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Génexpresszios valtozasok dsszehasonlito vizsgalata, a tiinetkialakulasban és a
virusfertézésben szerepet jatszo gének azonositasa novényekben

cimi palyazatrol.

A palyazott project célja az volt, hogy egy Osszehasonlitd vizsgalat (microarray hibridizacio)
segitségével azonositson olyan géneket, melyek valtozasa kulcsfontossagu az eltéro tiineteket
okozé virusfertézések sordn bekovetkezd betegségtiinetek kialakitasaban. Korabbi
eredményeink megmutattak, hogy egyes gazdagének expresszidjanak hatékony és tartos
gatlasa (,,shut-off”, mely a géncsendesitéstdl fliggetlen és transzkripcids szinten a sejtmagban
torténik) fontos szerepet jatszik az adott virusra jellemzo tiinetek kialakitdsaban. Ezen
folyamatok mellett virusfertézott novényekben a virus indukdlja a gazdandvény védekezd
rendszerét, a géncsendesités folyamatat. A virusfertdzésben és a tiinet kialakulasban fontos
gének azonositdsakor mi e két f6 folyamatban kulcsszerepet jatszo gének azonositasara
fokuszaltunk.

A palyazat egyik legkdltségigényesebb, de legtobb Uj eredményt igérd része a virusfertdzott
ndvények microarray vizsgalata volt. A palydzat megirasakor még nem allt rendelkezésre
dohédny hibridizaciés microarray chip, de id6kdzben megjelent az AGILENT kindlataban.
Mivel a tiinet kialakulast vizsgdlo megelozé Northern blott kisérleteink, melyben
virusfertdzés soran vizsgaltuk kiilonb6z6 gazdagének expressziojat, dohany ndvényen
torténtek, a microarray hibridizaciét ezen a N.benthamiana chippen végeztem el. A
hibridizaciét harom biologiai ismétlésben végeztik CymRSV, crTMV, TCV ¢és mock
fertdzott novények kivonataival. Eldzetes kisérleteinkbdl tudtuk, hogy dohdny ndvényen a
CymRSV ¢és a crTMV ,,shut-off” jelenséget okoz, mig a TCV nem. A microarray kisérletek is
ezt a megfigyelést tdmasztottdk ald. A kapott adatokat ugy sziirtem, hogy csak a 10x-es
kiilonbséget mutatd akar up, akar down regulalodd géneket vettem szdmba. A CymRSV és
crTMV virusfertdzéseknél 1250, ill. 1259 gén expresszidja csokkent legalabb 10x-esére, és
ebb6l 1212 gén megegyezett, mig a TCV fert6zésekor ilyen mértékben csak 20 gén
expresszidja csokkent. A virusfert6zésre CymRSV esetében 474, crTMV esetében 333 gén
indukalodott legalabb 1 nagysagrenddel, TCV fert6zésre csupan 48. Az expresszios
csokkenést mutatd géneknél visszakerestiik azokat a probakat, amelyek olyan génekre
jellemzdek, melyekkel elézdleg a ,,shut-off” kisérleteinket végeztik (GAPDH, tubulin,
rubisco, aktin, hiszton, klorofilkotd pigmentek) és mindegyiket megtalaltuk a 10x-es
csokkenést mutatd gének kozott. A N.benthamiana genom sajnos még tovabbra is nagyon
rosszul annotalt, igy a valtozast mutatd probak kozott is sok olyan van, melynek funkcioja
elvégezni, Marincs Ferenc kollegam pedig a abban segitett, hogy a valtozast mutaté probakat
csoportosithassam aszerint, hogy milyen folyamatokban résztvevd géneket kodolnak. Ezen
eredményekbdl teljesen kirajzolddott az a kép, hogy a ,,shut-off’-ot mutaté virus novény
kapcsolatokban (CymRSV fert6zott és ctrTMV fertézott N. benthamiana) a nem annotalt
gének valtozasa is teljesen hasonldan és a ,,shut-off’-ot nem mutatdé (TCV fertézott N.
benthamiana) kapcsolattol nagyon kiilonbozéen torténik. Elébbi kapcsolatokban nagyon sok,



