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1. A munka elézményei

A kozelmultban felfedezett RNS-interferencia jelenség és az ezzel
Osszefliggé nem kodolo RNS-ek altal kifejtett szabalyzasi Gtvonalak
napjaink kiemelt, biologiai kutatasi témai koz€ tartoznak. A nem kodold
RNS-ek rendszerezésénél, a mikroRNS-eket, népszertiségiiknek is
koszonhetden, gyakran soroljak 6nalld kategoriaba.

A mMIRNS-ek rovid, fehérjét nem kodold RNS-ek, melyek altalaban sajat
prométerrel rendelkez6é endogén génekrdl (MIR gének) keletkeznek és
altaldban endogén gének poszt-transzkripcios gatlasaért felelosek. A
miRNS-eket kodolo gének szama nagysagrendileg megegyezik a
transzkripcios faktorok szamaval. A nagyhatasi miRNS ekre jellemzo,
hogy alapvet6 funkciok vagy ndvényi hormonok szabalyozdi és tobb
szovet fejlddésében is fontos szerepet jatszanak.

Az 1) generacios mélyszekvenalasi technologidk megjelenésével
nemcsak a genomok, de a nem kodold6 RNS-ek és a kisRNS-ek
szekvenalasanak koltség- és 1ddigénye is jelentdsen lecsokkent, €s
lehetségess¢ valt az RNS-ekre vonatkoz6 szekvenciainformaciok
tomeges gytijtése. Szamos névényi miRNS-t azonositottak kisérletesen
vagy josoltak meg a kisSRNS-adatbézisok bioinformatikai vizsgalataval.
A kozzétett miRNS-szekvencidk és annotaciok Gsszegytijtésére, MirBase
néven kiilon adatbézist is létrehoztak.

A Kkiilonboz0 novényfajok miRNS-szintli  dsszehasonlitasaval
azonositottak un. konzervativ miRNS-eket, amiknek a szekvencigja,
célmolekuldja és funkcidja is megbrzodott a ndvényi evolicid soran.
Tobb mMiRNS—re jellemz6 a n6vénycsaladra, fajra, szovetre vagy
stadiumra specifikus expressziés mintazat vagy a komyezeti hatasra
bekdvetkezo aktivitasvaltozas.

Az étfogd szekvendlasi projektek nagyszamu szekvenciaismerettel
gazdagitjak bioldgiai ismereteinket, azonban az egyes gének és kisSRNS-
ek funkidjarol kevés informécioval szolgdlnak. A szekvencidkhoz
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kapcsolt funkciok feltardséhoz és megértéséhez mas biotechnologiai
modszerek alkalmazasaval juthatunk el.

A virusok altal indukalt (VIGS) géncsendesitési modszer a gyorsasaga,
egyszertisége ¢s koltséghatékonysaga miatt sok ndvényfaj esetén elétérbe
keriit a korlilményes ¢és koltséges transzformaciot —igényld
megoldasokkal szemben. A specifikus VIGS vektorok elGallitasahoz a
vizsgalt gén egy szakaszat egy jol jellemzett ndvényi virus genomjaba
épitik be. Az igy eldallitott rekombinans virus képes a gazdanGvényt
megfertézni, sejtjeiben elterjedni és a célgén expresszidjaban szekvencia-
specifikus gatlast indukélni. Az indukalt RNS interferencia jelenség,
olyan mértékili expressziocsokkenést okoz, ami képes a gén csokkent
miikddésére jellemz0 n. ,.knock-down” fenotipus kialakitasara.

A VIGS Kkisérleti rendszer mindig fligg a vizsgalt névényfaj és a
felhasznalt virus kozti kapesolattol, ezért ha egy meglévo vektort Gj
fajban, szovetben, vagy fejlodési stadiumban szeretnénk felhasznalni,
el6szor egy riportergént tartalmazo konstrukcioval célszerii letesztelni a
rendszert.

A paprika (Capsicum annuum L.) az egyik legfontosabb és legszélesebb
korben termesztett zOldség €s fliszemovény. A paprika termésfejlodés
kordbbi vizsgilatai sorin a metabolitok szintjgben és az
enzimaktivitisban is jelentds stadium-, szovet- és fajtaspecifikus
eltéréseket talaltak, de ezt a folyamatot kevesen vizsgaltak az mRNS-ek
és még kevesebben amiRNS-ek szintjén. A kozelmultban elérhetove valt
paprikagenom  jelentésen megkénnyiti a nagy mennyiségl
RNS-leolvasasok feldolgozasat €s annotaciojat.



