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V poskus genskih transformacij smo vkljucili orhideje Phalaenopsis in Bletilla. Po
oprasitvi je pri Phalaenopsis semenske glavice oblikovalo 31 (77,5 %) cvetov, od
teh je bilo 6 (19,4 %) semenskih glavic praznih, ostalin 25 (80,7 %) semenskih
glavic pa je vsebovalo seme. Skupno smo posejali semena na gojisc¢e 148 petrijevk,
od tega 105 petrijevk s semeni Phalaenopsis in 43 petrijevk s semeni Bletilla.
Kaljivost je bila boljsa pri Bletilla (71,2 %), medtem ko je bila kaljivost semen pri
Phalaenopsis 42,1 %. V genom orhidej Phalaenopsis in Bletilla smo z vektorskim
sistemom z Agrobacterium tumefaciens in binarnim plazmidom pCAMBIA1301
vnesli gus gen za sintezo B-glukoronidaze. Gfp gen za zeleno fluorescentni protein
smo vnesli s plazmidom pART27 2mgfp5-ER. Za transformacije smo izbrali 21 dni
stare sejancke, ki so pri orhidejah pri tej starosti Se v obliki protokormov. Skupno
smo tretirali 411 protokormov Phalaenopsis in 724 protokormov Bletilla.
Protokorme smo inkubirali v bakterijski suspenziji od 10 minut do 22 ur. Teden dni
po transformaciji je prezivelo 37 protokormov Phalaenopsis (9 %) in 26
protokormov Bletila (3,6 %). lzrazanje gus gena smo testirali pri 21 protokormih, 6
je bilo GUS pozitivnih in 15 GUS negativnih. Gus se je izrazal v zelo majhnem
delu, le v nekaj celicah protokormov. Za izrazanje gfp gena smo pregledali 33
protokormov z epifluorescentnim mikroskopom. Samo en protokorm je malo
zeleno fluoresciral, vendar fluorescenca ni bila tako izrazita, da bi lahko z
gotovostjo trdili, da je posledica transformacije.
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Phalaenopsis and Bletilla orchids were included in the study of genetic
transformation. After artificial pollination 31 (77.5 %) flowers developed seed
capsules in Phalaenopsis, 6 (19.4 %) capsules were empty and 25 (80.7 %)
capsules contained seeds. 148 petri dishes were inoculated seeds, 105 with
Phalaenopsis seeds and 43 with Bletilla seeds. The germination was better in
Bletilla (71.2%), while in Phalaenopsis only 42.1 % seeds germinated. The indirect
method of vector system of Agrobacterium tumefaciens and plasmid
pCAMBIA1301 was used for transfer of gus gene for the synthesis of p-
glucuronidase into Phalaenopsis and Bletilla genome. Plasmid pART27 2mgfp5-
ER was used for transfer of gfp gene for the synthesis of green fluorescent protein.
Protocorms obtained 21 days after germination were selected for transformation.
411 Phalaenopsis protocorms and 724 Bletilla protocorms were treated.
Protocorms were incubated in bacterial suspension 10 minutes to 22 hours. One
week after infection, 37 protocorms Phalaenopsis (9 %) and 26 protocorms Bletila
(3.6 %) were vital. Expression of gus gene was assayed in 21 protocorms and
confirmed in 6 protocorms, but only a few cells in each protocorm were GUS
positive. Emission of green fluorescence was observed under an epifluorescence
microscope. Only one protocorm emitted some green fluorescence, but it was
indistinct and we were unable to confirm the transformation.
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1UvOD

OpraSevanje orhidej je bilo vse do sredine 18. stoletja popolna neznanka. Prvi, ki je v
znanstvenem ¢lanku natan¢no opisal to metodo, je bil zdravnik, dr. John Harris. Zacel je
popolnoma drugacen sistem gojenja orhidej (Jevsnik, 2006).

Mnoga leta je bil edini zanesljivi nac¢in razmnoZevanja orhidej vegetativno razmnoZevanje
z delitvijo vecje rastline, saj je skoraj do sredine 19. stoletja prevladovalo mnenje, da so
orhideje rastline, ki se jih ne da razmnoZevati s semenom (Jevsnik, 2006). Leta 1922 je
Lewis Knudson ugotovil, da je mozna asimbiotska kalitev orhidej in prisotnost mikoriznih
gliv ni potrebna. Pri tej Kkalitvi je moZna kalitev in preZivetje vecjega Stevila semen
oziroma rastlin na manjSem prostoru, to pa je z ekonomskega vidika zelo zazeleno.
tropskih orhidej. Nekateri poskusi so zahtevali vecletna opazovanja in preucevanja preden
so dokon¢no ugotovili, na katerem gojisc¢u posamezne vrste bolje uspevajo (George, 1993).

Gensko spreminjanje rastlin oziroma metoda Zlahtnjenja je dopolnitev obstojecim
metodam. Biotehnoloske metode zlahtnjenja rastlin vkljucujejo razli¢na znanja in tehnike,
ki omogocajo izbiro genotipa, poznavanje regeneracijskih sposobnosti posamezne rastline
v in vitro razmerah, izbiro genov, pripravo genskega konstrukta oziroma genskih
elementov, transformacijo oziroma vnos genov, gojenje transformiranih rastlin in
spremljanje transgenov na nivoju genotipa, kot tudi fenotipsko izrazanje transgenov.
Genske transformacije nam omogocajo, da brez filogenetskih omejitev vklju¢imo Zelene
lastnosti v genom rastline (Javornik, 2000).

S klasicnimi metodami zlahtnjenja so nastajali Stevilni krizanci orhidej. Vsi so imeli
pomembne lastnosti, vklju¢no z novimi barvami in oblikami cvetov. Vendar pa je hitrost
pridobivanja novih krizancev omejena z dolgim zivljenjskim ciklom orhidej in majhno
koli¢ino spontanih mutacij. Tehnike prenosa genov tako predstavljajo pomemben preskok
v razvoju novih lastnosti orhidej, kot so barva in velikost cvetov,vonj, odpornost na bolezni
in Skodljivce, toleranca na stres ali dolga obstojnost cvetov.

1.1 CILJI NALOGE

Cilj diplomskega dela je bil v genom orhidej Phalaenopsis z vektorskim sistemom z
Agrobacterium tumefaciens vnesti gus gen za sintezo B-glukuronidaze in gfp gen za zeleno
fluorescenco ter selekcijski gen za odpornost na antibiotik. Pri regenerantin smo Zzeleli
dolo¢iti izrazanje markerskih genov.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavili smo, da sta markerska sistema gus in gfp primerna za ugotavljanje
transformacije pri orhidejah Phalaenopsis in Bletilla striata. Pri¢akovali smo, da bomo
gene lahko vnesli v 21 dni stare protokorme s pomoc¢jo komercialnih binarnih plazmidov
pCAMBIAL1301 za gus gen in pART27 2mgfp5-ER za gfp gen.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 DRUZINA ORCHIDACEAE- KUKAVICEVKE

Kukavicevke, kakor s slovenskim imenom poimenujemo druzino Orchidaceae, so poleg
koSarnic (Asteraceae) in trav (Poaceae), ena najbolj razSirjenih druzin med cvetoc¢imi
rastlinami na Zemlji. Druzina kukavi¢evk naj bi po zadnjih ocenah obsegala okoli 750
rodov in 25.000 vrst, kar predstavlja med 8 in 10 odstotki vseh rastlinskih vrst na Zemlji
(Jevsnik, 2006).

Skupne znacilnosti kukavi¢evk so omejene na osnovne botani¢ne lastnosti. Pri vseh vrstah
imajo plodovi obliko glavic oziroma kapsul, ki vsebujejo mnozico drobnih semen brez
rezervnih snovi. Seme lahko kali le v simbiozi z glivo. Someren cvet je sestavljen iz Sestih
cvetnih listov, ki so razporejeni v dveh vretencih. Pelodna zrna so zdruzena v bolj ali manj
¢vrste skupke, ki jih imenujemo poliniji. Pradniki in brazda so zrasli v tvorbo, ki ji pravimo
stebri¢ek (Jevsnik, 2006).

Kukavicevke so se prilagodile, z izjemo skrajnih polarnih in puscavskih predelov, vsem
Klimatskim razmeram. NajstevilénejSe so v tropskih predelih Juzne Amerike in
jugovzhodne Azije. Niso pa vse vrste tropske, okoli 300 jih raste tudi v Evropi, od tega jih
je v Sloveniji znanih okoli 76 vrst in podvrst, ki jih uvr§¢amo v 27 rodov (Ravnik, 2002).

2.1.1 Phalaenopsis — falenopsis

Ime Phalaenopsis izvira iz grskih besed phalaina (molj) in opsis (izgled), kar se nanasa na
obliko cveta (slika 1) (Jevsnik, 2006).

Slika 1: Phalaenopsis - falenopsis

Vrste rodu Phalaenopsis uspevajo po tropski Aziji in otokih Tihega Oceana. Najvec jih je
v stalno vlaznih in toplih razmerah. To so vrste podrodov Phalaenopsis in Polychilos
(Christenson, 2001). Rastline Phalaenopsis so epifiti ali litofiti in se s koreninami
oprijemajo vej, debel ter z mahom porasc¢enih skal, na mestih, kjer ni direktnega sonca.
Korenine v naravi prosto visijo v zraku oziroma se oprijemajo podlage. Listi so mesnati,
podolgovato ovalni in sluzijo shranjevanju snovi ter vliage (Jevsnik, 2006).
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2.1.2 Bletilla striata

TemnejSe cvetoCa (roza do temno vijolicna) vrsta Bletilla striata izvira iz Kitajske in
Japonske, svetlejse cvetoca (bela, rumena) iz Tajvana in Vietnama. Je simpodialna,
terestri¢na orhideja, s pokon¢no rastjo in suli¢astimi listi. Vecina rastlin zraste v viSino
priblizno 30 cm. Vsak list ima cevasto listno steblo. Na vrhu poganjka izrasc¢a klasasto
socvetje s 6 - 10 cvetovi, ki se odpirajo postopoma, od tistega, ki lezi najnizje do tistega
cveta, ki lezi najvisje. Medena ustna ima nekaj nagubanih brazd, ki so lahko v isti ali drugi
barvi kot preostali cvet (slika 2) (Orchid .., 2004, cit. po Zupan, 2004).

7

Slika 2: Bletilla striata (Bletilla, 2006)

Bletilla striata vse bolj pridobiva na pomenu tudi v Evropi, kot okrasna rastlina in kot vir
farmakoloskih uc¢inkovin. Je nezahtevna za gojenje, dobro prezimi tudi pri nas in je zato
zelo primerna za zasaditev na zelenicah v vrtovih in parkih. Pozno jeseni spusti liste oz.
posuseni listi pokrijejo bulbile pred poSkodbami Zivali (Brickell, 1996; Strong, 2000).

2.2 RAZMNOZEVANJE
2.2.1 Zgradba cveta

Cvetovi kukavicevk so zigomorfni, sestavljeni iz Sestih cvetnih listov. Osnova cveta pri
orhidejah so trije zunanji ¢asni listi imenovani sepale, ki varujejo notranje tri vencne liste
imenovani petale (slika 3) (priloga A).

Notranji krog cveta je sestavljen iz treh venc¢nih listov. Od njih je navadno eden drugacen
po izgledu (medena ustna) oz. labelum. PodaljSan je v ostrogo, v kateri se nahajajo
nektarne Zleze, ki privlacijo zuzelke k oprasevanju (slika 3, priloga A).

Spolni organi, ki so sestavljeni iz prasnikov in pestica, SO pri orhidejah zdruzeni v
podolgovato strukturo imenovano stebri¢ek 0z. ginostemij. Pelodna zrna so pri vecini
kukavicevk zdruzena v voskaste kepice (poliniji). Lezijo pod prasni¢no kapico na vrhu
stebricka v vdolbinici (klinandrij). Zenski spolni organ (brazda oz. stigma) se s tkivom
imenovanim rostelum lo¢i od moskega spolnega organa (slika 3, priloga A) (Kramer, 1997;
Jevsnik, 2006).
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zunanji perigonov list

stebric¢ek (ginostemij)

notranji perigonov list

medena ustna (labelum)

Slika 3: Deli cveta rodu Phalaenopsis

2.2.2 Razvoj plodu

Pri opraSevanju vecine kukavi¢evk imajo glavno vlogo ZuZelke, kar pomeni, da so te
rastline alogamne (tujepradne). Zuzelka na cvetu oplazi lepljivi del prasnika (viscidij) in ta
se ji zalepi na glavo ali hrbet. Ko se s hitrim refleksom umika, odtrga polinije, ki so skriti
pod kapico in odleti na drugi cvet. S telesom se dotakne stebricka in poliniji se prilepijo na
lepljivo brazdo. Tako pride do opraSitve. Na poti iz cveta se znova dotakne njegovih
polinijev in jih odnese na drugi cvet (Jevsnik, 2006). Rastline v zaprtem prostoru je
potrebno oprasiti umetno. Ta postopek je podoben, kot bi cvet opraSile Zuzelke. Umetno

oprasitev lahko izvedemo kadarkoli, ko je cvet odprt.

A

Slika 4: Semenska glavica (A) in seme (B) rodu Phalaenopsis

Po uspesni oprasitvi je funkcija cvetnih listov zakljucena, zato se za¢nejo susiti. Plodnica,

Ki je do sedaj opravljala nalogo cvetnega peclja, se za¢ne debeliti (Jevsnik, 2006).

