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A hémérséklet a ndvények szdmara a legfontosabb kérnyezeti tényezé, amely a ndvények élettani
folyamatainak szinte mindegyikét dontéen befolydsolja. Ugyanakkor a hémérséklet ndvenyélettani
folyamatokra gyakorolt hatasanak molekularis mechanizmusairdl keveset tudunk.

Az RNS interferencia (RNAI) az egyik legésibb, szinte minden eukariota sejtben miikddo
epigenetikus jelenség. Az RNAI egy kétszali RNS-ek (dsRNS-ek) hatasara indukalédo szekvencia-
specifikus RNS degradacios rendszer, amely bontja a dsRNS-ekkel homoldg mRNS-eket, ezaltal a
MRNS-t kddold gén elcsendesedését eredményezi.

Az RNAI rendszer nagyon sokoldall szerepet tolt be, igy részt vesz a molekuléris paraziték,
transzpozonok, virusok elleni védekezésben, szerepet jatszik a genom stabilitdsdnak fenntartasaban,
illetve kulcsszerepet tolt be a génexpresszid szabalyozasaban is. Az RNAI génregulacidban jatszott
szerepe valtozatos, részt vesz a transzkripcionalis regulacioban, de valosziniileg joval fontosabb szerepet
tolt be a poszt-transzkripcionalis szabalyozasban. Bar az RNAI molekularis mechanizmusa alapvetéen
hasonl6 allatokban és névényekben is, a részletekben, illetve az RNAI bioldgiai szerepében az egyes
élslények kozott donté kilonbsegek lehetnek.

Az RNAI rendszert a dsRNS-ek aktivaljak. Ezek lehetnek hosszi dsRNS-ek, illetve erds
masodlagos szerkezetii egyszali RNS-ek, amelyeket az RNAI rendszer dsRNS-ként ismer fel. A hosszu
dsRNS-eket elészor egy RN-ase 111 jellegii enzim, a DICER végja 21-25 nt dsRNS-ekre (SiRNS-ek). A
DICER szintén képes vagni az erés és specifikus masodlagos szerkezetet mutatd RNS-eket. Az ezekrol
szdrmaz6 21-25 nt RNS-eket microRNS-eknek, miRNS-eknek nevezzilk. A siRNS-ek és miRNS-ek,
ezek a kis méreti RNS molekuldk (kis RNS-ek) az RNAI rendszer kulcsmolekuldi. A kis RNS-ek
beéplilnek az RNAI rendszer végrehajtd komplexeibe, majd azokat az adott kis RNS-sel szekvencia
hasonlésdgot mutat6 mRNS-ekhez vezetik. Azaz az RNAIi rendszer vegrehajtdé komplexeinek
szekvencia-specifitdsat a kis RNS-ek biztositjak. A hatds a végrehajté komplex jellegétol, illetve a kis
RNS és a cél mRNS kozti szekvencia hasonlésag mértékétsl fuigg. A legfontosabb effektor a RISC
komplex, mely a citoplazmaban az adott RISC-be beépult siRNS-sel vagy miRNS-sel hasonléséagot
mutatd mRNS-ekhez kapcsolddik. Amennyiben a kis RNS és a mRNS kozti hasonldsag teljes, a RISC a
MRNS-et elvégja, ezéltal az adott mMRNS szintjét gyorsan csokkenti. A ndvényekben mind a miRNS-ek,
mind a siRNS-ek igy hatnak. Allatokban a siRNS-ek szintén a mRNS véagasat eredményezik, mig a
miRNS-ek altalaban kisebb szekvencia-hasonldésagot mutatnak a cél mRNS-sel, igy a RISC
kapcsolodasa a mRNS transzlacidjanak gatlasat eredményezi.

