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V nasi raziskavi smo proucevali ucinkovitost in vitro regeneracije krompirja
(Solanum tuberosum) sort Igor in Sante. Ugotavljali smo morfoloski potencial
izseCkov in vpliv sestave gojis€a na regeneracijo rastlin. Uporabili smo Stiri
razlicne koncentracije zeatin ribozida (ZR) v kombinaciji z drugimi rastnimi
regulatorji. Indukcija kalusa na regeneracijskem gojis¢u je bila ucinkovitejSa z
uporabo kombinacije rastnih regulatorjev naftalenocetne kisline (NAA),
giberelinske kisline (GAj3) in ZR kot pa z uporabo NAA, 6-benzilaminopurina
(BAP), 2,4 diklorofenolocetne kisline (2,4 D) in kinetina (KIN). Glede na delez
nastalega kalusa so za sorto Sante najprimernejsi izseCki internodijev pri uporabi
5,69 uM raztopine ZR, pri sorti Igor pa izsecki listov pri uporabi 8,54 uM ali
11,38 uM raztopine ZR. Uporabljeno razmerje citokininov in avksinov ni
stimuliralo nastanka poganjkov. V nadaljevanju smo pri transformaciji sorte Igor
uporabili drugacne koncentracije rastnih regulatorjev (8,54 uM ZR, 0,05 uM GA;
in 1,07 uM NAA). S postopkom transformacije smo pridobili transgene rastline z
dokazano prisotnostjo vstavljenih genov za krompirjev cisteinski proteinazni
inhibitor (PCPI). Pridobljene transgene rastline predstavljajo pomembno orodje za
nadaljnje analize genov sorte Igor, ki je bila pred okuzbo z virusom PVYN™ ena
izmed najpopularnejsih in gospodarsko najpomembnejsih sort v Sloveniji.



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov v
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

DN
DC
CX
AU
AA
PP
PB
PY
TI

DT
NO
LA
AL
AB

KEY WORDS DOCUMENTATION

Dn

581.1:581.2:582.951 (043.2) = 163.6

potato (Solanum tuberosum)/regeneration/zeatin riboside/transformation

BROZIC, Andreja

ZEL, Jana (supervisor)

SI-1000 Ljubljana, Vecna pot 111

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Biology

2011

REGENERATION AND TRANSFORMATION OF POTATO (Solanum
tuberosum) cv. IGOR AND cv. SANTE FOR FURTHER GENE ANALYSIS
Graduation Thesis (University studies)

XI, 66 p., 6 tab., 22 fig., 73 ref.

sl

sl/en

Two potato (Solanum tuberosum) cultivars, cv. Igor and cv. Sante, and different
varieties of explants, and media were selected to study relationships between in
vitro regeneration responses. Firstly, four different ZR concentrations combined
with other growth regulators were used. In comparison to combination of
naphthaleneacetic acid (NAA), 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D),
benzylaminopurine (BAP), and kinetin (KIN) used for callus induction, better
callus development was observed with a combination of NAA, gibberelic acid
(GA3), and zeatin riboside (ZR). The highest percentage of callus was induced with
5.69 uM ZR and 8.54 uM or 11.38 uM in cv. Sante internodes and in leaf parts of
cv. Igor, respectively. There was no shoot formation at ratio of auxins and
cytokinins that were used. Different combination of growth regulators (8.54 uM,
ZR, 0.05 uM GA;, and 1.07 uM NAA) for transformation of cv. Igor was used.
Stable integration of potato cysteine proteinase inhibitor (PCPI) genes in transgenic
plants confirmed successful transfer. Before the infection with virus PVYN'™N, cv.
Igor represented one of the most popular and economically important cultivar in
Slovenia. Transgenic plants acquired during this study are very important tool for
further gene analysis of this plant.
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1 UVOD

Tehnike genskega inZeniringa zahtevajo visoko frekvenco regeneracije rastlin. Zato
raziskave kot so testiranje sposobnosti regeneracije tkiv izseCkov iz razli¢nih delov rastline,
ugotavljanje glavnih dejavnikov, ki vplivajo na viabilnost izseCkov in na potek
organogeneze in embriogeneze ter optimizacija protokolov regeneracije spadajo med
pomembnejSe aktivnosti na podrocju rastlinske biotehnologije (Popescu in sod., 2010).

