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1. BEVEZETES

Az RNS interferencia egy fontos védekezd mechanizmus virusok, transzgének és mas
molekularis parazitak ellen. Az RNS interferencia folyamatat a virus replikacidja soran keletkezo,
duplaszalit RNS-ek (ds RNS) indukaljak. A névény Dicer enzime a virus ds RNS-eket feldarabolja,
21-25 nukleotid hosszusagu siRNS-ekre (short interfering RNAs). A siRNS egyik szala beépiil a
RISC endonukledz komplexbe melynek kdzponti molekulaja az ARGONAUTE (AGO) fehérje, a
beépiilt siRNS-el komplementer virus RNS-eket felismeri ezt kovetden elhasitja vagy
transzlacidosan gatolja azok aktivitasat. Az RNS interferencidnak nem csak a virusok elleni
védekezésben van fontos szerepe, hanem endogén gének szabalyozasaban is, példaul a miRNS-ek
az endogén gének mRNS-eit hasitassal vagy transzlacios gatlassal szabalyozzak. A miRNS-eknek

A ndvény-virus fegyverkezési verseny sordn a virusok annak érdekében hogy sikeresen
fennmaradjanak tobb stratégiat dolgoztak ki, példaul kifejlesztettek RNS csendesitést gatld
(szupresszor) fehérjéket. A virusok RNS csendesités szupresszor fehérjéi tobb ponton képesek
gatolni az RNS csendesités folyamatat, példaul képesek siRNS-t kotni, vagy indukalni a miR168-
at, melynek fontos szerepe van a géncsendesités kozponti molekulajanak szabalyozasaban.

Az RNS interferencian alapulé modszerek alkalmasak arra, hogy egyes gének mitkodését
specifikusan gatoljak. A géneken semmilyen valtozast nem okoznak, nem hoznak létre mutaciot,
hanem a génekrdl képz6d6 mRNS-eket inaktivaljak, ezaltal a gének nem tudnak megnyilvanulni.
Szekvencia specifitasa és hatékonysaga miatt az RNS interferencia alkalmas endogén gének
funkcidjanak megallapitdsara. Az elmult évtizedekben keriilt elétérbe a ndvényi virus vektorok
alkalmazasa. A virus indukalta géncsendesitésen (VIGS) alapulé mddszer soran, egy novényi gén
egy darabjat virusba é€pitjiik és a rekombinans virussal fertézziik a névényt. A virus elterjedését
kovetéen az RNS interferencia aktivalddasa miatt a beépitett szakasszal homoldg endogén gén
MRNS-ei lebomlanak, ezéltal a gén funkcidja vizsgalhato

A virusvektorok alkalmazédsa azonban korlatokba {itkdzik, amennyiben a virus a fert6zés
soran nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény génexpressziods rendszerét (shut-off jelenség
alakul ki) (Havelda et al., 2008). gy nem elkiilonithetd illetve a virusfertézés eredményeképpen
kialakul6 végleges hatés, illetve fenotipus.

A shut-off sokszor olyan haztartasi géneket is érint, amit kvantitativ PCR-nél

referenciaértékként hasznalnak VIGS vektor alkalmazasakor.



A virusvektor novényi génexpressziora gyakorolt hatasdnak vizsgalata tehat alapvetd

fontossagu a vektorként vald hasznalat elkezdése elott.
CELKITUZES

Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy egy adott gazdandvénynél hasznalt VIGS
vektor virusa mennyire valtoztatja meg a gazda génexpresszios rendszerét, tovabba tisztazni
szerettiik volna, hogy a p19 virélis szupresszor fehérje kisRNS-ek kotoképessége €s a miR168
szintjének indukcidja kozott van-e 0sszefiiggés.

Munkank f6 célja a shut-off jelenség meglétének vizsgalata olyan ndvény-virus
kapcsolatokban, melyeknél az endogén gének funkcidit VIGS vektor segitségével hataroztak meg.

Célul tiztik ki a:

1. ashut-off jelenség meglétének vizsgalatat TMV, PVX, TRV virusvektorokkal fert6zott
dohdny, paradicsom, illetve BSMV virusvektorral fert6zott buza ndvényen a
virusfertézott novények Gapdh, Rubisco, aktin, Elongacios faktor (Ef), ciklofillin
(Cph) és tubulin génexpresszids szintjének meghatarozasaval.

2. a pl9 virdlis szupresszor fehérje kisRNS-ek kotoképessége és a miR168 szintjének

indukciodja kozotti 0sszefliggés vizsgalatat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. NOVENYI VIRUSOK

A novényi virusok felfedezése Dimitrij Ivanovszkij nevéhez fiizédik (1892), aki a dohany
mozaikossagért felelos korokozot kereste. A fertdzott dohanylevelek nedvét baktériumsziiron
atsziirte, majd ezzel a sziirlettel egészséges novényeket fertézott meg. Igy jott ra, hogy a
baktériumoknal kisebb koérokozo is létezik, melyet virusnak nevezett el. Napjainkban a leirt
novényvirusok szama meghaladja az 500-at (Hull, 2002). A ndvényi virusok nagyon valtozatosak,
eltéré a gazdakoriik és kiilonbozdé vektorok terjesztik Oket. A virusfertdzés tiinetei rendkiviil
valtozatosak lehetnek, az alig észrevehetotol a novény teljes nekrozisdig. Jelentds veszteségeket
okoznak a novénytermesztésben: terméshozam csokkenést, illetve mindségi romlast
eredményeznek. Terjedésiik leginkébb allati vektorok (kabocédk, levéltetvek fondlférgek) altal
torténik, de torténhet generativ szaporit6 szervekkel (mag, pollen) illetve ember altal is.

A ndvényi virusok egy nukleinsavbol, ami lehet RNS vagy DNS, és az azt koriilvevo
fehérjeburokbol (kapszid) épiilnek fel. A fehérjeburok jellegzetes geometridja hatarozza meg a
virus alakjat. Mivel a virusok sajat anyagcserével nem rendelkeznek, ezért a gazdandvény fehérje
¢és nukleinsav szintetizald rendszerét hasznaljak fel a sajat replikaciojukhoz (Buck, 1996). A
novényvirusok az elsddlegesen fert6zott sejtek plazmodezmain keresztiil hatolva fertdzik meg a
szomszédos sejteket, majd a szallitdszovetekben, a floém és a xilém elemeken keresztiil jutnak el
a novény tavolabbi részeibe is (Tzfira et al., 2000). A gazdanovényben Kklorézist,
mozaikbetegséget, hervadast és nekrozis idézhetnek eld.

A novényvirusok dontd tobbsége, tobb mint 90%-a, RNS virus. A névényi RNS-virusokat
genomjuk alapjan osztalyozzuk, harom tipust megkiilonboztetve: a duplaszala-RNS (dsRNS), a
pozitiv egyszalu-RNS (+ ssRNS) és a negativ egyszali RNS (-ssRNS) virust. A pozitiv egyszala
RNS virusok genomi RNS-e kozvetleniil mRNS-ként képes miikodni, mig a masik két esetben az
MRNS-nek Gjonnan kell szintetizalddnia.

A pozitiv szala RNS virusok altal kodolt egyik legaltalanosabb fehérje a kopenyfehérje
(coat protein, CP). A kopenyfehérje elsddleges funkcidja a virusrészecske kiils6 burkanak
létrehozasa, mely védi a virus RNS-t a sejtben 1évé nukledz hatisoktdl, sok esetben azonban
szerepet jatszik a virus ndvényben torténd mozgasaban is. Az eddig leirt, replikalodni képes

virusok a replikacidjukért felelds fehérjét kodolnak, ezeket nevezik RNS-fligg6 RNS-



polimeraznak (RdRP). Szdmos virusnal sikeriilt azonositani a virus sejtrél-sejtre és
szallitonyalabokban val6 terjedésében szerepet jatszo fehérjét (movement protein, MP) is.

Ahhoz hogy a pozitiv egyszali RNS virusok fenn tudjanak maradni az eukariota sejtben,
alkalmazkodniuk kellett az eukaridta sejt transzlacios rendszeréhez. A pozitiv egyszala virus RNS-
el rendelkez6 virus csaladok génkifejezOdésiik érdekében kiilonbozé stratégiat dolgoztak Kki:
poliprotein altal, szubgenomikus RNS-ek altal, atolvashato stop kodonnal, olvasasi keretvaltassal
kodoljak a fehérjéiket. Legtobb esetben ezek a stratégiak kombinalodva fordulnak el6 (Hull, 2002)

Kompatibilis ndvény-virus kapcsolat sordn, a virus képes hatékonyan elterjedni a
gazdandvény szervezetében és megvaltoztatni a gazdandvény génexpresszids rendszerét, ami a
tiinetek kialakulasahoz vezet. Viszont a ndvény sem védtelen a virussal szemben, az evoluci6 soran
aktiv és passziv védekezési rendszerek alakulatak ki. A novény az RNS interferencian alapuld
specifikus védekez6 folyamatat hasznalva képes hatékonyan és szekvenciaspecifikusan lebontani
a virus RNS-t. A virus altal eldidézett génexpresszios valtozasok és a ndvény szekvenciaspecifikus

védekezd folyamatdnak 6sszességébdl adodik a betegségtiinetek megjelenése.



2.2. AZ RNS INTERFERENCIA

Az elmult évtized egyik legjelentdsebb felfedezése a molekularis bioldgia terén az RNS
interferencia mechanizmusa, mely forradalmasitotta az addigi génszabalyozasrdl meglévo
ismerteket. Az RNS interferencia vagy géncsendesités jelenségét az 1990-es évek elején figyelték
meg transzgénikus petuniaban (Napoli et al., 1990). A lila pigment termeléséért felel6s enzim
génjét, a chalkon szintdz gént termeltették transzgénikus petiniaban, annak érdekében, hogy
sOtétebb szinli virdgot kapjanak. A vart eredményekkel ellentétben, lila-fehér mozaikos vagy fehér
szirml ndvényeket kaptak. Ennek oka, mint ahogy azt késébb bebizonyitottdk az volt, hogy mind
a transzgén mind az endogén gén expresszidja gatolva volt. Jorgensen ezt a jelenséget
koszupresszionak nevezte el, de a molekularis hatterét még nem ismerte. A 90-es években szamos
laboratorium is hasonl6 eredményekrél szamolt be (Ingelbrecht et al., 1994). A késobbickben a
koszupresszio kifejezést felvaltotta a poszt transzkripcionalis géncsendesités, utalva a végbemend
mechanizmusra. Hasonl6 jelenségrél szamoltak be a gombaknal is, melyet quelling neveztek.
(Romano and Macino, 1992). Fire és mtsai. 1998-ban arrél szamoltak be, hogy C.elegans
embrioba hosszii kettés szali RNS-eket injektalva, a dsRNS-ekkel komplementer mRNS
degradaciojat idézték eld, tehat a dsRNS-ek az adott gén expressziojat gatoltak, ,,interferalt’’-ak
vele. Ezek alapjan megalkottdk az RNS interferencia kifejezést, utalva a dupla szala RNS altal
kivaltott poszt transzkripcionalis géncsendesités folyamatara (Fire et al., 1998). Az RNS
interferencia jelenség felfedezéséért 2006-ban Andrew Fire és Craig Mello megosztva az orvosi
Nobel-dijat kaptak.

Fentiekbdl jol lathatd, hogy az RNS interferencia mechanizmusa altalanosan elterjedt
jelenség mely jelen van gombdknal, ndvényeknél és allatoknél egyarant. Fontos szerepet tolt be a
virusok elleni védekezésben, a transzpozonok és az endogén gének szabalyozasaban is (Bartel and
Bartel, 2003; Hannon, 2002; Waterhouse et al., 2001). J6I lathato, hogy e jelenség élettani szerepe
¢s molekularis miikodése szerteagazo (Brodersen et al., 2008; Mlotshwa et al., 2008), azonban a
kiilonboz6 utvonalaknak kozos tulajdonsaga, hogy e mechanizmus kivaltdja egy hosszl kettds
szalt RNS (dsRNS) (Zamore et al., 2000). Kiilonb6zé eredetii dsRNS-eket a Dicer-like
enzimkomplex egyike felismeri és elhasitja kis RNS-ekre (SRNS). A keletkezett SRNS-ek eredetiik
szerint két nagy csoportra oszthatok a kis interferalo RNS-ekre (SIRNS) és a mikro RNS-ekre
(miRNS) (Bartel, 2004).



2.3. ASIRNS UTvOoNAL

A siRNS utvonal esetében a szekvenciaspecifikus mechanizmus kivaltéja lehet egy virus,
transzpozon vagy transzgén eredetii dsSRNS (Ding and VVoinnet, 2007).

Virusfertézés soran a virus a novényi sejtbe jutva, sajat RARP-je (RNS fiiggd RNS
polimeraz) altal replikalodni kezd. Virus replikacidé sordn hossz kettdsszali RNS molekulak
keletkeznek, melyek aktivaljak a novény védekez6 mechanizmusat, az RNS interferenciat (Tuschl,
2001). A novényi sejtekben 1évé RNazIII tipusa Dicer like enzimkomplexek (DCL) felismerik a
viralis dsSRNS-eket és feldaraboljak (Bernstein et al., 2001) 21-24 bazisparnyi kis interferald RNS-
ekre, (small interfering RNA, siRNS). A keletkezett kettés szala SIRNS-ek jellegzetes szerkezettel
rendelkeznek, az 5 végiikon foszfat csoportot, a 3° végen pedig hidroxil csoportot tartalmaznak,
¢és a 3’ végen 2 nt tilnynlo vég talalhato (Elbashir et al., 2001). A siRNS egyik szala beépiil a RNS
csendesités végrehajtd komplex-be, a RISC komplexbe (RNA-induced gene silencing complex),
melynek kézponti molekuldja az Argonaute (AGO) fehérje. A RISC komplexbe beépiilt siRNS
szekvenciaja alapjan felismeri a vele komplementer szekvenciakat és gatolja azok transzlacios
aktivitasat az mRNS hasitasaval, vagy transzlacios gatlasaval. A RISC komplex altal elhasitott
mRNS darabokat a szabad 5’ és 3” végek feldl az altaldnos mRNS bont6 exonukledzok lebontjak.
E folyamat altal gitolja a n6vény a virus elterjedését.

A kiilonb6zd eredetli hosszi dsRNS-eket kiilonbozé Dicer like enzimek hasitjak el,
kisRNS-ekre. Az Arabidopsis thaliana—ban négy Dicer like nukleazrol szamoltak be (Henderson
et al., 2006), melyek a dsRNS-eket 21, 22 vagy 24 nt nagysagura hasitjak attol fliggéen, hogy a
DCL1 (21 nt), DCL2 (22 nt), DCL3 (24 nt) vagy a DCL4 (21 nt) dolgozza fel. A DCL4, kisebb
mértékben vesz részt a DCL2 felel6s a virdlis eredetii dSRNS-ek hasitasaért,, A DCLI1 felelds a
mMIiRNS-ek prekurzorjainak a hasitasaért, mig a DCL3 a metilaciot iranyio 24 nt hosszi sRNSeket
érleli A Dicerek 200 kD méretli fehérje molekulak, az enzim csalad tagjai rendelkeznek egy
helikdz doménnel, egy PAZ doménnel amely a dsRNS 3’ végét ismeri fel, és két RNazIIl
aktivitassal rendelkez6 doménnel amely a vagasért felelés és egy dsRNS koté doménnel.

(Chapman and Carrington, 2007) (Lingel and Sattler, 2005) (1. abra).
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1. abra: Dicer enzim komplex szerkezete (Lingel and Sattler, 2005; Macrae et al., 2006)

Az RNS csendesités végrehajtdo komplex kulcsmolekuldja az Argonaute (AGO) fehérje
csalad egyik tagja. Az AGO fehérjék, fontos szerepet toltenek be a cél RNS hasitasaban. Az
A.thaliana-ban 10 kiilonb6z6 AGO fehérje ismert. Az AGO fehérje kb 100 kD méretii, mely
felépitésében részt vesz egy PAZ, egy MID és egy PIWI domén (Song et al., 2004) (2. abra). A
PAZ domén a kisRNS 3’ véget a MID domén pedig a kisRNS 5’ foszfatcsoportjat koti. A PIWI
domén, amely endonukleaz aktivitassal (slicer) rendelkezik, a beépiilt kis RNS-el komplementer
RNS-t hasitasaért felelés (Brodersen and Voinnet, 2006). Az AGO1 fehérje kdzponti szerepet

jatszik @ miRNS és siRNS alaptt RNS csendesitési utvonalban egyarant.
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2. abra: Az argonaute fehérje (AGO) szerkezete (Song et al., 2004)



2.4. AMIRNS UrvonNnAL

A miRNS-eknek fontos szerepiik van a transzkripcios faktorokon alapul6 génszabalyozasi
mechanizmusban és esszencialis szerepet toltenek be szamos fejlodésszabalyozasi folyamatban
(termésképzddésben), tovabba abiotikus stresszre adott valaszokban. A miRNS tdbbsége
konzervativ, de vannak faj specifikus miRNS-eik is (Sunkar et al., 2005).

A mMiRNS-ek 21-24 nt hosszii nem kodold RNS-ek melyek a genomban kédolt MIR
génekrol keletkeznek. A MIR génekrdl torténd transzkripciot az RNS Pol 1l DNS fiiggd RNS
polimeraz enzim végzi, mely soran primer transzkriptum keletkezik (pri-miRNS) (Lee et al.,
2004). A pri-miRNS-¢k jellegzetes hajtli szer(i struktraval, 5' sapkaval és 3' poliA farokkal
rendelkeznek (Bartel and Bartel, 2003). Ezt kovetéen a DCL1, a HYL1 (HYPONASTIC
LEAVESI) és a SE (SERRATE) RNS kot6 fehérjékkel egyiittesen elhasitja a pri-miRNS-eket és
pre-miRNS keletkeznek (Yang et al., 2006). A pre-miRNS-ek a miRNS-ek prekurzorai, melyek
nem rendelkeznek 5' sapkaval és 3' poliA farokkal. A pre-miRNS-b6l a DCL1 enzimkomplex a
HYL1 és a SE RNS kotd fehérjékkel egyiittesen egy 21-24 bazispar hosszu kettdsszalu terméket
hasit ki, ezt metilaljaa HEN1 (HUA ENHANCER1), majd az érett miRNS Kijut a citoplazmaba.

A citoplazmaba kijutott miRNS duplex egyik szala, amely részleges vagy teljes
komplementaritast mutat a cél mRNS-sel els6sorban az AGO1 fehérjéhez kapcsolodik és beépiil
a RISC komplexbe, meghatarozva ezzel a végrehajtoé komplex szekvencia specificitasat (Park et
al., 2005), (Vaucheret, 2008).

A szabalyozas ebben az esetben is kétféle modon torténhet: transzlacios gatlassal, ami
inkabb az allati rendszerekre jellemzd, vagy a miRNS célszekvencidjanak hasitdsaval, amely

elsésorban a névényekben fordul el6 (Baumberger and Baulcombe, 2005) (3. abra).
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3. abra: Az RNS interferencia mechanizmusa, a siRNS ttvonal, és a miRNS utvonal.

2.5. AMIR168 Es 4z AGO1 FEHERJE KAPCSOLATA

Az ARGONAUTE fehérjék RNS-koto fehérjék, evolucidsan konzervaltak, esszencialis
szerepliik van a génszabalyozdsi mechanizmusokban és az alapvetd fejlédési és cellularis
folyamatokban. Az AGO fehérjék mind névényekben, mind allatokban egyarant megtalalhatoak,
a Schizosaccharomyces pombe 1 AGO fehérjét, a Caenorhabditis elegans 27 AGO fehérjét, a
Drosophila melanogaster 5 AGO fehérjét, az ember 8 AGO fehérjét, az Oryza sativa 18 AGO
fehérjet az Arabidopsis thaliana pedig 10 AGO fehérjét expresszal (Singh et al., 2015). A
kiilonboz6 AGO fehérjék eltéré funkcioval rendelkeznek, és kiilonbozé méretii kisRNS-eket
kotnek meg. Az A. thaliana AGO1, AGO2, AGO4, AGO7 és AGO10 fehérjéje katalitikus
képességgel rendelkezik (Baumberger and Baulcombe, 2005; Qi et al., 2006). A transzkripcionalis
géncsendesités soran az AGO4, AGOS, AGO6 és AGO9 24 nt hosszt siRNS-eket kot meg és ez

altal fontos szerepet t6lt be, heterokromatin képzésben és a DNS-metilacioban (Havecker et al.,



2010; Zheng et al., 2007; Zilberman et al., 2003). Az AGO10 részt vesz a poszttranszkripcionalis
géncsendesitésben azaltal, hogy szamos miRNS célgénjét transzlacidsan szabalyozza (Brodersen
etal., 2008). Az AGO1 és az AGO10 fehérjék preferencialisan kotik meg az uracil végii kisRNS-
eket, mig az AGO2, AGO4, AGOS8, AGO9 az adenozin végii kisSRNS-cket részesitik elényben (Mi
et al., 2008).

