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WDV tolerans arpavonalak elallitasa CRISPR/Cas9 rendszerrel
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Osszefoglalas

A ndvényi virusok évente akar 10-15%-os veszteséget is okozhatnak a mezdgazdasagban. A
fert6zott novények kezelésére nincs mod, igy a gyakorlatban jelenleg a megel6zés
(vektorszervezetek gyéritése és a helyes vetésidd megvalasztasa) az egyetlen hatadsos védekezési
lehet6ség. A vegyszeres novényvédelem viszont kettds: anyagi és kornyezeti terheléssel is jar. A
legjobb megoldas virusokkal szemben ellenalld fajtak termesztése, illetve eldallitasa.

A Geminivirideae csaladba tartoz6é blza torpiilés virus (wheat dwarf virus-WDYV) hazankban
is jelentés karokat okoz az arpa és buzaillomanyokban. Kutatdcsoportunk az elmult években
mesterséges miRNS-ek segitségével sikeresen allitott el6 WDV-rezisztens novényeket, viszont
az alkalmazott technika csak a virus DNS genomjarol atirodd RNS-transzkriptumok ellen hatasos
(Kis ¢és mtsai, 2016). Ezzel szemben a bakteridlis immunrendszer miikddésén alapuld
CRISPR/Cas9 genomszerkeszté rendszer magat a virus DNS-t képes hasitani, és a létrejovo
mutaciokkal akar inaktivalni a WDV-t. Jelen munkank soran egy négy guide RNS-t kodold
konstrukciot (WDVGuide4Guard) alkalmaztunk sikerrel arpaban. A transzformans arpavonalak a

WDV fert6zésre magas foku toleranciat mutattak.
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Abstract
Plant viruses can cause up to 15% yield loss in agriculture. Nowadays prevention (reducing
vector abundance, and choosing the optimal sowing-time) is the only way of antiviral defence.

Chemical plant defence has double costs: financial and ecological, so the best solution would be

production and breeding of virus resistant crop varieties.
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WDV (wheat dwarf virus) - a member of Geminivirideae family— causes significant damages
in Hungarian wheat and barley cultivation. Over the past years our research group have made an
attempt to produce WDV tolerant barley lines with artificial microRNA (amiRNA) technology.
Besides this system’s relative simplicity, it has several drawbacks too: It affects only the
transcripts of WDV genome (Kis et al. 2016). In contrast to amiRNA technology, CRISPR/Cas9
(a genome editing tool from bacteria) can directly cut and inactivate the viral DNA. To increase
WDV tolerance in barley, we created the WDVGuide4Guard genetic construct. According to our

investigations the transgenic barley lines containing this construct are WDV tolerant.

Keywords: WDV, DNA virus, CRISPR/Cas9, genome editing, virus resistance.

Bevezetés

A buza és arpa torpiilését okozd WDV a Geminiviridae csalad Mastrevirus nemzetségébe
tartozik. A Geminivirusok jellemzdje, hogy viszonylag kicsi, (~2730 nt) cirkularis DNS
orokitéanyaggal rendelkeznek, mely kettés ikozahedralis fehérjeburokba csomagolodik. A
Mastrevirus nemzetség tagjai zommel egyszikii novényeket karositanak. Genomjuk tipikus
esetben a kovetkezd fehérjéket kodolja: i) a mozgasért felelés MP (movement protein), ii.) a
burkoldo CP (coat protein), valamint a komplementer szal altal kodolt, a virus replikacidjaért
felel6s iii.) RepA, és iv.) Rep fehérjéket (Parizipour és mtsai, 2016).

Szamos buza és arpafajtat teszteltek napjainkig WDV toleranciajuk tekintetében, de teljes
rezisztenciat mutaté vonalat, vagy éppen rezisztenciagént nem taldltak (Benkovics és mtsai,
2010). A virus elleni védekezést nehézkessé teszi, hogy a WDV DNS genommal rendelkezik. A
gyakran novényi immunrendszerként is emlegetett RNS interferencia siRNS titvonala ugyan a
viralis RNS-atiratok ellen hatasos lehet, de bizonyos ndvényekben alacsony hémérsékleten (15°C
alatt) nem miikddik megfelelden (Szittya €s mtsai, 2013). Ezzel a mddszerrel elméletben nem
alakithato ki teljes WDV rezisztencia. A miRNS tutvonal - mely a névény fejlédési folyamatait
szabalyozza - szintén felhasznalhaté virusokkal szembeni védekezésre. Kutatdcsoportunk
korabban kialakitott WDV rezisztens vonalakat ezen technika felhasznalasaval, ugyanakkor azt is
megfigyeltiik, hogy a mesterséges miRNS-ek (amiRNS) mennyisége szorosan korrelal a virus
mennyiségével. gy csak magas amiRNS expressziét mutatd 4rpa vonalak maradtak
virusrezisztensek (Kis és mtsai, 2016).

A geminivirusokkal szembeni védekezésre a mesterséges mikro RNS technika mellett az

elmult években megjelent a genomszerkesztés 1j modszere a CRISPR/Cas9 rendszer. Ez a
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baktériumoktol szarmazé technologia lehet6vé teszi, hogy a komplementaritas elvén az altalunk
megvalasztott 20 nt-os célszekvencidknal hajtsunk végre modositasokat eukariota, illetve jelen
esetben a virus genomokban. A Cas9 fehérje funkcidjat tekintve endonukledz, igy a megfeleld,
un. guide RNS-sel (gRNS) komplexben (ami a szekvenciaspecifitast biztositja) duplaszall torést
képes 1étrehozni DNS-en (Havelda és Kis, 2017). Ennek elénye az RNS interferenciara épiilé
eljarasokkal szemben, hogy nem a viralis RNS-ek szintjén hat, hanem magat a WDV DNS-ét
karositja.

