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1. A MUNKA ELOZMENYEL CELKITUZESEK

Napjaink alapvetd feladata a klimavaltozas, a term6foldek kimeriilése és a
korokozok, kartevok elleni kiizdelem. Az egyre ndvekvd népesség miatt
jelentds problémat jelent az élelmiszerhiany. Mindemellett azonban el6térbe
keriilt az egészséges taplalkozas is. A vitaminokban, asvanyi anyagokban
gazdag szant6foldi és zoldségnovények egyre jelentdsebb szerepet toltenek
be a mindennapi élelmiszerfogyasztasban.

Az egyik legfontosabb termesztett ¢lelmiszerndvény a vildgon, a
burgonya (Solanum tuberosum L.). Kedvezé taplalkozas-élettani
tulajdonsagokkal bir és értékes asvanyi anyagokat, vitaminokat tartalmaz. A
FAO szerint, tobb mint 17 millié hektar volt a burgonya vetésteriilete a
vilagon 2022-ben. A burgonya egynyari novény, melyet megvastagodott
szarképletéért (gumojaért) termesztiink. Felhasznalhatosaga sokrétli, ipari
feldolgozasban és allati takarmanyozésban is fontos szerepet tolt be. Ezért a
gum¢ fejlédésének kutatasa, mind gazdasagi, mind bioldgiai szempontbol,
meghataroz6 feladat. Kétféle burgonya tipust kiilonboztetiink meg: vannak
rovid és hosszu tenyészidejii burgonya fajtak. A rovid tenyészideju, koran
termd fajtdk kevésbé vannak kitéve a szélséséges iddjarasnak és a
betegségeknek, és mivel rovid id6 alatt tudnak termést hozni, a korai fajtak
gazdasagi szempontbol is elénydsek. Ezért a burgonyanemesités egyik 6
célja a koraisag novelése.

A nodvények szaporodasi ciklusainak iddpontjat a kdrnyezeti tényezdk
erdsen befolyasoljak. A termesztett burgonyafajtdk dseinek gumofejlodése
fligg a naphossztol, a rovid nappalos fényviszonyok serkentik, a hosszi
nappalok gétoljadk a gumoképzddést. A modern burgonyafajtdk gumoképzése
nem fiigg a naphossztol, de a hdmérsékletre valo érzékenységiik megmaradt.
Kedvez6 kornyezeti feltételek mellett a levélbol szarmazo floém-mobil jelek
inditjdk meg a gumofejlddést, majd ezek eljutnak a foldalatti modosult
szarhoz, a sztolohoz. A folyamatban harom {6 szabalyozo elem vesz részt: az
SP6A, a BELS és a CDF1. A CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) a DOF
transzkripcids faktor csaladba tartozik és az obligat rovid nappalos S.
tuberosum Andigena tajfajtaban a gumofejlodés megindulasanak idépontjat
hatdrozza meg. Kisérleteink egy részének célja az volt, hogy megismerjiik a
CDF1 szerepét egy naphossztdl fiiggetlen gumozéasu kereskedelmi fajtaban,
a 'Désirée'-ben.

A gumoképzddés szabalyozasa a burgonyaban hasonld az Arabidopsis
viragzas szabalyozasahoz, amiben a GIGANTEA (Gl) is szerepet jatszik. S.
tuberosum Andigena-ban a Gl az FKF1-gyel alkotott komplex részeként
részt vesz a CDF1 megkotésében é€s eljuttatdsaban a proteaszomakhoz, ahol
is a CDF1 lebomlik. igy tehat a GI, kozvetett forméaban, de részt vesz a
gumokdtés idejének meghatarozasaban. Kisérleteink masik célja a GI
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gumokdtésben  betdltdtt  szerepének megismerése volt a  'Désirée’
burgonyafajtaban.

Célkitiizések:

A CDFl ¢s GI 'Désirée’ burgonyafajtdban betoltdtt szerepének
megismerésére az alabbi részfeladatok elvégzését terveztiik:

o Célzott mutacio létrehozasa a 'Désirée’ CDF1 génjében CRISPR/Cas9
rendszer segitségével

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

e Hérom kivalasztott CDFl mutans vonal fenotipusos ¢és gumoképzési
jellemzdinek vizsgélata iveghdzi koriilmények kozott a nem transzformalt
'Désirée'-hez viszonyitva

o A Gl gén(ek) azonositasa 'Désirée'-ben

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

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

o 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 mutéans vonalak fenotipusos €és gumoképzési jellemzdinek vizsgalata
tiveghazi koriilmények kozott a nem transzformalt 'Désirée'-hez viszonyitva



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Baktérium torzsek és novényvonalak

A Kkisérletekhez Escherichia coli DH50 és Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 baktérium torzseket hasznaltunk. Kontroll névényiink a Solanum
tuberosum L. cv. 'Désirée' volt. Ebbdl allitottunk elé CDF1 és GI mutéans
vonalakat. Transzkriptom szinten az Odgerel et al. (2022) altal el6allitott
aGIL.52 antiszensz mddon gatolt ndvényeket vizsgaltuk.

2.2. Taptalajok

LB, SOB ¢és SOC taptalajokat hasznaltunk az E. coli és YEB taptalajt az A.
tumerfaciens torzsekkel végzett munkakhoz, amelyeket Sambrook et al.
(1989) alapjan készitettiink és antibiotikumokkal
(rifampicin/kanamicin/ampicillin)  egészitettink  ki. A burgonya
szovettenyésztését Murashige-Skoog (MS; Murashige ¢s Skoog 1962) és
RM (MS téptalaj vitaminok nélkiil) taptalajokon végeztik. A
kalluszindukcidbhoz CIM taptalajt, a hajtasindukcidhoz SIM téptalajt
hasznaltunk (Dietze et al. 1995).

2.3. In vitro novénynevelés és transzformacio

A burgonyandvényeket in vitro 24°C-os fényszobaban neveltiik, 16/8 o6ra
nappali/€jszakai ciklusban, kémcsovekben vagy befbttesiivegekben. Az
apikalis hajtassal rendelkez6 novényeket 4 hetente Uj RM taptalajba
helyeztiik és szarszegmensekrdl vegetativ modon szaporitottuk. Harom hétig
MS taptalajban, befOttesiivegekben nevelt 'Désirée’ burgonyandvények
leveleit Dietze et al. (1995) szerint transzformaltuk.

2.4. Molekularis biolégiai modszerek
Az in vitro nevelt burgonya novények levelébdl Shure et al. (1983) modszere
alapjan izolaltunk genomi DNS-t.

A DNS fragmentumok felszaporitasit PCR-rel végeztiik. A reakcid
koriilmények a primerek olvadaspontja és a PCR fragmentumok
hosszusagatol fiiggden lettek beallitva. A PCR-fragmentumokat etidium-
bromidos agar6z gélen futtattuk meg, majd Gel Doc™ EZ Imager-ben
fényképeztiik le.

Az E. coli-bol Inoue et al. (1990) modszere szerint készitettik a
kompetens sejteket. A DNS szekvencidk meghatarozaséhoz a DNS
fragmentumokat pGEM®-T Easy vektorba (Promega, Madison, WI, USA)
klonoztuk, majd E. coli kompetens sejtekbe transzformaltuk Sambrook et al.
(1989) szerint. A pGEM®-T Easy rekombinans plazmidokat kék-fehér
szelekcioval szelektaltuk ampicillinnel, X-Gal-lal és IPTG-vel kiegészitett
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LB taptalajon. A feltehetéen rekombinans plazmidot hordozo fehér
telepekbdl plazmid DNS-t izolaltunk (Sambrook et al. 1989).

A pKSE401 plazmid konstrukciokat Hofgen és Willmitzer (1988) szerint
juttattuk be A. tumefaciens-be. A felndtt telepekb6l plazmid DNS-t
izolaltunk és PCR segitségével ellendriztiik dket.

2.5. DNS szekvencia analizis

A DNS szekvencidk meghatdrozasat a Biomi Kft. (G6dolld) végezte, a
szekvenciak 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/) talalhaté6 S. tuberosum
group Phureja DM1-3 v6.1 genomszekvenciajahoz hasonlitottuk.

