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1. Kivonat

Az arpa a vilagon a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett gabonaféle kiemelkedo
takarmany- és ¢lelmiszeripari jelent6séggel. Genomja teljes egészében ismert, genetikai
alkalmazott kutatasi célu molekularis nemesitését. Mindezek mellett szoros rokonsagi kapcsolatuk
révén kivalé modellje a joval bonyolultabb genomszervezddésii €s nehezebben transzformalhatod
hexaploid kenyérbuzanak is.

Az RNS interferencia (RNSi) az dsszes eukariotaban — és igy a novényekben is — megtalalhato kis
szabalyoz6 RNS molekulakon és fehérjekomponenseken  alapulo genetikali
szabalyozomechanizmusok rendszere. Kulcselemei a duplaszaltt RNS prekurzorbol kis szabalyozo
RNS-eket kihasitdé Dicer-like (DCL), a végrehajtd Argonauta (AGO) és a jelsokszorozasért, 1j
prekurzorok létrehozasaért felelds RNS-fliggd RNS polimeraz (RDR) fehérjék. Ezeket a fehérjéket
¢s az 6ket kodolo géneket, illetve szamos elem funkciojat mar az elmult évtizedek soran publikaltak
a molekularis bioldgiai modellndvény Arabidopsis thalianaban. Ludfiiben 4 DCL, 10 AGO ¢és 6
RDR fehérjét ismeriink, ezt tekintjilk a magasabb rendii ndvényekre jellemz6 alapszabasnak. Az
Arabidopsis utan tobb gazdasagilag hasznos névény, mint a kukorica, rizs és paradicsom RNSi
gépezetét is leirtak, viszont az arparol egész a kozelmultig nem sziiletett hasonld publikacio, holott
a tobbi novényhez hasonloan fejlédésére, genomstabilitasdra és a patogénekkel szembeni
védekezOképességére is kihat az RNSI.

Jelen dolgozatban az eddig rendelkezésiinkre allo fajok adatait alapul véve bioinformatikai
modszerekkel prediktaltuk, majd expresszidvizsgalatnak vetettiik ala az arpa RNSi kulcselemeit: 5
HvDCL-t, 11 HYAGO-t, és 7 HYRDR-t. H6indukcio6t fedeztiink fel a HYAGO2, HYAGO6, HYRDR2
¢s HVRDR6a esetén. Egyes, feltehetdleg a genomstabilitasra hatdssal 1évo RNSi elemek ellen
(HvDCL3, HvDCL5, HvAGO4a, HVAGO6) CRISPR/Cas9 konstrukciot is terveztiink, hogy
génjiikben mutaciot létrehozva késobbi, az adott fehérje funkcidjanak megismerésére iranyulod
kutatasokhoz alapul szolgalhassanak. A létrehozott HYDCL3 és HYAGO4a vonalak nem mutattak
erés fenotipust, minddssze utdbbinal figyeltilk meg a virdgzas késését a kontroll novényekhez
képest.

Az arpa és buza kozos viruskartevdje a cirkularis DNS genommal rendelkezé buzatorpiilés virus
(WDV). Rovarvektorral terjedé patogénként az eddigi egyetlen hatékony védekezést ellene az
inszekticides novényvédelem jelentette. Jelen dolgozatban bemutatjuk egy a CRISPR/Cas9
rendszeren alapul6 biotechnoldgiai modszer tesztelését és miikodését, mely a virus genomjan ejtett
célzott hasitasok révén képes lehet inaktivalni a kérokozot. A bemutatott modszerrel nagyfoku

virustolerancia érhetd el stabil transzformans arpavonalakban.



2. Abstract

Genome editing in barley (Hordeum vulgare L.) using CRISPR/Cas9

Barley is among the world’s four most cultivated crops with great economic importance, and

due to its fully sequenced genome it is a good model of hexaploid bread wheat.

RNA interference (RNAI) is a genetic regulatory mechanism of eucaryotes based on small
RNAs and protein components, like small RNA producer Dicer-like (DCL), effector Argonaute
(AGO) and signal amplifier RNA-dependent RNA polymerase (RDR) enzymes, regulating
developmental processes, genome stability and pathogen defence mechanisms. These
components are well studied in model plant Arabidopsis thaliana, but our knowledge is more
limited in monocot crop plants, like barley, even though the physiological processes of these

plants are RNAI regulated too.

Based on bioinformatic data, we have found 5 DCLs, 11 AGOs and 7 RDRs in barley.
According to expression analysis HYAGO2, HYAGO6, HYRDR2 and HYRDR6a showed heat
induction under abiotic stress conditions. CRISPR/Cas9 constructions were designed to mutate
HvDCL3, HvDCL5, HVAGO4a and HVAGOG6. These components may play important role in
the RNAI genome stability pathway. Creating loss-of-function mutants, would help us to

understand their role in vivo.

Wheat dwarf virus (WDV) causes great yield loss in both wheat and barley production. In this
study we demonstrate a possible way to inactivate WDV using CRISPR/Cas9 system for cutting
the pathogen’s circular DNA genome. With this method high level of virus tolerance could be

achievable.



3. Abstrakt

Genomredigering i bygg (Hordeum vulgare L.) ved bruk av CRISPR / Cas9

Bygg er blant verdens fire mest dyrkede avlinger med stor skonomisk betydning. P4 grunn av

sitt fullsekvenserte genom er det en god modell av heksaploid bredhvete.

RNA-interferens (RNA1) er en genetisk reguleringsmekanisme av eukaryoter basert pa sma
RNA og proteinkomponenter som sma RNA-produsenter Dicer-lignende (DCL), effektor
Argonaute (AGO) og signalforsterker RNA-avhengig RNA polymerase (RDR) enzymer, som
regulerer utviklingsprosesser, genomstabilitet og patogen forsvarsmekanismer. Disse
komponentene er godt studert i modellplante Arabidopsis thaliana, men vér kunnskap er mer
begrenset i monokotplanter, som bygg, selv om de fysiologiske prosessene til disse plantene

ogsa er RNAi-regulert.

Basert pa bioinformatiske data, har vi funnet 5 DCL-er, 11 AGO-er og 7 RDR-er i bygg. I folge
uttrykksanalyse HVAGO2, HVYAGO6, HYRDR2 og HvVRDR6a viste varmeinduksjon under
abiotiske stressforhold. CRISPR/Cas9-konstruksjoner ble designet for & mutere HVDCL3,
HvDCL5, HYAGO4a og HVAGOG. Disse komponentene kan spille en viktig rolle i RNAI-
genomets stabilitetsvei. A skape tap-av-funksjon mutanter ville hjelpe oss & forsta deres rolle

in vivo.

Hvetedvergvirus (WDV) forarsaker stort avlingstap i bade hvete- og byggproduksjon. | denne
studien demonstrerer vi en mulig méte 4 inaktivere WDV ved & bruke CRISPR/Cas9-system
for & kutte patogenets sirkuleere DNA-genom. Denne metoden kan fore til hoyt toleranseniva

pa hvetedvergvirus.



4. Bevezetés és célkituzés

Az arpa (Hordeum vulgare L.) a vilagon negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett
gabona a buzat (Triticum aestivum), kukoricat (Zea mays) és a rizst (Oryza sativa) kovetden.
Fontos ¢lelmiszeripari és takarmanyalapanyag, tovabba a molekularis biologusok eldszeretettel
alkalmazzak a buza modelljeként, ugyanis a nagyfokt rokonsag mellett az arpa jelentdsen

kisebb genommérettel rendelkezik.

A tobbi novényhez hasonldan az arpa fejlodésében, patogénekkel szembeni reakcidjaban és
genomstabilitasanak fenntartasaban nagy szerepet jatszik az RNS interferencia (RNSi). Ennek
a rendszernek a kozponti molekulai: az Argonauta (AGO), Dicer-like (DCL), és RNS-fiiggd
RNS polimerdz (RDR) fehérjék. Ezen fehérjéket kodold gének a modellndvényként
eloszeretettel alkalmazott Arabidopsis thaliand-ban és szamos gazdasagilag hasznos
ndvényben, mint a kukorica, rizs és paradicsom mar ismertek. Behatobb megismerésiik arpaban
els6sorban a reproduktiv folyamatok és novényi stresszvalasz kapcsan kiemelkedd gazdasagi
jelentdséggel birna. Az egyes RNSi elemek megismeréséhez a bioinformatika eszkdztara
mellett a célzott genomszerkesztés 0 modszere, a CRISPR/Cas9 is segitségiinkre lehet.
Alkalmazésaval un. reverz genetikai megkozelitéssel képesek lehetlink mutéciot — preferaltan
korai STOP kodont — 1étrehozni RNSi génekben. Az igy elballitott RNSi mutans arpavonalak
alapot jelenthetnek késbbi kutatasokhoz, amik az egyes komponensek élettani funkciojanak

megismerésére iranyulnak.

A CRISPR/Cas célzott genomszerkesztd rendszer szazadunk egyik leginnovativabb
biotechnologiai modszere. Egyes elemeinek baktériumokban torténd felfedezését kovetden a
2010-es években intenziv fejlédésnek indult az eukariota szervezetekben torténd felhasznalésa.
A CRISPR/Cas elonye a kordbban mar sikerrel alkalmazott célzott genommodosito
rendszerekkel (Zn-finger, TALEN) szemben, hogy a DNS hasité komplex specifikussagat nem
fehérjeelemek (fehérjemodulok), hanem baziskomplementaritds alapjan egy RNS molekula
(kés6bbiekben guide-RNS, gRNS) biztositja. Ennek szekvencidja gyorsan és egyszeriibben
modosithatd, mint a tobbi rendszer nukleotid felismerésért felelds fehérjedoménjei. A kutatdok
altal tervezett mesterséges gRNS szekvenciaval €s a célszervezetbe juttatott, vagy ott
transzgénrdl expresszaltatott Cas (leggyakrabban Cas9) fehérjével a genomon beliil szinte
barhol lehetdség van duplaszali DNS-torés 1étrehozasara, mely a sejt endogén, automatikus

hibajavito folyamatai sordn mutacidt eredményez.
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Az arpa és a btiza legnagyobb terméskiesést okozo viruskartevéje a WDV (Wheat Dwarf Virus)
a Geminiviridae nemzetség tagja. Erre a viruscsoportra jellemzd, hogy orokitéanyaguk
egyszalu, kor alaki DNS molekula, mely a kérokozd szaporodasi ciklusa soran kétszaluva
valik. Mivel a CRISPR/Cas rendszer alkalmas arra, hogy hasitasokat hozzon Iétre duplaszala
DNS-en, igy lehetdséget kinal arra, hogy a rendszer elemeit a gazdandvényben expresszaltatva,

de a virus létfontossagu génjeit célozva inaktivaljuk a kartevot.

4.1 Célkitiizések

A kutatomunka f6 célja a CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazhatésdganak vizsgalata arpaban
mind alapkutatasi (az arpa RNSi rendszerének megismerése), mint alkalmazott (WDV

rezisztencia kialakitasa) jelleggel.

1. Az arpa RNSi elemeinek bioinformatikai azonositasa, filogenetikai kapcsolatuk
feltarasa

2. Az azonositott RNSi elemek expresszidjanak vizsgalata

3. Kiilonboz6 gRNS-ek hatékonysaganak tesztelése tranziens (Nicotiana
benthamiana) rendszerben

4. RNSi mutans arpavonalak létrehozasa CRISPR/Cas9 rendszerrel
CRISPR/Cas9 rendszer miikodésének vizsgalata genomszerkesztéssel eléallitott

WDV -rezisztens arpavonalakban.

5. Irodalmi attekintés

5.1 Az RNSi felfedezése

A 2006-o0s élettudomanyi Nobel-dijat Andrew Fire ¢és Craig Mello vehette at az RNS
interferencia felfedezéséért az 1998-ban kozzé tett Caenorhabditis elegans-on végzett
kisérleteiknek eredményeként, bar az RNSi legkorabbi megfigyelése novényekhez kothetd.
1990-ben Napoli és munkatarsai ko-szuppresszioként emlitik azt a nem vart eseményt,
miszerint a viragok szinét add antocianint szintetizal6 CHS (chalcone synthetase) gén extra
kopiainak bevitele petunidba az esetek 42%-aban fehér-lila mintas, illetve teljesen fehér
virdgokat eredményezett sotétlila arnyalat helyett (1. dbra). Ezeken a virdgokon végzett tovabbi
vizsgalatok kimutattdk a CHS mMRNS-ének vad tipushoz képesti 50-szeres mennyiségbeli

csokkenését. A szerzok feltételezték, hogy a homolog endogén- és a transzformécid soran bevitt
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transzgénekrdl képz6dé mRNS atiratok valamilyen interakcidja kovetkeztében lehetséges az,
hogy csokken a CHS fehérje mennyisége a transzformans vonalak jelent6s részében (Napoli et

al. 1990).

Vad tipus Transzgenikus vonalak

1. ébra Vad tipusu (balra) és extra CHS gént tartalmazd mutdns petunidk, melyekben az RNSi révén csékkent a CHS fehérje,
igy a lila szinanyag mennyisége is (Napoli et al. 1990)

Nem sokkal késdbb, 1992-ben Romano és Macino is hasonlé megfigyeléseket tett Neurospora
crassda-n: a hifdk narancssarga szinének kialakitasaért felelés génekrdl szarmazdé mRNS
bejuttatdsa kovetkeztében a transzformans vonalak 36%-a albind, vagy halvanyabb sarga
fenotipust mutatott a vad tipus gombanal. Ok cikkiikben ,,quelling”-ként hivatkoztak az
emlitett jelenségre, melynek mértéke a hifdk szinének mélységébdl kovetkeztetve

szamszeriisithet6 volt (Romano és Macino 1992).

1995-re datalhat6 az RNS interferencia els6 C. elegans-on végzett megfigyelése, miszerint akar

crer

1995).

Az 1990-es évek elsd felében keletkezett ko-szuppressziot, vagy quelling-szerli jelenségeket
leir6 munkak megértését végiil Fire és Mello szintén C. elegans-on végzett kisérlete tette
lehetové. Korabban is alkalmaztdk a szuppressziot, vagyis RNS interferenciat endogén gének

funkcidjanak megertéséhez, ugyanis a sejtekbe injektalt RNS az endogén génrdl keletkezd

crer

crer

hibridizalédhatott volna. Csendesiteni kivant génnek az unc-22-t valasztottak, mely
expressziojanak a kiilonb6z6 mértékii csokkenése szemikavantitativ viszonyban van az allat
altal mutatott mozgasi mintazattal. A kiilonbozé RNS szalak tisztitasat kovetden Ok is

elvégezték az injektalasokat és azt tapasztaltak, hogy a duplaszalti RNS jelentésen, 10-100-szor
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hatékonyabban csendesitette az unc-22-t, mint barmely egyszalu atirat. Azok csak akkor
mutattak interferenciat, ha egy masik injektalassal az ellenkezd polaritasu szalat is bejuttattak
a vizsgalt sejtbe. Igy bizonyitottdk, hogy az RNS interferencia f6 kivaltdja az adott génnel
homolog, sejten beliili duplaszalia RNS molekula (Fire et al. 1998; Sen és Blau, 2006.).

Tovabbra is kérdés maradt viszont, hogyan terjed a ,,csendesitd-hatas™ az injektalt sejtekbdl a
szomszédokra, mig nem szisztemizalodik az egész szervezetben, valamint hogy 6roklédhet C.

elegans-ban generaciok k6zott?

A fenti megfigyelések egyfajta stabil RNS-molekulat feltételeztek. Azt mar korabban is tobben
sejtették, hogy a reakciot kivalto dsRNS molekula valahogy egyszaluva valik az interferencia
soran, mert csak igy lehet képes a késébb degradalddo cél mRNS-ével bazisparosodni, viszont
az elvégzett kisérletek folyaman nem talaltak hosszl, egyszalu antiszensz RNS intermediert. A
megoldast az ezredfordul6 kérnyékén harom kutatdcsoport szolgaltatta, akik 21-23, illetve 25
nt hosszsagi RNS molekuldkat tettek feleldssé a géncsendesités ,,iranyitasaért”, melyeket kis
interferald RNS-eknek (short interfering RNA, siRNA) kereszteltek. A révid RNS molekulak
létezése — tudvan, hogy hosszu, kétszalu prekurzorokbdl keletkeztek - egyfajta hasitod
mechanizmust feltételezett, mely utan kutatva megtaldltdk a DCL enzimeket, késobb pedig
HeLa sejteket alkalmazva a végrehajtasért felelos — tehat a cél mRNS-t hasito — AGO-t is. (Sen
¢s Blau, 2006.) (2. abra).
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2. dbra Az RNSi f6 elemei és feladatuk vazlatosan. A kétszalu RNS prekurzort az olléval jelélt DCL fehérjék hasitjdk tulnyuld
végl, kétszdalu szabdlyozd kisRNS-ekké. Ezek egyszdluvd- és bioldgiailag aktivvd vdlva kapcsolddnak a RISC komplex
effektordhoz az AGO fehérjéhez. Attdl fliggéen, hogy melyik ttvonalrdl — illetve melyik AGO-rdl - van szo az eredmény lehet
transzldcié gdtlds, mRNS degraddcio (PTGS-poszt-transzkripcios RNS interferencia), vagy kiilbnb6zé effektorok toborzdsa
révén DNS metildcié (TGS- Transzkripcios géncsendesités).

5.2 Az RNSi elemei novényekben

Az RNSi kulcselemeinek felfedezése és alaposabb megismerése a modellnévényekhez,
elsdsorban az Arabidopsis thaliand-hoz kothetd, igy ebben a fejezetben az A. thaliana RNSiI
gépezetén keresztiil fogom bemutatni a géncsendesités novényekben taldlhat6 {6 komponenseit
a duplaszalt RNS prekurzortdl indulva, végigkdvetve a kiemelt szerepi molekuléris

utvonalakat az effektorokig.

A klasszikus RNSi utvonalak kiindulopontja minden esetben hossza kétszali RNS molekula,
mely tobbféle modon keletkezhet: 1) adott MIR génrél atirodd specialis, Onmagaval
bazisparosodni képes szekvencia meghatarozott masodlagos (hajtii) szerkezetet vesz fel, 1i.)
virusfertdzés kdvetkeztében virus-orokitdanyag eredetii hosszu kétszali RNS-ek keletkeznek,
iii.) tobb kopidban ¢és orientdcioban beépiilt transzgénrdl atirodd6 RNS molekulak
bazisparosodasaval, iv.) heterokromatikus régiorol késziilt RNS atirat kétszaliva valasaval az

RNS-fiiggd RNS polimerazok munkaja altal (Guo et al. 2016).
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Ezeket a hosszi tokéletesen bazisparosodd, vagy — féleg a miRNS-ek esetében — mismatch-
eket tartalmazo kétszali RNS molekuldkat a DICER (DCL) enzimek ismerik fel és hasitjak
jellemzoen 20-24 nt hosszu, tulnyalo végi kis RNS molekulakka (Guo et al. 2016) (2. abra).

A DCL enzimek a soksejtiiek minden csoportjaban jelen 1évé RNaz I1I-tipust endonukledzok.
Arabidopsis-ban négy monofiletikus eredeti, am funkcionalisan kiilonb6z6 DCL paralog
talalhato (AtDCL1-4). Az AtDCL1 a miRNS utvonal dsRNS processzald enzime, az AtDCL2 a
virusok elleni védekezésben hat, az AtDCL3-nak a transzkripcids géncsendesitésen keresztiil a
genomstabilitas fenntartasdban van szerepe, mig az AtDCL4 a poszt-transzkripcids
géncsendesités (PTGS) egy kulcsszerepldje. Evoluciobiologiai vizsgalatok kimutattak, hogy ez
az ,alapszett” az, amivel a novények jelentds része rendelkezik, illetve ez a négy tipus
divergalodott a torzsfejlddés soran, a tobb DCL-lel rendelkezé ndvényekben (példaul jelen
dolgozat alanya, az arpa is 5 feltételezett DCL génnel rendelkezik), igy egyfajta funkcionalis
munkamegosztast kialakitva (Henderson et al. 2006). A DCL fehérjék kozos sajatsaga a
kovetkezOkben felsorolt, evoliicidosan konzervalt domének jelenléte N-t61 C-terminalis irdnyban
haladva: DEAD-box, Helikaz-C, DUF283, PAZ (PIWI-Argonauta-Zwille), 2 RNaz-III és DSB
(dsRNS-ko6t6) (Margis et al. 2006) (3. abra). A kisSRNS-ek prekurzor molekulabdl torténd
kihasitasat az RNaz-domén végzi. Az, hogy milyen hosszi lesz a kisRNS — és ennek
kovetkeztében milyen RNSi utvonalban vesz majd részt — a prekurzor 5° végének
kihorgonyzasaért felelds PAZ-domén és az RNaz I1I-ak tdvolsdga hatdrozza meg. Fontos azt is
megemliteni, hogy az igy keletkezett duplaszalii termék 2 nukleotidos (nt) 3” tulnyulo végekkel
rendelkezik.

DEAD Hejl)(éz DUF283 PAZ DRBM

3. dbra: a DCL fehérjék dltaldnos, sematikus doménszervezédése N-tél C-termindlis irdnyban: DEAD-box, helikdz-C, DUF283
(DSRM, Dicer-dimer), PAZ, RNaGzllIA, RNGzllIB és DSB domének kévetik egymdst. A DCL csaldd tagjaiban ettél az
alapszabdstol kismértékii eltérés eléfordulhat, illetve kiilénb6z6 doménpredikcids programok mdshogy annotdlhatjdk
ugyanazt a fehérjeszekvenciat. Az abra (Margis et al. 2006) alapjdn késziilt

A kis RNS-c¢k ,¢letatjanak” kovetkez6 allomasa a kapcsolodas az Argonauta (AGO)
fehérjékhez és kozvetetten a RISC komplexhez (RNA Induced Silencing Complex- RNS
indukalt csendesitd komplex) (2. abra). Az AGO fehérjék nevének eredete egészen az okori
aranygyapju-legendaig repit minket, ugyanis az aranygyapju megszerzésére vallalkozo laszon
kiralyfi Argd nevii hajojan utazd harcosokat illették az argonauta névvel (Kerényi 1974).
Késobb egy polipfajt (Argonauta argo) neveztek igy el, melyre nagyon hasonlitott az AtAGO1

fehérje mutacidja kovetkeztében torpe €s csokevényes novekedésii Arabidopsis, igy megkapta
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a fehérjecsalad is az Argonauta nevet. Az AGO-k az RNSi effektor komponensei, hozzéajuk
kapcsolodva valnak bioldgiailag aktivva a kis RNS-ek és vezetik az AGO-t — illetve a RISC
komplexet — a célmolekulahoz, melyet hasithat, traszlaciosan gatolhat (PTGS), vagy esetleg
mas faktorokkal egylittmiikodve metilalhatja a lokuszt, melyrdl atirddott, igy gatolva a késobbi
transzkripciot (TGS) (2. abra). Fontos megemliteni, hogy a kis RNS molekuldk, csak
egyszaluva valva tudjak kifejteni ,,vezetd, célzd” szerepiiket, ugyanis baziskomplementarités
révén H-hid kotésekkel kapcsolddnak célmolekuldjukhoz. Az egyszaluva valas soran elbomlik
az un. ,,passenger” (utas) szal (miRNS-ek esetén miRNS*-ként is hivatkoznak rd) és megmarad
a ,,guide (vezetd) szal, ami a komplex specifitasaért felelés a tovabbiakban (Vaucheret et al.
2014).

