva jelentdsen kevesebbszer fordultak eld (7-9%).

A kiilonb6z6 szabalyozo kisRNS-fajtdk relativ felhalmozddasdban a fejlodési folyamat
elorehaladasaval tapasztalt dinamikus valtozasok azt jelzik, hogy a kis, szabalyozo RNS-ek
dontdé szerepet jatszhatnak a termésnovekedés szakaszaban. A szovetek kozzotti
méreteloszlasi eltérések alapjan feltételezhetd, hogy a differenciacid soran kialakult
génexpresszios mintdzatok fenntartasaban, méretiikben is kiilonb6zo6 szabalyozo kisRNS-ek
vesznek részt. Raadasul a 21 nt hossziisigh RNS-ek a terméshus esetén tapasztalt
megnovekedett aranyu eléfordulasa arra utalhat, hogy a miRNS-ek, phasiRNS-ek és més 21
hosszusagu siRNS-ek kritikus jelentdségliek lehetnek a paprikatermés gazdasagilag

legfontosabb részének fejlodésében.
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13. abra A kisRNS-konyvtarak méreteloszlasa. A genotiposokat a kezddbetlikkel roviditettiik:
T: ‘Tepin’; F: ‘Fehér 6z6n’, A termésstadiumokat a DAA értékkel jeloltiik: 14, 20, 28, 40; a
szovettipusokat kiirtuk, a biologia ismétléseket egymas mellé rendeztiik A 14 és a 20 napos
mintaknal a termések kicsik és fejletlenek voltak, ezért itt a hus, placenta, mag részeket nem
valasztottuk szét (vegyes).

6.4. KisRNS-ek azonositasa a fejlodo paprikaban

Az altalunk elkészitett €s szekvenalt 20 kisRNS-konyvtaron két megkdzelitést alkalmaztunk

a kordbban mar ismert miRNS-ek felismerésére.

A konzervativ miRNS-ek megtalaldsahoz a MirProf nevii programot hasznaltuk (14. abra),
ami a miRBase-t (Kozomara & Griffiths-Jones, 2013) tekinti alap, referencia miRNS
adatbazisnak, és az illesztésekhez Patman alapu szekvenciaillesztést haszndl maximum két
nukleotid eltérés (mismatch) elfogaddsaval. A miRBase adatbazis jelenleg egyaltalan nem
tartalmaz Capsicum fajbdl szarmazo6 szekvenciakat, ezért sziikségesnek tartottuk, hogy a
Capsicum mintakbol leirt miRNS-szekvenciakbol 1étrehozzunk egy ismétlddéseket nem

tartalmazd szekvencialistat.

Erdekes modon a kiilonboz6 szerzok altal paprika novényekben leirt miRNS-szekvenciak
kozott nagyon kevés atfedést talaltunk. A 2 szigorubb feltételekkel dolgozo tanulmany
szekvenciait felhasznalva egy 68 egyedi miRNS-szekvenciat tartalmazo listat hoztunk létre,
amire az altalunk készitett kisRNS-konyvtarakbol szarmazo szekvencidinkat Patman
illesztési modszerrel, a MirProf altal alkalmazott paraméterekkel (Hwang et al., 2013, Qin et

al., 2014) megegyez0 paraméterekkel illesztettiik.
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Az 1j, eddig ismeretlen miRNS-ek felfedezéséhez 1étrehoztunk egy miRNS-azonositasi
folyamatsort (14. abra). Ennek alapjat két miRNS-ek elérejelzésére hasznalt bioinformatikai
eszkdz (miRDeep-P és miRCat) adja. A két mddszer kombindlasa novelte a predikcid

megbizhatosagat €s jelentdsen csokkentette a visszakapott potencidlis miRNS-ek szamat.

Levagott rart szekvencidk Genomi kisRNS

Nyers szekvenciak sl szekvenciak

tRNS, rRNS
Adapterek, SnRNS,

[ Mlacyte B
Aol - snoRNS és a { “Iesnés ?.
megfelelé e ~ referencia
mferet}ue}ek aburdznsak \ genomra
eltdvolitasa N

eltavolitasa

10 RPM alatt Rendszertani

Szlirés dsszevonas,
<19 nt
csak egy

konyvtarban

Sz(irés
Csak egy
konyvtarban
szerepelt

Konzervativ
miRNS-ek

Uj mikroRNS-ek

14. dbra Az altalunk felallitott bioinformatikai folyamatsort felépité sziirési lépések és

6.4.1.

alkalmazott programok.

Konzervativ miRNS-ek

A 20 kisRNS-konyvtarbdl szarmazo sziirt €s genomra illesztett szekvencidkat (107 millio
leolvasas) a MirProf program segitségével illesztettik a miRBase (Kozomara &
Griffiths-Jones, 2013) adatbazisra. Az illesztés soran 2033 miRNS-azonositéval mutattunk
ki egyezést. A taldlatok kozott sok olyan volt, ami a konzervalt miRNS-ek kiilonb6z6
novényben leirt nagyon kozeli, gyakran szekvenciaszinten azonos valtozatai voltak. Ezt a
fajta tobbszords el6forduldst ezen valtozatok Osszevondsaval sziintettik meg. Az
Osszevonasok soran mindig azt az azonositot tartottuk meg, ami a Capsicum annuum-hoz
rendszertanilag a legkdzelebbi novényfajhoz tartozott. A vizsgalat végén 19 olyan fajbol 4ll6
lista allt Gssze, ami egy bizonyos szekvencidndl a rendszertanilag a legkdzelebbinek
bizonyult. Az els6k kozott talaljuk a két gyakran vizsgélt Solanum faj (Solanum tuberosum
és a Solanum lycopersicum) mellett a Glycine max és a Nicotiana tabacum fajokat is. Erdekes
modon erre a listara egyszikii fajok is fel tudtak keriilni (Brachypodium distachyon, Oryza

sativa).
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Ezek a szekvenciak koziil mi azokat tekintettik nagy megbizhatosagi konzervativ
miRNS-eknek, amik a korabbi feltételeken feliil, legalabb 19 nukleotid hosszusaguak voltak
¢s legalabb két konyvtarunkban eléfordultak. Ezen szilirési feltételek alkalmazasa utan az
altalunk elfogadott konzervativ miRNS-listank 40 konzervativ miRNS-csaladba tartozo, 217
egyedi szekvenciabol alakult ki. A burgonyanal 91, a dohanynal 64, a paradicsomnal 41, a
217 konzervativ miRNS valamelyikével szekvenciaszinten azonos egyedi miRNS-azonositot
talaltunk. Ezeknek a kiilonbségeknek a kialakitdsaban a fajok kozti transzkriptomikai
eltéréseken kiviil feltehetéen az egyes fajok, és fajokon beliil az egyes szdovetek eltérd

vizsgalati intenzitasa is fontos szerepet jatszik.

mag 40

mag 40

hus 40

hus 40

placenta 28

placenta 40

placenta 28

placenta 40

hus 28

hus 28

T vegyes 20

T vegyes 20

vegyes 20

vegyes 20

mag 28

mag 28

15. abra Az elkésziilt kisSRNS-konyvtarak klaszterezése a konzervativ miRNS-csaladokra
jellemz6 expresszids szintek alapjan. Az abran az expresszids értékek 2-es alapu
logaritmusat az dbra aljan lathat6 szinskala alapjan abrazoltuk.
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A kisRNS-konyvtarakat a konzervativ miRNS-csaladokndl mért expresszios szintek alapjan
klasztereztiik és hotérképen abrazoltuk a kapott eredményeket (15. 4bra). Az abran jol
lathatd, hogy a bioldgiai ismétlések egyiittmozognak, tehat az adott mintira jellemzd
miRNS-profilhoz leginkabb hasonlé profil az adott minta bioldgiai ismétléséhez tartozik. A
mag ¢és a hus esetén az adott szdvet két 28 napos mintdja egy az adott szévet 40 napos
mintditol jelentdsen eltéro (a torzsfa mas agan elhelyezkedd) csoportot alkottak (15. abra). A
placenta esetén azonban a 28 és a 40 napos mintak nem valaszthatoéak szét a konzervativ
miRNS-szintek alapjan, de egy a tobbi szovettdl elkiiloniild mind a négy mintat
(placenta28 1, placenta28 2, placenta40 1, placenta40 2) tartalmazo csoportot alkotnak
(15. 4abra). Ezt megerdsitette, hogy a dolgozat késObbi részén szerepld
differencidlexpresszids vizsgalat soran nem talaltunk olyan miRNS-t, ami a 28 és a 40 napos

placenta mintak 6sszehasonlitasakor szignifikdns expressziovaltozast mutatott volna.

Egy 2014-ben megjelent tanulmanyban a konzervativ miRNS-ek ndvényrendszertani
elterjedését vizsgaltdk. A 31 magasabbrendii novényfajban leirt 82 konzervativ
miRNS-csaladot 8 nagyobb csoportba soroltdk az egyes rendszertani csoportokban valo
expresszios mintazatuk alapjan (Chavez-Montes et al., 2014). A Solanaceae csaladbol a
Petunia, Nicotiana tabacum, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum ¢és a Capsicum

annuum fajokat vontak be ebbe a vizsgalatba.

Az elsd csoport azokat a miRNS-csalddokat tartalmazta, amelyek sok szarazfoldi fajban
megtalalhatoak és altalaban magas expressziot mutatnak. A mi mintdinkban az dsszes ilyen
miRNS-csalad az RPM adatok alapjan magas szinten fordult eld (miR156: 252 RPM,
miR166: 467834 RPM, miR167: 95 RPM, miR168: 4436 RPM), kivéve a miR172 csalad,
ami alacsonyabb szinten jelent meg (18 RPM).

A maésodik csoportba azok a miRNS-csalddok keriiltek, amik minden altaluk vizsgalt
rendszertani csoportban megjelentek, de ezen beliil egyes fajokban alacsony expresszios
szinten vagy egyaltalan nem jelentek meg (miR158, miR159, miR160, miR162, miR164,
miR169, miR171, miR319, miR390, miR393, miR394, miR396, miR397, miR529, miR535
¢s miR4414). A masodik csoport miRNS-csaladjai koziil a miR158, miR529, és miR535
csaladok kivételével mindet megtalaltuk a mintdinkban, ezek kozil 7 csalad (miR159,
miR162, miR169, miR171, miR319, miR393, miR396) legalabb egy konyvtarban
abundansan (tobb, mint 75 RPM) jelent meg. A miR160, miR164, miR390, miR394,
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miR397, miR4414 csaladok kdzepes szinten expresszaltak (kb 5-74 RPM). A miR158,
miR529, és miR535 egyetlen paprika konyvtarunkban sem volt jelen. Egy a Nicotiana
benthamiana sRNS-ek vizsgélataval foglalkozd tanulméanyban leirt konyvtarakbol szintén

hidnyzott a miR529 és a miR535 (Baksa et al., 2015).

A hat masik csoportbdl a Solanaceae csalad esetén a nyolcas csoportnak volt kiemelt szerepe,
mert ez tartalmazta azokat a miRNS-csaladokat, amik féleg Solanaceae fajokban
expresszaltak. Az ebben a csoportba keriilt 10 miRNS-csalad koziil (miR1919, miR4376,
miR5300, miR5301, miR6022, miR6023, miR6024, miR6025, miR6026, miR6027,
miR6149), mi 6t6t (miR4376, miR5300, miR5301, miR6024, miR6027) azonositottunk a
konyvtarainkban. A hidnyzo csaladokat ellendriztiik az Aaltaluk készitett paprika
konyvtarakban is. Erdekes modon némelyik alacsony expresszios szinten volt jelen, mig a

mirl1919 az 6 paprika konyvtaraikbol is teljesen hianyzott (Chavez-Montes et al., 2014).

Paprikaspecifikus miRNS-ek

A Capsicum-specifikus miRNS-ek kozé azokat a szekvencidkat soroltuk, melyek korabbi,
paprikéaval foglalkozé tanulmanyokban 1j miRNS-ként keriiltek leirdsra. Erdekes modon a
Hwang ¢s munkatarsai és Qin és munkatarsai altal leirt 1) miRNS-ek k6zott mindossze két
szekvenciaatfedés volt (can-miR-n010/can-miRC7-3p.1 és can-miR-n003a/can-miRC13-5p).

Ezekbdl a szekvencidkbol egy 68 egyedi szekvenciat tartalmazo listat hoztunk 1étre.

A 68 szekvencia koziil Patman illesztéssel (2 mismatch) 42-t (koztiik azt a kettot is, ami
mindkét cikkben szerepelt) talaltunk meg a sajat adatszettiinkben. A Hwang €s munkatarsai
altal leirt paprikaspecifikus miRNS-ek t6bb, mint 86%-a (Hwang et al., 2013), mig a Qin és
munkatarsai altal leirt miRNS-ek 51,6%-a fordult el6 a mi mintainkban is (Qin et al., 2014).
Eléfordult néhany olyan miRNS (pl: can-miR-n05 és can-miR-n(027), amit feltehetéen azért
nem sikeriilt megtalalni a konyvtarainkban, mert a leirt expressziés mintdzatukat
megfigyelve a gyokérben és a szarban expresszaltak, de a termésben nem. Erdekes médon
azonban sikeriilt termésmintdkban azonositanunk néhdny olyan miRNS-t is, ami a fent

emlitett tanulmanyokban virdg- vagy levélspecifikus expressziot mutatott.

2017-ben megjelent még egy tanulmany (Liu et al., 2017), amiben kutatdécsoportunkat
megelézve 11j miRNS-eket irtak le paprika mintakbol. Ez a tanulmany 310 uj, féleg 24 nt
hosszi miRNS-t tartalmaz, és mindossze 1 szekvencia atfedést mutat a korabban emlitett

tanulmanyokban leirt szekvencidkkal. Mivel e tanulmény megjelenésének idopontjaban mar
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elvégeztiik a konyvtaraink felhasznalasaval az 1j miRNS-ek azonositasat, ezért 9sszevetettiik
az altalunk leirt, 0j és az ebben a tanulmanyban szereplé miRNS-szekvencidkat. Négy olyan
miRNS-t (Novel miR23, Novel miR218, Novel miR265, Novel miR279) taldltunk, ami
mindkét adatszettben szerepelt. Ezeknek a miRNS-eknek a jelolésére az altaluk hasznalt
azonositokat hasznaltuk, és ezeket a szekvencidkat az i) miRNS-ek koziil a paprikaspecifikus

miRNS-ek k6z¢é helyeztiik at.

Ujonnan azonositott kisRNS-ek

A két korabbi cikkben(Hwang et al., 2013, Qin et al., 2014), viszonylag kevés informéciot
osztottak meg a miRNS-ek azonositasdinak moddszertana kapcsan. Egyik cikkben sem
hivatkoznak miRNS-ek azonositasara fejlesztett program vagy programcsomag
felhasznalasara, ezért feltehetden az altaluk leirt azonositasi 1épéseket egyedi szkriptek

segitségével hajtottak végre.

107,64 milli6 leolvasason futtatuk le az uj, eddig ismeretlen miRNS felfedezésére 1étrehozott
miRNS azonositasi folyamatsort. Ezt a folyamatsort két korabban leirt és sikeresen
alkalmazott ndvényi miRNS-ek azonositdsdra fejlesztett bioinformatikai eldrejelzd
alkalmazas (miRDeep-P, miRCat) parhuzamos hasznélataval és altalunk paraméterezett,

szlirési 1épések beiktatasaval alakitottuk ki.

A két parhuzamosan alkalmazott elérejelzd rendszer illeszti a leolvasdsokat a genomra és az
igy meghatarozott genomi poziciot felhaszndlva megtalalja a kornyezd szekvenciakat, és
mint potencialis miRNS-prekurzor a Vienna RNA package (Lorenz et al., 2011)
felhasznalasaval vizsgalja meg ezek potencialis masodlagos RNS-szerkezetét. Az igy kapott

potencidlis prekurzorokat mindkét rendszer egy pontozasi rendszer alapjan rangsorolja.