2. Célkitiizések
1. A kutatasi program f0 célja, hogy egy jol miikddo vizsgalati rendszert
allitson fel, és ennek felhasznalasaval (1 mikroRNS-eket azonositson, €s
részletes adatokat szolgaltasson a paprika termésfejlddése soran kialakuld
MIRNS-szintii expresszios valtozasokrol és kolesonhatasokrol.

2. Modszertani célként tliztiik ki, hogy a kordbban modellndvényeken
(Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana) leirt, és sikerrel
alkalmazott modszereket (RNS-kivonas, kisSRNS-konyvtar készités,
KisRNS-hibridizacio, virus indukalta géncsendesités) adaptaljuk paprika
novényekre.

3. Ezeknek az adaptlt modszereknek a felhasznaléséval tervezzik
meghatirozni a paprika termésszoveteibdl (hus, mag, placenta)
kiilonboz6 idépontokban vett mintak kisSRNS-profiljat. Az igy nyert
szekvencidk felhasznalasaval képet kapunk a konzervativ, kordbban
publikalt, paprikaspecifikus miRNS-ek eléfordulasardl, és lehetdségiink
lesz ezek bioinformatikai mddszerekkel valo jellemzésére is. A
szekvenalas eredményeibdl kiindulva kereshetiink a paprikatermésre
jellemzd, 0j, eddig le nem irt miRNS-eket is.

4. Célunk, hogy amiRNS-szintii vizsgalatainkba a termesztett paprika (C.
annuum var. annuum) és vadon él6 ése, amadarpaprika (C. annuum var.
aviculare) faj egyedeit bevonjuk és meghatarozzuk a rajuk jellemz6
mIRNS-profilokat. Ezek részletes Gsszehasonlitasaval lehetdségiink lesz
a domesztikacio soran a termesztett valtozatban megjelent ij miRNS-ek
és kizarolag a vad fajban fennmaradt miRNS-ek azonositasara is.

5 Az eltérd szovetek, fejlodési stadiumok kisRNS mintazatainak
differencialexpresszios 0sszehasonlité elemzésével célunk a szignifikans,
feltételezhetden biologiai funkcidt is rejtd, miRNS kiilonbségek feltarasa,
¢s igazolhatdan szovet-, illetve stddiumspecifikus expressziot mutatd
MIRNS-ek azonositasa.



3. Anyag és modszer

Novényanyag

A miRNS alapt vizsgalatainkhoz a ‘Fehér 6z0n’ fajtat és a Capsicum
annuum var. aviculare fajhoz tartozo, a “Tepin’ és Pequin néven szerepld
tételeket hasznaltuk. Az altalunk vizsgalt vadpaprika tételek esetén
komoly morfologiai kiilonbségekre lettiink figyelmesek, ezért tobb
tulajdonsag figyelembevételével egy anyandvényt jeldltiink ki. A VIGS
vizsgalatokban a ‘Fehér 6z6n’ és a *Javitott BogyiszIoi® fajta novényeit
fertéztiik meg. A TRV-VIGS konstrukciokat — fertozott Nicotiana
benthamiana novények nedvét felhasznalva passzaltuk a paprika
novényekre.

Virus indukalta géncsendesitési rendszer elemei

A TMV ¢ a PVX alapt vektorok esetén in vitro transzkriptumot
allitottunk el6, és a novények fertézéséhez 2-2 levelet inokulaltunk. A
TRV-VIGS vektorok esetén a TRV1 és TRV2 konstrukciot C58C1
agrobaktérium torzsben szaporitottuk fel, és ennek segitségével is juttattuk
be fiatal Nicotiana benthamiana névények levelébe. A tiinetek és a PDS
reakcid megjelenése utan a kivalasztott dohanylevelek nedvét felvittik a
paprikandvényeink karburundummal beszort leveleire.