A molekularis bioloégiai modell ladfiiben 10 AGO fehérje talalhatd (AtAGO1-10) melyek
lehetséges biologiai szerepérdl és szerkezetérdl mar szdmos publikacid sziiletett.
Doménszerkezetiik a kdvetkezoként alakul N-t6l C-termindlis irdnyban: PAZ, MID és PIWI-
domén. A fehérje funkcidja szempontjabol a PIWI-domén érdemel részletesebb emlitést:
DDH/D (Asp-Asp-His/Asp) katalitikus triadja felelds az esetleges slicer — cél mRNS molekulat
hasité — aktivitasért ( Sen and Blau, 2006.,Vaucheret 2008; Fang és Qi 2016;) (4. abra).

~ S

4. gbra: az AGO fehérjék sematikus, leegyszerdsitett doménszervezédése a kulcsfontossagu PAZ MID és PIWI doménekkel
Fang és Qi 2016 alapjdan. A kiilénb6z6 AGO-k doménszervezédése minimdlisan eltérhet egymdstdl, de az dbrdn feltiintetett
alapszabds a csalad minden képviselGjére értelmezhetd. A kiilénb6z6 doménpredikciés programok eltéréen annotdlhatjak
ugyanazt a szekvencidt (http://pfam.xfam.org).

A sziiken értelmezett RNSi folyamatokat és az abban szereplé komponensek targyalasat az
effektorok bemutatdsa utan abba is hagyhatnank, mivel végig kovettik a kis RNS-ek
keletkezését, végrehajtd komplexbe épiilését €s ezen komplexek lehetséges miikodéseit.
Viszont van még egy kiemelkedd fontossagl, am az egyes tagokat tekintve sokkal kevésbé
ismert funkciojt fehérjecsalad, melynek fontos szerepe van az RNSi folyamatok beinditasaban,
korré zarasaban €s a jelsokszorositasban 0j duplaszala, hosszt RNS prekurzorok termelése
révén. Ez a fehérjecsalad az RNS-fiiggd RNS polimerazoké (RDR, RNA-dependent RNA
polymerases), melyek egyszalu RNS minta alapjan képesek dsRNS eldallitasara (2. abra). Mig
az eddig ismertetett RNSi komponensek univerzalisnak tekintheték az eukaridtak korében,
addig az RDR-ek hianyoznak a fontos molekularis biologiai modell ecetmuslicabol
(Drosophila melanogaster), egérbdl (Mus musculus) és emberbdl (Homo sapiens), viszont

megtaladlhatok az RNS virusokban, gombdkban, egysejtiiekben, novényekben €és a szintén
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modellként alkalmazott C. elegans-ban (Zong et al. 2009). Arabidopsis-ban 6 képviselével
(AtRDR1-6) és viszonylag egyszeri doménszerkezettel (egy RDRp — RDR polimeraz — domén)
rendelkeznek (5. abra). Mig Willman és munkatarsai 2011-es publikacioja alapjan az AtRDR1-
nek, AtRDR2-nek és AtRDR6-nak mar ismerjiik részben atfedd, részben elkiiloniilt funkcioit a
stresszvalasz és generativ folyamtok terén, addig az AtRDR3, AtRDR4 és AtRDR5 feladata még
nem tisztazott, igy az RDR-ek terén a modell Arabidopsis is tartogathat még meglepetéseket
(Willmann et al. 2011).

RdRP

5. ébra: Az RDR fehérjék sematikus doménszervezédése Gan et al. 2015 nyomdn.

2020-ig nem jelent meg olyan publikacié a nemzetkdzi szakirodalomban, mely az arpa RNSi
kulcskomponenseit leirna, holott ez nemcsak jo modellje a joval komplexebb
genomszervezOdésii buzanak, hanem nagy gazdasagi jelentéséggel is biro, abiotikus
stresszekkel szemben relative tolerans gabonafaj. Mas gabonakban az egyes RNSIi
komponensek azonositasan tul azok stresszkezelés hatasara torténd expresszié valtozasairdl is
van mar informacionk (Bai et al. 2012, Zhai et al. 2019). Az arpa DCL, AGO ¢és RDR fehérjék,
az azokat kddold gének és a kornyezeti hatdsokra adott expresszids valtozasaik megismerése,

mind alap-, mind alkalmazott kutatasi teriileten is hasznos informaciokkal szolgalna.

5.3 Az RNSIi {6 utvonalai novényekben

Az eldz0 fejezetben a ludfii 6 RNSi elemeinek ismertetése utan (4 DCL, 10 AGO, 6 RDR
fehérje) egy kicsit részletesebb képet szeretnénk adni arrol, hogy ezek a komponensek hogy
rendezddnek bioldgiai Gitvonalakba, halozatokba, és ezeken keresztiil milyen hatassal vannak

egy-egy sejt és ezen keresztiil az egész szervezet életére.

5.3.1 miRNS utvonal

A miRNS-ek (mikro RNS) jellemzdéen 21-24 nt hosszsagli szabalyozo kis RNS molekulak,
melyek onmagukkal bazisparosodni képes hajtliszerti prekurzorokrél érnek (6. abra). 1
prekurzor 1 miRNS-t tartalmaz, illetve ritka esetekben 2-t, ha a passenger (miRNS*) szal is
képes beépiilni a RISC komplexbe (Vaucheret et al. 2014).
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6. dbra: A miRNS dtvonal ndévényekben, vdzlatosan. Sajdt dbra (Guo et al. 2016; Brodersen és Voinnet 2006) nyomdn.

Ezeket a hajtliszeri masodlagos szerkezettel rendelkezé RNS-eket az un. MIR gének kodoljak,
melyek intergénikus régiokban, vagy fehérjekodold gének intronjaiban helyezkednek el. Csak
Arabidopsis-ban tébb, mint 100 ilyen gént ismeriink, melyek géncsaladokba rendezhetdk
(Brodersen és VVoinnet 2006). Napjainkban mar kiilonb6z6 MIR adatbazisok és MIR-predikcios
programok allnak rendelkezésre (pl.: MIRbase, psRNAtarget) ahol elérhetd az eddig leirt MIR
gének szekvencidja, valamint egyes szoftverek lehetdséget nyuUjtanak ) MIR gének

felfedezésére és adott miRNS-ek célszekvencidinak keresésére meghatarozott genomokon.

A MIR gének expresszidja szovet-, illetve fejlddési allapot specifikus, 1évén az altaluk kodolt
mMiRNS-ek is elsOsorban  fejlédésbiologiai  szabalyozd  szereppel rendelkeznek.
Processzalasukat a DCL1 végzi, majd guide szaluk AGOl-et tartalmazé RISC-be épiil be.
Szerepiik sokrétii, elsdsorban fejlédésbiologiai jellegli, olyan fehérjék ¢€s transzkripcids
faktorok kifejezddését szabalyozzak, melyek szerepet jatszhatnak a gyokér, hajtas és virag
szimmetriaviszonyainak kialakitasaban, a szervek és szovetek fejlddésében. Kiilon érdekesség,
hogy maga a DCL1 és AGO1 génje is miRNS regulalt (Vaucheret et al. 2014; VVoinnet 2009;
Brodersen és Voinnet 2006)

A miRNS tutvonal effektora az AGO1, melynek PIWI doménje tartalmazza a DDH katalitikus
triadot, igy slicer aktivitassal bir. Megfigyelések szerint akkor torténik a cél mRNS molekula
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hasitasa, ha kozel tokéletes a bazisparosodas a miRNS-sel. Tobb mismatch esetén a cél mRNS

c sy

5.3.2 siRNS tutvonal

A siRNS-ek (short interfering RNA) prekurzora a miRNS-ekével szemben mismatch- és hajtii
struktira mentes hossz kétszala RNS atirat, mely lehet exogén (virusok orokitéanyaga) és
endogén (transzpozabilis elem, heterokromatikus-, vagy centromer régio, transzgén) eredeti is.
Az egyszalu transzkript kétszaluva valasat az RDR fehérjék (RDR6) vagy, ha patogénrdl van
sz0, akkor annak sajat RNS polimerazai katalizalhatjdk. Szintén fontos kiilonbség a miRNS
utvonallal szemben, hogy itt egy prekurzorrél altalaban tobb siRNS érik DCL fehérjék (DCL2,
DCL3, DCL4) kozremitkodésével (Henderson et al. 2006; Brodersen és Voinnet 2006) (7.

abra).

TE-k
heterokromatin

n
. % centromer
transzgének
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/ DNS-metilacié

7. ébra. A névényi RNSi siRNS ttvonala vézlatosan. Sajdt Gbra (Brodersen és Voinnet 2006) alapjén.

Ha virusok elleni védekezoéreakciorol van sz, akkor a keletkezett sSiRNS az AGO1-hez
kapcsolddva vesz rész a korokozdval szembeni kiizdelemben. Ha a prekurzor transzpozon, vagy
heterokromatin eredetli, akkor a processzalast dontden a DCL3 végzi, a kihasitott siRNS pedig
AGO4-et tartalmazé RISC-be ¢épiil be. A komplex a specifikus cél RNS-hez valo
kihorgonyzddas utan metilacios faktorok toborzasa révén de novo DNS metilaciot alakithat ki,

meggatolva az adott transzpozon késébbi atirodasat. Ezek a folyamatok kiilonds jelentdséggel
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birnak a szaporodas soran, mivel igy adodik at egyfajta epigenetikai informacio a kovetkezo
nemzedékbe. Ha a rendszer jol mukodik, akkor a metildlds kovetkeztében inaktivalt
transzpozonok nem képesek szétzilalni az utddgeneracio genetikai allomanyat (Baumberger és
Baulcombe 2005; Wang és Axtell 2016; Brodersen és Voinnet 2006; Mallory és Vaucheret
2010) (7. abra).

Késobbi vizsgalatainkban — 1évén az arpa joval nagyobb DNS allomannyal rendelkezik, mint
az Arabidopsis, igy feltehet6leg a genomstabilizal6 folyamatok is nagyobb jelentéséggel birnak

benne — kiilonos figyelmet forditunk a siRNS atvonal kulcselemeire.

5.4 A CRISPR/Cas9 rendszer felfedezése és alkalmazasa novényekben

Az elmult években nagy karriert futott be a bakteridlis immunrendszerként is emlegetett
CRISPR/Cas9 rendszer. Mig a 2000-es évek elején évente minddssze 1-1 cikk jelent meg a
témaban, addig a 2010-es évek masodik felében dramaian megugrott a kapcsoldodé publikaciok
szama. Ezen dolgozat irdsakor 2020 februarjaban mar tobb, mint 200-ndl tart az idei CRISPR-

es cikkek szama (8. abra).
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8. dbra: CRISPR/Cas9 témdju cikkek szama Web of Science adatbdzisa szerint (2020-02-06-os dllapot). A publikdcidk szamdnak
névekedése exponencidlis jellegdi.

A rendszer egyes elemeinek felfedezése az bd 30 éve kezdddott a kutatodi tdrsadalom
kiilonosebb figyelme nélkiil, mivel 1987-ben inkabb csak érdekességnek szamitott az E. coli
alkalikus foszfataz génjével egyiitt véletleniil beklonozott furcsa ismétlddd szakaszokat és
palindrom szekvenciakat tartalmazo DNS fragmentum. Akkor még ismeretlen volt funkcidja,

strukturalis sajatsagai folytan REP-szekvenciaként (repetitive extragenic palindromic
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sequence) hivatkoztak ra. Az 1990-es években, mikor az egyre elérhetdbbé és egyszeriibbé valo
szekvenalasi modszerek lehetdvé tették tobb baktériumfaj genomjanak pontos megismerését,
hasonl6 REP-szekvencidkat taldltak szamos torzsben. A REP-szekvencidk nagyon hasonld
modon szervezddtek a kiillonbozd baktériumokban: minden esetben intergénikus régidban
voltak detektalhatok, egy tobb szaz bazispar (bp) hosszusagu ,,leader” szekvencia jelezte a régio
hatarat, melyen beliil tobb, rovid, szekvencialisan csak kis variabilitast mutato, direkt
ismétlddést tartalmazo fragment kozé ékelddve nem konzervalt szakaszok voltak megtalalhatok

(Ishino et al. 2018).

Az egyre novekvd mennyiségli ismert genomi szekvenciaval parhuzamosan nétt a REP-
szekvenciadkra alkalmazott kiilonb6z6 elnevezések hada is. Ennek 2002-ben Jansen és
munkatarsai vetettek véget a CRISPR (clustered regulatory interspaced short palindromic
repeats) név megalkotasaval. A CRISPR szekvencidk funkcidjat ekkor még mindig homaly
fedte, az mRNS stabilizaciotol a DNS-replikacidig szamos hipotézis felmeriilt, de a megfejtésre
a 2000-es évek kozepéig, a Cas (crisper-associated) gének felfedezéséig varni kellett (Jansen et
al. 2002) .

A Cas génekrdl eleinte csak annyit tudtak a szekvenciaelemzdk, hogy a CRISPR lokusz
szomszédsagaban talalhatok, innen ered neviik is. Kés6bb doménhomoldgiai adatok alapjan
feltételezték, hogy a  CRISPR lokusz  keletkezésében  jatszhatnak  szerepet
(kromoszomaszegregaciora, = DNS-rekombinacidra,  transzkripcidszabalyozasra  utald
funkcionalis egységek megléte). 2005 volt az a forduldpont, miutan ismertté valt a CRISPR/Cas
rendszer mitkodése. Két csoport egymastol fiiggetleniil kozolte, hogy a CRISPR lokusz
ismétl6dd szekvenciai kozt elhelyezkedd nem konzervativ, un. spacer szekvencidk homologiat
mutatnak egyes a vizsgalt baktériumokra nézve patogén fagokkal és plazmidokkal. Tovabba
amely torzsek az adott spacer-elemet tartalmaztak, azok rezisztensek azokkal a patogénekkel
szemben, melyekkel homolég volt a spacer szekvencidja. gy a CRISPR/Cas rendszer egyfajta
immunrendszerként védi a gazdasejtet, valamint feltételezték, hogy a Cas 1-4 fehérjék szerepet
jatszhatnak az invaziv genetikai elemek ,.csapdazasdban”, igy kialakitva a spacer-
szekvencidkban tarolt ,,immunologiai” memoriat. Ezt a hipotézist 2007-ben Streptococcus
thermophylus-ban sikerrel bizonyitottak: 0j spacer-elem hozzaadasaval rezisztenciat tudtak
generalni, mely megsziintetheté volt annak eltavolitasaval (Ishino et al. 2018; Belhaj et al.
2015) (9. abra).
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9. dbra A bakteridlis CRISPR/Cas immunrendszer miikédése. A Cas gének dltal kédolt Cas fehérjék felismerik az invaziv
genetikai elemeket (virusok, fagok érékitéanyaga), majd azok egyes részei darabolddds utdn beépiilnek a genom CRISPR
lokuszaba spacer-elemként. Ha ujra megtdmadnd a sejtet az adott kérokozd, akkor a megfelelé spacer elemrél pre-crRNS
irédik dat, majd crRNS-sé érik és beéplil a hasitdst végzé Cas komplexbe, mely bdzispdrosodds alapjdan felismeri és hasitja az
idegen DNS-t (sajat dbra Ishino et al. 2018 alapjdn).

Ettdl a ponttol kezdve felgyorsultak az események: egyre tobb prokaridta CRISPR/Cas
rendszere és a rendszer egyes elemeinek funkcidja valt ismertté (a korabban leirt Casl-4
fehérjék mellett leirtak a Cas5-13 effektor proteineket), és igény mutatkozott a kutatdk altal
tapasztalt sokféleség kategoridkba rendezésére. A jelenleg érvényes osztalyozas alapjat az
effektor Cas fehérjék adjak: az elsd osztalyba a sok alegységbdl - tobb Cas fehérjébdl - allo
effektor komplexszel rendelkezd rendszerek tartoznak, a masodik osztidlyba pedig az egy
effektorosok (Cas9). Az els6 osztaly joval népesebb, ide tartoznak az archedk — koztik az

extrém ¢€l6helyeket kedveld torzsek- és a baktériumok dontd tobbsége. A masodik osztalyban
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az ismert bakterialis CRISPR rendszereknek csak a 10%-a talalhato, viszont egyszeriibb, igy
biotechnologiai célokra is konnyebben hasznalhato effektora, a Cas9 révén ez keriilt be a

koztudatba, a tovabbiakban ennek a mitkodését mutatjuk be (Ishino et al. 2018).

A CRISPR/Cas9 rendszer ,,lelke” a Cas9 nevii multidomén-endonukleaz fehérje. A CRISPR
lokusz spacer szekvencidirdl atirodo tracrRNS-sel (trans-activating crispr RNA) komplexet
képezve két endonukledz doménjének (RuvC, HNH) kdszonhetden a tracrRNS adott régidjaval
komplementer DNS szakaszon célzottan képes duplaszalit DNS-torést létrehozni (10. abra).
Ennek a mechanizmusnak az eredeti célja az invaziv genetikai elemek (fagok 6rokitdanyaga,
plazmidok) megsemmisitése volt (9. dbra). Mara viszont a tractrRNS célzasért felelds régidjanak
(guide szekvencia, gRNS,) megvaltoztatasaval és expresszaltatasaval, valamint a Cas9
eukariota rendszerekbe torténd bevitelével egy univerzalis, célzott genomszerkesztési
rendszerré fejlodott, mely a gazdaszervezet — esetiinkben a novények —endogén DNS hibajavitd
rendszerének kihasznalasaval hoz 1étre mutaciot (Ishino et al. 2018; Lowder et al. 2015; Quétier
2016) (10. abra).

target DNS

Pl domeén

RuvC domén

10. dbra: A Cas9-komplex DNS vdgdsi mechanizmusa. A tracrRNS biztositia a komplex specifitdsGt, ugyanis a DNS-szélainak
szétnyitdsa utdan H-hid képzésen keresztiil képes kihorgonyozni a Cas9 endonukledzt a megfelel6 PAM régidt és célszekvencidt
tartalmazd DNS szakaszhoz. A megfelel6 DNS régio felismerésében a Cas9 REC alegysége vesz részt. A DNS hasitdst a NUC-
alegység RuvC és HNH doménjei végzik a DNS két szdldn (sajdat dbra Ishino et al. 2018 nyomdn).

Az eukaridta sejt DNS dllomanya alapallapotban hiszton fehérjékre csavarva talalhatdo a
sejtmagban. Végei sem szabadon allnak, azt specialis szerkezetli telomer zarja. Az éppen

transzkripcio alatt allo, vagy masolédd genomi szakaszok vannak csak lazabb formaban, de
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ekkor is jellemzd a chaperon és mas DNS-koto fehérjékkel valo kapcsolat. Ha barmi mdédon
kett6sszalt DNS torés alakul ki UV- vagy més nagyenergidju sugarzas, karcinogén anyagok,
illetve a targyalt esetben a Cas9 fehérje munkaja révén, az egyfajta vészreakciot indit be a
sejtben, mivel a szabad DNS végek jelenléte hosszi tdvon Osszeegyeztethetetlen a normal
¢letfolyamatokkal. Ilyen vészhelyzetben a hibajavitd enzimek is ,,kapkodnak™ a legfontosabb
szempont a DNS szdl folytonossaganak visszaallitasa, igy egyszerlien egy révid szakaszon
visszaemésztik, majd ,,0sszeragasztjak™ a szabad a DNS végeket (NHEJ: Non-homologous end
joining). Csak masodlagos a mintahiiség, vagyis a diploid genom homoldg
kromoszomaszakaszanak szekvencidlisan tokéletes javitasa, bar bizonyos valoszinliséggel és
megfeleld templat jelenléte esetén az is megtorténhet (HR, homoldg rekombinacio) (Belhaj et

al. 2015; Bortesi ¢s Fischer 2015) (11. abra).

Cas9-gRNS
komplex
gDNS
MM IOt duplaszalt DNS torés
/ \ HR
T T
> irt lat
NHE.J repair templa

11. ébra: Hibajavitdsi mechanizmusok a CRISPR/Cas9 rendszer dltal létrehozott kettdsszdlu DNS térés utdn, vdzlatosan. A
NHEJ sordn a javitdsban részt vevé enzimek visszaemésztik, majd &sszeillesztik a szabad DNS végeket, kézben nagy
valészintiséggel alakul ki inszercid, delécid, szubsztiticio, végsé soron mutdcio jén létre a DNS-en (narancssdrga szakasz). A
homoldg rekombindciéhoz (HR) sziikség van egy mintdra (repair templdt), ami alapjdn az enzimrendszer javitia a hibdt. Ez
diploid sejtben lehet homolog kromoszoma megfelel6 szakasza, vagy mesterségesen bejuttatott DNS. Ez utobbi esetben akdr
dltalunk meghatdrozott inszercid is létrehozhato a mesterséges repair templdttal sejtbe juttatott minta alapjdn (Quetier 2016
alapjan dtdolgozva).

CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazasdval a ndvényi genom kivalasztott részére tervezett
tracrRNS-sel (késdbbiekben vezetd, azaz guideRNS, gRNS) a fentiekben ismertetett moédokon,
leggyakrabban a NHEJ mechanizmusa révén hozhato 1étre célzott mutacio, melynek természete
lehet rovidebb-hosszabb szakaszok inszercidja, delécidja, egyes bazisok szubsztitucioja.
Specialis esetben a homolog rekombinacidt kihasznalva mesterséges templatok biztositasa
mellett egy altalunk tervezett szakasz beépitése is lehetséges, de ennek a moddszernek a

bonyolultsaga mellett kisebb is a hatékonysaga (Puchta 2017) (11.abra). Kisérleteink soran
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célunk a CRISPR/Cas9 genomszerkesztd rendszerrel a ndvényi NHEJ mechanizmusok
miikodését kihasznélva célzott mutaciok 1étrehozasa volt az arpagenom RNSi fehérjéket kodolo
részein. Az igy létrehozott RNSi mutans arpak alapanyagaul szolgalhatnak majd késébbi, az
adott RNSi elem funkciojanak megismerésére iranyulod kutatasoknak. llletve hasonlé modon
célunk volt egy ugyancsak az arpahoz is kothetd, a kdvetkezd fejezetben bemutatasra kertiilo
korokozo, a WDV (wheat dwarf virus, buzatorpiilés virus) inaktivalasa az orokitbanyagan
CRISPR/Cas9 technoldgiaval ejtett tobbszords hasitdsok révén. A mutans vonalakban
lehet6ségilink nyilt az alkalmazott genomszerkeszté rendszer miikodésének megfigyelése a

novényi sejten beliil.

5.5 Az arpa eredete, jelentosége

Az arpa a legkorabban termesztésbe vont kultirnévények egyike, ezt i.e. 7000-bdl szarmazo
leletek is igazoljak az egykori ,termékeny félhold” teriiletérél. Ose, a Hordeum spontaneum
maig megtaldlhaté vadon Izrael, E-Sziria, D-Torokorszag, K-Irak és Ny-Iran teriiletén
(Newman és Newman 2006; Badr et al. 2000; Mascher et al. 2016). Ugyan egyes forrasok (Dai
et al. 2012) Tibetet is lehetséges génkozpontként jelolik meg, de késébbi genetikai vizsgalatok
alapjan inkabb arra kovetkeztetnek, hogy Tibetben csak a mar nemesitett arpa vadult ki és képzi
maig a természetes flora részét. Ezt a hipotézist az a tény is tamogatja, hogy a Tibeti-fennsik
csak i.e. 3600-koriil valt lakotta, tehat korabban nem folyhatott a régidban nemesité munka
(Haas et al. 2019). A vizsgalatok soran tapasztalt genetikai heterogenitas inkabb annak
kovetkezménye lehet, hogy a mai arpa a nemesités hosszii folyamata alatt tobb vad arpa

populacidval kertiilt kapcsolatba, igy genomja egyfaja mozaiknak tekinthet6 (Haas et al. 2019).

Napjainkban a buza, kukorica és rizs utana a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett
gabonaként tartjak szamon, 2017-ben tobb, mint 140 millié tonnat takaritottak be vilagszerte.
A legnagyobb termelé Eurdpa, azon beliil is Oroszorszag (17 millio tonna 2017-ben), de
Németorszag, Franciaorszdg és Ukrajna is jelentés mennyiséget, megkozelitdleg 10 millio

tonnat termelt (FAOSTAT).

Felhasznalasat tekintve alkalmas emberi élelmezésre €s allati takarméanyozasra is. A torténelmi
idékben elsdsorban a szegényebb rétegek napi eledele volt kenyér és kasa formdjaban, illetve a
f6 gabonaféle 1700 m felett a Kaukazusban és Tibetben, tovabba Skandinaviadban, 1évén sokkal
ellenallobb a hideggel szemben, mint a buza. A vilaghaborik alatt potkaveéként ittak,
napjainkban dontéen erjesztett italok (sor, whisky) eldallitasara hasznaljak (Newman és

Newman 2006).
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A termesztett arpafajtdk megjelenésiikben nagyon kiilonb6zok lehetnek, 1étezik kétsoros,
négysoros, hatsoros, pelyvas vagy pelyva nélkiili, csupasz, vilagos vagy soOtétebb lilas
szemszinii valtozat. A buzahoz hasonldan, vernalizacios igényiiket tekintve léteznek tavaszi és

6szi fajtak is (Csajbok et al. 2012).

5.6 Arpa a laborban (az arpa szovettenyésztése, transzformailisa)

Kiemelked6 gazdasagi jelentdsége révén az arpa mar igen kordn a (molekularis) nemesitok
célkeresztjébe keriilt. Legeloszor az 6skortdl a 20. szazad masodik feléig Kklasszikus
keresztezésen ¢és szelekcion alapuld modszerekkel, kés6bb mar kémiai- illetve ionizald
sugarzassal végzett random mutagenezissel allitottak eld 1), kedvezobb tulajdonsagokat
hordozo fajtakat. A DNS felfedezése, a genetikai kod megfejtése, majd a genetikai

transzformacio 4j lehetdségeket nyitott a teriileten dolgozo szakemberek elétt.

Az elsé ember 4altal eldallitott transzgenikus él6lények baktériumok voltak. Maga a
transzformécio fogalmat Avery, MacLeod ¢s McCarty alkotta meg 1943-as kisérletiik soran,
mikoris nem virulens Streptococcus pneumoniae sejteket tettek virulenssé a fert6z6 torzsbol
szarmazo genetikai informacioval (Oswald et al. 1943). Késdbb, az 1970-es évek elso felében
bizonyitottak a mara mar vilagszerte rutinszerlien alkalmazott Escherichia coli

transzformalhatosagat, megteremtve ezzel a molekularis klonozas alapjait (Cohen et al. 1972).

Nagy 1épés volt a transzgenikus novények eldallitasa felé az Agrobacterium tumefaciens 1907-
es felfedezése, majd az altala végrehajtott genetikai transzformacio részletes megismerése,
melynek sordn kideriilt, hogy a ndvényekben tumort okoz6 informacidt az Gigynevezett tumor
inducing (Ti) plazmid kodolja (Chilton et al. 1978). Késobb vilagossa valt az is, hogy a Ti-
plazmidnak csak egy része, a transzfer-DNS (T-DNS) jut be a névényi sejtbe, melynek hatarai
konnyen azonosithatok az ott talalhatdo 25 bp-0s un. inverted repeat (forditott ismétlédo)
szekvencidk segitségével. A hatdrokon beliili régié a molekularis klonozés eszkoztaraval tetszés
szerint modosithato, igy képessé téve a kutatokat kiilsé forrasbol szarmazo DNS stabil
gazdaszervezetre nézve letalis tulajdonsdgokat) ezutan tovabb adddhat szaporodéds utjan a

kovetkezd generacioba.

Mivel természetes koriilmények kozott az A. tumefaciens csak kétszikiieket fertéz, igy sokaig
ugy gondoltdk, hogy a gazdasagilag kiemelkedd jelentdséggel bird egyszikii gabonafajok —
koztiik az arpa is — nem modosithatd genetikailag a ndvényi szovetek baktériummal torténd

kokultivaciéjan alapulé modszerrel. Eppen ezért szamos olyan kiilonbdz6 hatékonysagi
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novénytranszformacids protokollt is kidolgoztak, ami alternativat jelenthet az egyszikiiek
szamara. Ezek kozé tartoznak a direkt DNS-transzfer mddszerei: az elektroporacio, a PEG-
medidlt transzformdacidé, a mikroinjektalas és a génpuska. Az Osszes felsorolt eljarast
akadalyozza a novényi sejtek celluloz sejtfala. Ezt a problémat alapveten kétféle modon lehet
lekiizdeni: eltavolitani a sejtfalat a transzformacio idejére (protoplaszt elallitas), vagy atléni
azon a DNS-t (génpuska). A sejtfal eltavolitasa, majd a transzformalt protoplasztokbol kifejlett
ndvény regeneraltatdsa dsszetett és rendkiviil munkaigényes folyamat, az elérhetd protokollok
nem minden novényfajra és fajtara alkalmazhatok sikerrel. Ezzel szemben az 1980-as évek
soran kifejlesztett génpuska egy joval egyszeriibb megoldast kinal: a mikrohordozé wolfram-,
vagy aranyszemcse feliiletére kotott DNS-t vakuumban felgyorsitva kozvetleniil a sejtekbe
16vik, majd kifejlett ndvényt regeneraltatnak beldlikk. Ugyan ez az eljaras sem kiiszoboli ki a
szOvettenyésztéses novényregenerdciot, de lehet6ség van konnyebben eldallithatdé és
hozzaférheté novényi explantok (gabonaféléknél tobbnyire éretlen embrid) hasznalatara,
melyekbdl egyszeriibben lehet kalluszt majd kifejlett novényt nevelni. Hatranya viszont, hogy
a bevitt gének altalaban nagy kopiaszamban vannak jelen a transzgenikus sejtekben, mely

kivalthat akar a transzgén megnyilvanuldsa ellen haté folyamatokat, RNS interferenciat

(Sanford et al. 2013.; Sanford 1990).

crer

iranyuld kutatasok is, melyek elsé mérfoldkovei a sparga (Asparagus officinalis), a zoldike
(Chlorophytum capense), és a narcisz (Narcissus cv. ,,paperwhite”) agrobaktériummal torténd
sikeres kokultivacigja €s a fert6zott sejtekbdl nopalin illetve oktopin kimutatasa voltak 1984-

ben (Hernalsteens et al. 1984; Slogteren et al. 1984).

Az eddigi sikertelenséget Liliaceae csalad esetén feltehetdleg a nem megfeleléen megvalasztott
szerv ¢és fejlodési idopont adta a szerzOk szerint, igy lehetdséget lattak mas egyszikiiek —
is 1990-ben, mikor Raneri és munkatarsai sikerrel fertdztek rizs (Oryza sativa cv. Nipponbare)
érett embriokat A. tumefaciens A281 torzzsel, majd képesek voltak kimutatni a transzgénként
alkalmazott B-gliikuronidaz expresszidjat az inokulalt embriokbol képz6dd kalluszokban.
Sajnos kifejlett novényt nem tudtak regeneraltatni a transzformalt sejtekbdl (Raneri et al. 1990).
Egy évvel késObb viszont mar a kukorica stabil transzformacidjardl és sikeres regeneracidjarol
szamoltak be Gould és munkatarsai (Gould et al. 1991). A buza- és arpaembriokon végzett elsd
kisérletekre 1997-ig kellett varni, az altalunk 1is hasznalt nagy hatékonysagu

arpatranszformacios protokollt pedig 2008-ban publikaltak. Bartlett és munkatarsai eltavolitott
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gyokocskéjii és hajtascsticsu éretlen arpaembrioval (cv. Golden Promise) és A. tumefaciens
AGLI1 torzzsel dolgozva a korabbi 10%-o0s transzformacids hatékonysagot 24,7%-ra emelték,
regenerans To novényt kaptak, melyek dontd tobbsége egy kopiaban tartalmazta az altaluk
hasznalt transzgént (Bartlett et al. 2008). Az eljaras 1ényege, hogy 1,5-2 mm atméréji éretlen
embridkat a hajtas és gyokércstcs kimetszése utdn ODsoo = 1 optikai denzitdsu agrobaktérium
szuszpenzidval kokultivalnak 72 6ran keresztiil, majd 6 hét kalluszindukcid utan hajtascsucsot
¢s gyokérzetet regeneraltatva kifejlett arpandvények nyerhetok. Az igy kapott novénykéket,
amint lehetdvé teszi gyokérzetiik fejlettsége, érdemes minél elébb talajba atiiltetni. A sokaig
steril, szilard taptalajon tartott névények a tapkdzeg talajhoz mérten rossz oxigénellatottsaganak
kdszonhetden hajlamosak hypoxidra jellemz6 metabolikus €s morfologiai valtozasokon
atmenni. A jobb levegdztetés eldsegitésére aerenchimaval atszott szovetek fizikai stabilitdsa
elmarad a légjaratmentes, nem oxigénhianyos kérnyezetben nevelt novényekétol (Hinchliffe és

Harwood, 2008 Hamar és Kocsis 2018).

5.7 AWDV- az arpa egyvik legjelentosebb viruskartevoje

A ndvényi virusok akar 10-15%-0s terméskiesést is okozhatnak a mezdgazdasagban évente. Az
érintett novényeket a fertdzést kovetden mar nem lehet ,,meggyogyitani”, igy a gyakorlatban
napjainkban a megeldzés (helyes vetésido megvalasztasa és a vektorszervezetek gyéritése) az
egyetlen bizonyitottan hatasos védekezési mod. A rovarirtoszeres novényvédelem viszont
koltséges ¢és jelentds kornyezeti terheléssel is jar. Alternativ megoldasként szoba johet a

virusrezisztens vagy tolerans fajtak eldallitasa és mezOgazdasagi termesztése.

A WDV a Geminiviridae csalad Mastrevirus nemzetségébe tartozd6 noévényi kartevo.
Vektorszervezete a csikos gabonakaboca (Psammotettix alienus) (12.B abra). Magyarorszagon
is jelentds karokat okoz a blza- és arpaallomanyokban. A Geminivirusokra jellemzd, hogy
viszonylag rovid, néhany kilobazisos (kb) cirkularis egyszala DNS genommal rendelkeznek,
mely két, egymashoz illesztett ikozaéder alaku fehérjeburokba vesz koriil. A Mastrevirus
nemzetségbe tartozo virustdrzsek foleg egyszikii ndvényeket fertdznek. Ordkitéanyaguk
alapesetben a kovetkezd fehérjéket kodolja: i.) MP (movement protein), ami a mozgasért
felelds, ii.) CP (coat protein), a burkolo, iii.) valamint a virus replikaciojaért felelds RepA és

RepB fehérjék, melyeket a komplementer szal kodol (Parizipour 2016)(12.A abra).
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12. ébra: A Buzatérplilés virus (WDV) genomja az dltala kédolt fehérjékkel (A), valamint az dltala okozott tiinetek drpdn és
rovarvektora a csikos gabonakabdca (B). Az dbra Kis Andrds munkdja.

Mindezidaig rengeteg arpa- és buzafajtat vizsgaltak WDV tolerancidjuk tekintetében,
eredménytelentiil. Napjainkig nem elérhetd természetes eredetti teljesen rezisztens vonal, sem
rezisztenciagénrdl nincs tudomasunk (Benkovics et al. 2010). A gazdaszervezetek védekezését
a virus ellen megneheziti, hogy a WDV DNS o6rokitéanyaggal rendelkezik. Az RNS
interferencia — annak is a siRNS utvonala - melyet sokszor emlitenek a ndvények
immunrendszereként is, ugyan a viralis mRNS-ek ellen hatasos lehet, de a virus DNS genomjat
nem karositja. Ezt a moddszert alkalmazva nincs lehetdség tokéletes WDV rezisztencia
kialakitasara (Kis et al. 2016).

A Geminiviridae tagjaival szembeni védekezésre a korabban mar részleges sikerrel alkalmazott
a mesterséges mikro RNS (aMIR) technologia mellett megjelent a 2000-es évek 0 precizids
genomszerkeszté modszere a CRISPR/Cas9, mely hatékony védekezési modot jelenthet DNS
orokitéanyagu patogénekkel szemben. Mivel a WDV genomja a virus replikacidja soran
kétszaluva valik, megfelel6 gRNS-ek alkalmazdsaval a virus DNS-ét megcélozva a Cas9
kettdsszali hasitdsokat képes azon létrehozni, és igy a korokozd inaktivva tehetd. Az ilyen
exogén célpont ellen tervezett CRISPR/Cas9 rendszert expresszald arpandvényekben tartds

WDV rezisztencia érhet6 el, a virus replikacidjanak és terjedésének gatlasan keresztiil (Kis et
al. 2019).
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6 Anyagok és modszer

6.1 Az drpa RNSi komponensek bioinformatikai azonositasa és vizsgalata

Az Arabidopsis thaliana, majd a késébbi elemzésekhez a rizs és kukorica AGO, DCL és
RDR fehérjéinek aminosav sorrendjét az UniProt adatbazisbol toltottik le

(https://www.uniprot.org/).

A tobbszoros szekvencia illesztést (ClustalW) és neighbor-joining (NJ) filogenetikai fak
(1000x bootstrap érték) épitését a Mega7 (v7.0.26), majd MegaX (v10.1.8) programmal
hajtottuk ~ végre. HMM  profilt az online elérhet6  HMMer  szoftverrel

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmsearch/) épitettiink, a profil alapu keresést az

Ensembl Genomes (http://ensemblgenomes.org/) névénygenomokat tartalmazo adatbazisaban

végeztiik a program alapbeallitasaival. A méretbeli sziirés manualisan folyt, az 50 kDa-nal
alacsonyabb molaris tomegli fehérjéket kodold géneket kizartuk a késdbbi vizsgalatokbol. A
feltételezett arpa AGO, DCL és RDR fehérjék aminosavsorrendjét az EnsemblPlants arpa
(https://plants.ensembl.org/Hordeum_vulgare/Info/Index) adatbazisabol toltottiik le. Ugyanez

az adatbazis volt segitségiinkre a prediktalt &rpa RNSi gének kromoszémalis lokalizacidjanak
abrazolasaban is. A feltételezett arpafehérjék nomenklaturaja a kordbban azonositott és szoros

filogenetikai kapcsolatot mutatd Arabidopsis RNSi fehérjék elnevezésén alapult.

A fehérjék doménszervezédését a Pfam adatbazis (http://pfam.xfam.org/) és a SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/) segitségével vizsgaltuk. Kizartuk a késébbi elemzésbdl azon

fehérjéket, melyek doménszerkezetiiket tekintve csonkdk voltak (tobb hidnyz6 funkcionalis

domén).

A feltételezett arpa RNSi fehérjék izoelektromos pontjat az ExPasy-val

(https://web.expasy.org/protparam/) kalkulaltuk.

A konzervalt motivumokat a MEME programcsomag (http://meme-suite.org/tools/meme)

segitségével azonositottuk a  kovetkezd paraméterek alkalmazasaval:  optimalis
motivumszélesség 6< n< 200, motivumok maximalis szama: 20/fehérje. Amely motivumok
nem tartoztak semmilyen kordbban azonositott funkcionalis domének egyikéhez sem, kizartuk

a késobbi vizsgalatokbol.

Az arpa, Arabidopsis, kukorica és rizs RNSi elemek fehérjeszekvencidinak identity és

similarity (azonossdg ¢s hasonldsag) értékeit az online elérhetdé Ident and Sim
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(https://www.bioinformatics.org/sms2/ident _sim.html) szoftverrel generaltuk a rendelkezésiinkre

allo fehérjeszekvenciak alapjan (melléklet 1).

A szekvencidk tovabbi elemzéséhez, szerkesztéséhez és abrak generalasahoz a Jalview

(https://www.jalview.org/) és a Microsoft PowerPoint szoftver volt segitségiinkre.

6.2 Arpa névények abiotikus stresszkezelése

A novényeket Sanyo MLR-350 (Sanyo Electric Co, Japan) kamrakban neveltiik 18°C-on,
18 6ra megvilagités, 6 h sotét és rendszeres locsolds mellett. Ilyen kortiilmények kozt neveltiik
a transzformacios kisérletek soran létrehozott ndvényeket is a kontrollokkal egyiitt. Az arpa
(Golden promise) szemterméseket tézegkockéaba vetettiik, majd a kisérletekhez harmaséaval
cserepeztiik az egyenletesen csirazott novényeket. Az expresszidanalizishez hasznalt

novényanyag (fiatal, z61d, puha szemtermés és levél) 2 honapos novényekrdl szarmazott.
A stresszkezeléseket 16 napos (4 leveles) korban végeztiik.

Szérazsagstressz: 1 heti vizmegvonas.

Héstressz: 24 h 40°C-os fitotron kamraban.

HO és szarazsagstressz: 1 heti vizmegvonas utdn alkalmaztuk a 24 h hdstresszt.

A kontroll novényeket rendszeresen oOntoztiik és végig 18°C-os ndvényneveld kamraban

tartottuk.

Mintaszedés: A kezelt novények legfiatalabb levelébdl szedtiink mintat, melyet azonnal
folyékony nitrogénben lefagyasztottunk €s a feldolgozasig -70°C-on taroltunk. A két mintavétel

idépontja minden ndvénynél a hdstressz kezdetéhez viszonyitott 0- és 24 dra volt.
6.3 Expresszioanalizis

A lefagyasztott levél és fiatal szemtermés mintakbol RNS-t vontunk ki TRIzol (Thermo
Fischer Scientific, Egyesiilt Allamok) reagenssel a gyarté utasitasai szerint. Az RNS mintak
meg. Mintanként 1ug RNS-r6l ¢cDNS-t szintetizaltunk RevertAid kit (Thermo Fischer
Scientific, Egyesiilt Allamok) segitségével a gyarto utasitisait kovetve. A szemikvantitativ
PCR reakciok belsé kontroll génje az arpa aktin volt (GeneBank ID: AZ145451.1). Az
amplifik4ciot Phirell hotstart DNS polimerazzal a hozz4 tartoz6 PhireGreen pufferben végeztiik
a gyarto (Thermo Fischer Scientific, Egyesiilt Allamok) utasitasai alapjan. A templat 1ul cDNS
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volt. A ciklusszdmot 33-ra allitottuk be, az annealing hémérsékletét az egyes primerparokra
kiilon-kiilon a ThemoFischer Scientific honlapjan talalhaté kalkulatorral szamitottuk ki.

(https://www.thermofisher.com/hu/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/tm-calculator.html). Negativ kontrollként templat helyett vizet tartalmazo

reakcidt, illetve a DNaz kezelés és cDNS szintézis kontrolljaként Reverz transzkriptdzzal nem
kezelt, in. no-RT mintékat alkalmaztunk. pozitiv kontroll minden reakcional genomi DNS volt.
a CDNS-ek eldzetes mindségét a belsé kontroll génnel (Hvaktin) ellendriztik. A PCR
termékekbdl Sul-t futtattunk meg 1,2%-os agardz gélen (Lonza, Svajc.). A gélfotokat
ChemiDoc XRS+ (BioRad Inc. Egyesiilt Allamok) rendszerrel készitettiik.

