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1 BEVEZETES

Az arpa (Hordeum vulgare L.) a vilag negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett gabonaja a
buiza, a rizs és a kukorica utan. Taplalé szemtermése €rtékes €¢lelmiszerforras az emberek €s allatok
szdmara egyarant. A buzaval valé kozeli rokonsaga és diploid Osi genomja idedlissa teszi a
gabonagenetika tanulmanyozasara. Az arpa fontossaga az epigenetikai vizsgalatok szempontjabol
abban rejlik, hogy képes figyelemre méltod fenotipusos plaszticitast és magas epigenetikai diverzitast
mutatni a kornyezeti valtozasokra, példaul a hdmérséklet emelkedésére és a csapadék csokkenésére
valaszul. Az epigenetikai szabalyozas potencidlis szerepe az 10j kornyezeti feltételekhez valo
alkalmazkod4as mechanizmusaként az arpa epigenetikai vélaszainak vizsgalataval tarhat6 fel.
Tovabba genomja tele van transzpozonokkal (TE-k), igy ezeknek az elemeknek az epigenetikai

kontrollja segit megdrizni a genom stabilitasat.

Az eukaridtdkban a kis RNS (sRNS)-altal kozvetitett géncsendesités kozponti mechanizmus a
fejlédési szabalyozasban, a kornyezeti jelekre adott valaszokban és a transzpozonok (TE-k)
epigenetikai kontrolljdban. Ez a nukleotidszekvencia-specifikus génszabalyozdsi mechanizmus
kritikus szerepet jatszik kiilonféle biologiai folyamatokban. Az sRNS-ek, beleértve egy
alcsoportjukat, a mikroRNS-eket (miRNS-ek), az RNS csendesités jellegzetes molekuldi, és
jellemzden 20-24 nukleotid hosszusaguak. A két {6 alcsoport koziil a miRNS-ek elsdsorban az
endogén génexpresszidt szabalyozzak a fejlodési folyamatok €s stresszvalaszok koordinalasa
érdekében, mig a kis interferald RNS-ek (siRNS-ek) szintén részt vesznek a genom integritasdnak

fenntartasaban és a biotikus stresszvalaszokban.

Minden ismert SRNS tipus kapcsolatba 1ép az Argonaute (AGO) fehérjékkel, hogy RNS-indukalt
csendesitd komplexeket (RISCs) alkosson. Minden egyes RISC-et a kotott sSRNS-ek irdnyitanak,
hogy specifikus interakcidkat érjenek el a céltranszkriptekkel a szekvencia komplementaritasa
alapjan, ami mRNS hasitast, transzlacios represszidt vagy kromatin modositast eredményez. Az
eukariota AGO fehérjéket az AGO és PIWI alcsalddokra osztjak, és kiilonb6zo tipusu sRNS-ekkel
valo specifikus kapcsolataik révén képesek kiilonféle szabalyozasi utak mitkodtetésére. Mig a PIWI-
k és az altaluk kolcsonhatasba 1ép6 sRNS-ek (piRNS-ek) elsdsorban az allati csiravonalakban
talalhatok, a névényi genomok szdmos AGO fehérjét kodolnak, amelyek mind az AGO alcsaladba
tartoznak. Ez a funkcidok sokfélesége az RNS csendesitd komponenseket kodold géncsaladok

bovilése révén valt lehet6vé.

Az Arabidopsis genomban tiz kiilonb6zd AGO fehérje kodolodik, mindegyiknek sajatos szerepe van,

¢s némelyiknek atfedd funkcioi is vannak. Ezeknek a fehérjéknek a funkcionalitdsa altaldban a
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hozzajuk kapcsolodd sRNS-tartalom alapjan tiikkrozodik. Ezek az AGO fehérjék tobb doménbdl
allnak, beleértve az N-terminalis PIWI/Argonaute/Zwille (PAZ), MID és P-elem-indukalt Wimpy
here (PIWI) doméneket; utobbi kritikus szerepet jatszik az SRNS-ek 5' végének felismerésében. Az
sRNS-ek kiilonbozé AGO fehérjékbe sorolhatok hosszusaguk és az 5' végiikon taldlhatd nukleotid
alapjan. P¢éldaul az AGO1, a miRNS utvonal kulcsszabalyozdja, elényben részesiti a 21 nt hossza
sRNS-eket, amelyek uridin (U) maradékkal kezdédnek, mig az AGO4 és AGO6, amelyek az RNS-
iranyitott DNS-metilacioban (RdADM) vesznek részt, az adeninnel (A) kezd6do6 24 nt hosszi sRNS-

eket részesitik elonyben.



2 CELKITUZESEK

Az arpa, mint fontos gabonandvény, Osszetett ¢és érdekes Argonaute (AGO) fehérje készlettel
rendelkezik. Ezek az AGO fehérjék a novényi RNS csendesitd mechanizmus kulcsfontossagu
komponensei, ¢és kritikus szerepet jatszanak a génszabalyozasban, a transzpozonok kontrolljaban és

a virusok elleni védelemben.

A tanulmany célkitlizései a kovetkezok voltak:

e Genom szintli azonositas és expresszios analizis az arpaban taldlhatd AGO fehérjékrdl in
silico elemzéssel.

e Azarpa AGOI1 expresszios szintjeinek és a miR168 célhelyének in silico elemzése.

e A miR168 szerepét befolydsold tényezok vizsgalata a RISC komplexek beépiilési
hatékonysagara.

e A miR168 prekurzor szerkezetének modositdsanak lehetdésége az AGOI1 beépiilési
hatékonysdganak megvaltoztatasara.

o Feltételezett AGO4 gének azonositdsa és bioinformatikai elemzése arpaban, beleértve
expresszios szintjeik és az AGO4 fehérjék filogenetikai kapcsolataik meghatarozasat mas
novényekkel.

e Az azonositott a&rpa AGO4 fehérjék funkcionalitasanak értékelése az Arabidopsis ago4-3
mutansokban torténd kiegészitéssel.

o Az arpa AGO4-hez tarsitott kis RNS-ek elemzése heterolog kiegészitésben.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Novényi anyag és novekedési koriilmények

A tanulmanyban Arabidopsis thaliana ndvényeket inkubaltak harom napig 4°C-on, majd csirdztattak
Oket 21°C-on MS agarmédian 1% szachardzzal, antibiotikumokkal vagy anélkiil. A palantakat 21°C-
on 8 oras vilagos/16 oras sotét ciklusban novesztették harom hétig, majd attértek egy 16 oras vilagos/8
orés sotét ciklusra. Az ago4-3 mutans homogén vonalat a WiscDSLox338A06.0 TO vonalbol
foszfinotricin anti-AtAGO4 antitest és PCR alkalmazasaval ellendrizték. Kiilonb6zé ndvényi
szoveteket gyljtottek DNS és RNS kivonashoz. Hostressz esetén az 1 hetes palantdkat 37°C-ra
helyezték at 24 orara ugyanolyan fényviszonyok kozott. A Nicotiana benthamiana novényeket 21°C-
on 16 6rés fotoperiddussal novesztették, €s a 3-leveles allapotban hasznaltak agroinfiltraciora. Az
arpa cv. Golden Promise novényeket 16 o6ras vilagos/8 ords sotét ciklusban 20°C/16°C-on

novesztették. Fejlodd virdgzatokat (15-25 mm) gylijtottek RNS kivonashoz.