a fotoszintézisben ¢€s az anyagcserében fontos, gén expresszidja csokkent. A fotoszintézisben
fontos géneket vizsgalva megallapitottuk, hogy azok par kivételtdl eltekintve a sejtmagban
kodoltak, tehat nem a kloroplasztiszban torténik az expressziod gatlasa. A ,,shut-off’-ot nem
mutatd kapcsolatban azonban nemcsak e gének expresszidjanak csokkenése maradt el, hanem
az ismert stresszgének aktivacidja is. Ezek szerint tehat 1étezik olyan kompatibilis virus
ndvény kapcsolat, melyben a virus alig interferdl a gazdagének expresszidjaval és mégis
képes nagy mennyiségben akkumulalodni.

Kivalasztottam 17 transzkripcids faktort, illetve szabdlyoz6 folyamatokban fontos gént,
melyek nagymértékli valtozadst mutattak és eltéréen reguldlodtak a két kiilonbozo
kapcsolatban. A microarray chippen 60nt hosszisagi probak képviselik az adott gént ¢€s
altalaban egy EST szekvencia van megadva referenciaként. Ezen referenciaszekvenciak
alapjan 11 gén darabjat sikeriilt klonoznom. A meghitsult klénozasok oka feltehetden az,
hogy a szabalyozéd folyamatokban kulcsszerepet jatszo gének expresszids szintje altalaban
alacsony, gyakran alternativ splicinggal regulaltak, igy sok formdban jelen vannak, illetve az,
hogy a N.benthamiana chip esetében is sokszor N.tabacum szekvenciat adtak meg
referenciaként, és ha az oligonukleotidot olyan szakaszra terveztem, ahol a két dohany
szekvencia nem teljesen azonos sikertelen lett a ¢cDNS-rdl irt PCR reakcid. Az alacsony
expresszios szint lehet az oka annak is, hogy nem az Osszes, csak 8 gén esetében sikertilt
Northern blottal a microarray kisérletben tapasztalt valtozast visszaigazolnom. Sajnos
probalkozasaim ellenére sem sikeriilt olyan gén expresszios valtozasat visszaigazolnom,mely
expresszioja TCV fertdzésre emelkedett. Mivel ezen expresszios valtozasok igen drasztikusak
palyazaton kiviil tovabb probdlom darabjaikat klonozni és a valtozasokat Northern blottal
visszaigazolni. Ezen gének: egy bZIP transzkripcios faktor (TCV fert6zéskor expresszioja
800x nd), egy receptor kindz (TCV fertézéskor expresszidja 30x nd), egy DEAD-box helikaz
(TCV fertézéskor expresszidja 600x nd) és egy nukleoszoma Osszeszerelésében fontos fehérje
(TCV fertdzéskor expresszidja 500x nd). Harom olyan gén expresszids szint valtozasat
sikeriilt visszaigazolnom Northern blottal: egy leucin gazdag protein kinaz, egy
transzmembran kindz, illetve egy protodermal faktor, melyek expresszidja a ,,shut-off’-ot
mutatd kapcsolatokban kb 40x csokkent és a ,,shut-off’-ot nem mutaté kapcsolatban nem
valtozott. Tovabbi 4 gén microarray eredményeit igazoltam vissza Northern blottal, melyek a
»shut-off’-ot mutaté kapcsolatban upregulalodtak 20-80x és a ,,shut-off’-ot nem mutato
kapcsolatban nem valtoztak: egy BZL-4 transzkripcids faktor, egy NAP transzkripcids faktor,
egy ZFP19 transzkripcios faktor és egy WRKY transzkripcids faktor. Kiilon kiemelném a
laktat dehidrogenazt, ami nem szabalyozo fehérje, hanem az anyagcserében vesz részt, de a
,,shut-off’-ot mutaté kapcsolatokban kb 300x upregulaciot mutat, mig a TCV fertdzéskor nem
valtozik, és expresszids valtozasat szintén sikeriilt Northern blottal visszaigazolnom. Mivel a
N.benthamiana genom tovabbra sem hozzaférhetd, de kutatasainkhoz elengedhetetlen
fontossagu lenne, az MBK No&vénybiotechnologiai Intézetének csoportjai kdzdsen
finanszirozzak a N.benthamiana RNS szekvenalasat, mely projekt mar folymatban van és
hamarosan befejezddik. Az igy kapott pontos szekvenciak ismeretében koénnyebbé valik a
N.benthamiana gének klonozasa, igy sikeriilhet tovabbi kulcsfontossagu transzkripciods faktor
klonozasa. Osszefoglalasul elmondhatom, hogy a pélyazat célkitiizésének megfelelden
sikerlilt szdmos olyan gént azonositanom és microarray eredményeit Norhern blottal