6.4 gRNS tervezés

crer

CRISPOR szoftverrel (http://crispor.tefor.net/) és manudlisan kerestiik. Ugyeltiink arra, hogy a

konzervalt PAM (Protospacer Adjacent Motif) - ami Cas9 effektor esetén az NGG triplet —
el6tti 20 nukleotidos célszekvenciank GC%-a 40%- 70% kozé essen, ne tartalmazzon 3, vagy
tobb ismétlddd T-t, lehetdleg ne legyen 3-nal tobb H-hiddal stabilizalt masodlagos szerkezete,
illetve az off-target (célszekvencian kiviili hasitas) hatas elkeriilése miatt a PAM-t6l szamitott
8 bp-n (seed-szekvencia) beliil tartalmazzon legalabb 3 mismatch-et a hasonl6 szekvenciakhoz
képest. A HYAGO4a ¢és HvDCL3 elleni els6 és a WDV genomjat célzé konstrukciokat Kis
Andras tervezte. A HYAGO6, HVDCL5, HVYRDR2 és HVYRDRG6a elleni gRNS-ek tervezése és

tranziens Nicotiana benthamiana rendszerben valo tesztelése sajat munkam.
6.5 Szenzorkonstrukcio épités Nicotiana benthamiana infiltrdcio

Az in silico predikciok alapjan hatékonynak tiind gRNS-targethely interakciot és Cas9 altali
hasitast in vivo N. benthamiana levél infiltracios rendszerben teszteltiik. Létrehoztunk 2
konstrukciot: egyet, mely a gRNS-t és a Cas9 fehérjét kodolja és egy masikat, az Gn. szenzort,
ami a gRNS targethelye mellett a fluoreszcens jelet addo dsRED fehérje génjét tartalmazza. A
konstrukciok alapjaul a pKSE plazmid szolgalt (Xing et al. 2014). Ezeket A. tumefaciens
sejtekbe transzformaltuk, amikkel — megfelelé kontrollok alkalmazasa mellett — N.
benthamiana leveleket infiltraltunk. A fluoreszcens jel ersségét az infiltraciot kvetd 3. napon
BioRad GelDoc rendszerrel (Dylight565 protokoll) detektaltuk.

6.6 CRISPR/Cas9 konstrukcioépités transzgenikus arpak létrehozdasdahoz
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CRISPR/Cas9 konstrukciokat hoztunk létre HYAGO4a, HVDCL3 (Kis Andras munkaja),
HvDCLS5, HYAGOG6 (sajat tervezés), ellen Xing és munkatarsai 2014-es publikacidjaban kozolt
eljarasaval (Xing et al. 2014). Génenként 2 gRNS szekvenciajat kédolta minden plazmid.

A WDV elleni rezisztenciat kialakitd WDV Guide4Guard 4 gRNS-t expresszald konstrukciot

Kis Andras tervezte és bocsajtotta rendelkezésemre.

6.7 Arpatranszformacio, szovettenyésztés

cres

¢s munkatarsai 2008-ban publikalt cljarasat alkalmazva. Szelekcios agensként hygromycint
alkalmaztunk (Bartlett et al. 2008). A sikerrel regeneraltatott arpandvényeket gyokeresedés

utan tézegkockaba, majd cserépbe iiltettiik.
6.8 WDV fertozés

A buzatorpiilés virus természetes vektorat, a csikos gabonakabdcat hasznaltuk a virus
novények kozti atviteléhez, a részletes eljaras Kis és munkatérsai 2016-os cikkében olvashatd

(Kis et al. 2016).
6.9 Mutaciok detektalasa a To arpavonalakban, TT endonukledz proba

A szOvettenyésztés soran sikerrel regeneréltatott arpavonalakbol DNS mintat vettiink
Sigma-Aldrich Extract-N-Amp direkt PCR kit segitségével

(https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/extract-n-amp-plant-

kits.html), majd megfeleld primerek alkalmazasaval PRC reakciok soran teszteltiik, hogy jelen
van-e benniik a hygromycin rezisztenciaért felelés- és a Cas9 gén. Egy kovetkez6 PCR
reakcidban felszaporitottuk az adott CRISPR/Cas9 konstrukcid targethelyét és T7 probanak

vetettilk ala a gyartd utasitasait kovetve (https://international.neb.com/products/m0302-t7-

endonuclease-i#Product%20Information Advantages%20and%20Features).

6.10 Szekvendlas
A mintak szekvenalasat az Eurofins Genomics végezte.
6.11 Klonozas E. coliba

PCR termék klonozasara a CloneJet (Thermo Scientific) kitet hasznaltuk a gyartd utasitasait

kovetve(https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/MAN0012966 CloneJET PCR Cloning 40rxn UG.pdf). A plazmidokat 30 sec
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42°C-o0s hésokkal juttattuk hékompetens E. coli DH5a sejtekbe, majd kanamycint tartalmazé

LB taptalajra szélesztettiik a szuszpenziot és 37°C-on inkubaltuk 24 6réan at.
6.12 Northern blot

A WDV northern hibridizaciot a korabban leirt protokoll (Kis et al. 2016) alapjan végeztiik
el, amelyhez 5 pg RNS-t hasznaltunk fel mintanként.

6.13 Fehérjeizolalas arpabol

100 mg levélszovetet folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd 400 ul lizispuffert (150
mM NaCl, 50 mM TRIS pH = 8.0) adtunk hozza. A keveréket eppendorf csovekbe mértiik, majd
4°C-os centrifugaban 15000 rpm-en 15 percig centrifugaltuk. A feliiluszot egyenld térfogata
2X Laemmli pufferrel (https://www.bio-rad.com/en-hu/sku/1610737edu-2x-laemmli-sample-
buffer?ID=1610737EDU) 0j cs6be mértiik és 15 percig 100°C-on inkubaltuk. Az igy kinyert

mintakat -70°C-on taroltuk felhasznalasig.
6.14 Cas9 fehérje kimutatasa western blot-tal

Cas9 (Agrisera, Svédorszag) ellenanyagot goat-anti rabbit (Agrisera, Svédorszag)
masodlagos ellenanyaggal egyiitt hasznaltunk 2 honapos arpalevélbdl kivont és 8%-0s SDS-
PAGE-n elvalasztott fehérjemintan. Az részletes eljaras, melynek optimalizaciéjaban részt

vettiink a gyartod oldalan olvashato: (https://www.agrisera.com/cgi-

bin/ibutik/SkapaFaktura.pl?SkrivPDF=J&funk=visa artikel&Friendly Grupp=crispr&artgrp=950&Frien

dly=cas9-csnl-crispr-associated-endonuclease&artnr=AS16%203690&Sprak=en&skrivpdf=j).

7 Eredmények és meqvitatasuk

7.1 Az RNSi kulcselemeinek bioinformatikai azonositasa arpaban

Az arpa DCL, AGO ¢és RDR fehérjék, illetve az azokat kodold gének azonositdsdhoz a
molekularis biologiai modell A. thaliana mar azonositott 4 AtDCL, 10 AtAGO ¢s 6 AtRDR
fehérjéjét vettiik alapul. Az UniProt adatbazisbol letoltott, majd ClustalW algoritmussal
illesztett fehérjeszekvenciakbol a HMMer szoftver segitségével HMM profilt épitettiik
fehérjecsaladonként. Ezzel a profillal végeztink keresést az Ensembl Genomes Plants
adatbazisdban. A taldlatokat manudlisan sziirtliik, hogy csak az adott fehérjecsaladra jelmez6

komplex doménszervezddést mutatd €s 50 kDa-nal nagyobb, tehat feltehetdleg nem csonka
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szekvencidkat tartsuk meg. Igy végiil 5 feltételezett HVDCL, 10 feltételezett HVAGO és 7
feltételezett HYRDR-t kaptunk. Késébbi in silico vizsgalatoknal fény deriilt arra, hogy az
Ensembl adatbazisabol hidnyzik egy a fenti feltételeknek megfeleld fehérjét kodolo gén, igy a
prediktalt HYAGO-k szama 11-re emelkedett (1. tablazat, 13. abra).

1. Tablazat A feltételezett arpa DCL AGO és RDR homoldégok biokémiai jellemzdi

név* kromoszéma Ensembl azonosito ORF  exon- peptid- izoelektromos  molekulatomeg
lokacié (5'-3") hossz  szam lanc pont (PI)** (Da)**
(bp) hossz
(aa).

HovDCL-ek

HvDCL1 chr4H:6303349 HORVU4Hr1G084890.7 5994 19 1997 6.26 222185.89
02-630347021

HvDCL2 chr5H:8445014 HORVU5Hr1G019300.8 4428 20 1475 8.56 165696.76
8-84493265

HvDCL3 chr3H:6380645 HORVU3Hr1G092430.9 5058 26 1685 5.92 188438.84
90-638074096

HvDCL4 chr2H:6323223 HORVU2Hr1G088270.9 4908 25 1635 6.17 185174.48
56-632371458

HvDCL5 chr1H:3100070 HORVU1Hr1G042710.5 5052 26 1683 6.21 189830.24
28-310025536

HvAGO-k

HvAGOla chr7H:9459266  HORVU7Hr1G007000.14 3654 23 1217 9.56 133685.87
-9467181

HvAGO1d chr7H:6518999 HORVU7Hr1G120600.3 3195 22 1064 9.05 117524.50
46-651906855

HvAGO2 chr2H:6841215 HORVU2Hr1G098650.1 3144 3 1047 9.34 113039.59
08-684127760

HvAGO4a chr3H:2263567 HORVU3Hr1G038830.1 2769 23 922 9.10 102605.58
34-226364526

HvAGO4b chr7H:6238957 HORVU7Hr1G107770.0%** 2451 22 816 4.88 201998.97
48-623891202

HvAGOba chr4H:8972435 HORVU4Hr1G004030.1 3102 22 1033 9.47 114317.97
-8981437

HvAGOb5b chr2H:1167873  HORVU2Hr1G031130.2 2532 22 843 9.17 94171.10
97-116793928

HvAGO6 chrUn:7129184 HORVUOHr1G012490.1 2652 23 883 9.25 98208.02
2-71302762

HvAGO7 chrUn:2996937  HORVUOHr1G005350.1 3039 3 1012 9.28 114045.18
1-29973587

HvAGO10 chr6H:1835749  HORVU6Hr1G036840.2 2850 21 949 9.43 105648.60
09-183587426

HvAGO18 chr3H:6859676 ~ HORVU3Hr1G021290.1 3156 21 1051 9.17 114177.28
6-68603419

HvuRDR-ek

HvRDR1a chr6H:5128344 HORVU6Hr1G074180.1 3348 5 1115 7.73 126707.04
80-512842253

HvRDR1b chr6H:5131088  HORVU6Hr1G074220.2 3549 5 1182 8.66 134118.47
07-513120207

HvRDR2 chr2H:5894967 HORVU2Hr1G081260.6 3414 4 1137 6.80 127637.79
51-589507376

HvRDR3 chr3H:1161568 ~ HORVU3Hr1G027290.6 3588 19 1195 6.30 134565.32
19-116191312

HvRDR4 chr3H:1165035 HORVU3Hr1G027340.4 3507 19 1168 6.83 131898.43
95-116535566

HvRDRé6a chr3H:6731862 HORVU3Hr1G107690.2 3684 2 1227 7.38 137814.98
68-673191806

HvRDR6b chr3H:1701260 HORVU7Hr1G012280.1 3621 6 1206 8.17 135686.38
3-17027858

35



*az RNSi komponensek prediktalt neve filogenetikai vizsgalatok alapjan. A komponensek donté tobbsége a

legkdzelebbi A. thaliana ortoldg nevét viseli, ez aldl kivételt képez az AGO 18 klad, mely csak egyszik(

szekvencidkat tartalmaz, itt a rizs és kukorica volt a némenklatara alapja.

**Az izoelektromos pontot és moltomeg értékét az ExPasy szoftverrel generaltuk in silico.

** A HvAGO4b nem szerepel az Ensembl adatbazisaban, de a rendelkezésre all6 online expresszids adatok kozt

szerepel. A feltételezett gén és transzkript felfedezése Fabio Miloro munkédja (Hamar et al. 2020).

Ahhoz, hogy a puszta Ensembl azonositok helyett megfeleldé ndémenklatara szerint

hivatkozhassunk a feltételezett arpa RNSi elemekre, NJ filogenetikai fakat épitettiink

fehérjecsaladonként, de mar nem csak a kétszik(i modell Arabidopsis, hanem a szintén ismert

RNSi rendszerrel rendelkezd rizs és kukorica DCL, AGO és RDR fehérjeszekvencidinak

bevonasaval. Igy a filogenetikai fak alapjan az adott arpaszekvenciahoz legkdzelebb iil6, tehat

legnagyobb rokonsagi fokot mutatd fehérje adta mindig a nomenklatira alapjat, illetve ahol

tovabbra is kérdéses volt a helyzet, ott az Ident and Sim programmal kalkulalt identity %-ok

jelentettek tampontot (15-17 abrak, melléklet 1).

84 HvDCL4
HvDCL1

—————— HvbCL3

10— nupcts

89 HvAGO1d
100 HvAGO1a
95 HVAGO10

99 _{: HvAGOSb
99 HvAGO5a
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HvAGO18

[ HvAGO7
81— HvaGo2

[ HvAGO4a

54— HyAGO4b

HVAGO6

100 HvRDR3
HVRDR2

100 HvRDR1b

100 HvRDR1a

HvRDR6a

HvRDR6b

13. ébra: Az drpa feltételezett RNSi komponensek filogenetikai kapcsolatai NJ filogenetikai fan dabrdzolva (A: HvDCL-ek, B:
HVAGO-k, C: HYRDR-ek). A fa 1000 bootstrap replika konszenzusdt abrdzolja, az dgak mellett taldlhaté szamok arra utalnak,

hogy a replikak hdny szdzalékdban tamogatott az adott eldgazds (Hamar et al. 2020).

Az International Barley Sequencing Consortium munkéjanak koszonhetéen, mara mar a

masodik, javitott, teljes arpagenom (Hordeum vulgare cv. Morex) elérheté online az Ensembl

adatbazisaban

(https://plants.ensembl.org/Hordeum vulgare/Info/Index?db=core).
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kovetkeztében lehetové valt az egyes arpa RNSi komponensek kromoszoma lokalizaciojanak
megismerésére €s ezek alapjan egy sematikus térkép elkészitésére (1. tablazat, 14. dbra). A
HvDCL-eket, HYAGO-kat és HYRDR-eket kodold gének egyenetleniil elszorva helyezkednek
el a 7 &rpakromoszdman, koziiliik kettd: a HYAGO6 és HYAGO7 a még nem tisztazott helyzetii.
A gének egymdshoz viszonyitott relativ helyzete informécioval szolgéalhat evolucios
eredetlikrél példaul a HVRDR1a és HVRDRIb nemcsak egymashoz kozel taldlhatok, de
fehérjeszekvencidjuk is nagyfoku hasonlésagot mutat, igy nem kizart, hogy génduplikacio
termékei. Hasonld gondolatokat vethet fel a HYRDR3 ¢és HVRDR4 szintén egymashoz igen
kozeli fizikalis helyzete (tavolsag: 312 kbp, similarity: 56,7%).

A legkevesebb feltételezett RNSi gént az 1-es (HVDCLS) és 5-6s (HVDCL2) kromoszoéma
kodolja, mig a legtobbet a maga 6 HYDCL, HVAGO és HVRDR génjével a 3-as (14. abra).

HVRDRG6b

HvAGOS5b
i HvAGO5a HvAGO1a
HvDCL2
HvAGO4a
HvAGO10
HvDCL5 ™ HvVAGO7
HVAGO6
HvRDR2
HvDCL4
HvAGO2
HvDCL3 HvRDR1a HvAGO4b
VRDR1b
HvRDR6a HvDCL1 HvAGO1d
chriH chr2zH chr3H chr4H chr5H chr6H chr7H chrUn

14. ébra: Az drpa RNSi komponensek sematikus kromoszoma lokalizdcidja. Az oszlopok hossza ardnyos az egyes
kromoszomdk méretével, a kromoszomdk szdmozdsa az alsé sorban olvashatd. A chrUn a nem térképezhetd szakaszok
gylijtéhelye, nem valodi kromoszoma. A fekete sdvok a centromereket szimbolizdljdk. Az dbra az Ensembl Plants IBSC v2
adatbdzis késziilt (Hamar et al. 2020).

7.2 Az arpa RNSIi elemek filogenetikai kapcsolatai

A megfeleld nomenklattra és az evolucids kapcsolatok felderitése érdekében NI filogenetikai
fakat épitettink fehérjecsaladonként a kétszikii modell Arabidopsis mellett az egyszikd,
gazdasagilag kiemelkedé jelentéséggel bird rizs és kukorica DCL AGO és RDR
fehérjeszekvencidinak bevondsaval (15-17. é&brak). Ahhoz, hogy ne csak a feltételezett

rokonsagi kapcsolatokrol, hanem a fehérjék finomabb motivumainak elrendezddésérol is képet
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kapjunk MEME analizisnek vetettiik ala az 6sszes vizsgalt fehérjét. Az eredmények koziil csak
azokat a konzervativ motivumokat vettiik figyelembe, amik a PFam adatbazis szerint mar
annotalt doménekhez tartoznak. A 15-17. abrakon jol latszik, hogy a DCL, AGO és RDR
fehérjék tobb leszarmazasi egységre tagolodnak, az egyes kladok tagjai egymashoz
fehérjeszekvencia szintjén és a konzervativ motivumok elrendezddését tekintve is jobban
hasonlitanak, mint mas kladok tagjaihoz. Az egyes klddok nevét az alkotd tagok és korabbi
szakirodalmi adatok mintajara tiintettiik fel (Gan et al. 2015; Bai et al. 2012; Yadav et al. 2014;
Qian et al. 2011). Erdekességként kiemelheté az AGO18 klad, melynek kizarolag egyszikii
tagjai vannak, ez alapjan feltételezhetd, hogy az AGO18 gén az egy- €s kétszikiiek szétvalasa
utan jelent meg a torzsfejlodés folyaman (15. abra). Figyelemre méltod tovabba, hogy ugyan az
RDR fehérjék csupan egy funkcionalis domént az RARP-t tartalmaznak mégis 11 azonositott
konzervativ motivumot sikerilt azonositani ellentétben az AGO-kkal és DCL-ekkel, ahol
sokkal bonyolultabb doménszerkezetiik ellenére 7, illetve 5 motivumot sikeriilt csak

azonositanunk (15-17.abrak).
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15. ébra: Az Arabidopsis, rizs, kukorica és a feltételezett arpa AGO fehérjék evolucids kapcsolatai NJ filogenetikai fan (1000x
bootstrap ismétlés) szemléltetve, kiegészitve a MEME web szerver segitségével generdlt konzervdlt motivum analizissel. A
szines dobozok a egyes fehérjecsalddra jellemzd evolucidsan konzervdlt motivumokra utalnak, az annotdcidjuk a
filogenetikai fa alatt taldlhato (Hamar et al.2020). A motivumok pontos aminosav sorrendje a mellékletben megtekinthetd
(melléklet2).
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16. ébra: Az Arabidopsis, rizs, kukorica és a feltételezett drpa DCL fehérjék evolicios kapcsolatai NJ filogenetikai fan (1000x
bootstrap ismétlés) szemléltetve, kiegészitve a MEME web szerver segitségével generdlt konzervalt motivum analizissel. A
szines dobozok a egyes fehérjecsalddra jellemzé evolucidsan konzervdlt motivumokra utalnak, az annotdcidjuk a
filogenetikai fa alatt taldlhato (Hamar et al. 2020). A motivumok pontos aminosav sorrendje a mellékletben megtekintheté
(melléklet2).
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17. ébra: Az Arabidopsis, rizs, kukorica és a feltételezett drpa RDR fehérjék evolticics kapcsolatai NJ filogenetikai fan (1000x
bootstrap ismétlés) szemléltetve, kiegészitve a MEME web szerver segitségével generdlt konzervdlt motivum analizissel. A
szines dobozok a fehérjecsalddra jellemzé evoluciésan konzervdlt motivumokra utalnak, az annotdcidjuk a filogenetikai fa
alatt taldlhato (Hamar et al. 2020). A motivumok pontos aminosav sorrendje a mellékletben megtekinthetd (melléklet2).
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Ludfiiben és mas modellszervezetekben mar leirtak mindharom fehérjecsalad esetén konzervalt
aminosavakat, melyek jelenléte fontos enzimfunkcioik ellatasahoz (Lingel et al. 2003,
Wassenegger és Krczal 2006; Burdisso et al. 2012; Mickiewicz et al. 2016) . Ahhoz, hogy
ezeket azonosithassuk a feltételezett arpa RNSi elemeken részleges és teljes illesztéseket
végeztiink fehérjecsaladonként, majd kiindulva a masok altal mar vizsgalt Arabidopsis
homolog szekvenciajabol azonositottuk a kiemelkedd jelentdségii aminosav poziciokat (18.-20
abrak).

A DCL fehérjéknek két fontos szerepe van a kiilonb6zé RNSi utvonalakban: megkdtik és
hasitjak a kétszalt kisRNS prekurzort. A hasitasért az RNazIII doménjeik a feleldsek. Az
AtDCL-ek ¢és a feltételezett HYDCL-ek RNazIIl doménjei kozt nagyfokt konzervaltsagot
mutatnak az RNS-kotésért és RNS hasitasért felelés aminosavak (RNS kotés: RNazIIIA:
TEKCHER, RNazIIIB: HPS motivumok, RNazIIIA: T1150, RNazIIIB: T1358; katalizis:
RNazIIIA: E1122, D1126, N1159, K1233, D1237, E1240, RNazIIIB: E1330, D1334, N1367,
K1418, D1422, E1425). Az alapszabastol eltéré mutacio csak kevés esetben fordul eld és

gyakran azonos az Arabidopsis és arpa homologok kozt (18. abra).