2.6. A Gl promoterek in silico DNS szekvencia analizise

A 4. (SoltuDM.04G027760) és 12. (SoltuDM.12G007510) kromoszoman
3000 bp hosszsagh szekvenciajat a Potato Genomic Resource Spud DB-bdl
nyertiik ki, mig az Arabidopsis thaliana (AT1G22770.1) Gl génjének
promoter szekvencidjat a TAIR (https://www.arabidopsis.org/) webhelyrdl
toltottik le. A The Plant Regulation Data and Analysis Platform-ot
(PlantRegMap) (http://plantregmap.gao-lab.org/) hasznaltuk a transzkripcios
faktorok kotéhelyeinek predikcidjara.

2.7. TranszKriptom analizis

A Stiekema et al. (1988) protokollja alapjan izolalt RNS-ekbdl a Novogene
Company Ltd (Cambridge, UK, https://www.novogene.com/eu-en/)
konyvtarakat készitett és az Illumina NovaSeq 6000 platformon tortént
szekvenalas és mindségellenérzés utan a kapott adatokat a S. tuberosum
group Phureja DM1-3 v.6.1 referencia genomra illesztette. A
bioinformatikai elemzést, mint pl. a gén ontologiai (GO) és a ‘Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes’ (KEGQG) elemzést szintén a Novogene
cég végezte.

2.8. Génszerkesztésre hasznalt konstrukciok létrehozasa
A CDF1 gén CRISPR/Cas9 rendszeren alapuld célzott mutagenezisére a
PAGMA4723 vektorba (Weber et al. 2011) épitett gRNS-eket hasznaltuk. A
konstrukcio 1étrehozasanak részletes leirasa a Karsai-Rektenwald et al.
(2023) kozleményben talalhato.

A GI1.04 ¢és GI.12 gének CRISPR/Cas9 rendszeren alapuld
mutagenezisé¢hez a gének 3’ végéhez kozeli (,,end”) mutaciok (eGIL.04 és
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eGI.12 vonalak) létrehozasara alkalmas gRNS-ek a pKSE401 vektorba
(Xing et al. 2014) lettek beépitve azonos moddszerrel, mint ahogy a gének
kozépsod része felé esd (,,middle”) mutaciok (mGI.04 és mGI.12 vonalak)
létrehozasa is tortént. A gRNS-eket a CRISPOR (http://crispor.tefor.net)
program segitségével terveztilk meg. A megszintetizaltatott gRNS oligokat,
melyek végiikon a pCBC-DT1T2 plazmid néhany bazisat is tartalmaztak, a
pCBC-DTI1T2 templat DNS hozzaadasaval Xing et al. (2014) szerint PCR-
rel felszaporitottuk, Bsal enzimmel hasitottuk, majd ligaltuk a Bsal emésztett
pKSE401 vektorba és E. coli-ba transzformaltuk. Néhany transzformans
telepbdl plazmid DNS-t tisztitottunk, majd a plazmid DNS-ben az inzertek
jelenlétét PCR segitségével ellendriztiik.

2.9. Uveghazi novénynevelés és morfolégiai vizsgalatok

In vitro koriilmények kozott nétt 5-7 hetes burgonya ndvényeket steril
Tabaksubstrat  foldet tartalmazd cserepekbe iiltettiik és {iveghazi
korlilmények kozott neveltik tovabb 20-28°C hdmérsékleten. Télen a
kornyezeti fényviszonyok mellett mesterséges megvilagitast is alkalmaztunk.
A ndvények optimalis novekedési feltételeit heti kétszeri Ontdzéssel
biztositottuk. A nodvényeket hetente Mospilan peszticiddel kezeltiik.
Uveghézi koriilmények kozott vizsgaltuk a ndvények magassagat, a levelek
vegetacios iddszak elején a fiatal ndvényeken a gumokat megszamoltuk. A
vegetacios 1ddszak végén a gumokat begyljtottilk, majd meghataroztuk
tomegiiket és darabszdmukat. A gumokat sotétben, szobahdmérsékleten
taroltuk, és tarolas soran vizsgaltuk a csirdzas idépontjat és mertekét.

2.10. A gumohéjak antocian tartalmanak meghatarozasa

Toguri et al. (1993) egyszeriisitett modszere alapjan végeztiikk az antocian
mérést. Spektrofotometriasan, abszorbancia mérésével (540 nm) hataroztuk
meg az antocian pigmentek klorid formainak kontrollhoz viszonyitott relativ
mennyiségeét.

2.11. Statisztikai analizis

Az adatok kozotti szignifikans kiilonbségek kimutatasahoz a Tukey-probaval
kiegészitett varianciaanalizist (ANOVA) (https://astatsa.com/) alkalmaztuk.
A hétérképek elkészitéséhez a Metaboanalyst 5.0-t
(https://www.metaboanalyst.ca) hasznaltuk.


https://www.metaboanalyst.ca/

3. EREDMENYEK ES AZOK MEGVITATASA

3.1. A CDF1 gén jellemzése burgonyaban

A CDF1 gén burgonydban betoltott szerepének megismerésére
CRISPR/Cas9 genomszerkesztés segitségével CDF1 mutansokat allitottunk
elé “'Désirée' burgonyafajtabol. A CDF1 3°-UTR-ére terveztiik a gRNS-eket
reménykedve abban, hogy olyan nagyméreti deléciokat kapunk, amelyek
elérik a CDF1 3’ kodold régiojat.

A mutaciok keresésére eloszor genomi DNS-t izolaltunk a legydkerezett
hajtasokbol. 75 feltételezett mutans ndvény genomi DNS-ét teszteltilk PCR-
rel, melybdl 11 olyan mutans novényt talaltunk, amelyekben agar6z gélen is
jol lathatd méreti delécid volt. A 1A abra mutatja, mely deléciok alapjan
valasztottuk ki azt a harom mutdns vonalat (gCDF1/1, gCDF1/2 ¢és
gCDF1/3), amiket tovabb teszteltiink.

A 'Désirée’ tetraploid burgonyafajta. Olyan mutdns névényt nem tudtunk
azonositani, amelyik null mutans lett volna és nem talaltunk olyan mutanst
sem, amiben a deléci6 elérte volna a kodolo régiot (1B dabra).

A deléciok meghatarozasara a PCR fragmentumokat klonoztuk a
PGEM®-T Easy vektorba és a plazmid DNS PCR fragmentumat
megszekvenaltattuk. A kapott szekvenciakat a S. tuberosum Phureja Spud
DB-ben talalhaté CDF1 genomszekvencidhoz hasonlitottuk (1C dbra). A
gCDF1 mutansokban a deléciok mérete 49-117 bazispar kozott volt.

Feltételeztiik, hogy a CDF1 mRNS végszerkezetét a gCDF1 mutansokban
talalhatd deléciok megvaltoztattak. Ennek igazolasara a CentroidFold
program  (http://rtools.cbrc.jp/centroidfold/)  segitségével szamitogépes
predikcidt végeztiink. A szamitogépes elemzés igazolta feltételezésiinket,
hogy a CDF1 mRNS végszekvenciajanak szerkezete nagymértékben

A ndvények morfologiai és gumoképzési tulajdonsagainak vizsgélatara a
harom gCDF1 mutans vonalbdl vegetativan szaporitott 4-hetes egyedeket
tiveghazi koriilmények kozott neveltiik tovabb. Kontrollként minden esetben
nem transzformalt 'Désirée’ ndvényeket hasznédltunk. Az Gsszetett levelek
fejlédése mind a harom gCDF1 mutans novény esetében késett a 'Désirée’
kontrollhoz képest (24 dbra). Ennek ellenére a vegetacios idészak késébbi
idészakaban, a kontroll ndvényekhez hasonléan, a gCDF1 ndvényeken is
Osszetett levelek alakultak ki. Mind a harom gCDF1 mutans ndvény szara
vékonyabb volt, szartagjaik is megnyultak a 'Désirée' kontroll ndvény
szartagjaihoz képest (2B dbra). A vegetacios id6szak kozepén a gCDF1
novények és a kontroll ndvények magassaga kozott azonban szignifikans
kiilonbség nem volt.


http://rtools.cbrc.jp/centroidfold/
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1. dbra: (A) 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. (B) A CDFl 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 jelolik; chr05,
V kromoszoma; ATG, transzlacios start kodon; TGA, transzlacios stop kodon. (C) 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; gRNS1, CDF1.1 gRNAI, ,,guide” RNS;
gRNS2, CDF1.1 gRNAZ2, ,.guide” RNS. (D) A S. tuberosum Phureja és a gCDF1 mutansok
CDF1 mRNS-ének feltételezett masodlagos szerkezete a transzlacios stop kodontdl a
poliadenilacios jelig.