visszaigazolnom, melyek eltéré expresszidja felelds lehet a virusfertdzés soran jelentkezd
eltéro tiinetkialakitasért. Ezen eredményeinket magyar nyelvii (Novényvédelmi Tudoményos
Napok 2012, MBK Napok 2012), angol nyelvii (Bari szeminarium 2012) eléadasban és angol
nyelvil (Biology of Plants konferencia Cold Spring Habor 2012) poszteren mutattuk be, az
angol nyelvii szakcikk kézirata késziil és a hianyzo kisérletek utan 2013 soran tervezem
publikdlni. Annak vizsgéalata azonban, hogy ezen gének hogyan képesek befolyasolni a
betegségtiineteket, mi ezen folyamatok molekularis mechanizmusa, mar tilmutat e palyazat
keretein.

A ,shut-off” jelenség megléte minden virus-ndvény kapcsolatra egyedileg jellemzo,
el6fordulasa kulcsfontossagli az endogén gének expresszidjara nézve. A palyazat ideje alatt
két szakdolgozé segitette munkamat és védte meg sikeresen diploma dolgozatat. Mindketten a
,shut-off” folyamatokkal foglalkoztak, de kiilonb6z6 kérdéseket vizsgaltak. Maria Lima Rui,
az ELTE bioldgus hallgatdja volt, és arra a kérdésre kereste a valaszt, hogy vajon a ,,shut-off”
kialakuldsakor a CymRSV virus egyes fehérjéi koziil van-e olyan, amely onmagaban is
eldidézi a jelenséget. Azt figyelte meg, hogy ilyen tulajdonsaggal a virus egyik fehérjéje sem
rendelkezik, a shut-off jelenség kivaltasa a virus egészének a jellemzdje. Diplomadolgozatat
2011 januarjaban sikeresen megvédte, azéta az SZBK-ban Kondorosi Eva kutatocsoportjaban
dolgozik. Olah Enikd, a SZIE mezdgazdasagi biotechnoldégus szakanak hallgatdja, azt
vizsgalta meg, hogy a kiilonb6zo VIGS vektorokként alkalmazott virusok a célnovényeiken
eldidézik-e ezt a jelenséget? Ennek a megallapitasnak nagy jelentésége van a VIGS soran
kapott eredmények interpretalasdban, ahol altalaban kvantitativ RT-PCR-rel adjak meg a
VIGS-szel célzott gén expresszidjanak csokkenését, és referenciagénként nagyon sokszor
pont a ,shut-off” jelenség modell génjeit a GAPDH-t, Rubisco-t vagy az aktint, tubulint
hasznaljak. Amennyiben a virus az adott névényben ,,shut-off’-ot idézett eld, ezeket a géneket
erre nem lehet haszndlni. Enikd sikeresen védte meg diplomadolgozatat ,,VIGS vektorok
alkalmazédsanak korlatai endogén gének funkcidjanak megallapitdsakor” cimmel 2012
juniusaban. Kisérletei megmutattak, hogy a N. benthamian-an hasznalt PVX, TMV, TRV a L.
esculentum-on hasznalt PVX, TRV, a bazan hasznalt BSMV VIGS vektorok a jelzett
kapcsolatokban ,,shut-off’-ot okoznak, a VIGS kisérletekben referenciagénként alkalmazott
Rubisco, tubulin, elongacios faktorok mRNS-ének mennyisége nagymértékben lecsokken. gy
ezen esetekben endogén gének vizsgalatakor a VIGS soran kiilonos figyelemmel kell eljarni
nemcsak a vizsgalt gének, hanem a referenciagének kivalasztasakor is. Eniké eredményeit
magyar nyelvli (Novényvédelmi Tudomanyos Napok, 2012) és angol nyelvii ((Biology of
Plants konferencia Cold Spring Habor 2012) poszteren is bemutattuk, az angol nyelvii
szakcikk irdsat néhany kontrol kisérlet elvégzése utan 2013-ban tervezziik kozdsen
elkésziteni, mivel Enikd 2012 szeptemberétdl témavezetésemmel a SZIE Novénytudomanyi
Doktori iskola nappali tagozatos PhD hallgatdja, igy a VIGS vektorral kapcsolatos
kisérleteket az én iranyitdsommal tovabbra is 6 végzi.