A program indulésakor ismert volt, hogy névényekben az RNAI rendszer alapvet6 szerepet tolt
be a virusok (és transzgének) elleni védekezésben, illetve tudtuk, hogy a miRNS-ek nélkiil6zhetetlen
szerepet jatszanak a ndvényi egyedfejlédés szabalyozasaban. Ismert volt az is, hogy az epigenetikus
valtozasok megnyilvanulasat a kérnyezeti tényezék altalaban erételjesen befolyasoljak. Mivel az RNAI
egy epigenetikus szabalyozé rendszer, feltételeztilk, hogy a novények szempontjabdl a legjelentésebb
kornyezeti tényez6, a hémérséklet alapvetéen befolyasolja a novényi RNAI rendszer muikddesét.
Mindezek alapjan programunk céljaul a névényi RNAi-rendszer hémérsékletfiiggésének viszgalatat
valasztottuk.

A transzgén indukélta névényi RNAiI homérsékletfliggs

A novényi transzgének expresszioja gyakran valt ki RNAI vélaszt. Ez a transzgén indukalta RNAI
gyakorlati szempontbdl igen fontos, hiszen a beépitett transzgen inaktivaciojat eredményezheti. Ennél is
fontosabb, hogy szdmos transzgénikus névény fenotipusa éppen a transzgén indukélta RNAIi vélaszon
alapszik (lasd lent). Ezért elsé Iépéskent a transzgén indukalta RNAi hémérsékletfliggését vizsgaltuk.
Ismert, hogy ha egy binaris vektort tartalmazd Agrobacteriummal Nicotiana benthamiana ndvények
leveleit infiltraljuk (agroinfiltracio), a vektor T-DNS régitja beépul a levelek DNS-ébe. Amennyiben a
T-DNS-en a GFP transzgént egy hatékony promdter szabalyozza, az infiltralt levelek er6s zold
fluoreszcencidt mutatnak. Ugyanakkor a transzgen intenziv RNAI valaszt indukal, ami néhany a GFP
MRNS-ek szintjének csokkenését, a fluoreszcencia eltiinését eredményezi. Ez egyitt jar a GFP
specifikus siRNS-ek akkumulacidjaval. A transzgén indukalta RNAI hoémérsékletfiggesét ezen a
rendszeren vizsgaltuk. A GFP riporter gént agroinfiltracioval juttattuk N. benthamiana ndvények
leveleibe, majd a névényeket eltérs, de allandé hémérsékleten (15, 18, 21, 24 és 27°C-on) neveltik. Az
RNAI hatékonysagat a GFP mRNS-ek és a GFP eredetii siRNS-ek mennyiségével jellemeztik.
Megallapitottuk, hogy 15°C-on a GFP mRNS szint magas volt, mig ezen a hdmérsékleten siRNS—eket



nem lehetett detektdlni. Azaz az RNAI rendszer alacsony homérsekleten nagyon gyengén miikddott.
Ezzel szemben 18°C-on a GFP mRNS szint alacsony volt, a GFP eredetii siRNS-ek viszont nagy
mennyisegben akkumulalédtak, azaz az RNAI rendszer aktivnak bizonyult. A hémérseklet tovabbi
emelésével az RNAI aktivitas fokozatosan noétt. A megfelelé kontroll Kisérletekkel kizartuk, hogy a
kilénbseg a transzkripcidban van. Bizonyitottuk tehat, hogy a ndvényi transzgén indukalta RNAI erésen
homérsékletérzékeny rendszer. Azonositani kivantuk az RNAI homérsékletfiiggé 1épését. Feltételezések
szerint az RNA. els6 l1épéseként az erés transzgén expresszid soran keletkezé kis mennyiségii aberrans
MRNS-r6l egy RNS-fliggé RNS polimeraz (RDRP) segitségével dsRNS-ek képzédnek. Ezeket a
dsRNS-t a DICER hasitja siRNS-ekke, majd ezek a siRNS-ek épilnek be a RISC komplexbe. A normal
transzgén mMRNS-eket ezek a RISC komplexek vagjak, inaktivaljak. Mivel siRNS-ek alacsony
homérsékleten alig képzoédnek, a homérsékletfiiggd 1épés csak a dsSRNS képzés vagy a siRNS hasitas
lehet. Hogy ezt a két lehet6séget elkilonithessik, készitettiink egy konstrukcidt melyben a GFP forditott
ismétlédés (inverted repeat) formaban van jelen, azaz a GFP mRNS dsRNS-ként akkumulalodik, igy a
SiRNS keletkezéshez nincs szilkség RDRP aktivitdsra. Megéllapitottuk, hogy mig a kontroll, szensz
illetve antiszensz GFP konstrukciokrél 15°C-on nem keletkezett mérheté mennyiségii siRNS, addig az
inverted repeat-et hordoz6 konstrukciordl hidegben is képzoédott, igaz kis mennyiségben, siRNS.
(Gyakorlati szempontbol fontos lehet tovabba, hogy igazoltuk, lehetséges olyan multiterminatoros
konstrukciokat épiteni, amelyek agroinfiltraciéban nem indukalnak RNAI-t. Ha ez transzgénikus
novenyek esetén is igaz, a transzgén expresszid szintje ilyen konstrukciok alkalmazéséval jelent6sen
emelheto lenne.)

