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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A. tumefaciens: Agrobacterium
tumefaciens

ABA: abszicizinsav

Ampaoo: ampicillin 100 mg/I

BEL5: BELLRINGER 1-like 5
CDF1: CYCLING DOF FACTOR 1
Cefioo: cefotaxim 100 mg/I

CO: CONSTANS

COP1: CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1
CRISPR/Cas9: Clustered Regulatory
Interspaced Short Palindromic
Repeat/CRISPR-associated nuclease 9
DEG: differencialisan expresszalo gén
Des: ‘Désirée’ burgonyafajta

DOF: DNA binding with One Finger
E. coli: Escherichia coli

ELF3: EARLY FLOWERING 3

ET: etilén

FKF1: FLAVIN-BINDING KELCH
REPEAT F-BOX 1 fehérje

FT: FLOWERING LOCUS T

FW: , forward” primer

Gl: GIGANTEA

IAA: indol-ecetsav
IPTG: izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid
JA: jazminsav

Kmzs: kanamicin 25 mg/I

Kmso: kanamicin 50 mg/I

LB: Luria broth medium

INCRNS: hossz nem kodolt (,,Jlong non-
coding”) RNS

LOV domén: Light-Oxygen-Voltage
domén

MS: Murashige-Skoog medium

OD: optical density

PCR: polimeraz lancreakcio

R: ,reverse” primer

rifioo: rifampicin 100 mg/I

RM: rooting medium

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SP6A: SELF PRUNING 6A

TF: transzkripcios faktor

UTR: nem transzlalt régio

X-Gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-
galaktozid



2. BEVEZETES
Napjaink alapvet6 feladata a klimavaltozas, a termdfoldek kimeriilése és a korokozok, kartevok
elleni kiizdelem. Az egyre ndvekvd népesség miatt jelentds problémat jelent az élelmiszerhiany.
Mindemellett elétérbe keriilt az egészséges taplalkozas is. A vitaminokban, 4svanyi anyagokban
gazdag szantofoldi és zoldségndvények egyre jelentdsebb szerepet toltenek be a mindennapi

¢lelmiszerfogyasztasban.

Az egyik legfontosabb termesztett élelmiszerndvény a vilagon, a burgonya (Solanum
tuberosum L.). Kedvez6 taplalkozas-élettani tulajdonsagokkal bir és értékes asvanyi anyagokat,
vitaminokat tartalmaz. A FAO szerint, tobb mint 17 millié hektar volt a burgonya vetéstertilete
2022-ben a vilagon. A burgonya egynyari novény, melyet megvastagodott szarképletéért
(gumojaért) termesztiink. Felhasznalhatosdga sokrétli, az ipari feldolgozasban és az allati
takarmanyozasban is fontos szerepet tolt be. Ezért a gumé fejlddésének kutatdsa, mind
gazdasdgi, mind biologiai szempontbol meghatdrozo feladat. Kétféle burgonya tipust
kiilonboztetiink meg: rovid és hosszu tenyészidejii burgonya fajtakat. A rovid tenyészidej,
koran termd fajtak kevésbé vannak kitéve a sz€lsdséges iddjarasnak és a betegségeknek, és mivel
rovid 1d6 alatt tudnak termést hozni, a korai fajtak gazdasagi szempontbol is elonydsek. Ezért a

burgonyanemesités egyik o célja a koraisdg novelése.

A novények szaporodasi ciklusainak iddpontjat a kornyezeti tényezdk erdsen
befolyasoljak. A termesztett burgonyafajtdk dseinek gumofejlédése fligg a naphossztdl, a rovid
nappalos fényviszonyok serkentik, a hosszii nappalok gatoljak a gumoképzddést. A modern
burgonyafajtdk gumoképzése nem fiigg a naphossztol, de a hémérsékletre valod érzékenységiik
megmaradt. Kedvez6 kornyezeti feltételek mellett a levélbdl szadrmazo floém-mobil jelek inditjak
meg a gumofejlédést, majd ezek eljutnak a foldalatti moédosult szarhoz, a sztéléhoz. A
folyamatban harom f6 szabalyozo elem vesz részt: az SP6A, a BEL5 és a CDF1. A CDFI
(CYCLING DOF FACTOR 1) a DOF transzkripcids faktor csaladba tartozik és az obligat rovid
nappalos S. tuberosum Andigena tajfajtaban a gumofejlédés megindulasanak idépontjat
hatarozza meg. Kisérleteink egy részének célja az volt, hogy megismerjiik a CDF1 szerepét egy

naphossztol fliggetlen gumoézasu kereskedelmi fajtaban, a 'Désirée’-ben.

A gumoképzddés szabalyozasa a burgonyaban hasonld az Arabidopsis viragzas
szabalyozasahoz, amiben a GIGANTEA (GI) is szerepet jatszik a S. tuberosum Andigena-ban. A
Gl az FKF1-gyel alkotott komplex részeként részt vesz a CDF1 megkdtésében és eljuttatisaban a
proteaszomakhoz, ahol is a CDF1 lebomlik. Igy tehat a GI, kozvetett formaban, de részt vesz a
gumokatés idejének meghatarozasaban. Kisérleteink masik célja a GI gumokotésben betoltott

szerepének megismerése volt a 'Désirée' burgonyafajtaban.



3. CELKITUZESEK

Kisérleteink célja a CDF1 és a Gl gének szabalyozasanak és szerepének megismerése Volt egy
naphossztol fiiggetlen gumoképzési, nagy teriileten termesztett, kereskedelmi burgonyafajtaban,

a 'Désirée’ -ben. Ehhez az alabbi részfeladatok elvégzését terveztiik:

e Célzott mutacid létrehozasa a 'Désirée’ CDF1 génjében CRISPR/Cas9 rendszer
segitségével

e A CDF1 mutansok azonositsa PCR-rel és DNS szekvencia analizissel

e Hérom kivalasztott CDF1 mutidns vonal felszaporitdsa, majd fenotipusos ¢&s
gumoképzési jellemzoinek vizsgalata iliveghazi koriilmények kozott a nem

transzformalt 'Désirée' -hez viszonyitva

e A GI gén(ek) azonositasa 'Désirée' -ben

e Insilico predikcié a Gl gén(ek) szabalyozasara és szerepére

e Egy Gl expresszioban gatolt 'Désirée’ vonal levelének transzkriptom elemzése

e Célzott mutacio létrehozasa a 'Désirée’ Gl génje(i)ben CRISPR/Cas9 rendszer
segitségével

¢ A GI mutansok azonositsa PCR-rel és DNS szekvencia analizissel

e A GI mutidns vonalak felszaporitisa, majd fenotipusos ¢€s gumoképzési
jellemzdinek vizsgélata iiveghdzi korilmények kozott a nem transzformalt

'Désirée' -hez viszonyitva



4. TRODALMI ATTEKINTES

4.1. A burgonya eredete és genomja

Europa-szerte és hazankban is, az egyik legfontosabb termesztett ¢lelmiszernovény a burgonya
(Solanum tuberosum L.). A burgonya a Solanaceae csaladba, azon beliil a Solanum nemzetségbe
tartozik. K6zép- €s Dél-Amerikabodl szarmazik az Egyenlitd kornyékérdl, 6shazaja Peru és Chile

(Mat¢ 2010, Radics 1994, Spooner et al. 2007).

A diploid burgonya a vadon ¢éI6 burgonyafajok mintegy 70%-at teszi ki. A kereskedelmi
termelésben azonban az autotetraploid fajtak dominalnak, amelyeket vetégumoval szaporitanak
(Tang et al. 2022). A termesztett burgonyafajtak er6sen heterozigéta, poliszomas tetraploidok
(2n = 4x = 48), tele ismétl6dé részekkel, ami szinte lehetetlenné tette a teljes genom
Osszeallitasat. A burgonya genomszekvencidjat a PGSC (International Potato Genome
Sequeincing Consortium) tette kozé 2011-ben. Teljes genomszekvencia csak az altalunk is
hasznalt és a dolgozatban is szereplé diploid S. tuberosum Phureja (DM1-3) alfajrol van.

Emellett csak egyes régiok génszekvenciai ismertek, mint pl. a keszthelyi White Lady

srcr

4.2. A burgonya jelentosége

A Dburgonya kedvezd taplalkozas-élettani jellemzdékkel bir, konnyen emészthetd és értékes
asvanyi anyagokat tartalmaz. Gazdag keményitoben, aminek mennyisége 14-18% kozott
valtozik, és ami fiigg a fajtatol €s a kornyezeti tényezOktol (Radics 1994). Alacsony, atlagosan
2%-o0s fehérjetartalma van, azonban ezek a fehérjék biologiailag értékesek. Jelentds
vitamintartalommal is bir (200 mg/kg C vitamin, B1-, B2-, K-vitamin, kalcium; Hoffmann 2011,
Radics 1994, https://cipotato.org/).

A vilag élelmiszer-ellatasaban a gyokérgumos €s mas gumds ndvények jelentds részt
képviselnek. A burgonya gazdasagi jelentdségét fokozza, hogy jo alkalmazkoddképessége miatt
szinte mindeniitt termeszthetd (Natarajan et al. 2019, Radics 1994). A vilagon 2022-ben tobb
mint 17 milli6 hektar volt a burgonya vetésteriilete és 210 kg/ha a hozama, mig Magyarorszdgon
2022-ben 8190 hektaron termesztettek burgonyat és 242 kg/ha volt a betakaritott mennyiség
(https://www.fao.org/). A burgonya fogyasztasa hazankban, kedvezd élettani hatasai ellenére,
visszaesett. Az egy foére jutd évi burgonyafogyasztds folyamatosan csokkent az elmult
évtizedekben, mig az 1930-as években atlagosan 130 kg volt, az 1970-es években 70 kg-ra, az
1990-es években 60 kg-ra esett vissza, 2022-ben pedig mar csak 27 kg volt (Radics 1994,
https://www.ksh.hu/).


https://www.fao.org/
https://www.ksh.hu/

4.3. A burgonya novénytani jellemzése

A burgonya egyéves, lagyszari ndvény, amit a foldalatti megvastagodott szarképletéért,
gumojaért termesztiink. A burgonya fold feletti és alatti hajtdsrendszere a gumoén fejlédd
rigyekbdl alakul ki. A szar vastagsaga, alakja és hossza fajtabélyeg, de a kdrnyezeti tényezok
erosen befolyasoljak (Balazs 1994, Maté 2010). A burgonya levelei Osszetettek, paratlanul
szarnyaltak (Hoffmann 2011). A bogernyds viragzat a hajtasrendszer csucsan fejlodik, viragai
kétivaruak, lila vagy fehér szinliek (Radics 1994). A burgonya geofita, ezért kettds szaporodasi
(szexuadlis és vegetativ) stratégiat kovet (Lehretz et al. 2021). A burgonya termése bogyo,
magjait azonban csak nemesitésre hasznaljak (Balazs 1994). A f6ld alatti noduszokbdl jarulékos
gyoOkerek és egy-egy tarackszerii szt6lo képzddik, melyek végén alakulnak ki a gumoék (Maté
2010). A burgonya vegetativ termése a gumo, melynek szine, alakja és sokfajta jellemzdje
fajtahoz kotott tulajdonsag. Spirdlisan helyezkednek el a gumohéjon a riigy-, illetve csirahajtés-
kezdemények. Az eliiltetést kdvetden a gumd csucsi riigyei kezdenek el eldszor hajtani

(Hoffmann 2011, Maté 2010).

4.4. A burgonya élettana és az azt befolyasolé tényezok

Az A szakasz” a csirazas id6szaka, melyben eldszor a cstcsrészen elhelyezkedd ,,szemek”
kozépsd riigyei kezdenek el novekedni és ezzel egy idoben kialakulnak az elsd jarulékos
gyokerek. A csirazas kezdeti novekedési liteme fiigg a talajnedvességtol, a hdmérseklettdl €s a
gumo novekedési erélyétdl. A ,,B szakasz” a szar, a levél és a gyokérzet kifejlddési szakasza. A
burgonya lomb- és gumo-fejlédés idoszaka (85-125 nap) alatt a lombozat és a gyokérzet kozel
azonos aranyban ndvekszik. El6szor megjelennek a levelek, majd a szarhajtasok. Fontos, hogy
ebben a szakaszban kialakuljon az optimalis vegetativ lombtomeg. A kelés utan nagyjabol 2-4
héttel kezdddik meg a gumokotés és ezzel egy idében a bimbodzas is kezdetét veszi (,,Ci
szakasz”). Ez 1d0 alatt fontos a jO viz- és tdpanyag-ellatds, de a tlzott nitrogén-ellatds nagy
mennyiségii lombfejlédéshez vezethet, ami miatt késhet a gumokaotés. A ,,Co szakasz”-ban, a
viragzas fenofazisaban, éri el a burgonya fold feletti hajtasrendszere a maximumat. Ebben a
szakaszban a gumoképzés egyre jobban fokozddik. A gumodk végleges szamanak kialakulasa, bar
fajtatol fiiggden, de altaladban a bimbozas kezdetétdl a viragzas befejezéséig tart. A ,,.D szakasz”-
ban a gumok tovabb novekednek, de ezzel parhuzamosan a szar és a gyokérzet szdrazanyag
tartalma csokkenni kezd. A fajta ndvekedés tipusa €s a tenyészido alatt megtermelt szdrazanyag
mennyisége hatarozza meg a gumok nagysagat. Rovid és hosszli tenyészidejii ndvekedési
tipusok vannak. A rovid tipusnal tipikus a visszafogott lombfejlédés és a gyors, Korai
gumondvekedés, mig a hosszi novekedési tipusnal az erds lombozat és a kés61 gumokotés a
jellemzd. A termés mennyiségét és nagysagat befolydsolja a lombfeliilet, a viz- és a tapanyag-

ellatas, a fényviszonyok, illetve a hdmérséklet. A fotoszintézis optimalis hémérséklete nappal



20-25°C, ¢jszaka 10-12°C. Az erds fény noveli a gumofejlodést, de gatolja a levélfejlodést. A
hémérséklet mellet a megvilagitds hossza is befolydsold tényezd és fajtanként eltéré a
gumokotés megindulasahoz sziikséges nappalhossz. A rovid nappalos fajtdkra a kis levelek a
jellemzodek és a gumokotés gyorsan megindul. A hosszi nappalos fajtdknak sok leveliik van, €s
késon kotnek gumot. A virdgzas és a gumoképzes iddszakaban a burgonya nagyon érzékeny a
hémérséklet alakulasara. Alacsonyabb (féleg éjszakai) hdmérsékleten gyorsabb a gumokotés,
mig a magasabb hdmérsékleten késleltetett. A nappalhossz és a hdmérséklet szerepe lecsokken a
gumokdtés utdn. A burgonya vizigénye magas, fajtatél fliggéen meghaladhatja a 300 mm-t, igy
biztonsaggal csak Ontozés mellett termeszthetd. Az ,,E szakasz” a burgonyaérés (vegetacios
id6szak 60-70. napjatol), ekkor a szar és a levél tobbsége sargulni kezd. Az ,,F szakasz”-ban a
vegetativ szervek elpusztulnak, a gumohéj beparasodik és alkalmassa valik a betakaritasra. A ,,G
szakasz” egy atallasi szakasz a téli tarolasra, majd a végsé ,,H szakasz”, a guméd nyugalmi
szakasza (Hidvégi 2007, Hoffmann 2011, Mété 2010, Radics 1994). A geofitdk 4altalaban
nyugalmi iddszakon mennek keresztiil, hogy tuléljék a hideg vagy aszalyos id6szakot hagymak,

gumok, rizomak forméjaban (Lehretz et al. 2021).

4.5. A gumofejlodés szabalyozasa

A novények szaporodasi ciklusainak idépontjat kornyezeti jelzések hatarozzak meg, mint pl. a
naphossz, a hémérséklet és az elérheté vizmennyiség (Gonzales et al. 2021). A modern
burgonyafajtaknal a gumoésodas naphossz-fliggdségét a haziasitds soran ellensulyoztik, bar a

hémeérsékletre valo érzékenységiik megmaradt (Lehretz et al. 2021).

Optimalis kornyezeti feltételek mellett a burgonya gumofejlédését olyan floém-mobil
jelek szabalyozzdk, amelyek a levélbdl szarmaznak, ezek eljutnak a foldalatti médosult szarhoz,
a sztoldhoz, és ezzel gumokeépzddést idéznek eld. A gumok kialakulasanak kezdetét harom {6
szabalyoz6 elem hatarozza meg: az SP6A (SELF PRUNING 6A), a BEL5 (BELLRINGER 1-
like 5) és a CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) (Banerjee et al. 2006, Hannapel et al. 2017,
Kloosterman et al. 2013, Navarro et al. 2011).

A burgonyagum¢é fejlédésének szabalyozasa hasonlosagot mutat a viragfejlodés
szabalyozasaval. Az Arabidopsis thaliana esetében a viragzast a FLOWERING LOCUS T (FT)
nevll peptid hormon, méas néven ,(florigén” expresszidja és transzportja inditja el. Az FT
ortologjai szabalyozzak a viragzast a kiillonboz6 novényfajokban, pl. a rizsben, paradicsomban és
a burgonyaban is. Az FT-nek azonban a burgonyaban van egy masik homologja is, az SP6A,
vagy mas néven ,,tuberigén”, a gumosodas elinditasaért felelds mobil szignal, ami a virdgzasi
utvonaltdl elkiiloniilve szabalyozodik. Az SP6A expressziojat a naphossz €s a homérséklet

befolyasolja (Kloosterman et al. 2013, Lehretz et al. 2021). Az emelkedett 1€gkori hdmérséklet



eldsegiti a hajtdsok novekedését, a virdgzast, mikozben gatolja a gumok indukcidjat és
novekedését. A gumoésodas megemelt hdmérséklet altali gatlasa parhuzamban all az SP6A

expresszidjanak csokkenésével (Lehretz et al. 2021).
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1. abra: A levélbol szarmazo floém-mobil jelek altali gumoéindukceid szabalyozasa (Zierer et al.
2021 nyoman). ALBA, ALBA-DOMAIN fehérje; BELS, BELLRINGER-1 like 5; BELL11,
BELLRINGER-1 like 11; BEL29, BELLRINGER-1 like 29; CDF1, CYCLING DOF FACTOR
1; CO, CONSTANS; FKF1, FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F- BOX fehérje; FT,
FLOWERING LOCUS T; GA20, GIBBERELLIN 20; GA200x1, GIBBERELLIN 20-oxidaz 1;
GI, GIGANTEA; LD, hosszu nappalos koriilmény; PHYB, PHYTOCHROME B; PHYF,
PHYTOCHROME F; POTH1, POTATO-HOMEOBOX 1; PS, fotoszintézis; PTB1,
POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING PROTEIN 1; PTB6, POLYPYRIMIDINE TRACT-
BINDING PROTEIN 6; RAP1, RELATED TO APETALA2 1; S, szachar6z; SD, rovid nappalos
koriilmény; SES, SUPPRESSING EXPRESSION OF SP6A; SP5G, SELF PRUNING 5G;
SP6A, SELF PRUNING 6A; SPL9, SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE 9; SUT1,
SUCROSE TRANSPORTER 1; SUT4, SUCROSE TRANSPORTER 4; SWEET, SUGARS
WILL EVENTUALLY BE EXPORTED,; Piros négyzettel a kozponti szerepet jatszo gének

vannak kiemelve.

A gumofejlédés szabalyozasanak fontosabb elemeit a rovid nappalos gumoézast S.

tuberosum Andigena tajfajtaval végzett kisérletek alapjan az [. dbra mutatja. Az SP6A



expressziojat negativan szabalyozza a CO, ami transzkripcidsan aktivalja az SP6A antagonista
SP5G-t nem-induktiv, hosszi nappalos koriilmények kozott. Ilyen koriilmények kozott a CO
fehérjét a PHYB ¢és a PHYF stabilizdlja, mig a CO transzkripci6 a CDF1 proteolitikus
lebomlasaval fokozodik, amit az FKF1/GI komplex kozvetit. Rovid nappalos koriilmények
kozott a CDF1 elkeriili az FKF1/GI komplex kozvetitette lebomlést, ezaltal gatolja a CO
expressziot és kozvetetten aktivalja az SP6A-t. Az SP6A transzkriptum abudancidjat a SES Kis-
RNS feliigyeli. Mind az SP6A-t, mind a CDF1-et transzkripcidsan aktivalja a BELS, ami a
POTH1-gyel kolcsonhatasban miikodik. A BELS5 felhalmozodasat a miR172 és a PHYB
szabalyozza. A BEL5, POTH1, BEL11, BEL29 és a miR172 floém-mobil MRNS-ek. A BELS5 és
a POTHI mRNS transzportjat a PTB1/PTB6 és az ALBA RNS-kot6 fehérjék segitik (Zierer et
al. 2021).

A szachar6z a fotoasszimildtumok elsédleges szallitdsi formaja, ami nemcsak
szubsztratként szolgdl a ndvekedéshez és a keményitd termeléshez a fejlédé gumodban, hanem
jelzi a megfeleld forraskapacitast is. Ez a jel a miR156/SPL modulon keresztiil integralhat6 a
fotoperiodikus Utvonalba. Az olyan cukorszallitok, mint a SWEET, SUT1, SUT4 szabélyozzék a
szacharoz elérhetdségét, de ezenkiviil valdszinl, hogy a GA20 mozgasat is aktivaljak. A
promoterek riportergénes vizsgalatai alapjan az ttvonal szamos szerepléjének expresszidja a
széllitorendszerhez kotott. A pontos szubcelluléris lokalizacid és a kisérésejtekhez valo eljutasuk
moddja azonban még nem ismert, amit a szaggatott vonallal kortilvett rész és a kérddjel jelez az 1.

abran a floém parenchima sejtek és a kisérosejtek kozott (Zierer et al. 2021).

4.5.1. CDF1 gén szabalyozasa és miikodése

A burgonya genomjaban a CDF1 (CYCLING DOF FACTORL1) a DOF transzkripcios faktorok
csaladjaba tartozik és a gumofejlédés megindulasanak idOpontjat hatarozza meg. Az S.
kromoszoman talalhat6 és atirasat a BELS szabalyozza (Kloosterman et al. 2013, Kondhare et al.
2019). Kiilonb6zo burgonya genotipusokban harom allélvaltozatat ismerjiik. Ezek a CDF1.1, a
CDF1.2 ¢s a CDF1.3. A CDF1l.1-et késOi érésii burgonyatipusban azonositottdk és harom
konzervalt domént (I, IL, III.) tartalmaz, amelyek a fehérje-fehérje kolcsonhatashoz
sziikségesek. A II. domén részt vesz a Gl fehérjével valdo kolcsonhatdsban. A CDF1.2 ¢és a
CDF1.3 variansokat a korai érésii burgonyatipusban talaltak, melyekbdl hianyzik a III. domén,
ami dontd hatdsu a FKF1 kolcsonhatasban (Kondhare et al. 2019). A III. domén elvesztésének
oka a CDF1.2 esetében egy 7 bazisparos inszercid a 3’ végén, ami korai stophoz vezet. A
eredményez gy, hogy kozben megvaltoztatja az utols6 52 aminosavat (Kloosterman et al.

2013). A CDF1 gén expresszidjaban is szerepet jatszhat a 3’ vég. Kimutattak, hogy a CDF1



transzlacids start helyétdl 3° iranyban, 2400 bazisparral kezdédéen, a CDF1 mRNS-sel ellentétes
szalon atirodik egy 1203 bazispar hosszisagu, FLORE-nak nevezett hosszii nem kodolé RNS
(»,long non-coding” RNS - INCRNS) gén, ami a CDF1 mRNS-sel komplementer, és mint ilyen, a
CDF1 mRNS lebomlésahoz vezethet a géncsendesités mechanizmusa altal. Ez a lebomlas féleg a
szallitoszovetben valdszinti, ahol mind a CDF1 mRNS, mind a komplementer IncRNS jelenlétét
kimutattdk. Bar az is igaz, hogy a két mRNS mennyiségének csucspontja a nap két kiillonbozd
szakara esik, mig a CDF1 mRNS-bdl a sotét periddus végén, addig a FLORE INCRNS-b4l a sotét
periodus elején van a legtobb (Gonzales et al. 2021).

Kimutattak, hogy a levélben atirodo CDF1 stimulalja a gumoképzédést a CO1/2
expressziojanak visszaszoritdsdval, ezaltal novelve a gumoéfejlddés pozitiv szabalyozdjanak, az
SP6A-nak az atirasat (Lehretz et al. 2019, Navarro et al. 2011). A CDF1 kozponti
szabalyozoként miikodik az cirkadian ora jelei (GI és FKF1) és az SP6A mobilizacios jel kdzott
a levélben, hogy szabalyozza a burgonya gumosodasat és a novény életciklusat (Navarro et al.
2011, Kloosterman et al. 2013). Ezen kiviil kimutattdk, hogy a CDF-ek a virdgzast is
szabalyozzak (Sawa et al. 2007, Song et al. 2012). A korai érésii S. tuberosum fajtakban
eloforduld CDF1 allélok elkeriilik a napi ritmus kivaltotta transzlacios ciklust. Azokban a
burgonyafajtdkban, amelyekben a gumoképzodés nem igényel rovid nappalokat, olyan CDF1
allélek expresszalodnak, melyek a C-terminalis régioban modosultak. A cirkadian ritmus
szabalyozza a Gl, az FKF1 és a CDF1 harmas interakcigjat, ami a CDF1 fehérje lebomlasdhoz
vezet. A burgonyaban a CDF1 gén expresszidjanak szabdlyozdsa sokaig ismeretlen volt, de
prométer szekvencidjat elemezve, olyan elemeket taldltak, amelyek alapjan feltételezték, hogy

azt egy transzkripcios faktor, a BELS szabalyozza (Morris et al. 2014, Kondhare et al. 2019).

A BEL5-nek kiilonféle szerepe van. Egyrészt kolcsonhatasba 1ép a POTHI1-gyel (egy
KNOX tipusu transzkripciés faktorral), igy elnyomja a GA20-OXIDAZ 1 transzkripciojat, ami
azt eredményezi, hogy a GA mennyisége csokken és a citokinin szint emelkedik. Masrészt,
vannak (Hannapel 2007, Sharma et al. 2016). A BELS5 és a CDF1 kolcsonhatas vizsgalatahoz
olyan transzgénikus vonalakat hoztak 1étre, amelyek vad tipusu vagy mutalt (hat tandem TGAC
hely torlése) CDF1 promotert tartalmaztak a GUS-hoz (riporter gén) fuzionalva. Ezzel
kimutattdk, hogy a tandem TGAC motivumok révén a BELS koélcsonhatasba 1ép a CDF1
prométerrel, tehat a CDF1 egy, a BELS altal kozvetleniil szabalyozott gén. A CDF1 a levél
ereiben ¢€s a sztolo-gumod atmeneti szakaszban nagyon magas szinten expresszalddik, ami arra
utal, hogy a BEL5-CDF1 modul funkcionalis mind a szt6loban, mind pedig a levélben (Morris et
al. 2014, Kondhare et al. 2019).



4.5.2. GIGANTEA gén szabalyozasa és miikodése

A. thaliana-ban egy ,,szupervitalis” mutanst azonositottak 1962-ben, késon viragzo fenotipussal
¢és 2,5-3-szor hosszabb életciklussal. A mutans 25-sz0r tobb szarazanyagot és nagyjabdl tizszer
tobb magot termelt, mint a vad tipus. Fenotipusa alapjan GIGANTEA-nak (GI) nevezték el
(Rédei 1962). A Gl térképezése soran kideriilt, hogy a gén 14 exonbol all és egy 1173
aminosavbol all6 fehérjét kodol (Brandoli et al. 2020a).

A Gl a ndovényvildgban mindenhol jelen van és feltételezhetd, hogy evolucioja a
szarazfoldi novények eredetével parhuzamosan ment végbe. A Gl egy cirkadian ora altal
szabalyozott gén, aminek pleiotrép funkcidi vannak. Részt vesz szamos folyamatban (2. dbra),
mint példaul a cirkadidn ritmus és a virdgzasi id6 szabalyozasa, hipokotil megnytlas, klorofill
felhalmozddas, vegetativ ndvekedés, fény-, szachar6z- ¢s hormon jeldtvitel, keményitd
felhalmozddas, herbicid-, hideg- ¢és szarazsagtiirés, transzspiracio, miRNS-feldolgozas és

viragillat kibocsatas (Brandoli et al. 2020a, Jose és Banfalvi 2019, Mishra és Panigrahi 2015).

Viragfejlédés
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2. abra: A Gl szerepe az A. thaliana-ban a viragzas szabalyozasban részvevo fehérjékkel és
génekkel (Liu et al. 2024 nyoman). GI, GIGANTEA; FKF1; FLAVIN-BINDING KELCH
REPEAT F- BOX fehérje; CDF, CYCLING DOF FACTOR; CO, CONSTANS; FT,
FLOWERING LOCUS T; miR172, mikroRNS 172; WRKY44, WRKY DOMAIN
CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 44

A Gl egy novényspecifikus nuklearis fehérjét kodold gén, melynek transzkripcios

csucspontja 8-10 oraval hajnal utdn van (Mishra és Panigrahi 2015, Park et al. 1999). A



csucspont idOpontjat, magassagat ¢s idétartamat a naphossz befolyasolja. A Gl expressziojanak
ritmikus mintazata megvaltozik az EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és a LATE EONGATED
HYPCOTYL (LHY) mutansokban, illetve a CIRKADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1)
tultermelé Arabidopsis névényekben (Fowler et al. 1999). A TIME FOR COFFEE (TIC) és a
LIGHT-REGULATED WID1 és WID2 (LWDI1 és LWD2) fehérjék aktivitasa sziikséges a Gl
transzkripcidjanak reggeli elnyomasdhoz (Hall et al. 2003, Wu et al. 2008). A PSEUDO-
RESPONSE REGULATORTS (PRR-ek) szintén részt vesznek a Gl expresszidjanak
szabalyozasaban (Nakamichi et al. 2007, Kawamura et al. 2008). A CCALl a Gl prométeréhez
kotédve elnyomja a Gl expressziojat. A CCA1 motivum szorosan Osszefiigg az tgynevezett
EVENING ELEMENT (EE) elemmel, ami azon gének prométerében talalhatod, amelyek késoi
napszakban expresszalodnak (Lu et al. 2012). Harom EE-t és harom ABA RESPONSE
ELEMENT LIKE (ABREL) clemet azonositottak az Arabidopsis Gl promoterében, és
kimutattdk, hogy hozzéjarulnak a Gl transzkripcid fényindukalhatosdgahoz (Berns et al. 2014).
A Gl transzkripcidjanak éjszakai elnyomasa az ELF3-bol, ELF4-b6l és LUX ARRHYTHMO-
bol allé6 komplexnek tulajdonithato (Helfer et al. 2011, Nusinow et al. 2011). A fény mellett a Gl
expressziojat a hdmérséklet is szabdlyozza, mivel melegebb hdmérséklet felfelé¢, a hidegebb

hémeérséklet lefelé szabalyozza a Gl transzkriptum szintjét (Paltiel et al. 2006).

Yu és munkatarsai (2008) eredményei azt mutatjdk, hogy a CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) és az ELF3 6sszehangoltan szabalyozzak a viragazasi idot
és a cirkadian ritmust azaltal, hogy modulaljik a GI bioldgiai aktivitasat. fgy a COP1-ELF3-GlI
kolcsonhatas €s a GI ezt kovetd gyors éjszakai lebomldsa dontd fontossagi lehet a GI
felhalmozodasanak és cirkadian profiljanak kialakitdsaban. Ily moédon a COPI1 ¢és az ELF3
szabalyozé szerepet jatszanak a virdgzas kedvezd fotoperiddusainak meghatarozasaban azaltal,

hogy megakadélyozzdk a CO-expresszi6 helytelen iddzitését.

A novények novekedését és fejlodését befolyasold egyik legfontosabb kdrnyezeti tényezo
a fény. A novények legalabb harom fotoreceptor rendszert fejlesztettek ki a kdrnyezeti
fényviszonyok hullamhosszdnak, intenzitdsanak és idétartamanak kovetésére. Ide tartoznak a
voros/tavol-vords elnyeld fitokromok, az UV-A/kék fényreceptorok és a még nem azonositott
UV-B receptorok (Huq et al. 2000). A naphossz szezonalis valtozasait a névényi fotoreceptorok
érzékelik, felismerik a fényt és tovabbitjdk a fényjeleket a cirkadan oOra rendszeréhez, igy
hozzajarulnak a novény fejlédésének élettani szabalyozasahoz, pl. a hipokotil megnyulashoz és a
viragzashoz (Kwon et al. 2022, Yu et al. 2008). Az A. thaliana-ban a ZEITLUPE (ZTL),
LIGHT-OXYGEN-VOLTAGE (LOV) KELCH PROTEIN 2 (LKP2) és a FLAVIN-BINDING,
KELCH REPEAT, F BOX (FKF1) szabalyozzak a cirkadidn 6raval és virdgzassal kapcsolatos



fehérjék specifikus lebomlasat a kékfény hatasara. A ZTL, LKP2 és az FKF1 éaltalaban flavin
mononukleotidhoz kotott LOV doménjiikon keresztiil nyelik el a kékfényt. A kékfény jelzo
rendszerben a Gl kozvetleniil kotédik a ZTL, LKP2 és FKF1 fényaktivalt LOV doménjéhez. A
Gl kotédése a ZTL-hez és az LKP2-h6z megakadalyozza a TIMING OF CAB EXPRESSION 1
(TOC1) ¢és a PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 5 (PRR5) lebomlasat, hozzajarulva a
novényi cirkadian ora helyes oszcillaciojahoz, mig a Gl-nek az FKF1-hez vald kotodése eldsegiti
a CDF-ek lebomlasat és a viragzas megindulasat. A Gl expresszié fotoperiodikus oszcillacioi
hozzajarulnak a GI és a ZTL/LKP2/FKF1 kozotti kolesonhatasok 1dozitéséhez (Kwon et al.
2022).

A Gl gén a burgonyéban is jelen van. A burgonyaban a Gl nemcsak a viragzdsban, hanem
a gumoképzés meginditasdban is részt vesz (Kloosterman et al. 2013). Kimutattak, hogy a S.
tuberosum Andigena Gl expresszidjat a levélben a PHYTOCHROME B (PHYB) szabalyozza
(Rutitzky et al. 2009). Morris és munkatarsai (2014) a Neo-Tuberosumban a permissziv
gumokezdemény molekularis alapjat vizsgaltdk az Andigendhoz tortént Osszehasonlitd
elemzéssel és tesztelték a Gl expresszidjat rovid és hosszl nappalos koriilmények kozott. A Gl
mRNS szintjének napi ciklusos ingadozasat mindkét koriilmény kozott, mindkét genotipusban
kimutattdk, azonban a cstcsok mérete sokkal nagyobb volt az Andigenaban, mint a Neo-
Tuberosumban. A naphossztol fliggetleniil a Gl expresszidja 8 6raval hajnal utan érte el a csucsat

mindkét burgonya fajtaban.

4.6. CRISPR/Cas9 rendszeren alapul6 genomszerkesztés

A CRISPR/Cas9 (Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeat/CRISPR-
associated nuclease 9; magyarul: rovid, forditott ismétlodésekkel elhatarolt szekvenciak genomi
régidja/CRISPR-kapcsolt nukleaz 9) rendszerrel végzett genomszerkesztés a legijabb
molekularis biologiai eszkdz, ami célzott mutaciok létrehozasat teszi lehetdvé. A rendszer neve a
prokariotdk genomjaban taldlhaté rovid, részben ismétlddé DNS-szekvencidk egyediilallo
szervezddésére utal. A CRISPR/Cas9 eldszor baktériumokban, majd emldsdkben bizonyult
hatékonynak, de gyorsan adaptaltak a rendszert novényi genomok modositaséra is (Asmamaw és
Zawdie 2021, Jang és Joung 2019, Vellai és Perczel 2020). A CRISPR/Cas9 rendszert sikeresen
alkalmaztak tobb élelmiszerndvényben, koztiik tobb Solanaceae fajban, pl. paradicsomban és
burgonyaban is (Wang et al. 2015, Eck 2018, Yamamoto et al. 2018, Banfalvi et al. 2020).

A CRISPR/Cas9 modszert harom {6 1épésre lehet felosztani. Az elsé 1épés a rendszer
tervezése, felépitése. A masodik 1épésben a létrehozott konstrukciodt be kell juttatni a célsejtekbe.
A harmadik 1épésben az elért hatast kell funkcionalis tesztekkel igazolni (Hudacsek és Gyorffy
2018). A CRISPR ¢s a hozza kapcsolodd Cas9 multidomén-endonukledz fehérje a prokaridtak



adaptiv modszere az immunitdsuk megdrzése céljabol invaziv, idegen DNS molekulak
(plazmidok) és bakteriofag virusok ellen. A Cas-fehérjék funkcidik és szerkezetiik alapjan két
osztalyba sorolhatok. Az I. osztilyba tobb alegységbdl allo effektor komplexszel rendelkezo
rendszerek tartoznak, mig a II. osztalyu rendszerek egyetlen Cas9-et hasznalnak. A II. tipust
rendszer viszonylag egyszerii, biotechnoldgiai célokra konnyebben hasznalhatd és szélesebb
korben alkalmazott. A guideRNS (gRNS) és a Cas9 fehérje a rendszer alapvetd Osszetevoi. Az
elsé Cas9 fehérjét Streptococcus pyogenes-bdl vontak ki, ami egy nagy, 1368 aminosavbdl allo,
tobb doménes DNS-endonukleaz. Ez felelds a cél DNS hasitadsaért (Asmamaw ¢és Zawdie 2021).

REC alegység tracrRNS

HNH
domén

crRNS

Target DNS

5)

5}

Pl domén

NUC alegység

3. dabra: A CRISPR/Cas9 véagasi mechanizmusa. NUC, nukledz lebeny; REC, felismerd lebeny;
crRNS, CRISPR RNS; tracrRNS, trans-activating CRISPR RNS; HNH domén, endonukledz
domén; RuvC domén, endonukleaz domén; PAM, Protospacer Adjacent Motif, protospacer-rel
szomszédos motivum; Pl domén, PAM koélcsonhaté domén (Ishino et al. 2018 nyoman).

A Cas9 REC (recognition) és NUC (nuclease) alegységbdl all (3. abra). A REC alegység
a REC1 és REC2 részbdl tevddik ossze. Ezek feleldsek a gRNS megkdtéséért. A NUC alegység
RuvC, HNH ¢és Pl doménekbdl all. A RuvC és HNH domének a kettdsszala DNS véagasara
alkalmasak, mig a Pl felelds a cél DNS-hez valo kotddésért. A gRNS két részbdl épiil fel: a
CRISPR RNS-bdl (crRNS) és a trans-activating CRISPR RNS-bdl (tracrRNS). A Cas9 fehérje
egy RNS iranyitott DNS endonukledz, ami képes a DNS szekvencia felismerésére és
kettéhasitasara. A crRNS-sel és a tracrRNS-sel ribonukleoprotein komplexet (RNP-et) képez a
Cas9 és a felismert DNS szekvencia mindkét szalat elhasitja. A CrRNS elsé 20 bazisparja
(,,spacer”) felelds a célszekvencia felismeréséért. A spacer Szabadon valtoztathato, az RNP

komplex programozhat6 modon képes a kiilinb6z6 DNS szekvenciakat felismerni, majd



hasitani. A DNS szalon a Protospacer Adjacent Motif-nak (PAM-nak) is jelen kell lennie, hogy a
célszekvencia felismerhetd legyen. Ha @ PAM motivum melletti felismert DNS-sel homolog a
spacer szekvencidja, akkor a fehérje két nukledz (RuvC és HNH) doménjével kettds-szala DNS

torést tud 1étrehozni (Ishino et al. 2018).

