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A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legfontosabb élelmiszerndvényiink, amit az egész
vildgon termesztiink kedvezd téplalkozds-élettani hatdsai miatt, ezért a burgonyagumo fejlédésének
megismerése kiildnosen fontos feladat. Ismert volt, hogy a CYCLING DOF FACTOR 1 (CDFI)
egy rovidnappalos Solanum alfajban, a S. tuberosum subsp. andigena-ban, a gumoéfejlédés id8pontjdt
hatdrozza meg. Kisérleteink célja a CDFI gén szerepének tanulmdnyozdsa volt egy naphossztdl
fiiggetlen guméfejlédésti burgonyafajtdban, a nagy teriileteken termesztett ‘Désirée’-ben. A cél
elérése érdekében célzott mutdcit hoztunk létre a ‘Désirée’ burgonyafajta CDFI génjében, majd
megvizsgiltuk ennek hatdsdt a ngvények fenotipusdra és guméfejlédésére. A mutdnsok elééllitdsdra
a CRISPR/Cas9 rendszert haszndltuk a CDFI 3’ nem-transzldl6dé régidjdra tervezett ,guide”
RNS-ekkel. A médszer hatékonynak bizonyult, mivel 49-117 bp hossztisigt deléciékat hordozé
mutdnsokat kaptunk. Hdrom kivélasztott mutdns ndvényen tovabbi vizsgalatokat végeztiink.
A képiaszdm meghatdrozds és az expresszié vizsgalat igazolta a mutdcidk célzott régiéban tortént
létrejoreét. Uveghdzi koriilmények kozott mindhdrom CDFI muténs vonalndl késett az dsszetett
levelek fejlédése és szdrvastagsdguk is elmaradt a ‘Désirée’ kontrollhoz képest. Ebbél arra kévet-
keztettiink, hogy a ‘Désirée’-ben a CDFI a vegetdcids periddus elején befolydsolja a hajtdstejlédést.
Egyik CDFI mutdns esetében a mutdcié késéi gumoéfejlédést eredményezett, mig egy mdsik
mutdns esetében novelte a gumdéhozamot, de ez nem volt dsszefiiggésbe hozhaté az azonositott
deléci6k szdmdval és hosszdval. Ezért lehetséges, hogy vannak tovdbbi nem azonositott mutdcidk is
a CDFI mutdns ndvényekben. Eredményeink megalapozzdk a CDFI gén burgonyéban betoltott
szerepének tovdbbi vizsgilatdt.
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Bevezetés, irodalmi attekintés

A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legfontosabb élelmiszernévényiink, amit megvastagodott
szérképletéért, guméjaért termesztiink és fogyasztunk az egész vildgon (Mdté 2010, Radics 1994).
A burgonya kedvezd tépldlkozds-élettani tulajdonsdgokkal bir, értékes tdpanyagokat tartalmaz és konnyen
emészthetd. Keményitdben gazdag, aminek mennyisége a fajtdtdl és egyéb wényezdkedl fiiggden 14-18%
kozote valtozik, fehérjetartalma dtlagosan 2% és C-, B1- és B2-vitaminokat is tartalmaz (Baldzs 2004:
Hoffmann 2011: Radics 1994). A gyokérgumés és mds gumds névények a vildg élelmiszer-ellitdsinak
jelentds részét képviselik. Ebbdl adéddan a burgonya termesztése és a gumé fejlédésének vizsgilata
gazdasdgi és bioldgiai szempontbdl egyardnt fontos feladat (Natarajan et al. 2019; Radics 1994).