Egy honapos novények gumoinak megszamoldsaval megbecsiiltik a
gumofejlodés koraisagat. A mutansok gumoszama nem tért el szignifikansan
a kontrollétol. A novényeket a szdmolast kovetden visszaiiltettiik €s tovabb
neveltiik liveghazi korilmények kozott, majd a vegetacios iddszak végén
ismét megszamoltuk a gumodkat. A gCDF1/2 novényeken szignifikansan
tobb gumo volt, mint a kontrollon. A gumoéhozam megallapitdsdra a mutans
novényeken ¢és a kontroll novényeken fejlodott gumok tomegét lemértiik. A
gCDF1/1 gumodhozama szignifikansan magasabb, mig a gCDF1/2
gumohozama szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll novényeké.

A “'Désirée' egy piros héju burgonyafaja. A gCDF1/1 ¢és a gCDF1/3
gumoi, bar eltérd mértékben, de vilagosabbak voltak, mint a kontroll
'Désirée’ gumoi (2C abra). Mivel az antocidnok hatdrozzak meg a gumok
szinét, megmértiik a gumohéjak antocidn tartalmat. A mérés megerdsitette,
hogy a gCDF1/1 és gCDF1/3 vonalaknak valdéban vilagosabb a héjszine,
mint a kontrollé, bar ez a kiilénbség nem volt szignifikdns. A megmért
gumokat szobahdmérsékleten, sotétben taroltuk. A betakaritast kovetéen az
59. napon jelentek meg eldszor a csirdk. A felszedést kovetd 84. napon a
gCDF1/1, a gCDF1/2 ¢és a 'Désirée' dsszes gumojan talaltunk csirat, mig a
gCDF1/3 gumoinak csirdzasa elmaradt a tobbi vonalétol, itt csak a gumok
50%-an volt csira. A felszedést kdvetd 129. napon azonban mar a gCDF1/3-
nak is minden gumdja csirazott (2C dabra).

Egy honappal az iiltetés utdn mind a gCDF1/2, mind a kontroll 'Désirée’
Osszes gumojabol megjelentek a hajtasok, mig ez késett a gCDF1/1 és
gCDF1/3 gumok esetében. A legnagyobb késést a gCDF1/3 gumok mutattak
(2C dbra).

Hat héttel a kiiiltetés utdn mar latszodtak a gCDF1 mutdnsokon a
magassagbeli (2D dbra) és levélmorfologiai kiilonbségek a kontrollhoz
képest. A gCDF1/1 és a gCDF1/3 novények alacsonyabbak voltak ¢és
fejlédésben is elmaradtak a kontroll novényektdl. A vegetacios idészak
elején az Osszetett levelek kialakulasa, az in vitro-bol kitiltetett novényekhez
hasonloan, késett.

A vegetacids i1doszak végén a gumokat felszedtiik, majd lemértiik dket,
hogy megallapitsuk van-e eltérés az in vitro-bol kiiiltetett novények ¢és a
gumordl kitiltetett novények gumohozama kozott. A gCDF1/3 novények
gumohozama szignifikansan alacsonyabb volt, mint a 'Désirée'-é. Az in
vitro-bol  kiiiltetett novényekhez képest a gCDF1/1 és gCDF1/3
gumohozama alacsonyabb volt, mig a gCDF1/2 gumohozama kis mértékben
novekedett.

10



B Des gCDF1

C  ecorin gCDF1/2 gCDF1/3 D GCOF1/1 gCDF1/2
= ' = 7 >

Des gCDF1/3

2. dbra: (A) Vegetacios idGszak elején a gCDF1 mutans vonalak levélmorfologidja a
kontroll 'Désirée’-hez viszonyitva. (B) A vegetacios idészak kozepén a gCDF1 mutinsok
szarvastagsaga a 'Désirée'-hez viszonyitva. (C) A gCDF1 mutans és 'Désirée’ kontroll
vonalak csirazott gumai kitiltetés el6tt. (D) A gumorél kiiiltetett gCDF1 mutans névények
magassaga.

3.2. A gCDF1 mutans novényekkel kapott eredmények megvitatasa

A CDF1 mutansok eldallitasara hatékonynak bizonyult a CRISPR/Cas9
rendszer, mivel 15%-os gyakorisaggal kaptunk 49-117 bp hosszsagu
delécidokat hordoz6 mutdns vonalakat. Harom kiilonb6zé méretli és
elhelyezkedésti  deléciés mutanst (gCDF1/1, gCDF1/2, gCDF1/3)
valasztottunk ki a részletes vizsgalatokhoz. Az in vitro-bodl, de a gumokbol
fejlodott gCDF1/1 és gCDF1/3 mutansokban is késett az Osszetett levelek
kialakulasa és az in vitro-bol Kkiiiltetett novények szara vékonyabb,
szartagjaik pedig megnyultabbak voltak a kontroll 'Désirée’ novényekéhez
képest. Eddigi publikaciok alapjan az volt ismert, hogy a CDF1 a
burgonydban részt vesz a gumofejlddés meginditasdban ¢és gyengiti a
szarazsagtiirést (Kloosterman et al. 2013. Gonzales et al. 2021), mig mas
novényfajokban 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 mutattdk, hogy a gumofejlédésen kiviil a CDF1-
nek mas szerepe is lehet a burgonydban, mégpedig a hajtasfejlédés
befolyésolasa.
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Mindhdrom CDF1 mutans vonalban eltér6 gumofejlodési jellemzoket
kaptunk. Mig az egyik mutdns vonalban késett a gumofejlédés, addig a
masik vonalban a gumodk Gssztdmege nagyobb volt, mint a kontrollé. A
gumok csirdzasa is eltéréen alakult a harom mutansban. Igy nem lehetiink
benne biztosak, hogy a CDF1 szerepet jatszik a gumofejlédésben a 'Désirée’
burgonyafajtaban. A hdrom mutansvonal eltéréd gumofejlédését és csirdzasat
magyarazhatjuk olyan CDF1 mutéaciokkal, amiket még nem sikeriilt
azonositanunk, de nem zarhatjuk ki az un. ,,off target” mutaciokat sem.
Emellett, mivel a hdrom mutans koziil egyik sem null mutans, benniik a Cas9
sejtszinten folyamatosan képes jjabb mutaciokat generalni, amiket bar PCR-
rel nem tudunk azonositani, de a gumofejlédésre és csirazasra hatdssal
lehetnek.
fenotipusos valtozast okozott. Az mRNS-ek 3’ nem-transzlalodo régidinak
szerepe lehet az mRNS stabilitdsdban és transzportjdban. Kotddhetnek
hozzajuk mikroRNS-ek, fehérjék, amik befolyasolhatjdk a transzlacio
hatékonysagat (Nyitra és Pal 2013). A gCDF1 mutansokban a deléciok kiviil
esnek a poliadenilacios jelen, de a mutacidk, a szamitégépes predikcio
szerint, jelentds valtozast okoztak a CDF1 mRNS 3° végének szerkezetében.
Elképzelhetd, hogy ez a valtozds megakadalyozza a szabalyoz6 fehérjék
kotédését és csokkenti a transzlacid hatékonysagat. A FLORE szabalyozo
INCRNS-t is lerdviditették a delécidok, aminek szintén szerepe lehet a
fenotipusos valtozasokban, viszont ennek a mechanizmusa jelenleg még nem
ismert.

3.3. A Gl gének azonositasa és in silico prométer elemzése burgonyaban

A burgonyéban a Gl gének azonositdsahoz az NCBI Blast segitségével az A.
thaliana Gl (AtGl) NM 102124 homologjat kerestiik meg. Két olyan
transzkriptum varianst talaltunk, melyek 71,8 és 72,9%-ban azonosak voltak
az AtGl-vel. Meglepd modon két Gl gént talaltunk a burgonydban, mig az
Arabidopsis-ban és sok mas novényfajban csak egy Gl gén van. Az egyik a
4. kromoszoman (Gl.04), a masik a 12. kromoszoman helyezkedett el
(GI1.12). A két valtozat kodolo régioja 83,7%-o0s azonossagot mutatott.