77



tablazat: A predikalt ij miRNS-ek és a hozzajuk rendelt csillagszal- és prekurzorok

.r
szekvenciak
1L ] _kezdé nt | Csillagsz L hossz_  kezdé nt |_szama__|
can-mir-f01 | AGAGGGGTTCACTGATGCAAGCTG 24 A GCTTGCATCATTGGTTCCCTCTAA 24 G 5 43%
can-mir-f02a AGACTCCGAATTCTGGATCCGCCT 24 A AGGCGAACTTAGGATTTGGAGTCT 24 A 2 38%
can-mir-f02b| AGACTTCGAATCCTGGATCCGCCT 24 A TGACGTGCATCTAGGATTTGAAGT 24 il 8 36%
can-mir-f02c AGACTCCAAATTCTGGATCCGCCT 24 A AGGCGAACTCAGGATTTGAAGTCT 24 A 1 36%
can-mir-f03 | CGAGGACTCGAATCTAAGACGCGA 24 © TTTTGCGTCTTAGATTCGAGTTCT 24 T 12 38%
can-mir-f04 TCCAGTTGGACAGGTATATGCC 22 T CATATATTTGCCTAACTGGACC 22 C 5 36%
can-mir-f05 ATGACGACGAGACTCTGCAAGTCT 24 A GCAGAGTTGTAGAGTCTCGTTACT 24 G 5) 35%
can-mir-f06 TGAGAAGATGATTGATGCGGGCTT 24 i TCTCACATCCATCATCTTCTGGT 23 T 6 33%
can-mir-f07 TTCTGATTCATCAGGTTGGCTAG 23 1 AGCCAATCTGATGAATAAGAAGAT 24 A 2 36%
can-mir-f08a| ATCTGAGATAGTGGTATGAACTGC 24 A GTCCATACCACTACCTCAGATGAA 24 G 7 40%
can-mir-f08b | ATCCGAGATAGTGGTATGGACTGC 24 A AGACCATACCACTATCTCAGATGA 24 A 1 45%
TGTCACAGAGGATTATTTGGA 21 T CAAATAATCCTTTGTGACAAC 21 C 3 39%
ATCCTTTGTAGCTGACGTGGCACC 24 A TGTCACGTCAGCACAAAAGGATG 23 1I 12 38%
AGCCTTTTTAGCTGACGTGGAACC 24 A TGTCATGTCAGCACAAAAGGGTG 23 T 1 39%
AACCTTTTTAGCTGACGTCGCACC 24 A TGTCACGTCAGCACAAAAGGGTG 23 i 1 39%
can-mir-f11 ATGAAATTGTTGAAGAGCCCGAGC 24 A TTGCTTGGACTCTTCAAAAATGT 23 T 2 34%
can-mir-f12 GAGGACATGACCCTGGATAGGAAA 24 G TTCCTATCCAGGGTCATGTCCTC 23 T 10 39%
can-mir-f13 TAGGAGGAGGAGCTGTAAGGGC 22 T GCCGATTGTAGAACTTGTTCTG 22 G 28 44%
can-mir-f14 TCCAAGACATGTCATTTTGAACA 23] il GTCCAAAATGACATGTCTTGGTC 23 G 2 33%
can-mir-f15 CAATCGAGGATCAAAATGGAT 21 C TTTTGATGTTCGTGCCTGGGC 21 0 11 42%
can-mir-f16 TGCACGCAAGATGGTCCGGACA 22 il TTTGGGCCAACTTATGTGCATC 22 i 10 42%
can-mir-f17 ACCGAACCTGAATCAAACCGACA 23 A TTGGTTTGATTGGTTITGGCGTTA 23 T 3 33%
can-mir-f18 CCTCTTCGTCTACCTATAGGGCCT 24 € AGGACCAATAGATAGATGAAGGGC 24 A 7 59%
can-mir-f19 ATGAGAGTCTAGTGTAAGAATATT 24 A TATTCTTACATCAGACTCTCATTT 24 T 3 21%
can-mir-f20 TTCTAGGGTTCTAGCAAGTTGACC 24 T TCAACTTGCCCGAGCCCTAGAAT 23 il 2 40%
can-mir-f21 AGTAGGAATCGTTACTGACAGTAA 24 A TTACTATCAGTAACGATCTCTACT 24 T 16 34%
can-mir-f22 AGGCACACTGAACTTTAGAAGGGT 24 A TAGGACCCTCCTAAAGTTTGGTGT 24 i 2, 43%
can-mir-f23 AATGGACCTTGGCCTAACTCAACC 24 A GAGGTTGAGTTAGGCCCAAGGTCC 24 G 11 45%
can-mir-f24 ATGGGCAGAGAGAATTICTTAG 22 A GGGAAATTTCTGAATGCTCTT 21 G 6 39%
can-mir-f25 CGGCACGACGTGACTAAGTTGGAT 24 C CCAACTTAGCCACGTCGTGCCGCG 24 C 4 43%
can-mir-f26a| ACGTGACATCITTGACGTGAGCCT 24 A TTTTATGTAATAAAGATGTCACGT 24 il 8 40%
can-mir-f26b ACGTGACATCTTTGACGTGGGCCT 24 A ATTTTATGTAATAAAGGTGTCATG 24 A 1 36%
can-mir-f26c ACGTGACACCTTTGATGTAAGCCT 24 A TTTATGTAATAAAGGTGTCATGTC 24 1 4 34%
can-mir-f26d ATGTGACATCTTTGACGTGAACCT 24 A ATTTTATGTAATAAAGGTGTCACG 24 A 2 41%
can-mir-f27a TCGATGGATAGAAATTGAGCTAA 23 il AGCTCAATTTCGTTCGGTCGGT 22 A 5 41%
can-mir-f27b TCGATGGATAGAAATTGAGCTA 22 T AGCTCAATTTCGTTCGGTCGGT 22 A 23 41%
can-mir-f28 TTTGATGCTCTTTGTTTGACA 21 U TGTTGTCAAACGGAGTATCAGT 22 i 10 40%
can-mir-f29 TCTATGACCTCCAACTTTGAATGT 24 T TTGTACACACCCAAAGTTGGAGG 23 T 11 35%
can-mir-f30 AACCAGAGGTCTCGGATTCGA 21 A AACCCTCGACCTCTGATTAAGG 22 A 5 41%
can-mir-f31 AGAATTTATATTGTGACGGACGAT 24 A TCAGTTCCGTCACAATAATTTTGT 24 T 8 30%
can-mir-f32 AGTTCAGGATGGTAATAGGACCCC 24 A GAGGTCCTATTATCCCCTGAACT 23 G g 37%
can-mir-f33 ACCCCTGTGAGGACTACCAAACTT 24 A GTTTCGTAGTCCTCACAGGGGTA 23 G 2 32%
can-mir-f34 AATGACATTCAGAGATTCTGTT 22 A CACAACGGAGTCTTTTCATGTC 22 C 2 39%
can-mir-f35 TTTAACAACCATTACTCTTAGGAT 24 i GCTAAGAGTAATGTTTGTCAAATC 24 G 1 34%
can-mir-f36 ATTGGTCTGGCTTTAGTGGGGA 2 A TTTTGTTCATCGAAGCCAGAGA 22 il 3 40%
can-mir-f37 GCTAAATTAGTCATTATTAAGC 22 G TAATAATGTCAAATTTAGCTC 21 T 5 35%
can-mir-f38 CACCTTGGACACTCCTAACGGAG 23! € TCAGCTAGGATTGGCCAAGGTGGA 24 il 4 41%
can-mir-f39 TGTAGTTGTAGGACAACTGTGCCT 24 T AACTAGGTGTAGTTGTAGGACAAC 24 A 3 43%
can-mir-f40a| CAAACCGAACTCGAATCAAACCGA 24 € GGTTTGGTTTGATTGGTTTGGCGT 24 G 6 36%
can-mir-f40b CAAACCGAACCTGAATCAAACCA 23 C GATTTGGTTTGATTGGTTTGGCGT 24 G 1 36%
can-mir-f41 TTAGGATCAAGAGAAGTACACAGC 24 il CAGCTGTGTGCTTCTCTTGATCCT 24 € 3 37%
can-mir-f42 ACACCCGGATTTTAGGAGGATCCT 24 A ATAGGACCCTCCTAAAATTCGGGT 24 A 1 38%
can-mir-f43 AGAGAGACTGTTTCCGATGGACC 23 A GTCTATCGGAAACAGCCTTTCTA 23] G 2 44%
can-mir-f44 TGAGTAGGAGCAGAAACAGTA 21 I CTGTTTCTTCTCCTACTCATA 21 C 2 30%
can-mir-f45 TTTGGCATAAAACGTTACTGT 21 il TAGAAATCGTTATTGTCAGAC 20 i} 2 33%
can-mir-f46 AGGACCCTCATGAAGTTGGAGTGT 24 A CACTCCAACTTCACAGGGATCCT 23 c 1 38%
can-mir-f47 AATTCTAACTCTAACGTGCGTGGT 24 A ACACACATTTTGTTAGGTAGGATT 24 A al 26%
can-mir-f48a GCTCGGACTCTCCAGAAATGTTGC 24 G ATGACATTTTTGAAGAGTTCGAGC 24 A 1 38%
can-mir-f48b ACTCGGACTCTCCAAAAATATTGT 24 A ACAAAATTTTTGAAGAGTCCGAGC 24 A 5 40%
can-mir-f49 | AGGACAAGAATTAGCCACGTAGGA 24 A ACGTCCTATGTGGCATAATACATG 24 A 8 36%
can-mir-f50 ATCCCTCGAACTATGATCAAAGTT 24 A AGCAAATTTGGTCATAGTTCAGGG 24 A il 36%
can-mir-f51 CCTAACTACGGAAAGAATCGAGAA 24 C CTCGATTCTTTCCATCGTTAGGAT 24 C 2 34%
can-mir-f52a| TATGACGGAAGGTATATACATACC 24 U TATGTATATACCCTCCGTCATACT 24 s 4 36%
can-mir-f52b| TATGACGGAGAGTATATACATATC 24 T TAAGTATATACCTTCCGTCATACT 24 T 6 34%
can-mir-f53 AGTTGACCTCTATTGACTTGGCAC 24 A GTGTCAAGTCAAAGTAGGTCATT 23 G 5 28%
can-mir-f54 GTTGTCCGGACTCTTCAAAATGTC 24 G ATTACATTTTTGAAGAGTCCGAGC 24 A 1 40%
can-mir-f55 ATCCTTTTGTACTGTTGTGACATC 24 A GTGTCACATCAGCTAAAAAGGAT 23 G 2 32%
can-mir-f56 ATTCTATACCGTCAGTAAACTTGA 24 A AGTTTACCTGATAGTGTAGAATA 23 A i1 33%
can-mir-f57 CTAGAAGTCAATTAGTTAAGTATT 24 G TACTTAATTAATTGACTTCTAGAC 24 iF 5 28%
can-mir-f58 ACTAACAATTGTTATCTGAGCCT 23 A TAGGCTCTGATACCAATTGTAGGG 24 T 1 27%
can-mir-f59 | GTGTCACGTCGGCTAAAAAGGATG 24 G CACCCTTTTGTGCTGACGTGACAC 24 (€ al 36%
can-mir-f60 ATTGGAACCCATAACTCTATGCCT 24 A GGCATAGACTTGTGGATCCCAAT 23 G 4 35%
can-mir-f61 | GCAGAGGCGGAGGACAACGGAAGT 24 G ACTCCCGCTGTCCTCCGCCTCTGC 24 A 4 55%
can-mir-f62 ACTTGGACTTAGATCACAACTATG 24 A CATAGATGTGATTTGAGACCAAGT 24 C 1 34%
can-mir-f63 ATTAACCCTGAACTAATTAAAAGT 24 A CTTTTAATTAGTTCAGGGGGTAAT 24 © 2 36%
can-mir-f64 TACTTTGGGTATTCATATGCT 21 T CATATGTGTTTTCAAAGTATG 21 C 3 31%
can-mir-f65 AAGTAGAACTTGTGCACATCCAAA 24 A TTTGGATGTGCACAAGTAGACACT 24 ilE 1 36%

Habar a két program mddszertanat tekintve sok hasonldésagot mutat, a tapasztalataink alapjan
ugyanazt a szekvenciakOnyvtarat és referencia-genomot hasznalva a két program jelentdsen

eltér6 eredményeket generdl. Ezért dontdttiink egy olyan megbizhatobb folyamatsor
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16.

kidolgozasa mellett, amely a két programot parhuzamosan alkalmazza és csak azokat az 1j

miRNS-eket fogadja el, amelyeket mindkét program potencialis miRNS-eként azonosit.

A kovetkezd sziirési 1épésben eltavolitottuk azokat a szekvencidkat, amik a 20 konyvtar
leolvasasait Osszesitve nem érték el a 10 RPM-t, vagy nem szerepeltek legalabb két
konyvtarban. Ennek a rendszernek a felhaszndlasaval 73 11j, nagy megbizhatdsdgi miRNS-t
tudtunk azonositani (6. tablazat), az igy nyert szekvencidk jellemzéséhez meghataroztuk a
szekvenciahosszakat (21-24 nt), a kezd6é nukleotid eloszlést (G:6%, C:16, U:32%, A: 47%)
¢s az atlagos GC tartalomértéket (0,46) is.

ACACTCCLANTICTCEATCCCOCT AGETCACATCTTTCAGETRALCCT

Novel miR220 [NIXSHCECNNYTSHE [NSISTelelehi 24 can-mir-f26a RCENINGATEININGACEICACESHN 24
can-mir-f02a NINSICECVNET[SIE INNSISlelolei 2 4 can-mir-£26b QCENIXTAT IS EHCCCESH 24
can-mir-f02b NONHITECNNICEE-NSEEe 2 4 can-mir-f26c RACCONTA SIEReATEHNAACESN 24

can-mir-f02c

can-mir-f08a
can-mir-f08b

IAGACT®CEAATINC TGEATCCGCC TR

ATCEGAGATAGTGGTATGRACTCE

ATCINGAGATAGTGGTATG
ATCEGAGATAGTGGTATGEACTGCRwa

RCCTTTITACGTOAGET CACET

ARG TGACAICTTTGARG TR CC TR

TOGATCCATAGARATTGACCTAA

Novel miR265 jHeerViele NPNELV..NNIEINEouvs— 22
can—-mir-£f27 jyeerNyeler PN VNEISINeleIYA" 2 3

COTGECACTCTCOAMAANTCTTCRS

can-mir-f26d

Novel miR115 -ASNgNTIVNETIONSSNCECRSET 24 Novel miR49 N TINGGACTCTECARAAATENT PR
can-mir-fl0a ATEGUNNCINECNINTEGNCECRLE- 24 Novel miR233* GOfirEONSeRToN - NYNICTIREC- 24
can-mir-£10b ACHCHENNTNNECNENTER-E NS 24 Novel miR211 GCHTEOXGRE O NNNICTIET- 24
can-mir-f10c AASEINTINXECRICECECREE- 24  Novel mir284 -—-fCEONCINOCSRANNNICCRECC 23
A Novel miR133* GCHCHXeN TR NYNICTHEA- 24
-.—I AQAT[TIT AA A IQCTA c can-mir-f46  ACiic/EENIYS O~ INYNI~ Ti{eT- 24
can-mir-f11  ATERAESECTHINYENECCECRNES 24 Novel miR23  GCHcHOXTm CRCNINICTIEC- 24
Novel miR289 ATEACININTTHENSNETTECINES 24 Novel miR199 GCHCEINCHYSH [ NN~ TI{EC- 24
Novel miR94 ATERACNETCHINGNETCECRES 24 Novel miR102 —-[ClOEXTeH OINANNNICTIETT 23
Novel miR99* ATERACNETTIINXSNET CECNES 24 Novel miR51* GCHCHEXGTH ONANNNCTIET- 24
Novel miR136 -CERACINENT THENNSNETCETINES 23 Novel miR296 GGACTCT 24
Novel miR191 TCEACNETTHENYINETCECNES 24 Novel miR260 —-piClelerNeliyehy i
TOCAACACATCTGATTTTGAAGACT TATCACGCARRCTATATACATAYC
NovelimiR37 e\ A\GACATGTCATTTTGAACA SN can-mir-f50a [VNSNIEESN. CERVNVNVINTCE 2 4
can-mir-f14 TCCLYNINNKSSINYUHNSIVNSIN-— 2 3 can-mir-f50b jVN{SINeee GT 24

can-mir-fl7a
can-nmir=f17b
can-mir=£f17c

CAAAGCCAACSZCAATCARACGACA

M CCianclglicanTCannCCEXINEE
[0V~ CCGAACINSGAATCAAAC ClErCE !
CAAINSeen:V:Ne C T(erNKoNee . ——— 23

TOTCAGETCACCTANARAGCAT

Novel miR78 [CHNeiOINeIelNe  elouw:VVVVNEETii— 2 3
can—-mir-f57 [CHNEINOINSEUNs CESHVVVVVNEE UiC 24

abra Az altalunk prediktalt uj miRNS-csaladok. A csoportositott szekvencidk a
konszenzus-szekvencia logdk alatt lathatéak. Fekete hattérrel az Osszes csaladtag esetén
allandd, mig fehér hattérrel a csaladtagok kozott variabilitast mutatd részeket jeloltiik. Két
csalad volt, ahol csak a szekvencia elején vagy végén volt kiilonbség. A molekularis funkcid
szempontjabol kiemelt 9-11. nukleotid kozti szakaszban gyakran talaltunk kiilonbségeket az
egyes csaladtagok kozott.
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Tovéabba a 73 feltételezett miRNS-hez hozzarendeltiik a lehetséges prekurzor-szekvenciakat,
masodlagos prekurzorszerkezeteket, az ezek alapjan feltételezett miRNS*-szekvenciakat (6.
tablazat) ¢és ezek eléforduldsat a konyvtarainkban (17. dbra A, 5-6. mellékelt abra, 2.
mellékelt tablazat).

Az 1) miRNS-ek szekvencia alapi klaszterezése sordn 17 olyan miRNS-szekvenciat
talaltunk, ami hasonlosagot (cd-hit-est, threshold 0.8) mutatott valamely masik (jonnan
azonositott miRNS-sel, igy ezekbdl 6 1) miRNS-csalddot tudtunk kialakitani (16. abra). A

fennmaradé 56 szekvencia ebben a vizsgalatban egyediilallénak bizonyult.

Ezutan a paprikaspecifikus és az ) miRNS-ek kozti hasonlosagot vizsgaltuk. 5 olyan
szekvenciat talaltunk (can-miR-f06, can-miR-f14, can-miR-127, can-miR-f46, can-miR-f57),
ami kordbban leirt paprikaspecifikus miRNS-ekkel alkotott egy csaladot. Ezekben a
csaladokban az volt a jellemz6, hogy az egyes csalddtagok kozott gyakoribb volt az
Osszetételbeli, mint a méretbeli kiilonbség, ez arra utal, hogy az azonos csaladba tartozo

kiilonb6zé miRNS-ek feltehetden tobb, kiilonb6zo prekurzorrol érek.

Prediktalt miRNS-prekurzorok tulajdonsagai

Az Ujonnan azonositott 73 miRNS-hez 334 prekurzort talaltunk, ezeknek a prekurzoroknak
a hossza 90 és 250 nt kozott valtozott (2. mellékelt tablazat). A Ho és munkatérsai altal
2007-ben vizsgalt 4 kétszikli faj kozil az A. thaliana és a Medicago truncatula esetén a
miRNS-prekurzorok GC tartalom vizsgalatanal 40% alatti értéket kaptak. Az altaluk vizsgalt
4 kétszikl fajnal (4. thaliana, Glycine max, M. truncatula és P. trichocarpa) a prekurzorok
atlagos GC tartalma 41,6% az altaluk vizsgalt egyszikiieknél 50,8% lett. Az altalunk
azonositott miRNS-prekurzorokhoz tartozé GC tartalom értékek atlaga 38% lett, ez megfelel
egy kétszikli nGvény esetén varhato értéknek. Az érett szalak esetén a GC tartalom magasabb
(46%), ami megerdsiti a Ho és munkatarsai (2007) altal kétszikiieknél leirt GC tartalom
tulstlyt az érett szal esetén. Ez a jelenség alatamaszthatja, hogy a kétszikli névényekben
miik6dé DCL1 hasitas soran a magas GC tartalmu szakaszok elényt élveznek. A

prekurzorokrdl specifikusan egy adott érett szal nagy mennyiségben érik (17. abra B).
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17. abra Néhany ujonnan azonositott miRNS-prekurzor masodlagos szerkezeti felépitése.
A: A prekurzorra jellemzd eldrejelzett masodlagos szerkezet (Mfold). Az érett (zolddel) és a
csillagszalat (pirossal) kiemeltiik. B: Leolvasasok illesztése a valasztott miRNS-
prekurzorokra. Az €rett szalat z6ld a csillag széalat piros szinnnel jeloltiik. (Taller et al., 2018).