Az AGOI fehérje a RISC komplex f6 végrehajtdé molekulédja, mely fontos szerepet tolt be
mind a miRNS alapt mind a siRNS alapt titvonalban. Képes miRNS-eket €s virus eredetii siRNS-
eket egyarant megkotni, ezaltal részt vesz szdmos génszabalyozasaban €s a novény virus elleni
védekezésben is. A novény virus elleni védekezésben betoltott szerepét aldtdmasztja az a tény is,
hogy az agol hipomorf mutdns novények sokkal fogékonyabbak egyes virusok fertdzéssel
szemben (Morel et al., 2002).

Az AGO1 mRNS egy miRNS altal medialt regulacio alatt all, a miR168 altal (Vaucheret et
al., 2004). E bonyolult rendszer tovabbi érdekessége, hogy a miR168 és az AGOLl gének
transzkripcionalisan egyiitt szabalyozddnak és az AGO1 fehérje szerepet jatszik a miR168 poszt-
transzkripcionalis szinten torténd stabilizalasaban (Vaucheret et al., 2006).

Virus fertézés soran szamos esetben azt tapasztaltak, hogy egyes endogén miRNS-ek
szintje megvaltozott (Bazzini et al., 2007; Csorba et al., 2007). Kimutattak, hogy virus fert6zott
ndvényekben, virus fertdzés hatdsara a miR 168 expresszios szintje megemelkedett. Virus fertdzott
novényekben a miR168 szint emelkedése térben is atfed a virus felhalmozodasaval (Zhang et al.,
2006). Kimutattak, hogy a novényi virusok altal kodolt szupresszor fehérjék képesek egyes
MIiRNS-ek szintjét regulalni azaltal, hogy miRNS-eket kotnek meg (Dunoyer et al., 2004,
Kasschau et al., 2003).

Kutatocsoportunkban igazoltdk, hogy a virus fertdzés hatasara megnovekedett miR168
szinttel parhuzamosan, a miR168 célgénjének, az AGO1 MRNS-nek az expresszids szintje is
megné (Varallyay et al, 2010). Vad tipusta, 4mAGOI1 és ago1-25 mutans A. thaliana novényeket
fertéztek meg crTMV (crucifer-infecting tobacco mosaic virus) virussal és vizsgaltak a miR168 és
az AGO1 mRNS expresszios szintjét. A crTMV-el fertézott vad tipusi novényekben azt talaltak,
hogy a miR168 szintje, valamint az AGO1 mRNS szintje nagymértékben megemelkedett, az
AGOL1 fehérje szintje pedig lecsokkent a kontroll novényekhez képest. A crTMV-el fertdzott
4mAGO1 novényekben, hasonléan a vad tipusu novényekhez azt taldltak, hogy virusfertézés

hatasara megemelkedik a miR168 és az AGO1 mRNS szint, de ebben az esetben nem tapasztaltak



AGOI1 fehérje szint csokkenést. A 4mAGO1 mutans esetében a miR168 altali szabalyozas nem
mutansoknal hasonléan a vad tipusi ndvényekhez virus fertézés hatdsara megemelkedett a
miR168 valamint az AGO1 mRNS szintje, az AGO1 fehérje expresszioja pedig csokkent. Az
agol-25 mutans névényekben az AGO1 fehérje aktivitasa sériilt (Morel et al., 2002), de a miR168
altali szabalyozas végbe megy, a . AGO1 fehérje szintjét képes szabalyozni.

Az AGO1 mRNS szint a novény védekezd reakcidjanak hatdsara emelkedik meg virus
fert6zés hatasara, mig a megemelkedett miR 168 szint a virus ellentimadasanak a kdvetkezménye.
A novény védekezik a virus ellen azaltal, hogy megemeli az AGO1 mRNS szintet, ennek
kovetkeztében tobb AGOI1 fehérje termelddik, ezaltal fokozza a siRNS alapu utvonal
hatékonysagat. A novény-virus fegyverkezési versenyben az AGO1 fehérje antiviralis hatdsanak
kikiiszobolése miatt a virus indukalja a miR168-nak a szintjét. Azt is bizonyitottdk, hogy a
megemelkedett miR 168 szint transzlacidsan gatolja az AGO1 mRNS-t, igy a ndvényben az AGO1
fehérje szintje lecsokken, a névény védekezd rendszere, az AGO1 fehérje hidnyaban, nem képes
a virus RNS-ek hatékony eliminalésara, e miatt a virus sikeresen el tud terjedni.

A fentiekbdl jol lathatd hogy az AGOI1 fehérje expresszidja rendkiviil finom szabalyozési
folyamat alatt all.

2.6. AVIRALIS SZUPRESSZOR FEHERJEK

A novényi virusok szamos esetben stlyos tiineteket €s karokat okoznak, tehat a korokozo
hatékonyan képes elterjedni és megfertézni a gazdandvényt, ami arra utal, hogy sikeres
valaszstratégiat dolgoztak ki a ndvény védekezé mechanizmuséaval szemben. Az evolucio soran a
virusok olyan fehérjéket alakitottak ki, amelyek képesek gatolni a novény védekezd
mechanizmusat az RNS csendesitést (Ding and Voinnet, 2007; Silhavy and Burgyan, 2004). Sok
virusfajnal azonositottak ilyen virdlis fehérjéket, melyet viradlis RNS csendesités szupresszor
fehérjéknek neveztek el (Viral Suppressor of RNA Silencing, VSR). Ezek a fehérjék eltérd
szerkezetli, aminosav sorrendii fehérjék ¢és multifunkcionalisak, fontos szerepet tolthetnek be:
kodolhatnak kopenyfehérjét, mozgasi fehérjét, replikazt vagy vektoratvitelét segitd fehérjét is. A
kiilonb6z6 VSR-ek a géncsendesités mechanizmusat eltéré pontokon képes gatolni. A

szupresszorok tobbsége méret szelektiven képes megkotni, a siRNS-eket mig, masok képesek az
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elé (Csorba et al., 2010; Lakatos et al., 2006; Zhang et al., 2006)

Az egyik legjobban ismert és karakterizalt virdlis VRS fehérje a tombusvirusok p19
fehérjéje (Burgyan and Havelda, 2011). In vitro és in vivo kisérletekkel bebizonyitottak, hogy a
p19-es fehérje szekvenciatol fliggetlen méret specifikusan képes megkdtni a 21 nt hosszu viralis
eredetii ds SiRNS-eket (Silhavy et al., 2002; Vargason et al., 2003). A fert6zott névényi sejtekben
a p19 szupresszor fehérje megkati a virus specifikus siRNS-ek dontd tobbségét, megakadalyozza
a RISC komplexbe vald beépiilését, ezaltal gatolja az RNS csendesités mechanizmusat (Lakatos
et al., 2004). Rontgenkrisztallografias kisérletekkel igazoltak, hogy a pl9-es fehérje
homodimerként mitkddik. Az N-terminalis része a kis RNS végeit koti, mig a C-terminalisa része
felelés a dimerizacioért (Vargason et al., 2003; Ye et al., 2003). A szupresszor egyfajta told
mérceként miikodik, méret specifikusan ismeri fel ds sSiRNS-eket, tehat pontosan méri a kétszalu
régio hosszat. Bebizonyitottak, hogy a hosszabb, vagy a rovidebb dsRNS-eket (17 nt vagy 21 nt
hosszusagu ds siRNS) sokkal gyengébben koti. A ds siRNS méret specifikus felismerésében
esszencidlis szerepe van az N-terminalison talalhaté 39-es és 42-es triptofannak. Kimutattak, ha a
virus nem koédolja a p19 szupresszor fehérjét és ezzel a mutans virussal fertézik meg a névényt, a
novények talélik a fertdzést, kigydgyulnak a fertézésbdl €s ugynevezett ,,recovery” fenotipust
mutatjak (Szittya et al., 2002). Ez a tény alatamasztja azt, hogy a virus szupresszora hatékonyan
tudja gatolni a novény védekezo rendszerét, az RNS csendesités mechanizmusat.

Csoportunkban kimutattak, hogy a p19 szupresszor fehérje a siRNS koté funkcidja mellett
képes megemelni a novény miR68 szintjét (Varallyay et al., 2010). A megemelkedett miR168
hataséara csokken az AGO1 fehérje szintje, emiatt kevesebb AGO1 épiil be a RISC komplexbe,
tehat csokken a ndvény virus elleni védelme. Munkatarsaim tranziens rendszerben kiilonb6z6
virusok szupresszorait vizsgaltdk ( TEV HcPro, TCV CP, CMV 2b) és azt talaltak, hogy
onmagéaban a szupresszorok is képesek voltak indukalni a ndvény miR168 expresszios szintjét
(Varallyay and Havelda, 2013).

Eddig irodalmi adatok nem voltak arra vonatkozdan, hogy van-e Gsszefiiggés a pl9

szupresszor fehérjének a siRNS kotd funkcidja és a miR168 indukcidja kozott.



2.7. DI RNS-EK

A DI RNS-ek delécios mutansok, melyek a sziiléi virus genomjardl keletkeznek, a
gazdavirus replikaz enzime segitségével képesek replikalodni, szupresszor fehérje nem képzodik
roluk. A sziil6i virust helper virusnak is nevezik, mivel segiti a DI RNS-ek replikaciojat. A DI
RNS-ek a gazdavirus (DI RNS-ek mentes) tobbszori passzalasat kovetden keletkeznek, a
természetben nem fordulnak ¢lé (Burgyan et al., 1991; Finnen and Rochon, 1993; Knorr et al.,
1991). Virus fert6zés soran, a DI RNS-ek jelenléte megnoveli a virus eredetli kisRNS-ek
mennyis€gét, emiatt a virus szupresszor kotd képessége telitddik, illetve a virus eredetii kisSRNS-
ek felhalmozddnak. A DI RNS-ek replikaciojuk soran visszaszoritjdk a gazdavirus replikaciojat a
névényben (Finnen and Rochon, 1993), tehat a sziil6i virus nem képes elterjedni, jelenléte a
novényekben enyhiti a tiinetek stilyossagat, nincs csucs nekrozis, megvédi a ndovényt a pusztulassal
szemben. Defektiv interferald6 RNS-ek jelenlétét szamos virus esetében azonositottadk: TBSV
(Hillman et al., 1987), CymRSV (Burgyan et al., 1991), a CIRV (Rubino et al., 1995) és a TBSV-
P (Szittya et al., 2000).

2.8. A SHUT-OFF

Kompatibilis novény-virus kapcsolatban, a fertéz6 virus gatolja a gazdandvény
transzkripcids és transzlacios rendszerét, valamint indukalja a gazdandvény védelmi reakciojat
(Whitham et al., 2006). A virusfert6zés okozta molekularis valtozasok a gazdandvényben,
kiilonbozo tiinetek megjelenését eredményezik: hervadast, abnormalis elszinezddést €s kiilonbozo
fejlédési rendellenességeket, vagy a novény pusztulasat. A virusfertdzés legmarkdnsabb hatésa,
hogy a gazdagének expresszidja megvaltozik.

A gazda génexpresszios rendszerének teljes analizise (microarray) szamos informaciot
nyQjt a virusos fertézés hatasarol (Golem and Culver, 2003), (Whitham et al., 2006). Ez a
technologia azonban nem alkalmas arra, hogy megkiilonboztessiik azt, hogy a gazdandvény
génexperesszios profiljaban torténd valtozasokat a virus replikacidja vagy a gazdandvény altalanos
védekezése okozza. Az in situ hibridizaciés technika hatékony eszkdznek bizonyult, arra hogy
felfedje a virus jelenléte €s a kivalasztott gazdagén expresszidja kozti kapcsolatot. Ezt a technikat
alkalmazva kimutattak, hogy virusfert6zott embridk és sziklevelek szoveteiben egyes gazda gének
expresszios szintje lecsokken (lipoxigenaz), ezt a jelenséget nevezték el shut-off-nak (Escaler et
al., 2000; Havelda and Maule, 2000).



Virusfertézott borsé embriok és sziklevelek szovetjein végzett vizsgalatok alapjan a
shut-off jelenség tranziesnek mutatkozott, mivel a gének expresszios szintje visszaallt a normalis
szintre a virus fert6zés frontjanak eldrehaladtaval, azt sugallva, hogy ennek az oka az aktiv virus
replikacio volt, ami teliti a gazda transzkripcids és transzlacios rendszerét. Ez a feltevés hamisnak
bizonyult, mivel in situ vizsgalatok kimutattak, hogy egyes gének expresszids szintje nem valtozott
nagymennyiségii virus jelenlétében (Aranda et al., 1996). Tovabba in situ vizsgalatok kimutattak,
hogy egyes gének, mint példaul a 70-es tipusu hdsokk fehérjék és az ubiquitin expresszids szintje
megnétt (Aranda et al., 1996).

Egy masik lehetséges magyarazat erre a jelenségre a géncsendesités, mivel virusfert6zés
soran aktivalodik a gazdandvény védekezési mechanizmusa az RNS csendesités, amely soran a
virus RNS-ek lebomlanak. Ha a gazdaszervezet RNS-einek egy része komplementaritast a virus
RNS-el, a komplementaritast mutaté endogén RNS-ek is lebomlanak (Ding and Voinnet, 2007;
Herr and Baulcombe, 2004). Mivel a SiRNS alapi RNS csendesitési titvonal 15 °C-on gatolt
(Szittya et al., 2003) és a shut-off ezen a hémérsékleten is jelen van, nem a géncsendesités felelos
a folyamatért.

Sejtmagi run-on analizisek kimutattak, hogy a shut-off jelenség nem a citoplazmaban alakul
ki, hanem a sejtmagban, a leregulalt gének transzkripcidja gatlodik, de ennek a molekuldris
mechanizmusa maig nem tisztazott (Havelda et al., 2008).

Havelda és munkatarsai szisztemikusan fert6zott levelekben vizsgaltak a shut-off jelenség
meglétét, amely sordn azt talaltak, hogy ez a jelenség hosszabb ideig 4ll fenn. Kimutattak, hogy a
shut-off folyamata a fert6zott novényekben folyamatos hianyt tart fenn a ndvény szamara igen
fontos ,,haztartasi” génekbodl. A glicerinadlehid-3 foszfat dehidrogenaz (Gapdh) és a tubulin
génexpresszids szintjét vizsgaltdk Northern blot analizissel Cym19STOP fert6zott dohany
novények szisztemikus leveleiben 7, 14, 21 és 28 napon és azt talaltak, hogy a shut-off folyamata
a kialakulasat kovetéen még a 28. napon is jelen van (Havelda et al., 2008). Kisérleteik soran
kimutattak azt is, hogy a shut-off jelenség kialakulasa fiigg a novény virus kapcsolattol. TMV-el
fert6zott dohanyban és paradicsomban vizsgaltak a shut-off jelenség meglétét és azt talaltak, hogy
dohanyban a TMV fert6zés hatasara kialakul a shut-off jelenség ezzel szemben paradicsomban

nem tapasztaltak (Havelda et al., 2008).



A fentiekb6l jol lathaté hogy a shut-off jelenség kialakulasa nagyban fligg a virus -
gazdandvény kapcsolattol, képes hosszu ideig fennallni a fertézott novényben, és specifikusan

gatolja egyes gének kifejezddését.
2.9. VIRUS INDUKALTA GENCSENDESITES (VIGS)

A VIGS soran a virus indukalja a névény védekez6 folyamatat, az RNS csendesitést, ami
végiil a virus RNS lebontasahoz vezet. A ,,VIGS’’ kifejezést A. van Kammen alkotta meg (van
Kammen, 1997).

A virus indukalta géncsendesités szekvencia specificitasa miatt alkalmas endogén gének
funkcidjanak megallapitasara. A VIGS-en alapulé modszer alkalmazésa soran egy novényi gén
egy szakaszat beépitik a virus genomjaba, ezt kdvetden megfertézik a rekombindns virussal a
novényt. A virus elterjedését kovetden, a virus replikacioja soran ds RNS-ek keletkeznek. A
novény Dicer enzime felismeri a viralis dsSRNS-eket és feldarabolja, 21-25 nukleotid hosszusagu
SiRNS-ekre. A siRNS egyik szala beépiil a RISC komplexbe, mely felismeri és elhasitja a beépiilt
SiRNS-el komplementer virus RNS-eket, ezaltal a beépitett szakasszal homolog endogén génrol
képz6d6 mRNS-ek lebomlanak (Baulcombe, 1999; Kumagai et al., 1995). Emiatt lecsokken a
vizsgalni kivant gén expresszios szintje a ndvényben, és kialakul az endogén gén hianyara jellemz6

fenotipus. (4. abra)
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4. abra: Virus indukalta géncsendesités mechanizmusa



Egyes tanulmanyok alapjan a beépitendé DNS szakasz minimum 23 nukleotid nagysaga
kell legyen, amely 100 %-an megegyezik a cél gén nukleotid sorrendjével, amelyet csendesiteni
kivannak (Thomas et al., 2001). Viszont mas tanulmanyok arr6l szamolnak be, hogy gyakran nem
elegendd a 23 nukleotid hosszusagu szekvencia a géncsendesités indukaldsdhoz ezért érdemesebb
nagyobb szekvenciaval dolgozni. (Ekengren et al., 2003).

A virus indukélta géncsendesités egy gyors ¢és hatékony moddszer a ndvényi gének
funkciojanak meghatarozasara, segithet megallapitani olyan génfunkciokat, amelyek zigéta vagy
embrio6 korban letalitdst okoz, mely mas modszerrel nem vizsgalhatd. Szamos ndvényfaj génjeinek
funkcionalis vizsgalatat teszi lehetdvé a VIGS modszer és ezeknek szama egyre nd azaltal, hogy
ujabb VIGS vektorokat dolgoznak ki.

Az elmult 8-10 évben szdmos VIGS vektort fejlesztettek ki, és ezeket jelenleg is hasznaljak.
A dohény mozaik virus (TMV) volt az elsd, melyet VIGS vektorként alkalmaztak. A TMV
genomjaba beépitették a novényi fitoén deszaturaz (PDS) gén egy szakaszat, majd a rekombinans
virusokkal Nicotiana benthamiana névényeket fertéztek meg (Kumagai et al., 1995). A virus
indukalta géncsendesités kovetkeztében az endogén gén PDS mRNS szintje lecsokkent. A
karotinoid bioszintézisben résztvevé PDS enzim hianya miatt, a fotoprotektiv szerepet betoltd
karotinoidok képzdédése is gatolt, ennek kovetkeztében a ndvényen klorotikus tiinetek
jelentkeznek, az Gjonnan fejlédd levelek kifehérednek. Egy ujabb VIGS vektor fejlesztettek,
melyet szintén a Nicotiana benthamiana-ban alkalmaztak elGszor, a burgonya X virusan (PVX)
alapszik (Ruiz et al., 1998). A PVX-en alapuld vektor, gazdandvény szempontjabol sokkal
korlatozottabb (harom novénycsalad fogékony), mint a TMV-én alapuld vektor (kilenc
novénycsaldd mutat fogékonysagot), de a PVX-én alapuld vektor sokkal stabilabb, mint a TMV
(Burch-Smith et al., 2004). Mivel ezek a virusok képtelenck megfertézni a gazdandvény
merisztémajat és ndvekedési pontjait (Hull, 2002), ezért ezen VIGS vektorokkal nem vizsgalhatd
azon gének funkcioja mely ebben a szovetben talalhato.

Ratcliff és munkatarsai (2001) kidolgoztak a dohany zorgélevelliség viruson (TRV)
alapuld virus indukalta géncsendesitést, ennek segitségével vizsgaltak a PDS gént a Nicotiana
benthamiana-ban. A TRV enyhe tiineteket okoz a névényen, viszont képes sokkal erbteljesebben
az elterjedni az egész novényben beleértve a merisztémat is. Mivel a TRV képes bejutni a
merisztémaba, ezaltal lehetéség nyilt a merisztéma szdvetben 1évd gének funkcidjanak

vizsgalatara. A rendszeriik tovabbi elonye, hogy a TRV virus RNS cDNS-¢ét agroinfiltralasra



alkalmas binaris vektorba épitették, igy a novények fertézése konnyebb és egydntetiibbé valt
(Ratcliff et al., 2001). A TRV masik elény6s tulajdonsaga, hogy a dohanyon kiviil szamos névényi
fajt képes megfert6zni példaul Arabidopsist, paradicsomot, burgonyat, makot, paprikat ezért, a
TRV-én alapuld VIGS vektort széles korben alkalmazzdk a ndvényi gének funkcidjanak
vizsgalataira.