Krompir (Solanum tuberosum) je zaradi produktivnosti in vsebnosti Skroba, vitaminov in
proteinov pomembna kmetijska rastlina, ki jo gojimo na razli¢nih koncih sveta. Napredek v
rastlinski biotehnologiji je omogocil izboljSanje Stevilnih sort krompirja, kar je posebe;j
pomembno pri sortah, katerih tradicionalne metode vzgoje niso u¢inkovite (Hussain in sod.,
2005).

Izdelanih je bilo Zze nekaj protokolov za regeneracijo krompirja razli¢nih sort. UspeSnost
regeneracije pri teh protokolih se je razlikovala glede na krompirjev genotip, zacetni

.....

.....

transformacijo najprej dolociti znacilnosti in pogoje regeneracije (Hussain in sod., 2005).

Napredek genskega inZeniringa rastlin je v zadnjem c¢asu velik in raziskovalci razvijajo
nove metode za prenos DNA. Kot orodje za vnos tujih genov v rastline se najpogosteje
uporablja bakterija Agrobacterium tumefaciens (A. t), ki ima naravno sposobnost
transformacije rastlin (Tavazza in sod., 1988). Metoda vnosa DNA v rastlinski genom s
pomocjo A. t. je bila uspesno uporabljena pri transformaciji krompirja, Ceprav avtorji
navajajo razlike v uc¢inkovitosti protokolov pri razli¢nih sortah krompirja. Regeneracija
brez transformacije ima tako kot transformacija brez regeneracije zelo omejeno uporabnost,
zato je potrebno najti primerno metodo za u¢inkovit in uspeSen rezultat obeh postopkov.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil:

— Proucditi u€inkovitost in vitro regeneracije krompirja (Solanum tuberosum) sort Sante in
Igor. Zeleli smo ugotoviti morfoloski potencial izse¢kov in vpliv sestave gojiséa na in
vitro regeneracijo pri dveh razli¢nih tipih izse€kov in dveh genotipih.

— Transformirati krompir in pridobiti ¢im ve¢ transgenih linij krompirja sorte Igor s
konstruktom za povecano ekspresijo krompirjevega cisteinskega proteinaznega
inhibitorja (PCPI).
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavili smo, da bomo optimizirali postopek regeneracije krompirja sort Igor in Sante.
Predvidevamo, da so plazmidi pMDC ustrezni za vnos v bakterije Agrobacterium
tumefaciens in za izrazanje gena v transformiranih rastlinah. Pri¢akujemo, da se bo z
uporabljeno metodo transformacije genski konstrukt vgradil v genom poganjkov in bomo
pridobili rastline za nadaljnje analize.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 REGENERACIJA RASTLIN

Regeneracija rastlin in tkivne kulture sta pomembni komponenti biotehnologije in bistveni
pri genski manipulaciji rastlin. Visoka frekvenca regeneriranih rastlin iz in vitro tkivnih
kultur je predpogoj za uspesno aplikacijo tkivne kulture in za genske inzenirske tehnologije
z namenom izboljSave pridelkov. Narejenih je bilo ze veliko poizkusov za doseganje ¢im
vecje uspesSnosti rastlinske regeneracije iz kalusa (neorganiziranega skupka celic)
krompirja pri razli¢nih sortah (Jasmin in sod., 2003).

Rastline kazejo izredno zmoznost spreminjanja v smislu rasti in razvoja zaradi sposobnosti
spreminjanja in prilagajanja (plasti¢nosti) ter totipotentnosti njihovih celic. Tkivne kulture
in regeneracija dajejo najboljsi dokaz za totipotentnost, saj pri diferenciaciji ne pride do
izgube genskega potenciala. Pri regeneraciji rastlin izkoriS§¢amo sposobnost takSnega
razvoja (Tyagi in Yadav, 2006).

2.1.1 Plasti¢nost in totipotentnost

Rastline so zaradi pritrjenosti in dolgega zivljenja razvile Stevilne sposobnosti, ki jim
omogocajo prezivetje. Stevilni procesi, vkljudeni v rast in razvoj rastlin, so prilagoditve na
okoljske razmere. Plasti¢nost omogoca rastlinam prilagajanje metabolizma, rasti in razvoja,
da kar najbolje ustrezajo razmeram v okolju. Posebej pomemben vidik te adaptacije, ki je
pomemben za rastlinske tkivne kulture in regeneracijo, je sposobnost iniciacije delitve
celic iz prakticno kateregakoli tkiva rastline in regeneracija izgubljenega organa ali razvoj
v razlicnih smereh glede na dolocen stimul (Slater in sod., 2008). Do regeneracije in
indukcije celi¢ne delitve, ki vodi v nastanek kalusa lahko pride pri prakticno vseh
rastlinskih tkivih. Rastline ali rastlinska tkiva, ki jih gojimo in vitro, obicajno kazejo
visoko stopnjo plasti¢nosti, kar omogoca iniciacijo razvoja dolocenega tipa tkiva ali organa
1z drugega tipa. Gre za fizioloSko, morfolosko in regenerativno plasti¢nost (Tyagi in Yadav,
2006).