A S. tuberosum Phureja Spud DB-ben kikerestik a két Gl varians
promoter szekvenciajat. A két promoter szekvenciat az NCBI BLAST-tal
Osszehasonlitottuk egymadssal és az AtGl promoterével. Nem taldltunk
szignifikans hasonldsagot sem a két burgonya Gl promotere, sem az AtGl és
a burgonya GI prométerek kozott.

'Désirée’ burgonyabol DNS-t izolaltunk és primereket terveztink a S.
tuberosum Phureja 4. és 12. kromoszoémajan 1évé Gl promoter szekvenciaja
alapjan. Klonoztuk és megszekvenaltattuk Oket. A szekvenalds eredménye

12



alapjan a 'Désirée’ G1.04 promoétere, néhany bazispar eltéréssel, megegyezett
a Phureja Gl1.04 génjének promoterével. A 'Désirée’ GI.12 promotere
nagymértékben hasonlitott a Phureja-éhoz, azonban a Phureja-hoz képest 3
klonban volt egy 14 bazisparos inszercid 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 inszerci6, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a 'Désirée'-nek legalabb két G1.12 allélja van.

A PlantRegMap program segitségével elemeztiik a burgonya Gl gének
promoterének szekvenciajat, hogy megtalaljuk a transzkripcids faktorok (TF-
ok) kotohelyeit. A PlantRegMap 73 kotohelyet prediktalt a GI1.04
promdterben, amihez 14 csalddba tartozo 45 TF kotddhet. Mig a GI1.12
promoterben 32 kotéhelyet talaltunk, a kotohelyekhez 13 csaladba tartozo,
27 kiilénb6z6 TF tud csatlakozni. A GI1.04 és GI.12 prométerekben az ABA-
hoz, a cirkadian 6rahoz és a viragfejlédéshez kapcsolodd TF kotdhelyeket
azonositottunk, illetve talaltunk pl. stresszel kapcsolatos TF kothelyeket is.

Annak megallapitasara, hogy a burgonya Gl gének szabalyozasa
mennyire hasonlo az Arabidopsis Gl génjéhez, az Arabidopsis Gl génjének
-3,0 kb-os szekvenciajaban is azonositottuk a PlantRegMap segitségével a
TF kotohelyeket és Osszehasonlitottuk a S. tuberosum Phureja Gl gének
promoter kotéhelyeivel (3. dbra). A program 160 kotéhelyet josolt 106 TF
tartozott €s atfedd kotdhelyeket is felismert.

Az AtGI és a GI.04 promoterekhez kapcsolddd Osszes TF csalad azonos
volt. Az AtGI és a GI.12 kozott a legnagyobb hasonlosag az AtGl promoter
két helyére koncentralodott. Az AtGl promoterben harom olyan kiilonboz6
TF kotOhelyét is megtaldltunk, amelyek részt vesznek a cirkadian ritmus
szabalyozasaban (LHY1, a REV1 és/vagy a REV8). Az AtGIl promoéterben
cirkadian ritmushoz kapcsolodd TF kotéhelyeket a G1.04 promoterben is
megtalaltuk, viszont a Gl.12-ben csak a REV1/8 kotohelyek voltak jelen. Az
AtGI részt vesz a viragzasi id6 szabalyozasaban (Rédei 1962). Viragfejlodést
befolyasolo TF kotohelyeket talaltunk az AtGl promoéterben. A burgonya
G1.04 promoterben a viragzashoz kapcsoldodéan a SOCI-like (Lee et al.
2000), MYB17, REV1/8 (Singh és Mas 2018) és a CMBI1-like kotohelyeit
talaltuk meg. A GI.12 promoéterben a viragzashoz kapcsolodéan a bHLH30,
ATHBS51, SOCI, FBPI1 ¢és a REV1/8 kotohelyeket talaltuk. A gumozassal
kapcsolatba hozhato POTH20 (KNOXI1) kotéhelyet mindkét Gl-ben
megtalaltuk. Az AtGl promoter -1,8 kb szakaszatol 5° iranyban mar alig
talaltunk hasonlé6 motivumokat az Arabidopsis és GI.04 kozott. A GI.12
esetében nem volt kimutathaté homologia az AtGl promoterrel -1,3 kb-tol 5°
iranyban.
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3. dbra: Az Arabidopsis és a S. tuberosum Phureja G1.04 és GI.12 promoteréhez egyarant
kotddo transzkripeids faktorok elhelyezkedésének sematikus rajza. A cirkadian ritmushoz, a
viragfejlodéshez és az ABA-ra adott valaszhoz kapcsolédd TF-ok 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; REVS,
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

3.4. A Gl gének prométer elemzésébol kapott eredmények megvitatasa
Megallapitottuk, hogy a 'Désirée' burgonyafajtaban két Gl gén talalhato,
melyek eltérést mutatnak mind a promoéter-, mind pedig a kddold régidban.
A kiilonbozé novényfajok 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 a REV1/8 kotéhelyét, melyek mitkdodése
a cirkadian szabalyozashoz kapcsolhat6. Feltételezziik tehat, hogy a G1.04 és
a G1.12 expresszidjanak szabalyozasa is a napi ciklushoz kotheto.

A Gl gének kulcsszerepet jatszanak a virdgzasi jeldtviteli utvonal
szabalyozasaban (Brandoli et al. 2020). A PlantRegMap mindkét burgonya
Gl prométer esetében talalt viragfejlodésben résztvevé TF-ok (pl. a SOC1
vagy az ABIS) szamara kotOhelyeket, pedig korabban Odgerel (2022) azt
talalta, hogy a GIl.04 minden viragszervben expresszalodik, mig a GI.12
egyik viragszervben sem. A GIl.12 valdsziniileg a virdgfejlédés korai
szakaszaban aktiv, mig a kifejlett viragban mar nincs sziikség a miikodésére.

A Gl gén a S. tuberosum ssp. Andigena-ban kulcsszerepet jatszik a
gumofejlodésben (Kloosterman et al. 2013). A 'Désirée’ mindkét Gl
génjének promoterében megtalaltuk a POTH20 kotohelyét. Rosin et al.
(2003) kimutattak, hogy a POTHI, a POTH20-szal 73%-ban azonos. A
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POTHI1 taltermeltetése fokozza az in vitro gumoésodast mind rovid nappalos,
mind hosszi nappalos koriilmények kozott a S. tuberosum ssp. Andigena-
ban. Ha a POTH20 helyettesiteni tudja a POTH1-et 'Désirée'-ben, akkor a Gl
expressziojanak, ¢és ezéltal a gumofejlodésnek is, alternativ, pozitiv
szabalyozoja lehet.

A GI részt vesz az abiotikus stresszre adott valaszok szabélyozéasaban és
néhany novényfajnal kimutattak, hogy a Gl levelekben torténd expresszidjat
a stressz befolyasolja (Jose és Banfalvi 2019). A GI.04 expresszidjat a hideg,
a ho és az ozmotikus stressz indukalja, mig a GI.12-t az ABA felfelé, a s6, a
hideg, a meleg ¢és az ozmotikus stressz lefelé szabalyozza, azaz a két Gl gén
eltér6 modon reagal a stresszre (Odgerel, 2022). A kiilonbségek egyik oka
lehet az, hogy a GI.04 promoéterben vannak MYB TF kotéhelyek, mig a
GI1.12 prométerben nincsenek.

A GI.12 expresszios szintje a gyokér- és a hajtasszervekben kb. 6tszorose,
a gumokban pedig harmincszorosa volt a Gl.04 expresszids szintjének
(Odgerel, 2022). A transzkripcid szabalyozasa 0sszetett folyamat, ami a TF-
ok elérhetdségétol, aktivitdsatol, valamint a promoterben és kornyékén
jelenlévé  szabalyozdelemek  tipusatol, szamatol, helyzetétél és
kombinaciojatol fiigg (Hernandez-Garcia és Finer 2014). Igy feltételezziik,
hogy a GI.12 magasabb aktivitasa azzal magyarazhato, hogy a Cisz szabalyzo
elemek nagyobb kozelségben vannak a transzlacids starthelyhez a GI1.12
promoter régioban, mint a GI.04 promoterben.

