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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

ABA: abszcizinsav 

AP37: etilén válaszért felelĘs faktor γ7 

AP59: etilén válaszért felelĘs faktor őλ 

APX: aszkorbát-peroxidáz 

AtGR1: Arabidopsis glutation-reduktáz 1  

BABA: ß-amino-vajsav 

BADH: betain-aldehid-dehidrogenáz 

BTH: benzotiadiazol-7-tiokarboxilsav S-metilészter 

CAT: kataláz 

űŰF1μ ű ismétlést kötĘ faktor 1 

CDH: kolin-dehidrogenáz 

CIM: kalluszindukáló táptalaj  

CK: citokinin 

codA: kolin-oxidáz 

CspA: hidegsokk fehérje A  

CspB: hidegsokk fehérje B 

DHN4: dehidrin 4 

DREŰμ vízvesztésre indukálódó gének promoter elemeihez kötĘ fehérje 

DSPμ kettĘs specificitású foszfatáz 

ET: etilén 

ETR1: etilén receptor 1 

FFT: fruktán:fruktán-1-fruktozil-transzferáz  

GABA: Ȗ-amino-vajsav 

GB: glicin-betain 

GC-MS: gázkromatográffal összekötött tömegspektrométer 

GR: glutation-reduktáz 

10.14751/SZIE.2015.005



5 

 

INA: 2,6-diklór-izonikotinsav 

IPT: izopentenil-transzferáz 

IPTG: izopropil-tio-ȕ-D-galaktozid 

ISR: indukált szisztemikus rezisztencia 

JA: jázminsav 

LEA: késĘi embriogenezis során felhalmozódó proteinek 

LeNCED: Lycopersicon esculentum 9-cisz-epoxi-karotenoid  

LOS5: alacsony expressziójú ozmotikusan szabályozott gén 5 

MDHAR: monodehidroaszkorbát-reduktáz 

MEOX: metoxiamin-hidroklorid 

Mn-SOD: mangán-szuperoxid-dizmutáz 

MSTFA: N-metil-N-[trimetil-szilil]-trifluoro-acetamid 

MtlD: mannitol-1-foszfát-dehidrogenáz 

MYB: mieloblasztózis onkogén  

MYC: mielocitomatózis onkogén  

NAC: növényspecifikus transzkripciós faktor család 

NO: nitrogén-monoxid 

OD: optikai denzitás 

ORμ ozmotikus stresszválaszért felelĘs gén 

otsA: Escherchia coli trehalóz-foszfát-szintáz 

otsB: Escherchia coli trehalóz-foszfát-foszfatáz 

P5CS: pirrolin-5-karboxilát-szintáz 

PCD: programozott sejthalál 

PCR: polimeráz láncreakció 

PEG: polietilén-glikol 

POCI: Potato Oligo Chip Initiative 

POD: peroxidáz 

PRμ patogenezishez köthetĘ fehérje 
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PRLIPμ patogenezishez köthetĘ lipáz 

RAŰμ AŰA válaszért felelĘs fehérje 

ROB5: hidegre indukálódó transzkripciós faktor 5   

ROS: reaktív oxigéngyökök 

RT-PCR: reverz transzkriptáz PCR 

Rubisco: ribulóz-1,5-biszfoszfát-karboxiláz 

RWC: relatív víztartalom 

SA: szalicilsav 

SAR: szisztemikusan szerzett rezisztencia 

SIM: hajtásindukáló táptalaj 

SIM: szelektív iondetektálás 

SNAű1μ stressz válaszért felelĘs NAű1 transzkripciós faktor 

SNO: S-nitrozotiol 

SNOG: S-nitrozilált glutation 

SNOGR: S-nitrozilált glutation-reduktáz 

SOD: szuperoxid-dizmutáz 

SOD3:1: mangán szuperoxid-dizmutáz 

SST: szacharóz:szacharóz-1-fruktozil-transzferáz 

StDS2: szárazságra indukálódó burgonya gén 

StMYB1R-1: Solanum tuberosum R1-tpusú MYB-szerĦ transzkripciós faktor    

T6P: trehalóz-6-foszfát  

TIC: teljes ionkromatogram 

TPP: trehalóz-foszfát-foszfatáz 

TPS: trehalóz-foszfát-szintáz  

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

VT: vad típus 
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1. BEVEZETÉS 

 

A szárazság napjaink egyik legégetĘbb környezeti problémája. A Föld felszín hĘmérséklete az 

elmúlt 50 évben 0.9°C-kal emelkedett és ennek számos érzékelhetĘ bizonyítéka vanμ olvadó 

sarkköri területek, csökkenĘ vízkészletek, idĘjárási viszontagságok, évszakok 

megváltozása/kimaradása, stb. Az emelkedĘ hĘmérséklet következtében nĘ a szárazság, ami 

egyre nagyobb területeket foglal el, köztük a mezĘgazdaságra alkalmas földeket is. A növekvĘ 

élelmiszerigény miatt viszont fontos, hogy ezek az aszályos területek ne essenek ki a 

mezĘgazdasági tevékenység alól és a termesztett növények a szélsĘségessé vált éghajlati 

körülmények között is a várt, vagy akár annál jobb terméshozamot adjanak. A növénynemesítĘk 

munkájának egyik legfĘbb célja ezért az, hogy a környezetükhöz alkalmazkodni tudó, 

szárazságtĦrĘ növényfajtákat hozzanak létre hagyományos, vagy molekuláris módszerekkel.  

 A burgonya a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett élelmiszernövény a 

világon, azonban igen érzékeny a szárazságra. Az elmúlt években a molekuláris biológiai 

eszközök segítségével egy kicsit közelebb kerülhettünk ahhoz a kérdéshez, milyen változásokon 

megy keresztül a növény az Ęt ért stresszhatás következtében. A transzformációs technológiák 

által pedig olyan transzgenikus növények létrehozására is lehetĘség nyílt, amivel a különbözĘ 

fiziológiai, biokémiai és molekuláris válaszokat génexpressziós szinten befolyásolni tudják a 

kutatók.  

 A trehalóz egy nem redukáló diszacharid, ami nagy mennyiségben megtalálható a 

sivatagi növényekben. Megfigyelték, hogy szárazság során ozmoregulátor szerepet játszik 

(IORDACHESCU és IMAI 2008; JAIN és ROY, 2009). Számos kísérletben bizonyították, hogy 

a trehalóz szintéziséért felelĘs gének transzformációjával fokozható a növények szárazság stressz 

toleranciája (YEO et al., 2000; CORTINA et al., 2005; KARIM et al., 2007; MIRANDA et al., 

β007). Munkacsoportunk az élesztĘ TPS1 génjét juttatta be sikeresen marker mentes 

transzformációval Desirée burgonyafajtába (STILLER et al., 2008). A TPS1 transzgenikus 

növények szárazságtĦrĘbbek voltak, mint a kontroll növények, azonban növekedésük optimális 

körülmények között elmaradt a kontrollétól, alacsonyabb volt a szén-dioxid fixációs rátájuk és a 

sztómaszámuk is. Génexpressziós szinten KONDRÁK és munkatársai (2011, 2012) azt találták, 

hogy a megváltozott expressziójú gének többsége a fotoszintézisben vagy a szénhidrát 

anyagcserében játszik szerepet. A génexpressziós változások metabolikus változásokkal is 

járnak, ami módosíthatja a növény beltartalmi értékeit.  Ezért dolgozatom elsĘ részének céljaμ 

1. A TPS1 gént expresszáló T1, T2 és a vad típusú vonalak leveleinek és gumóinak 

beltartalmi és metabolit szintű összehasonlítása öntözött és szárazság stressz 

körülmények között. 
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 A növényeknél a „priming” jelensége megnövekedett védelmi kapacitást jelent. Ennek 

értelmében, ha a növényt valamilyen patogén megtámadja, akkor nĘ az ellenálló képessége egy 

következĘ fertĘzéssel, illetve más patogénekkel szemben (DURRANT és DONG, 2004; RYALS 

et al., 1λλ6). A megerĘsödött immunvédelem kiváltható nekrotizáló patogénekkel vagy egyes 

rizobaktériumokkal, de szerves és szervetlen vegyületekkel is (PRIME-A-PLANT GROUP, 

2006).  A „priming” során bekövetkezĘ „immunvédelem” szorosan összefügg a „pathogen-

related” (PR) fehérjékkel, és az azokat kódoló PR génekkel. A PR génekhez hasonló 

expresszióval rendelkeznek a PRLIP (patogenezishez köthetĘ lipáz) gének is (JAKAB et al., 

2003). Bizonyított, hogy a β-amino-vajsav (ŰAŰA) több növény fajban is képes a „priming” 

kiváltására (JAKAB et al., 2001). JAKAB és munkatársai (2005) Arabidopsis-on szárazság és 

sótĦrés javítására is eredményesen alkalmazták a BABA kezelést. Megfigyelték, hogy többek 

között a PRLIP1 expressziója is megemelkedik a BABA, a szalicilsav (SA) és az etilén (ET) 

kezelés, valamint Pseudomonas baktériummal történt fertĘzés hatására. A PRLIP2 szintén 

indukálódott SA és patogén fertĘzés hatására, azonban enyhébb mértékben, mint a PRLIP1 

(JAKAB et al., 2003). Mivel eddig még nem találtak a PRLIP1, vagy PRLIP2 fehérjékhez 

hasonló szekvenciájú fehérjét burgonyában (JAKAB et al., 2003), arra gondoltunk, hogy a Dr. 

Jakab Gábor és munkatársai által elĘállított PRLIP2 gént tartalmazó pPZP111 plazmidot 

felhasználva, a PRLIP2 gént  bevisszük a burgonyába. Reméltük, hogy a PRLIP2 

expresszáltatásával fokozni tudjuk a burgonya szárazságtĦrĘ képességét. Ezért dolgozatom 

második részének célja: 

1. A Desirée burgonyafajta Agrobacterium tumefaciens-szel történő transzformációs 

technikájának elsajátítása és az elkészített konstrukciókkal stabil transzgenikus 

burgonya vonalak előállítása. 

2. Az adott transzgén beépülésének és kifejeződésének bizonyítása molekuláris 

módszerekkel. 

3. PRLIP2 transzgént expresszáló vonalak szárazságtűrő képességének vizsgálata 

üvegházi körülmények között. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

 

2.1. A burgonya eredete, termesztése Magyarországon, beltartalmi értékei 

 

A burgonya (Solanum tuberosum L.) a Solanaceae családba tartozó lágyszárú növény. 

Származási helye Közép- és Dél-Amerika, Chile, Peru és Mexikó magas hegyvidéke, ahol 

mintegy 8000 évvel ezelĘtt kezdték termeszteni az ottani farmerek, és ahol a mai napig 

megtalálhatók a vad burgonyafajták, amelyek az úgynevezett “andigena” alfajba tartoznak. A 

ma köztermesztésben lévĘ fajták a “tuberosum” alfajba tartoznak, mivel ezek a fajták 

alkalmasak a hosszú nappalos termesztésre, míg az „andigena” alfajba tartozó fajták inkább az 

egyenlítĘi, trópusi éghajlathoz alkalmazkodtak. Mindkét alfaj feltehetĘen egy Ęsi fajtól 

származik. Európába a spanyol hódítók hozták be és kezdetben csak, mint dísznövényt 

termesztették a burgonyát. Termesztése eleinte veszélyt is rejtett magában, mert elĘfordult, hogy 

a gumó helyett a burgonya levelét és termését fogyasztották az emberek, ami alkaloidokban 

gazdag, mérgezĘ része a növénynek. Miután kiderült, hogy a gumó igen gazdag tápanyagforrás, 

Írországban nagyon népszerĦvé vált, mivel a hĦvös klímához kiválóan alkalmazkodó növény 

megoldotta az éhínség problémáját. Amikor azonban a XIX. században a burgonyát egy akkor 

ismeretlen betegség (a ma már ismert, Phytophtora infestans) támadta meg, egymillió ember halt 

éhen, legalább félmillió kivándorolt, és így az elkövetkezĘ években az Ír sziget lakossága a 

felére csökkent.  

 Hazánkban a XVII. század végén vált ismertté a burgonya. Mária Terézia és fia, II. 

József, a felvidéki éhínség idején már ingyen osztatta, a gazdákat pedig adókedvezménnyel 

ösztönözte a termesztésre, így vált népszerĦvé a termelĘk körében. A hazai burgonyanemesítés 

kezdete Teichmann Vilmos nevéhez köthetĘ az 1λβ0-as években. Az 1960-as évektĘl 

Keszthelyen Sárvári István, majd Lönhárd Miklós végzett eredményes kutatásokat. Jelenleg 

Polgár Zsolt irányítása alatt folyik eredményes burgonyanemesítés a keszthelyi Burgonyakutatási 

Központban.  

 A legfrissebb adatok szerint az utóbbi évtizedben jelentĘsen csökkent a burgonya 

vetésterülete Magyarországon (1. ábra).  
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1. ábra: A burgonya vetésterületének alakulása Magyarországon 
http://www.ksh.hu/d°Cs/hun/eurostat_tablak/tabl/tag00107.html 

 
 

A vetésterület ugyan csökkent, a termésátlag azonban szinte folyamatosan növekedett (2. ábra), 

ami elsĘsorban az öntözéses termesztésnek köszönhetĘ. Ez a technológia azonban drága, és az 

egyre gyakrabban elĘforduló száraz, aszályos idĘszakok csak növelik a felhasznált víz 

mennyiségét, ami többlet költségekkel jár. Ezért egyre nagyobb igény van arra, hogy olyan 

burgonya fajták kerüljenek köztermesztésbe, amelyek ellenállóbbak a szárazsággal szemben. 

 

2. ábra: A burgonya termésátlaga Magyarországon 
http://faostat.fao.org/ 

 A burgonya beltartalmi értékeit tekintve, a magas keményítĘ tartalom mellett, gazdag ű-

vitaminban, kiváló rost és kálium forrás (3. ábra). Ezen kívül értékes B1, B2, B6-vitaminokat és 

karotenoidokat (38-500 µg/100 g friss súly) is tartalmaz (HAASE, 2007; BRUGIERE, 2005). 
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3. ábra: Tápanyagtartalom β00 g héjában fĘtt burgonyában; az irányadó napi beviteli érték, 
vitaminok esetében az ajánlott napi beviteli érték (HAASE, 2007) 

 
 A burgonya nagyon értékes takarmány, és az élelmiszeripari feldolgozás mellett a 

keményítĘ- és szesziparban is fontos szerepet játszik. Itthon azonban az utóbbi években az ipari 

feldolgozása visszaesett, inkább friss fogyasztása az elterjedt.  

 

 

2.2. A szárazság hatása a növényekre 

 

A növények optimális fejlĘdéséhez különbözĘ ásványi anyagokra, szén-dioxidra, oxigénre, 

napfényre és vízre van szükség. Igen fontos, hogy a víz megfelelĘ mennyiségben legyen jelen, 

mert ez alkotja a növényi szövetek 80-90%-át.  

 A világon évrĘl évre egyre jobban érzékelhetĘ a globális felmelegedés hatása, aminek 

következtében az aszályos idĘszakok egyre jellemzĘbbek hazánkra is. A szárazság, attól 

függĘen, hogy rövid távú, vagy hosszan tartó idĘszakon keresztül éri a növényt, különbözĘ 

változásokat okoz (Ő. ábra). Ha nincs elegendĘ csapadék, vízmennyiség, amit a növény 

felvehetne, csökken a sejtekben a vízpotenciál értéke, a sztómák bezáródnak, csökken a 

transpiráció, a fotoszintézis gyengül és a növény fejlĘdése visszamaradt, gátolt lesz (ARAYA, 

2007; SANTOS et al., 2009). 
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4. ábra: A növényt érĘ rövid és hosszú távú stressz hatásokra adott válaszok (SANTOS et 
al., 2009 nyomán) 

 

 

 

 A növények különbözĘ módon védekeznek az Ęket ért stressz hatások ellen, köztük a 

szárazság ellen is. Egyrészt alkalmazkodhatnak a vízhiányhoz úgy például, hogy rövid 

életciklusukkal átvészelik a száraz periódust. Másrészt az aszályos, száraz területeken élĘ 

növények praktikus morfológiai adottságokkal is rendelkezhetnek: mélyre nyúló gyökeret 

növesztenek, ezzel a talaj legmélyebb pontjából is kinyerhetik az életet jelentĘ vízcseppeket, 

vagy vastag kutikula réteget növesztve minimálisra csökkentik a párologtatást, de még számos 

példát említhetnénk.  

 Szárazság stressz hatására a növényekben fiziológiai, biokémiai és molekuláris 

változások egyaránt végbemennek (KRASENSKY és JONAK, 2011) (5. ábra). 
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5. ábra: A szárazság stressz hatása a növényekre (OLIVEIRA et al., 2013 nyomán) 
GABA: Ȗ-amino-vajsav, SOD: szuperoxid-dizmutáz, CAT: kataláz, APX: aszkorbát-

peroxidáz, POD: peroxidáz, GR: glutation-reduktáz, MDHAR: monodehidroaszkorbát-
reduktáz, ROS: reaktív oxigéngyökök, LEA: késĘi embriogenezis során felhalmozódó 
proteinek, DSPμ kettĘs specificitású foszfatázok, RAŰμ AŰA válaszért felelĘs fehérjék 

 
 

 Amint a növény érzékeli a vízhiányt, sejtszinten válaszol a stresszre. Megváltozik a 

sejtfal összetétele, a sejtciklus és a sejtosztódás mértéke. De megváltozik a szén-dioxid kötés 

kulcsenzimének, a ribulóz-1,5-biszfoszfát-karboxiláznak (Rubisco) az aktivitása is (PARRY et 

al., 2013; CARMO-SILVA et al., 2012; FLEXAS et al., 2006; PARRY et al., 2002). Ezzel 

párhuzamosan megnĘ bizonyos anyagok, az úgynevezett ozmolitok mennyisége, amelyek 

megvédik a sejteket a vízvesztéstĘl. Ilyen ozmolit például a prolin (SZAŰADOS és SAVOURE, 

β010; ANJUM et al., β011), a Ȗ-amino-vajsav (GABA) (KINNERSLEY és TURANO, 2000), a 

keményítĘ, a mono- és diszacharidok, köztük a trehalóz (IORDACHESCU és IMAI, 2008), a 

glicin-betain (GB) (TAMURA et al., 2002, SAKAMOTO és MURATA, 2002; CHEN et al., 

2008a), a poliaminok (ALCAZAR et al., 2011), az aszkorbinsav, a glutation és a tokoferol 

(SZARKA et al., 2012;  MUNNÉ-BOSCH és ALEGRE, 2000). KülönbözĘ antioxidáns enzimek, 

mint például SOD, űAT, APX, POD, GR, MDHAR is mĦködésbe lépnek szárazság stressz 

hatására (FOYER et al., β00ő; NAYA et al., β007; DEVI et al., β01β). Az egyik legjellemzĘbb 

biokémiai válasz eukarióta sejtekben a ROS (reactive oxygen species) szint emelkedése 

(SUZUKI et al., β011). A reaktív oxigén gyökök a szárazság stressz másodlagos jelzĘmolekulái. 

Akkumulálódásuk azonban oxidatív károsodást okoz a sejtekben, ami sejthalálhoz is vezethet 

(APEL és HIRT, 2004).  

 A molekuláris válaszok génexpressziós szinten segítik a növényben a stressz tolerancia 

kialakítását. Terjedelmes irodalom szól az abszcizinsav (ABA) szint változásáról ozmotikus és 

sóstressz hatására (CUTLER et al., 2010; HUBBARD et al., 2010; RAGHAVENDRA et al., 

10.14751/SZIE.2015.005



14 

 

2010; UMEZAWA et al., 2010).  A szárazsággal szembeni védelem fĘleg a vízvesztés 

mértékének csökkentésén alapul. Ezt a növény a transpiráció mértékének csökkentésével segíti 

elĘ. Az ABA segít ebben azáltal, hogy a sztómazáródást befolyásolva megóvja a sejteket a 

kiszáradástól, ezáltal a növényt a vízvesztéstĘl és hervadástól (AGARWAL és JHA, β010). Az 

AŰA akkumulációját gyakran ozmotikus stresszválaszért felelĘs gének (osmotic stress 

responsive genes - OR) expressziója is kíséri (ROYCHOUDHURY et al., 2013). A növények 

vízvesztésre adott génszintĦ válaszát külsĘ AŰA kezeléssel is el lehet érni (YAMAGUűHI-

SHINOZAKI és SHINOZAKI, 2006; ZHU et al., 2002). Az ABA által kiváltott génexpressziós 

válaszokat transzkripciós faktorok szabályozzák. Ezeket a válaszokat receptorok, másodlagos 

hírvivĘ molekulák, protein kinázok, stb. is követik (FUJITA et al., β011). Arabidopsis-ban a 

fehérje kódoló gének közel 10%-át az ABA szabályozza (NEMHAUSER et al., 2006). Az egyik 

legismertebb fehérje család a LEA (késĘi embriogenezis során felhalmozódó proteinek családja) 

(FINKELSTEIN et al., 2002; YAMAGUCHI-SHINOZAKI és SHINOZAKI, 2006; XIAO et al., 

2007). A LEA proteinek csoportjába tartoznak a dehidrinek. Mivel a LEA fehérjéket kódoló 

géneknek az átírása sok esetben az AŰA által indukálódik, AŰA válaszért felelĘs fehérjéknek 

(RAB – responsive to AŰA) is nevezik Ęket (HANIN et. al., β011; WANG et al., β00γ). De 

összefüggés van a szárazságra indukálódó ABA-függĘ transzkripciós szabályozás és a szénhidrát 

metabolizmus között is (KEMPA et al., 2008). Ugyanakkor számos olyan OR gént is ismerünk, 

amelyek az ABA-tól függetlenül indukálódnak a szárazság stressz hatására (SHINOZAKI és 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). De azt is többen bizonyították, hogy bizonyos szárazságra 

indukálódó gének só illetve hideg stresszre is indukálódnak, ami azt mutatja, hogy a növényt ért 

különbözĘ típusú környezeti faktorokra adott válaszok kapcsolatban állnak egymással 

(ROYCHOUDHURY et al., 2013). 

 
 

2.3. A szárazság hatása a burgonyára 

 

A burgonya nagyon érzékeny a vízhiányra és jelentĘsen csökken a termésmennyisége, ha nem 

jut elegendĘ csapadékhoz (ÁŰRAHÁM et al., 2005; WEGENER et al., 2013). Még egy jól 

öntözött állomány is szenvedhet idĘszakosan szárazság stresszt, ha a tenyészidĘ alatt egy-egy 

nap kifejezetten forró és száraz (JEFFERIES et al., 1993). Ilyen esetben akár egy nap alatt több 

vizet tud elpárologtatni a burgonya, mint amennyit a gumójában egy teljes vegetációs idĘ alatt 

felhalmozni képes (KRUPPA et al., β00γ). Aszályos idĘjárás esetén a fajták között jelentĘs 

különbség lehet a termésmennyiségben, de általában elmondható, hogy a vízhiány a hozam 
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jelentĘs csökkenését eredményezi (6. ábra). ÁŰRAHÁM (β00λ) szerint megfelelĘ öntözéssel a 

burgonya termésátlaga 16-20 t/ha-ról akár 35-40 t/ha-ra is növelhetĘ.  