A CRISPR/Cas9 genomszerkesztés mechanizmusa altaldban harom 1épésre oszthato:
felismerés, hasitas, javitas. A tervezett single guide RNS (sgRNS) iranyitja a Cas9-et, felismeri a
célszekvenciat a génben az 5’ crRNS komplementer bazisparon keresztiil. A crRNS és a
tractrRNS fuzi6jabol szarmazé RNS molekula a sgRNS, amit azért hozunk 1étre, hogy ne kelljen
egyenként expresszalni a két Osszetevot. A Cas9 fehérje sgRNS hidnyaban inaktiv marad. A
Cas9 kettds szalu toréseket hoz létre, melynek helyét az sgRNS jeloli ki (Asmamaw és Zawdie
2021, Ceasar et al. 2016, Vellai 2020). Egy hdrom bazispar hosszu szekvencia, a PAM talalhato
a cél DNS szakaszon a vagas helyétdl 3 bazisparra, ami a vagas hatékonysagahoz kell. A DNS
duplaszalt toréseket ki kell javitani, kiilonben a sejt elpusztulna. Két lehetséges javitas
valosulhat meg: homoldg rekombinacié (HR) vagy az elvagott DNS végek Osszeragasztasa
(NHEJ: Non-Homologous End-Joining). A HR pontos javitast eredményez, mig a NHEJ
esetében nem mindig pontos a javitas. Ezt azt jelenti, hogy beékel6dhet felesleges nukleotid vagy
kimaradhat néhany, igy inszercids vagy deléciés mutans génvaltozat jon létre (Hsu et al. 2014,

Vellai 2020).



5. ANYAG ES MODSZER
5.1. Anyagok

5.1.1. Burgonyafajta és vonalai

1. tablazat: A kisérletekhez hasznalt burgonyafajta és vonalai

Burgonyafajta Eredet
Solanum tuberosum L. cv. 'Désirée’ | Fritz Lange KG, Bad Schwartau, Germany
aGl.52 Odgerel et al. (2022)

gCDF1 vonalak Jelen dolgozat
eG1.04 vonalak Jelen dolgozat
eGl1.12 vonalak Jelen dolgozat
mG1.04 vonalak Jelen dolgozat
mGl.12 vonalak Jelen dolgozat

mGl.4/12 vonalak Jelen dolgozat

5.1.2. Baktérium torzsek

2. tablazat: A kisérletekhez hasznalt baktérium torzsek

Torzs neve Genotipus Referencia

F— ¢80lacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA

supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl

Escherichia coli DH5a Hanahan (1983)

Agrobacterium tumefaciens Ach5 (RIF R) Ti pAL4404

LBA4404 (strepr) Octopine Hoekema et al. (1983)




5.1.3. Taptalajok

LB, SOB és SOC taptalajokat hasznaltunk az E. coli és YEB taptalajt hasznaltunk az A.
tumerfaciens torzsekkel végzett munkakhoz, amelyeket Sambrook et al. (1989) alapjan
készitettiink és antibiotikumokkal egészitettiink ki. Az Agrobacterium taptalajhoz 100 mg/ml
rifampicint, 25 mg/ml kanamicint, az E. coli taptalajhoz 10 mg/ml vagy 25 mg/ml kanamicint

vagy 100 mg/ml ampicillint adtunk.

A burgonya szovettenyésztését Murashige-Skoog (MS; Murashige és Skoog 1962) ¢s RM
(MS téptalaj vitaminok nélkiil) taptalajokon végeztiik, amelyek 2% (w/v) szachardzt és 0,8%
agart tartalmaztak. A kalluszindukciohoz CIM (MS taptalaj kiegészitve 1,6% gliikdzzal, 5 mg/l
naftil-ecetsavval (NAA), 2,5 mg/ml benzil-amino-purinnal (BAP), 250 mg/ml cefotaximmal és
50 mg/ml kanamicinnel) taptalajt, a hajtasindukciohoz SIM (MS taptalaj kiegészitve 1,6%
gliik6zzal, 1 mg/ml zeatin-riboziddal, 5 mg/ml NAA-val, 0,2 mg/ml gibberellinnel, 250 mg/mi

cefatoximmal és 50 mg/ml kanamicinnel) taptalajt hasznaltunk (Dietze et al. 1995).

5.2. Modszerek

5.2.1. In vitro novénynevelés és novény transzformacio
A burgonyandvényeket in vitro 24°C-os fényszobaban neveltiik, 16/8 ora nappali/éjszakai

2 s fényintenzitds mellett, 40 milliliteres, papirdugdval -ellatott

ciklusban, 75 pmol m’
kémcsovekben vagy 0,5 literes kupakkal lezart bef6ttesiivegekben. A kupakokra egy kis rést
fartunk, amit egy szivacs darabbal tomtiink be a szell6zés biztositasara. Az apikalis hajtassal
rendelkezé ndvényeket 4 hetente uj RM taptalajba helyeztiik és szarszegmensekrdl vegetativ

modon szaporitottuk.

Héarom hétig MS (Murashige és Skoog 1962) taptalajban, beféttesiivegekben nevelt
'"Désirée' (1. tabldzat) burgonyandvények leveleit Dietze et al. (1995) szerint transzformaltuk. A
levélnyél eltavolitasa utan a leveleket levagtuk, bemetszettik a fonaki részén és 30-40 ml
folyékony MS téaptalajt tartalmazd Petri-csészébe tettilk. A transzformacidhoz a konstrukciot
tartalmazo A. tumefaciens (2. tabldazat) térzs szaporitasat 28°C-on végeztilk 10 ml YEB+Kmpys
tapfolyadékban egy éjszakan at torténd razatassal. A logaritmikus fazisban 1év6 tenyészetbdl 2
ml-t kivettiink és Eppendorf csében 8000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk, majd kétszer 2-2 ml
MS tapfolyadékkal mostuk. Utols6d lépésként 1 ml MS tapfolyadékban felszuszpendaltuk a
sejteket, amib6l 100 pl-t adtunk egy-egy Petri-csészényi levélhez. Két nap sotétben és
szobahdmérsékleten tartas utdn CIM taptalajra helyeztiik at a leveleket. Hét nap mualva a CIM
taptalajrol SIM taptalajra raktuk at a leveleket és a hajtasok regeneralodasaig SIM téptalajon
tartottuk. A SIM taptalajt hetente frissre cseréltilk. A hajtasregeneracid utdn a hajtasokat

antibiotikummal (250 ng/ml CI + 50 ng/ml Km) kiegészitett RM téptalajban gyokereztettiik.



5.2.2. Genomi DNS izolalas

A deléciét hordozd mutins novények megtaldlasdra transzformacié utdn 8-12 héttel a
legyokerezett hajtdsokbol Shure et al. (1983) modszere alapjan genomi DNS-t izolaltunk.
Dorzsmozsarban egy in vitro novény 4 levelét folyékony nitrogénben elporitottunk, majd
koriilbeliil 100 mg fagyasztott mintara 500 ul DNS izolalé oldatot (2x izolalé puffer: 0,6 M
NaCl, 0,1 M Tris-Cl pH 7,5, 40 mM EDTA, 4% Sarcosyl, 1% SDS; 10 M urea; 2 M Na>S,0s) és
500 pl fenol-kloroformot mértiink. A mintat 1 perc vortexeléssel homogenizaltuk, majd 6000
rpm-mel, 4°C-on, 10 percig centrifugaltuk. A feliilaszot 0j Eppendorf csObe pipettaztuk €s tjabb
500 pl fenol-kloroformot mértiink ra, majd vortexeltiik és centrifugaltuk (6000 rpm, 4°C, 10
perc). A centrifugalast kdvetden a feliiluszohoz 330 pl izo-propanolt adtunk, dsszeforgattuk és 5
percig szobahémérsékleten allni hagytuk. Kovetkezo 1épésként 13000 rpm-mel 10 percig 4°C-on
centrifugaltuk, majd a csapadékot kétszer 1-1 ml 70%-os etanollal mostuk. Beszaritast kovetéen
a csapadékot visszaoldottuk 100 pl TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0) pufferben és 1 pl
RNase A mastermixben és 37°C-on 30-40 percig inkubaltuk. A DNS kicsapast (-70°C, 1 o6ra)
300 pul 100%-o0s etanollal és 5 pul 4 M natrium-acetattal végeztiikk. A kicsapast kovetden a
csapadékot 70%-0s etanollal kétszer atmostuk, beszaritottuk és 50 pl desztillalt vizben

visszaoldottuk. A DNS-eket —20°C-on taroltuk felhasznalasig.

5.2.3. Polimeraz lancreakciéo (PCR)

A PCR-eket 25 pl végtérfogatban készitettiik, amelyhez 1 ul 200 ng/pl koncentraciojo DNS-t,
0,5-0,5 pl ,,forward” és ,,reverse” primert (50 pg), 0,15 pl DreamTaq DNS polimerazt (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) (0,75 U), 2,5 ul DreamTaq puffert és 0,5 ul ANTP keveréket (5
mM) hasznaltunk. A reakciokat Bio-Rad (Hercules, CA, USA) T100 Thermal Cycler vagy
Kyratec (Queensland, Australia) SC300 SuperCycler Trinity Thermal Cycler késziilékben

végeztiik.

A reakci6 koriilmények a primerek olvadaspontja és a PCR fragmentumok hosszusagatol
fiiggden lettek bedllitva. El@szor 95°C-on 5 percig denaturaltuk, majd a reakcid elegyet 30-34
ciklusban felszaporitottuk. A ciklust el6-denaturacioval kezdtiik (95°C 30 masodperc), majd a
primertapadds kovette, ahol a primerek olvadasi homérsékletétol fliggd homérsékletet
hasznaltunk, hogy a primereket a DNS szalhoz kapcsoljuk. A felszaporitanddé fragmentum
hosszusagatol fliggéen 30-90 masodperc szintézis id6t alkalmaztunk. A lanchosszabitas minden
esetben 72°C-on 1 percig tartott. A DNS szintézist 72°C, 10 perces elongacioval fejeztiik be. A
PCR-fragmentumokat 1 vagy 1,2%-os ctidium-bromidos agar6z gélen futtattuk meg, majd Bio-
Rad (Hercules, CA, USA) Gel Doc™ EZ Imager-ben fényképeztiik le.



5.2.4. Kompetens sejt készités

LB taplemezre egy telepre szélesztett és novesztett E. coli DH5a baktériumtorzsbol (2. tabldzat)
koriilbelil 12 telepet 120 ml SOB folyékony taptalajba oltottunk és 18°C-on 1-1,5 napig 200
rpm-en razatva Inoue et al. (1990) szerint ODeoo=0,6 értékig novesztettilk. De volt, hogy a
sejteket csak ODgoo=0,3 értékig novesztettiik, mivel a DH5a térzsb6l ennél az optikai denzitasnal
lehet a legjobban transzformalhato sejteket nyerni (Tu et al. 2005). A megfelel6 érték elérése
utan a sejteket 10 percig jégre helyeztiik, azutan 10 percig 4°C-on Sorwall GSA rotorban 2500 g-
vel centrifugaltuk. Ezt kdvetden a feliiltiszot eltavolitottuk, majd az csapadékhoz 20 ml TB-t (10
mM PIPES, 55 mM MnClz, 15 mM CaClz, 250 mM KCl) adtunk. Ovatos 6sszekeverés utan 10
percig jégen tartottuk, majd 10 percig 4°C-on Sorwall GSA rotorban 2500 g-vel ujra
centrifugaltuk. A feliilisz6 ismételt eltavolitasa utan 4,65 ml TB-en szuszpendaltuk fel a sejteket,
amihez azutdn 0,35 ml dimetil-szulfoxidot adtunk. Végiil 100 vagy 200 pl-enként Eppendorf
csovekbe osztottuk szét a sejteket és a csdveket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A

kompetens sejteket felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

5.2.5. Klénozas pGEM®-T Easy vektorba

A DNS szekvencidk meghatirozdséhoz a DNS fragmentumokat pGEM®-T Easy vektorba
(Promega, Madison, WI, USA; 2. melléklet) klonoztuk. 10 pl végtérfogat ligalasi elegy a
kovetkezd elemekbdl allt: . verzié: 5 ul 2x Rapid Ligation puffer, 1 ul 50 ng pGEM®-T Easy
vektor, 1 pl 3 Weiss unit T4 DNS ligédz és 3 pl PCR termék; 2. verzio: 5 pl 2x Rapid Ligation
puffer, 1 ul 50 ng pPGEM®-T Easy vektor, 1 pl 3 Weiss unit T4 DNS ligdz és 1 ul PCR termék, 2
ul desztillalt viz. A ligalast 1 6ran at szobahdmérsékleten vagy 4°C-on egy ¢jszakan at végeztik.

A vektorba ligalt DNS-t 5.2.6. fejezet alapjan transzformaltuk.

5.2.6. E. coli transzformacio

A vektorba ligalt DNS-t 100 ul vagy 200 ul E. coli DHS5a kompetens sejthez adtuk, majd 20
percig jégen tartottuk az elegyet. Ezt kdvetéen 45-50 mésodpercig 42°C-on inkubaltuk, majd 2
percig ujra jégre tettiikk. Ezutan 1 ml SOC tapfolyadékot és 20 ul gliikozt (1 M) adtunk hozza. A

baktérium tenyészetet 37°C-os razogépbe tettiik és 200 rpm-mel 1-1,5 orat razattuk.

A pGEM-T® Easy rekombinans plazmidokat kék-fehér szelekcioval szelektaltuk
ampicillinnel (100 mg/ml), X-Gal-lal (20 mg/ml) és IPTG-vel (100 mM) kiegészitett LB
taptalajon. A baktériumokat 37°C-on egy ¢éjszakan at novesztettiik. A fehér telepeket masnap
atoltottuk egy 1) LB+Ampioo+X-Gal+IPTG lemezre és egy ujabb ¢éjszakan at novesztettiik a
37°C-os termosztatban. A feltehetden rekombindns plazmidot hordozo fehér telepekbdl plazmid

DNS-t izolaltunk az 5.2.8 fejezetben leirt modon.



5.2.7. A. tumefaciens transzformacio

A pKSE401 plazmid konstrukciokat Hofgen és Willmitzer (1988) szerint jutattuk be A.
tumefaciens-be. A transzformalashoz 10 ml folyékony YEB taptalajban razattuk a baktériumot
28°C-on egy ¢jszakan at, addig amig ODsao-en nem érte el a 0,6 stirliséget. Ezt kdvetden 2x2 ml-
t 8000 rpm-mel 10 percig centrifugéaltunk, majd a feliiluszot ledntottiik és 1 ml 20 mM CaCle
(0°C-ra hiitott) adtunk hozza. Centrifugéltuk (8000 rpm, 10 perc), a feliiluszot ledntottiik és 40 pl
20 mM CaCl> (jégen hitott) és 4 ul (kb. 1 pg) plazmid DNS-t adtunk hozza. Forgatassal
Ovatosan Osszekevertiik és 5 percig folyékony nitrogénben tartottuk, majd kivettiik és 5 percig
37°C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen 4 ml folyékony YEB taptalajt adtunk hozza és 2-4 orat 28°C-
on razattuk. Ezt kovetéen 8000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk, a feliiluszot leontottiik és 100
ul folyékony YEB-et adtunk hozza, amit azutain YEB+Kmys lemezekre szélesztettiink. A felnott
telepekbdl plazmid DNS-t izolaltunk (5.2.8. fejezet) és PCR (5.2.3. fejezet) segitségével
ellendriztiik 6ket. Az igy kapott Agrobacterium torzsekkel burgonyat transzformaltunk az 5.2.1.

fejezetben leirtak szerint.

5.2.8. Plazmid DNS tisztitas

A transzformacidt kovetden a bakteridlis plazmidok tisztitdsat Sambrook et al. (1989) modszere
alapjan végeztiik. 1 ml LB tapfolyadékban felnovesztett plazmidot tartalmazo E. coli sejteket
eldszor 13000 rpm-mel 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot 6vatosan eltavolitottuk. 100 pl
SOL I (50 mM gliik6z, 25 mM Tris-HCI; pH:8, 10 mM EDTA; pH:8) oldatot adtunk hozz4 és 5
perc szobahdmeérsékleten torténd inkubalds utan 200 pl frissen 6sszemért SOL II (20 pl 10%
SDS, 8 ul 5 M NaOH, 172 ul desztillalt viz) oldatot mértiink r4, amit azonnal dsszekevertiink,
majd 5 percig szobahémérsékleten allni hagytunk. Harmadik 1épésként hozzaadtunk 150 pul SOL
Il (100 ml-ben: 60 ml 5 M kalium-acetat, 11,5 ml jégecet, 28,5 ml desztillalt viz) oldatot,
osszekevertiik és 5 percig jégen tartottuk. Ot perc centrifugalast (4°C, 13000 rpm) kovetden a
feliiluszot egy 0y 1,5 ml-es Eppendorf csdbe mértiik at. Ha egy €jszakéan at ndvesztett, stacioner
fazisban 1év6 baktériumokbol indultunk ki, akkor a feliiliszohoz 400 ul fenol-kloroformot
adtunk, vortexeltiik és ujra centrifugaltuk (5 perc, 4°C, 13000 rpm) majd a feliiliszot Gjra
atpipettaztuk egy Eppendorf cs6be. Logaritmikus fazisban 1év6 baktériumokbdl torténd plazmid
1zolalas esetén ezt a tisztitasi 1épést kihagytuk. Mind a logaritmikus, mind a stacioner fazisban
1év6 baktérium esetén 1 ml 100%-os etanollal csaptuk ki a feliiluszobdl, illetve a vizes fazisbol a
DNS-t. Két perc szobahdémérsékleten torténd inkubalds utan, 5 perc centrifugalas (4°C, 13000
rpm) kovetkezett. A centrifugélast kdvetden, a feliiliszot ledntottiik és a megmaradt csapadékot
kétszer 1-1 ml 70%-os etanollal mostuk. A csapadékot beszaritottuk és 50 ul desztillalt vizben és
2 ul RNase A mastermixben visszaoldottuk. Az RNase A-val tortént RNS emésztést (37°C, 30

perc) kovetden 2,5 pl 4 M natrium-acetattal (pH 5,2) és 150 ul 100%-os etanollal 10 percig jégen



tartva kicsaptuk a plazmid DNS-t. Ezt kovetéen centrifugaltuk (10 perc, 13 000 rpm, 4°C) és a
csapadékot kétszer mostuk 1-1 ml 70%-os alkohollal. A csapadékot beszaritottuk és 30 pl
desztillalt vizben visszaoldottuk. A plazmid DNS-eket —20°C-on taroltuk.

Agrobacterium sejtekbdl a plazmid DNS-t hasonléan tisztitottuk, mint E. coli-bol, csak a
SOL I hozzaadasa el6tt a sejteket 1 ml 0,1 M NaCl-dal atmostuk.

5.2.9. DNS szekvencia analizis
A DNS szekvencidk meghatarozasat a Biomi Kft. (Godoll6) végezte, a szekvencidk olvasasara a

BioEdit programot hasznaltuk.

Az NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ¢és Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programokat hasznaltuk a szekvencidk elemzéséhez.
A kapott szekvencidkat a Potato Genomic Resource Spud DB-ben (http://spuddb.uga.edu/)

talalhato Solanum tuberosum group Phureja DM1-3 v6.1 genomszekvenciajahoz hasonlitottuk.

5.2.10. Gl-promoterek in silico DNS-szekvencia analizise

A 4. (Soltu.DM.04G027760) és 12. (Soltu.DM.12G007510) kromoszéman talalhato két Gl gén
a Potato Genomic Resource Spud DB-bdl (http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/) nyertiik ki,
mig az Arabidopsis thaliana (AT1G22770.1) Gl génjének promoter szekvenciajat a TAIR
(https://www.arabidopsis.org/) webhelyrél toltottik le. A The Plant Regulation Data and
Analysis  Platform-ot  (PlantRegMap)  (http://plantregmap.gao-lab.org/)  hasznaltuk a

transzkripcids faktorok kotéhelyeinek predikcidjara.

5.2.11. TranszKkriptom analizis

Az RNS-t a transzkriptom analizishez Stiekema és munkatarsai (1988) protokollja alapjan izolalt
RNS mintakbol 5-7,5 upug RNS-t a Novogene Company Ltd-be (Cambridge, UK)
(https://www.novogene.com/eu-en/) szallittattunk, ahol mindségi ellenérzést kovetéen az RNS-
eket szekvenald konyvtarak létrehozasara hasznaltak fel. Az egyes levélmintak harom 8-hetes
tiveghdzi koriilmények kozott nétt novényrdl szarmaztak. Harom minta késziilt az antiszensz
modon gatolt aGI52-es ndvényekbdl (1. tablazat) és ugyanennyi a nem transzformalt 'Désirée’
kontrollb6l. A mintdk szekvenaldsa Illumina NovaSeq 6000 platformon tortént. A kapott
adatokat mindségellenérzés utan a S. tuberosum group Phureja DM1-3 v.6.1 referencia genomra

(http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/dm_v6_1_download.shtml) illesztették.

A bioinformatikai elemzést, mint pl. a koexpresszidos Venn diagrammot, a gén ontologiai
(GO) és a ‘Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes’ (KEGG) elemzést szintén a Novogene

cég végezte.


https://www.novogene.com/eu-en/

5.2.12. Génszerkesztésre alkalmas plazmid konstrukciok létrehozasa

5.2.12.1. gCDF1 konstrukcio

A CDF1 gén CRISPR/Cas9 rendszeren alapul6 célzott mutagenezisére a pAGM4723 vektorba
(Weber et al. 2011) épitett gRNS-cket hasznaltuk. A konstrukciokat Dr. Gyula Péter készitette,
l1étrehozasuk részletes leirasa a Karsai-Rektenwald et al. (2023) kozleményben talalhatd. A
kapott rekombinans pAGM4723 plazmidot haromsziilés keresztezéssel Ditta et al. (1980)
modszere szerint atvittilk E. coli-bol A. tumefaciens-be az E. coli (pRK2013) (Figurski et al.
1979) torzset hasznalva helperként. A transzkonjugansok szelekcidojat YEB+Rifioo+Kmzs
lemezen végeztiik. A 28°C-on felndvesztett telepekbdl 3 telepet kivalasztottunk, atoltottuk, majd
folyékony tépoldatban felndvesztettiik ket és plazmid DNS-t izoldltunk beldliikk. A plazmid

DNS-ekben a CDF1 mutageniziséhez sziikséges inzert jelenlétét ECORI emésztéssel ellendriztiik.

5.2.12.2. eGI konstrukciok

A GI1.04 és GI.12 gének CRISPR/Cas9 rendszeren alapulé mutageneziséhez a gének 3’ végéhez
kozeli (,,end”) mutacidok (eGIL.04 és eGIl.12 vonalak) 1étrehozésara alkalmas konstrukcidkat Dr.
Banfalvi Zsofia készitette azonos modszerrel, mint ahogy a kovetkezd részben leirt mGlI

konstrukciok késziiltek.

5.2.12.3. mGI konstrukciok

A GI1.04 és Gl.12 gének CRISPR/Cas9 rendszeren alapulé mutageneziséhez a gének kozépsd
része felé es6 (,,middle”) mutaciok (mGI.04 és mGI.12 vonalak) létrehozasa Xing et al. (2014)
kozleménye alapjan tortént. A gRNS-eket (6. melléklet) a CRISPOR (http://crispor.tefor.net)
program segitségével terveztiik meg. A megszintetizaltatott gRNS oligokat, melyek végiikon a
pCBC-DT1T2 plazmid (4. dbra) néhany bazisat is tartalmaztak, a pCBC-DT1T2 templat DNS
(3. melléklet) hozzaadasaval Xing et al. (2014) szerint PCR-rel felszaporitottuk, Bsal enzimmel
hasitottuk, majd ligaltuk a Bsal emésztett pKSE401 vektorba (4. melléklet) és E. coli-ba

transzformaltuk.

A PCR-hez 50 ul végtérfogathoz 5 pul DreamTaq buffert, 1 ul ANTP keveréket (5 mM),
0,5 ul DreamTaq polimerazt (0,75 U), 1 ul pCBC-DT1T2 vektort, 2-2 ul DT1-BsF és DT2-BsR
primert (50 pg) (6. melléklet), 1-1 pl DT1-FO és DT2-RO primert (50 pg) (6. melléklet) és 36,5 ul

desztillalt vizet hasznaltunk.

A reakcid koriilmények a kovetkezok voltak: 95°C 5 perc denaturalas, majd 34 cikluson
at eldszor 95°C-on 5 perc el6-denaturacid, majd a GI1.04 esetében 65°C-on, a GI.12 esetében

64°C 1 perc szintézis és a ciklus zarasaként mindkét esetben a lanchosszabitas 1 perc 72°C volt.



A DNS szintézist 10 perces 72°C-on tortént elogéacidval fejeztiik be. A PCR sikerességének

bizonyitasara agardz gélelektroforézist végeztiink.

AGATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTAGAGACCAATAAT

Primers:
DT1-BsF: ATATATGGTCTCGATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTT
DT1-FO: TGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
DT2-R0: AACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAATCTCTTAGTCGACTCTAC
DT2-BsR: ATTATTGGTCTCGAAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAA
Template: pCBC-DT1T2
Length: 626-bp
Notes:
1. The 19-nt N in primers represent any 19-nt target sequence (forward primers) or reverse
complement sequence of any 19-nt target sequence (reverse primers) in front of PAM
NGG).
2. (For th)e assembly of two gRNA expression cassettes, use DT1-BsF/DT1-FO/DT2-R0/DT2-BsR

four-primer mixture with DT1-FO/DT2-R0 diluted to 20 times of DT1-BsF or DT2-BsR,
resulting in DT1T2-PCR.

4. abra: A pCBC-DTI1T2 vektor gRNS klonozé részének sematikus rajza és szekvencidja. A
célgénre tervezhet6 gRNS-ek szekvenciajat az ,,N” betiik jelolik. A piros betiik a Bsal enzim
felismerbhelyei (Xing et al. 2014 nyoman).

A maradék 45 pl PCR terméket mindkeét esetben 135 pl 100%-os etanollal és 2,25 ul 4 M
natrium-acetattal (pH 5,2) -20°C-on egy éjszakan at kicsaptuk. Masnap 13 000 rpm-mel 10
percig centrifugaltuk, majd a csapadékot kétszer 1-1 ml 70%-os etanollal mostuk. A csapadékot
beszaritottuk és 21,5 pl desztillalt vizben visszaoldottuk. A PCR fragmentumokat 1 pl Bsal (10
U) (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) enzimmel emésztettiik 25 ul végtérfogatban,



37°C -on, 1 6ran at. Ekozben 5 pl pKSE401 (kb. 1 pg) vektort (4. melléklet) is megemésztettiink
Bsal enzimmel 37°C-on 1 6ran at. Emésztést kovetden 75 pl 100% etanollal és 1,25 pul 4 M
natrium-acetattal (pH 5,2) kicsaptuk (-20°C egy éjszakén 4at) az emésztett termékeket. A
kicsapast kovetden centrifugaltuk (13 000 rpm, 10 perc) és a csapadékot kétszer mostuk 70%-0s
etanollal, majd beszaritottuk. A GI.04-et és GI.12-t 7-7 ul desztillalt vizben oldottuk vissza, az
emésztett pKSE401 vektorhoz 10 pl desztillalt vizet adtunk.

Utolso6 1épéskeént a fragmentumokat Bsal-gyel emésztett pKSE401 vektorba klonoztuk. A
10 ul végtérfogath elegyek a kovetkezd elemekbdl alltak: 1 ul T4 DNS ligaz (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), 1 ul 10x T4 DNS ligaz buffer, 1 pl emésztett pKSE401 vektor, 7 ul
emésztett PCR termék (GI.04 és GI.12 kiilon-kiilon). Az elegyeket 4 Oran at szobahdmérsékleten
tartottuk, majd 200 pl kompetens sejthez (E. coli DH5a) adtuk. A transzformaciot kovetéen a
sejteket LB+Kmys lemezekre szélesztettiik és 37°C-os termosztatba helyeztiikk egy éjszakara. A
feln6tt telepeket masnap egy Gj LB+Kmos lemezekre atoltottuk és egy éjszakan at novesztettiik
ujra 37°C-os termosztatban. Ezt kovetden mindkét konstrukcid 6-6 telepébdl plazmid DNS-t
tisztitottunk.

A plazmid DNS-ben az inzertek jelenlétét a GI.04 esetében a GI104-393-DT1-BsF és
G104-594-DT2-BsR primer parral (6. melléklet), a GL.12 esetében a GI12-591- DT1-BsF és
GI112-799- DT2 BsR primer parral (6. melléklet) ellenériztiik.

5.2.13. Uveghazi novénynevelés és morfologiai vizsgalatok

In vitro koriilmények kozott nétt 5-7 hetes burgonya névényeket mesterséges taptalajbol steril
Tabaksubstrat (Stender GmbH, Schermbeck, Németorszag) foldet tartalmazo cserepekbe (1,2
literes, 14 cm-es) iltettiik és tiiveghazi korilmények kozott neveltik tovabb 20-28°C
homérsekleten. Télen a kornyezeti fényviszonyok mellett mesterséges megvilagitast is
alkalmaztunk 12/12 ¢6ra (nappali/éjszakai) ciklusban. A novények optimalis ndvekedési
feltételeit a novények heti kétszeri ontozésével biztositottuk. A ndvényeket hetente 400 mg/l

Mospilan peszticiddel kezeltiik.

Uveghézi kériilmények kdzott vizsgaltuk a ndvények magassagat, a levelek morfologijat
(alakjat, fejlettségét, hervadasat) és a szar vastagsagat. A vegetacios iddszak elején a fiatal
novények gumoszaméanak megismeréséhez a novényeket kiboritottuk a cserépbdl, majd a
szamolast kovetden visszaliltettiik dket. A vegetacios idOszak végén a gumokat begytijtottik,
majd meghatdroztuk tomegiiket és darabszamukat. A gumodkat sotétben, szobahOmérsékleten

taroltuk, és tarolas soran vizsgaltuk a csirazas idopontjat és mértékét.



5.2.14. Gumohéj antocian tartalmanak meghatarozasa

Toguri et al. (1993) egyszerlisitett médszere alapjan végeztiik az antocidn mérést. Uveghazbol
frissen betakaritott, érett gumok héjat lehtiztuk, majd 1 g gumohéjat 10 ml 1%-0s metanolos
sosavban aztattunk 4°C-on egy ¢jszakan at. Spektrofotometridsan, abszorbancia mérésével (540
nm) hatdroztuk meg az antocian pigmentek klorid formainak kontrollhoz viszonyitott relativ

mennyiségeét.

5.2.15. Statisztikai analizis
Az adatok kozotti szignifikdns kiilonbségek kimutatasahoz a Tukey-probaval kiegészitett
varianciaanalizist (ANOVA) (https://astatsa.com/) alkalmaztuk. A hotérképek elkészitéséhez a

Metaboanalyst 5.0-t (https://www.metaboanalyst.ca) hasznaltuk.


https://www.metaboanalyst.ca/

6. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE
6.1. A CDF1 gén jellemzése burgonyaban
6.1.1. CDF1 'Désirée' mutansok izolalasa és DNS szekvencia szintii jellemzése
A CDF1 gén burgonyaban betoltott szerepének megismerésére CRISPR/Cas9 genomszerkesztés

segitségével CDF1 mutansokat allitottunk el6 'Désirée’ burgonyafajtabol.

A CDF1 a CYCLING DOF FACTOR transzkripcids csaladba tartozik, melynek tagjai sok
esetben nagy hasonlosidgot mutatnak egymassal. Emiatt, hogy az Un. ,,off target” mutaciok

1étrejottét kikiiszoboljik, a CDF1 3’-UTR-ére terveztiikk a gRNS-eket reménykedve abban, hogy

crer

A mutdnsok eldallitasara egy olyan konstrukciot hoztunk 1étre, ami magédban hordozta a
Cas9 fehérje kodjat és a gRNS-ek kodjat (5. melléklet A), majd a konstrukciot 'Désirée’-be
juttattuk ¢€s szelektiv taptalajon regeneraltattuk a transzformansokat. A mutaciok keresésére
el6szor genomi DNS-t izolaltunk a legyokerezett hajtasokbodl és 75 feltételezett mutans novény
genomi DNS-ét teszteltiik CDF1.1 3’ end FW és R primer parral (5. melléklet B) végzett PCR-
rel. Tizenegy olyan mutans novényt taldltunk, amelyekben agar6z gélen is jol lathatd méretii
delécié volt. Az 5. dbra mutatja, mely deléciok alapjan valasztottuk ki azt a harom mutans
vonalat, amiket tovabb teszteltiink. A tovabbiakban gCDF1/1, gCDF1/2 és gCDF1/3 névvel

fogunk rajuk hivatkozni.

5. dabra: A gCDF1 mutansok azonositasa CDF1.1 3’ end FW és CDF1.1 3’ end R primerekkel
végzett PCR-rel. M, marker; 1, 2, 3, kivalasztott mutans vonalak; Des, 'Désirée' kontroll

A 'Désirée' tetraploid burgonyafajta. Olyan mutdns névényt nem tudtunk azonositani,
amelyik null mutans lett volna, vagyis nem kaptunk olyat, amiben mind a négy CDF1 allélban
delécio keletkezett volna. Tobb primert (5. melleklet B) is terveztink a CDF1 3’ kodold

crcr

A deléciok méretének és elhelyezkedésének meghatarozéasara a CDF1.1 3’ end FW és R
primerekkel kapott (5. dbra) PCR fragmentumokat klénoztuk a pPGEM®-T Easy vektorba és a
plazmid DNS PCR fragmentumat megszekvenaltattuk. A kapott szekvenciakat a S. tuberosum
Phureja Spud DB-ben talalhato CDF1 genomszekvenciahoz hasonlitottuk (64 dbra).



A Solanum tuberosum CDF1

X1
5 >3
4485885 4488185
4485544 ATG 2486016 - 4486982 gRNS-

chr05S T

4486023 ATG
4487103 4388495

X2
B coF1 P1 TGA gRNS1 grns2 P2

e

la o R

Wb e )|
e

28

gCDF1

3a e S
o Ml w | .

6. abra: (A) A CDFL1 gén és transzkriptumainak sematikus rajza. Az X1 (XM_006355049.2), X2
(XM_015312183.1) és FLORE (Gonzales et al. 2021) transzkriptumokat a nyilak jelzik. A
szamok a kromoszoman beliili poziciot jeldlik; chr05, V kromoszéma; ATG, transzlacids start
kodon; TGA, transzlacios stop kodon. (B) A deléciok elhelyezkedése és mérete a 'Désirée' CDF1
szekvenciajahoz hasonlitva. A fekete téglalapok jelzik a delécidkat, a vonalak egy-egy bazispar
kiilonbségre utalnak. P1, CDF1.1 3’ end FW primer; P2, CDF1.1 3’ end R primer; gRNSI,
CDF1.1 gRNAL ,,guide” RNS; gRNS2, CDF1.1 gRNA2 ,,guide” RNS

A muténs vonalakban kiilonb6zé méretti és elhelyezkedésii deléciokat kaptunk. Az 6B
dabran a gCDF1 mutans novényekben kapott deléciok pontos elhelyezkedése lathat6. Tobb
mutans vonalban kaptunk egy-egy bazispar kiilonbséget is a Spud DB-ben talalhato S. tuberosum
Phureja CDF1 szekvenciajahoz hasonlitva. A gCDF1/1/a vonalban egy 4 és egy 64 bazisparos, a
gCDF1/1/b-ben egy 64 bazisparos deléciot azonositottunk. A gCDF1/2-ben egy 1, egy 69 és
harom 1 bazisparos deléciot talaltunk. A gCDF1/3/a-ban egy 117 bazisparos, a gCDF1/3/b-ben

egy 2 és egy 47 bazisparos deléciot azonositottunk.

Az eukariota mRNS-ek 3 végének egy része nem forditddik at fehérjévé, de az atiras
hatékonysagaban meghataroz6 szerepe van. A 3’-UTR az AAUAAA szekvencia részlet utan
elhasitodik, ezutan poliadenilalodik (Nyitray és Pal 2013). Feltételeztiik, hogy a CDF1 mRNS
végszerkezetét a gCDF1 mutansokban taldlhatd deléciok megvaltoztattak. Ennek igazolasara a
CentroidFold program (http://rtools.cbrc.jp/centroidfold/) segitségével szamitogépes predikciot
végeztiink. A szadmitogépes elemzés igazolta feltételezésiinket, hogy a CDF1 mRNS

végszekvencidjanak szerkezete nagymértékben kiillonbozik a vadtipusi CDF1 mRNS-ének

crer


http://rtools.cbrc.jp/centroidfold/
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7. abra: A S. tuberosum Phureja és a gCDF1 mutansok CDF1 mRNS-ének feltételezett
masodlagos szerkezete a transzlacids stop kodontdl a poliadenilécios jelig

6.1.2. A CDF1 funkci6 vizsgalata iiveghazi koriilmények kozott

6.1.2.1. In vitro szaporitott novények Kkiiiltetésébél szarmazoé novények jellemzése

Bar a gCDF1 mutansok egyikében sem érte el a delécid a kodold régiot, a gén bonyolult, a 3°-
UTR-en is athalado, FLORE-nak nevezett IncRNS szabalyozé funkcidjat figyelembe véve
(Gonzales et al. 2021 és 64 dbra) kivancsiak voltunk a ndvények fenotipuséra, illetve
gumoképzési tulajdonsagaira. Ezekhez a vizsgalatokhoz a harom gCDF1 mutans vonalbol 12-12
vegetativan szaporitott 4 hetes egyedet iiltettiink ki steril folddel megtdltott cserepekbe, majd
természetes fényviszonyok mellett, iiveghdzi koriilmények kozott neveltiik tovabb a ndvényeket.
Kontrollként nem transzformalt 'Désirée’ novényeket hasznaltunk, amelyekbdl dupla

mennyiséget Ultettiink ki.

A gCDF1 mutansok levélmorfologidja latszodik a vegetacios iddszak elején a 8. dbran.
Az Osszetett levelek fejlodése mind a hdrom gCDF1 mutans ndvény esetében késett a 'Désirée’
kontrollhoz képest (84 dbra). Emellett a gCDF1/1 névények levélerezete vilagosabb is volt, mint
a tobbieké (8B abra).



B gcoFi

8. dbra: Vegetacids iddszak elején a gCDF1 mutans vonalak levélmorfoldgidja a kontroll
'Désirée'-hez viszonyitva (A) és a CDF1/1 levélerezete (B)

Ennek ellenére a vegetacidos iddszak késobbi iddszakaban, a kontroll ndovényekhez

hasonloan, a gCDF1 ndvényeken is Osszetett levelek alakultak ki (9. dbra).

Des

9. dabra: A gCDF1 mutans vonalak levélmorfologiaja a vegetacios idészak kozepén a kontroll
'Désirée'-hez viszonyitva

Mind a harom gCDF1 mutans novény szara vékonyabb volt, szartagjaik is megnyultak a

'Désirée’ kontroll ndvény szartagjaihoz képest (10. dbra).

Des gCDF1

10. dbra: A gCDF1 mutansok szarvastagsaga a vegetacios id6szak kdzepén a 'Désirée'-hez
viszonyitva

A vegetacios idoszak kozepén lemértik a gCDF1 mutans vonalak magassagat. A
gCDF1/1 novények atlagosan 59 + 8,3, a gCDF1/2 novények 53,6 + 10,4, a gCDF1/3 novények
57,6 = 5,8 cm-esek voltak. A kontroll névények atlagos magassaga 60,7 = 7,7 cm volt. A



vegetacios 1doszak kozepén a gCDF1 ndvények és a kontroll ndvények magassaga kozott

szignifikans kiilonbség nem volt (11. abra).
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11. dabra: A gCDF1 mutans vonalak magassaga a vegetacios id6szak kozepén a 'Désirée'-hez
viszonyitva

Egy honapos novények gumodinak megszamoldsaval megbecsiiltik a gumofejlédés
koraisagat. Az atlagos gumoészamok igy alakultak: gCDF1/1 névényeken 1,6 + 0,7, a gCDF1/2
novényeken 0,8 = 0,9, a gCDF1/3 novényeken 0,9 + 0,3, mig a kontroll névényeken 1,3 = 0,7
gumo volt. A mutdnsok gumdszdma nem tért el szignifikdnsan a kontrollétol. Szignifikdnsan

kevesebb gumot csak a gCDF1/1-hez viszonyitva a gCDF1/2 névényeken talaltunk (124 dbra).