A minimalis szabad energiat (MFE) altalaban az RNS-ek szekunder szerkezetére jellemzo
stabilitdsdnak a mérésére hasznaljak, ¢s kiemelt szerepe van a miRNS-eldrejelzés soran
(Zhang et al., 2006a). A prekurzorok szabad energia (MFE) tartalma: -172,92 és -46,5
kcal/mol k6z6tt mozgott, a szamitott atlag -86,45 kcal/mol (2. mellékelt tablazat). Ez az érték
alacsonyabb a korabban madas fajokban leirt atlagokhoz viszonyitva (szdjdban: —56.83
kcal/mol, lucernaban: —67.73 kcal/mol, ludfiiben: —76.2 kcal/mol és rizsben: —71.57
kcal/mol). Alacsonyabb MFE érték esetén az RNS madasodlagos szerkezete nagyobb
valoszintiséggel kialakul és stabilabb lesz (Bonnet et al., 2004).

Ezt kovetden a miRNS ¢és a hajtli masik karja kozotti kapcsolodasokat vizsgaltuk; (1) a nem
illeszked0 miRNS-bazisok 6t vagy kevesebb, (2) a szimetrikus és az aszimmetrikus
szerkezeti kitiiremkedések négy vagy kevesebb nukleotidot érintenek, és (3) az érett szalat
érintd szakaszon négynél tobbszor nem fordulnak el6. Mivel a miRNS-csillagszal jelenléte
erés bizonyiték a pontos biogenezisre (Meyers, et al., 2008), ezért vizsgaltuk az uj
miRNS-jeloltekhez  tartozd  csillagszal-szekvencidk  eléfordulasait a  szekvenald
konyvtarakban. Minden altalunk azonositott miRNS esetén sikeriilt valamelyik konyvtarban
azonositani potencialis csillagszal-szekvenciat is. A csillagszalak atlagos abundancidja 5,8
volt, a legmagasabb abundancia érték a 37 volt, ami a can-miR-f27*- hoz tartozott. A

csillagszal alacsonyabb szinten expresszalt az érett szalhoz képest, egyediil a can-miR-f10c
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6.5.

18.

esetén egyezett meg a két szal abundancidja. A csillagszalak kozott az uracil kezdoénukleotid

fordult el6 a leggyakrabban (39,4%).

A KkisRNS-konyvtarak validalasa Northern hibridizacioval

A szekvenalasi eredményeket kisSRNS Northern blot analizis segitségével validaltuk (18-19.
abra). A kivalasztott miRNS-ek expresszids mintdzatainak kimutatdsdhoz (miR171, miR172,
miR396, miR159 és miR167) DNS vagy ZLNS oligonukleotid-probakat hasznaltunk (18-19.
abra A, z0ld savok).

A validalas soran kiilon vizsgaltuk a korai 14-20 DAA (18. dbra) termésekbdl és a késobbi
28-40 DAA (19. abra) magbol, placentabol és terméshusbol késziilt RNS-kivonatokat. A
szekvenalas sordan bizonyos miRNS-ek esetén nagymértéki kiilonbséget talaltunk az egyes
mintakbol szarmazo leolvasasok szadmaban. A legtobb vizsgalt miRNS esetén a kisRNS

Northern blot technika segitségével hibridizacids rendszerben is jol lathatd kiilonbségeket

lathattunk.

A B C
Te1?14 Fb:14 Tal?ld E‘ojld Tel.ald Foj14 TePZO E‘o:20 TePZO Foj20 F6.14 Foj20 Foild Fo:20

miR159 miR168 miR171 miR167 . miR171 . miR167 , miR168
- N B - : . |
= S - . " - - \' - -
y can-miR-f01  can-miR-f12 _ can-miR-f13 :(l‘can-miR-flz 1 can-miR-f13 - can-miR-f12 Hcan-miR-f13

S o ovh mE A SR b

abra A kisRNS Northern blot vizsgalat és a szekvenalas soran kapott leolvasasok a
korai stadium mintaiban. A: A 14 napos ‘Tepin’ és ‘Fehér 6zon” mintak dsszehasonlitasa
B: A 20 napos ‘Tepin’ és ‘Fehér 6zon’ mintak dsszehasonlitasa C: A 14 és a 20 napos ‘Fehér
0z6n’ mintak 6sszehasonlitasa. Az oszlopdiagramok (z6ld konzervativ, narancs 1j miRNS-ek
esetén) a szekvenaldsbol szarmazd normalizalt leolvasasokat mutatjdk. A fels6 gélkép a
Northern blot, az als6 a gélre felvitt rRNS-szintet mutatja. Egyes membranokat a probak
lemosasaval tobb specifikus proba hibridizaciojara is hasznaltunk.
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19.

A konzervativ miRNS-ekre (atlag 935 RPM) 4ltalanosan is jelemz0 az Gjaknal tapasztaltnal
(atlag 14 RPM) magasabb expresszios szint, ami jelentdsen ndveli a kimutatas hatékonysagat
¢és a kapott expresszios kiilonbségek ismételhetdségét. Ezért a szekvendlasi eredmények
validalasdhoz tobb konzervativ miRNS és néhany uj, paprikaspecifikus miRNS-expresszios

mintdzatat is vizsgaltuk a leirt hibridizacios modszerrel.

Az 1) miRNS-ek kozott a szekvenalasi adatok felhaszndlasaval tobb olyat sikeriilt
azonositani, ami kifejezetten szovet-specifikus expressziét mutatott. Ezek koziil tobb
miRNS-re is elvégeztilk a Northern hibridizéciot, €s ezzel sikeresen igazoltuk a specifikus
expressziot, mivel a specifikus jel az markansan megjelent az adott szévet mintdinal, a tobbi
szovet esetén vagy egyaltalan nem vagy joval alacsonyabb szinten jelent meg (18.4bra,

19.4bra).

28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA
M P H M P H M P H M P H M P H M P H M P H M P H
miR159 ~ miR171 miR396 Can-mir-f13

BT

miR167 miR172 Can-miR-f01 Can-mir-f42

e ee s = | — |

e B BN e e

M P H M P H ™MPH MPH M P H M P H M P H M P H
28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA 28 DAA 40 DAA

abra A konzervativ (zold) és ij (narancs) miRNS-ekre kapott normalizalt leolvasasok
és a Northern hibridizacio osszevetése (Taller et al., 2018). A kisRNS Northern blot
vizsgalat €s a szekvenalds soran kapott leolvasasok Osszevetése a 28 és a 40 napos stadium
mintdiban. Az egyes szoveteket a kezddbetlijiikkel jeloltiik (M:mag, P: placenta, H: hus) A
kisRNS szekvenalas eredményét az oszlopdiagramok, a hibridizalt membréanok képét a felso
gélképek, a gélre felvitt rRNS mennyiségeket az also gélképek mutatjak be. Az alkalmazott
specifikus proba eltavolithatd, és az igy megtisztitott membran jra hibridizalhaté egy masik
miRNS-re specifikus probaval. (4z dbran Balint Jeannette gélképei is szerepelnek.)

A Northern hibridizaciés vizsgélatok eredményei jO egyezést mutattak a szekvenalasi
adatokkal, bar egyes esetekben a két modszerrel kapott eredmények kozott jelentOs
eltéréseket (az alacsonyabb abundancidju miRNS-eknél) is észleltiink. Ez feltehetéen annak
a ténynek tulajdonithatd, hogy az NGS szekvenciaszintli eredményeivel szemben a
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hibridizacids technika az eljaras paramétereitdl fliggéen egy heterogén miRNS-populacio

crer

ezek az adatok azt mutatjak, hogy a kapott SRNS szekvendldsi adatok felhasznalhatdak a

miRNS-ek differencidlexpresszids analizisére a fejlodési folyamat soran.

6.6. Differencialexpresszios vizsgalatok a termésfejlodés megporzas

6.6.1.

utani korai szakaszaban (DAA 14-20)

A pollenszorast kovetd elsé 7-10 napban a termés intenziven ndvekszik, viszont
megmaradasa még bizonytalan, ilyenkor sok tényez6 kivalthatja a termések novekedésének
leéllasat, ,elrigéasat”, ezért a mintagyiijtést a 14. napon kezdtiik. A 2. és 3. hétben a termés
hosszanak ¢s atmérdjének novekedése nem all meg, és megfigyelhetévé valik a jellemzd
hosszmetszeti termésalak (hossz/atmérd). A termések feliilete, szine és a csésze is jelentds
valtozason megy at ebben az iddszakban (20. abra A). A 20. napon elkiilonithetéek a
termésben fejlodd0 magok ¢€s a placenta is, de mindkét szévet még lagy és fejletlen,
szétvalasztva hatékony RNS-kivonashoz mennyiségiik nem elegendd. Ez a fejlédési szakasz
gazdasagi szempontbdl kiemelt jelentdségili, az ebben a fazisban torténd sériilések
befolydsolhatjdk a novekedést, ezaltal méretcsokkenést €s maradandd deformacidt
okozhatnak.

A miRNS-szintii eltérések a vad (‘Tepin’) és a jelenleg a termesztésben 1évé valtozat
(‘Fehér 6zon’) kozott

A kultarevoluciods vizsgéalatot olyan miRNS-ek keresésével kezdtiik, melyek a vad vagy a
termesztett tipusra specifikusak. A konzervativ miRNS-csaladok k6zott nem talaltunk olyat,

ami csak az egyikre vagy a masikra lett volna jellemzd.

Az 1) és a paprikaspecifikus miRNS-ek kozott sem taldltunk olyat a ‘Tepin6’
konyvtarainkban, ami ne fordult volna el6 legalabb egy ‘Fehér 6zon’ konyvtarban. ‘Fehér
0zon’ mintdknal 6 olyan ) miRNS-t (can-miR-f14, can-miR-f18, can-miR-f24, can-
miR-f33, can-miR-f36, can-miR-f52) is talaltunk a szekvenalds eredményei alapjan, ami
minden ‘Fehér 6z6n’ fazisban €s szovettipusban jelen volt és egyetlen ‘Tepin’ mintaban sem
fordult eld. Ezeket a kiilonbségeket hibridizacios vizsgalattal nem, de a Deseq2 alapu

differencidlexpresszios vizsgalattal 5 miRNS esetén sikeriilt megerdsiteni.

A differencialexpresszios vizsgalat segitségével a két genotipus kozott a két stadiumot

Osszesitve 25 szignifikans valtozast mutatd egyedi miRNS-t sikeriilt azonositani (20. abra
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B). A valtozasokat csak akkor fogadtuk el megbizhatonak, ha az adott miRNS elért egy
minimum expresszids szintet (leolvasasok atlaga minimum: 10), a két minta kdzott legalabb
hatszoros valtozast mutatott (foldchange 6 felett vagy 1/6 alatt) és a hozz4 tartozo6 korrigélt

p-érték nem haladta meg a 0,05-6t.
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20. abra A korai termésfejlodési szakaszra jellemzé termésstadiumok és az ezek kozti
miRNS-expresszids valtozasokat bemutaté MA plotok. A: a két genotipushoz tartozo
egy-egy termésrol a két jelzett idopontban késziilt foto. B: az azonos stadiumu két genotipus
Osszehasonlitdsa Ma plotokon. C: az azonos genotipus két stadiumanak az 6sszehasonlitasa.
Az X tengelyen az adott miRNS-re szamitott atlagos leolvasasszamot (,,basemean”), mig az
Y tengelyen a valtozas mértékét (,,Foldchange”) &brazoltuk. A piros keresztek a
szignifikdnsan valtozé (basemean>10, foldchange>6; padj<0,05), a fekete pontok a nem
valtoz6 miRNS-eket jelolik. Az egyes paraméterekre vonatkozo hatarértékeket (a padj
kivételével) piros szagatott vonallal jeloltiik.

A 14 napos stadiumndl tobb miRNS mutatott szignifikans kiilonbséget (20. dbra B), 15
miRNS a ‘Tepin’termésben alacsonyabb, 8 miRNS magasabb szinten fejezddott ki (21. dbra
A). A ‘Tepin’-ben magasabb expressziot nagy aranyban (6db) konzervativ miRNS-ek
mutattak, a paprikaspecifikus €s az altalunk leirt 4 miRNS-ek 1-1 kivétellel a ‘Fehér 6zon’

terméseiben expresszaltak magasabb szinten.

85



6.6.2.

A 20 napos stadiumban sszesen 10 miRNS mutatott szignifikans valtozast (20. abra B), ezek
kozil 3 volt konzervativ, 2 paprikaspecifikus és 5 G miRNS (21. abra B). A tendencia
hasonlé volt a 14 naposndl mar leirtakhoz: A konzervativ miRNS-ek a ‘Tepin’-ben, a
paprikaspecifikus és az 1) miRNS-szekvencidk a ‘Fehér 6zon’-ben keriiltek t6bbszor
leolvasasra. A két eredményt Osszevetve azt talaltuk, hogy a 20 napos stddiumban talalt 10
valtozé miRNS kozott 8 (can-miR393a-3p, can-miR396f, can-miR-f13, can-miR-f14, can-
miR-f18, can-miR-f24, can-miR-f32, can-miR-n018, can-miR-n030) olyan volt, ami a 14
napos mintak esetén is valtozott, raadasul a valtozas iranya a két idépontban minden miRNS
esetén megegyezett. Ezek alapjan elmondhat6, hogy ezek a miRNS-ek szintjén talalt nagy
megbizhatdsagu expresszios kiilonbségek feltehetden bioldgiai szerepet jatszanak a két

genotipus termései kozott lathatod fenotipusos eltérések kialakitasaban.

Az itt leirt tendencidk arra utalnak, hogy a domesztikaci6 soran uj miRNS-ek jelentek meg,
¢s bizonyos konzervativ miRNS-ek expresszidja és feltehetéen a funkciondlis szerepe is
csokkent, mikdzben a vad fajban alacsony aktivitasi miRNS-ek expresszidjuk

novekedésével meghatarozobba valtak.

A miRNS-expresszios valtozasok a pollenszorast koveto 2. és 3. hét kozott

Mindkét tipusrol elmondhatod, hogy jelentds termésndvekedés és szovet-differenciacid
torténik ebben az iddszakban (20. dbra A). A két genotipusban megjelend miRNS
rendszerének jobb megértése érdekében megvizsgaltuk, hogy milyen miRNS-mintazatbeli
valtozasok kisérik az egyes genotipusok 14 ¢és 20 napos mintai kozott lezajlo szoveti €s

méretbeli fejlodést.

A ‘Tepin’-re jellemz06, hogy a termésndvekedés legnagyobb része ebben a fazisban torténik
és a huszadik napra a termés megkozeliti a teljes méretét. Erdekes modon a “Tepin’két

stadiuma kozott nem talaltunk szignifikans valtozast mutaté miRNS-eket (20. abra C).

A ‘Fehér 6z6n’ esetén 10 (can-miR167a-c, can-miR166d-5p, can-miR1711, can-miR6024a,
can-miR-f01, can-miR-n003a, can-miR-n007, can-miR-n009a,b-3p, can-miR-n035, Novel-
miR265) (21. dbra C) olyan miRNS-t talaltunk, ami a két idOpont kozott szignifikans
valtozéason, tobbségében (8 db) expressziocsokkenésen ment keresztiil (20. abra C). Ezek a
valtoz6 miRNS-ek koziil 5 a paprikaspecifikus, 4 a konzervativ és 1 az 1j miRNS-ek koziil
keriilt ki. Ez azért is érdekes, mert ez azt mutatja, hogy a ‘Tepin’-nel ellentétben a ‘Fehér

0zo6n’ termésben a miRNS-ek expresszios rendszere idoben is valtozik.
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21. Abra Osszefoglalé hétérkép a pollenszorast koveto 2-3. hét miRNS-szintii valtozasairol.
A két genotipus (‘Fehér 6zon’ és a ‘Tepin’)(A-B) és a két id6pont (14, 20 DAA) (C) kozott
differencidlexpresszios vizsgalatot végeztiik. Ezen az 4bran csak a kapott szignifikans
valtozasokat abrazoltuk. A konzervativ (fekete), az ismert (kék) és az 0j (piros) miRNS-eket
eltérd szinnel jeloltiik. A nyilak az irdnynak megfeleld (1) valtozast (]) mutatnak a masik
genotipushoz vagy a masik idéponthoz viszonyitva (példaul a T azt jelenti, hogy a megjeldlt
miRNS-expresszios szintje a ‘Tepin’-ben alacsonyabb, mint a ‘Fehér 6z6n’-ben).

Az ebben a stddiumban végzett dsszehasonlitd vizsgalataink megmutattidk, hogy feltehetden
a Capsicum annuum-ban a kulturevoliicié soran a miRNS-ek szintjén tobb tipusu valtozas is
tortént. Vannak miRNS-ek, amik a ‘Tepin’-ben nem, de a ‘Fehér 6zon’ minden vizsgalt
stadiumaban szekvenalassal kimutathatdak. Vannak miRNS-ek, amiknek az expresszios
szintje és ezzel feltehetéen az altala szabalyozott biologia funkciok fontossaga is jelentésen
valtozott. A 14-20 napos mintak 6sszehasonlitdsa ramutatott, hogy ebben a korai stddiumban

a miRNS-alapt szabalyozési rendszer a termesztésben 1évo tipusnél egy uj elemmel, a

miRNS-szintek jelentds idébeli valtozasaval, gazdagodik.
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6.7. Differencialexpresszios vizsgalatok a termésfejlodés pollenszorast
koveto 4. és 6. hét kozotti szakaszaban
Ebben a fazisban a konzervalt, a korabban leirt és az altalunk azonositott miRNS-ek
szerepének mélyebb, szovetszintli (placenta, hiis, mag) megismerése lehetségessé valik, az

igy feltarhatdé RNS-szintii kiilonbségek megismerése gazdasagi elonyokkel is kecsegtet.