3.5. Az aGIS2 levelek transzkriptom elemzése

A GI.04 funkcidjanak megismerésére Jose (2019) G1.04 expresszidoban gatolt
'Désirée’ vonalakat hozott Iétre, melyek koziil a legnagyobb gatléas a 'Désirée’
kontrollhoz képest az aGI52 novényekben volt, ahol 49%-0s, viszonylag
stabil csokkenés volt kimutathaté a G1.04 expresszidjaban (Odgerel 2022).
Ezért ezt a vonalat valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokra.

A GIl.04 gatlas transzkriptom szintli hatdsanak vizsgalatdra RNS
szekvencia analizist végeztettink a Novogene céggel liveghazban nevelt
aGI52 levelekbdl izolalt RNS-ekbdl. 454 olyan gént talaltunk, ami csak a
'Désirée'-ben és 247 olyat, ami csak az aGI52-ben fejez6dott ki. 488
differencidlisan expresszalodo gént (DEG-et) kaptunk. A GO elemzés
kimutatta, hogy a fotoszintézishez kapcsolodd gének megnyilvanulasa
magasabb, mig a peptidazok és a peptidaz inhibitorok expresszidja gatolt
volt az aGI52-ben. A KEGG elemzés alapjan az egyes tutvonalak, mint pl. a
szénhidrat  metabolizmus  aktivalodtak, mig egyes aminosavak
metabolizmusa, mint pl. a nitrogén metabolizmus gatlodott. Az aGI152-ben
14 TF, koztiik az IBH1, REV1 és a ndvényi védekezésben részt vevod egyes
TF-ok (ERF1B, ZAT10, WRKY11, MYB1R1, TGA2.1) expresszidja felfelé,
mig 11 TF (pl. az etilénre reagald RAP2-7) expresszioja lefelé
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szabalyozodott (4A dbra). A keményitészintézis kulcsfontossagu enzimeit
kodolo gének, az AGS (ADP-GLUCOSE SYNTHASE) és SS (STRACH
SYNTHASE), SP (STARCH PHOSPHORYLASE) atirasa gatlodott, de a TPS
(TREHALOSE PHOSPHATE SYNTHASE) expresszidja nott. A
védekezésben szerepet jatszo gének kozil a SOD (SUPEROXIDE
DISMUTASE) aktivalodott, viszont a CAT (CATALASE) represszalodott (4B
abra).
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4. dbra: (A) Az aGI52 levelekben eltérGen expresszalodd TF-ok a nem transzformalt
kontroll 'Désirée' levelekhez viszonyitva és hétérképen abrazolva. Sarga péttyel a
viragfejlédéshez, zolddel a cirkadian 6rahoz, pirossal a stresszhez kapcsolodo TF-ok vannak
jelolve. (B) Az aGI52 levelekben eltéréen expresszalodd gének a nem transzformalt
'Désirée’ kontroll levelekhez viszonyitva, amelyek részt vesznek a glioxilat- és dikarboxilat
anyagcserében, a szénhidrat anyagcserében és a peroxiszomalis Gtvonalakban. Piros pottyel
a stresszhez, lilaval a szénhidrat anyagcserével kapcsolodo TF-ok vannak jeldlve.

3.6. A transzkriptom elemzés eredményeinek megvitatasa

A Gl szerepét szamos ndvényfajban vizsgaltak és ugy tiinik, hogy a virdgzasi
1d6 szabalyozasa és a cirkadidn ora szabalyozédsa a GI altaldnos funkcigja
(Liu et al. 2024). A transzkriptom elemzés kimutatta, hogy a G1.04 gatlasa
befolyéasolja a viragzas szabalyozasaban résztvevd szamos TF kifejezddését.
A G1.04 gatlasa pl. a REV1 expressziojanak ndvekedését idézte eld. A REV1
Osszekapcsolja a cirkadian oOrat ¢és az auxin halézatokat az auxin
bioszintetikus gén, a YUCCAS8 expresszidjanak pozitiv szabdlyozasaval és
ezaltal eldsegiti a novények novekedését (Rawat et al. 2009). Eredményeink
tehat azt mutatjak, hogy mas novényfajokhoz hasonloan, a GI a burgonyaban
1s részt vesz a cirkadian ora szabalyozasaban.

16



A viradgzas mellett a Gl a novények kornyezeti stresszre adott valaszaiban
is részt vesz. Védekezési mechanizmusban résztvevo, aktivalédott TF-okat
azonositottunk az aGI152-ben, koztiilk az ERF1B-t, WRKY11-et és TGA2.1-et.
Kimutattak, hogy az ERF1 és a WRKY11 aktivalasa az Arabidopsis-ban ¢és a
paradicsomban a Bacillus fajaival szembeni tolerancia novekedéséhez vezet
(Lorenzo et al. 2003, Jiang et al. 2016). Ezzel szemben a TGA2.1 aktivitasa
késlelteti a rizs novényeket a Xanthomomas oryzae elleni védekezésben
(Fitzgerald et al. 2005).

A SOD ¢s CAT antioxiddns enzimek a ndvények védekezo
mechanizmusainak szerves részei, azért hogy elkeriilj¢k az aktiv
oxigénfajtak altal okozott karokat. Erdekes modon azonban, mig a SOD
felfel¢ 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 tolerancidja is jelzi az oxidativ stresszel szemben (Cao et al. 2006).
A burgonyéval ellentétben azonban a CAT gének expresszids 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 cukorhirvivo, aktivalodott az aGI52-ben. Ismert,
hogy az Arabidopsis cirkadian rendszere érzékeny a szachardzra, a Gl
fehérjét éjszaka a szachardz stabilizélja, a Gl mutansok keményitdtartalma
pedig megné (Dalchau et al. 2011, Eimert et al. 1995, Haydon et al. 2017).
Olyan rizsndvényekben, ahol a Gl-re null mutacié mutathato ki, a levelekben
szignifikdnsan megndvekedett a szachardz és a keményitétartalom (Izawa et
al. 2011). Transzkriptom eredményeink arra utalnak, hogy a burgonya lehet
a harmadik olyan ismert novényfaj, amelyben a GIl.04 expresszio
visszaszoritdsa 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. Igy tehat eredményiink alatamasztja azt a korabbi
kovetkeztetést, hogy a TPS részt vesz a Gl hatasok kdzvetitésében.

3.7. A Gl mutansok izolalasa és jellemzése

A Gl gének burgonydban betoltott szerepének megismeréséhez
CRISPR/Cas9 genomszerkesztés segitségével GI.04 és GI.12 mutansokat
allitottunk eld 'Désirée’-bol. A G1.04 szekvencidjanak nagy része azonos a
Gl1.12 szekvenciajaval, ezért eldszor a gRNS-eket a 3° véghez kozeli részbe
terveztiik, ahol a két GI gén leginkéabb eltérd régioval rendelkezik.

A GI1.04 esetében 82, a GI.12 esetében 86 feltételezett mutans ndvény
genomi DNS-ét teszteltiik. A G1.04-ben 29, a Gl.12-ben 18 nagy deléciot
hordozé mutans vonalat kaptunk, melyeket ,,end” mutdnsoknak neveztiink el
(eGl1.04, eGl.12).
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Hérom kivalasztott eGI.04 mutans vonalrdl feltételeztiik a gélkép alapjan
(54 abra), hogy null mutansok (eGI.04/1, eG1.04/2, eG1.04/3). A deléciok
méretének és clhelyezkedésének meghatarozasara a PCR fragmentumokat
klénoztuk a pGEM-T® Easy vektorba és megszekvenaltattuk. A kapott
szekvenciakat a Spud DB-ben talalhatdé GI.04 genomszekvenciahoz (5B és C
dbra) hasonlitottuk. Az eGI.04 mutans vonalakban kiilonb6zé méretti (3-711
bp kozott) és elhelyezkedésii delécidkat talaltunk (5D dabra). A G1.04 fehérje
1173 aminosavbol all. Vazlatos rajza az SE abran lathat6. A mutdnsok
nukleotid sorrendjének aminosavakka torténd forditasaval kimutattuk, hogy
egy allél kivételével, minden delécié korai stophoz, a GIL04 fehérje
megrovidiiléséhez vezetett (5F dbra).