VIGS vektorok kidolgozasa az egyszikiiecknél jelentdsen megkonnyitette a gének
funkcidjanak vizsgalatat, mivel nem igényel ndvényi transzformalast. A leggyakrabban
alkalmazott egyszikiiecken hasznalhaté VIGS vektor az arpa csikos mozaik viruson (BSMV)
alapuld VIGS vektor, melyet (Holzberg et al., 2002) dolgoztak ki. A BSMV pozitiv RNS-el
rendelkezik, melynek genomja harom részre van osztva (a B v), a y genomjat modositottak, ide
épitették be a vizsgalni kivant gén egy szakaszat. Ezt a rendszert sikeresen adaptaltak btizaban is
(Scofield et al., 2005).

Osszefoglalva, a VIGS igen vonzoé alternativ eszkdz a reverse genetikdban, a ndvényi
transzformdcio elkeriilése, a modszer egyszerlisége, alacsony koltsége €s a gyors eredmény miatt.
Szamos novényre fejlesztettek ki VIGS vektort és alkalmaztak gén funkciok megallapitasara: N.
benthamian, N. tabaccum (Faivre-Rampant et al., 2004), A. thaliana (Burch-Smith et al., 2006;
Jupin, 2013), paradicsom (Tao and Zhou, 2004), paprika (Choi and Hwang, 2012; Chung et al.,
2004; Lim and Lee, 2014), mak (Hileman et al., 2005), haranglab (Gould and Kramer, 2007), szdja
(Zhang and Ghabrial, 2006), borso, lucerna (Constantin et al., 2004), szagos biikkény (Gronlund
et al., 2008), manioka (Fofana et al., 2004), rozsa (Dai et al., 2012; Jiang et al., 2014), rizs,
kukorica, btiza arpa (Ding et al., 2006; Kang et al., 2013; Manmathan et al., 2013a). A legtobb
VIGS vektort féleg éveld vagy lagy szart ndvényekre dolgoztak ki, de mar fas szaru névényeknél
is kezd elterjedni VIGS vektorok alkalmazas. Az utobbi idében a fas szaru novényeknél is kezd
elterjedni VIGS vektorok alkalmazasa, erre j6 példa a sz0l6 mely gazdasagilag nagyon fontos
novény. A sz6lénél készitett VIGS vektorok a sz6l6 A virusan (GVA) (Muruganantham et al.,
2009) és a sz616 levél sodrodas virus-2-an (GLRaV-2) (Kurth et al., 2012) alapjan dolgoztak ki.
Mindkét VIGS vektornal beépitették PDS gén egy szakaszat ez altal tesztelték az altalik eldallitott
vektor hatékonysagat. Az endogén PDS gén mRNS szintje lecsokkent, az ijonnan fejlodo levelek
kifehéredtek. A fas szara novényeknél ez a folyamat sokkal elnyujtottabb. Mind a GVA mind a
GLRaV-2 virusok alapjan kidolgozott VIGS vektorok gének funkcidjanak meghatirozéasara a

sz0loben.



Gén funkciok meghatarozasara fontos az optimalis VIGS vektor kivalasztiasa az adott
novényre. Az optimalis VIGS vektor hatékonyan el tud terjedni a ndvényben, széles gazdakorrel
rendelkezik, a fertézés konnyt és gyors. Azonban meg kell emliteni, hogy teljes funkcidvesztést
sosem ¢érnek el kimutattak, hogy atlagosan a célzott génnek az expresszids szintjét 70-90%-ban

tudjak lecsokkenteni (Orzaez et al., 2006), (Pflieger et al., 2008).
2.10. DOHANY MOzAIK VIRUS (TMV)

A dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) a tobamovirus nemzetség
legjelentdsebb képviseldje egyben a nemzetség névadoja is (Toba-mo-virus). A TMV virus
legrégebben ¢és legrészletesebben tanulmanyozott ndvénykorokozd. A genom egy pozitiv
egyszalu, 6395 nukleotidbol allo RNS, melynek teljes szekvenciaja ismert (Goelet et al., 1982). A
teljes hosszusagi genomi RNS-rdl a 126, és a 183 kDa molekula tomegii, nem strukturalis fehérjék
keletkeznek. A 126 kDa-os fehérje metiltranszferaz és RNS helikaz aktivitassal, mig a 183 kDa-
os fehérje RNS fiiggé RNS polimeraz (RARp) aktivitassal rendelkezik. A szubgenomi RNS-r6l (sg
RNS: 11, I2) a 30, 17.6 és egy 54 kDa-os fehérje transzlalodik. A 30 kDa-os fehérje egy mozgasi
fehérje (MP) melynek szerepe a virus sejtrol-sejtre valo elterjedésében van. A TMV genomjarél
egyetlen strukturalis fehérje keletkezik, a 17.6 kDa-os kopenyfehérje (CP), melynek), melynek
elsddleges funkcidja a virusrészecske kiilsd burkanak létrehozasa, ezaltal a sejtben 1évo
nukledzokkal szembeni. Az 54 kDa-os fehérje feladata még nem ismert (Sulzinski et al., 1985).

Kumagai és munkatarsai (1995) egy 10j viralis vektort hoztak 1étre, a TTOI-et mely
tartalmazta a TMV-U1 torzs és a paradicsom mozaik virus (ToMV-F) szekvenciait. Céluk a
karotinoid bioszintézisben részt vevé PDS (fitoén deszaturaz) és PDY (fitoén szaturaz)
génfunkcidjanak vizsgalata a Nicothiana benthamiana-ban. A paradicsom érett gyiimolcsébol
izolalt PDS gén egy részét beépitettek a TMV-U1 kdpenyfehérje promoter moge (5. abra), az igy
kialakitott VIGS vektor alkalmasséa valt a PDS gén funkcidjanak vizsgélatara. Az igy kialakitott

vektor alkalmas mas gének funkcidjanak analizisére is.
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5. abra: A TMV -én alapul6 VIGS vektort szerkezete Kumagai €s munkatarsai (1998) nyoman

2.11. A BURGONYA X VIRUSA (PVX)

A Flexyviridae csalad Potexvirus nemzetségének névado tagja a burgonya X virusa (potato
X virus, PVX). A genom egy pozitiv egyszalu, 5835 nukleotidbol alld6 RNS. A teljes hosszisagu
genomi RNS-r6l a 147, a 25, a 12 és a 18 kDa molekula tomegii fehérjék keletkeznek. A 147 kDa-
os fehérje metiltranszferaz, RNS helikaz és RNS fliggé RNS polimeraz (RARp) aktivitassal
rendelkezik, mely sziikséges a virus replikacidjahoz. A 25, a 12 és 18 kDa-os fehérjék (triple gene
block) a virus sejtrél sejtre valo terjedésében van szerepe. A sg RNS-rél keletkezik, a 21 kDa-0s
kopenyfehérje (CP), melynek elsédleges funkcidja a virusrészecske kiilsé burkanak létrehozasa,
ezaltal a sejtben 1év6 nukledzokkal szembeni védelem.

A PVX-en alapuld VIGS vektort Ruiz és munkatarsa dolgozta ki a PDS gén funkcidjanak
vizsgalatara a Nicothiana benthamiana-ban. A PVX RNS-be egy 415 nukleotid nagysagu PDS
szakaszt épitettek be a 8 kD fehérje és kopenyfehérje koz¢€, szensz €s antiszensz orientacidoban. Ez

a PDS szakasz a PDS ORF kozponti régi6jabol szarmazik (6. abra).
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6. abra: A PVX-en alapuld VIGS vektort molekularis szerkezete Ruiz €s munkatarsai (1998)

nyoman

2.12. DOHANY ZORGOLEVELUSEG VIRUS (TRV)

A dohany zorgélevelliség virus (tobacco rattle virus, TRV) a tobravirus nemzetség egyik
képviseld tagja. A TRV pozitiv szala RNS-el rendelkezik, melynek genomja kétosztati: RNS1 és
RNS2. Az RNS1 6791 nt az RNS2 1905 nt nagysagii. Az RNS1 kodolja a genomi RNS-r6l
keletkezd 134 és a 194 kDa replikaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét. A 29-kDa mozgéasi fehérje és
a 16 kDa ciszteinben gazdag fehérje a sgl RNS-r6l keletkezik. Az RNS2 kodolja a genomi RNS-
161 keletkez6 25 kDa-os kdpenyfehérjét és a sg2 RNS-rél keletkez6 29.4 és 32.8 kDa-0s két nem
strukturalis fehérjét. Az RNS1 képes replikalddni és szisztemikusan terjedni az RNS2 nélkiil.

Ratcliff és munkatarsai (2001) fejlesztették ki a TRV-én alapuld VIGS vektort. El6
allitottak egy TRV RNS1 cDNS-ét tartalmazd T-DNS kazettat és egy RNS2 cDNS-ét tartalmazo
T-DNS kazettat. A TRV RNS1 és RNS2 cDNS-¢t beépitettek 2 db CaMV 35S promodter moge €s
a nopalin szintdz terminator elé. (7. dbra) Az RNS2 konstrukcidban a nem strukturdlis géneket
helyettesitették egy multi klonozé hellyel, ami lehetévé tette a vizsgalni kivant gén egy
szakaszanak a beépitését. A T-DNS kazettat agroinfiltraldsra alkalmas binéris vektorba épitették,

mely megkonnyitette a novények fert6zését.
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7. abra: (a). TRV genom szervezddése, (b) A TRV-én alapuld VIGS vektor (Liu et al., 2002b)

2.13. ARPA CSIKOS MOZAIK VIRUS (BSMV)

A hordeovirus nemzetség tipustagja az arpa csikos mozaik virus (barley stripe mosaic virus,
BSMV). A BSMV pozitiv szali RNS-el rendelkezik. A genomja hdromosztat (a, B, v) (8. abra
(@), az RNSa 3768 nt, RNSB 3289 nt és RNSy 3164 nt nagysagu. A BSMV genomja 7 fehérjét
kodol.

A BSMV c¢DNS klénjainak hozzaférhetdsége, a mechanikai Gton vald atvihetdsége €s a
széles gazdandvény kore, alkalmassa tette VIGS vektor fejlesztésére az egyszikiieckben.A BSMV-
t gy modositottak, hogy a y RNS-ébe a yb ORF-je utan (downstream), a vizsgalni kivant névényi
gén cDNS egy részét beépitették szensz és antiszensz orientacioban (8. abra (c)). A yb a y RNS-
6l expresszalodo fehérje, ami egy 17 kD nagysagu multifunkciondlis RNS kot fehérje. Hogy
megakadalyozzdk a cDNS inszert hatdsat a yb aktivitasara, ezért a vektort Gigy tervezték meg, hogy
vb tartalmazzon egy stop kodont, ezéltal az inszert nem képes transzlalodni a ndvényben. A BSMV
B RNS-t szintén modositottak, ugy hogy kopenyfehérje génjét eltavolitottak (8. abra (b)). Ezaltal
a photo-bleaching aranya 20% -al nétt. A BSMV-én alapulo VIGS vektort Holzberg és
munkatarsai (2002) dolgoztak ki.
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8. abra: (a). BSMV genom szervezddése, (b).p A B, a BSMV modositott p RNS-¢ (kdpenyfehérje

génje hianyzik), (). A modositott y RNS, amely tartalmazza a névényi PDS gén egy szakaszat szensz és

antiszensz orientacioban (Holzberg et al., 2002)

2.14. SZEGFU OLASZ GYURUSFOLTOSSAG ViRUS (CIRV)

A szegfli olasz gytriisfoltossag virus (Carnation Italian Ringspot virus, CIRV) a Tombus
viridae csalad, a Tombus, nemzetség tagja. A CIRV genomja, osztatlan pozitiv, egyszalu, 4760
nukleotidbol all6 RNS (Rubino et al., 1995). CIRV RNS genomja 6t funkcionalis ORF-et
tartalmaz, amelyek koziil az ORF1 egy 36 kDa-os fehérjét, a p36-ot kodolja, az ORF2 egy 95 kDa-
os fehérjét, a p95 fehérjét kodolja, amely az ORF1 amber stop kodonjanak atolvasasa soran
képzodik (Pantaleo et al., 2003). A p95 fehérje RNS fiiggd RNS polimeraz aktivitassal rendelkezik
(Koonin, 1991). A p36 ¢és a p95 fehérje egylittesen fontos szerepet tdltenek be a virus
replikéaciojaban.

A szubgenomi RNS-rél (sgl) irodik at az ORF3 amely egy 41 kDa-os fehérjét kodol. A 41
kDa-os fehérje (p41) egy kopeny fehérje (CP). A sg2 RNS-r6l két kisebb egy 22 kDa-os fehérje
(p22) és egy 19 kDa-os fehérje (p19) transzlalodik (9. abra). A 22 kDa-os fehérje egy mozgasi

fehérje (MP), melynek szerepe a virus sejtrél-sejtre vald elterjedésében van.



A p19 fehérje fontos szerepet tolt be a virus altal okozott tiinetek kialakitasaban (Koonin,

1991) és képes gatolni a virus indukalta RNS csendesitést.
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9. abra: (a). CIRV genom szervezddése



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. NOVENYI ANYAGOK

Kisérleteinkhez tiveghazi koriilmények kozott nevelt dohany (Nicotiana benthamiana),
paradicsom (Solanum lycopersicum) Kecskeméti jubileum, és baza (Triticum aestivum) Bezosztaja
novényeket hasznaltunk. 8-10 napos dohany, 18-20 napos paradicsom és 12-14 napos buza
novényeket fertéztink meg VIGS vektorokkal. A fertézott novényeket fényszobaban, 21°C

homérsékleten 16 o6ras megvilagitassal neveltiik a tlinet kialakulasaig.

3.2. TOTAL NUKLEINSAV KIVONAT

A fertdzott ndvények szisztemikus leveleibdl készitettiik a total nukleinsav kivonatunkat.
0,1 g ndvényi mintat, jégbehiitott steril dorzsmozsarakban homogenizaltuk és 650 pl RNS kivono
pufferben (100 mM glicin, pH 9,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2% natrium-dodecil-szulfat
(SDS) és 1% natrium-lauril-szarkozinat) tartuk fel. A homogenizalt anyagot eppenendorf
csOvekbe adagoltuk és 600 ul fenollal dsszeraztuk, ezt kdvetéen 5 percig centrifugaltuk 14000
rpm-en. A vizes fazist 600 pl fenol-kloroform 1:1 aranyu keverékével, ezt kovetéen 600 pl
kloroformmal extrahaltuk, majd 20 pl 4M natrium-acetattal és 1000 pl 100% etanollal kicsaptuk.
A keletkezett csapadékot kétszer 1000 ul 70%-os etanollal mostuk. Ezutan megszaritottuk és 30
pl steril desztillalt vizben feloldottuk. A totdl nukleinsav kivonatunkhoz mintafelvivé festéket FDE
(0.25% brémfenolkék, 0,25% xilén-cianol, 30% glicerin) adtunk és 65°C-on denaturaltuk 5 percig.
Mindségének ellendrzésére a kivonatot 1,2%-os agardz gélben és TBE (90 mM Tris, 90 mM
borsav és 3mM EDTA) pufferben elektroforézissel elvalasztottuk, majd etidium-bromidos

festéssel UV fényben tettiik lathatdva, és lefényképeztiik. Az 6ssznukelinsav kivonatunk RNS

crcr

3.3. CDNS KESZITES

A Nicotiana benthamiana, Solanum Lycopersicum és Triticum eastivum ndvényekbol
CDNS-t készitettiink RevertAid kit (RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis kit-Thermo
Scientific) segitségével. Kiindulasi anyagként 4ug mennyiségli DN-4azzal kezelt total nukleinsav
kivonatot hasznéltunk. A cDNS készitést oligodT primerrel inditottuk:4 pg RNS, 1 pul oligodT

primer, 6 ul nukledz mentes steril viz elegyét 70 °C-on 5 percig inkubéltuk, majd jégen allni



hagytuk 5 percig. Az elegyet kiegészitettiik 5 ul 5x Reverse Transcriptase pufferrel (Fermentas),
2 ul 10 mM dNTP-vel, 1 pul RN-az inhibitorral (Fermentas). 37 °C-on 5 percen keresztiil
inkubaltuk, ezt kdvetden 1 pl reverz transzkriptazt adtunk hozza (Fermentas). 42°C-on inkubaltuk
1 6ran keresztiil, majd 70°C-on inkubaltuk 10 percig. Az igy elkésziilt cDNS-t hasznaltuk fel az
endogén gének klonozasahoz (Rubisco, Gapdh, tubulin Ef, Cph aktin).

3.4. OLIGONUKLEOTIDOK FOSZFORILALASA

Az oligonukleotidok 5° végének eldzetes foszforilalasa sziikségés a ligalas sikeressége
érdekében. 4 pl 100 pmol/ pl oligonukleotidhoz 2 pul PNK puffert, 2 ul mM ATP, 2 ul PNK
enzimet (Fermentas) és 10 pl desztillalt vizet adtunk. A reakcié elegyet 37°C-on 30 percen
keresztiil inkubaltuk, majd 15 percre 70°C-ra helyeztiik a reakcio leallitdsa miatt. A reakcid elegyet

10 pmol/ pl-re higitottuk.

3.5.PCR

A sokszorozni kivant DNS darabokat PCR reakcidoban az Applied Biosystem GeneEmp
PCR System 9700 késziilékben sokszorositottuk. Az endogén gének vizsgalatahoz a kiillonb6z6
gazdandvények Rubisco, Gapdh, tubulin Ef, Cph és aktin génjeinek egy darabjat szaporitottuk fel.
0ssze.

A reakcid koriilmények a kovetkezok voltak: 5 perc kezdeti denaturacio 94°C-on, ezt
kovetden 94°C 30 sec, 55°C 30 sec,72°C 1 perc 40 cikluson keresztiil.

Az 50 pl reakcio elegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 5 pl 10x puffer
(-MgCl), 3 ul MgClz, 1 pl 10mM dNTP mix 1ul Taq polimeraz (Fermentas), 2,5 ul foszforilalt
forward primer, 2,5ul foszforilalt reverse primer 1 pl templat (dohany cDNS, paradicsom cDNS,
btiza cDNS), 33 pl nukleaz mentes Milli-Q® viz.



1. Téblazat: Endogén gének vizsgalatahoz és virusok kimutatasahoz PCR reakciondl hasznalt

inditoszekvenciak.
Gazdanovén Endogén gének Primer Szekvencia
zdanoveny ogen gene regi6, méret (bp)
Nicotiana benthamina | Rubisco F: 5 CTTTCCTCTGCAGCAGTTGCC 3' X02353.1
R: 5 GCACTTGACGCACGTTGTCG 3' 1063-1943, 880bp
Gandh F: 5 TCTCAAATATGACTCCACCC 3' AB937979.1
p R: 5" ACCCCATTCATTGTCATACC 3' 330-972, 642bp
Tubulin F: 5 GGCATTCAGCCTGATGGC 3 AJ421413.1
R: 5' AATGTCCAATGAGCGCCTGC 3' 139-711, 572bp
£ F: 5 GCTGAGATGAACAAGAGGTC 3' D63396.1
R: 5' GAGCATATCCATTTCCAATC 3' 166-1066, 900bp
con F: 5 CATAAACTGGTAGAAGTAGAACC 3' AY368274.1
P R: 5 GGAGCTCTATGCCGACACCG 3 96-706, 610bp
Aktin F: 5 ATGCCTATGTTGGTGATGAAGC 3 U60493.1
R: 5' CCACATGACACTTCATGATTG 3' 184-971, 787bp
Solanum Ivcopersicum | Rubisco F: 5 GCCCTTCATCTAAGATGAGGC 3' X05982.1
ycop R: 5' TCGCTAAGCAATTGCTCATCG 3' 158-690, 532bp
Gandh F: 5 TCTCAAATATGACTCCACCC 3' XM_004236801.2
P R: 5' ACCCCATTCATTGTCATACC 3' 44371265, 822bp
Tubulin F: 5 GGCATTCAGCCTGATGGC 3' XM_004244485 1
R: 5' AATGTCCAATGAGCGCCTGC 3' 241°813, 572bp
£ F: 5 GCTGAGATGAACAAGAGGTC 3 X53043.1
R: 5 GAGCATATCCATTTCCAATC 3' 2592-3572, 980bp
oh F:5 GCTGGTCGTGTGGTGATGGAG 3' NMO01247550
P R: 5' CGGTTAACCCTAGAACTCGACCCG 3' 60-661, 601bp
Aktin F: 5 ATGCCTATGTTGGTGATGAAGC 3' XM_010321768.1
R: 5' CCACATGACACTTCATGATTG 3' 269-979, 710bp
— . . F: 5 CGCTAGCCTCGGCAGCGTCAG 3' AB042066.1
Triticum aestivum Rubisco R: 5' AATCCGATGATGCGGACATAC 3 99-660, 561bp
Gandh F:5 ACTTCCTCCGGTGCTGGCACG 3' AK334943.1
p R:5' CGTTGTCGTACCAGGCGACGA 3' 293-1207, 911bp
Actin F: 5 CTGAGGAGCACCCAGTACTGC 3 G0339780.1
R

15" ATAGTTGAGCCACCACTGAGC 3'

41-662, 621bp

. - Szekvencia
Virus Primer [N
regi6, méret (bp)

PVX F: 5 GGACATGAAGGTGCCCAC 3' KJ534604.1

R: 5' GAAACTGGGGTAGGCGTC 3' 5850-6397, 547bp
™V F:5' GCTATAACCACCCAGGACGCGA 3' X68110.1

R: 5' TGGGCCCCTACCGGGGGTAACG 3' 5278-6395, 1117bp
TRV F: 5" GCTGCTAGTTCATCTGCAC 3' AF406991.1

R: 5' GCACGGATCTACTTAAAGAAC 3' 1116-1752, 636bp

F:5' CAATACGTAAGTCCGTAGCTTC 3' M16576.1
BSMV R: 5

CATATGGTTGATGGGCACCATC 3'

2832-2972, 140bp




3.6. DNS FRAGMENTUM TISZTITASA GELBOL VALO IZOLALASSAL

A PCR amplifikdtumokat 1,2 % agar6z TBE gélen elvélasztottuk. A megfeleld méretii
termékeket a gélbdl kivagtuk és, Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) segitségével

tisztitottuk kovetve a gyarto utasitasait.