A burgonya Dél-Amerikdbdl, az Egyenlit§ kornyékérdl, az Andok vidékérdl szérmazik (Spooner etal.
2007). A vad S. tuberosum alfajok, mint példdul a S. ruberosum subsp. andigena, guméfejlédése kizdrdlag
rovid nappalos koriilmények kozote biztositott. A guméfejlédést a levélbdl szdrmazé floém-mobil jelek
inditjdk. A gumdk kialakuldsdnak kezdetét az SP6A, BEL5 és CDF1 gének hatdrozzék meg (Hannapel
et al. 2017). A CDFI (CYCLING DOF FACTOR 1) a DOF transzkripcids faktorok csalddjiba
tartozik, és a gumofejlddés meginduldsdnak id8pontjdt hatdrozza meg. A CDFI-et kddold gén az 5.
kromoszémén helyezkedik el, 4tirdsita BELS szabdlyozza (Kondhare et al. 2019). A CDFI-nek hirom
allél varidnsdt ismerjiik. A teljes hossztisigi CDFI. I-et egy kés6i érésti burgonyatipusban azonositot-
tdk, mig a gén CDF1.2 és CDFI.3 véltozatit egy korai érésti burgonyatipusban taldltdk. A CDF1.2 3°
végén egy 7 bp-os inszercié korai stophoz vezet, mig a CDF1.3 ugyanezen régi6jaban egy 825 bp-os
inszercié 22 aminosavval hosszabb fehérjét eredményez tigy, hogy kozben meg is valtoztatja az utolsé
52 aminosavat (Kloosterman et al. 2013). A CDFI gén 3’ vége a gén expresszidjinak szabdlyozdsiban
is szerepet jatszhat. Kimurattdk ugyanis, hogy a CDFI transzldcids start helyétdl 3’ irdinyban 2400 bp-
ral kezd8d8en a CDFI mRNS-sel ellentétes szdlon 4tirddik egy ,long non-coding” RNS (IncRNS),
ami 1203 bp-nyi CDFI mRNS-sel komplementer, s mint ilyen, annak géncsendesités mechanizmus
4ltali lebomldsdhoz vezethet, f6leg a szdllitészovetben, ahol mind a CDFI, mind pedig a komplementer
IncRNS jelenlétét kimutattdk. Bér az is igaz, hogy a két RNS mennyiségének csticspontja a nap két
ellentétes szakdra esik: a CDFI1 mRNS-bdl a sétét periddus végén, mig a FLORE-nak nevezett IncRNS-
bél a s6tét periédus elején van a legtdbb (Gonzales et al. 2021). A CDFI a CO1/2 expressziéjanak
visszaszoritdsdval serkenti a gumoéképzddést, ezdltal néveli a guméfejlddés pozitiv szabdlyozojdnak, az
SP6A-nak az dtirdsit (Navarro et al. 2011). A CDFI kozvetitd szerepet jdtszik a cirkadidn ora jelei és
az SP6A mobilizdcids jel kozott a levélben (Kloosterman et al. 2013).

Héziasitdsa sordn azonban a burgonya elvesztette kizdr6lagos igényét a rovid nappalokra, alkalmaz-
kodott az északi félteke fényviszonyaihoz. A ndlunk termesztett fajtdk, koztiik a ‘Désirée’ gumdéfejlédése
naphossztdl fiiggetlen. Kivancsiak voltunk arra, hogy milyen szerepe lehet a CDFI-nek egy naphossztél
figgetlen, termesztett burgonyafajtdban. Ezért célzott mutdciét hoztunk létre a ‘Désirée’ burgonyafajta
CDFI génjében és vizsgdltuk annak hatdsdt a ngvények morfoldgidjara és guméfejlédésére.

Anyag és médszer

A célzott muticid létrehozdsihoz sziikséges ,,guide” RNS-eket (gRNS-eket) a CRISPOR szerverrel
terveztitk meg (http://crispor.tefor.net; Haeussler et al. 2016). A tervezésnél referenciagenomként
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a Solanum tuberosum Phytozome V9 (Dec 2012) verzidjét haszndltuk. Kér gRNS-¢ terveztiink (1.
tdbldzat) a CDFI 3’ nem-transzldl6dé (3-UTR) régidjdra. A CRISPR/Cas9 alapt genomszerkesztd
génkonstrukciét Golden Gate szintézissel (Werner et al. 2012) hoztuk létre a moduldris klénozds
(Weber etal. 2011) elvét kovetve. A modulokat és a klénozdshoz sziikséges egyéb vektorokat tartalmazd
MoClo Toolkit-et (Werner et al. 2012) az Addgene (https://www.addgene.org) cégtdl szereztiik be.
A bindris vektor konstrukciét egy Gjabb Golden Gate reakciéban hoztuk létre a pAGM4723 vektorban.
A terméket Escherichia coli DH5a baktériumba transzformaltuk, majd a sejteket LB (Luria broth,
Miller) +Km,, lemezekre kentiik ki. ,,Piros-fehér” szelekcidt alkalmaztunk, mivel a pAGM4723 vektor
egy piros szinti pigment eléallitdsdért felel8s operont tartalmaz, ami a klénozds sordn kicserélédik az
inszertre. A klénokat EcoRI tesztemésziéssel valogattuk ki és Sanger szekvendldssal (Biomi Kift., Go-
dollg) ellendriztiik. A rekombindns plazmidot a pRK2013 helper plazmid segitségével hdrom-sziilés
keresztezéssel (Ditta et al. 1980) vittiik 4t E. coli-bdl az Agrobacterium tumfaciens LBA4404-es torzsébe.
A rekombindns plazmid jelenlétét az Agrobacterium-ban ugyanigy ellendriztiik, mint E. coli-ban.