A fenoldgiai megfigyeléseink alapjan a ‘Tepin6’ termések esetén ebben a stddiumban mar
csak minimalis méretbeli novekedést €s tobb esetben az érés kezdetét jelzd szinvaltozast
tapasztaltunk. Ezzel ellentétben a ‘Fehér 6zon’ terméseknél ebben az iddszakban jelentds
(20% feletti) terméshosszndvekedést figyelhetiink meg. Ezért ebben a stddiumban az

eréforrasainkat a ‘Fehér 6zon’-re 6sszpontositottuk.

A miRNS-ek sok esetben differenciacidos folyamatok szabalyozoelemei, ezért gyakran
mutatnak szovetre, illetve fenologiai fazisra jellemzdé expresszids mintdzatot. Ezek
feltarasahoz a kiilonb6zo fejlédési szakaszokbol és a termés kiilonb6zd szoveteibdl szarmazod
mintakat differencidlexpresszios elemzéssel (DEseq2) hasonlitottuk 0ssze. E16szor az egyes
szovetek kozotti miRNS-expresszios valtozasokat vizsgaltuk meg mindkét idopontban (28
DAA, 40 DAA), ezutan az egyes szdvetekben a miRNS-ek szintjén torténd iddébeli

valtozasokra koncentraltunk.

6.7.1. Szovetszintii miRNS eltérések a 28 napos stadiumban

A 28 napos stadiumban a termés egyes részei jol elkiiloniilnek, de fejletlenek, a hus és a
placenta vékony, a magok puhdk, a magh¢j még atlatszo. A 28 napos stadiumban az egyes
szovetekre (hus, placenta, mag) jellemz6 miRNS-profilokat meghataroztuk €s paronként
elvégzett differencidlexpresszids Osszehasonlitasok eredményeit a 22. abra A részén

MA-plotok formajaban jelenitettiik meg.

A placenta és a hus kozott ebben a stadiumban 19 szignifikans eltérést mutatd jelentds
miRNS-t (minimum 10-es leolvasas atlag, minimum 6-szoros valtozas és 0,05 alatti korrigalt
p-érték) talaltunk. Ezek koziil 14 konzervativ miRNS, amik 5 miRNS-csaladba tartoznak
(can-miR162, can-miR166, can-miR168, can-miR171, can-miR319), itt a valtozas iranya
miRNS-csaladra jellemz06 volt. A can-miR162, can-miR166, can-miR168 a hisban, mig a
can-miR171 és can-miR319 a placentdban mutatott magasabb szintet. Két paprikaspecifikus
(can-miR-n022a, Novel-miR23) és 3 1j miRNS (can-miR-f22, can-miR-{35, can-miR-f41)

mutatott eltérést, ezek mindegyike a husban expresszalt fokozottabban.
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22. abra Szovetek kozotti differencialexpresszios vizsgalathoz tartozo MA plotok a 28 és a

40 napos paprikatermésekre vonatkozéan. Az X tengelyen az adott miRNS-re szamitott
atlagos leolvasasszamot (,basemean”), mig az Y tengelyen a valtozds mértékét
(,,Foldchange”) abrazoltuk. A piros keresztek a szignifikdnsan valtozé (basemean>10,
foldchange>6; padj<0,05), a fekete pontok a nem valtozé6 miRNS-eket jelolik. Az egyes
paraméterekre vonatkozo hatarértékeket (a padj kivételével) piros szagatott vonallal jeloltiik.
A: A 28 napos termés szoveteinek 6sszehasonlité diagramjai. B: A 40 napos termés eltérd
szoveteinek az dsszehasonlitasa.

A 28 napos placenta és a 28 napos mag kozott 29 szignifikans eltérést tapasztaltunk (22.

abra A). Ezek kozott hasonlo aranyban fordultak elé konzervativ (12) és 1j miRNS-ek(11),

mig a paprikdban korabban leirtak koziil 6 mutatott jelentds eltérést.

A konzervativokndl itt is jellemz6 volt, hogy az egy csaladba tartozd miRNS-ek azonos
iranyu valtozast mutattak. A valtozé miRNS-ek koziil a can-miR156, can-miR166 és a can-
miR 167 csaladtagok expresszidja a magban, mig a can-miR 162, can-miR171 és can-miR319

csaladba tartozd miRNS-ek expresszidja a placentdban volt magasabb.

Az 1) miRNS-ek koziil 7 (can-miR-f01, can-miR-f06, can-miR-f16, can-miR-f25, can-
miR-134, can-miR-f39, can-miR-f42) a magban, 4 (can-miR-f04, can-miR-f14, can-miR-f18,

can-miR-f33) a placentaban, a paprikaspecifikusak (can-miRC18-5p, can-miR-n006, can-
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6.7.2.

miR-n021, can-miR-n025, can-miR-n029, can-miR-n035) mind a magban fordultak eld

magasabb koncentracioban.

A két Osszehasonlitds utan talaltunk olyan konzervativ miRNS-eket amik mindkét masik
szovethez viszonyitva magasabb (can-miR171a-e, can-miR171h) vagy alacsonyabb (can-

miR166v) szinten expresszalnak a placentdban.

A 28 napos mintaknal a his €s a mag Osszehasonlitasanal (22. dbra A) taldltuk a legtobb
szignifikans eltérést mutatd6 miRNS-t (47 db), ezek koziil 21 konzervativ, 15 0 és 11
paprikaspecifikus.

A konzervativ . miRNS-csalddok koziil a can-miR162 ¢és a can-miR168 esetén 4-4
csaladtagnal taldltunk kiilonbséget, és mindegyik csalddtag a husban mutatott magasabb
expressziot. A can-miR166 és a can-miR319-es csaladba tartozé miRNS-ek koziil egyesek a
htusban, masok a magban fordultak el6 jelentésen nagyobb leolvasasi szammal. A tovabbi 4
csalad (can-miR167, can-miR171, can-miR5300, can-miR6027) esetén 1-1 miRNS-

miRNS-ek koziil 21-nél a magban, 5-nél a husban tapasztaltunk fokozott expressziot.

13 olyan miRNS volt, ami a magban magasabb expressziét mutatott mind a hushoz, mind (a
korabbi Osszehasonlitas alapjan) a placentdhoz viszonyitva. 5 olyan miRNS volt (can-
miR319d, can-miR-f04, can-miR-f14, can-miR-f18, can-miR-f33), amiknek a magban mért
expresszioja a hushoz és a placentdhoz viszonyitva is jelentésen alacsonyabb volt. A hus
esetén 7 olyan miRNS-t (can-miR1711, can-miR319k, can-miR-f22, can-miR-f35, can-
miR-f41, can-miR-n022a-C, Novel-miR23) taldltunk, ami mind a placentdhoz mind a

maghoz viszonyitva alacsonyabb expressziot mutatott.

Szovetszintii miRNS-eltérések a 40 napos stadiumban

Az altalunk biztositott feltételek kozott a pollenszorast kovetd 40. napra a ‘Fehér 6zon’
termései elérték a végleges méretiiket, a hus és a placenta jelentdsen megvastagodott, a mag
megkeményedett. A 28 napos mintaknal végzett szoveti sszehasonlitast ezeknél a mintaknal

is elvégeztiik (22. abra B).

Ebben a stddiumban a hts és a placenta 6sszehasonlitasanal 30 szignifikans eltérést talaltunk.
A valtozast mutatd6 miRNS-ek tobbségének (25db) expresszios szintje a placentdhoz

viszonyitva a husban jelentdsen alacsonyabb volt. Ezek a miRNS-ek koziil 16 a konzervativ,
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2 (can-miR-n022a-c, Novel-miR23) a paprikdban korabban leirt és 7 (can-miR-f03, can-
miR-fO8b, can-miR-fl17a, can-miR-f17b, can-miR-f22, can-miR-f38, can-miR-f41) az 4j
miRNS-ek kozé tartozik. A placenta-hus Osszehasonlitdsban 4 konzervativ és 1 0j (can-

miR-24) miRNS-t talaltunk, ami a husban emelt expresszids szintet mutatott.

A valtoz6 konzervativ miRNS-ek 7 miRNS-csalad (can-miR 166, can-miR 168, can-miR 171,
can-miR319, can-miR397, can-miR398, can-miR5303) tagjai. 3 olyan miRNS-csalad (can-
miR319, can-miR397, can-miR398) is volt, ahol a legmagasabb atlagos expresszioval
rendelkezd csaladtagok mutattak szignifikdns valtozast, és az Osszes tobbi alacsonyabb
atlagos leolvasadsszammal jellemezhetd csalddtag is azonos tendencidt mutatott (nem

szignifikéans szinten).

A legmarkéansabb valtozast a can-miR319 csaladban tapasztaltunk, ahol a 7 legnagyobb
atlagexpresszidval rendelkez6 miRNS szignifikdnsan magasabb szintli expressziot mutatott
a placentaban, rdadasul a fennmaraddé 4 miRNS is a placentdban expresszalt (nem

szignifikansan, de tobb, mint 4,5-szer) magasabb szinten.

A 40 napos stddiumban mind a 4 konzervativ miRNS, ami (a placentdhoz viszonyitva) a
husban jelentésen magasabb leolvasasi szdmmal rendelkezett, a can-miR168-as csaladba

tartozik.

A valtozast mutatd uj miRNS-eknél tapasztalt valtozasok is hasonl6 képet mutattak. A can-
miR-124 kivételével mind a placentdban fejezddott ki nagyobb mértékben. A két érintett j
miRNS-csalad a can-miR-108 és a can-miR-f17 esetén is azt tapasztaltuk, hogy nem minden
csaladtag valtozott szignifikansan, de mindegyiknek az expresszidja a placentdban legalabb

négyszerakkora volt, mint a husban.

A placenta (40 DAA) és a mag (40 DAA) 6sszehasonlitdsa sordn 12 miRNS a placentaban
20 miRNS a magban mutatott fokozott expresszidt. A valtozast mutatd miRNS-ek kozott

nagyjabol azonos aranyban voltak a konzervativ (13 db), a paprikaspecifikus (9 db) és az 1ij

miRNS-ek (10 db).

Ebben az 0sszehasonlitasban 4 konzervativ miRNS-csalad (can-miR171, can-miR319, can-
miR397, can-miR398) esetén tobb csaladtag is mutatott jelentds kiilonbséget. Ezek koziil a
can-miR397 ¢és a can-miR398 esetén a legjelentdsebb csaladtagok a placentaban fordultak

eld nagyobb mennyiségben, és a tobbi csaladdtag esetén is azonos tendencia volt
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megfigyelhetd. A can-miR171 és a can-miR319 esetén csalddtagonként eltéréen, vagy a

magban, vagy a placentaban mutattak fokozott expressziot.

A paprikdban kordbban leirt miRNS-ek két kivétellel (can-miR-n009a,b-3p, can-
miR-n016ab) a magban expresszalodtak nagyobb mértékben. Az Gj miRNS-ek magasabb

expresszioja szintén két kivétellel (can-miR-104, can-miR-f15) a magban volt jellemzo.

A 40. napon a hus és a mag kozott 23 konzervativ, 12 paprikaspecifikus és 16 1) miRNS-
expresszidjaban azonositottunk jelentds eltérést. A mért expresszids szint 38 esetben a

magban, 13 esetben a hisban volt magasabb.

A konzervativoknal a 40 napos stddiumban itt talaltunk valtozast a legtobb (11) csalad esetén.
A htsban magasabb szinten expresszaltak a mirl 68, mir393, mir396 és a mir4376 tagjai. A
magban fokozott expresszidot mutatott a mirl67, mirl71, mir319, mir390, mir399 és a
mir5303 csaladba tartoz6 minden szignifikdnsan valtoz6 miRNS. A mirl66 esetén egyes
csaladtagok a husban, méasok a magban fordultak el nagyobb gyakorisdggal a leolvasasok

kozott.

A valtozast mutat6 1j €s a paprikaban korabban leirt miRNS-ekre is az volt a jellemzd, hogy
tobbségben (2-2 kivétellel) a magban szerepeltek szignifikansan nagyobb leolvasasi
szammal. Az Ujak kozott a can-miRf04 és a can-miR-f15 a magban jelentésen alacsonyabb
mértékben fejezddtek ki, mind a hishoz, mind a (a korabbi Osszehasonlitas alapjan)

placentahoz viszonyitva.

A szovetek Osszehasonlitd vizsgdlatanak segitségével sikeriilt azonositanunk olyan
miRNS-eket, amelyek szovethez kothetden fokozott vagy csokkent expressziot mutattak.
Mostanra ndvényekben tobb olyan szovetdifferenciacios folyamatot is leirtak, ahol
differencidcié szempontjabol meghatdroz6 egy miRNS-nek az adott sejtekben vald

megjelenése vagy kizarodasa, esetleg egymashoz viszonyitott aranya (Valdczi et al., 2006)

Magas szamban (16) taldltunk olyan miRNS-eket (can-miR167a, can-miR1711, can-
miRC18-5p, can-miR-f01, can-miR-f06, can-miR-f25, can-miR-f34, can-miR-f39, can-
miR-f42, can-miR-n006, can-miR-n014, can-miR-n021, can-miR-n025, can-miR-n029, can-
miR-n034, can-miR-n035), amik mindkét vizsgalt stadiumban, mind a placentdhoz, mind a

hushoz viszonyitva magasabb expresszios szintet mutattak a magban (24. dbra A M?7).
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6.7.3.

Tovéabbi 4 miRNS (can-miR319a, can-miR319bc, can-miR-f09, can-miR-n002ac) esetén ezt

a szovetspecifikus, emelt expressziot kizardlag a 40 napos stadiumban tapasztaltuk.

A mag esetén egyetlen olyan miRNS-t (can-miR-f04) azonositottunk, aminek a szintje a
magban minden stddiumban és minden vizsgalt szovethez képest jelentdsen csdkkent.
Mindossze, néhany olyan miRNS, fordult el6 a konyvtarainkban, ami vagy a 28 (can-
miR-f14, can-miR-f18, can-miR-f33) vagy a 40 napos stadiumban (can-miR393a-3p, can-
miR366d, can-miR-f15, can-miR-n016ab) a placentaval és a hussal szemben is jelentdsen

alacsonyabb szinten expresszalt a magban (24. dbra A M).

A vizsgélataink soran sikeriilt azonositani olyan miRNS-eket is, amelyek husspecifikus
expresszios valtozast mutattak, 2 miRNS-nek az expresszios szintje mindkét stadiumban
mindkét szovethez képest jelentdsen emelkedett (24. dbra A H1), mig 8 miRNS-nek csokkent
(24. abra A H|). Voltak olyan szovetre jellemz6 expresszids valtozasok, amelyek vagy a 28
vagy a 40 napos stadiumhoz kotddtek. A 28 napos stddiumban egy kivétellel az

expresszionovekedés, a 40 napos staddiumban az expressziocsokkenés volt a jellemzo.

A placenta esetén volt a legkevesebb szovetspecifikus miRNS-expresszios valtozas. 7
esetben a placentdban emelt expresszidt (24. dbra A PT), 2 esetben csokkent expressziot
irtunk le (24. 4bra A P|). Ezek a valtozasok nagy része (5) a 40 napos stadiumra volt jellemzd,
két esetben mindkét stadiumban és tigyszintén két esetben a 28 napos stddiumban volt

szignifikans az eltérés a tobbi szovethez viszonyitva.

Ezek a markédns szovetspecifikus expresszios kiilonbségek (24. dbra A) arra engednek
kovetkeztetni, hogy ezek a miRNS-ek és az dltaluk szabalyozott célmolekulak (target mRNS)
fontos szerepet toltenek be a paprikatermés szoveteiben. Szintén felmeriil a lehetdség, hogy
valamely szovetspecifikus miRNS emelt vagy csokkent expresszidja dontd fontossagu lehet

a sejtek bizonyos iranyu differencidcios utjanak kijeldlésében.

Az egyes szovetek miRNS-expresszios valtozasai a két vizsgalt idépont kozott
A 28. és a 40. nap kozott a ‘Fehér 6zon’ termései jelentds ndvekedésen, az egyes szovetek
szabad szemmel is lathat6 fejlodésen mennek keresztiil (23. abra A, C). Ezeket a szemmel

lathato valtozasokat jo eséllyel a miRNS-szinten is megjelend expresszios valtozasok kisérik,

ezért az egyes szovetek két idopontban (28 DAA, 40 DAA) vett mintai kozott is elvégeztiik
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a differencidlexpresszids Osszehasonlitdsokat (23. abra B). A 3 szovetet vizsgalva Gsszesen

36 szignifikans valtozast talaltunk.

A két vizsgalt idopont kozott a terméshuis megvastagszik, és élénkebb sarga szintivé valik
(23. abra C). A terméshusban 17 jelentds valtozast mutatdé miRNS-t azonositottunk, ezek
kozil 11 konzervativ, 4 0j és 2 paprikdban korabban leirt miRNS-t talaltunk (24. dbra B). Az
igy azonositott konzervativ miRNS-ek a can-miR393a-3p kivételével mind a 28 napos
mintaban mutattak jelentdsen nagyobb mértékii expressziot. A 2 korabban leirt miRNS (can-
miRC28-5p és can-miR-n010) expresszigja a két mintavétel kozott jelentdsen
megnovekedett, ezzel ellentétben az 1j miRNS-ek tobbségénél (can-miR-f06 kivételével)

jelentds expressziocsokkenést tapasztaltunk.
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23. abra A termés (A) és a vizsgalt szovetek (C) a 28 és a 40 napos termések stadiumaban,
valamint a két idopont kozti miRNS-expresszios valtozasokat bemutatéo MA plotok. Az
X tengely a szamitott atlagos leolvasasszamra (,,basemean”), mig az Y tengely a valtozas
mértékére (,,Foldchange”) vonatkozik. A szignifikdnsan valtozo (basemean>10,
foldchange>6; padj<0,05) miRNS-eket piros x-ekkel, a nem valtozoakat fekete pontokkal
jeloltiik. A piros szagatott vonalak az x €és az y tengelyen mért paraméterekre vonatkozo
hatarértékeket mutatjak.

A hartyavastagsagl, puha magok kitoltddnek, a maghéj szilard és tortfehér szinti lesz (23.
abra C). A két vizsgalt idépont kozott a magban 19 miRNS-expresszidja valtozott jelentdsen,
ezek a valtozasok nagyrészt konzervativ (12 db), kisebb részt 0j (5 db) és korabban leirt (2
db) miRNS-eket érintettek (24. abra B). Ebben a fejloddési szakaszban a valtozé konzervativ
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miRNS-ek tobbségéhez (8db) tartozo expresszio csokkent, ezzel ellentétben 4 konzervativ és

az dsszes paprikaspecifikus (0j €s korabban leirt) miRNS-expresszios szintje ndvekedett.