RNS-kivonas és konyvtarkészités

A pollenszoras id6pontjat kovetden 4 kiilonbdzo iddpontban vett
biologiai mintakbol a TRI® Reagent RNA Isolation oldat hasznalatin
alapuld kivonasi modszerrel megbizhatoan, megfeleld mennyiségii és
tisztasagt RNS-t sikertilt kivonni. Ezt a modszert sikerrel alkalmaztuk a
termések, a magok és a fert6zott levelek esetén is. A kivont RNS-ek
mindségét gélelektroforézissel és spektrofotométerrel (NanoDrop 2000)
is ellendriztiik. A kivalasztott, j6 mindségii RNS-kivonatokat akrilamid
gélen futtattuk meg, és a kisRNS-tartomanyt a gélen kijeloltitk és szike
segitségével kivagtuk. A kivagott gélbol visszanyert és tisztitott RNS-eket
hasznaltuk a konyvtarak elkészitéséhez. A kisRNS-konyvtarakat a
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Truseq Small RNA Sample Prep Kit (lllumina, CA, US)
felhasznalasaval, a gyartd utasitasai szerint hoztuk létre. A CDNS
konyvtarak mindségét és  koncentriciojat  gélelektroforézissel
yraellendriztiikk és a jol sikeriilt konyvtarakat 8-8 indexelt mintat
tartalmazo csoportban kiildtiik el Hlumina HiSeq 2000 platform-on valo
szekvenalasra.

Bioinformatikai analizis eszkoztara

A mikroRNS-vizsgalathoz, a sziirt tiszta leolvasasokat a Capsicum
annuum cv. CM334 genomra illesztettiik. A konzervativ miRNS-eket a
MirProf segitségével azonositottuk a miRNS ek online adatbazisaban
szerepl6 szekvenciakhoz vald hasonlosaguk alapjan. Az uj miRNS-ek
bioinformatikai azonositasahoz, a MirCat és miRDeep-P szoftvereket
parhuzamosan hasznaltuk. A két adatszett egyesitését és a sziikséges
sziiréseket Phyton szkriptek segitségével végeztiik el.

A nyers expresszios értékek meghatirozasahoz a Patman programot
hasznéltuk. A differencidlexpresszids vizsgalatokhoz a DESeq2 t
alkalmaztuk a nyers abundancia matrixon. A differencidlexpresszios
vizsgalat eredményeinek megjelenités¢hez MA-diagramokat és
Osszesitett hotérképeket készitettiink.

A vizsgalt miRNS ek célpont-RNS einek az azonositasahoz a
PsRNATarget programot hasznaltuk, és a’Zunla 1” fajtan leirt €s annotalt
génszettet adtuk meg referencia génlistaként. A génekre vonatkozo
panther fehérjeosztalyok €s a GO Slim gén ontologiai analizishez a
legijabb panther adatbézist hasznaltuk.

RNS-ek kimutatasa, vizsgalata
Northem blot hibridizacios technikakat alkalmaztunk a szekvenalasi

adatok megerdsitésére, az endogén névényi gének expresszios szintjeinek
meghatarozasara és a virusvektorok kimutatasara is.

Mindharom esetben sziikséges volt az RNS-ek méret szerinti
elvalasztasa, ezt a kis-RNS-eknél 8M wurea tartalmi 12%-0S
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polyakrilamid gélen végeztiik el. A VIGS vektorokkal fert6zott novények
vizsgalata soran 1,2% os agardz gélt és 100 V kortili gyorsitofesziiltséget
alkalmaztunk. Az endogén gének vizsgélata soran a gélelektroforézist
1,2%-0s, formaldehides, denaturald gélen, 4 C° on és 80 V
gyorsitofesziiltséggel hajtottuk végre.

Az RNS-cket a gélb6l membranra vittik és a sziikséges elkezelések utan
a protokolinak megfeleld hdmérsékleten hibridizaltuk. A hibridizacio
utan, a nem ko6todott probak eltavolitisahoz tobb Iépésben, eltérd
kocentracioja SSC oldattal mostuk a membranokat. A membranokat
exponald kazettaba helyeztiik és a kibocsatott radioaktiv jeleket X-RAY
rontgen film segitségével tettiik lathatova. Az exponalasi id6 a
membranon mért radioaktiv sugarzas intenzitasatol fliggden pér perctol,
tobb napig valtozott.
A miRNS-ek kimutatasahoz specifikus radioaktivan jelolt DNS- vagy
ZLNS- oligokat hasznaltunk. Az endogén gének egy darabjat cDNS bol
kiindulva PCR reakcioval Szaporitottuk fel és klonozo vektorba ligaltuk.
A kivélasztott baktériumtelepekbdl izolalt plazmidokat restrikcios
emésztéssel és szekvenalassal is ellendriztiik, és a késObbiekben ezeket
hasznaltuk templatként a specifikus PCR-termékek eldallitsa soran