A novényeket a szamolast kovetden visszaiiltettiik és tovabb neveltiik iiveghézi
kortilmények kozott, majd a vegetacios iddszak végén ismét megszamoltuk a gumokat. Ekkor a
gCDF1/1 novényeken atlagosan 1,9 = 0,7, a gCDF1/2 ndvényeken 2,3 + 1,0, a gCDF1/3
novényeken 1,2 + 0,4 gumd volt. A kontroll ndvényeken atlagosan 1,6 = 0,7 gumo volt. A
gCDF1/2 novényeken szignifikansan tobb gumoé volt, mint a kontrollon és a gCDF1/3

novényeken, bar ezek kicsi gumok voltak (12B dbra).

A gumohozam megéllapitdsdra a mutans ndvényeken €s a kontroll névényeken fejlodott
gumok tomegét lemértiilk. A gumohozam a kovetkezé képpen alakult: a gCDF1/1 novényeken
atlagosan 29,7 + 3,2, a gCDF1/2 novényeken 18,7 £ 5,5, a gCDF1/3 névényeken 26,6 + 4,05 g
gumd/ndvény volt. A kontroll ndvényeken atlagosan 24,4 + 5,1 g gumd/ndvény volt. A gCDF1/1
gumoéhozama szignifikdnsan magasabb, mig a gCDF1/2 gumoéhozama szignifikansan

alacsonyabb volt, mint a gCDF1/3 és a kontroll ndvényeké (12C abra).
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12. abra: A gCDF1 mutansok gumoészama a gumofejlodés kezdeti stadiuméaban (A) a vegetacios
id6szak végén (B) és gumohozama a vegetacios iddszak végén (C) a 'Désirée'-hez viszonyitva

A 'Désirée’ egy piros héju burgonyafaja. A gCDF1/1 és a gCDF1/3 guméi, bar eltérd
mértékben, de vilagosabbak voltak, mint a kontroll 'Désirée' guméi (134 dbra). A gCDF1/2
gumoéi nem tértek el a kontrollétél. Mivel az antocidnok hatdrozzdk meg a gumok szinét,
megmértik a gumoéhéjak antocidn tartalmat. A mérés megerdsitette, hogy a gCDF1/1 és
gCDF1/3 vonalaknak valoban vildgosabb a héjszine, mint a kontrollé, bar ez a kiilonbség

statisztikailag nem volt szignifikans (13B dabra).
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13. abra: A gCDF1 muténs vonalak gumohéjanak szine (A) és gumohéjanak antocidn tartalma
(B) a 'Désirée'-hez viszonyitva

Csirdk megjelenési ideje
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14. abra: A gCDF1 mutans vonalak csirdinak megjelenési idépontjai a 'Désirée'-hez viszonyitva



A megmért gumokat szobahdmérsékleten, sotétben taroltuk. A betakaritast kovetden az
59. napon jelentek meg eldszor a csirdk. A gCDF1/1 gumdinak 33%-4n, a gCDF1/2 gumoinak
60%-an, a gCDF1/3 gumoinak 50%-4n, mig a kontroll 'Désirée’ gumoinak 44%-an volt csira. A
felszedést kovetd 84. napon a gCDF1/1, a gCDF1/2 és a 'Désirée’ 0sszes gumojan talaltunk
csirat, mig a gCDF1/3 gumdinak csirdzasa elmaradt a tobbi vonalétdl, itt csak a gumok 50%-an
volt csira. A felszedést kovetd 129. napon azonban mar a gCDF1/3-nak is minden gumoja

csirazott (14. dbra).

6.1.2.2. Gumo6rdl szaporitott novények jellemzése

Kivancsiak voltunk arra, hogy a gCDF1 mutdns vonalakbol felszedett és kicsirdzott gumokat
(15. dbra) kiiiltetve iiveghazi koriilmények kozé, milyen fenotipusu és gumoéji ndvényeket
kapunk. Mindegyik gCDF1 vonalbdl 3-3 gumot, mig a kontroll 'Désirée’-bdl 6 gumot iiltettiink

el.

gCDF1/1 gCDF1/2 gCDF1/3

Des

15. dbra: gCDF1 mutans és 'Désirée' kontroll vonalak csirdazott gumoi kitiltetés elott

Megfigyeltiik a kitiltetett gumorol nétt névények hajtasidejét (16. abra). Egy honappal az
tiltetés utan mind a gCDF1/2, mind a kontroll 'Désirée’ sszes gumdjabol kihajtottak a novények.
A gCDF1/1 esetében 3 nappal késObb 2 cserépben volt lathaté novény, majd 12 nappal késdbb
az Osszes cserépben kinéttek a novények. A gCDF1/3 gumokbol jelentek meg legkésébb a
hajtasok, csak 15 nappal az elsd 'Désirée' novények megjelenése utan bujt ki a foldbol az dsszes

noveny.



Hajtasok megjelenési ideje
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16. abra: A gCDF1 muténs vonalak gumoib6l szarmaz6 ndvények megjelenési ideje a 'Désirée'-
hez viszonyitva

Hat héttel a gCDF1 gumok kiiiltetése utan mar latszodtak a mutansok magassagbeli (17A
abra) és levélmorfologiai kiilonbségel (17B dbra) a kontrollhoz képest. A gCDF1/1 és a
gCDF1/3 ndvények alacsonyabbak voltak és fejlodésben is elmaradtak a gCDF1/2 és a kontroll
novényektdl. A vegetacids iddszak elején a gCDF1/1 és a gCDF1/3 novények Osszetett
leveleinek kialakulasa (/7B dbra), az in vitro-bol kitiltetett névényekhez hasonloan, késett. A
gCDF1 mutansok tobb csirabol is hajtast novesztettek, ahogy az a gCDF1/2 esetében a 17A

dabran jol lathat6, mig a kontroll esetében a hajtasfejlodés egy riigybdl tortént.



A gCDFl[ 1 gCDFl[ 2

gCDF1/3 Des

B gCDF1/1 gCDF1/2 gCDF1/3

17. dbra: A gumordl kiiiltetett gCDF1 mutans vonalak magassaga (A) és levélmorfologiaja (B) a
'Désirée’-hez viszonyitva a vegetacios idészak elején

A gCDF1 gumordl liltetett novények esetében a vegetacids idészakban tobb novényen is
megjelentek viragbimbok (18. dbra), bar ezek nem nyiltak ki (lehet, hogy egy fert6zés vagy
rovarkar miatt). Kivételt képezett a gCDF1/1 muténs vonal, melyen nem jelentek meg bimbodk a

vegetacios iddszakban.



gCDF1/1 gCDF1/2 gCDF1/3

18. dbra: A gumordl tltetett gCDF1 mutans vonalakon megjelent bimbok mérete és fejlettsége a
’Désirée’-hez viszonyitva

A vegetacios id6szak végén a gumokat felszedtiik (194 dabra), majd lemértiik 6ket, hogy
megallapitsuk van-e eltérés az in vitro-bol kiiiltetett ndvények és a gumordl kitiltetett novények
gumohozama kozott. A gCDF1/1 novényeken atlagosan 20,4 + 0,4, a gCDF1/2 novényeken 22,9
+ 2,8 a gCDF1/3 névényeken 17,1 £ 2,7 g/novény volt a gumdéhozam. A kontroll novények
atlagos gumohozama 29,1 + 7,3 g/ndvény volt. A gCDF1/1 és gCDF1/2 gumoéhozama nem tért el
szignifikdnsan a kontroll ndvények atlagos gumohozamatol, mig a gCDF1/3 ndvényeké
szignifikansan alacsonyabb volt a 'Désirée’ gumohozamanal (198 dbra). A gCDF1/1 mutansok

esetében a gumok alakja hosszukasabb, vékonyabb volt, mint a kontroll gumoké (194 abra).

Az in vitro-bol kiiiltetett novényekhez képest a gCDF1/1 és gCDF1/3 gumoéhozama
alacsonyabb volt, mig a gCDF1/2 gumo6hozama kis mértékben ndvekedett.
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19. dbra: A gumo6rdl iltetett gCDF1 mutans vonalak gumoi (A) és gumohozama (B) a 'Désirée'-
hez viszonyitva

6.1.3. A gCDF1 mutans novényekkel kapott eredmények megvitatasa

A CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazasa célzott mutagenezisre mara mar széles korben elterjedté
valt. Hofvander és munkatarsai (2022), de a mi kutatocsoportunk is (Banfalvi et al. 2020),
sikerrel alkalmazta ezt a technikat a burgonydban. A CDF1 mutansok eldallitasakor is
hatékonynak bizonyult a CRISPR/Cas9 rendszer, mivel 15%-os gyakorisaggal kaptunk 49-117
bp hosszusagi deléciokat hordozé mutans vonalakat. Harom kiilonb6z6 méretii €s
elhelyezkedésii delécios mutanst (gCDF1/1, gCDF1/2, gCDF1/3) valasztottunk ki a részletes
vizsgélatokhoz, melyekben egy, illetve két nagy méreti deléciot talaltunk, de nem kizart, hogy
tovabbi kisebb mutaciok is jelen vannak ezekben a mutansokban, melyeket még nem sikeriilt

azonositanunk.

Az in vitro-bol, de a gumokbdl fejlédott gCDF1/1 és gCDF1/3 mutansokban is késett az
Osszetett levelek kialakulasa €s az in vitro-bol kiiiltetett novények szara is vékonyabb, szartagjaik
pedig megnyultabbak voltak a kontroll 'Désirée' novényekénél. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy
a 'Désirée'-ben a CDF1 szerepet jatszik a hajtasfejlodésben. Eddigi publikaciok alapjan az volt
ismert, hogy a CDF1 a burgonyaban részt vesz a gumofejlédés meginditasaban és gyengiti a
szarazsagtiirést (Kloosterman et al. 2013. Gonzales et al. 2021), mig mas ndvényfajokban mar
szamos mas folyamattal is kapcsolatba hoztak, mint pl. a fényre adott reakcié vagy a viragzas
ideje (Renau-Morata et al. 2020). Kisérleti eredményeink azt mutattak, hogy a gumoéfejlédésen

kiviil a CDF1-nek mas szerepe is lehet a burgonyaban, mégpedig a hajtasfejlodés befolyasolésa.



Mindharom CDF1 mutans vonalban eltéré gumofejlodési és a gCDF1/1-ben eltérd
gumomorfologiai jellemzoket kaptunk. Mig az in vitro-bol kitiltetett novények esetében az egyik
mutans vonalnak kisebb, addig a masiknak nagyobb volt a guméhozama, mint a kontrollé. A
gumok csirazasa is eltéréen alakult a harom mutansban. fgy nem lehetiink benne biztosak, hogy
a CDF1 szerepet jatszik a gumofejlodésben a 'Désirée' burgonyafajtaban. A harom mutansvonal
eltéré gumofejlodését és csirdzasat magyarazhatjuk olyan CDF1 mutaciokkal, amiket még nem
sikeriilt azonositanunk, de nem zarhatjuk ki az an. ,,off target” mutacidkat sem. Emellett, mivel a
harom mutans koziil egyik sem null mutans, benniik a Cas9 sejtszinten folyamatosan képes tjabb
mutaciokat generalni, amiket bar PCR-rel nem tudunk azonositani, de a gumofejlodésre €s

csirazasra hatassal lehetnek.

crer

valtozast okozott. Az mRNS-ek 3’ nem-transzlalédd régidinak szerepe lehet az mRNS
stabilitdsaban ¢€s transzportjadban. Kotddhetnek hozzajuk mikroRNS-ek, fehérjék, amik
befolyasolhatjdk a transzlacié hatékonysagat (Nyitra és Pal 2013). A gCDF1 mutansokban a
deléciok kiviil esnek a poliadenilacids jelen, de a mutacidk, a szadmitogépes predikcid szerint,
jelentds valtozast okoztak a CDF1 mRNS 3’ végének szerkezetében. Elképzelhetd, hogy ez a
valtozas megakadalyozza a szabalyoz6 fehérjek kotddeését ¢€s csokkenti a transzlacid
hatékonysagat. A FLORE szabalyozd IncRNS-t is lerdviditették a deléciok, aminek szintén
szerepe lehet a fenotipusos valtozasokban, viszont ennek a mechanizmusa jelenleg még nem

ismert.

6.2. Gl gének azonositiasa burgonyaban

A burgonyaban a Gl gének azonositasahoz az NCBI Blast segitségével az Arabidopsis thaliana
Gl (AtGl) NM 102124 homologjat kerestiik meg. Két olyan transzkriptum varianst talaltunk,
melyek 71,8-72,9%-ban azonosak voltak az AtGl-vel. Az egyik a 4. kromoszoman
(XM_006358978.2), a masik a 12. kromoszoman helyezkedett el (XM_006361554.2), igy a 4.
kromoszoman 1évot GI.04-nek, a 12. kromoszéman talalhatét Gl.12-nek neveztiik el. A két

valtozat kodolo régidja 83,7%-o0s azonossagot mutatott (7. melléklet).

A Solanum tuberosum Phureja Spud DB-ben kikerestiik a két Gl varians promoter
szekvenciajat. A két promoter szekvenciat az NCBI BLAST alapértelmezett beéllitasaval
Osszehasonlitottuk egymassal €s az AtGl promoterével. Nem talaltunk szignifikans hasonlosagot

sem a két burgonya Gl promotere, sem az AtGl és a burgonya Gl promoterek kozott.



6.2.1. A G1.04 promoter elemzése

izolaltunk és primereket terveztiink a S. tuberosum Phureja 4. kromoszoémajan 1évé Gl promoter
szekvencidja alapjan. Két primer part terveztiink (StGI1.04 -816 FW ¢és StGI1.04 +65 R, StG1.04 -
2601 FW és StGI1.04 -816R; 5. melléklet D) a feltételezett 3 kb-0S promoter régiora, hogy azutan
azt két darabban klénozzuk és szekvenaltassuk. A szekvenalds eredménye alapjan a 'Désirée’
Gl1.04 promotere, néhany bazispar eltéréssel, megegyezett a Phureja GI.04 génjének

promoterével (8. melléklet).

A PlantRegMap program segitségével elemeztilk a burgonya Gl.04 promoterének
szekvenciajat, hogy megtalaljuk a transzkripciés faktorok (TF-0k) kotohelyeit. A PlantRegMap
73 kotOhelyet prediktalt a G1.04 promoéterben, amihez 14 csaladba tartozo 45 TF kotddhet. A
csaladok a kovetkezOk: B3, BBR-BPC, bZIP, C2H2, Dof, ERF, GATA, HB-other, M-
type MADS, MIKC MADS, MYB, MYB related, TCP és Trihelix.

A TF kotohelyek elhelyezkedése €s azok a bioldgiai folyamatok, amikben részt vesznek,
a 20. dbran lathatok. A GI1.04 promoterben az ABA-hoz, a cirkadian oOrahoz és a
viragfejlodéshez kapcsolodé TF kotShelyeket azonositottunk. Emellett talaltunk olyan
kotéhelyeket is, amiket a sostresszre, ET-re, IAA-ra vagy JA-ra reagalé TF-ok ismernek fel.

Ezek a helyek koriilbeliil -2,0 kb-ra voltak a GI.04 transzlacios startkodonjatol.
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cirkadian ora és zolddel pedig a viragfejlédéshez kapcsolodo transzkripcids faktorok vannak
kiemelve. A, auxinra adott valasz; A, auxin-aktivalt jelatviteli itvonal; Az az auxin
bioszintetikus folyamatanak szabalyozasa; ABA1, abszicizinsavra adott valasz; ABA.,
abszicizinsav-aktivalt jelatviteli itvonal; ABAg3, sejtvalasz az abszcizinsav ingerre; C, hidegre



adott valasz; CB, a masodlagos sejtfal biogenezisének szabalyozasa; CC, a sejtciklus pozitiv
szabalyozasa; CD, sejt differencialodas; Cd, kadmium-ionra adott valasz; CF, sejtsors
specifikacio; Ch, kitinre adott valasz; CR1, cirkadian ritmus; CR2, génexpresszi6 cirkadian
szabalyozasa; CRs, cirkadian ritmus pozitiv szabalyozasa; CW, sejtfal modositasa; DS,
vizhianyra adott valasz; E, etilénre adott valasz; F, fagyra adott sejtvalasz; FD1, a viragfejlodés
pozitiv szabalyozasa; FD,, fotoperiodikus viragzas; FDs, pollenérés; FD4, a virag merisztéma
azonossaganak fenntartasa; FDs, szirom morfogenezis; FR, voros vagy tavoli voros fény
jelatvivo ttvonal; GAy, gibberellinre adott valasz; GA», gibberellinsav altal kozvetitett jelatviteli
utvonal; Gluy, gliikkoz altal kozvetitett jelatviteli Gtvonal; Gluy, sejtvalasz gliikkozra; H,
héstresszre adott sejtvalasz; HP, a hidrogén-peroxid anyagcsere folyamatanak szabalyozasa; JA,
jazminsavra adott valasz; LB, lignin bioszintézis; LD, levélfejlédés; OB, szervhatar
meghatarozasa az oldalso6 szervek és a merisztéma kozott; PMs, fotomorfogenezis; PMo, a
fotomorfogenezis szabalyozasa; PO, pollenfejlédés; RD, gyokérfejlédés; SA, szalicilsavra adott
valasz; SD, magfejlédés; SG1, magok csirazasa; SG», a mag csirazasanak negativ szabalyozasa;
SS, sostresszre adott valasz; Suc, szachar6z indukalta transzlacios represszid; UV, UV-B-re adott
valasz; XDj, xilém és floém mintazat kialakulasa, xilém kialakuldsa; XDz, floém vagy xilém
hisztogenezis. Az iires korok ismeretlen funkcioji TF-okat jelolnek.

Annak megallapitasara, hogy a burgonya G1.04 génjének szabéalyozésa mennyire hasonlo
az Arabidopsis Gl génjéhez, az Arabidopsis Gl génjének -3,0 kb-os szekvencigjaban is
azonositottuk a PlantRegMap segitségével a TF kotohelyeket és Osszehasonlitottuk a 'Désirée’
GI1.04 promoterben talalt kotohelyekkel. A program 160 kotohelyet josolt 106 TF szamara az
kotdhelyeket is felismert. Az AtGl és a GI.04 prométerekhez kapcesolodd osszes TF csalad
azonos volt (21. dbra). Bar az NCBI BLAST 0&sszehasonlitasa alapjan az AtGl és a GI.04
prométer szekvencidk Osszességében nem mutattak szignifikdns homoldgiat, de hasonlo

biologiai folyamatokat szabalyoz6 TF kotShelyeket tartalmaztak.

Az AtGI promoterben harom kiilonbozd, olyan TF csalad (MYB-related, GATA és bZIP)
tagjai altal felismerhetd kotOhelyet taldltunk, amelyek részt vesznek a cirkadian ritmus
szabalyozasaban. A MYB-hez tartoz6 TF-ok a LHY1, a REVI1 és/vagy a REVS voltak. Az
LHY1-nek két kotdhelye is volt, amelyek koriilbeliil -1,2 és -1,4 kb-ra helyezkedtek el a
startkodont6l. A GATA TF-t GATA25-ként, a bZIP TF-t HY5-ként azonositottuk. Az AtGl
promoéterben cirkadian ritmushoz kapcsolodo TF  kotéhelyeket a GI1.04 promoterben is
megtalaltuk, viszont a Gl.04-ben ez -0,5 kb-sal tavolabb helyezkedett el a transzkripcio
kezddhelyétdl, mint az AtGl-ben, és minden TF-nak csak egyetlen kotohelye volt (21. abra).

Az AtGl részt vesz a viragzasi id6 szabalyozasaban (Rédei 1962). Viragfejlodést
befolyasoldo TF kotohelyeket talaltunk az AtGl promoterben. Ezek a CDF5, TSO1, SOC1-like
(AGL20-like) és a LHY1 kotéhelyei voltak. A burgonya G1.04 promoterben a viragzashoz



kapcsolodoan a SOCI1-like (Lee et al. 2000), MYB17, REV8 (Singh ¢s Mas 2018) és a CMBI-

like kotohelyeit talaltuk meg.

A rovid nappalos gumozasu burgonyaban a Gl nemcsak a virdgzasi idot, hanem a gumoék
kezdeti fejlodését is kozvetetten szabalyozza (Kloosterman et al. 2013). A gumoézassal
kapcsolatba hozhatéo POTH20 (KNOXT1) kotohelyet a G1.04-ben -2,0 és -2,5 kb-nal talaltuk meg,

mig az AtGI promoterében ilyen kotéhely nem volt.

Az AtGl prométer -1,8 kb szakaszatol 5° irdnyban mar alig taldltunk hasonlo

motivumokat az Arabidopsis és burgonya kozott.
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21. abra: Az Arabidopsis és a 'Désirée' G1.04 promoteréhez egyarant kotddo transzkripcios
faktorok elhelyezkedésének sematikus rajza. A cirkadian ritmushoz, a viragfejlédéshez és az
ABA-ra adott valaszhoz kapcsol6do TF-0k neve piros, zold és kék szinnel van kiemelve. BPC1,
BASIC PENTACYSTEINE 1, DOF36, DNA BINDING WITH ONE FINGER 36; SOC1,
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1; ABI5-like5, ABA-INSENSITIVE
5-LIKE 5; ABI5, ABA-INSENSITIVE 5; GBF1, G-BOX BINDING FACTOR 1; GBF3, G-
BOX BINDING FACTOR 3; BZP16, BASIC LEUCINE-ZIPPER 16; ABI5-like2, ABA-
INSENSITIVE 5-LIKE2; HY5, LONG HYPOCOTYL 5; BZP11, BASIC LEUCINE-ZIPPER
11; BZP44, BASIC LEUCINE-ZIPPER 44; BZP43, BASIC LEUCINE-ZIPPER 43; REV1,
REVERSIONLESS 1; REV6, REVERSIONLESS 6; REV8, REVERSIONLESS 8; DRE2D,
DROUGHT-RESPONSIVE ELEMENT 2D; BZP12, BASIC LEUCINE-ZIPPER 12; BPC6,
BASIC PENTACYSTEINE 6; DOF34, DNA BINDING WITH ONE FINGER 34; MYB96,
MYELOBLASTOSIS 96; DOF51, DNA BINDING WITH ONE FINGER 51

6.2.2. Cisz szabalyzo6 elemek a G1.04 promoéterben

A PlantRegMap altal a burgonya GI.04 gén promoéterében azonositott Cisz szabalyzod elemeket
(cis-acting regulatory elements, CARES; 22. dbra) 6t f6 kategoriaba soroltuk be: cirkadian
ritmus szabalyozas, novényfejlodés, viragfejlédés, stressz- és hormonvalaszok és ismeretlen

biologiai folyamatokban résztvevd TF-ok kotdhelyei. A G1.04 promoterében azonositottunk egy



EVENING ELEMENT (EE) motivumot, aminek konszenzus szekvencidja az AAAATATCT
(Harmer et al. 2000) -2051 bp-nal kezdddik, és amihez a cirkadian szabalyozassal kapcsolatos
REV1 és/vagy a REV8 kotddni tud. A REVS részt vesz még a viragfejlodés szabalyozasaban
(Gray et al. 2017) és az ABA-ra adott valasz szabalyozasaban is (Tian et al. 2019,
PlantRegMap). A GI1.04 promoter negativ szalan GATATTT (GATA-box; Zhou et al. 2008)
konszenzus szekvenciaval rendelkez6 CARE-t is talaltunk. De a GI.04 prométerben megjelent az
M-type MADS-box TF, a SOC1-like, jellegzetes TTTTTTTTTTTTTTTTT motivuma (Tian et
al. 2019; PlantRepMap), valamint az ABA-responsive ABI TF kotohelye, az ACGTG (Choi et
al. 2000) is. A POTH20 CARE-je megtalalhato volt -1988 bp-nal és -2478 bp-nal kezdédden. A
PlantRegMap alapjan a GI.04 promoterben megtatlalhatdo a Berns és munkatarsai (2014) altal
ABA RESPONSE ELEMENT-ként (ABREL-ként) definialt CACGT motivum -1425 bp-nal,
-2034 bp-nal és -2303 bp-nal, ami azért fontos, mert az EE elemekkel egyiitt er6s diurnalis

szabalyozast biztosithat a G1.04 atirasanak.

-2627...AAAAAAGGAACAGTHIGTTGGTEGGI'GTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGG

AATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATTAAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAA

e 3
TAGATATTTGGAGAAGACAATGCTHEGCGCGCTUGCGGGACGGGGT, GGC%TGmm‘Hm@

E?PATAAAAAAAATATTATTGGGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGT. ..-2070
ATGGCCATTAAGTGCCTAAGAAAAATATCTFAAFGCCACGT}rGCAAATCTGAAGGAAGAGG
GAGAGCTCAGCTMAGATC%FT CACATTCATTTCTTT. . . -830
TTAAGCTAAAGCCTGTAGCTACAATGGTGGCTCCGCATETATATTAGGRACCCCT. . . ~768
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22. dabra: A G1.04 prométerében talalhato CARE-ek. REV1, REVERSIONLESS 1; REVS,
REVERSIONLESS 8; HY5, LONG HYPOCOTYL 5; GATA1-like, GATATTT motivumot
felismerd TF; SOC1-like, SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1-like;
MYB17, MYB domén ismétlédést hordoz6 TF 17; CMBI1-like, CYTOSINE MISMATCH
BINDING-like 1; GBF3, G-BOX BINDING FACTOR 3; ABI5, ABA-INSENSITIVE 5; ABI5-
like2, ABA-INSENSITIVE 5-like 2, ABI5-like5, ABA-INSENSITIVE 5-like 5; CPRF2,
COMMON PLANT REGULATORY FACTOR 2; MYB96, MYB domén ismétlodést hordozé
TF 96; REV6, REVERSIONLESS 6; POTH20, POTATO HOMEOBOX 20



6.2.3. A G1.12 promoter elemzése

Phureja 12. kromoszomajan 1évé Gl gén prométer szekvenciajara és PCR-rel felszaporitottuk az
ennck megfeleld fragmentumot a 'Désirée’ genomi DNS-¢éb6l. Két primerpart terveztiink,
amelyek a StGI.12 -2837 FW ¢és StGI.12 -1586 R, StGl.12 -1586 Fw és StGIL.12 +59 R voltak.

Szekvencidjuk az 5. melléklet G részében talalhato.

A 'Désirée’ GI.12 promoéter régidjat lefedd két fragmentumot klonoztuk és
szekvenaltattuk. A 'Désirée' GI.12 promotere, akdrcsak a Gl.04 promotere, nagymértékben
hasonlitott a Phureja-éhoz (9. melléklet), azonban a Phureja-hoz képest 3 klonban volt egy 14
bazisparos inszercio hozzavetblegesen -1,7 kb-nal és négy klonban pedig egy 8-9 bazisparos
inszercio -0,3 kb koriil. Mivel nem mind a négy klonban volt -1,7 kb-nal inszercid, arra a

kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 'Désirée’-nek legalabb két G1.12 allélja van.

A PlantRegMap segitségével elemeztiik a burgonya GIl.12 promoterének szekvencijat,
hogy abban is megtalaljuk a TF-ok kotéhelyeit. A PlantRegMap 32 kotohelyet prediktalt a GI1.12
promoterben. A kotohelyekhez 13 csalddba tartozo, 27 kiilonb6z6 TF tud csatlakozni. A
csaladok a kovetkezok: BBR-BPC, bHLH, bZIP, C2H2, Dof, ERF, HB-other, HD-ZIP, M-
type MADS, MIKC MADS, MYB related, NAC és TCP.

crer

bioldgiai folyamatok, amikben résztvesznek a hozzajuk k6tédé TF-ok, a 23. dbran lathatd. A
G1.12 promoterben, a GI.04 promoéteréhez hasonldéan, ABA jelatvitelhez, cirkadian 6rahoz és
viragfejléddéshez kapcsolddd TF kotohelyeket azonositottunk, de mig ezek a helyek a GI1.04
prométerében -2.0 kb koriil csoportosultak, addig a G1.12 promoterében foleg -1.1 és -1.2 kb
kozott voltak. De mindemellett talaltunk még pl. kadmium ionra és savas pH-ra reagaldo TF

kotdhelyeket is.
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23. dabra: A G1.12 gén -3 kb-0s promoter régiojanak sematikus rajza. Kékkel az ABA, pirossal a
cirkadian ora és zolddel a viragfejlodéshez kapcsolodd TF-ok vannak kiemelve. A, auxinra adott
valasz; Az, auxin altal aktivalt jelatviteli itvonal; Az, az auxin bioszintetikus folyamatanak
szabalyozasa; ABA1, abszcizinsavra adott valasz; ABA>, abszcizinsav altal aktivalt jelatviteli
utvonal; Al, aluminium ionra adott valasz; Ant, antocianin tartalmu vegyiilet bioszintetikus
folyamata; Ant,, az antocianin metabolikus folyamatanak pozitiv szabalyozasa; C, hideg
stresszre adott valasz; Cam, kamalexin bioszintézis; CD, sejtdifferencialodas; Cd, kadmium
ionra adott valasz; CF, sejtsors specifikacio; Ch, kitinre adott valasz; CR1, cirkadian ritmus; CRa,
a génexpresszid cirkadian szabalyozasa; CuD, kutikula fejlédése; CS, sejtméret szabalyozasa;
Def, védekezés szabalyozasa; Det, de-etiolacio; Dev, a fejlodés pozitiv szabalyozasa; Devy, a
fejlodési folyamat szabalyozasa; DS, vizhianyra adott valasz; E, etilénre adott valasz; ED,
magnyugalomhoz vezeté embriofejlodés; FD1, a viragfejlodés pozitiv szabalyozasa; FD,
fotoperiodizmus és viragzas; FD3, pollenérés; FDg, viragmerisztéma meghatarozasa; FD7,
viragszervek meghatarozasa; FR, voros és tavoli voros fény érzékelése; GAz, gibberellinre adott
valasz; GAz, gibberellinsav altal kozvetitett jelatviteli Gtvonal; Glus, gliikkoz altal kozvetitett
jelatviteli utvonal; Ho, h6 akklimatizacio; JA, jazminsavra adott valasz; LD, levélmorfogenezis;
LS, a levelek 6regedésének negativ szabalyozasa; pH, savas pH-ra adott valasz; Pro, prolin
bioszintézis; SA, szalicilsavra adott valasz; SD, magfejlédés; SG1, magcsirazas; SGz, mag
csirazasanak negativ szabalyozasa; SS, sostresszre adott valasz; SS», hiperozmotikus sostresszre
adott valasz; Tre, trehaldz bioszintézis; XD1, xilém és floém mintazat kialakulasa; V/R, a
vegetativ fazisbol a szaporodasi fazisba valo dtmenet 1d6zitésének szabalyozésa. Az iires korok
ismeretlen funkcidju TF-okat jelolnek.

Az AtGl promoterben cirkadian ritmushoz kapcsoléddé TF-ok kotdhelyeit a GI.12
prométerében is megtalaltuk, viszont a Gl.12-ben csak a REV1 és/vagy a REVS kdotohelyek
voltak jelen a transzlacios starthelytdl -1,1 kb-ra. A GI.12 promoéterben a virdgzashoz

kapcsolodoan a bHLH30, ATHBS51, SOCI1, FBP1 és a REVS8 kotohelyeket talaltuk.

Mint ahogy mar a G1.04-nél is emlitettiik, a rovid nappalos gumézasu burgonyéaban a Gl
a gumofejlédés meginduldsat is befolyasolja. A GI.12 promoterben -0,1 kb-nal, a GI.04-hez
hasonldan, megtalaltuk a POTH20 (KNOXT1) kotéhelyet.



Az AtGIl ¢és a GIl.12 kozott a legnagyobb hasonlésag az AtGl promoéter két helyére
koncentralodott (-0,6 kb és -1,6 kb), amelyek homolc’)gok voltak a GI.12 prom(')ter -1,2 kb koriili

iranyban (24. dbra).

AtGl

BZPIG

24. abra: Az Arabidopsis és a 'Désirée' G1.12 promoéteréhez egyarant kotodé TF-ok
elhelyezkedésének sematikus rajza. A cirkadian ritmushoz, a virdgfejlddéshez ¢s az ABA-ra
adott valaszhoz kapcsolodd TF-0k neve piros, zold €s kék szinnel van kiemelve. BPC1, BASIC
PENTACYSTEINE 1; SOC1, SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1,
ABI5-like5, ABA-INSENSITIVE 5-like 5; ABI5, ABA-INSENSITIVE 5; GBF3, G-BOX
BINDING FACTOR 3; BZP16, BASIC LEUCINE-ZIPPER 16; ABI5-like 2, ABA-
INSENSITIVE 5-like 2; BZP44, BASIC LEUCINE-ZIPPER 44; BZP43, BASIC LEUCINE-
ZIPPER 43; REV1, REVERSIONLESS 1; REV8, REVERSIONLESS 8

6.2.4. Cisz szabalyzo6 elemek a G1.12 promoterben

A GI1.12 promoterében is azonositottunk egy EVENING ELEMENT (EE) motivumot, amelynek
konszenzus szekvencidja az AAAATATCT (Harmer et al. 2000) -1072 bp-nal kezdddik (25.
abra). A GL.12 promoéterben is megjelent a GATATTT (GATA-box) motivum, a
TTTTTTTTTTTTTTTTT MADS-box SOC1-like motivum, valamint az ACGTG (ABA-

responsive ABI) motivum is. A POTH20 CARE-je -127 bazisparnal talalhaté. A Berns és
munkatarsai (2014) altal meghatarozott ABREL-hez tartoz6 CACGT motivum -1179 bazisparnal
kezdddik.
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25. dbra: A G1.12 prométerében talalhatdé CARE-ek. REV1, REVERSIONLESS 1; REVS,
REVERSIONLESS 8; bHLH130, basic HELIX-LOOP-HELIX 130; ATHB51, A. thaliana
HOMEOBOX 51; SOC1, SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1; FBP1,
F-BOX PROTEIN 1; GBF3, G-BOX BINDING FACTOR 3; POTH20, POTATO HOMEOBOX
20; ABI5, ABA-INSENSITIVE 5; ABI5-like2, ABA-INSENSITIVE 5-LIKE 2, ABI5-like5,
ABA-INSENSITIVE 5-LIKE 5; CPRF2, COMMON PLANT REGULATORY FACTOR 2;
HY5, LONG HYPOCOTYL 5; DREB2A-like, DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN 2A-like

Mint azt mar fentebb irtuk, a Phureja-val Gsszehasonlitva két inszerciot detektaltunk a
génekre reagald BASIC PENTACYSTEINE-LIKE BBR-BPC csalad tagjainak feltételezett
kotohelye, a masik a stresszfaktorok €s az etilén altal kozvetitett stressz jelatviteli ttvonalaban

szerepet jatszo ERF-tipusu TF-ok altal felismerhetd motivum volt.



6.2.5. A Gl gének promoter elemzésébol kapott eredmények megvitatasa

A GI ndvényspecifikus gén, ami tobbféle biologiai funkcidban is részt vesz. Megallapitottuk,
hogy a Gl gént tekintve a 'Désirée' burgonya fajtaban duplikacio tortént, mivel abban két Gl gén
talalhato, melyek szekvencidjukban szamos helyen azonosak, de eltérést is mutatnak mind a

promoéter-, mind pedig a kodolo régioban.

A kiilonb6z6 novénytajok Gl génjeinek expresszidja napi szabalyozasi ciklust mutat, ami
igy van a S. tuberosum ssp. Andigena-ban és a Neo-Tuberosum burgonyaban is (Morris et al.
2014). A 'Désirée' mindkét Gl génjének promoéterében megtalaltuk az EE motivumot, ami a
REV1/8 kotéhelye, aminek milkodése a cirkadian szabalyozassal kapcsolatos. Emellett
megallapitottuk azt is, hogy az ABREL elemek, amelyek az EE-kkel kombinalva
nélkiilozhetetlenek ahhoz, hogy a Gl expresszidjanak nagy amplituddji mintazatot biztositsanak
az Arabidopsis-ban (Berns et al. 2014), szintén jelen vannak mindkét burgonya Gl prométerben
az EE motivum kozelében. Feltételezziik tehat, hogy a GIl.04 és a Gl.12 expresszidjanak

szabalyozasa is a napi ciklushoz kothetd.

A Gl gének kulcsszerepet jatszanak a viragzasi jelatviteli utvonal szabalyozasaban
(Brandoli et al. 2020a,b). A PlantRegMap mindkét burgonya Gl promoéter esetében talalt
viragfejlddésben résztvevé TF-ok (pl. a SOC1 vagy az ABI5) szamara kothelyeket, pedig
korabban Odgerel (2022) azt talalta, hogy a GI.04 minden virdgszervben expresszalodik, mig a
Gl.12 egyik viradgszervben sem. A GIl.12 valdszintileg a viragfejlddés korai szakaszaban aktiv,

mig a kifejlett viragban mar nincs sziikség a mitkddésére.

A Gl gén a S. tuberosum ssp. Andigena-ban kulcsszerepet jatszik a gumofejlédésben
(Kloosterman et al. 2013). A 'Désirée' mindkét Gl génjének promoéterében megtalaltuk a
POTH20 kot6helyét. Rosin és munkatarsai (2003) kimutattak, hogy a POTH1, a POTH20-szal
73%-ban azonos. A POTH1 taltermeltetése fokozza az in vitro gumoésodast mind révid nappalos,
mind hosszu nappalos koriilmények kozott a S. tuberosum ssp. Andigena-ban. Ha a POTH20
helyettesiteni tudja a POTHI1-et 'Désirée'-ben, akkor a Gl expresszidjanak, és ezaltal a

gumofejlodésnek is, alternativ, pozitiv szabalyozoja lehet.

A Gl részt vesz az abiotikus stresszre adott valaszok szabdlyozasaban és néhany
novényfajnal kimutattak, hogy a Gl levelekben torténd expresszidjat a stressz befolyasolja (Jose
¢és Banfalvi 2019). A GI.04 expresszidjat a hideg, a h6 és az ozmotikus stressz indukalja, mig a
Gl.12-t az ABA felfelé¢, a so, a hideg, a meleg ¢és az ozmotikus stressz lefel¢ szabdlyozza, azaz a
két Gl gén eltéréd modon reagal a stresszre (Odgerel 2022). A kiilonbségek egyik oka az lehet,
hogy a Gl.04-ben vannak MYB TF koétéhelyek, mig a GIl.12-ben nincsenek. Megjegyezziik



azonban, hogy az ABA-ra reagaldo TF-ok kot6helye, az ACGTG motivum, mindkét Gl

promoterben jelen van.

Az Arabidopsis Gl és a két 'Désirée’ Gl cisz szabalyzo elemeinek Osszehasonlitasa tobb
koz6s elemet is kimutatott. Erdekes modon azonban az AtGl promoéterben ezek a cisz szabalyozo
elemek koriilbeliil -1,5 kb és -0,6 kb-ra voltak a transzlacios starthelyt6l, addig a GI.04
promoterben ezek -2.0 kb-nal, a GI.12-ben pedig -1.2-kb-nal helyezkedtek el, ami arra utal, hogy
a Gl gének evolucidja soran nemcsak génduplikdcid ment végbe, hanem a promoter régio is

valtozott, amit talan inszercidk okoztak.

A GIl.12 expresszios szintje a gyokér- és a hajtasszervekben kb. 6tszordse, a gumokban
pedig harmincszorosa volt a GIl.04 expresszios szintjének (Odgerel 2022). A transzkripcio
szabalyozasa Osszetett folyamat, ami a TF-ok -elérhetdségétol, aktivitdsatol, valamint a
promoterben és kornyékén jelenlévd szabalyozoelemek tipusatol, szdmatdl, helyzetétdl és
kombinaciojatol fiigg (Hernandez-Garcia és Finer 2014). gy feltételezziik, hogy a Gl.12
magasabb aktivitasa azzal magyarazhato, hogy a Cisz szabalyzo elemek nagyobb kozelségben

vannak a transzlacios starthelyhez a GI.12 promoter régioban, mint a G1.04 promoterben.

