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M·dszerek

Bioinformatika: Szekvenciahomol·giaalap¼

keres®sArabidopsismodellalapj§n.

Expresszi·anal²zis:

PCR k¿lºnbºzƉszºvetekbƉl(®retlen

szemterm®s,fiatal lev®l)cDNS-rƉla

felt®telezettHvAGO ®sHvDCL g®nekre

specifikusprimerp§rokkal.

RNSimut§ns§rpavonalak:

AGO®sDCLmut§nsnºv®nyekl®trehoz§s§hoz

a CRISPR/Cas9 genomszerkesztƉrendszert

alkalmaztuk. A m·dszerspecifit§s§taz ¼n.

guide RNS-ek (sg1, sg2) adj§k,melyek

szekvenciakomplementarit§stmutatnak a

tervezettmut§ci·hely®vel.

ƴǀǾŞƴȅǘǊŀƴǎȊŦƻǊƳłŎƛƽ

Eredm®nyek

Bioinformatika: 13dbfelt®telezettHvAGO®s4 dbfelt®telezettHvDCL .

Expresszi·anal²zis: 9 HvAGO®s4 HvDCL expressz§lavizsg§ltszºvetekben.

RNSi mut§ns §rpavonalak:HvAGO1A(MLOC_5659)*, HvAGO1B

(HORVU7Hr1G007000)*, HvAGO4(HORVU3Hr1G038830)** ®s HvDCL3 

(HORVU3Hr1G092430)*: a miRNS¼tvonal komponensei, frissen regener§lt T0nºv®nyek, a mut§ci·k detekt§l§sa folyamatban

**: a DNS metil§ci·nkereszt¿l szerep¿k van  a genomstabilit§s fenntart§s§ban

Az RNS interferenciafeh®rjekomponenseinekvizsg§lata§rp§ban
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Bevezet®s

A kis szab§lyoz·RNSmolekul§kra®p¿lƉRNS interferencia(RNSi)

mindeneukari·ta®lƉl®nybenmegtal§lhat·g®ncsendes²t®simechanizmus.

Szerepeanºv®nyekbensokr®tƣ,azegyedfejlƉd®stƉl(vegetat²vszervek

kialakul§sa,vir§gz§s,term®s®r®s)a patog®nekelleniv®dekez®sen§ta

genomstabilit§sig(mobilisgenetikaielemekf®kentart§sa)szinteminden

®lettanifolyamatszab§lyoz§s§banr®sztvesz.

A molekul§risbiol·giaimodellnºv®nyArabidopsisthalian§-baneddig3fƉ

endog®nRNSi¼tvonalat²rtakle, melyekkºzºsszereplƉiak®tsz§l¼kis

RNS prekurzorok, azezekethas²tanik®pesDCL (dicer-like) enzimek®s

av®grehajt·komplexAGO (argonauta)feh®rj®i.

M²gezek a feh®rj®kArabidopsisbanj·lkarakteriz§ltak,addig a

gazdas§gilagfontosnºv®nyekRNSirendszer®rƉl,²gyaz§rpa(Hordeum

vulgareL.) DCL®sAGOfeh®rj®irƉliskev®sinform§ci·valrendelkez¿nk.

C®lunkezekazonos²t§sa®sjellemz®se.

Az RNSi §ltal szab§lyozott folyamatok 

Az RNSi fŖszereplŖi

Genomszerkeszt®s §rp§ban CRISPR/Cas9 rendszerrel 

wb{ƛ Ƴǳǘłƴǎ łǊǇŀ

ǘǊŀƴǎȊŦƻǊƳłŎƛƽǎ ƪŀȊŜǘǘŀ

¥sszefoglal§s

Az RNSikºzpontiszab§lyoz·szerepettºltbe a

nºv®nyek®let®ben. Az egyesr®szfolyamatok®s

feh®rjekomponensekmegismer®sekulcsfontoss§g¼

lehetanºv®ny-kºrnyezetinterakci·kmeg®rt®s®ben.

A kl²mav§ltoz§s(aboitikus stressz)valamint az

¼jabb®s¼jabbpatog®nek, inv§zi·sfajok (biotikus

stressz)megjelen®sekomoly feladat el®§ll²tja

napjainkmezƉgazdas§giszakemberket. Azelv®gzett

®stervezettvizsg§latainkc®lja®ppenez®rtazeddig

modellszervezeteken megszerzett inform§ci·

alkalmaz§sakult¼rnºv®nyekeset®ben.

HvAGO-k HvDCL-ek
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T0gener§ci·

sg1 target :

GCACACGCAAGAAGCCATTCGGG

WT      CACTAAAAGGACAGGAATCAGAGCACACGCAAGAAGCCATTCGGGTTATTG  / sg1

chr3.1/a.1 CACTAAAAGGACAGGAATCAGAGCACACGCAAGAAGCC- TTCGGGTTATTG / - 1 del

chr3.1/a.3 CACTAAAAGGACAGGAATCAGAGCACACGCAAGAAGCCATTCGGGTTATTG /WT

chr3.3/a.1 CACTAAAAGGACAGGAATCAGAGCACACGCAAGAAGC-- TTCGGGTTATTG / - 2 del

chr3.3/a.3  ACTAAAAGGACAGGAATCAGA GCC-------------- TCGGGTTATTG  / - 15 del , A -- >C subs

sg1 target : sg2 target :

GACATGTTGCCACCTTTGGTGGG /2806bp/      GTCATAAAGACACCGATGAG GGG sg1 // sg2

WT GACATGTTGCCACCTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAAA// CTTTTCCATAGTCATAAAGACACCGATGAGGGGGAACTGA

chr3.5/b.3 GACATGTTGCCACCTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAAA// TTTTCCATAGTCATAAAGACACCGATTGAGGGGGAACTGA WT//+1T ins

chr3.5/b.4 GACATGTTGCCACCTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAAA// ----------------------------------- ACTGA WT// - 403 del+16 

ins

chr3.1/a.3 GACATGTTGCCACCTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAAA// TTTTCCATAGTCATAAAGACACCGATTGAGGGGGAACTGA WT//+1T ins

chr3.1/a.4 GACATGTTGCCACCTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAAA// CTTTTCCATAGTCATAAAGACACCGAG------------- WT//T>G subs - 59 

del .

chr3.12/a.3  GACATG-------------------------------- // -- TTTCCATAGTCGTGC----------- AGGGGGAACTGA - 985 del // - 55del +15 

ins

chr3.12/a.6 GACATGTTGCCACCTTTTGGTGGGTCCAAAAGCAAGAA// TTTTCCATAGTCATAAAGACACCGATTGAGGGGGAACTGA +1T ins //+1T ins

HvDCL3HvAGO4

T1gener§ci·

sg15 target :

GTTCGATTCCCATTGCGCCCTGG

WT    CACCTGCATCAAGCAAATCAGTTCGATTCCCATTGCGCCCTGGAATG

HvAGO1BHvAGO1A sg14 target :

GTGCCGAATGTACCCTTGCCAGG

WT     TTCACGATGCACCTAGTGCCGAATGTACCCTTGCCAGGCCGCATTGG

??


