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Listne izseCke tobaka smo transformirali z bakterijo Agrobacterium tumefaciens
sev LBA4404 in s plazmidom pCAMBIA1301 s 4-imi postopki 10-minutne
inkubacije v kombinaciji z ultrazvokom in vakuumom. Po 4 dneh kokultivacije smo
listne izseCke prestavili na regeneracijsko MSr gojis¢e z dodanima selekcijskima
antibiotikoma higromicin (25 mg/l) in timentin (150 mg/l) za odstranitev A.
tumefaciens. Uspesnost regeneracije je bila 80,4 %. Najvec, 38,48 %, regenerantov
je nastalo po 10-minutni inkubaciji listnih izse¢kov samo v bakterijski suspenziji z
A. tumefaciens. Pri ostalih treh obravnavanjih je nastalo manj regenerantov, od 19,6
do 21,24 %,. Pri 99,2 % regenerantih, ki so rasli na selekcijskem gojis¢u, so se v
PCR reakciji namnozili fragmenti znacilni za selekcijska gena hptll in gus , prav
toliko jih je imelo potrjen samo gus gen in vseh 100 % je imelo prisotne fragmente
znaCilne za hptll gen. Na neselekcijskem gojis¢u je imelo 98,4 % regenerantov
namnozene fragmente znacilne za oba transgena in prav toliko za samo hptll gen
ter 96,9 % samo za gus gen. Kar pri 32 % regenerantih s PCR analizo potrjeno
vgrajenim hptll transgenom, se ta ni izrazal, imeli pa so funkcionalen gus gen,
razen 1 %, pri katerih je bil tudi gus gen utisan. Pri gus genu je bila ugotovljena 100
% skladnost med izrazanjem gus gena in prisotnostjo namnozenih fragmentov.
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Leaf explants of tobacco were transformed by the bacterium A. tumefaciens. strain
LBA4404 and plasmid pPCAMBIA1301 using four differenttreatments of 10 minute
incubation in different combination of ultrasound and vacuum. After 4 days of co-
cultivation leaf explants were inoculated in the regenerative MSr medium with the
added selective antibiotics hygromycin, 25 mg/l and timentin, 150 mg/l to prevent
the growth of A. tumefaciens. The success of regeneration was 80.4 %. Most, 38.48
%, regenerants emerged after the 10 minute incubation of the leaf explants only in
the bacterial suspension of A. tumefaciens. The other three treatments resulted with
less regenerants, only from 19.6 to 21.24%. In 99.2% of regenerants, which have
grown on selection media, the PCR reaction amplified fragments specific to the
selection hptll and gus gene, as many of them had confirmed only gus gene and all
100 % had a present fragments specific only to hptll gene. On non-selective
medium, 98.4 % of regenerants had amplified fragments characteristic of both
transgene and the same goes for hptll gene yet 96.9 % for only gus gene. As in 32
% of regenerants, by PCR analysis confirmed hptll integrated transgene, the
transgene was not expressed, though they had a functional gus gene, with the
exception of 1 %, that had a silenced gus gene. In the gus gene was found 100 %
consistency between the expression of gus gene and the presence of amplified
fragments.
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1UvOoD

Ena od metod zlahtnjenja je tudi gensko spreminjanje rastlin, ki je zelo selektivna metoda
in usmerjena na en gen oziroma skupino genov. To natan¢no in selektivno delo omogocajo
najrazli¢nejSe tehnike znotraj genskega inzeniringa, ki so se razvile zadnjih 40 let. Zacetki
genskega inzeniringa segajo v obdobje po letu 1970 z odkritjem restrikcijskih encimov. Ti
so omogocili v in vitro razmerah razrez oz. cepitev dvoverizne DNA molekule na manjSe
razli¢no dolge fragmente in njihovo poljubno ali taréno razporejanje. Z encimom DNA
ligazo se jih lahko ponovno poveze v primarno ali rekombinantno zaporedje, ki se od
primarnega razlikuje v zaporedju lokusov. Rekombinantna DNA je bila leta 1973 prvi¢
uporabljena v praksi. Fragment tuje DNA je bil vgrajen v plazmid t.i. vektor, ki je bil
vnesen v bakterijsko celico. Gensko inzenirstvo je s pomocjo restrikcijskih encimov obslo
razlike med razli¢nimi vrstami in omogoceno je bilo narediti popolnoma nove in v naravi
nepoznane kombinacije genov. Metode genskega inZeniringa so omogocile, da so ostre
meje in bariere, ki so preprecevale medsebojna krizanja in prenose dedenega materiala
med filogenetsko razli¢nimi vrstami postale mogoce.

Napredki v biotehnologiji, ki so se vrstili po letu 1975 so bili tako skokoviti, da so se v
naslednjem desetletju ze zacele pojavljati prve transgene rastline v poljskih poskusih.
Transgeni tobak odporen na glifosat je bil prva transgena rastlina v poljskem poskusu leta
1986. Do leta 2014 je bilo v poljske poskuse vkljucenih ve¢ kot 90 transgenih rastlinskih
vrst z najrazli¢nejSimi lastnostmi. V trzni pridelavi danes prevladujejo: soja, koruza,
bombaz, oljna ogrs¢ica, paradiznik, krompir, tobak in druge. Iz leta v leto narascajo
povrSine s transgenimi rastlinami in prav tako je vedno ve¢ drzav vkljuenih v trzno
pridelavo transgenih rastlin, kar se odraZza na porastu njihovega druzbenega dohodka
(Clive, 2014).

Tobak (Nicotiana tabacum L.) je zelo primeren za in vitro gojenje in kot modelna rastlina,
zaradi genotipskih in fenotipskih lastnosti, primeren za transforamcijska proucevanja
optimizacije novih genskih konstruktov. Uvajanje novih genskih konstruktov je zelo
kompleksno in zahteva modelno rastlino z dobro proucenimi postopki dela, z znano in
ponovljivo odzivnostjo. Vkljucujejo tako in vitro kot in vivo proucevanja, od
transformacije izbranih celic oz. tkiva, do regeneracije transformiranih celic in spremljanja
transgena na molekulskem in fenotipskem nivoju v laboratoriju kot tudi v rastlinjaku in na
polju. Sele na polju oz. s poljskimi poskusi, tako kot pri vsaki drugi tehnologiji, ki je
predmet Zlahtnjenja se zaklju¢ijo proucevanja in je nujen predpogoj za trzno pridelavo.
Tako kot laboratorisjko delo v zaprtih sistemih z gensko spremenjenimi organizmi (GSO),
tudi z GS rastlinami (GSR) je namerno sproscanje v okolje zakonsko regulirano in zahteva
specificne pogoje dela ob upoStevanju ocene tveganja, ki izhaja iz morebitne nevarnosti in
nepredvljivosti GSR (Zakon o ..., 2005; 2010).
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1.1 NAMEN RAZISKAVE

Verizna reakcija s polimarazo (PCR) nam omogoc¢a na molekulski ravni na nivoju genotipa
uspesno in hitro testiranje vgraditve transgenov v rastlinski genom. V ta namen smo v
genom tobaka z bakterijo Agrobacterium tumefaciens in plazmidom pCAMBIA1301
vnesli dva transgena, in sicer markerski gus in selekcijski hptll. Po transformaciji smo
preverili prisotnost transgenov v nastalih regenerantih, z namenom ugotoviti uspesnost
vgraditve  uporabljenega  transformacijskega sistema. Zeleli smo  vzpostaviti
transformacijski sistem, ki bi bil uporaben za zlahtnjenje z agronomsko pomembnimi geni
tudi pri drugih rastlinskih vrstah.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

V postopek transformacije listnih izseCkov tobaka smo poleg bakterijske inkubacije
vkljuéili Se ultrazvok in vakuum s predpostavko izboljsati vgraditev transgenov in njihovo
fenotipsko izrazanje. Uporabljen genski konstrukt je imel vkljuena oba transgena in
predvidevali smo, da se v genom tobaka vgradi celoten konstrukt in v nastalih regenerantih
se bosta tudi oba fenotipsko izrazala.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TOBAK

Zgodovina tobaka sega v daljno preteklost in sicer v leto 1492, ko je Kristof Kolumb
prispel v Ameriko in prisel v stik z Indijanci, ki so ga gojili in zvecili, kadili in njuhali
(Zgodovina..., 2004). Od tod se je razsiril na vse kontinente in tobac¢ni izdelki so postali
Siroko prepoznavni in uporabljeni.

Tobak (Nicotiana tabacum L.) je samoprasnica iz druzine razhudnikovk (Solanaceae). V
rod tobakov je uvrscenih 60 vrst. Gospodarsko pomembni in uporabni predvsem za kajenje
sta vrsti: navadni tobak (Nicotiana tabacum L.) in kmecki tobak (Nicotiana rustica L.), i
vsebujeta zdravju Skodljiv alkaloid, vsem poznan kot nikotin. UvrScen je med droge, ki so
zdravju skodljive, predvsem na dolgi rok. Na kadilce so trenutni vplivi uzivanja ugodni, a
vodijo v globoko zasvojenost. Neugodno deluje na centralno in vegetativno zivéevije. V
kombinaciji z ostalimi prav tako zdravju zelo $kodljivimi sestavinami, ki se nahajajo v
cigaretah in se sproS¢ajo ob kajenju preko cigaretnega dima kot so katran, aldehidi,
ogljikov monoksid, ketoni, piridi, fenoli, amoniak, metanol, Zveplov dioksid ter e zdravju
manj oz. neSkodljivimi sestavinami vpliva trenutno blagodejno in pomirjajoc¢e na uzivalce.