Az antiszensz gatlason alapulé endogén géninaktivacio, illetve a viralis szekvenciak (pl.

kopenyfehérje) beépitésével elért virusellenallosag a transzgén indukalta RNAI jelenségén alapszik.
Mivel a transzgén indukalta RNAI az agroinfiltracids kisérletek alapjan alacsony hémérsékleten
inaktivnak tunt, felvetettiik, hogy ezek a transzgénikus névények hidegben elveszithetik a fenotipusukat.
Ezt bizonyitandd, egy antiszensz gatlason alapulé hexokinaz inaktivalt novényt (anti-Hex) vizsgaltunk,
ennek fenotipusa ugyanis koénnyen kdvetheté. Ismert volt, hogy normal hémérsékleten az anti-Hex
ndvények olyan magas cukortartalmu taptalajon is nének ahol a vad tipus elpusztul. Ezzel szemben mi
azt talaltuk, hogy hidegben az anti-Hex novény -a vad tipushoz hasonl6an- magas cukor tartalmu
taptalajon elpusztult. Megallapitottuk, hogy a transzgén indukalta RNAIi a stabil transzgénikus
ndvényekben - hasonldan az agroinfiltracids tranziens rendszerhez- hidegben inaktiv. Ezt természetesen
molekuléris tesztekben is igazoltuk, az anti-Hex ndvényekben a hexokinaz eredetii sSiRNS-ek szintje
hidegben dramaian lecsokkent, mig a hexokindz mRNS szint jelentésen nétt.
A virélis szekvenciak beépitésével elért virusellenalld transzgénikus novények fenotipusanak stabilitasat
egy a Cyimbidium ringspot virus (CymRSV) replikdz génjének darabjat hordoz6 (Cym-r), igy korabban
CymRSV rezisztensként jellemzett vonal felhasznalasaval végeztiik. Kimutattuk, hogy a Cym-r egyedek
21°C-on valéban CymRSV ellenallénak bizonyultak. 15°C-on azonban ugyanezek a ndvények
fogékonynak bizonyultak, erés tiineteket mutattak.

Igazoltuk tehat, hogy alacsony hoémérsékleten a transzgén indukélta RNAi-on alapuld
fenotipusok elvesznek, azaz hidegben szdmos transzgénikus néveny masképp fog viselkedni, mint
gondoltak. Ez kiléndsen fontos lehet, pl virusellenallonak szént transzgénikus gylmolcsfak esetén,
hiszen itt kideriilhet, hogy a laborban ellenallé vonalak szabadfoldon hidegben (tavasszal, 6ésszel)
jelentés viruskart szenvedhetnek.

Az inverted repeat transzgének altal indukalt RNAI hidegben is hatékony

Az agroinfiltracios kiserletek egyik fontos eredménye volt, hogy az inverted repeat-et hordozé
transzgénroél hidegben is képz6détt kis mennyiségii SIRNS. Ennek alapjan feltételeztlik, hogy az inverted
repeat-et tartalmazo transzgének altal indukalt RNAI hidegben is hatékony lehet.