 

 
6. ábra: Öntözés hatása a termésmennyiség alakulására 

(ÁBRAHÁM et al., 2005 nyomán) 
 
 

 Attól függĘen, hogy a vegetációs idĘn belül mikor szenved vízhiányt a növény, más 

elváltozásokat okozhat a stressz. Ha nem kap elegendĘ csapadékot a burgonya, akkor 

visszamarad a fejlĘdésben, alacsonyabbak lesznek a növények, csökken a biomassza, a 

gyökérfejlĘdés és a lombozat kialakulása is idĘben elhúzódhat, aminek következtében kisebb 

lesz a gumóhozam (KING et al., 2003). Optimális körülmények között a gumókötés után a gumó 

erĘteljes fejlĘdésnek, „duzzadásnak” indul, egészen a lombhullásig. Ha ez alatt az idĘ alatt 

szenved szárazság stresszt a növény, akkor növekedési rendellenességek, „babásodás”, azaz 

másodlagos növekedés lép fel a gumókon (KRUPPA et al., 2004; KING et al., 2003). A 

vegetációs idĘ végén szintén gondokat okoz az alacsony talajnedvesség. űsökken a hozam, 

megrövidülhet a nyugalmi állapot, és fellép az úgy nevezett üvegesedés, vagyis nĘ a redukáló 

cukrok mennyisége a gumóban (KRUPPA et al., 2004).  

 A szárazsággal sokszor együtt jár a magas hĘmérséklet is. A hĘmérséklet növekedésével 

a respiráció intenzívebbé válik, viszont csökken a fotoszintézis mértéke (7. ábra). Mindennek az 

lesz az eredménye, hogy kevesebb keményítĘ szintetizálódik a növényekben. A hĘmérséklet 

emelkedésével a növény a meglévĘ keményítĘt a szárnövekedésre használja fel ahelyett, hogy a 

gumófejlĘdésre fordítaná (THORNTON, β00β). A keményítĘ mellett csökken a fehérje és ű-
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vitamin tartalom is (ÁŰRAHÁM, β00λ). De emellett a magas hĘmérséklet és a vízhiány kihat az 

antioxidáns tartalomra is (WEGENER et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
7. ábra: HĘmérséklet hatása a fotoszintézis és respiráció alakulására 

(THORNTON, 2002 nyomán) 
 

 
 GOPAL és IWAMA (2007) in vitro körülmények kötött nevelt burgonyanövényeken 

modellezték a szárazság stressz hatását. Az ozmotikus stressz kiváltására polietilén-glikolt (PEG) 

és szorbitolt adtak a táptalajhoz különbözĘ koncentrációkban. Három burgonya genotípust 

vizsgáltak. Megfigyelték, hogy ezek az anyagok ugyanolyan reakciót váltottak ki a növényekbĘl, 

mintha szabadföldi körülmények között érte volna Ęket a szárazság stresszμ a növényeknek 

csökkent a vízpotenciál értéke, visszamaradt a növekedésük, a gyökérfejlĘdésük, és csökkent a 

hozamuk is. Ezzel a módszerrel lehetĘség nyílt a szárazság stressz tesztelésére in vitro 

körülmények között, ami a burgonya esetében kifejezetten elĘnyös és idĘtakarékos lehetĘség.  

 A fiziológiai változások a kutatók számára felvetették azt a kérdést, vajon génexpressziós 

szinten mit befolyásol a szárazság a burgonyanövényben? EVERS és munkatársai (2010) két 

különbözĘ szárazságtĦréssel rendelkezĘ, andoki burgonyafajtát vizsgáltak szabadföldön, hosszú 

ideig tartó szárazság stressznek kitéve. A levelek relatív víztartalmát (relative water content – 

RWC) tekintve nem találtak különbséget a két fajta között. Mindkét fajta gumóhozama mintegy 

70%-kal csökkent, de a levelek ozmotikus potenciál értéke eltérĘ volt. A fiziológiás 

változásokon kívül több, a szénhidrát bioszintézist befolyásoló génexpressziós változást is 

megfigyeltek a levelekben: indukálódott a szacharóz-szintáz, invertáz és a keményítĘbontó 

enzimek génjeinek átírása. De erĘs expressziót mutattak a hosszan tartó szárazság hatására a 

levélben a galaktinol és raffinóz bioszintézisében szerepet játszó gének, az UDP-glükóz-4-
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epimeráz, galaktinol-szintáz és raffinóz-szintáz is (EVERS et al., 2010; LEGAY et al., 2011; 

SCHAFLEITNER et al., 2007).  

 Számos tanulmány beszámolt arról, hogy a poliolok, cukrok és cukoralkoholok szintje 

megemelkedik a növényekben szárazság stressz hatására (POPP és SMIRNOFF, 1995; 

PATONNIER et al., 1999; TAJI et al., 2002). Ezek az ozmotikusan aktív anyagok 

felhalmozódásukkal képesek megvédeni a sejteket a kiszáradástól. Burgonyalevélben galaktóz, 

galaktinol, inozitol és prolin felhalmozódást tapasztaltak a hosszan tartó szárazság hatására 

(EVERS et al., 2010; LEGAY et al., 2011). A glutamin-szintáz és az aszparagin-szintáz a 

nitrogén metabolizmus kulcsenzimei, amelyek közvetve befolyásolni tudják a prolin szintet is 

(BRUGIERE et al., 1999). Burgonyagumóban szárazság hatására prolin akkumulációt 

tapasztaltak (TEIXERIA et al., 2006; MAGGIO et al., 2008), de megfigyelték a glutamin, 

glutamát és az aszparagin szint emelkedését is az Agria és Merit fajták gumóiban (MAGGIO et 

al., 2008).  

 

 

2.4. A szárazságtűrés növelésének módszerei 

A mai mezĘgazdasági termesztés a Föld vízkészletének 70%-át használja élelmiszer termelésre 

(FAO, β007). Egy kilogramm kukorica elĘállításához λ00 liter, egy kilogramm búzáéhoz kb. 

1300 liter, míg egy kilogramm rizshez 3000 liter vízre van szükség (CHAPAGAIN et al., 2004). 

Űár a világ termĘföld területének csupán 16%-a öntözött, mégis a világ élelmiszer készletének 

40%-át állítják elĘ rajta (GITAY et al., β001). Már az ötvenes években, az úgynevezett „zöld 

forradalom” idején is fontos volt, hogy a kórokozók, kártevĘk elleni védekezéssel, trágyázással 

és nemesítéssel növeljük az élelmiszernövények hozamát (KHUSH et al., 2001). Napjainkban a 

modern biotechnológiai, molekuláris nemesítésnek köszönhetĘen a „második zöld forradalom” 

idejét éljük, mivel ezek a módszerek lehetĘséget nyújtanak a nemesítĘknek a mezĘgazdasági 

növények eddiginél gyorsabb hozamnövelésére (ECKARDT et al., 2009).  

 A növekvĘ élelmiszer igény, a klimatikus változások és az egyre apadó elérhetĘ 

vízkészletek szükségessé teszik a szárazságtĦrĘ fajták termesztését. A szárazságtĦrés növelésére 

a nemesítĘknek több módszer is rendelkezésére áll. A hagyományos nemesítés során a 

különbözĘ fajták keresztezésével és az így létrehozott hibridek szelekciójával érik el a kívánt 

eredményt. Így azonban, növényfajtól függĘen, de akár évtizedekig is eltarthat a megfelelĘ 

toleranciával rendelkezĘ egyed megtalálása. Űár vannak eredmények ezzel a módszerrel is 

(kukorica - BËNZIGER et al., 2004; búza - BËNZIGER et al., 2008; szója - CHEN et al., 2007; 
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árpa - NOAMAN et al., 2007), mégis több esetben sikertelennek, költségesnek és túl 

idĘigényesnek bizonyult ez az eljárás.  

 A molekuláris technikák fejlĘdésének és a kutatási eredményeknek köszönhetĘen már 

egyetlen gén bevitelével, módosításával vagy expressziójának megváltoztatásával 

befolyásolhatjuk bizonyos metabolitok mennyiségét vagy fehérjék mĦködését és ezzel 

elĘsegíthetjük a növények abiotikus stresszel szembeni toleranciájának növekedését 

(UMEZAWA et al., 2006; PARDO et al., 2010; PELEG et al., 2011a; COMINELLI et al., 2013). 

A genetikai módosítással megváltoztatott élĘlények közül transzgenikus növényeknek nevezzük 

azokat az élĘlényeket, amelyek genomjába molekuláris technikákkal egy másik élĘ szervezetbĘl 

származó gént juttatunk be és ez a gén beépül, mĦködik, és öröklĘdik. Az idegen gén mĦködése 

során a növény szerveiben, szöveteiben új fehérjék termelĘdnek (HESZKY et al., β00ő). Az 

idegen gén mĦködését promóterekkel szabályozzuk. A legelterjedtebben használt szabályozó 

régió a CaMV35S konstitutív promóter, azonban a konstitutív expresszió következtében a 

növényeken gyakran negatív pleiotropikus hatás figyelhetĘ meg (KASUGA et al., 1λλλ; HSIEH 

et al., 2002; NAKASHIMA et al., 2007). Ennek a negatív hatásnak a kivédése szerv-, szövet-, 

vagy sejtspecifikus promóterekkel, vagy ezek kombinálásával érhetĘ el.  

 A legjellegzetesebb szárazságtĦrés fokozására használt géneket, funkciójukat és az 

általuk módosított növényfajokat az 1. táblázatban foglaltam össze.  
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1. táblázat 
Szárazságtűrés fokozására használt legismertebb gének listája 

Gén Funkció Mechanizmus* Növény Hivatkozás 
Ozmolitok            
szintézisében 
szerepet játszó 
gének 

    

P5CS 
pirrolin-5-
karboxilát-szintáz 

prolin 
akkumuláció 

rizs, búza 
SU és WU 2004; 
VENDRUSCOLO et 
al., 2007 

otsA, otsB 
E. coli trehalóz 
bioszintézis 

trehalóz 
felhalmozódás 

rizs GARG et al., 2002 

TPS1, TPS2 
élesztĘ trehalóz 
bioszintézis 

trehalóz 
felhalmozódás 

 lucerna SUAREZ et al., 2009 

MtlD 
mannitol-1-foszfát-
dehidrogenáz 

mannitol 
akkumuláció 

Arabidopsis, 
dohány,búza 

THOMAS et al., 
1995; KARAKAS et 
al., 1997; ABEBE et 
al., 2003 

BADH, CDH 
betain-aldehid-
dehidrogenáz, 
kolin-dehidrogenáz 

glicin-betain 
akkumuláció 

gyapot,búza 
LV et al., 2007; 
WANG et al., 2010 

Oxidatív károsodást 
enyhítő gén     

Mn-SOD 
mangán-
szuperoxid-
dizmutáz 

ROS aktivitás 
gátlás 

lucerna, rizs 
McKERSIE et al., 
1996;  WANG et al., 
2005 

Transzkripciós/ 
hormonális 
szabályozásban és 
jelátvitelben 
szerepet játszó 
gének 

    

DREB1, DREB2 

stresszre 
indukálódó 
transzkripciós 
faktorok 

fokozzák a stressz 
toleranciában 
szerepet játszó 
gének 
expresszióját 

Arabidopsis, 
rizs 

ITO et al., 2006; 
CHEN et al., 2008b 

SNAC1 

stressz válaszért 
felelĘs NAű1 
transzkripciós 
faktor 

sztómazáródás és 
fotoszintetikus 
aktivitás 
fenntartása 

rizs HU et al., 2006 

LOS5/ABA3 

ABA 
bioszintézisben 
szerepet játszó 
gének 

ABA 
akkumuláció 

rizs XIAO et al., 2009 

LeNCED 
ABA 
bioszintézisben 
szerepet játszó gén 

ABA 
akkumuláció 

paradicsom 
THOMPSON et al., 
2007 
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IPT 

izopentenil-
transzferáz, 
citokinin 
bioszintézis 

a magas citokinin 
tartalom negatív 
hatásai nélkül is 
elérhetĘ vele a 
szárazságtĦrés 
növekedése 

dohány, 
kasszava, rizs 

RIVERO et al., 2007, 
2009, 2010; ZHANG 
et al., 2010; PELEG 
et al., 2011b 

AP37, AP59 
etilén válaszért 
felelĘs faktorok 

magasabb hozam 
szabadföldön 

rizs OH et al., 2009 

RNS chaperon 
    

CspA, CspB RNS kötĘ fehérjék 

jobb növekedési 
erély, magasabb 
hozam 
szabadföldön 

rizs, kukorica 
CASTIGLIONI et al., 
2008 (Monsanto) 

* szárazság stressz alatt  

 

2.4.1. Ozmoregulációban szerepet játszó gének 

Az ozmoreguláció során felhalmozott anyagokat összefoglaló néven kompatibilis vegyületeknek 

nevezzük. Fontos szerepük van a vízhiány során a sejtalkotók integritásának védelmében. Ezek 

közé az anyagok közé tartoznak egyes cukrok (trehalóz, fruktán), cukoralkoholok (galaktinol, 

mannitol), aminosavak (prolin) és aminok (glicin-betain).  

Az elsĘ ozmoregulációval kapcsolatos sikeres transzformációt KAVI KISHOR és 

munkatársai (1995) végezték dohány növényen, illetve ZHU és munkatársai (1998) rizsben, ahol 

a P5CS túltermeltetésével prolin felhalmozódást értek el a növényekben és nagyobb biomassza 

tömeget kaptak a stressz ellenére. VENDRUSCOLO és munkatársai (2007) búzában értek el így 

nagyobb ellenállóságot, míg SU és WU (2004) rizsben figyelték meg, hogy a só- és szárazság 

stressz alatt a növények hajtásai és gyökere gyorsabban növekedett, mint a nem transzformált 

kontrollé.  

 A trehalóz egy nem redukáló diszacharid, ami megtalálható baktériumokban, gombákban, 

gerinctelenekben. A sivatagi növények kivételével alig detektálható mennyiségben fordul elĘ 

más növényekben. GARG és munkatársai (2002) E. coli-ból vonták ki a trehalóz szintézisért 

felelĘs géneket (otsA, otsB), és juttatták be rizsbe szövetspecifikus illetve stresszre indukálódó 

promóterekkel. A kísérlet eredménye az volt, hogy a nem transzgenikus növényekkel szemben a 

transzgenikus növények kevésbé károsodtak a szárazság stressz során. SUAREZ és munkatársai 

(β00λ) az élesztĘ trehalóz bioszintézisében szerepet játszó TPS1 (trehalóz-foszfát-szintáz) és 

TPS2 (trehalóz-foszfát-foszfatáz) génjét használták fel lucernában. A stresszre indukálódó rd29A 
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promóterrel indukált TPS1-TPS2 expresszió kedvezĘen hatott a növények növekedésére és a 

biomasszára nemcsak szárazság-, hanem más abiotikus (fagy, só, hĘ) stressz során is.   

 Arabidopsis-szal (THOMAS et al., 1995) és dohánnyal (KARAKAS et al., 1997) végzett 

kísérletekben a mannitol-1-foszfát-dehidrogenáz (MtlD) expresszió fokozta a só- és szárazság 

stresszel szembeni toleranciát. Búzában normál esetben nem szintetizálódik mannitol, de a MtlD 

folyamatos expressziójával javítani lehetett a növények növekedését szárazság stressz alatt 

(ABEBE et al., 2003). 

 A GŰ a glicin származéka. KülönbözĘ növénycsaládok fajaiban fellelhetĘ, mint stressz 

jelzĘmolekula, de egyes fajokban ozmoregulátorként is mĦködik (MUNNS és TESTER, β008). 

A külsĘ GŰ kezelés, illetve a GŰ szintézisben szerepet játszó gének segítik a növényeket a 

szárazság stressz tĦrésében (KHAN et al., 2009).  A kolin-dehidrogenáz (CDH) transzgenikus 

gyapot növényekben 2.3-2.9-szer magasabb GB szintet detektáltak és ezek a növények 

szignifikánsan nagyobb toleranciát mutattak szárazsággal szemben (LV et al., 2007). Hasonló 

eredményt értek el WANG és munkatársai (2010) búzában, ahol javult a BADH transzgenikus 

növények fotoszintetikus kapacitása a szárazság- és hĘstressz alatt.   

 

2.4.2. Oxidatív károsodást enyhítő gének 

 

A különbözĘ biotikus és abiotikus stresszorok hatására oxidatív stressz jön létre a növényekben, ami az 

egyes biokémiai reakcióutak eltolódását eredményezheti. A ROS keletkezése és az antioxidáns védĘ 

rendszerek között felbomlik az egyensúly és megváltozik a sejtek oxido-redukciós állapota. Stressz során 

csökken a növények CO2 felvevĘ képessége és a fotoszintetikus elektron transzport, ezáltal 

megemelkedik a szuperoxid és hidrogén-peroxid szint, ami további ROS termelĘdéshez vezethet.   

 McKERSIE és munkatársai (1996) MnSOD transzgenikus lucernát vizsgáltak 3 évig 

szabadföldön és azt találták, hogy a megemelkedett SOD aktivitás következtében javult a 

növények fotoszintetikus hatékonysága és a hajtások növekedése vízhiányos környezetben. De 

az oxidatív stresszre indukálódó promóterrel transzformált MnSOD transzgenikus rizs növények 

növényházi tesztje is pozitív eredményt adott - a növények megemelkedett oxidatív stressz 

toleranciát mutattak (WANG et al., 2005). 

 

 

2.4.3. Transzkripciós/hormonális szabályozásban és jelátvitelben szerepet játszó gének 

 

Egy gén expressziójának megváltoztatásával egy bizonyos, vagy akár több olyan útvonalat is 

befolyásolhatunk a növényekben, amelyek hatással vannak stressztĦrĘ képességükre. Mivel a 
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növény folyamatosan arra törekszik, hogy fenntartsa a metabolikus homeosztázist, egy-egy 

kulcsfontosságú génnel elĘsegíthetjük ennek az egyensúlynak a megtartását a stressz során is. A 

transzkripciós faktorok szinte az összes biológiai folyamatban részt vesznek, ezért nagyon jól 

felhasználhatók a tolerancia növelésére.  

 A DREB1, DREB2 transzkripciós faktorok az ABA-tól függetlenül mĦködĘ szárazság 

stressz toleranciát biztosító gének expressziójának pozitív regulátorai. Az elsĘ ilyen géneket 

Arabidopsis-ban fedezték fel, de azóta már számos növényben találtak hasonlóakat és különbözĘ 

növényeken végeztek velük transzformációs kísérleteket (SHINOZAKI és YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2007). Az OsDREB1és OsDREB2 transzgenikus rizsben a szárazság stressz 

mellett a só- és hideg stressz tolerancia is megemelkedett, bár normál körülmények között ezek a 

növények visszamaradtak a növekedésben. A stressz tolerancia növekedése együtt járt a prolin és 

az oldható cukor tartalom emelkedésével (ITO et al., 2006). CHEN és munkatársai (2008b) 

rizsben 3 új, Arabidopsis DREB génekkel homológ gént (OsDREB1E, OsDREB1G, OsDREB2B) 

találtak. Rizsbe transzformálva ezeket a géneket azt figyelték meg, hogy megemelkedett a 

növények vízhiánnyal szembeni toleranciája. A 3 gén közül az egyik azonban csak gyenge 

javulást eredményezett, amibĘl arra következtettek, hogy bár hasonló funkciót látnak el ezek a 

gének, mégis különbözĘ stressz válaszért felelĘs útvonalakat szabályoznak (űHEN et al., 

2008b).  

 A NAC szintén egy specifikus, stresszre adott válaszokat szabályozó növényi 

transzkripciós faktor.  HU és munkatársai (2006) a stressz válaszért felelĘs NAC gént (SNAC1) 

expresszáló transzgenikus rizs vonalakat vizsgáltak és megállapították, hogy normál 

körülmények között ezek a növények nem különböznek a nem transzformált növényektĘl. 

Szárazság stressz alatt viszont mintegy 22-34%-kal jobb volt a szemkötése a SNAC1 

transgenikus növényeknek, mint a kontroll növényeknek, amelyek szinte mindegyike steril 

maradt. A transzgenikus növényekben több volt a zárt sztómák száma mind stresszelt, mind 

optimális körülmények között (HU et al., 2006). 

 A növényi hormonok kapcsolata és a szabályozásukkal kapcsolatos bioszintézis utak 

módosítása a szárazság stressz során fontos szerepet játszik a tolerancia kialakításában (PELEG 

et al., 2011b). Arabidopsis-ban már nagyon sok ABA-val kapcsolatos metabolikus útvonalban 

szerepet játszó gént leírtak. A LOS5/ABA3 az ABA bioszintézis utolsó fázisában vesz részt. 

Rizsbe ezt a gént konstitutív promóterrel juttatták be és tesztelték szabadföldi körülmények 

között (XIAO et al., 2009). Megállapították, hogy a transzformáció javította a növények 

szárazság stresszre adott válaszát.  

 Paradicsomban a szárazságra indukálódó LeNCED1 gén expressziója magasabb ABA 

koncentrációt eredményezett a növényekben (THOMPSON et al., 2007), aminek következtében 
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nĘtt a növények biomassza tömege, a transpiráció mértéke, vízkészlete, stb. vízhiányos 

körülmények között (THOMPSON et al., 2007).  

 KedvezĘtlen környezeti hatások következtében a növények gyökerében csökken a 

citokinin (CK) tartalom és ez génexpressziós változásokhoz vezet a hajtásokban. HARE és 

munkatársai (1997) azt találták, hogy a CK kezelés számos stresszre indukálódó gén 

transzkripcióját fokozta. Kukoricában a megemelkedett űK szint javította a növények túlélĘ 

képességét szárazság stressz során, gátolta a levelek öregedését és prolin akkumulációhoz 

vezetett (ALVAREZ et al., β008). A űK szintézisben részt vevĘ IPT gént szárazságra 

indukálódó promóterrel expresszáltatták dohányban (RIVERO et al., 2007, 2009, 2010) és 

rizsben (PELEG et al., 2011b). Az IPT expresszió fokozta a növények szárazságtĦrését és 

növelte a hozamát. ZHANG és munkatársai (2011) IPT transgenikus kasszava növényeket 

teszteltek szabadföldön. Ez esetben az IPT gén kódoló szakaszát öregedésre indukálódó 

promóterrel építették össze. A transzformánsok nemcsak jobban viselték a szárazságot, hanem a 

stresszt követĘen a felépülésük is gyorsabb volt, mint a kontrollé.  

 OH és munkatársai (β00λ) az etilén válaszért felelĘs transzkripcióban szerepet játszó 

AP37 és AP59 géneket konstitutívan expresszáltatták rizsben. Mindkét transzgenikus vonalnak 

javult a szárazságtĦrése a vegetatív fázisban. Emellett az AP37-es növényeknek szabadföldön 

magasabb volt a terméshozama száraz körülmények között, mint a kontrollnak, és nem mutattak 

eltérést a kontrollhoz képest normál körülmények között.  