3.7. KLONOZO VEKTOROK KESZITESE

Rendelkezésiinkre 4ll6 a PVX-Ures konstrukciét linearizaltuk EcoRV enzimmel és
defoszforilaltuk. A  dohdny PDS egy darabjat foszforildlt oligonukleotidokkal
(PDSF:CATTAAAAATATTGAGCTAAAC, PDSR:CCATATATGTACATTTATCACAGQG) és
Tag polimerazzal felszaporitottuk és ligaltuk az altalunk linearizalt plazmidba (Isd kovetkezo
fejezet: ligalas, transzformalas), 1étrehozva PVX-PDS vektort. A TMV-GFP konstrukciobol Pacl
¢s Xhol enzimmel eltavolitottuk a GFP-t, ezt kdvetden 5’talnyuld véget feltoltottik (ezt
részletezni), majd a PVX vektorndl leirtak szerint klonoztuk a dohany PDS egy darabjat a
linearizalt plazmidba, létrehozva a TMV-PDS vektort.

TRVGFP100 és TRVGFP300 a kovetkezd képen allitottuk el6: TRV2 tartalmazo
plazmidot  linearizaltuk =~ EcoRIl ~ enzimmel.  Specifikus  primereket  alkalmazva
(GFP100F:CCAGACAACCATTACCTGTCCAC
GFP100R:CATGCCATGTGTAATCCCAGCAGC,
GFP300F:GAACTCGAGATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC,
GFP300R:GAGGTACCCGTGTCTTGTAGTTCCCGTCATC) 100 ¢és 300 bp méreti GFP
darabot amplifikaltunk Taq polimeraz altal. A kapott termékeket gélbdl tisztitottuk és klonoztuk

az altalunk linearizalt plazmidba.

3.8. LIGALAS

A PCR altal felszaporitott és tisztitott termékeket (dohany: Cph, tubulin, aktin, Ef, ,
paradicsom: Rubisco és Cph, tubulin, aktin, Ef, btza: Gapdh, Rubisco, Cph) EcoRV-tel emésztett
¢és defoszforilalt klonozé vektorba (pBluescript II KS (+)) ligéltuk A 10 pl végtérfogatu reakciot

a kovetkezOképp mértiik ossze: 1 ul ligdz puffer, 1 ul vektor, 1 pl ligdz enzim 3 pl nukledz mentes



Milli-Q® viz, 5 pl tisztitott fragmentum. A ligalast 2-2,5 6ran keresztiil szobahémérsékleten

végeztik.

3.9. TRANSZFORMALAS

A transzformécio soran a ligitumot 100 ul kompetens sejtbe (E. coli DHS5a torzs)
transzformaltuk. A kompetens sejtet jégen olvasztottunk fel, majd 100 ul kompetens sejthez 5 pl
ligalatumot adtunk és 20 percen at jégen tartottuk, majd 30 masodpercig 42°C-on hdsokkoltuk.
Ezutan a sejtekhez hozzdadtunk 500 pl SOC tapoldatot, majd 40 percen keresztiil 37 °C-on
razattuk. 300 ul baktérium tenyészetet szélesztettiink, szilard LB taptalajra mely ampicillint, Xgal-
t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-d-galaktozid), illetve IPTG-t (izopropil-tio-p-D-galaktozidot)

tartalmazott. A lemezt egy éjszakara 37 °C-os termosztatba helyeztiik.

3.10. PLAZMID 1ZOLALASA BAKTERIUMTENYESZETBOL

A baktériumtelepeket megfeleld antibiotikumot és taptalajt tartalmazo folyadékkulturaban
szaporitottuk fel 37°C-on egy ¢éjszakan keresztiil razatva. A felszaporitott sejteket 3 percig 8000
rpm-en centrifugaldssal letilepitettik. A 3 ml tenyészetbdl centrifugalt sejttomeget
felszuszpendaljuk csovenként 100 pul SOLI oldatban (50mM gliikk6z, 10mM EDTA, pHS, 25mM
Tris.Cl, pH8). Homogenizalas utan 200 pl SOLII (0.2N NaOH, 1% SDS) oldatot adtunk hozza, 5
percig szobahdn inkubaltuk, majd 150 pul SOLIII (3M Kalium-acetat, pHS5.5) oldatot adtunk hozza,
5 percig tarto jégen valo inkubalas utan 10 percig centrifugéltuk 4°C-on. A leszivott feliiluszéhoz
600 pl fenol-kloroformot mértiink, majd vortexelés és centrifugéalas utan 750 pl abszolut etanollal
kicsaptuk a plazmidot. Forgatva kevertiik, majd 10 percre jégre tettiik, ezt kovetéen 10 percig
centrifugaltuk 4°C-on. 1 ml 70 %-os alkohollal mostuk plazmidot és ezt a mosasi 1épést még
egyszer megismételtiik. Ezt kdvetden 3-5 perc szaritas utdn hozzamértiink 2 pul RN-4zt tartalmazé
50 ul 1xTE-oldatot. 30 perces 37°C-on vald inkubalas utan hozzaadtunk 30 ul 20 %-0s PEG-et, 1
orara jégre helyeztiik, ezutdn 10 percen keresztiil centrifugaltuk, 4°C-on. Feliiluszot ledntottiik,
kétszer mostuk a plazmidot 1 ml 70 %-0s alkohollal, majd 10 perc szaritas utan visszaoldottuk 20-

50 pl steril desztillalt vizben.



3.11. PLAZMID LINEARIZALASA

A TMV VIGS konstrukciot Kpnl enzimmel, a PVX VIGS konstrukciot Spel enzimmel o,
vy BSMV VIGS konstrukciot Mlul enzimmel mig a § BSMV VIGS konstrukciot Bcul enzimmel
linearizaltuk ¢és a késObbiekben templatként alkalmaztuk in vitro transzkripciénal. A
reakcidelegyet a kovetkezd képen mértiik 6ssze: 25 ul plazmid, 5 pl megfelelé 10x puffer, 3 ul
megfeleld restrikcids enzim és 17 ul desztillalt viz (50 pl végtérfogat). 2-2,5 6ran keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on. Az emésztést kovetden proteinaz K kezelés ald vetettiik, 50 pl emésztési
elegyhez hozzaadtunk 5 ul 10% SDS-t, 1 ul proteinaz K enzim (Fermentas) és 44 pl steril
desztillalt vizet. Ezt kovetéen 50°C-on inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd fenol, fenol-
kloroform, kloroformos tisztitas extrahalassal tisztitottuk, majd a feliiluszot. 1ug/ul glikogént
(Fermentas) és 40 pul 6M ammonium-acetatot tartalmazo 300 pl t etanollal kicsaptuk. A keletkezett
csapadékot egyszer 70%-os etanollal mostuk. Ezutan szaritottuk €s 30 ul steril desztillalt vizben

feloldottuk.

3.12. IN VITRO TRANSZKRIPCIO

In vitro transzkripcié soran T7 polimerazt, Cap analdogot és a linearizalt plazmidot
hasznaltuk. A reakciét 50 pl végtérfogatba mértiik 6ssze a kovetkezd képen: 2,5 ul templat, 10 pl
5x transzkripcids puffer, 1 pl ribolock RN-4z inhibitor, 1,2 pl T 7 polimeraz, 5 pl 10mM rNTP
mix (20mMn, 2mMGTP), 10 ul SmMCAP analogot 10,3 pl desztillalt vizzel egészitettiik ki. A
reakcidelegyet 37 °C-on inkubaltuk 30 percen keresztiil, ezt kovetden hozzdadtunk 10 pl
20mMGTP-t majd 37°C-on inkubdltuk 1 oran keresztil. Az atirt RNS mindségét agardz

gélelektroforézissel ellendriztiik.

3.13. TESZTNOVENYEK FERTOZESE

Dohany és paradicsom novényeket fertdztiink meg TMV, PVX VIGS vektorral: TMV,
PVX in vitro RNS transzkriptumanak elegyéhez inokuldlo puffert ((50mM glicin, 30mM
K2HPO4, 1 m/v% bentonit, 1 m/v% cellit és desztillalt vizet adtunk. Kontroll névények (mock)
leveleit inokulalo puffer és desztillalt viz keverékével kentiik le. Uvegspatula segitségével

novényenként 2 levelet inokulaltunk, 15-15 pl fert6z6 eleggyel, 6 ul ferté6zé elegyhez 15 pl



inokulal6 puffert és 9 pl desztillalt vizet adtunk. A bliza BSMV VIGS vektorral val6 fert6zéséhez
a 3 RNS-nek megfeleld (a B y) transzkriptumanak 1:1:1 aranyban kevert elegyét hasznaltuk. 6 pl
fertdz6 elegyhez 45 pl FES inokulalé puffert (glicin 100 mM, K2HPO4 60 mM, natrium
pirofoszfat 1%, bentoit 1%, cellit 1%) adtunk, amelybdl 20-25 pl-t 6vatosan iivegspatula

segitségével bedorzsoltiik a elsé és masodik leveleit.

3.14. AGROINFILTRACIO

Nicotiana benthamiana novényeket infiltraltunk TRV VIGS vektorral. Az infiltralashoz
hasznalt Agrobacterium tumefaciens (C58C1) baktériumtelepeket steril fogpiszkaloval 5 ml
folyékony kanamicint és tetraciklint tartalmaz6 YEB taptalajba oltottuk le. Egy éjszakan keresztiil
28-30°C-on razattuk. A baktérium szuszpenziot 4000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk 28-30°C-
on. A baktérium pelletet felszuszpendaltuk, 10 mM MgCI2-t és 150 uM acetosziringont tartalmazo
desztillalt vizben. A kiilonb6zé agrobaktérium tenyészetek optikai denzitdsat (OD600)
spektrofotométerrel mértiik, ezt kdvetden higitottuk a OD600=1-re. Majd szobahémérsékleten
allni hagytuk 2 6ran keresztiil. Infiltralds elétt a szuszpenziokat TRV1:TRV2 = 1:1 ardnyban
kevertiik 6ssze, majd a Nicotiana benthamiana levelek fondkjan keresztiil, fecskenddvel juttattuk
be az agrobaktérium szuszpenziot a névénybe. A kontroll ndvények leveleit TRV 1-et tartalmazo

acetosziringonos oldattal infiltraltuk.

3.15. NORTHERN BLOT TBE PUFFER RENDSZER HASZNALATAVAL

A virus RNS-ek jelenlétét Northern blot analizissel mutattuk ki. A total nukleinsav
kivonatainkat 1,2% agardz gélen valasztottuk el Elektroforézis utan a geélbdl az RNS-t kapillaris
blottolon Hybond-NX nylon membranra (GE Healthcare, Amersham) blottoltuk egy éjszakéan
keresztiil 20xSSC puffer rendszerben, majd kétszer cross-linkeltiikk UV fény alatt, hogy az RNS-t

rogzitsiilk a membranra.

3.16. NORTHERN BLOT MAE PUFFERRRENDSZER HASZNALATAVAL

Ahhoz, hogy az endogén gének expresszios szintjét ki tudjuk mutatni a fentihez képest egy

érzékenyebb rendszerre, volt sziikséglink. A total nukleinsav kivonatokat 1,2%-os agardz



denaturalo gélben, MAE pufferben (0,IM MOPS [pH 7,0],40mM Na-acetat, 5SmM EDTA)
valasztottuk el. 4,5 pg/ul RNS mintdhoz mintakezel6t adtunk (10xMAE, formaldehid, formamid,
1 pl etidium-bromid), 10-15 percig denaturaltuk 65°C-on és jégre tettiik.. 10-20 pl mintat vittiink
fel a gélre, melyet 80 V-n, 4°C-on gélelektoforézissel valasztottuk el. Elektroforézis utan a gélbdl
az RNS-t kapillaris blottolasi technikaval Hybond-NX nylon membranra blottoltuk (GE
Healthcare, Amersham) 20xSSC puffer rendszerben, egy ¢éjszakan Kkeresztil majd UV
keresztkotéssel rogzitettiik az RNS-t.

3.16.1. Hibridizacio

A membrant 5-10percig mostuk 2xSSC-ben (NaCl, Na3 citrat) a hibridizalas
hémérsékletén 65°C-on, majd eldmelegitett Church pufferrel (0,5 M NaP1i, 7% SDS, 1 mM EDTA
pH 8,0, 1% BSA, 0,02 mg/ml ssDNS) 1 6ran keresztiil prehibridizaltuk, végiil a 15 ml radioaktiv
probat tartalmazé Church pufferben hibridizaltuk egy éjszakan keresztiil.

Ezt kévetdéen a membrant csokkend sokoncentracido mellett mostuk 2x SSC, 0,1% SDS
oldattal 5 percen keresztiil a hibridizacidos hdmérsékleten 65°C-on, majd 0,5x SSC ¢és 0,1% SDS
oldattal 15 percig, ezutan 0,1x SSC ¢és 0,1% SDS oldattal mostuk 3-4 percig. A membrénra
rontgenfilmet tettiink €s a jel erdsségtol fliggden par oraig vagy akar tobb napig exponaltuk, majd

a membranra rakott filmet eléhivtuk.

3.16.2. Radioaktiv préba készitése

A klonozott virus és endogén gének darabjairdl a Thermo Scientific Decalabel DNA
labelling kit segitségével készitettiink radioaktivan P32 izotoppal jelolt DNS probat. A radioaktiv
probat a kovetkezdképpen készitettiik: 5 pul 5x Decalabel puffert 1 pl templatot (TMV, PVX, TRV,
BSMV, Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph, aktin PCR termék) és 19 ul desztillalt vizet
Osszemértiink, 5-10 percig forraltuk, majd jégre helyeztiik. Hozzaadtunk 1,5 ul MixC-t (dCTP
hianyos nukleotid keverék), 0,5 pl Klenow DNS polimerdz enzimet, majd 3 pul radioaktivan jelolt
[a-32P]-dCTP-t. Ezutan inkubaltuk 1 6raig 37°C-on, majd hozzaadtunk 2 pul ANTP-t és inkubaltuk
37°C-on 5 percig, végiil 2-3 percig 95°C-on denaturaltuk és jégre tettiik.



3.17. KIS RNS NORTHERN BLOT ANALIZIS

A totél nukleinsav kivonatokban levd mikro RNS-ek kimutatasahoz a mintainkat 12%-0s
denaturalo poliakrilamid gélen (8M urea) valasztottuk el. Az elvalasztott RNS-eket elektroforézis
¢s az urea kimosasa utan Hybond-NX nylon membranra (GE Healthcare, Amersham) blottoltuk
kapillaris modszerrel 20xSSC puffer rendszerben, majd UV fénnyel keresztkotottiik az RNS-t. A
membrant 50°C-on el6hibridizaltuk 1 6rén keresztiil, majd hibridizaltuk kis RNS pufferben (50%
formamid, 5x SSPE, 5x Denhardt’s oldat, 0,5% SDS ¢és hering sperma) egy ¢jszakén at. Probaként
1-10 pmol LNA oligonukleotidokat alkalmaztunk, melyeket T4 polinukleotid kinaz altal [a-32P]-
dATP-vel végjeloltiink. Ezt kovetéen a membrant 2x SSC, 0,1% SDS oldatban mostuk kétszer 10

percig a hibridizalas hdmérsékletén. A radioaktiv jelet rontgenfilm segitségével tettiik lathatova.

3.18. AP19-3M REKOMBINANS FEHERJE TULTERMELTETESE

CIRV p19 és p19-3M géncsendesitést gatld fehérjéket, KiSRNS-koto aktivitasuk tesztelése
érdekében elsd 1épésként BamH1 enzimmel emésztett pGEX-2T vektorba (glutattion S-transferaz
(GST) rendszerben) ligaltuk, PCR-el leellendriztiik és a jo klonokat Escherichia coli BL21 (DE3)
torzsben expresszaltuk, majd tisztitottuk, kovetve a gyartd utasitasait (GE Healthcare Life
Sciences). Ovatosan felszuszpendaltuk a sejteket, majd ultrahang segitségével szétroncsoltuk.
Centrifugaltuk 4°C-on 500rpm-en 2 percen keresztiil. A feliiluszot a rekombinans fehérje tisztitasa
miatt, Glutation Sepharose gyantaval inkubaltuk 21°C-on 30 percen keresztiil. Ezt megel6zden a
Sepharose gyantat négyszer mostuk RISC pufferrel (0.05 M Tris—HCI, 0.15 M NaCl, 0.005 M
MgCI2, 1 M DTT, 0.02% Tween-20 (pH 7.4)). Majd 2 percen keresztiil 1000 rpm-en
centrifugaltuk és gyantat szobahOmérsékleten 3 oOran keresztiil thrombinnal (Amersham
Biosciences) inkubaltuk. A hasitast kovetéen centrifugaltuk 1000 rpm-en 2 percen keresztiil. A
feliiliszo tartalmazta a p19-es fehérjéket. Késobbiekben a tisztitott szupresszorok kisRNS kot
képességét vizsgaltuk electrophoretic mobility shift assay-el.

A szupresszor fehérjék expresszidjat SDS gélelektroforézist kovetd Coomassie festéssel

ellendriztik.

3.19. ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (BAND SHIFT)



A tisztitott szupresszorokhoz radioaktivan jel6lt szintetikus siRNS-t adtunk. Az altalunk
hasznalt siRNS szekvencidja a kovetkezo volt: 5 ' UGAUAUUGGCACGGCUCAAUC 3' és 3'
UUGAGCCGUGCCAAUAUCAUC 5'. A pl9 és p19-3M tisztitott szupresszor fehérjékhez (3
nM) hozzaadtunk 1 pM radioaktivan jelolt siRNS-t a kotési pufferben (0.05 M Tris—HCI, 0.15 M
NaCl, 0.005 M MgCI2, 0.02% Tween-20, (pH 7.0)). A reakcid elegyet 25°C-on 30 percen
keresztiil inkubaltuk, hogy a kotési reakcidé végbemenjen. A reakcio elegyhez 3 ul loading dye
festéket adtunk hozza és 6%-o0s nativ poliakrilamid gélen 0,5x TBE pufferben 50 V —on 1.5 6ran
keresztiil valasztottuk el. A géleket vakuum szaritottuk. A radioaktiv jelet rontgenfilm segitségével

tettiik lathatova.

3.20. WESTERN BLOT

Jégbe hiitott dorzscsészékben 0,1 g ndvényi anyagot feltartunk és homogenizaltunk 400ul
kivond pufferben, ebb6l 100ul—t kivettiink és hozza adtunk 100ul 2x Laemmli puffert (60mM
Tris/HCI pH 6,8; 2% SDS; 12% glicerin, 100mM DTT; bromfenol kék) A megmaradt (300ul)
300ul-hez kivono puffert adtunk és total nukleinsav kivonast végeztiink a fent leirtak alapjan. E
modszer biztositotta a fehérje és totdl nukleinsav (RNS) mintdink Osszehasonlithatosagat. A
fehérje mintainkat a Laemmli pufferben eldorzsoltiik, majd eppendorf csovekbe ontottiikk és 5
percig vizfiirdében forraltuk. Forralds utan a sejttormelék eltdvolitasara 5 percig centrifugaltuk a
mintdinkat. Centrifugdlds utan a feliiliszot egy 0j eppendorf csébe pipettaztuk at. A fehérje
mintdinkat 8% - os poliakrilamid gélen elvalasztottuk. Ezt kovetden a szétvalasztott fehérjéket a
poliakrilamid gélbdl PVDF (Amersham, Hybond-P) membranra elektroblottoltuk 50 mA-en, 4°C
egész ¢jszakan at. A membrant blokkold pufferben (5% zsirmentes tejpor, 0,05% Tween-20, 1X
PBS) inkubaltuk szobahdmérsékleten 30 percen keresztiil. A blokkolast kovetden a membrant
poliklonalis anti-AGO elsédleges ellenanyaggal (N. benthamiana AGO1-1, és anti-p19) PBST
pufferben (0,05% Tween-20, 1X PBS-ben) szobahémérsékleten hibridizaltuk 1-2 éran keresztiil.
Ezutan a membrant peroxidazhoz kapcsolt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk (ECL Rabbit
IgG, HRP-Linked, Amersham) szintén PBST pufferben, szobahémérsékleten 1 6ran at, majd a

kemilumineszcens jelet ECL kittel rontgenfilm segitségével eldhivtuk.