A E1122 D1126 N1159 K1233 D1237 E1240
TEKCHER 3 3 9
AtDCL4 AFERFAVSRHLELHHDSLD SNVVUNNISN  HHWLYKETIABVVEALVGAF
HvDCL4 Y VVGRHNFLTYEELDEC SAIVNNSH HHWLHRETIABDAVESLVGAF
AtDCL2 YAVCQQLFQHCHTHHEGL| DGMISNVM RRNLKRESVABVVESL IGAY @
HvDCL2 { | ATQHLYVKHKLQHEG KNLISNAA kMSVRSERIABTVEAL IGAY =
AtDCL1 VVSRFLFLKYPQKHEGQL QoMvsNMV  YRVLSSETLABVVEAL IGVY &
HvDCL1 VVSRFLFLKYPQKHEG QQMVSNMV  YRVLSSKTLABVV GVY 2
AtDCL3 YVASCHLFLKYPDKDEG Qs 1 1SNSN  HRwVVSKEsVSBCA | =
HvDCL3 (VVSCHLFLKFPDKDEG vD 1 ISNAA HRWMCSKTISBCV 4
HvDCL5 YL IGCDLFLRYPMKHEG SNAVCMAT HRwMCSKTISBCV
B — E1330 D1334 T1358 N1367 K1418 D1422 E1425
— 4 ¥ < A ¥ 33
AtDCL4 F I HPBIYNRHGG - GC L SBAVLED Y EMAESYFF TVFPKLKPGQLEBIL VN PR-CP G CL
HvDCL4 FVHPBIFNKHSG - GC L SYLYSAYPDLKPGQ IFBDL PA-CP v
AtdcL2 L THGEYMMPE | PRC L KHLYDKYPCLSPGLLTBM IS-FP LA <
HvDCL2 L THGSIYQ TAG TTAC L INFYNKYPECTPELLEDL 1G-LP LA =
AtdcLl | THASIRPSSG- VsC L RHLFFTYTSLPPGRLADL DCKAP 1A &
HvDCL1 | THASIRPSSG-VSC L KHLFFTYTDLPPGRLADL DCKAP 1A 2
AtDCL3 | THSSILRES - - - YSYERL RHLFN TYEQTGPGEMEDL S1QGP 1A &
HvDCL3 L THPSILQESAERYS L RHLFHSHKDTDEGELEBIL ALRGP! 1A
HvDCL5 | THPSILQELGVDYC L RYLYVTHTDVDPGELEDL TCKVP 1A

katalizisben résztvevéd oldalldncokat jeldlik (RNGzIlIA: E1122, D1126, N1159, K1233, D1237, E1240, RNGzIIIB: E1330, D1334,
N1367, K1418, D1422, E1425), a kék sdavval (TEKCHER, HPS) és fehér nyillal jel6lt poziciok a DCL-ek RNS kétéséért felelGsek
(RN@zlllA: T1150, RNazIlIB: T1358) (Hamar et al.2020).

Az AGO fehérjék miikddése szempontjabol szintén fontos a kis RNS-sel vald kdlcsonhatas

kialakitasa, illetve egyes AGO-k képesek a cél mRNS-t hasitani is. Ezt hivjuk ,slicer”
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aktivitasnak. Azon fehérjék, melyek képesek lehetnek erre, tartalmazzak a DED(D/H)
katalitikus tetradot (19. abra) (Carbonell et al. 2012).

N687 Y691 K695 Q707 K732
S 2 2 ¥ ¥
AtAGO1 QS I rfloMBL S JMSSTAF IEANPVIQF  DNNGS-LMGDLKRICETELGIvVSQccL  Afjva VRvG
o| AtAGOs QSLRL[FQMGLS )VSARSFYEP | VVTDF DVTG--SMGKIKRICETELGIVSQCCQ  ENVA VR TG
< | AtAGO10 QS IRP[HlQMGL S MASAAF IEPLPVIEF DNNGS-LMGDLKRICETELGL 1SQCCL  AMVS VMG
9 | HvAGOla QS | RP[lQMGL S SSTAFIEPLPVIEF  DNNGS-LMGDLKRICETELGLVSQCCL  ANVA VRVG
S | HvAGO1d QT IRPlOMGL S )MSATSFFEPLPVIDF  DNNGS-LMGDLKRVCEIDLGLISQCCL  ANLS vKRVG
2 | HvAGosa QSLRPlQMGLS SATAFYKAQPVMNF EGTPSDCYGRVKRLCETELGL I TQCCL  QNMA VRVG
HvAGOSb QSLRPQ IGLS! ISSTSFYKPISVVQF  DVTG- -HYGKVKKVCETDLGIVSQCLK  ENVA VRVG
HvAGO10 QS | RP[IQMGL S SSTAFVEPLPVVDF  DNNGP-LNGD IKRICETELGLISQCCL  VMNVS VMG
*| HVAGO18 QS | RPIQSGLSLI SSTAFVRGGSL IDF  DKNGS- DIKRICETD IGLMSQCCL  ANVA Alcc
n| AtAGO2 H PAQGLSLCLDYSVLAFRKAMSVIEY  RKDDG--MKTLKWIAETKLGLVTQCFL  ANLA ARVG .
@ | AtAGO3 H PAVOGLSLCLNSSLLAFRKAISVIEY  GKHDG--MKTLKWIAETKLGLVTQCFL  ANLALKINARVG =
S| AtAGO7 QSLRH[QQGL A SITAFHES IGVIAY KKHKG - DLKRISETRIGVVTQCCL  sNLALKINAK G
G| HvAGO2 QTLKH[MQQGL YV SVMPFRKDGPVLD | EQHHG- - MKTLKL ICETQLGIQTQCFL  SNLALKINGELG
<| HvAGO7 QSLRPKQGL A SLTAFHESTGMIVY RRHRG- - MADLKRIAETS IGVVTQCCL  ANLALKMNAKLG
AtAGO4 THQGGMS WWTTTMI | KPGPVVDF  DKKNSDLMGPWKKKNLTEFGIVTQCMA  TNLLLKINAKLG
2| AtAGO6 PAHGGLS STTMILEPGPVIEF ERKTSD |¥GPWKK ICLTEEGIHTQCIC  TNMVLLEINSKLG
2| atacos TQGGLS STAMIVKPGPVVDF ~-KKNSDVM- - - - - EKSCSMWNCECIVP  TNLLLEINAKLG
5| AtaGo9 THQGGLS TSTTMIVQPGPVVDF ERKNSDVYGPWKKKNLVDLGIVTQCIA  TNVLLEINAKLG
8 | HvAGO4a AlQSGLS STTMIVKPGPVVDF ERKNSDVYGPWKRKCLADFGIVTQCVA  TNVLLEINAKLG
& | HYAGO4b PQSGLS TTTMVVRPGPV IDF -EKNCD IMGPWKRECLVEHGIFTQCLV  TMVLLEINAK- -
HVAGO6 THMNGL S STTMIVTPGPVVNF ERKNCD | IGPWKKKNLHEMG IVTQC IV  TNVLLEINAKLG
B H798 ES01 D845 H986
S £ RV I
AtAGO1L A LilepLF
o| AtAGOs A EEIllQDLY
= | AtaGo10 A LiQoLy
9 | HYAGOla PHPGEDS- S A LIQDLF
o | HvAGO1d PHPGEDS-S A LIEDLY
2 | HvAGOSa PSPGEDV-SP A EEIIADLF
HVAGOSb A 1lQpLy
HVAGO10 A LiQoLy
*| HVAGO18 A VERIEGL -
~| AtAGO2 G KEEIQGFG =
A| AtAGO3 G KEEIQGFG 3
S| Atacor G 1lQpL - =
Q| HvAGO2 A VIKNLG
2| HvAGO7 A KE 1 1TEHL -
AtAGO4 s AEMIESLV
2|  AtAGO6 G LEMIDSLF
2| Atacos s VEMIDSLF
S| AtaGo9 s MEMIDNLF
Q | HvAGO4a G LEMIDSLF
Z | HvAGO4b s LEMIDALF
HVAGO6 G VEMIDSLF

19. dbra: Az Arabidopsis és feltételezett arpa AGO-k MID (A) és PIWI (B) doménjeinek konzervdlt aminosav-poziciéi. A
kiemelt aminosavak szamozdsa AtAGO1 alapjdn tértént. A MID domén - kis RNS interakcicért az 1365 felelds, a kis RNS-ek 5
nukleotid vdlogatdsdért a N687, az 5’ foszfat kétésért pedig a piros nyilakkal jelélt Y691, K695, Q707, K732. A PIWI domén
katalitikus tetrddja DED(D/H) piros nyilakkal jelélt. A katalizisben szintén fontos H798 (fehér nyil) és QF-V motivum is (Hamar
et al. 2020)

Az RDR fehérjecsaladra viszonylag egyszerli doménszervezodés: egyetlen RARP domén
jellemz6. Ezen beliill Arabidopsis és a feltételezett arpa RNSi komponensek kozt konzervalt a
katalitikus szerepti D(L/F)DGD motivum (20. abra)(Wassenegger és Krczal 2006).

DL/FDGD

AtRDR1 VNVPALN - - - -HMVDCVV L L VP--PRTSEPMD- - - ----- YTPEPTQ
HvRDRla VY TPVLD- - - -HMVNCVVF| P L fiP - - TRMVAPMD- - - - - - - - YTPAPTE
HVRDR1b VHSPLLG- - - -HMVNCVVE | P L IP--TRMVAPMD- - - ---MTPAPTE -

AtRDR2 | YEVHFEE- - KGYLDC I | E L IP--SEMDPPMD- - - ---YAGSRPR | &z
HVRDR2 VYDHGLYS - - KNLVDCVVFE E L IP--EKVDSPMD- - - ---YTAARPR g

AtRDR6 VDVPQLH - - - -HMYDCL | D L IPPNRKSYPAMH - - - ---YDAAEEK
HvRDR6a IDVPALH- - - -HLVDCLVF E L IPPGKKSWNPMD - - - ---YSPAEAK
HVRDR6b VDVPELR- - - -HLVDCLV E L IPPRKQSWKPMD- - - - - - - - YSPPKVK
AtRDR3a TYVKALEDYVGNAKFAVF P F LEHFKPSEPWVS-SSKPSKIYCGRKPS
AtRDR3b TYVKSLEQYVGNSKYGVFF 4 F LEHYKPSEPWVS-SSPRSKIYTGRQPS | >
HVRDR3 TYSEAIQDLVGDSKYAIL P F LKYFKPSEPWDQ- - RNPPRKAKQEKPQ g
HvRDR4 RY | KD IDDVVGYSRYAILF P F LKQFKPSNPWEWGEVNKP IQAEKKCLL |&
AtRDR3c TYVKALEEYVGNSKFAVF P F LENFKPSEPWVS-LTPPSKSNSGRAPS

20. ébra: Az drpa és Arabidopsis RDR fehérjék RdRP doménjének illesztése. Kék savval kiemelve Iathatd a feltehetéleg
katalitikus szempontbdl is fontos D(L/F)DGD konzervdlt motivum (Hamar et al. 2020).

42



A fenti példak jol mutatjak, hogy az éaltalunk bioinformatikai modszerekkel prediktalt HYDCL,
HVAGO ¢és HVRDR fehérjék aminosav szinten nagyfoku hasonl6sagot mutatnak a molekularis
biologiai modell 1udfii azonos fehérjéivel. Viszont csupan in silico médszerekkel nem tudjuk
kideriteni, hogy az azonositott 22 RNSi komponensbdl melyek azok, amik valoban
expresszalnak, illetve funkcioval birhatnak és melyek azok, amik esetleg inaktiv pszeudogének.
Ezért expresszid analizist végeztiink kiilonbozé szovetekbdl, majd kiilonbozé abiotikus
stresszkezelésnek kitett szervekbdl szarmazd mintakon. Ez utobbi vizsgéalatra azért volt
sziikség, mert az eltérd kornyezeti hatasoknak koszonhetéen akér expressziot detektalhatunk
korabban inaktivnak tind gének esetén is igy részletesebb képet kaphatunk az arpa RNSi

rendszerérol.

7.3 Az arpa feltételezett DCL, AGO és RDR génjeinek expresszio vizsgalata éretlen

szemtermésben és levélben

Az in silico azonositott 22 arpa RNSi komponens génjeinek expressziojat szemikvantitativ RT-
PCR-rel vizsgaltuk z6ld, puha endospermiumi, éretlen szemtermésben és levélszovetben.
Belso kontrollgénként és a ciklusszam bedllitasdhoz arpa aktint alkalmaztunk. Minden génre
ugy terveztiink primereket, hogy 2 kiilonb6z6 exonhoz tapadjanak ki, tehat a reakcid soran
észrevehessiik, ha genomi DNS szennyezi a mintankat, illetve gDNS templaton alkalmazva igy

pozitiv kontrollnak is megfeleldk.

Az alkalmazott modszerrel nem tapasztaltunk expressziot egyik szovetben sem HVAGOLd,
HvAGO5a, HvAGO10, HvRDR4 és HYRDRG6bD esetén. A tobbi RNSi gén expresszidja szemmel
lathatoan erdsebb volt a generativ szoveti mintakban, leszamitva a HYAGO5b-t és HYAGO18-

at, ami levélben adott er6sebb jelet (21. abra).
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21. ébra: Az drpa feltételezett RNSi génjeinek expresszidja generativ (éretlen termés) és vegetativ (levél) szévetekben
szemikvantitativ RT-PCR-rel. Az alkalmazott modszerrel nem tapasztaltunk expressziot HYAGO1d, HYAGO5a, HYAGO10,
HVRDR4 és HYRDR6b esetén. A tébbi komponensrél a HYAGO18 és HYAGO5b kivételével elmondhatd, hogy az éretlen
szemtermésben mutattak er6sebb expressziot.

Az, hogy szinte minden esetben erdsebb expressziot tapasztaltunk fiatal szemtermésben, talan
a vizsgalt szovetek fejlodési allapotdra vezethetd vissza. Mig a kifejlett levél sejtjei
differencidlodtak, osztédd szovetet nem tartalmaznak, addig egy fiatal szemtermésben
fejlédésbiologiai szempontbol multipotensnek tekinthetd szovetek is talalhatok. Ezek sejtjei
expressziosan  aktivabbak  lehetnek, illetve  szdmos, akar RNSi-n  alapulo
szabalyozomechanizmus folyhat benniik, mely indokolhatja az RNSi gének a levélben

tapasztaltakhoz mérten erésebb expressziojat.

Ugyan az elvégzett vizsgalatok jol kiegészitik a korabbi bioinformatikai adatokat, viszont
kizarolag ezek alapjan még nem kijelenthetd, hogy azon gének, melyek nem expresszaltak a
vizsgalt szovetekben adott id6pontban pszeudogének lennének, igy tovabbi kisérletekre volt

sziikség.

7.4 A prediktalt arpa DCL, AGO és RDR gének expressziojanak valtozasa abiotikus

kornyezeti stressz (ho, szarazsag) esetén

Az elézbekben leirt szemikvantitativ. RT-PCR vizsgdlatokat megismételtiilk abiotikus
stressznek kitett és kontroll fiatal (3 leveles) arpandvényeken. Kétféle abiotikus stresszt (ho,
szarazsag) és ezek kombinéciojat is alkalmaztuk a kisérleti ndvényeken 3 biologiai ismétlésben.
A szarazsagstressz 1 heti vizmegvonast jelentett, a hdstressz pedig 24 orat 40°C-0S

novényneveld kamraban. A mintaszedés a szarazsagstressz elejéhez (0 h) és végehez (24 h) volt
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1d6zitve. A mintakat az RNS anyagcsere azonnali ,,fixdlasa” érdekében folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és -70°C-on taroltuk felhasznalasig. Erdekes volt megfigyelni, hogy az 1 heti
vizmegvonas dnmagaban nem okozott jelends turgorvesztést a kisérleti ndvényeken, ezzel
szemben a kombindlt stressznek kitett arpak levelei erdteljesen hervadtak, végiik elszaradt. A
tobbi hostresszelt ndvényen csak a levélcsucsokon volt megfigyelhetd kismértékii pondorddes

(Hamar et al. 2020) (22. abra).

Oh

24 h

22. ébra: Kontroll (K), Szdrazsagstresszelt, hdstresszelt (H) és kombindlt hG és szdrazsdgstressznek aldvetett drpanévények a
héstressz kezdetén (0Oh) és végén (24h). Ebben a 2 idépontban tértént levélmintavétel késébbi RNS tisztitdshoz. A
szdrazsdgstressz egy hétig tartott, tehdt a hlstressz kezdete és vége egyben a szdrazsdgstressz 6. és 7. napjdt jelentette. A
képen jol latszik, hogy csak a kombindlt stressz okoz kifejezett tiineteket, turgorvesztést a fiatal drpanévényeken. A locsolt és
szintén héstressznek kitett drpdk leveleinek csak a csticsa péndérodott meg kissé, naluk nem tapasztaltunk hervaddst (Hamar
etal. 2020).
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A levélmintakbol RNS kivonas utan cDNS masolatot készitettiink és a korabbiakban bemutatott
modszerrel, ugyanazon primerparok alkalmazasaval elvégeztiik a szemikvantitativ RT-PCR

reakciokat. A belsé kontroll itt is az arpa aktin volt (23. abra).

K Sz H H+Sz K Sz H H+Sz
Oh 24h  Oh 24h Oh 24h Oh 24h 0h  24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
________ aktin — e ¥ A el —— v | HYDCL1
— b G o HVAGO1a |we e s s s s e s | [y DCL 2
HVAGO1d |— — — — — — — HvDCL3
— — ) ) Y v o | HVAGO2 - HvDCL5
— — . —— — —— —— | HYAGO4 HvDCL4
HvAGOb5a — — —— HvRDR1a
HVAGOS5b — s S e = == HyRDR1b
e as = | HVAGO6 |—. i i L« % i emw — wmel HYRDR2
— HvVAGO7 —_— — HVRDR3
e HvVAGO10 : HvVRDR4
— — HVAGO18 | - e v s s s —— = | HYRDRG6a
HVRDRG6b

23. dbra: Szemikvantitativ PCR az abiotikus stresszkezelésnek kitett drpdk levélmintdibdl az egyes feltételezett RNSi
komponensekre specifikus primerekkel. Kezelések: K: kontroll, Sz: Szdrazsdg, H: hé, H+Sz: hé és szdrazsdg. A Oh és 24 h a
héstressz elején és végén szedett mintdkat jeléli. A pirossal kiemelt gének héindukciot mutatnak, tisztan szarazsagindukadlt
komponenst nem taldltunk ezzel a modszerrel. A HYAGO6-ndl a kombindlt abiotikus stressz hatdsdra megjelent egy, a vdrtndl
hosszabb termék, mely akdr a stresszkezelés hatdsdra végbement alternativ splicingra utalhat. Az uj PCR terméket gélbél
visszaizoldltuk és megszekvendltattuk (24. abra) (Hamar et al. 2020).

Az ¢l6z06 kisérlethez képest itt csak a HYAGO1d, HVAGO5a és HYRDR6b nem expresszalt, az
Osszes tobbi gén legalabb egy minta esetén adott jelet. Ugyan mindkét kisérlethez levélbol
vontuk ki az RNS-t, de mig az eldbbinél 2 honapos kifejlett novényekrdl gyjtottiink mintat,
addig ez utobbi kisérletben id6- és helytakarékossagi okokbdl 16 napos nodvényeket

hasznaltunk. Az eltérd fejlédési stadium is okozhatja a megfigyelt expresszios kiilonbségeket.

Kifejezett szarazsdgindukciot nem tapasztaltunk egyik gén esetén sem, ezzel szemben a
HVAGO2, HYAGOG6, HYRDR2 ¢és HYRDR6a hdindukciot mutatott, illetve erdsebben expresszalt
a kontrollndl kombinalt stresszkezelés hatasara is. Ezeket az eredményeket Pacak és
munkatarsai (2016) altal publikalt arpa cv. Rolap RNS-seq adatok, illetve kollégdink altal
elvégzett qPCR vizsgalatok is alatdmasztjak (Hamar et al. 2020). Mas névényekben sem ritka
jelenség az RNSi komponensek hdindukcidja: Zhai és munkatarsai (2019) kukoricdban a
ZMAGO1f, ZmAGO4, ZmAGO5a, -b, -¢, ZMAGO9, ZMAGO9, ZMAGO10, illetve ZMAGO18
mellett hdindukciot mutattak arpahoz hasonléan ki ZmAGO2b esetén. Paradicsomban pedig,
ahogy az altalunk végzett kisérletekben is a SIRDR2 ¢és SIRDR6a bizonyult hdindukaltnak a
SIAGOla, -b, SIAGO4a, -4b és SIAGOS5 mellett, melyek indukcidjat nem tudtuk kimutatni
arpaban (Bai et al. 2012). A felsorolt példak koziil csak a ZmAGO18 stressztlirésbeli szerepét
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igazoltak mutadnson végzett vizsgalatokkal, mely kiilonosen érdekes, 1évén az egyszikii-

specifikus AGO18 klad tagja (Zhai et al. 2019)

Erdekes volt megfigyelni, hogy a HYAGO6 nemcsak hdindukciot mutatott, hanem szarazsag és
héstressz egyiittes alkalmazéasakor megjelent egy hosszabb PCR termék is az agardz gélen. Ezt
a savot, mivel a kisérlet ismétléseinél is jelen volt izolaltuk a gélbdl €s megszekvenaltattuk (24.

abra).

3. exon 4. exon
>HVAGO6 mRNA TAAGCG AGGTTG
Translation Lys Arg Gly Cys

3. exon alternative exon 4. exon

>HVAGOG6_splice variant mRNA TAAGCGgtatggatagtgtagttttaaactctgtttacctcttcagtctcgttctgattgtaattatggttigtttgtatccagAGGTTG
Translation Lys Arg Tyr Gly STOP

24.. Gbra: A kombindlt hé és szdrazsdgstressz hatdsdra megjelent PCR termék szekvencidja. Jol lathatd, hogy a 3. és 4. exon
kézt nem vdagddik ki egy intron (alternativ exonnd valik), mely transzlalédva korai STOP-kodont kédol. Ez a jelenség a

A szekvenciaadatok arra engednek kovetkeztetni, hogy egy olyan alternativ splice-varianssal
allunk szemben, ahol a normal esetben a 3. és 4. exon kozt 1évo kivagddo intron exonnd valik.
Megvizsgaltuk, mit jelenthet ez a valtozas fehérje szinten: a leolvasasi keret eltolodik és az

alternativ exon jelenléte a 3. exon utdn 2 aminosavon beliil korai STOP kodont eredményez

(24. abra) (Hamar et al. 2020).

7.5 CRISPR/Cas9 konstrukciétervezés endogén (HYDCL3, HYAGO4a, HYDCLS5,
HvAGO®B) és exogén (WDYV) céloének ellen

Miutan sikerrel prediktaltuk in silico az arpa RNSi komponenseket és az expresszidjukat is
vizsgaltuk kiilonb6z6 kornyezeti koriilmények kozt és tobbféle szovetben; hogy in vivo
funkciojukrol is képet kaphassunk, specifikus CRISPR/Cas9 konstrukciot terveztiink a siRNS

utvonal néhany kulcsszerepldje ellen.

