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1. A MUNKA ELOZMENYEI

Az arpa a vilagon a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett
gabonaféle kiemelked6 takarmany- €s élelmiszeripari jelentéséggel. Genomja
is rendelkezésiinkre all, mely lehetévé teszi mind alap-, mind alkalmazott
kutatasi célu molekularis nemesitését. Szoros rokonsagi kapcsolatuk révén
kivalé modellje a hexaploid kenyérbuzanak (Triticum aestivum) is.

A tobbi novényhez hasonldan az arpa fejlodésében, patogénekkel szembeni
reakciojaban és genomstabilitasanak fenntartdsdban nagy szerepet jatszik az
RNS interferencia (RNSi). Ennek a rendszernek a kdzponti molekuléi: az
Argonauta (AGO), Dicer-like (DCL), és RNS-fiiggé RNS polimeraz (RDR)
fehérjék. Ezen fehérjéket kodold gének a modellnovényként eldszeretettel
alkalmazott Arabidopsis thaliand-ban és szamos gazdasagilag hasznos
novényben, mar ismertek, viszont arparol a jelen dolgozat alapjaul szolgalod
publikaciok megjelenéséig nem sziiletett hasonld atfogd tanulmany.

Az arpa ¢és a buza legnagyobb terméskiesést okoz¢d viruskartevéje a WDV
(Wheat Dwarf Virus) a Geminiviridae nemzetség tagja. Orokitéanyaga
cirkularis DNS molekula, mely ellen a klasszikus RNSi-n alapulé névényi
védelmi mechanizmusok nem hatékonyak, és rezisztenciagént sem ismeriink.
Az el6zdekben bemutatott problémakra megoldast jelenthet korunk egyik
leginnovativabb genomszerkesztd rendszere a CRISPR/Cas9, mellyel
szekvenciaspecifikus kétszala DNS toréseket és ennek javitdsa soran
mutaciokat tudunk létrehozni akar az arpa RNSi génekben, akar a replikalodo
WDV genomon. Az igy létrehozott mutdns arpavonalak alapanyagul
szolgalhatnak késobbi, a muticiot szenvedett RNSi elemek funkcidjanak
megismerésére iranyuld kutatasokhoz, illetve a WDV CRSISPR/Cas9 éltali

inaktivalasaval virustolerans arpavonalakat nyerhetiink.



2. CELKITUZESEK:

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

2. Az azonositott RNSi elemek expresszidjanak vizsgalata

3. Kiilonb6zé gRNS-ek hatékonysaganak tesztelése tranziens (Nicotiana
benthamiana) rendszerben

4. RNSi mutans arpavonalak létrehozdsa CRISPR/Cas9 rendszerrel

5. CRISPR/Cas9 rendszer miikodésének vizsgalata genomszerkesztéssel

eldallitott WDV -rezisztens arpavonalakban.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Bioinformatikai médszerek

Az arpa RNSi elemeinek bioinfomatikai azonositasahoz az Arabidopsis
thaliana, rizs és kukorica AGO, DCL és RDR fehérjéinek aminosav
sorrendjét az UniProt adatbazisbdl toltottiik le. A tobbszords 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 épitettiink, a profil alapt keresést az Ensembl Genomes
novénygenomokat tartalmazo adatbdzisaban végeztiikk. A szekvencidk
manualis sziirését kovetoen a doménszervezddésiiket a Pfam, a konzervalt
molekularis mintazatokat a MEME web szerver segitségével vizsgaltuk. A
szekvencidk referencidkkal torténd Osszehasonlitdsahoz az IdentandSim
online szoftvert, tovabbi szerkesztésiikhoz és abrak készitéséhez a Jalview

¢és Microsoft PowerPointot hasznaltuk.



3.2 Novényanvag és novénynevelési koriilmények

Vizsgalatainkat arpa Golden Promise fajtan végeztiik. A ndvényeket Sanyo
MLR-350 (Sanyo Electric Co, Japan) kamrakban neveltiik 18°C-on, 18 6ra
megvilagitas, 6 h sotét €s rendszeres locsolas mellett. A fiatal szemtermés
— levél expresszidanalizishez a minta 2 honapos ndvényekrdl szarmazott, az
abiotikus  stresszkezeléshez 16 napos ndvényeket hasznaltunk.
Szarazsagstressz: 1 heti vizmegvonas. Héstressz: 24 h 40°C-os fitotron

kamraban. HO és szarazsagstressz: az el6z6 kezelések kombinacidja.