 

2.4.4. RNS chaperon 

 

CASTIGLIONI és munkatársai (2008) a Monsanto-nak végzett kísérleteikben baktériumokból 

származó hidegsokk fehérjék (cold shock protein – Csp) hatását tesztelték rizs és kukorica 

növényekben különbözĘ abiotikus stressz körülmények között. A űsp fehérjék onnan kapták a 

nevüket, hogy hideg hatására felhalmozódnak a baktériumokban. Ezek a fehérjék úgynevezett 

chaperonként mĦködnek, azaz megóvják az RNS molekulák szerkezetét a stressz káros 

hatásaitól, segítik fenntartani normál állapotukat, hogy azok elláthassák feladatukat. 

űASTIGLIONI és munkatársai (β008) két különbözĘ típusú Csp-t használtak: az E. coli-ból 

származó CspA-t és a Bacillus subtilis-bĘl származó CspB-t. Mindkét gént rizsben 

expresszáltatták. Ezek a transzgenikus növények jobb növekedési erélyt mutattak a nem 

transzformált növényekhez képest hideg, hĘ és szárazság stressz során is.   

Ugyanebben a kísérletben CspB-vel transzformált kukoricát is vizsgáltak szabadföldön. A 

növényeket β hetes száraz periódusnak vetették alá közvetlenül a virágzást megelĘzĘen, ami 

köztudottan az egyik legérzékenyebb idĘszak a hozamot tekintve. A nem transzformált növények 
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50%-kal elmaradtak a növekedésben az öntözött kontrollhoz képest. Ehhez képest a CspB 

kukoricánál 24%-os emelkedést figyeltek meg a növekedési rátában a szárazság stressz alatt. 

Emellett a CspB kukoricának magasabb volt a terméshozama, nĘtt a klorofill tartalma és a 

fotoszintetikus rátája, ráadásul öntözött körülmények között nem mutatott semmilyen eltérést a 

nem transzformált kontrollhoz képest.  

2.5. A szárazságtűrés növelésének módszerei burgonyában 

A burgonya szárazságtĦrésével kapcsolatos vizsgálatok a 1λ60-as években kezdĘdtek 

(MONNEVEUX et al., 2013). Akárcsak más haszonnövényeknél, a burgonyánál is számos gén 

hatását vizsgálták az abiotikus stresszekre adott válaszokkal-, köztük a szárazság stresszel 

kapcsolatosan, amelyek közül néhányat az 2. táblázatban soroltam föl. 

2. táblázat 

A burgonya szárazságtűrésének fokozására használt legismertebb gének listája 

Gén Génfunkció Hatás Hivatkozás 

Szárazság stressz 
szabályozásban részt  
vevő gének 

   

StMYB1R-1   
szárazság specifikus gének aktiválása szárazság stressz 

tolerancia 
SHIN et al., 
2011 

DREB1B  
transzkripciós faktor szárazság- és 

fagytĦrés 
MOVAHEDI et 
al., 2012 

AtGR1  
megemelkedett glutation szint szárazság stressz 

tolerancia 
ELTAYEB et 
al., 2010 

SOD3:1, DHN4, 
DREB/CBF1, ROB5 

Mangán szuperoxid- dizmutáz, 
dehidrin 4, hidegre indukálódó 
transzkripciós faktor,  LEA3 fehérjét 
kódoló stresszre indukálódó gén 

magasabb hozam 
szárazság és hideg 
stressz alatt 

WATERER et 
al., 2010 

Ozmolitok 
szintézisében szerepet 
játszó gének 

   

SST/FFT  

 
fruktán akkumuláció 

alacsony vízellátás 
esetén prolin 
akkumuláció 

KNIPP et al., 
2006 

codA  glicin-betain szintézis 
oxidatív-, só- és 
szárazság stressz 
tolerancia 

AHMAD et al., 
2008 

BADH  glicin szintézis 
só- és szárazság 
stressz tolerancia 

ZHANG et al., 
2011 

otsA, otsB trehalóz szintézis szárazság tolerancia 
DEBAST et al., 
2011  

 
TPS1, TPS2 
 

trehalóz szintézis szárazság tolerancia 3. táblázat 
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2.5.1. Szárazságtűrés javítása szárazság stressz szabályozásban részt vevő génekkel 

 

A növényekben az abiotikus stresszválaszban szerepet játszó MYC (myelocytomatosis 

oncogene)/MYB (myeloblastosis oncogene) regulon az ABA-függĘ jelátviteli úthoz tartozik 

(SOLTÉSZ, 2011). SHIN és munkatársai (2011) burgonyában az 1R-MYB (MYB rokon) 

transzkripciós faktort azonosították (StMYB1R-1) és tesztelték abiotikus körülmények között. 

Bebizonyították, hogy a StMYB1R-1 ABA kezelés hatására indukálódik, megemeli a szárazság 

toleranciát a burgonyában, megvédi a növényeket a vízvesztéstĘl és fokozza a szárazsággal 

kapcsolatos gének expresszióját (SHIN et al., 2011).  

 MOVAHEDI és munkatársai (2011) DREB1B-vel transzformált burgonya vonalakat 

vizsgáltak. Azt találták, hogy a nem transzformált növényekkel ellentétben, több prolin 

halmozódott fel a transzgenikus növényekben a szárazság-, illetve hideg stressz során és nem 

változott a növények relatív víztartalma a vízhiányos körülmények ellenére sem. Megfigyelték 

továbbá, hogy 1Ő nappal az öntözés megszüntetését követĘen a vad típusú növények erĘsen 

hervadtak, míg a transzformáltak szemmel láthatóan jobban bírták a stresszt.  

 ELTAYEB és munkatársai (2010) az Arabidopsis glutation-reduktáz génnel (AtGR1) 

transzformáltak burgonya növényeket. A transzformánsokban megemelkedett a glutation-

reduktáz és glutation-S-transzferáz aktivitás, illetve magasabb volt a glutation tartalom, mint a 

nem transzformált növényekben. Szárazság stressz után a transzgenikus növények gyorsabban 

regenerálódtak és szemmel láthatóan is kevésbé károsodtak, mint a vad típus.  

 WATERER és munkatársai (2010) több génnel is kísérleteztek burgonyában, 

szabadföldön és növényházban egyaránt. Desirée növényeket transzformáltak búza 

mitokondriális mangán szuperoxid-dizmutázzal (SOD3:1), árpából izolált dehidrin 4-gyel 

(DHN4), repce DREB/CBF 1 transzkripciós faktorral és rozsnok ROB5 génnel. A 

transzformációt tovább kombinálták azzal, hogy kétféle promótert használtak: a konstitutív 

expressziót biztosító CaMV35S-t és egy stresszre indukálódó, Arabidopsis promótert, a COR78-

at. A transzformált növények mindegyike nagyobb ellenállóságot mutatott a szárazság-, hĘ- és 

hideg stresszel szemben mind szabadföldi, mind növényházi körülmények között, mint a kontroll 

növények. 
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2.5.2. Szárazságtűrés javítása ozmolitok szintézisében szerepet játszó génekkel 

 

2.5.2.1 A prolin és glicin-betain szerepe az abiotikus stresszválaszban 

 

KNIPP és munkatársai (2006) a prolin felhalmozódással kapcsolatos változásokat vizsgálták 

szárazság stressz hatására burgonya levelekben. A növényeket SST/FFT-vel (fruktán:fruktán-1-

fruktozil-transzferáz, szacharóz:szacharóz-1-fruktozil-transzferáz) transzformálták. A növények 

leveleiben vízhiányos körülmények között megemelkedett a prolin szint, ami összefüggésben állt 

a levelek megnövekedett RWC értékével is.  

 Számos irodalmi adat utal arra, hogy abiotikus stressz során GB halmozódik fel a 

növényekben (SAKAMOTO és MURATA, 2000). Vannak azonban olyan növények, köztük a 

burgonya is, amelyek nem képesek GB-t szintetizálni (GIRI, 2011). AHMAD és munkatársai 

(2008) a Superior burgonyafajtába vitték be a GB szintézisben kulcsszerepet játszó kolin-oxidáz 

(codA) gént. A gén elé az oxidatív stresszre indukálódó SWPA2 promótert helyezték. A 

transzformánsokat paraquat jelenlétében szelektálták. A transzgenikus növények a 

kloroplasztiszban GB-t szintetizáltak. Oxidatív stresszt követĘen a transzgenikus növényeken 

kisebb volt a membránkárosodás és magasabb toleranciát mutattak só- és szárazság stresszel 

szemben - magasabb volt a víztartalmuk és a biomassza tömegük, mint a nem transzformált, 

kontroll növényeké.  

 A másik, GŰ szintézist elĘsegítĘ gén, a BADH. ZHANG és munkatársai (2011) spenótból 

származó BADH-t juttattak be a Gannongshu burgonyafajtába. A vizsgált növényeken negatív 

korrelációt figyeltek meg a BADH expresszió és a levélkonduktancia között szárazság- és só 

stressz során. Megfigyelték továbbá, hogy a NaCl és PEG kezelés után a transzgenikus növények 

friss súlya 17–29%-kal magasabb volt, mint a kontrollé.  

 

2.5.2.2.  A trehalóz szerepe az abiotikus stresszválaszban 

A trehalóz egy nem redukáló diszacharid, ami két glükóz molekulából áll. A természetben 

gyakori az elĘfordulásaμ baktériumokban, gombákban, élesztĘben és növényekben egyaránt 

elĘfordul és a szárazságtĦrésben fontos ozmoregulátor szerepet játszik (IORDACHESCU et al., 

β008; JAIN és ROY, β00λ). ElĘfordul ugyan a növényekben is, de nagyon alacsony 

mennyiségben (kivéve azokat a sivatagi növényeket, amelyek hosszú száraz idĘszak után is 

képesek regenerálódni).  

 A trehalóz két lépésben szintetizálódik a baktériumokban, élesztĘkben és a növényekben 

is (8. ábra).  
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8. ábra: Trehalóz szintézis. TPS: trehalóz-foszfát-szintáz; TPP: trehalóz-foszfát-foszfatáz 
 

 ElsĘ lépésben a glükóz-6-foszfátból és UDP-glükózból a TPS trehalóz-6-foszfátot (T6P) 

szintetizál, amit a TPP trehalózzá alakít. A TPS és TPP enzim komplexet alkot, amit élesztĘben a 

TPS1 és TPS2, míg baktériumokban az otsA, és otsB gén kódol. DEBAST és munkatársai (2011) 

kísérleteiben a gumóspecifikus B33 promóterrel együtt juttaták be burgonyába a TPS-t kódoló 

otsA gént, illetve a TPP-t kódoló otsB gént. A több T6P-t szintetizáló otsA vonalak gumóiban 

alacsonyabb keményítĘ és ATP szintet, valamint intenzívebb respirációs értéket tapasztaltak. 

Ezzel ellentétben az otsB vonalaknál, ahol a T6P mennyisége kevesebb volt, az oldható cukrok, 

hexóz foszfátok és az ATP mennyisége megemelkedett, miközben a gumók friss súlyra számított 

keményítĘ tartalma nem változott. A TPP vonalak gumói hosszúkásak voltak, míg a TPS 

vonalaké nem különböztek lényegesen a kontrolltól. Viszont mindkét transzgenikus vonalnál 

csökkent a gumóhozam. A TPP vonalak esetében az alacsony szénfelhasználás következtében az 

oldható cukor tartalom megemelkedett, ami feltételezhetĘen azt jelzi, hogy ezek a növények nem 

fordítanak elég energiát a gumónövekedésre. A megnövekedett ATP szint viszont arra utal, hogy 

a csökkent szénfelhasználásért nem közvetlenül az ATP mennyisége felelĘs ezekben a 

vonalakban.  Az élesztĘ TPS1 és TPS2 génjét több növényfajba is bevitték az abiotikus 

stressztĦrĘ képesség javítására (γ. táblázat).  

 

3. táblázat 

Élesztő TPS1 és TPS 2 génnel transzformált növények és abiotikus stresszre 

adott válaszuk 

Gén Promóter Növény Hatás Hivatkozás 
TPS1 CaMV35S burgonya szárazság tolerancia YEO et al., 2000 

TPS1 CaMV35S paradicsom 
Szárazság- és só 
tolerancia 

CORTINA et al., 2005 

TPS1-TPS2 
AtRbcS1A, 
AtRAB18 

Arabidopsis 
dohány 

szárazság tolerancia KARIM et al., 2007 

TPS1-TPS2 RD29Af Arabidopsis 
Szárazság-, só-, hĘ- és 
hideg tolerancia 

MIRANDA et al., 2007 

TPS1 StDS2 burgonya szárazság tolerancia 
STILLER et al., 2008  
KONDRÁK et al., 2011 
KONDRÁK et al., 2012 

 

 YEO és munkatársai (2000) CaMV35S-TPS1-gyel transzformált burgonya növényei 

azonban amellett, hogy jobban tĦrték a szárazságot, morfológiai deformációkat is mutattak „in 
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vitro” körülmények között (törpenövekedés, sárgás, hosszúkás levelek, deformálódott gyökér). 

Érdekes módon ezek a morfológiai elváltozások megszĦntek, amint kiültették a növényeket a 

talajba. 

 CORTINA és munkatársai (2005) paradicsomon próbálták ki a CaMV35S promóterrĘl 

folyamatosan átíródó TPS1 gén hatását. ėk is tapasztaltak pleiotropikus elváltozásokat (vékony 

hajtások, merev, sötétzöld levelek, abnormális gyökérfejlĘdés). Megfigyelték továbbá azt is, 

hogy a transzgenikus paradicsom levelekben a klorofill és keményítĘ tartalom magasabb volt, 

mint a kontroll levelekben, de ugyanakkor ezek a növények fokozott toleranciát mutattak a 

szárazság-, só- és oxidatív stresszel szemben. MindebbĘl arra a következtetésre jutottak, hogy a 

szénhidrát anyagcserében végbemenĘ változások összefüggnek a trehalóz bioszintézisével, ami 

hatással van a növények stresszel szembeni viselkedésére. 

 KARIM és munkatársai (2007) olyan konstrukciót juttattak be Arabidopsis és dohány 

növényekbe, amivel ezeket a nem kívánt pleiotropikus mellékhatásokat kiküszöbölve sikerült 

szárazság toleranciát elérniük a növényekben. Az egyik konstrukcióban a TPS1 gént és egyszerre 

a TPS1-TPS2 géneket az Arabidopsis Rubisco génjének promóterével (AtRbcS1A) építették 

össze. Ez a promóter a zöld növényi részekben erĘs, folyamatos expressziót eredményez. A 

másik esetben egy szárazság stresszre indukálódó, szintén Arabidopsis-ból származó promótert 

használtak, és ezt tették a TPS1 gén, vagy a TPS1-TPS2 génkombináció elé. A harmadik esetben 

az AtRbcS1A promótert egy tranzit peptidet kódoló génszakaszhoz kapcsolták, aminek 

segítségével a TPS1 fehérjét a kloroplasztiszban expresszáltatták. A TPS1 gént folyamatosan 

expresszáló dohány növények növekedése kezdetben elmaradt a kontrollétól, a késĘbbiekben 

azonban ezek a növények elérték a normál méretet és nem mutattak különbséget a virágzásban és 

maghozamban sem. Szemben a csak a TPS1 gént folyamatosan expresszáló növényekkel, a 

TPS1-TPS2 transzgenikus dohány növények nem mutattak növekedésbeli eltérést a kontrollhoz 

képest. FeltételezhetĘen a TPS2 expressziója enyhíti, vagy teljesen megszünteti a cukor-foszfát 

által okozott negatív hatásokat.  A stresszre indukálódó konstrukcióval létrehozott TPS1 és 

TPS1-TPS2 transzgenikus dohány növények nem mutattak növekedésbeli eltéréseket. De mind a 

stresszre indukálódó, mind pedig a konstitutív TPS1 expresszió esetében hasonló volt a 

szárazságtĦrése a növényeknek, annak ellenére, hogy a folyamatosan expresszáló 

konstrukciókban volt a legmagasabb a trehalóz szintje. MindebbĘl arra következtettek KARIM 

és munkatársai (2007), hogy nem a trehalóz mennyisége okozza a megnövekedett toleranciát.   

 Arabidopsis-ban a kloroplasztiszban a TPS1 folyamatos jelenléte fejlĘdési 

rendellenességek nélkül fokozta a növények szárazságtĦrĘ képességét. Sem a konstitutív 

promótert, sem a stresszre indukálódó promótert tartalmazó TPS1-TPS2 konstrukcióval 

létrehozott transzgenikus növényekben nem okozott negatív hatást a TPS1 és a TPS2 jelenléte a 
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kloroplasztiszban. A citoszolban azonban a konstitutív expresszió gyökérfejlĘdési 

rendellenességet és növekedésbeli visszamaradottságot okozott, amibĘl arra következtettek, hogy 

a citoszolban felhalmozódó T6P felelĘs a negatív hatásokért. A szárazság stresszt követĘ 

regenerálódást is vizsgálták Petri csészében Arabidopsis-on. Azok a növények, amelyekben a 

kloroplasztiszban expresszált a TPS1, jobban regenerálódtak a szárazság stresszt követĘen, mint 

a kontroll, vagy azok a növények, amelyekben a citoszolban termelĘdött a TPS1 fehérje. A 

növényházban, talajon végzett kísérletekben is jobb volt a szárazságtĦrése a TPS1-t expresszáló 

növényeknek, mint a kontrollnak (KARIM et al., 2007). 

 MIRANDA és munkatársai (2007) is hasonló jelenséget tapasztaltak Arabidopis-on. A 

TPS1-TPS2 géneket CaMV35S illetve rd29A promóter konstrukciókkal juttatták be a 

növényekbe. Azok a növények, melyekben a TPS1 és TPS2 gén is expresszált, ellenállóbbak 

voltak a szárazság-, só-, hĘ-, és hideg stresszel szemben anélkül, hogy morfológiai eltérést 

mutattak volna a nem transzformált növényekhez képest. Azok a növények viszont, amelyek 

csak a TPS1 gént expresszálták eltértek növekedésben, levélszínükben és formájukban is a 

kontrolltól.  

 STILLER és munkatársai (2008) két transzgenikus burgonyavonalat (T1, T2) hoztak 

létre, melyek az élesztĘ TPS1 génjét expresszálták. A transzgenikus vonalakat marker mentes 

transzformációval állították elĘ és egy burgonyából származó, szárazságra indukálódó promótert 

(StDS2) használtak a gén megnyilvánítására (DÓCZI et al., 2002). Az StDS2 azonban – 

valószínĦleg a beépülés helyének, környezetének hatására – csak kis mértékben indukálódott a 

szárazság során, sĘt mindkét transzgenikus vonalban optimális körülmények között is egy 

alacsony expressziót biztosított a TPS1 számára. De az alacsony TPS1 expresszió ellenére is a 

növények szárazságtĦrĘbbek voltak, mint a kontrollμ a levett levelek 8 órával késĘbb, a cserepes 

növények levelei 6 nappal késĘbb kezdtek el hervadni, mint a kontrollé és a sztómák is tovább 

megtartották konduktivitásukat. A TPS1 transzgenikus növények növekedése azonban optimális 

körülmények között elmaradt a kontrollétól, alacsonyabb volt a szén-dioxid fixációs rátájuk és a 

sztómaszámuk is.  

 A STILLER és munkatársai (2008) által létrehozott T1 és T2 transzgenikus vonalakat 

KONDRÁK és munkatársai (2011) transzkripciós szinten vizsgálták. Az optimális körülmények 

között fejlĘdött és a szárazság-stresszelt növények leveleinek transzkriptumait POCI (Potato 

Oligo Chip Initiative, Agilent) microarray-vel (KLOSTERMANN et al., 2008) hasonlították 

össze. A POűI chipen ŐŐβλ0 gént reprezentáló oligo található, amibĘl Őβ0γŐ burgonyából 

származik, és szekvenciájuk szabadon elérhetĘ egy adatbázison keresztül (httpμ//pgrc.ipk-

gatersleben.de/poci). KONDRÁK és munkatársai (2011) összesen 99 olyan gént találtak a TPS1 

transzgenikus növények leveleiben, aminek eltért az expressziója a vad típushoz képest optimális 
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körülmények között. Szárazság stressz hatására összesen 379 génnek változott meg az 

expressziója a különbözĘ vonalakban (KONDRÁK et al., β01β). A megváltozott expressziójú 

gének többsége a fotoszintézisben vagy a szénhidrát anyagcserében játszik szerepet és mind a 

vad típusban, mind a TPS1 transzgenikus vonalakban csökkent az expressziójuk a stressz 

következtében.  

 

 

2.6.  A „priming” jelensége növényekben 

 

Ha egy növényt patogéntámadás ér, akkor ez növelheti ellenálló képességét a következĘ 

fertĘzéssel, illetve más patogénekkel szemben is (DURRANT és DONG, β00Ő; RYALS et al., 

1996). Ezt nevezzük indukált rezisztenciának. Az indukált rezisztencia lehet lokális vagy 

kiterjedt, szisztemikus, amikor a kiváltott rezisztencia térben elválik az indukálás helyétĘl. Azt a 

jelenséget, amikor nekrotizáló patogének vagy egyes rizobaktériumok felerĘsítik ezt a védekezĘ 

mechanizmust „priming”-nak nevezzük. Ez az állapot nemcsak mikroorganizmusokkal, hanem 

különbözĘ szerves és szervetlen vegyületekkel is kiváltható a növényekben. Az ilyen állapotban 

lévĘ növények sejtszinten gyorsabban és nagyobb ellenállósággal reagálnak az Ęket ért biotikus 

vagy abiotikus stresszekkel szemben (PRIME-A-PLANT GROUP, 2006).  

 A „priming” egyik típusa a nem-nekrotizáló rizobaktériumok által kiváltott rezisztencia, 

ami a gyökérbĘl a hajtásba terjed és ezért indukált szisztemikus rezisztenciának (induced 

systemic resistance – ISR) is nevezik. Az ISR jázminsav/etilén (JA/ET) útvonalakon keresztül 

hat és nem változtatja meg a „pathogen-related” (PR) gének expresszióját (VAN LOON et al., 

1998; PIETERSE et al., 1998).  

 A „priming” másik típusa a szisztemikusan szerzett rezisztenciával, a „systemic acquired 

resistance”-szel (SAR-ral) kapcsolatos. Ez esetben egy lokális, hajtást ért fertĘzés vagy avirulens 

baktériummal történt kezelés után a növény távolabbi szövetei, szervei is ellenállóbbá válnak a 

patogénekkel szemben (RYALS et al., 1996; STICHER et al., 1997). A SAR során szalicilsav 

(SA) halmozódik fel a növényekben, ami számos PR gént bekapcsol (DURRANT és DONG, 

2004). Ezt a fajta védelmet szerves vagy szervetlen anyagokkal is kiválthatjuk a növényekben 

(KUC, 2001). Ilyen anyagok az INA (2,6-diklór-izonikotinsav) (KESSMANN et al., 1994), a 

BTH (benzotiadiazol-7-tiokarboxilsav S-metilészter) (FRIEDRICH et al., 1996; GÖRLACH et 

al., 1996) és a BABA (ß-amino-vajsav) (COHEN, 2002; JAKAB et al., 2001). A BABA-val 

végzett kutatásokból kiderült, hogy az immunkemikáliákkal indukálható rezisztencia szorosan 

összefügg a patogén fertĘzés során fellépĘ védekezĘ reakciókkal. ZIMMERLI és munkatársai 

(2000) például azt találták, hogy a BABA-val kezelt Arabisdopsis-ban a PR-1 gén gyorsabban 
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indukálódik a Pseudomonas syringae pv. tomato fertĘzés után, mint a nem kezelt növényekben. 