Valasztasunk azért a siRNS utvonalra és a genomstabilitas fenntartdsdban nagy valoszintliséggel
szerepet jatszo HVAGO4a-ra, HVYDCL3-ra esett, mert a kis genomméretii Arabidopsis-ban
mutaciojuk nem letalis, s6t viszonylag gyenge fenotipusos elvaltozasokat eredményez. Ezzel
szemben ugy gondoltuk, hogy a jelentésen nagyobb DNS allomanyt arpaban (és késébb
buzédban) esetleg fontosabb szerephez juthatnak, funkcidvesztéses mutdciojuk drasztikusabb

ntiunetekkel” jarhat.
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Kés6bb bevontuk vizsgalatainkba a HvDCL5-6t (korabban HvDCL3b) és az expresszid
vizsgalaton hdindukciot mutaté6 HVAGOG6-ot is, mely egyes irodalmi adatok szerint mas

fajokban részben redundans funkciot mutat AGO4-gyel (Vaucheret 2008).

Célunk volt tovabba a buzatorpiilés virus elleni védelem kialakitasa CRISPR/Cas9 rendszerrel
arpaban, hogy vizsgalhassuk a genomszerkeszté rendszer miikodését. A WDV egyszalu,
cirkularis DNS genommal rendelkezik, ami a virus szaporodasahoz nélkiilozhetetlen replikaz
génjét (Rep), illetve a mozgasért felelés Un. movement protein-t (MP) és a kész
virusrészecskéket végiil beburkold coat proteint (CP) koédolja. A CRISPR/Cas9 rendszert
multiplex formaban, tehat tobb gRNS-el alkalmazva a virus Orokitdanyagat feldarabolva
¢s/vagy abban mutaciokat l1étrehozva inaktivalhaté a korokoz6. Ehhez a munkahoz a gRNS-
eket és a transzformdacios kazettdit Kis Andras tervezte, késébb az altalunk létrehozott

transzgenikus arpavonalakban a CRISPR/Cas9 rendszer elemeinek vizsgalataban vettem részt

(25. abra).
LIR %

f sg2
Q.
& WDV-h 07
2734 bp
sg4
Bl

SIR

18. bra: A buzatérplilés virus (WDV) cirkuldris DNS genomja a kodold régidk és a 4 guide RNS célszekvencidinak jelGlésével
(Kis Andrds dbrdja kiegészitve).

Maga a gRNS tervezés, illetve target szekvencia keresés a kovetkezOképpen zajlott: az elsé
kisérletek idején még nem voltak megbizhat6, ndvényi (kifejezetten arpa) genom adatbéazisra
¢épiild tervezOprogramok, igy az adott gén genomi szekvencidjanak letdltése utdn manualisan
az NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGG sablonnal végeztink keresést. A talalatokat
listaztuk, és BLAST-tal ellenériztiik, hogy van-e off-target (a célszekvencian Kkiviili)
hasitohelye, illetve az IDT Oligo Analyser programmal ellenériztiik a GC%-ot (40-70%), és
hogy dnmagaval ne alkosson nehezen felbonthaté masodlagos szerkezetet, illetve exoni régiora

essen a hasitohelye.
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Késébb megjelentek a ndvényi genomokon is alkalmazhato tervezéprogramok. Ezek koziil a
CRISPOR-t taléltuk leginkabb a céljainknak megfelelének. Ez a program egymaga listazza a
lehetséges gRNS-eket, ellenérzi az off-target hatast, GC%-ot szamol ¢és hatékonysagot
prediktal, igy egy 1épésben képes elvégezni az dsszes feladatot, amit korabban tobb kiilonb6zo

programmal, manualisan végeztiink.

Eleinte fontos szempont volt az is, hogy restrikcios endonukledz (REND) hasitohely is legyen
abban a régioban, ahol a Cas9-gRNS komplex mutaciot okoz. gy a transzgenikus névényekbél
DNS-t izolalva, PCR-amplifikalva a target szekvenciat és az azt koriilvevo szakaszt, majd a
terméket hasitva a megfelel6 enzimmel kideriilt, hogy elromlott-e a REND felismerdhelye, azaz
okozott-e mutaciot a CRISPR/Cas9 konstrukcionk? Ennek a modszernek a hatranya, hogy
tovabb korlatozza a lehetséges gRNS-ek szamat. Eppen ezért a késébbiekben T7 endonukleazt
hasznéltunk erre a célra, mely nem szekvenciaspecifikus enzim, a mutacidot mas mechanizmus
alapjan, az annak kovetkeztében kialakult heteroduplex-szerkezeten keresztiil ismeri fel.
Ugyancsak vizsgalataink késébbi szakaszaban lettiink tudatosabbak a target szekvenciak génen
beliili helyzetét illetden. Ugyanis minél kozelebb tudunk mutaciot okozni a START kodonhoz,
annal valosziniibb, hogy korai STOP-kodon kialakulasa révén olyan csonka fehérje képzddik a
mutaciot szenvedett génrdl, mely nem tartalmazza a miikodése szempontjabol nélkiilozhetetlen
doméneket, igy képtelen ellatni funkcidjat. Ebben az esetben tulajdonképpen funkcidvesztéses
vélasztunk, lehetséges, hogy a csonka fehérjénk részben képes ellatni feladatat, természetesen

attol fiiggden, hogy a mutacié menyire fontos doméneket €rint.

7.6 CRISPR/Cas9 szenzorkonstrukciok épitése, tranziens teszt N. benthamiana-ban

Stabil transzgenikus arpavonalakat eldallitani igen munka- ¢s iddigényes feladat, ezért a
HVAGO4a ¢s HYDCL3-mutans vonalak Iétrehozasa utan ugy dontottiink, hogy a tovabbi gének
esetén el6szor tranziens rendszerben, N. benthamiana-ban teszteljiikk tobb lehetséges gRNS
hatékonyséagat. Igy lehetéségiink nyilt arra, hogy még a transzformans arpak 1étrehozéasa el6tt
valogassunk a jeldltek kozt, maximalizalva az eljaras hatékonysagat. Erre a 1épésre azért is volt
sziikség, mert a késobbiekben majd latszik HYAGO4a és HYDCL3 és WDV esetén, hogy nem

minden bioinformatikai modszerekkel hatékonynak tind gRNS miikddott in vivo.

A modszer lényege, hogy ndvényi sejtes kornyezetben, a dohany leveleit
baktériumszuszpenzidval infiltrdlva tranziens moédon tudunk kivalasztott géneket

expresszaltatni a megfelelé plazmidkonstrukciokat hordozé A. tumefaciens vonalak

49



segitéségével. TObb genetikai konsStrukcio expressziodjara is van lehetdség ugyanazon sejtekben,
mivel a kiilonb6z6 plazmidokat hordozd A. tumefaciens vonalak szuszpenzidi keverhetok és

egyiitt juttathatok a novényi sejtek kozé (26. abra).

A Cas9-gRNS komplex, ha megfelelé hatékonysaggal és specifitdssal miikodik, megtalélja
szekvencia-komplementaritas utjan a szamara specifikus target szekvenciat (20 bp-os
génrészlet, ami ellen terveztiik a konstrukciot) és duplaszala DNS hasitast hoz 1étre. Ezt a DNS
sériilést ugy tehetjiik lathatova, ha molekularis biologiai moédszerekkel a target szekvenciat az
eredeti kdrnyezetébol kiemeljiik és egy lathato, példaul fluoreszcens jelet add fehérje génjébe
illesztjiik. Ez lesz a szenzor. Ha az altalunk a targetre tervezett gRNS eléggé specifikus és
hatékony, akkor beépiilve a Cas9-be hasitast ejt a target szekvenciaval ellatott fluoreszcens
fehérje génen. Ennek kovetkeztében nem tud arrdl megfeleld mRNS atirddni, tehat nem lesz a
sejtben fluoreszcens fehérje: adott hullamhossza fénnyel gerjesztve nem latunk jelet. Ezzel
szemben, ha nem, vagy csak kis hatékonysaggal miikkodik a gRNS-Cas9 komplex, atirédik a

jelado fehérje és vizsgalva fluoreszcens jelet ad a sejt (26.- 27. abrak).

Cas9

Cas9

sg1 target

Szenzor

?

)

196. dbra: Az infiltracids kisérletek soran haszndlt szenzorkonstrukcio miikédési elve. Ha a tesztelt gRNS (itt sg1) kellGen
specifikus és nagy hatékonysdgu, akkor beéplilve a vele azonos plazmidon kodolt Cas9 fehérjébe hasitdst képes létrehozni a
vele egylitt infiltralt és a szamdra specifikus célszekvencidt tartalmazo dsRED génjén. Ebben az esetben nem képzGdik dsRED
mRNS, sem fluoreszcens fehérje. Ha a vizsgdlt gRNS nem expresszal, nem specifikus, vagy nem elég hatékony, akkor nem képes
hasitdst létrehozni a dsRED génjén, dtirddik az mRNS, szintetizdlodik a dsRED fehérje, melyet megfelel6 hulldmhosszon
gerjesztve lathatovd is tehetiink.
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K1: sg-target
nélkiili dsRED
szenzor + sg
nélkiili Cas9
konstrukcié

K2: sg-target
szenzor + sg
nélkiili Cas9
konstrukcio

sg-target
szenzor + sg
K3: sg-target
nélkiili dsRED
szenzor + sg

20. dbra: Az infiltracids kisérletek elrendezése: 1. folt: a tesztelt gRNS (sg) és a specifikus sg target szekvencidval ellatott
szenzor ko-infiltrdldsa- ebben a foltban vdrjuk a fluoreszcencia-vdltozdst a tébbi kontroll folthoz képest. 2-4: kontrollok: 2:, sg
nélkiili Cas9 konstrukcio és target nélkiili dsRED-et kodold konstrukcio (ebben az esetben nincs ami hasitson és nincs
célszekvencia sem a dsRED kddjaban, ami hasithatd), 3: sg nélkiili Cas9 konstrukcid sg-targetet tartalmazo szenzorral (ennek
a foltnak a fluoreszcencia intenzitdsa Gsszevetve az el6z6vel megmutatja, hogy a targethely inszertdldsa csékkenti-e a dsRED
fluoreszcens tulajdonsdgait), 4: sg-t expresszdlo Cas9 konstrukcio sg-target nélkiili dsRED szenzorral (ez a folt megmutatja,
hogy egy miikédéképes sg-Cas9 komplex jelenléte csékkenti-e a dsRED fluoreszcencidjat, hasit-e aspecifikusan).

A fenti eredmények alapjan a 2. tablazatban szerepld, pirossal jelolt gRNS (single guide, sg)
szekvenciakat valasztottuk a CRISPR/Cas9 konstrukciok elkészitéséhez (2.-3. Tablazat)
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2. Tablazat: az egyes gRNS-ek bioldgiai aktivitisanak tesztje tranziens expresszios N. benthamiana
rendszerben. A Kisérleti eredmények alapjan a pirossal jelolt sg-ket valasztottuk ki késébb
konstrukcioépitéshez. A képek az infiltraciét koveté 3. napon késziiltek. Az egyes foltokban liathato

mintak Kkiosztasa a 27. abran lathato.

gén/ infiltralas 1 infiltralas 2 szekvencia-PAM GC%  enzim exonos
sg (PAM off-
nélkiil)
target
HvVAGO6
595 GCCGTGAAGGAAAGCCCATT-AGG 55 _ -
5913 [ ] GTCGCTTCCTTGAAGCGCTA-GGG 55 HinP1 _
# "
Aor51
Y \
Bfol,
Mael
Sng CGCTAGGGCAACTGATCTGA-GGG 55 BstDE _
I,
' Hinfl,
o ' Hpy18
. 8l,
Pfel
HvDCL5 (HvDCL3b)

GAGTACCGACCGCTGGAACA-AGG g0 - 1, de

sgl3 .
“ ” PAM
mellett 2
.. ‘ . mismatc

h

sg 15 GTACACCGACCTCGATGTCG-CGG g0 - 1 exonos

' ‘ " fo-target,
Q ’ ’ mismatch

seed-
région

beliil
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sg 18 GAGTGGAGGCCAGCTGTATT-TGG  §H -

3. Tablazat: A transzgenikus drpavonalak létrehozasiahoz hasznalt gRNS szekvenciik, az esetlegesen
rajtuk talalhato REND (restrikcios endonukledz) hasitohelyekkel. Itt a sorszam az adott sg
konstrukciobeli helyzetét mutatja, illetve nem tiintettiik fel a PAM szekvenciat, mivel csak az az elétti 20

bazisnyi szekvenciat expresszaltattuk.

gén név sgl szekvencia REND sg2 szekvencia REND
arpa RNSi gének

HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCCATTC  Xmn|  TGTTTGCCAGCTCTGCCAGC  pyyl|
HvDCL3 GACATGTTGCCACCTTTGGT BsiYl GTCATAAAGACACCGATGAG BsiYl
HvDCL5 (HvDCL3b) GAGTACCGACCGCTGGAACA _ GAGTGGAGGCCAGCTGTATT
HVAGO®6 GCCGTGAAGGAAAGCCCATT _ CGCTAGGGCAACTGATCTGA

WDV ORF-ek sg szekvencia

MP GTGACCAACAAGGACTCCCG

Rep A CCGACGAAGCACTTCCAGTT

LIR TTTTTTCGCTAAGGACCTGC

Rep TTGGAATAGACACGGAACCT

7.7 Transzgenikus arpavonalak létrehozasa

crer

eljarast alkalmaztuk. Ennek Iényege, hogy még fiatal arpaszemekbdl steril koriilmények kozt
izolalt, levagott gyokér- és hajtascsticsu embriot , fertdziink™ A. tumefaciens szuszpenzidval
(28. abra/l). A baktériummal s6tétben torténd 72 ords kokultivaciot (28. abra/2) kovetden
kalluszindukal6 taptalajra keriilnek az explantok (28. dbra/3). Ez a Iépés egyben a még jelen
1évé agrobaktériumok és a nem transzformalt sejtek elpusztitasat is szolgalja a hozzaadott
cefotaxim és hygromycin révén, ugyanis a baktériumok az el6bbi-, a genetikai konstrukciot
nem tartalmazd, tehat nem transzgenikus novényi szovetek pedig az utdbbi antibiotikumra

érzékenyek.
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A kalluszindukcios id6szak letelte utan fényen megtorténik a hajtasindukcio (28. abra/4), majd
a mar levelekkel rendelkezd és fotoszintézisre képes novénykék szénforrasként csak minimalis
mennyiségli maltdézt tartalmazd gyokereztetd taptalajra keriilnek. Az eddigi fbleg
szénhidratbontdson alapul6 heterotr6f anyagcesere innentdl kezdve valik a kifejlett névényekre

jellemzd autotroffa.

28. Gbra: Az drpa genetikai transzformdciéjanak lépései az éretlen magtdl a Togenerdcics regenerdns névényig. 1:
embridizoldlds, 2: inokuldcid és kokultivacio A. tumefaciens-szel, 3: kalluszindukcio, 4: hajtdsindukcid, 5: gydkereztetést
kévetben a regenerdnsok kiiiltetése.

A ndvényregeneracio szelekcios fazisat kovetd masodik kritikus 1épése a talajba torténd
kitiltetés (28. dbra/5). A nagyrészt mar autotrof anyageseréjii, de steril kdrnyezethez és paraval
telitett levegShoz szokott arpékat nagyon megviseli ez a folyamat. Epp ezért a veszteségek
minimalizalasa okan el6szor vizbe, majd aztatott tézegkorongba keriilnek a palantak, melyek
tovabbra is fitotronkamraban, de mar névényneveld talcan, bara alatt erésddnek. Itt fontos
megjegyezni, hogy gyakori jelenség, amikor ugyanazon kalluszrdl tobb névényt is le tudunk
valasztani. Mivel ranézésre nem eldonthetd, hogy egy transzformacids esemény genetikailag
azonos eredményeirdl van szo, vagy mas genotipussal rendelkezd egyedekrdl, igy a kallusz

szamazonositdja utdn betlis megkiilonboztetést (3/a, 3/b, ... stb.) alkalmazunk és varunk a
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szekvenalasig. A pontos szekvenciaadatok ismeretében mar eldonthetd, hogy kiilon vonalként

kezelhetdk-e az érintett novények a késdbbi vizsgalatok soran.

Dontden a tézegkockaba iiltetéskor, vagy utana par nappal torténik a levélmintavétel, melybol
DNS izolalas, PCR reakciok (antibiotikum rezisztencia gén ¢és Cas9 gén jelenlétének
ellenérzése, valamint a target szekvencia felszaporitasa T7 teszthez), T7 teszt, majd szekvenalas
utjan meghatarozhato, hogy valodi transzgenikus vonalrol beszélhetiink-e, €és ha igen, pontosan

milyen mutéciot hordoz a vizsgalt génben?

7.8 Az RNSi sének ellen tervezett CRISPR/Cas9 konstrukciokkal transzformalt

arpavonalak molekularis jellemzése

Ahogy haladtunk a kisérleteinkkel és egyre tobb tapasztalatot gytjtottiink a CRISPR/Cas9
konstrukciot hordozé vonalakrol, ugy bevezettiik azt az 0 szokasrendet, hogy a genotipizalast
csak T1 generacioban végezziik el. Ugyanis a To tagjai a szOvettenyésztésnek koszonhetden
(organogenezis révén nyert genetikai mozaikok) és a Cas9 mitkddése miatt (mely konstitutiv
promoterrel meghajtva a novény teljes élete alatt, minden sejtjében expresszal és végezhet
hasitasokat) genetikailag instabilak. Ezzel szemben a Ti-ben mar kialakulhatnak a hetero- és
hemizig6tak (a diploid névényi sejtben mindkét allélon mutacidt hordozo egyed, de a mutacidk
eltéréek) mellett homozigotak (mindkét allélon ugyanazt a mutacidt hordozd transzgenikus

egyed) is.

A ndvények molekularis jellemzésének elsd 1épése a transzgenezis igazolasa volt. Ehhez a
korabban emlitett modon levélmintabol genomi DNS-t (gDNS) izolaltunk és ezen a mintan
végzett PCR tesztekkel igazoltuk az antibiotikum rezisztenciagén (hygromycin) és a Cas9 gén
jelenlétét vad tipust kontroll gDNS alkalmazasa mellett. Az igy pozitivnak bizonyulé mintakat
T7 endonukledz tesztnek vetettiik ald. Ehhez a konstrukcionk targethelyét koriilvevd DNS
szakaszt amplifikaltuk PCR-rel, majd a minta egy részét kiilon csében Ujra anellaltattuk, igy
nem a PCR utan kialakult duplexek maradtak a mintdban, hanem a szalak szétvalva, majd
lehtilve ujra kétszaluva valva akar genetikailag kiilonb6z0 (inszerciot, delécidt vagy
szubsztilciot tartalmazo) part talalva heteroduplexeket alkothatnak. Természetesen vad tipusu
mintdban és homozigéta mutdns egyedben nem képzddhet heteroduplex, mert kizardlag
ugyanolyan szekvenciaji DNS fragmenteket tartalmaznak. A T7 endonukleaz megfeleld
pufferkdrnyezetben DNS-sel inkubalva képes felismerni a heteroduplex masodlagos

szerkezeteket és ott hasitast végez. A mintdkat a reakcid utdn agaréz gélen méret szerint
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elvalasztva igy homozigoéta (vad tipus) esetben csak egy terméket latunk, mig hemizigota vagy

heterozigdta esetben megjelennek hasitott termékek savjai is (29. abra).

agaréz
gélelektroforézis T

heteroduplex

hasitasi termék

21. bra: Mutdcié detektdldsa T7 endonukledzzal. A PCR termékek melegitése majd hiitése (anelldcid) soran ha volt mutdns
szekvencia a kiinduldsi mintdban (narancssarga DNS szakasz), nem tékéletes médon bdzispdrosodva a vad tipussal (vagy mds
tipusu mutdciot hordozé DNS szakasszal) heteroduplexet képez. A T7 endonukledz képes felismerni ezt a DNS mdsodlagos
szerkezetet és megfelel6 kériilmények kézt elhasitani. Az igy kapott terméket agardz gélen elvdlasztva Iathatdvad vdlik egy
révidebb méreti fragment (hasitdsi termék). Amennyiben a minta csak ugyanolyan szekvencidju DNS-t tartalmaz, tgy a nem
alakul ki az eljdrds sordn heteroduplex szerkezet és a T7 enzim sem képes hasitdst végezni, az agardz gélen csak egy sdvot
Idtunk.

r o

Ti-ben, illetve a késdbbi generaciokban a mindkét alléljukon azonos DNS modositast
tartalmaz6 homozigota mutansokat tigy kiilonboztethetjiik meg a vad tipustol, hogy vad tipusu
gDNS-sel keverjiik a mintékat, elvégezziik az anellaciot és ezt a mintat vetjiik ala T7 tesztnek.
Ha nem torténik hasitas, vad tipust volt a kérdéses minta, ha latunk hasitott terméket, abban az

esetben homozigdta muténs.

Meg kell még emliteni egy specidlis esetet, amikor a mutacid detektalasahoz nem sziikséges T7
probat végezni. Ugyanis a Cas9 hasitasa soran a ndvényi DNS-hibajavito rendszerek miikodése
révén (kiilonosen, ha tobb gRNS-t alkalmaztunk, melyek target szekvenciai relative kozel
talalhatok egyméshoz) akar nagy, tobb 100 bp-0s deléciok is kialakulhatnak. gy mér esetleg a
targethely kornyezetét amplifikalo PCR reakcio soran is lathatunk a vad tipusnal rovidebb PCR

terméket a mutans vonalakban.

A mutaciot hordozo egyedek azonositasa utan a kovetkezd 1épés a szekvendlas. Ehhez szintén
a target szekvenciat és kornyezetét amplifikaldo PCR reakcio termékét hasznaltuk. A PCR-hez

phusion polimerazt hasznaltunk, mely hibajavito (proofreading) aktivitdsa mellett tompa végi
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terméket ad, ami kozvetleniil pJet plazmidba klonozhat6. A plet elénye mas plazmidokhoz
képest, hogy iiresen, inszert nélkiil zarddva a gazdasejtre nézve letdlis gént hordoz, igy a

klonozas utan nem kellett az inszert jelenlétére kiilon szelektalnunk a baktériumtelepeket.