4. Eredmények
Morfologiai felvételezés
Az altalunk vizsgdlt tételek esetén komoly morfologiai kiilonbségekre
lettiink figyelmesek, ezért 40 morfologiai tulajdonsagot felvételeztiink, és
részletes leirast készitettiink a kapott genetikai anyag egyes ndvényeirdl.
A ‘Tepin’genotipusbol 11 ndvényt neveltiink fel termésérésig €s
vonalkialakitds céljabol kivalasztottunk egy az &si tulajdonsagokat
leginkabb hordoz6 vadpaprika egyedet.



Virus indukalta géncsendesités lehetoségei paprikaban

Az eredményeink megmutattak, hogy a Capsicum annuum kiilondsen
érzékeny a VIGS vektorokkal valo fertézésekre. A PVX-alapu vektor
funkcidazonositasra az altala kivaltott stlyos nekrotikus tiinetek miatt
paprikan nem alkalmazhato. A TMV ésa TRV esetén enyhébb tiineteket
¢s hat¢kony géncsendesitést tapasztaltunk.

Mindkét virusalapu vektor esetén az altalunk vizsgalt haztartasi gének
expresszios szintje jelentésen megvaltozott, ezért a VIGS vektorok
paprikan valo alkalmazasa soran az indukalt valtozasokat a qPCR alapu
vizsgalatok mellett javasolt mas, hibridizacid alapi modszerrel is
nyomonkdvetni.

A KisRNS-konyvtarakbol kapott szekvenciak

Minden vizsgalt stadium, szovet és genotipus esetén két biologiai
1smétlésbol készitettiink konyvtarakat. Az elkésziilt 20 kisSRNS-konyvtar
Osszesen tobb, mint 235 millid leolvasast tartalmazott.

A 235 milli6 nyers szekvencidbol tobb sziirési 1épés segitségével kizartuk
az adapter, az mvalid, az alacsony abundancidji és az rRNS ¢s tRNS
adatbézisra illeszkedd szekvencidkat. A nyers szekvencidk 45,6 %-a
atment az altalunk felallitott Osszes sziirési 1épésen. Az Gsszes kapott
kisRNS-szekvencia 9543%-a az elvart 21-24 nt mérettartomanyba
tartozott, a szekvencidk tobbsége (52,5 szazaléka) mas fajokban
tapasztaltakkal megegyezoen 24 nt hossziisagu volt.

A kisSRNS-ek méreteloszlasa jelentds eltéréseket mutatott az egyes
mintakban, és minden szovet esetén tapasztaltunk a méreteloszlasban a
szovetre jellemzé tulajdonsdgokat. A terméshisban a 21 nt-0S
szekvencidk kiugréan magas ardnyban fordultak eld. Ezek az eltérések
alapjan feltételezhetd, hogy az egyes szovetek fejlodési folyamataiban
specifikus, méretiikben is kiilonbozo szabalyozo kisRNS-ek vesznek
1észt.
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KisRNS-ek azonositasa és csoportositasa

A 20 kisSRNS-konyvtarbol szarmazd szt és genomra illesztett
szekvencidkat a MirProf program segitségével illesztettiik a miRBase
adatbazisra. Az illesztés soran 2033 miRNS-azonositoval mutattunk ki
egyezést. Tobb sziirési 1épés alkalmazasa utin az altalunk elfogadott
konzervativ miRNS-lista 40 konzervativ miRNS-csaladba tartozo, 217
egyedi szekvenciat tartalmazott.

A Capsicum-specifikus miRNS-ek kozé azokat a szekvenciakat soroltuk,
melyek korabbi, paprikaval foglalkozé tanulmanyokban j miRNS-ként
kertiltek leirasra. Ezekbdl a szekvencidkbol egy 68 egyedi szekvenciat
tartalmazo listat hoztunk 1étre.A 68 szekvencia koziil Patman illesztéssel
42-t talaltunk meg a sajat adatszettiinkben.