V semenski glavici oziroma kapsuli (slika 4), plodu orhidej, se razvije od 20 do 50 lahko
pa tudi do 4 milijone semen (Arditti, 1992). To, da se semenska glavica razvije, Se ne

pomeni, da je seme v njej Ze dozorelo.
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Semena orhidej so zelo lahka in majhna. Obicajno je v njih znotraj perikarpa Se nedozorel
embrij. Sekundarnega endosperma imajo malo ali pa ga sploh nimajo, zato za kalitev in
razvoj posebnejo posebne simbiotske glive. Kukavi¢evke imajo razvito orhidejsko
mikorizo. Simbioza se mora vzpostaviti zelo hitro po kalitvi semena (Sinkovic¢, 2000).

2.3 MIKROPROPAGACIJA

Sadike orhidej je mogoce preprosto pridobivati neposredno iz semena. Kalitveno gojisée
potrebuje dodatne hranilne snovi. Orhideje lahko z mikropropagacijo tudi kloniramo. V
tem primeru so sadike popolnoma identi¢ne izhodis¢ni rastlini. Mikropropagacijo se
najveckrat uporablja pri gojenju okrasnih rastlinah za trg, saj se tako nekoliko visji stroski
pridelave laZje obrestujejo (Bohanec, 2004).

Ko seme inokuliramo na gojis¢e s sladkorjem, vzkali po 7 do 235 dneh. Pri rodu
Phalaenopsis se celice terminalnega dela zacnejo hitro deliti in tvorijo meristem. Pod
meristemom se celice ne delijo, temve¢ se le poveCajo. Zaradi tega je embrij najprej
hruskaste oblike, nato pa postane okroglast. V tej fazi embrij zapusti semensko ovojnico
oziroma testo. Tedaj ga imenujemo protokorm. Iz njega pozZenejo Stevilni lasasti rizoidi. Ti
so sprva enoceli¢ni, nato pa vecceli¢ni. Nekatere celice na zgornji strani tvorijo zametke
primordialnega lista. Prvi list se razvije kot ovoj mlade rastline. Kmalu zatem nasproti
njega pozene drugi list. Prva korenina se razvija znotraj protokorma. Predre ga na spodnji
ali bazalni strani. Semena orhidej nimajo endosperma in imajo navadno zelo obcutljivo
strukturo. Tako se locijo od ostalih rastlin. Razen nekaj Skrobnih zrn ne vsebujejo zaloge
ogljikovih hidratov. Ceprav v naravi semena orhidej kalijo samo, ¢e jih okuZijo mikorizne

.....

uspevajo relativno dobro (Arditti, 1992).

Razvoj sejancev in vitro lahko traja od 50 do 724 dni, za poznejSi razvoj in vitro je
potrebnih Se 4 do 31 mesecev. Sejancki lahko, odvisno od vrste, prvi¢ zacvetijo po enem
v¢asih pa celo po 11 letih (Arditti, 1992).

2.4 GENSKE TRANSFORMACIJE

Pri genskih transformacijah gre za vnos genov v genom rastline. Ta proces je ena od metod
Zlahtnjenja rastlin in dopolnitev obstoje¢im nac¢inom Zlahtnjenja. Vendar imajo genske
transformacije prednost v tem, da s to metodo pridobimo pozlahtnjene Zelene lastnosti
rastlin v relativno kratkem c¢asu, hkrati pa omogoc¢ajo prenos genov med razli¢nimi
organizmi brez filogenetskih omejitev (Javornik, 2000).

Prva uspela genska transformacija je bila izvedena leta 1983, ko so v tobak vnesli
bakterijski gen za odpornost na antibiotik. Vnos so izvedli posredno s pomocjo
Agrobacterium tumefaciens (A. t.). Drugo uspeSno metodo so zaceli pogosteje uporabljati v
prvi polovici devetdesetih let. Biolisticna metoda se je uporabljala posebno za
transformacijo zit, ker A. t. za enokali¢nice Vv tistem obdobju ni bil u¢inkovit (Bohanec,
2004).
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2.4.1 Neposredni oziroma direktni vnos genov v rastlino

Sistem posrednega vnosa genov z Agrobacterium je uporabljen predvsem pri
dvokali¢nicah. Vendar zaradi uporabe antibiotikov lahko pride do zmanjSane
regeneracijske sposobnosti tkiva pri odstranjevanju bakterije po okuZzbi. Zacele so se
uveljavljati metode neposrednega vnosa genov. To pa predvsem zato, ker se enokali¢nice
(Zita) slabo odzovejo na okuzbo z A. t.. Pri vnosu genov Vv rastlinsko celico ali tkivo pride
do povecanja propustnosti membrane z razlicnimi postopki (Potrykus, 1990; Songstad in
sod., 1995).

= Elektoporacija

Pri tej tehniki gre za povecanje permeabilnosti lipidnih dvojnih slojev celi¢cne membrane,
do katere pride s pomo¢jo kratkih elektri¢nih impulzov. Tako je skozi membrano
omogocena difuzija makromolekul DNA. Metoda je ucinkovita. Pri specificnem
rastlinskem materialu, kot so protoplasti, mikrospore, meristemi in somatski embriji z
manjsim Stevilom celic, omogoca lazji prehod makromolekul. Glavna tezava pri delu s
protoplasti je nizka regeneracija, saj ta iz protoplastov uspe le pri manjSem Stevilu
rastlinskih vrst. Ta metoda je zato uporabna le pri nizkem Stevilo rastlinskih vrst. UspeSna
je bila za transformacijo riza, koruze, itd. Elektroporacija je uporabna tudi za vnos DNA v
mikrospore, ovule in predvsem za vnos v enoceli¢ne strukture oziroma v tkiva z manj$im
Stevilom celic.

= Polietilen glikol (PEG)
Veckrat ga uporabljajo pri protoplastih v kombinaciji z ultrazvokom ali v izbranih tkivih.
Polietilen glikol deluje po podobnem nacelu kot elektroporacija.

= Mikro in makro vbrizgavanje DNA

Gre za zelo zahtevno in natan¢no tehniko. Z mikro pipeto vbrizgamo DNA v protoplaste,
ta tehnika je bila uspesna le pri ogrséici. Makro vbrizgavanje DNA v mlade cvetne
poganjke je bilo uspesno pri rzi.

= Obstreljevanje s hitrimi delci oziroma biolitska

Gre za trenutno najbolj konkurenéno metodo posrednemu vnosu s pomocjo vektorjev.
Uporablja se tam, kjer drugi nacini (predvsem transformacija z A. t.), Se niso uspesni zaradi
narave rastlinskega tkiva. Postopek temelji na vezavi DNA na drobne delce (0,1 - 1,5 um)
zlata ali volframa. Plazmidno DNA nanesejo na membrane oziroma na plasti¢ne
"izstrelke". S pomocjo potisnega plina jih moc¢no pospesijo in nato ustrelijo v tar¢no tkivo.
Delci zlata prodrejo skozi celi¢no steno in omogocijo vnos DNA (Bohanec, 2004).

2.4.2 Posredni vnos genov

Pri posrednem nacinu se DNA vnese s pomocjo vektorjev. Ta vnos poteka predvsem s
pomocjo bakterij Agrobacterium tumefaciens in Agrobacterium rhyzogenes (Bohanec,
2004). A. t. je talna gram negativna bakterija, ki v naravi lahko okuzi rastline in na
poskodovanem mestu izzove nastanek rakastega tumorja (angl. crown gall disease). V tem
kalusnem tkivu se tvorijo opini, derivati aminokislin arginina in leucina. A. t. jih za svojo
rast izrablja kot vir ogljika in duSika (Zupan in sod., 2000). Bakterija torej spremeni del
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rastline v skupek celic, ki proizvajajo snovi za njeno korist. A. t. namre¢ vkljuc¢i majhen del
svoje DNA, tako imenovano T-DNA (tumorska DNA), v genom rastline. Pride do
naravnega prenosa DNA iz bakterijskega plazmida v rastlinski genom (Hiei in sod., 1994).
T-DNA je del Ti-plazmida (tumor inducirajo¢i plazmid), ki je dolg 200 - 800 kbp in
vsebuje gene za virulenco, tako imenovane vir gene, gene za sintezo in razgradnjo opinov
ter gene za tvorbo rakastih celic, ki jih imenujemo onc geni. T-DNA je torej del z onc geni
in geni za sintezo opinov (Chilton in sod., 1977). Bakterijska T-DNA se vklju¢i v
rastlinsko celico ob pomoci ve¢ beljakovin, ki jih kodira Ti-plazmid. Tako zavarovana
DNA se vnese z beljakovinami, kar olajSa prehod skozi citoplazmo in vstop v jedro
(Bohanec, 2004).

Tudi pri A. rhizogenes je znan takSen prenos DNA iz bakterij v rastlinski genom, ki
povzroca pospeseno rast koreninskih laskov (angl. hairy root disease). TakSnega prenosa
genov v rastlino s pomoc¢jo Ti-plazmida pa so sposobne tudi rastlinske simbiotske bakterije
Rhizobium, Sinorhizobium in Mesorhizobium (Broothaerts in sod., 2005).

Za prenos T-DNA so potrebni geni za virulenco, tako imenovani vir geni in kromosomski
virulentni geni, ki jih imenujemo chv geni. Na bakterijskem kromosomu se nahajata gena
chvA in chvB. Protein, ki sodeluje pri sintezi ciklicnega glukana, kodira gen chvB. Ta
protein vpliva na pritrditev bakterije na celi¢no steno rastlinske celice. ChvA v bakterijski
notranji membrani kodira transportni protein in prenasa cikli¢ni f-1,2 glukan v prostor med
celi¢no steno in plazmalemo, imenovan periplazma (Hellens in sod., 2000).

35 vir genov je organiziranih v 7 operonov, ki so oznaceni kot VirA, virB, vse do virG.
Nahajajo se na Ti-plazmidu in uravnavajo prenos T-DNA. Izrazajo se samo v obmod¢ju
poskodovanih rastlinskih celic. Geni vir regije so potrebni za izrez T-DNA iz Ti-plazmida,
prenos preko bakterijske membrane v rastlinsko celico, transport v jedro in vkljucitev v
rastlinski genom. VirA protein zazna fenolne komponente, ki se sprostijo ob poSkodbi
rastline. Posledica tega je avtofosforilacija virA proteina, ki nato fosforilira virG protein.
Modificiran virG protein aktivira ostale vir gene. VirD1 in virD2 proteina prepoznata
mejne sekvence T-DNA in omogocita cepitev enojne verige T-DNA v mejnih sekvencah.
Mejne sekvence so na obeh straneh T-DNA, dolge so priblizno 25 bp in imajo specificno
mesto za endonukleazno cepitev. Po cepitvi se znotraj mejnih sekvenc sintetizira nova
veriga. Odcepljena enoverizna T-DNA je pred nukleazami zasCitena z virD2 proteinom, Ki
se veze na 5 koncu. Na verigo se veze Se VirE2 protein in nastane T-kompleks, ki se
transportira iz bakterijske v rastlinsko celico in se naklju¢no vklju¢i v rastlinski genom
(Zupan in Zambryski, 1995).

Danes se naravni transformacijski sistem A. t. uporablja za vnos Zelenih genov v rastlino.
Da bi dosegli gensko transformacijo, je bil naravni plazmid povsem spremenjen,
izoblikovani pa so razli¢ni sistemi Ti-plazmidnega vektorja. Tem sistemom je skupno, da
imajo odstranjene bakteriji koristne gene za sintezo opinov in onc gene iz naravne T-DNA.
Posledi¢no ne pride do tvorbe rakastih celic in tvorbe opinov, ampak ostanejo samo mejne
sekvence T-DNA, ki omogodajo vnos taréne DNA v genom rastline. Zeleni genski
konstrukt pa je bilo mogoce vkljuciti znotraj obmoc¢ja mejnih sekvenc (Zambryski in sod.,
1983).



Morel M. Genske transformacije orhidej rodu Phalaenopsis in Bletilla z Agrobacterium tumefaciens.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

Poznamo dve osnovni obliki vektorjev. Integrirana oziroma cis vektorska oblika ima T-
DNA, ki jo zelimo vnesti v rastlino in vir regijo na enem plazmidu. Tak vektor je zelo
velik (=~ 100 kbp). Posledi¢no so molekule in genetske manipulacije z njim precej oteZene.
Pri trans ali binarnih vektorjih bakterija vsebuje dva plazmida. To sta razorozeni plazmid,
sestavljen iz skoraj celotnega Ti-plazmida brez T-DNA in binarni plazmid. Zanj je
znacilno, da je manjsi in vkljucuje samo T-DNA ter mejne regije. Pri binarnih plazmidih
Kloniramo izbrane gene v binarni plazmid. Ta se lahko razmnoZuje tako v bakteriji
Escherichia coli kot tudi v A. t.. Z njim lahko enostavno upravljamo v E. coli in ga Sele
nato vezemo v A. t., ki ima Se drugi plazmid (razoroZeni Ti-plazmid) z vir geni (Bevan,
1984).