De számos más kísérlet is igazolja, hogy a BABA milyen sok patogén ellen és sok növényfajban 

ki tudja váltani ezt a fajta „szerzett” rezisztenciát (JAKAŰ et al., β001).  

 JAKAB és munkatársai (2005) Arabidopsis-szal végzett kísérletekkel bizonyították a 

ŰAŰA jótékony hatását szárazság és sóstressz során is. EredményeikbĘl kiderült, hogy a ŰAŰA 

által kiváltott védelem összefügg az SA által indukálható PR-1 és PR-5 gének, és az ABA-függĘ 

RAB-18 és RD-29A gének megnövekedett expressziójával. A vízmegvonást megelĘzĘen γ00 mM 

BABA-val kezelt Arabidopsis növényeknek a vízmegvonás után csak 35%-kal csökkent a 

víztartalmuk, míg a kontroll növényeknél 70%-os volt a vízveszteség. A BABA kezelés az ABA 

mutánsoknál nem váltotta ki a védelmet, míg az SA hiányos növények a vad típushoz hasonló 

reakciót mutattak. A BABA kezelés nem vezetett ABA akkumulációhoz, mégis a kezelt 

növényekben az ozmotikus stressz során megnĘtt az AŰA koncentrációja, ami további AŰA-

függĘ gének expressziójához és intenzívebb sztómazáródáshoz vezetett (JAKAŰ et al., β00ő).  

 

2.6.1. A PRLIP géncsalád   

 

A „priming” során bekövetkezĘ „immunvédelem” szorosan összefügg a PR fehérjékkel. Ezeket a 

fehérjéket kódoló PR géneket elĘször VAN LOON és munkatársai (1λ70) írták le dohány 

mozaik vírussal fertĘzött dohánylevelekben. Ma már 17 géncsaládba sorolható a különbözĘ 

növényekben beazonosított PR fehérjéket kódoló gének listája (VAN LOON et al., 2006). 

Vannak olyan PR fehérjék, amelyek gátolják a patogének terjedését, növekedését, és vannak 

olyanok, amelyek a SAR kiváltásáért felelĘsek (RYALS et al., 1λλ6).  

 JAKAB és munkatársai (2003) molekulárisan vizsgálták a PR génekhez hasonló 

expressziót mutató PRLIP (patogenezishez köthetĘ lipáz) géneket. Homológiájuk alapján a 

PRLIP fehérjéket γ alcsoportba sorolták. Az elsĘ a legnagyobb. Ide tartoznak a PRLIP1, 

PRLIP2, PRLIP4, PRLIP5, PRLIP6 és PRLIP7 fehérjék. A második alcsoportba a PRLIP3 és 

PRLIP9, a harmadikba pedig a PRLIP8-at sorolták. A második és harmadik alcsoportba tartozó 

fehérjéket kódoló génekhez hasonló géneket találtak egyes egy-, illetve kétszikĦekben, köztük a 

burgonyában is, viszont az elsĘ alcsoportba tartozó fehérjékhez hasonló fehérjéket kódoló 

géneket más növényfajban nem tudtak azonosítani.  

 Arabidopsis növényekben a PRLIP1 expressziója megemelkedik BABA, SA és ET 

kezelés, valamint Pseudomonas baktériummal történt fertĘzés hatására is. Ugyanakkor a PRLIP1 

expressziója független a JA-tól. Arabidopsis-ban a PRLIP2 szintén indukálódik SA és patogén 

fertĘzés hatására, azonban enyhébb mértékben, mint a PRLIP1 (JAKAB et al., 2003).  
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 Egy másik kísérletben mélyebbre hatóan vizsgálták ezeket a fehérjéket a különbözĘ 

hormonkezelések után (SA, ET, JA), valamint azt is nézték, hogy a különbözĘ szervekben 

hogyan indukálódnak ezek az gének (SZALONTAI és JAKAB, 2010). A PRLIP3, PRLIP8 és 

PRLIP9 gének a gyökérben, szárban és a becĘben indukálódtak a legerĘteljesebben. Ezek közül 

is a PRLIP3 expressziója tovább emelkedett SA és JA kezelés hatására. A PRLIP4 és PRLIP6 

gének expressziója ezzel ellentétben csak a gyökérben volt kimutatható. A PRLIP1 a növény 

minden vizsgált zöld szervében megnyilvánult, de a becĘben volt a legmagasabb az expressziója. 

A PRLIP2 mRNS-t viszont csak a becĘben találtak. A levelekben a PRLIP1 és PRLIP2 az SA, a 

PRLIP6 a JA, a PRLIP1 és PRLIP6 átírása pedig az ET kezelés hatására indukálódott. 

 

2.6.2. „Priming” kísérletek burgonyában 

 

SI-AMMOUR és munkatársai (2003) a Phytophthora infestans fertĘzésre érzékeny Űintje 

burgonyafajtát vizsgálták. A fertĘzést megelĘzĘen β nappal ŰAŰA-val (1 mM) kezelték a 

növényeket és a rezisztens Matilda fajtához hasonló ellenálló képességet tapasztaltak.  

 MACHINANDIARENA és munkatársai (2012) a kálium-foszfit hatását vizsgálták 

burgonyában ugyancsak P. infestans fertĘzés során. KísérleteikbĘl kiderült, hogy a kálium-

foszfit szintén alkalmas a „priming” kiváltására, és ez a mechanizmus az SA útvonallal áll 

összefüggésben.  

 FLORYSZAK-WIECZOREK és munkatársai (2012) kimutatták, hogy a BABA, GABA, 

INA és laminarin kezelés aktiválja a burgonya nitrogén-monoxiddal (NO-val) összefüggĘ 

folyamatait, aminek következtében az gyorsabban és jobban reagál a P. infestans fertĘzésre. 

ARASIMOWICZ-JELONEK és munkatársai (2013b) szintén a fent említett négy 

immunkemikáliát használták burgonyában. Összesen 25 olyan fehérjét találtak, amelyek 

felhalmozódtak a kezelések során. EbbĘl 1γ az S-nitrozilált glutation-reduktáz (mint NO-donor) 

kezelés során is akkumulálódott. Az S-nitrozotiolok (SNO) az NO reverzibilis S-nitrozilációs 

reakciója során keletkeznek a fehérjék cisztein aminosavának tiol csoportjával történĘ 

kölcsönhatás során. Az NO képes más tiolokkal is reakcióba lépni, mint például a glutationnal, 

amibĘl S-nitrozilált glutation (SNOG) keletkezik, és aminek a mennyiségét a SNOG-reduktáz 

(SNOGR) szabályozza (KOLBERT, 2009).   

 ARASIMOWICZ-JELONEK és munkatársainak (β01γa) egy másik kísérletébĘl az is 

kiderült, hogy ha alumíniummal (Al) kezeljük a burgonya gyökerét, akkor mérséklĘdnek a P. 

infestans fertĘzés jelei a levélen. A gyökérben H2O2 felhalmozódást és az SA valamint az NO 

útvonalak szisztemikus aktiválódását figyelték meg a levelekben. Az Al kezelés hatására a 

gyökerekben a PR-1, a levelekben a PR-2 és PR-3, valamint mindkét szervben a PAL expresszió 
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emelkedett meg szignifikánsan.  Az Al-lel nem kezelt, a gyökértĘl távoli burgonya részekben 

(levél, hajtás) nĘtt az NO szintézis, amivel együtt az SNO-k mennyisége és a SNOGR aktivitás is 

emelkedett. Bár az SNOGR aktivitás nem befolyásolta az SNO-k mennyiségét a levelekben, az 

SNOGR kétségkívül fontos szerepet játszik a burgonya védekezĘrendszerében.  

 Az eddig említett közleményekben mind a „priming” P. infestans-szal szembeni hatását 

vizsgálták burgonyában. Ezzel szemben SÓS-HEGEDĥS és munkatársai (β01Ő) arra voltak 

kíváncsiak, hogy hogyan hat a ŰAŰA a burgonya szárazságtĦrĘ képességére. Kimutatták, hogy a 

BABA-val elĘkezelt szárazság-stresszelt burgonyanövények levelének magasabb a víztartalma 

és jobb a gumóhozama is, mint a nem kezelt szárazság-stresszelt növényeknek (9. ábra). 

9. ábraμ ŰAŰA hatása a burgonya szárazságtĦrĘ képességére. (a) Szárazság-stresszelt kontroll 
növények b) BABA-val kezelt szárazság-stresszelt növények 

 

 

 BABA-val öntözött Arabidopsis növényeknél 761 gén expressziójának változását írták le 

ZIMMERLI és munkatársai (β008), köztük Ő6 stresszválaszért felelĘs génét is. Ezek egy része az 

AŰA illetve az ET jelátviteli útvonalban szerepet játszó gén volt. EbbĘl kiindulva SÓS-

HEGEDĥS és munkatársai 42 stressz-, illetve hormon-szabályozáshoz köthetĘ gént választottak 

ki és vizsgálták expressziójukat a BABA-val kezelt illetve nem kezelt növények leveleiben 

szárazság stressz során. Bár a kezelt és kezeletlen növények leveleinek RWC értéke között nem 

találtak különbséget 11 nappal a vízmegvonást követĘen, a talaj víztartalma jelentĘsen csökkent, 

ami a kontroll növényekben a szárazság-indukálható StDS2 expressziójának emelkedését okozta. 

Ugyanakkor ez a BABA-kezelt növényekben csak késĘbb, a vízmegvonás követĘen 18-20 

nappal következett be. Az ETR1 gén viszont tovább expresszált a BABA-kezelt, mint a nem 

kezelt növények levelében (10. ábra).  

 

 

 

(a) (b)b
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10. ábra: A BABA-kezelt és kontroll növények levelében RT-PCR-rel 
kimutatott StDS2 és ETR1 expresszió szárazság stressz alatt. A 18SRNS 

expressziója a mennyiségi kontroll. 
 
 
  

 Az ETR1 az etilén receptor 1 kódoló génje. Az ET - többek között - a levél öregedéséért 

is felelĘs hormon. A szárazság hatására a levelek gyorsabban öregednek (ZHANG és ZHOU, 

2012), ami összefügghet az ET receptorok mennyiségének csökkenésével. Az ET receptorok 

ugyanis negatív regulátorok (WANG et al., 2013), azaz hiányuk felgyorsítja az öregedést, míg a 

BABA-kezelt növényekben fennmaradó expressziójuk késleltetheti ezt a folyamatot. 

FeltételezhetĘen a „priming” hatására az ET indukálható gének szupresszálódnak, ezáltal a 

levelek öregedése késĘbb következik be, míg a ŰAŰA-val nem kezelt növényekben a csökkenĘ 

ETR szint a levelek gyorsabb öregedéséhez vezet.  

 A kísérlet egy másik részében SÓS-HEGEDĥS és munkatársai a Szegedi 

Tudományegyetem Növénybiológia Tanszékének munkatársaival együttmĦködve a növények 

gyökereinek és leveleinek ROS és NO tartalmát vizsgálták. A BABA-val kezelt növények 

gyökereiben mindkét anyag koncentrációja átmenetileg megemelkedett, míg a levelekben nem 

változott a szintjük (11. ábra).  
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11. ábra: A gyökérben és levélben mért NO és ROS koncentráció %-os változása BABA 
kezelés után 

 

 

 

 A túlzott ROS felhalmozódás sejthalálhoz vezet, ami azonban megfelelĘ 

antioxidánsokkal megelĘzhetĘ. Kukoricában a gyökér NO-os kezelése után megemelkedett az 

aszkorbát-peroxidáz, glutation-peroxidáz és glutation-reduktáz aktivitás, és ezzel együtt az 

aszkorbát és glutation mennyisége is, ami csökkentette a H2O2 felhalmozódást sóstressz alatt 

(KEYSTER et al., 2012). Az ET-nek szintén fontos szerepe van a programozott sejthalálban 

(programmed cell death - PCD). Kimutatták, hogy a kamptotecin (DE JONG et al., 2002), a 

kadmium (YAKIMOVA et al., 2006) és a sóstressz által indukált PCD (POÓR et al., 2013) során 

ET, és ennek hatására H2O2 halmozódik fel a paradicsom sejtekben. A gyökérben a BABA 

hatására keletkezett H2O2 és NO azonban valószínĦleg csak jelmolekula. Hatásuk egy ma még 

ismeretlen jelátviteli útvonalon keresztül érvényesül a levélben.  
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3. ANYAG ÉS MÓDSZER 

3.1. Anyagok 
 

3.1.1. Enzimek és vegyszerek 

 

Az enzimeket a Fermentas International Inc. cégtĘl rendeltük. A vegyszereket a Űio-Rad, 

Duchefa, Fluka, Sigma-Aldrich és Reanal cégektĘl vásároltuk.  

  

3.1.2. Növények és baktériumok 

 

4. táblázat 
Növények 

Név Jellemző Eredet 
Solanum tuberosum cv. 

White Lady 

magyar burgonya fajta Burgonyakutatási Központ, 
Keszthely 

Solanum tuberosum cv. 
Desirée 

holland burgonya fajta Burgonyakutatási Központ, 
Keszthely 

T1, T2 trehalóz-6-foszfát-szintáz 1 (TPS1) 
génnel transzformált White Lady 
vonalak 

STILLER et al., 2008 

LG vonalak patogenesis-related lipase 2 (PRLIP2) 

génnel transzformált Desirée vonalak A. 

tumefaciens C58C1 (pGV2260) törzzsel 
transzformálva 

jelen dolgozat 

LA vonalak patogenesis-related lipase 2 (PRLIP2) 

génnel transzformált Desirée vonalak A. 

tumefaciens ALG0 törzzsel 
transzformálva 

jelen dolgozat 

PG vonalak pPZP111 vektorral transzformált 
Desirée vonalak A. tumefaciens C58C1 
(pGV2260) törzzsel transzformálva 

jelen dolgozat 

PA vonalak pPZP111 vektorral transzformált 
Desirée vonalak A. tumefaciens ALG0 
törzzsel transzformálva 

jelen dolgozat 
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5. táblázat 
Baktériumok 

Név Jellemző Eredet 
Esherichia coli DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 

gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM1ő 
Δ(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rK

- 
mK

+), Ȝ– 

HANAHAN, 1983 

Agrobacterium tumefaciens 

ALG0 
szupervirulens törzs HOOD et al., 1984 

Agrobacterium tumefaciens 

C58C1(pGV2260) 
virulens törzs DEBLAERE et al., 1985 

 

3.1.3.  Plazmidok és primerek 

6. táblázat 
Plazmidok 

Név Jellemző Eredet 
pBluescript II KS (+) E. coli klónozó vektor Stratagene, La Jolla, USA 
pPZP111 bináris növény- transzformációs 

vektor 
HAJDUKIEWICZ et al., 1994 

pPZP111::LIP2 PRLIP2 gént tartalmazó pPZP111 Dr. Jakab Gábor, Pécsi 
Tudományegyetem 

pRK2013  helper plazmid FIGURSKI és HELINSKI, 1979 

pBlueLIP2 PRLIP2 gént tartalmazó pBluescript 
II KS (+) 

jelen dolgozat 

 

7. táblázat 
Primerek 

Név Szekvencia 

LIP2_RNS_Rev 
 
ő’-ATG-GCC-GAC-GGA-AGA-AAA-TGA-AG-γ’ 

LIP2_RNS_FW ő’-CGC-CTT-CGA-GAA-CCC-CTA-CC-γ’ 
nptII_Rev ő’-ATA-GCG-GTC-CGC-CAC-ACC-CA-γ’ 
nptII_Fw ő’-GAG-GCA-GCG-CGG-CTA-TCG-TG-γ’ 
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3.1.4. Táptalajok 

 

SAMBROOK et al. (1989) útmutatásai alapján készítettük el az LB és YEB táptalajokat az E. 

coli illetve az Agrobacterium törzsekkel végzett munkákhoz a megfelelĘ antibiotikumokkal 

(Agrobacterium: rifampicin 100 mg/l, E. coli: kanamicin 10 mg/l, ampicillin 100 mg/l) 

kiegészítve.  

  A burgonya szövettenyésztést 2% szacharózt tartalmazó MS (MS2) és RM2 (MS2 

táptalaj vitamin nélkül) táptalajokon (MURASHIGE és SKOOG, 1962) végeztük. A 

kalluszindukcióhoz CIM (MS táptalaj 1.6% glükózzal + 5 mg/l naftil-ecetsav, 0.1 mg/l benzil-

amino-purin, 250 mg/l cefotaxim, 50 mg/l kanamicin)  a  hajtásindukcióhoz SIM (MS táptalaj 

1.6%  glükózzal + 2 mg/l zeatin-ribozid, 0.02 mg/l naftil-ecetsav, 0.02 mg/l gibberellin, 250 mg/l 

cefotaxim, 50 mg/l kanamicin) táptalajt használtunk (DIETZE et al., 1995).  

 

 

3.2. Módszerek 
 

3.2.1. Molekuláris biológiai módszerek 

 

3.2.1.1. Standard molekuláris biológiai technikák 

 

a. Plazmid DNS tisztítás E. coli-ból és Agrobacterium-ból  

 A bakteriális plazmidok tisztítását SAMBROOK (1989) alkalikus lízis módszere alapján 

végeztük. A 4 ml tápfolyadékban felnövesztett plazmidokat tartalmazó E. coli sejteket 7000 rpm-

mel 3 percig centrifugáltuk, a felülúszót eltávolítottuk. A baktériumokat kétszer átmostuk 1 ml 1 

M NaCl-dal, majd centrifugálás és a felülúszó eltávolítása után a szuszpenzióhoz 100 µl SOL I 

oldatot (50 mM glükóz) adtunk.  Jégen összerázva hozzá adtunk 200 µl SOL II (0.2 N NaOH, 

1% SDS) oldatot, melyet minden alkalommal frissen készítettünk. Hozzáadtunk 150 µl SOL III 

oldatot (5 M K-acetát), és 5 perc centrifugálás (4oC, 13000 rpm) után a felülúszót tiszta 2 ml-es 

Eppendorf csĘbe tettük, hozzáadtunk még Ő00 µl fenol-kloroformot (1:1), vortexeltük és újra 

centrifugáltuk (4oC, 5 perc, 13000 rpm). A felülúszóból a DNS kicsapását 1 ml 100%-os etanol 

hozzáadásával végeztük. A centrifugálás után megmaradt csapadékot kétszer átmostuk 1-1 ml 

75%-os etanollal, majd beszárítottuk és visszaoldottuk 30 µl desztillált vízben.  

 Az Agrobacterium sejtekbĘl a plazmid DNS-t ugyanúgy tisztítottuk, mint E. coli-ból, 

azzal a kivétellel, hogy a SOL I oldat hozzáadása elĘtt kétszer átmostuk 1M Naűl-dal és a SOL I 

oldatot kiegészítettük 40 µl (200 mg/ml) lizozim oldattal. 
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b. Emésztés restrikciós endonukleázokkal 

 A plazmidok emésztését 30 µl reakció térfogatban, a gyártó (Fermentas) által leírt 

pufferrel és hĘmérsékleten végeztük BamHI restrikciós enzimmel. 

 

c. DNS fragmentumok elválasztása és izolálása 

 A restrikciós emésztésbĘl illetve PűR reakcióból származó fragmentumokat 1-1.2%-os 

agaróz gélen választottuk szét 1xTBE pufferben (90 mM Tris-HCl, 90 mM bórsav, 20 mM 

EDTA), 1 mg/l etidium-bromid jelenlétében. Az elektroforézis után a fragmentumokat UV 

fényben detektáltuk. A megfelelĘ fragmentumokat a gélbĘl szikével kivágtuk, és QIAEX II Gel 

Extraction Kittel vagy MinElute Gel Extraction Kittel (QIAGEN) tisztítottuk.  

 

d. DNS fragmentumok klónozása 

 Az izolált fragmentumokat a BamHI restrikciós hasító helyen emésztett pBluescript II KS 

klónozó vektorba építettük.  A ligálási reakciót 20 µl végtérfogatban készítettük el, kb. 100 ng 

vektorral és ötszörös moláris többletben a fragmentummal. A reakcióhoz 2 µl 10xT4 ligáz 

puffert és 0.5 µl T4 ligázt (1000 CEU/µl) használtunk, majd 22oC-on inkubáltuk 15 percig.  

 

e. Baktérium transzformáció  

 Az E. coli sejtek transzformálását INOUE et al. (1990) módszere alapján végeztük. A  -

70oC-on tárolt 200 µl kompetens sejtszuszpenzióhoz 10 µl ligátumot tettünk, majd 30 percig 

jégen hagytuk. Ezután fél percig 42oC-on tartottuk, majd visszahelyeztük a jégre 1-2 percig és 

800 µl antibiotikum-mentes tápfolyadékot adtunk hozzá. A sejteket 37°C-on 1 órán át rázattuk, 

majd szelektív táptalajra (100 mg/l ampicillin) szélesztettük. A lacZ gén jelenlétén alapuló kék-

fehér szelekcióhoz a szilárd táptalajra 10 µl 1 M izopropil-tio-ȕ-D-galaktozidot (IPTG) és 40 µl 

20 mg/ml-es 5-bromo-4-kloro-3-indolil-ȕ-D-galaktozidot (X-Gal) szélesztettünk.  

 

 

 

f. Polimeráz láncreakció (PCR)  

 A PCR reakció elegyet 50 µl végtérfogattal készítettük, kb. 100 ng DNS templáttal, 1.5 

mM MgCl2-dal, 0.3-0.5 µM primerrel, 0.2 mM dNTP keverékkel (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 

1xPCR Taq pufferrel és 1 U Taq polimeráz enzimmel. A denaturálás 95oC-on történt (5 perc), 

majd a reakció elegyet 40 cikluson át 95oC-on 30 s-ig, 60oC-on 30 s-ig és 72oC-on 45 s-ig 

inkubáltuk. A keletkezett terméket 10 percig elongáltuk 72oC-on.  