2017-ben megjelent még egy tanulmany (Liu et al., 2017), amiben
kutatdesoportunkat megel6zve 1 miRNS-eket irtak le paprika mintakbol.
Ez a tanulmany 310 j, foleg 24 nt hosszi miRNS-t tartalmaz, és
mindossze 1 szekvencia atfedést mutat a kordbban emlitett
tanulmanyokban leirt szekvenciakkal. A mi adatainkkal 6sszevetve négy
olyan miRNS-t talaltunk, ami mindkét adatszettben szerepelt, ezeknek a
MIRNS-eknek a jel6lésére az altaluk hasznalt azonositokat hasznaltuk, és
ezeket a szekvencidkat az 1) miRNS-ek koziil a paprikaspecifikus
MIRNS-ek koz¢ helyeztiik at.

Az 1), eddig ismeretlen miRNS-ek felfedezéséhez a miRDeep-P és a
miRCat parhuzamos hasznalataval, ¢s a megfeleld 1épéseknél beiktatott,
optimalizalt szlirések alkalmazasaval kialakitott folyamatsor segitségével
73 1y potencidlis miRNS-t tudtunk azonositani. Ezek jellemzéséhez
meghataroztuk a szekvenciahosszakat, a kezd6 nukleotid és az atlagos
GC tartalomértéket is. Az Uj prediktalt miRNS-eken beliil
szekvenciahasonlosag alapjan 6 1j legalabb kéttagh miRNS-csaladot
tudtunk kialakitani.
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KisRNS szekvenalas eredményeinek validalasa

A validalés sordn kiilon vizsgaltuk a korai termésekbdl és a késobbi
magbol, placentabdl és terméshiisbol késziilt RNS-kivonatokat. A
validalashoz a kisSRNS Northemn blot médszerét és jelolt DNS és ZLNS
oligoprobakat alkalmaztunk.

A vizsgalt mintdk kozott bizonyos miRNS-ek esetén a leolvasasok
szamaban nagymértékii eltérést talaltunk. A legtobb vizsgalt miRNS
esetén a kisRNS Northern blot technika segitségével, a vizsgalt mintak
kozotti mennyiségbeli kiilonbségeket hibridizacios rendszerben is ki
tudtuk mutatni. Az altalunk vizsgalt miIRNS-ek koziill a vonatkozo
leolvasasok mennyisége alapjan 36-ra volt jellemzd a markéns
szovetspecifikus expresszio. Tobb, ilyen miRNS esetén a feltételezett
specifikus expressziot hibridizacioval is igazoltuk. A  Northem
hibridizacios vizsgalatok eredményei j6 egyezést mutattak a szekvenalasi
adatokkal, bar egyes esetekben komoly eltérésekkel is talalkoztunk.

A Northem ¢és a szekvendldsi adatok Osszevetése alapjan a
nagyateresztOképességli modszerrel gylijtott kisRNS-re és mintara
jellemz6 leolvasasok mennyisége, felhasznalhaté a fejlédési folyamat
soran a miRNS-ek differencialis expresszios analizisére. A deseq? alapa
differencial expresszids vizsgalatot tobb megkdzelitésben is alkalmaztuk.
Differencialexpresszios vizsgalatok a termésfejlodés korai
szakaszaban

A korai staddiumok esetén lehetdségiink volt a két genotipus ¢és a két
stadium Osszehasonlitisara is.

A két genotipus Osszehasonlitiséhoz az abszcencia-preszencia és a
deseq2 modszert parhuzamosan hasznéltuk. A differencial expresszios
vizsgalat segitségével a két genotipus kozott a két stadiumot dsszesitve 25
szignifikdns valtozast mutatd egyedi miRNS-t sikeriilt azonositani. A
valtoz6 miRNS-ek koziil t©bb esetben mindkét stadiumban azonos
irAny szignifikans véltozast tapasztaltunk. A két vizsgélat alapjan azt
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talaltuk, hogy a természtésben 1évo fajtdban a vad valtozathoz képest 0j
MIRNS-¢k jelentek meg és bizonyos konzervativn miRNS-ek
expresszidja és felteheten a funkcionalis szerepe is lecsdkkent.