Koncentracija nikotina v rastlini naras¢a vse do cvetenja, med cvetenjem in do formiranja
semen se sinteza zmanjSuje in hito pada. Pridelovalci podaljSujejo sintezo s trganjem
cvetov, da se v listih obdrzi vec¢ja koncentracija nikotina. Nikotin je zelo ucinkovit
insekticid in se ga v ekoloski pridelovi zamenjuje s prepovedanimi pesticidi.

Tobak ima v diploidnem stanju 48 majhnih kromosomov (Jones in sod., 1996), ki so zelo
dovzetni za sprejem transgenov. Velikost haploidne jedrne DNA je 4221-4646 Mbp/1C
(Henry, 1997).

V tkivni kulturi je organogeneza listnih izseCkov tobaka hitra in direktna ter z velikim
odstotkom vitalnih regenerantov (Stolarz in sod., 1991), kar je osnovni pogoj za uspeh pri
transformciji.

Tobakov genom je zelo primeren za genetske manipulacije in je pogosto vkljuen v
sisteme optimizacije in vzpostavljanja transformacijskega sistema ter proucevanja
mehanizmov ekspresije markerskih in gospodarsko pomembnih transgenov. Take
raziskave so nujno potrebne za dosego skrajSevanja zlahtnjenja drugih gojenih in tudi
samoniklih rastlin, ki so bodo vkljucevale v pridelovanje. Na teh je potrebno opraviti Se
veliko Zlahtniteljskega dela, preden bodo vklju¢ene v trzno pridelavo in tu je lahko
metodologija transformacij dobrodoslo orodje za spremembo genotipa. V zadnjem
obdobju, zadnjih 20 let se tobak uporablja tudi kot mozen sistem pridobivanje aktivnih
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komponent za zdravila, predvsem cepiva. Ugotovljeno je, da imajo rastlinsko pridobljene
aktivne sestavine mnoge prednosti pred komponentnimi cepivi, sintetiziranimi s
tradicionalnimi proizvodnimi sistemi mikroorganizmov in sesalskimi celicami (Ma in
Wang, 2012; Guan in sod., 2013; Zhou in sod., 2014).

2.2 GENSKE TRANSFORMACIJE

Genske transformacije so skupek metod s katerimi lahko spremenimo genotip in
posledi¢no tudi fenotip rastline. Korenine osnovnih metod biotehnologije, ki so se zacele
razvijati na bakterijah, segajo v 60 leta in do sredine 80-ih let so se tako razvile, da se jih
da uporabljati pri vseh ostalih vrstah genoma. Prvi uspeSen vnos genov z bakterijo
Agrobacterium tumefaciens (A. t.). je bil opravljen leta 1983 na tobaku. Transformiran je
bil bakterijski gen za odpornost na antibiotik. Zelo hitro se je ugotovilo, da bakterija A. t. ni
sposobna prenosa transgenov v enokali¢nice in v te namene so, v prvi polovici 90-ih let,
razvili biolistiko za posebe transformacije zit. Ta se ni izkazala kot uspe$na metoda, zato je
bilo na A. t. opravljenih ve¢ mutacij, ki so omogocile uspe$no transformacijo tudi
enokali¢nic (Horsch in sod., 1985; Fisher in Guiltinan, 1995; Sunilkumar in sod., 1999).

Transformiranih s posrednim nac¢inom, ki prevladuje v ve¢ kot 70 % je bilo ze ve¢ kot 100
rastlinskih vrst in vecina je bila vkljucena tudi v poljske poskuse. Gensko spremenjena
soja, koruza, bombaz, oljna repica, oljna orgrséica, paradiznik, krompir, tobak so vodilne
gensko spremenjena kulture, ki so jih v letu 2014 trzno pridelovali na 181 milijoni ha. Za
primerjavo eno leto prej, leta 2013 so navedene kulture zavzemale 175 milijonov ha
(Clive, 2014).

Gensko spremenjene rastline so v trznem pridelovanju v bliskovitem porastu. Pred 22 leti
so bila izdana prva dovoljenja za trzno pridelavo. Leta 1996 je bilo s transgenimi
poljs¢inami posejanih 2,8 milijonov ha, leta 2003 so skupne povrSine dosegle kar 67,7
milijonov ha, leta 2004 Ze 81 milijonov ha, leta 2005 pa so povrSine narasle na 90
milijonov ha in leta 2014 na kar 181 milijoni ha. Leta 2004 je gensko spremenjene rastline
pridelovalo 17 drzav, leta 2005 pa 21 in leta 2014 ze 28 (Clive, 2008; Clive, 2014).

Najve¢ se gensko spremenjenih rastlin prideluje v ZDA na kar 42,2 milijona ha, sledi
Argentina (24,3 milijon ha), Indija in Kanada (11,6 milijona ha), Kitajska in Paragvaj (3.9
milijona ha), Pakistan (2,9 milijona ha), Juzna Afrika (2,7 milijona ha) in Urogvaj (1,6
milijona ha) (Clive, 2014).

2.3 METODE VNOSA TRANSGENOV V RASTLINE

Metode vnosa transgenov v rastlinski genom se delijo na: neposredne (direktne) in
posredne (indirektne). Posredna metoda je z dolocenimi spremembami prenesena iz narave
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v laboratorijske razmere. V naravi jo opravljajo talne bakterije iz rodu Agrobacterium in v
biotehnologiji se z njo poimenuje vnos genos Vv rastlinske celice s pomocjo genskega
inZeniringa (Transformation..., 2012).

2.3.1 Neposredni vnos transgenov

V primerih, kjer se za transformacijo uporabljajo posamezne celice ali manjsi skupki celic
so se zacCele uporabljati metode neposrednega vnosa genov, ki temeljijo na pove€anju
prepustnosti celicne stene in jedrne membrane z razli¢nimi mehanskimi, elektri¢nimi in
kemijskimi postopki (Portykus, 1990; Songstad in sod., 1995):

2.3.1.1 Biolitska

Je metoda, pri kateri se plazmidno DNA izolira iz bakterije in nanese oz. pritrdi na
povrsino zlatih ali volframovih delcev, velikosti 0,1 - 1,5 um, ki se jih nanese na
membrane ali na izstrelke. S potisnim plinom helija ali dusika se jih pospesi in usmeri v
tkivo. Delci oz. izstrelki obdani z DNA prodrejo skozi celi¢no steno in jerdno membrano
ob tem se DNA sprosti ter omogocena je vgraditev DNA v enega od kromosomov. Ta
metoda je bila s 7 % najpogosteje uporabljena, takoj za vektorskimi sistemi z
Agrobacterium. V novejsem obdobju je pridobila na pomenu z uporabo za vnos genov
odgovornih za sintezo cepiv (Moravec in sod., 2007; Loc in sod., 2010; Loza-Rubio in
sod., 2010; Zhang in sod., 2011).

2.3.1.2 Elektroporacija

Je metoda, ki sloni na kratkih, $ibkih elektricnih impulzih, ki vplivajo na propustnost
lipidnih plasti v celi¢ni steni. Tako je omogocena samodejno prodiranje makromolekul
DNA skozi membrane. Metoda je uspesna pri specificnem rastlinskem materialu, kjer so
prisotne posami¢ne celice ali manjsi skupki celic, kot so protoplasti, mikrospore, meristemi
in somatski embriji na zacetku razvoja. Metoda je omejena na manjse Stevilo rastlinskih
vrst in je bila uspesno uporabljena za transformacijo riza, pSenice, koruze, nekaterih
okrasnih rastlinah in zelenjadnicah.

2.3.1.3 Polietilen glikol
Uporaba polietilen glikola (PEG) je kemi¢na metoda vnosa in sloni na podobnem principu

kot elektroporacija v kombinaciji z ultrazvokom na izbranih tkivih, ki so manj primerna za
transformacijo z Agrobacterium.
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2.3.1.4 Vbrizgavanje DNA

S posebno mikro pipeto se vbrizgava DNA v posami¢ne celice (protoplaste, mikrospore).
Je natan¢na in zahtevna tehnika, ki je bila uporabljenea na mladih poganjkih rzi, ogri¢ici in
drugih kriznicah ter zitih.

2.3.2 Posredni mehanizem prenosa transgenov z Agrobacterium tumefacien

Sistem vnosa transgenov z Agrobacterium je zelo pogosto uporabljena in sloni na
naravnem prenosu DNA iz bakterijskega plazmida v rastlinski genom. Pri naravni okuzbi
dvokali¢nic na mestu poSkodbe nastane rakasta tvorba, kot rezultat prenosa dednega zapisa
iz plazmida bakterije A. tumefaciens v rastlinski genom. Po letu 1990 so z povzro¢enimi
mutacijami identificirali seve Agrobacterium z virulenco, ki uspe$no okuzuje tudi
enokali¢nice (Hiei in sod., 1994; Ishida in sod., 1996 cit. po Galun in Breiman, 1998; Patti
in sod., 2012).