3.2 Filogenetikai elemzés és in silico joslatok

Az Arabidopsis thaliana, Oryza sativa és Hordeum vulgare AGO fehérje szekvenciait az Ensembl
Plants és Uniprot adatbazisokbdl szerezték be, a ClustalW programmal igazitottak, és filogenetikai
fat hoztak létre a szomszéd-csatlakozasi modszer alkalmazasaval. Az dgakon bootstrap értékek (1000
replikacio) jelennek meg. Az evollcios tavolsagokat a MEGAIl1l-ben a Poisson-korrekcios
modszerrel szdmoltak ki. Az miRNS szekvencidkat az AGO1 cDNS-ek célhelyeinek eldrejelzésére
hasznaltdk a psRNATarget programmal. Az Arabidopsis thaliana és Hordeum vulgare szekvenciait
a TAIR és az EnsemblPlants adatbazisokbol szerezték be és FASTA formatumban toltotték fel.

Alapértelmezett pontozasi beéllitadsokat (Schema V2) hasznaltak.

3.3  Plazmid konstrukcio és novényi transzformacio

Minden névényi expresszids plazmidot a pGreen 0029 vektor (kanamicin rezisztencia) hasznalataval
allitottak el6 (www.pgreen.ac.uk), és minden amplifikaciét a Phusion Hot Start II DNS polimerazzal
(Thermo Fisher Scientific) végeztek a gyartod utasitasai szerint. A miRNS konstrukciok a MIR168a,

MIRI168b, MIR156a és MIRI71a 10 bp-es szarnyas régidjat tartalmaztak mindkét oldalon. Az
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amiRNS konstrukcidkhoz egy modositott Avu-MIR171 szarhurokot hasznaltak. Specifikus nukleotid
valtoztatasokat vezettek be a MIR168 szarhurokban PCR mutagenezis utjan. Minden konstrukciot
pGreen0029-be illesztettek 35S expresszios kazettaval. Az 4GOI szenzort egy 558 bp-es cDNS
fragmentummal hasznaltak, amely tartalmazta a miR 168 célhelyet, GFP-vel 6sszekapcsolva. Az arpa
AGO4 heterolog kiegészitd vektorokat az At4A GO4 promoter €s terminator szekvenciaival készitették,
a HvAGO4a és HvAGO4b cDNS-eket HA epitdp cimkékkel és restrikcios helyekkel modositottak és
pGreen0029-be klonoztak. A plazmidokat E. coli-ba transzformaltak, szekvenaltak, majd
Agrobacterium tumefaciens AGL1-be transzformaltak. Az Arabidopsis novényeket a viragmerités

modszerével transzformaltak, és szelektiv médian szirték.

3.4  Tranziens Assay

Hat hetes Nicotiana benthamiana leveleket infiltraltak Agrobacterium tumefaciens (AGLI1)
szuszpenzioval, amely tartalmazta a szenzor, miRNS-t termel6 és P14 konstrukciokat. A P14-et azért
adtak hozza, hogy gatolja az siRNS utvonalat an¢lkiil, hogy befolyasolna a jelek monitorozasat.
Normalizalt mennyiségli konstrukcidt egészitettek ki AGL1-gyel, amely tartalmazta az iires
pGreen0029 vektort. A mintdkat harom nappal az infiltracio utan gyiijtotték; négy 1 cm-es lemezt
vettek a levelek kiilonbozo teriileteirdl minden konstrukciohoz. A mintavétel mindkét oldalon
ugyanabbol a levélbdl tortént. Minden konstrukcid kombinaciojat négy-6t ndvényen tesztelték, és a

kisérleteket legalabb haromszor megismételtek.

3.5 RNSizolalas és RT-qPCR

Osszes RNS-t Arabidopsis palantakbol, levelekbdl, viragokbol és arpa virdgzatokbol fenol-kloroform
modszerrel extrahaltdk. A mintakat extrakcios pufferben homogenizaltak, ¢s RNS-t etanollal és Na-
acetattal precipitaltak -80°C-on. Az RT-qPCR-hez 4 ng osszes RNS-t DNasel-vel kezelték, jra
izolaltak és vizben reszuszpendaltak. Az elsd szalt cDNS-t 2 ug RNS-bdl szintetizaltak véletlenszeri
hexamerekkel és oligo(dT)is primerekkel. A qPCR-t Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix-el
végezték a LightCycler 96 késziiléken, az adatokat AtUBCY9, AtACT2 és AtPP2AA3 normalizaltak.

Az eredményeket harom biologiai ismétlésbodl szarmazd GraphPad Prism 8 segitségével elemezték .



3.6  Gélfiltracios Assay

Meéret szeparacios gél-filtracios kisérleteket végeztek Superdex 200 10/300 vagy Sephacryl S-300
High Resolution oszlopokkal. A ndvényi szoveteket folyékony nitrogénben homogenizaltak elucios
pufterrel (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 4 mM DTT), és centrifugaltdk a
tormelék eltavolitasara. 200 pl kivonatot injektaltak az egyensulyi gél-filtracids oszlopba 4°C-on. 48
frakciot gytjtottek: paratlan mintak az RNS extrahalasahoz (fenol-kloroform), paros mintak a fehérje

tisztitashoz (aceton precipitacio) .

3.7 miRNS detektalas és kvantifikalas

Kis RNS northern blot analiziseket végeztek 4 ng 6sszes RNS-sel vagy gél-filtracios mintakkal. A
mintakat 12% poliakrilamid gélen valasztottak szét 8 M urea mellett, atvitték Hybond NX membranra
¢és kémiailag keresztkototték. A membranokat biotinilalt LNA vagy DNS probakkal szondaztak, és a
jeleket kemilumineszcens nukleinsav detektalo készlettel és ChemiDoc™ MP Imaging System-mel
vizualizaltdk. A gél-filtracidos blotokhoz a négy f6 RISC-beépiilt és nem kotott frakcio
térfogatintenzitasat mérték. A beépiilési hatékonysagot (LE) a RISC-beépiilt intenzitas szazalékaban

szamoltak ki a teljes RISC-beépiilt és nem kotott frakciok intenzitésa felett.