A részletes munkaterv bevezetdjében kitértem arra, hogy a novényi géncsendesités fo
végrehajtdo molekulaja az ARGONAUTE] fehérje egy miRNS, a miR168, kontrolja alatt all,
¢s a miR168 koncentracidja a virusfert6zés soran drasztikusan emelkedik. A folyamat
részletes analizise sordn virusfertdzott ndvényekben és tranziens expresszios kisérletekben azt



bizonyitottuk, hogy az AGOl mRNS mennyisége a gazda védekezési reakciojanak
kovetkeztében né meg, mig a megemelkedett miR168 szint a virus ellentimadasanak
kovetkezménye. Mivel a virusfertézés soran nem talaltunk AGOI1 eredetii hasitott terméket
(sem Northern blottal, sem qPCR-rel), mi tobb az AGO1 mRNS szint novekedést mutatott,
mialatt az AGO1 fehérje nem valtozott, vagy csokkent, ugy gondoljuk, hogy a virusfertézés
soran megemelkedett miR168 transzlacidosan gatolja az AGO1 mRNS-t. Kisérleteink soran
kiilonbozé  stratégidkkal (transzlacios gatlasban mutans ndvények, target mimicry
konstrukciok) bizonyitottuk e szabalyzé mechanizmus meglétét, mely kiilonos jelentsége az,
hogy az éaltalanosan elfogadott (bar egyre tobb eredménnyel ellentmondd) nézet szerint a
novényi miRNS-ek elsdsorban a target RNS hasitasaval fejtik ki hatasukat. Mi tobb ezt a
szabalyozast feltehetéleg nem az AGOI1, hanem egy rokon fehérje az AGO10 végzi. A
novények géncsendesités alapu védekezd valaszanak elkeriilésére a virusok kiilonb6zo
szupresszor molekuldkat fejlesztettek ki, melyek ezt a folyamatot mas-mas szinten képesek
gatolni. Modellvirusunk a CymRSYV szupresszora a pl9 fehérje, mely géncsendesitést gatld
mechanizmuséanak alapja az, hogy megkoti a 21nt hosszisagu siRNS duplexeket, igy azok
nem tudnak beépiilni a végrehajté rendszerbe. Tranziens rendszerben vizsgaltuk a p19 hatasat
¢s kimutattuk, hogy a siRNS koto tulajdonsagan kiviil egy masik altalanos folyamatban is
részt vesz, ez az a faktor, ami megemeli az endogén miR168 szintjét, és annak hatdsan
fontossdgat mi sem bizonyitja jobban, minthogy az e témabol irddott kdzleményiink az
EMBO Journalban jelent meg 2010 oktdber végén. A szakcikk megjelenése elott
eredményeinket tudomanyos konferencidkon angol (EMBO workshop, 2011) és magyar
(MBK Napok 2010, Novényvédelmi Tudomanyos napok, 2010) nyelven ismertettiik.