A. t. vsebuje Ti-plazmid, ki ima vkljucene virulentne vir gene, gene za sintezo in
razgradnjo opinov ter onc gene za tvorbo rakastih celic. Fragment Ti-plazmida z onc geni
in geni za sintezo opinov se imenuje prenosna oz. T-DNA. Geni za razgradnjo opinov in
vir geni ter ori mesto, geni odgovorni za podvajanje plazmida so izven T-DNA regije
(Chilton in sod., 1977; Zupan in sod., 2000).

T-DNA se prenese v rastlinski genom s pomocjo vir genov, ki so odgovorni za virulenco in
se nahajajo na Ti-plazmidu izven T-DNA regije. Do sedaj je poznanih 35 vir genov, ki jih
regulira 7 operonov. Za prenos transgenov so potrebni tudi chv virulentni geni, ki so
locirani na bakterijskem kromosomu (slika 1).

Kromosomski chvA in chvB geni imajo odlo¢ilno vlogo pri povezavi med A. t. in rastlino.
Ob poskodbi rastline se v okolico sprostijo nastale fenolne komponente (acetosiringon) in
se povezejo z VirA proteinom. Ta fenolno-proteinska povezava vpliva na fosfolizacijo virG
proteina, ki se nahaja v bakterijski citoplazmi (slika 1). Spremenjeni virG protein ima
vlogo transkripcijskega katalizatorja za ostale vir gene. Znanih je ve¢ sevov A. t. glede na
sposobnost virulence. Virulentnejsi sevi vsebujejo ve¢ kopij virG gena, ki ima odlocilno
vlogo in sposobnot v kombinaciji z ostalimi vir geni na okuzbo (Hellens in sod., 2000;
Stiekema in Visser, 1991).

Za prenos in vgraditev transgenov so odgovorni rastlinski encimi in tudi proteini vezani na
T-DNA. Za proces vgraditve je znacilno, da je pogostejsi in vezan na regijo rastlinske
DNA, ki je aktivna in se prepisuje v lastnost ter poteka s pomocjo rekombinacije. V
rastlinski genom se lahko vkljuci ena ali ve¢ kopij T-DNA (Zupan in sod., 2000; Stiekema
in Visser, 1991).
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Fenolne spojine
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Slika 1: Prenos in vgraditevT-DNA v rastlinski genom
2.3.2.1 Transformacijski vektorski sistem

Danes se vecinoma, ne samo v raziskovalne namene, ampak tudi v aplikativne, kot metoda
vnosa transgenov uporablja naravni vektorski sistem z A. t., ki je prilagojen za delo v in
vitro razmerah. Za te potrebe so prilagojeni in izdelani sistemi Ti-plazmidnega vektorja, ki
imajo iz T-DNA izrezane gene za sintezo opinov in onc gene. Z izkljucitvijo omenjenih
genov se ne morejo tvoriti rakaste celice in opini. Ostanejo samo mejna 0z. robna
nukleotidna zaporedja T-DNA, ki so sposobna vezave tujih genov in vkljucitve v rastlinski
genom (Zambryski in sod., 1983).

Poznani sta dva vektorska sistema:
- cis, ki ima samo en vecji plazmid s vklju¢eno T-DNA in vir regijo ter
- binarni, katerega bakterijska celica ima vklju¢ena dva plazmida: t.i. razorozeni
plazmid, ki je skoraj celotni Ti-plazmid, izrezano ima samo T-DNA in binarni
plazmid, ki je man;jsi in vkljucuje T-DNA ter mejna nukleotidna zaporedja.

V binarni sistem, tuje gene vnesemo z genskim inzeniringom v T-DNA binarnega
plazmida, ki ima sposobnost pomnoZevanja v E. coli in tudi v A. t. (Bevan, 1984). Binarni
plazmid konjugirano v Agrobacterium z razorozenim Ti-plazmidom, ki ima vir gene.

Zeljene gene z ustrezno opremljenimi promotorji, ki imajo v svoji strukturi specifi¢na
zaporedja baz in so sposobni uravnavanja transkripcijskega rastlinskega mehanizma, Ki
vpliva na specifi¢no tkivno ekspresijo transgena. Promotor je nukleotidno zaporedje, ki se
nahaja na 5’ strani 0z. pred zapisom za gen in usmerja ekspresijo gena. Delimo jih na
konstitutivne, ki regulirajo gene, Kkaterih izrazanje je v vseh tkivih (npr. CaMV 35S
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promotor virusa, ki povzroca mozaik cvetace) in inducibilne, ki se izrazajo specifi¢no,
samo v dolo¢enih tkivih ali organih, v dolo¢eni fazi razvoja (Ohta in sod., 1990). Na
njihovo izrazanje vplivajo dejavniki v rastlini in drazljaji iz okolja. V rastlino se lahko
transformira tudi gene iz filogenetsko nesorodnih vrst, ¢e se strukturnemu genu doda
promotor, prepoznaven rastlinskemu transkripcijskemu mehanizmu.

Novejsi binarni vektorski sistemi imajo rastlinske selekcijske gene locirane na levem
mejnem nukleotidnem zaporedju, da se zagotovi ¢im boljsa transforamcija markerskih ali
trzno zanimivih genov. Sheng in sod. (1996, cit. po Hellens in sod., 2000) so ugotovili, da
ima desno mejno nukleotidno zaporedje pri transforamciji prednost pred levim. Razvoj
vektorjev je bil usmerjen v uporabo pri vecih rastlinskih vrstah, zato so bila dodana
restrikcijska mesta, ki imajo veliko moznosti izreza dela DNA, ki ni povezano z
izrazanjem vne$enih lastnosti (Hellens in sod., 2000).

2.3.2.2 Selekcijski in markerski transgeni

Za uspesno locitev transformiranih celic od netransformiranih se uporabljajo selekcijski
geni, ki omogocajo transformantom prednost v rasti in razvoju. Za selekcijo se uporabljajo
geni za odpornost na antibiotike ali herbicide in tudi drugi kot odpornost na povecane
koncentracije manoze. Selekcijski geni so zaradi ucinkovitejSega transformacijskega
sistema vkljuéeni v plazmidno T-DNA skupaj z markerskim genom. Za izboljsanje
transformacijskega sistema se uporabljajo razli¢ni selekcijski geni, odvisno tudi od
rastlinske vrste.

Vecina selekcijskih genov je bila izolirana iz bakterijskih plazmidov in transformiranim
rastlinskim celicam omogocajo rezistentnost na dolo¢ene antibiotike. Najpogosteje se
uporabljata bakterijska gena, ki kodirata encim NPT (neomicin fosfotransferaza) in HPT
(higromicin fosfotransferaza) in sta sposobna fosforilacije ter neaktivnosti antibiotika
kanamicin ali higromicin. Z vgradnjo selekcijskih genov postanejo rastline neobcutljive na
kanamicin ali higromicin, endogeno pa so obcutljive in propadejo. Na velike koncentracije
kanamicina so enokali¢nice pogosto neobcutljive, medtem ko so Ze na majhne
koncentracije higromicina, tako eno- kot dvokali¢nice, zelo obcutljive (Wilmink in Dons,
1993). Zaradi evropske direktive, transgene rastline, ki so namenjene pridelovi na prostem
ne smejo vsebovati selekcijskih genov rezistentnih na antibiotike (Directive 2001/18/EC,
2001). Obstajajo tudi selekcijski geni, ki sprozijo odpornost na doloc¢ene herbicide (bar oz.
pat, epsps, aroAcp4 ali gox) in so hkrati selekcijski in tudi agronomsko pomembni geni. Po
letu 2008 se v Evropi selekcijske gene, ki omogocajo rezistenco na antibiotike, zamenjuje
z xylA genom, ki kodira ksilozno izomerazo, manA genom, ki kodira fosfomanozno
izomerazo in $pina¢nim badh genom, ki kodira betain aldehid dehidrogenazo (Joersbo in
Okkels, 1996; Jones in sod., 1996).
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Uspesnost transformacije se obi¢ajno testira s pomo¢jo markerskih oz. testnih genov. Ti
geni kodirajo enostavno dolo¢ljive substance in njihova prisotnost v celici ali rastlini je
dokaz o uspesnosti Vkljucitve tuje DNA. Osnhovni pogoj pri izbiri markeskih genov je ta, da
jih endogeno rastline, v katere jih vnasamo ne sintetizirajo. Med starej$imi in $e vedno
pogosto uporabljen je gus gen, ki je odgovoren za sintezo encima B-glukuronidaza (GUS).
Tkivo z izrazenim markerskim gus genom se ob dodatku 5-bromo-4-kloro-3-indolil
glukoronida obarva temno modro (Jefferson in sod., 1987). Velika slabost tega
markerskega gena je njegova destruktivnost. Prednost novej$ih markerskih genov, ki
kodirajo fluorescentne proteine je ta, da ob fenotipskem pregledu tkiva ne uni¢imo, kar
nam omogoca kontinuirano spremljanje. Med prvimi tovrstni markerskimi geni je bil
zeleno fluorescentni gen (gfp) izoliran iz meduze Aequorea victoria. Sintetiziran protein
(GFP) povzroca fluorescenco transformiranega tkiva, kar lahko spremljamo z
mikroskopom oz. stereomikroskopom s posebnim setom filtrov. Markerski geni so
uporabni pri proucevanjih izrazanja transgenov, medtem ko so fluorescentni geni isto¢asno
lahko tudi selekcijski geni, ker transformante lahko identificiramo na podlagi izrazene
fluorescence. V novejsem obdobju se poleg DsRed gena (sinteza rdeCe fluorescentnega
proteina), ki je pogosto uporabljen pri rastlinah, v proucevanja vkljuuje celo paleto
fluorescentnih genov. Ti vplivajo na izrazanje razli¢nih fluorescentnih proteinov, Ki se
uporablja v najrazli¢nej$ih proucevanjih spremenjenih proteinskih stanj v sesalskih celica.
Predvsem, za klini¢ne $tudije spremenjenega metabolizma celic (Ohta in sod., 1990; Sarma
in sod., 1995).