6.3. Az aGI152 levelek transzkriptom elemzése

A G1.04 gén szerepének vizsgalatara Jose (2019) antiszensz gatolt G1.04 mutansokat hozott 1étre
levéltranszformacioval a 'Désirée' burgonyafajtaban. Odgerel (2022) RT-qPCR-rel tesztelte az
antiszensz gatolt vonalakban a Gl.04 expresszidjat €s Ot vonalat valasztott ki a tovabbi
vizsgélatokra. A legnagyobb gatlas a 'Désirée' kontrollhoz képest az aGI52 névényekben volt,
ahol 49%-os, viszonylag stabil csokkenés volt a GI1.04 expresszidjaban. Ezért ezt a vonalat

valasztottuk ki a transzkriptom vizsgalathoz.

A GI1.04 gatlas transzkriptom szintli hatdsanak vizsgalatira RNS szekvencia analizist
végeztettiink a Novogene céggel liveghdzban nevelt aGI52 levelekbdl izolalt RNS-ekbdl harom
biologiai ismétlésben. 454 olyan gént talaltunk, ami csak a 'Désirée'-ben és 247 olyat, ami csak
az aGI52-ben fejez6dott ki (log2 (Fold Change)|>1 és padj<0,05; 264 dbra). 488 differencialisan
expresszalodo gént (DEG-et) kaptunk (26B dbra), melybél 289 felfele és 199 lefelé
szabalyozodott az aGI52-ben.
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26. dbra: Az unikalisan és differencialisan expresszalodo gének szama az aGI52 levelekben a
'Désirée’ levelkhez viszonyitva. (A) Az aG152-ben és a 'Désirée'’-ben eltéréen és azonosan
expresszalodo gének szama Venn diagrammal abrazolva. (B) az aG152-ben a 'Désirée'-hez

viszonyitva felfelé és lefelé szabalyozott gének szama

A génontologiai (GO) elemzés kimutatta, hogy foként azok a gének megnyilvanulasa volt
magasabb (274 dbra), amelyek a fotoszintézishez kapcsolodnak, mig a peptidazok €s a peptidaz

inhibitorok expresszidja gatolt volt az aGI52-ben (27B dbra).
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21. abra: A felfelé (A) és lefelé (B) szabalyozott GO-kat dbrazol6 oszlopdiagram. A zardjelben a
DEG-ek szama lathato. A szignifikdnsan valtozott GO-kat a csillagok jelolik.

A KEGG (Kyoto Encylopedia of Genes and Genomes) elemzés kimutatta (28. dbra),
hogy egyes utvonalak, mint pl. a glioxalat- és dikarboxilat metabolizmus, a szénhidrat
metabolizmus ¢és a peroxiszomalis Uutvonalak aktivalodtak, mig egyes aminosavak

metabolizmusa, mint pl. a nitrogén metabolizmus, a lizin lebontds, a szelén vegyiiletek



metabolizmusa gatlédott. Bar megjegyezziik, hogy egyik utvonal sem valtozott meg

szignifikansan (korrigalt p>0,05).
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28. dabra: A KEGG clemzés eredménye az aGI52-es levelek RNS szekvencia adatait a 'Désirée’-
hez viszonyitva

A TF-0k a novények fejlodésének és stresszvalaszainak kulcsfontossagii szabalyozoi.
Ezért tovabbi elemzésiinket a TF DEG-ekre Osszpontositottuk. Az aGI52-ben 14 felfelé és 11
lefelé szabalyozott TF-t talaltunk (294 dbra).
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Név GénID Funkcié
2 z L P hintil ialeket 3 P
ANACO83 Soltu.DM.01G007500 Integralja az ABA iltal t stressz j , ami a levelek éregedéséhez vezet;

részt vesz a xilém fejlédésében

bZIP44  Soltu.DM.01G049720 Magok csirazasa

ANAC100 Soltu.DM.03G029980 Klorofill katabolikus folyamatok

NE-YA-1  Soltu.DM.10G028300 Atmen:et a vegeta:lv fazishél a szaporodasi fazisba, magfejlédés; mag nyugalmi dllapotdahoz

vezetd embriofejlodés

A GA jelatviteli utvonal represszora, ami elnyomja a viragzast és SOC1-fiiggé médon

modulélja a zéldiilést; kloroplasztisz fejlodés

RAP2-7  Soltu.DM.11G025890 A virdgzas és a velesziiletett immunitas szabalyozasa; kélcsénhatasba lép a CRY2-vel a CO és
FT szabdlyozasa érdekében

ATHB-5 Soltu.DM.11G003380 Az ABA-aktivalt jelatviteli Gty | szabélyoza

TCP4 Soltu.DM.12G029960 Sziklevél, levél, embrié fejlodés, levelek regedése

WRKY20 Soltu.DM.07G026960 Vilasz 1- aminociklopropén-1-karbonsavra és sebzésre

CRF2 Soltu.DM.08G028690 Vilasz ET-re és CK-ra

coL13 Soltu.DM.09G022940 CONSTANS-like 13

bHLH72 Soltu.DM.03G029660 De-etiolacid; vorss, tavoli vérds fény fototranszdukcidja; vélasz a fényingerekre

GATA21 Soltu.DM.12G025800

ERF1B  Soltu.DM.11G001310 ET ésJA altal kozvetitett jelatviteli i lak; kérokozék elleni védekezési reakcié
ZAT10  Soltu.DM.12G006170 A novények védekezésének pozitiv és negativ szabélyozéja

IBH1 Soltu.DM.09G016010 BR és GA iltal ké itett jelatviteli G lak; p k elleni védel

WRKY11 Soltu.DM.08G002290 Védelmi vilasz baktéri kra

GATA24 Soltu.DM.10G013010 Cink fehérje megkotés

MYB-Hv1 Soltu.DM.05G004710 Részt vehetaz drpa flavonoid bioszintézisének szabalyozdsiban

bHLH63 Soltu.DM.03G004150 A viragfejl6dés pozitiv szabélyozadsa

NF-YB-3 Soltu.DM.07G027240 Virigzasi id6 szabalyozasa

REV1 Soltu.DM.03G019030 Reggelifazist TF, integralja a cirkadidn érat és az auxin jelatviteli Gtvonalakat
ABIS-like Soltu.DM.04G033590 ABA és gliikoz dltal kézvetitett jelatviteli Gtvonalak

ASR3 Soltu.DM.03G032480 Az immunvilaszok negativ szabélyozdsa

MYB1R-1 Soltu.DM.07G010910 A szirazsag éltal szabalyozott gének aktivala

TGA2.1  Soltu.DM.10G026620 Fokozott tolerancia Xanth szal szemben

29. abra: A 'Désirée'-t6l eltéréen expresszalodo TF-ok az aG152 levelekben. (A) Az aG152
levelekben eltéréen expresszalodd TF-0k a nem transzformalt 'Désirée’ kontrollhoz viszonyitva.
(A) Hotérkép (B) Korrelacios hotérkép (C) Génlista. A hormonok roviditése: ABA,
abszcizinsav; CK, citokinin; ET, etilén, BR, brasszinoszteroid; GA, gibberellinsav; JA,
jazminsav. Sarga pottyel a viragfejlédéshez, zolddel a cirkadian 6rahoz, pirossal a stresszhez
kapcsolddo TF-ok vannak jeldlve.

A felfelé szabalyozott kategoridba tartozott tobb TF is, tobbek kozott a bHLH63/CIB1, a
viragfejlodés pozitiv szabalyozodja (Liu et al. 2008) és a NF-YB-3/HAP3C, ami a CO-val
kolcsonhatasba 1épve elbsegiti a viragzast az Arabidopsis-ban (Wenkel et al. 2006). De ide

tartozott az IBH1 is, ami negativan szabalyozza a sejt- €s szervmegnyulast (Zhang et al. 2009),



az ABI5-like, ami hasonlo az ABA kivaltotta ndvekedés- és viragzasgatlas f6 kozvetitéjéhez az
Arabidopsis-ban (Lopez-Molina et al. 2001, Wang et al. 2013) és a REV1, ami a novény
fejlodését befolyasolo orajel (Rawat et al. 2009). Ezen kiviil a novényi védekezésben résztvevd
TF-ok (pl. WRKY 11, MYBI1R1) is aktivalodtak (Jiang et al. 2016, Shin et al. 2011) az ASR3
mellett, ami negativ modon szabalyozza az immungének expresszidjat Arabidopsis-ban (Li et al.
2015). FErdekes, hogy az NF-YB-3/HAPC-3-val ellentétben, a HAP komplex DNS-kotd
alegységet kodolo NF-YA-1/HAP2A gatlodott, akarcsak az etilénre reagdlo TF, az APETALA 2
(AP2) doménnel rendelkez6 RAP2-7, aminek célgénjei viragzas represszorként miikodnek
(Aukerman ¢és Sakai 2003). Tovabba represszalodott a GATA21, a gibberellin jelatviteli Gtvonal
represszora is, ami szintén gatolja a viragzast (Richter et al. 2010) és egy CONSTANS-like gén,
a COL13 is, alacsonyabb szinten expresszalodott az aGI52-ben, mint a 'Désirée'-ben. A 29B dbra
azt mutatja, hogy a 29C dbran felsorolt TF-ok tobbségének expresszidja erésen szinkronizalt.
Kivételek a ZAT10, ERFIB és a bHLH72, amelyek expressziés mintdzata csak a TGAZ2.1,

MYBI1R-1 és az ASR3 expresszios mintazatahoz hasonlo.
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Név Gén D Gén leirdsa

MS Soltu.DM.03G024520 Malat-szintaz, glioxiszomalis

FAR Soltu.DM.11G021610 Alkoholképzé zsir-acil-CoA-reduktaz
TPS7 Soltu.DM.02G015310 Trehaléz-6-foszfat-szintaz 7

SOD2 Soltu.DM.03G013800 Szuperoxid-diszmutaz [Fe] 2

SOD  Soltu.DM.06G012170 Szuperoxid-diszmutaz [Fe]

PEX13 Soltu.DM.06G002460 Peroxiszéma biogenezis fehérje 13
SP Soltu.DM.03G007760 Keményité-foszforilaz

SB Soltu.DM.04G037620 Keményitd elagaztatd enzim

AGS1 Soltu.DM.01G049590 ADP-gliikéz-szintaz nagy alegység 1
glgC  Soltu.DM.01G049590 Gliikéz-1-foszfat adenilil-transzferiz nagy alegység 1
CAT2 Soltu.DM.12G004810 Kataldz izoenzim 2

AGS2 Soltu.DM.07G010140 ADP-gliikéz-szintaz nagy alegység 2
ss Soltu.DM.07G013630 Keményitd-szintaz

30. abra: A glioxilat-és dikarboxilat anyagcsere, a szénhidrat anyagcsere és a peroxiszémalis
utvonalak aGI52 levelekben eltéréen expresszalodo génjei a nem transzformalt 'Désirée’
kontrollhoz viszonyitva. (A) Hotérkép (B) Korrelacios hétérkép (C) Génlista. Piros pottyel a
stresszhez, lilaval a szénhidrat anyagcseréhez kapcsolddd TF-ok vannak jelolve.

A KEGG elemzés kiemelt néhany DEG-et, amelyek részt vesznek a glioxilat és

dikarboxilat metabolizmusban, a szén anyagcserében és a peroxiszomalis utvonalakban. Ezek



kozé tartoznak a keményit6szintézis kulcsfontossagi enzimeit kodold gének, az AGS (ADP-
GLUCOUSE SYNTHASE), SS (STRACH SYNTHASE) ¢és a védekezésben szerepet jatszo6 SOD
(SUPEROXIDE DISMUTASE) vagy a CAT (CATALASE) (30A dbra). Mindazonaltal, mig a SOD
aktivalodott, a CAT represszalodott (30A dbra). Ezzel szemben a keményitdszintézis gének

gatlasa er6sen koordinalt volt (30B dbra). A teljes génlista a 30C dbran lathato.

6.3.1. A transzKkriptom elemzés eredményeinek megvitatasa

A Gl szerepét szamos ndvényfajban vizsgaltdk és ugy tlinik, hogy a virdgzasi id6 szabalyozasa
¢s a cirkadian ora szabdlyozasa a GI altalanos funkcidja. Ezzel 6sszhangban a burgonya GI.04
génjének promdterében kimutattuk a virdgfejlodés szabalyozasaban résztvevd TF-ok kotohelyeit
(lasd 6.2.1. fejezet), koztik a SOCI és az ABI5 kotohelyét, és RT-gPCR-rel a GI.04
expresszigjat a viragszervekben (Odgerel 2022). A transzkriptom elemzés kimutatta, hogy a
G1.04 gatlasa befolyasolja a virdgzas szabalyozasaban résztvevd szdmos TF kifejezodését. A
bHLHG63/CIB1 és az ABI5-like, a viragzas pozitiv szabalyozoi, aktivalodtak, mig a RAP2-7 és a
GATA21 represszorok gatlodtak az aGI5S2 levelekben. A COL13 (CO-like gén) azonban, ami az
Arabidopsis-ban a viragzas aktivatora, kilog a sorbol, mivel alacsonyabb szinten expresszalodik
az aGl152-ben, mint a 'Désirée'-ben, bar az is igaz, hogy a COL13 szerepe még nem ismert, és
akar el is térhet a CO-étol (Samach et al. 2000). A GI.04 gatlasa a REV1 expresszidjanak
novekedesét idézte el6. A REV1 6sszekapcesolja a cirkadian orat és az auxin haldzatokat az auxin
bioszintetikus gén, a YUCCAS8 expresszidjanak pozitiv szabalyozdsaval és ezaltal eldsegiti a
novények novekedését (Rawat et al. 2009). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy mas

novényfajokhoz hasonldan, a GI a burgonyaban is részt vesz a cirkadian ora szabalyozasaban.

Az Arabidopsis-ban kimutattak, hogy az NF-Y/HAP komplex stimulalja a kiilonb6z6
gének transzkripcidjat azaltal, hogy felismeri €s kotddik a promoterek CCAAT motivuméhoz.
Az NF-Y komplexek tobbek kozott résztvesznek a virdgzas, az embriogenezis, a magérés, a
szarazsagtiirés és az ABA-érzékelés szabalyozasaban. Bar, mind a NF-YA-1/HAP2A, mind a NF-
YB-3/HAP3C, az NF-Y/HAP heterotrimer TF komplex komponenseit kodold gének, az NF-YA-
1/HAP2A gatlodott, mig az NF-YB-3/HAP3C az aGI52 levelekben aktivalodott. Az Arabidopsis
genom 10 kiilonbozé NF-YA, NF-YB, NF-YC fehérjét kodol (Swain et al. 2017), de a tetraploid
burgonyaban az NF-Y gének szdma akar nagyobb is lehet és a lefel¢ szabalyozott NF-YA-
1/HAP2A-nak és a felfelé szabalyozott NF-YB-3/HAP3C-nek kiilonboz6 alegységei is lehetnek.

A viragzas mellett a Gl a novények kornyezeti stresszre adott valaszaiban is részt vesz.
Védekezési mechanizmusban résztvevd, aktivalodott TF-okat azonositottunk (ERF1B, ZAT10,
WRKY11, MYB1R1, TGA2.1) az aGl52-ben. Kimutattak, hogy az ERF1 és a WRKY11l az

Arabidopsis-ban ¢és a paradicsomban a Bacillus fajaival szembeni tolerancia novekedéséhez



vezet (Lorenzo et al. 2003, Jiang et al. 2016), mig a TGA2.1 aktivitdsa késlelteti a rizs

novényeket a Xanthomomas oryzae elleni védekezésben (Fitzgerald et al. 2005).

A SOD ¢s CAT antioxidans enzimek a novények védekezé mechanizmusainak szerves
részei, azért, hogy elkeriiliék az aktiv oxigénfajtak altal okozott karokat. Erdekes modon
azonban, mig a SOD felfelé szabalyozott, a CAT lefelé szabalyozott volt az aGI52 levelekben. A
Gl a SOD represszora az Arabidopsis-ban is, ahogy ezt a gi-3 mutans fokozott toleranciaja is
jelzi az oxidativ stresszel szemben, ami, legaldbb is részben, a SOD és APX gének konstitutiv
aktivalasaval fiigg 6ssze (Cao et al. 2006). A burgonyaval ellentétben azonban a CAT gének
expresszios szintje az Arabidopsis-ban 1,5-2-szer magasabb volt a gi mutansokban, mint a vad
tipusban (Cha et al. 2019).

A keményitdszintézis kulcsfontossagu génjei, az AGS1, AGS2, SS és SP gatlodtak, mig a
TPS, egy cukorhirvive, aktivalodott az aGIS52-ben. Ismert, hogy az Arabidopsis cirkadian
rendszere érzékeny a szachardzra, a Gl fehérjét éjszaka a szachardz stabilizalja, a Gl mutansok
keményit6tartalma pedig megnd (Dalchau et al. 2011, Eimert et al. 1995, Haydon et al. 2017).
Olyan rizsndvényekben, ahol a Gl-re null mutici6 mutathatd ki, a levelekben szignifikansan
megnovekedett a szachar6z és a keményitétartalom (Izawa et al. 2011). Transzkriptom
eredményeink arra utalnak, hogy a burgonya lehet a harmadik olyan ismert névényfaj, amelyben
a G1.04 expresszid visszaszoritasa csokkenti a levelek keményitStartalmat. Egy kozelmultban
végzett tanulmany a TPS8-at a Gl kozvetlen interaktoraként azonositotta Arabidopsis-ban
(Krahmer et al. 2018) és mi a TPS7-et a felfelé szabalyozott gének kozott talaltuk. fgy tehat
eredménylink alatdmasztja azt a korabbi kovetkeztetést, hogy a TPS részt vesz a Gl hatasok

kozvetitésében.

6.4. Az eGI mutansok jellemzése

6.4.1. Az eG1.04 'Désirée' mutansok izolalasa és DNS szekvencia szintii jellemzése

A GI.04 gén (334 dbra) burgonyaban betoltott szerepének megismeréséhez CRISPR/Cas9
genomszerkesztés segitségével GIl.04 mutansokat allitottunk el6 a 'Désirée’ kereskedelmi
forgalomban 1év6é burgonyafajtabol. A mutansok eldallitasara egy olyan konstrukcidt hoztunk
létre, ami magaban hordozta a Cas9-et és a gRNS-eket. A G1.04 szekvencidjanak nagy része
azonos a GI1.12 szekvenciajaval (7. melléklet), ezért a gRNS-eket (GI04 gRNA1 FW és GI04
gRNAZ2 R, 5. melléklet C) a G1.04 gén 3’ végének kozelébe terveztiik (7. melléklet), oda, ahol a
legnagyobb volt a kiilonbség a G1.04 és a GI.12 kozott.

A konstrukciot 'Désirée'-be juttattuk ¢és szelektiv taptalajon regeneraltattuk a

transzforméansokat. A mutaciok keresésére genomi DNS-t izolaltunk a legydkerezett hajtasokbol.



82 feltételezett mutans novény genomi DNS-¢t teszteltiik el6szor a gGl04 test Fw és a gGI04 test
R primer (5. melléklet E) kombinacioval PCR segitségével. Tovabbi primer (5. melléklet E)
kombinéciokat is kiprobaltunk és a PCR termékeket agar6z gélen megfuttatva szemmel is jol
lathato deléciokat kerestiink. 29 nagy deléciét hordozé6 mutins vonalat kaptunk (31. dbra),
melyeket GI.04 ,,end” mutansoknak neveztiink el és eGI.04-nek roviditettiink. A deléciok mérete
¢s a fragmentumok szama alapjdn harom mutans vonalat valasztottunk ki a tovabbi

vizsgalatokhoz (31. abra, korrel jelolt vonalak).
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31. abra: Az ¢GI.04 mutansok azonositasa gGI04 test Fw és R primerekkel végzett PCR-rel és a
PCR fragmentumok agar6z gélen tortént szétvalasztasaval. M, marker; szamok, a mutans
vonalak; narancssarga kor, a kivalasztott mutans vonalak

A 'Désirée’ tetraploid burgonyafajta. A kivalasztott harom mutans vonalrol feltételeztiik a
gélkép alapjan (31. dbra), hogy null mutansok, tehat mind a négy GI.04 allélban deléciot
hordoznak. Ennek bizonyitdsara a harom mutans DNS-ét a gRNS primerekkel (GI04 gRNA1 Fw
¢s GI04 gRNA2 R, 5. melléklet C) is leteszteltiik. Mivel PCR terméket egyik mutdnsban sem
kaptunk, mind a harom kivalasztott mutanst null mutansnak nyilvanitottuk (32. dbra). A

tovabbiakban eGI.04/1, eGI.04/2 és eG1.04/3 névvel fogunk rajuk hivatkozni.
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32. abra: Az eGI1.04 mutansok azonositasa GI04 gRNA1 Fw és G104 gRNA2 R primer parral
végzett PCR-rel. M, marker; 1, 2, 3, a kivalasztott mutans vonalak; Des, 'Désirée’ kontroll; DV,
desztillalt viz

A deléciok méretének és elhelyezkedésének meghatdrozasara az eGI.04/1 vonal esetében
a P1-P4, az eG1.04/2 esetében a P1-P6, az eGI1.04/3 esetében pedig a P2-P4 primer parokkal (33B
dabra, 5. melléklet E) kapott PCR fragmentumokat klénoztuk pGEM-T® Easy vektorba és
megszekvenaltattuk. A kapott szekvenciakat a Spud DB-ben talalhatdo GI.04

genomszekvencidhoz hasonlitottuk.
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33. dbra: A burgonya G1.04 génjének vazlatos rajza és a deléciok elhelyezkedése a kivalasztott
harom ¢GI.04 mutansban. (A) Vad tipusa GI.04. chr04, 4. kromoszoéma; ATG, transzlacios start



kodon; téglalapok, exonok (B) A 10. exon egy részének nagyitott rajza a gRNS-ekkel és
primerekkel. P1, G104+2100 Fw; P2, gGl04 test Fw; P3, gGl04 test R; P4, GI04+2786 R; P5,
G104 dell R; P6, G104 del2 R; gRNAL, GI04 gRNAL Fw; gRNA2, G104 gRNA2 R. (C) A
deléciok elhelyezkedése és mérete az eGL.04 mutans vonalakban. A deléciokat a fekete
téglalapok jelzik, a fiiggdleges vonalak egy-egy bazispar kiilonbségre utalnak. A primerek
sOtétsziirke-, a gRNS-ek vilagossziirke téglalapok. Piros szinnel azt a szekvencia részt emeltiik
ki, amelyik a delécié mindkét oldalara elhelyezhetd. Kékkel a megduplazodott szekvencia rész
van kiemelve; a-h betiik a kiilonb6z6 allélokat jeldlik.

Az eGI.04 mutans vonalakban kiilonb6z6 méretli €s elhelyezkedésii deléciokat talaltunk
(33C dbra). Emellett tobb mutans alléljaban kaptunk 1-1 bazispar kiilonbséget is a Spud DB-ben

talalhat6 G1.04 szekvencidhoz hasonlitva. A kapott deléciok méretét a 3. tablazat foglalja Gssze.

3. tablazat: Az eGI.04 mutdnsokban kapott deléciok mérete bazisparban

Vonal Mutans a b c d e f g h
1 146 189 276 499 - - - -
163
2 711 - - - -
10
eGl1.04 3
19 35
23 5 48 16
3 67 48 48 370
67 67 137 48
137 137
137

Az eGI1.04/1 vonalban egy 146 bazisparos, egy 189 bazisparos, egy 276 bazisparos €s egy
499 bazisparos delécidt azonositottunk. Megjegyezziik azonban, hogy két esetben a deléciot
pontosan behatarolni nem tudtuk, mivel az eGI.04/1/c-ben egy GACA szekvencia darab, mig az

eG1.04/1/d-ben egy TG szekvencia a delécio elé és utan is elhelyezhetd.

Az eGl.04/2/a-ban egy 163 és egy 10 bazisparos deléciot és egy szekvencia duplikaciot
azonositottunk. Az eGIl.04/2/b-ben egy 711 bazisparos deléciot taldltunk és egy szekvencia
darabot (CTGCA), ami a deléci6 el¢ vagy utan 1is elhelyezhetd. Bar szamos klont
megszekvenaltattunk, tobb allél variaciot eddig nem talaltunk. Igy valésziniinek tartjuk, hogy
van olyan allél, amiben a CTGCA a deléciod el6tt €s olyan is, amiben a deléci6 utan helyezkedik
el. De még igy is kell lennie egy delécionak, vagy atrendezédésnek eGI.04/2-ben, amit még nem

talaltunk meg.

Az ¢GI1.04/3 mozaik névény. Az eGl.03/a-ban egy 67, az eG1.04/3b-ben egy 23 és egy
67, az eG1.04/3/c-ben egy 5 és egy 67, az eG1.04/3/d-ben egy 48 és egy 137, az eGI.04/3/e-ben



egy 19, egy 48 ¢s egy 137, az eG1.04/3/f-ben egy 16, egy 3, egy 48 ¢és egy 137, az eGI.04/3/g-
ben egy 35, egy 48 és egy 137 és az eGI104/3/h-ban egy 370 bazisparos deléciot azonositottunk.

6.4.2. Az eG1.04 'Désirée' mutansok fehérje szintii jellemzése
Kivancsiak voltunk, hogy a deléciok mérete €s elhelyezkedése mennyire befolyasolja a G1.04
fehérje aminosavsorrendjét. Az eredeti G1.04 fehérje 1173 aminosavbdl all. Vazlatos rajza a 34A

abran lathato.
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34. abra: A vadtipusu ¢s az eG1.04 mutéans fehérjék vazlatos rajza. (A) Vadtipusa GI.04 a
funkcionalis doménekkel. Az ELF3 (EARLY FLOWERING 3) és a COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORHOGENIC 1) kotddési szakaszat a szaggatott vonalak jelzik, a LOV domént
(light-oxygen-voltage domain) és az NLS-t (nucleus localisation signal) fekete téglalapok
mutatjak. A szamok a fehérje elso €s utolsd6 aminosavara utalnak. (B) Az eGI.04 mutans vonalak
fehérjéi. A fekete kiemelés jelzi a delécio helyét és méretét, zold szinnel a megvaltozott fehérje
szekvencia lathato, az a-h betlik a kiilonb6z6 allélokat jelolik.

Egy allél kivételével, minden delécio korai stophoz, a GI1.04 fehérje megrovidiiléséhez
vezetett (34B abra). Az eG1.04/1/a 822 aminosavra rovidiilt, amibol a két utolso eltér az eredeti
aminosavsorrendtdl. Az eGI1.04/1/b esetében 837 aminosavat kaptunk a stop kodonig a végén 29
eltéré aminosavval. Az eGIL.04/1/c 1081 aminosavbdl allt, benne egy 29 aminosavnyi kieséssel a
799-ik aminosavtol. Az eGI.04/1/d esetében 759 aminosavat kaptunk a stop kodonig, aminek a

végén 14 aminosav eltérés volt a vadtipusu GI.04 fehérjéhez képest.

Az eGlL.04/2/a 797 aminosavbol allt, melynek végén 3 aminosav eltérés volt az eredeti

aminosavsorrendtdl. Az eGI1.04/2/b 743 aminosavbol allt, végén 2 aminosavbol allo eltérés volt.

Az eGIl.04/3/a 871 aminosavbol allt, a végén 4 aminosav eltéréssel, mig az eGI1.04/3/b

817 aminosav hosszu volt és csak az utolsé aminosavban tért el a vadtipustol. Az eGI1.04/3/c 818



aminosavra rovidiilt. Az eGI1.04/3/d 849 aminosavbol allt, melynek a végén 11 aminosav eltérés
volt. Az eGl.04/3/e ¢és az eGIL.04/3/f egyarant 827 aminosavnyi volt, a végiikon 11 aminosav
eltéréssel. Az eGI.04/3/h 868 aminosav hosszu volt, melynek végén 49 aminosav eltért az eredeti

aminosavsorrendtol.

6.4.3. A G1.04 funkcié vizsgalata iiveghazi koriilmények kozott

Az e¢GI.04 mutans novények fenotipusat €és gumoképzési tulajdonsagait liveghazi koriilmények
kozott vizsgaltuk. A harom kivalasztott eGI.04 mutans vonalbdl az elso kisérlet alkalméval 7, a
masodik kisérlet alkalmaval 9 vegetativan szaporitott, 4-hetes egyedet iiltettiink ki cserepekbe,
amelyek steril folddel voltak megtoltve, és iiveghdzi korilmények kozott, természetes
fényviszonyok mellett neveltiik tovabb a novényeket. Kontrollként mind a két esetben nem

transzformalt 'Désirée' ndvényeket haszndltunk ugyanannyi mennyiségben.

Az elsd kisérlet alkalmaval megbecsiiltik a gumofejlodés koraisagat, amihez
megszamoltuk az egy honapos novények gumoit, majd visszaiiltettiik a ndvényeket a cserépbe és
tovabb neveltiik ket az iiveghdzban. Az atlagos gumoszamok a kovetkezd moddon alakultak:
eGI.04/1 novényeken 2,3 £ 1, az eGL.04/2 noévényeken 1,6 £ 0,8, az eGI.04/3 novényeken 3,1 £
1,1 gumo volt. A kontroll novényeken atlagosan 2,0 £ 1,1 gumo volt. Szignifikansan egyik vonal
sem tért el a kontrolltol, viszont az eGI.04/2 vonal gumodszama szignifikdnsan alacsonyabb volt,

mint az ¢GI1.04/3 vonalé (354 dbra).

A vegetacids 1ddszak végeén Gjra megszamoltuk a gumokat. Ekkor atlagosan az eGI.04/1
novényeken 1,4 + 0,5, az eGL.04/2 ndvényeken 1,9 + 0,7, az eGIL.04/3 ndvényeken 2,6 + 0,5, mig
a 'Désirée"” kontroll ndvényeken 2,9 £ 1 gumo volt. A gumodszamolaskor megallapitottuk, hogy a
visszaliltetés soran valdsziniileg leszakadtak gumok az eGI.04/1 ¢és az eGl.04/3 névényekrol,
mivel kevesebb gumot talaltunk rajtuk, mint két honappal azel6tt. A gumok szama az eGI1.04/1
¢s az eGIL.04/2 mutansokon szignifikansan kevesebb volt, mint a kontroll novényeken (35B

abra).

A gumohozam megallapitasara mind a mutans ndvényeken, mind a kontroll névényeken
fejlodott gumok tomegét lemértik a vegetdcios iddszak végén. Az eGIL.04/1 ndvényeken
atlagosan 21,9 + 11,8, az eG1.04/2 névényeken 19,5 + 8, az eGL.04/3 ndvényeken 18,2 £ 3.9, a
kontroll névényeken 26,9 + 8,3 g/movény volt a gumohozam. Szignifikans eltérést egyik vonal

esetében sem kaptunk (35C dbra).
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35. dbra: Az eG1.04 mutansok gumoészama €és hozama a 'Désirée'-hez viszonyitva két kisérletben
(A-C és D-E). (A) Gumodszam a gumo6fejlodés kezdeti stadiumaban. (B és D) Gumdszam a
vegetacios idoszak végén. (C és E) Gumohozam a vegetacios id6szak végén. A szamok a

kisérletek szamat jelolik.

A masodik kisérlet alkalméaval a vegetacios idészak elején nem becsiiltik meg a
gumofejlodés koraisdgat, mivel az elsé kisérletben nem kaptunk szignifikdns kiilonbséget a
mutansok és a 'Désirée’ kozott, de a vegetacios iddszak végén felszedtik a gumokat,
megszamoltuk és megmértiik Oket. Az atlagos gumoszamok a kovetkezok voltak: eG1.04/1
novényeken 2,0 = 0,5, az eGIL.04/2 novényeken 1,6 + 0,5, az eGL.04/3 névényeken 1,4 £ 0,5, a
kontroll 'Désirée' novényeken 2,2 + 1,9 gumd/névény volt. Ellentétben az els6 kisérlettel, most
egyik mutans gumoszama sem tért el a kontroll gumdszamatdl a vegetacios idészak végén (35D
abra). A gumétomeg mérés alapjan az eGI1.04/1 ndvényeken atlagosan 27,4 + 2,9, az eGI.04/2
novényeken 29,9 + 2,6, az eG1.04/3 novényeken 32,7 + 2,1, mig a kontroll novényeken atlagosan
33 + 3,4 g/ndvény volt a gumdhozam. Mig az elsd kisérletben a gumdhozamban szignifikans
eltérés nem volt, a masodik kisérletben az eGIl.04/1 vonal gumohozama szignifikansabb

alacsonyabb volt, mint a kontroll¢ és az eG1.04/3 vonalé (35F dabra).

6.4.3.1. Az eGI1.04 mutans vonalak guméhéjanak antocian tartalma

Mint ahogy azt mar a 6.2.2.1. fejezetben is leirtuk, a 'Désirée' egy piros héju burgonyafajta,
aminek szinét az antocianok adjak. Szemmel lathatdéan az eGIL.04/1 és az eGIL.04/2 gumak, bar
eltéré mértékben, de sotétebbnek tlintek, mint a 'Désirée’ gumoi (364 dbra). Az eGIL.04/3 gumdk
szine nem tért el a kontrollétdl. Az antocian tartalom mérés megerdsitette, hogy az eGI1.04/1
gumok héjszine valdban intenzivebb, mint a kontrollé. Az eGI.04/2 és az eGI.04/3 gumohéjak

antocian tartalma viszont nem tért el szignifikansan a kontrollétol (368 dbra).
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36. abra: Az eGI.04 mutans vonalak gumdi €s a gumohéjainak antocian tartalma a kontroll
'Désirée'-hez viszonyitva. (A) eGI.04 és 'Désirée’ gumok. (B) A gumohéjak antocian tartalma

6.4.4. Az eGl.12 'Désirée' mutansok izolalasa és DNS szekvencia szintii jellemzése

A burgonyaban a Gl.12 (394 dabra) szerepének megismeréséhez, akarcsak a G1.04 esetében, a
CRISPR/Cas9 genomszerkesztés segitségével GIl.12 mutansokat allitottunk eld a 'Désirée’
burgonyafajtabol. A gRNS-eket is, a Gl.04-hez hasonloan, a Gl.12 3’ végéhez kozeli (7.
melléklet), a G1.04-t61 leginkabb eltérd régiodjara terveztikk (G112 gRNA1 Fw és GI12 gRNA2 R,
5. melléklet F).

A konstrukcidt 'Désirée’-be juttattuk, ezutan szelektiv taptalajon regeneraltattuk a
transzforméansokat. A mutéaciok keresésére genomi DNS-t izolaltunk a legyokerezett hajtasokbol.
86 feltételezett mutans novény genomi DNS-¢ét teszteltilk PCR segitségével a gGI12 test Fw és a
gGl12 test R primer (5. melléklet H) kombinacioval. 18 olyan mutans vonalat kaptunk, amiben
agardz gélen szemmel is jOl lathatd méreti delécio volt (37. dbra). Ezeket GI.12 ,,end”
mutansoknak neveztiikk el és eGIl.12-nek roviditettilk. A deléciok mérete és a fragmentumok
szama alapjan a 37. dbran korrel jeldlt harom mutans vonalat vélasztottuk ki a tovabbi

vizsgalatokra.
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37. abra: Az eGl.12 mutansok azonositasa gGI12 test Fw és R primerekkel végzett PCR-rel és a
PCR fragmentumok agar6z gélen tortént szétvalasztasaval. M, marker; szamok, a mutans
vonalak; narancssarga kor, a kivalasztott mutans vonalak



A harom eGI.12 mutans vonalat a gRNS primerekkel (GI12 gRNA1 Fw és GI12 gRNA2
R; 5. melléklet F) végzett PCR-rel is leteszteltiik. Megéllapitottuk, hogy a harom mutans
vonalbdl kettd nagy valosziniiséggel null mutans, mig a harmadik vonalban feltételezhetéen
nincs mindegyik allélban mutacio (38. dbra). A tovabbiakban a harom kivalasztott vonalra

eGlL.12/1, eGI.12/2 és eGI.12/3 névvel fogunk hivatkozni.

eGl.12
M 1 2 3 Des DV

250 bp

38. dabra: Az eGIl.12 mutansok azonositdsa GI12 gRNA1 Fw és GI12 gRNA2 R primerekkel
végzett PCR-rel. M, marker; 1, 2, 3, kivalasztott mutans vonalak; Des, 'Désirée' kontroll; DV,
desztillalt viz

A deléciok méretének és elhelyezkedésének meghatarozasara az eGI.12 vonalakbdl a
gGI12 test Fw és R primerekkel kapott PCR fragmentumokat (39B dbra) klonoztuk pGEM®-T
Easy vektorba és megszekvenaltattuk. A kapott szekvenciakat a Spud DB-ben talalhato GI.12

genomszekvencidhoz hasonlitottuk.
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39. d@bra: A burgonya G1.12 génjének vazlatos rajza és a deléciok elhelyezkedése a kivalasztott
harom eGI.12 mutansban. (A) Vad tipust GI.12. chr12, 12. kromoszéma; ATG, transzlacios start
kodon; téglalapok, exonok. (B) A 10. exon egy részének nagyitott rajza a gRNS-ekkel és
primerekkel. P7, gGI12 test Fw; P8, gGI12 test R; gRNAS3, G112 gRNA1 Fw; gRNA4, G1012
gRNA2 R. (C) A deléciok elhelyezkedése és mérete az eGI.12 mutans vonalakban. A deléciokat
a fekete téglalapok jelzik, a fliggdleges vonalak egy-egy bazispar kiilonbségre utalnak. A
primerek sotétsziirke-, a gRNS-ek vilagossziirke téglalapok. Piros szinnel azt a szekvencia részt
emeltiik ki, amelyik a delécio mindkét oldalara elhelyezhetd. Kékkel a megduplazodott
szekvencia rész van kiemelve; a-e betiik a kiilonb6z6 allélokat jelolik.

Akarcsak az eGI.04 mutansokban, az eGI.12 mutansokban is kiilonb6z6 méretli és
elhelyezkedésti deléciokat, és ezen kiviil, egy-egy bazisparnyi eltérést kaptunk a vadtipusu

szekvenciahoz viszonyitva (39C dbra). A kapott deléciok méretét a 4. tablazat foglalja Gssze.

4. tablazat: Az eGI.12 mutansokban kapott deléciok mérete bazisparban

Vonal Muténs a b c d e
1 144 197 -

eGl.12 2 28 19 162 162 -
3 2 3 148 148 159

Az eGl.12/1-ben az egyik allélban egy 144, a masikban egy 197 bazisparos deléciot
azonositottunk. Az egyik esetben egy AATT, a masik esetben egy TGCT szekvencia darab a



delécio elé és utan is helyezhetd. Mivel az eGI.12./1-b6l mas szekvenciaji fragmentumot nem
tudtunk klonozni és a gRNS primerekkel végzett PCR szerint az eGI.12/1 egy null mutans,
elképzelhetd, hogy mind a 144, mind pedig a 197 bazisparos deléciobol létezik olyan variacio,
amiben az AATT, illetve a TGCT szekvencia darab az egyik allélban a delécid eldtt, a masikban

a deléci6 utan helyezkedik el.

Az eGl.12/2/a-ban egy 28 bazisparos, az e¢GIl.12/2/b-ben egy 19 bazisparos deléciot
azonositottunk, €s ezen kiviil egy CT szekvencia darabot, ami két helyre is illeszthetd, valamint
egy T bazis addiciot. Az eGI12/c esetében egy-egy 162 bazisparos delécidt azonositottunk,
emellett egy AAGCTT szekvencia darabot, ami a deléci6 elé és utan is illeszthetd. Ezen kiviil az
eGL12/2/c és eGlL.12/2/d szekvencia kozott egy G bézis killonbség is talalhato. Igy tehat

lehetséges, hogy a 162 bazisparos delécio két kiilonbozd allélt is érint.