Kiilonb6z6 novényeket, kiilonb6zd virusokkal fertdzve azt tapasztaltuk, hogy a miR168
szintje minden esetben drasztikusan emelkedett. Modellvirusunk, a CymRSV esetében
bebizonyitottuk, hogy a miR168 szint emelkedéséért a virus szupresszora, a pl9 felelds.
Tranziens rendszerben vizsgalva néhany virus szupresszorat ( TEV HcPro, TCV CP, CMV
2b) azt talaltuk, hogy onmagaban a szupresszorok is képesek voltak megemelni a novény
miR168 szintjét. Kutatasaink maésodik évében 0Osszesen 7 kiilonb6zd virus szupresszorat
vizsgaltuk tranziens rendszerben. A szupresszorok expresszidjakor minden esetben miR168
indukcidt tapasztaltunk melyet a novényben talalhatdo AGO1 szint csokkenése kisért, csak a
Poleovirus PO esetében nem, ami azért érdekes, mert a vizsgalt szupresszorok koziil ez az
egyetlen, amely nem tud RNS-t kotni. Ugy tiinik tehat, hogy virusfertézés soran az AGOI
fehérje miR168 indukcion keresztiil torténd deregulalasa a virusok altalanos stratégiaja, mely
fiiggetlen specifikus géncsendesitést gatld funkcidjuktol.

A tovabbiakban azt akartam megvizsgélni, hogy vajon a virusfertdzés kozvetlentil indukalja-e
a miR168 expressziot ¢és ha igen, akkor vajon milyen mechanizmuson keresztiil. Ezen
kisérleteinket kiilonb6z6 virusokkal (crTMV, CMV, TCV) fert6zott Arabidopsis thaliana
novényen végeztiik. Mivel az Arabidopsis genomja ismert és jol annotalt, klénoztuk az
Arabidopsisban kodolt két miR168 miRNS-t kédold prekurzort, igy tudtunk késziteni olyan
radioaktiv probat, mellyel kis RNS Northern blot hibridizalassal a miR168 prekurzora
(miR168a ¢és miR168b) detektalhatd. Ezen kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy



virusfertézéskor nem a miR168 ¢életideje, hanem a prekurzor (rdadasul csak a premiR168a ¢és
a premiR168b nem) expresszidja né meg. Ezt az eredményt tamasztjak ald azon kisérleteink
is, melyekben olyan transzgenikus Arabidopsis ndvények GUS, illetve premiR168
expresszigjat vizsgaltuk kvantitativ RT-PCR reakciokkal, melyekben a GUS elé¢ a miR168a,
illetve a miR168b promotert épitették. Ezen transzgenikus novényeket fertézve az elébb
felsorolt virusokkal a GUS, illetve a premiR168a expresszié ndvekedését eredményezte a
miR168a promotert tartalmazd novényekben, mig a miR168b promotert tartalmazéd
ndvényekben ezt az expresszid novekedést sem a GUS, sem a premiR168b esetében nem
sikeriilt kimutatnunk. A virusfert6zés soran tehat a virusok silencing szupresszorai a miR168
prekurzor expresszids aktivitdsat ndvelik meg. Azt azonban, hogy a szupresszorok ezt az
indukciot milyen molekulédris mechanizmussal érik el, még nem tudjuk. Ezen eredményeinket
Magyarorszdgon a 4th European Conference on Chemistry for Life Sciences (2011),
konferencian angol nyelvii el6adason, és az USA-ban, Cold Spring Harborban tartott ,, The
Biology of Plant” konferencian (2012) poszteren mutattuk be. A kisérleteinket dsszefoglalo
angol nyelvli szakcikk kézirata elkésziilt €s jelenleg elbiralas alatt van, reményeink szerint
2013 soran sikeriil kdzlésre elfogadtatni.