1.tdbldzat. Primerek és szekvencidik

Kéd Név Szekvencia (5’-3’)

gRNSI CDF1.1 gRNA1 TTGTGGACTGGCCCTTCCTC
gRNS2 CDF1.1 gRNA2 TGTACATTGACCTGTAGAGT

P1 CDF1.1 3’ end FW ACACTAGGTATCAGGAATGAG

P2 CDF1.1 3’ end R TGAGAAGTCAGTAAAAACTTCAGCT
P3 gCDF1 qFW TTGTGGACTGGCCCTTCCTCG
P4 gCDF1 gR ACTCTACAGGTCAATGTACAAGGTACAC
P5 Actin FW TGGACTCTGGTGATGGTGTG

P6 Actin R GGTTTCAAGTTCCTGCTCGT

P7 EF1 qFW GACAAGCGTGTTATTGAGAGG
P8 EF1 gR CACAGTGCAGTAGTACTTAGTG

Table 1. Primers and primer sequences. ' Code, > Name, * Sequence (5-3’)

A ‘Désirée’ burgonya leveleket Dietze et al. (1995) szerint transzforméltuk. A transzforméciéhoz
3 hétig MS tdptalajban (Murashige és Skoog 1962) nevelt burgonyandvények leveleit hasznaltuk
explantitumként. A hajtasregenericiét Km,  szelekcié mellett végeztiik, az Agrobacterium-ot Cef, | -zal
oltiik el. A hajtasokat RM (MS téptalaj vitaminok nélkiil) +Km, +Cef,  tiptalajban gyckereztettiik.

A CDFI génben deléciét hordozd, gCDF1 mutdnsok megtaldldsdra a transzformdacié utdn 8-12
héttel Shure et al. (1983) alapjdn DNS-t izoldltunk a legydkerezett hajtdsokbol, melyek cstcsdt
a vonal fenntartdsdra friss tdptalajba helyeztiik. A deléciék kimutatdsa P1 és P2 primerekkel (1.
tdbldzat) végzett PCR-rel tortént. A primereket az NCBI primer tervezd programjdval (hteps://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) terveztiik és az Integrated DNA Technologies-t8l
(Leuven, Belgium) rendeltiik meg. A reakciét Bio-Rad (Hercules, CA, USA) T100 Thermal Cycler
késziilékben, 25 pl végtérfogatban végeztiik, amihez 200 ng genomi DNS-¢, 50 pg ,forward” és
50 pg ,reverse” primert, 0,75 U DreamTaq DNS polimerdzt (Thermo Scientific, Waltham, MA,
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USA) és 5 mM dNTP-t haszndltunk. Reakcié kériilmények: 95°C 5 perc utdn 34 ciklusban 30
miésodperc 95°C, 30 mdsodperc 55°C és 1 perc 72°C, amit 72°C 10 perc szintézis id8 kovetett.
A PCR-fragmentumokat etidium-bromidos agaréz gélen futtattuk meg. A deléciét hordozé frag-
mentumokat pGEM-T Easy vektorba ligéltuk a gydrt6 (Promega, Madison, W1, USA) protokollja
szerint. E. coli transzformdciét kovetSen, Amp,  és ,kék-fehér” szelekciér (Sambrook et al. 1989)
egyardnt alkalmaztunk. A fehér, feltehet8en rekombindns plazmidot hordozé telepekbdl plazmid
DNS-t izoldltunk és PCR-rel bizonyitottuk a klénozott fragmentum jelenlétét.

A DNS szekvencia meghatdrozdst a Biomi Kft. (God6ll8) végezte. A szekvencidk elemzéséhez
az NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) és a Clustal Omega (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programokat haszndltuk. A CDFI és gCDFI mRNS-ek stop
kodonja és poliadenildcids jele kdzti szakaszok feltételezett masodlagos szerkezetének dbrézoldsdra
a CentroidFlod (http://rtools.cbre.jp/centroidfold/) programot haszndltuk (Chang et al. 2017).