3.8  Fehérje extrakcio és Western blot

Arabidopsis palantakat, leveleket és virdgokat homogenizaltdk extrakcios pufferben Laemmli
pufferrel. A mintdkat felforraltdk, centrifugéltdk és 8% vagy 10% SDS-PAGE gélekre toltotték. A
fehérjéket PVDF membranokra vitték at €s western blot analizisnek vetették ald. Hasznalt antitestek:
anti-AGO1 (1:7500), anti-HA-peroxidaz (1:2000), anti-aktin (1:2000), anti-AtAGO4 (1:5000) és
anti-BiP (1:10000). Mésodlagos antitestek: kecske anti-nyal HRP (1:10000) és kecske anti-egér HRP
(1:10000). A blokkolast 5% tejpor PBST-ben 1 6ran at, az elsédleges antitesteket 1% tej PBST-ben
1-2,5 6rén at és a masodlagos antitesteket 1 6ran at végezték. A blotokat PBST-vel mostak és High
Clarity Western ECL-lel fejlesztették ki ChemiDoc™ MP Imaging System-en. A jelszintet Image
Lab 6.1-el kvantifikaltak, az adatokat aktin vagy BiP-hez normaltak.



3.9  Chop-qPCR analizis

A Chop-PCR asszay a ZenoGene Novényi DNS Tisztité Készlettel késziilt, hogy genomikus DNS-t
vonjanak ki Arabidopsis T3 viragzatbol a gyartd utmutatasai szerint. A DNS mennyis€gét Nanodrop
ND-1000 spektrofotométerrel értékelték. MspJl enzimet hasznéltak a DNS emésztéséhez, amely
érzékeny a metilaciora, célzoé citoszin mdodositasokra, mint példaul 5-mC és 5-hmC. A reakcidkeverék
10x rCutSmart™ puffer, MspJI enzim és Enzim Aktivator Oldatot tartalmazott, 600 ng genomikus
DNS-sel inkubalva 4 o6ran at 37 °C-on. A kontrollok nem tartalmaztak MspJI-t. A Chop-qPCR
emésztett vagy emésztetlen DNS-t hasznalt templatként, a méréseket Luminaris Color HiGreen qPCR
Master Mix-el végezték LightCycler 96 késziiléken. Az adatokat emésztetlen A£SN1-hez normaltak,
harom bioldgiai ismétlésbol gytijtottek és GraphPad Prism 8-al elemezték .

3.10 Relativ kopiaszam értékelése transzpozon elemeknek

Genomikus DNS-t Arabidopsis nem kezelt (NT) és hostresszes (HS) palantakbol ZenoGene Novényi
DNS Tisztito Készlettel extrahdltak a gyarté utasitasai szerint, és Nanodrop ND-1000
spektrofotométerrel kvantifikaltak. Relativ kvantifikdlasa a Tyl/copia-szerli retrotranszpozon
ATCOPIA78 (ONSEN) kopidinak nem kezelt vad tipust DNS-hez képest nyolc ONSEN koépiaval a
Col-0 okotipus genomjaban qPCR-rel tortént. Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix-et €s 20
ng genomikus DNS-t hasznéltak reakcionként a LightCycler 96 késziiléken. Az adatokat AtUBCO-

hez normaltak, harom bioldgiai ismétlésbdl gylijtotték.

3.11 RNS-seq fejlodo arpa viragzatokrol

RNS-t fejl6do arpa virdgzatokrol Qubit RNS HS Assay-vel kvantifikaltak, ¢és a mindséget a LabChip
GX Touch Nukleinsav Analizatorral értékelték, mindegyik minta 10-es pontszamot ért el. Konyvtar
készitése RNS-seq-hez a NEXTFLEX Rapid Directional RNS-Seq Kit 2.0 hasznélataval tortént. Ez
magaban foglalta az mRNS tisztitadsat, fragmentéalasat, cDNS szintézist, adapter ligalast és PCR
amplifikalast. A konyvtar kvantifikalasa és mindségellendrzése a Labchip GX Touch Nukleinsav
Analizator XMark HT chipjével tortént. Egyenértékii medence létrehozésa utan az [llumina NovaSeq
6000-be toltotték, paros végl szekvenalast végeztek az S4 Reagent Kit v1.5 segitségével. A paros

végli fastq nyers adatok elemzése salmon-nal tortént a Morex V3 referencia genom transzkript fajl és
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egy GTF fajl segitségével a transzkript génre térképezéséhez, amely lehetové tette az olvasasok

térképezését és transzkript bdségének megallapitasat TPM-ben.

3.12 Immunoprecipitacio

Durva kivonatokat készitettek Arabidopsis palantak, rozetta levelek vagy arpa vegyes viragzatok 0,4
g homogenizalasaval lizis pufferben. Harom centrifugélési 1épés utdn 4°C-on a szupernatanst Uj
csOovekbe helyezték, hogy eltavolitsak a sejttormeléket. A Dynabeads Protein G Immunoprecipitacios
Kitet hasznaltak anti-AGO1 vagy anti-HA-peroxidaz antitesttel. RNS-t fenol-kloroform modszerrel
tisztitottak, és fehérje extrakciot Laemmli pufferrel végeztek. Western blot analizist végeztek anti-
HA-peroxidaz antitesttel, hogy igazoljak a transzgénikus AGO4 jelenlétét, mig a teljes fehérje
szennyezddést BioRad gélekkel TGX technologiaval értékelték.

3.13 Kis RNS konyvtar készitése és elemzése

A szekvenalasi cDNS konyvtarakat transzgénikus vonalak kiillonb6z6 miR168 prekurzorokat
tultermeld palantdinak RNS mintdibol és az AGO4A ¢és AGO4B kiegészitési vonalak
immunoprecipitaciojabol késziilt RNS mintakbal allitottak dssze. A kis RNS frakcidkat, amelyek 21-
22 nt tartomanyban gazdagok voltak, poliakrilamid gélekrdl izolaltdk, és kizarolag konyvtar
készités€¢hez hasznaltdk a Truseq Kis RNS Konyvtar Készité Kit (I1lumina) mddositott protokollja
szerint. A szekvenalas az Illumina NextSeq 500 rendszeren tortént egyvégli 50 bp olvasasokkal. Az
AtAGO4 sRNS-IP szekvenalas nyers adatait az NCBI-bdl szerezték be, és az analizist a Galaxy
platform hasznélataval végezték, hogy ellendrizzék a mindséget, levagjak és a reads-eket az A.
thaliana referencia genomhoz (TAIR10.1) térképezzEk a hisat2 hasznélataval. Az sSRNAPipe pipeline
kiilonb6z6 genomi szekvenciakategoridkba sorolta a reads-eket, és lehetdveé tette a sRNS-ek
mérettartomanyéanak (18—27 nt) kivalasztasat. A sSRNS-ek kromoszomékra vagy lokuszokra torténd
térképezésének vizualizalasa IGV-vel tortént, mig a fehérje alignmenseket ESPript 3 hasznalataval

generaltak. A grafikonok generalasdhoz €s statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 8-at hasznaltak.
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4 EREDMENYEK