Tuje gene, Ki jih Zelimo prenesti, vklju¢imo med mejne sekvence T-DNA, genski konstrukt
pa je potrebno opremiti z ustreznimi promotorji in terminatorji. Ti omogoc¢ajo izrazanje
vnesenega gena v rastlini. Promotor je specificno nukleotidno zaporedje, ki se nahaja pred
zapisom za gen in uravnava c¢as, mesto in obseg prepisa dolo¢enega gena in s tem proteina,
ki ga kodira.

Promotorji so lahko konstitutivni ali inducibilni. Prvi se izrazajo neprekinjeno, medtem ko
se drugi aktivirajo le v dolo¢enem tkivu ali organu, v doloc¢eni razvojni fazi ali ob
dolo¢enem drazljaju (Stiekema in Visser, 1991).

Metoda posrednega vnosa genov ima prednost pred neposrednim vnosom. Rezultati
namre¢ kazejo, da med transgenimi regeneranti pri metodi posrednega vnosa genov,
vnesemo manjSe Stevilo kopij genov, ki so pogosto tudi manj poSkodovani. Ker gre za
naravni vnos genov je tudi rastlinsko tkivo manj poskodovano (Bohanec, 2004).

2.4.3 Selekcijski in markerski geni

Selekcijski geni bakterijskih plazmidov so vefinoma geni za odpornost na dolo¢ene
antibiotike (kanamicin, higromicin) (Wilmink in Dons, 1993). V velini primerov Se
transformira le majhen deleZ rastlinskih celic, zato je potrebno skupaj z Zelenim genom
med mejne sekvence T-DNA vnesti Se selekcijski gen, s pomocjo katerega lahko lo¢imo
transformirane celice od netransformiranih. Selekcija je lahko pozitivna ali negativna.
Pozitivni selekcijski geni so tisti, ki kodirajo protein, obi¢ajno encim, ki zagotavlja
odpornost na dolocen selekcijski agens, ki je toksicen za netransformirane celice ali pa
spodbuja, analog metabolita, vir ogljika ali prekurzor fitohormonov (Miki in McHugh,
2004). Najpogosteje se uporablja bakterijski gen, ki kodira encim NPT (neomicin
fosfotransferaza) in lahko privede do fosforilacije ter inaktivacije antibiotika kanamicina. Z
vnosom tega gena postanejo rastline odporne na kanamicin, drugace pa so obcutljive in
propadejo, ¢e to snov vkljuc¢imo v gojis¢e (Wilmink in Dons, 1993). Izbrati je potrebno
koncentracijo antibiotika oziroma selekcijskega agensa, ki popolnoma prepreci
regeneracijo na neokuzenih izseckih in hkrati ¢im bolj zmanjsa Stevilo netransformiranih
regenerantov, ki se razvijejo na ko-kultiviranih izseckih zaradi detoksifikacijskega
delovanja obdajajocih transformiranih celic (Park in sod., 1998).
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Uporaba selekcijskih genov za odpornost na antibiotike in rezistenco na herbicide daje
najve¢ pomislekov glede komercialne uporabe transgenih rastlin. Prenos DNA med
transgenimi rastlinami in ostalimi organizmi je malo verjeten, nptll gen ne pomeni
nobenega tveganja za zdravje ljudi in Zivali.

S pomogjo genov, ki jih vklju¢imo v plazmidni konstrukt, preverimo uspeSnost metode in
izraZzanje vnesenega DNA konstrukta. Imenujemo jih markerski ali testni geni, ki kodirajo
enostavno dolocljive substance ter nam povedo ali je uspela vgradnja tuje DNA v
rastlinsko celico. Ce je aktivnost markerskega gena zaznana, lahko domnevamo, da je bil
vkljucen tudi zeleni gen. Kaksna je aktivnost gena in v katerih tkivih poteka ekspresija pa
je odvisno od uporabljenega promotorja. Najpogosteje se kot markerski uporablja gus gen
za sintezo encima B-glukuronidaza (GUS). Aktivnost GUS proteina lahko zaznamo s
histokemi¢nim barvnim testom s 5-bromo-4-kloro-3-indolil glukuronidom (X-Gluc) kot
substratom in modrim precipitatom kot rezultatom testa. GUS encim hidrolizira X-Gluc v
brezbarven indoksil derivat, ki se preoblikuje v moder precipitat. Rastlinske celice ne
kazejo endogene aktivnosti GUS encima, zato lahko njegovo aktivnost dolo¢imo
histokemi¢no z modrim obarvanjem (Jefferson in sod., 1987). Slabost tega markerskega
gena je destruktiven test, to pomeni, da pri preuc¢evanju tkivo uni¢imo.

V novejSih raziskavah se pogosto uporabljajo geni za fluorescentne markerske proteine. V
primerjavi z gus genom imajo veliko prednost. IzraZzanje gena je namre¢ mogoce zaznati v
zivi celici (nedestruktiven test), lahko pa tudi nadomestijo selekcijske gene, ker preprosto
regenerante odberemo na osnovi izrazene fluorescence. Veliko se uporabljajo pri Studijah
ekspresije genov, saj omogocajo kontinuirano spremljanje izrazanja transgenov od
zgodnjih stopenj razvoja dalje (Bohanec, 2004). Najpogosteje je uporabljen zeleno
fluorescentni gen (gfp), ki so ga izolirali iz meduze Aequorea victoria (Prasher in sod.,
1992). Osvetljen z UV (395 nm) ali modro svetlobo (475 nm) emitira svetlo zeleno
fluorescenco. GFP za izrazanje fluorescence ne potrebuje nobenih substratov in je zelo
stabilen, v celici se izraza kmalu po transformaciji, kar omogoc¢a hitro identifikacijo
transformiranih tkiv Se preden jih izpostavimo selekcijskemu pritisku (npr. antibiotiku). S
tem povec¢amo ucinkovitost transformacije ter skrajSamo cas, ki je potreben za pridobitev
transformiranih rastlin, kar bi bilo Se posebej uporabno pri rastlinskih vrstah in genotipih,
Ki so slabo odzivni 0z. imajo neucinkovit regeneracijski/transformacijski sistem (Jordan,
2000).

Gfp je izredno pomemben in splosno uporaben markerski sistem, vendar je njegova slabost
v tem, da je véasih otezeno lo¢evanje gfp signala od avtofluorescence rastlinskih tkiv.
Mocan fluorescentni signal lahko emitira klorofil, celi¢ne stene, ksilem, epidermalne ali
nekrotizirane celice, ¢e jih vzpodbujamo z UV svetlobo, ta avtofluorescenca rastlinskih
tkiv pa je glavna ovira za detekcijo nizkih ravni gfp proteina v rastlinah. Za uporabnost gfp
kot markerskega gena je zato klju¢na sposobnost razlikovanja njegove fluorescence od
avtofluorescence ozadja (Billinton in Knight, 2001).

V zadnjem obdobju zato razvijajo nove markerske sisteme. Odkrili so veliko razli¢nih
proteinov iz morskih koral. DsRed je rdece fluorescentni protein, ki so ga izolirali iz korale
Discosoma sp. (Jach in sod., 2001). ZsGreen in ZsYellow so izolirali iz Zoanthus sp. (Matz
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in sod., 1999). Produkte teh genov zaznamo s fluorescentnim mikroskopom in ustreznimi
filtri.

2.4.4 Genske transformacije orhidej

Orhideje se pri transformacijah v marsi¢em razlikujejo od ostalih enokali¢nic. Njihove
dediferencirane celice se slabo regenerirajo in so manj obc¢utljive na antibioti¢no selekcijo,
njihova proliferacija je slaba in v gojisée izlo¢ajo velike koli¢ine fenolnih eksudatov.

Dober sistem vnosa genov je odvisen od sposobnosti regeneracije tkiv, ki jih Zelimo
transformirati. Na ta nacin lahko raziskujemo vnesene gene in njihovo izrazanje. Pri
orhidejah se ve¢inoma uporabljajo PLB - protokormi, ki se jih dobi s postopkom indukcije
iz razli¢nih somatskih tkiv (mladih listov, stebelnih segmentov ali cvetnega stebla). Taki
PLB so genetsko uniformni in so jih kot zacetni material uporabili Men in sod. (2003) pri
Dendrobium, Liau in sod. (2003) pri Oncidium, pri Phalaenopsis so jih uporabljali Chai in
sod. (2002) in Chan in sod. (2005). Kot vir PLB so uporabili tudi kulture tankih rezov pri
vrstah rodu Dendrobium (Yu in sod., 1999), Belarmino and Mii (2000) sta uporabila
skupke celic drobljivega kalusa, ki sta ga pridobila iz izseCkov iz cvetnega stebla orhidej
Phalaenopsis.

Sestava gojis€a za regeneracijo je izrednega pomena za uspeSno regeneracijo
transformiranih celic izse¢kov. Pri orhidejah so potrebe po hranilih zelo specifi¢ne.
Odvisne so od vrste ali celo sorte orhidej. Rast in morfogeneza in vitro sta tako v veliki
meri odvisni od primerne uravnoteZzenosti med rastnimi regulatorji v rastnem gojiscu in
endogenimi rastnimi regulatorji. Zelo pomembno pri tem pa je pravilna uporaba avksinov
in citokininov (Sanjaya in Chan, 2007).

Prve transformacije pri orhidejah so naredili z biolistiko, oziroma neposrednim vnosom
genov (Kuehnle in Sugii, 1992). Pri tem pa so se pojavile tezave, kot so transgeno utiSanje
genov, nestabilnost in prerazporejanje genov. Teh teZav je pri posrednem vnosu z A. t.
veliko manj.

Transformacije z Agrobacterium

Uspesnost pritrditve bakterij na rastlinske celice je odvisno od vrste celic, celi¢nega cikla,
starosti tkiv in drugih fiziolodkih parametrov (Chan in Chang, 1992). Posredni vnos genov
z uporabo Agrobacterium je bil dolgo ¢asa omejen na dvokali¢nice, te imajo mocno
izrazen odgovor na poSkodbe. Enokali¢nice, §¢ posebno zita pa se na poSkodbe skoraj ne
0dzivajo in zato niso tako dovzetne za okuzbe z bakterijami. Pri vnosu genov z A. t. so
uspeli nadomestiti odsotnost naravnega odgovora na poskodbe z dodajanjem
acetosiringona v kokultivacijsko gojis¢e. Ta poveca virulentnost bakterij (Hiei in sod.,
1994). Tudi fenolne komponente, Ki jih v gojisce izlo¢ajo orhideje, poveéajo ekspresijo vir
genov Agrobacterium in posledi¢no povecajo pogostost transformacije (Men in sod.,
2003).
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O prvi uspesni transformaciji orhidej z Agrobacterium so porocali Hsieh in sod. (1997, cit.
po Sanjaya in Chan, 2007), ki so transformirali PLB razli¢nih sort Phalaenopsis. Protokoli
za transformacije z A. t. so vzpostavljeni tudi za Dendrobium, Oncidium in Cymbidium.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL
3.1.1 Phalaenopsis in Bletilla striata

V poskus smo zajeli 13 komercialnih rastlin rodu Phalaenopsis in 2 rastlini rodu Bletilla.
Razlikovale so se po barvi in velikosti cveta. 1z oplojenih cvetov so se razvili plodovi s
semeni in ta semena smo vkljucili v nadaljnje poskuse transformacije. Skupno smo
uporabili 15 plodov in poskuse oznacili z M1 do M15.

V prvo krizanje je bilo vkljucenih 8 rastlin Phalaenopsis, ki rastejo v stanovanju zZe vec let
(priloga B). Komercialnih imen ne poznamo. Plodove smo oznacili z M1 do MS.

V drugo krizanje so bile vkljucene 4 rastline 2 razlicnih sort Phalaenopsis, za katere
komercialnih imen ne poznamo. Krizanje so opravili Studentje februarja 2010 v okviru vaj.
Dve rastlini sta imeli vijolicne cvetove in dve bele cvetove (priloga C). Plodove smo
oznacili z M10 in M11 z vijoli¢ne rastline ter M12 in M13 z bele rastline.

Komercialna krizanca Phalaenopsis'/Anthura Tainan' in Phalaenopsis'Ocean Pacifik’, sta
bila navzkrizno opraSena spomladi 2008 (priloga D). Na rastlini Phalaenopsis'/Anthura
Tainan' 1 cvet, na rastlini Phalaenopsis'Ocean Pacific' pa 2 cvetova. Semenske kapsule so
bile porezane v polni zrelosti in do uporabe hranjene pri sobni temperaturi (slika 5). Plod
smo oznacili z M14.

Slika 5: Semenska glavica nastala po kriZzanju Phalaenopsis '‘Ocean Pacifik' x Phalaenopsis 'Anthura Tainan'

Rastlina Bletilla striata raste vec let na prostem na vrtu v Ljubljani (priloga E). Cvetovi so
bili opraseni poleti 2010. Semenske kapsule so bile porezane v polni zrelosti in do uporabe
hranjene v hladilniku pri 4°C. Plodove smo oznacili z M9 in M15.

3.1.2 Ro¢no oprasevanje

Cvetove rastlin Phalaenopsis iz prvega krizanja smo navzkrizno oprasili 24.1.2010. 1z
enega cveta smo s pomocjo oSiljenega predmeta odstranili polinije, ki imajo na spodnji
strani lepljiv jezic¢ek. Iz polinijev Smo nezno odstranili prasni¢no kapico in polinije
namestili na svetleCo, lepljivo brazdo drugega cveta. Razvoj plodu je prikazan na slikah v
prilogah F in G.
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Glavice s semeni smo pobirali postopoma kot so se odpirale, in sicer 5.7.2010, 26.7.2010,
28.7.2010, 30.9.2010, 4.10.2010. Pobrane semenske glavice smo shranili na sobni
temperaturi, Ki je nihala okrog 20 °C.