2.4 GENSKE TRANSFORMACIJE TOBAKA

Genske transforamcije, ki so imele v bliznji prihodnosti aplikativni znacaj, so se zacele s
tobakom. Leta 1983 je bil v tobakov genom transformiran bakterijski gen in ugotovljeno je
bilo, da je tobak zelo primeren za tovrstno delo. Zato so nadaljni poskusi, ki so sledili temu
bili opravljeni prav na tobaku. Prvo dovoljenje za poljski poskus je bilo izdano za transgeni
tobak, ki je bil leta 1986 prva transgena rastlina gojena v in vivo razmerah. Sest let
pozneje, leta 1992 je bil tobak odporen na viruse prva industrijska gensko spremenjena
rastlina v trzni pridelavi na Kitajskem (Raspor, 1996). Predhodno je bilo na tobaku
opravljenih veliko bazi¢nih Studij na protoplastih (Horsch in sod., 1984), kalusnih kultura
(Komari, 1989) in listnih izseckih (Horsch in sod., 1985; Fisher in Guiltinan, 1995;
Sunilkumar in sod., 1999), ki so vodile do prej omenjenene prakti¢ne vrednosti.

Tobak je zelo odziven in prilagodljiv na in vitro razmere. Regeneracija iz listnih izseCkov
je uspesna, zato je zelo primeren za genske transformacije. Uporablja se, kot testna oz.
modelna rastlina za postopek uvajanja transformacijskega sistema z novo uvedenimi
transgeni. V preteklosti oz. prve generacije transgenega tobaka so imele vklju¢ene samo
selekcijske gene, predvsem odpornost na kanamicin (Horsch in sod., 1984 in 1985;
Caligari in sod., 1993; Sarma in sod., 1995; Fisher in Guiltinan, 1995). Pozneje se je v
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transformacijske konstrukte vkljuéevalo tudi markerske in agronomsko pomembne gene
ter kanamacinsko selekcijo zamenjevalo za selektivnej$o higromicinsko (Park in sod.,
1998; De Block in sod., 1987; Joersbo in Okkels, 1996).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Za vnos dveh transgenov v genom tobaka smo uporabili listne izsecke tobaka. Sorta
’Havana 38’ je bila mikropropagirana na MSm gojis¢u (Murashige in Skoog, 1962) v
rastni komori. Fizikalni rastni faktorji v rastni komori so bili prilagojeni gojenju tobaka, in
sicer temperatura 22 + 1 °C, fotoperioda z 16 urno svetlobo in 8 urno temo ter intenziteta
osvetlitve 40 pmol m? s™. Pri teh razmerah je bila opravljena tudi 3tiri dnevna

kokultivacija in embriogeneza ter gojenje transgenov.

3.2 SESTAVINE GOJISC

Preglednica 1: Sestava MSm gojis€a za mikropropagacijo in MSr gojis¢a za regeneracijo tobaka po
transformaciji

Sestavine Gojisce

MSm MSr
MS makro- in mikroelementi 4,3 g/l 4,3 g/l
Fe-Na,EDTA 0,1 mg/l
saharoza 30 g/l 30 g/l
inozitol 0,1 g/
tiamin 0,1 mg/l 0,1 mg/l
pirodiksin 0,5 mg/l
nikotinska kislina 0,5mg/l
BAP 1,0 mg/l
NAA 0,1 mg/l
agar 8 g/l 8 g/l
pH 5,8 5,8
po avtoklaviranju smo filtersko dodali:
higromicin 25 mg/l
timentin 150 mg/I

Za posamezno gojisce smo zatehtane sestavine stopili v bidestilirani vodi z meSanjem na
meSalni plos¢i in zaradi ohranitve natan¢nosti iz zaloZnih raztopin dodali vitamine in
hormone. Kon¢ni volumen smo natan¢no doloc¢ili z merilno bucko in pH vrednost z KOH
ali HCI. Dodani strjevalec - agar smo stopili s segrevanjem v mikrovalovni peéici. Gojisca
smo avtoklavirali po standardnem postopku 20 min pri temperaturi 121 °C in pritisku 1,1
bar. Po kon¢anem avtoklaviranju smo gojisc¢a ohladili v hladni vodi na priblizno 40 °C in
filtrsko dodali antibiotike. Po temeljitem premeSanju smo gojisce glede na potrebo razlili v
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sterilne petrijevke oz. v steklene kozarce s polipropilenskim pokrovom (preglednici 1 in 2).

Preglednica 2: Sestava YEB gojisca za rast bakterije A. t. LBA4404

Sestavine Koncentracija g/l

saharoza 5

pepton

goveji ekstrakt

MgSO, x 7H,0
pH
po avtoklaviranju smo filtersko dodali:

5
5
kvasni ekstrakt 1
1
7

rifampicin 50 mg/I

kanamicin 100 mg/l

3.3 VEKTORSKI SISTEM

Za transformacijo listnih izseckov tobaka smo izbrali komercialni sev LBA4404, ki poleg
razorozenega plazmida pAL4404 vsebuje Se binarni plazmid z oznako pCAMBIA1301.
Sev A. t. LBA4404 ima kromosom TiAch5 in Ti-plazmid z bakterijsko selekcijo na
antibiotik rifampicin (50 mg/l) ter binarni plazmid pCAMBIA1301 z bakterijsko
odpornostjo na kanamicin (50 mg/l). V T-DNA regiji binarnega plazmida proti desnemu
mejnemu nukleotidnemu zaporedju je markeski gus gen, ki je odgovoren za sintezo encima
B-glukuronidaze. Proti levemu mejnemu nukleotidnemu zaporedju je lociran rastlinski
selekcijski hptll gen, ki daje transformiranim regenerantom odpornost na antibiotik
higromicin (slika 2).

Binarni plazmid pCAMBIA1301ima genetski zapis za gus markeerski gen, ki omogoca
izrazanje v transformiranih regenerantih. Vkljuena genetska sprememba daje gus genu
moznost, da s tem ko se veze na signalni peptid, postane aktiven v rastlinski celici
Markerski gus gen vsebuje intron iz ricinusove katalaze, ki onemogoca ekspresijo gus gena
v prokariontih, tudi v A. t. (Ohta in sod., 1990; Tanaka in sod., 1990). Pri evkariontih
vkljuéno z rastlinami se intron izreze. lzven T-DNA regije ima plazmid locirano
bakterijsko selekcijo in v T-DNA rastlinsko selekcijo. Plazmid je opremljen z rep in sta
regijo, ki mu omogocata stabilnost v A. t. tudi pri pomnozevanju v neselektivnih razmerah
(Deblaere in sod., 1987).
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Celoten plazmid pPCAMBIA1301 vsebuje 11.837 bp, T-DNA pa 5.607 bp. Markerski gus
gen je lociran proti desnemu mejnemu nukleotidnemu zaporedju T-DNA in selekcijski
hptll pa proti levemu mejnemu nukleotidnemu zaporedju (slika 2).

Hiwd T (11076)
Spk 1(11074)
Pst 1(1106%)
Sal 1(11058)
Xba 1(11052)
BamH 1(11046)

lacZ alpha
CaMV 35S promoter

Gus first exon

Mo 1(1)

Sae 1(11035) Bal 11 (3) Catalase intron

EeaR 1{11025)

Bst X1(10732)
CaMV35S promoter

Xho 1(9995)

Gus second exon

Nhe 1(2014)
Histidine tag

Bst EII (2050)

MNos poly-A
T-Border (right)
Spk 1(2455)

hygremycin (R}

Xha 1(5501) pCAMBIA1301

CaMV35S polyA l 11837 bp
T-Border (left)

Sewc 11 (3383)

kanamyein (R) pVS1sta

pBR322 ori

pBR322 bom Nhe [ (5458)

pVS1rep

Slika 2: Plazmid pCAMBIA1301 dolzine 11.837 bp (Roberts in sod., 1997)

3.4 TRANSFORMACUA

Transformacijo listnih izseckov smo izvedli po metodi kot jo priporocajo Horsch in sod.
(1985) ter Fisher in Guiltinan (1995) s prilagoditvami za na$ poskus. Liste in vitro gojene
sorte "Havana 38 smo v sterilnih razmerah brezprasne komore narezali na priblizno 1 cm?
izseCke. Po 10 izseckov smo za 1 dan inokulirali v petrijevke premera 9 c¢cm in viSine 1,5
cm na MSr regeneracijsko gojis¢e z dodanim 100 uM acetosiringonom (slika 3). Pokrov in
spodnji del petrijevke smo zaradi moznosti okuzbe oblepili s parafilmom.
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Slika 3: Listni izse¢ki tobaka sorte’Havana 38’ na MSr gojis¢u

V bakterijsko YEB gojis¢e smo dodali rifampicin (50 mg/l) in kanamicina (50 mg/l) ter
nacepili bakterijo A. t. Bakterijo smo gojili priblizno 12 do 14 ur, pri 28 °C in tresenju 120
obratov/min do priblizne opti¢ne gostote (Agoonm) = 0,6, kar je priblizno 5 x 10° celic/ml.