A gCDF1 vonalakban a mutdcié képiaszdmanak meghatdrozdsira 50 ng genomi DNS-t hasz-
niltunk. A kvantitativ PCR-t a P3 és P4 primerekkel (1. tdbldzat) inditottuk. A templdt mennyi-
ségének normalizaldsdra az ACTIN-t haszndltuk referenciagénként Nicot et al. (2005) protokollja
szerint. A CDFI gén expresszios szintjét RT-qPCR segitségével hatdroztuk meg mintdnként 3-3
in vitro ndvény levelébdl. Belsd kontrollként az ACTIN és az EFI egyiittesen szolgdlt. A qPCR
vizsgdlatokat Light Cycler-96 késziilékkel végeztiik, Light Cycler®480 tobbiiregli lemezben (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg) és Luminaris Color HiGreen Flourescein qPCR
Master Mix-szel (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Az adatokat a Light Cycler-96 szoftver
1.1-es verzi6jéval elemeztiik. Negativ kontrollként cDNS nélkiili mixet haszndltunk. Mindegyik
mérést hdrom technikai ismétléssel végeztiik. A relativ expresszidt a két referencia gén expresszidjanak
geometriai 4tlaga alapjdn szdmitottuk ki.

A gCDFI1 mutdnsok fenotipizdldsara az i vitro koriilmények kozéte ndtt ndvényeket a mesterséges
tdptalajbol steril Tabaksubstrat (Stender GmbH, Schermbeck, Németorszdg) foldet tartalmazé 1,2
literes (14 cm-es) cserepekbe tiltettiik (2022. junius 24.) és tiveghdzi korilmények kdzote neveltiik
tovabb. Vizsgdltuk a levelek morfoldgidjdt, a szdr vastagsdgat és a ndvények magassdgdt a nem transz-
formalt ‘Désirée” kontrollhoz képest. A fiatal névények gumészémanak megismeréséhez a ngvényeket
évatosan kiboritottuk a cserépbdl, majd szimolds utdn visszaiiltettiik. A vegetdcids id6 végén (2022.
szeptember 29.) a gumdkat begytjtottiik, meghatdroztuk darabszdmukat és tomegiiket.

A gumohéjak antocidn méréséhez az tiveghdzbdl frissen betakaritott érett, cserépben nevelt gumék
héjatlehtiztuk. A mérést Toguri et al. (1993) egyszerdsitett médszere szerint végeztiik: 1 g gumohéjat 10
ml 1%-os metanolos sdsavban dztattunk egy éjszakan 4t 4°C-on. Az antocidn pigmentek klorid formdinak
relativ koncentrcidjdt spektrofotometridsan hatdroztuk meg az abszorbancia mérésével 540 nm-en.

A szignifikdns kiilsnbségek kimutatdsdra Tukey-probdval kiegészitett variancia analizist (ANOVA)
végeztiink.

Eredmények

CDFI ‘Désirée’ mutinsok izoldldsa és szekvencia szintii jellemzése

A CDFI ‘Désirée’-ben betdltdtt szerepének megismerésére a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével CDFI
mutdnsokat allitottunk el6. A CDFI a CYCLING DOF transzkripciés csalddhoz tartozik, melynek
tagjai nagy hasonlésdgot mutatnak egymdssal. Hogy elkeriiljiik az n. ,,off target” mutdciok létrejoteée
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a gRNS-eket a CDFI 3’-UTR-jére terveztiik, reménykedve abban, hogy kordbbi tapasztalatunknak
(Banfalvi et al. 2020) megfelel8en, nagyméretli delécidkat kapunk, melyek esetleg elérhetik a CDFI 3’
kédolé régidjat is. A mutdnsok el8éllitdsdra a Cas9-et és gRNS-eket hordozé konstrukciét Désirée’-be
juttattuk és a transzformdnsokat szelektiv téptalajon regenerdltattuk. A mutdcié keresésére 75 novény
genomi DNS-ét teszeeltitk PCR segitségével. A P1 és P2 primerekkel 11 olyan mutdns névényrt taldltunk,
amelyekben agaréz gélen is lithaté méretii deléci6 volt. Ezek koziil, a delécié mérete alapjdn, hdrmat
valasztottunk ki tovabbi tesztelésre (1.A dbra). A ‘Désirée’ tetraploid. Olyan mutdnst, amiben mind a
négy CDFI allélban nagyobb delécié keletkezett volna, nem tudtunk azonositani. A CDFI 3’ kédolé
régidjdra is terveztiink primereket. Tobb primerkombindciét is kiprébaltunk, de nem taldltunk olyan
mutdnst, amiben a delécié bizonyitott médon elérte volna a kédold régide.

