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A burgonya tápértékének javítása: a cisztein- és
a glutationtartalom megváltoztatásának hatása

a növény agronómiai tulajdonságaira
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ÖSSZEFOGLALÁS

Kísérleteinket a korábban izolált, bakteriális eredetû szerin-acetiltranszferázt (SAT)
expresszáló Solanum tuberosum cv. White Lady t növényekkel végeztük. A megemelkedett

 antioxidáns (glutation) szinttel összefüggésben teszteltük a vonalak stressz toleranciáját és
 megvizsgáltuk, hogy a SAT túltermeltetés befolyásolja-e más anyagcsere-folyamatokban

szerepet játszó gének átírását.
Kulcsszavak: Solanum tuberosum, glutation, metabolit analízis, stressz tolerancia.

BEVEZETÉS

A burgonya a negyedik legfontosabb kultúrnövényünk. Tápértékét azonban csökkenti,
hhogy kéntartalmú aminosavakban, ciszteinben és metioninban szegény.
Korábbi kísérleteinkkel kimutattuk (Stiller et al k . 2007), hogy a bakteriális, cisztein feedback
gátlásra érzékeny szerin-acetiltranszferáz (SAT) enzim konstitutív túltermeltetésével átlago-
san 1,5-szeresére emelkedik a White Lady a magyar burgonyafajta cisztein- és glutationtartalmay
mind levélben, mind pedig gumóban. A SAT túltermelô vonalakat (SAT1 és SAT2)

 markermentes transzformációval állítottuk elô. Ez egyrészt, ha szükséges, lehetôvé teszi újabb
gének bevitelét, másrészt biztonságos és társadalmilag is elfogadható fajtát eredményez.

 A cisztein jelentôs része egy tripeptidbe, a glutationba (GSH) épül be. A glutationnak fontos
aszerepe van a különbözô stresszhatások során felhalmozódó reaktív oxigéngyökök és a

H2O2 eliminálásában (De Kok (( és Stulen   1993) és ezáltal a stressz elleni védekezésben. A
k cisztein bioszintézis befolyásolásával a GSH szint, és ezzel összefüggésben, a növények

stressz toleranciája is növelhetô (Sirko et al. 2004).
Mivel az élô szervezetekben mûködô anyagcsere-folyamatok egy komplex, összefüggô hálóza-
tot alkotnak, az egyes enzimek mennyiségének megváltoztatása befolyásolhatja más, az adott tot alkotnak, az egyes enzimek mennyiségének megváltoztatása befolyásolhatja más, az adott
anyagcsereúttal kanyagcsereúttal közvetlen vagy közvetett kapcsolatban lévô enzimek génjeinek átírását is.özvetlen vagy közvetett kapcsolatban lévô enzimek génjeinek átírását is.kkk
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Mindezek alapján, jelenlegi munkánk célja kettôs volt: [1] annak vizsgálata, hogy a SAT Mindezek alapján, jelenlegi munkánk célja kettôs volt: [1] annak vizsgálata, hogy a SAT
ttúltermelô burgonyanövényeinkben a megemelkedett GSH szint javítja-e a stressz tole-
ranciát, [2] az enzim túltermeltetése befolyásolja-e más anyagcsere-folyamatokban fontos ranciát, [2] az enzim túltermeltetése befolyásolja-e más anyagcsere-folyamatokban fontos
szerepet játszó gének átírását és ezen keresztül a növény agronómiai tulajdonságait.

ANYAG ÉS MÓDSZER

Oxidatív és ozmotikus stressz tolerancia vizsgálat

A stressz tolerancia vizsgálatokat Blaszczyk et al. (1999) alapján, különbözô koncentrá-
ciójú H2O2 és NaCl oldatokkal, kontrollként pedig desztillált vízzel végeztük. A klorofill-
tartalom meghatározása fotometrikusan történt, acetonos extrakciót követôen, a következô tartalom meghatározása fotometrikusan történt, acetonos extrakciót követôen, a következô
formula szerint:

klorofilltartalom (mg/friss tömeg) = (0,02 x A645 + 0,008 x A663) x V/FW

ahol V: térfogat (ml) és FW: friss tömeg (g).