Mintaszedés: A kezelt novények legfiatalabb levelébdl szedtiink mintat,
melyet azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és a feldolgozasig

-70°C-on taroltunk.

3.3 RNS alapu médszerek

A lefagyasztott levél és fiatal szemtermés mintakbol RNS-t vontunk Ki

TRIzol (Thermo Fischer Scientific, Egyesiilt Allamok) reagenssel a gyart6

s

(Thermo Fischer Scientific, Egyesiilt Allamok) mértiik meg. Mintanként
Iug RNS-r8l cDNS-t szintetizaltunk RevertAid kit (Thermo Fischer

Scientific, Egyesiilt Allamok) segitségével a gyarto utasitasait kovetve.

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

3.4 DNS alapu médszerek

A PCR reakciokhoz a primereket manudlisan terveztiik, a reakcidkat Phire
IT hot start DNS polimerazzal (Thermo Fischer Scientific, Egyesiilt
Allamok) végeztiik. A szemikvantitativ PCR belsd kontroll génje az arpa
aktin volt (GeneBank ID: AZ145451.1).



A PCR termékekbdl Sul-t futtattunk meg 1,2%-os agardz gélen (Lonza,
Svajc.). A gélfotokat ChemiDoc XRS+ (BioRad Inc. Egyesiilt Allamok)

rendszerrel készitettik.

A mutaciok kimutatdsara szolgaldo T7-t analizist NEB T7 endonukledzzal
végeztik a gyartd utasitdsai alapjan. PCR termék klonozasara a Clonelet
(Thermo Scientific) kitet hasznaltuk. A mintak szekvenalasat az Eurofins

Genomics végezte.

3.5 Fehérje alapu modszerek

Cas9 (Agrisera, Svédorszag) ellenanyagot goat-anti rabbit (Agrisera,
Svédorszag) madsodlagos ellenanyaggal egyiitt haszndltunk 2 hdnapos
arpalevélbol kivont és 8%-0s SDS-PAGE-n elvalasztott fehérjemintan. Az
részletes eljaras, melynek optimalizacidjaban részt vettiink a gyartd oldalan

olvashato.

3.6 CRISPR/Cas9 konstrukciéépités
A gRNS-cket kezdetben manualisan késobb az CRISPOR online

programmal terveztiik. Mind az RNSi elemek elleni, mind a WDV
genomot célzd ¢és a Nicotiana benthamiand-ban végzett infiltracios
kisérletekhez a (szenzor)konstrukcidkhoz Xing és munkatarsai 2014-es
cikkében kozolt modszereket €s plazmidokat alkalmaztuk.

3.7 WDV fertozés

A buzatorpiilés virus természetes vektorat, a csikos gabonakabocat
hasznaltuk a virus novények kozti atviteléhez, a részletes eljaras Kis é€s

munkatarsai 2016-os cikkében olvashato (Kis et al. 2016)

4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Az Arabidopsis DCL, AGO ¢és RDR szekvenciait alapul véve
bioinformatikai modszerekkel 5 HvDCL-t, 11 HVAGO-t és 7 HVYRDR-t



prediktaltunk. Az  azonositott  arpaszekvencidkat  filogenetikai
vizsgalatoknak vetettiik ala kétszik(i (Arabidopsis) és egyszikli (rizs,
kukorica) DCL, AGO ¢és RDR szekvencidkkal. Az igy alkotott
filogenetikai fak az evolucios kapcsolatok felderitése mellett az
arpafehérjék nomenklatardjanak kialakitasdban is segitségiinkre voltak.
Kiemelend6 az AGOI18 klad, mely evoliciosan relative fiatal,
egyszikiieckben jelent meg, igy nincs Arabidopsis komponense. A
doménszerkezetnél finomabb konzervalt molekuldris motivumok
vizsgalatat a MEME online programcsomaggal végeztiikk. Az arpa, rizs,
kukorica és ludfii azonos filogenetikai csoportba tartozé RNSi elemeiben
ezen mintazatok elrendezddése is egységes, az adott kladra jellemzo képet
mutatott.