4. EREDMENYEK

4.1 VIGS VEKTOROK FERTOZESENEK HATASA AZ ENDOGEN GENEK EXPRESSZIOJARA

Kisérleteink soran a shut-off jelenség meglétét vizsgaltuk olyan ndvény-virus
kapcsolatokban, melyeknél az endogén gének funkcidit VIGS vektor segitségével allapitottak
meg.

Nicotiana benthamiana, Solanum lycopersicum, és Triticum aestivum novényeket
fertdztiink meg az adott ndvényeknél leggyakrabban alkalmazott VIGS vektorokkal: TMV, PVX,
TRV, BSMV alapu virus vektorokkal. A gazdandvényeket parhuzamosan fertéztiik olyan VIGS
vektorral, amely nem tartalmazott semmit a klonozé helyén (VIGS-Ures), illetve amely az adott
novény endogén PDS-génjének egy darabjat tartalmazta (VIGS-PDS). Az endogén gének koziil a
Rubisco, Gapdh, tubulin, az elongacios faktor (Ef) és az aktin génexpresszios szintjét vizsgaltuk
Northern blot analizissel, mivel ezen gének expresszids valtozasa jol jelzi a shut-off jelenlétét és a
VIGS kisérletek soran gyakran alkalmazzak 6ket referencia értékként.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a CymRSV fert6z¢és soran allandd expresszios szintet
mutatd Cph endogén génexpresszids szintje valtozik-e vajon a VIGS vektorokkal valéd fertézés

hatasara.

4.1.1. A KISERLETI RENDSZER ELEMEINEK OSSZEALLITASA — VIGS VEKTOROK (URES, PDS
TARTALMU), ILLETVE A VALTOZASOK NYOMON KOVETESERE ENDOGEN GENEK KLONOZASA

KULONBOZO GAZDANOVENYEKBOL.

Mivel nem allt rendelkezéslink a PVX-PDS ¢és a TMV-PDS VIGS vektor, elsé 1épéskeént
ezeket allitottuk eld, az Anyag és mddszer fejezetben részletezett leirds alapjan.

Az endogén gének Northern blottal valod vizsgalatdhoz radioaktiv proba készitésére
alkalmas templatra volt sziikségiink. Ehhez az adott gazdandvény adott génjének egy darabjat pKS

plazmidba klonoztuk, l1asd Anyag és modszer fejezetben.

Eredményeimet gazdandvényenként csoportositva mutatom be.

4.1.2. VIGS VEKTOROK HATASA A NICOTIANA BENTHAMIANA GENEXPRESSZIOJARA



Dohanyt fertoztiink meg PVX, TMV és TRV alapu VIGS vektorral, majd a fert6zést kovetd
7-ik (PVX, TMV VIGS fertézésnél), illetve 10-ik napon (TRV VIGS fert6zésnél) a tiinetek
megjelenésekor (10. dbra) a szisztemikus levelekbdl mintat szedtiink €s ezt kovetden total

nukleinsav kivonatot készitettiink.

Mock PVX-Ures PVX-PDS

Mock TMV-Ures TMV-PDS

Mock TRV-Ures TRV-PDS

10. abra: PVX, TMV és TRV (Ures , PDS) VIGS vektorral fertdzott Nicotiana benthamiana
novények képe, a fertdzést kovetd 7-ik (TMV és PVX VIGS vektor) és 10-ik napon (TRV VIGS vektor).

Northern blot segitségével vizsgéltuk a Rubisco, Gapdh, tubulin, ef, Cph és az aktin gének
expresszios szintjének valtozasat és a shut-off jelenség meglétét (11. abra). Kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy PVX és TMV VIGS vektorral fert6zott novények esetében a Rubisco, Gapdh
¢s a tubulin génexpresszios szintje nagymértékben lecsokkent a mock novényekhez képest. Ezzel
ellentétben az ef génexpresszids szintje a PVX VIGS vektorral fertézott ndvényeknél enyhén

megemelkedett, mig a TMV VIGS fertdzott ndvényeknél enyhe csokkenést tapasztaltunk. PVX,



TMV, TRV VIGS vektorral valé fert6zés soran a Cph génexpresszids szintje megemelkedett, a
mock novényekhez képest.

TMV-VIGS vektorral fertdzott ndvényeknél, az aktin génexpresszids szintje kis mértékben
lecsokkent, mig a PVX-el fert6zott novények esetében valtozatlan maradt a génexpresszios szintje
a mock novényekhez képest.

TRV-Ures VIGS vektorral fertdzott novények esetében az altalunk vizsgalt mRNS
szintekben nem tapasztaltunk drasztikus valtozast, azt sugallva, hogy a TRV ideélis VIGS vektor
a dohany esetében. Ezzel ellentétben, amikor TRV-PDS VIGS vektorral fertdztilk meg a dohany
novényeket azt tapasztaltuk, hogy a Rubisco, Gapdh és az aktin mRNS szintje is nagymértékben
lecsokkent a mock ndovényekhez képest. A tubulin és az ef mRNS szintje nem valtozott, hasonloan
TRV-Ures fertézéshez. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a VIGS vektorba épitett
idegen szekvencia jelenléte befolyasolhatja azt, hogy az adott vektor mennyire valtoztatja meg a

gazdandvény génexpresszidjat.

Nicotiana benthamiana
PVX TMV TRV

UMPDSM U MPDSM U MPDS M

Rubisco
Gapdh
Tubulin
Ef

Cph
Aktin

Virus
rRNS




11. abra: Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, elongacios factor (Ef) ciklofilin (Cph) és aktin)
expresszios szintjének vizsgélata Northern blot analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmaz6 VIGS vektorokkal
(TMV, PVX, TRV) szisztemikusan fert6zott Nicotiana benthamiana levelekben. A névényi mintakat PVX
¢s TMV vektorral valo fert6zést kovetd 7-ik napon, mig a TRV vektorral valo fert6zést kovetd 10-ik napon

vettiik. Minden esetben mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk kontrollként. A mintak egyenld

crer

4.1.3. VIGS VEKTOROK HATASA A SOLANUM LYCOPERSICUM GENEXPRESSZIOJARA

A paradicsom metabolikus, fejlédési és stressz folyamatokban fontos szerepet betoltd
gének funkciojanak vizsgalataban gyakran alkalmazzak a PVX és a TRV virusokon alapulé VIGS
vektorokat (x.tablazat). Erdekesség, hogy a TMV alapt VIGS vektor alkalmazasa nem elterjedt a
paradicsomnal, annak ellenére, hogy a virus hatékonyan fertdzi a paradicsomot és nem okoz sulyos
tiineteket.

A dohanyhoz hasonléan PVX, TMV ¢és TRV alapu VIGS vektorral fertdztiink
paradicsomot. PVX, TMV VIGS-el valo fert6zést kovetéen a tiinetek megjelenésekor a 14-ik
napon, TRV, VIGS-el val6 fert6zést kovetd 24-ik napon (12. dbra) mintat szedtiink ¢€s total

nukleinsav kivonatot készitettiink.



Mock PVX-Ures PVX-PDS

Mock TMV-Ures TMV-PDS

Mock TRV-Ures TRV-PDS

12. abra: TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertdzott Solanum lycopersicum névényi képe a fertdzést

kovetd 24-ik napon.

Northern blottal vizsgaltuk a szisztemikusan fert6zott levelekben a Rubisco, Gapdh,
tubulin, Ef, Cph ¢és az aktin gének mRNS szintjét (13. dbra). PVX VIGS vektorral val6 fertdzés
soran azt tapasztaltuk, hogy mind az iires mind a PDS gén egy darabjat tartalmazd VIGS vektor
esetében a Rubisco, Gapdh, tubulin, és az aktin gének mRNS szintje nagymértékben lecsokkent a
mock novényekhez képest. TMV VIGS-el fert6zott ndvényeknél nem tapasztaltunk drasztikus
valtozast az altalunk vizsgalt endogén gének expresszids szintjét tekintve a mock névényekhez
viszonyitva, hasonléan a TRV-Ures VIGS vektorral fertézott paradicsomokhoz. Ezzel szemben
PVX-PDS, TRV-PDS vektorral fert6zott novényeknél a Cph kivételével drasztikusan lecsokkent
az Aaltalunk vizsgéalt gének expresszios szintje. A dohanyndl tapasztaltakhoz hasonléan, a
paradicsomndl is megfigyeltiik, hogy a VIGS vektorba beépitett idegen szekvencia jelenléte
befolyasolhatja a shut-off kialakulasat. Eredményeink azt jelzik, hogy az adott VIGS vektorok

specifikus modon képesek megvaltoztatni a gazdandvény génexpressziojat.
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13. abra: Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, Elongacios factor (Ef) Ciklofilin (Cph) és aktin)
expresszios szintjének vizsgilata Northern blot analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé VIGS vektorokkal
(TMV, PVX, TRV) szisztemikusan fert6zott Solanum Lycopersicum levelekben. A novényi mintakat PVX
¢s TMV vektorral valo fertézést kovetd 7-ik napon, mig a TRV vektorral valo fert6zést kovetd 10-ik napon

vettiik. Minden esetben mock (M) inokulalt mintdkat hasznaltunk kontrollként. A mintak egyenl6

srer

4.1.4. VIGS VEKTOROK HATASA A TRITICUM AESTIVUM GENEXPRESSZIOJARA

Az egyszikiieknél kevés VIGS vektort fejlesztettek ki, ezek koziil is a legelterjedtebb a
BSMYV VIGS vektor, annak ellenére, hogy stlyos tlineteket okoz. Kivancsiak voltunk arra, hogy
virus fert6zés hatdsadra milyen génexpresszios valtozasok mennek végbe a gazdandvényben. 20
nappal a fertézést kovetden, a tiinetek megjelenésekor mintat szedtiink.(14. abra) Northern blottal
vizsgaltuk a Rubisco, Gapdh és aktin expresszids szintjét BSMV VIGS vektorral fertdzott buiza

novényekben (15. 4bra).



Mock BSMV-Ures BSMV-PDS

14. abra: BSMV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertdzott Triticum aestivum ndvény képe a fertdzést
kovetd 20-ik napon.

Buzat fertéztiink BSMV-Ures és BSMV-PDS vektorral és azt tapasztaltuk, hogy a Gapdh
Rubisco és az aktin génexpresszios szintje mind a BSMV-Ures, mind a BSMV-PDS vektorral

fert6zott buizanal, drasztikus mértékben lecsokkent a mock novényekhez képest

Triticum aestivum
BSMV

U M PDS M

15. abra:. Endogén gének (Rubisco, Gapdh, aktin) expresszios szintjének vizsgalata Northern blot
analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé BSMV VIGS vektorral szisztemikusan fertézott Triticum aestivum

levelekben. A novényi mintakat a fert6zést kovetd 20-ik napon vettiik. Kontrollként mock (M) inokulalt



srer

mutatja.

4.1.5. A TRV-VIGS vektorba beépitett szekvencia hatdisa

TRV-VIGS vektorral fert6zott dohanynal és paradicsomnal, a TRV f{ires és TRV-PDS
fertdzések kozott kiilonbséget tapasztaltunk az altalunk vizsgalt Rubisco és Gapdh gének
expresszidjat tekintve. Felmeriilt benniink az a kérdés, hogy vajon miért van ez? Lehet-e, hogy
ezen gének génexpresszios valtozasa dsszefiiggésben all azzal a ténnyel, hogy a PDS-t csendesiteni
képes vektor hasznalatakor a gazdanovény endogén klorofill szintje lecsokken? Annak érdekében,
hogy kérdéstinkre valaszt kapjunk TRV VIGS vektorba a GFP génnek kiilonb6z6 méretii (100 bp
¢s 300 bp) darabjat klonoztuk. GFP-t expresszalo transzgénikus dohdny novényeket fertdztiink
meg TRV-GFP100 és TRV-GFP300 VIGS vektorokkal. Majd az infiltralast koveté 12-ik napon
UV alatt ellendriztiik, a virus fert6zés sikerességét, transzgenikus dohany levél erei kipirosodnak

(16. abra).

Mock TRV-GFP100
Mock TRV-GFP300

16. abra: TRV-GFP100 és TRV-GFP300 VIGS vektorokkal fertozott GFP-t expresszalo

transzgénikus dohany névények UV alatti fényképe a fert6zést kovetd 12-ik napon.



Northern blottal vizsgaltuk a Rubisco és a Gapdh génexpresszos szintjét (17. abra). Azt
tapasztaltuk, hogy mind a TRV-GFP100 mind a TRV GFP300 VIGS vektorral val6 fert6zéskor a
Rubisco és a Gapdh mRNS szintje lecsokkent, hasonléan a TRV-PDS fert6zésekhez, tehat a
Rubisco és a Gapdh gének expresszids valtozdsa mogott nem a klorofill szint csdkkenése all.
Ennek tudatdban megvizsgaltuk, hogy a VIGS vektorba épitett DNS szekvencianak a mérete és
ezen gének expresszids valtozasa kozott van-e 0sszefliggés. TRV-Upfl (582bp) VIGS vektorral
fertztiink dohany novényeket, ezt kovetéen Northern blottal ellendriztiik a Rubisco és Gapdh
génexpresszios szintjét. Hasonléan a TRV-GFP (100bp, 300bp) és TRV-PDS fert6zésekhez,

ebben az esetben is nagymértékli génexpresszios csokkenést mutattak, tehat ezen gének expresszos

crer
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17. abra: Rubisco és Gapdh expresszios szintjének vizsgalata Northern blot analizissel TRV-
GFP100 és TRV-GFP300 ,TRV-Upfl-el fertézott GFP-dohany . A ndvényi mintakat a fertdzést kovetd 12-

ik napon vettiik. Kontrollként mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk. A mintdk egyenlé nukleinsav

crer

4.2.1. REKOMBINANS CIRV P19 3M MUTANS VIRALIS FEHERJE TERMELTETESE



A csoport elozetes kutatasai kimutattdk, hogy a virusok géncsendesitést gatlo fehérjéi
képesek indukalni a miR168-as miRNS expressziojat. Mivel a kiilonbozo virusok teljesen eltérd
fehérjéi egyarant képesek voltak erre, és a géncsendesitést gatld fehérjék kozos tulajdonsaga, hogy
kisRNS-eket kotnek csoportunkban felmeriilt az a kérdés hogy ez a két funkcio: a miR168
indukci6 és a kisRNS kotés elvalaszthato-e egymastol. Ennek érdekében egy olyan muténs
szupresszor fehérjét allitottak eld, amely a térszerkezet és a beépitett mutaciok alapjan nem képes
a kis RNS-ek megkotésére. Ahhoz azonban, hogy bebizonyitsuk, hogy ez a szupresszor fehérje
valoban nem koti a kisRNS-eket, elsé 1épésként ezt a mutans szupresszor fehérjét eld kellett
allitani, hogy ezt kovetden a funkcionalis kisérleteket elvégezziik. Az én feladatom e mutdns
fehérjét kodold DNS klonozasa, a fehérje termeltetése és a funkcionalis tesztek elvégzései voltak.

A pl9 szupresszor fehérje térszerkezete ismert, ez alapjan a csoportunk eldallitott egy olyan
mutans szupresszor fehérjét (p19-3M), mely nem képes kotni a kisRNS-eket, a CIRV pl9
szupresszor fehérje kisRNS kotd képességéért felelés W39 és W42 aminosavat glicinre cserélték.
ORF-jiik atfed, e miatt a pl19 fehérjében okozott muticiok aminosav valtozast idéznek eld a
mozgési fehérjében. Az 53-as pozicidban 1évo szerin argininre véaltozna, ami befolyasolné a virus
mozgasat, emiatt egy harmadik mutéciot kellett beiktatni, mely visszaallitja a mozgasi fehérjében
bekovetkezd aminosav valtozast. Ezt kdvetden vizsgaltuk, hogy e mutans szupreszor fehérje sem
in vitro sem in vivo nem képes kisRNS-eket kotni. Vad tipusti és CIRV p19 és mutans CIRV p19-
3M géncsendesitést gatld fehérjéket pGEX-2T vektorba klonoztuk és Escherichia coli BL21
(DE3) torzsben expresszaltuk, annak érdekében hogy, a tisztitott szupresszorok kisRNS kotd
képességét vizsgaljuk electrophoretic mobility shift assay-el. A fehérje expressziot IPTG
hozzaadésaval indukaltuk és 8% poliakrialmid gélen valasztottuk el és ezt kovetden Coomassie

festéssel ellendriztiik. (18. abra)



'~ 70 kDA
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18. abra: p19-3M és p19 GST fuzids fehérjék termeltetése Escherichia coli BL21 (DE3)-ban. IPTG-

vel indukalt és indukalatlan p19-3M és p19 szupresszor fehérje Coomassie festése.

4.2.2.P19-3M MUTANS KOTOKEPESSEGENEK VIZSGALATA

Miutan GST rendszerben expresszaltuk a p19-3M ¢és a vad tipusu p19 szupresszor fehérjét,
g¢l mobilitasi assay-t végeztiink annak eldontésére, hogy megtudjuk, hogy a p19-3M megkoti-e a
szintetikus kisSRNS duplexeket? Azt talaltuk, hogy a vad tipust p19 fehérje nagy affinitassal koti
a kisRNS-ket, ezzel szemben a p19-3M teljesen elvesztette kisRNS koto képességét, nem mutat

részleges kotési aktivitast sem (19. abra).
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19. abra: p19-3M kisRNS koto képességének vizsgalat. A vad tipusu pl19 és a mutans p19-3M
szupresszor fehérjékhez (3 nM) szintetikus siRNS-et (1 pM koncentracio) adtunk és 6% poliakrilamid gélen
valasztottuk el. A panel felsé részében lathato a kotott és a nem kotott SIRNS-ek. A kotott siRNS magasabb
méret tartomanyban van mint a szabad (nem kotott) si RNS-ek. Az alsé panelben lathat6 a vad tipusa p19
és a p-19-3M expresszalt fehérjék jelenléte és minGsége Western-Blottal kimutatva, specifikus P19 antitest

hasznalva.

4.2.3. A DEFEKTIV INTERFERALO RNS JELENLETE NEM BEFOLYASOLJA A P19 SZUPRESSZOR

FEHERJE KOZVETITETTE MIR168 INDUKCIOJAT

Kisérleteink tehat azt mutattak, hogy a p19-3M mutans szupresszor nem képes kotni a
kisRNS-eket, de indukalja a miR168-at, tehat a szupresszor kisRNS ko6t6 képessége nem sziikséges
a miR168 indukcidjdhoz.

Kivéancsiak voltunk arra, hogy vajon a CIRV p19 képes-e indukdlni a miR168 szintjét és
kontrolalni az AGO1 fehérje szintet defektiv interferaldo RNS (DI RNS) jelenlétében is. A DI RNS
egy delécios mutans, amely a sziiléi virus genomjardl keletkezik és replikalodni képes, de nem
képzddik rola szupresszor fehérje. Virus fertdzés soran, jelenléte megnoveli a virus eredetii

kisRNS-ek mennyiségét, emiatt a virus szupresszor kotd képessége telitddik, illetve a virus eredetii



kisRNS-ek felhalmozodnak. A DI RNS-ek jelenlétében a virus okozta tiinetek sulyossaga csokken,
novények talélik a fertdzést, recovery fenotipust eredményez hasonléan a p19STOP ndvényekhez.

Nicotiana benthamiana névényeket fertdztiink CIRV, CIRV és DI RNS-el, CIRV19Stop-
al és CIRV-3M-el és vizsgaltuk az AGO1 fehérje és a miR168 szintjét. Azt tapasztaltuk, hogy
minden egyes fertézésnél van AGO1 mRNS indukcid, azonban csak CIRV19Stop-al fert6zott
novények esetében emelkedett meg az AGOI fehérje szintje. A CIRV és DI RNS-el egyiittes
fert6zésnél, hasonloan a CIRV-3M fert6zéshez miR168 indukciot és AGO1 fehérjeszint
csOkkenést tapasztaltunk (20. dbra).

