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A burgonya tapértékének javitasa: a cisztein- és
a glutationtartalom megvaltoztatasanak hatasa
a novény agrondémiai tulajdonsagaira
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinket a korabban izolalt, bakteridlis eredetli szerin-acetiltranszferazt (SAT)
expresszald Solanum tuberosum cv. White Lady ndvényekkel végeztiik. A megemelkedett
antioxiddns (glutation) szinttel 0sszefiiggésben teszteltiik a vonalak stressz tolerancidjat és
megvizsgaltuk, hogy a SAT tidltermeltetés befolydsolja-e mas anyagcsere-folyamatokban
szerepet jatsz6 gének atirasat.

Kulesszavak: Solanum tuberosum, glutation, metabolit analizis, stressz tolerancia.

BEVEZETES

A burgonya a negyedik legfontosabb kultirnovényiink. Tapértékét azonban csokkenti,
hogy kéntartalmui aminosavakban, ciszteinben és metioninban szegény.

Korabbi kisérleteinkkel kimutattuk (Stiller et al. 2007), hogy a bakteridlis, cisztein feedback
gétlasra érzékeny szerin-acetiltranszferdz (SAT) enzim konstitutiv tiltermeltetésével atlago-
san 1,5-szeresére emelkedik a White Lady magyar burgonyafajta cisztein- és glutationtartalma
mind levélben, mind pedig guméban. A SAT tiltermelS vonalakat (SAT1 és SAT?2)
markermentes transzformdcidval dllitottuk elS. Ez egyrészt, ha sziikséges, lehetdvé teszi tjabb
gének bevitelét, masrészt biztonsdgos és tarsadalmilag is elfogadhat6 fajtat eredményez.

A cisztein jelentds része egy tripeptidbe, a glutationba (GSH) épiil be. A glutationnak fontos
szerepe van a kiilonboz§ stresszhatdsok sordn felhalmoz6dé reaktiv oxigéngyokok és a
H,0O, elimindldsdban (De Kok és Stulen 1993) és ezdltal a stressz elleni védekezésben. A
cisztein bioszintézis befolydsoldsaval a GSH szint, és ezzel 6sszefiiggésben, a ndvények
stressz tolerancidja is novelhetd (Sirko et al. 2004).

Mivel az €16 szervezetekben miikods anyagesere-folyamatok egy komplex, dsszefiiggd hdldza-
tot alkotnak, az egyes enzimek mennyiségének megvaltoztatisa befolydsolhatja mds, az adott

sz

anyagcseretittal kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatban 1év6 enzimek génjeinek atirdsat is.
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Mindezek alapjan, jelenlegi munkank célja kettds volt: [1] annak vizsgélata, hogy a SAT
taltermel$ burgonyanovényeinkben a megemelkedett GSH szint javitja-e a stressz tole-
rancidt, [2] az enzim tultermeltetése befolydsolja-e mds anyagcsere-folyamatokban fontos
szerepet jatsz6 gének atirasat és ezen keresztiil a novény agronémiai tulajdonsagait.

ANYAG ES MODSZER

Oxidativ és ozmotikus stressz tolerancia vizsgdlat

A stressz tolerancia vizsgalatokat Blaszczyk et al. (1999) alapjan, kiilonb6z8 koncentra-
ciéji H,O, és NaCl oldatokkal, kontrollként pedig desztillalt vizzel végeztiik. A klorofill-
tartalom meghatarozasa fotometrikusan tortént, acetonos extrakciét kovetSen, a kovetkezd
formula szerint:

klorofilltartalom (mg/friss tomeg) = (0,02 X Agys+ 0,008 x Age3) X VIFW
ahol V: térfogat (ml) és FW: friss tomeg (g).

Molekuldris biologiai technikdk

No6vénymintdinkbodl 6ssz-RNS-t Stiekema et al. (1988) mddszerével vontunk ki. A novényi
RNS mintakbdl 20 pg-ot denaturaltunk és formaldehid-tartalmu agar6z gélben elvéalasz-
tottuk. A gél blottoldsa és DNS prébaval valo jelolése Ddczi et al. (2002) szerint tortént.
A hibridizdciokhoz [032P]-dCTP-vel jeldlt, tisztitott DNS fragmentumokat haszndltunk.
A jeldlést ,,random priming” médszerrel vagy specifikus primereket felhasznalva, PCR-
rel végeztiik.

A reverz northern vizsgalatokban tesztelt géneket PCR-rel felsokszoroztuk, megfuttattuk.
A gélbdl a DNS-t Hybond N+ membranra blottoltuk. A o32P-CTP-vel jelolt cDNS szin-
tézist Access RT-PCR Introductory System Kit (Promega) felhaszndldsaval végeztiik. A
hibridizacids koriilmények ugyanolyanok voltak, mint a northern hibridizaciénal.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Jelenlegi munkédnk egyik célja az volt, hogy megvizsgaljuk, a SAT tultermelés hatdsara
megnovekedett GSH mennyisége elegendd-e az ozmotikus és oxidativ stressz tolerancia
javitasahoz.