3.2 MIKROPROPAGACIJA
3.2.1 Sterilizacija in sejanje semen

Za razkuzevanje semen smo si pripravili 1,66 % dikloroizocianurno kislino (DICA)
del erlenmajerice in pazili, da se njenega vratu ne dotikamo. Pripravljeni raztopini smo
dodali 2 - 3 kapljice mocila Tween 20 (Sigma-Aldrich).

V posamezno mikrocentrifugirko smo dali priblizno 10 mg semena, z mikropipeto dodali
800 ul 1,66 % razkuzila in razkuZevali 8 minut z obCasnim pretresanjem na sobni
temperaturi. Nato smo postopek 2 minuti nadaljevali v centrifugi (Beckman J2-HS) pri
4000 obratih/min in temperaturi 4 °C. Sterilizacijsko raztopino smo s postopkom
centrifugiranja locCili od semena in jo nato odpipetirali. Semenu smo dodali 800 pl sterilne
bidestilirane vode, premesali in ponovno centrifugirali 2 minuti pri 4000 obratih/min in
temperaturi 4 °C. Postopek spiranja smo ponovili Se dvakrat. S pomocjo mikropipete smo
seme v zadnji vodi za spiranje inokulirali na gojis¢e (priloga H1 in H2). Petrijevke z
inokuliranimi semeni smo zaprli s parafilmom in jih oznacili.

Kalitev in gojenje je potekalo v rastni komori, pri temperaturi 24 + 1 °C in fotoperiodi 16/8
ur (svetloba / tema) ter intenziteti svetlobe 40 u mol m%s™,

3.3 PRIPRAVA GOJISC

Posamezne komponente gojiS¢ smo stehtali in jih pretresli v ¢aso. Nato smo jih prelili z
bidestilirano vodo. V nastalo zmes smo dali magnet obdan z teflonom in postavili na
elektricni mesSalnik. Kon¢ni volumen smo dolocili z merilno bucko. Tako umerjeno
raztopino smo prelili nazaj v ¢aso ter dolo¢ili pH vrednost, ki smo jo uravnali z 1 N HCI ali
1 N KOH. Ce smo pripravljali trdno gojis¢e, smo dodali strjevalec Phytagel po umerjeni
pH vrednosti. Gojis¢a smo avtoklavirali 20 minut pri 121°C ter pri pritisku 110 kPa. V

ey v

predstavljena v prilogi H.

Gojisca, ki so imela dodane antibiotike (timetin) ali acetosiringon, ki so termolabilni, smo
ohladili na 40°C in jih dodali s sterilno pipeto, raztopino pa nato temeljito premeSali in
razlili v petrijevke.
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3.4 BAKTERUE IN PLAZMIDI

Za vnos genov z vektorskim sistemom smo izbrali komercialni sev Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 v Kkaterega je bil wvnesen komercialni binarni plazmid
pCAMBIAL1301. Sev ima TiAch5 kromosom na katerem je selekcijski gen rif (odpornostna
antibiotik rifampicin 50 mg /l) in pAL4404 razorozeni Ti-plazmid s selekcijskima genoma
spec (odpornost na antibiotik spektinomicin 100 mg/l) in strep (odpornost na antibiotik
streptomicin 100 mg/l).

Binarni plazmid pCAMBIA1301 (priloga I) vsebuje funkcionalni gusA (N358Q) markerski
gen za enostavno in natanc¢no analizo prisotnosti ali izraZzanja gena v regeneriranih
rastlinah z GUS testom. Mutacija N358Q omogoca tej obliki gus gena, da ohrani popolno
aktivnost v rastlinski celici, tako da se veze na signalni peptid. Testni gusA gen vsebuje
tudi intron iz ricinusove katalaze, ki preprecuje izrazanje gus gena v prokariontih, kot je
Agrobacterium (Ohta in sod., 1990). Ta intron pa se uc¢inkovito izreze pri evkariontih, tako
pri enokali¢nicah kot dvokali¢nicah. Plazmid vsebuje gene, ki omogocajo selekcijo
transformiranih bakterij in transformiranih rastlinskih tkiv in restrikcijska mesta za izrez in
vkljucitev Zelenih genov. Plazmid je stabilen v Agrobacterium tudi pri gojenju v
neselektivnih pogojih zaradi prisotnosti rep (funkcija podvajanja plazmida) in sta (funkcija
stabilnosti plazmida) regij iz plazmida pVS1 (Deblaere in sod., 1987).

Plazmid pART27 2mgfp5-ER je binarni vektor, ki so ga pripravili v laboratoriju prof. dr.C.
C. Eady-ja (Crop and Food Research, Christchurch, Nova Zelandija) tako, da so v
plazmidni vektor pART27 (priloga J) na mestu Spel v multiplo mesto za kloniranje (MCS)
vkljucili dve ponovitvi gena mgfp5-ER iz vektorja pBIN m-gfp5-ER. Vektor pART27
vsebuje selekcijski gen spec za odpornost na antibiotik spektinomicin za selekcijo
transformiranih bakterij in gen nptll za odpornost na aminoglikozidna antibiotika geneticin
in kanamicin za selekcijo transformiranih rastlinskih tkiv (Gleave, 1992)

3.5 TRANSFORMACIJA ORHIDEJ
3.5.1 Priprava bakterijske kulture za transformacijo

Bakterijsko kulturo smo pripravili dvajset dni po setvi oziroma en dan pred transformacijo.
V sterilno elenmajerico smo odmerili teko¢e YEB gojisc¢e (priloga H6). Dodali smo 50
mg/I rifampicina in 50 mg/l kanamicina.

Bakterije so shranjene v glicerolu pri -80 °C. Pred nacepitvijo v gojis¢e smo jih pocasi
odmrznili na ledu. Bakterije smo dali v YEB gojisce z antibiotiki in elenmajerico pokrili s
sterilno alu folijo. Cez no¢ smo jih inkubirali v stresalniku pri temperaturi 28 °C in s
stresanjem 120 stresljajev/minuto. S spektrofotometrom (Eppendorf Bio Photometer RS
232C) smo izmerili gostoto bakterijskih celic. Pri gostoti celic 0,6 ODggo(5 x 10° celic/ml)
smo bakterijsko kulturo prelili v 50 ml sterilno centrifugirko ter jo 5 minut centifugirali pri
5000 obratih/min in 4°C (centrifuga Beckman J2-MS). Supernatant smo odlili, bakterijski
pelet pa prelili z enakim volumnom (50 ml) tekoCega gojis¢a za resuspenzijo bakterij
(priloga H7).
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3.5.2 Transformacija protokormov

Pred transformacijo smo 19 dni stare protokorme (PLB) prestavili v gojis¢e s 100 uM
acetosiringonom (priloga H3) in jih za 3 dni inkubirali v rastni komori.

Resuspendirane bakterije v 2 MS gojis¢u (priloga H3) smo prelili v sterilno petrijevko in
vanjo poloZili protokorme (slika 6). Cas inkubacije je bil od 10 minut do 22 ur in je zaradi
preglednosti v celoti predstavljen v poglavju rezultati. Protokorme smo zra¢no osusili na
sterilnem filter papirju in jih inokulirali na gojisc¢e za kokultivacijo (slika 7). Protokorme in
A. t. smo kokultivirali 3 dni v temi v rastni komori pri temperaturi 24 + 1 °C.

Slika 6: Na levi je petrijevka s protokormi Phalaenopsis v bakterijski suspenziji, desno od nje pa je sterilna
elenmajerica, na kateri je sterilen lij. Nanj je polozen avtoklaviran filter papir, na katerem bodo po vlivanju
ostali protokormi, za zra¢no susenje po inkubaciji.

A B

Slika 7: Inkubacija protokormov Phalaenopsis v bakterijski suspenziji (A) in zraéno suSenje po inkubaciji

(B)
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3.5.3 Spiranje protokormov po transformaciji in selekcija

Protokorme smo spirali s sterilnim antibiotikom timetinom (200 mg/l) 5 minut. Postopek
smo dvakrat ponovili. Po drugem izpiranju smo protokorme zra¢no osusili na filter papirju
in jih inokulirali na trdno selekcijsko gojisce. Protokorme smo gojili v rastni komori pri
tempergtulri 24 = 1 °C in fotoperiodi 16/8 ur (svetloba / tema) ter intenziteti svetlobe 40 p
mol m™s™.

3.6 TESTI IZRAZANJA GENOV
3.6.1 Histokemicni test izrazanja gus gena

Aktivnost gus gena smo testirali s histokemi¢nim GUS testom (Jefferson in sod., 1987;
Hiei in sod., 1994) z barvilom X-Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil glukuronid) (Duchefa).
Encim B-glukuronidaza razgradi X-Gluc in produkt se obarva modro.

Protokorme smo prestavili v 24 valjne plosce in jih inkubirali pri 37 °C eno uro v 50 mM
fosfatnem pufru NaPOs [NaH2POs + Na2HPOs; pH 6,8] z dodatkom Triton X-100. Pufer
smo nato odstranili in dodali svez fosfatni pufer z dodatkom barvila 0,1 mM X-Gluc in
20% metanola. Reakcijsko zmes smo nato 5 minut vakumirali (= 100 mbar), nato pa
inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C. Naslednji dan smo modro obarvan produkt aktivnega gus
gena vizualno in s pomocjo stereomikroskopa pregledali. Transformirane celice se
obarvajo modro, ker imajo v genom vkljucen aktiven gus gen.

3.6.2 Pregled izrazanja gfp gena

Protokorme smo pregledali z epifluorescentnim mikroskopom (Nikon SMZ 1000) in
ustreznim setom filtrov za detekcijo zelene fluorescence gfp gena. Zeleno fluorescentni
protein m-GFP5-ER, ki ima ekscitacijska vrhova pri 395 in 475 nm ter emisijski vrh pri
509 nm (Haseloff in sod., 1997).

3.7 KONTROLNI POSKUS Z NEOKUZENIMI PROTOKORMI

Ce je vzkalilo dovolj semen, smo vzporedno s kokultiviranimi protokormi nastavili e
kontrolno petrijevko z gojis¢éem za kalitev semen. NeokuZene protokorme smo gojili pod
enakimi pogoji kot okuzene.
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4 REZULTATI

4.1 OPLODITEV IN TVORBA PLODOQV PRI Phalaenopsis

V poskus smo zajeli 8 komercialnih rastlin rodu Phalaenopsis. Razlikovale so se po barvi
(priloga K) in velikosti cveta. 1z oplojenih cvetov so se razvili plodovi s semeni in ta

semena smo vkljucili v nadaljnje poskuse transformacije.

Na rastlinah, ki so bile vkljucene v krizanje, je nastalo 74 cvetov, od katerih je bilo 40
cvetov oziroma 54 % cvetov oprasenih.

Preglednica 1: Stevilo odprtih, oprasenih, oplojenih in propadlih cvetov orhidej rodu Phalaenopsis

Oznaka rastlin ~ Odprti cvetovi  OpraSeni cvetovi  Oplojeni cvetovi  Propadli plodovi

1 8 4 2 (50 %) 2
2 7 3 3 (100 %) /
3 9 4 3 (75 %) 1
4 11 5 4 (80 %) 1
5 10 6 4 (66 %) 2
6 10 7 5 (71 %) 2
7 8 4 4 (100 %) /
8 11 7 6 (85 %) 1
Skupaj 74 40 31 9

Po oprasitvi je semenske glavice oblikovalo 31 cvetov oziroma 77,5 % opraSenih cvetov,
od teh je bilo 6 oziroma 19,4 % semenskih glavic praznih, ostalih 25 oziroma 80,7 %
semenske glavice pa je vsebovalo seme. Propadlo oziroma pred¢asno odpadlo pa je 9
plodov oziroma 22,5 % plodov (preglednica 1).

Od 25 semenskih glavic, ki so vsebovale seme, smo izbrali 8 semenskih glavic, ki so
vsebovale najve¢ semen in ki so se med seboj razlikovale glede na barvo oprasenih cvetov.