A bioinformatikai vizsgalatokat kdvetden expresszid analizisnek vetettiik
ala az arpa RNSi komponenseket. Vegetativ (levél) és generativ (fiatal
szemtermés) szovetekbdl szarmazé mintdk esetén azt tapasztaltuk, hogy
szinte az Osszes gén erdsebben expresszal fiatal szemtermésben. Nem
kaptunk jelet egyik szovet vizsgalatakor sem HvAGO1d, HvAGO5a
HvVAGO10, HYRDR4 és HVRDRG6b esetén az alkalmazott modszerrel.
Abiotikus  stressztényezék  (hd, szarazsdg)  hatasat  vizsgélva
szemikvantitativ RT-PCR-rel fiatal arpandvények levelén a HVAGO?2,
HvVAGO6, HVRDR?2 és HVRDR6a hoindukciot mutatott, illetve kombinalt
abiotikus stressz hatasara HYAGOG6-nal megjelent egy alternativ splice-
varians is, mely a fehérje termelddésének stressz-szabalyozottsagara enged
kovetkeztetni.

Az arpa RNSi elemeinek azonositisa és expresszid vizsgalata utan
kivalasztottunk 4 célgént (HVAGO4a, HvDCL3, HVAGO6 és HvDCLS5)
melyek feltehetden a siRNS tutvonalban tdltenek be fontos funkciot és
CRISPR/Cas9 konstrukciot terveztiink ellentik.



A mutacidkat T7 endonukledzzal detektaltuk, majd megszekvenaltattuk. A
Cas9-gRNS komplex miikodése kdvetkeztében 1étrejott mutaciok az esetek
jelentds részében eltoltak az adott gén leolvasasi keretét, mely korai STOP
kodont hozott létre, ami feltehetdleg transzlacid terminaciot okozott.
Bizonyos esetekben - mint a HYAGO4a 3/a, b, ¢ To vonalak egyik allélja
esetén — 3-mal oszthatd szamu inszercidt figyelhettiink meg, mely nem
rontja el a leolvasasi keretet, igy akdr funkcioképes fehérjét
eredményezhet.

A HVAGO4a ¢és HvDCL3 mutansok esetén, kivéve a torpe €s steril
HvDCL3 12/a-t, nem tapasztaltunk 1ényeges makroszkopikus eltérést a vad
tipusi novényektol. A HAGO4a vonalak késobb virdgoztak, mint a
kontroll, vonalanként eltérd idovel. A késdbbi vizsgalatokhoz kivalasztott
3 vonal (HVAGO4a 1a/4, 3¢/10, 16/a) esetében 6roklodott a késoi viragzas.
A HvDCL5-nél és HYAGOG6-nal a dolgozat irasaig nem tudtunk eléallitani
T1 generéciot, igy a vonalak behatobb vizsgalatara nem volt méd.

A CRISPR/Cas9 rendszer segitségével nemcsak a gazdasejt genomjan van
lehetdségilink hasitasokat 1étrehozni, hanem akéar exogén forrasbol,
patogénekt6l szarmazo DNS-en is. Jelen dolgozatban az RNSi elemek
mellett a bazatorpiilés virus (WDV) cirkularis DNS genomjara tervezett 4
gRNS-t kodolo konstrukcid miikodését is vizsgaltuk arpaban, illetve az
egyes gRNS-ek hatékonysagat N. benthamiana tranziens rendszerben. A
koérokozo genomjara tervezett 4 gRNS koziil 3 expresszalt a gazdasejtben.
A vizsgédlt 4 transzgenikus arpavonal koziil 3-ban képes volt a
konstrukcionk gatolni a WDV szaporodasat, a 4. vonal, melyben

szaporodott a patogén, nagyfoku virustoleranciat mutatott.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Bioinformatikai moédszerekkel prediktaltuk az arpa RNSi 6
komponenseit: 5 HYDCL, 11 HvAGO és 7 HVRDR fehérjét, illetve az

azokat kodolo géneket.

2. Az elvégzett kisérletek alapjan a HYAGO2, HYAGOG6, HYRDR2 ¢és
HvVRDRG6a hdindukalt génnek bizonyult, a HYAGOG6-nal kombinalt
abiotikus stressz hatasara (hd és szarazsag egyilittes alkalmazasa)

alternativ splicing folyamatot figyeltiink meg.

3. CRISPR/Cas9 genomszerkesztd rendszerrel mutaciot hoztunk 1étre a
HvAGO4a, HvAGO6, HvDCL3 és HvDCL5 génekben, a HYAGO4a ¢és
HvDCL3 To vonalakat és utddjaikat genotipizaltuk.

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

mértékével.
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