A szupresszor molekulak a géncsendesitést igen valtozatos modon gatoljak, de van egy kozos
tulajdonsaguk, RNS-t tudnak kotni. Mivel nem tudjuk, hogy egy szupresszor hogyan képes
indukdlni a miR168 szintet kisérleteinkben arra kerestik a valaszt, hogy vajon ez a
tulajdonsag 6sszefligg-e az RNS kotod képességiikkel? A kérdés tovabbi vizsgalata érdekében
a CymRSV pl9 kisRNS kotd képességben mutans valtozatait hasznéltuk tranziens
expresszioban, illetve a mutdns szupresszort kifejezd virussal fert6zott novényekben és azt
talaltuk, hogy azon szupresszor is képes a miR168 indukciéra, amely nem tud hatékonyan
kisRNS-t kotni. A pl9 fehérje térszerkezete ismert, ez alapjan lehetett tervezni olyan
mutaciot, mely a siRNS kotést kdzvetleniil érinti. A pl9 azonban a virusban kereteltoldssal a
mozgasért felelds fehérjével egyiitt kodolodik, igy a p19-re tervezett mutaciok aminosavcserét
okozhatnak ebben a fehérjében is, ami egy mozgasaban korlatozott virust eredményez. Ezt a
hatast kivédendd a siRNS kotéstben kulcsfontossagu arginin oldallancokon kiviil még egy
oldallancot kellett elmutalnunk, ami a movement fehérjében visszadllitotta a p19 mutacidk
miatt keletkezett aminosavcserét. Kutatasaink harmadik évében ily modon sikeriilt olyan
mutans pl9 szupresszort eldallitanom, mely nem volt képes kisRNS kotésre, ahogy ezt
gélsziliréses ¢és immunprecipitacids kisérleteink is bizonyitottdk. Ezen mutanssal fertdzve a
novényeket ugyanolyan mértékben indukalodott a miR168 mennyisége, ¢és ezzel
parhuzamosan csokkent az AGO1 fehérje szintje, mint a vad tipusu virus esetében. Ezen
valtozasok ereddjeként a p19 mutans virussal fertézott novények fenotipusa dtmenetet mutat a
p19 hidnyos és a vad tipusu virussal fertézott névények kozott. Ennek oka az, hogy ugyan a
p19 nem tudja megkdtni a virus specifikus siRNS-eket és igy blokkolni a géncsendesités
folyamatat, de a miR168-on keresztiil torténd szabdlyozassal lecsokkenti az ebben a
folyamatban aktiv AGOI1 fehérje szintjét, igy a vart kigyogyulasi fenotipus késdbb, és nem
olyan kifejezetten jelenik meg. Kisérleteink tehat arra utalnak, hogy a pl9-en keresztiil
torténd miR 168 indukcio fiiggetlen a szupresszor kisRNS koto képességétol.