4.2 KALITEV PO SEJANJU

V sedmih dneh po inokulaciji ni bilo vidnih sprememb na semenih. Po devetih dneh od
inokulacije pa so se pojavile prve spremembe, seme je nabreknilo. Zacele so se oblikovati
okrogle strukture znaéilne za kalitev orhidej, ki jih imenujemo protokormi. 19 dni po
inokulaciji so protokormi Se bolj nabrekli ter postajali zeleni (preglednica 2).
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Preglednica 2: Stanje na gojis¢u 19 dni po inokulaciji semen orhidej Phalaenopsis in Bletilla

C [%2] — —~~
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3, s 32 E 5 E8 £% T3 5%
S 8 = > =8 o% © S8E 3 &E g3
< 2 B S 22 == sz a5 T E ] o E
53 = 2 S £ a< Eg o€ NS QX 55
o — = X = O N O o o
o=} 2 o 23 ®® nE S§E 2¥ 285 nX
3 = == S T ? 25 38 28 ©b
N 2 )3;') ~ c o 5_ 52 o] S_
M1 (P.) 8 400 / / / / / / /
M2 (P.) 7 350 / / / / / / /
M3 (P.) 10 500 10 256 51,2 120 46,9 136 53,1
M4 (P.) 6 300 / / / / / / /
M5 (P.) 8 400 / / / / / / /
M6 (P.) 2 100 / / / / / / /
M7 (P.) 10 500 8 183 36,6 102 55,7 81 443
M8 (P.) 10 500 7 158 31,6 48 30,4 110 69,6
M9 (B.) 35 1750 23 713 40,7 604 84,7 109 15,3
M10 (P.) 10 500 2 52 10,4 11 21,2 41 78,8
M11 (P.) 18 500 18 231 46,2 130 56,3 101 43,7
M12 (P.) 5 250 / / / / / / /
M13 (P.) 8 400 / / / / / / /
M14 (P.) 3 150 / / / / / / /
M15 (B.) 8 400 8 208 52 120 57,7 88 42,3
148 7000 76 1801 25,7 1135 63 666 37

Po devetnajstih dneh od sejanja smo protokorme, ki so ozeleneli prestavili iz trdega Y2 MS
gojisca (slika 8) na tekoce 2 MS gojisce z dodanim 100 uM acetosiringonom. V tekoCem
gojiscu so bili protokormi tri dni, nato pa smo jih tranformirali.

S = -

Slika 8: 19 dni stari sejancki Phalaenopsis v morfolo3ki fazi protokorma
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Kot je razvidno iz preglednice 2 in iz slike 9, so semena orhideje Bletilla (M9 in M15)
bolje kalila kot semena Phalaenopsis. Semena orhideje Bletilla so v povprecju kalila 71,2
%, medtem ko so semena Phalaenopsis kalila 42,1 %.
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Slika 9: Delez zelenih protokormov in deleZz propadlih protokormov Phalaenopsis in Bletilla 19 dni po
inokulaciji semen
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4.3 TRANSFORMACIJE Z gfp GENOM

Protokorme smo inokulirali v bakterijski suspenziji A. t.-pART27 2mgfp5-ER, ki ima
vkljucen gfp gen.

Prvi poskus

V prvem poskusu smo skupno inokulirali 270 zelenih protokormov Phalaenopsis v 23
petrijevk. Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 10 minut do 4 ure
(priloga L1).

Protokorme smo 19 dni po kalitvi prenesli iz kalitvenih gojiS¢ v tekoce gojisce z
acetosiringonom in jih za 3 dni inkubirali v rastni komori. Manipulacija protokormov, ki so
na tej stopnji veliki priblizni 1 mm, je zelo zahtevna. Da bi se v nadaljevanju izognili
poskodbam protokormov smo se odlocili, da bomo v nadaljnjih poskusih seme sejali v
tekocCa gojisca.

Prvi poskus
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Slika 10: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Phalaenopsis teden dni po transformaciji v prvem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije (slika 11) smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na
gojisce za selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije je bilo vitalnih Se 28 protokormov (slika 10, priloga L1), to je
10,4 % inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski
suspenziji 4 ure, 3 ure in 5 minut, 2 uri in 5 minut, 20 minut in 15 minut, zato sklepamo, da
dolzina inkubacije v bakterijski suspenziji ni vplivala na prezivetje protokormov. Ostali
protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih na selekcijskem gojis¢u s timetinom ni
bil vitalen noben protokorm. Protokormi so bili porjaveli in propadli.
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Slika 11: Protokormi po 3 dneh kokultivacije orhideje Phalaenopsis z razraséeno bakterijo Agrobacterium

Drugi poskus
V drugem poskusu smo skupno inokulirali 88 zelenih protokormov Bletilla v 3 petrijevke.

Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil 4 ure in 14 minut in 4 ure in 18
minut (priloga L2).

Drugi poskus
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Slika 12: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter Stevilo prezivelih protokormov orhideje
Bletilla teden dni po transformaciji v drugem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednuod transformacije je bilo vitalnih Se 5 protokormov (slika 12, priloga L2), to je
4,9 % inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski
suspenziji 4 ure in 18 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih na
selekcijskem gojiscu s timetinom ni bil vitalen noben od inokuliranih protokormov.
Protokormi so bili porjaveli in propadli.



Morel M. Genske transformacije orhidej rodu Phalaenopsis in Bletilla z Agrobacterium tumefaciens.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

4.3.1 lzraZzanje gfp gena

En teden po transformaciji smo preZivele protokorme pregledali z epifluorescentnim
mikroskopom in ustreznim setom filtrov za detekcijo zelene fluorescence. Skupno smo
pregledali 33 protokormov iz 2 poskusov oziroma 7 petrijevk. Opazili smo zelo malo
zelene fluorescence. Vecinoma so fluorescirali deli gojiSca, ostanki propadlih semen in
propadli protokormi. Samo en vitalen protokorm je malo zeleno fluoresciral, vendar
fluorescenca ni bila tako izrazita, da bi lahko z gotovostjo trdili, da je posledica
transformacije. Protokorm smo spremljali Se 14 dni in v tem Casu se njegova fluorescenca
ni spremenila. Po 14 dneh je protokorm propadel.

4.4 TRANSFORMACIJE Z gus GENOM

Protokorme smo inokulirali v bakterijski suspenziji A. t.—pCAMBIA 1301, ki ima vklju¢en
gus gen.

Prvi poskus

V prvem poskusu smo skupno inokulirali 130 zelenih protokormov Phalaenopsis v 18
petrijevk. Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 2 uri do 2 uri in 13
minut (priloga L3).
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Slika 13: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Phalaenopsis teden dni po transformaciji v prvem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije je bilo vitalnih Se 9 protokormov (slika 13, priloga L3), to je
6,9 % inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski
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suspenziji 2 uri in 15 minut ter 2 uri in 13 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in
propadli. Po 3 tednih na selekcijskem gojis¢u s timetinom ni bil vitalen noben od
protokormov. Protokormi so bili porjaveli in propadli.

Drugi poskus

V drugem poskusu smo skupno inokulirali 12 zelenih protokormov Bletilla v 1 petrijevko.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil 22 ur.

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije ni bil vitalen noben protokorm. Protokormi so bili porjaveli
in propadli.

Tretji poskus

V tretjem poskusu smo skupno inokulirali 24 zelenih protokormov Phalaenopsis in Bletilla
v 3 petrijevk. Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 10 ur, 30 minut
do 18 ur, 40 minut (priloga L4).

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije ni bil vitalen noben protokorm. Protokormi so bili porjaveli
in propadli.
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Cetrti poskus

V Cetrtem poskusu smo skupno inokulirali 42 zelenih protokormov Bletilla v 2 petrijevki.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil 18 ali 20 minut.
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Slika 14: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Bletilla teden dni po transformaciji v ¢etrtem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednuod transformacije so bili vitalniSe 4 protokormi (priloga L5), to je 9,5 %
inokuliranih protokormov (slika 14). Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski
suspenziji 20 minut in 18 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih
na selekcijskem gojis¢u s timetinom ni bil vitalen noben od protokormov. Protokormi so
bili porjaveli in propadli.

Peti poskus

V petem poskusu smo skupno inokulirali 143 zelenih protokormov Bletilla v 5 petrijevk.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 14 do 31 minut (priloga L6).

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije ni bil vitalen noben protokorm. Protokormi so bili porjaveli
in propadli.
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Sesti poskus

V Sestem poskusu smo skupno inokulirali 168 zelenih protokormov Bletilla v 6 petrijevk.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 10 do 30 minut (priloga L7).
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Slika 15: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Bletilla teden dni po transformaciji v Sestem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije je bilo vitalnih Se 6 protokormov (slika 15), to je 3,2 %
inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski suspenziji 20
minut in 30 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih na
selekcijskem gojiscu s timetinom ni bil vitalen noben od protokormov. Protokormi so bili
porjaveli in propadli.
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Sedmi poskus

V sedmem poskusu smo skupno inokulirali 146 zelenih protokormov Bletilla v 5 petrijevk.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 40 do 60 minut (priloga L8).
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Slika 16: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Bletilla teden dni po transformaciji v sedmem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije je bilo vitalnih Se 5 protokormov (slika 16), to je 3,1 %
inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski suspenziji 45
minut in 50 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih na
selekcijskem gojiscu s timetinom ni bil vitalen noben od protokormov. Protokormi so bili
porjaveli in propadli.
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Osmi poskus

V osmem poskusu smo skupno inokulirali 112 zelenih protokormov Bletilla v 5 petrijevk.
Cas inkubacije protokormov v bakterijski suspenziji je bil od 21 do 38 minut (priloga L9).
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Slika 17: Stevilo zelenih protokormov pred transformacijo ter 3tevilo preZivelih protokormov orhideje
Bletilla teden dni po transformaciji v osmem poskusu

Po 3 dneh kokultivacije smo protokorme po spiranju s timetinom prestavili na gojisce za
selekcijo in regeneracijo.

Po 1 tednu od transformacije je bilo vitalnih Se 6 protokormov (slika 17), to je 5 %
inokuliranih protokormov. Vitalni so bili protokormi, ki so bili v bakterijski suspenziji 21
minut in 32 minut. Ostali protokormi so bili porjaveli in propadli. Po 3 tednih na
selekcijskem gojiscu s timetinom ni bil vitalen noben od protokormov. Protokormi so bili
porjaveli in propadli.

4.4.1 lzraZanje gus gena

En teden po transformaciji smo preverili vitalnost transformiranih protokormov orhidej
Phalaenopsis in Bletilla. Skupno je bilo vitalnih 30 protokormov iz 8 poskusov oziroma 10
petrijevk.

Tri tedne po transformaciji protokormov z A. t. - pPCAMBIA 1301, smo imeli po pregledu
petrijevk Se 8 petrijevk, ostale so bile okuzene. Po dveh mesecih smo protokorme
analizirali s histokemi¢nim GUS testom in preverili izrazanje gus gena. Modro so se
obarvale tiste celice, ki so imele v genom vklju¢en aktiven gus gen. Skupno smo z GUS
testom analizirali 21 protokormov. Od teh je bilo 6 GUS pozitivnih, 15 pa GUS negativnih.
Gus se je izrazal v zelo majhnem delu, le v nekaj celicah protokormov (slika 18).
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Slika 18: Izrazanje gus gena v protokormih Phalaenopsis

4.5 KONTROLNI POSKUS SEJANJA BREZ OKUZEVANJA Z A. t.

Sejancke krizancev z oznakama M7/7 in M7/8 smo uporabili za kontrolo (slika 19).
Sejancke M7/7 smo prestavili na gojisce za regeneracijo brez timetina, sejancke M7/8 pa
na gojis¢e za regeneracijo z dodatkom timetina.

Sejancki z oznako M7/7 so po drugem prestavljanju na gojisc¢e 2 MS s saharozo propadli.
Sejancki z 0znako M7/8 pa smo uspesno subkultivirali na gojisce in jih gojili do velikosti
primerne za aklimatizacijo. Sejancki so zaradi okuzbe propadli pri naslednjem
prestavljanju.
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Slika 19: Kontrolni sejancki pri Phalaenopsis: A - 21 dni stari sejancki na gojis¢u za regeneracijo, B- mesec
in pol stari sejancki pred subkultivacijo, C- 4 mesece stari kontrolni sejancki pred drugo subkultivacijo

4.6 VITALNOST PROTOKORMOV PO SEJANJU IN TRANSFORMACUI

Semena orhideje Bletilla so bolje kalila kot semena Phalaenopsis, prezivetje protokormov
po transformaciji pa je bilo ravno obratno. Skupno smo transformirali 411 protokormov
Phalaenopsis in 724 protokormov Bletilla. Zelene protokorme, ki smo jih transformirali, so
po tednu dni od transformacije bolje preziveli pri Phalaenopsis, in sicer 37 protokormov,
to je 9 %, medtem ko je pri Bletilla prezivelo samo 26 protokormov, to je samo 3,6 %.

Preglednica 3: Stevilo izloGenih petrijevk in vzrok za propad sejanckov orhidej Phalaenopsis in Bletilla 19,
25 in 45 dni po sejanju

I? gvnaka Stevilo p“.’pad”h P?.trijer po vzrok za propad semen/protokormov
rizanca inokulaciji
19 dni 25 dni 45 dni
M1 (P.) 8 semena niso kalila
M2 (P.) 7 semena niso kalila
M3 (P.) 10 plesen
M4 (P.) 6 semena niso kalila
M5 (P.) 8 semena niso kalila
M6 (P.) 2 semena niso kalila
M7 (P.) 2 8 semena niso kalila / plesen
M8 (P.) 3 7 semena niso kalila / plesen
M9 (B.) 12 18 3 semena niso kalila / plesen / bakterija
M10 (P.) 8 2 semena niso kalila / plesen
M11 (P.) 18 plesen
M12 (P.) 5 semena niso kalila
M13 (P.) 8 semena niso kalila
M14 (P.) 3 semena niso kalila
M15 (B.) 8 plesen
SKUPAJ 72 71 3

Kot je razvidno iz preglednice 3 smo v prvih devetnajstih dneh izloc¢ili 72 petrijevk,
oziroma 48,6 %, vzrok je bil v nekale¢ih semenih.
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Slika 20: Stevilo okuZenih petrijevk 25 oziroma 45 dni po inokulaciji sejanékov orhidej Phalaenopsis in
Bletilla

V petindvajsetih dneh smo izlo¢ili e dodatnih 71 petrijevk, oziroma 48 %, vzrok je bil
okuzba s plesnijo (sliki 20 in 21). V petinstiridesetih dneh smo izlocili §e 3 petrijevke,
oziroma 2 %, vzrok je bil okuzZba z bakterijo. Skupno je bilo izlo¢enih 98,6 % petrijevk.