A nagy deléciot hordoz6 eGI.12 mutans vonalak koziil harmat a gRNS
primerekkel végzett PCR-rel is leteszteltiink. Megallapitottuk, hogy a harom
mutans vonalbol (eGIL.12/1, eGl.12/2, eGI.12/3) kettd nagy valdsziniiséggel
null mutans, mig a harmadik vonalban feltételezhetden nincs mindegyik
allélban mutacié (64 dbra). A deléciok méretének és elhelyezkedésének
meghatdrozasara hasonldan jartunk el, mint az eGI.04 esetében. A kapott
szekvencidkat a Spud DB-ben talalhato GIl.12 genomszekvencidhoz
hasonlitottuk (6B és C dbra). Akéarcsak az eGI.04 mutansokban, az eGI.12
mutansokban is kiilonbozé méretii (2-197 bp kozott) és elhelyezkedési
deléciokat kaptunk a vadtipusu szekvenciahoz viszonyitva (6D dbra).

Az eredeti G1.12 fehérje 1171 aminosavbdl all és vazlatos rajza a 6E
abran lathato. Az eGI.12 mutansokban is a deléciok altaldban korai stophoz,
a GI.12 fehérje megrovidiiléséhez vezetettek, de volt olyan eset is, ahol a
deléciot kovetden visszadllt az eredeti aminosav sorrend, vagy ahol a delécio
csak 1 aminosav eltéréshez vezetett (6F abra).
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5. dbra: (A) Az eGI.04 mutansok azonositasa GI04 gRNA1 Fw és G104 gRNA2 R primer
parral végzett PCR-rel. M, marker; 1, 2, 3, a kivalasztott mutadns vonalak; Des, 'Désirée’
kontroll; DV, desztilldlt viz. (B) Vad tipusa GI.04. chr04, 4. kromoszoma; ATG,
transzlacios start kodon; téglalapok, exonok (C) A 10. exon egy részének nagyitott rajza a
gRNS-ekkel és primerekkel (P1-P6). (D) A deléciok elhelyezkedése és mérete az eGI.04
mutans vonalakban. A deléciokat a fekete téglalapok jelzik, a fliggbleges vonalak egy-egy
bp kiilonbségre utalnak. A primerek sotétsziirke-, a gRNS-ek vilagossziirke téglalapok. Piros
szinnel a delécié mindkét oldalara elhelyezhetd, mig kékkel a megduplazodott szekvencia
részek vannak kiemelve; a-h betiik a kiilonboz6 allélokat jelolik. Az eG1.04/2-ben legalabb
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egy mutans allél még nincs betérképezve. (E) Vadtipusti GI1.04 a funkcionalis doménekkel.
Az ELF3 (EARLY FLOWERING 3) ¢és a COPl (CONSTITUTIVE
PHOTOMORHOGENIC 1) kotodési szakaszat a szaggatott vonalak jelzik, a LOV domént
(light-oxygen-voltage domain) és az NLS-t (nucleus localisation signal) fekete téglalapok
mutatjadk. A szamok a fehérje elsé €s utolsé aminosavara utalnak. (F) Az eGIl.04 mutans
vonalak fehérjéi. A fekete kiemelés jelzi a delécid helyét és méretét, zold szinnel a
megvaltozott fehérje szekvencia lathato, az a-h betiik a kiillonboz6 allélokat jelolik.
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6. dbra: (A) Az eGIL.12 mutansok azonositasa GI12 gRNA1 Fw és GI12 gRNA2 R
primerekkel végzett PCR-rel. A jellések azonosak az 5. dbrdéval. (B) A burgonya Gl.12
génjének vazlatos rajza. A vad tipust GI.12. chr12, 12. kromoszéma. (C) A 10. exon egy
részének nagyitott rajza a gRNS-ekkel és primerekkel (P7, P8). (D) A delécidk
elhelyezkedése és mérete az eGI.12 mutans vonalakban. Az eG12/3-ban valdsziniileg van
egy vad tipust allél is, ami az abran nincs feltiintetve. (E) A vadtipust és eGI.12 mutans
fehérjék vazlatos rajza. (F) Az eGI.12 mutans vonalak fehérjéi.
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Az eGlL.04 ¢és eGl.12 mutans ndvények fenotipusat és gumoképzési
tulajdonsagait két kisérletben iiveghazi koriilmények kozott vizsgaltuk.
Kontrollként mind a két esetben nem transzformalt 'Désirée’ novényeket
hasznaltunk.

A gumofejlodés koraisagaban egyik eGIL.04 mutans sem tért el
szignifikansan a kontrolltol. A gumoék szama az eGl.04/1 és az eGL.04/2
mutansokon az elsd kisérletben szignifikansan kevesebb volt, mint a kontroll
ndvényeken, de a masodik kisérletben egyik mutdns gumészdma sem tért el
a kontrolltol. Az elsé kisérletben a gumohozamban szignifikans eltérést
egyik vonal esetében sem kaptunk, de a masodik kisérletben az eGI.04/1
vonal gumodhozama szignifikdnsabb alacsonyabb volt, mint a kontrollé.

Az eGI.12 mutansokbdl sem kaptunk szignifikans kiillonbséget a korai és
a kés6i gumoszamban egyik vonal esetében sem a kontrollhoz viszonyitva.
Az eGlL12/2 mutdnsnak viszont az elsd kisérletben szignifikansan
alacsonyabb volt a gumodhozama, mint a 'Désirée’-nek. A masodik
kisérletben nemcsak az eGl.12/2, de az eGIl.12/3 vonal gumodhozama is
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontrollé.

Mint ahogy azt mar emlitettiik, a 'Désirée' egy piros héji burgonyafajta,
aminek szinét az antocidnok adjak. Szemmel lathatéan az eGI.04/1 és az
eGL.04/2 gumok, bar eltéré6 mértékben, de sotétebbnek tlintek, mint a
'Désirée' gumoi (74 dbra). Az e¢Gl.04/3 gumodk szine nem tért el a
kontrollétol. Az antocidn tartalom mérés megerdsitette, hogy az eGI.04/1
gumok héjszine valdban intenzivebb, mint a kontrollé. Az eGI.04/2 ¢és az
eG1.04/3 gumohéjak antocian tartalma viszont nem tért el szignifikdnsan a
kontrollétdl (7B dbra). Szemmel az eGIl.12/1 gumok sotétebbnek, mig az
eGl.12/2 gumok vildgosabbnak tlintek, mint a 'Désirée' gumok (7C dbra) €s
ezt az antocian mérés is megerésitette (7D dbra).
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A B Gumohéj antocian
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7. dbra: Az eGl.mutans vonalak gumdi és gumohéjuk antocian tartalma a kontroll 'Désirée'-
hez viszonyitva. (A) Az eGI.04 és 'Désirée’ gumoék. (B) Az eGl.04 mutins vonalak
gumohéjanak antocian tartalma. (C) Az eGI.12 és 'Désirée’ gumok. (D) Az eGI.12 mutans
vonalak gumohéjanak antocian tartalma.

Mivel a 'Désirée’ Gl génjeinek végére tervezett gRNS-ekkel kapott
mutansok nem mutattak lényeges eltérést a vadtipushoz képest, ujabb
mutansokat hoztunk létre. A GI fehérje kdzépso részén helyezkedik el az ugy
nevezett LOV domén, amihez harom fotoreceptor, a ZTL, az LKP2 és az
FKFI1 is kotodni képes (Kwon et al. 2022). Megprobaltuk ezt a kozépso részt
megcélozni és ,,middle” (mGI) mutans vonalakat 1étrehozni. Ehhez G1.04 ¢és
GI1.12 specifikus gRNS-eket terveztiink, de megprobaltuk mindkét gént is
egyszerre eltalalni a gRNS-ek egyszerre torténd bevitelével a "Désirée’-be
ko-transzformacié segitségével. Az igy kapott GIl.04 mutans vonalakat
MGI.04-nek, a GI.12 mutans vonalakat mGl.12-nek és a mindkét Gl-re is
mutans vonalakat mGI.4/12-nek neveztiik el. Az mGI.04 esetében 148, az
mGI.12 esetében 22, az mGIL.4/12 esetében 108 feltételezett mutans ndvény
genomi DNS-ét teszteltilk. Az mGIL.04 és az mGI.12 esetében csak olyan
mutansokra koncentraltunk, ahol mind a négy allélban keletkezett mutacio.