 

10.14751/SZIE.2015.005



40 

 

g. Reverz transzkriptáz polimeráz láncreakció (RT-PCR) 

 Az in vitro növények leveleibĘl RNS-t izoláltunk STIEKEMA et al. (1988) módszere 

szerint. Az izolátumokból kb. 45 µg-nyi mennyiséget DNáz kezelésnek vetettünk alá (RNase 

Free DNase Set, Qiagen), majd az így kapott mintákat tisztítottuk (RNeasy Minelute Cleanup 

Kit, Qiagen). A cDNS szintézishez a tisztított mintákból 400 ng-ot használtunk (High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Űiosystems). A cDNS szintézisbĘl keletkezett 

mintákból 40 ng-nyit használtunk fel az RT-PCR-hez, amelyet 50 µl végtérfogatban raktunk 

össze (34.7 µl H2O2, 5 µl 10xTaq puffer, 3 µl MgCl2, 1 µl dNTP, 1 µl nptII reverse primer, 1 µl 

nptII forward primer, 1 µl LIP2_RNS_Rev primer, 1 µl LIP2_RNS_FW primer, 0.3 µl Taq 

polimeráz). A primerekbĘl β0 pMol-t használtunk reakciónként. A hĘmérséklet program 

megegyezett a PCR-nél leírtakkal. 

 

 

3.2.1.2. Nukleinsav izolálás burgonyából  

 

a. DNS izolálás 

 A növények leveleibĘl a genomi DNS izolálását SHURE et al. (1λ8γ) módszere alapján 

végeztük. Körülbelül 0.2 g-nak megfelelĘ levelet dörzsmozsárban, folyékony nitrogénben 

elporítottunk, majd hozzáadtuk a kivonó puffer (0.6 M NaCl, 0.1 M Tris pH 7.5, 40 mM EDTA, 

4% Sarcosyl, 1% SDS) : 10 M urea : 2M Na2S2O5  1:1:0.02 arányú keverékét. A lízis után az 

oldatot kétszer extraháltuk 1:1 arányú fenol-kloroform eleggyel. A fázisokat centrifugálással (5 

perc, 5000 rpm, 4°C) választottuk szét, majd 0.7 térfogat izo-propanollal (végkoncentráció 

41.2%) a DNS-t kicsaptuk. A csapadékot visszaoldottuk 300 µl TE pufferben (10 mM Tris-HCl, 

1 mM EDTA, pH 8.0), majd 20 µg RNáz A-val kezeltük (37oC, 1 óra). Az oldatból a DNS-t 

1/20-ad térfogat 4 M Na-acetáttal és 3 térfogat abszolút etanollal (-70oC, 1 óra) kicsaptuk. A 

centrifugálást követĘen (βő perc, 10000 rpm, ŐoC) a csapadékot 75%-os etanollal kétszer 

átmostuk, beszárítottuk és 50-100 µl steril desztillált vízben oldottuk. A DNS-t -20oC-on 

tároltuk.  

 

 

b. RNS izolálás 

 A növények leveleibĘl az összRNS-t STIEKEMA et al. (1988) nyomán izoláltuk. 

Körülbelül 0.2 g levelet dörzsmozsárban, folyékony nitrogénben elporítottunk, majd 

hozzáadtunk 750 µl kivonó puffert (0.2 M Na-acetát pH 5.2, 10 mM EDTA, 1% SDS) és 750 µl 

telített fenolt. Rövid ideig vortexeltük, majd centrifugáltuk (10 perc, 13000 rpm, 4oC). 
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Eltávolítottuk a felülúszót és hozzáadtunk 750 µl fenol-kloroformot (1:1). Újra vortexeltük és 

centrifugáltuk (10 perc, 13000 rpm, 4°C). A felülúszóból 600 µl-t átpipettáztunk 1.5 ml-es 

Eppendorf csĘbe és β00 µl 10 M Liűl-ot adtunk hozzá. A csövet óvatosan forgattuk, míg meg 

nem jelent a kicsapódott RNS. Ezután 1 órán át jégen tartottuk, majd 10 percig, 4oC-on 13000 

rpm-mel centrifugáltuk. A csapadékot 1 ml 2.5 M LiCl-dal, majd 75%-os etanollal kétszer 

mostuk, beszárítottuk és 25 µl steril desztillált vízben oldottuk. Az RNS-t -20oC-on tároltuk.  

 

 

3.2.1.3. Burgonya szövettenyésztés  

 

A burgonya növényeket in vitro 9-10 hetes állapotban, három leveles hajtáscsúcsairól és egy 

nóduszos szárszegmenseirĘl vegetatív módon szaporítottuk RMβ táptalajon papírdugóval lezárt 

kémcsövekben vagy MSβ táptalajon 0.ő literes befĘttes üvegekben 16/8 h fény/sötét (fényerĘ 

5000 lux) mellett, 24oC-on.  

 

3.2.1.4. Transzgenikus növények előállítása 

 

a. Plazmid átvitele E. coli-ból Agrobacterium-ba háromszülĘs keresztezéssel 

 A plazmidokat az E. coli sejtekbĘl a két Agrobacterium törzs (1. táblázat) sejtjeibe a 

pRKβ01γ „helper” plazmid segítségével háromszülĘs keresztezéssel juttattuk át DITTA et al. 

(1λ80) módszere szerint.  A donor, recipiens és „helper” törzseket szilárd táptalajról 

antibiotikum-mentes LB táptalajra oltottuk úgy, hogy a három törzs sejtjeibĘl egy-egy 

oltókacsnyit 100 µl steril desztillált vízben szuszpendáltunk, és ebbĘl βő-25 µl-t egymásra 

cseppentettünk. A konjugáció 28oC-on 1 napig tartott. Ezután a baktériumokat felkapartuk a 

lemezrĘl, 100 µl steril desztillált vízben szuszpendáltuk és antibiotikummal kiegészített (100 

mg/l rifampicin, 25mg/l kanamicin) szilárd táptalajra szélesztettük.  

 

b. Burgonya transzformáció  

 A transzgenikus burgonya növényeket DIETZE et al. (1995) módszere szerint, 

Agrobacterium-közvetítette levél transzformációval állítottuk elĘ. A háromszülĘs keresztezésbĘl 

származó transzkonjugánsokat folyékony YEB táptalajon (kanamicin 25 mg/l, rifampicin 100 

mg/l) 28oC-on növesztettük, majd 2 ml-es Eppendorf csĘbe téve, β percig, 8000 rpm-mel 

centrifugáltuk. A leülepedett baktériumokhoz hozzáadtunk 1-1 ml MS2 tápfolyadékot. A 

transzformációhoz 6 hetes MSβ táptalajon befĘttes üvegekben nĘtt in vitro növények 4-7. 

levélszintjének leveleit használtuk. Az MS2 tápoldatot és a baktérium szuszpenzióból 50-50 µl-t 
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tartalmazó Petri csészébe 15-20 levelet helyeztünk, melyeket a fonákukon steril zsilett pengével 

3-4 helyen megsebeztünk, a levél alapi részét levágtuk. A megsebzett leveleket a fonákukkal 

felfelé helyeztük el az MS2 tápoldatba, és két napig sötétben 24oC-on tartottuk. A következĘ 

lépésben a leveleket kalluszindukáló (űIM) táptalajra helyeztük. Egy hét múlva áthelyeztük Ęket 

hajtásindukáló (SIM) táptalajra. A keletkezĘ hajtásokat hetente áttettük antibiotikumot is 

tartalmazó RM2 táptalajra, a leveleket pedig visszahelyeztük friss SIM táptalajra. Hajtásokat 

összesen 8 héten át gyĦjtöttünk. A táptalajok az Agrobacterium elölésére 250 mg/l cefotaximot, a 

pozitív szelekcióra pedig 50 mg/l kanamicint tartalmaztak.  

 

3.2.2. Analitikai módszerek 

 

3.2.2.1. Kis molekulasúlyú, poláros vegyületek meghatározása 

 

a. Kivonat készítése és származékolása burgonya levélbĘl és gumóból 

 A vizsgált növényi anyagokat SűHAUER et al. (β00Ő) módszere szerint készítettük elĘ a 

vizsgálatokra. A növények alól frissen felszedett gumókat egyenlĘen elosztottuk, az egyik 

csoportot azonnal feldolgoztuk, a másikat tárolás céljából félreraktuk. Felhasználás elĘtt a 

gumókat megmostuk és meghámoztuk. A meghámozott gumókat univerzális konyhai aprítóval 

(Bosch) pépesre daráltuk. Három adagra osztva, alufóliába csomagolva, -70oC-on tároltuk 

felhasználásig. Az így elĘkészített mintákat dörzsmozsárban, folyékony nitrogénben 

eldörzsöltük, amibĘl azután 1βő mg-ot kimértünk 2 ml-es Eppendorf csĘbe. Gondosan ügyeltünk 

arra, hogy a mintánk ne olvadjon fel, amíg a kivonó puffert, 700 µl kromatográfiai mérésekre 

alkalmas nagytisztaságú metanolt, hozzá nem adjuk. ŰelsĘ sztenderdnek γ0 µl ribitolt (0.β 

mg/ml vízben oldva) használtunk. A mintát vortexeltük, majd 70oC-on, 15 percig, 1000 rpm-mel 

rázattuk. Ezután hozzáadtunk egy térfogat (730 µl) MQ tisztaságú vizet és 375 µl nagytisztaságú 

kloroformot. Alapos vortexelés után 15 percig, 13000 rpm-mel centrifugáltuk. A felülúszóból 

150 µl-t beszárítottunk vákuum szárítóban. A származékolást elsĘ lépésben Ő0 µl metoxiamin-

hidroklorid (MEOX) - piridin (20 mg MEOX 1 ml piridinben oldva) eleggyel végeztük (37oC, 90 

perc, 300 rpm rázatás), majd 60 µl N-metil-N-[trimetil-szilil]-trifluoro-acetamiddal (MSTFA-

val) (37oC, 30 perc, 300 rpm rázatás) folytattuk.  
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b. Elválasztási körülmények és a vegyületek azonosítása 

 A származékolt mintákat gázkromatográffal összekötött tömegspektrométerrel (GC-MS; 

Finnigan Trace/DSQ, Thermo Electron Corp., Austin, TX, USA) vizsgáltuk. A mintákból 1 µl-t 

injektáltunk a 30 m hosszú kapilláris kolonnára (Rxi-őms, 0.βő mm ID, 0.βőȝm df, Restek, 

Űellefonte, PA, USA) split módban. Az injektálási hĘmérséklet βγ0oű, az ionforrás hĘmérséklete 

250oű volt. A hélium vivĘgáz 1 ml/perc áramlási sebességre volt állítva. A hĘmérséklet program 

a következĘ voltμ 2 percig 90oC-on tartottuk a gázkromatográfot, majd percenként 25oC-kal 

felfĦtöttük 16őoC-ra és ezen a hĘmérsékleten tartottuk 1ő percig. A második szakaszban 

percenként 6°C-kal emeltük a hĘmérsékletet γγ0oC–ig, és az oszlop tisztulása érdekében ezen a 

hĘmérsékleten tartottuk a gázkromatográfot 1.5 percig. A detektálás TIC (total ion 

chromatogram) pozitív módban történt. 

 A metabolitok azonosítása a NIST 11 tömegspektrometriás szoftverrel illetve az 

interneten szabadon elérhetĘ Golm Metabolome Database segítségével történt a vegyületek 

tömegspektruma és jellemzĘ retenciós ideje alapján.   

 

3.2.2.2. Trehalóz-6-foszfát (T6P) tartalom meghatározása 

a. Kivonat készítése burgonyagumóból 

 A T6P meghatározása LUNN et al. (2006) módszere szerint történt, némi mennyiségi 

változtatással. Folyékony nitrogénban elporított βő0 mg gumó mintát hĦtött β ml-es Eppendorf 

csĘbe kimértünk, hozzáadtunk ő00 µl -20oC-os kloroform/methanol elegyet (3:7, v/v), 

vortexeltük és -20°C-on tartottuk β órán keresztül, idĘnként vortexeltük. Ezután hozzáadtunk 

400 µl MQ vizet. Centrifugáltuk (13000 rpm, 4 perc, 4°C), és a vizes-metanolos fázist 5 cm 

átmérĘjĦ Petri csészébe helyeztük és Ő°ű-on tartottuk. Az extrakciót megismételtük újabb 400 µl 

hideg MQ vízzel, majd egyesítettük a két kivonatot. Az oldatban maradt metanolt steril elszívó 

boxban elpárologtattuk. A megmaradt vizes fázist MQ-val kiegészítettük 1ml-re. A nagy 

molekulasúlyú részecskéket Amicon Ultra-4 (Millipore) oszlopra helyezve, centrifugálással 

(4000 g, 20 perc, 4°C) eltávolítottuk. 100 µl kivonathoz hozzáadtunk 20 µl ribitolt (20 mg/ml) és 

beszárítottuk. A származékolást a 3.2.2.1.a pontban leírtak szerint végeztük.  

 

b.  Elválasztási körülmények és a T6P azonosítása  

 Az elválasztási körülmények megegyeznek a 3.2.2.1.b pontban leírtakkal. A detektálás 

SIM (selected ion monitoring) pozitív módban történt, az m/z 271, 315, és 387 

tömegspektrumokkal. A T6P sztenderdet a Sigma-tól vásároltuk (Cat. No. T4272). 
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3.2.2.3. Keményítő meghatározás   

 

A növények keményítĘ tartalmát YU et al. (β001) nyomán mértük. A begyĦjtött levél mintából 

150 mg-ot (gumóból 100 mg-ot) ledörzsöltünk folyékony nitrogénben, áthelyeztük 1.5 ml-es 

Eppendorf csĘbe, és hozzáadtunk 1 ml Killing Solution-t (16 ml 80%-os etanol, 10 ml 5%-os 

hangyasav, 30 ml desztillált víz) és 10 percig 80°C-on inkubáltuk. Centrifugálás után (5 perc, 

13000 rpm) eltávolítottuk a felülúszót, és 5 percig 1 ml 80%-os etanollal 80°C-on inkubáltuk. A 

felülúszó eltávolítása után újra adtunk hozzá 1 ml 80%-os etanolt, és 10 percig centrifugáltuk 

13000 rpm-mel. Az etanol eltávolítása után a csapadékot beszárítottuk. A teljesen beszáradt 

csapadékhoz hozzáadtunk 400 µl 0.2 N KOH-ot és 1 órán át 95°C-on tartottuk, majd 70 µl 1 N 

ecetsavval semlegesítettük. Centrifugálás után 300 µl felülúszóból 10-szeres hígítási sort 

készítettünk, amibĘl 100-100 µl-t tettünk Elisa lemezbe. Ehhez 10 µl Lugol oldatot (43.4 mM 

kálium-jodid) adtunk és spektrofotometriásan 595 nm-en megmértük az optikai denzitást (OD).  

 

3.2.2.4. Összfehérje meghatározás 

 

A burgonyagumókból az összfehérjét BRADFORD (1976) módszere alapján határoztuk meg. A 

Bradford oldat 0.01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250-t, 4.7% (w/v) etanolt és 8.5% (w/v) 

foszforsavat tartalmazott. A kalibrációs görbe elkészítéséhez 1 µg/µl-es BSA (bovine serum 

albumin) oldatot használtunk. A gumókból 100 mg-ot elporítottunk folyékony nitrogénben. 

Hozzáadtunk 400 µl 0.1 M-os Na-foszfát puffert (pH 7.8), majd centrifugáltuk 4°C-on 13000 

rpm-mel, 30 percen át. A kalibrációhoz elĘkészítettük a vak (ő00 µl desztillált víz és ő00 µl 

Bradford oldat elegye) és a BSA kalibráló sort (500 µl Bradford oldat és 1µl/2.5µl/5µl/10µl/15µl 

BSA desztillált vízzel 500 µl-re kiegészítve). A minták felülúszójából 3 µl-t tettünk 497 µl 

desztillált vízhez és 500 µl Bradford oldathoz és spektrofotométerrel 595 nm-en mértük az 

optikai denzitást (OD).  

 

3.2.2.5. Szárazanyag tartalom meghatározás  

 

A megmosott és meghámozott gumókat univerzális aprítóval (Bosch) ledaráltuk, 3-5 g-ot Petri 

csészére helyeztünk, és 80°C-on szárítottuk 24 órán keresztül. A szárítás utáni tömeg és a friss 

tömeg hányadosának %-os arányával fejeztük ki a szárazanyagtartalmat.   
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3.2.3. Szárazságtűrő képesség meghatározása 

 

3.2.3.1. Szárazság stressz üvegházi körülmények között  

 

Az üvegházi kísérletekhez a 6 hetes in vitro növényeket 1Ő cm átmérĘjĦ cserepekbe, Aβ60 típusú 

(Stender, Németország) steril földbe ültettük. Négy hét elteltével megkezdtük a periodikus 

szárazság stressz kezelést a növényeken. A cserepes növények súlyát minden nap mértük. A 

kiindulási súly 600 g volt. A locsolt kontroll növényeket folyamatosan ezen a szinten tartottuk. A 

többi növényt egészen addig nem locsoltuk, amíg a vad típusú kontrollon a hervadás tünetei nem 

jelentkeztek. Ekkor visszalocsoltuk a stresszelt cserepes növényeket 600 g-ra, és ezen a szinten 

tartottuk 1 héten keresztül. Ezután egy újabb vízmegvonásos periódus kezdĘdött. Egy tenyészidĘ 

alatt 4-7 száraz periódust tudtunk beiktatni.  

 

3.2.3.2. Sztómakonduktancia mérés 

 

A szárazság-stresszelt és kezeletlen növényekrĘl 6-6 asszimiláló levelet szedtünk és 1 cm 

átmérĘjĦ levélkorongokat vágtunk ki belĘlük. A korongokat 10-10 ml desztillált vízbe tettük 

majd 24 órán keresztül rázattuk. A konduktométert 0.01 M KCl-dal kalibráltuk és megmértük a 

levélkorongokat tartalmazó oldat vezetĘképességét. Ezután a mintákat γ órán keresztül λő°ű-on 

inkubáltuk, és újra megmértük az oldatba kiáramló ionok mennyiségét. 

 

3.2.3.3. Burgonya levelek relatív víztartalmának (RWC) meghatározása 

 

A cserepes növényekrĘl gyĦjtött asszimiláló levelek friss súlyát mérlegen lemértük, majd a 

leveleket csapvízbe raktuk. Megvártuk, míg teljesen megduzzadnak (egy éjszakán át), majd újra 

lemértük. A szárazsúly meghatározáshoz a leveleket 24 órán keresztül 80°C-on szárítottuk és 

újra lemértük. A relatív víztartalmat az alábbi képlet alapján számoltuk:  

RWC (%) = [(W-DW) / (TW-DW)] x 100 

 W – friss levelek súlya 

TW – megduzzadt levelek súlya 

DW – kiszárított levelek súlya. 
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3.2.3.4. A  növények fenotipizálása 

 

A növényeket az alábbi módon fenotipizáltuk: figyeltük a biomassza változását, a növények- és a 

levelek alakját, méretét, a vízmegvonás alatt a levelek hervadását, cserepenként mértük a 

gumóhozamot (a felszedett gumók súlyának [g] átlaga/cserép), szemrevételeztük a gumók színét 

és alakját, a tárolás során a csírázási képességet és a csírázás kezdetének idĘpontját.  

 

3.2.4. Számítógépes programok használata 

 

3.2.4.1. Molekuláris technikákhoz 

 

a. Primer tervezés 

 A PCR-hez használt primer párokat az NCBI honlapján 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) található programmal terveztük.  

 

 

b. Szekvencia összehasonlítás 

 A szekvenciákat az NCBI BLAST programjával hasonlítottuk össze. 

 

 

3.2.4.2. Analitikai technikákhoz 

 

Az adatok fĘkomponens analízisét (PűA) a Multibase Add-Ins program segítségével végeztük 

(www.numericaldynamics.com). A MANOVA (Multivariate ANOVA) statisztikai értékeléshez 

az IBM SPSS Statistics 19 programját használtuk.  
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. A TPS1 transzgenikus burgonya vonalak összfehérje, keményítő és metabolit analízise 

4.1.1. Levélanalízis 

 

A vegetatívan szaporított, hat hetes S. tuberosum cv. White Lady és a TPS1 génnel transzformált 

T1 és T2 vonalakat (STILLER et al., 2008) in vitro tenyészetbĘl cserepekbe ültettük és hosszú 

nappalos, természetes fényviszonyok mellett, optimális körülmények között üvegházban 

neveltük. Négy héttel a kiültetést követĘen a növényeket két csoportba osztottuk. Vonalanként 

három növényt optimális talajnedvesség (70%) mellett neveltünk tovább, míg három növényt 

szárazság stressznek tettünk ki - abbahagytuk a növények öntözését, naponta mértük a cserepek 

súlyát, és amikor a talaj elérte a 30%-os nedvesség tartalmat, ezen a szinten tartottuk. Két héttel a 

vízmegvonást követĘen, négy órával napfelkelte után a növényekrĘl levettük az összes 

asszimiláló levelet. Növényenként egy összetett levélbĘl KONDRÁK és munkatársai (β01β) 

meghatározták a relatív víztartalmat (RWC). A többi levelet folyékony nitrogénben, 

dörzsmozsárban elporítottuk és -70°C-on tároltuk a további vizsgálatokhoz. A növényeket 

egymás után háromszor ültettük ki az üvegházba, azaz a teljes kísérletet háromszor 

megismételtük, és így három független kísérletbĘl származó három biológiai mintasorozatot 

kaptunk. 

 ElĘször a levelek keményítĘ tartalmát határoztuk meg. Megállapítottuk, hogy a vad 

típusú (VT) növények leveleinek keményítĘ tartalma jóval magasabb, mint a T1 és Tβ vonalaké 

(1β. ábra/a). A három biológiai ismétlésbĘl származó mintasorozatban a keményítĘ mennyisége 

nagyon eltérĘ volt (1β. ábra/k), azonban mindegyik esetben magasabb volt a VT-ben, mint a 

transzgenikus vonalak levelében. Ismert, hogy a környezeti tényezĘk jelentĘsen befolyásolják a 

növények fotoszintézisét, keményítĘ és metabolit szintézisét (ZEEMAN et al., 2007). 

Levélmintáink három egymást követĘ növényi tesztbĘl származtak, melyekhez azonban nem 

tudtuk pontosan ugyanazokat a feltételeket biztosítani az üvegházban. ValószínĦ, hogy ez az oka 

a tapasztalt nagy szórásnak. Ezért a továbbiakban is nem az egyes vegyületek abszolút 

mennyiségét, hanem azoknak az öntözött VT-hez, mint 100%-hoz viszonyított arányát vettük 

figyelembe (12. ábra).  
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12. ábra: A vad típus (VT) és a TPS1 transzgenikus vonalak (T1, T2) leveleiben mért 
keményítĘ és metabolit változások. A szórás értékek három független biológiai 

ismétlésbĘl származnak. A három független kísérletben az öntözött VT-ben mért 
koncentrációkat az ábra (k) részében tüntettük fel. Ezeket az értékeket tekintettük 100%-
nak. A két csillag a P≤0.01, az egy csillag a P≤0.05 (t-próba) szintĦ szignifikáns eltérést 

jelöli az öntözött VT kontrollhoz képest. Ö, öntözött; S, stresszelt; h.ekv., hexóz 
ekvivalens 
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 A növények leveleiben a metabolitokat GC-MS-sel analizáltuk. Összesen 22 vegyületet 

tudtunk azonosítani (8. táblázat). 