A
Slika 21: Okuzbe s plesnijo (A in B) in propadli protokormi (C)

Po petinstiridesetih dneh ni prislo ve¢ do okuzb tako, da sta nam ostali Se 2 petrijevki, kar
je 1,35 %. Skupno smo imeli pet rastlin orhideje rodu Bletilla, ki smo jih po 77 dneh od
transformacije iz gojiS¢a 6793 s timetinom in 1 mg/l higromicina prestavili na gojis¢e 6793
s timetinom in 5 mg/I higromicina. Cez 14 dni, so rastline porjavele oziroma propadle.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Navzkrizno opraSevanje, razvoj plodov in semen

V poskus smo vkljucili 8 cvetocih komercialnih rastlin, ki so skupno imele 74 cvetov. Na
rastlinah smo skupno oprasili 40 cvetov. Pri 31 cvetovih se je zacel razvijati plod, to je
77,5 % vseh opraSenih cvetov. Plodovi so se razvili na vseh rastlinah.

Na rastlinah z oznako 2 in 7 so se oplodili vsi opraSeni cvetovi. Najve¢ cvetov (6 od 7) se
je oplodilo pri rastlini z oznako 8. Pri Sestih rastlinah sta 1 ali 2 cvetova po oprasitvi
propadla, skupno je propadlo devet cvetov (22,5 %). Odpadanje cvetov po oprasitvi je
lahko posledica preobremenitve rastline. Med razvojem plodov je priporoé¢ljivo dodatno
dognojevanije rastline (Hicks, 2000).

Od 31 nastalih plodov je bilo 6 (19,4 %) semenskih glavic praznih, niso vsebovale semena.
Do tega je lahko prislo zaradi inkompatibilnosti, nekatere kombinacije krizanj niso
uspesne. Hicks (2000) navaja, da je izbira starSevske rastline zelo pomembna. Rastline, ki
imajo manjSe cvetove naj bi se uporabljalo kot materinske rastline, rastline z ve¢jimi
cvetovi pa kot darovalke peloda. Lahko se namre¢ zgodi, da pelod rastlin z manjSimi
cvetovi po kalitvi na brazdi vecjih cvetov, ne razvije dovolj dolge pelodne cevi. Pelodna
cev ne doseze plodnice materinske rastline in spolni celici se ne moreta zdruZiti.
Posledicno se seme ne razvije.

Skupno smo posejali 148 petrijevk, od tega 105 petrijevk semen Phalaenopsis in 43
petrijevk semen Bletilla. Kaljivost je bila boljsa pri semenih Bletilla (71,2 %), medtem ko
je bila kaljivost semen Phalaenopsis 42,1 %. Semena z oznakami M1, M2, M4, M5, M6,
M12, M13 in M14 niso kalila v nobenem poskusu sejanja. Sklepamo, da tudi te
kombinacije krizanj niso bile uspesne, saj nastala semena niso bila sposobna kalitve.

Semena Phalaenopsis z oznakami M7, M8 in M10 so v prvih poskusi sejanja kalila in
sejancke smo lahko uporabili pri poskusih transformacije. Cez nekaj mesecev pa poskusi
sejanja teh semen niso bili ve¢ uspesni, ¢eprav smo jih sejali pod enakimi pogoji kot prvic.
Phalaenopsis je tropska orhideja, zato smo semena shranjevali pri sobni temperaturi.
Pritchard in Seaton (1993) navajata, da se je viabilnost semen nekaterih tropskih orhidej
zmanjSala, ¢e so jih shranjevali pri 5 °C. Vendar pa v naSem primeru nekatera semena po
nekaj mesecih niso ve¢ kalila, ceprav smo jih shranjevali pri sobni temperaturi.

5.1.2 Izbira izseCka za transformacije

Za uspesSno transformacijo je predpogoj dobra regeneracija rastline. Pri tem je izbira
izseCka zelo pomembna. Prva sta porocala o uspesni transformaciji orhidej Phalaenopsis z
A. t. Sele leta 2000 Belarmino in Mii. Za transformacijo sta uporabila skupke celic
drobljivega kalusa, ki sta ga pridobila iz stebelnih izseckov. Vzpostavitev kulture
drobljivega kalusa je zelo zahtevna, uspeh je odvisen tudi od posameznih sort. Chai in sod.
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(2002) so zato kot izsecke za transformacijo uporabili PLB, ki so jih pridobili iz brstov na
stebelnih nodijih. Ker sta obe omenjeni metodi za pridobivanje izseckov precej dolgotrajni,
so Mishiba in sod. (2005) za izseCek uporabili protokorme v zgodnji fazi po kaljenju.
Porocil o uspesni transformaciji orhidej Bletilla do sedaj Se nismo zasledili.

Protokolu, po katerem so delali Mishiba in sod. (2005), smo pri naSem poskus sledili tudi
mi. Za izsecek pri transformaciji smo izbrali 21 dni stare sejancke, ki so pri orhidejah pri
tej starosti Se v obliki protokormov. Mishiba in sod. so ugotovili, da protokormi mlajsi od
21 dni takoj po transformaciji porjavijo in propadejo, 21 ali ve¢ dni stari protokormi pa se
regenerirajo.

Sejancki Bletilla so rastli hitreje kot sejancki Phalaenopsis, zato so bili po 21 dneh
bistveno vecji kot sejancki Phalaenopsis. Po 19 dneh od sejanja smo za poskus
transformacije imeli 45 petrijevk Phalaenopsis in 31 petrijevk Bletilla.

5.1.3 Transformacija orhidej Phalaenopsis in Bletilla striata

O uspesni transformaciji orhidej z uporabo biolistike so med drugim porocali Kuehnle in
Sugii (1992) in Anzai in sod. (1996). Prvo uspesno transformacijo orhidej Phalaenopsis z
Agrobacerium pa sta opravila Belarmino in Mii Sele leta 2000. Posredni vnos genov z
uporabo Agrobacterium je bil dolgo ¢asa omejen na dvokali¢nice, ker imajo mo¢no izrazen
odgovor na poSkodbe. Enokali¢nice se na poSkodbe skoraj ne odzivajo in niso tako
dovzetne za okuzbe z bakterijami.

Chai in sod. (2002) so PLB, ki so jih uporabili kot izsecke, pred transformacijo
transverzalno prerezali ali jim odstranili zunanjo plast celic. Z dodatnim poSkodovanjem
PLB so zeleli povecati ucinkovitost transformacije. Bakterije namre¢ privlaci poskodovano
tkivo in kemijski signali, ki jih tako tkivo izloc¢a (Hiei in sod., 1994).

Mishiba in sod. (2005) so pri vnosu genov z A. t. uspeli nadomestiti odsotnost naravnega
odgovora na posSkodbe z dodajanjem acetosiringona v kokultivacijsko gojis¢e. V nasem
poskusu smo 3 dni pred transformacijo protokorme prenesli v tekoc¢e gojisce, ki smo mu
dodali 100 pM acetosiringon. Tudi gojis¢u za kokultivacijo smo dodali 100 pM
acetosiringon. Acetosiringon poveca virulentnost bakterij z aktiviranjem vir genov na Ti
plazmidu (Hiei in sod., 1994).

Podatki za ¢as inokulacije izseckov z A. t. so zelo razli¢ni, od nekaj minut do nekaj ur.
Belarmino in Mii (2000) sta inokulirala 10 ur, Chai in sod. (2002) 30 minut in Mishiba
sod. (2005) 7 ur. Ker se podatki glede trajanja inkubacije zelo razlikujejo, smo se odlo¢ili,
da bomo naredili ved razli¢nih poskusov. Cas inkubacije v nasih poskusih je bil od 10
minut do 22 ur. Po inokulaciji so bili vitalni protokormi, ki so bili v bakterijski suspenziji
4:18, 4:00, 3:05, 2:15, 2:13, 2:05, 0:50, 0:45, 0:32, 0:30, 0:21, 0:20, 0:18 in 0:15 ure. Pri
inkubaciji od 10 minut do 4 ure in 18 minut, nismo opazili razlike v sposobnosti prezivetja
protokormov. Protokormi po inkubaciji 18:40, 18:30 in 10:30 ure so propadli. Poskus z
dalj$im ¢asom inkubacije bi bilo potrebno ponoviti, da bi lahko potrdili, da vpliva na
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prezivetje protokormov. Belarmino in Mii (2000) sta v svojih poskusih namre¢ dolo¢ila, da
je 10 ur optimalen €as inkubacije.

Po inkubaciji v bakterijski kulturi, smo protokorme za 3 dni prestavili na gojis¢e za
kokultivacijo z dodatkom acetosiringona. Tudi Belarmino in Mii (2000) sta celice pustila v
kokultivaciji 3 dni, Chai in sod. (2002) pa protokorme samo 2 dni. Mishiba in sod. (2005)
so imeli ¢as kokultivacije 3 dni. Na tej stopnji noben od omenjenih raziskovalcev ni
dodajal antibiotikov v gojisce, vsi pa so dodali acetosiringon. Julkifle in sod. (2010)
navajajo, da poleg Ze omenjenih parametrov, na uspesnost transformacije vplivajo tudi
temperatura med kokultivacijo, koncentracije L-cysteine, CaCl, in AgNO;3; v
kokultivacijskem gojis¢u, pH in svetlobni pogoji.

Po kokultivaciji smo protokorme sprali s timetinom, ki je odstranil A. t. in jih prenesli na
regeneracijsko gojis¢e. Na tej stopnji selekcijskih antibiotikov nismo dodajali, saj smo
zeleli zagotoviti ¢im boljSe prezivetje protokormov, kot to navajajo tudi Chai in sod.
(2002). Ti regeneracijskemu mediju niso dodali selekcijskih antibiotikov, PLB pa so na
takem gojiscu pustili 6 tednov. Belarmino in Mii (2000) ter Mishiba in sod. (2005) so takoj
po kokultivaciji ze uporabili gojisce s selekcijskimi antibiotiki. VV naSem poskusu smo
regeneracijskemu gojisc¢u dodali tudi BAP in NAA, ki stimulirata proliferacijo PLB (KoSir
in sod., 2004).

Skupno smo tretirali 411 protokormov Phalaenopsis in 724 protokormov Bletilla. Teden
dni po transformaciji je bilo vitalnih Se 37 (9 %) protokormov pri Phalaenopsis in 26 (3,6
%) protokormov Bletilla.

Aktivnost gus gena smo testirali s histokemi¢nim GUS testom. Modro obarvan produkt
aktivnega gus gena smo zaznavali vizualno s pomoc¢jo stereomikroskopa. Skupno smo z
GUS testom analizirali 21 protokormov. Od teh je bilo 6 GUS pozitivnih, 15 pa GUS
negativnih. Gus se je izrazal v zelo majhnem delu, le v nekaj celicah protokormov. MoZno
je, da se pri delitvi celic, transgena sekvenca DNA ni prenesla na hcerinske celice. Vcasih
transgeno sekvenco endonukleaze prepoznajo kot tujek in jo izrezejo. Zato lahko nastanejo
regeneranti s transformiranimi in ne-transformiranimi celicami. Tako to¢kovno izraZanje
gus gena je pri nekaterih vrstah zelo pogosto (Finer in Finer, 2000)

IzraZzanje gfp gena v protokormih smo pregledali z epifluorescentnim mikroskopomin
ustreznim setom filtrov za detekcijo zelene fluorescence. Skupno smo pregledali 33
protokormov. Zeleno so fluorescirali le deli gojisca, ostanki propadlih semen in propadli
protokormi. Izmed vitalnih protokormov je zeleno fluoresciral samo en protokorm, vendar
fluorescenca ni bila izrazita. Protokorm smo spremljali 14 dni in v tem Casu se njegova
fluorescenca ni spremenila, zato ne moremo trditi, da je fluorescenca posledica
transformacije. Po 14 dneh je protokorm propadel.

Belarmino in Mii (2000) sta gojis¢u za selekcijo in regeneracijo za skupke celic
drobljivega kalusa dodala 50 mg/l higromicina. Chai in sod. (2002) so dodali 3 mg/I
higromicina Sele po 6 tednih regeneracije, do takrat pa so bili protokormi brez
selekcijskega antibiotika. Tudi v naSem poskusu selekcijskega antibiotika nismo dodajali,
Ceprav so preliminarni rezultati (ki v to nalogo niso vkljuceni) pokazali, da pri ne-
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transformiranih protokormih higromicin v goji$¢u v koncentracijah od 1-50 mg/l ne vpliva
na prezivetje.

V primeru, da je vzkalilo dovolj semen, smo nastavili tudi kontrolni poskus in protokorme
gojili pod enakimi pogoji kot okuZene oziroma transformirane. Za kontrolo smo uporabili
sejancke krizancev z oznakama M7/7 in M7/8. Prve smo prestavili na gojisce za
regeneracijo brez timetina, druge pa na gojiS¢e za regeneracijo z dodatkom timetina.
Sejancki z oznako M7/7 so po drugem subkultiviranju na gojis¢e 2 MS s saharozo
propadli. Sejancke z oznako M7/8 smo uspeSno subkultivirali in jih gojili do velikosti
primerne za aklimatizacijo, vendar so pri zadnjem subkultiviranju propadli zaradi okuzbe.