A telepekbdl kolonia PCR-t végeztiink, az ebbdl szarmazd mintakat egymassal, illetve a vad
tipussal keverve T7 tesztnek vetettiik ala, hogy elkiilonitsiik a hemizigotak esetén a 2 kiilonbozo
allélt. A kapott mintakat leadtuk szekvenalni. Homozigota esetben természetesen elég volt a
novényi gDNS-rél végzett PCR termékét leadni, ott, mivel a két allél tejesen egyforma, nincs

sziikség eldzetes valogatasra.

Miutan megkaptuk a mutansok szekvenciait, értelmezniink kellett, mit jelenthet a DNS
moddosulasa mRNS, illetve fehérje szinten, hogy valtozik a leolvasasi keret? Mivel a Cas9
hasitasat kovetd hibajavitd folyamatok kiszamithatatlansdga miatt a mutacio természetét sem
lehet elére tudni, igy az is megeshet, hogy ugyan tortént szekvencia szinti valtozas, de az
szubsztitiicio, vagy 3-mal oszthaté szamu inszercid, esetleg delécié révén nem tolja el a
leolvasasi keretet. gy, hacsak nem a fehérje funkcidja szempontjabol kritikus jelentdségii
aminosav tiinik el, vagy helyettesitddik massal, valdszintileg nem okoztunk zavart a biokémiai
folyamatokban. Szamunkra a legjobb az, ha sikeriil a leolvasasi keret eltolasa révén korai STOP
kodont kialakitani, preferdltan homozigéta formaban. Igy a gazdanvényben az adott fehérje
kieshet a molekularis utvonalakbol, az esetleges fenotipusos, vagy biokémiai eltérésekbdl

kovetkeztethetiink in vivo szerepére.

7.9 HYAGO4a mutans vonalak fenotipusos és molekularis jellemzése

Az AGO4 a UniProt adatbazis és szamos publikacio szerint is az RNSi transzkripcios utjaban
a DNS metilacios folyamatokban jatszik kulcsszerepet, igy feltehetéleg nagyobb genomu
novényekben, mint amilyen az arpa is, fontos szerepe lehet a mobilis genetikai elemek féken
tartasaban, az 6rokitGanyag integritdsanak megorzésében (Guo et al. 2016; Au et al. 2017; Fang
¢s Qi 2016). Ezért lett vizsgalataink egyik alanya a HYAGO4a gén, illetve az altal kodolt fehérje,
illetve a tobbi CRISPR/Cas9 rendszerrel kititni kivant gént is ebbdl az utvonalbdl valasztottuk
ki.

A megkozelitbleg 200 éretlen embriobol a szdvettenyésztést kovetden 17 ndvényt sikeriilt
regeneraltatni, a masodik transzformacids kisérletnél 150 embridobol 8 novényt kaptunk,
melybdl 7 db T7 pozitiv (30. abra). Az els6 kisérlet 5 novényérdl PCR utdn kideriilt, hogy nem
hordozzak a Cas9 gént (HVAGO4a 2/b, 6/a, 6/b, 6/c, 6/d), tovabbi 4 pedig T7 negativ volt
(HVAGOd4a 2/a, 2/c, 2/d, 5/a) igy ezeket kizartuk a késbbi vizsgalatokbol. A targethelyeken
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létrehozott mutaciokat az elsé transzforméacios kisérletnél még To generacioban detektaltuk és
szekvenaltattuk, a masodik hullimban a To novényeken mar csak T7 tesztet végeztiink és
szekvenalni csak a T1 nemzedék mintait kiildtiik el (30. abra). Mivel a gRNS-ek célszekvenciai
ugy lettek kivalasztva, hogy restrikcios endonukledzzal is detektalhato legyen az esetleges
mutacio, igy az elsd korben transzformalt ndvények mintain még restrikcios endonukleazos
hasitast is végeztiink, a késObbiekben viszont leegyszeriisitettiik a protokollt kizarélag T7

tesztre.

14/a 14/b  15/a 15/b 15/c  16/a 16/b 17 <+ -

30. gbra: A mdsodik transzformdcids kisérletbdl szdrmazé To HYAGO4a vonalak T7 endonukledz tesztje. a HYAGO4a 16/b
vonal kivételével minden vizsgdlt minta pozitivnak bizonyult, tehdt tartalmazott mutdciot. Ellenérzésképp a 16/b mintdt vad
tipusu PCR termékkel anelldltatva és ujra elvégezve a T7 probdt az is pozitivnak bizonyult, a késébbi szekvencia adatokbdl
ldtszik, hogy azon ritka eseménnyel dllunk szemben, mikor is a Cas9-sg komplex homozigéta mutdnst hoz létre mdr Ty
generdcioban.

A transzformaciés kisérletek soran létrehozott mutaciok €s a mutans vonalak koédjai a 4
tablazatban olvashatok. A masodik transzformacids kisérletbdl szarmazo HVAGO4a 15/a, 16/a
¢s 16/b novények Ti generaciojat szekvenaltattuk meg, a tdblazatba a T1 generaci6 adataibol

kovetkeztetett To diploid szekvenciak még hemizigotaként vannak feltiintetve.

4 tablazat: HVAGO4a mutinsok genotipusa To generaciéban és a muticiok megnyilvanulasa fehérje

szinten
kod sgl target szekvencia To mut akodolt fehérje sematikus domén-szervezodése
generacioban (diploid testi *
sejtben)
WT GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG - I om | —_
GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG -
e T
HvaGoda  GCACACGCAAGAAGCC-TTCGGG -1 del 4@
1/a, b, GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG -
[ e e —
c, d
HVAGO4a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG -2 del 4@
3/a,b,c Gee-—mmmmmm - TCGGG 1
15 bp de]
subs ? L w —
-15
del
HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCCATTTCGGG +1 _@
12/e GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG  ins

-2 del @
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HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCCA-TCGGG -1 del 4@

13/b GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG
paz e —
HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG - - e —
13/d GCACACGCAAGAAGTCCTGACTTT +8
CGGG ins ﬁ
HVAGO4a GCACACGCAAGAAGC———-- GGG 5 4@
15/a GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG  del
Pz e
HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCCAATTCGGG -2 _@
16/a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG  del

del

HVAGO4a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG  +1 _@

16/b GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG ins
2 _@

del

*mut.: mutacid

A fenti adatokbol latszik, hogy a vizsgalt vonalakban csak az sg1 mutatott biologiai aktivitast,
az sg2 targethelyén egyik estben sem talaltunk modositast, igy nincs feltiintetve a tablazatban.
Ez utdbbi jelenség hatterében feltehetden a gRNS-eket atird6 DNS fliggd RNS polimeraz I1I (Pol
I11) terminacidja allhat. Irodalmi forrasok szerint a 4 T ismétlddés terminacios jel a polimeraz
szamara. Az sg2 szekvencidgja (TGTTTGCCAGCTCTGCCAGCTGG) ugyan csak 3 T
ismétlodést tartalmaz, de nem kizarhato, hogy mar ez is leallitja a transzkripciot (Arimbasseri

et al. 2014; Gao et al.2018) (4. tablazat).

Azt 1s megfigyelhetjiik a kisérletek soran, hogy a mutaci6 nem mindig volt szamunkra kedvez6
természetli: a HYAGO4a 3/a, b és ¢ vonalban az egyik allélon 15-6s delécid tortént, ami nem
tolja el a képz6dd fehérje leolvasasi keretét, az minden valoszinliség szerint egy rovid, 5

aminosavas szakasz hianyatol eltekintve a vad tipushoz hasonlo lesz (4. tablazat).

Ezzel szemben az Gsszes tobbi vonalban a mutacié par aminosavon beliil korai STOP-kodont
eredményezett (4. tablazat), vagy nem tortént mutacio. A késébbi részletesebb fenotipusos és
molekularis vizsgalatokhoz a HYAGO4a 1/a, HYAGO4a 3c/10 és HVAGO4a 16/a T1 és T2
vonalakat valasztottuk ki, azok koziil is azokat, amikben homozigdta formaban volt jelen a

korai STOP kodont eredményez6 mutacio (5. tablazat).
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5. tablazat: a késobbi vizsgalatokhoz kivalasztott HVAGO4a mutans arpavonalak genotipusa (T:

generacioban kihasadé homozigotak és utédaik)

kéd sgl target szekvencia Ti generacioban mut. a kodolt fehérje sematikus domén-
(diploid testi sejtben) szervezddése

HVAGO4a GCACACGCAAGAAGCC-TTCGGG -1 del _@

1a/4 GCACACGCAAGAAGCC-TTCGGG -1 del

HvAGO4a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG -2 del _@

3¢/10 GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG -2 del

HVAGO4a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG -2 del 4@

16/a GCACACGCAAGAAGC--TTCGGG -2 del

A HVAGO4a mutans ndvények To, T1 és T2 generacioban is a kontroll, nem transzformans
novényekhez hasonlo fenotipust mutattak. Az egyetlen kiilonbség a vad és mutans novények
kozt a viragzas idozitésében volt tapasztalhato. A vad tipusnal korabban jelentek meg a zaszlos
levelek tovében a szalkdk, ami arpandl a viragzas kezdetét jelenti. Amikor a vad tipus dsszes
novényénél megjelentek a kalaszok (10/10), addig a HYAGO4a 1a/4-nél ez az arany 30%-volt
(6/20), a HYAGO4a 3c/10-nél 62% (10/16) (6. tablazat).
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6. tablazat: Vad tipusu (WT) és T2 generaciés HYAGO4a mutansok fenotipusa (3 kiilonb6z6 névény
vonalanként). Mig a kontroll novények mar kalaszolnak, addig a mutians vonalak még nem hoztak

viragot.

WT

HvAGO4a 1a4 (T>2)

HVAGO4a 3c10 (T2)

Az, hogy szemmel lathato erés fenotipusos elvaltozasokat nem tapasztaltunk a HVAGO4a
mutansokon, tobb feltételezett okra vezethetd vissza. A konstrukcidtervezés idején még nem
azonositottuk a HVAGOA4b-t, mint lehetséges redundans funkcidjii gént. Transzgenikus
novényekben, eléfordulhat, hogy mas fehérjekomponens latja el a kies6 RNSi elem szerepét.
Kézenfekvd arra gondolni, hogy a HYAGO4b, mint a HYAGO4a paralogja képes lehet erre,
illetve szamos publikécio sziiletett mar a molekularis biologiai modell ludfiiben az AtAGO4 ¢és
AtAGO6 részben redundans szerepérdl is (Vaucheret 2008). Erre a kérdésre tobbszoros

mutansok létrehozéasaval kaphatnank pontosabb valaszt.
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Egy masik lehetséges magyarazat az epigenetikaban, a generaciok kozt megvaltozo DNS-
metilacios mintazatban rejlik, melynek kialakitasaban részt vehet az AGO4 is. Ha az AGO4
hianyaban megvaltozik, csokken a genom metilaltsaga, esetleg ijra miikodoképessé valik
némely transzpozabilis elem, akkor annak hatdsat csak tobb generaciot vizsgalo
kisérletsorozattal lehetne megfigyelni. Lehetséges, hogy egy késdbbi generdcid tagjai mar

jelentds fenotipusos eltéréseket mutatnanak a kontroll névényektdl.

7.10 HYDCL3 mutans vonalak létrehozasa és molekularis jellemzése

A DCL3 az AGO4-hez hasonléan a DNS metilacidért felelés molekularis Gtvonalak egyik
kulcsszerepléje (Wang és Axtell 2016)

Az els transzformacids kisérlet soran 200 embri6 felhasznélasaval 8 transzgenikus névényt
tudtunk 1étrehozni, melyek mindegyike tartalmazta a hygromycin rezisztencia gént. Koziilik
restrikcios endonukleazos hasitds alapjan 1 hordozott az sgl targetnél, és 4 az sg2

célszekvencianal mutéciot To generacidban (31. dbra, 7. tdblazat).
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7. tablazat: a HVDCLS3 vonalak altal hordozott mutiaciok To genericiéban és azok hatasa a leolvasasi

keretre
kod sgl target sg2 target mut.  a Kkodolt fehérje sematikus domén-
szekvencia T0-ban szekvencia TO-ban szervezodése
WT GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG GTCAT. GACACCGATGAGGGG -
GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG GTCATARAGACACCGATGAGGGG
HVDCL3  GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG GTCATARAGACACCGATTGAGGGG 4] N
1/a GACATGTTGCCACCTTTGGTGGE  GTCATAAAGACACCGAG--—-—-~— . -
ins
””” Helicasa ATP Helicase C-
1 binding faminal
subs,
-59
del
HVDCL3  GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG  GTCATAAAGACACCGA-------- 14 T T
1/b GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG ~ ------ .
del
Helicasa C-
____________ - Aeamninal
1095
del
HvDCL3 GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG GTCATARAGACACCGATTGAGGGG +1
5/b GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG .
ins
””” Hpicase C-
403 T )
del
HVDCL3  GACATG------——-----———-= TTTCCATAGTCGTGC-————---~— -085
Holicase-ATP Helicase C-
12/a GACATGTTGCCACCTTTTGGTGGG  --AGGGG dell/ g emind
GTCATAARAGACACCGATTGAGGGG
55 Halicase-ATP Helicase C- @
binding fominal
del
+15
ins
+1 T
ins//
+1T
ins

Igy, hogy esetenként akar mindkét gRNS is miikodott a novényekben, nehezebb volt kideriteni,
hogy konkrétan hogyan valtozik a leolvasasi keret. A HYDCL3 1/b- nél és HYDCL3 12/a-nal

egészen nagy, megkozelitdleg 1 kb méretii deléciok is kialakultak, melyeket a kisebb

mutacioknal bevalt T7 teszttel nem lehetett kimutatni, itt a PCR termékek méretbeli kiilonbsége

jelentett tdmpontot. Természetesen ebben az esetben az egyes targethelyek koré tervezett

primerek tapadasi helye is elveszhetett, igy a nem parban 1év0, legsz€lsd, egymassal ellentétes

orientacioju primert hasznaltuk a delécio kimutatasahoz (HvDCL3sgl1Fw - HYDCL3sg2Rv)

Az eredmények konnyli értékelhetdségéhez ugyan célszerlibb lenne csupan egy bioldgiailag

aktiv gRNS-t kddolo konstrukciot hasznalni, de még a tranziens expresszios teszt utdn sem

lehetiink teljesen biztosak abban, hogy a valasztott guideRNS jol fog miikodni egyszikii
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rendszerben is. Ezért a késébbiekben is 2 gRNS-t alkalmaztunk minden mutans arpavonal

eldallitasahoz.

A Kisérlet soran létrehozott mutansok tobbsége nem mutatott a kontroll névényektol jelentésen
eltérd fenotipust. Egyediil a HYDCL3 12/a vonal bizonyult térpének sterilnek To generacioban.
Ez volt az a ndvény, melynél mindkét allélon mindkét gRNS célszekvenciajanal kialakult a
leolvasasi keretet megvaltoztatd mutacid, melynek kovetkeztében a polipeptidlanc koézponti
kotésért felelos domén is sériilt. Sajnos a novény sterilnek bizonyult, és 1d6 eldtt elpusztult, igy
tovabbi molekularis vizsgalatokat nem tudtunk végezni, melybdl kideriilhetett volna, hogy
pontosan milyen molekularis mintazatok allnak a fenotipusos deformitasok hatterében (31.

abra).

HvDCL3 12/a

22. Gbra: A térpe és steril HYDCL3 12/a vonal (balra) és a vad tipusu kontroll (jobbra) drpa To generdciéban. A tébbi HYDCL3
mutdns vonal nem mutatott a vad tipustol eltéré erds fenotipust.

A HvDCL3 az Arabidopsis ortologjahoz hasonléan egy doménszervez6dését tekintve komplex
fehérje. Jelen dolgozat irasakor még nincs informécionk arrol, hogy milyen domének megléte
sziikséges a fehérje minimalis funkcidjanak ellatasdhoz, illetve mely masik RNSi komponensek
tudnak funkciovesztése esetén redundansan hatni a siRNS utvonalban. Hogy a leolvasasi keret
eltolasa révén tényleg funkciovesztéses mutansokat kapjunk, Az elsé exonokon lett volna
célszeri kijelolni a genomszerkeszt6 konstrukci6 targethelyét, ez azonban a HYDCL3 genomi
szekvencidjanak sajatsagai (repetitiv régiok, magas GC%, PAM hidnya) nem volt lehetséges.
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A létrehozott, csak az egyik RNazIIl doménjiikben mutaciét tartalmazé vonalakkal nem
végeztiink atfogdbb molekularis elemzést, de feltételezhetjiik, hogy csupan egy RNazIII domén
elvesztése nem okoz teljes funkciovesztést a fehérjénél. Az AGO4-AGO6 mintajara az azonos
filogenetikai kladba tartozo HVYDCL3 ¢és HVYDCLS szintén rendelkezhet redundans funkciokkal,
igy azt sem zarhatjuk ki, hogy HYDCL3 sériilése esetén HYDCLD5 veszi 4t részben a szerepét in
vivo, ennek megallapitasahoz tovabbi kisérletekre és tobbszordés mutans vonalakra lenne

sziikség.

7.11 HYAGO6 mutans vonalak létrehozasa

A HVAGOG6-ot azért valasztottuk ki az arpa RNSi génjei koziil, mert nemcsak hdindukciot
mutatott abiotikus stresszkezelés hatdsara, hanem irodalmi adatok tdmasztjak ala, hogy némileg
redundans lehet a funkcidja az AGO4-gyel, igy feltételezhetd, hogy HYAGO4a hianyaban képes
az RNSi genomstabilitasért felelds titvonalaban hatni (Vaucheret 2008).

A koradbbi kisérleti tapasztalatok alapjan eloszor a HVAGOG ellen tervezett konstrukciod
épitésénél vettilkk figyelembe a lehetséges gRNS-ek tranziens expresszids rendszerbeli
hatékonysagat (2. tablazat). Tovabba, mivel sem HvVAGO4a, sem HvDCL3 esetében nem
tapasztaltunk markans, az adott fehérjék funkciovesztésére visszavezethetd fenotipust, igy
kiilonos figyelmet forditottunk, hogy a gRNS-ek targethelyei az 1. vagy 2. exonra essenek.
Ezzel az volt a célunk, hogy korai STOP kodon Iétrehozasaval egy késObbi generacioban
homozigéta novénynél minél tobb, a fehérje funkcidja szempontjabdl nélkiilozhetetlen domén
essen ki. A masodik HYAGOA4a transzformacios kisérlethez hasonléan To generacioban csak a
mutacio meglétét, de nem a mutacié mindségét vizsgaltuk T7 teszttel (32. dbra). 250 embriod
felhasznalasaval 8 kalluszrol 12 regenerans novényt kaptunk, melybdl 4 bizonyult T7
pozitivnak. A dolgozat irdsaig mutans vonalak egyike sem hozott termést, illetve tobb elpusztult
mieldtt kalaszolt volna. gy a T1 generacioban tervezett genotipizalas eredményeit nem tudjuk
bemutatni. A rendelkezésre allo informacio alapjan nem eldonthetd, hogy a névények id6 eldtti
pusztuldsa a létrehozott mutdciokra vagy az esetlegesen nem idedlis ndvénynevelési

koriilményekre vezethetd vissza.
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32. dbra: HVAGO6 és HvDCL5 T generdcios mutdnsok T7 tesztje. Mig HVAGOG6 esetén az dsszes vonal mindkét gRNS

7.12 HYDCL5 mutans vonalak létrehozasa

Ahogy a bioinformatikai adatok is alatamasztjak, a HYDCL5 és HvDCL3 szoros filogenetikai
rokonsagban all egymassal (similarity: 57,9 %), vizsgalataink kezdeti szakaszaban éppen ezért
HvDCL3a és HvDCL3b-ként hivatkoztunk rajuk. Késébb mas irodalmi adatok alapjan
modositottuk a nomenklatarat, de a nagyfoku szekvencia-szintli hasonlosag ¢és k6zos evolucios
eredet tovabbra is felveti a lehetdségét a funkcionalis redundancianak. Eppen ezért, valamint
amiatt, hogy a HYDCL3 mutansok nem mutattak drasztikus fenotipusos valtozasokat a kontroll
novényekhez képest, keriilt érdeklodésiink kdzéppontjaba ez a gén, illetve az altala kodolt

fehérje.

Hasonléan a HVAGOG6-hoz, itt is a kodolo régio elejére terveztiik és tranziens rendszerben
teszteltilk a lehetséges gRNS-eket. A transzformacidé soran 250 embriobol minddssze 4
transzgenikus kalluszrol 6 regeneranst kaptunk, melybdl egy volt mutans a masodik gRNS

targethelyén T7 teszt alapjan (32. abra).

A To generacid sterilnek bizonyult. Ahhoz, hogy eldontheté legyen, tényleg a HvDCL5
hidnyéra vezethetd vissza ez a fenotipus a kisérletek tovabbi bioldgiai ismétlésére, illetve 1j,

HvDCL5 gRNS-ek tervezésére volna sziikség.

7.13 A WDV ellen tervezett CRISPR/Cas9 konstrukcioval transzformalt arpavonalak

molekularis és fenotipusos jellemzése, a gRNS-ek expressziojanak vizsgalata, a Cas9

fehérje jelenlétének igazolasa western blottal

A WDV cirkularis DNS genomja ellen tervezett in. WDVGuide4Guard konstrukcioval
transzformalt arpavonalakban a transzgenezis kimutatdsa hasonldéan tortént az RNSIi

mutansokhoz: a Cas9 jelenlétét vizsgaltuk PCR-rel. Viszont az eddigiektdl eltéréen a
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konstrukcio célszekvenciaja nem a névényi genomon, hanem exogén médon, a virus DNS-én
volt taldlhatd. gy az el6zéekben részletezett T7 endonukleazon alapuld eljarast nem
alkalmazhattuk ebben az esetben. Eppen ezért a kontroll és transzgenikus ndvények
virusfertézését kovetden a korokozd megjelenésének és szaporodasanak jeleit detektaltuk
molekuléris és makroszkopikus szinten: figyelve a ndvényen megjelend virustiineteket és a
leszedett levélmintabol izolalt DNS és RNS-bdl PCR-rel és northern hibridizacidval kimutatva

a virus eredetii szekvenciakat (33. abra) (Kis et al. 2019).