4.1 Az arpaban feltételezett AGO gének bioinformatikai elemzése

Részletes in silico elemzést végeztek a feltételezett AGO4 gén(ek) azonositasara €s az arpa AGO-k
filogenetikai kapcsolatanak tisztazasara rizs és Arabidopsis ortologokkal. Az arpa teljes genomja
(mind a Morex V3, mind a Golden Promise v1) 21 feltételezett jelolt gént eredményezett az
Argonaute (AGO) kladban. A leforditott fehérje szekvencidkat InterPro elemzésnek vetették ald, hogy
megerdsitsék a jellemzd AGO doméneket. A filogenetikai elemzés harom {6 kladot tar fel:
AGO1/5/10, AGO2/3/7 és AGO4/6/9, az AGO18 pedig egy kiilonalld flispecifikus alkladot képez.
Az arpa 21 AGO fehérjét tartalmazott a rizs 19 és az Arabidopsis 10-hez képest. Gén duplikéciot és
diverzifikaciot figyeltek meg kiilondsen az AGO1/5/10 kladban, ami a méret ndvekedését jelezte,
mig a 2/3/7 kladok jobban hasonldéak maradtak a fajok kozott, ami a funkcid stabilitasat sugallja az

1d6 soran.

4.1.1 Arpa AGOI gének

Az arpa ¢és a rizs mindegyike tobb AGO1 ortolog gént tartalmaz, az arpanak 5, mig a rizsnek 4
masolata van az AGO1-bdl. Az arpa AGOI gének expresszidos mintdit a BarleyExpDB adatbazis
hasznalataval elemezték, amely kiillonb6zd szovetekben kiilonalld expresszids profilokat tar fel. A
HvAGOIB_1 tint ki a legmagasabb expresszios génként a virdgzatokban, kiilonosen az 5 mm és 1,5
cm-es stadiumokban. Az expresszids elemzést kovetden a psRNATargetet hasznaltdk az miR168
célhelyek eldrejelzésére az arpa AGO1 gének kozott, amely eltéréseket mutatott a varakozasi értékek
¢s mismatchek tekintetében az Arabidopsis AGOI-hez képest. Az Arabidopsis, rizs és arpa AGO1
fehérjék igazitasa konzervalt régiokat tart fel az miRNS kotésben, kiilonbségek figyelheték meg az
aminosav szekvencidkban, amelyek befolyasoljdk a kotési affinitast. Ezek az eltérések funkcionalis

diverzidohoz vezethetnek az AGO1 fehérjék kozott, befolyasolva azok interakciojat az miRNS-ekkel,

crer
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4.1.2 Az arpaban feltételezett AGO4 gének szerkezeti és expresszios elemzése

Az AGO4/6/9 kladban az AGO6 nem esett at gén duplikacion, mig az AGO4 igen, ami harom gént
eredményezett: AGO4a, AGO4b és AGOIS5. A rizsszel valo hasonlosagok kiemelik ennek a gén
duplikacionak a tovabbi tanulmanyozasanak fontossagat az arpaban. A fejlédo arpa viragzatok RNA-
seq elemzése kimutatta, hogy a HvAGO4a a legmagasabb expresszioval rendelkezik, amit a
HvAGO4b kbvet, mig a HvAGO1 5 jelentOsen alacsony expressziot mutatott. A HvAGO6 expresszios
szintje jelent0sen alacsonyabb volt az AGO4 génekhez képest. Az arpabodl szarmazé feltételezett
ortolog AGO4 fehérjék nagyobb identitast mutattak a rizs fehérjékkel, mint egymadssal. A
szekvenciaelemzés azonos génstrukturat mutatott ki a HvAGO4A és HVAGO4B esetében, beleértve
a PAZ és PIWI domének helyzetét. A PIWI domén elemzése konzervaciot mutatott az SRNS-ek 5'
aminosav-valtozast a monocot fehérjékben, ami nincs jelen az Arabidopsisban, ami hasonl6 funkciot

javasol a HVAGOA4A és HvAGO4B esetében rizs megfeleldikhez képest.

4.1.3 A PIWI struktura az arpa és rizs AGO6 esetében

Hasonlo elemzést végeztek az AGO6 esetében, amely kimutatta, hogy az sRNS-ek 5' végének
rogzitési helye ugyanazon a helyen talalhatd, mint az AGO4-ben (a12-$29-a13). Ezenkiviil ez az
elemzés jelentds konzervaciot mutatott a helyek kozott kiilonbozé novények esetében, kivéve egy
aminosavat a négy aminosav hosszui helyen (QCIx), amely eltérést képviselt az AGO4-ben megfigyelt

helyzettdl.

4.1.3 AGOI15 mint pszeudogén

Az arpéban, ellentétben a rizzsel, az AGO15 nem egy AGO4a tandem duplikaciobol szarmazik, amit
kiilonallo kromoszomalis helye és az intronikus TEs hidnya jelez. Azonban, hasonl6an a rizshez, a
HvAGOI15 észlelhetetlen expresszids szinteket mutatott, ami pszeudogén statuszra vagy szovet-
specifikus expresszidra utal. Az elemzés hat tandem ismétlédést tart fel az exon 1-ben potencialis
start kodon varidciokkal. Annak ellenére, hogy probalkozasok torténtek, a HvAGO15 PCR
amplifikalasa a levélbdl és viragzatbol csak fragmentumokat eredményezett, megerdsitve pszeudogén

statuszat.
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4.2 Az AGO1-miR168 visszacsatolo szabalyozo hurok mogotti mechanizmusok vizsgalata

Az AGOl-et a miR168 szabalyozza egy autoregulacidos hurokban, amelyben a miR168 elsésorban
nem kotott szabad miRNS-ként halmozdédik fel a citoplazmaban. Korabbi tanulmanyok azt
javasoltak, hogy a miRNS prekurzor szerkezete befolyasolja a miR168 beépiilési hatékonysagat. Itt
a miR168 tlzott expresszidjanak hatasat vizsgaltuk az AGOI1 felhalmozddéasara a N. benthamiana
levelekben és az ath-MIR 168a-t tultermel6 transzgenikus Arabidopsis ndvényekben torténd tranziens
expresszioval. A miR168 erds tultermelése ellenére csak mérsékelt csokkenést figyeltek meg az
AGOI1 fehérjeszintekben, amit a Western blot elemzés is megerdsitett. A transzgenikus novények
enyhe fenotipusos valtozdsokat mutattak, mint példaul fogazott levelek és késleltetett viragzas,
amelyek aranyosak voltak a miR168 felhalmozodasi szintjeivel. Azonban az AGOI1 fehérjeszintek és
amiR159 felhalmozo6das csokkenése mérsékelt volt. A méret szerinti elvalasztast végzd gél-filtracios
kisérletek kimutattak, hogy a miR168 elsdsorban fehérje-kotetlen forméaban van jelen, csak egy kis
frakcio kertiil magas molekulatomegli AGO1-RISC komplexekbe. Még emelkedett miR168 szintek
mellett is az AGO1-RISC-be torténd beépiilés mérsékelt maradt, ami szoros szabalyozast javasol a

miR 168 beépiilési hatékonysagara.