A placenta mennyisége megnovekszik, szine tortfehér marad, laza szivacsos szerkezete
lathatan nem valtozik (23. abra C). Erdekes modon a placentanak ebben a stadiumban
megfigyelhetd méretbeli novekedése nem jart egyiitt szignifikdns miRNS-szintl
valtozasokkal. Ebben a szovetben egyetlen miRNS-t sem taldltunk, ami megfelelt volna a

szignifikans valtozas feltételeinek.
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24. dbra Osszefoglalé h6térkép a pollenszérast koveto 4-6. hét miRNS-szintii valtozasairél.
A mag (M), a placenta (P) és a hus (H) szovetek (A) és a 28 DAA ¢és 40 DAA id6pontok (B)
kozotti  differencidlexpresszids vizsgdlatokat a DESeq2 alkalmazasaval végeztik. Az
eredményeket sziirtiik, és csak azokat a miRNS valtozasokat abrazoltuk, amelyeknél a
miRNS atlagos normalizalt expresszids szintje legaldbb 10 volt, és a valtozds mértéke
legalabb hatszoros volt és a szovetek esetén mindkét szovethez viszonyitva szignifikéns volt
a kiilonbség. A konzervativ (fekete), az ismert (kék) és az 0j (piros) miRNS-eket eltérd
szinnel jeldltiik. A nyilak fel- (1) és lefelé torténd valtozéast (|) mutatnak a masik két
szovethez vagy a masik idéponthoz viszonyitva (példaul az M7 azt jelenti, hogy a megjelolt
miRNS-expresszidja a magban magasabb, mind a placenta, mind pedig a hushoz
viszonyitva).
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Ezen adatok Osszesitésével 3 olyan miRNS-t sikeriilt azonositani, ami mind a hasban, mind
a magban valtozott a két idépont kozott. Ezek kozott két miRNS-expresszidja az id6
elérehaladtaval mindkét szovetben csokkent, mig a can-miR-07-hez tartoz6 leolvasasok
szdma jelentdsen magasabb volt a 40 napos staddiumban. Olyan miRNS-t nem talaltunk, ami

eltérd iranyu valtozast mutatott a két (hus, mag) szovet esetén.

6.8. A vizsgalt miRNS-ek altal szabalyzott mRNS-ek, gének és funkciok

Az azonositott miRNS-ek célpont-RNS-einek az azonositdsdhoz referenciaként a *Zunla-1’
fajtan leirt és annotalt génszettet hasznaltuk. Az igy azonositott gének funkcidjanak

feltérképezéséhez a panther fehérjecsoportositd vizsgalatot €s a GO annotéaciot végeztiink.

Tobb tanulmany alatdmasztja, hogy a novényi miRNS-ek olyan fontos szabalyozo elemek,
amelyek a bazisparosodas alapjan felismert cél-mRNS-ek hasitasat vagy transzlacios gatlasat
indukaljak. Ezért a termésfejlodés €s a szoveti differenciacidé molekuléris hatterének
feltarasahoz kiemelt fontossagu a termésfejlédésben résztvevé miRNS-szabalyzas alatt 4ll6

gének azonositasa.

Az altalunk vizsgalt 315 miRNS-hez a PsRNATarget segitségével Osszesen 12685 egyedi
annotalt gént sikeriilt hozzarendelniink. Ennek a programnak a segitségével minden listazott
miRNS-hez sikeriilt nagyszdmu potencidlis célpontot azonositani. A szoftver a can-
miR-f57-h6z rendelte hozzd a legtobb mRNS-t (394). Az mRNS-ek kozil a
Capana06g002983 gén bizonyult potencialis célpontnak a legtobb altalunk vizsgalt miRNS
esetén (29). Ez a gén a Dictyostelium discoideum, mhcA génjével van annotalva, amely egy

a mikrotubulusok szervezddésében kulcsfontossagli miozin fehérjét kodol.

A célpont-miRNS parosodas alapjan a program eldrejelzést ad a szabalyoz6é mechanizmusra
is. A novények esetén a hasitas sokkal jellemz6bb a miRNS-célzott mRNS kapcsolatokban.
Az altalunk kapott kapcsolatok esetén ezzel egybevdgd eredményt kaptunk; a 83%-nal

hasitast, 17%-nal transzlacids gatlast mutatott.

A konzervativ miRNS-ekhez 6sszesen 8631 egyedi mRNS-t rendelt hozz4 a program. A
konzervativ.  miRNS-csaladok koziil a mirl66-os csaldd esetén taldltuk a legtobb
potencialisan szabalyozott mRNS-t. A legtobb konzervalt miRNS altal potencialisan
szabalyozott mRNS ugyszintén a Capana06g002983 lett. A masodik legtobb esetben

azonositott célpont a Capana01g004476, ami az OXA1 fehérjével mutat nagy hasonlosagot.

96



Az 0xAl-r6l bizonyitottdk, hogy egy mitokondridlis bels6 membran inzertdz, ami olyan

crer

A paprikaspecifikus miRNS-ek esetén is minden miRNS-hez talaltunk a ’Zunla’ paprikafajta
génjei kozott potencidlis célpont-mRNS-eket. A paprikaspecifikus miRNS-ek koziil a
legtobb mRNS-t a Novel-miR23-hoz rendelte hozza a program. Ebben a csoportban a
leggyakoribb célgén a Capana04g002761 volt, az annoticid6 soran kapott fehérje
(AT1G59740) az egyik f0 facilitditor szupercsaladhoz tartozo protonfiiggd oligopeptid

transzporter, amit Arabidopsis esetén a viragban, a becében és a gyokerekben mutattak ki.

Az éltalunk azonositott 73 1) miRNS-hez 6sszesen 3590 egyedi célgént azonositottunk.
Kimagasloan sok lehetséges célpontot a can-miR-f57 (394), a can-miR-f46 (328), can-
miR-f41 (319) és a can-miR-f10b (310) miRNS esetén taldltunk. Az ujonnan azonositott
miRNS-ek kozott az 5 leggyakoribb célgén, a Capanal0g000055 (egy etilén- ¢€s
metil-jazmonat-kezeléssel egyarant indukalhat6 a kaliumot és natriumot ateresztd ciklikus
nukleotid-fiiggd (cAMP vagy cGMP) kapuzott ioncsatorna), a Capana04g002761 (a
paprikaspecifikus miRNS célpontok kozott mar emlitett oligopeptid transzporter), a
Capana06g003076 (egy miozin motorfehérje), a Capana08g000099 (egy szabalyozofehérje,
ami a szalicilsav altal kozvetitett programozott sejtpusztulast gatolja) és a Capana05g000156

(egy a fehérjemoddositasban résztvevd E3 ubiquitin ligdz) volt.

A két genotipus Osszevetése soran azonositott miRNS valtozasok kozott 8 (can-miR393a-3p,
can-miR396f, can-miR-f13, can-miR-f14, can-miR-f18, can-miR-f24, can-miR-f32, can-
miR-n018, can-miR-n030) olyan volt, ami mindkét idOpontban valtozott, raadasul a valtozas
iranya a két idépontban minden miRNS esetén megegyezett. Ezek koziil 2 (can-miR393a-3p,

can-miR396f) a ‘Tepin’-ben és 6 a ‘Fehér 6zo6n’ben mutatott magasabb expressziot.

A ‘Tepin’-ben magasabb expressziot mutatdo miRNS-ek célpontjai kozott a 3 leggyakoribb
mRNS a Capana08g001037, a Capana05g002476, a Capana00g004293 volt. Ezek kozott
az annotacid alapjan volt egy a liszharmat-rezisztencidban szerepet jatszod (AT5G05190), egy
a magas fényterheléssel indukalt flavonoid bioszintézissel kapcsolatos gének indukciojahoz
kapcsolddo transzkripeios aktivator (NAC078), valamint egy a fehérjemodositasban résztvevo

E3 ubiquitin ligdz (PUB62).
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A ‘Fehér 6zon’-ben a ‘Tepin’-hez képest mindkét vizsgalt stadiumban emelt expressziot
mutatd miRNS-ek célpontjai kozott a leggyakoribb a MRS2-3 magnézium transzporterként

annotalt Capana08g002224, amely a magnézium bearamlésat szabalyozhatja.

A kapott mRNS-eket az annotacidobdl szarmazo génlistak segitségével besoroltuk a panther
fehérjeosztalyokba. A célgének kozott a konzervativ €s a paprikaspecifikus és az 1j
miRNS-ek esetén is a leggyakoribb kategoridk a kovetkezdek voltak: metabolit
interkonverzios enzim (PC00262), nukleinsavat kot fehérje (PC00171), fehérjét modositd
enzim (PC00260), transzporter (PC00227) és transzlacios fehérje (PC00263). Mindharom
miRNS kategoridban a nukeinsavkotd fehérjék nagyobbik része RNS-kotd, kisebbik része
DNS-ko6to volt. Az RNS-koto fehérjék kozott érdekes modon a konzervativ miRNS-ek
célgénjeinél az altalanos transzkripciods faktorok (PC00259)(41,8%), mig a paprikaspecifikus
(45,7%) ¢€s az Gjonnan azonositott (44,2%) miRNS-ek célgénjeinél az RNS processzalasi

faktorok (PC00147) voltak tobbségben.

A feltételezett targetek esetén elvégeztiik a gén ontologiai analizist is, ehhez a panther
adatbazis Go Slim funkciojat alkalmaztuk. A molekuldris funkci6 kategorian beliil
mindhdrom kategoridban (konzervativ, paprikaspecifikus és 1j) az annotalt gének kb
egynegyede a katalitikus aktivitas (GO: 0003824) és a megkdzelitdleg 15%-uk a kotés (GO:
0005488) kifejezéshez tartozott (25. abra).

A biologiai folyamatok koziil a sejtes folyamat (GO: 0009987) (~33%), az anyagcsere
folyamat (GO: 0008152) (~25%), a sejtkomponens-szervezddés vagy biogenezis (GO:
0071840) (~12%) és a biologiai szabalyozas (GO: 0065007) (~11%) kifejezésekhez rendelt
az analizis jelentds szamu génterméket. Ezen a kategoérian beliil tobb szintet is
megvizsgaltunk, példaul az els6dleges anyagcsere folyamatok szintjén az azonositott géneket
a szoftver 6 kifejezéshez rendelte hozza: nukleobazis-, nukleotid- és nukleinsav anyagcsere
folyamat (GO: 0006139), lipid anyagcsere folyamat (GO: 0006629), sejtes aminosav
anyagcsere folyamat (GO: 0006520), fehérjék anyagcseréje (GO: 0019538),
trikarbonsav-ciklus (GO: 0006099), szénhidrat anyagcsere folyamat (GO: 0005975).
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§ transzkripcios szabalyozoé aktivitas (GO: 0140110)
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= cis-Golgi hdlézat (GO: 0005801)
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25. abra Az dsszes altalunk azonositott célpont gén ontolégiai elemzése. Az elemzéshez a
panther adatbazis GoSlim funkcidjat hasznaltuk. Az mRNS-ek annotdcidja soran kapott
fehérjéket a GO Slim fogalmakhoz rendeltiik a bioldgiai folyamatok (z6ld), molekuléris
funkciok (narancssarga) és sejtkomponensek (kék diagramok) szempontjabol. A szamok
jelzik az egyes GO Slim kifejezések szazalékat a f6 ontoldgidkon beliill. A bioldgiai
folyamatok koziil az elsédleges anyagcsere folyamatok (G0O:0044238) al4, a molekularis
funkcié esetén a molekuléris funkcio (GO:0003674) ald, mig a sejkomponens esetén az
intracellularis membrannal kotott organellum (GO:0043231) ala sorolt kifejezéseket
abrazoltuk.

Ezek koziil mindhdrom kategérianal a fehérje és a nukleinsav anyagcsere szerepelt a
legnagyobb ardnyban. A konzervativ csoportndl a nukleinsav anyagcsere kifejezés fordult
el tobbszor (48%-37%). A paprikaspecifikus csoport esetén mar kdzelebb volt egyméshoz
a két kifejezés (44%-40%) talalati gyakorisdga. Az 1) miRNS-ek esetén (40-45%) a
potencidlisan a fehérje anyagcserében szerepet jatszo célpontok fordultak elé nagyobb
aranyban. Az ebben a csoportban szerepld tobbi kifejezés esetén csak kisebb (~1% koriili)

kiilonbségek fordultak eld (25. abra).

A sejtkomponens fokategérian beliil azt tapasztaltuk, hogy a legtobb annotalt gén a sejt,
sejtalkoto és az organellum kifejezésekhez kapcsolodik. A fehérjekomplexek, a membranok,
a plazmodezmak és az extracellularis régidok jelentdsen kevesebbszer fordultak eld. A

célpontpredikcioban hasznalt gének elhelyezkedésének jobb megismeréséhez az
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intracellularis membrannal kotott organellum kategoérian beliil is megvizsgaltuk a GO
kifejezések eldfordulasat. Ezek alapjan az deriilt ki, hogy az altalunk vizsgéalt mRNS-ek
tobbsége (>50%) a sejtmaghoz kothetd, és viszonylag nagy aranyban (>20%) fordulnak eld
a vakolumban is (25. abra). Az endoplazmatikus retikulum, a mitokondrium és a
Golgi-késziilék esetén még szamottevo eléfordulast jelez, hogy a gének 6-10%-a kothetd volt
ezekhez a kifejezésekhez. A plasztidot dtlagosan a gének 3%-a esetén azonositotta a program.

A tovabbi 3 kategoria 1% koriili aranyban fordult eld.

A szovetszinti miRNS eltérések vizsgalata soran sikeriilt azonositani olyan miRNS-eket,
amik mindkét stddiumban €s mindkét masik szovethez képest szignifikans szdvetspecifikus
expressziovaltozast mutattak. Ot ilyen csoportot tudtunk kialakitani: a hasban (H?), a
magban (M1) €s a placentdban(P1) emelt expressziot mutatd, €s a htisban (H]) és a magban
(M]) csokkent expressziot mutatdé miRNS-ek csoportjat. A legtdbb szovetspecifikus magas
expressziot mutatd miRNS-t (11) és legtdbb potencialis célpontot (1348) a magban sikeriilt
azonositani, mig a szovetspecifikus csokkent expressziot mutatdo miRNS-ek (4) és hozzajuk

rendelt targetkapcsolatok (695) szama a htsban volt a legnagyobb.

A szovetspecifikus miRNS-ek targetei esetén is elvégeztiik a gén ontoldgiai vizsgalatot. Ezek
koziil a bioldgiai folyamatokra vonatkozo vizsgélat eredményeit mutatjuk meg részletesen
(26. abra). Itt is az elsddleges anyagcsere folyamatok szintjén vizsgaltuk a célgének
funkcigjat. Az altalunk vizsgalt 6t csoport (HT; H|; PT; M7T; M) esetén is a fehérje és a
nukleinsav anyagcsere volt a két legfontosabb kategoria, azonban ezek a csoportok kdzott

jelentOs eltéréseket is tapasztaltunk.

A husban emelt expressziot mutatdé miRNS-ek altal szabalyzott mRNS-ek fOként a
nukleobdzis-, nukleotid- és nukleinsav anyagcseréhez kothetoek, és a fehérje anyageseréhez
minddssze az mRNS-ek 30%-a kapcsolodik, mig a lipidanyagcseréhez kothetd célgének
aranya (13%) ebben az esetben volt a legmagasabb. Erdekes médon a hiisban csokkent
miikodést mutatdé miRNS-ek esetén tobbnyire a fehérjeanyagcseréhez (50%) kapcsolodo
mRNS-ek keriiltek azonositasra potencidlis célpontként, és ezek kozott a lipidanyagceseréhez

kothetd géntermékek ardnya (2%) is joval alacsonyabb volt.

A mag esetén azt figyelhettik meg, hogy mind a ndvelt expresszids, mind a csokkent
expresszios csoportban a fehérjeanyagcsere volt a leggyakoribb GO kifejezés, mindkét

csoportban ezt kovette a nukleobazis-, nukleotid- és nukleinsav anyagcsere folyamat
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kifejezés. Az M1 csoport miRNS célpontjai kozott a lipidanyagesere (13%), mig az M|
miRNS célpontjai kdzott a szénhidrat-anyagcesere (17%) jelent meg jelentds szazalékban (26.
abra).

A placentaban azonositott szovetspecifikus valtozast mutato6 miRNS-ek célpontjai kozott a
legtobb a nukleobazis-, nukleotid- és nukleinsav anyagcsere folyamathoz kapcsolhato (42%),
de nagy ardnyban fordultak eld a fehérjeanyagcseréhez kothetd célmolekulak is (31%). A
lipid és a szénhidrat anyagcserével Osszefiiggd gének azonos aranyban fordultak eld (11%).
A szovetspecikus csoportok koziil a sejtes aminosav anyagcsere a placentdban volt a

legmagasabb (6%) (26. abra).

0,
100%  mmmmm m———wemn S

80% sejtes aminosav anyagcsere folyamat (GO: 0006520)

30%
50% 42%
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26. abra A szovetspecifikusan expresszald miRNS-ekhez tartozo célgének GO Slim
annotacidja az elsédleges anyagcsere folyamatok szintjén. A betiik az egyes szoveteket:
has (H), placenta (P), mag (M), a nyilak a tobbi szdvethez viszonyitott magasabb (1) vagy
alacsonyabb () expressziot jelolik. Ezeknél a célgéneknél is a nukleobazis és a fehérjék
anyagcseré¢je a legfontosabb kategoridk, de itt az egyes szovetspecifikus csoportok kozott
sokkal nagyobb mértékii kiilonbségeket lathatunk.

A nukleinsav anyagcseréhez kothetd mRNS-ek a szovetspecifikusan magasabb (1)
expressziot mutatd miRNS-ekhez tartoz6 célpontoknél nagyobb aranyban (41%), mig az
egyes szovetre jellemzden alacsonyabb () expressziot mutatd kisRNS-ek célpontjai kozott
kisebb ardnyban (33%) fordultak eld. A lipid anyagcsere kifejezést az emelt expressziot
mutaté miRNS-ek esetén mindhdrom szévetben (HT, P71, M1) jelentds szamu génhez (11%),

a husban csokkent expressziot mutatdé (H|) miRNS-ek célgénjeinek minddssze 2
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szézalékahoz és a magban alacsonyabb abundanciat mutatdé (M|) miRNS-ek célgénjeihez

egyaltalan nem rendelte hozza a szoftver ezt a kifejezést (26. abra).