  

8. táblázat                                 
A levelekben GC-MS-sel detektált metabolitok listája 

Vegyület csoport Metabolitok 

Aminosavak aszparaginsav, fenilalanin, glutamin, glicerinsav, prolin, szerin, treonin, 
triptofán 

Szerves savak almasav, fumársav, izo-citromsav, linolénsav 

Cukrok fruktóz, galaktóz, glükóz, maltóz, raffinóz, szacharóz 

Cukor alkoholok szorbitol, inozitol 

Zsírsavak palmitinsav, sztearinsav 

 

 Öntözött körülmények között a 22 metabolitból csak háromnak a mennyisége változott 

meg szignifikánsan a TPS1 növények levelében a VT-hez képest. A maltóz szint a T2 növények 

leveleiben (12. ábra/b), míg az almasav szint a T1-ben volt szignifikánsan magasabb, mint a VT-

ben (12. ábra/c). Mindkét TPS1 génnel transzformált vonal levelében magasabb volt viszont az 

inozitol koncentrációja, mint a VT-ben (12. ábra/d).  

 Számos kísérlet bizonyítja, hogy a vízmegvonás anyagcsere és metabolit változással jár 

(OBATA és FERNIE, β01β). Szárazság stressz hatására a VT keményítĘtartalma 6ő%-kal 

csökkent (12. ábra/a) az optimális körülményekhez képest. Az öntözött kontrollhoz viszonyítva a 

transzgenikus vonalakban is szignifikánsan kevesebb keményítĘ volt, de az optimális 

körülményekhez képest nem csökkent a keményítĘ mennyisége a szárazság hatására (1β. ábra/a). 

A maltóz és almasav tartalom szintén nem változott lényegesen a stressz hatására egyik vonalban 

sem (12. ábra/b,c).  

 A VT növények levelében az inozitol szint mintegy 4.4–szeres emelkedést mutatott (12. 

ábra/d), míg a T1 és T2 vonalakban ez az emelkedés kisebb volt (T1: 3.2-szeres, T2: 2.6-szoros). 

EVERS és munkatársai (β010) két andoki burgonya klónt hasonlítottak össze, melyeknek eltérĘ 

volt a szárazságtĦrĘ képessége, és azt találták, hogy a toleráns vonalakban magasabb volt a 

galaktóz, inozitol és galaktinol szint, mint a szenzitív fajtában. A levelekben a galaktinol a 

detektálhatósági határ alatt volt,  és a galaktóz koncentrációban sem tudtunk kimutatni 

szignifikáns különbséget öntözött körülmények között a VT és TPS1 vonalak között, viszont az 

inozitol mennyisége az öntözött TPS1 növények levelében - akárcsak az andoki szárazság 
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toleráns vonalakban - nagyobb volt, mint a VT levelekben. Az inozitol stressz hatására 

jelmolekulaként viselkedik a növényekben (VALLURU et al., 2011). A magas inozitol szint az 

alacsony keményítĘ szinttel összhangban változott (1β. ábra/a,d). Ezért arra gondolunk, hogy 

stressz hatására az inozitol a keményítĘ szintézist talán közvetetten gátolja.  

 Stressz hatására minden vonal levelében ugrásszerĦen megemelkedett a prolin szint (1β. 

ábra/e). Ezzel csak megerĘsíteni tudtuk azoknak a különbözĘ növény fajokkal végzett 

kísérleteknek az eredményét, melyek azt mutatták, hogy a különbözĘ stresszek hatására a prolin 

koncentrációja extrém módon megemelkedik a növények levelében (OBATA és FERNIE, 2012). 

Mivel a VT-ben és a TPS1 növények levelében egyaránt megnĘ a prolin mennyisége, viszont a 

VT növények kevésbé tĦrik a szárazságot, mint a TPS1 növények, arra a következtetésre 

jutottunk, hogy a prolin nem játszik közvetlen szerepet a növények szárazságtĦrĘ képességében. 

 A raffinózt csak nagyon kis mennyiségben tudtuk detektálni a levelekben öntözött 

körülmények között (maximum koncentráció 50 nmol/g száraz súly), viszont nagyon erĘs 

mennyiségi emelkedést tapasztaltunk szárazság stressz hatására (5.5-11-szeres különbség), és ez 

a VT növények levelében még kifejezettebb volt, mint a TPS1 növények levelében (12. ábra/f). 

Habár mind az inozitol, mind a raffinóz mennyisége megemelkedett szárazság hatására, 

valószínĦleg más szerepet tölt be ez a két vegyület a növényben a stressz során. Míg az inozitol 

tartalmat a szárazság illetve a TPS1 gén által okozott esetleges transzkripciós/biokémiai 

változások is befolyásolhatják (KONDRAK et al., 2011, 2012), addig a raffinóz felhalmozódását 

inkább a vízhiány okozhatja a növényekben. LEGAY és munkatársai (2011) szintén azt 

tapasztalták, hogy szárazság stressz hatására megemelkedik a raffinóz koncentrációja a 

szárazsággal szemben toleráns burgonyaklónok leveleiben.  

 A cukrok mennyiségét a raffinózon kívül a szárazság csak kevéssé befolyásolta. 

Szignifikáns különbséget, csökkenést, csak a T2 vonal fruktóz, galaktóz és glükóz szintjében 

detektáltunk (12. ábra/g-i).  A szacharóz szint egyik vonalban sem, még a kezelések ellenére sem 

változott (12. ábra/j). Azt feltételezzük, hogy az állandó szacharóz koncentráció fenntartása 

érdekében a növény a keményítĘ szintézist visszafogja és inkább a szacharóz szintézishez juttatja 

a megkötött szént és az energiát. 
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4.1.2. Gumóanalízis 

A gumók vizsgálatához új növényi tesztet indítottunk. Az in vitro szaporított növényeket 

cserepekbe ültettük és egy hónapon keresztül optimális körülmények között, 70-80% nedvesség 

tartalmú földben neveltük. Ezután a növényeket két csoportra osztottuk. A VT, T1 és T2 

vonalakból hét növényt továbbra is optimális körülmények között tartottunk, míg nyolc növényt 

periodikus szárazság stressznek vetettünk alá, vagyis 7-10 napig megvontuk tĘlük a vizet, amíg a 

talaj nedvességtartalma 30%-ra nem csökkent, majd az ezt követĘ héten locsoltuk Ęket, de a hét 

elteltével újra kezdtük a vízmegvonást.  Egy tenyészidĘ alatt (kb. Ő hónap) hét száraz periódust 

éltek át a növények. A tenyészidĘ végén a gumókat felszedtük a növények alól és a 2 cm 

átmérĘjĦnél nagyobbakat két egyenlĘ csoportra osztottuk. Az elsĘ csoportot megmostuk, 

meghámoztuk, majd ledaráltuk, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -70°C-ra tettük 

felhasználásig. A másik csoport gumóit szobahĘmérsékleten, sötétben tároltuk 12 hétig és csak 

azután dolgoztuk fel Ęket. Az egész növényi tesztet kétszer, egymástól függetlenül 

megismételtük. 

 A gumók felszedése után elsĘ megfigyelésünk az volt, hogy a TPS1 vonalak gumói 

hosszúkásak, ellentétben a VT gumók ovális/gömbölyĦ alakjával (13. ábra/a). Optimális 

körülmények között a transzgenikus vonalak gumószáma (13. ábra/b) és tömege is kb. 50-60%-

kal kisebb volt, mint a VT kontrollé (13. ábra/c). A stressz következtében a VT növényeken sok, 

kisméretĦ gumó képzĘdött (1γ. ábra/a,b) és a gumóhozam a felére csökkent (13. ábra/c). A 

transzgenikus vonalaknál a stressz az optimális körülményhez képest nem emelte meg a 

gumószámot és a gumóhozamban sem okozott akkora csökkenést (20-40%), mint a VT-ben (13. 

ábra/b,c).  
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13. ábra: A vad típusú (VT) és TPS1 (T1, T2) vonalak gumószáma, gumóhozama öntözött (Ö) 
és szárazság stressz (S) körülmények között. (a) 12 hétig tárolt gumók (b) a növények 

gumószáma az öntözött VT %-ához viszonyítva (c) a növények gumóhozama az öntözött VT %-
ához viszonyítva (d) 6 hónapig, sötétben tárolt gumók. A szórásokat két független növényi 
tesztbĘl származó adatok átlagából számoltuk. Mindkét kísérletben hét öntözött és nyolc 

stresszelt növény volt. Az öntözött VT növények átlagos gumószáma az elsĘ kísérletben γ.λ a 
másodikban 4.0, míg a gumóhozam 11.8 és 17.6 g volt. A csillag a P≤0.01 (t-próba) szintĦ 

szignifikáns eltérést jelöli az öntözött VT kontrollhoz képest. 
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 A tárolt gumókat minden héten ellenĘriztük és azt tapasztaltuk, hogy a VT vonalak 

gumói 12 hét után elkezdtek csírázni, a transzgenikus vonalak gumóin viszont még nem volt 

csírakezdemény (1γ. ábra/a).  Hat hónapos tárolás után ez a csírázási idĘbeli különbség még 

szembetĦnĘbb volt (1γ. ábra/d).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14. ábra: A vad típusú (VT) és a TPS1 (T1, T2) transzgenikus növények gumóinak szárazsúly, 
összfehérje- és keményítĘ tartalma. A szórásokat két független növényi tesztbĘl származó adatok 

átlagából számoltuk. A méréseket β cm átmérĘjĦnél nagyobb gumókból végeztük. A gumók 
kísérletenként hét öntözött és nyolc stresszelt növényrĘl származtak. Statisztikailag (egy-utas 
MANOVA, P≤0.0ő) szignifikáns különbség az öntözött és a szárazság-stresszelt növények 

gumói között ■; a friss (F) és tárolt (T) gumók között ○ 

 

 ElĘször a gumók szárazanyag-, keményítĘ- és összfehérje tartalmát vizsgáltuk. Azt 

találtuk, hogy a stressz nem változtatta meg a gumók szárazanyag tartalmát egyik vonalban sem 

az öntözött körülmények között nĘtt gumókéhoz képest. A tárolás viszont körülbelül β0%-kal 

megemelte azt a vízvesztés következtében (1Ő. ábra/a). Sem a keményítĘ, sem az összfehérje 

mennyiségében nem találtunk különbséget az optimális körülmények között nevelt növényekrĘl 

származó VT és TPS1 gumók között (14. ábra/b,c). A stressz viszont csökkentette a gumók 
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keményítĘ szintjét, illetve növelte összfehérje tartalmukat. A tárolás viszont mindkét anyagnak 

emelte a szintjét, ami arra utal, hogy a gumók még a tárolás alatt is metabolikusan aktívak voltak 

(14. ábra/b,c).  MÜLLER-RÖBER és munkatársai (1992) azt találták, hogy azoknak a 

mutánsoknak gumója, amelyek képtelenek voltak a szacharózt keményítĘvé átalakítani kevés 

keményítĘt és sok szacharózt tartalmaztak. A stressz hatására az általunk vizsgált gumókban is 

csökkent a keményítĘ szint, viszont nem tapasztaltunk emelkedést a szacharóz koncentrációban 

(lásd késĘbb, 1ő. ábra/e), ezért úgy gondoljuk, hogy nem csak a keményítĘ szintézis játszik 

szerepet a gumó energiafelhasználásában. 

 A tárolás során a nyugalmi periódus hosszát a genotípus és a környezeti tényezĘk 

jelentĘsen befolyásolják. Kiváncsiak voltunk arra, hogyan változik az egyes metabolitok 

koncentrációja a tárolás alatt. Ezért a frissen felszedett és tárolt gumókat megvizsgáltuk GC-MS-

sel is. A gumókban 33 metabolitot tudtunk detektálni (9. táblázat).  

9. táblázat 

A gumókban GC-MS-sel detektált metabolitok listája 

Vegyület csoport Metabolitok 

Aminosavak ß-alanin, Ȗ-aminovajsav (GABA), aszparagin, aszparaginsav, glutaminsav, glutamin, 
glicin, izoleucin, fenilalanin, prolin, szerin, treonin, triptofán, 5-oxo-prolin 

Szerves savak cisz-akonitsav, izocitromsav, fumársav, galaktársav, glicerinsav 

Cukrok fruktóz, galaktóz, glükóz, maltóz, mannóz, raffinóz, szacharóz 

Cukoralkoholok galaktinol, inozitol, mannitol, szorbitol 

Zsírsavak palmitinsav, sztearinsav 

Egyéb glükóz-6-foszfát, trehalóz-6-foszfát 

 

 A 33 metabolitból a MANOVA statisztikai vizsgálat eredménye alapján 28 vegyület 

mennyisége változott valamilyen hatásra. Ezek a hatások a következĘk voltakμ stressz és tárolás 

együttes hatása, a TPS1 transzgén jelenléte, a tárolás hatása és a vízmegvonás hatása (10. 

táblázat).  
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10. táblázat 

A stressz+tárolás, a TPS1 transzgén, a tárolás és a stressz okozta szignifikáns 

változások az egyes metabolitok mennyiségében 

Hatás Szignifikánsan megváltozott metabolitok 

Stressz+Tárolás  
 
fenilalanin, fruktóz, galaktóz, glükóz, izoleucin, 
mannóz, szacharóz  

Genotípus  
aszparagin, aszparaginsav, ß-alanin, GABA, 
galaktársav, glutamin, glicin, izocitromsav, mannitol, 
5-oxo-prolin, szerin, sztearinsav, treonin 

Tárolás  

aszparagin, ß-alanin, fenilalanin, GABA, galaktársav, 
galaktóz, glicerinsav, glicin, glutaminsav, glükóz, 
izocitromsav, mannitol, mannóz, 5-oxo-prolin, 
szacharóz, szerin, treonin, triptofán  

Stressz  
aszparagin, fenilalanin, fumársav, galaktinol, galaktóz, 
glutaminsav, glükóz, glükóz-6-foszfát, izoleucin, 
mannitol, mannóz, prolin, szerin, szorbitol 

 

 A legjellegzetesebb változásokat a 15. ábrán foglaltam össze, a többit az 1. sz. 

mellékletben mutatom be.  

 A stressz és a tárolás együttesen hét metabolit mennyiségét változtatta meg a gumókban 

(10. táblázat). Érdekes volt látni, hogy a fruktóz koncentrációja az optimális körülmények között 

nevelt transzgenikus növények frissen felszedett gumóiban kisebb volt, mint a VT gumókban, és 

míg a tárolás csökkentette a fruktóz mennyiségét a VT gumókban, a TPS1 gumókban 

megemelte. Ugyanakkor a stresszelt növényekrĘl származó gumókban a fruktóz szint a 

genotípustól függetlenül egyaránt csökkent (15. ábra/a).  
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15. ábra: Tárolás és szárazság-stressz hatására bekövetkezĘ metabolit változások a vad típusú 
(VT) és TPS1 (T1, T2) transzgenikus növények gumóiban. Statisztikailag (egy-utas MANOVA, 
P≤0.0ő) szignifikáns különbségek az öntözött és szárazság-stresszelt növények gumói között ■; 

a friss (F) és tárolt (T) gumók között ○; a VT és TPS1 gumók között ♦; a stressz és a tárolás 
együttes hatása ◘ 

 

 A glükóz, galaktóz és mannóz mennyisége is változott a stressz illetve a tárolás 

következtében (15. ábra b-d). A mannóz mennyisége pl., az öntözött növények gumóiban 

genotípustól függetlenül nĘtt a tárolás során. Ezzel szemben nem változott a mannóz szintje a 

stresszelt növények tárolt gumóiban (15. ábra b-d). Öntözött körülmények között nem volt 

különbség a VT és TPS1 vonalak szacharóz tartalmában, viszont a T1 vonalban csökkent a 

mennyisége a tárolás során (15. ábra/e). Az öntözött VT gumókhoz képest a stressz csökkentette 

a T2 gumókban a szacharóz szintet, míg a másik két vonalban nem változtatta meg lényegesen. 
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A stresszelt T1 gumókban a tárolás csökkentette a szacharóz koncentrációt, míg a VT és T2 

vonalakban nem (15. ábra/e).  

 A TPS1 gén expressziója miatt a transzgenikus vonalak hosszabb nyugalmi állapotot 

tartottak fent. Tizenhárom olyan anyagot találtunk, amelyek mennyiségi különbséget mutattak a 

TPS1 gumókban a VT gumókhoz képest (10. táblázat). Ezek közül az aszparagin mennyisége 

mind öntözött, mind stresszelt körülmények között magasabb volt a TPS1-, mint a VT 

gumókban, de a tárolás során csak az optimális körülmények között fejlĘdött gumókban 

emelkedett meg a szintje (15. ábra/f). 

 A tárolás 18 metabolit mennyiségében okozott változást (10. táblázat). Ilyen anyag volt a 

fenilalanin is, aminek szintje az öntözött növények gumóiban tárolás hatására emelkedett, 

viszont a stresszelt gumókban nem változott, vagy talán még csökkent is (15. ábra/g).  

 A stressz következtében 14 metabolit mennyiségében találtunk különbséget a gumókban 

(10. táblázat). A vízhiányban fejlĘdött gumók prolin tartalma erĘsen megnĘtt az optimális 

körülmények között fejlĘdött gumók prolin tartalmához képest (1ő. ábra/h). Ezt a jelenséget már 

mások is kimutatták burgonya gumóban, és nemcsak szárazság, hanem só- és szelén stressz 

esetén is (TEIXEIRA és PEREIRA, 2007; MAGGIO et al., 2008; JEZEK et al., 2011). A prolin 

mellett a gumók glutamin és glutaminsav tartalma is a kétszeresére emelkedett a stressz hatására 

(1. sz. melléklet). A glutamin-szintetáznak fontos szerepe van a nitrogén metabolizmusban, de a 

prolin szintézissel kapcsolatban is találtak összefüggéseket a glutamin-szintetáz aktivitás és a 

prolin mennyisége között növényben (BRUGIERE et al., 1999). MAGGIO és munkatársai 

(β008) szántóföldi kísérletekben mutattak ki jelentĘs növekedést a glutamin és glutaminsav 

mennyiségében a különbözĘ kezelések hatására.  

 A stressz nem emelte meg a gumók raffinóz tartalmát (1. sz. melléklet), ellentétben a 

levelekével, ahol a stressz hatására igen jelentĘs raffinóz koncentrációnövekedés következett be 

(1β. ábra/f). EbbĘl arra következtethetünk, hogy az asszimiláló és raktározó szervek bizonyos 

vegyületek tekintetében különbözĘ módon reagálnak ugyanarra a stresszre.  Kíváncsiak 

voltunk arra, hogy a transzgén befolyásolja-e a gumók T6P tartalmát. A VT vonalakban a T6P 

mennyisége 120-250 nmol/g szárazsúly volt. Összehasonlítva az öntözött VT növények friss 

gumóival, csak a stresszelt VT növények tárolt gumóiban és az öntözött T2 növények frissen 

felszedett gumóiban találtunk szignifikáns különbséget (16. ábra). De ez a különbség is, a várttal 

ellentétben, csökkenés és nem növekedés volt. Ezért úgy gondoljuk, hogy ez a különbség inkább 

a gumók heterogenitásából adódik, és nem a TPS1 expresszió hatása.  
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16. ábra: A gumók T6P tartalma az öntözött VT, mint 100%-hoz viszonyítva 

  

4..2. PRLIP2 gént expresszáló transzgenikus burgonyavonalak előállítása és jellemzése 

 

4.2.1. PRLIP2 gént expresszáló transzgenikus burgonyavonalak előállítása 

 

A Patogenesis Related Lipase (PRLIP) géncsaládba tartozó PRLIP2 génnel transzformált 

Solanum tuberosum cv. Desirée burgonyavonalak létrehozásához a pPZP111 növényi 

transzformációra alkalmas bináris vektor BamHI helyére klónozott PRLIP2 gént tartalmazó E. 

coli törzset a Pécsi TudományegyetemrĘl kaptuk Dr. Jakab Gábortól. A plazmid inszertjét 

ellenĘrzés céljából BamHI-gyel kivágtuk és áttettük pBluescript vektorba. A Biomi Kft-vel 

meghatároztattuk az inszert szekvenciáját, amit a várttal azonosnak találtunk. 

A pPZP111::pRLIP2 plazmidot E. coli-ból Agrobacterium-ba a pRKβ01γ „helper” 

plazmid segítségével háromszülĘs keresztezéssel juttattuk át. A keresztezést két Agrobacterium 

törzzsel is elvégeztük.  Az egyik a szupervirulens ALG0, a másik a növényi sejteket gyengébben 

fertĘzĘ, pGVββ60 plazmidot hordozó űő8ű1 törzs volt. Az Agrobacterium-okból plazmidot 

izoláltunk, amit aztán BamHI restrikciós enzimmel emésztettünk. A keletkezett fragmentumokat 

agaróz gélen szétválasztottuk. Miután meggyĘzĘdtünk arról, hogy az inszert jelen van mindkét 

Agrobacterium törzsbe átvitt plazmidban, Desirée leveleket transzformáltunk velük. Az 

Agrobacterium-okat két napig tartottuk a leveleken. Ezután a leveleket CIM táptalajra tettük (17. 

ábra/a). Egy hét múlva áthelyeztük a leveleket SIM táptalajra. A keletkezĘ hajtásokat hetente 

levágtuk és RM táptalajt tartalmazó kémcsövekbe ültettük, a leveleket pedig visszahelyeztük 

friss SIM táptalajra (17. ábra/b). A hajtásokat összesen nyolc héten át gyĦjtöttük. Az RM 

táptalajon a hajtások legyökeresedtek (17. ábra/c). Mindhárom táptalaj (CIM, SIM, RM) a 
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transzformánsok szelekciójára kanamicin-, az Agrobacterium-ok elölésére pedig cefotaxim 

antibiotikumokat is tartalmazott. 

 

 

17. ábra: Levéltranszformáció (a) Agrobacterium-mal transzformált levelek kalluszindukáló 
(CIM) és (b) hajtásindukáló (SIM) táptalajon. (c) szelekciós táptalajon gyökeresedĘ 

feltételezhetĘen transzgenikus növények 

 

 A legyökeresedett, feltételezhetĘen transzgenikus növényeket még kétszer áttettük 

szelekciós táptalajra, hogy biztosan elöljük az Agrobacterium-okat. A PRLIP2 gén bevitele 

mellett kontroll transzformációt is végeztünk az „üres” pPZP111 vektorral. Minden 

transzformációhoz 15-β0 levelet használtunk. Összesen βőő hajtást izoláltunk, amibĘl 107 tudott 

legyökeresedni az RM táptalajban. Ez az arány rosszabb volt a vártnál, aminek magyarázata 

lehet egy egyszerĦ technikai hiba is, pl. túl forró volt még a űIM vagy a SIM táptalaj, amikor 

beletettük az antibiotikumokat. 