MMolekuláris biológiai technikák

NNövénymintáinkból össz-RNS-t Stiekema et al  . (1988) módszerével vontunk ki. A növényi
RNS mintákból 20 μg-ot denaturáltunk és formaldehid-tartalmú agaróz gélben elválasz-
ttottuk. A gél blottolása és DNS próbával való jelölése Dóczi et al  . (2002) szerint történt.
A hibridizációkhoz [α32  P]-dCTP-vel jelölt, tisztított DNS fragmentumokat használtunk.
A jelölést „random priming” módszerrel vagy specifikus primereket felhasználva, PCR-
rrel végeztük.

 A reverz northern vizsgálatokban tesztelt géneket PCR-rel felsokszoroztuk, megfuttattuk.
A gélbôl a DNS-t Hybond N+ membránra blottoltuk. A α32P-CTP-vel jelölt cDNS szin-
tézist Access RT-PCR Introductory System Kit (Promega) felhasználásával végeztük. A tézist Access RT-PCR Introductory System Kit (Promega) felhasználásával végeztük. A
hhibridizációs körülmények ugyanolyanok voltak, mint a northern hibridizációnál.

EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK

Jelenlegi munkánk egyik célja az volt, hogy megvizsgáljuk, a SAT túltermelés hatására Jelenlegi munkánk egyik célja az volt, hogy megvizsgáljuk, a SAT túltermelés hatására
a megnövekedett GSH mennyisége elegendô-e az ozmotikus és oxidatív stressz tolerancia

jjavításához.
Stressz hatására a klorofilltartalom csökken, ami fotometrikusan detektálható. Az ab szor-
bbancia mérési eredmények azonban azt mutatták, hogy H2O2   és NaCl kezelésekre a SAT
ttranszgénikus növények ugyanolyan érzékenyek, mint a nem-transzformált White Lady
(1. ábra). k  Ez valószínûleg azzal magyarázható, hogy esetünkben a GSH mennyisége csak
1,4–1,5-szerese a kontrollénak. Dohányban 2–4-szeres GSH szintemelkedés az antioxidáns
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mennyiségével összhangban megemelte a növények H2O2 tûrôképességét ( t Blaszczyk et((
al. 1999). Valószínû azonban, hogy ilyen szintû emelkedést burgonyában csak a cisztein
gátlásra érzéketlen, mutáns SAT gén bevitelével tudnánk elérni.
Kíváncsiak voltunk arra is, hogy a SAT túltermelés génexpressziós szinten hogyan befolyá-

k solja a sejtek egyéb anyagcsere-folyamatait. Ezért reverz northern kísérletben megvizsgáltuk
ôa SAT túltermelés hatását a laboratóriumunkban megtalálható 116 cDNS-nek megfelelô

génre. A vizsgált gének többsége a szénhidrát metabolizmusban és aminosav anyagcse-
rében játszik szerepet. A transzgénikus vonalak RNS-ével hibridizálva számos olyan jelet rében játszik szerepet. A transzgénikus vonalak RNS-ével hibridizálva számos olyan jelet
kkaptunk, amelyek intenzitásukban eltértek a White Lady próbával kapottaktól. 
A reverz northern kísérletek elônye, hogy viszonylag rövid idô alatt nagy mennyiségû

t gént tudunk analizálni. Korábbi tapasztalataink azonban azt mutatták, hogy az így kapott
 eredmények sokszor tévesek, ezért ezeket, pl. northern hibridizációval, ellenôrizni kell. Az