Ezek az eltérések, markansabbak mint a konzervativ, 0j és fajspecifikus miRNS-ek csoportjai
kozott bemutatott kiilonbségek. Ennek oka lehet, hogy a szdvetspecificitds sokkal
meghatarozobb a funkcidé szempontjabdl, mint az evolucios konzervaltsag vagy a felfedezés
ideje, modja. A masik ok lehet, hogy ezekben a csoportokban nagysagrendileg kisebb szamu

miRNS ¢és célgén talalhato.

Korabban igazoltak, hogy az auxin dontd szerepet jatszik a termésfejlodésben és tobb
auxinvalaszban résztvevo gén miRNS-szabdlyzés alatt all. Példaul az auxin valaszfaktor
(ARF) a can-miR160 szabalyozasa alatt all (Hwang et al., 2013). Paradicsomban az ARF
gének szabalyozasaban a miR167 szerepét is kimutattak. A mi vizsgalatunkban 12 kiilonb6z6
ARF gént (1,2,4,5,6,7,8,9,16,17,18,19) talaltunk a prediktalt targetek annotacidja kozott,
ezek vagy az Arabidopsis thaliana vagy az Oryza sativa fajhoz kothetoek voltak. Ezek koziil
az ARF'17,¢és az ARF'18 szerepelt a can-miR160a és a can-miR 160b, mig az ARF6 és az ARF'S
szerepelt a can-miR167a-c, can-miR167d és can-miR 167e csaladtagok potencialis célpontjai

kozott.

Az ARF6-ot tovabbi konzervativ miRNS-csalddok tagjai, paprikaspecifikus és 1j miRNS-ek
esetén is targetként azonositottuk, ezek az mRNS eltér6 részein mutattak
szekvenciahasonldsagot. A miR397b és miR397c esetén az elsé 9 nukleotidndl teljes
szekvenciakomplementaritast talaltunk, de a 10. nukleotidnal a célzott helyen adenin, mig a
miRNS-szekvencidban citozin 4ll, a 11. nt-nal G-U parosodas lehetséges. Mivel a 10 és a
11-es nukleotid helynél valo kapcsolodas feltétele a hasitdsnak, ez esetben a szabalyzas nagy

eséllyel transzlacios gatlassal valosul meg (27. abra A).

A can-miR397b esetén szoOvetszintii €s genotipusok kozti expresszids eltéréseket is
tapasztaltunk (27. &bra B.). Jelentésen magasabb expresszids szintet talaltunk a csipds
‘Tepin’-ben az édes ‘Fehér 6zon’-hdz viszonyitva. Szoveti szinten is hasonld dolgot
figyeltiink meg, miszerint a kapszacin felhalmozo6das f6 helyén a placentdban mindkét
stadiumban magasabb expresszids szintet tapasztaltunk, bar a kiilonbség csak a 40 napos
stddiumban lett szignifikdns. Mivel mindkét esetben ott fordult el jelentésen nagyobb

mennyiségben, ahol a kapszaicin el6fordulasa is jellemzd, ezért azt feltételezhetjiik, hogy
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kapcsolat lehet a kapszaicinszintézis valamely eleme és ennek a miRNS-nek a biogenezise

kozott.
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27. abra A miR397b és ¢ hasitasi helyei és szovetenkénti abundanciaja. A: A miR397b és
miR397c ¢és a prediktalt célgén az ARF6 mRNS kapcsoloddsi helyén kialakulo
bazisparosodas sematikus képe. B: A két valtozat szovetenkénti atlagos leolvasdsszama. A
csillaggal (*) jelolt oszlopok szignifikdnsan eltérnek az azonos staddium tobbi mintajatol.

A korabban kimutatott (Kim et al., 2014) kapszaicin-utvonalban szerepld miRNS-szabalyzas
alatt allo dihidrolipoamid-dehidrogenaz (Capanal2g000245) és az
a-CT(Capana09g001602) az altalunk talalt célpont-mRNS-ek kozott is szerepelt. A
dihidrolipoamid-dehidrogenaz gént a can-miR 167¢ feltételezett célpontjaként azonositottuk.
Az a-CT-hez a can-miR159a/b és a can-miR 159¢-3p-t rendelték hozza (Qin et al., 2014). A
mi analizisiinkben tovabbi hat miR159 csaladtagot (ab,d, e, f, g, h) és hat miR319-es (bc, e,

f, g, 1, ) érett szekvenciat tudtunk hozzarendelni.

Bizonyos can-miR319 csaladtagok (b, e, f, g) esetén szignifikans eltéréseket tapasztaltunk
a vizsgalt szovetek kozott. A 40 napos termésekben a négy csaladtag a terméshushoz képest,
a magban és a placentaban is magasabb expressziot mutatott. A can-miR319bc a magban a
placentdhoz képest is magasabb szinten fejez6dott ki. A can-miR319f28 napos mintak esetén
a hushoz viszonyitva magasabb szinten jelent meg a placentdban. A kapszaicin-utvonalban
résztvevo nagyszémﬁ miRNS ¢€s azonos miRNS-csaladba tartozo egyedi miRNS-szekvencia

crer

szinten is miikodo ﬁnomszabalyza51 rendszer latja el.

103



7. Kitekintés

Az ) miRNS-ek, az expresszids profiljuk €s a prekurzoraik megismerése nem csak a
termésfejlodés molekuldris hatterének megismerését és a meglévo fejlddésbiologiai és
domesztikacios modelek pontositdsat szolgalhatja, hanem a kapott informaciok
felhasznalhatdak lesznek mar kidolgozott miRNS-alapu biotechnoldgiai mddszerek (pl:
miRNS-géncsendesités, mesterséges miRNS, tranziens miRNS-expresszio, miRNS-
célpontmimikri) fajra, termésfejlodési stadiumra, illetve szovetre specifikus valtozatanak
kialakitasahoz is. A paprika termésfejlodés vizsgalatdban a kisRNS-expresszidos mintazatra
vonatkozoan atfogd, genomszintli és szovetspecifikus informaciot gytijtottink. A 21 nt hosszl
kisRNS molekuldknak a termésfejlodésben jatszott fontos szerepét, az altalunk a terméshuisban

tapasztalt kiugréan magas aranyuk is alatamasztja.

A konzervativ miRNS-profilok meghatarozasaval lehet6vé valik az azonositott paprikatermésre
jellemzé miRNS-szekvencidk, ezek expresszids szintjeinek és szabalyzasi feladataiknak a
rokonfajokkal torténd Osszehasonlitasa. Kézenfekvo lenne a paradicsommal, a termésfejlodés és a
termésérés egyik gyakran hasznalt modelndvényével vald 0Osszehasonlitd-vizsgalat, mivel a
paradicsomra vonatkozoan tobb olyan tanulmany is sziiletett, ami a termésbol késziilt konyvtarak
kisRNS szekvenalasat (Mohorianu et al., 2011, Moxon et al., 2008a, Karlova et al., 2013) vagy a
termésben szerepet jatszo miRNS-ek funkciovizsgalatat (Zuo et al., 2012, Karlova et al., 2013) tlizte
ki céljaul.

Vizsgalatainkban nagyszamu korabban ismert miRNS a paprika kiilonboz6é szoveteire jellemzo
expresszios profiljat hataroztuk meg, és szamos 11j, magas expresszioju, szovet- és fajspecifikus kis
RNS-t azonositottunk, és mindegyikiikh6z tudtunk potencidlis prekurzor- és csillagszal-
szekvenciat rendelni. Ezeknek a prekurzoroknak az expressziojat szabalyozo
iranyitoszekvenciak vizsgalataval jo esély van a termés adott szovettipusaban vagy az adott

fejlédési stadiumban specifikusan expresszald promoterek azonositasara.

Tovabba lehetséges a prekurzor szekvenciak klonozasat kovetden, azokat megfeleld vektorba
épitve €s tranziens modon expresszalva (példaul N. benthamiana levélben agroinfiltracioval),
a kiemelt prekurzorokrol torténé miRNS-ek érésének molekularis vizsgéalata. Raadasul a
prediktalt célpont-mRNS-ek ko-expresszidjaval a miRNS-ek altal kifejtett szabalyzasi
kapcsolat is igazolhatd, s6t ebben a rendszerben a miRNS altal indukalt gatlé hatés
mechanizmusara (transzlaciogatlas vagy mRNS-hasitas) adott bioinformatikai predikcio is

igazolhato.
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crer

miRNS-ek mely biologiai folyamatokban, szabalyzasi ciklusokban jatszanak donté szerepet. A
munka soran gyuijtott 0sszetett informacidk lehetdévé teszik adott folyamatokban szerepet jatszo
miRNS-ek és célpont-mRNS-ek kiemelését. Réaadasul a valasztott géneknek a dolgozatban
bemutatott TRV vektor konstrukcidba torténd beépitésével lehetdség nyilik a kiemelt mRNS-eknek

akar paprikatermésben torténd funkciondlis vizsgalatara is.
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8. Osszefoglalas

A kozelmultban felfedezett kisRNS-ek és az altaluk kifejtett génexpresszids szabalyzasi
utvonalak vizsgalata, napjainkban mind allati, mind novényi rendszerekben a kiemelt
biologiai kutatasi témak kozé tartozik. Az wjgeneraciés mélyszekvenalasi technoldgiak
megjelenésével megnyilt a lehetéség a kisRNS-ek ¢és az RNS-ek altal szabalyozott

folyamatok atfogd, genomszintli megismerésére.

Ezek a szekvenaldsi projektek nagyszamu szekvenciaadattal gazdagitjak biologiai
szolgalnak. A szekvencidkhoz kapcsolt funkcidk feltarasdhoz ¢és megértéséhez mas
biotechnologiai mddszerek alkalmazéasan keresztiil juthatunk el. A legtobb ilyen modszert
modellorganizmusokra dolgoztak ki, ezért a termesztett vagy a vadon termé novényeken valo

alkalmazasukhoz sok esetben jelentds modositasra van sziikség.

A paprika (Capsicum annuum L.) az egyik legfontosabb, €s legszélesebb korben termesztett
z0ldség és fiiszernovény. A madarpaprika, masik nevén tepin a termesztett paprika vadon
el6forduld botanikai Ose. Az altalunk kapott tételeken beliil komoly morfologiai
kiilonbségekre lettiink figyelmesek, ezért 40 valasztott tulajdonsag felvételezésével részletes
leirast készitettiink a tétel egyes novényeirdl. Az altalunk vizsgalt ‘Tepin’ novényekre
altalanosan jellemzd volt, hogy pirosra érd, vékony terméshusu, csipds, kétrekeszes

terméseket hoztak.

Az elvégzett morfologiai vizsgalatok tiikrében egyértelmlivé valt, hogy a 21569-es tétel
nagyobb ¢és megnyult terméseivel nem felel meg az elvarasainknak, mig a ‘Tepin6’
kiemelkedett a korabbi pulikdciokban Osi, domesztikacio eldtti jellemzoként leirt
tulajdonsdgokban, és a mesterséges szabalyozott kornyezetre is jol reagalt. Az
anyanovényként kivalasztott ‘Tepin6’ utddnemzedékében is megfigyelhettik a legtobb
szamunkra kedvezd tulajdonsagot, mint a kis bogyoméret, kerek bogyodalak és a korai és

folytonos viragzas.

A virusok altal indukalt (VIGS) géncsendesitési mddszer a gyorsasaga, egyszeriisége €s
koltséghatékonysaga miatt sok novényfaj esetén eldtérbe keriilt a koriilményes és koltséges

transzforméaciot igénylé megoldasokkal szemben.
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A vizsgalni kivant gén egy szakaszat rekombindns virusba épitve a megfert6zott
novényekben a virus szaporoddsa sordn az RNS-interferencidn keresztiil a célgén
expresszioja drasztikusan lecsokken és kialakul egy a gén alulmiikodésére (“knockdown’)

jellemzd fenotipus, és ezaltal megallapithatd, igazolhatd a vizsgalt célgén funkcioja.

A legtobb ndvényi VIGS vektort olyan virusokbdl alakitottdk ki, amelyek eredeti
gazdandvényei a Solanaceae csalddba tartoznak. Az eredményeink megmutattdk, hogy a
Capsicum annuum kiilonosen érzékeny a VIGS vektorokkal val6 fertézésekre. A PVX-alapu
vektor funkcidazonositasra az altala kivaltott stulyos nekrotikus tiinetek miatt paprikan nem

alkalmazhato.

A TMV ¢és a TRV esetén enyhébb tlineteket €s hatékony géncsendesitést tapasztaltunk.
Mindkét virusalapu vektor esetén az altalunk vizsgalt haztartasi gének expresszids szintje
jelentdsen megvaltozott, ezért a VIGS vektorok paprikéan val6 alkalmazasa soran az indukalt
valtozasokat a qPCR alapu vizsgalatok mellett javasolt mas, hibridizaci6 alapti modszerrel is

nyomonkdvetni.

A kisérleteinkben a nagy ateresztOképességli szekvenalas modszerét alkalmaztuk, hogy
meghatarozzuk a a pollenszorast kovetd 14., 20., 28. és 40. napon vett paprikamintakra
jellemzd kisRNS-expresszios mintazatokat. Minden vizsgalt stddium, szovet €s genotipus
esetén két biologiai ismétlésbdl készitettiink konyvtarakat. Az elkésziilt 20 kisSRNS-konyvtar

Osszesen tobb, mint 235 millio leolvasast tartalmazott.

A 235 millié nyers szekvenciabol tobb sziirési 1€épés segitségével kizartuk az adapter, az
A nyers szekvencidk 45,6 %-a dtment az altalunk felallitott 6sszes szlirési Iépésen. Az Osszes
kapott kisRNS-szekvencia 95,43%-a az elvart 21-24 nt mérettartomdnyba tartozott, a
szekvencidk tobbsége (52,5 szazaléka) mas fajokban tapasztaltakkal megegyezden 24 nt

hosszusagu volt.

A kisRNS-ek méreteloszlasa jelentds eltéréseket mutatott az egyes mintdkban, és minden
szovet esetén tapasztaltunk a méreteloszlasban a szovetre jellemzd tulajdonsdgokat. A
terméshusban a 21 nt-os szekvencidk kiugréan magas aranyban fordultak eld. Ezek az
eltérések alapjan feltételezhetd, hogy az egyes szovetek fejlddési folyamataiban specifikus,

méretiikben is kiilonb6z6 szabalyozo6 kisRNS-ek vesznek részt.
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Az altalunk elkészitett és szekvenalt 20 kisRNS-konyvtarban a konzervativ miRNS-ek
megtalalasdhoz a MirProf nevli programot hasznaltuk, ami a miRBase-re illeszti a
szekvencidkat, és az illesztések soran két nukleotid eltérést (mismatch) fogad el. Ezzel a
modszerrel és néhany sziirési 1épés alkalmazasaval 40 konzervativ miRNS-csaladba tartozo,

217 egyedi szekvenciat azonositottunk.

A miRBase adatbdazis jelenleg nem tartalmaz Capsicum fajbdl szdrmazé szekvencidkat,ezért
a kordbban Capsicum mintdkbol leirt miRNS-szekvenciakbol Iétrehoztunk egy
ismétlddéseket nem tartalmazéd 68 egyedi szekvenciabodl allo listat. A 68 szekvencia koziil

Patman illesztéssel (2 mismatch) 42-t taldltunk meg a sajat adatszettiinkben.

Az 1j, eddig ismeretlen miRNS-ek felfedezéséhez a miRDeep-P ¢€s a miRCat parhuzamos
hasznalataval, és a megfeleld 1épéseknél beiktatott, optimalizalt szlirések alkalmazéasaval
kialakitott folyamatsor segitségével 73 1j, nagy megbizhatosagh miRNS-t tudtunk
azonositani. Az 01j prediktalt miRNS-ek koziil 17 mutatott kell6 hasonlosagot ahhoz, hogy
beldliik 6 1) miRNS-csaladot alakitsunk ki.

A szekvenalasi eredményeket kisSRNS Northern blot segitségével igazoltuk. A Northern
hibridizacids vizsgalatok eredményei jO egyezést mutattak a szekvenaldsi adatokkal, bar
egyes esetekben komoly eltérésekkel is talalkoztunk. Az (j miRNS-ek k6zott tobb esetben a
szekvenalas alapjan feltételezett szovetspecifikus expressziot is sikeriilt ezzel a technikaval

alatamasztani.

A Northern hibridizacié ¢és a szekvenalasi adatok Osszevetése alapjan a nagy
ateresztOképességli modszerrel gylijtott kisSRNS-re és mintara jellemzd leolvasasszamok
felhasznalhatéak a miRNS-ek differencidlexpresszios analizisére a fejlddési folyamat soran.
A deseq?2 alapu differencialexpresszios vizsgalatot tobb megkozelitésben is alkalmaztuk. A
korai stadiumok esetén lehetdségiink volt a két genotipus €s a két idépont 6sszehasonlitasara
is.

A két genotipus 0Osszehasonlitasahoz az abszcencia-prezencia és a deseq2 modszert
parhuzamosan hasznaltuk. A differencidlexpresszios vizsgalat segitségével a két genotipus
kozott a két stadiumot Osszesitve 25 szignifikans valtozast mutatd egyedi miRNS-t sikertilt
azonositani. A valtozd6 miRNS-ek koziil tobb esetben mindkét stddiumban azonos irdnyt

szignifikdns valtozast tapasztaltunk. A két vizsgélat alapjan azt talaltuk, hogy a
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természtésben 1€vo fajtaban a vad valtozathoz képest 1j miRNS-ek jelentek meg €s bizonyos

konzervativ miRNS-ek expresszidja és feltehetden a funkcionalis szerepe is lecsokkent.

A két stadium 6sszehasonlitasa soran a ‘Tepin’ esetén nem talaltunk szignifikans valtozast
mutaté miRNS-eket. A ‘Fehér 6zon’ esetén 10 valtozd6 miRNS-t talaltunk, ami azt mutatja,
hogy a ‘Tepin’-nel ellentétben a ‘Fehér 6zon’ termésben a miRNS-alapti szabalyzasban a

miRNS-ek expresszidjanak az idobeli valtozésa is szerepet jatszik.