Raziskave transformacij pri rizu so pokazale, da na uspesnost transformacij vplivajo
Stevilni dejavniki in njihova kombinacija, kot so genotip transformirane rastline, vrsta in
starost inokuliranih tkiv, vrsta vektorja, vrsta seva Agrobacterium, selekcijski geni in
pogoji za selekcijo, prav tako pa Stevilni dejavniki tkivnih kultur (Hiei in sod., 1997).

5.1.4 Nekaljivost semen in okuzbe

V prvih devetnajstin dneh od sejanja semen na gojis¢e 2 MS s saharozo, smo zaradi
nekaljivosti semen izlo¢ili 72 petrijevk.

Semena z oznako M1, M2, M4, M5, M6, M12, M13 in M14 niso kalila v nobenem
poskusu sejanja. Sklepamo, da te kombinacije krizanj niso bile uspesne, saj nastala semena
niso bila sposobna kalitve. Ostala semena, ki smo jih sami vzgojili s krizanjem, so v
zacetnih poskusih sejanja dobro kalila, kasneje pa ne ve¢. Ker smo ostali brez materiala za
sejanje in transformacije, smo v poskus naknadno najprej vkljuéili plodove (in semena)
Phalaenopsis, ki so nastali pri vajah opraSevanja orhidej in kasneje tudi semena Bletilla.
Semena krizancev Phalaenopsis smo shranjevali pri sobni temperaturi, saj je Phalaenopsis
tropska rastlina, vendar sklepamo, da je vseeno priSlo do propada in s tem nekaljivosti
semen.

Plesen, ki se je pojavila v prvih tednih po sejanju semen, to je pri 71 petrijevkah, je
verjetno posledica neucinkovitega in nenatan¢nega razkuzevanja semen ali sekundarne
okuzbe Ze steriliziranega semena med samim postopkom sejanja. Semena smo razkuzevali
z 1,66 % dikloroizocianurno kislino in jih po 10 minutnem razkuzevanju tudi centrifugirali.
Semena so zelo hidrofobna, centrifugiranje pripomore k bolj§i omocitvi in zmanjSanju
povrsinske napetosti, s tem pa k boljSemu razkuzevanju (Zupan, 2004).

Okuzbe, ki so se pojavile kasneje, so verjetno sekundarne. Protokormi so na tej stopnji
veliki priblizni 1 mm, zato jih nismo mogli posamezno prestavljati s pinceto, kot to lahko
delamo pri vecjih izseckih. Zaradi majhnosti smo jih prelivali preko filtrov in verjetno smo
jih med postopkom okuzili z orodjem, ki smo ga pri delu uporabili. PriSlo je tudi do
sekundarne okuzbe s plesnijo zaradi kondenza. Ta je nastajal na robovih in na pokrovckih
petrijevk.
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5.2 SKLEPI

Po opraSitvi je semenske glavice oblikovalo 77,5 % cvetov, od teh je bilo 19,4 %
semenskih glavic praznih, ostalih 80,7 % semenskih glavic pa je vsebovalo seme. Propadlo
oziroma predcasno odpadlo pa je 22,5 % plodov.

Asimbiotska kaljivost je bila boljSa pri orhideji Bletilla kar 71,2 %, medtem ko je bila pri
Phalaenopsis 42,1 %. Semena nekaterih krizanj niso kalila v nobenem poskusu sejanja.

Za transformacije smo izbrali 21 dni stare sejancke, ki so pri orhidejah pri tej starosti Se v
obliki protokormov. Pred transformacijo smo protokorme za 3 dni prenesli v gojisée z
acetosiringonom, ki poveca virulentnost bakterij z aktiviranjem vir genov na Ti plazmidu.
Protokorme smo inkubirali v bakterijski suspenziji od 10 minut do 22 ur. Pri inkubaciji od
10 minut do 4 ure in 18 minut, nismo opazili razlike v sposobnosti prezivetja protokormov.

Po kokultivaciji smo protokorme sprali s timetinom, ki je uspesno odstranil A. t.
Selekcijskih antibiotikov v regeneracijsko gojis¢e nismo dodajali, saj smo zeleli zagotoviti
¢im boljSe prezivetje protokormov.

Za vnos genov z vektorskim sistemom smo izbrali komercialni sev Agrobacterium
tumefaciens LBA4404. Za gus gen smo uporabili komercialni binarni plazmid
pCAMBIA1301, za gfp gen pa plazmid pART27 2mgfp5-ER.

Aktivnost gus gena smo testirali s histokemi¢nim GUS testom z barvilom X-Gluc. Od
analiziranih 21 protokormov jih je bilo 6 GUS pozitivnih in 15 GUS negativnih. Gus gen
se je izrazal v zelo majhnem delu, le v nekaj celicah protokormov.

Izrazanje gfp gena v protokormih smo pregledali z epifluorescentnim mikroskopom in
ustreznim setom filtrov za detekcijo zelene fluorescence. Skupno smo pregledali 33
protokormov. Zeleno so fluorescirali le deli gojisca, ostanki propadlih semen in propadli
protokormi. Izmed vitalnih protokormov je zeleno fluoresciral samo en protokorm, vendar
fluorescenca ni bila izrazita in ne moremo trditi, da je fluorescenca posledica
transformacije. Po 14 dneh je protokorm propadel.

Skupno smo transformirali 411 protokormov Phalaenopsis in 724 protokormov Bletilla.
Teden dni po transformaciji je bilo vitalnih Se 9 % protokormov Phalaenopsis in 3,6 %
protokormov Bletilla.

V petindvajsetih dneh smo izlocili 48 % petrijevk, vzrok je bila okuZzba s plesnijo. V
petinstiridesetih dneh smo izlocili Se 2 % petrijevke, vzrok je bila okuzba z bakterijo. Po
petinstiridesetih dneh sta nam ostali Se 2 oziroma 1,35 % petrijevk. Skupno smo imeli pet
rastlin orhidej rodu Bletilla, ki smo jih po 77 dneh od transformacije iz gojis¢a z oznako
6793 s timetinom prestavili na gojisée 6793 s timetinom in 5 mg/l higromicina. Cez 14 dni
so rastline porjavele.
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6 POVZETEK

Orhideje so po raznolikosti barv in cvetov priljubljene rastlinske vrste. Predvsem orhideje
rodu Phalaenopsis imajo veliko komercialno vrednost in prilagodljivost, zato se zelo
pogosto pojavljajo v Zlahtniteljskih programih. Spadajo v druzino kukavicevk
(Orchideaceae). So epifiti, za katere je znacilno, da rastejo v tropskih predelih na drevju, na
koreninskih izboklinah in na kamenju.

V isto druZino spada tudi rod Bletilla, ki je teoreti¢no in vse bolj dobiva na pomenu tudi v
Evropi. Je nezahtevna za gojenje.

Za vse kukavicevke je znacilna tvorba plodov glavic oziroma kapsul, ki vsebujejo zelo
veliko Stevilo drobnih semen, vendar vsa semena pogosto ne vsebujejo dozorelega embrija.
Seme potrebuje za kalitev ustrezne mikorizne glive. V in vitro razmerah nadomestimo
produkte gliv z ustrezno sestavo gojis¢. V poskus smo vkljucili 13 cveto¢ih komercialnih
rastlin rodu Phalaenopsis ter 2 rastlini rodu Bletilla.

Namen dela je bil v genom orhidej Phalaenopsis z vektorskim sistemom z Agrobacterium
tumefaciens vnesti gus gen za sintezo B-glukuronidaze in gfp gen za zeleno fluorescenco
ter selekcijski gen za odpornost na antibiotik higromicin. Pri regenerantih smo Zzeleli
dolo¢iti izrazanje markerskih genov. V ta namen smo opraSili cvetove orhideje rodu
Phalaenopsis. Semenske glavice smo pobirali postopoma, kot so se odpirale in jih shranili
na sobni temperaturi do inokulacije na gojisce.

Na rastlinah, ki so bile vklju¢ene v kriZanje, je nastalo 74 cvetov, od katerih je bilo 40 (54
%) cvetov oprasenih. Po oprasitvi je semenske glavice oblikovalo 31 (77,5 %) opraSenih
cvetov, od teh je bilo 6 (19,4 %) semenskih glavic praznih, ostalih 25 (80,7 %) semenske
glavice pa je vsebovalo seme. Propadlo oziroma predéasno odpadlo pa je 9 (22,5 %)
plodov.

Od 148 inokuliranih petrijevk s semeni je bilo 76 petrijevk s kalivimi semeni. Kaljivost je
bila boljSa pri orhideji Bletilla (71,2 %), medtem ko je bila kaljivost semen pri
Phalaenopsis 42,1 %. Semena nekaterih kriZanj niso kalila v nobenem poskusu sejanja.

Za vnos genov z vektorskim sistemom smo izbrali komercialni sev Agrobacterium
tumefaciens LBA4404. Za gus gen smo uporabili komercialni binarni plazmid
pCAMBIA1301. Aktivnost gus gena smo testirali s histokemi¢nim GUS testom z barvilom
X-Gluc, katerega sintetiziran encimom [-glukuronidaza razgradi in produkt se obarva
modro.

Za vnos gfp gena smo uporabili plazmid pART27 2mgfp5-ER. Aktivnost gfp gena smo
testirali z epifluorescentnim mikroskopom in ustreznim setom filtrov za detekcijo zelene
fluorescence.

Skupno smo transformirali 411 protokormov Phalaenopsis in 724 protokormov Bletilla.
Cas inkubacije v nasih poskusih je bil od 10 minut do 22 ur. Zelene protokorme, ki smo jih
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transformirali, so po tednu dni od transformacije bolje preziveli pri Phalaenopsis, in sicer
37 (9 %) protokormov, medtem ko je pri Bletilla prezivelo samo 26 (3,6 %) protokormov.

Izrazanje gus gena z GUS testom smo spremljali pri 21 protokormih, od teh je bilo 6 GUS
pozitivnih in 15 GUS negativnih. Gus se je izrazal v zelo majhnem delu, le v nekaj celicah
protokormov. lzrazanje gfp gena z epifluorescentnim mikroskopom in ustreznim setom
filtrov za detekcijo zelene fluorescence smo pregledali pri 33 protokormih. Od vseh
protokormov je samo en protokorm malo zeleno fluoresciral, vendar fluorescenca ni bila
tako izrazita, da bi lahko z gotovostjo trdili, da je posledica transformacije. Protokorm smo
spremljali Se 14 dni in v tem Casu se njegova fluorescenca ni spremenila. Po 14 dneh je
protokorm propadel.

V primeru, da je vzkalilo dovolj semen, smo vzporedno s kokultiviranimi protokormi
nastavili Se kontrolno petrijevko na gojisce za kalitev semen. Neokuzene protokorme smo
gojili pod enakimi pogoji kot okuzene. Za kontrolo smo uporabili sejancke krizancev z
oznakama M7/7 in M7/8. Prve smo prestavili na gojis¢e za regeneracijo brez timetina,
druge pa na gojisce za regeneracijo z dodatkom timetina. Sejancki z oznako M7/7 so po
drugem prestavljanju na gojis¢e 2 MS s saharozo propadli. Sejancki z oznako M7/8 pa
smo uspesno subkultivirali na gojisc¢e in jih gojili do velikosti primerne za aklimatizacijo,
vendar so pri naslednjem prestavljanju propadli zaradi okuzbe.

V petindvajsetih dneh smo izlocili 71 (48 %) petrijevk, vzrok je bil okuZba s plesnijo. V
petinstiridesetih dneh smo izlo€ili Se 3 (2 %) petrijevke, vzrok je bil okuzba z bakterijo. Po
petinstiridesetih dneh sta nam ostali Se 2 (1,35 %) petrijevki. Skupno smo imeli pet rastlin
orhideje rodu Bletilla, ki smo jih po 77 dneh od transformacije iz gojisc¢a 6793 s timetinom
in 1 mg/l higromicina prestavili na gojiSée 6793 s timetinom in 5 mg/l higromicina. Po
prestavljanju smo kontrolirali ¢ez 14 dni, rastline so bile porjavele.
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PRILOGE

Priloga A

Zgradba cveta rodu Phalaenopsis (Jevsnik, 2006)

cvet falenopsisa sestavni deli cveta

-

f

N

sepale petale
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Priloga B

V krizanje vkljuc¢ene sorte orhidej rodu Phalaenopsis
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Priloga C

V krizanje vkljuceni sorti orhidej rodu Phalaenopsis

Vijoli¢na Bela
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Priloga D
V kriZzanje vkljuceni sorti orhidej Phalaenopsis

Phalaenopsis 'Ocean Pacifik' — levo ter Phalaenopsis 'Anthura tainan' — desno (OceanOrchids, 2010)
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Priloga E

Bletilla striata (Ignacio, 2008)
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Priloga F

Krizanje in razvoj plodov Phalaenopsis

Cvetova orhideje rodu Phalaenopsis, ki smo jih med seboj kriZali (1). Cvetova dan po oprasitvi (2). Cvetova
dva dni po oprasSitvi se povesita (3). Sedem dni po opraSitvi se cvetni pecelj oz. plodnica ze za¢ne debeliti,
petale in sepale sta Ze posuSena (4). Cvet, kateremu smo odvzeli polinij, se je posusil in odpadel, cvetni
pecelj, katerega cvet je dobil polinij, pa se vztrajno debeli, petale in sepale so posuSeni (5 in 6).
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Priloga G

Razvoj plodov Phalaenopsis

Cvet po dveh tednih od oprasitve (7). Plodnica po 21 dneh od opraSitve (8). Plodnica po 25 dneh od oprasitve
(9). Plodnica 55 dni po oprasitvi, plodnica se je podaljSala (10). Plodnica po 62 dni po oprasitvi (11). Po 136
dneh od oprasitve smo dali na odebeljeno plodnico vrecko, v katero se je semenska glavica s semeni odprla

(12).
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Priloga H

Sestava gojis¢

Priloga H1: Sestava gojis¢a MS (Murashige in Skoog, 1962)

SESTAVINE KOLICINA
Makroelementi

NHsNO; 825 mg/l
KNO3 950 mg/l
CaCl, 166,1 mg/l
MgSQO, 90,35 mg/I
KH,PO, 85 mg/l
Mikroelementi

HsBO; 3,1 mg/l
MnSO,4 x H,0O 8,45 mg/l
ZnS0O4 x 7TH,0 4,3 mg/l

Kl 0,415 mg/I
CuS0O4 x 5H,0 0,0125 mg/l
CoCl; x 6H,0 0,0125 mg/l
Na;MoO, x 2H,0 0,125 mg/I
Na,-EDTA 18,63 mg/l
FeSO, x 7H,0 13,90 mg/I

Priloga H2: Gojisce za kalitev semen

Y2 MS
saharoza 20 g/l
pH 7,0

Za pripravo trdnega gojis¢a smo dodali 2,6 g/l Phytagela (Sigma-Aldrich).