Az eGl.12/3/a esetében egy 2 bazisparos deléciot azonositottunk és egy GT szekvencia
darabot, ami két helyre is illeszthetd. Mindkét valtozas érinti a gRNA3 szekvenciat. Az
eGl.12/3/b-ban egy 3 bazisparos deléciot talaltunk a gRNA3-ban. Az eGl.12/3/c-ben és az
eG1.12/3/d-ben egy-egy 148 bazisparos deléciot azonositottunk és egy TTG szekvencia darabot,
ami két helyre is illeszthetd. Az eGI.12/3/c és az eGl.12/3/d kozotti eltérést egy G bazis jelenti.
Az eGl1.12/3/e-ben egy 159 bazisparos deléciot azonositottunk. Mivel az eGI.12/3-ban minimum
5 féle mutans allél van, de ha figyelembe vessziik, hogy két esetben néhany bazispar, akar a
delécio elé vagy mogé is rakhato, akkor akar 7 féle mutans allélunk is lehet. Az viszont biztos,
hogy az eGl.12/3 novények, akarcsak az eGIl.04/3 novények, mozaikok, de ellentétben az
eG1.04/3-mal, nem null mutansok, vagyis valosziniileg van még benniik egy vad tipusu allél is

(38. dbra).



6.4.5. Az eG1.12 'Désirée' mutansok fehérje szintii elemzése

Az eredeti GI.12 fehérje 1171 aminosavbol all és vazlatos rajza a 404 dbran lathato.
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40. dbra: A vadtipust ¢és eGl.12 mutans fehérjék vazlatos rajza. (A) Vadtipusu GL.12 a
funkcionalis doménekkel. Az ELF3 (EARLY FLOWERING 3) és a COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORHOGENIC 1) koétodési szakaszat a szaggatott vonalak jelzik, a LOV domént
(light-oxygen-voltage domain) és az NLS-t (nucleus localisation signal) fekete téglalapok
mutatjak. A szamok a fehérje elsd és utolsé aminosavara utalnak. (B) Az eGI.12 mutans vonalak
fehérjéi. Fekete kiemelés jelzi a delécio helyét és méretét, zold szinnel a megvaltozott fehérje
szekvencia lathatd, az a-e betlik a kiilonbozd allélokat jeldlik.

Az eGl.12/1/a 1123 aminosavbdl all, melyben a 825-ik aminosavtdl egy 48 aminosav
hosszusagu delécid van. Az eGI.12/1/b 827 aminosavbol all, a végén 15 aminosav eltérés van az

eredeti fehérje aminosavsorrendjéhez képest (40B dbra).

Az eGl.12/2/a 891 aminosavbol all, melyben a 820-ik aminosav, illetve a végén 55
aminosav is eltér a vadtipustol. Az eGI.12/2/b 837 aminosavbdl all, melynek végén 1 aminosav
mas, mint a vadtipusban. Az eGIl.12/2/c 1117 aminosavbol all, melybdl a 799-ik utan 54
aminosav hianyzik, majd folytatodik az eredeti aminosavsorrenddel. Az eGl.12/2/d 1117
aminosavbol all, melybdl hianyzik, az eGl.12/2/c-hez hasonldan, a 799-ik aminosavtdl 54
aminosav, majd visszaall az eredeti aminosavsorrend, de a 883-ik aminosava mas, mint az
eredeti (40B dbra).

Az eGl.12/3/a 836 aminosavbol all. Az eGIL.12/3/b 1170 aminosav hosszl, melybdl a
837-ik aminosav kiesett. Az eGI.12/3/c 851 aminosavbol all, melynek a 807-ik aminosava eltéro,
illetve a végén 38 aminosav mas. Az eGI.12/3/d 851 aminosavbdl all, a végén 38 aminosav mas,
mint a vadtipusban. Az eGI.12/3/e 1118 aminosav hosszisagu, melyben a 813-ik aminosavtol 53

aminosav kiesett, de ezt kovetden visszaallt az eredeti aminosavsorrend (408 dbra).



6.4.6. A GI1.12 funkcioé vizsgalata iiveghazi koriilmények kozott

Akércsak az eGIL.04 mutdnsokbol, az eGIL.12 mutdnsokbol is 4-hetes vegetativan szaporitott
egyedeket iiltettlink ki, természetes fényviszonyok mellett, tiveghédzi koriilmények kozé. Az elsd
kisérlet alkalmaval 7, a masodik kisérlet alkalmaval 9 névényt neveltiink mutans vonalanként a

'Désirée' kontrollal egyiitt.

Egy honap utan az eGI.12/1 novényeken atlagosan 3,1 = 0,9, az eGI.12/2 ndvényeken 2,1
+ 1,6, az eGI.12/3 novényeken 2,3 + 1,3, a kontroll 'Désirée' névényeken 2,3 £ 1,1 gumo volt.
Szignifikéans kiillonbséget nem kaptunk egyik vonal esetében sem a kontrollhoz viszonyitva (41A

abra).

A vegetacios iddszak végén Ujra megszamoltuk a gumokat. Az elsd kisérletben az
eGIL.12/1 novényeken atlagosan 2,0 £ 0, az eGIL.12/2 ndvényeken 1,6 + 1, az eGI.12/3
novényeken 2,1 + 0,4, mig a kontrollon 2,3 = 1,2 gumo volt. Szignifikans kiilonbséget nem

talaltunk a kontrollhoz viszonyitva egyik vonalnal sem (41B dbra).

A gumohozam megéllapitasara az liveghdzi névényeken fejlodott gumokat lemértiik. A
gumoéhozam (g/novény) a kovetkezoképpen alakult: az eGI.12/1 novényeken 26,7 + 9,7, az
eGIL.12/2 névényeken 9,5 + 6,5, az eGI.12/3 névényeken 20,8 + 11,8, a kontroll novényeken 31 +
9,8. Az eGIl.12/2 mutansnak szignifikansan alacsonyabb volt a gumoéhozama, mint a 'Désirée'-

nek (41C dbra).
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41. dbra: Az eGIl.12 mutansok gumoszama és hozama a 'Désirée'-hez viszonyitva két kisérletben
(A-C és D-E). (A) Gumodszam a gumofejlédés kezdeti stadiumaban. (B és D) Gumoészam a
vegetacios iddszak végén. (C és E) Gumohozam a vegetacios idoszak végén. A szamok a
kisérletek szamat jelolik.

Mivel az els6 kisérletnél a gumofejlédés koraisaganak becslésekor nem kaptunk

szignifikans kiilonbséget az eGI.12 mutansok és a kontroll kdzott, igy a masodik kisérletben csak



a vegetacios idoszak végén szamoltuk meg a gumokat. Az atlagos gumoszam a kovetkezo volt:
az eGIL.12/1 névényeken 1,6 + 0,5, az eGIL.12/2 ndvényeken 1,8 +0,8, az eGI.12/3 ndvényeken
2,5 £ 0,9, a kontroll névényeken 2,4 + 0,7 gumod volt. Hasonldéan az elsd kisérlethez, a
kontrollhoz viszonyitva most sem kaptunk szignifikans kiilonbséget egyik vonal esetében sem

(41D dbra).

A mutans névényeken és a kontroll ndvényeken fejlodott gumokat a gumdszam
megallapitdsa utan lemértiik. Az eGI.12/1 novényeken atlagosan 28,3 + 3,5, az eGI.12/2
novényeken 20,3 + 2,7, az eGI.12/3 ndvényeken 27,7 + 4,4, mig a kontroll névényeken 32,9 +
4,5 g/ndvény volt a gumodhozam. Szignifikans kiillonbséget talaltunk tobb vonal esetében is. A
masodik kisérletben nemcsak az eGI.12/2, de az eGI.12/3 vonal gumohozama is szignifikdnsan

alacsonyabb volt, mint a kontrollé (41F dbra).

6.4.6.1. Az eGI.12 mutans vonalak guméhéjanak antocian tartalma

Szemmel az eGI.12/1 gumok sotétebbnek, mig az eGI.12/2 gumok vilagosabbnak tiintek, mint a
'Désirée’ gumok (424 abra). Az antocidn tartalom mérés ezt megerdsitette. Az eGI.12/1 gumok
héjanak antocian tartalma szignifikdnsan magasabb, mig az eGI.12/2-¢ szignifikdnsan

alacsonyabb volt, mint a kontrolloké (428 dbra).

eGl.12 B
A Gumoahéj antocian

— ‘02 :é _Des
xe ‘ : EO:G} i b bc ¢
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: : . eGl.12

42. abra: Az ¢GI.12 mutans vonalak gumdi és gumohéjainak antocian tartalma a kontroll
'Désirée'-hez viszonyitva. (A) eGI.12 és 'Désirée’ gumok. (B) A gumohéjak antocian tartalma

6.5. mGI mutansok jellemzése

6.5.1. mGI mutansok izolalasa

Mint ahogy azt az el6z0 fejezetben bemutattuk, a 'Désirée’ Gl génjeinek végére tervezett gRNS-
ekkel kapott mutansok nem mutattak lényeges eltérést a vadtipushoz képest. Ezért ujabb
mutansokat hoztunk létre. Irodalmi adatok alapjan ismert volt, hogy a GI fehérje N
termindlisahoz két TF, a viragzast befolyasolé ELF3 és a fotomorfogenezisben szerepet jatszo
COP1 is kotodik (Yu et al. 2008). A GI.04 és a Gl1.12 5’ végének nagyfoku hasonlosaga miatt
azonban erre a részre nem tudtunk allél specifikus gRNS-eket tervezni. A GI fehérje kdzépsod

részén helyezkedik el az igynevezett LOV domén, amihez harom fotoreceptor, a ZTL, LKP2 és



az FKF1 is kotédni képes (Kwon et al. 2022). Mindemellett ismert volt az is, hogy a GI nemcsak
a citoplazmaban, de a sejtmagban is kimutathaté (Kim et al. 2013) és az ezt lehetévé tevd un.
»hucleus localisation signal” (NLS), a LOV domén kdzelében helyezkedik el (Huq et al. 2000).
Ezért megprobaltuk ezt a kozépsé részt megcélozni és ,middle” (mGI) mutidns vonalakat
l1étrehozni a CRISPR/Cas9 rendszeren alapuldé mutagenezissel. Ehhez GI1.04 és GI1.12 specifikus
gRNS-eket terveztiink, de megprobaltuk mindkét gént is egyszerre eltalalni a gRNS-ek egyszerre
torténd bevitelével a 'Désirée'-be ko-transzformacio segitségével. Az igy kapott G1.04 mutans
vonalakat mGI.04-nek, a Gl.12 mutans vonalakat mGl.12-nek és a mindkét Gl-re is muténs

vonalakat mGl.4/12-nek neveztiik el.

Két-két gRNS-t klonoztunk be a pKSE401 vektorba az mGIL.04 ¢és az mGIl.12
konstrukciok létrehozéasara. A konstrukcidkat 'Désirée’-be transzformaltuk. Szelektiv taptalajon
regeneraltattuk a novényeket, majd a megnétt, legyokerezett hajtdsokbol genomi DNS-t
izolaltunk. Az mGIL.04 esetében 148, az mGI.12 esetében 22, az mGIL.4/12 esetében 108
feltételezett mutans novény genomi DNS-ét teszteltiik a gRNS-ek primereinek kombinécidival
(QRNS 5-8, 5. melléklet C és F). Az elézé fejezetekben mar emlitettilk, hogy a 'Désirée'
tetraploid burgonyafajta, ezért az mGIL.04 és az mGI.12 esetében is, csak olyan mutansokra

koncentraltunk, ahol mind a négy allélban keletkezett mutacio, tehat null mutansok (5. tabldzat).

5. tablazat: Az mGI mutansok szama [db]

Tesztelt novények GI1.04-re Gl.12-re GI1.04-re Gl.12-re
Mutans
szama null mutans null mutans mutans mutans
mGl1.04 148 3 - - -
mGl.12 22 - 14 - -
mGl.4/12 108 5 17 6 2

Az mGI.04 esetében harom null mutanst talaltunk, amikre a késobbiekben mGI.04/1,
mGI.04/2 és mGI.04/3 névvel fogunk hivatkozni. A burgonya G1.04 génjének vazlatos rajza
(434 abra) alatt, a 43B dabran, az a gélkép lathatd, aminek alapjan kivalasztottuk a harom null

mutanst.
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43. abra: A burgonya G1.04 génjének vazlatos rajza és az mGI.04 null mutansok azonositasa.
(A) A burgonya G1.04 génjének vazlatos rajza és a 10. exon egy részének nagyitott képe a
primerként is hasznalt gRNS-ekkel. chr04, 4. kromoszoéma; ATG, transzlacios start kodon;

téglalapok, exonok (B) Az mGI.04 mutansok azonositasa GI04 gRNA393 Fw és G104 gRNA594
R primerekkel végzett PCR-rel és a PCR fragmentumok agardz gélen tortént szétvalasztasaval.
M, marker; szamok, a mutans vonalak; Des, 'Désirée' kontroll; DV, desztillalt viz

Az mGI.12 mutansok azonositasa hasonloan tortént, mint az mGI.04 mutansoké, csak itt
a G112 gRNA591 Fw és GI12 gRNA799 R primereket (444 abra) hasznaltuk. A PCR terméket
agardz gélen megfuttatva 14 null mutanst talaltunk, amibdl szintén harmat valasztottunk ki a

tovabbi vizsgalatokhoz (44B dbra). Ezeket mGI1.12/1, mGI.12/2 és mGI.12/3-nak neveztiik el.

Solanum tuberosum GI.12
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—

44. abra: A burgonya G1.12 génjének vazlatos rajza és a harom kivalasztott mGI.12 null mutans
gélképe. (A) A burgonya GI.12 génjének vazlatos rajza és a 10. exon egy részének nagyitott
képe a primerként is hasznalt gRNS-ekkel. chrl2, 12. kromoszoéma; ATG, transzlacios start

kodon; téglalapok, exonok (B) Az mGI.12 mutansok azonositasa GI12 gRNAS591 Fw és GI12
gRNA799 R primerekkel végzett PCR-rel és a PCR fragmentumok agar6z gélen tortént



szétvalasztasaval. M, marker; szamok, a kivalasztott mutans vonalak; Des, 'Désirée' kontroll;
DV, desztillalt viz

Megprobaltunk 1étrehozni olyan mutans vonalakat is, amelyek mindkét Gl génre null
mutansok. Bar olyan mutansokat kaptunk, melyekben az egyik allél minden kopidja mutans volt
(5. tablazat), de mindkét allélt egyszerre nem sikeriilt kititniink. Ennek az lehet az egyik oka,
hogy 8 all¢l egyszerre eltalalasanak kicsi a valoszinlisége, ezért joval tobb novényt kellett volna
tesztelniink ahhoz, hogy egy ilyen mutanst taldljunk. De az is lehet, hogy a két Gl elvesztése
¢letképtelen novényeket eredményezne. Az mGl.4/12 esetében 5 olyan mutanst kaptunk,
amelyik a G1.04-re null mutans volt és 17 olyan mutans vonalat azonositottunk, amelyik a GI.12-

re null mutdns volt. Ezek k6z6tt van olyan mutans vonal is, amelyik az egyik allélra null mutéans,

crer

6.5.2. Az mGI.12 mutansok funkcid vizsgalata iiveghazi koriilmények kozott

Uveghézi kisérleteket inditottunk az mGIL.12 muténsok fenotipusinak és gumoképzésének
vizsgalatara. A harom kivalasztott mGI.12 mutans vonalbdl 8 vegetativan szaporitott 4-hetes
egyedet lltettiink ki steril folddel megtoltott cserepekbe. Kontrollként dupla mennyiségli nem

transzformalt 'Désirée' ndvényeket liltettiink.

A vegetacids idOszak elején, a kiiiltetés utan 23 nappal, majd 10 nappal késébb is,
lemértiik az mGI.12 mutdns ndvények magassagat. Az elsé mérés soran az mGI.12/1 névények
atlagosan 24,4 + 2, az mGI1.12/2 névények 26,5 + 2,1, az mGI.12/3 névények 30,2 + 1,5 cm-esek
voltak. A kontroll névények atlag magassaga 22,7 = 2,4 cm volt. Az mGI.12/2 és az mGI12/2
szignifikansan magasabb volt, mint a kontroll 'Désirée'. A mutans vonalak kozott is szignifikans
eltérést tapasztaltunk. Az mGIL.12/1 és az mGI.12/2 szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az

mG1.12/3 (454 abra).

A Novénymagassag (23 nap) B NGvénymagassag (33 nap)
60 60 ab a a b
50 50
40 ac a b c 40 1 I I

E 30 T " E 30
I
20 20
10 . 10
0 0
1 2 3 Des 1 2 3 Des
mGl.12 mGl.12

45. abra: Az mGIl.12 ndvények magassaga a 'Désirée' kontrollhoz viszonyitva. (A) A ndvények
magassaga a kitiltetés utan 23 nappal. (B) A ndvények magassaga a kitiltetés utan 33 nappal



A masodik mérés soran az atlagos magassagok a kovetkezoképpen alakultak: mGI.12/1,
46,1 = 3,7, mGL.12/2 47,4 + 4,4, mGI.12/3, 48 + 4 cm, mig a kontroll ndvények 40,8 + 5,3 cm-
esek voltak. Az mGI.12/2 és az mGI.12/3 novények szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a
kontroll novények. Az mGI.12/1 nem kiilonbozott szignifikansan a tobbi mutanstol, de

magasabb volt, mint a kontroll, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikans (458 dbra).

A gumofejlodés koraisaganak megbecsiiléséhez az egy honapos ndvények gumoit most is
megszamoltuk. Az mGI.12/1 névényeken atlagosan 1,5 + 1,3, az mGI.12/2 névényeken 2,0 +
0,9, az mGI.12/3 névényeken 1,3 + 0,7 gumd volt. A kontroll ndvényeken atlagosan 1,5 £+ 0,8
gumo6t talaltunk. A kezdeti gumdszamban tehat szignifikans eltérést nem kaptunk a kontrollhoz
viszonyitva (464 dabra). A ndvényeket szamolds utan visszaiiltettiik, majd a vegetacios iddszak

végéig tovabb neveltiik tiveghazi koriilmények kozott.

A Gumoészam (1 hénap) B Gumészam (3 hénap) C Gumdhozam (3 hdnap)
5 5 30
Ea a 24 5. 25 a a a a
> a * a 5 20
g3 a a 3 3 a a a 230 I I I
g2 g2 I I < 10
E1 I E1 ® 5
=0 0 [I0) 0
1 2 3 Des 1 2 3 D 1 2 3 Des
mGl1.12 mGl.12 mGl.12

46. abra: Az mGIl.12 novények gumdszama és gumohozama a 'Désirée’ kontrollhoz viszonyitva.
(A) Az mGI.12 mutansok gumodszama a gumofejlodés kezdeti stadiumaban. (B) Az mGI.12
mutansok gumoszama a vegetacios idészak végén. (C) Az mGI.12 mutansok gumohozama a
vegetacios iddszak végeén

A vegetacids 1ddszak végén Gjra megszamoltuk a gumodkat. Az mGI.12/1 ndvényeken
atlagosan 2,1 £ 0,8, az mGI.12/2 névényeken 2,1 + 0,4, az mGI.12/3 novényeken 1,8 + 0,7, a
kontroll névényeken 1,8 + 0,8 gumot talaltunk. A kezdeti stddiumhoz hasonléan most sem
kaptunk szignifikans kiilonbséget a gumoszdmban egyik mutins vonal esetében sem a

kontrollhoz viszonyitva (46B dbra).

A szdmolast kdvetden megmeértiik a gumok tomegét. Az mGI.12/1 ndvényeken atlagosan
15,9 £ 2,5, az mGI.12/2 novényeken 16,9 + 4,1, az mGI.12/3 novényeken 18,4+ 3,1, a kontroll
névényeken 17,0 £ 2,9 g/névény volt a gumoéhozam. Szignifikans kiilonbséget egyik mGI.12

mutans sem mutatott a kontrollhoz viszonyitva (46C dbra).
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47. dbra: Az mGI.12 mutans vonalak gumoi a vegetacios idszak végén

A gumok alakjaban, méretében ¢€s szinében nem volt kiilonbség a mGI.12 mutansok és

kontroll kozott (47. abra), igy ebben az esetben antocian mérést nem végeztiink.

48. abra: Az mGI.12 mutansok morfologiaja a vegetacios idoszak végén a nem transzformalt
'Désirée' kontrollhoz viszonyitva

A vegetacios iddszak végén, mieldtt felszedtik a gumokat, lattuk, hogy az mGI.12
mutans novények morfologidja eltér a kontrollokétol. Mig a mGI.12 mutinsok a vegetacios
1ddszak végén elkezdtek sargulni, a leveliik megszaradt, addig ez a 'Désirée' novényeken ez még
nem volt észlelhetd. Az mGI.12 mutans vonalak tehat elobb mutattak az elhalas/6regedés jeleit,

mint a kontroll névények (48. dbra).

6.6. A Gl mutans novényekkel kapott eredmények megvitatasa
A GI gének burgonyaban betoltott szerepének megismeréséhez tobb CRISPR/Cas9 konstrukciot
hoztunk létre, amelyeket egy kereskedelmi burgonyafajtaba, a 'Désirée'-be, juttattunk, majd

megvizsgaltuk a mutaciok hatdsat a novény fejlodésére €s gumoképzésére.



A CRISPR/Cas9 rendszer eredményesnek bizonyult a Gl mutdnsok eldallitasara is. Az
eGIL.04 esetében a lathatd, nagy deléciok megjelenési gyakorisaga 35% volt, mig az eGI.12
mutdnsok esetében ilyen mutansokat 21%-ban kaptunk. Az mGI mutdnsok esetében csak null
mutansokat kerestiink. Az mGI.04-ben 2%-0s, a mGl.12-ben 63%-0s, az mGI.4/12-ben a GI1.04-
re nézve 5%-0s, a Gl.12-re nézve 15%-o0s gyakorisdggal kaptunk olyan mutdnsokat, amelyben

mindegyik allélban keletkezett mutacio.

Az in vitro-bol liveghazba kiiiltetett eGI.04 és eGI.12 mutans novények vizsgalatabol
megallapitottunk, hogy a gumofejlédés meginduldsara a mutdciok nem voltak hatassal,
szignifikans eltérést egyik mutdns vonal esetében sem tapasztoltunk a 'Désirée' ndvényekhez
viszonyitva. Ugyanakkor eltérést kaptunk az eG1.04 és a kontroll gumdszama kdzott a vegetacios
iddészak végén. Bar ez is csak az eGl.04/1 és az eGI.04/2 esetében volt igaz, és csak az elsd
kisérletben talaltunk kevesebb gumot rajtuk, mint a kontrollon. A mésodik kisérletben mar nem
kaptunk a gumoészamban szignifikans kiilonbséget a két eGI.04 mutans és a 'Désirée’ kozott.
Ennek oka lehet az évszaktol fiiggden valtozo liveghdzi kornyezet, amire talan az eGl.04
mutansok kiilondsen érzékenyek. Ezt alatamaszthatja az is, hogy bar az ¢GI.04/3-ban van a
legtobb mutéans variacio, az eGlL.04/1 és az eGl.04/2 mutansokban a GI fehérje C terminalis
végébdl joval tobb hianyzik, mint az eGI.04/3-bol. Igy tehat korrelacié lehet a delécié mérete és
a kornyezeti koriilményekre valod reagéalas mérteke kozott. De az is lehetséges, hogy az elso
kisérletben tapasztalt kiilonbségnek csak technikai oka van, mivel a visszaiiltetésnél gumokat

veszthettlink és aranylag kis ndvényszammal dolgoztunk.

A gumok tomege eltérd6 modon alakult a Gl mutansokban a nem transzformalt
kontrollhoz viszonyitva. Egyes vonalak esetében (eGI.04/1, eGI.12/2, eGI1.12/3) szignifikansan
alacsonyabb gumohozamot mértiink, mig masok nem mutattak kiilonbséget a kontrollhoz képest.
Kiemelendd ezek koziil az eGI.12/2, amelyik mindkét kisérletben azonos eredményt adott, mig a
tobbiek esetében az alacsonyabb gumohozam nem volt ismételhetd. Az eGl.12/2 alacsonyabb
gumohozama nem biztos, bar lehet, hogy Osszefiigg a delécid méretével, mivel abban két csonka
fehérje és két olyan fehérje szintetizalodik, amiben egy szakasz kiesik, majd visszaall az eredeti
aminosavsorrend. Az eGl.12/1-ben is van legalabb egy-egy, az eGl.12/3-hoz hasonlé mutans
allél, de a tobbi fehérjekopia aminosav sorrendje még nem pontosan ismert. Az eGI.12/3-ban
pedig van egy olyan fehérjekdpia, amibdl csak egy aminosav hidanyzik. Tehat lehet, hogy az
eGL.12/2 ¢s az eGL.12/3 gyengébb mutansok, mint az eGIl.12/3 és ezzel magyardzhato, hogy
nem, vagy nem minden liveghézi koriilmény kézott mutatnak gumohozam csdkkenést. De az se
kizart, hogy az eGIl.12/2-ben van egy ,,off target” muticid ¢és ez okozza gumohozambeli

kiilonbséget.



Ahogy mar azt tobbszor emlitettilk, a 'Désirée’ egy piros héja burgonyafajta. Az
antiszensz aGI vonalak gumohéjanak alacsonyabb az antocian tartalma, mint a kontroll 'Désirée’
gumohéjanak. Bar eltéré mértékben és nem mindegyikben, de az eGI mutansok esetében mi is
tapasztaltunk antocian tartalom valtozast. Az eGl.04/1 és az eGIL.12/1 gumohéjak antocian
tartalma szignifikinsan magasabb volt, mint a kontrollé, viszont az eGI.12/2 mutansé
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll¢, amire egyelére nem tudunk magyardzatot

adni.

A fehérje modosulasok az eGI mutidnsok esetében nem érték el a GI fehérje kdzépso
részén elhelyezkedé6 LOV domént, amihez fotoreceptorok kotddnek és az NLS szekvenciakat
sem, ami a GI sejtmagba torténd bejutasat teszi lehetévé. Ezért Gijabb konstrukciokat terveztiink,
amikkel a Gl gének kozépsé részét céloztuk meg. Az igy létrehozott mutansokat mGI-nek
neveztilk. Emellett olyan mutans vonalakat (mGI4/12) is létrehoznunk, amelyek bar csak az
egyik Gl génre null mutansok, a masik Gl génben is deléciot(kat) hordoznak. Az elsé kisérlet
alapjan megallapitottuk, hogy az mGIl.12 mutansok valamivel magasabbra nének, mint a
'Désirée’ €s életciklusuk rovidebb, hamarabb elsargulnak, mint a kontroll. Ugyanakkor a
gumokoteés idejét, a gumohozamot €s a gumok szinét és alakjat tekintve nem térnek el 'Désirée’

kontrolltol. A delécidk térképezése folyamatban van.



7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
A gumofejlédés megindulasanak molekularis szabalyozasat a rovid nappalos gumozast S.
tuberosum Andigena tajfajtaval végzett kisérletekbdl ismerjik. A gumok kialakulasat
befolyésold legfontosabb gének: az SP6A, a BELS és a CDF1. A CDF1 kozvetitd szerepet jatszik
a cirkadian ora jelei és az SP6A mobilizacids jel kozott a levélben. Kozvetett médon a GI is
szerepet jatszik a gumoképzésben, mert az FKF1-gyel komplexet alkotva elszallitja a CDF1-et a
,bontoba”, a proteaszomdkhoz (Dutta et al. 2024). Kisérleteink célja az volt, hogy megallapitsuk,
milyen szerepe lehet a CDF1-nek és Gl-nek egy naphossztol fliggetlen gumozasu, termesztett

burgonyafajtaban, a 'Désirée'-ben.

A kérdés megvalaszolasara célzott mutaciokat hoztunk létre a CDF1-ben és a Gl-ben,
amib6l két allélt is talaltunk a 'Désirée’-ben, egyiket a 4. (G1.04) masikat a 12. (Gl.12)
kromoszéman. A mutansokat a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével hoztuk létre. A modszer
hatékonynak bizonyult, mivel 15%-os gyakorisaggal kaptunk 49-117 bp hosszisagu deléciokat
hordozé mutans vonalakat a CDF1 esetében, a G1.04 végére tervezett gRNS-ekkel pedig 35%,
mig a GI.12 végére tervezett gRNS-ekkel 21% gyakorisaggal kaptunk nagy deléciokat hordozo
eGIL.04, illetve eGI.12 mutansokat. Ezek koziil harom eGI.04 és két eGI.12 null mutans volt.
Mivel sikeriilt a Gl gének végére tervezett gRNS-ekkel null mutadnsokat is izoldlni a Gl gének
kozeépso részére tervezett gRNS-ekkel transzformalt ndvények (mGI.04 és mGI.12) kozott mar
csak null mutansokat kerestiink. Az mGI.04-bdl ilyen mutansokat csak alacsony gyakorisaggal
(2%) kaptunk. Ezzel szemben az mGIl.12 null mutiansok gyakorisiga 64% volt. A nagy
kiilonbséget magyarazhatja a gRNS-ek hatékonysaga, de lehet, hogy a G1.04 fontosabb szerepet
jatszik a 'Désirée'-ben, mint a GI.12, igy, ha a delécio egy bizonyos pontot elér a G1.04-ben, a
novény életképtelen. A mutaciok térképezése, ami folyamatban van, talan kozelebb vihet ennek a

gyakorisagbeli kiilonbségnek a megértéséhez.

A CDF1 mutéansainkban a deléciok a 3’ nem transzlalt régiéra korlatozodtak. Ez, bar a
gumofejlodés meginduldsi idejét, a gumdszamot és hozamot Iényegesen nem befolyésolta, de a
mutdnsok szarvastagsadgaban kiilonbségeket fedeztiink fel, melyek a kontrollokhoz képest
vékonyabbak lettek, ezen felill az Osszetett levelek kialakuldsa is késett. EbbdOl arra
kovetkeztetiink, hogy a CDF1 a 'Désirée'-ben szerepet jatszik a hajtasfejlddésben. A harom
vizsgalt mutans koziil kettében hosszabb volt a gumdk nyugalmi idészaka, kisebb csirdk voltak a
gumokon, mint a kontrollon, mikor eliiltettiik 6ket. Igy, ezzel 6sszhangban, késett a gumokbol a
hajtasok fejlédése. A keményitd lebontasa, a szacharoz elérhetdsége a csirazas egyik elofeltétele.
A masik fontos tényezd a merisztéma aktivitas valtozasa, ami kulcsszerepet jatszik a csirazasban.

A merisztéma funkci6 ujraaktivalasa egybeesik a nyugalmi allapot végével (Ferreira et al. 2017).



Ezért érdemes lenne a CDF1 mutans gumodkat metabolit szinten elemezni és a merisztéma

aktivitassal Osszefliggésbe hozhatd gének transzkripcios szintjét megvizsgalni.

A két Gl gén, a G1.04 ¢és G1.12, eltérést mutatott mind a prométer-, mind pedig a kodolo
régioban, de sok hasonldsag is volt koztiik. Példaul mindkét Gl gén promoterében megtalaltuk a
cirkadian szabdlyozashoz kapcsolhaté REV1/8 kotéhelyet. Ez alapjan feltételezziik, hogy a
'Désirée' két Gl génjének expresszidja is napi ciklushoz kothetd, akarcsak a S. tuberosum
Andigena és a Neo-Tuberosum Gl génjének atirasa (Morris et al. 2014). Ezt érdemes lenne

kisérletesen is bizonyitani.

Egy GI.04 expresszioban 50%-ban gatolt vonal, az aGI52 levelének transzkriptom
elemzése kimutatta, hogy a GIl.04 gitldsa a REV1 expresszidjanak ndvekedését idézi eld.
Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy mas névényfajokhoz hasonldéan (Liu et al. 2024), a Gl a
burgonyaban is részt vesz a cirkadian ora szabalyozasaban és negativ hatassal van a REV1
expressziojara, ami viszont visszahat mindkét Gl transzkripciojara. A REV1 kotddését a Gl
promdterekhez ¢€lesztd 1-hibrid rendszerben lehetne vizsgélni, illetve REV1 gatolt antiszensz
vonalak eldallitasaval, és ezekben a Gl gének expresszids mintazatanak vizsgéalataval bizonyitani

a feltételezett kolcsonhatast.

A PlantRegMap mindkét Gl promoterében talalt viragzassal kapcsolatos TF kotohelyeket
(pl. SOC1, ABI5) és a GIl.04 expresszidjanak gatlasa 7 viragzassal kapcsolatba hozhato TF
MRNS-ének szintjét is megvaltoztatta a levélben. Ez arra utal, hogy mas novényfajokhoz
hasonléan (Liu et al. 2024), a Gl a burgonyaban is részt vesz a viragfejlddés szabalyozasadban. A
jovében érdemes lenne virdgzashoz kapcsolodo kisérleteket végezni, amelyek bizonyitani vagy

cafolni tudnak ezt a feltételezést.

Odgerel (2022) megallapitotta, hogy a két Gl gén kiillonb6z6 modon reagal a stresszre.
Mig a G1.04 expressziot a hd, hideg és az ozmotikus stressz aktivalja, addig a GI.12 expressziot
csak az ABA emeli meg, az abiotikus stresszek gatlo hatdssal vannak ra. Ennek egyik
magyarazata lehet az, hogy a G1.04 promoéterében vannak MYB TF kot6helyek, mig a GI.12-ben
nincsenek. Annak ellenére, hogy ABA-ra reagdldé TF-ok kotéhelyét mindkét promoéterben
megtalaltuk a G1.04 nem reagal az ABA-ra. A GI mutansokkal tervezett stresszhez kapcsolodod

kisérletek segithetnek a két Gl gén stresszvalaszainak megismerésében.

A Gl gének promoéterében POTH20 TF kotohelyeket is azonositottunk. A POTH20 a
POTH1-gyel 73%-ban azonos (Rosin et al. 2013). A POTH1 a BEL5-tel heterodimert alkotva
maganak a BEL5-nek és a GA2-OXIDASE 1-nek a transzkripciojat is szabalyozza, és ezaltal a
gumoképzést befolyasolja (Lin et al. 2013). Kérdés, hogy a POTH20 helyettesiteni tudna-e a



POTH1-et és valoban kapcsolodik-e a Gl gének promodteréhez. Ennek megvalaszolasara élesztd

hibrid rendszereket lehetne hasznélni.

Eddig sem a CDF1, sem az eddig vizsgalt Gl mutansok nem mutattak semmilyen valtozast a
gumofejlodés meginduldsdnak iddpontjat illetden. Ez azonban még nem zarja ki annak
lehetdségét, hogy szerepiik lehet a gumofejlodés meginditasaban, mert a CDF1 deléciok a
kodolo région kiviil vannak, az eGI mutdnsokban pedig lehet, hogy nem érik el a fehérje
miikddése szempontjabol fontos régidt. Figyelembe véve azonban, hogy az mGI.12 mutdnsok
sem valtoztak meg a gumoéfejlédés meginduldsanak idépontjat illetden, feltételezziik, hogy a
CDF1-nek, ¢és vele kapcsolatban a Gl-nek, nincs akkora jelentésége a gumoképzés
szempontjabol a naphossztol fiiggetlen gumoézasu 'Désirée'-ben, mint a csak rovid nappalos
koriilmények kozott gumot fejleszté S. tuberosum Andigena tajfajtaban. Ennek alatamasztasara
azonban folytatnunk kell az mGI mutansokban a deléciok térképezését és tesztelni kell iiveghdzi

koriilmények kozott a mGI.04 mutansokat.



8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A termesztett 'Désirée' burgonyafajtdban sikeresen alkalmaztuk a CRISPR/Cas9

genomszerkesztési rendszert a CDF1, a G1.04 és a GI.12 gének célzott mutagenezisére.

A gCDF1 mutansokban a delécidk jelentds valtozast okoztak a CDF1 mRNS 3’ végének
szerkezetében és megallapitottuk, hogy a 'Désirée’-ben a CDF1 szerepet jatszik a

hajtasfejlodésben.

A 'Désirée'-ben két Gl gént (GI1.04, G1.12) talaltunk, melyek sok azonossagot, de eltérést

is mutatnak mind a promoter-, mind a kddolo régidban.

Mindkét Gl gén promoterében jelenlévo elemekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a 'Désirée’
két Gl génjének expresszidja a napi ciklushoz kothetd és a Gl géneknek szerepe van a
viragzas meginditdsaban ¢és a stresszvalaszokban, amit megerdsitett egy GI.04
expresszioban gatolt vonalban a viragzassal ¢s stresszel kapcsolatos TF-ok 'Désirée'-t6]

eltérd mRNS szintje is.

Létrehoztunk olyan null mutans vonalakat, amelyek a G1.04 és a G1.12 3’ végéhez kozeli
deléciokat hordoztak. A delécidkat DNS szekvencia szinten behataroltuk ¢és
megallapitottuk, hogy a Gl gének 3’ végén taladlhatd deléciok nincsenek hatassal a

gumofejlédés megindulésara.

Létrehoztunk olyan null mutdnsokat, amelyek a GI1.04 és a GI.12 k6zE€ps6 részén deléciot
hordoznak, és olyanokat is, melyek az egyik génre nézve null mutdnsok, a masik génben

pedig nagy delécio(kat) hordoznak.

Kimutattuk, hogy a G1.12 kdzépso részén deléciot hordozé mutansok magasabbak, mint a
'Désirée’, ¢letciklusok rovidebb, de a gumodfejlodés meginduldsanak idépontjat tekintve

nem térnek el tole.



9. OSSZEFOGLALAS
A vilagon az egyik legfontosabb élelmiszerndvényiink a burgonya (Solanum tuberosum L.).
Kedvezd taplalkozas-élettani tulajdonsagai és sokrétli felhasznalhatdésaga miatt fontos szerepet
tolt be mindennapjainkban, ezért a gumo fejlddésének kutatasa fontos feladat. A nemesitok egyik
célja a koraisag novelése. A burgonya szaporodasi ciklusdnak meghatarozasaban, a kornyezeti
tényezOk mellett, a genetikai tényezok is fontos szerepet jatszanak. A gumofejlodés meginditoi a
levélbol szarmazo floém-mobil jelek, melyek eljutnak a foldalatti modosult szarhoz, a szt6éldhoz.
A gumofejlédés meginditasanak harom 6 szabalyozd eleme az SP6A, a BELS és a CDFI1. A
CDF1 az obligat rovid nappalos S. tuberosum Andigena-ban a gumoéfejlédés megindulasanak
idépontjat hatarozza meg. Kisérleteink egyik célja az volt, hogy megismerjiikk a CDF1 szerepét
egy naphossztol fliggetlen gumoézast kereskedelmi fajtdban, a 'Désirée'-ben. A GI kozvetett
formaban, de részt vesz a gumokotés idejének meghatarozasaban, az FKF1-gyel komplexet
alkotva eljuttatja a CDF1-et a proteaszomakhoz, ahol a CDF1 lebomlik. Ezért kisérleteink masik

célja az volt, hogy megismerjiik a Gl gumokotésben betdltott szerepét a 'Désirée’-ben.

A kérdések megvalaszolasahoz CRISPR/Cas9 rendszerrel muticiokat hoztunk 1étre két
génben, a CDF1-ben és a Gl-ben. A modszer 'Désirée'-ben hatékonynak bizonyult, mivel tobb
deléciot hordozo- és null mutanst is kaptunk. A CDF1 mutansokban a deléciok a gén 3’ nem
jutottunk, hogy a CDF1 szerepet jatszik a hajtasfejlédésben, viszont a gumofejlédésben betdltott

szerepére bizonyitékot nem kaptunk.