A CRISPR/Cas9 rendszer segitségével, tartds WDV rezisztenciat lehetiink képesek kialakitani
gabonafélékben a virusgenom inaktivalasa révén. A megfeleld egyszikiickre kodonoptimalizalt
Cas9 endonukleazt és a WDV genomjan kivalasztott 4 célszekvenciaval komplementer gRNS-t
expresszalo transzformaciods kazetta bejuttatasaval olyan arpavonalak allithatok eld, melyekben a

korokozo replikacidja és terjedése gatolt.

Anyag és modszer

pHUE411 vektorrendszer
A 4 guide RNS-t kodold konstrukcionk eldallitdsahoz Xing és munkatarsai (2014) altal

létrehozott vektorrendszert alkalmaztuk. Az altaluk kozzétett binaris vektor (pHUE411) egy
kukorica-kodonoptimalizalt, konstitutiv promoterrel meghajtott Cas9 gén mellett 1-4 altalunk
megvalasztott Un. single-guide RNS expresszidjara képes egyszikiiekben.

Agrobacterium-medialt névénytranszformacid

Explantként arpa (Hordeum vulgare L. cv. Golden promise) éretlen embriot alkalmaztunk
(Harwood és mtsai., 2014).
WDV-fertézés

A transzformdns 4rpa novényeket egy hetes WDV fert6zésnek vetettiik ald a virus természetes
vektoraval, a csikos gabonakabdcaval (Psammotettix alienus Dhalbom; Hemiptera, Cicadellidea).
A fertézendd novények kivalasztott levelére kabocéakat tartalmazé izolatort helyeztiink, majd a

rovarok taplalkozasuk soran bejuttattak a korokozot az arpa szallitdszoveteibe.

Eredmények

Létrehoztuk a WDVGuide4Guard konstrukcioét, amely tartalmaz egy konstitutiv promoterrel
(Ubil) ellatott, kodonoptimalizalt Cas9- és négy guideRNS (sg02, sg09, sgl17, sgl9) gént. Ezek a
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WDV genom kiilonb6z6 szegmenseit célozzak: egy a szabalyozo régidt (LIR), egy a mozgasi
fehérje és burokfehérje atfedé kodrégiojat és kettdt terveztink a replikdz génre, mely a
virusgenom replikaciojahoz nélkiilozhetetlen. Ezzel transzformaltunk tavaszi arpa (Hordeum
vulgare L. cv. Golden promise) éretlen embriokat.

4 fiiggetlen transzformans arpa vonalat egy hetes WDV fert6zésnek vetettilk alda kaboca
vektorral, majd molekularisan vizsgaltuk a virus jelenlétét és figyeltik a WDV fertdzés
makroszkopikusan is észlelhetd tlineteit (torpiilés, sargulas, sterilitdas). A konstrukcionkat
tartalmazo arpavonalak a kontroll vad tipusu névényekhez hasonldan névekedtek és kalaszoltak.
A teljes novényre jellemz6 torpiilés, amit a fert6zott vad tipusi névények mutattak, nem volt
rajtuk észlelhetd. A virus jelenlétét a négy koziil csak egy vonalbol tudtuk kimutatni northern
hibridizacié segitségével. A WDVGuide4Guard altal kodolt 4 guide RNS koziil 3 expressziojat
tudtuk igazolni RT-PCR segitségével, viszont csak egynek (sg17) a miikddését voltunk képesek

bizonyitani a virusgenomon okozott mutacion keresztiil.

Megyvitatas

A klimavaltozas kedvez a novényi viruskorokozok vektorainak, igy a WDV-t terjesztd csikos
gabonakabocanak is. Az egyre gyakoribba vald virusfertézések és a kovetkezményként
jelentkezd termésveszteség ellen — WDV rezisztens buza, illetve arpafajtak hidnyaban - eddig
csak a vektorszervezet vegyszeres gyéritése és a vetésidé helyes megvalasztisa jelentett
megoldast.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a prokaridtakban kialakult CRISPR/Cas9 ,,immunrendszer”
hatékonyan hasznalhaté novényekben a DNS virusokkal szemben. Az altalunk tervezett
WDVGuide4Guard konstrukciot sikerrel alkalmaztuk virustolerancia kialakitasara arpaban. A 4
alkalmazott guide RNS koziil (sg02, sg09, sgl7, sgl9), 3 expresszalt, illetve csak egy (sgl7)
miikddott bizonyithaté moédon a vizsgalt vonalakban.

A tolerancia kialakitasa is hasznos modszer a viruskorokozoval szembeni kiizdelem soran, de
a cél a teljes rezisztencia elérése. Ezért a jovében olyan tobb guide RNS-t kodolod
transzformacios kazettat terveziink eléallitani, melyben az 6sszes gRNS bizonyithatéan miikodik.
Ehhez egy tranziens expresszids rendszert lenne sziikséges kidolgozni, amiben kiilon
vizsgalhatjuk az egyes guide-ok biologiai aktivitasat. Az ilyen mddon tesztelt, bizonyithatéan
miitkodoképes gRNS-sekkel, ha szimultdn tobb helyen okozunk mutaciot a WDV
orokitbanyagan, vagy egyszerre torténik meg a cirkuldris virusgenom hasitdsa a

célszekvencidknal, nagyobb eséllyel valik miikddésképtelenné a kdrokozo.
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