A WDV-hordozo kabdcakkal torténd fert6zés utan az dsszes vizsgalt ndvény fertézott levelébol
a fertézést kovetd 7. napon képesek voltunk PCR-rel kimutatni a koérokozot, azonban a
WDVGuide4Guard konstrukcid jelenléte a késGbbiekben gatolta virus novényen beliili

terjedését, szisztemizalodasat a transzgenikus vonalakban (33.A abra).

Makroszkopikus szinten, ahogy a 31.B abra is mutatja a négy vizsgalt és WDV-vel fert6zott
transzgenikus arpavonal egyik id6pontban sem mutatott tiineteket: magassaguk a nem fert6zott
kontroll névényéhez (Mock) hasonld volt és sikerrel érleltek termést, ellentétben a torpe €s

steril vad tipusu fert6zott novényekkel (Kis et al. 2019).

A ndvények fejlédése soran 4 idépontban: 42, 56, 77 és 112 nappal a fertézés utan (DPI)
teszteltiik a WDV jelenlétét northern blottal és PCR-rel. A vizsgalt transzgenikus vonalak koziil
harombol egyik modszerrel sem volt kimutathaté a korokozo. A 2-es szamu vonalban a
fert6zést kovetd 56 napos mintaban PCR-rel mar kimutathatd volt a virus DNS-e, viszont
northern blottal még nem volt detektdlhaté a WDV RNS-e. A kés6bbi mintdkban a northern
bloton is megjelent a 2-es vonalban a virus RNS. Ennek ellenére a névény a tobbi transzgenikus
vonalhoz hasonl6an nem mutatott a fertdzésre utal6 tiineteket, igy virus toleransnak tekinthetd

(33.A 4bra) (Kis et al. 2019).
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233. Gbra: A WDVGuidedGuard konstrukciéval transzformdlt (WDVGuide4Guard 1-4), vad tipusu fertézétt (WDV 1-2) és nem
fertézétt kontroll (M) névények molekuldris (A) és fenotipusos (B) jellemzése. A): A WDV jelenlétének vizsgdlata 7, 42, 56 és
77 nappal a virusfertézést kévetéen (DPI). A 7 napos mintdk a névények fertézétt levelébdl szarmaznak, azokon a WDV
replikdz génjére tervezett primerek segitségével igazoltuk a virus jelenlétét. A patogén az Gsszes fertézétt egyedbdl
kimutathato. A 42-112 DPI mintdk a névények nem fertézott leveleibél szarmaznak, igy vizsgdlhattuk, hogy sikeresen
szisztemizdlodott-e a virus. Minden mintavétel esetén a felsé panel a WDV RNS-ét kimutato northern-blot (viral RNA), alatta
kontrollként a riboszomadlis RNS-ek (rRNA), majd az alsé sorban a cDNS-rél végzett replikdz PCR. A WDVGuide4Guard 1, 3 és
4 vonalakban a konstrukcio jelenléte gdtolta a patogén terjedését, mig a 2-es vonalban rezisztenciatérés figyelheté meg 56
DPI utdn. B) A vizsgdlt névények fenotipusa a mintaszedések idépontjaban. A WDVGuide4Guard 1-4 vonalak a vad tipust nem
fert6zétt (Mock) névényhez hasonléan fejlédtek és fertilisnek bizonyultak ellenben a fert6zétt kontrollokkal (WDV 1-2), melyek
mdr 42 nappal a fertézést kbvetben erds virustiineteket mutattak és nem hoztak termést. Bar a WDVGuide4Guard 2 vonalban
molekuldrisan kimutathatd volt a kérokozd az 56. nap utdn, a névény mégis a nem fert6z6tt vad tipushoz hasonld fenotipussal
rendelkezett, nagyfoku virustoleranciat mutatott (Kis et al. 2019).

Ahhoz, hogy behatébb képet kapjunk a CRISPR/Cas9 rendszer ndvényi sejten beliili
miitkodésérdl, vizsgaltuk a WDV Guide4Guard konstrukeio altal kodolt 4 gRNS mikodését is
RT-PCR-rel. Az eredmények azt mutattak, hogy a 4 sg koziil az 1., a 2. és a 4. expresszalt, az
sg 3 mikodését egyik vonalban sem tapasztaltuk (34.A abra). Ez valoszinileg a
szekvenciajaban talalhatdo TTTTTT ismétlodésnek kdszonhetd (3. tablazat), ez ugyanis - ahogy
mar a HYAGO4a esetén emlitésre kertilt - terminécios jel a transzkripciot végzé RNS polimeraz
IIT enzim szamara. A késObbi konstrukciotervezéseknél ezért kiemelt figyelmet forditottunk a
3 vagy tobbszoros T ismétlddést tartalmazd szekvencidk hasznalatanak mellézésére. Ezt a
jelenséget megerdsiti az RT-PCR vizsgalatokat kovetéen N. benthamiana-ban elvégzett
tranziens teszt is, melyen jol latszik, hogy a sg3-at hordoz6 konstrukcidval €s a specifikus

szenzoraval infiltralt folt mutatta a legkisebb dsRED fluoreszcencia csokkenést (34.B abra).
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34. ébra: (A): AWDV Guide4Guard konstrukcidval transzformadlt transzgenikus drpavonalak (1-4) a vad tipus (W) és a plazmid
kontrollon (p) végzett gRNS-specifikus szemikvantitativ RT-PCR-ek. Belsé kontrollgénként drpa aktint alkalmaztunk, illetve
ellendriztik a Cas9 expressziojat is. (B) A WDVGuide4Guard konstrukcio gRNS-einek tranziens expresszios tesztje N.
benthamiana-ban. Eltéréen a kordbban bemutatott kisérleti bedllitastdl itt csak 2 folt szerepel: bal oldalt sg 1-3 és szenzor
koinfiltracio, jobb oldalt (M) a szenzor egyediil. Mig az sgl, sg2 és sg4 hatékonyan csékkentette a dsRED szenzor
fluoreszcencidjat, addig az sg3 alig okozott fluoreszcenciacsékkenést a kontroll (M), csak szenzort tartalmazo folthoz képest.
A felvétel az infiltraciot kévetd 3. napon késziilt (Kis et al. 2019).

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a Cas9 fehérje mennyisége vajon hatassal van-e a kérokozéd
elleni rezisztencia mértékére? A vizsgalt 4 vonal levélmintaibol kivont fehérjét SDS-PAGE-n
elvalasztva, majd Cas9 ellenanyaggal hibridizaltuk. Az elvégzett vizsgalat utan elmondhato,
hogy nincs Osszefliggés a Cas9 fehérje mennyisége és a virusrezisztencia kozt. Az 1-es vonal
kifejezetten kevés Cas9 fehérjét termelt a 2-4 vonalakhoz képest, mégsem volt kimutathat6 a
korokozo DNS-ének vagy RNS-ének jelenléte a vizsgalt idépontokban (33.A; 35 abrak). Ezzel
szemben a 2-es vonal, amiben terjedni kezdett a virus, nagy mennyiségii Cas9-et tartalmazott,
ez mégsem vezetett teljes WDV-rezisztenciahoz, csak toleranciat mutatott (33, 35 abrak) (Kis

et al. 2019).
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35. Gbra: A vad tipuson (M) és a négy mutdns vonalon 112 nappal a fertézést kévetben elvégzett western blot. A relativ
fehérjemennyiséget aktin western blottal és ponceau festéssel hatdroztuk meg (Kis et al. 2019).

A vizsgalathoz hasznalt Cas9 ellenanyagot az Agrisera AB allitotta el6 és egy antitest validacios

program keretei kozt keriilt hozzank. Kisérletiinkkel sajat munkank mellett az ellenanyag
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forgalomba hozatalat is tamogattuk, illetve a kdzzétett, erre a célra optimalizalt western blot

protokollunk révén segitjiik mas felhasznalok munkajat.

8 Osszefoglalis

Az arpa az egyik legrégebben termesztésbe vont kultirndvényiink. Kiemelkedd gazdasagi
haszna mellett a buza modelljeként molekularis biologiai szerepe is jelentds. Genomja diploid
¢s teljes egészében megszekvenalt, viszont csak részben €s tobbnyire automatikusan annotalt.
Jelen dolgozat és annak alapjaul szolgdlo publikaciok megjelenéséig nem azonositottak arpaban
az RNSi kulcselemeit. Az ismert genom és a korabban mar kidolgozott megfeleld hatékonysagu
agrobaktérium kozvetitette transzformacios eljarasok  kivaléan alkalmassa teszik
orokitéanyaganak célzott genomszerkesztd eljarasokkal torténé modositasara is. Jelen
dolgozatban a CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazasat mutatjuk be endogén (RNSi gének) ¢és

exogén (WDV genom) célpontok ellen arpa rendszerben.

Az RNSIi az 0sszes eukaridtdban megtalalhatd szabalyozé kis RNS-eken alapuld regulacios
mechanizmus. A magasabb rend{i névények koziil eldszor Arabidopsis-ban irtak le kdzponti
elemeit: a duplaszalu kis RNS prekurzorrol szabalyozo kis RNS-eket kihasito DCL fehérjéket,
a vegrehajtd szerepi AGO-kat és az ujabb prekurzorok szintéziséért feleldés RDR
polimerazokat. Az elmult évtizedekben ezen elemek koziil szamos fehérjének mar a funkcidirol
is képet kaphattunk a kiilonb6zd egyszeres és tobbszords mutdnsokon végzett molekularis
biologiai vizsgalatok eredményeként. A fehérjecsaladok tagjainak k6zos szekvencialis, domén-
szervezOdési sajatsagain alapuld bioinformatikai modszerekkel napjainkig szdmos, mar
gazdasagi jelentdséggel is bird novény, mint a kukorica, rizs, paradicsom, paprika €s sz010

RNSIi elemeit azonositottak a kutatok.

8.1 Bioinformatikai vizsgdlatok

A rendelkezésre allo, korabban publikalt szekvenciaadatok alapjan lehetévé valt, hogy
megkeressiik az arpa DCL, AGO és RDR fehérjéit, illetve az azokat kodold géneket. Ehhez a
munkahoz a molekularis biologiai modell A. thaliana-bol szarmazo6 szekvenciakat hasznaltuk,
hogy HMM-profilt épitsiink, majd ezzel keresést végezziink az Ensembl ndovénygenom
adatbazisdban. A keresés eredményeit manudlisan szlirve az egyes csaladokra jellemzo

doménszervezddés és méret alapjan 5 feltételezett arpa DCL-t (HvDCL), 10 feltételezett
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HVAGO-t és 7 feltételezett HVRDR szekvenciat kaptunk. Késébb a transzkriptom adatbazisok
alaposabb elemzésével egy tjabb HYAGO-val (HVAGOA4b) boviilt a listank.

A prediktalt arpaszekvenciakat filogenetikai vizsgalatoknak vetettiik ala kétszikii (Arabidopsis)
¢és egyszikli (rizs, kukorica) DCL, AGO ¢és RDR szekvencidkkal. Az igy alkotott NJ
filogenetikai fak az evoluciés kapcsolatok felderitése mellett az arpafehérjék
nomenklatarajanak kialakitasaban is segitségiinkre voltak. Kiemelendé az AGO18 klad, mely

evoluciodsan relative fiatal, egyszikiiekben jelent meg, igy nincs Arabidopsis komponense.

A doménszerkezetnél finomabb konzervalt molekularis motivumok vizsgalatdit a MEME online
programcsomaggal végeztiik. Az arpa, rizs, kukorica és ludfii azonos filogenetikai csoportba
tartoz6 RNSi elemeiben ezen mintazatok elrendezddése is egységes, az adott kladra jellemz6

képet mutatott.

Tobbszoros illesztéseket végezve az arpa és ladfii DCL, AGO és RDR fehérjecsaladjainak
szekvencidin, kordbban a téméaban megjelent publikdciokat felhasznilva megkerestiik és
jeloltiik a feltehetdleg funkcionalisan kiemelkedd jelentOséggel bird konzervalt aminosav
poziciokat. Ezek dontd tobbsége, mint a slicer aktivitassal rendelkez6 AGO-k DED(H/D)

katalitikus tetradja konzervaltnak bizonyult arpa és Arabidopsis kozt.

8.2 Az arpa RNSi komponenseinek expresszio analizise

A bioinformatikai vizsgélatokat kovetden expresszid analizisnek vetettiik ald az Ujonnan
azonositott &rpa RNSi elemeket. Vegetativ (levél) és generativ (fiatal szemtermés) szovetekbol
szarmazd mintdk esetén azt tapasztaltuk, hogy szinte az 6sszes gén erdsebben expresszal fiatal
szemtermésben. Nem kaptunk jelet egyik szovet vizsgalatakor sem HvVAGO1d, HVAGO5a
HvAGO10, HYRDR4 és HYRDR6b esetén.

Abiotikus stressztényezok (hd, szarazsag) hatasat vizsgalva szemikvantitativ RT-PCR-rel fiatal
arpandvények levelén a HVAGO2, HVAGO6, HVYRDR2 és HVRDR6a héindukcidét mutatott,
illetve kombindlt abiotikus stressz hatdsdra HVAGOG6-ndl megjelent egy alternativ splice-

varians is, mely a fehérje termelddésének stressz-szabalyozottsagara enged kovetkeztetni.

8.3 osRNS tervezés és tesztelés CRISPR/Cas9 konstrukciokhoz

A CRISPR/Cas9 genomszerkesztd rendszer felfedezése €s novényeken beliili alkalmazasa
forradalmasitotta a molekularis bioldgia tudomanyat. A Cas9 fehérjét egy altalunk tervezett
gRNS-sel egyiitt expresszaltatva a transzformdns vonalakban a genomon szamos helyen,

szekvencia-specifikusan idézhetd el célzott mutagenezis. A gRNS-Cas9 komplex szekvencia-
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komplementaritas alapjan talalja meg a célszekvenciat, ahol duplaszalit DNS hasitast képes

létrehozni, melyeket a gazdasejt sajat hibajavito mechanizmusai tobbnyire ,,hibasan foltoznak
be”.

Ahhoz, hogy a komplex targethelyén, és kizarolag ott, megfeleld hatékonysaggal legyiink
képesek mutaciot kialakitani, kelld koriltekintéssel kellett kivalasztani a konstrukcionkba
épitett gRNS-ek szekvenciait. Eleinte manualisan, késébb a CRISPOR online szabadon
hozzaférhet6 tervezOprogrammal végeztiik a valogatast, majd — mivel a programok csak
prediktalni tudjak egyes gRNS szekvenciak hatékonysagat — in vivo N. benthamiana tranziens
expresszios rendszerben fluoreszcens szenzort hasznélva teszteltilk azokat. A transzformans
arpavonalak létrehozasara haszndlt transzformacios kazettdba azok az adott génre specifikus
gRNS-ek kertiltek, melyek hatékonyan tudtak elhasitani a dSRED fehérje génjébe épitett
targethelyiiket, igy jelentdsen csokkentették a dsRED fluoreszcenciat a kontrollhoz képest.
Korabbi publikaciok eredményeit megerdsitve mi is azt tapasztaltuk, hogy az oligoT
ismétlédések feltehetdleg a Pollll-at terminalva csdkkentik a CRISPR/Cas9 rendszer biologiai

aktivitasat.

8.4 RNSi mutdns arpak 1étrehozdsa, molekularis és fenotipusos elemzése

A szekvenciaspecifikus CRISPR/Cas9 genomszerkesztd rendszer segitségével HVAGOA4a,
HvDCL3, HVAGO6 és HvDCL5 mutans arpavonalakat hoztunk létre. A mutacidkat T7
endonukledzzal detektaltuk, majd megszekvenaltattuk. A Cas9-gRNS komplex altal 1étrehozott
mutaciok az esetek tobbségében eltoltdk az adott gén leolvasasi keretét, mely korai STOP
kodont hozott 1étre, ami feltehetdleg transzlacio terminaciot okozott. Bizonyos esetekben - mint
a HvVAGO4a 3/a, b, ¢ To vonalak egyik allé¢lja esetén — 3-mal oszthatd szamu inszerciot
figyelhettiink meg, mely nem rontja el a leolvasasi keretet, igy akar funkcioképes fehérjét

eredményezhet.

A HvAGO4a ¢és HvDCL3 mutansok esetén, kivéve a torpe és steril HYDCL3 12/a-t, nem
tapasztaltunk Iényeges makroszkopikus eltérést a vad tipusu novényektél. A HAGO4a vonalak
késobb viragoztak, mint a kontroll, vonalanként eltérd idovel. A késdbbi vizsgalatokhoz

kivalasztott 3 vonal (HVAGO4a 1a/4, 3¢/10, 16/a) esetében 6roklédott a késoi viragzas.

A HvDCL5 mutacidja esetén és HVAGOG6-nal a dolgozat irdsaig nem tudtunk eléallitani T

generaciot, igy a vonalak behatobb vizsgalatara nem volt mod.
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8.5 CRISPR/Cas9 rendszer milkodésének vizsgdlata WDVGuide4Guard konstrukcidval

transzformalt, WDV -vel fertdzott arpavonalakban

A CRISPR/Cas9 rendszer segitségével nemcsak a gazdasejt genomjan van lehetOségilink
hasitasokat 1étrehozni, hanem akar exogén forrasbol, patogénektdl szarmazé DNS-en is. Jelen
dolgozatban a buzatdrpiilés virus (WDV) cirkularis DNS genomjara tervezett 4 gRNS-t kodold
konstrukcid6 mukodését vizsgaltuk arpaban, illetve az egyes gRNS-ek hatékonysagat N.
benthamiana tranziens rendszerben. A 4 gRNS koziil 3 expresszalt a gazdasejtben. A vizsgalt
4 vonal koziil 3-ban képes volt gatolni a korokozo szaporodasat. Az egyetlen vizsgalt vonal,
melyben sikeresen replikalodott a WDV is nagyfoku virustoleranciat mutatott, nem jelentek
meg rajta a patogén altal vad tipusti ndvényeken kivaltott tiinetek és fertilisnek bizonyult. A

Cas9 fehérje mennyisége nem mutatott korrelaciot a rezisztencia mértékével.

9. Uj tudomanyos eredmények

1. Bioinformatikai mddszerekkel prediktaltuk az arpa RNSi f6 komponenseit: 5 HVDCL, 11
HVAGO és 7 HVRDR fehérjét, illetve az azokat kodolo géneket.

2. Az elvégzett kisérletek alapjan a HVAGO2, HYAGO6, HVYRDR?2 ¢s HVYRDR6a hdindukalt
génnek bizonyult, a HYAGO6-nal kombinalt abiotikus stressz hatasara (ho és szarazsag egylittes

alkalmazasa) alternativ splicing folyamatot figyeltiink meg.

3. CRISPR/Cas9 genomszerkeszté rendszerrel mutaciot hoztunk létre a HYAGO4a, HVAGOB,
HvDCL3 és HvDCLS5 génekben, a HVAGO4a és HvDCL3 To vonalakat és utddjaikat

genotipizaltuk.

4. A WDVGuide4Guard konstrukcid expresszidja a transzformans arpavonalakban korlatozta
aWDV terjedését. A Cas9 fehérje mennyisége az egyes vonalakban nem mutatott 6sszefliggést

a virusrezisztencia mértékével.
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10. New scientific results

1. With bioinformatic tools, main components of barley’s RNAi machinery: 5 HvDCLs, 11
HvVAGOs and 7 HYRDR proteins and the genes coding them were identified.

2. According to our experiments, HYAGO2, HYAGO6, HYRDR2 and HvRDR6a showed
heat induction. In the case of HYAGOG6 under combined environmental abiotic stress

conditions (drought and heat) an alternative splice variant was identified.

3. Using CRISPR/Cas9 genome engineering system, we generated mutations in
HvAGO4a, HYAGO6, HvDCL3, and HvDCLS5 genes, HYAGO4a and HvDCL3 mutants’

To generation and progeny were genotyped.

4. The expression of WDV Guide4Guard construction in transgenic barley lines limited the
systemization of wheat dwarf virus. We found that the amount of Cas9 protein in

transgenic plants does not correlate with level of WDV resistance.
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszon6m témavezetdimnek, Dr. Havelda Zoltannak és Dr. Taller Janosnak az elmult évek

soran nyujtott segitségiiket €s tdAmogatasukat.

Ko6szonom Dr. Kis Andras kollegdmnak, hogy rendelkezésemre bocsdjtotta a konstrukcioit, a
HVAGO4a ¢s HVDCL3 mutans To vonalakat, illetve bevont a WDV rezisztencia kialakitasat
c€lzo kisérletekbe. A dolgozatban szerepld szamos, részben sajat vizsgalaton alapulo6 abrat (23.,
26., 31.-33.) 6 rendezte panelekbe és bocsajtotta rendelkezésemre. Halds vagyok neki, hogy
kezdetektél fogva segitett eligazodni a laborban és a genomszerkesztés nemzetkozi
szakirodalméban. Koszoném Dr. Dalmadi Agnesnek, hogy bevezetett a western blot
rejtelmeibe €s Andris tdvollétében mindig rendelkezésemre allt, ha gyakorlati segitségre volt
szitkségem. Kiilon koszonet illeti Fabio Miloro hallgatotarsamat a HYAGO4b azonositasaért.
Koszonettel tartozom a Novényi Fejlodésbioldogia Csoport minden jelenlegi és korabbi
tagjanak, kiemelten Poldan Erzsébetnek, aki mindig gondoskodott réla, hogy minden eszkoz €s
alapanyag rendelkezésre alljon a kisérletekhez. Koszondm a Virusdiagnosztika Csoport

jelenlegi és volt tagjainak a koz0s konferenciazasokért és hogy atjarhattam PCR-ezni hozzajuk.

Halas vagyok Dr. Csorba Tibornak, Szaker Henriknek és Dr. Gyula Péternek, az 6 munkajuk
nélkiil nem valdsulhatott volna meg a k6zds cikkiink. Kiilon koszonet Dr. Gyula Péternek, a
cikkben és a dolgozatban is szerepld dbrak nagy felbontast verzidjanak elkészitéséért és minden

(bio)informatikai megoldasért ami segitette a munkam.

Ko6sz6ndm a csaladomnak és barataimnak, hogy tamogattak az elmult években és rendszeresen

megkérdezték, mikor leszek mar kész a dolgozatommal?
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