4.2.1 A duplex szerkezet valtozasai tovabb csokkenthetik a miR168 AGO1-beépiilését

A miR168/miR168* duplex szerkezetek szamitogépes elemzése novényfajok kozott konzervalt
nukleotid mismatchet tart fel a negyedik pozicioban, amely befolydsolhatja az AGO1 beépiilési
hatékonysagat. Ennek vizsgélatara egy modositott konstrukciot (MIRI168-4bp) terveztek, hogy
kizar6lag a miR168* szalban vezesse be a negyedik pozicié mismatchet. A MIR168-4bp taltermelése
fokozott GFP jelet és magasabb AGO1 szenzor fehérjeszintet eredményezett a vad tipusu MIR168a-
hoz képest. A transzgenikus MIR168-4bp vonalak kevésbé mutattak virdgzasi késleltetést és
magasabb AGO1 fehérjeszinteket a MIR168a vonalakhoz képest, ami csokkent AGO1 lecsokkentést
javasol. A gél-filtracios kisérletek alacsonyabb miR 168 beépiilési hatékonysagot mutattak a MIR168-
4bp novényekben a MIR168a-hoz képest. Az AGO1 immunprecipitacios kisérletek megerdsitették a
csokkent miR168 felhalmozddast a MIR168-4bp ndvényekben. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy a negyedik nukleotid mismatchet a miR168/miR168* duplexben csokkenti az AGO1 RISC
beépiilési kapacitasat, ami kiilonb6zé AGO1 fehérjeszinteket eredményez a MIR 168a tultermeléshez

képest.
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4.2.2 A modositott duplex szerkezet novelheti a miR168 AGO1-beépiilését

A duplex szerkezet szerepének értékeléséhez a Avu-MIR 171 prekurzort hasznaltak, amely hatékony
beépiilésérdl ismert. Egy heterolég arpa prekurzor kimutatta, hogy a szerkezet onmagaban
szabalyozza a beépiilési hatékonysagot. A hvu-MIR171 harom mismatchet mimikaldsadra a miR168
duplexben egy modositott duplexet (MIR168-3mm) terveztek, csak az utasszalat modositva. A N.
benthamiana-ban torténd tranziens expresszid csokkent fluoreszcenciat mutatott az AGO1-GFP
szenzorral, és a fehérje kvantifikalas megerdsitette ezt a hatast. A genetikai mérnokoléssel eldallitott
MIR168-3mm novények szerény miR168 taltermelést mutattak, ami kifejezettebb viragzasi
késleltetést és AGO1 csokkentést eredményezett a MIR168a konstrukcié eredeti magasabb miR168
szintjeihez képest. A gél-filtracios kisérletek megnovekedett HMW-RISC beépiilést mutattak a
MIR168-3mm-b6l szarmazé miR168 esetében, ami fokozott AGO1 fehérje csokkentést
eredményezett. A MIRI168-3mm transzgenikus novények AGO1 immunprecipiticidja tovabb
tamogatta ezeket az eredményeket, ami azt sugallja, hogy a miR168 duplex szerkezeti jellemzoi

szorosan szabalyozzék az AGO1 beépiilést.

4.2.3 Mesterséges prekurzor szerkezet javitotta a miR168 AGO1-beépiilését

A MIR168-3mm konstrukcid, amely a MIR168a gerincébdl szarmazik, de a hvu-MIR171-hez hasonld
duplex szerkezeti jellemzokkel rendelkezik, a miR168 AGO1-beépiilését befolyasold tényezdk
vizsgalatara lett tervezve. Ezen szerkezeti hatdsok tovabbi vizsgalatdhoz mesterséges miR168
prekurzor (AMIR) konstrukcidkat terveztek, modositott hvu-MIRI171 fragmentumok alapjan. Két
AMIR valtozat, az AMIR-1 ¢s AMIR-2, megtartotta a Avu-MIR171 szarhurok szerkezetét, mikozben
mértékili csokkenést mutatott az AGO1 szenzor fluoreszcenciajaban és fehérjeszintjében a MIR168a-
hoz képest, amikor tranziens modon fejezték ki a N. benthamiana levelekben. A kis RNS Northern
blot analizis alacsonyabb miR168 tultermelési szinteket erdsitett meg az AMIR konstrukciokkal. Az
AMIR-1 és AMIR-2 stabil transzgenikus vonalai kifejezett fenotipusos valtozasokat mutattak, mint
példaul késleltetett viragzas és csokkent rozetta atmérd, amelyek korrelaltak a miR168 taltermelési
szintekkel. Annak ellenére, hogy az AMIR vonalakban a miR168 tultermelés kissé alacsonyabb volt,
az AGOI fehérjeszintek jelentdsen csOkkentek az AMIR vonalakban a MIR 168a vonalakhoz képest.
A gél-filtraciés kisérletek megndvekedett miR168 felhalmozddast mutattak a HMW AGO-RISC
frakciokban az AMIR vonalakban, annak ellenére, hogy az AGOI1 fehérje felhalmozodas csokkent.

Az immunprecipitacids kisérletek megerdsitették a megndvekedett miR168 beépiilést az AGO1-
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RISC-be mindkét AMIR vonalban, ami azt sugallja, hogy az alternativ szarhurok strukturak
javithatjak az AGO1-RISC beépiilési hatékonysagat, potencialisan fokozva a biologiai aktivitast.

4.2.4 Kis RNS-szekvenalas és miR168 fajok

A modositott prekurzorokbol szdrmazéd talzott miR168 termelés a kanonikus és nem-kanonikus
miR 168 fajok (iso-miR-ek) differencialt felhalmozodasahoz vezethet, potencidlisan zavarva az RNS
csendesitési autoregulaciot. A transzgenikus vonalak sRNS pooljainak nagy ateresztoképességii
szekvenalasi (HTS) elemzése talnyomorészt 21 nt hosszu kis RNS-eket tart fel, amelyek a miR168
prekurzorokhoz térképeztek, és minden prekurzor fragmentum taltermelte a miR168-at a vad tipust
novényekhez képest. A transzgenikus novényekben kiilonboz6 5' U, 5' C, 5' G és 5' A miR168 fajok
differencidlt felhalmozddasat figyelték meg, ami potencidlis miR168 hibas feldolgozast javasol,
amely befolyasolja az AGO1 beépiilési hatékonysagat. Azonban az 5' vég kiilonb6zd miR168
fajainak relativ felhalmozddasa nem jelentdsen zavarta vagy jarult hozzd az AGO1 differencialt
beépiiléséhez. Az AGO1 immunprecipitacié korabban publikalt adatainak 0sszehasonlitd elemzése
azt sugallta, hogy a legtobb 5' C miR168 faj biologiailag aktiv, és hasonld AGO beépiilési szabalyokat
kovet, mint az 5' U miR168. Osszefoglalva, mig a miRNS duplex szerkezeti jellemzéi elsésorban
befolyasoljak a miR168 beépiilési hatékonysagat, a miR168 fajok modositott termelése is kisebb

szerepet jatszhat.