Stressz hatasara a klorofilltartalom csokken, ami fotometrikusan detektalhatd. Az abszor-
bancia mérési eredmények azonban azt mutattdk, hogy H,O, és NaCl kezelésekre a SAT
transzgénikus novények ugyanolyan érzékenyek, mint a nem-transzformalt White Lady
(1. dbra). Ez valészinileg azzal magyarazhat6, hogy esetiinkben a GSH mennyisége csak
1,4—1,5-szerese a kontrollénak. Dohdnyban 2—4-szeres GSH szintemelkedés az antioxidans
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1. dbra A SAT transzgénikus White Lady vonalak stresszt(irG képességének vizsgélata
WL: White Lady, SAT1, SAT2: transzgénikus White Lady vonalak, DW: desztilllt viz

Figure 1. Stress tolerance of transgenic plants
WL: White Lady, SAT1, SAT2: transgenic WL lines, DW: destilled water
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mennyiségével 6sszhangban megemelte a novények H,O, tirGképességét (Blaszczyk et
al. 1999). Valészini azonban, hogy ilyen szinti emelkedést burgonydban csak a cisztein
gatlasra érzéketlen, mutdns SAT gén bevitelével tudnink elérni.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a SAT tiltermelés génexpresszids szinten hogyan befolya-
solja a sejtek egyéb anyagcsere-folyamatait. Ezért reverz northern kisérletben megvizsgaltuk
a SAT tiltermelés hatdsat a laboratériumunkban megtaldlhaté 116 cDNS-nek megfelel§
génre. A vizsgalt gének tobbsége a szénhidrat metabolizmusban és aminosav anyagcse-
rében jatszik szerepet. A transzgénikus vonalak RNS-ével hibridizalva szamos olyan jelet
kaptunk, amelyek intenzitdsukban eltértek a White Lady prébaval kapottaktol.

A reverz northern kisérletek elénye, hogy viszonylag rovid idé alatt nagy mennyiségi
gént tudunk analizalni. Kordbbi tapasztalataink azonban azt mutattdk, hogy az igy kapott
eredmények sokszor tévesek, ezért ezeket, pl. northern hibridizacidval, ellendrizni kell. Az
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elsd ellendrz6 northern vizsgélatokat fGleg olyan génekkel végeztiik (2. dbra), amelyek
valamilyen szinten kapcsolatba hozhatdk a cisztein bioszintézissel. Igy vizsgaltuk a cisztein-
szintdz expresszidjat, ami a SAT-tal komplexet képezve vesz részt a cisztein szintézisében;
a cisztein-protedzt, ami a fehérjelebontdson keresztiil kiilonbo6z§ fiziol6gias és fejlédési
folyamatok szabdlyozdsdban vesz részt; a metionin-szintizt, ami a metionin kialakuldsat
katalizdlja. Vizsgdltuk még a frukt6z-1,6-biszfoszfatdzt, ami a gliikoneogenezisben a
fruktéz-1,6-bifoszfatot alakitja frukt6z-6-foszfatta; a Hannapel-tipusi MADS box fehérjét,
ami egy transzkripcios faktor (Becker et al. 2003), és burgonyédban a vegetativ szervek
fejlédéséhez sziikséges, valamint a citoszolikus aszkorbét-peroxiddz gén expresszids
mintdzatat is, ami a hidrogén-peroxid eliminaldsaban jatszik fontos szerepet.

s o2

2. dbra A reverz northern kisérletekben eltérd expressziot
mutat6 gének ellenérzése northern analizissel
WL: White Lady, SAT1 és SAT?2: transzgénikus WL vonalak 1: rRNS,

2: cisztein-szintdz, 3: cisztein-protedz, 4: metionin-szintdz, 5: aszkorbat-peroxidaz,
6: fenilalanin-ammonia-lidz, 7: fruktéz-1,6-biszfoszfataz, 8: Hannapel tipusi MADS box gén
Figure 2. Northern analysis of clones with altered expression pattern in reverse northern
WL: White Lady, SAT1 and SAT?2: transgenic WL lines, 1: rRNA, 2: cysteine synthase,

3: cysteine protease, 4: methionine synthase, 5: ascorbate peroxidase, 6: phenylalanine
ammonia lyase, 7: fructose-1,6-bisphosphatase, 8: Hannapel-type MADS box gene

T
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Szamos irodalmi adat utal r4, hogy a fenilalanin-ammonia-lidz géncsalad transzkripci6-
ja rendkiviil gyorsan és intenziven valtozik minden belsé és kiilsé hatdsra (Liang et al.
1989). Mivel a reverz northern kisérletben egy enyhe kiilonbséget 14ttunk ennek a génnek
az expresszidjaban is, ezért ezt is bevontuk a northern vizsgalatokba.
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A el6bb emlitett gének mindegyikével elvégeztiik a northern analizist, azonban egyik
gén expresszidja sem kiilonbozott a White Lady kontrollétdl (2. dbra). Osszességében
megéllapithatjuk tehat, hogy a SAT enzim tdltermelésének nincs szignifikdns hatdsa az
altalunk vizsgdlt gének transzkripcidjara, ami mezdgazdasagi szempontbdl elénydsnek
mondhatd, hiszen valdsziniileg ezzel magyarazhat6 az is, hogy a transzgénikus novények
nem kiilonbéznek a White Ladytdl fenotipusban, guméhozamban, méretben és csirdzasi
képességben (Stiller et al. 2007).

Improving the nutritional value of potato:
Elevation of cysteine and glutathione contents and
their effects on agronomically important traits
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SUMMARY

In this study, previously isolated serine-acetyltransferase (SAT) overexpressing Sola-
num tuberosum cv. White Lady plants were investigated. Effect of elevated antioxidant
(glutathione) level on abiotic stress tolerance and the influence of SAT overexpression
on transcript levels of other enzymes involved in amino acid biosynthesis and sugar me-
tabolism were examined.
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