Mindenképpen meg szerettem volna valaszolni azt a kérdést, hogy ez, a szupresszor altal
kozvetetten okozott AGO1 hidny, hogyan jarul hozzd a virusfertézésre jellemzd tiinetek
kialakulasahoz. Mivel a miRNS-ek altal regulalt gének szekvenciaja a N.benthamianaban
nem ismert, a CymRSV virus viszont nem fert6zi az Arabidopsist, ezen kisérleteim soran
crTMV (kereszteseket fert6z6 tobamovirussal) fert6zott Arabidopsis thaliana ndovényeket
vizsgaltam. crTMV fertézott Arabidopsisban, ahol kisérleteinkben igazoltan a virus p122
silencing szupresszor molekuldja felelos a miR168 indukcioért, kimutattuk, hogy a miR168
indukcio ¢és az emiatt keletkez6 AGO1 hiany a fert6zott névényben hossza ideig fennall.
Mivel az AGO1 a miRNS-ek altal torténd szabalyozas kozponti végrehajtdé molekuldja
megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik néhany ismert miRNS célmolekuldjanak mRNS szintje
¢s azt taldltuk, hogy ezen molekuldk mennyisége — feltehetden a szabalyoz6 komplex
mennyiségének csokkenése miatt — megnd. Mivel ezek a célfehérjék sokszor fontos
fejlodésbiologiai szerepet toltenek be, az AGO1 leredukéldsanak kodzvetlen szerepe lehet a
virusfertdzés tlineteinek kialakulasara. Ezen eredményeinket angol (COST konferencia 2012)
¢s magyar nyelvii (Genetika konferencia 2011) eléadasokon mutattuk be. Az eredményeket
Osszefoglald angol nyelvii kézirat szintén elkésziilt, sajnos elfogadtatasa még varat magara. A
biralok javaslata alapjan jelenleg kiegészitésként a mutans pl19 fehérjénk kis RNS kotésre
valo alkalmatlansagat fogjuk bizonyitani in vitro termeltetett mutans fehérje és szintetikus
siRNS duplexek hasznélataval band shift kisérlettel. E kisérletekbdl kapott eredményeink
bizonyitjadk majd, hogy ez a mutdns nem képes kisRNS kotésre, viszont képes miR168
indukciora. Ezen eredményeinket 2013 soran feltétleniil publikdlni szeretnénk. Ahogy
azonban ezt a fentiekben irtam azt nem tudjuk, hogy ha nem a kisRNS k&td képessége miatt,
akkor hogyan képes a p19, és a tobbi viralis silencing szupresszor a miR168 szintet indukalni,
¢s igy az AGOI1 szintet csokkenteni. E kérdés megvalaszoldsara tovabbi kisérleteket
terveziink, de mar nem e palyazat keretein beldl.

A virusfertdzés komplexen befolyasolja a gazdanovény génexpresszios rendszerét. A jovoben
szeretnénk a miR168 indukcio és AGO1 deregulacié folyamatat a tobbi virusfertézés okozta
hatastol fliggetleniil vizsgalni, ezért transzgenikus miR168 termeld Arabidopsis ndvények
eldallitasanak eldkisérleteit kezdtilk meg. Mivel a transzlacidos szabalyozds molekularis
mechanizmusa, valamint az a tényezd, mely eldonti, hogy egy miRNS hasitassal, vagy
transzlaciosan fogja gatolni a target mRNS aktivitasat nem ismert, target hely mutans AGOI,
illetve mutans miRNS-ek haszndlataval tranziens rendszerben szeretnénk ezt a folyamatot
részleteiben megvizsgalni  az daltalunk mar jol ismert miR168 — AGOIl mRNS
vonatkozasaban.

A palydzat lehetdséget biztositott szamomra, hogy kutatdsaim sordn néhany, a
virusfertdzésben ¢és a tiinet kialakulasban fontos gént azonositsak (AGOI1, transzkripcids
faktorok). Ezen gének expressziojanak valtoztatasaval elvileg a tiinetek erdssége modosithato,
igy feltehetden felhaszndlhatéak lesznek uj, virus tolerdns / rezisztens novények
kifejlesztéséhez.

A palyéazat ideje alatt, 2011 janudrjaban jelent meg a Methods in Molecular Biology
konyvsorozatban  egy  kozremilkodésemben — késziilt  konyvfejezet, melyben a



laboratoriumunkban kifejlesztett miRNS detektalas lehetdségét irtuk le in situ hibridizacios
technikakkal, ndvényi metszeteken.