43 Az arpa AGO4 gének funkcionalitasanak vizsgalata az Arabidopsis kiegészitésben

Munkénk azt mutatja, hogy az Arabidopsis thaliana alkalmas szervezet az AGO funkcionalitas
tesztelésére a molekularis modszerek és mutansok rendelkezésre alldsa miatt a gyors funkcionalis
tesztekhez. Az arpa potencidlis AGO4 gének funkcionalitasdnak validalasdhoz heterolog kiegészitési
asszayt fejlesztettek ki az AtAGO4 promoter €s terminator hasznalataval, hogy mindegyik arpa gént
5' HA-cimkével ellatva vezessék be az A. thaliana ago4-3 mutdnsokba (WiscDSLox338A06). A TO
novényeket kezdetben kanamicin rezisztencidra szelektaltdk, és a késObbi generdciokat (T1-t6l
kezdve) az mRNS ¢és fehérje expresszios szintek elemzésére vették a viragzatban. A transzgenikus
vonalakat, amelyek a vad tipushoz hasonloak voltak, tovabbi vizsgalatokra valasztottak ki, hogy
elkeriiljék a transzgén beillesztési helyzetének hatasait. A transzformansok kiilonbdzd transzgén
expresszios szinteket mutattak az mRNS szinten, néhany vonal expresszios szintje hasonld volt az

endogén AGO4-hez, kiillonosen két HYAGO4B vonal (#1 ¢és #17). Az anti-HA antitesttel végzett
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Western blot analizis megerdsitette az mRNS és fehérjeszintek kozotti korrelaciot. Mindkét arpa gén
esetében harom magas AGO4 fehérjeszinttel rendelkezd vonalat valasztottak ki tovabbi elemzésre,

hogy lehetdvé tegyék a kiegészités hatasanak transzgén szintli fliggd vizsgalatat.

4.3.1 Az arpa AGO4 gének funkcionalis Kiegészitése az Arabidopsis ago4 mutansban

Az arpa AGO4 gének funkcionalitdsdt a HA-HVAGO4A és HA-HvAGO4B kiegészitési vonalakban
tesztelték. Az AtSNI retrotranszpozon hasznalataval, amelyrdl ismert, hogy az Arabidopsisban az
AGO4 szabalyozza, a transzgenikus HVAGO4A és HvAGO4B jelentds mértékii csokkentést ért el az
AtSNI expresszioban az expresszios szintjeik aranyaban. A Chop-PCR megerdsitette az AtSNI
metilacio helyreallitasat a kiegészitett vonalakban, amely korreldlt az AfSNI expresszid
csOkkenésével. Ezenkiviil az RADM-fiiggd AtROS1 expresszio is helyreallt a kiegészitett vonalakban,
ahol a HVAGO4A novények kiilondsen magas expresszids szinteket mutattak, ami sikeres

kompenzacidt javasol az ago4-3 mutéciora.

4.3.2 Az arpa AGO4 fehérjék hatasa a TE aktivaciora héstressz koriilmények kozott

Az arpa AGO4 fehérjék hatasat a TE aktivaciora hostressz alatt vizsgaltak Arabidopsis palantak
hasznalataval, amelyeket 24 o6ran keresztiil 37°C hdstressznek tettek ki. Mind a HvAGOA4A, mind a
HvAGO4B csokkentette a TE aktivaciot az ago4-3 mutanshoz képest, mikozben az ONSEN
extrakromoszomalis DNS szinteket hasonldan tartotta a vad tipushoz. Az RT-qPCR analizis jelent6s
ONSEN felregulaciot mutatott a hdstressz alatt az ago4-3 mutansban a vad tipushoz képest, mig a
transzforméns vonalak expresszios szintjei kdzelebb alltak a vad tipushoz. A magasabb transzgenikus
fehérjeszintekkel rendelkezd vonalak jelentds mértéklit ONSEN csokkentést mutattak hdstressz alatt

a vad tipushoz képest.

4.3.3 Az arpa AGO4 fehérjék differencialis SRNS-kotési preferenciai

Az arpa HVAGO4A ¢és HVAGO4B fehérjék sRNS kotési preferencidit az Arabidopsis kiegészitési

vonalak sSRNS-IP szekvenalasaval tartak fel. Az AtAGO4 sRNS-IP szekvenalasanak kontroll adatait

is elemezték. Mindkét arpa AGO4 fehérje erds affinitdst mutatott a 24 nt sSRNS-ek irant, hasonléan

az AtAGO4-hez. Az olvasmanyok foként TE-k, transzkriptek és annotalatlan genomi régiokbol
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szarmaztak. Azonban jelentds kiilonbség figyelhetd meg az 5' végi nukleotid eloszldsaban: a
HvAGO4B hasonlé mintat mutatott az AtAGO4-hez, C, G vagy U maradékokkal rendelkezé sRNS-
eket kotve az 5' végnél, mig a HvAGOA4A kifejezett preferenciadt mutatott az A-val kezd6dé sRNS-ek
irant. A 24 nt sRNS poolok szekvencialis konzervacios elemzése kisebb kiillonbségeket tart fel az
AtAGO4 ¢s HVAGO4 fehérjék kozott. A HVAGO4A szelektiven toltott 24A sRNS-eket, mig a
HvAGO4B G, C vagy U maradékkal kezd6dé 24 nt sSRNS-ekkel kdlesonhatasba 1épett az 5' végnél.
Emellett kiilonbség figyelhetd meg a 3' végnél: az AtAGO4 elényben részesitette az U maradékkal
rendelkezd sRNS-eket, a HVAGO4B a 23. nukleotidnal C maradékkal, mig a HVAGO4A nem

mutatott konzervalt helyzetet.