11. táblázat 
A transzformáció eredménye 

Agrobacterium Fertőzött 
levelek 
száma 

Leszedett 
hajtások 
száma 

Legyökeresedett 
hajtások száma 

Izolált DNS-
ek száma 

nptII 

PCR 
PRLIP2 

PCR 

GV2260(pZP111) 15-20 69 36 14 10   0 

ALG0(pZP111) 15-20 66 27 13 11   0 

GV2260(LIP2) 15-20 55 20 14  9 12 

ALG0(LIP2) 15-20 65 22 19 18 19 

 

 A transzformáció igazolására DNS-t izoláltunk az in vitro növényekbĘl és PRLIP2 illetve 

nptII génre tervezett primer párokkal ellenĘriztük, hogy sikeresen beépült-e a célgén. Összesen 

60 növénybĘl izoláltunk DNS-t. A 11. táblázatban látható, hogy nem minden kanamicin 
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jelenlétében legyökeresedett növényben tudtuk kimutatni PCR-rel az nptII, illetve a nptII és a 

PRLIP2 gének beépülését. Erre több magyarázat is lehetséges: 1. nem sikerült a DNS izolálás, 2. 

valamilyen mutáció következtében a növény rezisztens lett az antibiotikumra, 3. a PRLIP2 

esetében a hibás beépülés is magyarázat lehet.  

 A transzgén(ek) expressziós szintjének meghatározására azokból az in vitro növényekbĘl, 

amelyekbĘl PűR-rel ki tudtuk mutatni az nptII illetve a PRLIP2 gének jelenlétét, RNS-t 

izoláltunk. Az RNS izolálást követĘen DNáz-zal kezeltük a mintákat, majd RNeasy Minielute 

Cleanup Kittel (QIAGEN) megtisztítottuk és cDNS-t szintetizáltunk belĘlük. A cDNS-eket 

használva szubsztrátként összeállítottunk egy PCR-t és az így kapott fragmentumokat agaróz 

gélen megfuttatunk (18. ábra).  

 
18. ábra: PRLIP2 és nptII gén expressziós szintjének kimutatása in vitro növényekbĘl RT-PCR-
rel. M: 100 bp DNS méret marker, LA, LG: nptII és PRLIP2 transzgént tartalmazó vonalak, PA, 

PG: nptII transzgént tartalmazó vonalak, pL: pPZP111::LIP2, pV: pPZP111, Des: nem 
transzformált Desirée kontroll, MQ: destilled water. Pirossal jelöltük a további kísérletekhez 

kiválasztott vonalakat. 
 
 
 A gélen látott DNS mennyiség alapján a növényeket alacsony (x), közepes (xx) és magas 

expressziós szintĦ (xxx) csoportba soroltuk (1β. táblázat). Az 1β. táblázatban pirossal kiemelt 

vonalakat (öt transzgént tartalmazó, és három „üres” vektorral transzformált kontroll vonalat) 

választottuk ki alacsony, közepes, és erĘs expressziós szinttel a további kísérletekre.  
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12. táblázat 

Az nptII és PRLIP2 transzgének expressziós szintje 

NÉV* nptII PRLIP2  
LA6.4 xxx xxx 

LA1.5 xxx xxx 

LG15.2 xxx xx 

PA7 xxx - 

PG15.1 xx - 

PA8.2 xxx - 

LA 15.4 xx xx 

PG10.1 xxx - 

LA6.1 xxx xxx 

LA11.1 xxx xxx 

PA11.1 xxx - 

LG12 xx xxx 

LG6.2 xxx xx 

PA4.1 xx - 

LG5.2 xx xx 

LG13 xxx xxx 

LA15.1 xx x 

LA14.1 xxx x 

 

 

 

*LA, AGL0 törzzsel létrehozott PRLIP2-nptII transzgenikus vonalak; LG, GV2260 törzzsel létrehozott 
PRLIP2-nptII transzgenikus vonalak; PA, AGL0 törzzsel létrehozott nptII transzgenikus vonalak; PG, 
GV2260 törzzsel létrehozott nptII transzgenikus vonalak  
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4.2.2. PRLIP2 gént expresszáló transzgenikus burgonyavonalak jellemzése 

A PRLIP2 transzgént expresszáló vonalak fenotípusos vizsgálatát és szárazsággal szembeni 

ellenálló képességét üvegházi körülmények között teszteltük. A kiválasztott in vitro vonalakból 

8-8 növényt kiültettünk a növényházba. A Desirée kontroll vonalból minden esetben dupla annyi 

növényszámmal dolgoztunk. Egy hónapon keresztül optimális körülmények között, 70-80% 

nedvességtartalmú földben neveltük a növényeket. Ezután két csoportra osztottuk Ęket. A PA, 

PG, LA, LG vonalakból két-két, a kontrollból 4 növényt továbbra is optimális körülmények 

között tartottunk és minden nap öntöztük. Vonalanként hat-hat, a Desirée esetében 1β növénytĘl 

megvontuk a vizet, azaz nem öntöztük Ęket, de minden nap mértük a súlyukat, amíg el nem érték 

a 30%-os talajnedvesség tartalmat. Egy-egy vízmegvonásos periódus körülbelül 12-15 napig 

tartott, attól függĘen milyenek voltak a környezeti viszonyok. A teljes tenyészidĘ alatt négy 

száraz periódust éltek át a növények. A kísérlet során fenotipizáltuk a növényeket, és azt találtuk, 

hogy az LA6.1 és LA1Ő.1 vonalak optimális körülmények között kisebbre nĘttek, mint a kontroll 

(1λ. ábra/a) viszont kevésbé viselte meg Ęket a vízmegvonás, nem kopaszodtak úgy fel, mint a 

nem transzformált Desirée (19. ábra/b,c).  

19. ábra: Növényházban nevelt növények optimális (a) és szárazság stressz körülmények között 
(b,c). 

 

 A tenyészidĘ végén felszedtük a gumókat (β0. ábra). A növények alatt sok, apró méretĦ 

gumót találtunk. A stresszelt növények gumóhozama átlagban minden vonal esetében 

alacsonyabb volt, mint az öntözött növényeké. 
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20. ábra: Öntözött és stresszelt növények gumóhozama (a) és gumószáma (b). Des: nem 
transzformált Desirée kontroll, LA, LG: nptII- PRLIP2 transzgenikus vonalak; PA, PG: nptII 

transzgenikus vonalak. 

 

 A transzgének jelenlétét az üvegházban nevelt növényekben is ellenĘriztük. Az öntözött 

növények γ. levélszintjének legfelsĘ levéllemezét levettük és RNS-t izoláltunk belĘlük. 

Elvégezve az RT-PCR-t a kapott DNS fragmentumokat agaróz gélen megfuttattuk, akárcsak 

korábban az in vitro növények expressziós szintjének vizsgálata esetében (18. ábra). Az in vitro 

eredményekkel megegyezĘ eredményt kaptunk (β1. ábra).  
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21. ábra: PRLIP2 és nptII gén expressziós szintjének kimutatása üvegházi növényekbĘl RT-
PCR-rel. M: 100 bp DNS méret marker, Des: nem transzformált Desirée kontroll, LA, LG: nptII- 

PRLIP2 transzgenikus vonalak, PA, PG: nptII transzgenikus vonalak,  pV: pPZP111, pL: 
pPZP111::LIP2 

 

 Az elsĘ kísérlet során megfigyelt fenotípusos változások után újabb növényi tesztet 

indítottunk, hogy fiziológiás vizsgálatokat is végezhessünk. Vonalanként 20-20 növényt 

ültettünk ki, amibĘl 16-ot stresszeltünk. Tizenhét napi vízmegvonás után a növények 3. 

levélszintjének összetett levelét levettük és RWC vizsgálatot végeztünk (22. ábra). Szárazság 

stressz hatására minden vonalnak szignifikánsan csökkent az RWC értéke az öntözött Desiréehez 

képest, ami arra utal, hogy a PRLIP2 gén expressziója nem tudja megvédeni a növények levelét a 

vízmegvonás okozta vízvesztéstĘl. Az LA6.1 vonalnak nemcsak stresszelt körülmények között, 

hanem öntözött állapotban is alacsonyabb volt a relatív víztartalma, aminek magyarázatát 

egyelĘre nem ismerjük.  

 

 

 

 

 

 

 

22. ábra: Transzgenikus növények %-os RWC értékei optimális és száraszág stressz 
körülmények között a nem transzformált, öntözött Desirée-hez, mint 100%-hoz, viszonyítva. 
Des: nem transzformált Desirée kontroll; LA, LG: nptII- PRLIP2 transzgenikus vonalak, PA, 

PG: nptII transzgenikus vonalak. A csillag a P≤0.01 (t-próba) szintĦ szignifikáns eltérést jelöli az 
öntözött Des kontrollhoz képest. 
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 Ahhoz, hogy megtudjuk, ekkora vízvesztés okoz-e már membránkárosodást a 

növényekben, megmértük az elektrolit-kiáramlást is (23. ábra). Az öntözött növények leveleibĘl 

βxŐ, a stresszelt növények leveleibĘl 8xŐ levélkorongot vizsgáltunk vonalanként. Az öntözött 

Desirée-hez képest nem kaptunk P≤0.01 szinten (t-próba) szignifikáns különbséget, ami a 

membránok épségére utal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

23. ábra: Transzgenikus növények levelébĘl mért elektrolit-kiáramlás optimális és szárazság 
stressz körülmények között. Des: nem transzformált Desirée kontroll, LA, LG: nptII- PRLIP2 

transzgenikus vonalak; PA, PG: nptII transzgenikus vonalak. 

 Vizsgáltuk a növények vízfogyasztását is az elsĘ száraz periódustól az utolsóig, de 

lényegi különbséget a kontroll és transzgenikus vonalak között kimutatni nem tudtunk (24. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

24. ábra: A növények vízfelvétele I-IV száraz periódus után. Des: nem transzformált Desirée 
kontroll, LA, LG: nptII- PRLIP2 transzgenikus vonalak; PA, PG: nptII transzgenikus vonalak 

 

10.14751/SZIE.2015.005



66 

 

 A tenyészidĘ végén felszedtük a gumókat. A második kísérletben az LA6.1 transzgenikus 

vonal gumóhozama szignifikánsan (t-próba, P≤0.01) alacsonyabb volt, mint az öntözött Desirée 

kontrollé (βő. ábra/a). Akárcsak az elsĘ kísérletben, most is apróbb gumók voltak a stresszelt, 

mint az öntözött növények alatt (25. ábra/b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

25. ábra: Öntözött és stresszelt növények gumóhozama (a) és gumószáma (b). Des: nem 
transzformált Desirée kontroll, LA, LG: nptII-PRLIP2  transzgenikus vonalak; PA, PG: nptII 

transzgenikus vonalak. A csillag a P≤0.01 (t-próba) szintĦ szignifikáns eltérést jelöli az öntözött 
Des kontrollhoz képest. 

 

 Szinte mindegyik szárazság-stresszelt növény gumói hosszúkás alakúak voltak, szemben 

az öntözött növényekével, amelyek gömbölyĦbbek voltak (β6. ábra).   
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26. ábra: Öntözött (a) és stresszelt (b) növények gumói 1Ő hét szobahĘmérsékleten történt 
tárolás után. 

 

 A két kísérletben felszedett gumókat 18 hétig szobahĘmérsékleten tároltuk és hetente 

megnéztük, hogy csíráznak-e. Az öntözött Desirée gumók mindkét kísérletben szinte azonos 

módon a 12. héten kezdtek el csírázni. Ehhez képest a stresszelt növények gumóinak csírázása 

jobban eltért a két kísérletben. Különösen igaz volt ez a transzgenikus növények gumóira. Az 

LA1.ő vonal pl., az 1. kísérlet alapján úgy tĦnt, hogy hamarabb csírázik, mint a kontroll. Ezzel 

szemben a 2. kísérletben az öntözött LA1.5 növények gumói voltak a leglassabbak a csírázást 

illetĘen. Így tehát végsĘ soron nem találtunk összefüggést a PRLIP2 expresszió (21. ábra), vagy 

a megfigyelt fenotipikus változások (19. ábra) és a csírázás koraisága, vagy a nyugalmi állapot 

hossza között (27. ábra).  
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27. ábra: Az öntözött (a,c) és stresszelt (b,d) növények gumóinak csírázási %-a 18 hét 
szobahĘmérsékleten való tárolás során 

 

 

 Az LA6.1 és LA14.1 vonalak csírázó gumóit a Desirée kontrollal együtt cserepekbe 

ültettük. Az LA1Ő.1, de fĘleg az LA6.1 növények fejlĘdése optimális körülmények között 

elmaradt a kontroll Desirée-tĘl (β8. ábra). Mivel az LA6.1 vonalban erĘs PRLIP2 expressziót 

mutattunk ki (21. ábra), feltételezhetnénk, hogy emiatt növekszik lassabban a növény. 

Ugyanakkor azonban meg kell jegyeznünk azt is, hogy vannak olyan vonalak, mint pl., az 

LA1.5, LG12, LG15.2, amelyekben az RT-PűR alapján erĘsebben expresszálódik a PRLIP2, 

mint a LA14.1 vonalban (21. ábra) mégsem mutatnak növekedésbeli különbséget. Ennek 

lehetséges magyarázatát a „Következtetések és javaslatok” címĦ fejezetben írtam le.  
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28. ábra: Az öntözött LA6.1 (a) LA14.1 (b) és Desirée (c) növények  
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5. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

  

5.1. A TPS1 expresszió hatása a burgonyára 

 

5.1. 1. A szárazság stressz nem teljesen egyformán befolyásolja a vad típusú és a TPS1 gént 

expresszáló T1 és T2 transzgenikus növények leveleinek metabolit tartalmát 

 

Az élesztĘ TPS1 gén hatására a burgonyanövények szárazságtĦrĘek lesznek, de fenotípusos 

változásokat mutatnak (STILLER et al., 2008) és megváltozik bennük a fotoszintézisben és 

szénhidrát anyagcserében szerepet játszó gének expressziója (KONDRÁK et al., 2011; 2012). A 

génexpressziós változások általában metabolikus változásokkal is járnak. Ennek vizsgálatára 

három független kísérletbĘl származó három biológiai mintasorozatból végeztünk méréseket, 

amiben ββ vegyület koncentrációját tudtuk egy idĘben követni a levélmintákban (βλ. ábra).  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

29. ábraμ A levélben és gumóban detektált vegyületek szintézis útja. Szürke betĦkμ nem detektált 
vegyületek; Barna háttér: gumóban detektált vegyületek; Zöld háttér: levélben detektált 

vegyületek; Neonzöld keret: tárolás hatására megváltozott koncentrációjú vegyületek; Kék 
árnyék: TPS1 expresszió következtében megváltozott koncentrációjú vegyületek 

 

 Meghatároztuk a levelek keményítĘ tartalmát is (1β. ábra/a). A VT növények leveleinek 

keményítĘ tartalma jóval magasabb volt optimális körülmények között, mint a T1 és T2 
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vonalaké. Ugyanakkor a szárazság hatására a VT növények leveleiben mintegy 65%-kal 

csökkent a keményítĘ mennyisége, míg a T1 és Tβ vonalakban nem tapasztaltunk ilyen erĘs 

változást. Mindhárom vonalban megemelkedett viszont az inozitol, prolin és raffinóz szint (12. 

ábra/d-f), de a fruktóz, galaktóz és glükóz mennyisége csak a VT növények leveleiben nĘtt 

szárazság hatására (12. ábra/g-i). A szacharóz szintet nem befolyásolta a szárazság egyik 

vonalban sem (1β. ábra/j). EbbĘl arra következtetünk, hogy a burgonya növények számára igen 

fontos a szacharóz szint fenntartása a stressz alatt is. Feltételezzük, hogy a stressz során a 

szacharóz szint fenntartására a növény a keményítĘ szintézistĘl/szénhidrát anyagcserétĘl vonja 

meg az energiát.   

 Az inozitol stressz hatására jelmolekulaként viselkedik a növényekben (VALLURU et 

al., 2011). A transzgenikus növények levelében optimális körülmények között 1.4-1.6-szoros 

inozitol szintkülönbséget tapasztaltunk a VT-hez képest. Szárazság hatására megemelkedett az 

inozitol mennyisége mindhárom vonalban, azonban a T1 és T2 leveleiben ez az emelkedés nem 

volt olyan erĘteljes, mint a VT-ben (12. ábra/d). Mivel az intozitol szint változása összhangban 

volt a keményítĘ tartalom csökkenésével, feltételezzük, hogy az intozitol közvetett módon 

befolyásolja a keményítĘ szintézist.  

 Az inozitolból származó galaktinol és a raffinóz családjába tartozó oligoszacharidok 

szintén jelmolekulaként viselkednek a növényekben (VALLURU et al., 2011). LEGAY és 

munkatársai (β011) egy szárazságtĦrĘ burgonyafajta levelében magasabb galaktinol és raffinóz 

szintet találtak, mint egy szenzitív vonalban. Mi is drasztikus emelkedést tapasztaltunk a stressz 

hatására a raffinóz koncentrációban mindhárom vonal levelében (12. ábra/f). A T1 és T2 vonalak 

raffinóz szintje azonban, az inozitollal ellentétben, nem volt magasabb optimális körülmények 

között, mint a VT-é. Ezért tehát úgy gondoljuk, hogy az inozitol mennyiségét olyan 

transzkripciós és/vagy biokémiai folyamatok határozzák meg, amelyeket a szárazság stressz és a 

TPS1 gén expressziója egyaránt befolyásolhat, míg a raffinóz szint megváltozása inkább a talaj 

nedvességtartalmának csökkenésével állhat összefüggésben.  

 Stressz hatására minden vonal levelében ugrásszerĦen megemelkedett a prolin szint (1β. 

ábra/e). Több kísérletben is kimutatták, hogy különbözĘ stresszek hatására a prolin 

koncentrációja extrém módon megemelkedik a növények levelében (OBATA et al., 2012). Mivel 

a VT-ben és a TPS1 növények levelében egyaránt megnĘtt a prolin mennyisége, viszont a VT 

növények kevésbé tĦrték a szárazságot, mint a TPS1 növények, arra a következtetésre jutottunk, 

hogy a prolin nem befolyásolja közvetlenül a növények szárazságtĦrĘ képességét. Akárcsak a 

raffinóz koncentrációjának, valószínĦleg a prolin mennyiségének a növekedése is a 

talajnedvesség csökkenésével hozható összefüggésbe. A raffinóz és a prolin szint emelkedése 

azonban nem óvja meg a növények levelét a hervadástól, hiszen a szárazságtĦrĘ TPS1 
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vonalakban és a szenzitív, már szemmel láthatóan hervadó VT-ben is egyaránt magas volt 

mindkét vegyület koncentrációja. 

 

5.1.2.  A szárazság stressz nem teljesen egyformán befolyásolja a vad típusú és a TPS1 gént 

expresszáló T1 és T2 transzgenikus növények gumóinak metabolit tartalmát 

 

A T1, T2 és VT növények gumóinak vizsgálatához két új, egymástól független növényi tesztet 

indítottunk. A gumókban 33 metabolitot tudtunk detektálni (29. ábra). 

 A TPS1 vonalak gumói morfológiailag eltértek a VT növények gumóitól (13. ábra/a). 

Optimális körülmények között a transzgenikus vonalak gumószáma és tömege is kb. 50-60%-kal 

kisebb volt, mint a VT kontrollé. A periodikus szárazság stressz következtében a VT növények 

gumószáma megemelkedett, míg gumóhozama a felére csökkent (13. ábra/b,c). Korábban ilyen 

sok, apró méretĦ gumót figyeltek meg olyan mutánsoknál, amelyek nem voltak képesek 

felhasználni a szacharózt a keményítĘ szintézisre (MÜLLER-RÖBER et al., 1992). Mivel mi 

nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést a szacharóz koncentrációban (15. ábra/e), ezért 

feltételezzük, hogy a szacharózon kívül más tényezĘk is szerepet játszanak a gumóképzĘdésben, 

melyet érdemes lenne tovább vizsgálni.  

 A stressz következtében 14 metabolit mennyisége változott meg a gumókban (10. 

táblázat). A gumókban öntözött körülmények között alig volt detektálható mennyiségben jelen a 

prolin. Szárazság hatására viszont ugrásszerĦen megemelkedett a szintje mindegyik vonalban 

(1ő. ábra/h). Ez a megfigyelés nem újszerĦ, hiszen már mások is kimutatták, hogy stressz 

hatására nĘ a prolin koncentrációja a burgonya gumóban, sĘt nemcsak szárazság, hanem só- és 

szelén stressz esetén is (TEIXEIRA és PEREIRA, 2007; MAGGIO et al., 2008; JEZEK et al., 

2011). A glutamin-szintáz, ami szárazság hatására aktiválódik a burgonyagumóban (TEIXEIRA 

és PEREIRA, 2007), részt vesz a nitrogén anyagcserében és a prolin koncentrációt is 

befolyásolja a növényekben (BRUGIERE et al., 1999). MAGGIO és munkatársai (2008) 

különbözĘ szántóföldi kísérletekben aszályos körülmények között glutamin és glutamát 

szintemelkedést tapasztaltak. A szárazság-stresszelt növények gumóiban mi is emelkedést 

tapasztaltunk ezeknek a vegyületeknek a mennyiségében. Az aszparaginsav és fenilalanin szint is 

megemelkedett a növények gumóiban a stressz következtében (1. sz. melléklet).  Arabidopsis-

ban az ASN1 gén kódolja az aszparagin-szintázt, aminek aktivitása következtében aszparagin és 

glutaminsav keletkezik. A prolin képzĘdésében a ∆1-pirrolin-5-karboxilát-szintázt kódoló P5CS 

gén játszik szerepet. Mindkét gén expresszióját a bZIP11 transzkripciós faktor szabályozza, amit 

viszont a szacharóz szint negatív módon befolyásol. Arabidopsis-ban a bZIP11 expressziója 

fenilalanin akkumulációhoz is vezet (HANSON et al., 2008). Mi a stressz hatására nem 
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tapasztaltunk változást a szacharóz koncentrációban (15. ábra/e), ezért azt feltételezzük, hogy a 

prolint, aszparagint és fenilalanint szabályozó transzkripciós faktorok mĦködését a szacharóz 

szint a burgonyában nem befolyásolja.  

 A prolin és raffinóz szint a szárazság stressz hatására a levelekben erĘteljesen 

megemelkedett, míg a gumókban nem. Ez arra enged következtetni, hogy ugyanaz a stressz 

eltérĘ válaszokat is kiválthat a növény asszimiláló és raktározó szerveiben.  

 

5.1.3.  A tárolás szinte teljesen egyforma hatással van a vad típusú és a TPS1 gént expresszáló 

T1 és T2 transzgenikus növények gumóinak metabolit tartalmára 

 

A gumókat felszedés után két csoportra osztottuk. Az elsĘ csoportot frissen analizáltuk, a másik 

csoportot szobahĘmérsékleten, sötétben 1β hét tárolás után. A tárolás 18 vegyület 

koncentrációját változtatta meg a gumóban (29. ábra). 

 Megállapítottuk, hogy nemcsak a stressz, de a tárolás hatására is megemelkedett az 

aszparagin szint a gumókban (15. ábra/f). A legjellegzetesebb különbségeket a tárolt VT, T1 és 

T2 vonalak gumóinak mannóz és fenilalanin tartalmában találtuk (15. ábra/d,g). Az optimális 

körülmények között fejlĘdött gumók mannóz és fenilalanin tartalma a tárolás hatására 

megemelkedett, míg a stresszelt növények gumóiban nem változott, vagy ellenkezĘleg, inkább 

csökkent. A jelenség okát egyelĘre nem ismerjük.   