A miRNS-ek gyakran mutatnak szovetre jellemzd expresszids mintazatot, ezek feltdrasahoz
a termés kiilonbozo szoveteibdl szarmazd mintadkat mind a 28 mind a 40 napos stadiumban
Osszehasonlitottuk. Tobb olyan miRNS-t is sikeriilt azonositanunk, amelyek az egyes
szovetekben jelentdsen emelt vagy csokkent szinten expresszaltak. Kiugréan magas szamban
talaltunk olyan miRNS-eket, amelyek mind a placentdhoz, mind a htshoz viszonyitva
emelkedett expresszios szintet mutattak a magban. A vizsgalataink soran sikeriilt azonositani,

olyan miRNS-eket is amelyek hus, illetve placentaspecifikus expresszios valtozast mutattak.

A két vizsgalt idopont kozott mindharom vizsgalt szovettipus jelentds morfoldgiai
valtozadsokon megy keresztiil. Ezeket a valtozdsokat miRNS-szintii valtozasok is kisérik, a
terméshusban 17, a magban 19 miRNS esetén azonositottunk jelentds expresszids
valtozasokat. Azonban a placentaban egyetlen olyan miRNS-t sem talaltunk, ami a két

idépont Osszehasonlitdsaban megfelelt volna a szignifikans valtozas feltételeinek.

A PsRNATarget segitségével mind a konzervativ, a paprikaspecifikus €s az altalunk
prediktalt miRNS-ekhez sikeriilt nagyszamu potencialis célpont-mRNS-t azonositani. A
predikalt célpont-miRNS kapcsolatok kozott tobb olyat talaltunk, amit korabbi tanulméanyok
paradicsomban, illetve paprikdban mint igazolt, vagy feltételezett miRNS-célpont

kapcsolatként neveztek meg.

Ez a tanulméany az els6, ami atfogd szovet szintli képet ad egy hisos termés, a paprika
kialakuldsa sordan a kisRNS-ek expressziés mintazatardl. Kapott eredményeink
alatdmasztjak, hogy a kisRNS-ek a termés novekedési fazisaban tobb folyamat
szabalyzasaban is fontos szerepet jatszanak. A miRNS-ek altal potencidlisan szabalyzott
mRNS-ek azonositasa segit mélyebben megérteni ezen molekuldk funkciondlis szerepét.
Ezek az Gsszetett informaciok lehetové teszik a fontos miRNS-ek azonositasat, és ezeknek
az ismereteknek a biotechnologiai felhasznalasa 0j lehetdséget nyit a paprika hozaménak és
termésmindségének javitasara.
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9. Tézispontok

9.1. Uj tudomanyos eredmények

Paprikatermésekbal és a termés kiilonb6zo részeibol 20 kisRNS-konyvtarat készitettem
el, ezekbdl a konyvtarakbol 217 konzervativ és 42 paprikabol korabban leirt miRNS-t

azonositottam, koziiliik tobbet hibridizacios technikaval is detektaltam.

A kapott kisRNS-konyvtarak méreteloszlasanak vizsgalataval megallapitottam, hogy
eltéré méreteloszlas jellemzo az egyes szovetekre (placenta, hiis, mag). A hisban elészor
figyeltem meg a 21 nt hosszu kisRNS-ek kiemelkedéen magas aranyat.

Két korabban leirt novényi miRNS-ek elérejelzésére hasznalt bioinformatikai eszkoz (a
miRDeep-P é a miRCat) felhasznalasaval, és a megfelelo 1épéseknél sziirések
beiktatasaval létrehozott miRNS-azonositasi folyamatsor alkalmazasaval 73 qj,

prekurzorral és csillagszal-szekcencidval jellemzett miRNS-t azonositottam.

A ‘Tepin’és a ‘Fehér 0zon’ genotipusokra elkésziilt miRNS-profilok
abszencia-prezencia vizsgalataval, 6 olyan miRNS-t azonositottam, ami minden vizsgalt
‘Fehér 6zon’ fazisban és szovettipusban megtalalhat6 volt, és a ‘Tepin’mintak koziil
egyikben sem fordult el6. A 6-bol 5 miRNS esetén a genotipusok kozti kiilonbséget

differencialexpresszios vizsgalattal is sikeriilt megerdsitenem.

A differencidlexpresszidos vizsgalat segitségével szovetek, genotipusok és fejlodési
stadiumok kozott valtozo expressziot mutaté miRNS-eket azonositottam. A magban 17,
a hiasban 11 a placentaban 2 miRNS-t talaltam, ami mindkét stadiumban és mindkét
masik szovethez képest is eltéro szinten expresszalt. 3 miRNS-t irtam le, aminek az
expresszioja a két stadium kozott mind a husban mind a magban jelentésen
megvaltozott.

3 kiilonb6z6 virus alapjan késziilt VIGS vektort felhasznalva megallapitottam, hogy a
Capsicum annuum gazdanovény rendkiviil érzékeny a VIGS fertozésekre. A VIGS
modszer vektortol fiiggéen mas-mas hatast gyakorolhat a noévény expresszios
rendszerére, de minden esetben lathaté tiineteket és az altalam vizsgalt, gyakran
alkalmazott haztartasi gének expresszidjanak jelentds megvaltozasat tapasztaltam.

Az altalam alkalmazott TRV-VIGS vektorkonstrukcio az infiltralt N. benthamiana-rol
torténoé atfertozéssel felhasznalhaté a paprika novények esetén a termésben valo

géncsendesitésre is.
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9.2. New scientific results

I created 20 small RNA sequencing libraries from pepper fruits and different fruit
tissues. From these libraries, 217 conservative miRNAs, and 42 previously described
pepper miRNAs were identified, and several were confirmed with hybridization

techniques.

I observed that different tissues (placenta, seed, flesh) have different small RNA size
distribution. The 21 nt long SRNAs occurred at the highest rate in the flesh samples,
especially at 40 DAA.

A new miRNA prediction pipeline was developed by combining two existing
bioinformatic tool (miRDeep-P and miRCat) with some tested, additional filtering
steps. With this system, I was able to identify 73 new, reliable, individual miRNA

sequences with their precursors and star-strands from pepper fruits.

With testing the absence and presence in the two tested genotypes (‘Tepin’and ‘Fehér
6zon’) 6 miRNA was identified ‘Fehér 6zon’ specific, I found it in every stage and tissue
of it, while have not found in any sample from ‘Tepin’. From this six, five has been

validated by differential expression analysis (deseq2).

In the differential expression analysis, I identified miRNAs with seed-specific (17), flesh
specific (11) and placenta specific (2) expression changes, which was significant in both
stages, and it was also significant compared to both other tissue, from the same stage.

We found 3 miRNA, which expression changed drastically between the two time-points.

With the testing of 3 different viruses (TMV, PVX, TRYV) based VIGS constructs I
realized, that Capsicum annuum is really sensitive to VIGS infections. VIGS can have
different effects on pepper plants, depends on the used virus, but in all tested cases
visible symptoms emerged and the expression of usually used qPCR reference genes
altered drastically.

I used TRV VIGS vector constructs for N. benthamiana agroinfiltration, and with the
mechanical transfer, I was able to infect pepper plants with high efficiency. In some
cases, these constructs were able to provide functional gene silencing also in the fruits

of the infected pepper plants.
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10.3. Mellékelt abrak
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1. Mellékelt abra A konyvtarkészités folyamatanak 4 példan valé bemutatasa
1épésrol-lépésre. A: RNS-kivonas utdn az RNS-ek mindségellendrzése gélelektroforézissel.
B: RNS-kivonatok futtatasa a kisSRNS-frakcio izolalasahoz. (Pirossal jelolve az izoldlando
gélrészek) C: Az elkésziilt kisSRNS-konyvtarak futtatdsa méretellendrzés €s gélbdl kivagassal
vald visszaizoldlashoz. D: A gélbdl visszanyert kisRNS-konyvtarak és a koncentraciod
ellendrzése marker higitsi sor segitségével.

ANNCNNNNNTAGGGCGATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATCTTTCCTCTGCAGCAGTTGCCACCGGLG
CCAATGCTGCACAAGCCAGCATGATTGCATCCTTCAATGGCCTTAAATCCGCAGCCTCTTTCCCTGTTACAAGAAAGCAAGACCTTGACATCACCTCCATTGCTAGCAATGGTG
GAAGAGTCCAATGCATGCTGGTATGGCCACCAATTAACAAGAAGAAGTACGAGACTCTTTCATACCTTCCTGATTTGTCCGACGAGCAATTGCTCAAGGAAATTGAGTACCTT
TTGCAAAAGGGATGGGTTCCTTGTTTGGAATTCGAGACTGAGCACGGATTTGTGTACCGTGAGCACCACAGGTCACCTGGATACTACGATGGCAGGTACTGGACCATGTGG
AAGTTGCCCATGTTCGGGTGTACTGATGCTACCCAGGTCTTGAATGAAGTCCAGGAGGCAAAGAAGGCTTACCCACAGGCCTGGATCCGTATCATCGGATTCGACAACGTGC
GTCAAGTGCATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGC
TGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGGAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCG
TTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAANGCGGGTAATANNNTTATCCACAGAATCNNGGGATAACGCNNNAAAGAAC
ATGTGAGCAAAANGCCAGCAAAANNCAGGAANCGTAAAAAGCNCNNNCTGGCGTTTTTNNNNNNNTCCNNCCCCNNACGAANNNATCNNAANNCNNNNNNNNNAAN
NNCNNNNNNGNNNNNNNNAANNCCNCNCN

2. Mellékelt abra A RUBISCO mRNS-ek Kkimutatiasahoz felszaporitott szakasz
szekvenalasi eredménye.
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Blast: 75-574 Solanaceae
Capsicum annuum ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit mRNA, complete cds

TCCTCTGCAGCAGTTGCCACCGGCGCCAATGCTGCACAAGCCAGCATGATTGCATCCTTC 72
N R RN R R NN R R RN RN RN AR NN
Sbjct 78 TCCACAGCRACTGTTGCCACCGGCGCCAATGCTGCACAAGCCAGCATGATTGCATCCTTC 137
Query 73 AATGGCCTTAARATCCGCAGCCTCTTTCCCTGTTACAAGAAAGCAAGACCTTGACATCACC 132
FEEEEEEEEEr et e e e e e e b e e e e e e e e b e e e b e
Sbjct 138 AATGGCCTTAAATCCGCAGCCTCTTTCCCTGTTACAAGARAAGCAAGACCTTGACATCACC 197
Query 133 TCCATTGCTAGCAATGGTGGAAGAGTCCAATGCATGCTGGTATGGCCACCAATTAACAAG 192
Frrrrrereerrerrrererreeret  rre e e e e e e e e e e
Sbjct 198 TCCATTGCTAGCAATGGTGGAAGAGTGGAATGCATGCTGGTATGGCCACCAATTAACAAG 257
Query 193 AAGAAGTACGAGACTCTTTCATACCTTCCTGATTTGTCCGACGAGCAATTGCTCAAGGAA 252
FEEEEEEEEE et e e e e e e e b e bbb e e e e e b e e e e
Sbjct 258 AAGAAGTACGAGACTCTTTCATACCTTCCTGATTTGTCCGACGAGCAATTGCTCAAGGAA 317
Query 253 ATTGAGTACCTTTTGCAAAAGGGATGGGTTCCTTGTTTGGAATTCGAGACTGAGCACGGA 312
FEEEEEEEE et e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 318 ATTGAGTACCTTTTGCAAAAGGGATGGGTTCCTTGTTTGGAATTCGAGACTGAGCACGGA 377
Query 313 TTTGTGTACCGTGAGCACCACAGGTCACCTGGATACTACGATGGCAGGTACTGGACCATG 372
FEEEEEEE e e e bbb e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 378 TTTGTGTACCGTGAGCACCACAGGTCACCTGGATACTACGATGGCAGGTACTGGACCATG 437
Query 373 TGGAAGTTGCCCATGTTCGGGTGTACTGATGCTACCCAGGTCTTGAATGAAGTCCAGGAG 432
PEEEEREEE et e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 438 TGGAAGTTGCCCATGTTCGGGTGTACTGATGCTACCCAGGTCTTGAATGAAGTCCAGGAG 497
Query 433 GCAAAGAAGGCTTACCCACAGGCCTGGATCCGTATCATCGGATTCGACAACGTGCGTCAA 492
PEErrrerrrrrer e err e e e e e e et er e e e rrernet
Sbjct 498 GCAAAGAAGGCTTACCCACAGGCCTGGATCCGTATCATCGGATTTGACAACGTTCGTCAA 557
Query 493 GTGCA 497
(RN
Sbjct 558 GTGCA 562

3. Mellékelt abra A RUBISCO mRNS-ek kimutatasahoz hasznalt szakasz illesztése a
paprika Rubisco mRNS-re.

4. Mellékelt abra Virusatvitel a TRV-PDS reakciot szektorosan mutato paprikarol. A: A
szektoros tiinetet mutatd termés hosszmetszete B: A TRV specifikus probaval végzett
Northern blot képe (i: inokulalds napjan, 1: els6 mintavétel, 2. méasodik mintavétel).
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10.4. Tovabbi mellékletek

1. Mellékelt tablazat A vad paprikatételekrol felvett morfologiai tulajdonsagok a

v or

jellemzo atlagok és szorasok feltiintetésével.

Tipus Tulajdonsag Atlag Medidn Széras
Magonc hipokotil antocidnossaga 6,818182 9 3,736795
2 g Csokrossag 7,666667 9 3,113996
:E § Noduszok antocianossaga 9 9 0
;g } Portok antocidnossag 9 9 0
] Termés antocidnossag 1 1 0
Csipdsség 9 9 0
Habitus 1,5 155 0,522233
Elsé virag és a csokrok tavolsaga 2,5 2,5 0,522233
Antocian intenzitdsa 5 5 2,132007
Sz8rozottség 2,916667 2,5 2,151462
Levélszin 3,916667 3 1,880925
Levélalak 1,916667 2 0,288675
Levélszélhulldmosséga - 5 2,174229
levél keresztmetszeti profil 4,25 5 1,13818
Levélcsillogés 2\5 3 1,243163
Bimbaoallas 1 1 0
g Eretlen termésszin 3 3 0
§ Szinintenzitas 6,333333 6 1,302678
= Bogydallds 1 1 0
E Termés: Alak 3,833333 3 1,898963
= Termés: Metszetalak 2,75 3 0,621582
§ Termés: Alapi hullamzas 1,333333 1 0,778499
Termés: Nem alapi hullamzés 2 1 1,537412
Feluleti textura 1,416667 1 0,514929
Erett termésszin 3 3 0
Szinintenzitas 4,916667 5 0,668558
Fényesség 6 7 1,595448
Kocsanylreg 1 1 0
Csucs alakja 2,833333 3 0,834847
Kamrék szama 1 1 0
Husvastagsag 1825 1 0,452267
Kocsdnyvastagsag 1,166667 1 0,57735
Széarhossz 24,5 24 9,060403
Magassag 41,75 42 13,64568
% ; Levélhossz 34,68333 35:35 9,971672
© é Levélszélesség 19,65 18,9 4,982971
% }_ Terméshossz 10,725 10 3,875828
E = Termésatmérd 6,216667 6,4 1,39077
Termésarany 1,712086 1,67272 0,384741
Kocsanyhossz 17,07917 16,4 5,159081
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Mellékelt tablazat Az altalunk predikalt 5 legmagasabb expressziot mutato 1j

miRNS és a hozzajuk rendelt csillagszal- és prekurzorszekvenciak.