Az mGI.12 mutansokat gRNS primerekkel (84 dbra) végzett PCR-rel
tesztelve 14 null muténst talaltunk, amib6l harmat valasztottunk ki a tovabbi
vizsgalatokhoz (MGI1.12/1, mGI.12/2 és mGI1.12/3) (8B dbra).

Uveghazi kisérleteket inditottunk az mGI.12 mutdnsok fenotipusanak és
gumoképzésének vizsgalatira. Kontrollként nem transzformalt 'Désirée’
novényeket lltettiink. A vegetacidos idOszak elején, a kiiiltetés utan 23
nappal, majd 10 nappal késébb is, lemértiik a novények magassagat. A
kitiltetés utan 23 nappal és 33 nappal is az mGI.12/2 ¢és az mGI12/3 muténs
novények szignifikansan magasabbak voltak, mint a kontroll 'Désirée' (§C és
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D dabra). Sem a korai, sem a kés6i gumoszamban, de a gumohozamban sem
volt szignifikans eltérés az mGI.12 és a kontroll ndvények kozott. A gumdk
alakja és szine sem tért el a kontrollétol.

A vegetacios idOszak végén, mieldtt felszedtiik a gumokat, lattuk, hogy az
mGIL.12 mutansok elkezdtek sargulni, a levelik megszaradt, mig ez a
'Désirée' novényeken még nem volt észlelhetd. Az mGl.12 mutans vonalak
tehat elobb mutattak az elhalas/6regedés jeleit, mint a kontroll névények (8E
abra).

Solanum tuberosum GI.12

A ; .
chr12 HHH — H o
ATG gRNA7gRNAS
|
B mGl.12
M 1 2 3 Des DV
me—s
250 bp e -~
C Novénymagassag (23 nap) D Novénymagassag (33 nap)
60 60 ab a a b
50 50 I I
40 I
ac a 40
E 30 . & E 30
20 L 20
10 . 10
0 0
1 2 3 Des 1 2 3 Des
mGL12 mGl.12

8. dbra: (A) A burgonya GI.12 génjének vazlatos rajza és a 10. exon egy részének nagyitott
képe a primerként is hasznalt gRNS-ekkel. chr12, 12. kromoszoma; ATG, transzlacios start
kodon; téglalapok, exonok. (B) Az mGI.12 mutinsok azonositasa G112 gRNSekkel végzett
PCR-rel és a PCR fragmentumok agar6z gélen tortént szétvalasztasaval. M, marker;
szamok, a kivalasztott mutans vonalak; Des, 'Désirée' kontroll; DV, desztillalt viz. (C) Az
mGl.12 névények magassaga a 'Désirée’ kontrollhoz viszonyitva a kiiiltetés utan 23 nappal
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(D) és a kiiiltetés utan 33 nappal. (E) Az mGIL.12 mutansok morfologidja a vegeticios
iddszak végén a nem transzformalt ‘Désirée’ kontrollhoz viszonyitva.

3.8. A Gl mutins novényekkel kapott eredmények megvitatasa

A Gl gének burgonyaban betoltott szerepének megismeréséhez tobb
CRISPR/Cas9 konstrukciét hoztunk Iétre, amelyeket egy kereskedelmi
burgonyafajtaba, a 'Désirée'-be, juttattunk, majd megvizsgaltuk a mutaciok
hatasat a novények fejlodésére és gumoképzésére.

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

A gumodk tomege eltérd6 modon alakult a Gl mutansokban a nem
transzformalt kontrollhoz viszonyitva. Egyes vonalak esetében (eGI.04/1,
eGIL.12/2, eGl.12/3) szignifikansan alacsonyabb gumoéhozamot mértiink, mig
masok nem mutattak kiilonbséget a kontrollhoz képest. Kiemelendd ezek
koziil az eGI.12/2, ami mindkét kisérletben azonos eredményt adott, mig a
tobbiek esetében az alacsonyabb gumoéhozam nem volt ismételhetd. Az
eGl.12/2 alacsonyabb gumohozama nem biztos, bar lehet, hogy Gsszefiigg a
delécid méretével, mivel abban két csonka fehérje és két olyan fehérje
szintetizalodik, amiben egy szakasz kiesik, majd visszadll az eredeti
aminosavsorrend. Az eGl.12/1-ben is van legalabb egy-egy, az eGl.12/3-hoz
hasonlé mutéans allél, de a tobbi fehérjekopia aminosavsorrendje még nem
pontosan ismert. Az eGl.12/3-ban pedig van egy olyan fehérjekopia, amibol
csak egy aminosav hidnyzik. Tehat lehet, hogy az eGIl.12/2 és az eGI.12/3
gyengébb mutansok, mint az eGIl.12/3 és ezzel magyardzhato, hogy nem,
vagy nem minden {iveghdzi korilmény kozott mutatnak gumohozam
csokkenést. De az se kizart, hogy az eGl.12/2-ben van egy ,,off target”
mutaciod és ez okozza a gumohozambeli kiilonbséget.

Ahogy mar azt tobbszor emlitettiik, a 'Désirée' egy piros héju
burgonyafajta. Az antiszensz aGI vonalak gumohéjanak alacsonyabb az
antocian tartalma, mint a kontroll 'Désirée’ gumohéjanak. Bar eltérd
mértékben ¢és nem mindegyikben, de az eGI mutansok esetében mi is
tapasztaltunk antocidn tartalom valtozast. Az eGIL.04/1 és az eGIL.12/1
gumohéjak antocian tartalma szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollé,
viszont az eGl.12/2 mutinsé szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
kontrollé, amire egyeldre nem tudunk magyarazatot adni.

A fehérje mddosuldsok az eGI mutdnsok esetében nem érték el a GI
fehérje kozépso részén elhelyezkedé LOV domént, amihez fotoreceptorok
kotédnek és az NLS szekvencidkat sem, ami a GI sejtmagba torténd
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bejutasat teszi lehetoveé. Ezért ujabb konstrukcidkat terveztiink, amikkel a Gl
gének kozépso részét céloztuk meg (mGI mutinsok). Az elsé kisérlet alapjan
megallapitottuk, hogy az mGI.12 mutansok valamivel magasabbra ndnek,
mint a 'Désirée' és életciklusuk rovidebb, hamarabb elsargulnak, mint a
kontroll. Ugyanakkor a gumokdtés idejét, a gumohozamot €s a gumok szinét
¢s alakjat tekintve nem térnek el 'Désirée’ kontrolltol. A deléciok térképezése
folyamatban van.
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4. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

A gumofejlodés meginduldsanak molekularis szabalyozésat a rovid nappalos
gumozasu S. tuberosum Andigena tajfajtaval végzett kisérletekbdl ismerjik.
A gumok kialakuldsat befolyasol6 legfontosabb gének: az SP6A, a BELS és a
CDF1. A CDF1 kozvetitd szerepet jatszik a cirkadian ora jelei és az SP6A
mobilizacios jel kozott a levélben. Kozvetett modon a GI is szerepet jatszik a
gumoképzésben, mert az FKF1-gyel komplexet alkotva elszallitja a CDF1-et
a ,,bontoba”, a proteaszomakhoz (Dutta et al. 2024). Kisérleteink célja az
volt, hogy megallapitsuk, milyen szerepe lehet a CDF1-nek és Gl-nek egy
naphossztol fliggetlen gumozasi, termesztett burgonyafajtdban, a 'Désirée'-
ben.