 

5.1.4. A TPS1 gén expressziója befolyásolja a növények nyugalmi állapotát és metabolit 

tartalmát 

 

A TPS1 gént expresszáló gumók késĘbb kezdtek el csírázni, mint a vad típus (1γ. ábra/d). A 

metabolit elemzés során 13 olyan vegyületet találtunk, amelyek mennyiségi különbséget 

mutattak a TPS1 gumókban a VT gumókhoz képest (29. ábra). Ezek közül az aszparagin 

mennyisége mind az öntözött, mind pedig a stresszelt körülmények között nĘtt növények 

esetében magasabb volt a TPS1-, mint a VT gumókban, de a tárolás során csak az optimális 

körülmények között fejlĘdött gumókban emelkedett meg a szintje (1ő. ábra/f). A változások 

nagy része azonban, tendenciáját tekintve, hasonló volt a tárolt TPS1 és VT gumókban. Mivel a 

TPS1 gumók jóval késĘbb kezdtek el csírázni, mint a VT gumók, úgy gondoljuk, hogy ezek a 

változások inkább a gumók „öregedésével”, és nem a csírázással hozhatók összefüggésbe. 

 A gumó specifikus B33 promóter régiót tartalmazó, és az E. coli OtsA-val transzformált 

B33-OtsA burgonyagumók is késĘbb csíráztak, mint a vad típus, és az OtsA expresszió szintje 
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korrelált a gumók T6P tartalmával (DEŰAST et al., β011). EbbĘl arra következtettek, hogy a 

T6P szint közvetlenül vagy közvetve befolyásolja a nyugalmi idĘszak hosszát. A kísérletünkben 

vizsgált TPS1 vonalak a szárazság specifikus StDS2 promóter régiót tartalmazzák (DÓCZI et al., 

2002). Ennek ellenére, mint ahogy azt már korábban STILLER és munkatársai (2008) 

megállapították, a TPS1, ha gyengén is, de expresszál a levelekben optimális körülmények között 

is. A TPS1 transzgénikus növények gumóiban is találtunk TPS1 expressziót, ami a szárazság 

stressz körülmények között fejlĘdött gumókban kissé erĘsebb volt, mint az optimális 

körülmények között fejlĘdöttekben (JUHÁSZ et al., 2014). A tárolás viszont csökkentette a 

TPS1 transzkriptum szintjét mind a T1 mind pedig a T2 gumókban. A gumók T6P tartalmát 

vizsgálva, csak a stresszelt VT növények tárolt gumóiban és az öntözött T2 növények frissen 

felszedett gumóiban találtunk szignifikáns különbséget az öntözött VT növények friss gumóinak 

T6P szintjéhez képest (16. ábra). Tehát a TPS1 expresszió a mi esetünkben nincs hatással a T6P 

koncentrációra a gumókban, mégis - akárcsak a B33-OtsA gumóknak - a T1 és T2 gumóknak is 

hosszabb a nyugalma idĘszaka, mint a VT-nek. EbbĘl pedig az következik, hogy a T6P-nak 

nincs szerepe a nyugalmi periódus hosszának meghatározásában. 

 

 

5.2. A PRLIP2 expresszió hatása a burgonyára 

 

A PRLIP2 gén hatását a Desirée burgonya fajtára üvegházban, optimális és szárazság stressz 

körülmények között vizsgáltuk. Öt kiültetetett transzgenikus vonal közül kettĘ, az LA6.1 és 

LA1Ő.1 vonalak egyedei, optimális körülmények között kisebbre nĘttek, mint a kontroll (19. 

ábra/a), de kevésbé viselte meg Ęket a vízmegvonás, kevésbé kopaszodtak fel, mint a kontroll 

(19. ábra/b,c). A másik fenotipikus változás, amit megfigyeltünk, az a gumók méretében és 

mennyiségében volt. Az LA6.1 növények alatt sok, apró méretĦ gumót találtunk. A stresszelt 

növények gumóhozama viszont minden vonal esetében alacsonyabb volt, mint az öntözött 

növényeké, azaz a PRLIP2 expresszió nem tudta megakadályozni a gumóhozam csökkenését 

stressz körülmények között. 

 A vízmegvonást követĘen minden vonal levelének szignifikánsan csökkent az RWC 

értéke az öntözött Desirée-hez képest. EbbĘl arra következtethetünk, hogy a PRLIP2 gén 

expressziója nem tudja megvédeni a növényeket a vízmegvonás okozta vízvesztéstĘl. Az LA6.1 

vonal leveleinek nemcsak stressz körülmények között, hanem öntözött állapotban is alacsonyabb 

volt a relatív víztartalma, mint a többi növényének, aminek magyarázatát egyelĘre nem ismerjük.  

 A csírázással kapcsolatosan azt figyeltük meg, hogy az öntözött Desirée gumók mindkét 

kísérletben szinte azonos módon, a 12. héten kezdtek el csírázni. Ehhez képest a stresszelt 
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növények gumóinak csírázása eltérĘ volt a két kísérletben, fĘleg a transzgenikus gumók 

esetében. Régóta ismert, hogy a vegetációs periódus és a tárolás ideje alatti hĘmérséklet, 

vízellátottság és fotoperiódus befolyásolja a csírázást. A nyugalmi állapotban lévĘ gumók, bár 

nem nĘnek, de merisztémáik metabolikusan és hormonálisan aktívak (SONNEWALD és 

SONNEWALD, 2013). A mi vizsgálataink is azt mutatták, hogy a stressz és a tárolás 

megváltoztatja a gumók metabolit és hormon összetételét (10. táblázat és JUHÁSZ et al., 2014). 

ValószínĦ, hogy a stresszelt növények gumóinak fejlĘdését az egyéb környezeti faktorok, mint 

pl. a hĘmérséklet és fotoperiódus, még erĘteljesebben befolyásolják, mint az optimális 

vízellátottságú növényekét. Az is valószínĦ, hogy a stresszelt növények gumóinak fejlĘdése 

egyenetlenebb, mint az optimális körülmények között fejlĘdĘ gumóké. Mindez együttesen 

magyarázatot adhat arra, hogy miért volt kevésbé ismételhetĘ és kevésbé szinkronizált a 

stresszelt gumók csírázása, mint a jól öntözöttekké. A PRLIP2 expresszió a nyugalmi állapot 

hosszát nem befolyásolja (27. ábra).  

 A kicsírázott gumókat cserepekbe ültettük. Ebben a kísérletben is az LA6.1 és LA14.1 

növények fejlĘdése optimális körülmények között elmaradt a kontroll Desirée növényekétĘl (β8. 

ábra). Az LA6.1 növények fejlĘdése volt a leglassúbb és ezekben volt a legerĘsebb a PRLIP2 

expresszió (21. ábra). Ugyanakkor azonban az LA14.1 vonalban gyengébb volt a PRLIP2 

expresszió, mint pl. az LA1.5-ben, ami viszont nem mutatott fenotipikus elváltozásokat (21. 

ábra). Űár nem találtunk egyértelmĦ összefüggést a transzgén expresszió és fenotípus között, 

mégis nagy valószínĦséggel állíthatjuk, hogy az észlelt elváltozásokat a PRLIP2 expresszió 

okozza, mivel annak valószínĦsége, hogy öt megvizsgált, független transzgénikus vonalból kettĘ 

azonos, vagy legalább is nagyon hasonló fenotípust mutasson, rendkívül kicsi. 

 A növényi lipáz gének expresszióját sok esetben kapcsolatba lehetett hozni a 

morfogenezissel (MATSUI et al., 2004; HONG et al., 2005), de megfigyelték aktivitásukat 

biotikus és abiotikus stressz-, valamint patogén fertĘzés, ET és SA kezelés során is (JAKAB et 

al., 2003; NARUSAKA et al., 2003; LO et al., 2004).  

 A lipáz enzimek egyik csoportja a GDSL lipázok, amelyek nevüket az aminosav 

szekvenciájukban megfigyelhetĘ jellegzetes Gly-Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] motívumról kapták 

(JIANG et al., 2012). Ide tartozik a GLIP1 (GDSL lipase-like 1) enzim is, amirĘl OH és 

munkatársai (2005) megállapították, hogy erĘsen indukálódik etefon kezelés hatására és fontos 

szerepet játszik az Arabidopsis növények Alternaria brassicicola elleni védekezésében. 

 A SA által indukált  AtLTL1 expresszió növelte a só és más abiotikus stresszel szembeni 

toleranciát Arabidopsis-ban és élesztĘben egyaránt (HONG et al., 2008; NARANJO et al., 2006; 

RIEMANN et al., 2007). HONG és munkatársai (2008) paprikából izolálták a CaGLIP1-t, ami 

szintén egy GDSL lipáz. A CaGLIP1-gyel transzformált Arabidopsis növények mannitol kezelés 
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után is mintegy 75-100%-ban csíráztak, míg a vad típusnál csak a magok 15%-a élte túl a 

kezelést. Kifejlett, 3 hetes növényeket is teszteltek szárazság stresszel. Tizenkét napos 

vízmegvonást követĘen a vad típusú növények levelei teljesen elhervadtak, míg a CaGLIP1 

növényeket nem viselte meg a szárazság. Továbbá megállapították azt is, hogy a CaGLIP1 

növények csírázását sem az ABA kezelés, sem a glükóz stressz nem befolyásolja. A csírázás 

során az ABA és szénhidrát útvonalak genetikailag összefüggnek egymással (GAZZARRINI és 

MCCOURT, 2001), épp ezért HONG és munkatársai (2008) úgy vélik, hogy a CaGLIP1-gyel 

transzformált növények szárazság, ABA és glükóz kezelés során mutatott toleranciája 

kapcsolatban áll ezekkel az útvonalakkal.  

 Arabidopsis-ban az RGE1 (retarded growth of embryo 1) , és az EXL4 (extracellular 

lipase 4) génekkel kapcsolatos kutatásokból kiderült, hogy ezek összefüggésben állnak a GDSL 

lipázok expressziójával, és más fejlĘdésért felelĘs folyamatokkal (KONDOU et al., 2008; 

RIEMANN et al., 2007; UPDEGRAFF et al., 2009). A RGE1 gén funkcióvesztéses mutációja 

apró, fonnyadt magvak fejlĘdéséhez vezetett. Ezek a mutánsok – akárcsak az általunk izolált 

LA6.1 és LA14.1 burgonya vonalak - visszamaradtak a növekedésben. Egy valószínĦsíthetĘen 

GDSL lipázokhoz tartozó gén expressziójának csökkenését mutatták ki ezekben a mutánsokban, 

így feltételezhetĘen ez befolyásolta a magok morfológiáját is (KONDOU et al., 2008).  

 A fent említett példákból kiderül, hogy a legtöbb kísérletet Arabidopsis növényeken 

végezték ebben a témában. Ezen kívül vizsgáltak kukoricát (BRICK et al., 1995), paprikát 

(HONG et al., 2005; HONG et al., 2008) és paradicsomot is (MATSUI et al., 2004), de 

burgonyáról szóló kísérletek leírását nem találtuk az irodalomban. A mi munkánk újszerĦsége 

abban áll, hogy a lipáz génekhez tartozó PRLIP2 gént bevittük és megnyilvánítottuk 

burgonyában, és az így kapott transzgenikus növényeket üvegházi körülmények között teszteltük 

öntözött és szárazság stressznek kitett állapotban. Megállapítottuk, hogy két vonal, a levelek 

megtartását tekintve, ellenállóbbá vált a szárazsággal szemben, ami hasonló eredmény ahhoz, 

mint amit HONG és munkatársai (2008) kaptak a CaGLIP1 megnyilvánításával Arabidopsis-

ban. A levelek megtartása a szárazság okozta korai szeneszcencia megakadályozására utal. Mivel 

ennek a két vonalnak a vegetatív fejlĘdése is lelassult, további vizsgálatuk érdekes 

összefüggések felismeréséhez vezethet a növekedés/fejlĘdés és a szeneszcencia tekintetében.  
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6. Összefoglalás 

A burgonya a negyedik legnagyobb mennyiségben termesztett élelmiszernövény a világon, 

azonban igen érzékeny a szárazságra. Ezért munkacsoportunk kísérletet tett a burgonya 

szárazságtĦrĘ képességének javítására.  

 Ismert volt, hogy a trehalóz, egy nem redukáló diszacharid, ozmoregulátorként fontos 

szerepet játszik a szárazságtĦrésben. A burgonya trehalóz szintjének emelésére STILLER és 

munkatársai (2008) két transzgenikus burgonyavonalat (T1, T2) hoztak létre, melyekben az 

StDS2 promóter (DÓCZI et al., 2002) segítségével az élesztĘ TPS1 génjét expresszáltatták.  Az 

alacsony TPS1 expresszió ellenére is a növények szárazságtĦrĘbbek voltak, mint a kontroll, 

azonban a TPS1 transzgenikus növények növekedése optimális körülmények között elmaradt a 

kontrollétól, miközben 99 gén expressziója is megváltozott a levelekben (KONDRÁK et al., 

2012). A génexpressziós változások metabolikus változásokkal is járnak, amik módosíthatják a 

gumók beltartalmi értékeit is.  Ezért kísérleteim egyik célja a T1 és T2 transzgenikus vonalak és 

a vad típusú (VT) burgonya leveleinek és gumóinak beltartalmi és metabolit szintĦ 

összehasonlítása volt öntözött és szárazság stressz körülmények között. Az elvégzett vizsgálatok 

azt mutatták, hogy: 

1. Öntözött körülmények között ββ vegyületbĘl háromnak, a maltóznak, az almasavnak és 

inozitolnak, más a mennyisége a TPS1 növények levelében, mint a VT-ben. 

2. A VT növények leveleinek keményítĘ tartalma jóval magasabb optimális körülmények 

között, mint a T1 és T2 vonalaké.  

3. Szárazság hatására a VT növények leveleiben nagyon lecsökkent a keményítĘ 

mennyisége, míg a T1 és Tβ vonalakban nem tapasztaltunk ilyen erĘs változást. Az 

inozitol szint emelkedése összhangban volt a keményítĘ tartalom csökkenésével, ezért 

feltételezzük, hogy az intozitol jelmolekulaként közvetett módon befolyásolja a 

keményítĘ szintézist.  

4. A fruktóz, galaktóz és glükóz mennyisége csak a VT növények leveleiben nĘtt szárazság 

hatására. 

5. A szacharóz szintet nem befolyásolta a szárazság egyik vonalban sem. 

6. Szárazság hatására a VT-ben és a TPS1 növények levelében egyaránt megnĘtt a prolin és 

a raffinóz mennyisége. Mivel a VT növények kevésbé tĦrték a szárazságot, mint a TPS1 

növények, ebbĘl arra következtettünk, hogy a prolin és a raffinóz koncentráció 

emelkedése nem védi meg a növényeket a vízvesztéstĘl.  

7. A TPS1 vonalak gumóhozama kisebb volt, de a szárazság hatására kevésbé csökkent, 

mint VT-é. 
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8. A TPS1 vonalak gumói morfológiailag eltértek a VT növények gumóitól és késĘbb 

kezdtek el csírázni, mint a VT gumók. 

9. A gumókban 33 metabolitot tudtunk detektálni. MANOVA statisztikai vizsgálat 

eredménye alapján 28 vegyület mennyisége változott valamilyen hatásra, azaz a stressz 

és tárolás együttes hatására (7 vegyület), a TPS1 transzgén jelenléte következtében (13 

vegyület), a tárolás folyamán (18 vegyület), vagy a vízmegvonás miatt (14 vegyület).   

A metabolit analízis tehát, az alkalmazott statisztikai módszerek segítségével, egyértelmĦen 

rámutatott arra, hogy az anyagcsere folyamatokat a legkisebb genetikai változások, a 

környezet és az élettani folyamatok elĘrehaladása egyaránt nagymértékben befolyásolja.   

A burgonya szárazságtĦrĘ képességének javítására tett másik kísérletünk a „priming” 

jelenségével hozható összefüggésbe. JAKAB és munkatársai (2003) megállapították, hogy a 

„priming” során bekövetkezĘ „immunvédelem” Arabidopsis-ban szorosan összefügg a 

patogenezishez köthetĘ lipáz gének, a PRLIP-ek expressziójával. Ezért elhatároztuk, hogy 

bevisszük az Arabidopsis PRLIP2 génjét a burgonyába és megvizsgáljuk annak hatását a 

burgonya szárazságtĦrĘ képességére. 

1. A PRLIP2 gént bináris vektorba klónoztuk és keresztezéssel E. coli-ból A. tumefeciens 

ALG0 és C58C1(pGV2260) törzsekbe juttattuk. 

2. Az így elĘállított Agrobacterium törzsekkel burgonya leveleket transzformáltunk, 

hajtásokat regeneráltunk és gyökereztettünk szelektív körülmények között, in vitro.  

3. A transzformáció sikerességét a PRLIP2 illetve nptII génre tervezett primer párokkal 

végzett PCR-rel bizonyítottuk.  

4. A transzgén(ek) expressziós szintjét RT-PCR-rel határoztuk meg, aminek alapján 

alacsony, közepes és erĘs expressziós szintĦ csoportokba soroltuk a növényeket. 

5. A további vizsgálatokra öt PRLIP2 transzgént tartalmazó, és három „üres” vektorral 

transzformált kontroll vonalat választottunk ki alacsony, közepes, és magas expressziós 

szinttel. 

6. A PRLIP2 transzgént expresszáló vonalak fenotípusos vizsgálatát és szárazsággal 

szembeni ellenálló képességét üvegházi körülmények között teszteltük. A teljes 

tenyészidĘ alatt négy száraz periódust éltek át a növények. A PRLIP2-vel transzformált 

vonalak közül kettĘt kevésbé viselt meg a szárazság, mint a többi növényt, de ez nem 

volt elegendĘ ahhoz, hogy a PRLIP2 expresszió megakadályozza a gumóhozam 

csökkenését stressz körülmények között. 

7. A gumókat szobahĘmérsékleten tároltuk és megállapítottuk, hogy a PRLIP2 expresszió a 

nyugalmi állapot hosszát nem befolyásolja.  
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8. A kicsírázott gumókat cserepekbe ültettük és az abból kihajtott növényeket újra üvegházi 

körülmények között neveltük és teszteltük szárazság stressz során. Két PRLIP2-t 

expresszáló vonal fejlĘdése optimális körülmények között elmaradt a kontroll 

növényekétĘl, de nem találtunk egyértelmĦ összefüggést a PRLIP2 expresszió erĘssége, 

és a növények fejlĘdése között.  
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5. Summary 

Potato (Solanum tuberosum L.) is the world’s fourth-largest food crop. Nevertheless, it is 

very sensitive to drought.  Therefore, our research group aims to improve the drought tolerance 

of the elite potato varieties.  

 Trehalose is a non-reducing disaccharide. In bacteria, yeast and desiccation-tolerant 

plants, it accumulates under osmotic/dehydration stress and helps cells to survive by protecting 

membranes and proteins. STILLER et al. (2008) isolated two transgenic potato lines, T1 and T2, 

expressing the trehalose-6-phosphate synthase (TPS1) gene of yeast. The drought-inducible 

promoter StDS2 was fused to TPS1 and a marker-free transformation method applied. In contrast 

to the expected drought-induced expression, only very low constitutive TPS1 expression was 

detected in the transgenic lines. This expression pattern, however, was sufficient to alter the 

plants' drought responses. Under optimal growth conditions, the TPS1 lines grew more slowly 

and the expression of 99 genes altered in the leaves (KONDRÁK et al., 2012). Changes in gene 

expression can cause alterations in plants’ metabolic profile and modify the metabolite content of 

tubers. Thus the aim of my experiments was the comparison of the metabolic profile of the 

leaves and tubers of the wild- type (WT) and transgenic (T1, T2) plants grown under optimal and 

drought stress conditions. 

Results: 

1. Under optimal growth conditions, the amount of maltose, malic acid and inositol was 

changed in the leaves of TPS1 lines compared to WT. 

2. The starch content of WT leaves was much higher under optimal growth conditions than 

that of the T1 and T2 leaves.  

3. The drought stress extremely decreased the starch level of WT leaves, while in the 

transgenic lines only a moderate decline in starch content was observed. The increase in 

inositol level correlated with the low starch content. We assume that the inositol serves as 

a signal for the reduction of starch synthesis.   

4. The drought stress elevated the fructose, galactose and glucose levels only in WT leaves. 

5. The sucrose level was changed neither in WT nor in TPS1 leaves. 

6. The drought stress induced the accumulation of proline and raffinose in both WT and 

TPS1 leaves. Since the WT plants had lower water content than the TPS1 plants we 

concluded that the elevated levels of proline and raffinose cannot prevent the plants from 

wilting.  

7. Under optimal growth conditions, the tuber yield of TPS1 lines was lower than that of the 

WT, however, periodic drought resulted in smaller yield loss in TPS1 lines than in WT. 
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8. The TPS1 expression altered the shape of the tubers and increased the duration of the 

dormancy period compared with WT. 

9. A total of 33 compounds were detected in the tubers out of which the concentration of 28 

compounds was significantly affected by the expression of TPS1 (13 compounds), 

storage (18 compounds), drought stress (14 compounds) and the combination of stress 

and storage (7 compounds).   

As an alternative approach we have tried to improve the drought tolerance of potato by 

„priming”. Previously, it was found that the protection caused by „priming” in Arabidopsis is 

connected to the PRLIP (pathogenesis related lipase) gene expression (JAKAB et al., 2003). 

Therefore, we decided to transfer the PRLIP2 gene of Arabidopsis into potato and to examine its 

effect on the drought tolerance of the potato.  

1. The PRLIP2 gene was cloned into a binary vector and transferred from E. coli into the A. 

tumefeciens strains ALG0 and C58C1(pGV2260). 

2. Solanum tuberosum cv. ’Desirée’ leaves were transformed with the generated 

Agrobacterium strains. On selective media, the shoots and roots were regenerated, in 

vitro.  

3. Efficiency of transformation was tested by PCR using PRLIP2 and nptII primer pairs.   

4. According to the expression level of the transgenes detected by RT-PCR, the transgenic 

plantlets were sorted into high-, medium- and low expression level categories.  

5. For further investigation, five lines containing the PRLIP2 gene and three control lines 

transformed with “empty” vector were chosen. The selected lines had different 

expression levels of the transgenes.  

6. The pleiotropic effect of the transgene and the drought tolerance of the selected lines 

were tested in greenhouse. Four drought periods were generated during the whole 

growing season. Two out of the five tested PRLIP2 lines showed improved drought 

tolerance. However, the expression of PRLIP2 did not prevent the plants from the yield 

loss under stress conditions.  

7. The tubers were collected and stored at room temperature. The expression of the PRLIP2 

gene did not influence the dormancy of the tubers.   

8. The rooted tubers were planted into pots in the greenhouse and the developed plants 

were tested again under periodic drought conditions. Two PRLIP2 lines grew slower 

than WT, however, no correlation between the expression level of the transgene and the 

growth habit of the plants could be established.  
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