4.3.4 Az arpa AGO4 fehérjék szerepének részletes elemzése a TE szabalyozasaban

A HvAGO4A ¢és HvAGO4B altal tarsitott TE-szdrmazékos sRNS-eket Osszehasonlitottdk az
AtAGO4-hez tarsitottakkal az sRNS térképezési bdségének kiillonbségeinek azonositdsara. A
HvAGOA4A 1877 TE-vel volt tarsitva, amelyek koziil 591 magasabb olvasasi szammal és 1286
alacsonyabb olvasasi szammal rendelkezett az AtAGO4-hez képest. A HvAGO4B 1454 TE-vel volt
tarsitva, amelyek koziil 401 magasabb sRNS bdséggel és 1053 alacsonyabb sRNS bdséggel
rendelkezett az AtAGO4-hez képest. Az arpa fehérjékhez tarsitott 6sszes TE kozott 128 és 449 TE
rendelkezett novekvo €s csokkend sRNS tartalommal, illetve mindkét HvAGO4 fehérjében. Emellett
17 TE mutatott magasabb bdséget a HYAGO4B-ben és alacsonyabb bdséget a HYAGO4A-ban az
AtAGO4-hez képest, mig egyetlen TE sem mutatott ellentétes tendenciat. Az e fehérjék TE-kre
gyakorolt differencialis hatdsainak tovabbi vizsgalatahoz a specifikus TE lokuszokra térképezett
sRNS-ek elemzését végezték. Az AtSNI jelentdsen kevesebb térképezett sSRNS-t mutatott a HA-
HvAGO4A-ban az AtAGOIl-hez ¢s a HA-HvAGO4B-hez képest. Ezt kisérte az olvasmanyok
eloszlasanak eltolodésa, ahol a HYAGO4A kozponti régidkat részesitett elényben, csokkentve az
AtSN1-szarmazékos sRNS-ek teljes szamat. Kiilonbozd régiok kiilonbozd 5' végi nukleotidokkal
rendelkezd sRNS-eket termeltek, ahol a HYAGO4A szinte kizarolag az A-val kezd6dé sRNS-eket
kototte. Az AtAGO4 és a HVAGOA4B erdsebb affinitdst mutatott az 5' G irdnt, de barmilyen
nukleotiddal rendelkez6 sSRNS-t kothetett az 5' végnél. Hasonlo véltozasok figyelhetok meg az 5' végi
nukleotid eloszlasaban mas TE-k esetében, mint példdul a RathE3 TE (ATSTE27090), ahol a
HvAGO4A nem mutatott jelentds SRNS jelenlétet. Ez a részletes elemzés jelentds kiilonbségeket tart
fel a hdrom AGO4 fehérje miikodési modjaban, annak ellenére, hogy hasonlo szabalyozo szerepeket

toltenek be.
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4.3.5 Az arpa AGO4 fehérjék 3D szerkezetének elorejelzése az sSRNS-ekkel kotve

A HVAGO4A ¢és HvAGO4B eltér6 kotodési affinitasat az SRNS-IP szekvenalas megerdsitette, amely
specifikus affinitast mutatott a 24 nt 5' A sRNS-ek irant a HYAGO4A-ban, és kevésbé szigoru
szelekciot a HYAGO4B-ben. Az AlphaFold3 hasznalataval végzett eldrejelzések feltartak az AGO4-
sRNS komplex konforméciojat és kolcsonhatasat, bemutatva az SRNS automatikus pozicionalasat az
5' végével kozvetlen kapcsolatban a MID-PIWI fehérje doménekkel. A PIWI domén és az sRNS
kozotti intermolekularis hidrogénkotést figyelték meg, ami elengedhetetlen az ssSRNS szekvencia
specifitdsahoz. Az 5' sRNS rogzitésében részt vevd régid, amely négy aminosavbol all, egyetlen
aminosav kiilonbséggel (QCxA), valtozast mutatott a fehérjék kozott, befolyasolva a kotddési

affinitast az egyes aminosavak oldallanc méretének és tulajdonsagainak kiilonbségei miatt.
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5 DISZKUSSZIO

Ez a tanulmany az Argonaute (AGO) fehérjék szerepét €s szabalyozasat vizsgalja az RNS-
csendesitési utvonalakban arpaban. Az AGO fehérjék kritikusak a kis RNS-ek felismerésében és
kotésében, amelyek elengedhetetlenek a génexpresszid szabalyozasahoz a ndvények fejlddése és a
kiilonbozo ingerekre adott valaszok soran. A kutatas egyik kulcsfontossagu aspektusa az AGOI1 és
miR 168 szabalyozasi visszacsatoldsa, ami alapvetd a novény RNS-csendesitési mechanizmusainak

egyensulyanak fenntartdsaban.

Az arpa genom elemzése 21 potencialis AGO gént azonositott, és betekintést nyujtott azok szerepébe
és evolucidjaba. A filogenetikai elemzés harom 6 kladot (AGO1/5/10, AGO2/3/7 és AGO4/6/9) és
egy tovabbi alkladot (AGO18) kiilonitett el, amely csak a fifélékre jellemzd. Figyelemre mélto, hogy
az arpaban és a rizsben tobb AGO fehérje talalhatd, mint az Arabidopsisban, kiilondsen az
AGO1/5/10 kladban. Ez az funkciok bdviilésére és esetleges specializacidjara utal a monocot
novényeknél. Az arpaban 6t AGOI1 ortolog gén azonositasa, hasonloan a rizshez, kiemeli az AGO
géncsalad Osszetettségét €s sokféleségét. A BarleyExpDB adatbazis részletes elemzése egyedi
expresszios profilokat tart fel az 6t arpa AGO1 gén mindegyikére. A HVAGO1B_1 a viragzatokban
kiilonbozé fejlodési szakaszokban mutatta a legmagasabb expresszidt, ami szovet-specifikus
szabalyozasi mechanizmusokra utal. A miR168 célhely konzervacidja ezen gének kozott arra utal,
hogy ez a szabalyozo szerepet jatszik a génexpresszié moduladlasaban. A tanulmany tovabb vizsgélta
az AGOI1 gének szerkezeti kiilonbségeit, kiilonosen a miRNS kotési helyeken, ami lehetséges

funkcionalis diverzifikaciora utal az AGO1 fehérjék kozott.

Az AGO1 és AGO4 gének duplikaciodja arpaban és rizsben, szemben az Arabidopsisban 1évo egyedi
masolatokkal, szelektiv elonyt sugall a génszabalyozasban és a kornyezeti alkalmazkodasban. Példaul
az AGOS alkladba tartozo MEL1 gén csiravonal-specifikus expressziot mutat és phasiRNS-eket kot,

ami funkcionalis specializaciora és az AtAGO9-hez hasonlo lokalizaciora utal.