1. dbra. (A) gCDF1 mutdnsok azonositdsa P1 és P2 primerekkel végzett PCR-rel (M,
marker; 1, 2, 3, kivdlasztott mutdns vonalak; Des, ‘Désirée’ kontroll). (B) A CDFI gén
képiaszdmdnak meghatdrozdsa P3 és P4 primerekkel végzett qPCR-rel. (C) A CDFI gén
expresszidjanak vizsgalata levélbdl P3 és P4 primerekkel végzett RT-qPCR-rel. Az 'Y tengely a
CDFI gén ‘Désirée’-hez viszonyitott relativ expresszids szintjét mutatja. A hibasévok a technikai
ismétlések (n=3) szdrdséreékeit reprezentdljék. Az ,a’, ,b” és ,,c” betlik a szignifikdns (p < 0,05)
kiilonbségek jelolésére szolgdlnak.

A gCDF1
M 1 2 3 Des
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----
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Figure 1. (A) Identification of gCDF1 mutants by PCR using the P1 and P2 primers (M, marker;
1, 2, 3 selected mutant lines; Des, ‘Désirée’ control). (B) Determination of the copy number of
CDFI gene by qPCR using the P3 and P4 primers. (C) Expression level of the CDFI gene in leaves
determined by RT-qPCR using the P3 and P4 primers. The Y-axis shows the relative expression
values of the CDFI gene compared to ‘Désirée’. Error bars indicate the standard deviations of

«» o«

technical repeats (n=3). Letters “a”, “b” and “¢” indicate significant differences (p < 0.05).
A kivilasztott hdrom mutdnsban CDFI képiaszdm és expresszié meghatdrozdst végeztiink qPCR-

rel, illecve RT-qPCR-rel a gRNS-eket is magdba foglalé primerekkel. Bar a két meghatdrozds nem
adott teljesen azonos eredményt (1B és C dbra), azt mindkét vizsgdlat megerdsitette, hogy a mutici6 a
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CDFI gént érintette és valdszinGsitette, hogy a kivalasztott hirom mutdns koziil egyik sem tekinthetd
null mutdnsnak.

A delécidk pontos kiterjedésének meghatdrozdsdra a P1 és P2 primerekkel kapott PCR-
fragmentumokat (1.A dbra) klénoztuk és szekvendltattuk. A kapott szekvencidta CDFI Spud DB-ben
(http://spuddb.uga.edu) fellehetd genomszekvencidjdhoz hasonlitottuk (2.A dbra). A gCDF1/1-ben
egy 68 bp-os és egy 64 bp-os, a gCDF1/2-ben egy 70 bp-os, a gCDF1/3-ban pedig egy 117 bp-os
és egy 49 bp-os deléciét azonositottunk. A deléciok elhelyezkedését a 2.B dbra mutatja.

2. dbra. (A) A burgonya CDFI génjének és transzkriptumainak vézlatos rajza. Az X1
(XM_006355049.2), X2 (XM_015312183.1) és FLORE (Ramirez Gonzales et al. 2021)
transzkriptumokat a nyilak mutatjdk (chr05, V. kromoszéma; a szdmok a kromoszémdn beliili
poziciét jelzik; ATG, transzldcids start kodon; TGA; transzlécids stop kodon). (B) A delécidk el-
helyezkedése és mérete a gCDF1 mutdns vonalakban a ‘Désirée’ CDFI szekvencidjahoz hason-
litva. A delécidkat a fekete téglalapok jelzik, mig a vonalak egy-egy bdzispdr kiilonbségre utalnak
(P1, P2, primerek; gRNSI, gRNS2, ,guide” RNS-¢k). (C) A ‘Désirée’ és a gCDF1 mutdnsok
CDFI mRNS-ének mdsodlagos szerkezete a transzldcids stop kodontdl a poliadenildciés jelig.