Viralis RNS
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20. abra: A miR168 és az AGO1 fehérje expresszidja mock inokulalt, CIRV, CIRV és DI RNS,
CIRV-3M ¢és CIRV19Stop-al fert6zott Nicotiana benthamiana névényekben. A fert6zott névényi mintakat
6 nappal a fertdzés utan homogenizaltuk és szétosztottuk RNS és fehérje kivonashoz. Az panel felsé része
az AGO1 mRNS expressziojat mutatja Northern blottal vizsgalva. A mintdk egyenlé nukleinsav
expressziojat mutatja Western blottal. A membran Ponceau festése loading kontrollként szolgalt. Az also

panel a miR168 és miR 159 expresszidjat mutatja kis RNS Northern blottal.



Northern blottal megvizsgéltuk a virus RNS-ek felhalmozodasat a fent emlitett virus
fert6zott novényeknél és hasonld replikacios hatékonysagot figyeltiink meg a CIRV és DI RNS-el
egyiittesen fert6zott és CIRV-3M-el fert6zott dohany novényeknél (21 ébra). A CIRV és DI RNS-
ekkel fert6zott novényeknél hasonlo tiineteket tapasztalunk, a CIRV-3M fertézésekhez, egy koztes
fenotipus figyelhetd meg, a ndvény nem pusztul el, mint a vad tipust virus (CIRV) fert6zés soran,

de nem olyan mértéki a kigydgyulas (recovery), mint a CIRV19Stop-al fert6zott novényeknél.
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21. abra: CIRV, CIRV és DI RNS, CIRV-3M és CIRV19Stop-al fert6zott Nicotiana benthamiana
névények vizsgalata. A) A virus akkumulacidjanak vizsgalata Northern blot analizissel CIRV, CIRV és DI
RNS, CIRV-3M és CIRV19Stop-al szisztemikusan fert6zott dohany névényekben. A fert6zott névényi
mintakat 10 nappal fertdzést kovetden vettiik, kivéve a CIRV-el fertdzott ndvényekrdl, a gyors nekrozist

megel6zoen, a fertdzést kdvetd 7-ik napok vettiik.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a DI RNS altal kozvetitett p19 fehérje siRNS-el
torténo telitéssel nem befolyasolja a miR168 indukciojat, tovabba alatamasztjak azt a feltételezést,
hogy a pl19 szupresszor fehérje kisRNS kot képessége és a miR168 indukcidja egymastol
fiiggetlenek.

4.3. A GSyV1 és a GPGV hatdsa a Vitis vinifera génexpressziojdara



Két eddig le nem irt virus jelenlétét a Sz616 Syrah virust 1 (GSyV1) és a Sz6l6 Pinot gris
virust (GPGV) mutattak ki csoportunkban a Magyarorszagi szO6l6iiltetvényeken kisRNS-ek
ujgeneracids szekvenaldsaval. Felmeriilt benniink a lehetéség, hogy a GSyV1 és a GPGV virusok
esetleg alkalmasak lehetnek majd sz616n alkalmazhatd VIGS vektorok fejlesztésre. Kivancsiak
voltunk arra, hogy ezen virusok dnmagukban €s akar egylitt milyen mértékben valtoztatjak meg a
sz0l6 endogén gének expresszidjat. Ennek eldontésére Northern blottal vizsgaltuk a Rubisco, Ef
¢s aktin endogén gének expresszios szintjét. GSyV1 fertdézése soran a Rubisco és az Ef mRNS
szintje megemelkedett a virusmentes sz616h6z képest (22. abra). Abban a mintaban, amelyben
mindkét virus egyiittesen fordult el6 ez a hatas feler6sodott. GPGV-vel fert6zott ndvényekben az
talaltuk, hogy Rubisco mRNS szintje nagymértékben lecsokkent, az Ef faktor szintje nem

valtozott. A virusfertézott mintakban nem tortént expresszids szint valtozas az aktin esetében.
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22. abra: Rubisco, Gapdh és az aktin expresszios szintjének vizsgélata Northern blottal virus
fertdzott szolében. 1: virusmentes szo6ld, 2: GSyVl-el fertdzott szolo, 3:GPGV-vel fertdzott szolo,
4:GSyV1-gyel és GPGV-vel is fert6zott sz616. Az abra alsd részén a miR159 és miR168 miRNS-ek
felhalmozodasa lathatd. A miRNS-ek kimutatasa LNA probakkal tortént. Az abra alsé részén mennyiségi
kontrollként a rRNS-ek lathatok.

Csoportunkban kimutattdk, hogy virusfert6zott novényekben a géncsendesités kdzponti
végrehajtd molekuldja az Agol fehérje a miR168 kontrolja alatt all, és a miR168 szintje virus

fert6zés hatasara megemelkedik(Varallyay et al., 2010). Kivancsiak voltunk arra, hogy sz6l6ben



virus fertdzés hatdsara megemelkedik-e a miR 168 szintje. A fent emlitett mintakban ellendriztiik,
a miR168 szintjét. Az 22. abran jol lathato hogy, ezen virusok jelenlétében a miR168 szintje nem

emelkedett meg.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Ures és PDS-t tartalmazé VIGS vektorokat hasznilva megallapitottam, hogy Nicotiana
benthamiana gazdanovényen a TRV VIGS vektor alkalmazasa a legoptimalisabb, PVX, TMV
VIGS vektorok esetében a vizsgalt gazdagének expresszids szintje megvaltozik.

. Ures és PDS-t tartalmazd VIGS vektorokat hasznilva megéllapitottam, hogy Solanum
lycopersicum gazdandvényen a TMV alapt VIGS vektor, optimalis VIGS vektor, mivel ezzel
fertézve a gazdandvényt nem tapasztaltunk nagymértékii gén expresszids valtozast.

. Ures és PDS-t tartalmazé BSMV VIGS vektort hasznalva megallapitottam, hogy e VIGS
vektor hasznalata a buzadn nagymértékii génexpresszios valtozasokat okoz.

. Kiilonb6z6 célgén darabokat épitve a TRV vektorba bebizonyitottam, hogy e VIGS vektor
hasznalatakor a Nicotiana benthamianan kialakuld génexpersszios valtozasok mértéke fligg a
VIGS vektorba épitett idegen szekvencia jelenlététdl, de fliggetlen annak hosszatol és
. A CIRV pl9 géncsendesitést gatlo fehérjéjét rekombinans, mutdns formaban eléallitottam és
hasznalataval bebizonyitottam, hogy az altalunk eléallitott CIRV p19-3M elvesztette kis RNS
kotd képességeét.

. Megallapitottam, hogy DI RNS jelenléte nem befolydsolja a pl9 szupresszor fehérje
kozvetitette miR168, tehat a p19 szupresszor fehérje kisSRNS koté képessége és a miR168
indukcioja egymastol fiiggetlenek.

GSyV1-vel fert6zott sz610ben megallapitottam, hogy virus fertdzés hatdséara a vizsgalt gének

expresszios szintje megemelkedik és nem indukalodik a miR168 szintje.



6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. VIGS VEKTOROK FERTOZESENEK HATASA AZ ENDOGEN GENEK EXPRESSZIOJARA

A virus indukélta géncsendesités egy gyors ¢és hatékony moddszer a ndvényi gének
funkcidjanak meghatarozésara. Szamos novényfaj génjének funkcionalis meghatarozasara
alkalmazzak a VIGS modszert. A virusvektorok alkalmazasa azonban korlatokba titkozik,
amennyiben a virus a fert6zés soran nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény génexpresszios
rendszerét (shut-off jelenség alakul ki (Havelda et al., 2008)), mert igy nem elkiilonithet6 a
virusfertézés eredményeképpen kialakuld végleges hatas, illetve fenotipus. Gének
funkciovesztésének hatasanak vizsgalatakor fontos, hogy a VIGS vektor ne okozzon mas
génexpresszios valtozast. VIGS vektor alkalmazaskor, koriiltekintonek kell lenni a kvantitativ
PCR-nél referenciaértékként hasznalt haztartasi gének megvalasztisakor. qRT-PCR-rel végzett
génexpresszios vizsgalatok eredményeinek hitelességéhez elengedhetetlen, olyan referencia gén
megvalasztasa amelynek expresszids szintje nem valtozik. Egy idedlis referencia gén stabilan
expresszal, figgetlen sejt, szovet €s szerv tipustol, fejlédési stadiumtdl vagy eltérd kisérleti
koriilményektdl (Jain et al.,, 2006). Kiilonb6zé novény-virus kapcsolatoknal —célszeri
megvizsgalni, mely gének alkalmazhatoak referenciagénként a qRT-PCR analizishez. Helyteleniil
megvalasztott referenciagén esetén az eredményeinket rosszul értelmezhetjiik és téves
kovetkeztetést vonhatunk le (Bustin, 2002), (Bustin et al., 2009). A virusvektor novényi
génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgélata tehat alapvetd fontossagii a vektorként vald
hasznalat elkezdése elott.

Kisérleteink soran olyan endogén gének (Rubisco, Gapdh, Ef, aktin tubulin) expresszios
szintjét vizsgaltuk Northern blottal, amiket gyakran alkalmaznak belsé kontrollként VIGS
kisérletek soran qPCR-nél (Hirano et al., 2007; Ku et al.; Malinowski et al., 2009a) (2. tablazat).



2.tablazat: A jelzett gazdandvény — VIGS vektor alkalmazasokban az eredmények értékelésekor

kvantitativ RT-PCR reakciokban referenciaként hasznalt gének 6sszefoglalasa.

N. benthamiana

Virus vector

Referencia gén

Hivatkozas

PVX

(Saitoh and Terauchi, 2002)

Rubisco (Hirano et al., 2007)
™V Aktin EHmart etal., 2|003) )
L Lacomme et al., 2003
Ubigquitin (Ku et al., 2011)
(Rotenberg et al., 2006)
Aktin (Slocombe et al., 2008)
TRV (Malinowski et al., 2009b)
Ubiquitin (Rotenberg et al., 2006)

Elongatios faktor

(Rotenberg et al., 2006)

S. lycopersicum

Virus vector

Referencia gén

Hivatkozase

PVX

rRNA

(Lin et al., 2008)

™V

nincs

TRV

Aktin

(Rivas et al., 2004)
(Chiasson et al., 2005)
(Rotenberg et al., 2006)
(Kandoth et al., 2007)
(Eybishtz et al., 2009)
(Lim et al., 2010)
(Wangdi et al., 2010a)
(Lietal., 2011b)
(Uppalapati et al., 2011)

Ubiquitin

(Fuetal., 2005)
(Rotenberg et al., 2006)
(Mantelin et al., 2011)

Elongatiés faktor

(Liu et al., 2002a)
(Mayrose et al., 2006b)
(Rotenberg et al., 2006)
(Lietal., 2011a)

Tubulin

(Eybishtz et al., 2009)
(Wangdi et al., 2010a)




T. aestivum

Virus vector Referencia gén Hivatkozas
18S rRNA (Yuan et al., 2011b)
Aktin (Maetal., 2012)
BSMV Gapdh (Bennypaul et al., 2012)

(Manmathan et al., 2013b)

Ubiquitin (Lacomme et al., 2003)

PVX-, TMV- és TRV VIGS vektorokkal fert6zott Nicotiana benthamiana és Solanum
lycopersicum valamint, BSMV VIGS vektorral fertézott Triticum aestivum ndvényekben
vizsgaltuk a fent emlitett endogén gének expresszids szintjét. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
haztartasi gének expresszids szintje sok esetben megvaltozik az altalunk vizsgalt VIGS-
gazdanovény kapcsolatokban.virusfertozott Nicotiana benthamiana névényekben. Deshui és
mtsai. 14 referencia gén expresszios szintjét vizsgalta kiilonbozé szoftver csomagokkal. (Deshui
Liu, 2010). Eredményeik azt mutattak, hogy a leginstabilabb a Gapdh expresszioja volt, ezt koveti
a tubulin és az aktin. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy PVX- és TMV VIGS vektorral
fert6zott Nicotiana benthamiana novényekben a Gapdh és a tubulin génexpresszids szintje
drasztikusan lecsokkent a mock novényekhez képest. TMV VIGS vektorral fert6zott Nicotiana
benthamiana novényekben az aktin génexpresszios szintje lecsokken, ezzel ellentétben PVX
VIGS vektorral fert6zott novényekben az aktin génexpressziods szintje nem valtozott. PVX VIGS
kisérleteknél a dohany esetében az aktin megfeleld referenciaértékként alkalmazhato qRT-PCR-
hez. Irodalmi adatok alapjan a referencia gén expresszios szintje szovet és szerv szinten, illetve
kisérleti koriilményektdl fliggden eltérhet (Guenin et al., 2009).

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a qRT-PCR sordn hasznalt referencia gén
expresszios szintje ndvény- virus kapcsolatoktdl fliggden is valtozhat. Vizsgalataink alapjan a
dohéany esetében az altalunk vizsgalt VIGS vektorok koziil, a TRV VIGS vektor alkalmazésa a
legoptimalisabb. Rotenberg és mtsai.azt talalta, hogy TRV VIGS vektorral fertézott Nicotiana
benthamiana novényben legjobb referencia gén az Ef, melynek expresszios szintje nem valtozik
(Rotenberg et al., 2006). Kisérleteink igazoltak, hogy TRV VIGS vektorral fert6zott Nicotiana

benthamiana novényekben az Ef génexpresszios Szintje és a tubulin génexpresszios szintje is



valtozatlan maradt. TRV VIGS esetében az Ef ¢és a tubulin alkalmazhat6 referenciaként a qRT-
PCR adatok kiértékelésekor.

Egyes irodalmi adatok szerint a virus fert6zott novények génexpresszios vizsgalatara az Ef
nem optimalis valasztas referenciaértéknek (Deshui Liu, 2010). Jol lathato, hogy nem minden
VIGS-gazdanovény kapcsolatban alkalmazhaté az Ef referenciaként. Munkank soran azt
tapasztaltuk, hogy PVX VIGS vektorral fert6zott Nicotiana benthamiana novényekben az Ef gén
expresszios szintje megemelkedik a mock novényekhez képest, ezzel szemben TMV VIGS
vektorral fert6zott novényekben nagymértékben lecsokken az Ef expresszios szintje.
Eredményeink is azt mutatjak, hogy az Ef gén referenciaértékként valo megvalasztasa nem minden
esetben megfeleld.

TMV, PVX és TRV VIGS vektorral fertézott paradicsomban is megvizsgaltuk a Rubisco,
Gapdh, Ef, aktin tubulin génexpresszids szintjét. VIGS vektor alkalmazasakor a leggyakrabban
alkalmazott referencia gének a paradicsomnal, az aktin és az Ef (Eybishtz et al., 2010; Mayrose et
al., 2006a; Rotenberg et al., 2006; Wangdi et al., 2010b). Irodalmi adatok alapjan virusfert6zott
paradicsom levelekben a Gapdh-nek és az aktinnak a legstabilabb a génexpresszios szintje (Mascia
et al., 2010). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy TMV VIGS vektorral fert6zott
paradicsomban a Gapdh, Rubisco tubulin expresszids szintje nem valtozott. Ezzel ellentétben PVX
VIGS vektorral és TRV PDS VIGS vektorral torténd fert6zés soran azt tapasztaltuk, hogy a Gapdh,
a Rubisco és az aktin génexpresszios szintje nagymértékben lecsokkent. Mascia és mtsai.
kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy CMV-vel fert6zott paradicsom ndvényekben az Ef
génexpresszios szintje megemelkedett, ¢és referenciaértékként alkalmazva ez eredmények
félreértelmezéséhez vezetett. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy PVX VIGS vektorral
fert6zott paradicsomban az Ef génexpresszios szintje megemelkedett, tehat az Ef nem minden
esetben megfeleld referencia gén. Eredményeink alapjan paradicsomnal legcélszeriibb a TMV
VIGS vektor alkalmazasa, mivel nem okoz drasztikus génexpressziods valtozast a novényekben.

VIGS kisérletek sordn a ndvényeket kontrollként parhuzamosan fertézik Ures VIGS
vektorral és PDS-t tartalmazo VIGS vektorral . A cél gén funkcidjanak vizgalatakor ezek a kontroll
fertdzések referenciaként szolgalnak a fenotipusosan jelentkezd és a molekularis szintli valtozasok
kiértékelésekor. Eredményeink azt, mutatjak hogy a PDS jelenléte, vagy barmilyen mas nem

novényi eredetli szekvencia jelenléte (mint példaul a GFP szekvencidk) a VIGS vektorban,



drasztikus mértékben képes megvaltoztatni a gazdandvény génexpresszios mintdzatat. Ennek a
molekuléaris mechanizmusa még nem ismert.

BSMYV VIGS vektorral fert6zott buzanal azt tapasztultuk, hogy a legyakrabban alkalmazott
referenciagének: aktin, Gapdh és a Rubisco (Bennypaul et al.; Ma et al., 2012; Yuan et al., 2011a)
expresszios szintje nagy mértékben lecsokkent a mock novényhez képest. BSMV VIGS vektor
alkalmazasakor kortiltekintonek kell lenniink az eredmények kiértékelésekor, mivel maga a VIGS
vektor is nagymértékben képes befolydsolni a gazdandvény génexpresszids rendszerét.
Elgondolkodtato, hogy a buzandl BSMV VIGS esetén, mely referencia gén legalkalmasabb az
eredmények kiértékelésére. Jarosova és Kundu vizsgalatai alapjan BYDV virussal fert6zott
btuzédban 4 (Gapdh, 18SRNA, TUBB ¢és EIF4A) referencia gén kombinacidja ajanlott a qRT-PCR
adatok kiértékelésekor. (Jarosova and Kundu, 2010)

Elmondhatjuk, hogy a VIGS vektor, mint virus ezen esetekben nagymértékben
megvaltoztatja a gazdandvény génexpresszios rendszerét. Kisérleteink ravilagitanak arra, hogy
egy idegen szekvencia jelenléte a VIGS vektorban képes befolyasolni a gazdandvény
génexpresszios mintazatat, ezért VIGS vektor alkalmazédsakor az eredmények kiértékelésekor
fokozottan koriiltekintonek kell lenni. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a VIGS csak
megfeleld kontrollkisérletek mellett és csak bizonyos gének esetében alkalmazhaté endogén gének

funkcidjanak megallapitasara.

6.2. REKOMBINANS CIRV 3M MUTANS VIRALIS SZUPRESSZOR FEHERJE KISRNS KOTO FUNKCIO

VIZSGALATA

Csoportunk kisérletei soran arra kereste a valaszt, hogy a p19 viralis szupresszor fehérje
KisSRNS-ek kotoképessége és a miR168 szintjének indukcidja kozott van-e osszefiiggés? A kérdés
tovabbi vizsgalata érdekében, els6 lépésként egy olyan mutans virdlis szupresszort kellet
eldallitani amely nem rendelkezik kisRNS kotd funkcidval. A p19 ismert térszerkezete alapjan, a
kisRNS kdotésben fontos aminosav oldalldncait mutalva csoportunk eléallitott egy mutans viralis
szupresszort amely nem képes kotni a kisRNS-eket.

A funkcionalis kisérletek elvégzése el6tt megvizsgaltuk, hogy a mutans szupresszor fehérje
tényleg elvesztette- kisSRNS kotd képességét. A CIRV 3M rekombinans fehérjét termeltettiik €s
kisRNS koté képességét band-shift kisérletekben vizsgaltuk. Band-shift kisérleteink igazoltak,



hogy a CIRV 3M szupresszor fehérje nem koti a kisRNS-eket, tehat felhaszndlhatjuk a

funkcionalis kisérletek elvégzésére anélkiil, hogy téves kovetkeztetést vonjunk le.

6.3. A DEFEKTIV INTERFERALO RNS JELENLETE NEM BEFOLYASOLJA A P19 SZUPRESSZOR

FEHERJE KOZVETITETTE MIR168 INDUKCIOJAT

Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a CIRV pl9 szupresszor fehérje kis RNS koto
képessége 0sszefiigg-e a miR 168 indukalo tulajdonsagaval. CIRV-3M-el (kis RNS kotoképességét
vesztett mutans) fertdzott novényeknél, a CIRV-el (vad tipusu virus) fertdzott novényekhez
hasonléan a miR168 szintje indukciot és parhuzamosan AGO1 fehérje szint csokkenést
tapasztaltunk. Vizsgaltuk, hogy DI RNS jelenlétében is képes a p19 szupresszor fehérje indukalni
a miR168 szintjét. CIRV és DI RNS-ekkel egyiittesen fert6zott dohanyban, p19 fehérje kisRNS-
el torténd telitésekor is torténik miR168 indukcid és AGO1 fehérje szint gatlds, hasonldoan a
CIRV3M fertézéshez. A defektiv interferald6 RNS jelenléte tehat nem befolyasolja a P19
szupresszor fehérje kozvetitette miR168 indukcigjat.