Az Arabidopsis génjével hasonlosagot keresve két Gl gént (GI1.04, G1.12) talaltunk a
'Désirée’-ben, melyeknek a promoter- és a kodold régidja is eltéré. Mindkét promoterben
talaltunk EE motivumot és ABREL elemeket, ezért ugy gondoljuk, hogy a két Gl gén
expresszioja, akarcsak mas burgonya fajtakban, a 'Désirée’-ben is a napi ciklushoz kothetd. A Gl
prométerekben taldltunk virdgfejlodéshez, stresszhez kapcsoloddé TF kotéhelyeket, igy
feltételezziik, hogy a virdgfejlddésben és az stresszre adott valaszokban is részt vesznek a Gl

gének. Ennek bizonyitasdhoz azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

A promoter elemzéssel dsszhangban, egy G1.04 expresszidoban gatolt vonal transzkriptom
elemzésével kimutattuk, hogy a GI1.04 befolyasolja egy viragzasban résztvevé TF, a REV1, és
tobb cirkadian ora szabdlyozasaban résztvevd TF génjének kifejezddését is. Emellett valoszint,
hogy a GI a novények kornyezeti stresszre adott valaszaiban is részt vesz, mivel a GI1.04
expresszioban gatolt ndvények levelében védekezési mechanizmusban résztvevd, aktivalodott
TF-okat is azonositottunk. A keményitdszintézis génjei gatlodtak, mig a cukorhirvivd

aktivalodott, ami a GI szénhidrat anyagcserében betoltott szerepére utal.



Az eddig megvizsgalt Gl 3° végén delécidot hordozé mutansok (eGI) nem mutattak
semmilyen valtozast a gumofejlodés meginduldsdnak idépontjaban. Mivel az eGI mutansokban a
fehérje modosulasok nem érték el a GI fehérje kozEépso részén taldlhatdé LOV domént, amihez a
fotoreceptorok kotddnek, és az NLS szekvencidkat sem, amelyek a GI sejtmagba juttatasahoz
sziikségesek, Ujabb konstrukciokat hoztunk 1étre, amikkel a Gl gének kozépsod részét céloztuk
meg, bizva abban, hogy a fent emlitett szakaszokat elérik a mutacidok €s hatassal lesznek a
gumofejlodésre (mGI mutansok). Ezen kiviil 1étrehoztunk olyan mutans vonalakat is, amelyek az
egyik Gl génre null mutansok, a masikra deléciot vagy deléciokat hordoznak (mGIL.4/12). Az
mGI mutansok delécidinak térképezése folyamatban van. Az els6 iiveghdzi kisérlet alapjan az
mGI.12 mutansok magasabbak és rovidebb életciklussal rendelkeznek, mint a kontroll névények,
de nem mutatnak a 'Désirée'-tdl eltéré gumofejlodési jellemzoket. Lehetséges, hogy a Gl
géneknek nincs akkora jelentdésége a gumoképzés szempontjabol a naphossztdl fiiggetlen
gumo6zash 'Désirée’-ben, mint a rovid nappalos gumoézasu S. tuberosum Andigena-ban. De nem
zarhatd ki az sem, hogy a két Gl gén helyettesiteni tudja egymast a gumofejlodés
meginditasaban. Ennek eldontésére és a két Gl gén szerepének jobb megismerésére tovabbi

kisérletekre van szilikség.



10. SUMMARY
One of the most important food crops in the world is potato (Solanum tuberosum L.). Due to its
beneficial nutritional-physiological properties and its manifold uses, it plays an important role in
our everyday life. Thus, the research on tuber development is an important task. One of the goals
of the breeders is to increase the earliness of tuberisation. In addition to environmental factors,
genetic factors also play an important role in determining the reproductive cycle of potatoes.
Induction of tuber development is based on phloem-mobile signals originating from the leaf and
reaching the underground modified stem, the stolon. The three main regulatory elements for
induction of tuber development are SP6A, BEL5 and CDF1. CDF1 determines the time of onset
of tuber development in the obligate short-day tuberising S. tuberosum Andigena. One of the
goals of our experiments was to understand the role of CDF1 in a commercial variety 'Désirée’
with tuberisation independent of day length. Gl is indirectly involved in determining the time of
tuberisation as it forms a complex with FKF1 to deliver CDF1 to the proteasomes, where CDF1
is degraded. Therefore, the other goal of our experiments was to get information on the role of

GI in tuberisation of 'Désirée’.

To achieve these goals, we used the CRISPR/Cas9 system to generate mutations in two
genes, CDF1 and GI. The method proved effective in 'Désirée’, as several deletion-bearing and
null mutants were obtained. In CDF1 mutants, deletions affected the 3' non-translated region of
the gene. Based on phenological results, we concluded that CDF1 plays a role in shoot

development, but no evidence of its role in tuber development was obtained.

Looking for similarities with the Arabidopsis gene, we found two GI genes (G1.04 and
G1.12) in 'Désirée’, which were different in their promoter and coding regions. We found EE
motifs and ABREL elements in both promoters suggesting that the expression of the two Gl
genes, as in other potato varieties, is related to the diurnal cycle also in 'Désirée'. We found TF
binding sites related to flower development and stress in GI promoters. Thus, we hypothesize
that GI genes are involved in flower development and stress responses. However, further

experiments are needed to prove this hypothesis.

In line with the result of promoter analysis, transcriptome analysis of a line silenced in
GI1.04 expression showed that GI1.04 influences the expression of the TF gene REV1 involved in
flowering, and several TFs related to circadian clock regulation. In addition, it is likely that Gl is
also involved in plant responses to environmental stresses, as activated TFs involved in defense
mechanisms have been identified in the leaves of G1.04 silenced plants. Expression of genes for
starch synthesis were inhibited, while a sugar messenger was activated, suggesting the role of Gl

in carbohydrate metabolism.



The mutants with deletions at the 3' end of GI (eGl) were not changed in the time of tuber
development. Since the protein modifications in the eGIl mutants did not reach the LOV domain
in the middle part of the GI protein, to which photoreceptors bind, nor the NLS sequences
needed to deliver GI to the nucleus, we created new constructs targeting the middle part of the
GI genes, expecting that the mutations would reach the regions specified above and affect tuber
development (mGIl mutants). In addition, mutant lines have been generated which are null
mutants for one Gl gene and have a deletion or deletions for the other Gl gene (mGI.4/12).
Mapping of the deletions in mGI mutants is ongoing. Based on the first greenhouse experiment,
mGIl.12 mutants are taller and have a shorter life cycle than control plants, but do not differ in
tuber development characteristics from 'Désirée'. Thus, we concluded that GI genes may not be
as important for tuber formation in the light-independent tuberising 'Désirée’ as in the short-day
tuberising S. tuberosum Andigena. However, it is also possible that the two GI genes can replace
each other in initiating tuber development. Further experiments are needed to get evidence on it

and better understand the role of the two GI genes in the commercial potato cultivar 'Désirée’.
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M2. A pPGEM®-T Easy vektor térképe

Xmnl 1294

al Magl
E?}a ‘!{\\\ 2602
I7
11 on l’ 1 start
Apal 14
Aatll 20
w Sphi ]
Amp' BstZl <3|
PGEM*-T lacZ Neal a7
Vector T Sacll 45
(3000bp)
Spel 55
Meal 62
BstZl 62
Pstl 73
Sall 75
Mdel 82
Sacl <]
ol BstXl 103 =z
Msil 112 2
126 =
Tsps [ 3

Amp', ampicillin rezisztencia gén; f1 ori, F1-fag replikacios origd; lacZ, B-galaktozidaz a-
alegység; restrikcios enzim felismerdhelyek; ori, replikacios origd (Knoche és Kephart 1999)

M3. A pCBC-DT1T2 vektor térképe

(3528) Xcml Ncol (6)
(3478 .. 3497) T7 /
. - \ ! Banl (80)
(3454 .. 3471) M13 Forward N /
N / BspDI*- Clal * (119
(3440 .. 3462) M13/pUC Forward __ ™ -y F (19
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(3334) Fspl — Pstl (305)
(3323} SnaBl Nhel (353)
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(3117 .. 3136) ccdB-fwd
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- Eco01091 (622)

@% SP6 (645 .. 662)
Btsal / = M13 Reverse (680 .. 696)
(2825) al B, A M13/pUC Reverse (693 .. 715)
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pPCBC-DT1T2
3544 bp

(2501 .. 2600) CAT-R —|
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(2452) BSpEl —_—\)
(2435) BsrDIl = AfllN - Pcil (1133)
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2332) Bpml - “Drdl (1241)
(2224) BsmBI ’_'-'f/ R pBR3220ri-F (1274 .. 1293)
(2223) PfIMI*

(2217) Pasl BssSal (1306)

“Haell (1381)
| BseYl (1437)
PspFl (1441)

(2035) Scal AlwNI (1549)

(1867) Sacll Acul (1681)

gRNA scaffold, Cas9 kotéhely; EM7 promoter, konstitutiv szintetikus prokaridta promoter, ami
a T7 promoterbdl szarmazik €s expressziot biztosit E. coli-ban; rrnB T2 terminator, rrnB T1
terminator, riboszomalis RNS-t kodolo rrnB gén terminacios régidja E. coli-ban; ori, replikacios
origd; CmR, kloramfenikol rezisztencia gén; ccdB, toxikus fehérje, ami DNS-girazként
miikodik; T7 prométer, E. coli-ban expressziot biztosio promoter; a koron kiviil fekete bettikkel
restrikcios enzim felismerdhelyek lathatok (Xing et al. 2014)



M4. A pKSE401 vektor térképe
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TspMI - Xmal (5510)
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SanDI (5594)

Zral (5730)

Aatll (5732)

(10,446) Sacll
Mlul (6176)

(9721) RsrII

(9072) Ncol
Eco53kI (7375)
(8014) EcoRI Sacl (7377)

RB, jobb oldali hatarszekvencia; U6-626p, E. coli-ban expressziot biztositdo promoter; SpR,
spektinomicin rezisztenciat kodold gén; gRNA scaffold, Cas9 kothely; U6-26t plus, U6-26
terminator; 2X358S, kétszeres CaM V35S promoter; zCas9, Zea mays kodon optimalizalt CRISPR
asszocialt nukleaz 9; E9ter, transzkripcios terminacids szekvencia; Kan, nptll kanamicin
rezisztencia gén; LB, bal oldali hatarszekvencia; KmR, nptlIl kanamicin rezisztencia gén; pUC-
ori, replikacios origd E. coli-ban; pVS1-ori, replikacios origd Pseudomonas-ban; pVS1 RepA,
replik4cios fehérje a pVS1 plazmidbdl; pVSI staA, stabilitas fehérje a pVS1 plazmidbol; a koron
kiviil restrikcios enzim felismeréhelyek lathatok (Xing et al. 2014).



M5. PCR primerek

A primerek

(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

tervezéséhez

az NCBI primer tervezd

és az

Technologies-t6l (Leuven, Belgium) rendeltiik.

oligokat

programjat  hasznaltuk

az Integrated DNA

m - . r r . .o
:io’ Primer neve Szekvencia (5’-3’) | Felhasznalasi teriilet
C)
H
A | gCDF1 gRNS primerek
CDF1.1 gRNA1 TTGTGGACTGGCCCTTCCTC gCDF1 konstrukciéhoz
hasznalt gRNS
CDF1.1 gRNA2 TGTACATTGACCTGTAGAGT primerek
B | gCDF1 primerek
P1 CDF1.1 3’ end FW ACACTAGGTATCAGGAATGAG gCDF1 mutans
novények
P2 | CDFI.13’endR TGAGAAGTCAGTAAAAACTTCAGCT azonositasahoz
hasznalt primerek
CDF1 X2 612 FW GCGGAAACGGTCTCTCTATC
CDF1 X2 1303 FW ATGGAACTTGTAGTACAGCC gCDF1 mutansokban
talalhato deléciok
CDF1 X2 1454 FW ATTCTATCCAGCAACACCGT
térképezéséhez
CDF1dell R TTAACCCTATATGCTCTGCG hasznalt primerek
CDFl1del2R AAAAAGCTAATGGGGGTGAT
C | G1.04 gRNS primerek
g GIl04 gRNAL1 FW AAAGAAGCTCGTGCTTGAATGGG
@ eG1.04 konstrukcid
gRNS-ei
g GI04 gRNA2 R CTGGTGTACTGTGCAGCTTC
a4
(o]
g GI04 gRNA393 Fw | TGCTGTGACAGAATTGCGAA Az mGL04 és az
@ mGI.4/12 konstrukciok




gRNS-ei

§ G104 gRNA594 R TCAGACTCGCTGGAAGCTGG
@
()]
D | G1.04 promoter primerek
StG1.04 -816 FW TAGCTACAATGGTGGCTCCG
StG1.04 2601 FW | GTGGGTGTGTGCCCAAATA GI.04 promoter
elemzéshez hasznalt
StGI1.04 +65 R TTCCGTTGTTGTGCATCTTGAG primerek
StG1.04 -816 R CGGAGCCACCATTGTAGCTA
E | G1.04 primerek
P2 | gGlO4 test FW TTGACAAGGCCGAACCATT
P3 | gGl04 test R CCTATGTGCCTGTCCATTGT
P1 | GI04 +2100 FW TGTCTGTCACACTCGGAGGA
Gl04 +2100 R TCCTCCGAGTGTGACAGACA
P4 | GI04 +2786 R CTGAGCGGAAGTGCTTTCTG
Gl04 dell FW CCCTGAGGTTGAATGGAGAA
Az eGl.04 és az
G104 del2 FW CTGCAGAATCCTTCCAAATCTATC
mGI.04 mutansok DNS
G104 del3 FW GTTTCCCCGAGTCGTTGCAT szekvencia
térképezésére hasznalt
P5 | GI04dell R AAGTGAGAATGGTCATGGGA ]
primerek
P6 | GIO4 del2 R TGTATCTGGTGTAAGGAACACA
Gl04 del3 R CCGAGGTTGCATTTTTGGAT
Gl04 del.4R CCCTACACTAGAGGTGGAGTTC
Gl04 gRNALR CCATTCAAGCACGAGCTTCTTT
Gl04 gRNS 393 FW | TGCTGTGACAGAATTGCGAACA
G104 gRNS 594 R CCAGCTTCCAGCGAGTCTGA
F | G1.12 gRNS primerek

gRNA3

GI12 gRNAL1 FW

CCTCTGTGTAAAGACTCCTATGA

eGI.12 konstrukcio
gRNS-ei




gRNA4

G112 gRNA2 R

AGCAATCTCACTAGAGTGTGAAC

< |G gRNA591 FW | GTAGACACTCCGGCAACCAT .
é Az eGl.12 és az
e mGI.4/12 konstrukciok
) gRNS-ei
< Gl12 gRNA799 R CATCTAATGAGCTACGAAAC
[a e
()]
G GI1.12 prométer primerek
StGI.12 -1586 FW AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG
StGI.12 -2837 FW | TTAGACAGCTCCTCCCACTAA GI.12 promoter
elemzéshez hasznalt
StGI.12 +59 R CTCTGCATCTTGTGGAGGAA primerek
StGI.12 -1586 R CCCAATCGAACGACTTCTTACT
H GI1.12 primerek
P7 | gGl12test Fw TTGTCAACAAGGCTGAACCATT
P8 | gGl12test R TCCAAAATGCCTGTCCTTTGT
GI12 +2094 FW TGCCGTCTCTCATACTCGGA
GI12 +2094 R TCCGAGTATGAGAGACGGCA
GI12 +2794 R GCGGAAGTGCTTTCTGCAAT
GI12 dell FW TGCAGAAGCCACAGTAGAAG
Az eGl.12 és az
Gl12 del2 FW TTGGCATATGTGATTACCATTGTTAT
mGlI.12 mutansok DNS
Gl 12 del3 FW ACGATTGCTGGTAGGAGTGACT szekvencia
térképezésére hasznalt
Gl12 del1 R CTTTGAGCGAAGTTCCAAGC ]
primerek
Gl12 del2 R AACGGCCATATCATTCTCCAG
GlI12 del3 R TGTAAACGTGGAAGAACCAA
Gl12 del4 R AGTTATGGAAGATTGTTAGCACC
Gl 12 gRNALR TCATAGGAGTCTTTACACAGAGGCC

G112 gRNA591 FW

GTAGACACTCCGGCAACCAT

GI12 gRNA799 R

ATCCCGTTTCGTAGCTCATTAGATG




M6. A Gl gének szerkesztésére hasznalt primerek

eG1.04 konstrukcio primerei

G104-43-DT1-FO

TGAAGAAGCTCGTGCTTGAATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

G104-189-DT2-R0

AACCTGGTGTACTGTGCAGCTTCAATCTCTTAGTCGACTCTAC

G104-43-DT1-BsF

ATATATGGTCTCGATTGAAGAAGCTCGTGCTTGAATGTT

G104-189-DT2-BsR

ATTATTGGTCTCGAAACCTGGTGTACTGTGCAGCTTCAA

eGI.12 konstrukcié primerei

G112-106-DT1-FO

TGCATAGGAGTCTTTACACAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

G112-193-DT2-R0

AACAGCAATCTCACTAGAGTGTCCAATCTCTTAGTCGACTCTAC

Gl12-106- DT1-BsF

ATATATGGTCTCGATTGCATAGGAGTCTTTACACAGGTT

Gl12-193- DT2 BsR

ATTATTGGTCTCGAAACAGCAATCTCACTAGAGTGTCAA

mGI.04 konstrukei6 primerei

G104-393-DT1-FO

TEICCCAATTCIGICACAGEAG TTTTAGAGCTAGAAATAGC

G104-594-DT2-R0O

AACECAGCTICCACCEAGTICIGBAATCTCTTAGTCGACTCTAC

G104-393-DT1-BsF

ATATATGGTCTCGATTEICCOAATICIGICACAGOAG TT

G104-594-DT2-BsR

ATTATTGGTCTCGAAACECAGCIICOACCCAGICIGEA A

mGl.12 konstrukcio primerei

G112-591-DT1-FO

TGTAGACACTCCGGCAACCATGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

G112-799-DT2-R0

AACGTTTCGTAGCTCATTAGATCEBAATCTCTTAGTCGACTCTAC

Gl12-591- DT1-BsF

ATATATGGTCTCGATTGTAGACACTCCGGCAACCATGTT

G112-799- DT2 BsR

ATTATTGGTCTCGAAACGTTTCGTAGCTCATTAGATCAA

Sarga, z0ld, rézsazsin és kék szinnel a gRNS-ek, piros betlikkel a Bsal restrikcidos enzim

felismerd helye, piros hattérrel a gRNS altalunk tervezett modositasa van kiemelve.




M7. G1.04 és G1.12 kodolé régiojanak szekvenciai

GI04
GI1l2

GI04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GIO4
GI12

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI1l2

GIO04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GI04
GI1Z2

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI1l2

GIO04
GI12

GI04
GI12

GI04
GI1lz2

GIO4
GI1lz2

GIO4
GI12

ATGGCCGCTACATGCGAGAGGTGGATTGATGGCCTTCAATACTCCTCAATATTTTGGCCT
ATGGCTTCTTCAAGCACAAGGTGGATTGATAGTCTTCATTTCTCTTCATTATTTTGGCTT

* ok Kk kK *k kK kK khkkhkhkkkhkhkkhkkhkhkkk Kk kkhkkhkkk k kkk kkhkk KAk kkAkkkkhkkk K

CCCCCTCAAGATGCACAACAACGGAAGGCTCAAATTACTGCCTATGTTGAGTACTTTGGT
CCTCCACAAGATGCAGAGCAGCGGAAGGATCAAATTACCGCGTATGTTAAGTACTTTGGT

*hk kk kkhkkhkkhkkhkkhkk kA kk Ak hkAkhkAk khkkhkhkkhkhkk kk Ak hkAhkhkhk khkkhkAkhkAKkh Ak

CAGTTCACATCAGAACAATTTCCTGAAGATATAGCTGAGCTGATACGGAACCGGTATCCA
CAGTTCACATCAGAACAATTTCCTGAAGATATAGCTGAGCTCATACGGAACCGGTATCCA

R R R d b e dh db I S b i S SR S S R i S R S S R S S R S I R S dh R S A S SR S S A SR S 2 R S S R S S R S S R S dh R 4

TCCAAGGAAAACCGACTTTTTGATGATGTTTTAGCGACTTTTGTTCTTCACCACCCAGAG
TCGAAGGAGAACCGACTTTTTGATGATGTTTTAGCAACTTTTGTTCTTCATCACCCGGAG

*hk hkhkkhkkhk kA khkAhk kA hhkdAhhkhkhhAdkhhAhkhhhhhkh khhkhkkhkhhkkhkhhbkhkhhbkhkh *hhkkxk *hk

CATGGGCATACTGTAATTCTTCCAATTATTTCATGCATCATCGATGGCACACTGGACTAT
CATGGGCATGCTGTAGTTCATCCAATTATTTCATGCATCATTGATGGTACACTGGAGTAT

khkkhkhkkkhkhkhkk khkhkkhk Khhkk khkAkhkhkAkhAhkAhkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhk Khhkhkkhk Arkkkhkrhkkhkk kkhkk

GATAAAAGTTGTCCACCTTTCACTTCTTTTATATCATTGGTTTGCCCAAGCAGTGAGAAG
GATAAAAGTAGTCCACCTTTTGCTTCTTTTATATCATTGGTTTGCTCAAGGAGTGAGAAG

kkkhkkkkhkhkkk Khkhkkkhkhkkkhkk khkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkk, *k *kx *hkk khkkkhkkk%

GAATATTCAGAACAGTGGGCTCTTGCATGTGGAGAGATTCTACGAATTTTGACACATTAC
GAATATTCTGAACAATGGGCTCTTGCATGTGGAGAGATTTTACGTATACTAACACACTAC

khkkhkhkhkkhkhkk hhkkhkhkk hhkkhhkkhkhkhkkhkhhkkhkhkhkkhkhhbkhkhhbkhkhhbkdh *hhk K% * kkkkk kk Kk

AACCGTCCGATCTACAAAGTTGTGCAACAGGGTGGCGAAGCAGACAGAAGCAGCCGAGGA
AACCGCCCAATTTTCAAAGTTGATCGTCAGGACAATGGAACAGATAGAAGCACCAGTGGA

*khkkkhkk kk Kk kK *hkkAkkAkkk Kk * * kK k * ok kkkk kkkhkkKhkk kX ok kKK

ATCCATGCTTCAACAAGTAAATCTGCTGATAGTGAACCTAGTATGCCTTCAGTGCATCAT
AGCCACACTTCAACAAGTAAATCTTCCTGTAGTGAACCTGGTGTGCCTTCTATACAACAT

* kK kK khkkkhk Ak hk Ak Ak kA khkhk K khkkhkhkkhkhkhkkhkKk K*k KkhkkkhkkKk * kk kk Kk

GAGAGGAAAACGCTGAGGCCGTTGTCTCCATGGATTACTGATATACTGCTCGCCGCACCT
GAGAGAAAACCTATAAGACCATTGTCTCCATGGATCACTGATATATTGCTTGCTGCGCCA

*kkkk Kkkk Kk * kk kk khkhkkkhkhkhkhkAhkhkhkkhkhkk hAhkkkhkhkhkkhkkhkk khkkk kk kk kK

CTAGGTATTAGAAGTGATTACTTCCGTTGGTGTGGTGGTGTTATGGGAAAGTATGCTTCT
CTAGGGATTAGAAGCGATTACTTCCGTTGGTGTGGCGGTGTTATGGGAAAGTATGCTGCT

khkhhk khkkhkkhkhkhkhk hhkhhkhkhkhkhkkhhrhkhkhkhkhkkhhhkhdk hhkhrhkhkhhkhkkhkhrhkhkhrkhkkhkrhkhkdxx %%

GGAGAACTAAAGCCACCATCAACTGCTTCTTCTCGTGGCTCTGGAAAGCATCCTCAGTTA
GGAGATCTCAAGCCCCCATCAAGTGCTGCTTCTCGTGGGTCTGGGAAGCATCCACAACTA

khkkhkkhkk kkhk khkkhkkk kAhkhkhkkAkhkk khhkkk khkkkhkhkkhkkhkhkkhkkhk KAhkhkk Kk Ak hkAkhkhkkhkk kK * K

ATCCCTTCAACTCCGAGGTGGGCAGTTGCCAATGGTGCTGGTGTTATTTTAAGTGTTTGT
CTGCCTGCAACTCCAAGGTGGGCTGTTGCTAATGGTGCTGGCGTTATTTTAAGTGTTTGT

* kkk kkhkkhkkhkkhkhk hhkkhkhkhkAkhkhk kAhkkhkhkk hhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhk kAkhAhkAkIAAkA A A A A A A A A KK

GATGAAGAAGTTGCTCGTTATGAGACTGCTACCTTGACTGCAGCTGCCGTTCCTGCTCTT
GATGAGGAAGTTTCTCGCTACGAGACTGCTACCTTGACTGCAGCCGCTGTTCCTGCACTT

khkkhkhkk khkkhkhkkhkk khAkhkhkk kk KAk hkAkhhkAkhhAkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhk KKk K*hkhkkhAkkhkk Kk Kk Kk

CTGCTTCCACCTCCTACAACACCTATGGATGAGCATCTTGTTGCAGGGCTACCAGCACTT
CTGCTTCCACCTCCAACAACGCCTATGGATGAGCACCTCGTTGCAGGACTACCACCACTT

khkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhk hhkhkhk dhkhkhrhkhhkhkhkkhhhkhk K*k *khkhhkhkkhhkx *kkhkkhkdx*x **xk*kx*x

GAGCCGTATGCACGATTGTTTCATCGATACTATGCAATTGCTACTCCAAGTGCCACCCAG
GAGCCATATGCACGTTTATTTCATCGATATTATGCAATTGCAAGTCCAAGTGCCACACAG

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960



GI04
GI12

GI04
GI1l2

GI04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GIO4
GI1lz2

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI1l2

GIO04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GI04
GI1Z2

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI12

GIO04
GI12

GI04
GI12

GI04
GI1lz2

GIO4
GI1lz2

khkkhkhkk khkkhkhkkhkkhkhkk kk KAAkhAhkAkhAhkkAkhhkk KkAhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkkh K, kAkrhkAkrhkkAkhhkk Kk K*khk

AGGCTTCTTCTTGGACTTCTAGAAGCTCCACCATCCTGGGCTCCAGATGCACTTGATGCT
AGGCTTCTTGTTGGACTTTTAGAAGCTCCACCATCTTGGGCTCCGGATGCACTTGATGCT

Akhkkhkhkkhkkhkhkkk Khhkhkkhkkhkhkkhkh K hhkAhhkkhAhAhkkhhhkkhhhk, ,khkhkkhkhkhkkhk ,hhkk rhkkhrhkkhkrkkhr%k

GCTGTTCAGCTAGTGGAACTTCTTCGAGCAGCTGAAGATTATACTTCTGGCTTGCGGCTT
GCGGTACAACTAGTGGAACTTCTGCGAGCAGCTGAAGATTATGCATCTGGATTGCGTCTT

Xk kk kk kkhkkhkAkkhkhkAhkhkAhhk Ak KAAkAAkAkhAAAhkhkAkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhk k Ahkkkhkk Ak kkikk kkKk

CCTAGGAATTGGATGCATTTGCATTTCTTGCGTGCAATTGGAATTGCCATGTCCATGAGA
CCTAGGAATTGGATGCACTTGCATTTCTTGCGTGCAATTGGAATTGCCATGTCCATGAGA

R R e d b e a4 S b S SR S R I S R S S I S S R S I R S b R S dh e S SR A S SR B S SR S b R S S R S S R S S R S i R 4

GCAGGCATTGCTGCAGATGCTGCAGCTGCTTTACTTTTCCGAGTACTTTCACAGCCTGCT
GCAGGAATTGCTGCAGATTCTGCAGCAGCTTTACTTTTCCGAGTACTTTCTCAACCTGCT

hhkkhkhkhk hhkkhkhkhkkhkhkkhhkhkkhkh K*hhkkhhhk Akhkhhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhkrkhbkhkrkhbk k K,k *hhkkkk

CTGCTCTTTCCTCCATTAAGGCAAGTTGAAGGAATTGAAGTTCAACACGAACCACTGGGT
TTGCTATTCCCCCCCTTGAGGCAAATTGAAGAAATTGAAGTTCAACATGAACCTCTGGGT

KAk Kk kk kk kk kk khkkhkhkk Ak hkhAkhk khkkhkkhkhkkhkhkhAkhkhkAkhkhkkAk Ak hkhAkk Ak kAkkk

GGCTATATTTCATGCGATAAAAAGCAGAGACAAGTGCCTTTAGCAGAAGCCACAGTTGAA
GGCGACACTTCATGTAATAAAAAGCAGAGAGAAGTGACTGCTGCAGAAGCCACAGTAGAA

*kk kK k Kkkkkkk khkkhkhkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkk *kAhAkkkk k% kkkhkkkkhkhkkkhkhkkkhkhkk Kkk

GCCACTGCGCAAGGGATTGCATCAATGCTTTGTGCACATGGCCCTGAGGTTGAATGGAGA
GCCACTGCCCAAGGGATTGCATCAATGCTTTGTGCACATGGTCCGGAGGTTGAATGGAGA

AKhkkhkhkhkkhhkk khkhkhkkhkhkhkhhkhkkhAhhkkhAhAhkkhrhkkhhhkkhhhkhhkhhkhkkhkh **k ,hhkA rhkkhrhrkhrkxkhx%

ATATGTACCATATGGGAAGCTGCTTATGGCTTGATTCCTTTGAGTTCATCAGCTGTTGAT

ATATGTACCATCTGGGAAGCTGCTTATGGATTGATTCCTTTAAGTTCATCTGCAGTTGAT
kxkxkkkkkxok hkkkkkkkkxkxkxkxk hxkxkxkxkxk hxkxkxkx *k Kkxkxkx

CTACCTGAAATTATAGTTGCCACCCCTCTGCAACCACCTGTTTTATCATGGAACCTGTAT

CTCCCTGAGATTGTAGTTGCCACCCCTTTACAACCACCCATTTTGTCATGGAACCTGTAT
kok kkkokk kkk kkkkkkkkkkkkokk ok kkkkkkkk  kkkk  kokokokokokokokokokokok ok okk

ATACCACTACTAAAGGTTCTTGAGTATCTTCCTCGTGGGAGTCCATCTGAAACTTGCCTC
ACACCCCTTCTTAAGGTTCTTGAGTATCTTCCTCGTGGGAGTCCATCTGAAACTTGTCTT

Kk kkk kk kkhk kA Kk kA A AA I A A I A A I A A I A A A AR A AR h A I A A I A A A Ak hA A Ak h A,k Kk

ATGAAAATATTTGTGGCCACGGTAGAAGCAATTCTTCAGAGAACATTCCCATCTGAGTCC
ATGAAAATATTTGTTGCAACCGTCGAAGCAATTCTTCAGAGAACGTTCCCGCCTGATTCC

khkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkhk *k Khkhk hk kAhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkrkhkkhkhkhkhkkhkrk Kk kkx * Kk kk kkx

TCTAGAGAGGAAATCAGAAGAAACAGATACAACATGTTTGGATCTGCCTCCAAAAACCTT
TCTAGAGAAGAAACCAGAAAAACCAGATA———TGTTTTCGGCCCTGCCTTCAAAAATCTI

*hkkhkhkhkhkhkk Khhkkk khkkhkkk kk Kkhkkkkx * k*x k%K *hkkhkkkhk kkhkkhkkkk kkk

CAATGGTTCATTCATTGTTCTTGGAGTCGTGTGCTTCTGTA

GCTGTGGCAGAACTGCGAACCATGGTTCATTCATTGTTCTTGGAGTCATGTGCCTCTGTT
hkkkkk hhkkkk hhkkkhhk Akhkrkhkhkhkhkkhkkkkkkhkkkkrxkkx K*hkkk kkkk*

GAGCTTGCTTCTCGGCTTCTTTTTGTTGTATTAACTGTATGTGTCACCCATGAAGCAAAA

GAGCTTGCATCTCGACTACTTTTTGTTATCTTAACAGTATGTGTCAGTCATGAAGCAAAA
kxkxkxkx *okkkx xk kkkkkkokxok Kk kkkkk kkkkkkkkokx  kkokkokkokkokkokx

ACAAATGGGAGCAGAAGACCTGTAGGTGAAGATCCTCACCATCCTAGTGAAATGGGT-
CCAAATGGGAATAAAAGGCCTAAAGGTGAAGATTCTCACCCACCTAGTGAAATCGGGGTA

*kkkkkKk kK * Kk Kk kK%K kkhkkkkkhkhkkkikKk Kkhkkkhkkhk kkkkkkkhkkkhkhkk kK *

TGGAAAGCAGAAAGAAAAAAATCCCAAGAAAGTGAAAAAACAA
GACACTCCGGCAACCATCGGAAAACAAAGACCAATAGGAAGTAAGAAAGTGAAAAAACAA

1020
1020

1080
1080

1140
1140

1200
1200
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1260

1320
1320

1380
1380

1440
1440

1500
1500

1560
1560

1620
1620

1680
1677

1740
1737

1800
1797

1860
1857

1920
1917



GIO04
GI12

GIO04
GI1l2

GIO04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GIO4
GI1lz2

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI1l2

GIO04
GI1l2

GIO4
GI1l2

GI04
GI1Z2

GIO04
GI1lz2

GIO04
GI12

GIO04
GI12

GI04
GI12

GI04
GI1lz2

GIO4
GI1lz2

*kk kK k Kk Kk Kk *kkkikkk kK Kk K * Kk Kk khkAkhk kA kA hk kA kA kkhk*k

GGACCTGTTTCAGCATTTGATTCTTATGTTCTTGCTGCTGTCTGTGCTCTTTCATGTGAA
GGACCTGTTGCAGCATTTGATTCTTATGTCCTTGCTTCTGTCTGTGGACTTTCTTGCGAA

AKhkkhkhkhkkhkhkkk Khhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhhkhkkhhhkk, kA khkk *x *rkkhkhkkx%k *kkkkk Kk kk*k

CTTCAACTCTTTCCTTTGCTTTCAAGAGGGAGTAATTATTCGGATCCAAAATCCATCCTG
CTTCAGCTCTTCAGTATGATTTCAAGAGGGCCTAATCATCCAGATCCAAAAATCATCATG

*kkkk Kk kkKk * kk Ak kkkkkhk kKK *kkkk Ak ok kkkkkkkkk *k Kk Kk kK

GTTGCTGCAAAGCATGCAAATGATTCGTCTATGGAGTTTAAAAATGGGATTCATTCTGCT
GATGAAGCCAAGCCTGCAAATGATTCATCTAATGAGCTACGAAACGGGATTCATTCTGCC

* Kk k *k kkhkkk khkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkk Ak h Kk * Ak Kk K khkk Ak kAkkhkkkhkkkhkk

GTCTGTCACACTCGGAGGATATTGACAATTCTGGAGGCTCTTTTCTCTTTGAAACCATCA
GTCTCTCATACTCGGAGGATGTTGGAAATTCTAGAGGCACTTTTTTCTCTTAAACCATCA

khkkhkk khkk khkkhkhkAkhkhkkAkhkAk Akk khkkhkhkhkk KAkhkhkhkk kkhkhkkk KAk k k Ak AkhkAkh Kk

TCTATAGGAACTTCATGGAGCTACAGCTCAAATGAGATAGTTGCTGCAGCTATGGTAGCT
TCTGTTGGAACCTCATGGAGCTTCAGCTCAAATGAGATAGTTGCTGCAGCTATGGTAGCT

khkk kA kkhkkhkk khkhkhkAkhkhkAkhhk hhkkh Ak hk Ak hk Ak bk A kb hk bk khhhbhA b hAkr b hk kb kA khk

GCTCATATTTCTGATCTGTTTAGACACTCCAAGGCTTGCATGCATGCTCTTTCTGCCTTA
GCTCATATTTCTGATCTGTTTAAACGCTCCAAGGCCTGCATGCACTCTCTTTCTATTTTG

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhk *k *hkkhkhkkkhrkk KAk kkhkkk%k *k Kk kkk kK * x

ATACGGTGTAAGTGGGATAATGAAATTCTCTCCAGAGCATCTTCACTGTATAACCTCATT
ATACGGTGCAAGTGGGATAATGAAATTCATTCCAGGGCATCGTCAATTTATAACCTAATT

khkkhkhkkhkkhkhkk khkkhkkkhkhkhkkhAkhAkkAkrAk Ak hkkhk kkkhkkk kkhkkkk kkhkk Kk KkAkkkkhAkkkk Kkkk

GATATCCATAGTAAAGTTGTTGCATCAATTGTTGACAAGGCCGAACCATTGGAAGCACAC

GATATTCATAGCAAAACTGTTGCATCAATTGTCAACAAGGCTGAACCATTGGAAGCTTAT
kxkxok kxkkok kkk  kkkkkkkkkkkkkkk  kkkkkkk kkkkkkkkkkkkkk K

CTAATACCTGTTCCTGTTAAGAAA---AGAAGCTCGTGCTTGAATGGGAAAAAACATAAT

CTAATACATGCACCAGTTCTGAAGGAGCGACCTAGATGCTTGAATGGGAAAAAGCATTAT
kxkxkxk kx  kk kkk kKoK * % kxkkkxkxkxkxkxkxk Kkxk Kkx

AAATATAGCAATTGCACCTGCTTAACTGCAGAACAGTCATCATTGCTCGAGTGCAAACAC
AAATACACTAGTCGTAATTGCTTAACATCAGAACAGCCATCAGGGCC TEICICTARACAT

* Ak Kkk Kk * Kk kK X * ok Kk kkkk Kk *khkkhkhkkkhkk KAk kKk * K *kk Ak k kK

TCAACTGATTGTAAAACTTTAACTATGAGTGAGAAAGTTTTACACTCA-——————————-
FCCTATEATTGTAAAAGT TCACTTGTGTGTGAGAAAGCTTCAGACTCAAGT TEACACTET

* % *hkkhkkhkhkhkkkkkhk*x K**k X * kk khkkkkhkkkkhkk kk Kk kkkkx

AGCGAAGCTGCACAGTACACCAGTGGTAAAGGGATCGCAAGTTTCCCTTTAGATGCTTCA
BETCACATTGCT GGGTGCACCATCAGCARAGTGTTTGCAAATTTCTCCTTGGATGCTACA

*k kK * k% * Kk Kk k ok kK * kkkk kK ok kkkk khkkk ok kk khkkkkhkk k%K

GATTTGGCCAACTTTCTGACAATGGACAGGCACATAGGATTCAATTGCAATGCTGAAGAT

GACTTGGCCAATTTTCTTACAAAGGACAGGCATTTTGGATTTAATTGCAATGCACAAGAT
kx xokkokkokkok kkkkok kkkx kokkokkokkokx ok kkokkk kkkkkkkkkkk  kkkokx

CTTATAAAGTCGGTACTCGCGGAGAATGAGAAATTATGTTTTTCTGTTGTCTCGTTGCTG

CTTTTAAAATCAGTACTTGCGGAGAAACAAGAATTATGTTTTTCTGTTGTCTCATTGCTC
kxk kxkx kk kkkkk kkkkkkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk Kkkkkok

TGGCACAAGTTAATTGCATCACCTGAAATACAACCAAGTGCAGAAAGCACTTCCGCTCAG
TGGCACAAGTTGATTGCATCACCTGAAACACAACCCATTGCAGAAAGCACTTCCGCCCAG

Khkkhkhkhkkhkhkkhkkhhkk *AAkhkhkkhhkhkk AkrAhkkhhkhkk dk *hkkhhkkk* K *khkkhhkkhrhkkhrhkk rhkk rhkk,*x **x%

CAGGGATGGAGACAGGTCATTGACGCACTATGCAACGTCGTATCAGCATTGCCTGCAAAA
CAAGGATGGAGACAGGTGGTTGATGCACTATGCAATGTTGTATCAGCGGCACCTGGAAAA

1980
1977

2040
2037

2100
2097

2160
2157

2220
2217

2280
2277

2340
2337

2400
2397

2457
2457

2517
2517

2565
2577

2625
2637

2685
2697

2745
2757

2805
2817

2865
2877



Kk kkkkkAhkhkAkkhk kA k kK *khkkk hhkkkkkhkkhkhkkhAkkhkk *k *AkkAkhkkkhkKhKk *kkKk kkk*k

GIO4 GCTGCTACAGCCATTGTTCTTCAGGCGGACAAGGAATTGCAACCATGGATTGCCAAAGAT 2925
GI12 GCTGCAACAGCCATTGTTCTTCAGGCTGAGAGGGAATTGCAACCATGGATTGCTAAAGAC 2937

Akhkkhkhkk khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkrhkk hhkk, Kk * *hkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhkrkhkkhrhkk kx *hkkx%

GIO4 GATGATCTTGGTCAGAAGATGTGGAGGATAAACCAACGAATTGTGAAATTGATTGCAGAA 2985
GI1l2 GATGACCTTGGTCAGCAAATGTGGAGAATTAACCAACGTATAGTAAAATTGATCGCAGAA 2997

khkkhkhkk khkkhkhkkhkkhkhkkhk Kk kAkhkkkhAkhkkk kk kAkhkhkkhkkhkhkkhkk kk kk KAhkkAkhkhkkAkk KAk kkhkk Kk

GIO4 GTAATGAGGAATCATGATACACCAGAATCTTTGGTTATTCTTGCTAGCGCACCAGACCTC 3045

GI1l2 CTGATAAGGAATCATGATATAGCAGAATCTTTGGTAATTCTGGCTAGTAACCCAGACCTC 3057
ko okk kkkkkkkkkhkkkhk Kk Khkhkkkhkkhhkkkhk khkkkk Kkhkkkk kK ok kK k ok

GIO4 CTCTTACGGGCAACAGATGGGATGCTTGTAGATGGAGAAGCATGCACCTTACCACAGCTG 3105

GI1l2 CTTTTACGGGCCACAGATGGGATGCTTGTCGATGGAGAAACATGCACCTTACCACAGCTG 3117

Kk hkkhkkhkhAkhkhkk hAhkhhkkhAhhkkhAhhkkhkhhAkhhhk, Ahkhkhkhkhhkhh dhkkhkhhkkdrhkkhrhbhkh b hkhhkhhik

GIO4 GAGCTCCTGGAAGTGACAGCTAGAGCTGTACAACCAATGCTTGAGTGGGGAGAATCTGGA 3165
GI1lz2 GAGCTTTTGGAAGTGACAGCTAGAGCAATTCAACCAGTGCTTGACTGGGGAGAATCTGGA 3177

* ok Kk kK R R R e b I b S A A 4 I dh i Kk khkkhkkhkk khkkhkhkkhkkhkhk kA hk A Ak A Ak Ak Ak kA K

GIO4 TCATCAATCGTTGATGGTCTGTCAAACTTGTTGAAGTGCCGCTTACCGGCCACAGTTCAT 3225
GI1lz2 CAGTCAGTTGCTGATGGCCTCACAAACCTATTGAAGTGTCGCTTACCTGCCACAGTTCGC 3237

*kkk kK Kk kkkkhkkk k%K khkkhkkk k khhkkkhkkhkkhkk khkkhkhkhkkhAkkhkk *hkAkrkk Ak kA kK

GI04 TGTATTTCTCATCCAAGTGCTATCGTACGTGCACTCAGCATATCACTTCTCCGTGCCATT 3285

GI1l2 TGTGTTTCTCATCCAAGTGCACATGTCCGTGCTCTCAGTACATCAGTTCTTCGTGACATT 3297
Kok ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok k& kok kkkkk kkAkAk Kk KkkAk kkkk kkkKk Kk kok

GIO04 ATGCATACTGGTTCAATAAAAACTAGAGCTAAAC---GAGCTGATGTAAATGGTATCCAT 3342

GI1l2 ATGTATGCTGGTTCAGTAAAACCAAGTGCCAAACAAGCAGCAGATGTAAATGGCATCCAC 3357
Kok Kk Kk kkkkkkkk Kkhkxkkk Kk Kk kk Kkx*k Kok ok KxkkkkkKkXAK Kk Kx K

GIO4 GGTCCTGCTTATAAGTACTTAAACATTGGCACTATTAACTGGCAAAGGGATATCGAGAAG 3402

GI1l2 AATCCTGCTTATCAGTACCTTGGCATAAGCATCAGTGACTGGAAAGCGGATATTGAGAAG 3417
Kok ok kK Ak kokKk Kkkkk * Kok Kk kkk Kk Kk kkkkk kk  kkkkkk Kkkkkok

GIO4 TGTTTGACGTGGGAAGCTAACAGCCGAATTGAAAATGGAATGTGTACAGAATTTCTTGAT 3462

GI12 TGTTTGATGTGGGAAGCTAATAGCCGGCTTGAAAATGGAATGTCTGCTCAATTTCTTGAT 3477

khkkhkhkhkkkk khkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhhkk KAhkkk*k khkkkhkAkkkhk Ak hkAkkhkhkkAkk K K Ak kA Kk hkkkKhk

GI04 ATGGCTGCTAAGGAATTAGGGTGTACTATATTCATTTG- 3500
GI12 ACTGCTGCTAGGGAATTAGGCTGTACTATATCAGTCTGA 3516
ko Kk KKK KK Kk A KA KA KK Kk KKK KK KKK * ok

Roézsaszinnel az mGIL.04, kékkel az mGIl.12, sargaval az eGIL.04, zolddel az eGIL.12

konstrukciokban talalhaté6 gRNS-ek vannak kiemelve.