A Solanum tuberosum CDF1
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Figure 2. (A) Schematic diagram of the potato CDFI gene and transcripts. X/
(XM_006355049.2), X2 (XM_015312183.1) and FLORE (Ramirez Gonzales et al. 2021) tran-
scripts are indicated by arrows (chr05, chromosome V; numbers indicate the positions within the
chromosome; ATG, translation start codon; TGA; translation stop codon). (B) Location and size
of deletions in gCDF1 mutant lines compared to the CDFI sequence of ‘Désirée’. The deletions
are indicated by the black rectangles, while the lines refer to one base pair difference (P1, P2,
primers; gRNA1, gRNA2, guide RNAs). (C) Secondary structure of the CDFI mRNA extending
from the translation stop codon until the polyadenilation signal in ‘Désirée’ and gCDF1 mutants.
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Az eukaridta mRNS-ek 3’ vége nem forditddik 4t fehérjévé, de meghatdrozé szerepe van az dtirds
hatékonysdgaban. A 3’-UTR az AAUAAA szekvenciarészlet utdn elhasitédik, majd poliadenildlédik
(Nyitray és P4l 2013). Felcételeztiik, hogy a gCDF1 mutdnsokban a deléciék megvaltoztattdk a
CDFI mRNS végszerkezetét. Ennek igazoldsdra szdmitdgépes predikcidt végeztiink. A szdmitdgépes
elemzés beigazolta feltételezésiinket, hogy a CDFI mRNS-ek végszekvencidjénak szerkezete jelen-
tésen eltér a ‘Désirée’ CDFI mRNS-ének végszekvencidjdtsl (2.C dbra).

A CDF1 funkci6 vizsgdlata iiveghdzi kériilmények kozott

Biér a kivélasztott hdrom CDFI mutdns vonal koziil egyikben sem érte el a delécié a kdédold régi-
4t, de a gén bonyolult, a 3-UTR-en is dthaladd, FLORE-nak nevezett IncRNS szabdlyozisit fi-
gyelembe véve (Gonzales et al. 2021 és 2.A 4bra) kivdncsiak voltunk a névények fenotipusdra és
gumdképzési tulajdonsdgaira. A vizsgdlatokhoz a hirom gCDF1 vonal 10-10 egyedét in vitro-bol

cserepekbe iiltettiik és a ‘Désirée’ kontrollal egyiitt iiveghdzi koriilmények kozote neveltiik tovdbb.

3. dbra. (A) A gCDF1 mutdnsok levélmorfoldgidja a ‘Désirée’ kontrollhoz viszonyitva a vege-
técids iddszak elején. (B) A gCDF1 novények szdrvastagsdga a ‘Désirée’ kontrollhoz viszonyitva
a vegetdcids idészak kozepén. (C) A gCDF1 mutdns novények magassdga a nem transzformale

‘Désirée’ kontrollhoz viszonyitva a vegetdcids id8szak végén. Az ,a” bettik jelzik, hogy nincs

szignifikdns kiilonbség (p < 0,05) a vonalak kozott.
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No6vénymagassag (3 hénap)
80
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Figure 3. (A) Leaf morphology of gCDF1 mutants compared to the ‘Désirée’ control at
the beginning of the growing season. (B) Stem thickness of gCDF1 plants compared to the
‘Désirée’ control in the middle of the growing season. (C) Height of gCDF1 mutant plants

compared to the non-transformed ‘Désirée’ control at the end of the growing season. Letter “a
indicates no significant difference between the lines (p < 0.05).
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A 3.A dbrdn a gCDF1 mutdnsok levélmorfoldgidja ldthatd a vegetdcids id8szak elején. Meghigyeltiik,
hogy a gCDF1 névényeken az sszetett levelek fejlédése késik a kontrollhoz képest. A vegetdcids idészak
késdbbi szakaszdban azonban a gCDF1 mutdns névényeken is dsszetett levelek alakultak ki. A gCDF1
novények szdra vékonyabb volt és szdrtagjaik is megnytltak voltak a kontroll névény szértagjaihoz képest
(3.B dbra). Kezdetben a gCDF1/1 névények alacsonyabbak voltak, mint a kontroll, de a vegetacids
peri6édus végén magassdgbeli kiilonbség mdr nem volta mutdns és a kontroll névények kézott (3.C dbra).