Eredményeink megmutattdk, hogy a p19 szupresszor fehérje kisRNS kotd tulajdonsaga
nem sziikséges a miR168 indukciohoz. E két tulajdonsag egymastol fiiggetlen evolvalodott, tehat
a virus az RNS csendesités utvonalanak kiilonbdzd pontjain képesek beavatkozni. Osszességében
elmondhato, hogy e novény-virus fegyverkezési versenyben a virusnak mind a kisRNS k6t mind
a miR168 indukcio képességére sziiksége van, hogy hatékonyan tudja gatolni a ndvény védekezd

mechanizmusat.

6.4. A GSYV1 HATASA A VITIS VINIFERA GENEXPRESSZIOJARA

Megvizsgaltuk, hogy a GSyV1 alkalmazhat6 VIGS vektor fejlesztésére a sz6l6n. GSyV1
virus fertézés hatdsara megemelkedett az altalunk vizsgalt gazdandvény endogén génjeinek
expresszios szintje a virusmentes sz6l6hoz képest. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy nem
alkalmazhaté optimalis VIGS vektorként a sz6lon. Tovabba megvizsgaltuk, hogy fas szart
novényeknél is megfigyelhetd a miR168 indukcio jelensége virus fertézés hatasara. Kisérleteink
alapjan, az altalunk vizsgalt virusok jelenléte nem okozza a miR168 szint jelentds indukciojat.

Ennek valoszinlileg az lehet az oka, hogy a lagyszarii névények esetében a virus a novény

védekezd rendszerét gyors szabalyozassal reguldlja a miR168 indukcioja altal. A fas szara



novények esetében idében hosszabb a fert6zési folyamat és alacsonyabbak a virus szintek, emiatt

nincs sziikség a lagy szartiakhoz hasonl6 gyors reverzibilis szabalyozasi folyamatra.



7. OSSZEFOGLALAS

Az RNS interferencia mechanizmusa egy olyan molekuldris modszer? mely altaldnosan
megfigyelheté mind ndvényeknél mind allatoknal. Fontos szerepet tolt be a génexpresszios
szabalyozasban ¢és a ndvények virusok elleni védekezésében. A novény-virus fegyverkezési
verseny soran a virusok Kifejlesztettek egy RNS csendesitést gatld fehérjét, mely képes a novény
védekezé mechanizmusat gatolni. Virusfertézés soran a virusok megvaltoztatjdk a gazda
génexpresszids rendszerét. Novény-virus kapcsolattol fiiggden egyes gének expresszidja
aktivalodik, ugyanakkor mas gének expresszioja csokken, ezt a jelenséget nevezziik shut-off-nak.

Az RNS interferencian alapuld modszereket, gyakran alkalmazzdk gének biologiai
funkciojanak meghatarozasa. A virus indukalta géncsendesités melynek alapja az RNS
interferencia, egy gyors és hatékony modszer a ndvényi gének funkcidjdnak megallapitasara. A
virusvektorok alkalmazasa azonban korlatokba {itkozik, amennyiben a virus a fertdzés soran
nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény génexpresszios rendszerét.

Kisérleteink soran egyrészt arra kerestiik a valaszt, hogy egy adott gazdandvénynél
hasznalt VIGS vektor virusa mennyire valtoztatja meg a gazda génexpresszios rendszerét, tovabba
felmeriilt benniink az a kérdés, a csoportunkban folytatott eldzetes kisérletek alapjan, hogy a p19
viralis szupresszor fehérje azon két tulajdonsaga: kisRNS-ek kotoképessége és a miR168
szintjének indukcidja 0sszefliggésben van-e?

Munkank soran olyan névényeknél vizsgaltuk a shut-off jelenség meglétét, melyeknél az
endogén gének funkcidjat VIGS vektorok segitségével allapitottdk meg. Dohanyt és paradicsomot
fertdztiink TMV-VIGS, PVX-VIGS és TRV-VIGS (Ures, PDS) vektorokkal, illetve buzat
fertdztiink meg BSMV-VIGS (Ures, PDS) vektorral.

Eredményeink azt mutatjak, hogy, TMV-VIGS, PVX-VIGS és TRV-VIGS (Ures, PDS)
vektorokkal fertézott dohanyban és paradicsomban és BSMV-vel fertdzott buzaban szamos
esetben drasztikus mértékben lecsokkent VIGS vektor alkalmazasakor referenciaértékként
hasznalt haztartasi gének expresszios szintje: Gapdh, Rubisco, Ef, aktin, tubulin tehat kialakul a
shut-off jelenség. Ezen gének expresszids szintje ndvény-virus kapcsolattol fliggden valtozik, igy
az adott novény gén funkcidjanak vizsgéalatdhoz olyan virusvektort célszerli kivalasztani, mely
fert6zése soran nem alakit ki shut-off-ot a novényben. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
paradicsom esetében a TMV-VIGS vektor optimalis gének funkciojanak megallapitasara mivel

nem okoz nagymértékii génexpresszids valtozast. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy A VIGS



vektorba épitett idegen szekvencia jelenléte génexpresszios valtozast idéz eld, befolyasolja a shut-
off jelenség kialakulasat.

Kivancsiak voltunk arra, hogy GSyV1 és GPGV sz6l6 virusok, melyek eléfordulasat
Czotter és mtsai igazolt el6szor a Magyarorszagon, milyen mértékben képesek befolyéasolni a
gazdandvény génexpresszidés rendszerét ¢€s alkalmazhatoak lennének VIGS vektorként.
Kisérleteink azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt gének expresszids szintjét tekintve az aktin
kivételével génexpresszios valtozast tapasztaltunk.

A virusvektor ndvényi génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgélata tehat alapvetd
fontossagu a vektorként vald hasznalat elkezdése elott.

Virusfertézés soran indukalodik az ARGONAUTEL (AGO1) mRNS expresszidja. Ezzel
parhuzamosan az AGO1 mMRNS-t szabalyozé miR168 szintje is megemelkedik. Csoportunkban
igazoltak, hogy a miR168 szint emelkedéséért a virus szupresszora, a p19 felel6s. Megvizsgaltuk,
hogy a p19 kisRNS kotd, illetve a miR168 indukcid képessége egymastdl fiiggetlen funkcio.
Eredményeink azt mutattak, hogy a szupresszor fehérje kisRNS kot6 tulajdonsdga nem sziikséges
a miR168 indukcidhoz, tehat e két tulajdonsag egymastdl fiiggetlen alakult ki az evolucid
folyaman. Tovabba megvizsgaltuk azt, hogy a sz016 esetében GSyV1 és GPGV virus fert6zések
hatasara megemelkedik a miR168 szintje. Kisérleteink azt mutattak, hogy, e virusok jelenléte nem
noveli meg a MiR168 szintjét, ez azzal magyarazhato, hogy a fas szarti névényekben nincs sziikség
gyors reverzibilis szabalyozasra, mint a lagy szartakban mivel sokkal hosszabb maga a fertdzési

folyamat és alacsonyabb a virus szint.



9. MELLEKLETEK

9.1. IRODALOMJEGYZEK

Aranda, M.A., Escaler, M., Wang, D., Maule, A.J., 1996. Induction of HSP70 and polyubiquitin
expression associated with plant virus replication. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 93, 15289-15293.

Bartel, B., Bartel, D.P., 2003. MicroRNAs: at the root of plant development? Plant physiology
132, 709-717.

Bartel, D.P., 2004. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell 116, 281-
297.

Baulcombe, D.C., 1999. Fast forward genetics based on virus-induced gene silencing. Current
opinion in plant biology 2, 109-113.

Baumberger, N., Baulcombe, D.C., 2005. Arabidopsis ARGONAUTEL is an RNA Slicer that
selectively recruits microRNAs and short interfering RNAs. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 102, 11928-11933.

Bazzini, A.A., Hopp, H.E., Beachy, R.N., Asurmendi, S., 2007. Infection and coaccumulation of
tobacco mosaic virus proteins alter microRNA levels, correlating with symptom and plant
development. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
104, 12157-12162.

Bennypaul, H.S., Mutti, J.S., Rustgi, S., Kumar, N., Okubara, P.A., Gill, K.S., Virus-induced gene
silencing (VIGS) of genes expressed in root, leaf, and meiotic tissues of wheat. Funct Integr
Genomics.

Bennypaul, H.S., Mutti, J.S., Rustgi, S., Kumar, N., Okubara, P.A., Gill, K.S., 2012. Virus-induced
gene silencing (VIGS) of genes expressed in root, leaf, and meiotic tissues of wheat. Funct Integr
Genomic 12, 143-156.

Bernstein, E., Caudy, A.A., Hammond, S.M., Hannon, G.J., 2001. Role for a bidentate
ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature 409, 363-366.

Brodersen, P., Sakvarelidze-Achard, L., Bruun-Rasmussen, M., Dunoyer, P., Yamamoto, Y.Y.,
Sieburth, L., Voinnet, O., 2008. Widespread translational inhibition by plant miRNAs and siRNAs.
Science 320, 1185-1190.

Brodersen, P., Voinnet, O., 2006. The diversity of RNA silencing pathways in plants. Trends in
genetics : TIG 22, 268-280.

Buck, K.W., 1996. Comparison of the replication of positive-stranded RNA viruses of plants and
animals. Advances in virus research 47, 159-251.

Burch-Smith, T.M., Anderson, J.C., Martin, G.B., Dinesh-Kumar, S.P., 2004. Applications and
advantages of virus-induced gene silencing for gene function studies in plants. The Plant journal :
for cell and molecular biology 39, 734-746.

Burch-Smith, T.M., Schiff, M., Liu, Y., Dinesh-Kumar, S.P., 2006. Efficient virus-induced gene
silencing in Arabidopsis. Plant physiology 142, 21-27.

Burgyan, J., Havelda, Z., 2011. Viral suppressors of RNA silencing. Trends in plant science 16,
265-272.

Burgyan, J., Rubino, L., Russo, M., 1991. De novo generation of cymbidium ringspot virus
defective interfering RNA. The Journal of general virology 72 ( Pt 3), 505-5009.

Bustin, S.A., 2002. Quantification of mMRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-PCR):
trends and problems. Journal of molecular endocrinology 29, 23-39.



Bustin, S.A., Benes, V., Garson, J.A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M., Mueller, R., Nolan,
T., Pfaffl, M.W., Shipley, G.L., Vandesompele, J., Wittwer, C.T., 2009. The MIQE guidelines:
minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clinical
chemistry 55, 611-622.

Chapman, E.J., Carrington, J.C., 2007. Specialization and evolution of endogenous small RNA
pathways. Nature reviews. Genetics 8, 884-896.

Chiasson, D., Ekengren, S.K., Martin, G.B., Dobney, S.L., Snedden, W.A., 2005. Calmodulin-like
proteins from Arabidopsis and tomato are involved in host defense against Pseudomonas syringae
pv. tomato. Plant Molecular Biology 58, 887-897.

Choi, H.W., Hwang, B.K., 2012. The pepper extracellular peroxidase CaPO2 is required for salt,
drought and oxidative stress tolerance as well as resistance to fungal pathogens. Planta 235, 1369-
1382.

Chung, E., Seong, E., Kim, Y.C., Chung, E.J., Oh, S.K., Lee, S., Park, J.M., Joung, Y.H., Choi,
D., 2004. A method of high frequency virus-induced gene silencing in chili pepper (Capsicum
annuum L. cv. Bukang). Molecules and cells 17, 377-380.

Constantin, G.D., Krath, B.N., MacFarlane, S.A., Nicolaisen, M., Johansen, I.E., Lund, O.S., 2004.
Virus-induced gene silencing as a tool for functional genomics in a legume species. The Plant
journal : for cell and molecular biology 40, 622-631.

Csorba, T., Bovi, A., Dalmay, T., Burgyan, J., 2007. The p122 subunit of Tobacco Mosaic Virus
replicase is a potent silencing suppressor and compromises both small interfering RNA- and
microRNA-mediated pathways. Journal of virology 81, 11768-11780.

Csorba, T., Lozsa, R., Hutvagner, G., Burgyan, J., 2010. Polerovirus protein PO prevents the
assembly of small RNA-containing RISC complexes and leads to degradation of ARGONAUTEL1.
The Plant journal : for cell and molecular biology 62, 463-472.

Dai, F., Zhang, C., Jiang, X., Kang, M., Yin, X,, Lu, P., Zhang, X., Zheng, Y., Gao, J., 2012.
RhNAC2 and RhEXPA4 are involved in the regulation of dehydration tolerance during the
expansion of rose petals. Plant physiology 160, 2064-2082.

Deshui Liu, L.S., Chenggui Han, Jialin Yu, Dawei Li, and Yongliang Zhang, 2010. Validation of
Reference Genes for Gene Expression Studies in Virus-Infected Nicotiana benthamiana Using
Quantitative Real-Time PCR. PloseOne.

Ding, S.W., Voinnet, O., 2007. Antiviral immunity directed by small RNAs. Cell 130, 413-426.
Ding, X.S., Schneider, W.L., Chaluvadi, S.R., Mian, M.A., Nelson, R.S., 2006. Characterization
of a Brome mosaic virus strain and its use as a vector for gene silencing in monocotyledonous
hosts. Molecular plant-microbe interactions : MPMI 19, 1229-1239.

Dunoyer, P., Lecellier, C.H., Parizotto, E.A., Himber, C., Voinnet, O., 2004. Probing the
microRNA and small interfering RNA pathways with virus-encoded suppressors of RNA
silencing. The Plant cell 16, 1235-1250.

Ekengren, S.K., Liu, Y., Schiff, M., Dinesh-Kumar, S.P., Martin, G.B., 2003. Two MAPK
cascades, NPR1, and TGA transcription factors play a role in Pto-mediated disease resistance in
tomato. The Plant journal : for cell and molecular biology 36, 905-917.

Elbashir, S.M., Lendeckel, W., Tuschl, T., 2001. RNA interference is mediated by 21- and 22-
nucleotide RNAs. Genes & development 15, 188-200.

Escaler, M., Aranda, M.A., Roberts, 1.M., Thomas, C.L., Maule, AJ., 2000. A comparison
between virus replication and abiotic stress (heat) as modifiers of host gene expression in pea.
Molecular plant pathology 1, 159-167.



Eybishtz, A., Peretz, Y., Sade, D., Akad, F., Czosnek, H., 2009. Silencing of a single gene in
tomato plants resistant to Tomato yellow leaf curl virus renders them susceptible to the virus. Plant
Molecular Biology 71, 157-171.

Eybishtz, A., Peretz, Y., Sade, D., Gorovits, R., Czosnek, H., 2010. Tomato yellow leaf curl virus
infection of a resistant tomato line with a silenced sucrose transporter gene LeHT1 results in
inhibition of growth, enhanced virus spread, and necrosis. Planta 231, 537-548.

Faivre-Rampant, O., Gilroy, E.M., Hrubikova, K., Hein, I., Millam, S., Loake, G.J., Birch, P.,
Taylor, M., Lacomme, C., 2004. Potato virus X-induced gene silencing in leaves and tubers of
potato. Plant physiology 134, 1308-1316.

Finnen, R.L., Rochon, D.M., 1993. Sequence and structure of defective interfering RNAs
associated with cucumber necrosis virus infections. The Journal of general virology 74 ( Pt 8),
1715-1720.

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E., Mello, C.C., 1998. Potent and
specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 391, 806-
811.

Fofana, I.B., Sangare, A., Collier, R., Taylor, C., Fauquet, C.M., 2004. A geminivirus-induced
gene silencing system for gene function validation in cassava. Plant molecular biology 56, 613-
624.

Fu, D.Q., Zhu, B.Z., Zhu, H.L., Jiang, W.B., Luo, Y.B., 2005. Virus-induced gene silencing in
tomato fruit. Plant Journal 43, 299-308.

Golem, S., Culver, J.N., 2003. Tobacco mosaic virus induced alterations in the gene expression
profile of Arabidopsis thaliana. Molecular plant-microbe interactions : MPMI 16, 681-688.
Gould, B., Kramer, E.M., 2007. Virus-induced gene silencing as a tool for functional analyses in
the emerging model plant Aquilegia (columbine, Ranunculaceae). Plant methods 3, 6.

Gronlund, M., Constantin, G., Piednoir, E., Kovacev, J., Johansen, I.E., Lund, O.S., 2008. Virus-
induced gene silencing in Medicago truncatula and Lathyrus odorata. Virus research 135, 345-349.
Guenin, S., Mauriat, M., Pelloux, J., Van Wuytswinkel, O., Bellini, C., Gutierrez, L., 20009.
Normalization of qRT-PCR data: the necessity of adopting a systematic, experimental conditions-
specific, validation of references. Journal of experimental botany 60, 487-493.

Hannon, G.J., 2002. RNA interference. Nature 418, 244-251.

Havecker, E.R., Wallbridge, L.M., Hardcastle, T.J., Bush, M.S., Kelly, K.A., Dunn, R.M,,
Schwach, F., Doonan, J.H., Baulcombe, D.C., 2010. The Arabidopsis RNA-directed DNA
methylation argonautes functionally diverge based on their expression and interaction with target
loci. The Plant cell 22, 321-334.

Havelda, Z., Maule, A.J., 2000. Complex spatial responses to cucumber mosaic virus infection in
susceptible Cucurbita pepo cotyledons. The Plant cell 12, 1975-1986.

Havelda, Z., Varallyay, E., Valoczi, A., Burgyan, J., 2008. Plant virus infection-induced persistent
host gene downregulation in systemically infected leaves. The Plant journal : for cell and molecular
biology 55, 278-288.

Henderson, I.R., Zhang, X., Lu, C., Johnson, L., Meyers, B.C., Green, P.J., Jacobsen, S.E., 2006.
Dissecting Arabidopsis thaliana DICER function in small RNA processing, gene silencing and
DNA methylation patterning. Nature genetics 38, 721-725.

Herr, AJ., Baulcombe, D.C., 2004. RNA silencing pathways in plants. Cold Spring Harbor
symposia on quantitative biology 69, 363-370.



Hileman, L.C., Drea, S., Martino, G., Litt, A,, Irish, V.F., 2005. Virus-induced gene silencing is
an effective tool for assaying gene function in the basal eudicot species Papaver somniferum
(opium poppy). The Plant journal : for cell and molecular biology 44, 334-341.

Hillman, B.1., Carrington, J.C., Morris, T.J., 1987. A defective interfering RNA that contains a
mosaic of a plant virus genome. Cell 51, 427-433.

Hirano, T., Ito, A., Berberich, T., Terauchi, R., Saitoh, H., 2007. Virus-induced gene silencing of
14-3-3 genes abrogates dark repression of nitrate reductase activity in Nicotiana benthamiana. Mol
Genet Genomics 278, 125-133.

Hiriart, J.B., Aro, E.M., Lehto, K., 2003. Dynamics of the VIGS-mediated chimeric silencing of
the Nicotiana benthamiana ChlH gene and of the tobacco mosaic virus vector. Molecular plant-
microbe interactions : MPMI 16, 99-106.

Holzberg, S., Brosio, P., Gross, C., Pogue, G.P., 2002. Barley stripe mosaic virus-induced gene
silencing in a monocot plant. The Plant journal : for cell and molecular biology 30, 315-327.
Ingelbrecht, 1., Van Houdt, H., Van Montagu, M., Depicker, A., 1994. Posttranscriptional silencing
of reporter transgenes in tobacco correlates with DNA methylation. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 91, 10502-10506.

Jain, M., Nijhawan, A., Tyagi, A.K., Khurana, J.P., 2006. Validation of housekeeping genes as
internal control for studying gene expression in rice by quantitative real-time PCR. Biochemical
and biophysical research communications 345, 646-651.

Jarosova, J., Kundu, J.K., 2010. Validation of reference genes as internal control for studying viral
infections in cereals by quantitative real-time RT-PCR. BMC plant biology 10, 146.

Jiang, X., Zhang, C., Lu, P., Jiang, G., Liu, X., Dai, F., Gao, J., 2014. RhNAC3, a stress-associated
NAC transcription factor, has a role in dehydration tolerance through regulating osmotic stress-
related genes in rose petals. Plant biotechnology journal 12, 38-48.

Jupin, 1., 2013. A protocol for VIGS in Arabidopsis thaliana using a one-step TYMV-derived
vector. Methods in molecular biology 975, 197-210.

Kandoth, P.K., Ranf, S., Pancholi, S.S., Jayanty, S., Walla, M.D., Miller, W., Howe, G.A., Lincoln,
D.E., Stratmann, J.W., 2007. Tomato MAPKs LeMPK1, LeMPK2, and LeMPK3 function in the
systemi n-mediated defense response against herbivorous insects. P Natl Acad Sci USA 104,
12205-12210.

Kang, G., Li, G., Ma, H., Wang, C., Guo, T., 2013. Proteomic analysis on the leaves of TaBTF3
gene virus-induced silenced wheat plants may reveal its regulatory mechanism. Journal of
proteomics 83, 130-143.

Kasschau, K.D., Xie, Z., Allen, E., Llave, C., Chapman, E.J., Krizan, K.A., Carrington, J.C., 2003.
P1/HC-Pro, a viral suppressor of RNA silencing, interferes with Arabidopsis development and
miRNA unction. Developmental cell 4, 205-217.