Nato smo bakterijsko suspenzijo centrifugirali 10 min pri 6000 obratih/min in 4 °C v
centrifugi Beckman J2-MS. Supernatant smo zavrgli in bakterijski pelet prelili s
polovicnim MS gojis¢em za tobak. S tako pripravljeno bakterijsko suspenzijo in 4
obravnavanji smo inkubirali listne izsecke tobaka V vsakem obravnavanju je bilo 6
petrijevk 0z. ponovitev s 60 izsecki. Vsa obravnavanja so bila sestavljena iz inkubacije
listnih izseckov tobaka v bakterijski suspenziji z obCasnim meSanjem v kombinciji z
ultrazvokom ali vakuumom:

1. obravnavanje: 10 minut inkubacije listnih izseckov v bakterijski suspenziji

2. obravnavanje: 5 minut inkubacije v bakterijski suspenziji in nadaljevanje 5 minut z
ultrazvokom

3. obravnavanje: 5 minut inkubacije v bakterijski suspenziji in nadaljevanje 5 minut z
vakuumom

4. obravnavanje: inkubacija z bakterijsko suspenzijo v kombinaciji s 5 minutnim
ultrazvokom in 5 minutnim vakuumom

Izsecke smo nato v brezprasni komori rahlo osusili, da smo odstranili odvecno bakterijsko
suspenzijo na sterilnem papirju in prestavili v petrijevke na MS regeneracijsko gojisce S
100 puM acetosiringona (slika 3) in jih v rastni komori $e Stiri dni kokultivirali. Nato smo
jih 2-krat sprali z raztopino antibiotika timentina (200 mg/l) in jih v brezprasni komori
rahlo osusili.

Nato smo jih prestavili na MSr selekcijsko gojis¢e z antibiotikom higromicin, 25 mg/l in
timentin, 150 mg/l za unicitev A. t. Regenerante (slika 5A) smo pri bazi odrezali in
prestavili v petrijevke premera 9 cm in viSine 2 cm na MSm gojisce s higromicinom, 50
mg/l in timentinom, 150 mg/I.
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3.5 FENOTIPSKO IZRAZANJE TRANSGENOV

Vnesena transgena smo spremljali na dva nacina. Na selekcijskem gojis¢u smo v
primerjavi s kontrolnimi regeneranti spremljali habitus rasti in razbarvanje. Prisotnost
encima B-glukuronidaze pa s histokemi¢nim GUS testom.

3.5.1 Izrazanje hptll gena

Regeneranti, ki so imeli vgrajen in funkcionalen selekcijskski hptll gen so bili sposobni
razgrajevati antibiotik higromicin, ki je za netransformirane regenerante toksicen.
Transgeni z nefunkcionalnim selekcijskim genom so na selekcijskem gojiscu zaostajali v
rasti, listi so se vihali navznoter, glavna Zzila je postala bela in moé¢no izstopila, listna
ploskev se je razbarvala, postala je rumena ter korenine niso nastajale. Naklju¢no smo iz
petrijevk izbrali 64 regenerantov, 16 za vsako obravnavanje, pri katerih smo opazili
navedene simptome oziroma so zaceli propadati na gojis¢u z dodano selekcijo, 25 mg/1
higromicina in jih prestavili na mikropropagacijsko MSm gojis¢e brez higromicina. Z
namenom izboljsati rast in na DNA nivoju dolociti prisotnost transgena ter potrditi
prisotnost in izrazanje gus gen pri teh regenerantih.

3.5.2 Izrazanje gus gena

Pri vseh vitalnih regenerantih na selekciji in brez selekcije, smo z GUS testom spremljali

ekspresijo gus gena po celi rastlini (list, steblo in korenina):

- dele listov, stebel in korenin vsakega regeneranta smo prelili s 700 ul 50 mM
fosfatnega pufra NaPO4 (Na;HPO, + NaH,PQO,4, pH 6,8) in 1 % Tritona X-100 ter
inkubirali 1 uro pri 37 °C

- po 1 uri smo pufer odstranili in dodali 700 pl svezega fosfatnega pufra z dodanim
barvilom 1,0 mM X-Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil glukoronid) in 20 %
metanolom ter pokrili s pokrovom ter oblepili z dvema plastema parafilma ter
inkubiramo ¢ez no¢ pri 37 °C

Po koncani inkubaciji smo vizualno spremljali izrazanje gus gena.

3.6 DNA ANALIZA TRANSGENOV

Dovolj velikim regenerantom smo z molekusko PCR metodo (verizna reakcija s
polimerazo) analizirali prisotnost transgenov gus in hptll. Iz listov regenerantov, ki so rasli
na selekcijskem MSm gojiscu in izbranih 64 regenerantov, ki so bili prestavljeni na MSr
gojice brez seelekcije ter netransformiranega tobaka smo izolirali celokupno genomsko
DNA. S fluorometrom smo dolo¢ili koncentracijo izolirane DNA. Specificno
namnozevanje frgmentov gus in hptll transgenov smo opravili v PCR reakciji s pomocjo
parov zacetnih oligonukleotidov v DNA ciklicnem termostatu. NamnoZene fragmente
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DNA smo locevali v agaroznem gelu z etidijevim bromidom, ki je omogocal detekcijo
fragmentov DNA pod UV svetlobo. Spremljali smo prisotnost oz. odsotnost namnoZzenih
fragmentov znacilnih za posamezni transgen.

3.6.1 DNA izolacija

Celokupno genomsko DNA tobaka smo izolirali po metodi Kump in sod. (1992). Sveze
dele listov smo v terilnici prelili z 0,6 ml ektrakcijskega pufra CTAB (cetiltrimetilamonijev
bromid) segretega na 68 °C in zdrobili [2% (w/v) CTAB: 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH
8,0), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)]. Zmaceriran material smo prelili v mikrocentrifugirke in
v vodni kopeli inkubirali 1,5 ure na 68 °C in vmes nekajkrat suspenzijo s tresenjem
premesali. Po koncani inkubacijo smo previdno dodali 500 pl meSanice topil kloroform :
izoamilalkohol 24:1, premesali in centrifugirali 12 min pri 11.000 obratih/min in 4 °C.
Supernatant smo previdno odpipetirali v oznacene mikrocentrifugirke in dodali 60 pul 3 M
natrijevega acetata in 600 pl ledeno hladnega izopropanola ter dobro premesali. DNA se je
zacela izlocati iz raztopine, kar smo opazili kot zgoscene, bele strukture. Vzorce smo
inkubirali 30 min v zmrzovalniku pri - 18 °C in nato centrifugirali 12 min pri 11.000
obratih/min in 4 °C. Supernatant smo previdno odlili in dodali 500 pul 70 % etanola ter po
20-ih min previdno odpipetirali etanol in DNA pelet susili v suSilniku 2 x 3 min pri 40 °C
ter dodali 50 pl TE pufra [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), ImM EDTA (pH 8,0)]. Vzorce DNA
smo shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.6.2 Merjenje koncentracije DNA

Z DNA fluorometrom, tip TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments) smo izmerili
koncentracijo DNA. Merjenje smo opravili z barvilom Hoechst 33258, ki smo ga dodali v
prefiltriran 1 x TNE pufer [0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 7,4)] v kon¢ni
koncentraciji 0,1 ug/ml. Raztopino smo hranili v steklenici oviti z alufolijo, zaradi
obcutljivosti barvila na svetlobo. Kalibracijo in umeritev fluorometra smo uporabili DNA
tele¢jega timusa (1 mg/ml DNA v 1 x TNE pufru z barvilom oz. delovni raztopini). DNA
vzorce smo razred¢ili na 20 ng/ul.