A gumofejlddés koraisdgit az egy hénapos névények guméinak megszamlaldsival becsiiltitk
meg. A gCDF1/2 névényeken szignifikinsan kevesebb gumét taldltunk, mint a t8bbi névényen
(4.A dbra). A szdmldlds utdn a novényeket tovabb neveltiik és a vegetdcids id8szak végén ismét
megszdmoltuk a gumokat és vizsgdltuk morfolégidjukat (4.B és C dbra). Ekkor viszont mdr a
gCDF1/2 névényeken szignifikdnsan tdbb, de kicsi gumé volt, mint a tdbbieken. A gumdéhozam
megéllapitdsira megmértiik az egy-egy névényen fejlédott gumok tomegét. A gCDF1/1 gumdho-
zama magasabb, mig a gCDF1/2 vonalé alacsonyabb volt, mint a kontrollé (4.D dbra). A ‘Désirée’
piros héja burgonya. Szemrevételezés sordn a gCDF1/1 és gCDF1/3 vonal gumoit vildgosabbnak
l4ttuk, mint a kontrollét. A gumd szinét az antocidnok adjék. Megmértiik a gumohéjak antocidn
tartalmdt, ami megerdsitette, hogy ennek a két vonalnak valéban vildgosabb a guméhéja, mint a
‘Désirée’-nek, bar ez a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikdns (4.E dbra).

4. dbra. (A) Gumészam a guméfejlédés kezdeti stidiumdban. (B) Gumészdm a vegetdcids
id8szak végén. (C) A gumdk morfolégidja. Minden sor a hdrom legnagyobb hozami névény
gumoit mutatja. (D) Guméhozam a vegetdcids id8szak végén. (E) A guméhéjak antocidn tar-

talma. A meghatdrozds spektrofotometridval tortént. Az ,a°, ,b” és ,,¢” betiik a szignifikdns (p <
0,05) kiildnbségek jeldlésére szolgilnak.
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Figure 4. (A) Tuber number at the initial stage of tuber development. (B) Tuber number
at the end of the growing season. (C) The morphology of tubers. Tubers of the three most
productive plants are shown in each raw. (D) Tuber yield at the end of the growing season.

(E) Anthocyan content of tubers. The measurement was made by spectrophotometry. Letters
“a”, “b” and “¢” indicate significant differences (p < 0.05).
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Kovetkeztetés

A CRISPR/Cas9 rendszer haszndlata célzott mutagenezisre széleskdrlien elterjedt médszerré véle
az utébbi id8ben. A burgonydban is sikerrel alkalmaztdk (Hofvander et al. 2022) és alkalmaztuk
mi is kordbban (Bdnfalvi et al. 2020) ezt a technikdt. A médszer hatékonynak bizonyult a CDFI
mutdnsok el8allitdsira is: 15% gyakorisiggal 49-117 bp hosszisigt delécidkat hordozé mutdn-
sokat kaptunk. Hérom mutdnst vizsgiltunk részletesen. Ezekben egy, illetve két deléciét tudtunk
szekvencia szinten pontosan behatdrolni, de nem kizdrt, hogy tovabbi, kisebb muticidk is jelen
lehetnek ezekben a vonalakban, amiket még nem tudtunk azonositani.

Mindhdrom CDFI mutdnsban késett az sszetett levelek kialakuldsa és szdrvastagsdguk elmaradt
a kontrollétdl. Ebbdl arra kivetkeztettiink, hogy a CDF1, legaldbb is a ‘Désirée’-ben, szerepet
jatszik a hajtdsfejlédésben. Eddig burgonydban a CDF1-nek a gumdéfejlddés meginditdséban és
a szdrazsdgtlirés gyengitésében betsledtt szerepe volt ismert (Kloosterman et al. 2013; Gonzales
et al. 2021). Mds névényfajokban viszont szdmos mds folyamattal is kapcsolatba hoztdk mdr,
igy pl. a C/N anyagcserével, a fitokrémokkal, a fényre adott reakcidkkal, a virdgzds idejével, sét
olyan fejl8dési folyamatokkal is, mint a szdllitszovet kialakuldsa vagy a szdreldgazds befolydsoldsa
(Renau-Morata et al. 2020).