1 b1. ábra AA SAT é ik transzgénikus T h dWhite Lady l k û ô ké é é k i ál vonalak stressztûrô képességének vizsgálata
WL: White Lady, SAT1, SAT2: transzgénikus White Lady vonalak, DW: desztillált víz

Figure 1. Stress tolerance of transgenic plants
WL: White Lady, SAT1, SAT2: transgenic WL lines, DW: destilled water

A burgonya tápértékének javítása: a cisztein- és a glutationtartalom ...
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l ô ll ô ô h i ál k fôl l é kk l é kelsô ellenôrzô northern vizsgálatokat fôleg olyan génekkel végeztük 2 b(2. ábra), amelyek  amelyek
valamilyen szinten kapcsolatba hozhatók a cisztein bioszintézissel. Így vizsgáltuk a cisztein-
szintáz expresszióját, ami a SAT-tal komplexet képezve vesz részt a cisztein szintézisében;

 a cisztein-proteázt, ami a fehérjelebontáson keresztül különbözô fiziológiás és fejlôdési
t folyamatok szabályozásában vesz részt; a metionin-szintázt, ami a metionin kialakulását

kkatalizálja. Vizsgáltuk még a a fruktóz-1,6-biszfoszfatázt, ami a glükoneogenezisben a
fruktóz-1,6-bifoszfátot alakítja fruktóz-6-foszfáttá; a Hannapel-típusú MADS box fehérjét,
ami egy transzkripciós faktor (Becker et al(( k . 2003), és burgonyában a vegetatív szervek

 fejlôdéséhez szükséges, valamint a citoszolikus aszkorbát-peroxidáz gén expressziós
mintázatát is, ami a hidrogén-peroxid eliminálásában játszik fontos szerepet.

2. ábra A reverz northern kísérletekben eltérô expressziót
mutató gének ellenôrzése northern analízissel

WL: White Lady, SAT1 és SAT2: transzgénikus WL vonalak 1: rRNS,L
2: cisztein-szintáz, 3: cisztein-proteáz, 4: metionin-szintáz, 5: aszkorbát-peroxidáz,

6: fenilalanin-ammónia-liáz, 7: fruktóz-1,6-biszfoszfatáz, 8: Hannapel típusú MADS box gén

Figure 2. Northern analysis of clones with altered expression pattern in reverse northern
WL: White Lady, SAT1 and SAT2: transgenic WL lines, 1: rRNA, 2: cysteine synthase,L
3: cysteine protease, 4: methionine synthase, 5: ascorbate peroxidase, 6: phenylalanine
ammonia lyase, 7: fructose-1,6-bisphosphatase, 8: Hannapel-type MADS box gene

Számos irodalmi adat utal rá, hogy a fenilalanin-ammónia-liáz géncsalád transzkripció-
jja rendkívül gyorsan és intenzíven változik minden belsô és külsô hatásra (Liang et al.((

k 1989). Mivel a reverz northern kísérletben egy enyhe különbséget láttunk ennek a génnek
p j , gaz expressziójában is, ezért ezt is bevontuk a northern vizsgálatokba.

Stiller I. – Dancs G. – Bánfalvi Zs.:



487

A elôbb említett gének mindegyikével elvégeztük a northern analízist, azonban egyik A elôbb említett gének mindegyikével elvégeztük a northern analízist, azonban egyik
gén expressziója sem különbözött a White Lady kontrollétól (2. ábra). Összességében
megállapíthatjuk tehát, hogy a SAT enzim túltermelésének nincs szignifikáns hatása az

k általunk vizsgált gének transzkripciójára, ami mezôgazdasági szempontból elônyösnek
k mondható, hiszen valószínûleg ezzel magyarázható az is, hogy a transzgénikus növények

nem különböznek a White Ladytôl fenotípusban, gumóhozamban, méretben és csírázásil
kképességben (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 t  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-
ttabolism were examined.
Keywords: glutathione, metabolite analysis, Solanum tuberosum, stress tolerance.
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