A két stadium Osszehasonlitasa sordn a Tepin esetén nem talaltunk
szignifikéns valtozast mutatdé miRNS eket. A "Fehér 6z6n’ esetén 10
valtozd miRNS-t talaltunk, ami azt mutatja, hogy a Tepinnel ellentétben
a ’Fehér 6z0n’ termésben a miRNS alapu szabalyzasban a miRNS-ek
expressziojanak az idobeli valtozasa is szerepet jatszik.
Differencidlexpresszios vizsgalatok a termésfejlodés késobbi
szakaszaban

A mMIRNS-¢k gyakran mutatnak szovetre jellemz6 expresszios
mintazatot, ezek feltarasahoz a termés kiilonb6z6 szoveteibol szarmazod
mintakat mind a 28 mind a 40 napos stadiumban Gsszehasonlitottuk. A
vizsgalataink sordn . kiugréan magas szamban talaltunk olyan miRNS-
eket, amelyek emelt expresszios szintet mutattak a magban de sikerdilt
azonositani, olyan miRNS-eket is amelyekre a his, illetve
placentaspecifikus expresszids valtozas volt a jellemzo.

A két vizsgalt idépont koz6tt mindhdrom vizsgalt szovettipus jelentds
morfologiai valtozasokon megy keresztiil. Ezeket a valtozasokat miRNS
szintli véltozasok is kisérik, a terméshusban 17, a magban 19 miRNS
esetén azonositottunk jelents expresszids valtozasokat. Azonban a
placentdban egyetlen olyan miRNS-t sem talaltunk, ami a két idépont
Osszehasonlitisaban megfelelt volna a szignifikans valtozas feltételeinek.
A vizsgalt miRNS-ek altal szabalyzott mRINS ek, gének és funkciok
A PsRNATarget segitségével mind a konzervativ, a paprikaspecifikus €s
az altalunk prediktalt miRNS-ekhez sikeriilt nagyszamu potencidlis
célpont mRNS-t azonositani. A predikalt célpont-miRNS kapcsolatok
kozott tobb olyat talaltunk, amit kordbbi tanulmanyok paradicsomban,
illetve paprikdban mint igazolt, vagy feltételezett miRNS-célpont
kapcsolatként neveztek meg.
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5. Kovetkeztetések és a javaslatok

A paprika termésfejlodés vizsgalataban a kKiSRNS-expresszios mintazatra
vonatkozoan atfogd, genomszintli és szovetspecifikus informaciot
gytjtottink. A 21 nt hosszi kisRNS molekulaknak a termésfejlédésben
jatszott fontos szerepét, az altalunk a terméshtisban tapasztalt kiugroan
magas aranyuk is alitimasztja.

A konzervativ. miRNS-profilok meghatarozasaval lehetévé valt az
azonositott paprikatermésre jellemzé miRNS-szekvencidk, és ezek
expresszios szintjeinek és szabalyzasi feladataiknak a rokonfajokkal
torténd Osszehasonlitasa.

Nagyszamu paprikaspecifikus és uj miIRNS-t azonositottunk az altalunk
vizsgalt mintdkban. Az ) miRNS-ek, az expresszios profiljuk és a
prekurzoratk megismerése nem csak a termésfejlodés molekuléris
hatterének megismerését és a meglévo fejlédésbioldgiai  és
domesztikaciés modelek pontositasit szolgalhatja, hanem a kapott
informaciok felhasznalhatoak lesznek mér kidolgozott miRNS-alapt
biotechnologiai modszerek fajra, termésfejlodeési stadiumra, illetve
szovetre specifikus valtozatanak kialakitasahoz is.

Az éltalunk azonositott miRNS-ek mindegyikéhez tudtunk potencialis
prekurzor-  és  csillagszal-szekvenciat  rendelni.  Ezeknek a
szekvenciainformécioknak a felhasznélasaval lehetséges a kivalasztott
prekurzorokrol torténd miRNS-ek érésének, biogenezisének molekuléris
vizsgalata.