Knorr, D.A., Mullin, R.H., Hearne, P.Q., Morris, T.J., 1991. De novo generation of defective
interfering RNAs of tomato bushy stunt virus by high multiplicity passage. Virology 181, 193-
202.

Koonin, E.V., 1991. The phylogeny of RNA-dependent RNA polymerases of positive-strand RNA
viruses. The Journal of general virology 72 ( Pt 9), 2197-2206.

Ku, H.M., Hu, C.C,, Chang, H.J., Lin, Y.T., Jan, F.J., Chen, C.T., Analysis by virus induced gene
silencing of the expression of two proline biosynthetic pathway genes in Nicotiana benthamiana
under stress conditions. Plant Physiol Biochem 49, 1147-1154.



Ku, H.M., Hu, C.C., Chang, H.J., Lin, Y.T., Jan, F.J., Chen, C.T., 2011. Analysis by virus induced
gene silencing of the expression of two proline biosynthetic pathway genes in Nicotiana
benthamiana under stress conditions. Plant Physiol Bioch 49, 1147-1154.

Kumagai, M.H., Donson, J., della-Cioppa, G., Harvey, D., Hanley, K., Grill, L.K., 1995.
Cytoplasmic inhibition of carotenoid biosynthesis with virus-derived RNA. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 92, 1679-1683.

Kurth, E.G., Peremyslov, V.V., Prokhnevsky, A.l., Kasschau, K.D., Miller, M., Carrington, J.C.,
Dolja, V.V., 2012. Virus-derived gene expression and RNA interference vector for grapevine.
Journal of virology 86, 6002-6009.

Lacomme, C., Hrubikova, K., Hein, I., 2003. Enhancement of virus-induced gene silencing
through viral-based production of inverted-repeats. Plant J 34, 543-553.

Lakatos, L., Csorba, T., Pantaleo, V., Chapman, E.J., Carrington, J.C., Liu, Y.P., Dolja, V.V.,
Calvino, L.F., Lopez-Moya, J.J., Burgyan, J., 2006. Small RNA binding is a common strategy to
suppress RNA silencing by several viral suppressors. The EMBO journal 25, 2768-2780.
Lakatos, L., Szittya, G., Silhavy, D., Burgyan, J., 2004. Molecular mechanism of RNA silencing
suppression mediated by p19 protein of tombusviruses. The EMBO journal 23, 876-884.

Lee, Y., Kim, M., Han, J., Yeom, K.H., Lee, S., Baek, S.H., Kim, V.N., 2004. MicroRNA genes
are transcribed by RNA polymerase 11. The EMBO journal 23, 4051-4060.

Li, C.W., Su, R.C., Cheng, C.P., Sanjaya, You, S.J., Hsieh, T.H., Chao, T.C., Chan, M.T., 2011a.
Tomato RAV Transcription Factor Is a Pivotal Modulator Involved in the AP2/EREBP-Mediated
Defense Pathway. Plant Physiology 156, 213-227.

Li, L., Zhu, B.Z,, Fu, D.Q., Luo, Y.B., 2011b. RIN transcription factor plays an important role in
ethylene biosynthesis of tomato fruit ripening. J Sci Food Agr 91, 2308-2314.

Lim, C.J., Kim, W.B., Lee, B.S., Lee, H.Y., Kwon, T.H., Park, J.M., Kwon, S.Y., 2010. Silencing
of SIFTR-c, the catalytic subunit of ferredoxin:thioredoxin reductase, induces pathogenesis-related
genes and pathogen resistance in tomato plants. Biochem Bioph Res Co 399, 750-754.

Lim, C.W., Lee, S.C., 2014. Functional roles of the pepper MLO protein gene, CaMLQO?2, in
abscisic acid signaling and drought sensitivity. Plant molecular biology 85, 1-10.

Lin, Z.F., Hong, Y.G,, Yin, M.G,, Li, C.Y., Zhang, K., Grierson, D., 2008. A tomato HD-Zip
homeobox protein, LeHB-1, plays an important role in floral organogenesis and ripening. Plant
Journal 55, 301-310.

Lingel, A., Sattler, M., 2005. Novel modes of protein-RNA recognition in the RNAIi pathway.
Current opinion in structural biology 15, 107-115.

Liu, Y., Schiff, M., Dinesh-Kumar, S.P., 2002a. Virus-induced gene silencing in tomato. Plant J
31, 777-786.

Liu, Y., Schiff, M., Marathe, R., Dinesh-Kumar, S.P., 2002b. Tobacco Rarl, EDS1 and
NPR1/NIM1 like genes are required for N-mediated resistance to tobacco mosaic virus. The Plant
journal : for cell and molecular biology 30, 415-429.

Ma, M., Yan, Y., Huang, L., Chen, M., Zhao, H., 2012. Virus-induced gene-silencing in wheat
spikes and grains and its application in functional analysis of HMW-GS-encoding genes. BMC
plant biology 12, 141.

Macrae, 1.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.Z., Adams, P.D., Doudna, J.A.,
2006. Structural basis for double-stranded RNA processing by Dicer. Science 311, 195-198.
Malinowski, R., Higgins, R., Luo, Y., Piper, L., Nazir, A., Bajwa, V.S., Clouse, S.D., Thompson,
P.R., Stratmann, J.W., 2009a. The tomato brassinosteroid receptor BRI1 increases binding of



systemin to tobacco plasma membranes, but is not involved in systemin signaling. Plant molecular
biology 70, 603-616.

Malinowski, R., Higgins, R., Luo, Y., Piper, L., Nazir, A., Bajwa, V.S., Clouse, S.D., Thompson,
P.R., Stratmann, J.W., 2009b. The tomato brassinosteroid receptor BRI1 increases binding of
systemin to tobacco plasma membranes, but is not involved in systemin signaling. Plant Molecular
Biology 70, 603-616.

Manmathan, H., Shaner, D., Snelling, J., Tisserat, N., Lapitan, N., 2013a. Virus-induced gene
silencing of Arabidopsis thaliana gene homologues in wheat identifies genes conferring improved
drought tolerance. Journal of experimental botany 64, 1381-1392.

Manmathan, H., Shaner, D., Snelling, J., Tisserat, N., Lapitan, N., 2013b. Virus-induced gene
silencing of Arabidopsis thaliana gene homologues in wheat identifies genes conferring improved
drought tolerance. J Exp Bot 64, 1381-1392.

Mantelin, S., Peng, H.C., Li, B.B., Atamian, H.S., Takken, F.L.W., Kaloshian, I., 2011. The
receptor-like kinase SISERK1 is required for Mi-1-mediated resistance to potato aphids in tomato.
Plant Journal 67, 459-471.

Mascia, T., Santovito, E., Gallitelli, D., Cillo, F., 2010. Evaluation of reference genes for
quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction normalization in infected tomato
plants. Molecular plant pathology 11, 805-816.

Mayrose, M., Ekengren, S.K., Melech-Bonfil, S., Martin, G.B., Sessa, G., 2006a. A novel link
between tomato GRAS genes, plant disease resistance and mechanical stress response. Molecular
plant pathology 7, 593-604.

Mayrose, M., Ekengren, S.K., Melech-Bonfil, S., Martin, G.B., Sessa, G., 2006b. A novel link
between tomato GRAS genes, plant disease resistance and mechanical stress response. Molecular
Plant Pathology 7, 593-604.

Mi, S., Cai, T., Hu, Y., Chen, Y., Hodges, E., Ni, F., Wu, L., Li, S., Zhou, H., Long, C., Chen, S,
Hannon, G.J., Qi, Y., 2008. Sorting of small RNAs into Arabidopsis argonaute complexes is
directed by the 5' terminal nucleotide. Cell 133, 116-127.

Milotshwa, S., Pruss, G.J., Peragine, A., Endres, M.W., Li, J., Chen, X., Poethig, R.S., Bowman,
L.H., Vance, V., 2008. DICER-LIKEZ2 plays a primary role in transitive silencing of transgenes in
Arabidopsis. PloS one 3, e1755.

Morel, J.B., Godon, C., Mourrain, P., Beclin, C., Boutet, S., Feuerbach, F., Proux, F., Vaucheret,
H., 2002. Fertile hypomorphic ARGONAUTE (agol) mutants impaired in post-transcriptional
gene silencing and virus resistance. The Plant cell 14, 629-639.

Muruganantham, M., Moskovitz, Y., Haviv, S., Horesh, T., Fenigstein, A., Preez, J., Stephan, D.,
Burger, J.T., Mawassi, M., 2009. Grapevine virusA-mediated gene silencing in Nicotiana
benthamiana and Vitis vinifera. Journal of virological methods 155, 167-174.

Napoli, C., Lemieux, C., Jorgensen, R., 1990. Introduction of a Chimeric Chalcone Synthase Gene
into Petunia Results in Reversible Co-Suppression of Homologous Genes in trans. The Plant cell
2, 279-2809.

Orzaez, D., Mirabel, S., Wieland, W.H., Granell, A., 2006. Agroinjection of tomato fruits. A tool
for rapid functional analysis of transgenes directly in fruit. Plant physiology 140, 3-11.

Pantaleo, V., Rubino, L., Russo, M., 2003. Replication of Carnation Italian ringspot virus defective
interfering RNA in Saccharomyces cerevisiae. Journal of virology 77, 2116-2123.

Park, M.Y., Wu, G., Gonzalez-Sulser, A., Vaucheret, H., Poethig, R.S., 2005. Nuclear processing
and export of microRNAs in Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 102, 3691-3696.



Pflieger, S., Blanchet, S., Camborde, L., Drugeon, G., Rousseau, A., Noizet, M., Planchais, S.,
Jupin, 1., 2008. Efficient virus-induced gene silencing in Arabidopsis using a ‘one-step’ TYMV-
derived vector. The Plant journal : for cell and molecular biology 56, 678-690.

Qi, Y., He, X., Wang, X.J., Kohany, O., Jurka, J., Hannon, G.J., 2006. Distinct catalytic and non-
catalytic roles of ARGONAUTE4 in RNA-directed DNA methylation. Nature 443, 1008-1012.
Ratcliff, F., Martin-Hernandez, A.M., Baulcombe, D.C., 2001. Technical Advance. Tobacco rattle
virus as a vector for analysis of gene function by silencing. The Plant journal : for cell and
molecular biology 25, 237-245.

Rivas, S., Rougon-Cardoso, A., Smoker, M., Schauser, L., Yoshioka, H., Jones, J.D.G., 2004.
CITRX thioredoxin interacts with the tomato Cf-9 resistance protein and negatively regulates
defence. Embo Journal 23, 2156-2165.

Romano, N., Macino, G., 1992. Quelling: transient inactivation of gene expression in Neurospora
crassa by transformation with homologous sequences. Molecular microbiology 6, 3343-3353.
Rotenberg, D., Thompson, T.S., German, T.L., Willis, D.K., 2006. Methods for effective real-time
RT-PCR analysis of virus-induced gene silencing. J Virol Methods 138, 49-59.

Rubino, L., Burgyan, J., Russo, M., 1995. Molecular cloning and complete nucleotide sequence of
carnation Italian ringspot tombusvirus genomic and defective interfering RNAs. Archives of
virology 140, 2027-2039.

Ruiz, M.T., Voinnet, O., Baulcombe, D.C., 1998. Initiation and maintenance of virus-induced gene
silencing. The Plant cell 10, 937-946.

Saitoh, H., Terauchi, R., 2002. Virus-induced silencing of FtsH gene in Nicotiana benthmiana
causes a striking bleached leaf phenotype. Genes Genet Syst 77, 335-340.

Scofield, S.R., Huang, L., Brandt, A.S., Gill, B.S., 2005. Development of a virus-induced gene-
silencing system for hexaploid wheat and its use in functional analysis of the Lr21-mediated leaf
rust resistance pathway. Plant physiology 138, 2165-2173.

Silhavy, D., Burgyan, J., 2004. Effects and side-effects of viral RNA silencing suppressors on
short RNAs. Trends in plant science 9, 76-83.

Silhavy, D., Molnar, A., Lucioli, A., Szittya, G., Hornyik, C., Tavazza, M., Burgyan, J., 2002. A
viral protein suppresses RNA silencing and binds silencing-generated, 21- to 25-nucleotide
double-stranded RNAs. The EMBO journal 21, 3070-3080.

Singh, R.K., Gase, K., Baldwin, I.T., Pandey, S.P., 2015. Molecular evolution and diversification
of the Argonaute family of proteins in plants. BMC plant biology 15, 23.

Slocombe, S.P., Schauvinhold, I., McQuinn, R.P., Besser, K., Welsby, N.A., Harper, A., Aziz, N.,
Li, Y., Larson, T.R., Giovannoni, J., Dixon, R.A., Broun, P., 2008. Transcriptomic and Reverse
Genetic Analyses of Branched-Chain Fatty Acid and Acyl Sugar Production in Solanum pennellii
and Nicotiana benthamiana. Plant Physiology 148, 1830-1846.

Song, J.J., Smith, S.K., Hannon, G.J., Joshua-Tor, L., 2004. Crystal structure of Argonaute and its
implications for RISC slicer activity. Science 305, 1434-1437.

Sulzinski, M.A., Gabard, K.A., Palukaitis, P., Zaitlin, M., 1985. Replication of tobacco mosaic
virus. VIII. Characterization of a third subgenomic TMV RNA. Virology 145, 132-140.

Sunkar, R., Girke, T., Jain, P.K., Zhu, J.K., 2005. Cloning and characterization of microRNAs
from rice. The Plant cell 17, 1397-1411.

Szittya, G., Molnar, A., Silhavy, D., Hornyik, C., Burgyan, J., 2002. Short defective interfering
RNAs of tombusviruses are not targeted but trigger post-transcriptional gene silencing against their
helper virus. The Plant cell 14, 359-372.



Szittya, G., Salamon, P., Burgyan, J., 2000. The complete nucleotide sequence and synthesis of
infectious RNA of genomic and defective interfering RNAs of TBSV-P. Virus research 69, 131-
136.

Szittya, G., Silhavy, D., Molnar, A., Havelda, Z., Lovas, A., Lakatos, L., Banfalvi, Z., Burgyan,
J., 2003. Low temperature inhibits RNA silencing-mediated defence by the control of sSiRNA
generation. Embo J 22, 633-640.

Tao, X., Zhou, X., 2004. A modified viral satellite DNA that suppresses gene expression in plants.
The Plant journal : for cell and molecular biology 38, 850-860.

Thomas, C.L., Jones, L., Baulcombe, D.C., Maule, A.J., 2001. Size constraints for targeting post-
transcriptional gene silencing and for RNA-directed methylation in Nicotiana benthamiana using
a potato virus X vector. The Plant journal : for cell and molecular biology 25, 417-425.

Tuschl, T., 2001. RNA interference and small interfering RNAs. Chembiochem : a European
journal of chemical biology 2, 239-245.

Tzfira, T., Rhee, Y., Chen, M.H., Kunik, T., Citovsky, V., 2000. Nucleic acid transport in plant-
microbe interactions: the molecules that walk through the walls. Annual review of microbiology
54, 187-219.

Uppalapati, S.R., Ishiga, Y., Ryu, C.M., Ishiga, T., Wang, K., Noel, L.D., Parker, J.E., Mysore,
K.S., 2011. SGT1 contributes to coronatine signaling and Pseudomonas syringae pv. tomato
disease symptom development in tomato and Arabidopsis. New Phytologist 189, 83-93.
Varallyay, E., Havelda, Z., 2013. Unrelated viral suppressors of RNA silencing mediate the control
of ARGONAUTEL1 level. Molecular plant pathology 14, 567-575.

Varallyay, E., Valoczi, A., Agyi, A., Burgyan, J., Havelda, Z., 2010. Plant virus-mediated
induction of miR168 is associated with repression of ARGONAUTEL accumulation. The EMBO
journal 29, 3507-3519.

Vargason, J.M., Szittya, G., Burgyan, J., Hall, T.M., 2003. Size selective recognition of sSiRNA by
an RNA silencing suppressor. Cell 115, 799-811.

Vaucheret, H., 2008. Plant ARGONAUTES. Trends in plant science 13, 350-358.

Vaucheret, H., Mallory, A.C., Bartel, D.P., 2006. AGO1 homeostasis entails coexpression of
MIR168 and AGOL1 and preferential stabilization of miR168 by AGO1. Molecular cell 22, 129-
136.

Vaucheret, H., Vazquez, F., Crete, P., Bartel, D.P., 2004. The action of ARGONAUTEL in the
miRNA pathway and its regulation by the miRNA pathway are crucial for plant development.
Genes & development 18, 1187-1197.

Wangdi, T., Uppalapati, S.R., Nagaraj, S., Ryu, C.M., Bender, C.L., Mysore, K.S., 2010a. A Virus-
Induced Gene Silencing Screen Identifies a Role for Thylakoid Formationl in Pseudomonas
syringae pv tomato Symptom Development in Tomato and Arabidopsis. Plant Physiology 152,
281-292.

Wangdi, T., Uppalapati, S.R., Nagaraj, S., Ryu, C.M., Bender, C.L., Mysore, K.S., 2010b. A virus-
induced gene silencing screen identifies a role for Thylakoid Formationl in Pseudomonas syringae
pv tomato symptom development in tomato and Arabidopsis. Plant physiology 152, 281-292.
Waterhouse, P.M., Wang, M.B., Lough, T., 2001. Gene silencing as an adaptive defence against
viruses. Nature 411, 834-842.

Whitham, S.A., Yang, C., Goodin, M.M., 2006. Global impact: elucidating plant responses to viral
infection. Molecular plant-microbe interactions : MPMI 19, 1207-1215.



Yang, L., Liu, Z., Lu, F., Dong, A., Huang, H., 2006. SERRATE is a novel nuclear regulator in
primary microRNA processing in Arabidopsis. The Plant journal : for cell and molecular biology
47, 841-850.

Ye, K., Malinina, L., Patel, D.J., 2003. Recognition of small interfering RNA by a viral suppressor
of RNA silencing. Nature 426, 874-878.

Yuan, C., Li, C,, Yan, L., Jackson, A.O., Liu, Z., Han, C., Yu, J., Li, D., 2011a. A high throughput
barley stripe mosaic virus vector for virus induced gene silencing in monocots and dicots. PloS
one 6, e26468.

Yuan, C., Li, C., Yan, L.J., Jackson, A.O., Liu, Z.Y., Han, C.G., Yu, J.L., Li, D.W., 2011b. A High
Throughput Barley Stripe Mosaic Virus Vector for Virus Induced Gene Silencing in Monocots
and Dicots. PLoS One 6.

Zamore, P.D., Tuschl, T., Sharp, P.A., Bartel, D.P., 2000. RNAi: double-stranded RNA directs the
ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101, 25-33.

Zhang, C., Ghabrial, S.A., 2006. Development of Bean pod mottle virus-based vectors for stable
protein expression and sequence-specific virus-induced gene silencing in soybean. Virology 344,
401-411.

Zhang, X., Yuan, Y.R., Pei, Y., Lin, S.S., Tuschl, T., Patel, D.J., Chua, N.H., 2006. Cucumber
mosaic virus-encoded 2b suppressor inhibits Arabidopsis Argonautel cleavage activity to counter
plant defense. Genes & development 20, 3255-3268.

Zheng, X., Zhu, J., Kapoor, A., Zhu, J.K., 2007. Role of Arabidopsis AGO6 in siRNA
accumulation, DNA methylation and transcriptional gene silencing. The EMBO journal 26, 1691-
1701.

Zilberman, D., Cao, X., Jacobsen, S.E., 2003. ARGONAUTE4 control of locus-specific SIRNA
accumulation and DNA and histone methylation. Science 299, 716-719.



10. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetémnek Dr. Varallyay Evanak, akinek a
segitségével a vizsgalatokat a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpontban készithettem el,
¢s aki szakmai tudaséaval, iranyitasaval, tanacsadasaval nagy segitséget nytjtott mind a kisérletek
elvégzésében, mind a dolgozat megirasaban. Kiss Erzsi?

Ko6sz6nom Dr. Burgyan Jozsefnek, Dr. Bésze Zsuzsanak és Dr. Olasz Ferencnek az intézet
foigazgatdinak, hogy engedélyezték az intézetben folytatott munkamat, valamint
Dr. Havelda Zoltan csoportvezetonek, munkdm soran nyujtott szakmai tanacsaiért és hogy
lehetové tette a kisérletek elvégzését a Novényi Fejlodésbioldgia Csoport laboratoriumaban.

Koszonet illeti Kosa Arpadné Erzsébet labor asszisztenst technikai segitségéért és a
laborban 1évd vidam hangulat megteremtéséért.

Végiil, de nem utols6 sorban, kdszonetet mondok a csaladomnak tanulmanyaim soran

nyujtott szeretd tamogatasukért.