A kérdés megvalaszolasara célzott mutaciokat hoztunk 1étre a CDF1-ben
¢és a Gl-ben, amibdl 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 mddszer hatékonynak bizonyult, mivel 15%-0S
gyakorisdggal kaptunk 49-117 bp hosszusagt deléciokat hordozdé mutdns
vonalakat a CDF1 esetében, a G1.04 végére tervezett gRNS-ekkel pedig
35%, mig a G1.12 végére tervezett gRNS-ekkel 21% gyakorisaggal kaptunk
nagy deléciokat hordozo eGIL.04, illetve eGIL.12 mutansokat. Ezek koziil
harom eGI.04 és két eGl.12 null mutans volt. Mivel sikeriilt a GI gének
végére tervezett gRNS-ekkel null mutansokat is izolalni a Gl gének k6zépso
részére tervezett gRNS-ekkel transzformalt novények (mGI1.04 és mGI.12)
ko6zott mar csak null mutansokat kerestiink. Az mGI.04-bdl ilyen mutansokat
csak alacsony gyakorisadggal (2%) kaptunk. Ezzel szemben az mGI.12 null
mutansok gyakorisdga 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 delécido egy bizonyos pontot elér a
G1.04-ben, a ndvény életképtelen. A mutaciok térképezése, ami folyamatban
van, talan kozelebb vihet ennek a gyakorisagbeli kiilonbségnek a
megértéschez.

A CDF1 mutansainkban a deléciok a 3’ nem transzlalt régidra
korlatozédtak. Ez, bar a gumofejlédés megindulési idejét, a gumoszamot és
hozamot lényegesen nem befolydsolta, de a mutansok széarvastagsdgaban
kiilonbségeket fedeztiink fel, melyek a kontrollokhoz képest vékonyabbak
lettek, ezen feliil az Osszetett levelek kialakulasa is késett. Ebbol arra
kovetkeztetiink, hogy a CDFI1 a 'Désirée'-ben szerepet jatszik a
hajtasfejlodésben. A harom vizsgalt mutans koziil kettében hosszabb volt a
gumok nyugalmi iddszaka, kisebb csirdk voltak a gumodkon, mint a
kontrollon, mikor eliiltettiik 6ket. igy, ezzel 6sszhangban, késett a gumokbol
a hajtasok fejlédése. A keményitd lebontasa, a szachardz elérhetdsége a
csirazas egyik eldfeltétele. A masik fontos tényez0 a merisztéma aktivitas
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valtozasa, ami kulcsszerepet jatszik a csirazasban. A merisztéma funkcid
ujraaktivalasa egybeesik a nyugalmi allapot végével (Ferreira et al. 2017).
Ezért érdemes lenne a CDF1 mutans gumokat metabolit szinten elemezni €s
a merisztéma aktivitdssal Osszefiiggésbe hozhaté gének transzkripciods
szintjét megvizsgalni.

A két Gl gén, a G1.04 és GI.12, eltérést mutatott mind a prométer-, mind
pedig a kodold régioban, de sok hasonlosag is volt koztiik. Példdul mindkét
Gl gén promoterében megtalaltuk a cirkadian szabalyozashoz kapcsolhaté
REV1/8 kotohelyet. 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 Gl.04 gatlasa a REV1
expressziojanak novekedését idézi eld. Eredményeink tehat azt mutatjk,
hogy més névényfajokhoz hasonléan (Liu et al. 2024), a Gl a burgonyéban is
részt vesz a cirkadian ora szabdlyozéasdban ¢€s negativ hatdssal van a REV1
expresszidjara, ami viszont visszahat mindkét Gl transzkripciojara. A REV1
kotddeését a Gl promoterekhez élesztd 1-hibrid rendszerben lehetne vizsgalni,
illetve REV1 gatolt antiszensz vonalak el6allitasaval, és ezekben a Gl gének
expresszids mintazatdnak  vizsgédlatdval bizonyitani a feltételezett
kolcsonhatast.

A PlantRegMap mindkét Gl promoterében talalt viragzassal kapcsolatos
TF kotéhelyeket (pl. SOC1, ABIS) és a Gl.04 expresszidjanak gatlasa 7
virdgzassal kapcsolatba hozhato TF mRNS-ének szintjét is megvaltoztatta a
levélben. Ez arra utal, hogy mas novényfajokhoz hasonléan (Liu et al. 2024),
a Gl a burgonyéban is részt vesz a viragfejlddés szabalyozasaban. A jovoben
érdemes lenne virdgzashoz kapcsolodo kisérleteket végezni, amelyek
bizonyitani vagy cafolni tudnék ezt a feltételezést.

Odgerel (2022) megallapitotta, hogy a két Gl gén kiilonboz6 mddon
reagal a stresszre. Mig a Gl.04 expressziot a ho, hideg és az ozmotikus
stressz aktivalja, addig a Gl.12 expresszidt csak az ABA emeli meg, az
abiotikus stresszek gatld hatassal vannak ra. Ennek egyik magyarazata lehet
az, hogy a GI.04 promoterében vannak MYB TF kotOhelyek, mig a GI.12-
ben nincsenek. Annak ellenére, hogy ABA-ra reagalo TF-ok kotShelyét
mindkét promoterben megtalaltuk a GI.04 nem reagdl az ABA-ra. A Gl
mutansokkal tervezett stresszhez kapcsolddo kisérletek segithetnek a két Gl
gén stresszvalaszainak megismerésében.

A Gl gének promoterében POTH20 TF kotohelyeket is azonositottunk. A
POTH20 a POTH1-gyel 73%-ban azonos (Rosin et al. 2003). A POTHL1 a
BELS5-tel heterodimert alkotva magénak a BEL5-nek és a GA2-OXIDASE 1-

crer
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(Lin et al. 2013). Kérdés, hogy a POTH20 helyettesiteni tudna-e a POTH1-et
¢s valdban kapcsolodik-e a Gl gének promoéteréhez. Ennek megvalaszolasara
¢lesztd hibrid rendszereket lehetne hasznalni.

Eddig sem a CDF1, sem az eddig vizsgalt Gl mutansok nem mutattak
semmilyen valtozast a gumoéfejlodés megindulasanak idpontjat illetden. Ez
azonban még nem zarja ki annak lehetdségét, hogy szerepiikk 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 szempontjabodl fontos régiot. Figyelembe véve azonban, hogy az
MGI.12 mutinsok sem valtoztak meg a gumofejlédés meginduldsanak
id6pontjat illetden, feltételezziik, hogy a CDFI1-nek, és vele kapcsolatban a
Gl-nek, nincs akkora jelentésége a gumoképzés szempontjabdl a naphossztol
fliggetlen gumo6zast 'Désirée'’-ben, mint a csak révid nappalos koriilmények
kozott gumot fejleszté S. tuberosum Andigena tajfajtaban. Ennek
alatamasztasara azonban folytatnunk kell az mGI mutansokban a delécidok
térképezését és tesztelni kell liveghdzi korilmények kozott a mGI.04
mutansokat.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

e A termesztett 'Désirée’ burgonyafajtdban sikeresen alkalmaztuk a
CRISPR/Cas9 genomszerkesztési rendszert a CDF1, a Gl.04 és a GI.12
gének célzott mutagenezisére.

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

e A 'Désirée’-ben két Gl gént (GIl.04, GI.12) taldltunk, melyek sok
azonossagot, de eltérést is mutatnak mind a promoéter-, mind a kddold
régidban.

e Mindkét Gl gén promoterében jelenlévd elemekbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a 'Désirée' két Gl génjének expresszidja a napi ciklushoz kothet6 és a
Gl géneknek szerepe van a virdgzas meginditasadban és a stresszvalaszokban,
amit megerdsitett egy G1.04 expresszidban gatolt vonalban a viragzassal és
stresszel kapcsolatos TF-ok 'Désirée'-t6l eltér6 mRNS szintje is.

e [Létrehoztunk olyan null mutans vonalakat, amelyek a G1.04 és a GI1.12 3’
végehez kozeli deléciokat hordoztak. A delécidkat DNS szekvencia szinten
behataroltuk és megallapitottuk, hogy a Gl gének 3° végén talalhatod deléciok
nincsenek hatdssal a gumofejlédés megindulasara.

e [Létrehoztunk olyan null mutansokat, amelyek a G1.04 és a GI1.12 k6zépsd
részén deléciot hordoznak, és olyanokat is, melyek az egyik génre nézve null
mutansok, a masik génben pedig nagy delécid(kat) hordoznak.

o Kimutattuk, hogy a GI.12 kozépsé részén deléciot hordozé mutansok

magasabbak, mint a 'Désirée', életciklusok rovidebb, de a gumofejlédés
meginduldsanak idépontjat tekintve nem térnek el tdle.
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