Regeneracija celotne rastline je odvisna od koncepta, da lahko vse rastlinske celice pod
primernimi pogoji izrazijo celoten genski potencial starSevske rastline. Ohranitev genskega
potenciala imenujemo totipotentnost (Slater in sod., 2008). Na podlagi svoje enovite
genske informacije se lahko vsaka celica razvije v popolno rastlino (Ravnikar, 1996).
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2.1.2 Somatska embriogeneza in organogeneza

V SirSem smislu se pri rastlinskih transformacijah vecinoma uporabljata dve metodi
rastlinske regeneracije: somatska embriogeneza in organogeneza (Slater in sod., 2008).

Somatska embriogeneza je razvoj embriju podobnih struktur iz somati¢nih celic, katere se
lahko v primernih razmerah razvijejo naprej na podoben nacin kot to poteka pri zigoticnem
embriju. Nastanek somatskega embrija lahko poteka neposredno ali posredno. Pri
neposrednem nacinu nastane somatski embrij iz posamezne celice ali skupine celic brez
stopnje nastanka kalusa. PogostejSa posredna somatska emriogeneza vkljucuje tudi tvorbo
kalusa. Embriji nastanejo pod vplivom indukcije kalusa ali iz celicne suspenzije
pridobljene iz kalusa. Na ta nac¢in lahko nastane veliko Stevilo somatskih embrijev, zato gre
za perspektivno metodo regeneracije rastlin v prihodnosti (Tyagi in Yadav, 2006).

Organogeneza temelji na tvorbi organov bodisi neposredno iz izsecka ali iz kalusne kulture
(Slater in sod., 2008). Gre za proces, pri katerem pride do sprememb celic in tkiv, ki vodijo
v nastanek unipolarne strukture, imenovane zasnova poganjka ali korenine, ki je pogosto s
prevodnimi elementi povezana z maticnim tkivom (Thorpe, 1994).
Poznamo tri metode organogeneze s katerimi lahko dosezemo rastlinsko regeneracijo:

a) preko nadomestnih organov iz kalusa (neorganiziranega skupka celic) nastalega na

1zseCku

b) s tvorbo nadomestnih organov neposredno iz izseCkov

¢) z nastankom rastlin preko tvorbe in rasti aksilarnih (zalistnih) brstov
Obicajno je organogeneza v celicnih kulturah kontrolirana predvsem z ustreznimi
koncentracijami razlicnih rastnih regulatorjev, ki so prisotni v gojiscu (Tyagi in Yadav,
2006).

22  ZLAHTNIJENIJE RASTLIN

Clovek je Ze od nekdaj odvisen od rastlin. Izbiral je najbolj$e primerke uporabnih rastlin in
jih poskusal spremeniti, da bi kar najbolj ustrezale njegovim potrebam. V zadnjem casu je
napredek genetike in zmoznost modificiranja genskega materiala rastlin omogocil
spreminjanje na bistveno hitrejs$i nacin kot pri konvencionalnem zlahtnjenju rastlin. V
svetu, katerega populacija naj bi se podvojila v naslednjih Sestdesetih letih, so hitre
spremembe, ki omogocajo prilagajanje rastlin izrednega pomena. Da bi bile te spremembe
ucinkovite, moramo delati z rastlinami na celi¢nem nivoju, zato je bistveno razumevanje
namena in tehnik rastlinskih tkivnih kultur (Tyagi in Yadav, 2006).
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2.3 RASTLINSKE TKIVNE KULTURE

Rastlinske tkivne kulture se Zze veC kot pol stoletja uporabljajo pri metodah fiziologije in
biokemije, s katerimi si prizadevamo za razsiritev znanja celi¢ne biologije (Constabel in
Shyluk, 1994). Rastlinska tkivna kultura je izraz, s katerim opisujemo nacin gojenja rastlin,
(Ravnikar, 1996). Metode rastlinskih tkivnih kultur so dopolnilo konvencionalnim
metodam zlahtnjenja in uporabne pri vecini rastlinskih vrst (Nassar, 2009).