A vizsgalt miRNS-ek altal szabalyzott mRNS-ek annotacidjaval képet
kaphatunk, arrdl hogy a miRNS-ek mely bioldgiai folyamatokban,
szabdlyzasi ciklusokban jatszanak dontd szerepet. A munka soran
gyljtott Osszetett informaciok lehetévé teszik adott folyamatokban
szerepet jatszO miRNS-ek és célpont-mRNS-ek kiemelését. Raadasul a
valasztott géneknek a dolgozatban bemutatott TRV vektor konstrukcioba
torténd beépitésével lehetdség nyilik a kiemelt mRNS-eknek akar
paprikatermésben torténd funkcionalis vizsgalatara is.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Paprikatermésekbdl és a termés kiilonbozo részeib6l 20 kisRNS-
konyvtarat készitettem el, ezekbol a konyvtarakbol 217
konzervativ é 42 paprikabol korabban leirt miRNS-t
azonositottam, Kkoziiliik tobbet hibridizacios technikaval is
detektaltam.

A kapott kisSRNS-konyvtarak méreteloszlasanak vizsgalataval
megallapitottam, hogy eltéro méreteloszlas jellemzo az egyes
szovetekre (placenta, hiis, mag). A husban eldszor figyeltem meg a
21 nt hosszi kisRNS-ek kiemelkedéen magas aranyat.

Két korabban leirt novényi miRNS-ek elorejelzésére hasznalt
bioinformatikai eszkoz (@ miRDeep-P é a miRCat)
felhasznalasaval, és a megfelel6 1épéseknél sziirések beiktatasaval
létrehozott miRNS-azonositasi folyamatsor alkalmazasaval 73 uj,
prekurzorral és csillagszal-szekcencidval jellemzett miRNS-t
azonositottam.

A ‘Tepin’és a ‘Fehér ozon’ genotipusokra elkésziilt miRNS-
profilok abszencia-prezencia vizsgalataval, 6 olyan miRNS-t
azonositottam, ami minden vizsgilt ‘Fehér 6zon’ fazisban és
szovettipusban megtalilhaté volt, és a ‘Tepin’mintak Kkoziil
egyikben sem fordult el6. A 6-bdol S miRNS esetén a genotipusok
kozti kiilonbséget differencidlexpresszios vizsgalattal is sikeriilt
megerdsitenem.
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V. A (differencidlexpresszios vizsgalat segitségével szovetek,

VI

VII.

genotipusok és fejlodési stadiumok kozott valtozo expressziot
mutaté miRNS-eket azonositottam. A magban 17, a hisban 11 a
placentaban 2 miRNS-t talaltam, ami mindkét staidiumban és
mindkét masik szovethez képest is eltéro szinten expresszalt. 3
MIRNS-t irtam le, aminek az expresszidja a két stadium kozott
mind a hisban mind a magban jelentdsen megvaltozott.

3 kiilonboz6é virus alapjan készilt VIGS vektort felhasznalva
megallapitottam, hogy a Capsicum annuum gazdanovény
rendkiviil érzékeny a VIGS fertozésekre. A VIGS modszer
vektortol fiiggden mas-mas hatast gyakorolhat a noévény
expresszios rendszerére, de minden esetben Lithato tiineteket és az
altalam  vizsgalt, gyakran alkalmazott haztartasi gének
expressziojanak jelent6s megvaltozasat tapasztaltam.

Az altalam alkalmazott TRV-VIGS vektorkonstrukcio az infiltralt
N. benthamiana-rol torténé atfertozéssel felhasznalhato a paprika
novények esetén a termésben valo géncsendesitésre is.

16



7. Publikacios jegyzék

Eléadasok idegen nyelven

Taller Denes, Balint Jeannette, Nagy Tibor, Endre Barta, Eva
Varallyay, Zoltan Havelda (2015): Genome wide investigation
of differential expression of sweet pepper (Capsicum annuum)
micro RNAs during fruit development. HUNGARIAN
MOLECULAR LIFE SCIENCES 2015, Eger (Hungary), p. 233
Balint, Jeannette ; Gyula, Péter ; Taller, Dénes ; Dalmadi,
Agnes ; Hamar, Eva ; Kis, Andras ; Szittya, Gyorgy ;
Varallyay, Eva ; Taller, Janos ; Havelda, Zoltin (2017):
Investigation of the regulation and activity of RNA interference
executor complexes in model and crop plants In: Molekularis
Elettudomanyi Konferencia 2017(2017) p. 171