3.6.3 PCR reakcija

Pomnozevanje gus in nptll transgenov v verizni reakciji s polimerazo (PCR) je potekalo z
zacetnimi oligonukleotidi GUS3a-for/GUS3b-rev za gus transgen in Hyg-for/Hyg2-rev za
hptll transgen, ki so specifi¢ni za pomnozitev fragmentov dolzine 408 bp za gus 0z. 641 bp
za hptll gen (preglednica 2). PCR reakcijsko meSanico smo pripravljali v brezprasni
komori na ledu. V 0,5 ml PCR epruvete smo odpipetirali 5 ul DNA, koncentracije 20 ng/ul
in centrifugirali do 1000 obratov/min ter dodali 20 ul reakcijske mesSanice, ki je vsebovala
1 x PCR pufer [10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI pH 8.3], 0,1 mM vsakega
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deoksinukleotid trifosfata (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 mM ustreznega specificnega
zaCetnega oligonukleotida (preglednica 2) in 1 enoto encima Taq polimeraze (Fermentas,
Nemcija) ter sterilno destilirano vodo. Reakcijsko meSanico in DNA smo pretresli z roko
in nato Se na hitro centrifugirali do 1.000 obratov/min. PCR reakcija je potekala v
ciklitnem termostatu GeneAmp®™, PCR System 9700, PE Applied Biosystems po
temperaturnem vzorcu (Lakshmi in sod., 1998):
e 94 °C, 5 minut - zaCetna denaturacija DNA,
e 94 °C, 1 minuta in 35 ponavljajocih se ciklov - nadaljnja denaturacija DNA v
kombinaciji z:

- prileganje zacetnih oligonukleotidov 1 minuto pri 58 °C,

- izgradnja fragmentov DNA 1,5 minute pri 72 °C,
e kon¢no izdolzevanje fragmentov 5 min pri 72 °C.
Pred nadaljnjo analizo smo vzorce hranili pri 12 °C.

Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja parov zacetnih oligonukleotidov za posamezen transgen in dolzina
namnozenega fragmenta (bp)

Oznaka zacetnega Nukleotidno zaporedje 5' - 3' Pri¢akovana dolzina
oligonukleotida fragmenta
GUS3a-for GGC GAACAG TTCCTG ATT AAC 408 bp
GUS3b-rev TTC GTT GGC AAT ACT CCA CAT
Hyg-for ATG ACC GCT GTT ATG CGG CCATTG 641 bp
Hyg2-rev AAA AAG CCT GAA CTC ACC GCG ACG

Zacetni oligonukleotidi so bili izdelani na osnovi specifi¢nega nukleotidnega zaporedja
plazmida in sintetizirani pri MWG Bitech AG (Ebersberg, Nemcija).

3.6.4 Elektroforetska analiza fragmentov DNA

V PCR reakciji namnozene fragmente DNA smo loc¢ili v 1,4 % agaroznem gelu v
vodoravni elektroforetski posodi. Zatehtali smo 0,7 g agaroze (SeaKem LE agaroza,
Cambrex, ZDA) in pretresli v steklenico ter dolili 1 x TBE pufer 50 ml [89 mM Tris, 89
mM borna kislina, 2 mM EDTA]. Agarozo smo stopili v mikrovalovni pecici z meSanjem
in pred dodajanjem etidijevega bromida ohladili na 58 °C. Dodali smo 2,5 ul etidijevega
bromida iz zalozne raztoine 10 mg/ml. Raztopino smo prelili v model z vstavljenima
glavnikoma. Po priblizno 20 minutah, smo odstranili glavnike in model polozili v
vodoravno elektroforetsko posodo in prelili z 1 x TBE pufrom.

Pomnozenim DNA fragmentom smo dodali 5 pl nanasalnega barvila [12,5 % (w/v) ficol
400, 0,2 % (w/v) bromfenol modro, 6,7 % (v/v) 10 x TBE], premesali s centrifugiranjem
do 1.000 obratov/min in 17 ul vzorca nanesli v odprtine agaroznega gela. Poleg vzorcev s
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pomnozenimi transgenimi fragmenti smo na gel nanesli Se kontrolni vzorec
(netransformiran tobak), slepi vzorec (DNA nadome$éena s sterilno destilirano H,0),
ustrezni Cisti plazmid (izoliran iz E. coli) in velikostni standard (Fermentas, Nemcija) s 14
razli¢no dolgimi DNA fragmenti: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200 in 100 bp (slika 4.

bp

000

; 2000
[R— 1500
/ 1200

Slika 4: Dolzinski standard s 14 DNA fragmenti od 3.000 do 100 bp

Elektroforeza je potekala pri 120 V, priblizno 2 uri. Gel z namnozenimi in nenemnozenimi
fragmenti smo pregledali pod UV svetlobo (302 nm). Za poznej$o analizo in arhiviranje
rezultatov smo gele fotografirali s polaroidnim fotoaparatom.
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4 REZULTATI

4.1 REGENERACIJA TOBAKA PO TRANSFORMACUI

Po transformaciji listnih izseCkov tobaka se je ze po desetih dneh zacel formirati kalus in
po 14 dneh globularne strukture oz. zametki za regenerante na MSr gojiscu. Po Stirih
tednih so se zaceli pojavljati regeneranti na kontrolnih izseckih (slika 5A). Po Sestih tednih
so se regeneranti zacCeli pojavljati tudi na izseckih na selekcijskem MSr gojiscu, ki so bili

transformirani, netransformirane celice izseckov so propadale, vidne so bile nekroze (slika
5B).

Slika 5: Regeneracija listnih izseC¢kov: A — kontrola brez selekcije; B — po transformaciji na selekcijskem
gojiscu s 25 mg/1 higromicina

Preglednica 4: Stevilo nastalih regenerantov po transformaciji listnih izse¢kov tobaka z A. t. pPCAMBIA1301

. Obravnavanje
Ponovitev Skupno
1 2 3 4
1 15 12 5 17 49
2 24 4 7 6 41
3 20 13 7 4 44
4 3 8 8 19
5 5 8 0 17
6 11 6 3 23
Skupno 74 40 41 38 193

Stevilo in odstotek vitalnih regenerantov po obravnavanjih in ponovitvah je predstavljeno
v preglednici 4 in sliki 6. Od 240 inkubiranih izseCkov v bakterijski suspenziji z A. t.
pCAMBIA1301 in inokuliranth na MSr selekcijsko gojis€e je nastalo skupno 193
regenerantov. Od tega je na izseckih, ki so bili samo 10 minut inkubirani z A. t. nastalo kar
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74 regenerantov oz. 38,48 %. Na izseckih, ki so bili na 5 minutni inkubaciji v kombinaciji
s 5 minutnim ultrazvokom, je nastalo 40 oz. 20,73 % regenerantov. Pri 3. obravnavanju, Ki
je bilo sestavljeno iz 5 minutne inkubacije v kombinaciji s 5 minutnim vakuumom, je
nastalo 41 oz. 21,24 % regenerantov. Po 4. obravnavanju, ki je vkljucevalo inkubacijo s 5
minutnim ultrazvokom in 5 minutnim vakuumom, je nastalo 38 oz. 19,69 % regenerantov
(preglednica 4 in slika 6).

45
< 40 38,34
o 35
B 30
% 25 20,73 cLeq 19,69
@ 20
® 15

10

5

0 T T T

1 2 3 4

Obravnavanje

Slika 6: Odstotek regeneracije po transformaciji listnih izseCkov tobaka z A. t. pPCAMBIA10301

4.2 IZRAZANIJE hptll in gus GENA V REGENERANTIH TOBAKA

Nastale regenerante z dvema listoma smo prestavili na selekcijsko MSr gojisce s 25 mg/l
higromicina v petrijevke. Regeneranti, ki so zaceli po 10 dneh propadati smo jih prestavili
na sveze MSr gojisce brez selekcije. Pri teh regenerantih smo opazili, da hptll gen, ki daje
transformantom selekcijsko odpornost na higromicin ne deluje, ker niso bili sposobni
razgrajevati higromicin v gojiscu. Po 10 do 14 dneh so na gojisc¢u brez selekcije zaceli
normalno rastli in oblikovati korenine.

Z GUS testom smo testirali vseh 129 regenerantov, ki so uspesno rasli na selekcijskem
gojiscu in 64 regenerantov, ki so bili zaradi propadanja iz selekcijskega gojis€a prestavljeni
na neselekcijsko gojisc¢e. Od 129 regenerantov, ki so rasli na selekcijskem gojis¢u pri 1 0z.
0,8 % regenerantov z GUS testom nismo zasledili prosotnosti encima [-glukuronidaze in
pri 3 0z. 4,5 % regenerantov iz neselekcijskega gojisca (slika 7). Pri nekaterih regenerantih
izrazanje gus transgena ni bilo enakomerno po izbranih delih listov, stebel in korenin ter
tudi ne na vseh delih, a smo jih kljub temu Steli za pozitivne.
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Slika 7: Fenotipsko izrazanje gus gena: A — transformiran tobak; B — natransformiran tobak

4.3 DNA ANALIZA TRANSGENOV

S PCR analizo smo testirali vseh 193 regenerantov in ugotovili velik odstotek prisotnosti
namnozenih fragmentov znaéilnih za markerski gus in selekcijski hptll transgen.
Regenerantov z namnozenimi fragmenti znacilnimi za oba trasgena je bilo 188 (97,4 %).
Fragmenti znacilni za gus gen so se namnozili pri 189 (97,9 %) regenerantih in fragmenti
znacilni za hptll gen so se namnozili pri 191 (98 %) regenerantih in smo pri 1 (0,5 %)
regenerantu se niso namnozili fragmenti znacilni za oba transgena. Pri 3 (1,6 %)
regenerantih se niso namnozili fragmenti znacilni za gus transgen in pri 1 (0,5 %)

regenerantu se niso namnozili fragmenti znacilni za hptll transgen (preglednica 5 in slika
8).