2.3.1 Uporabnost rastlinskih tkivnih kultur

Tehnologija tkivnih kultur ima Siroko uporabnost (slika 1) in posledi¢no veliko prihodnost,
saj je vkljuena v veliko raziskav. Nekaj glavnih moZnosti uporabe rastlinskih tkivnih
kultur (Ravnikar, 1996; Tyagi in Yadav, 2006; Loyola-Vargas in sod., 2008):

— pridobivanje transgenih rastlin: lastnosti, kot so odpornost na insekticide, suSo,
patogene,...ki se jih ne da pridobiti s konvencionalnimi metodami zlahtnjenja se lahko
prenesejo iz ene rastlinske vrste na drugo preko ustreznega vektorja (npr. preko
bakterije Agrobacterium spp.) ali z biolisticno metodo obstreljevanja z na delce tezkih
kovin naneSeno DNA; celice, ki vsebujejo svojo in novo vneseno DNA, so
transformirane in lahko omogocijo nastanek transformirane rastline

— temeljne bioloske Studije: Studije fizioloskih, biokemijskih in molekularnih procesov v
celici, kot so Studije celi¢nih delitev, Studije vloge genov,...

— biokemijska vrednost: proizvodnja naravnih rastlinskih metabolitov, ki so uporabni v
farmacevtski in kozmeti¢ni industriji; tkivne kulture so zanimive zaradi visokega
donosa z nizkimi stroSki in konstantne produkcije, neodvisno od sezone zaradi
kontroliranih dejavnikov okolja

— hitro razmnozevanje z mikropropagacijo: podro¢je najvecjega ekonomskega ucinka,
Ceprav je vecinoma drazje od standardnih metod, zato se uporablja, kadar je klasicno
razmnozevanje tezavno ali kadar je pomembna vecja hitrost razmnozevanja

— reSevanje embrijev: embriji krizancev pogosto zakrnijo zaradi nekompatibilnosti
endosperma z embrijem; embrij lahko izrezemo in prestavimo na ustrezno umetno
gojisce, kjer se embrij lahko razvije in regenerira rastlino

— haploidi: vzgoja haploidnih rastlin z vzgojo prasnic ali pa pelod izlo¢imo v kulturo,
mozno je tudi pridobivanje iz semenskih zasnov, pesticev ali celih cvetov; glavni pomen
indukcije haploidnih rastlin je v hitri pridobitvi homozigotnih linij

— pridobivanje rastlin z novimi lastnostmi (npr. razlicne barve cvetov); uporaba kemikalij
ali sevanja lahko poveca stevilo mutacij, ki povzrocajo razli¢ne variante lastnosti rastlin

— fuzija protoplastov: nastanek somatskih krizancev, taks$ne fuzije so rezultat zdruzitve
dveh ali vec¢ protoplastov iste ali razli¢nih star§evskih rastlin; tako lahko nastane rastlina,
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ki zdruzuje zelene lastnosti dveh ali veC starSevskih rastlin; ne glede na nac¢in nastanka
je potrebno taksne celice razmnoziti in regenerirati s tehnikami celicne kulture

— shranjevanje dednine: Stevilni pomembni pridelki izhajajo iz delov sveta, kjer vladajo
ostri okoljski pritiski, zato zaradi izgube habitata vsako leto izumre vse vec rastlinskih
vrst, Stevilne rastline Se vedno ostajajo neraziskane, zato je zaZzelena ohranitev ¢im
vecjega Stevila primerkov; ker pogosto to v njihovem naravnem okolju ni mozno, so in
vitro kulture alternativni nacin ohranitve (Ravnikar, 1996; Tyagi in Yadav, 2006;
Loyola-Vargas in sod., 2008).

RASTLINE
intalkten meristem izgedek maceracija sveZih  encimska maceracija, pragnice
¥ izsefkovy odatranitew cel. stene
l / wios tuje DHA l l l
kultura meristema  twothakalusa —  celifha suspenzija protoplasti kultura pradnic/mikrospor
tvotha tvotha embringeneza medvrstna fuzfia ali e kalusa  embrio geneza
poganjka poganjka wiog tuje DHA l
l 1 1 tvorba
ukoreninjenje  ukoreninjenje etrhriogeneza poganjka
rastline rastline rasthne  fermentacijske rastline ukoreninjenje
kalture (hioreaktori) 1 |
l rastlitie (1) rastlitie (1)
razmucevarje  razmmoievarye  pridobivarge selmdarnih Zlahfvjenje Elahfrjerge Elahfrjerge
rastiin in Zlahfnjenje mefabolifor rastiin rastiin rastiin

rastiin

Slika 1: Shematski prikaz glavnih podro¢ij in nekaterih aplikacij celi¢nih in tkivnih kultur (prirejeno po
Neumann, 2009:2)