Idegen nyelvii impakt faktoros cikk

E. Olah, R. Pesti, D. Taller, Z. Havelda, E. Varallyay (2016):
Non-targeted effects of virus-induced gene silencing vectors on
host endogenous gene expression. Archives of Virology (2016)
161:2387-2393 DOI 10.1007/s00705-016-2921-9

Hegediis A.*, Taller D.*, Papp N., Szikriszt B., Ercisli S., Halasz
J., Stefanovits-Banyai E. (2013): Fruit antioxidant capacity and
self-incompatibility genotype of Ukrainian sweet cherry
(Prunus avium L.) cultivars highlight their breeding prospects
Euphytica, Vol. 191, Issue 1, pp 153-164.

Taller, D., Balint, J., Gyula, P., Nagy, T., Barta, E., Baksa, I., ...
& Havelda, Z. (2018). Expansion of Capsicum annum fruit is
linked to dynamic tissue-specific differential expression of
iRNA and siRNA profiles. PloS one, 13(7), €0200207.

17



Taller, D., Balint, J., Gyula, P., Nagy, T., Barta, E., Baksa, I., ...
& Havelda, Z. (2018). Correction: Expansion of Capsicum
annum fruit is linked to dynamic tissue-specific differential
expression of miRNA and siRNA profiles. PloS one, 13(8),
€0203582.

El6adasok magyar nyelven

Taller D., Balint J., Nagy T., Varallyay K., Havelda Z.,
MikroRNS-ek azonositasa a paprika (Capsicum annuum)
termésfejlodése soran, PSAK XII. Pro Scientia Aranyérmesek
XII. konferenciaja. Absztraktkotet. pp: 35.

Taller D., Balint J., Nagy T., Varallyay E., Havelda Z.,
Capsicum annuum szabalyozé kisRNS-ek azonositisa 1j
generacios szekvenalassal, MBK napok 2014, Godollo

Taller D., Balint J., Nagy T., Taller J., Barta E., Varallyay E.,
Havelda Z., Termésspecifikus mikroRNS-ek azonositasa
paprikaban, Magyar Novénybiolégiai Tarsasag Fiatal
Novénybiolégusok 2015 Konferencidja, 2015. februar 6. Pécs

Taller D., Balint J. Havelda Z., A paprika genomszinti
megismerése Uj generaciés szekvenaldasi maédszerekkel,
Innovativ Kertészeti Kutatasok a Pannon Régiéban cimii MTA
PAB Kertészeti Munkabizottsaga tudomanyos iilése, 2014.
majus 14., Keszthely

Taller D. Az RNS-ek titokzatos vilaga, célkeresztben a paprika
MikroRNS-ek! Festetics Imre Mezdégazdasagi Biotechnolégia
Szakkollégium, 2013. 12.03., G6doll6.

Olah E, Pesti R, Taller D, Varallyay E, Havelda Z, Fiatal

Biotechnologusok Orszagos Konferencidja 2014 marcius 7.,
Szeged

18



Olah E., Pesti R., Taller D., Havelda Z., Varallyay E. (2014):
Vannak-e a VIGS-nek nem kivant mellékhatasai? (2014)
eloadas: MBK Napok, 2014, Godéllo, 2014, 12. 11.

Magyar nyelvii  eléadas  teljes  terjedelemben
megjelentetve

Taller Dénes, Balint Jeannette, Nagy Tibor, Varallyay Eva,
Havelda Zoltan, MikroRNS-ek azonositisa a paprika
(Capsicum annuum) termésfejlédése soran, PSAK XII. Pro
Scientia Aranyérmesek XII. konferencidja. Tanulmanykétet.
Liceum Kiadé 2015. pp: 134-138.

Magyar nyelvii szakcikk

Balint Jeannette , Kis Andras , Taller Dénes , Nagy Tibor ,
Barta Endre , Molnar Janos, Tusnady E. Gabor, Marincs
Ferenc és Havelda Zoltan.(2015), Az RNS-interferencia szerepe
a noévények patogénekkel szembeni védekezésében és a
fejlodésbiologiai folyamatokban, Novényvédelem 51 (12), 2015
p. 539-549.

Magyar nyelvil ismeretterjeszté cikk

Olah E, Taller D, Viarallyay E, Virusok a biolgia
szolgalataban, TermészetBivar 2014/5 12-14.

19