El6szOr azt vizsgaltuk, hogy virdlis eredetli inverted repeat transzgén beépitésével elérhet6-e
hidegben is stabil virusellenallésag. Harom vektort épitettiink, melyekbél az egyik a CymRSV replikaz
egy darabjat (hasonléan a Cym-r vonalhoz) szensz orientacidban, egy masik ugyanezt a darabot
antiszensz orientacioban, végul a harmadik ugyanezt a darabot inverted repeat formajaban tartalmazta.
Ezekkel a konstrukciokkal N. benthamiana transzgénikus vonalakat hozunk létre, majd a kulénb6z6
vonalak virusellenallésagat 15, illetve 21°C-on vizsgéltuk. Kimutattuk, hogy 21°C-on mindharom
konstrukci6 virusrezisztenciat eredményezett. Ezzel szemben 15°C-on csak az inverted repeat-et
tartalmazé vonalak bizonyultak virusellenallénak, az antiszensz kdpiat hordozok részben fogékonynak,
mig a szensz kopiét tartalmazo6 vonalak erésen fogékonynak bizonyultak



Valdszintsithetjik, hogy az endogen gének is hatékonyan és homérséklettsl fuggetlenil inaktivalhatok
inverted repeat konstrukcidk felhasznalasaval. Kimutattuk ugyanis, hogy ha olyan névényeket neveliink
hidegben, amelyek transzgénikus fenotipusa egy inverted repeat beépitésén alapult, ezek hidegben is
megorizték fenotipusukat. Ebben a kisérletben olyan transzgénikus névényeket vizsgaltunk, amelyek
eredetileg kanamicin rezisztensek voltak. Azonban ezek a novények felil lettek transzformalva egy a
kanamicint inverted repeat formaban tartalmaz6 konstrukcioval. Mivel az inverted repeat RNAI valaszt
valtott ki a kanamicin ellen, a fellltranszformalt vonalakban az antibiotikum rezisztencia jelleg
elveszett. Amennyiben az inverted repeat okozta RNAI hidegben inaktiv lenne, alacsony hémérsékleten
ezen novényeknek Gjra antibiotikum rezisztenssé kellene vélnia. Ez azonban egyetlen esetben sem
kdvetkezett be, az inverted repeat okozta transzgénikus fenotipus hidegben is stabil volt.

Osszefoglaléan megallapithatjuk, hogy inverted repeat konstrukciok felhasznalasaval hidegben is stabil
virusellenallo novények, illetve stabil endogén géninaktivacios vonalak hozhatok létre.

A virus indukalta RNAi homérsékletfliggése

A program kezdetekor mar ismert volt, hogy az RNAI rendszer a ndvények leghatékonyabb
antiviralis rendszere. Mivel a transzgén indukdlta RNAI hoémérséklet-érzékenynek bizonyult,
megvizsgaltuk, vajon a virus indukalta RNAI is hasonldé hémérsékletfliggést mutat-e. Ehhez a korébban
jol jellemzett CymRSV, illetve az ennek a programnak a soran karakterizalt Pothos latent virus-t
(PoLV) hasznéltuk. N. benthamiana gazdandvényen 21°C-on mindkét virus erés tiineteket mutat, a
fert6zés nekrdzisokkal, majd a ndvény pusztulasaval jar. Korabban megfigyeltiik, hogy ha a CymRSV
virusban inaktivaljuk a P19 fehérjét kodold gént, a virustlinetek gyengék, a novény Kigyégyul a
fert6zésbol. Korabban igazoltuk, hogy a P19 képes kikapcsolni a gazda RNAI rendszerét, azaz ez egy
RNAI szupresszor fehérje. Meghataroztuk a PoLV RNAI szupresszor fehérjéjét (P14), majd a PoLV-bdl
is létrehoztunk egy szupresszor nelkuli virust. A szupresszor nélkili PoLV fert6zés, a szupresszor
nélkili CymrSV fert6zéshez hasonldan, a ndvény kigydgyulasaval jart. Feltételeztik, hogy amennyiben
hidegben a virus indukélta RNAI inaktiv, alacsony homérsékleten a szupresszor nélkili virusok képesek
lesznek hatékony fertézésre. Kimutattuk, hogy 15°C-on, mind a szupresszor nélkiili CymRSV, mind a
szupresszor nélkuli PoLV hatékonyan fert6zott, ezekben a ndvényekben a virus RNS-ek szintje magas
volt, a virus eredetli SiRNS-ek szintje viszont alacsony. Azaz a virus indukalta RNAI szintén
hémérsékletérzékeny.