2.3.2 Izselek

Tkivne kulture nastanejo iz delcka rastline. Majhne organe ali dele tkiv, ki se pri tem
uporabljajo, imenujemo izsecki. Izbor mati¢ne rastline, iz katere pridobimo izsecke, je
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odvisen od vrste in namena kulture in rastlinske vrste, ki jo uporabljamo. Izbira pravega
tipa izsecka ima lahko pomemben vpliv na uspeh tkivne kulture (George, 2008).

2.3.3 Sterilnost

Rastline so v naravnem okolju nenehno okuzene z mikroorganizmi in zuzelkami. Te
okuzbe so veCinoma omejene na zunanjo povrsino, ¢eprav lahko nekateri mikrobi in virusi
prodrejo tudi v tkiva. Ker rastlinske tkivne kulture nastanejo iz majhnega izsecka in rastejo
na gojis¢u, ki je hranilno ugoden tudi za rast mikroorganizmov, moramo ves cas
zagotavljati sterilne pogoje. Posebno bakterije in glive v in vitro pogojih tekmujejo z rastjo
rastlinskega materiala, zato je potrebno onemogociti okuzbo ze od prvega vnosa na gojisce
dalje. Obicajno to pomeni rast matic¢ne rastline v pogojih, ki minimizirajo infekcijo,
obdelavo rastlinskega materiala z dezinfekcijskimi sredstvi in sterilizacijo orodja, posode
in gojis¢ (George, 2008). Prav tako je potrebno zagotoviti asepticne pogoje dela, kar
najlazje dosezemo v brezprasni komori, laminariju (Ravnikar, 1996).

2.4 GOJISCE ZA RASTLINSKE TKIVNE KULTURE

Gojisce za rastlinske tkivne kulture je umetno hranilno dopolnilo iz organskih in
anorganskih hranil, ki jih uporabimo za kultiviranje rastlinskih tkiv. Poznavanje hranilnih
zahtev in presnovnih potreb rastlinskega materiala je kljunega pomena za uspeSnost
tkivne kulture. Za optimalno rast tkiv v in vitro pogojih obstaja Sirok spekter prehrambenih
zahtev, ki vrstno variirajo, zato je pogosto potrebno prilagajati gojis¢a dolo¢enemu tkivu
(Sathyanarayana in Varghese, 2007). Prilagoditev gojisca je odvisna predvsem od vrste in
namena kulture ter od rastlinske vrste. V¢asih je pomembnejsa produkcija kulture,
velikokrat pa visoka stopnja rasti (Stepan-Sarkissian, 1990).

Murashige in Skoog (MS) gojisce je klasicno osnovno gojisce, katerega uporaba je
raz$irjena po vsem svetu tako v univerzitetnih laboratorijih kot v komercialnih ustanovah.
Gojisce je bilo prvotno zasnovano za tkivno kulturo tobaka, a se je izkazalo kot primerno
pri vecini rastlinskih vrst. Poleg MS-gojisca je pri rastlinski regeneraciji v uporabi tudi
Linsmaier in Skoog (LS) gojisce. Obicajno preprosto gojisce vsebuje zgolj anorganske soli
in uporabne sladkorje, ve¢inoma pa je potrebno gojis¢u dodati Se vitamine, aminokisline in
rastne regulatorje v razli¢nih kvalitativnih in kvantitativnih kombinacijah (Sathyanarayana
in Varghese, 2007).

Pri pripravi gojisca si pomagamo z literaturo in Ze objavljenimi navodili za doloceno
rastlinsko tkivno kulturo. Ce ti podatki ne zadostijo nasim potrebam, oziroma je dostopnost
dolocenih virov omejena, poskusamo najprej uporabiti ze preverjene tipe gojisc¢, poleg tega
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pa je priporoCljivo eksperimentirati z razlicnimi kombinacijami avksinov in citokininov
(Stepan-Sarkissian, 1990).

2.4.1 Trdna in tekoca gojisc¢a

Rastlinski material lahko gojimo v tekocem ali na trdnem gojiscu, kar je predvsem odvisno
od tipa kulture in njenega namena.