A miRNS-ek kritikus szerepet jatszanak a novekedés, fejlodés €s stresszvalaszok szabalyozasaban,
céltranszkripcios faktorok és fehérjék expresszidjanak ellendrzésével. A miRNS tutvonal rendkiviil
adaptiv, és tobb szintli szabalyozast foglal magéaban, beleértve a transzkripcids szabalyozast, a szovet-
specifikus expresszidt és a poszt-transzlacids modositasokat. A miR168 ¢és AGO1 kozotti
visszacsatolasi mechanizmus  kiilondsen fontos, mivel az egyensulyhiany fejlodési

rendellenességekhez és a ndvény pusztulasahoz vezethet.
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A tanulmany a miR168 prekurzorok szerkezeti motivumait vizsgalta, és kimutatta, hogy ezek
befolyasoljak az AGOI1-RISC komplexbe valdo beépiilési hatékonysagot. Modositott miR168
prekurzorokkal rendelkez6 transzgenikus vonalakat hasznéltak ezeknek a szerkezeti valtozasoknak a
hatasainak tanulmanyozasara. Megallapitottdk, hogy a miR168 csak kis része épiil be az AGOI1-

RISC-be, mig a tobbség kdtésmentes marad, ami egy szabalyozott beépiilési mechanizmust javasol.

A kutatas az arpa két AGO4 fehérjéjére, a HYAGO4A-ra és a HYAGO4B-re is Osszpontositott,
amelyeket egy Arabidopsis ago4-3 mutansba vezettek be a funkcionalitasuk tanulmanyozasara. Az
arpa AGO4 fehérjék sikeresen helyredllitottdk a célhely expresszidjat és metilacids szintjeit,
tanulmany kimutatta, hogy az arpa AGO4 fehérjék hatékonyan elnyomjak a hdstressz altal aktivalt
transzpozon elemet, az ONSEN-t, ami stresszvalasz szerepet sugall. A tanulmany kiilonbségeket tart
fel az AGO fehérjék 5' végi nukleotidjanak kotddési affinitasaban, ahol a HYAGO4B az AtAGO4-
hez hasonl6 kotddési preferencidkat mutatott, mig a HvAGO4A csak 5' A sSRNS-eket kotott. Az AGO
fehérjék szerkezeti elemzése, kiilonosen a MID és PIWI domének esetében, kulcsfontossagu

meghatarozokat tart fel a kotddési specifitasra, amelyeket in silico 3D fehérje modellek tdmogattak.

Osszefoglalva, ez a kutatas elémozditja az AGO fehérjék szerepének és szabalyozasanak megértését

crer

specializacidjat. Az eredmények értékes betekintést nyujtanak a ndvényi fejlddés, stresszvalaszok és

génszabalyozas molekularis alapjaiba.
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6 KOVETKEZTETESEK ES AJANLASOK

Ez a tanulmany atfogd elemzést nyujt az arpaban taldlhato AGO fehérjékrol, kiemelve szerepiiket a
kis RNS-ek kotésében ¢s az AGO1 homeosztazisaban. A genom szintli azonositas €s expresszios
elemzés révén feltartuk az AGO fehérjék sokféleségét, kiemelve azok evolucios jelentdségét és
fejlodési szakaszokban eltérd expresszids mintazatokat tart fel, kiemelve a miR168 és az AGO1
kozotti kritikus kolcsonhatast a homeosztazis fenntartdsaban. A miR168 duplex szerkezetének
kritikus szerepe van az AGO1-RISC beépiilési hatékonysaganak meghatarozasaban, dinamikus
szabalyozasi mechanizmust biztositva, amely az AGO1 fehérjeszinteket a sejtes ingerekre reagalva
allitja be. Az arpa AGO4 fehérjék vizsgalata feltarta azok atfedd funkcionalitasat és eltérd kis RNS
kotddési tulajdonsagait, bemutatva az AGO4 gén duplikacio evollcids eldnyeit. Ezek a fehérjék
kulcsszerepet jatszanak a transzpozon elemek szabédlyozasaban, hozzajarulva a ndvényi genetikai
szabalyozasi mechanizmusok Osszetettségéhez €s pontossagahoz.

A jovobeni kutatasoknak tovabb kell vizsgalniuk az AGO fehérjék szerepét €s mechanizmusait az
arpaban. A fokuszteriiletek kdzé tartoznak az drpa AGO1 fehérjék specifikus funkeioi, azok kis RNS
specifitasai és szovet-specifikus szerepei. A nagy ateresztoképességli szekvenalas, amely az egyes
AGOI1 fehérjékkel tarsitott kis RNS populaciokat térképezi fel, valamint a CRISPR/Cas9 altal
létrehozott mutansok mélyebb betekintést nyujtananak azok élettani és fejlédési hatédsaiba.
Osszehasonlito vizsgalatok a rizs és Arabidopsis mutansokkal megvilagithatnak az AGO1 konzervalt
és fajspecifikus szerepeit. Ezen tilmenden elengedhetetlen vizsgalni, hogy a miRNS prekurzorok
kiilonbozd régidi hogyan befolydsoljak az AGO1-be vald beépiilés hatékonysdgat. Ez magaban
foglalja a prekurzor struktirdk boncoldsat a hatékony beépiiléshez sziikséges kritikus elemek
azonositasdra és a miRNS prekurzorok, a feldolgozé enzimek és maga az AGO1 kozotti
kolcsonhatasok megértésére.

Az arpa AGO4 fehérjékkel kapcsolatos tovabbi kutatdsoknak tartalmazniuk kell az egyes és kettds
knockoutok létrehozasat azok funkciondlis redundancidjanak ¢és génszabalyozasban betoltott
specifikus szerepének értékelésére. Ezen mutansok fenotipusos jellemzése kiilonb6z6 koriilmények
kozott segit meghatarozni az AGO4 fehérjék egyedi és atfedd funkcidit. Az AGO4 fehérjékkel
tarsitott kis RNS populéciok €s azok célgénjeinek és transzpozon elemeinek vizsgalata, valamint az
ago4 mutansok transzkriptom elemzése feltarja az AGO4 fehérjék altal iranyitott szabalyozo
halozatokat az arpaban.

Ezen teriiletek feltarasa mélyebb megértést nyljt az RNS-csendesitési mechanizmusokrol az arpaban,

¢s hozz4jarul a ndvénytermesztés €s ndvényi biotechnologia fejlédéséhez.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Azonositottunk €s osztalyoztunk 21 feltételezett AGO gént arpaban teljes genom elemzéssel.

Az arpa 6t AGOI1 génjének in silico elemzése kiilonbozé szovetekben és fejlodési

crcr

tarta fel ezen gének kozott.

Kimutattuk, hogy a miRNS duplex szerkezetének modositasa vagy mesterséges prekurzorok

expresszioja megvaltoztathatja a miR168 AGO1-RISC-be valo beépiilési hatékonysagat.

Demonstraltuk, hogy az arpa AGO4 fehérjék atfedd funkcionalitassal rendelkeznek eltérd kis
RNS kotddési tulajdonsagokkal heterolog kiegészités soran.

Megfigyeltik az arpa AGO4 fehérjek eltérd szabalyozasi tulajdonsagait a transzpozon
elemekre, kiilonosen a viszonylag rovid TE-kre, amelyek a kumulativ sRNS bdséget

befolyasoljak.
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