Ellentétben a hajtdsfejlddéssel, a guméfejlédés és gumdémorfolégia szempontjabdl a hdrom
CDFI mutdns nem volt azonos. Mig az egyik mutdnsban a guméfejlédés késett, majd sok kicsi
gumo keletkezett, a mdsikban a gumék 6ssztomege nagyobb volt, mint a kontrollé. Lehet, hogy ez
osszefiiggésbe hozhaté olyan CDFI mutdcidkkal, amelyeket még nem sikeriilt azonositanunk, de
nem zdrhatjuk ki az tn. ,off-target” mutdciék hatdsdt sem a gCDF1 mutdnsokban. Mindemellett
a Cas9 jelenléte a mutdnsokban sejtszinten folyamatosan jabb és Gjabb mutdcidkat generdlhat,
amiket PCR-rel detektdlni ugyan nem tudunk, de hatdssal lehetnek a gumoéfejlédésre.

A kimutatott delécidk egyike sem érte el a CDFI kddolé régidjit, mégis fenotipusos véltozdst
okozott. Az mRNS-ek 3" nem-transzldl6d6 régidinak szerepe lehet az mRNS stabilitdsdban és transz-
portjaban. Két8dhetnek hozzdjuk fehérjék és mikroRNS-ek, amik befolydsolhatjik a transzldcié
hatékonysdgdt (Nyitrai és Pal 2013). Bdr a poliadenildcids jel kiviil esik a gCDF1 mutdnsokban
kimutatott deléciékon, a mutdciék prediktdlhatéan jelentds véltozdst okoztak a CDFI mRNS 3°
végének szerkezetében, ami megakaddlyozhatja az esetleges szabalyozo fehérjék kotddését és csok-
kentheti a transzldci6 hatékonysdgit. A delécidk lerdviditették a FLORE szabélyozd IncRNS-t is,
aminek szintén szerepe lehet a fenotipusos véltozdsokban. Ennek pontos mechanizmusa azonban
jelenleg még nem ismert.

Készonetnyilvdnitds

Készonjiik a technikai segitséget Kiss Monika Tekla laborasszisztensnek. A kutatdst az NKFIH
NN_124441 pdlydzat tdmogatta.
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Roviditések

Amp, = ampicillin 100 mg/I
Cef,, = cefotaxim 100 mg/I

Des = ‘Désirée’ burgonyafajta
Km,, = kanamicin 25 mg/l
Km,, =kanamicin 50 mg/l

LB = Luria broth medium
IncRNS = ,long non-coding” RNS
MS = Murashige-Skoog medium
RM = rooting medium

qPCR = kvantitativ PCR

UTR = untranslated region
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Function of the CYCLING DOF FACTOR 1 (CDFI)
in the potato cultivar ‘Désirée’

KARSAI-REKTENWALD, E, ODGEREL, K., GYULA, P, BANFALVI, Z.
Hungarian University of Agriculture and Life Sciences, Institute of Genetics and Biotechnology
E-mail: karsai-rektenwald.flora@uni-mate.hu
Summary

Potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most important food crops cultivated all over the World
due to its beneficial nutritional and physiological effects. Therefore, studying the tuber development
is a particularly important task. It was known that CYCLING DOF FACTOR I (CDFI) determines
the time of tuber development in the short-day tuberising S. tuberosum subsp. andigena. The aim
of our work was to study the function of CDFI in the day length independent tuberising potato
cultivar ‘Désirée’. To achieve this goal, targeted mutations were introduced into the CDFI gene of
‘Désirée’ using the CRISPR/Cas9 system with gRNAs designed into the 3’-UTR region of CDFI.
Three selected mutants carrying deletions of 49-117 bps were tested in details. The copy number
determination and the expression test confirmed the location of the mutations in the targeted region.
Under greenhouse conditions, the development of compound leaves was delayed and the stems were
thinner compared to the ‘Désirée’ control in all three CDFI mutant lines. Thus, we concluded that,
at least in ‘Désirée’, CDF1 affects shoot development at the beginning of the vegetation period. In
one of the CDFI mutants, the mutation resulted in delayed tuber development, while in another one
the tuber yield was increased. However, these phenomena were not in correlation with the number
and length of the identified deletions. Thus, the existence of unidentified mutations in CDFI mu-
tant plants cannot be excluded. This study lays foundation for further investigation of the function
of CDFI gene in potato.

Keywords: CDF1, Solanum tuberosum, CRISPR/Cas9, plant transformation, tuber development
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