Preglednica 5: Stevilo in odstotek transgenov tobaka po transformaciji izse¢kov z A. t. pPCAMBIA1301 pri
katerih se s PCR reakcijo niso namnozili fragmenti znacilni za transgena

Stevilo in odstotek regenerantov brez transgenov

Stevilo analiziranih -
gus in hptll gus hptll skupno

regenerantov : . . :
Stevilo | odstotek | Stevilo | odstotek | Stevilo | odstotek | Stevilo | odstotek

193 1 0,5 3 1,6 1 0,5 5 2,6
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nadaljevanje
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Slika 8: Namnozeni fragmenti DNA s pari zac¢etnih oligonukleotidov: 1 do 129 - transformiran tobak gojen s
selekcijo, 130 do 193 transformiran tobak gojen brez selekcije, K - netransformiran tobak, P - plazmid
pCAMBIA1301, S - slepi vzorec, M - velikostni standard s 14 razli¢no dolgimi DNA fragmenti; A -
fragmenti dolzine 408 bp znacilni za markerski gus gen; B — fragmenti dolzine 641 bp znacilni za selekcijski
hptll gen

Na selekcijskem gojis¢u so se namnozili fragmenti znacilni za hptll gen pri vseh
regeneranti, medtem ko na neselekcijskem gojisSu 2 regeneranta nista imela prisotne
fragmente znacilne za hptll gen. Pri enem od njiju z oznako 187 se niso namnozili
fragmenti znacilni za oba transgena, tako gus in hptll (slika 8).

98,4 93,4

96,9

Transformacija (%)

a0 _
gus+hptll gus hptll gus+hptll gus | hptll
selekcija brez selekcije
Transgen

Slika 9: Odstotek transgenov tobaka na selekcijskem in neselekcijskem MSr gojis¢u pri katerih so s PCR
reakcijo namnozili znaéilni fragmenti
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Na selekcijskem gojis¢u smo potrdili prisotnost in fenotipsko izrazanje obeh transgenov,
tako gus in hptll pri 99,2 % regenerantih. Prav toliko regenerantov je imelo prisoten gus
transgen ter vsi so imeli selekcijski hptll transgen. Na neselekcijskem gojis¢u je bilo 98,4
% regenerantov s potrjenima obema transgenoma in 96,9 % s samo gus ter 98,4 % s samo
hptll transgenom. Pri teh regenerantih je bil hptll transgen utiSan oz. se ni izraZal, saj so na
selekcijskem gojis¢u propadali (slika 9).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Z gensko tehnologijo, med katerimi je tudi transformacija, lahko spremenimo genski zapis
in posledi¢no fenotip rastline. V ta namen se uporabljajo razli¢ne tehnike od transforamcije
do izrazanja transgenov v rastlini. Listne izseCke tobaka Havana 38’ smo gojili en dan
pred kokultivacjo in nato Se 4 dni kokultivacije na regeneracijskem MSr (Murashige in
Skoog, 1962) gojiscu s 100 uM acetosiringonom, Z namenom izboljsati transformacijo. Ob
poskodbi rastlinske celice z A. t. rastlina sintetizira polifenolne snovi, med katerimi sta
acetosiringon in hemiacetosiringon, ki na nivoju regulacije delovanja bakterijskih genov na
plazmidu in kromosomu vplivata na izrez enoverizne T-DNA, potovanje po bakterijski in
rastlinski celici in naklju¢no vgraditev na enega od rastlinskih kromosomov. Po izrezu
enoverizne T-DNA iz plazmida imata pomembno vlogo pri ponovni izgradnji T-DNA. O
ugodnem vplivu dodanega acetosiringona v gojis¢e na transformacijo porocajo Caligari in
sod. (1993).

Dele listov tobaka smo transformirali v bakterijski suspenziji A. t. sev LBA4404 z
binarnim vektorjem pCAMBIA1301, ki ima v T-DNA regiji lociran markerski gus gen in
selekcijski hptll gen. Oba transgena sta bila opremljena s promotorjem CaMV 35S, ki
omogoca izrazanje po celi rastlini. Z oemnjenim transformacijskim sistemom smo Zeleli
Optimizirati transformacijo in ugotoviti razlike med Stirimi vkljuéenimi obravnavanji
inkubacije.

Deset dni po transformaciji se je zacel na izseckih formirati kalus in po 14 dneh globularne
strukture oz. zametki za regenerante ter po Sestih tednih regeneranti. Velik odstotek
regenerantov je nastal po poti direktne somatske organogeneze, brez vmesne faze kalusa. V
pojavu posameznih faz organogeneze med obravnavanji nismo zasledili rzlik. O podobnem
Casovnem pojavljanju posameznih faz regeneracije pri tobaku po transformaciji poroca
Hren (2007); medtem ko o zelo uspe$ni direktni somatski organogenezi listnih izse¢kov
tobaka porocajo Stolarz in sod. (1991) ter Caligari in sod. (1993).

Na izseckih, ki so bili samo 10 minut inkubirani v bakterijski suspenziji A. t. je nastalo
najveC 38,48 % regenerantov. Pri ostalih treh obravnavanjih, ki so imela vkljuc¢eno se
kombinacijo vakuuma in ultrazvoka pa od 19,6 do 21,24 % (preglednica 4 in slika 6).
Dodani postopki vakuum in ultrazvok so verjetno preve¢ poskodovali tkivo - celice
izseCka, kar se je negativnho odrazalo na odstotku transforamcije in tudi regeneracije.
Sposobnost transformacije in regeneracije imajo mlajSe in vitalne celice, brez veéjih
poskodb, ki imajo ohranjene funkcije.
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Po stirih dneh inkubacije in kokultivacije smo izsecke prestavili na regeneracijsko MSr
gojisce s selekcijskim antibiotikom higromicin 25 mg/l in antibiotikom timentin 150 mg/I,
Ki je uspesno zatrl namnozevanje bakterije A. t.. Pri spremljanju kulture nismo opazili
negativnega vpliva timentina na regeneracijo listnih izseCkov in na regenerante. O
podobnem vplivu timentina pri zaustavitvi rasti bakterije A. t. in pozitivnem ucinku na
rastline poro¢ajo Cheng in sod. (1998). Transformanti z izraZzenim hptll genom na
selekcijskem MSm gojis¢u v kombinaciji s timentinom so bili normalno veliki, brez
nekroz, zato smo nedelovanje 0z. utisanje hptll transgena hitro opazili.

Z namenom potrditi zanesljivo izrazanje selekcijskega hptll gena smo v drugi
subkultivaciji regenerante prestavili na enkrat ve¢jo koncentraciji higromicina (50 mg/l),
kot je priporoCena za tobak. Priporo¢ena koncentracija selekcijskega agensa mora
prepreciti regeneracijo in rast netransformiranih celic oz. regenerantov. Istocasno pa mora
omogociti rast in koreninjenje transformiranih regenerantov. Podobne vplive razli¢nih
selekcijskih agensov na rastline navajajo De Block in sod. (1987); Joersbo in sod. (1996);
Park in sod. (1998). Selekcija 25 mg/l higromicina v MSr goji$¢u ni absolutno preprecila
nastanek netransformiranih regenerantov. Ti so verjetno rasli v bliZini transformiranih
regenerantov, ki so uspe$no razgradili higromicin. Po subkultivaciji pa je bilo oc€itno, da so
regeneranti, pri katerih hptll gen ni deloval, propadali. Samo pri dveh oz. 1 % regenerantov
se v PCR analizi niso namnozili fragmenti dolzine 641 bp znacilni za hptll gen in od tega
pri enem oz. 0,5 % tudi fragmenti dolzine 408 bp znacilni za gus gen. Oba regeneranta sta
bila po neuspesni rasti na selekciji prestavljena na neselekcijsko gojisce.

Pri treh oz. 1,6 % regenerantov se niso namnozili fragmenti znacilni za gus gen, so se pa
namnozili fragmenti znacilni za hptll gen in od teh sta dva regeneranta imela utian hptll
transgen, saj sta bila zaradi slabe rasti na selekcijskem MSr gojis¢u prestavljena na
neselekcijsko gojisce.

Kar 62 oz. 32 % regenerantov je imelo potrjeno z verizno reakcijo s polimerazo (PCR)
vgrajen hptll gen, ki je bil utiSan, saj niso bili sposobni razgrajevati higromicin, imelo pa je
funkcionalen gus gen, razen dveh oz. 1 %, pri katerih je bil tudi gus gen utisan (slika 8 in
9). Od 129 regenerantov, ki so uspesno rasli na selekcijskem gojisc¢u pri 1 oz. 0,8 %
regenerantov z GUS testom nismo zasledili prosotnosti encima [3-glukuronidaze in pri 3 oz.
4,5 % regenerantov iz neselekcijskega gojisca (slika 7).