Priloga H3: Tekoce gojisce z acetosiringonom za rastline, 3 dni pred transformacijo

Yo MS

saharoza 20 g/l
acetosiringon 100 uMm
pH 55
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Priloga H4: Gojis¢e za kokultivacijo

komercialno gojisce z oznako P6793,

Sigma (sestava je navedena v prilogi H5) 2539/l
acetosiringon 100 uM
pH 6,5

Priloga H5: Gojis¢e za selekcijo in regeneracijo (komercialna oznaka P6793, Sigma, 1992)

SESTAVINE KOLICINA
Makroelementi

KH,PO, 85 mg/l
NH4sNO; 825 mg/l
KNO; 950 mg/I
CaCl, 166 mg/l
MgSO, 90,350 mg/I
Mikroelementi

H3BO,4 3,10 mg/l
ZnS0O,4 x 7TH,O 5,30 mg/l
MnSQO4 x H,O 8,450 mg/l
KJ 0,4150 mg/I
CuSO4 x 5H,0 0,0125 mg/I
CoCl, x 6H,0 0,0125 mg/l
Na;MoO,4 x 2H,0 0,1250 mg/I
FeSO, x 7TH,0 27,850 mg/l
Na, - EDTA 37,240 mg/l
Ogljikov hidrat

Saharoza 20000 mg/I
Organske snovi, vitamini in hormoni

Mio-inozitol 100 mg/l
Pepton 2000 mg/I
MES 1000 mg/I
Piridoksin 0,50 mg/I
Tiamin 1 mg/l
Nikotinska kislina 0,50 mg/l
a-naftalen ocetna kislina (NAA) 0,50 mg/I
6-benzil aminopurin (BAP) 2 mg/l

Gojisc¢u smo dodali 50 mg/l timetina.
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Priloga H6: YEB gojisce za rast bakterij Agrobacterium tumefaciens

saharoza 59/l
pepton (Sigma) 59/
goveji ekstrakt (Sigma) 59/
kvasni ekstrakt 19/
MgSOax7H20 (Merck) 19/l
agar 15 g/l
pH 7,0

Priloga H7: Gojis¢e za resuspenzijo bakterij po centrifugiranju

Yo MS
saharoza 10 g/l
pH 7,0
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Priloga |

Plazmid pCAMBIA1301 (Cambia, 1997)

Hmd 11 (11076)
Sph 1011074)
P 1(11068)
Sl 1(11058)
¥ba 1(11052)

BamH 1 (110464}
Sma 1111043 %0
Fon 10110417448
Sae 1(11035)
EeoR1011025)

lacZ alpha
CalMV 355 promoter

Gus first exon

T’
Mo 1(1) o
el 118 Catalase intron

Bar XI(10782) Gus second exon

CalV35s promaoter
Mae 102014
Xho L(9555) Histidine tag

e EIT (20500

____ Hos poly-A

i T-Border {right)
Sph 102455)

hygromycin (R}

PCAMBIA1301
11837 bp

o 1 (29017

CalM\y/358 polyA
T-Border {left}
Sae 1118387

kanamycin (R) pVSs1 sta

PBR322 ori
pBR322 hom Mhe 1(5458)

PSS rep
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Priloga J

Plazmid pART27 (Gleave, 1992)

Sal 1 (D)
,r, Right Border
/ p

/ /"J Lacz Not |

[ / Sac |
| / Spe |

.lr /
e f / |/
,,/..;;::m—h Uz~  EcoRV (978)

Spec Resistance ~_Apa |
Nos promoter S~ Nhel
BamH |
NPT I
PART27 el
i Nos terminator
| ) 11667 bp :
Fea RV (8461 )E"'fr- &
\“n‘
N\ = Left Border
\ /4 \
\ 7 \
N ., \
N s \-.
\ ) > Sal 1 (3664)
AT

S 1(5724)
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Priloga K

Barva opraSenih cvetov orhidej rodu Phalaenopsis ter njihove oznake

Oznaka rastlin Barva cveta

1 viola
bela
rumena
roza
rumena
bela
bela

coO N o o A WODN

bela
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Priloga L

Cas inkubacije 21 dni starih protokormov Phalaenopsis in Bletilla ter tevilo rastlin, ki so
prezivele prvi teden po transformaciji

Priloga L1: gfp gen - prvi poskus s protokormi Phalaenopsis

Z:';lp. O_%naka Cas inkubacije Stevilo prezivelih rastlin_gn
St. krizancev teden po transformaciji
1 M3/2 4 ure 10
2 M3/1 4 ure 8
3 M8/9 3urein5min 0
4 M8/10 3urein5min 3
5 M3/3 3ure 0
6 M8/2 3ure 0
7 M3/8 2 uri in 5 min 2
8 M8/8 2 uriin 5 min 0
9 M7/6 2 uri 0
10 M3/4 2 uri 0
11 M7/8 1 urain5min 0
12 M7/2 1urain5min 0
13 M8/5 1ura 0
14 M3/10 lura 0
15 M3/9 45 min 0
16 M8/6 55 min 0
17 M7/3 30 min 0
18 M3/5 40 min 0
19 M3/6 20 min 0
20 M3/7 20 min 3
21 M7/10 15 min 2
22 M7/1 15 min 0
23 M8/1 10 min 0

N
o

Skupaj
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Priloga L2: gfp gen - drugi poskus s protokormi Bletilla

Zap. Oznaka “ .. Stevilo prezivelih rastlin en
y . Cas inkubacije
St. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 4 ure in 18 min 0
2 M9/2 4 ure in 18 min 5
3 M9/3 4 ure in 14 min 0
Skupaj 5

Priloga L3: gus gen - prvi poskus s protokormi Phalaenopsis

Zap. Oznaka Stevilo prezivelih rastlin en

Cas inkubacije

st. krizancev teden po transformaciji
1 M11/1 2 uri 0
2 M11/2 2 uri 0
3 M11/3 2 uri 0
4 M11/4 2 uriin 11 min 0
5 M11/5 2 uri in 12 min 0
6 M11/6 2 uri in 10 min 0
7 M11/7 2 uri 0
8 M11/8 2 uri in 13 min 0
9 M11/9 2 uri 0
10 M11/10 2 uri in 15 min 3
11 M11/11 2 uri in 16 min 0
12 M11/12 2 uri in 18 min 0
13 M11/13 2 uri in 25 min 0
14 M11/14 2 uri in 23 min 0
15 M11/15 2 uri in 18 min 0
16 M11/16 2 uri in 16 min 0
17 M11/17 2 uri in 15 min 0
18 M11/18 2 uri in 13 min 6
Skupaj 9
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Priloga L4: gus gen - tretji poskus s protokormi Phalaenopsis in Bletilla

Zap. Oznaka Stevilo prezivelih rastlin en

Cas inkubacije

st. krizancev teden po transformaciji
1 M10/1 10 ur in 30 min 0
2 M10/2 18 ur in 30 min 0
3 M9/1 18 ur in 40 min 0
Skupaj 0

Priloga L5: gus gen - ¢etrti poskus s protokormi Bletilla

Zap. Oznaka Stevilo prezivelih rastlin en

Cas inkubacije

st. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 20 min 3
2 M9/2 18 min 1

Skupaj 4

Priloga L6: gus gen - peti poskus s protokormi Bletilla

Zvap. O_%naka Cas inkubacije Stevilo prezivelih rastlir_l_fan
St. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 14 min 0
2 M9/2 30 min 0
3 M9/3 30 min 0
4 M9/4 31 min 0
5 M9/5 31 min 0
Skupaj 0




Morel M. Genske transformacije orhidej rodu Phalaenopsis in Bletilla z Agrobacterium tumefaciens.
Dipl. delo (VS). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehnisSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2015

Priloga L7: gus gen - Sesti poskus s protokormi Bletilla

Zap. Oznaka Stevilo prezivelih rastlin en

Cas inkubacije

st. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 10 min 0
2 M9/2 10 min 0
3 M9/3 20 min 2
4 M9/4 30 min 4
5 M9/5 30 min 0
6 M9/6 30 min 0
Skupaj 6

Priloga L8: gus gen - sedmi poskus s protokormi Bletilla

Zvap. O_%naka Cas inkubacije Stevilo prezivelih rastlin__en
St. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 60 min 0
2 M9/2 40 min 0
3 M9/3 45 min 3
4 M9/4 50 min 2
5 M9/5 50 min 0
Skupaj 5

Priloga L9: gus gen - osmi poskus s protokormi Bletilla

Zap. Oznaka . .. Stevilo prezivelih rastlin en
8 v Cas inkubacije
St. krizancev teden po transformaciji
1 M9/1 21 min 2
2 M9/2 24 min 0
3 M9/3 27 min 0
4 M9/4 32 min 4
5 M9/5 38 min 0

Skupaj 6




	KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA
	KEY WORDS DOCUMENTATION
	KAZALO VSEBINE
	KAZALO PREGLEDNIC
	KAZALO SLIK
	KAZALO PRILOG
	OKRAJŠAVE IN SIMBOLI
	1 UVOD
	1.1 CILJI NALOGE
	1.2 DELOVNA HIPOTEZA

	2 PREGLED OBJAV
	2.1 DRUŽINA ORCHIDACEAE– KUKAVIČEVKE
	2.1.1 Phalaenopsis – falenopsis
	2.1.2 Bletilla striata

	2.2 RAZMNOŽEVANJE
	2.2.1 Zgradba cveta
	2.2.2 Razvoj plodu

	2.3 MIKROPROPAGACIJA
	2.4 GENSKE TRANSFORMACIJE
	2.4.1 Neposredni oziroma direktni vnos genov v rastlino
	2.4.2 Posredni vnos genov
	2.4.3 Selekcijski in markerski geni
	2.4.4 Genske transformacije orhidej


	3 MATERIALI IN METODE
	3.1 RASTLINSKI MATERIAL
	3.1.1 Phalaenopsis in Bletilla striata
	3.1.2 Ročno opraševanje

	3.2 MIKROPROPAGACIJA
	3.2.1 Sterilizacija in sejanje semen

	3.3 PRIPRAVA GOJIŠČ
	3.4 BAKTERIJE IN PLAZMIDI
	3.5 TRANSFORMACIJA ORHIDEJ
	3.5.1 Priprava bakterijske kulture za transformacijo
	3.5.2 Transformacija protokormov
	3.5.3 Spiranje protokormov po transformaciji in selekcija

	3.6 TESTI IZRAŽANJA GENOV
	3.6.1 Histokemični test izražanja gus gena
	3.6.2 Pregled izražanja gfp gena

	3.7 KONTROLNI POSKUS Z NEOKUŽENIMI PROTOKORMI

	4 REZULTATI
	4.1 OPLODITEV IN TVORBA PLODOV PRI Phalaenopsis
	4.2 KALITEV PO SEJANJU
	4.3 TRANSFORMACIJE Z gfp GENOM
	4.3.1 Izražanje gfp gena

	4.4 TRANSFORMACIJE Z gus GENOM
	4.4.1 Izražanje gus gena

	4.5 KONTROLNI POSKUS SEJANJA BREZ OKUŽEVANJA Z A. t.
	4.6 VITALNOST PROTOKORMOV PO SEJANJU IN TRANSFORMACIJI

	5 RAZPRAVA IN SKLEPI
	5.1 RAZPRAVA
	5.1.1 Navzkrižno opraševanje, razvoj plodov in semen
	5.1.2 Izbira izsečka za transformacije
	5.1.3 Transformacija orhidej Phalaenopsis in Bletilla striata
	5.1.4 Nekaljivost semen in okužbe

	5.2 SKLEPI

	6 POVZETEK
	7 VIRI
	ZAHVALA
	PRILOGE