1D

miRNS szekvencia

Csillagszél szekvencia

Prekurzor szekvencia

can-mir-f01

AGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUG

GCUUGCAUCAUUGGUUCCCUCUAA

JAUUUUCGAAACAAGAAGUGGAGUUGCUCGGAUGGUAAGCAUCUUUCACAUCGAAUCUCAAAGUUACGGGUUCGAAUCGCUAGAAGAGCAAAAAGGAUGGA
[GCUCUUAGGUAGGGGUUAGUCUGAAUAAUCUUUAGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUGCAAAUGAUUCUGGAGACUCCAGAAUCAUUCUCAGCUUGCAUCA|
JUUGGUUCCCUCUAAUGUUUCUUCAGACUAAGUCCGUCCGAGGGGUUAGUC

-103,1

can-mir-f01

AGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUG

GCUUGCAUCAUUGGUUCCCUCUAA

[AUUUUCGAAACAAGAAGUGGAGUUGCUCGGAUGGUAAGCAUCUUUCACAUCGAAUCUCAAAGUUACGGGUUCGAAUCGCUAGAAGAGCAAAAAGGAUGGA
IGCUCUUAGGUAGGGGUUAGUCUGAAUAAUCUUUAGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUGCAAAUGAUUCUGGAGACUCCAGAAUCAUUCUCAGCUUGCAUCA|
lUUGGUUCCCUCUAAUGUUUCUUCAGACUAAGUCCGUCCGAGGGGUUAGUC

-103,1

can-mir-f01

AGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUG

GCUUGCAUCAUUGGUUCCCUCUAA

IAUUUUUGAAACAAGAAGUGGAGUUGCUCGGAUGGUAAGCAUCUUUCACAUCGAAUCUCAAAGUUACGGGUUCGAAUCGCUAGAAGAGCAAAAAGGAUGGA
GCUCUUAGGUAGGGGUUAGUCUGAAUAAUCUUUAGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUGCAAAUGAUUCUGGAGACUCCAGAAUCAUUCUCAGCUUGCAUCA|
lUUGGUUCCCUCUAAUGUUUCUUCAGACUAAGUCCGUCCGAGGGGUUAGUC

-103,9

can-mir-f01

AGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUG

GCUUGCAUCAUUGGUUCCCUCUAA

GGGGUUAGUCUGAAUAAUCUUUAGAGGGGUUCACUGAUGCAAGCUGCAAAUGAUUCUGGAGACUCCAGAAUCAUUCUCAGCUUGCAUCAUUGGUUCCCUC
UAAUGUUUCUUCAGACUAAGUCCGUCCGAGGGGUUAGUCCGAAUAAUCCUUAGAGGGAUCCAACGAUGCAAGCUGAAAAUAAUUCUGGAGUUGUAAAGAA
|UCUCCAGAAGUAUUAUCAACUUGAUCAUUGAAUCCCUCUACAGUUUCUUY

1204

can-mir-f02a

AGACUCCGAAUUCUGGAUCCGCCU

AGGCGAACUUAGGAUUUGGAGUCU

|AUCGAACGAAAAAAACACACGAACUAGUCAAAGGAGGUUCAAUAUCUACUAUAUAUCGUAAAAAAUAAUGUUAACUAUAUAAAAAUAUUACAGUUUUCUGA
[UGAAGAGGGUGAUGAAGAGGGUUAAGAUUAACACUUUGGCCGUAAGUUAGUUCUGCCCUUGGAGGCGAACUUAGGAUUUGGAGUCUCCGAGUGAUUGAA|
UCGAUAAGUCUACUUGGCACCCUGAGACUCCGAAUUCUGGAUCCGCCUCY

-65,9

can-mir-fo2a

AGACUCCGAAUUCUGGAUCCGCCU

AGGCGAACUUAGGAUUUGGAGUCU

GAACUAGUCAAAGGAGGUUCAAUAUCUACUAUAUAUC JAAUGUUAACUAUAL JUACAGUUUUCUGAL
GGGUUAAGAUUAACACUUUGGCCGUAAGUUAGUUCUGCCCUUGGAGGCGAACUUAGGAUUUGGAGUCUCCGAGUGAUUGAAUCGAUAAGUCUACUUGGC
JACCCUGAGACUCCGAAUUCUGGAUCCGCCUCUGAUUAUUAAUAACUGAUGAA

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

[AAGUAAACACAGAACUAGUCGAAGAUGGUUCAAUAUUUACUGUAUAUAUAUAUAUAUAUGUAUAAGAGUAACUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUAGUUU
UUUAUCGAAGGGGUUCAAAUCCCUUGUUCAUUAGUUGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGUCUCCGAUUAAUUUGACCGAUGGAUCUACUUGGCACCCGGAG
JACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGGCCUGAUGGAUAAUCUCAGGUCGUUU

75,6

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

[ACUACACAAUGUAACUUUAAAAAAUUUCUAGUUUUCUCGAGUUCAGUAUUUACUAAAUAAACAUAUAUUUUUUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUCGGUU
UUCGUCGAAGGAGAUUCAAUGAACCUCUUGUCCAUAAGUUGGCUCGGAUCUACGAUUUGGAGUCUCCGAUUAAUUUAACCAAUGACUUUACUUGGCACCC
|GGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGUGUGUGAGACCAAAUUCUUCAA

-56,2

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

[AGAAGUAAACACAGAACUAGUCGAAGAUGGUUCAAUAUUUACUGUAUAUAUAUAUAUAUAUGUAUAAGAGUAACUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUAGU
UUUUUAUCGAAGGGGUUCAAAUCCCUUGUUCAUUAGUUGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGUCUCCGAUUAAUUUGACCGAUGGAUCUACUUGGCACCCG
JAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGGCCUGAUGGAUAAUCUCAGGUCGU

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

[AUCACUACACAAUGUAACUUUAAAAAAUUUCUAGUUUUCUCGAGUUCAGUAUUUACUAAAUAAACAUAUAUUUUUUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUCG
GUUUUCGUCGAAGGAGAUUCAAUGAACCUCUUGUCCAUAAGUUGGCUCGGAUCUACGAUUUGGAGUCUCCGAUUAAUUUAACCAAUGACUUUACUUGGCA|
|CCCGGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGUGUGUGAGACCAAAUUCUY

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

CACUACACAAUGUAACUUUAAAAAAUUUCUAGUUUUCUCGAGUUCAGUAUUUACUAAAUAAACAUAUAUUUUUUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUCGGU
UUUCGUCGAAGGAGAUUCAAUGAACCUCUUGUCCAUAAGUUGGCUCGGAUCUACGAUUUGGAGUCUCCGAUUAAUUUAACCAAUGACUUUACUUGGCACC
|CGGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGUGUGUGAGACCAAAUUCUUCA

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

CUACACAAUGUAACUUUAAAAAAUUUCUAGUUUUCUCGAGUUCAGUAUUUACUAAAUAAACAUAUAUUUUUUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUCGGUUU
IUCGUCGAAGGAGAUUCAAUGAACCUCUUGUCCAUAAGUUGGCUCGGAUCUACGAUUUGGAGUCUCCGAUUAAUUUAACCAAAUGACUUUACUUGGCACCC
|GGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGUGUGUGAGACCAAAUUCUUCAA

-56,3

can-mir-f02b

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

[UCACUACACAAUGUAACUUUAAAAAAUUUCUAGUUUUCUCGAGUUCAGUAUUUACUAAAUAAACAUAUAUUUUUUUUAAUCAUGUAUAAAUAGUAUCGG
UUUUCGUCGAAGGAGAUUCAAUGAACCUCUUGUCCAUAAGUUGGCUCGGAUCUACGAUUUGGAGUCUCCGAUUAAUUUAACCAAAUGACUUUACUUGGCA
ICCCGGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGUGUGUGAGACCAAAUUCUU

-59,7

AGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCU

UGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGU

|UCGAAAGAAGUAAACACAGAACUAGUCGAAGAUGGUUCAAUAUUUACUGUAUAUAUAUAUAUAUAUGUAUAAGAGUAACUUUAAUCAUGUAUAAAUAGU
JAUAGUUUUUUAUCGAAGGGGUUCAAAUCCCUUGUUCAUUAGUUGACGUGCAUCUAGGAUUUGAAGUCUCCGAUUAAUUUGACCGAUGGAUCUACUUGGC
JACCCGGAGACUUCGAAUCCUGGAUCCGCCUCUGGCCUGAUGGAUAAUCUCAG

75,5

can-mir-f02c

AGACUCCAAAUUCUGGAUCCGCCU

AGGCGAACUCAGGAUUUGAAGUCU

[AAAAAAACACACGAACUAGUCAAAGGGGUUUCAAUAUCUACUAUAUAUCAUAAAAAAUAAUGUUAACUAUAUAUAAAUAUUACAGUUUUCUGAUGAAGAG
IGAUUAAGAUGAACACUUUGGCCAUAAGUUAGUUCUGCCCUUGGAGGCGAACUCAGGAUUUGAAGUCUUCGAGUGAUUGAAUCAAUAAGUCUACUUGGCAC]
|CCUGAGACUCCAAAUUCUGGAUCCGCCUCUGCUGAUAGAUAUCAACUAGA

56,7

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

|AUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGAAAAAUAAA
IGAUAGAAGGAUAGAAUAACCAAGAUAGGAAGAUAGACACGAAAUUGAUACCGAAAGCGCAAGUGAAGGAUGUAUCAAAUCCUAAAACCUCCAUUAAUGACU
JAUCAAUAGGCAUACUCUUACGGUGACCACAAAGGGGAUUAGAUCGCCCY

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

JAUUCUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAG
[ACGCGAAAAAUAAAGAUAGAAGGAUAGA

-84,1

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

JAUUCUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAG
|ACGCGAAAAAUAAAGAUAGAAGGAUAGAAU

-85,9

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

[AUUCUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAG
[ACGCGAAAAAU. CAAGAU, UAGACACGAAAUUGAUACCGAAAGCGCAAGUGAAGGAUGUAUCAAAUCCUAAAAC
ICUCCAUUAAUGACUAUCAAUAGGCAUACUCUUACGGUGACCACAAAGGGG

-98,4

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

[CCCUUUGCGAUCACC UUAAGUGCCUAUUGAUAGUUAUL JUUAGGAUUUGAUACAUCCUUCGAUUGCCCUUUCAGUAUCAAUUY
UGUGUCUAUCUUCUCAUUUUGGUUAUUCUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUU
JAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGAAAAAUAAAGAUAGAAGGAUAGA

-107,9

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

ICUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAGACG!
GAAAAAUAAAGAUAGAAGGAUAGA

-83,1

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

ICUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAGAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAGACG!
UAACCAAGAU. UAGACACGAAAUUGAUACCGAAAGCGCAAG

-83,8

can-mir-f03

CGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGA

UUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCU

CUUUGCGAUCACCGUAAGAGUUAAGUGCCUAUUGAUAGUUAUUAAGGGAGGUUUUAGGAUUUGAUACAUCCUUCGAUUGCCCUUUCAGUAUCAAUUUUG
|UGUCUAUCUUCUCAUUUUGGUUAUUCUAUCCUUCUAUCUUUAUUUUUUGCGUCUUAGAUUCGAGUUCUCGUGAGUCGAUUCGUAUCAUUUGGUAUUAG
JAGCCACGAGGACUCGAAUCUAAGACGCGAAAAAUAAAGAUAGAAGGAUAGAAU

-109,9

can-mir-f04

UCCAGUUGGACAGGUAUAUGCC

CAUAUAUUUGCCUAACUGGACC

JUUAUCUUAUCGUAUGACUGGACACAAAGUUUUAAGUU, JUUGUUAUAACACGCUUAAAUUUUGCGGGAAUU
ICUAUGAUUCACCUCGACUAUUUAUUAUCGUACUUCUGUGUCAUAUAUUUGCCUAACUGGACCACUAUGUGAAUACUCAUACACUGAGCAUGUGAGGGUUU
IGAAGUGGUCCAGUUGGACAGGUAUAUGCCACAAAAAUACGUAAUAAAUAGU

716

can-mir-f04

UCCAGUUGGACAGGUAUAUGCC

CAUAUAUUUGCCUAACUGGACC

UUUAUUAUUUUGUUUUCUUCUUAUCUUAUCGUAUGACUGGACACAAAGUUUUAAGUL JUUGUUAUAACA(]
GCUUAAAUUUUGCGGGAAUUCUAUGAUUCACCUCGACUAUUUAUUAUCGUACUUCUGUGUCAUAUAUUUGCCUAACUGGACCACUAUGUGAAUACUCAUA|
ICACUGAGCAUGUGAGGGUUUGAAGUGGUCCAGUUGGACAGGUAUAUGCCAC

65,5

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

[AACGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAG
IAGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUAUCAGAAAGAUUCCUAUUUUAAAAAUAAUUUAUUUUGAUCGAAAUUUC
lUUGUUAUAUUAUGUCAUUUAGAAUUGUGAAUACGCGUAACCAGGUGUGAGG

-93,4

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

|ACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAGUAGGAAUCGUUACCGACAUUAAC|
IGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGAGU
JUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUA

-94,3

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

UUACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAAUAGGAAUCGUUACCGACAUUA|
IACGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGA
IGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUGUUUUAAACCAAAAACGUUAC

99,6

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

[UUACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAGUAGGAAUCGUUACCGACAUUA|
CGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGA
IGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUAC

94,3

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

[UUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGAGUU
GUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUAUCAGAAAGAUUCCUAUUUUAAAAAUAAUUUAUUUUGAUCGAAAUUUCUUGU
UAUAUUAUGUCAUUUAGAAUUGUGAAUACGCGUAACCAGGUGUGAGGAAUA

-88,1

can-mir-f04

UCCAGUUGGACAGGUAUAUGCC

CAUAUAUUUGCCUAACUGGACC

[UUAUCUUAUCGUAUGACUGGACACAAAGUUUL I JUUGUUAUAACACGCUUAAAUUUUGCGGGAAUU
ICUAUGAUUCACCUCGACUAUUUAUUAUCGUACUUCUGUGUCAUAUAUUUGCCUAACUGGACCACUAUGUGAAUACUCAUACACUGAGCAUGUGAGGGUUU
GAAGUGGUCCAGUUGGACAGGUAUAUGCCACAAAAAUACGUAAUAAAUAGU

716

can-mir-f04

UCCAGUUGGACAGGUAUAUGCC

CAUAUAUUUGCCUAACUGGACC

UUUAUUAUUUUGUUUUCUUCUUAUCUUAUCGUAUGACUGGACACAAAGUUUUAAGUUAAAAAGGAGAAAAAAGUUUGAAAAUAAAAUUUGUUAUAACAC|
GCUUAAAUUUUGCGGGAAUUCUAUGAUUCACCUCGACUAUUUAUUAUCGUACUUCUGUGUCAUAUAUUUGCCUAACUGGACCACUAUGUGAAUACUCAUA|
ICACUGAGCAUGUGAGGGUUUGAAGUGGUCCAGUUGGACAGGUAUAUGCCAC

-65,5

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

JAACGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAG
IAGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUAUCAGAAAGAUUCCUAUUUUAAAAAUAAUUUAUUUUGAUCGAAAUUUC
lUUGUUAUAUUAUGUCAUUUAGAAUUGUGAAUACGCGUAACCAGGUGUGAGG

-93,4

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

|ACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAGUAGGAAUCGUUACCGACAUUAAC|
GUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGAGU
IUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUA

94,3

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

UUACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAAUAGGAAUCGUUACCGACAUUA|
IACGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGA
IGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUGUUUUAAACCAAAAACGUUAC

99,6

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

UUACAAAACUAGAAUAUAAACGUUGUUCGCAGCAACAUAUUAGGUUUUCAAAAAAUUAACAGACCAAAACGGCAUUAAAGUAGGAAUCGUUACCGACAUUA]
CGUUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGA
IGUUGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUAC

94,3

can-mir-f05

AUGACGACGAGACUCUGCAAGUCU

GCAGAGUUGUAGAGUCUCGUUACU

[UUUUUGGCUUAAAACAUUACCAAUGACGACGAGACUCUGCAAGUCUGCCACAUCAAACUCUGUAGAGUUUGAUAAUUGGCAGAGUGCAUGUGGCAGAGUU
IGUAGAGUCUCGUUACUGUUGGUAAUAUUUUAAACCAAAAACGUUACUAUCAGAAAGAUUCCUAUUUUAAAAAUAAUUUAUUUUGAUCGAAAUUUCUUGU
UAUAUUAUGUCAUUUAGAAUUGUGAAUACGCGUAACCAGGUGUGAGGAAUA

-88,1
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11. Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom a témavezetomnek, Dr. Havelda Zoltannak, a kisérletek szakmai vezetését,
megosztott tudasat, a laborban és a publikaciokon végzett kozos munkat, és azt, hogy tagja

lehettem a csoportjanak.

Ko6szonom Dr. Taller Janosnak, hogy mint témavezetom, mind szakmai, mind emberi
szempontbol végig mellettem allt és lehetdségeihez mérten maximalisan segitette a doktori

munkamat.

Koszonettel tartozom Dr. Kocsis Laszlonak, és Dr. Anda Angélanak, a doktori iskola

vezetdinek, a kutatasi t¢émam és a Phd képzésben valo részvételem tdmogatasaért.

Ko6szonom Dr. Burgyan Jozsefnek, Dr. Bosze Zsuzsanak és Dr. Olasz Ferencnek, az
intézet  foigazgatdinak, hogy tamogattdk a  Mezdgazdasiagi  Biotechnoldgiai

Kutatokozpontban folytatott kisérleteimet és figyelemmel kisérték munkamat.

Kiilon koszonetet érdemel Dr. Varallyay Eva és segitd tanacsai, Stletei, batoritasa, és a
rengeteg 1d6 ¢és figyelem, amit a témdnak, szakmai és személyiségbeli fejlddésemnek

szentelt.

Koszonettel tartozom dr. Olah Enikének azért a rengeteg mindenért, amit a laborban Téle

tanulhattam meg, és a kozdsen végzett munka roméért is.

Koszonom Balint Jeannettenek, a kisSRNS-ek kimutatdsadban végzett munkajat és azt, hogy

egylitt dolgozhatunk ezen a téman.

Halas vagyok dr. Nagy Tibornak, black007-nek, akinek vitathatatlan szerepe volt az adatok
bioinformatikai feldolgozasaban ¢és neki kdszonhetem, hogy bevezetett a python és a Unix
programozasi nyelvek bioinformatikai felhasznéalasdba. Biztosan tudom, hogy nézépontom

formalasaban is komoly szerepe volt.

Koszonom Tallerné Barna Piroskanak, hogy a Phd képzés adminisztrativ labirintusan
keresztiil vezetett, kiilon koszonom kedvességét, segitOkészségét és a barati hangvételii

beszélgetéseket.

Itt szeretném koszonetemet kifejezni Késa Arpadné Erzsébetnek a laborban nyujtott

technikai segitségéért és a laborban t61tott id6 vidam hangulatiivd varazsolasaért
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Koszonom dr. Salamon Palnak a doktori munkat megel6z6 kozos munkat. A virusologiai
munkdk sordn nyujtott szakmai segitségét., hogy altala tapasztalva ismerhettem meg
novény-virus kapcsolatokat, és szines elmondésaibol az emberi és kutatasi hattértorténeteket.
A munkam soran készitett rengeteg csodas fényképet, valamint mindenkori biztatasat €s az

évek soran tanusitott kifinomult kritikai és esztétikai érzékét.

Foldes Laszlonak is jar a kdszonet az tiveghdzi munkakban nyujtott segitségéért és az ott

elhelyezett kisérleti novényeim fejlodéséért tett faradozasaiért.

Koszonettel tartozom Baké Attila, dr. Mozsar Jozsef és dr. Szamosi Csaba nemesito
uraknak is, akikkel a doktori tématdl eltérd teriileten dolgozva rugalmassagukkal és batorito

szavaikkal tamogattak a doktori munka folytatasdban és befejezésében.

Ko6szonom az MBK Fejlédésbiologia ¢s Diagnosztika csoport minden tagjanak az egyiitt
toltott idot, tiirelmiiket €s minden apré segitségiiket, azt hogy egy csapatként dolgozhatunk,

vehettiink részt az MBK napokon és mas rendezvényeken is.

K06sz6n6m minden dolgozatban szerepld tarsszerzonek, hogy készségesen és rendkiviil rovid

1don beliil eljutattak hozzam a tarsszerzoi nyilatkozatokat.

Ko6szondm ocsémnek, Taller Baldzs Bonifacnak, hogy elolvasta és lelkiismeretesen

bejelolte az eliitéseket, nyelvtani €s stilisztikai hibakat.

Ko6szonom sziileim 0sztonzését, és elmondhatatlanul hélds vagyok feleségemnek a
tdmogatdsaért, kitartasaért, valamint, hogy a doktori munkaval jaré viszontagsagok kdzepette

mindvégig a tAmaszom volt.

A kutatast az NKFI-OTKA-K-109438 palyazat tamogatta.
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