Nesposobnost izrazanja transgena (pojava lastnosti) je lahko povezano z vgradnjo v predel
kromosoma, ki je transkripcijsko neaktiven, ali prisotnosti nastalin mutacij, ki lahko
povzrocijo utiSanja genov. Nastale delecije in tudi insercije v transgenih so zasledili Hiei in
sod. (1997) ter Kohli in sod. (1999) pri rizu, Yao in sod.(1995) pri jablani ter Mercuri in
sod. (2000) pri ameriski vijolici. Pri regenerantih, ki so zaceli propadati na selekcijskem
gojis¢u smo zeleli ugotoviti ali celoten genski konstrukt z obema transgenoma ne
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funkcionira oz. se ne izraza. To smo dokazali z reSevanjem 64 0z. 33,2 % propadajocih
regenerantov na gojisce brez selekcije, od katerih se pri enem regenerantu niso namnozili
fragmenti znacilni za hptll in tudi ne za gus gen (slika 8). Pri vseh ostalih smo ne glede na
obravnavanje dobili velik odstotek GUS pozitivnih regenerantov, kljub temu, da so slabo
rasli 0z. so propadali na gojis¢u s higromicinom. V teh primerih del genskega konstrukta s
hptll genom ni funkcioniral, ker rastline niso bile sposobne razgraditi higromicin. Katera
od navedenih tezav je bila prisotna pri nasih regenerantih je tezko ugotoviti brez temeljite
nadaljnje molekulske analize, lahko pa z naSih opazanj potrdimo, da je prislo do
neizrazanja oz. utisanja transgenov.

Od skupno 193 analiziranih regenerantov s PCR metodo, samo pri 5 0z. 2,6 % nismo
zasledili fragmentov znadilnih za transgena. Kar pri 62 0z. 32 % regenerantov s PCR
analizo potrjeno vgrajenim hptll transgenom, se ta ni izrazal. Medtem ko smo pri gus
transgenu ugotovili 100 % skladnost med izrazanjem gus transgena in prisotnostjo
namnozenih fragmentov s PCR analizo. Samo pri 4 0z 5,3 % regenerantih z GUS testom
nismo zasledili prisotnosti encima B-glukuronidaze in pri teh se tudi niso namnozili
fragmenti znacilni za gus transgen. Pri analizi z GUS testom smo $teli za fenotipsko
pozitivne vse regenerante, tudi tiste pri katerih smo zasledili samo to¢kovno, himerno
izrazanje v posameznih tkivih lista, stebla ali korenin.

5.2 SKLEPI

Po transformaciji listnih izseckov tobaka je na selekcijskem MSr gojiS¢u na 240 izseckih
nastalo 193 vitalnih regenerantov, kar je 80,4 % regeneracija.

Najvec 38,48 % regenetantov je nastalo na izseckih, ki so bili inkubirani 10 minut samo v
bakterijski suspenziji z Agrobacterium tumefaciens

Pri ostalih treh obravnavanjih, kjer sta bila v inkubacijo $e vkljucena ultrazvok in vakuum
ali kombinacija obeh je nastalo manj od 19,6 do 21,24 % regenerantov.

Koncentracija 150 mg/l antibiotika timentin je zatrla razmnozevanje bakterije A. t. in ni
imela negativnih posledic na nastanek transformantov.

Na selekcijskem gojisc¢u z dodanim higromicinom 50 mg/1 so se v PCR reakciji namnozili
fragmenti znacilni za selekcijski hptll in markerski gus gen pri 99,2 % regenerantih, prav
toliko jih je imelo potrjen samo gus gen in vseh 100 % je imelo prisotne fragmente
znacilne samo za hptll gen.
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Na neselekcijskem gojiscu je imelo 98,4 % regenerantov namnozene fragmente znacilne za
oba transgena in prav toliko za samo hptll gen ter 96,9 % samo za gus gen.

Kar pri 32 % regenerantih s PCR analizo potrjeno vgrajenim hptll transgenom, se ta ni
izrazal, imeli pa so funkcionalen gus gen, razen 2 0z. 1 %, pri katerih je bil tudi gus gen
utisan.

Samo pri 5,3 % regenerantih z GUS testom nismo zasledili prisotnosti encima f3-
glukuronidaze in pri teh se tudi niso namnozili fragmenti znacilni za gus transgen. Tako
smo pri gus genu ugotovili 100 % skladnost med izrazanjem gus gena in prisotnostjo
namnozenih fragmentov.
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6 POVZETEK

Priblizno 1 cm? velike dele listov tobaka sorte "Havana 38’ smo v brezprasni komori po 10
inokulirali ¢ez no¢ na regeneracijsko MSr (Murashige in Skoog, 1962) gojis¢e z dodanim
100 uM acetosiringonom (slika 3), ki naj bi po inkubaciji z bakterijo A. t. pospesil
transformacijio Zaradi moznosti okuzbe in izgube vode smo pokrov in spodnji del
petrijevke obdali s parafilmom. V poskus je bilo vkljuc¢enih 240 izse¢kov, 60 za vsako od
Stirih obravnavan,;.

Naslednji dan smo liste tobaka transformirali s posredno metodo z vektorskim sistemom
bakterije A. t. sev LBA4404 in plazmidom pCAMBIA1301 s 4 postopki: 1) 10 minutna
inkubacija samo v bakterijski suspenziji z ob¢asnim mesanjem, 2) 5 minutna kombinacija z
ultrazvokom, 3) 5 minutna kombinacija z vakuumom in 4) 5 minutna kombinacija z
ultrazvokom in nadaljevanje 5 minut z vakuumom. Listne izseCke smo po 10 minutni
inkubacije z A. t. v brezprasni komori rahlo osusili in jih za 4 dni inokulirali nazaj na MSr
gojis¢e s 100 uM acetosiringonom. Po 4 dneh kokultivacije smo listne izsecke sprali z
raztopino antibiotika timentin, 200 mg/l in jih rahlo osusili v brezprasni komori. Nato sSmo
jih inokulirali na regeneracijsko MSr gojis¢e z dodanim selekcijskim antibiotikom
higromicin, 25 mg/l in timentin, 150 mg/l za unicitev A. t. Nastale regenerante smo
subkultivirali na mikropropagacijsko MSm gojisée s povecano koncentracjo higromicina,
50 mg/l in enako timentina, 150 mg/l v petrijevke premera 9 cm in visine 2 cm.

Na selekcijskem MSr gojis¢u je na 240 izseckih nastalo 193 regenerantov, kar je 80,4 %
regeneracija. Najve¢ 74 oz. 38,48 % smo jih dobili po obravnavanju v katerem smo listne
izseCke inkubirali 10 minut samo v bakterijski suspenziji z A. t. Po ostalih treh
obravnavanjih smo dobili manj regenerantov. Po obravnavanju 3, kombinacija inkubacije z
A. t. in vakuuma, 41 oz. 21,24 % regenerantov. Skoraj enako 40 oz. 20,73 % regenerantov
je nastalo pri obravnavanju 2, inkubacija z A. t. in ultrazvoka in namjmanj 38 0z. 19,6 %
regenerantov pri kombinaciji ultrazvoka in vakuuma (preglednica 4 in slika 6).

Od 193 regenerantov, subkultiviranih na selekcijsko MSm gojisce, je po 10 do 14 dneh, 64
zacelo propadati in smo jih prestavili na gojis¢e brez selekcije, z namenom ugotoviti
fenotipsko izrazanje hptll in tudi gus transgena.

Pri vseh regenerantih, na selekcijskem in tudi na neselekcijskem gojiscu, kateri so imeli
razvite liste in korenine, smo s histokemi¢nim GUS testom testirali izrazanje gus gena in to
v listih, steblih in koreninah. Prav tako smo pri vseh opravili tudi DNA analizo z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR) in na podlagi pomnozenih fragmentov znacilnih za posamezni
transgen potrdili prisotnost transgena v genomu nastalih regenerantov.

Velik odstotek regenerantov je imelo namnozene fragmente znacilne za vneSene transgene
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tako na selekcijskem kot neselekcijskem gojis¢u. Na selekcijskem gojis¢u so se namnozili
fragmenti, dolzine 408 bp znacilni za gus gen in fragmenti dolzine 641 bp znacilni za
selekcijski hptll gen pri 99,2 % regenerantov, prav toliko regenerantov je imelo potrjen
samo gus gen in vseh 100 % regenerantov je imelo namnozene fragmente znacilne za hptll
gen. Na neselekcijskem gojiscu je 98,4 % imelo namnoZene fragmente znacilne za oba
transgena in prav toliko za samo hptll gen ter 96,9 % samo za gus gen (slika 8 in 9).

Od skupno 193 analiziranih regenerantov s PCR metodo, samo pri 5 0z. 2,6 % nismo
zasledili fragmentov znadilnih za transgena. Kar pri 62 oz. 32 % regenerantov s PCR
analizo potrjeno vgrajenim hptll transgenom, se ta ni izrazal, imelo pa je funkcionalen gus
gen, razen dveh oz. 1 %, pri katerih je bil tudi gus gen utiSan. Medtem ko smo pri gus
transgenu ugotovili 100 % skladnost med izrazanjem gus transgena in prisotnostjo
namnozenih fragmentov s PCR analizo. Samo pri 4 oz 5,3 % regenerantih z GUS testom
nismo zasledili prisotnosti encima B-glukuronidaze in pri teh se tudi niso namnozili
fragmenti znacilni za gus transgen.

Iz na$ih ugotovitev lahko potrdimo, da o uspesnosti transformacije lahko govorimo takrat,
ko zasledimo na DNA nivoju prisotnost transgena in tudi njegovo fenotipsko izraZzanje.
Najbolj zanesljivi dokaz uspesnosti je, ko se transformirana lastnost prenese oz. deduje na
potomce, kar pa v nasi nalogi nismo spremljali.
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