M8. G1.04 promoter szekvencia

StG1.04 prométer disztalis

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO4.
GIO4.

S.ph

GIO4.

GIO4.
GIO04.
GIO4.

N

N

GTGGGTGTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGGAATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATT
GTGGGTGTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGGAATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATT
GTGGGTGTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGGAATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATT
GTGGGTGTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGGAATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATT
GTGGGTGTGTGCCCAAATATTATTGGAAAAAAGGAATAACGGTATTTGGAGAAGAAAATT

KA A A A AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR A KA IR A A A AR A A A A A A AR A A AR A A AR Ak AR A X kK

AAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAATAGATATTTGGAGAAGACAATGGT
AAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAATAGATATTTGGAGAAGACAATGGT
AAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAATAGATATTTGGAGAAGACAATGGT
AAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAATAGATATTTGGAGAAGACAATGGT
AAAGGAAACGGTTTCCTAGACATTTCTGCAAATGAATAGATATTTGGAGAAGACAATGGT

Ak hkhk Ak kA hkhkhkhhkhkhk A hhkhhhkhhkhkhkhhAhkhkrhhhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhxkkhkxkkxk*x

GGGGGTGGGGGACGGGGTAGGGGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTATAAAAAAATATTATTG
GGGGGTGGGGGACGGGGTAGGGGTGTTTTTTTTT-TTTTTTTTATAAAAAAATATTATTG
GGGGGTGGGGGACGGGGTAGGGGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTATAAAAAAATATTATTG
GGGGGTGGGGGACGGGGTAGGGGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTATAAAAAAAATATTATTG
GGGGGTGGGGGACGGGGTAGGGGTGTTTTTTTTTTTTTTTTT ATAAAAAAATATTATTG

khkhkkhk Ak hkkhkrhkkhkhkhhkhkhhhkrhkkhkrhkkhkhkhkkhkrkhkhkhkkhkdrkx *kkxk*xx*x *hkkkkkkkkkxkkkk

GGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGTTACTTTTTATTTTTATTCAAAAATAATT
GGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGTTACTTTTTATTTTTATTCAAAAATAATT
GGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGTTACTTTTTATTTTTATTCAAAAATAATT
GGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGTTACTTTTTATTTTTATTCAAAAATAATT
GGCAAAAATCCATATGTCATTGATTCATTGGTTACTTTTTATTTTTATTCAAAAATAATT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KA I A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A X kK

ATTTAAGAATTGTTTTTGATGCAAATGACAAATGTCGTCGTTTAATTTGTCACTTTACAC
ATTTAAGAATTGTTTTTGATGCAAATGACAAATGTCGTCGTTTAATTTGTCACTTTACAC
ATTTAAGAATTGTTTTTGATGCAAATGACAAATGTCGTCGTTTAATTTGTCACTTTACAC
ATTTAAGAATTGTTTTTGATGCAAATGACAAATGTCGTCGTTTAATTTGTCACTTTACAC
ATTTAAGAATTGTTTTTGATGCAAATGACAAATGTCGTCGTTTAATTTGTCACTTTACAC

kA hkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkdkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

GTCATTCGCGAGTGTAACACACACCCTATATATTTTTGTTGATTGGTAAAAGAGTGTCAA
GTCATTCGCGAGTGTAACACACACCTTATATATTTTTGTTGATTGGTAAAAGAGTGTCAA
GTCATTCGCGAGTGTAACACACACCTTATATATTTTTGTTGATTGGTAAAAGAGTGTCAA
GTCATTCGCGAGTGTAACACACACCTTATATATTTTTGTTGATTGGTAAAAGAGTGTCAA
GTCATTCGCGAGTGTAACACACACCTTATATATTTTTGTTGATTGGTAAAAGAGTGTCAA

KAIAKAKAAKAAKRKAAAAXAAAKRAAAAAAAKN A A A A A A AR A AR A A A AR A A A A AR AR A A A kA kX k%

AATGACACATTAAGACTCTACATGAAGTGTCTAAAATAAATATCGTCCGGTTAAGATGTC
AATGACACATTAAGACTCTACATGAAGTGTCTAAAATAAATATCGTCCGGTTAAGATGTC
AATGACACATTAAGACTCTACATGAAGTGTCTAAAATAAATATCGTCCGGTTAAGATGTC
AATGACACATTAAGACTCTACATGAAGTGTCTAAAATAAATATCGTCCGGTTAAGATGTC
AATGACACATTAAGACTCTACATGAAGTGTCTAAAATAAATATCGTCCGGTTAAGATGTC

R R 2 b I b b Sb b b S S Sh I Sb b S SR e S I b S S b I 2h b S Sb e Sb b b 2b S 2b b Sb b S 2b 2 2b S Sb b Sb b I 2 b S Y

TAAGTGAAACTTCGTGTCAACTTTAAGGGGCCACTGATGGGTTAGACCTATGGGTGTTTG
TAAGTGAAACTTCGTGTCAACTTTAAGGGGCCACTGATGGGCTAGACCTATGGGTGTTTG
TAAGTGAAACTTCGTGTCAACTTTAAGGGGCCACTGATGGGTTAGACCTATGGGTGTTTG
TAAGTGAAACTTCGTGTCAACTTTAAGGGGCCACTGATGGGTTAGACCTATGGGTGTTTG
TAAGTGAAACTTCGTGTCAACTTTAAGGGGCCACTGATGGGTTAGACCTATGGGTGTTTG

kkhkkhkkhkhkkhhkkhhkkhhkhhkkhhkhhkhhkhhhhkhhkhhhhhhkhhkhhkhhkhhrk dhhkrhrhkrhkrhkrhrkxxx

TCATGGGTGCATGTCATGATGATTCATGATGGTGTTGAATCATATGACACATGGCCATTA
TCATGGGTGCATGTCATGACGATTCATGGTGGTGTTGAATCATATGACACATGGCCATTA
TCATGGGTGCATGTCATGATGATTCATGATGGTGTTGAATCATATGACACATGGCCATTA
TCATGGGTGCATGTCATGATGATTCATGATGGTGTTGAATCATATGACACATGGCCATTA
TCATGGGTGCATGTCATGATGATTCACGATGGTGTTGAATCATATGACACATGGCCATTA

khkkhkhAkkhkhkhkkhkhkkhhhkkhkhkhhhkkhk hhkhkhhk | *hkhhAhhdhhrhrhhhhhkhhkrkhkhkhrkhhkhhkrxkhxtx*k

AGTGCCTAAGAAAAATATCTCAATGCCACGTCTGCAAATCTGAAGGAAGAGGGAGAGCTC
AGTGCCTAAGAAAAATATCTCAATGCCACGTCTGCAAATCTGAAGGAAGAGGGAGAGCTC
AGTGCCTAAGAAAAATATCTCAATGCCACGTCTGCAAATCTGAAGGAAGAGGGAGAGCTC
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N

AGTGCCTAAGAAAAATATCTCAATGCCACGTCTGCAAATCTGAAGGAAGAGGGAGAGCTC
AGTGCCTAAGAAAAATATCTCAATGCCACGTCTGCAAATCTGAAGGAAGAGGGAGAGCTC

Ak kA hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkhxkkhkxkkxk*x

AGCTAAAGATCTCTTCTCTTCTTCTCTTTCTTCACATTCATTTCTTTTCTCTCTACTTTT
AGCTAAAGATCTCTTCTCTTCTTCTCTCTCTTCACATTCATTTCTTTTCTCTCTACTTTT
AGCTAAAGATCTCTTCTCTTCTTCTCTCTCTTCACATTCATTTCTTTTCTCTCTACTTTT
AGCTAAAGATCTCTTCTCTTCTTCTCTCTCTTCACATTCATTTCTTTTCTCTCTACTTTT
AGCTAAAGATCTCTTCTCTTCTTCTCTCTCTTCACATTCATTTCTTTTCTCTCTACTTTT

KAKAAKAAKAAKNAIAAA AL A KNI XAAIAAAIAKA A, A A A A A AR A A A A A A A A A AR A A A A Ak Ak A kX k%

TTCCTCCAACCAAAACCTGTTAAACAATCTTCTTCAAATTTCACCTTCCAATTTCAGGTA
TTCCTCCAACCAAAACCTGTTAAACAATCTTCTTCAAATTTCACCTTCCAATTTCAGGTA
TTCCTCCAACCAAAACCTGTTAAACAATCTTCTTCAAATTTCACCTTCCAATTTCAGGTA
TTCCTCCAACCAAAACCTGTTAAACAATCTTCTTCAAATTTCACCTTCCAATTTCAGGTA
TTCCTCCAACCAAAACCTGTTAAACAATCTTCTTCAAATTTCACCTTCCAATTTCAGGTA

Ak hkk Ak hkhkrhkhkhk kA hkhkrhhkhhkhkrhhhkhkhdAhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkhxkkxkkxk*x

CCATTTTTTTCTTTAATTTTCTTCTATAACCTCTGAATTTTTTTCTAGTTGTTTAAAGCT
CCATTTTTTTCTTTAATTTTCTTCTATAAC-TCTGAATTTTTTTCTAGTTGTTTAAAGCT
CCATTTTTTTCTTTAATTTTCTTCTATAAC-TCTGAATTTTTTTCTAGTTGTTTTAAAGC
CCATTTTTTTCTTTAATTTTCTTCTATAAC-TCTGAATTTTTTTCTAGTTGTTTAAAGCT
CCATTTTTTTCTTTAATTTTCTTCTATAAC-TCTGAATTTTTTTCTAGTTGTTTAAAGCT

KAIAKAAKRAKRKAIAKAAXAKAAKNAAAAAA AN A XA KX *A Ak A h A h A A XA Ak h Ak hk Ak hkkk xkx *%

CCGTTTTCTCTA-TGGGATTTGTAATTAATATCTTCNTGCTGTTGTTGATTTGNNATAAC
—-CCGTTTCTCTA-TGGGATTTGTAATTAATATCTC--TGCTGTTGTTGATTTGTTATAAC
TCCGTTTCTCTA-TGGGATTTGTAATTAATATCTC--TGCTGTTGTTGATTTGTTATAAC
—-CCGTTTCTCTA-TGGGATTTGTAATTAATATCTC--TGCTGTTGTTGATTTGTTATAAC
—-CCGTTTCTCTA-TGGGATTTGTAATTAATATCTC--TGCTGTTGTTGATTTGTTATAAC

* KAk hkkhkhkhkk, K hkhkAkrAkAkhkkhhkhkAkrk ki hk K hkkx% KAk KkAkhkkhkhk Ak kA kA kK Kk )k * Kk Kk kK

TTTTCTTGCCTTTTGCCTCAGTTCATAATGAAAATTNGNTTAGGAAAGTATGGAGATTCG
TT-TCTTGC-TTTTGCCTCAGTTCATAATGAAA-TTGGTT-AGGAA-GTATGAGA-TTCG
TT-TCTTGC-TTTTGCCTCAGTTCATAATGAAA-TTGGNTTAGGGAAGTATGGAGATTCG
TT-TCTTGC-TTTTGCCTCAGTTCATAATGAAA-TTGGTT-AGGAA-GTATGGAGATTCG

TT-TCTTGC-TTTTGCCTCAGTTCATAATGAAA-TTGGTT-AGGAA-GTATGGAGATTCG
kok kokkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkrkkkk kk Kk * Kkkk Kk kkkkk * ok kK

CTTTTTGTTGATCAAGAGAAATATATGTTGTTAATAAGGTTATTACAAATATTTATTGGA
CTTTTTN-TGATCAAGAGAAATATATNT-GTTAATAAGGTTATTACAAATATTTATTGGA
CTTTTTGTTGATCAAGAGAAATATATGTTGTTAATAAGGTTATTACAAATATTTATTGGA
CTTTTTGTTGATCAAGAGAAATATATGTTGTTAATAAGGTTATTACAAATATTTATTGGA
CTTTTTGTTGATCAAGAGAAATATATGTTGTTAATAAGGTTATTACAAATATTTATTGGA

* Kk kK k Kk KAhkAAAKAAKRIAAAAAAAK ) K *AAIAKAA A A I AA XA A AR A A A A AR AR A ARk A XKk

ACTAAAATGTTATTCCA-GTAATTTGGAATTTATAGAATTGTTGAGTTTTACCAAACATT
ACTAAAATGTTATTNCCAGTAATTTGGAATTTATAGAATTGTTGAGTTTTACCAAAC-AT
ACTAAAATGTTATTCCA-GTAATTTGGAATTTATAGAATTGTTGAGTTTTACCAAACATT
ACTAAAATGTTATTCCA-GTAATTTGGAATTTATAGAATTGTTGAGTTTTACCAAACATT
ACTAAAATGTTATTCCA-GTAATTTGGAATTTATAGAATTGTTGAGTTTTACCAAACATT

khkkhkkkkkAhkhkkkhkkkkx K R R S b I b Sb b I S b S Sb I Sb b b Sh S Sb I Sb b b db 2 2b 3 Sb db I 2b 4 *

TTTTTTTCGGATTTCCACTTGGTGTCTTGTACTCACATTGGAAGCCGACTAAATCCGTAG
TTTTTTTTGGATTTCCACTTGGTGTCTTGTACTCACATTGGAAGCCGACTAAATCCGTAG
TTTTTTTTGGATTTCCACTTGGTGTCTTGTACTCACATTGGAAGCCGACTAAATCCGTAG
TT-TTTTTGGATTTCCACTTGGTGTCTTGTACTCACATTGGAAGCCGACTAAATCCGTAG
TT-TTTTTGGATTTCCACTTGGTGTCTTGTACTCACATTGGAAGCCGACTAAATCCGTAG

hk hkkkkhk hhkkkhkhkrhkhkhkhhkrhkhhhdkhkhkrhkhkrkhhkrkhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrkkxk*x

GTTCCATTTTTTGGGGAGACTCTGCCAAAAGGTTTTTTTCTATTCCTGAGGGTTCGAATA
GTTCCATTTTTTGGGGAGACTCTGCCAAAAGGTTTTTTTCTATTCCTGAGGGTTCGAATA
GTTCCATTTTTTGGGGAGACTCTGCCAAAGGGTTTTTTTCTATTCCTGAGGGTTCGAATA
GTTCCATTTTTTGGGGAGACTCTGCCAAAAGGTTTTTTTCTATTCCTGAGGGTTCGAATA
GTTCCATTTTTTGGGGAGACTCTGCCAAAAGGTTTTTTTCTATTCCTGAGGGTTCGAATA

KAk kA khkhAhhkkhhhAhAhAdAhkhkkhhhhhhkhkhkhhdhkh dhhkhhdhhhrhrdhkhhhhhrkhkhkrhhkkhhkrkhxx*k

CAAAAGTCTTATTAAGGGTGGAGGGATCTCAACCATGCCACACAATTCACGTTGCTAGTT
CAAAAGTCTTATTAAGGGTGGAGGGATCTCAACCATGCCACACAATTCACGTTGCTAGTT
CAAAAGTCTTATTAAGGGTGGAGGGATCTCAACCATGCCACACAATTCACGTTGCTAGTT
CAAAAGTCTTATTAAGGGTGGAGGGATCTCAACCATGCCACACAATTCACGTTGCTAGTT
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GIO04.

CAAAAGTCTTATTAAGGGTGGAGGGATCTCAACCATGCCACACAATTCACGTTGCTAGTT

KA R A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A IR A R AR A A I A AN A A A A A A A A AR A A A A A kA Ak ko kK

TTACAGTTGAATAGATTCTGTCCATTGTATTCCTTATGCCTATTTATACATATGTTTTTT
TTACAGTTGAATAGATTCTGTCCATTGTATTCCTTATGCCTATTTATACATATGTTTTTT
TTACAGTTGAATAGATTCTGTCCATTGTATTCCTTATGCCTATTTATACATATGTTTTTT
TTACAGTTGAATAGATTCTGTCCATTGTATTCCTTATGCCTATTTATACATATGTTTTTT
TTACAGTTGAATAGATTCTGTCCATTGTATTCCTTATGCCTATTTATACATATGTTTTTT

Ak hkhk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhkhdAhkhkrhkhhkhhkrhhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrkhxkkxkkxk*x

TACTTGCTAATGTTTTCCTAGATTGATTTTCATACTGTCCAAGTTTACTTTGAATATAGC
TACTTGCTAATGTTTTCCTAGATTGATTTTCATACTGTCCAAGTTTACTTTGAATATAGC
TACTTGCTAATGTTTTCCCAGATTGATTTTCATACTGTCCAAGTTTACTTTGAATATAGC
TACTTGCTAATGTTTTCCTAGATTGATTTTCATACTGTCCAAGTTTACTTTGAATATAGC
TACTTGCTAATGTTTTCCTAGATTGATTTTCATACTGTCCAAGTTTACTTTGAATATAGC

KAKAAKAAKAAKNAIAAAANAAKNA A A A A AR A A AR A I A AR A A A A A AR A AR A A AR A AR A A X kK

TCGTTATGGACTGGTGCTTACTTGAAAACTCTTAGTATATTAGTTAAAGATATAACCACT
TCGTTATGGACTGGTGCTTACTTGAAAACTCTTAGTATATTAGTTAAAGATATAACCACT
TCGTTATGGACTGGTGCTTACTTGAAAACTCTTAGTATATTAGTTAAAGATATAACCACT
TCGTTATGGACTGGTGCTTACTTGAAAACTCTTAGTATATTAGTTAAAGATATAACCACT
TCGTTATGGACTGGTGCTTACTTGAAAACTCTTAGTATATTAGTTAAAGATATAACCACT

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

AGAGTATTATTAGAGCAAAGGCGGAGTCGAGGATTTTTAGTTTATAGATTTTGAATCACA
AGAGTATTATTAGAGCAAAGGCGGAGTCGAGGATTTTTAGTTTATAGATTTTGAATCACA
AGAGTATTATTAGAGCAAAGGCGGAGTCGAGGATTTTTAGTTTATAGATTTTGAATCACA
AGAGTATTATTAGAGCAAAGGCGGAGTCGAGGATTTTTAGTTTATAGATTTTGAATCACA
AGAGTATTATTAGAGCAAAGGCGGAGTCGAGGATTTTTAGTTTATAGATTTTGAATCACA

Ak kA hkhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhdAhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhhkhhkrkrhkxkkxk*x

ATCCATTTTTTT-TTTTTACCCTCCCTAGGAGCTCCCACCCCTTTTGCTCCCTTGGTGAC
ATCCATTTTT---TTTTTACCCTCCCTAGGAGCTCCCACCCCTTTTGCTCCCTTGGTGAC
ATCCATTTTTTTTTTTTTACCCTCCCTAGGAGCTCCCACCCCTTTTGCTCCCTTGGTGAC
ATCCATTTTTT-TTTTTTACCCTCCCTAGGAGCTCCCACCCCTTTTGCTCCCTTGGTGAC
ATCCATTTTTT--TTTTTACCCTCCCTAGGAGCTCCCACCCCTTTTGCTCCCTTGGTGAC

*kkkkkKkkkKk Kk KA KK AR A A KA A KRR AR AR AR A A A A AR A AR A AR AR A AR AR A A A A Ak Ak kK

TCGAACTCGCAACCTTCGGGTTGGAAGTGAGGGGTGCTTACCATCCGAGCAACTCCCTCT
TCGAACTCGCAACCTTCGGGTTGGAAGTGAGGGGTGCTTACCATCCGAGCATCTCCCTCT
TCGAACTCGCTACCTTCGGGTTGGAAGTGTGGGGTGCTTACCATCCGAGCAACTCCCTCT
TCGAACTCGCAACCTTCGGGTTGGAAGTGAGGGGTGCTTACCATCCGAGCAACTCCCTCT
TCGAACTCGCAACCTTCGGGTTGGAAGTGAGGGGTGCTTACCATCCGAGCAACTCCCTCT

krkhkkhkrkhkhkrhkk hhkhkhkrhkhkrkhhkrhkhkhkhhhkhk hhkrkhhkrkhkhhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrxk *khkxkkxk*x

TGTCACAATCCATTTTGCTTACTGGGTTTTGGATACATTATTTTTTTGATCAGATAAATG
TGTCACAATCCATTTTGCTTACTGGGTTTTGGATACATTATTTTTTTGATCAGATAAATG
TGTCACAATCCATTTTGCTTACTGGGTTTTGGATACATTACTTTTTTGATCAGATAAATG
TGTCACAATCCATTTTGCTTACTGGGTTTTGGATACATTATTTTTTTGATCAGATAAATG
TGTCACAATCCATTTTGCTTACTGGGTTTTGGATACATTATTTTTTTGATCAGATAAATG

KA kA A A A AR IA A A A A AR A AR A A A AR A A A kA A A A Ak hA Ak dhkx Ak kA kA kA rkhkhkkhkrkx k%

ATTTTATAAATAAAGGGGCAAAGCCGTATACCATAAGTAGAGAACCCACAACAAAATATG
ATTTTATAAATAAAGGGGCAAAGCCGTATACCATAAGTAGAGAACCCACAACAAAATATG
ATTTTATAAATAAAGGGGCAAAGCCGTATACCATAAGTAGAGAACCCACAACAAAATATG
ATTTTATAAATAAAGGGGCAAAGCCGTATACCATAAGTAGAGAACCCACAACAAAATATG
ATTTTATAAATAAAGGGGCAAAGCCGTATACCATAAGTAGAGAACCCACAACAAAATATG

R R e S b I b e S b b S S Sh I Sb b S SR S I b Sb S b I 2h b S Sb b Sb b b 2b S 2b b Sb b b b S 2b S Sb J Ib b I 2h b S Y

TTTCTCTATGAATGAAACCAATCATCTGTAGGAACACCAAACATAAACTAAAAACAAAAG
TTTCTCTATGAATGAAACCAATCATCTGTAGGAACACCAAACATAAACTAAAAACAAAAG
TTTCTCTATGAATGAAACCAATCATCTGTAGGAACACCAAACATAAACTAAAAACAAAAG
TTTCTCTATGAATGAAACCAATCATCTGTAGGAACACCAAACATAAACTAAAAACAAAAG
TTTCTCTATGAATGAAACCAATCATCTGTAGGAACACCAAACATAAACTAAAAACAAAAG

Ak khkrkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkdkhkhkrhhkrkhhkrhkhrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkrkkxk*x

GTTTGCAGCTTTACATATTATTTAAACATATGAAATACAAGGTTTAAGCTAAAGCCTGTA
GTTTGCAGCTTTACATATTATTTAAACATATGAAATACAAGGTTTAAGCTAAAGCCTGTA
GTTTGCAGCTTTACATATTATTTAAACATATGAAATACAAGGTTTAAGCTAAAGCCTGTA
GTTTGCAGCTTTACATATTATTTAAACATATGAAATACAAGGTTTAAGCTAAAGCCTGTA
GTTTGCAGCTTTACATATTATTTAAACATATGAAATACAAGGTTTAAGCTAAAGCCTGTA
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GCTACAATGGTGGCTCCG 1815

GCTACAATGGTGGCTCCG 1801
GCTACAATGGTGGCTCCG 1811
GCTACAATGGTGGCTCCG 1805
GCTACAATGGTGGCTCCG 1803

AKAhkkkhk Ak kA Ak Ak Ak kA kK, k*k

StG1.04 prométer proximalis
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TAGCTACAATGGTGGCTCCGCATCTATATTAGGAACCCCTAGTGTTAGATAATCCATAAT
TAGCTACAATGGTGGCTCCGCATCTATATTAGGAACCCCTAGTGTTAGATAATCCATAAT
TAGCTACAATGGTGGCTCCGCATCTATATTAGGAACCCCTAGTGTTAGATAATCCATAAT
TAGCTACAATGGTGGCTCCGCATCTATATTAGGAACCCCTAGTGTTAGATAATCCATAAT
TAGCTACAATGGTGGCTCCGCATCTATATTAGGAACCCCTAGTGTTAGATAATCCATAAT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR AR A AR AR A A AR AR A A AR A A AR Ak kK

TATGGAGTATTGAAATAATACGGACCCAAGCAAAATATATTTATGATATTGAGGATTCAT
TATGGAGTATTGAAATAATACGGACCCAAGCAAAATATATTTATGATATTGAGGATTCAT
TATGGAGTATTGAAATAATACGGACCCAAGCAAAATATATTTATGATATTGAGGATTCAT
TATGGAGTATTGAAATAATACGGACCCAAGCAAAATATATTTATGATATTGAGGATTCAT
TATGGAGTATTGAAATAATACGGACCCAAGCAAAATATATTTATGATATTGAGGATTCAT

hhkhkhkhkhk kA hk Ak hhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhrhkhkrhkhkrhhkrkkhkhkdxxkxk

ACATCCAACCCAACTAGTTTGGAATTGAGGCGTAGTTGTTGTATAATTCTTTGTTGAGCT
ACATCCAACCCAACTAGTTTGGAATTGAGGCGTAGTTGTTGTATAATTCTTTGTTGAGCT
ACATCCAACCCAACTAGTTTGGAATTGAGGCGTAGTTGTTGTATAATTCTTTGTTGAGCT
ACATCCAACCCAACTAGTTTGGAATTGAGGCGTAGTTGTTGTATAATTCTTTGTTGAGCT
ACATCCAACCCAACTAGTTTGGAATTGAGGCGTAGTTGTTGTATAATTCTTTGTTGAGCT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR A AR A A A AR Ak kK

TGAAAATCAATTTTCCTTGTAGTCATATGATTTTTGTTTGTGCCAATTTAATGGGCTGTT
TGAAAATCAATTTTCCTTGTAGTCATATGATTTTTGTTTGTGCCAATTTAATGGGCTGTT
TGAAAATCAATTTTCCTTGTAGTCATATGATTTTTGTTTGTGCCAATTTAATGGGCTGTT
TGAAAATCAATTTTCCTTGTAGTCATATGATTTTTGTTTGTGCCAATTTAATGGGCTGTT
TGAAAATCAATTTTCCTTGTAGTCATATGATTTTTGTTTGTGCCAATTTAATGGGCTGTT

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A A ARk Ak kK

AAGTGAATTACCATATTCCCCTATTTTGCCAGTTTCATCATCACTTCTCTCTGATGTTTT
AAGTGAATTACCATATTCCCCTATTTTGCCAGTTTCATCATCATTTCTCTCTGATGTTTT
AAGTGAATTACCATATTCCCCTATTTTGCCAGTTTCATCATCATTTCTCTCTGATGTTTT
AAGTGAATTACCATATTCCCCTATTTTGCCAGTTTCATCATCATTTCTCTCTGATGTTTT
AAGTGAATTACCATATTCCCCTATTTTGCCAGTTTCATCATCATTTCTCTCTGATGTTTT

hhkhkhkhkhkhkhkhk A hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkhkhkhkdrkd *hkhkrhhkrkhkhhkkhhxhkxk

AATTTTCATAGAGTTTTGGTTTTATATTTCGCTGTGTCAGCAAGGATGCCGTCATTGAAT
AATTTTCATAGAGTTTTGGTTTTATATTTCGCTGTGTCAGCAGGGATGCCGTCATTGAAT
AATTTTCATAGAGTTTTGGTTTTATATTTCGCTGTGTCAGCAAGGATGCCGTCATTGAAT
AATTTTCATAGAGTTTTGGTTTTATATTTCGCTGTGTCAGCAAGGATGCCGTCATTGAAT
AATTTTCATAGAGTTTTGGTTTTATATTTCGCTGTGTCAGCAAGGATGCCGTCATTGAAT

KA KR KA KR A AKA AR A AR A AR A A AR A A A AR A A A A hA kA A A hA Ak, Kk hhxkhkhkkhhkhkhkr kK kxkkkxk

GAAAAACTTGATATATGAAACAGCGTGTTTTCCCTCTAGATTTCCTATGGAAATCCTCCA
GAAAAACTTGATATATGAAACAGCGTGTTTTCCCTCTAGATTTCCTATGGAAATCCTCCA
GAAAAACTTGATATATGAAACAGCGTGTTTTCCCTCTAGATTTCCTATGGAAATCCTCCA
GAAAAACTTGATATATGAAACAGCGTGTTTTCCCTCTAGATTTCCTATGGAAATCCTCCA
GAAAAACTTGATATATGAAACAGCGTGTTTTCCCTCTAGATTTCCTATGGAAATCCTCCA

hhkrhkhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkdkhkhkrhhkrhhkrhhkrkkhkhkdhkxx

ATACTTCTTTCACACAACTTTTGGTGCTTGGTTTGATCAAACTAATTAACCTTCTTTTTT
ATACTTCTTTCACACAACTTTTGGTGCTTGGTTTGATCAAACTAATTAACCTTCTTTTTT
ATACTTCTTTCACACAACTTTTGGTGCTTGGTTTGATCAAACTAATTAACCTTCTTTTTT
ATACTTCTTTCACACAACTTTTGGTGCTTGGTTTGATCAAACTAATTAACCTTCTTTTTT
ATACTTCTTTCACACAACTTTTGGTGCTTGGTTTGATCAAACTAATTAACCTTCTTTTTT

KA KA A AR AR A A A A AR AR A IR A A IR A KA A A I A A KNI I A A A A AN A A R A A A A Ak A A A,k kK

TATCTCTTGGAGGATGCTTATTTCTTTATGCATCTGTCTAATAGTTTTGACTATCATTGT
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A S. tuberosum cv. 'Désirée'-b6l klonozott és a SpudDB-bél kinyert S. tuberosum Phureja
csoport GI1.04 promoter fragmensek szekvencia sszehasonlitasa. -2601 bp-tol -816 bp-ig és -816
bp-tol +65 bp-ig terjedé G1.04 fragmenseket PCR-rel amplifikaltuk a 'Désirée' genomi DNS-¢ébol
az StG1.04 -2601 Fw és StGIL.04 -816 R, valamint az StG1.04 -816 Fw és az StGL.04 +65 R
primer parokkal. A primer szekvencidi 5. mellékletben talalhatbak meg. A fragmentumokat a

PGEM-T Easy vektorba klonoztuk és négy rekombinans klon DNS-ét szekvenaltattuk meg. A

.2
.9
.11

= o N = oD = o N o N

= o N o

TATCTCTTGGAGGATGCTTATTTCTTTATGCATCTGTCTAATAGTTTTGACTATCATTGT
TATCTCTTGGAGGATGCTTATTTCTTTATGCATCTGTCTAATAGTTTTGACTATCATTGT
TATCTCTTGGAGGATGCTTATTTCTTTATGCATCTGTCTAATAGTTTTGACTATCATTGT
TATCTCTTGGAGGATGCTTATTTCTTTATGCATCTGTCTAATAGTTTTGACTATCATTGT

Ak hkkhkhk kA hkhk Ak kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhhkrhkkkhkkkxk

GTTTTTCTGTTTTGCAGGACAAATAGTCATATGTTGTAGTTAGTATCTGCTTACTATTTA
GTTTTTCTGTTTTGCAGGACAAATAGTCATATGTTGTAGTTAGTATCTGCTTACTATTTA
GTTTTTCTGTTTTGCAGGACAAATAGTCATATGTTGTAGTTAGTATCTGCTTACTATTTA
GTTTTTCTGTTTTGCAGGACAAATAGTCATATGTTGTAGTTAGTATCTGCTTACTATTTA
GTTTTTCTGTTTTGCAGGACAAATAGTCATATGTTGTAGTTAGTATCTGCTTACTATTTA

KA A KA AR AR A A A A AR A AR A A A AR A KA IR A A A AR A I A A A A AR AR AR A A A A A A A A A A,k kK

ATCAGGGAATTTACATTCCCGTAACCTGCATATTATTTTCAGAGATACCTTTGAAAGCTC
ATCAGGGAATTTACATTCCCGTAACCTGCATATTATTT-CAGAGATACCTT-GAA-GCTC
ATCAGGGAATTTACATTCCCGTAACCTGCATATTATTT-CAGAGATACCTT-GAA-GCTC
ATCAGGGAATTTACATTCCCGTAACCTGCATATTATTT-CAGAGATACCTT-GAA-GCTC

ATCAGGGAATTTACATTCCCGTAACCTGCATATTATTT-CAGAGATACCTT-GAA-GCTC
hokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kkkkkkkkkrkkk Kokk Kkxk

TGAGGTGGTTTTGCTCGTTTAGAAGTTTCTGGACCATCCTTTGCTAGGATTCCTAGATGT
TGAGGTGGTTTTGCTCGT-TAGAAGTT--TGGACCATCCTTTGCTAGGATCCTA-GATGT
TGAGGTGGTTTTGCTCGT-TAGAAGTT-CTGGACCATCCTTTGCTAGGATCCTA-GATGT
TGAGGTGGTTTTGCTCGT---GAAGTT-CTGGACCATCCTTTGCTAGGATCCTA-GATGT

TGAGGTGGTTTTGCTCGT-TAGAAGTT-CTGGACCATCCTTTGCTAGGATCCTA-GATGT
Kk K ok ok kK k kK ok kK k kK Kk Kok kokokk  kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k kK ok ok ok ok ok kK * ok kK ok

TGGGAATTTACAATCTTGTGGATCCTAGATTGGAAGTGGTACTTTGATGGGCCTAATTTT
TG---AAATTACAATCTGTGGATCCTAGATTGGAAGTGGTACTT-GATGG-CCTAATTT-
TG---AAATTACAATCTGTGGATCCTAGATTGGAAGTGGTACTT-GATGG-CCTAATTT-
TG---AAATTACAATCTGTGGATCCTAGATTGGAAGTGGTACTT-GATGG-CCTAATTT-
TG---AAATTACAATCTGTGGATCCTAGATTGGAAGTGGTACTT-GATGG-CCTAATTT-

* K Ak kK kkk kK KAAKRKAAKRAIAAAAAAKR AKX A I A A AKX AN A hhk, K*Ahhkk Kk *hxkhkkhkk k%
GTAGCATCCCTCTCATTATTGATTAAAATTCTTGGGATTGATAGCAGTTTT 831
GTAGCATCC--CTCAT-ATTGAT-AAAATTCTTGG-ATTGATAGCAGTTAT 815
GTAGCATCC-TCTCAT-ATTGAT-AAAATTCTTGG-ATTGATAGCAGTTAT 815
GTAGCATCC-TCTCAT-ATTGAT-AAAATTCTTGG-ATTGATAGCAGTTAT 815
GTAGCATCC-TCTCAT-ATTGAT-AAAATTCTTGG-ATTGATAGCAGTTAT 815

* ok kk ok ok ok ok x khkhkkhkkx hrxkkhkhkkhk dkhkhkhkkhkrhkkhkrkhkk hhkrkhkkhkkhkrhkkhkrxkkx *