Mivel a transzgén indukalta RNAI hatékonysaga a hémérséklet emelkedésével nétt, feltételeztilk,
hogy ez a virus indukéalta RNAIi esetében is igy van. Amennyiben ez igaz, lehet olyan magas
hémérsékletet talalni, ahol sem a vad CymrSV, sem a vad PoLV nem tud fert6zni, mivel az RNAI alapu
antiviralis rendszer képes megvédeni a novényt. Bizonyitottuk, hogy 27°C-on a névények kigyogyulnak
a vad CymRSV, illetve PoLV fert6zésbdl is. Azaz megallapithatjuk, hogy alacsony homérsékleten egy
novényt azok a virusok is képesek fertézni, amelyek nem rendelkeznek az adott gazdaban hatékony
RNAI szupresszor fehérjével, mig magas hémérsékleten az extra hatékony RNAI képes megvédeni a
névényt még az egyébként fert6z6 virusoktdl is. Ezek az eredményeink magyarazatot adtak a
névényvirologia egyik korai, de mindezidaig nem értelmezett megfigyelésére, arra hogy a tinetek
alacsony hémérsékleten erések, mig magas homérsékleten gyengék. Megmagyarézta azt a gyakorlatban
régen felhasznélt megfigyelést is, amely szerint, ndvényi vonalakat magas hémeérsékletii kezeléssel
virusmentesiteni lehet. Ezek a kovetkeztetéseink valdszintileg igen sok virus-gazda kapcsolatra igazak,
pl. az6ta masok a DNS virusok esetén is igazoltadk ugyanezt.

A miRNS kozvetitette RNAI Gtvonalak hidegben is aktivak

Az RNAI rendszer kulcsszerepet jatszik az egyedfejlédés szabalyozasaban. Mivel a transzgeén,
illetve virus indukélta RNAI hidegben inaktiv, megvizsgaltuk, hogyan mtkddnek az RNAI regulélta
fejlédési Gtvonalak 15, illetve 21°C-on. Hidegben a névények lassabban néttek, de morfolégiailag
normalisnak bizonyultak. Ennek megfeleléen a miRNS szintek Iényegében azonosnak bizonyultak a
kétféle homérsékleten, azaz az egyedfejlédeshez szikséges RNAI utvonalak eltérnek az antivirélis,
illetve transzgén indukalta RNAI utvonalaktdl. Azdta mas csoprotok munkaja ennek a molekularis
részleteit is tisztazta, valdban eltér6 DICER-ek felelnek miRNS-ek, illetve a viralis vagy transzgén
SiIRNS-ek képzeseért.

Az NMD egy a transzgén indukalta RNAI utvonalhoz kapcsol6dd, de nem hémérsekletérzékeny RNS
degradéacios rendszer



Az NMD (Nonsense-Mediated Decay) rendszer egy konzervalt RNS minéségbiztositasi rendszer, amely
a korai stop kodont tartalmaz6 mRNS-eket degradalja. Nematodaban az NMD és az RNAI rendszerek
kapcsoltak. A UPF1 fehérje novényekben is kell mind az NMD, mind a transzgén indukalta RNAI
rendszerek miitkddéséhez. Ez felvetette a lehetéségét, hogy a névenyi NMD is hémérsékletfliggs. Ezért
felallitottunk egy agroinfiltracion alapuld6 NMD tesztrendszert, majd elemeztik az NMD
hémérsékletérzékenységét. Kimutattuk, hogy a névényi NMD —eltéréen a transzgén indukalta RNAI-tol-
hidegben is hatékony.