Clustal Omega program segitségével hasonlitottuk dssze a szekvenciakat.
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S.ph
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TTAGACAGCTCCTCCCACTAATGCATTTTCTATTCAATT————-————————————————
TTAGACAGCTCCTCCCACTAATGCATTTTCTATTCAATTAT———————————————————
TTAGACAGCTCCTCCCACTAATGCATTTTCTATTCAATTATTCACCCAATTAAATAATTT
TTAGACAGCTCCTCCCACTAATGCATTTTCTATTCAATTAT———————————————————
TTAGACAGCTCCTCCCACTAATGCATTTTCTATTCAATTATTCACCCAATTAAATAATTT

KAKKA KNI A AA A A AN A XA A A A IR A AR A A A A A A AR X kK

———————————————————————— ATTCACCCAATTAAATAATTTTTAATTTCACTTCTT
———————————————————————— ATTCACCCAACTAAATAATTTTTAATTTCACTTCTT
TTAATTTCACTTCTTCAAGTTTTTGTTCACCCAATTAAATAATTTTTAATTTCACTTCTT
———————————————————————— ATTCACCCAATTAAATAATTTTTAATTTCACTTCTT
TTAATTTCACTTCTTCAAGTTTTTGTTCACCCAATTAAATAATTTTTAATTTCACTTCTT

khkhkkhkhkhkkhkrk *hkkhkrhkkhkkhkhkhkhkkhkrhkkhkhkkhkrkhkkxkkhkxkx*k

CAAGTTTTTGTCCTACTATTATATCTTAATTTAAGTTGCTAGAGTACCTATTTTATTTTT
CAAGTTTTTGTCCTACTATTATATCTTAATTTAAGTTGCTAGAGTACCTATTTTATTTTT
CAAGTTTTTGTCCTACTATCATATCTTAATTTAAGTTGCTAGAGTACCTATTTTATTTTT
CAAGTTTTTGTCCTACTATTATATCTTAATTTAAGTTGCTAGAGTACCTATTTTATTTTT
CAAGTTTTTGTCCTACTATTATATCTTAATTTAAGTTGCTAGAGTACCTATTTTATTTTT

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkkhkrhkk hhkhkhhhhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkkxxkxx

ATATTTATTACAAGGAAGAAACATAGTTCATCTTCTTCTATTCTTTTGTAGAAGATAAAA
ATATTTATTATAAGGAAGAAACATAGTTCATCTTCTTCTATTCTTTTGTAGAAGATAAAA
ATATTTATTATAAGGAAGAAACATAGTTCATCTTCTTCTATTCTTTTGTAGAAGATAAAA
ATATTTATTATAAGGAAGAAACATAGTTCATCTTCTTCTATTCTTTTGTAGAAGATAAAA
ATATTTATTATAAGGAAGAAACATAGTTCATCTTCTTCTATTCTTTTGTAGAAGATAAAA

KAKXKAKNKIAAAAX KA A KA A KA AR A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR A AR Ak kK

ATTAGAAAATAAAATCTTATATTCTTGGTTT-ATTTATTTTTATAAATTATTAAACAACA
ATTAGAAAATAAAATCTTATATTCTTGGTTT-ATTTATTTTTATAAATTATTAAACAACA
ATTAGAAAATAAAATCTTATATTCTTGGTTTTATTTATTTTTATAAATTATTAAACAACA
ATTAGAAAATAAAATCTTATATTCTTGGTTT-ATTTATTTTTATAAATTATTAAACA-AT

ATTAGAAAATAAAATCTTATATTCTTGGTTTTATTTATTTTTATAAATTATTAAACA-AT
ok K ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ks ok ok ok ok ok ok ok k ke k ok ok ok ok ok ok k k ok ok ok ok

ATAATAACATATTTAATATAATGTCACAAGTGAGGTTTAAGAGGGTAGAGTGACAAGATC
ATAATAACATATTTAATATAATGTCACAAGTGAGGTTTAAGAGGGTAGAGTGACAAGATC
ATAATAACATATTTAATATAATGCCACAAGTGAGGTTTAAGAGGGTAGAGTGACAAGATC
ATAATAACATATTTAATATAATGCCACAAGTGAGGTTTAAGAGGGTAGAGTGACAAGATC
ATAATAACATATTTAATATAATGCCACAAGTGAGGTTTAAGAGGGTAGGGTGACAAGATC

KAKXKAKRKAAKAAKRAAKRAAKAAAA AN A KAhAAAA AR A AR AR A AR A A A hA A A * Kk Ak hk Ak kh k)%

TTACGTTTACCTTGTGAAGGTATAAAAGGTATTATTGAAAGACGTTCAACTCAAGTGCAA
TTACGTTTACCTTGTGAAAGTATAAAAGGTATTATTGAAAGACGTTCAACTCAAGTGCAA
TTACGTTTACCTTGTGAAGGTATAAAAGGTATTATAGAAAGACCTTCAACTCAAGTGCAA
TTACGTTTACCTTGTGAAGGTATAAAAGGTATTATTGAAAGACCTTCAACTCAAGTGCAA
TTACGTTTACCTTGTGAAGGTATAAAAGGTATTATTGAAAGACCTTCAACTCAAGTGCAA

KAKRKAA KAk hAAAAhkhAkhhhkh K hAhkAhhhhkhAkhkhrhAkhhkdhkhkx *kkhhkkhh*x *khkdhkk hrkhkhkrxkhkrkxk,k*kx%

CAAAACAAAGTATTCATGAAAAAGGAAATACAATAGTGAACAAAACATGTCAATTAATAA
CAAAACAAAGTATTCATGAAAAAGGAAATACAATAGTGAACAAAACATGTCAATTAATAA
CAAAACAAAGTATTTATGAAAAAGGAAATACAATAGTGAACAAAACATGTCAATTAATAA
CAAAACAAAATATTTATGAAAAAGGAAATACAATAGTGAACAAAACATGTCAATTAATAA
CAAAACAAAATATTTATGAAAAAGGAAATACAATAGTGAACAAAACATGTCAATTAATAA

hhkrhkhkhkkhhkd Khkhkdx hrxhhkhhhkhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhkdhkxk

GAAAAGTAGTACAAACCATTCAGGAAAAAAGAGAGAATAATAACAATAATGAAATAATGC
GAAAAGTAGTACAAACCATTCAGGAAAAAAAAGAGAATAATAACAATAATGAAATAATGC
GAAAAGTAGTACGAACCATATAAGAAAAAAGAGAGAATAATAACAATAATGAAATAATGC
GAAAAGTAGTACAAACCATTCAAGAAA-AAAAAAGAATAATAACAATAATGAAATAATGC
GAAAAGTAGTACAAACCATTCAAGAGA-AAAAAAGAATAATAACAATAATGAAATAATGC

kAhkkAkkhkhkkhkhkhkkhkkk kkhkkkkk Kk kk ok kk ok Ak kAhkhkkhkhkhkAhkA Ak Ak hkAk Ak Ak Ak Ak khk kK

GCTAACTGAAACACATTAGACAACAAATGGTATCAGATATCAAAAGCAAGAAATTACATA
GCTAACTGAAACACATTAGACAACAAATGGTATCAGATATCAAAAGCAAGAAATTACATA
GTTAACGGAAACACATTAGACAACAAATGGTATCAGATATCAAAAGCAAGAAATTACATA
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GCTAACTGTAACACATTAGACAACAAATGGTATCAGATATCAAAAGCAAGAAATTACACA
GCTAACTGTAACACATTAGACAACAAATGGTATCAGATATCAAAAGCAAGAAATTACACA

Kk kkkk ok khkkk Ak kA hkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkkrhkkhhhkhhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhhkrhkkkhkxxk *

TATAAGGCTAATATTACGAGAACACGGTGCTCCCAAACTCCCACTAAGTCTAATCCCGCT
TATAAGGCTAATATTACGAGAACATGGTGCTCCCAAACTCCCACTAAGTCTAATCCCGCT
TATAAGGCTAATATTACGAGAACACGGTGCTCCCAAACTCCCACTAAGTCTAATCCCGCT
TATAAGGCTAATATTACGAGAACACGGTGCTCCCAAACTCCCACTAAGTCTAATCCCGCT
TATAAGGCTAATATTACGAGAACACGGTGCTCCCAAACTCCCACTAAGTCTAATCCCGCT

KAKKAAKNAIAAAAAXAKAAXAAIAAAIAKA AKX AA A A A AR A A A A A AR AR AR A A A A A A A Ak, h kK

GAAAAGTGAGTCAAAACTCAATTACCTACTAACATTCTACCTTATTCTGCAATCTCCACA
GAAAAGTGAGTCAAAACTCAATTACCTACTAACATTCTACCTTATTCTGCAATCTCCACA
GAAAAGTGAGTCAAAACTCAATTACCTACTAACATTCTACCTTATTCTGCAATCTCCACA
GAAAAGTGAGTCAAAACTCAATTACCTACTAACATTCTACCTTGTTCTGCAATCTCCACA
GAAAAGTGAGTCAAAACTCAATTACCTACTAACATTCTACCTTGTTCTGCAATCTCCACA

Ak hkhkhkhk kA hkhk A hkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhkhkhkkhdrkd *rhkkhkrhkhkrkhkkkkhkxkkxxk

CCCTCCTATCTAATATCATGTCTTCAATCGGGAAGTTGAAGTTGTACCATGTCCTGTCTA
CCCTCCTATCTAATATCATGTCTTCAATCGGGAAGTTGAAGTTGTACCATGTCCTGTCTA
CCCTTCTATCTAACATCATGTCTTCAATCGGGAAGTTGAAGTTGTACCATGTCCTGTCTA
CTCTCCTATCTAATATCATGTCTTAAATCGGGAAGATGAAGTTGTACCATGTCCTGTCTA
CTCTCCTATCTAATATCATGTCTTAAATCGGGAAGATGAAGTTGTACCATGTCCTGTCTA

Kk kK kA KkAAAkA KR AAkKAKIAAAAKAKR hAAAAAAKAAKAKk *AAAhAkArAhAdAAr A Ak hAhkhk Ak Ak rAkkxk k%

ATTACCTCTCTTCAATACTTCTTAAGTTTATCTTCACATTTTCGCATACCATCATATTCA
ATTACCTCTCTTCAATACTTCTTAAGTTTATCTTCACATTTTCGCATACCATCATATTCA
ATTACCTCTCTCCAATACTTCTTAAGTTTATCTTCACATTTTCGCATACCACCATATTCA
ATTACCTCTCTCCAATACTTCTTAAGTTTATCTTCACATTTTCGCATACCACCATATTCA
ATTACCTCTCTCCAATACTTCTTAAGTTTATCTTCACATTTTCGCATACCACCATATTCA

KAKXKAKNKAAKAAKXN *AAAAKAIAAAAKRAKRA IR A A A AR A AR A A A AR AR AR AR AR AR, kAKX kA k) K

ACCTCTCACACCTCCTCACTAGGCATCTT-———————————————— CATACGTCCAATTC
ACCTCTCACACCTCCTCACTAGGCATCTT-——=====-————————— CATACGTCCAATTC
ACCTCTCACACCTCCTCACTAGGCATCTTCATACACATTTCCTCTTCATACGTCCAATTC
ACCTCTCACACCTCCTCACTAGGCATCTTCATACACATTTCCTCTTCATACGTCCAATTC
ACCTCTCACACCTCCTCACTAGGCATCTTCATACACATTTCCTCTTCATACGTCCAATTC

hhkrxhkhkhkhk Ak hkkrhkkhkrhkhkrkhkhkhkhrhkhkxkhkkx* *hkkkkkkkkkxkkx

ATCTTAATCCCGCTTCTCTCATTTTATCCACCACAAAGACTATTCACATTTTATCCAAAA
ATCTTAATCCCGCTTCTCTCATTTTATCCACCACAAAGACTATTCACATTTTATCCGAAA
ATCTTAATCCCGCTTCTCTCATTTTATCCACCACAAAGACTATTCACATTTTATCCCAAA
ATCTTAATCCCGCTTCTCTCATTTTATCCACCACAAAGACCATTCACATTTTATCCCAAA
ATCTTAATCCCGCTTCTCTCATTTTATCCACCACAAAGACCATTCACATTTTATCCCAAA

KA KAKAKRKAAKAAAAAKRA AR A AA AR AR A A A AR AR A AR A AR A, Ak h Ak hhkk kA khkrkh*kx **)k%

AATTCTTTTT-TTTAATCTT-ATCTCACTTAGTATGCAAACACATTAATAAGTTCTCAAA
AAATTCTTATTTTTAATCTTATCTCACTTTAGTATGCAGACACATTAATAAGTTCTCAAA
AATTCTTATTCT--TAATCTTATCTCACTTAGTATGCAAACACATTAATAAGTTCTCAAA
AATTCTTATTCT--TAATCTTATCTCACTTAGTATGCAAACACATTAGTAAGTTCTCAAG
AATTCTTATTCT--TAATCTTATCTCACTTAGTATGCAAACACATTAGTAAGTTCTCAAG

* Kk K * * ok * * kAhkkAkAhkhkkhkhkhkk KAk kkhkhkkhkx *hkkhkhkkkhkkkkk*k

CAATTGCAAAATCAATGTTATGAATACTACAATTATGGGTGTGTTAAGATTGTTTTTTTA
CAATTGCAAAATCAATGTTATGAATACTACAATTATGGGTGTGTTAAGATTGTTTTTTTT
CAATTGCAAAATCAATGTTATGAATACTATAATTATGGGTGTGTTAAGATTGTCTTTTTT
CAATTGCAAAATCAATGTTATGAATACTACAGTTATGGGTGTGTTGAGATTGTTTTTTTA
CAATTGCAAAATCAATGTTATGAATACTACAATTATGGGTGTGTTGAGATTGTTTTTTTA

hhkrxhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrkh * ,hkkhkhkhkhkrhkhkrkhkhkx *hkhkhrrkhkx *xk*kxx*x

AAAATAGCTTATAAGCTAAATGTCATAAAAGTCTATTTGGATTGACTTTTTATTTTTAAT
AAAATAGCTTATAAGCTAAATGTCATAAAAGTCTATTTGGATTGACTTTTTATTTTTAAT
TAAATAGCTTATAACCTAAATGT-ATAAAAGTCTATTTGGATTGACTTTTTATTTTTAAT
AAAATAGCTTATAAGCTAGATGTCATAAAAGTCTATTTGGATTGACTTTTTATTTTTAAT
AAAATAGCTTATAAGCTAGATGTCATAAAAGTCTATTTGGATTGACTTTTTATTTTTAAT

khkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhhkhk Khk hhkhk hhkkhhhkkhhkhkhkhkhhhhhrkhkhkhrhhdhhkrhkrkhrhhkkhhkhrhrkkxx

TATTTTTTACTTATTTTTAACATTTTAGTTTAAAACTAAAGTGTTTAGCATTTTGACTTA
TATTTTTTACTTATTTTTAACATTTTAGTTTAAAACTAAAGTGTTTAGCATTTTGACTTA
TGTTTTTTACTTATTTTTAACATTTTAGTTTAAAACTAAAGTGTTTAGTATTTTGACTTA
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TATTTTTTACTTATTTTTAACATTTTAGTTTAAAACTAAAGTGTTTAGCATTTTGACTTA
TATTTTTTACTTATTTTTAACATTTTAGTTTAAAACTAAAGTGTTTAGCATTTTGACTTA

Kk kkhkkkhk Ak kA hkhk Ak kA hkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkkx d*rxkkkkhkrkxk

TTTTTACCATTCCACTTTTCTTTTTCAGCTAACTAGCAATGTGAGACTTTATTCACATCT
TTTTTACCATTCTACTTTTCTTTTTCAGCTAACTAGCAATGTGAGACTTTATTCACATCT
TTTTTACCATTCTACTTTTCTTTTTCAGCCAACTAGCAATGTGAGACTTTATTCACATCT
TTTTTACCATTCTACTTTTCTTTTTCAGCTAACTAGCAATGTGAGATTTTATTCACATCT
TTTTTACCATTCTACTTTTCTTTTTCAGCTAACTAGCAATGCGAGATTTTATTCACATCT

KAKNKAAKNAAAKXAA KA XAAIAAIAAAhARAA K, *hkkdhhkkxhkkhkkhhk, *kkhhk Nk hkhkkhkhkkhkhkk,kk%k

CCAACATCT-—=——————————— CTCTATAAATTTTCCATCAAGAAATACTAATTAGTTG
CCAACATCT--=-=-—————————— CTCTATAAATTTTCCATCAAGAAATACTAATTAGTTG
CCAACATCACAGTCTCTTTCTCTCTCTATAAAATTTCCATCAAGAAATACTAATTAGTTG
CCAACTTCACAGTTTCTTTCTCTCTCTATAAATTTTCCATCAAGAAATACTAATTAGTTG
CCAACTTCACAGTTTCTTTCTCTCTCTATAAATTTTCCATCAAGAAATACTAATTAGTTG

Kk kKK KK KKK KKKk ok ok ok ok ok ko Kk k ok ok ok ok ok ok ok kK ok Kk ok ok ok ok ok ok
GATTAAATGAAGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG 1273
GATTAAATGAAGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG 1277
GATTAAATGAAGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG 1349
GATTAAATGAAGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG 1304
GATTAAATGAAGTAAGAAGTCGTTCGATTGGG 1348

KAKRKA KR A AA A A AN AR AR A A XA AR A XA A XK,k

StG1.12 prométer proximalis
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AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGGAACATGTTATTCCAGGATAAGTTATTACGAAAGGCCTA
AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGGAACATGTTATTCCAGGATAAGTTATTACGAAAGGCCTA
AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGGAACATGTTATTCCAGGATAAGTTATTACGAAAGGCCTA
AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGGAACATGTTATTCCAGGATAAGTTATTACGAAAGGCCTA
AGTAAGAAGTCGTTCGATTGGGAACATGTTATTCCGGGATAAGTTACTACGAATGGCCTA

KAKXKAKRKAAKAAXRKAAKRAXAKAIAAA AR A KA I A A XA A AN A A, *Ahkhhkkhhk kK hk kA kkkh*x *kk,k*k%

ACCCATCGGTGGCCCCCTAAAGTTGACACCATATTTTACTTAGACACTTCAATGGAGCGA
ACCCATCGGTGGCCCCCTAAAGTTGACACCATATTTTACTTAGACACTTCAATGGAGCGA
ATCCATCGGTGACCCCCTAAAGTTGACATCATATTTTACTTAGACATTTCAACGGAGCGA
ATCCATCGGTGACCCCCTAAAGTTGACATCATATTTTACTTAGACATTTCAACGGAGCGA
ACCCATTGGTGACCCTCTAAAGTTGACACCATATTTTACTTAGACACTTCAACGGAGCGA

Kk kkkk kkkk khkk khkkhkkhkhkkhkhkkhkk hkrxkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkrkhkkhkrk khkkhkrk khkkkkxk

TATTCATTTTAGACACCTCATGTAGGATTTCGCTGTGTCATTTTGATTATGTATATGAAA
TATTCATTTTAGACACCTCATGTAGGATTTCGCTGTGTCATTTTGATTATGTATATGAAA
TGTTCATTTTAGACACCTCATGTAGGGTCTCGTTGTGTCATTTTGATTATGTATATGAAA
TGTTCATTTTAGACACCTCATGTAGGGTCTCGTTGTGTCATTTTGATTATATATATGAAA
TGTTCATTTTAGACACCTTATGTAGGATCTCGTTGTGTCATTTCGATTATATATATGAAA

Kk kKA hkAhkAkAAkAA A A Ak Ak KAhkkAhAkhkkk Kk KAk khkAkkAkAkhkkhkhkk khkhkkkhkk khkkkkkkhAkkkk

TATTTTATTCCATCACTAATATATAAATGATGAGAAAAAATAGTTCCAGAACAACCTAAT
TATTTTATTCCATCACTAATATATAAATGATGAGAAAAAATAGTTCCAGAACAACCTAAT
TAATTTATCCCATTAA--ATATATAAATGATGAGATAAA-TAATCTCAGAACAACCTAAT
TAATTTATCCCATCACTAATATATAAATGATGAGATAAA-TAATCCCAAAACAACCTAAT
TAATTTATCCCATCACTAATATATAAATGATGAGATAAA-TAATCCCAAAACAACCTAAT

*k kkkkk kxkk K hhkxkkhkkkhkhkkrhkkhkrkhkhkx *kxkk *k X * Kk kkkkkkkxkkx

ACCTCCGACTAAATACAAGATAAAATAGTCATACATTTTATCCCTAAGATTATTATGCCG
ACCTCCGACTAAATACAAGATAAAATAGTCATACATTTTATCCCTAAGATTATTATGCCG
ACCTCCAACTAAACACAAGATAAAATAGTCATTCATTTTATCTCTAAGATTATTATGCCA
ACCTCCGACTAAACACAAGATAAAATAGTTATATATTTTATCCCTAAAATTATTATGCCG
ACCTCCGACTAAACACAAGATAAAATAGTTATATATTTTATCCCTAAAATTATTATGCCG

khkxhkkhkk hAhkkhkkhk hhkrkkhkkkhkhkrkkkkhkxkx *xk khkxhkkhkhkkhkk khkkk kkhkxkkrkkxkk

TATATCTCACACCGTAAATGAGAAAGTAGGTATGTATGTGATGATGAAGCAATTAGTCCA
TATATCTCACACCGTAAATGAGAAAGTAGGTATGTATGTGATGATGAAGCAATTAGTCCA
CATATCTCACACCATAAGTGAGAAAGTAGGTATGTATGTGATGATGAAGCAATTAGTCCA
TATATCTCACACCGTAAATGAGAAAGTAGGTATGTATGTGATGATGAAGCAATTAGTCCA
TATATCTCACACCGTAAATGAGAAAGTAGGTATGTATGTGATGATGAAGCAATTAGTCCA

khkkhhkkhkhkhkkhhkhkhkkx *hkkh FhhAAhrdhhkhhhkhrhkhhhhhhrdkhhrhhdhhkrhkrkdhkhkdhkhrhrkkxx

CTTGCTTGCCACATGGCCCTCTTAAGATCTGAGGAAAATATCATCGCCACGTATGCATTG
CTTGCTTGCCACATGGCCCTCTTAAGACCTGAGGAAAATATCATCGCCACGTATGCATTG
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CTTGCTTGCCACATGGCCCTCTTAAGGTCTGAGGAAAATATCATCGCCACGTATGCATTA
CTTGCTTGCCACATGGCCCTCTTAAGATCTGAGGAAAATATCATCGCCACGTATGCATTA
CTTGCTTGCCACATGGCCCTCTTAAGATCTGAGGAAAATATCATCGCCACGTATGCATTA

KAkKN KAk KA AKX AAk A A XA A XAk A A XX,k kK KAKN KA KR A AA A A AN A XA AR A AKX A AR A AKX kK

AGAAAACACAGCTAAAGATCTTCTTTCTGCTCCATATCTTTTTCTCTTCTTTAAACTCTT
AGAAAACACAGCTAAAGATCTTCTTTCTGCTCCATATCTTTTTCTCTTCTTTAAACTCTT
AGAAAACACAGTTAAAGATCTTCTTTCTGCTCCATATCTTTTTCTCTTCTTTAAACTCTT
AGAAAACACAGTTAAAGATCTTCTTTCTGCTCCATATCTTTTTCTCTTCTTTAAACTCTT
AGAAAACACAGTTAAAGATCTTCTTTCTGCTCCATATCTTTTTCTCTTCTTTAAACTCTT

kA hkhkhkhkhhkhkkh,x Khhhkrhkhkhhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhhkrhkkkhkxxkxk

CTTCTCCTCCTTGTATTTTTTTCTCTCCAAATCCCTAAAATATCTTCCCTAAAATCCTTC
CTTCTCCTCCTTGTATTTTTTTCTCTCCAAATCCCTAAAATATCTTCCCTAAAATCCTTC
CTTCTCCTCCTTGTATTTTTTTCTCTCCAAATCCCTAAAATATCTTCCCTAAAATCTTTT
CTTCTCCTCCTTGTATTTTTTTCTCTCCAAATCCCTAAAATATCTTCCCTAGAATCTTTT
CTTCTCCTCCTTGTATTTTTTTCTCTCCAAATCCCTAAAATATCTTCCCTAAAATCTTTT

KA KA K AR A AR A A A AKRA AR A AR AR AR AR A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A Ak, *k Ak *x *%k

TT-TTTTTTCCAGATTTACCCTCACCAGTTTTCAGAATTCACATCTACGGTAGTTTACCA
TT-TTTTTTCCAGATTTACCCTCACCAGTTTTCAGAATTCACATCTACGGTAGTTTACCA
TTTTTTCTTCCAGATTTACCCTCACCAGTTTTCAGAATTCACATCTACGGTAGTTTACCA
TTTTTTCTTCCAGATTTACCCTCACCAGTTTTCAGAATTCACATCTACGGTAGTTTACCA
TTTTTTCTTCCAGATTTACCCTCACCAGTTTTCAGAATTCACATCTACGGTAGTTTACCA

kkhk hkkk Ak khkhkk Ak hkrhkhkhhhkhhkhkhhkrhkkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkkhkkhkdxxkxk

TTTTTTTTATTA-——————— AAATAAACTTTGTTCTAATAATTTTTTTCTGGGTTTCTTC
TTTTTTTTATTA-----——- AAACAAACTTTGTTCTAATAATTTTTTTCTGGGTTTCTTC
TTTTTTTTATTTTTTTATTAAAATAAACTTTGTTCT-AATAATTTTTTCTGGGTTTCTTC
TTTTTTTTATTTTTTTATTAAAATAAACTTTGCTCT-AATAATTTTTTCTGGGTTTCTTC

TTTTTTTTATTTTTTTATTAAAATAAACTTTGCTCT-AATAATTTTTTCTGGGTTTCTTC
Kk Kk ok kK ok ok kK kokk kkkokkkokk kkk ok ok kokkkkokkokokkkokkokkokkk

GTGCATAATATGTTATAGATGTTGAGCTGTATTTGTTTTTGAA--GGTTTTTTAAAAAAA
GTGCATAATATGTTATAGATGTTGAGCTGTATTTGTTTTTGAA--GGTTTTTAAAAAAAA
GTGCATAATATGTTGTAGGTGTTGAGCTGTTTTTTGTTTTTGAAGGTTTTTTTTTAAAAA
GTGCATAATATGTTGTAGATGTTGAACTGTTTTTTGTTTTTGAAGGTTTTTTTAAAAA-A
GTGCATAATATGTTGTAGATGTTGAACTGTTTTTTGTTTTTGAAGGTTTTTTTAAAAA-A

KAk kAkAhkhkkhkhkhkAhkhAkkhkk Kk *hkk K(hkkk k) *khkkk k)% * Kk kK * * kkk kK * Kk Kk K

GTTGTCGAACAGTTTTATTGTACTATTTTCGATTTTCTTTTTTTAGGAATAAGAATTGAG
ATTGTCGAACAGTTTTATTGTACTATTTTCGATTTTCTTTTTTTAGGAATAAGAATTGAG
ATTTTCGAACAGTTTTATTGTACTATTTTCGAT-T-TTTTTTTTAGGAATAAGAATTGAG
ATTGTCGAACAGTTTTATTGTACTATTTTCGAT-T-TTTTTTTTAGGAATAAGAATGGAG

ATTGTCGAACAGTTTTATTGTACTATTTTCGATTT-TT-TTTTTAGGAATAAGAATGGAG
kok kokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk K & hrkkkkkkkkkkrkkkkk *kk

AAACAGTATATAATTGGAGAATTGATTATACTTCTAATTTATTTGAAAATATTTT-TTTT
AAACAGTATATAATTGGAGAATTGATTATACTTCTAATTTATTTGAAAATAATTTTTTTT
AAACAGTATATAATCGGAGAATTGATTATACTTCTAATTTACTTGAGAATAATTTA-TTT
AAACAGTATATAATCGGAGAATTGATTATACTTCTAATTTACTTGAGAATAATTTA-TTT
AAACAGTATATAATCGGAGAATTGATTATACTTCTAATTTACTTGAGAATAATTTA-TTT

hhkrxhkhkhkhhkhkhkrhkhkdx dhrhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrkhkhkrkhkhkhkhkrhkhkrkhk *hkxk *khkx*x **k% * % *

TTTTTTGACAATTTGTGCAAGTGATAATTTTCTGTTAATGGGAAAATGAAAAAAAAGAAG
TTTTTTGACAATTTGTGCAAGTGATAATTTTCTGTTAATGGGAAAATGAAAAAAAAGAAG
ATTTTTGACAATTTGTGCAAGTGATAGTTTTCTGTTAATGGGAAAATGAAAAAAA-AAAG
ATTTTTGACAATTTGTGCAAGTGATAGTTTTCTGTTAATGGGAAAATGAAAAAAAAAAAG
ATTTTTGACAATTTGTGCAAGTGATAGTTTTCTGTTAATGGGAAAATGAAAAAAA-AAAG

KA AR KA A KA ARIAhAAAAA AR A A A A A A, Ak kA hA A A Ak hk kA A A dA A Ak kA Ak Ak k k% * * k

AAGTTTTTTGTT-----———- CCGTTTATTTTCAGATCATTTTGATGAATTAATACTTTT
AAGTTTTTTGTT----—-———-— CCGTTTATTTTCAGATCATTTTGATGAATTAATACTTTT
TTTTTTGTTCCCTTTATTTTTAGGAGAAAAAAGGGTTCATTTTGATGAATTAATACTTTT
TTTTTTGTTCCCTTTATTTTTAGGAGAAAAAAGGGTTCATTTTGATGAATTAATACTTTT
TTTTTTGTTCCCTTTATTTTTAGGAGAAAAAAGGGTTCATTTTGATGAATTAATACTTTT

*kk kK * * K kA Ak kA A A KA AR A Ak ARk A Ak, h kK

TTTTAAGCTTTCAAAAGGTATTAATTTAGTTGTGCATTTGTGTAACAGTTTGAAGTTTTT
TTTTAAGCTTTCAAAAGGTATTAATTTAGTTGTGCGTTTGTGCAACAGTTTGAAGTTTTT
TTTTTAAGCGTCAAAAGGTATTAATTTAGTTGTGCATTTGTGTAACAGTTTGAAGATTTT
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TTTTAAGCTGTCAAAAGGTATTAATTTAGTTGTGCATTTGTGTAACAGTTTGAAGATTTT
TTTTAAGCTGTCAAAAGGTATTAATTTAGTTGTGCATTTGTGTAACAGTTTGAAGATTTT

*kxk Kk khkrkhkkhkhkhhkhkkrhkkhkrkhkkhkrhkhkhkhhkhkkhkx , hkkhkkhkrk *hkrkkrkhkkhkkhk*x *kkx%x

TTG--TTTTTTTTGTTGATGGTTTGTGCAAGTGAAATGAACTGCAAACGCTTTTTCCTGT
TTG--TTTTTTTTGTTGATGGTTTGTGCAAGTGAAATGAACTGCAAACGCTTTTTCCTGT
TTCT-TTTTTCTTGTTGATGATTTGTGCAAGTGAAATGAACTGCAAACACTTTTTCCTGT
TTTTTTTTTTTTTGTTGATGATTTGTGCAAGTGAAATGAACTGCAAACACTTTTTCCTGT
TTTT-TTTTTTTTGTTGATGATTTGTGCAAGTGAAATGAACTGCAAACACTTTTTCCTGT

* K KAKRkhkk KAKAIAAAAEA KA AIAAAIAKAA A AR AA XA AN A XA A A A K A Ak A Ak xh kK

TAATGGGAAAAAATGGGGAAAAAAATTGTTCATTTTTTAGGAGAAAAAGGGTTCTTTTTA
TAATGGGAAAAAATGGGGAAAAAAATTGTTCATTTTTTAGGAGAAAAAGGGTTCTTTTTA
TAATGGGAAAAAATGGGA-AAAAAATTGTTCCTTTTTTAGGAGAAAAAGGGTCCTTTTTA
TAATGGGAAAAAATGGGA-AAAAAATTGCTCCTTTTTTAGGAGAAAAAGGGTCCTTTTTA

TAATGGGAAAAAATGGGA-AAAAAATTGTTCCTTTTTTAGGAGAAAAAGGGTCCTTTTTA
hokkokkkkhkhkkhkhkkkhkkk  kkkkkhkhhkhk Kk Kkkkkkhkhkhkkhkkkhkkkkk Kkkkkkxx

GCTTTCAAAAGGTATTAATTTTGTTGTGCATTTGTTTAACTGTTTGATGATTTTTTATTT
GCTTTCAAAAGGTATTAATTTTGTTGTGCATTTGTTTAACTGTTTGATGATTTTTTATTT
GCTTTCAAAAGGTATTAATTTTGTTGTGCGTTTGTTTAACTGTTTGATGTTTTTTTATCT
GCTTTCAAAAGGTATTAATTTTGTTGTGCATTTGTTTAACTGTTTGATGATTTTTTATTT
GCTTTCAAAAGGTATTAATTTTGTTGTGCATTTGTTTAACTGTTTGATGATTTTTTATTT

KAKXKAKRKAAKAA KNI AKRAXAKAIAAA AR AR AR A AKX Ak KA hhkA A AA kA hAhkhk Ak hhk, ,khkhkkhkrkkx*x %

TTTGGTTTTGCAGGATAAAGTGGTGTATTATTATTGTCTTCTTCACTGTTTAATAGTGAA
TTTGGTTTTGCAGGATAAAGTGGTGTATTATTATTGTCTTCTTCACTGTTAAATAGTGAA
TTTGGTTTTGCAGGATAAAGTGGTGTATTATTATTGTCTTCTTCACTGTTAAATAGTGAA
TTTGGTTTTGCAGGATAAAGTGGTGTATTATTATTGTCTTCTTCACTGTTAAATAGTGAA
TTTGGTTTTGCAGGATAAAGTGGTGTATTATTATTGTCTTCTTCACTGTTAAATAGTGAA

KA KA K AR A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A IR A AR AR A AR A AR A R AR AR A A A,k Ak kA k Ak k%

ATCTACAACTGCCATAAGCTGGTTATAACATTAAAGGGAGTAGCTTGAAGCTCTAAGGTA
ATCTACAACTGCCATAAGCTGGTTATAACATTAAAGGGAGTAGCTTGAAGCTCTAAGGTA
ATCTACAACTGGCATAAGCTGGTTATAACATTAAAGGGACTAGCTTGAAGCTCTAAGGTA
ATCTACAACTGGCATAAGCTGGTTATAACATTAAAGGGACTAGCTTGAAGCTCTAAGGTA
ATCTACAACTGGCATAAGCTGGTTATAACATTAAAGGGACTAGCTTGAAGCTCTAAGGTA

hhkrhkhkhkhkhkhkhdx hrhkhkrhkhkhhhkhkhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkx hrxhkhkrhkhkrhhkrkhkhhkkhxhkxk

ATTTTTCTTGATAAGATCCCTGGATCCCGTGGCA-———————— ATTTTCATTAAGGAGGT
ATTTTTCTTGATAAGATCCCTGGATCCCG TTTTCATTAAGGAGGT
ATTTTTCTTGATAAGATACCTGGACCCCG TTTTCATTAAGGAGTT
ATTTTTCTTGATAAGATACCTGGACCCCG TTTTCATTAAGGAGTT
ATTTTTCTTGATAAGATACCTGGACCCCG TTTTCATTAGGGAGTT
KAk KAAk kA kA kA khkk hk *,khkhkkk *x *rxkkkkk k% kkkkkhkkkkkhkkk KAk k K

TCAAAATATGAAGTAAACATATGAAAAAGTTTAGGGGTTCAACACTTACCATATATACGT
TCAAAATATGAAGTAAACATATGAAAAAGTTTAGGGGTTCAACACTTACCATATATACGT
TCGAAATATGAAGTAAACATATGAAAAAGTCTAGGGGTTCAACATTTACCATATATACGT
TCGAAATATGAAGTAAACATATGAAAAAGTCTAGGGGTTCAACATTTACCATATATACGT
TCGAAATATGAAGTAAACATATGAAAAAGTCTAGGGGTTCAACATTTACCATATATACGT

Kk KAAKRAAAAAAAAA A A I A A AR AR AN Addx Ak hkhkhhkdhhkhhkhk *hhk hhkhkrkhkrkkhk,x%k

AAAAAAAAAAAAAACCGTGTATAAACTGTATAATTATGAACCCCATTAACCTTACTAGTT
AAAAAAA-AAAAAACCGTGTATAAACTGTATAATTATGAACCCCATTAACCTTACTAGTT

AAA---—— AAAAACCCGTGTATAAACTGTATAATTATGAACCCCATTAACCTTACTAGTT
AAA-—-—-—-— AAAAACCCGTGTATAAACTGTATAATTATGAACCCCATTAACCTTACTAGTT
AAA---—— AAAAACCCGTGTATAAACTGTATAATTATGAACCCCATTAACCTTACTAGTT
* k% Kok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k ok ok ok ok sk ok k ok k ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok kK ok

CCGCCCCTGCCTGGACCATCCTTGGATTGGGATCCAAATATGTTGAATTACAATATTTTG
CCGCCCCTGCCTGGACCATCCTTGGATTGGGATCCAAATATGTTGAATTACAATATTTTG
CCGCCCCTGCCTGGACCATCCTTGGATTGGGATCCAAATATGTTGAATTACAATATTTTG
CCGCCCCTGCCTGGACCATCCTTGGATTGGGATCCAAATATGTTGAATTACAATATTTTG

CCGCCCCTGCCTGGACCATCCTTGGATTGGGATCCAAATATGTTGAATTACAATATTTTG
ok ok kK kK kK ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok k ok ko ko ok ok ok k kK ko ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok ok kK Kk kK ok

ATCCTTGATTTGTAGCATTTTCTCGATCACTAAAATTCTTTGATTGTCAAACAGTTAT
ATCCTTGATTTGTAGCATTTTCTCGATCACTAAAATTCTTTGATTGTCAAACAGTTAT
ATCCTTGATTTGTAGCATTTTCTCGATCACTAAAGTTCTTTGGTTGTCAAACAGTTAT
ATCCTTGATTTGTAGCATTTTCTCGATCACTAAAATTCTTTGGTTGTCAAACAGTTAT
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GI12.10 ATCCTTGATTTGTAGCATTTTCTCGATCACTAAAATTCTTTGGTTGTCAAACAGTTAT 1603

KAKKAAKNAKAAXAAA A A A KA R A A XA AN AR A A XA XA AKX *Ahkhkhhk Kk dhkhkhhAkhkhkhhkhrkhhkkxx

A S. tuberosum cv. 'Désirée’-b6l klonozott és a SpudDB-bdl kinyert S. tuberosum Phureja
csoport GI1.12 prométer fragmentumok szekvencia 6sszehasonlitasa. -2837 bp-tol -1586 bp-ig és
-1586 bp-tol +59 bp-ig terjedé GI.12 fragmentumokat PCR-rel amplifikaltuk a 'Désirée' genomi
DNS-¢ébdl az StGI.12 -2837 Fw és StGI.12 -1586 R, valamint az StG1.12 -1586 Fw és az StGI.12
+59 R primer parokkal. A primerek szekvenciai az 5. mellékletben talalhatok. A fragmentumokat
a pGEM-T® Easy vektorba klonoztuk és négy rekombinans klén DNS-ét szekvenaltattuk meg. A
Clustal Omega program segitségével hasonlitottuk 0ssze a szekvencidkat. A PlantRegMap altal
jelzett cisz szabalyz6 elemeket szinessel emeltiik ki. A sarga szinnel kiemelt régi6 a BBR-BPC
csalad  (PGSC0003DMG400003719  ¢és/vagy PGSC0003DMG402029444)  feltételezett
kotéhelye, mig a z6ld szinnel kiemelt régio az ERF-type (PGSC0003DMG400040046,
PGSC0003DMG400002185, PGSC0003DMG400014541, és/vagy PGSC0003DMG400013402)
feltételezett kotdhelye.
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