Trdno gojisce se uporablja pri delu z izsecki, pri kalusnih kulturah, kulturah rastlinskih
organov in pri dolgotrajnem vzdrzevanju kulture. Najpogosteje se kot sredstvo za
strjevanje, zaradi Stevilnih prednosti uporabljata agar ali agaroza. TekoCa gojis€a se
zagotavlja prezraCevanje, enakomerno razporeditev hranil in red¢enje toksicnih izlockov
(Sathyanarayana in Varghese, 2007).

2.4.2 Sestava gojis¢

Glavne sestavine vecine gojis¢ rastlinskih tkivnih kultur so anorganska hranila (makro- in
mikroelementi), organski dodatki, rastni regulatorji, vir ogljika in sredstvo za strjevanje pri
pripravi trdnih gojisc.

2.4.2.1 Anorganska hranila

Makroelementi so minerali, prisotni v koncentracijah ve¢jih od 0,5 mmol/l, mikroelementi
pa v koncentracijah manjsih od 0,05 mmol/l (Jha in Ghosh, 2005).

Sest glavnih makroelementov predstavljajo dusik, fosfor, kalij, kalcij, magnezij in Zveplo.
Vsi ti elementi so nujni za celicno in tkivno rast (Sathyanarayana in Varghese, 2007).
Vecinoma makroelementi oskrbijo rastlinsko celico tako z anioni kot kationi. Ti elementi
imajo tako strukturno kot tudi funkcionalno vlogo v sintezi beljakovin (predvsem N in S).
Bodisi nitrat bodisi amoniak uporabljamo kot glavno komponento vseh gojis¢ rastlinskih
tkivnih kultur. Sodelujejo pri sintezi kompleksnih organskih molekul. Kalij je pomemben
za vzdrzevanje ionskega ravnovesja v celici. Kalcij deluje z razlicnimi encimi kot kofaktor
in se pogosto veze na celicno steno in membrano. Fosfor je zelo pomemben pri
energijskem metabolizmu celice. Magnezijevi ioni so zelo mobilni in bistveni v Stevilnih
encimskih reakcijah ter nujni pri fotosintetskih reakcijah (Jha in Ghosh, 2005).

Glavni mikroelementi, ki so prisotni v gojis¢u v manjsih koli¢inah, a nujni za celi¢no in
tkivno rast so Zelezo, mangan, cink, bor, baker in molibden. Zelezo sodeluje pri sintezi
klorofila, pri fotosintezi in respiraciji, mangan je pomemben v zgradbi klorofila, cink je
pomemben za nastanek klorofila, bor je kljuen pri transportu sladkorjev, vode in
rastlinskih rastnih regulatorjev (RRR), baker sodeluje v energijskih pretvorbah in sintezi
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klorofila, molibden pa je na primer pomemben pri sintezi beljakovin (Sathyanarayana in
Varghese, 2007).

2.4.2.2 Organski dodatki

Rast in morfogenezo rastlinskih tkivnih kultur lahko izboljSamo z dodajanjem manjsih
koli¢in organskih dodatkov. Koli¢ina, potrebna za dolo¢eno kulturo, variira glede na vrsto
in genotip in je najverjetneje posledica sinteticne kapacitete izsecka (Thorpe in sod., 2008).

Vitamini

Rastline sintetizirajo vitamine, ki jih uporabijo pri kataliziranju razlicnih metabolnih
procesov. V gojiscu lahko pride do njithovega pomanjkanja, zato je potrebno dodati
doloc¢eno koli¢ino vitaminov, ki izboljSajo rast in prezivetje tkiv. Vecini gojiS¢ dodajajo
tiamin (vitamin B;), pogosta pa sta tudi niacin (vitamin B3), piridoksin (vitamin Bg) in mio-
inozitol (¢lan vitaminskega kompleksa B) (Thorpe in sod., 2008). Tiamin je vkljucen v
biosintezo aminokislin in je pomemben kofaktor v metabolizmu ogljikovih hidratov. V
rastlinah naj bi inozitol kot inozitol fosfat deloval v vlogi sekundarnega obvescevalca
primarnega delovanje avksinov. Najverjetneje mio-inozitol sodeluje pri skladis¢enju indol-
3-ocetne kisline (IAA), tvorbi pektina in hemiceluloz, ki so potrebne za sintezo celi¢ne
stene ter pri privzemu in rabi ionov (Bhojwani in Razdan, 1996).

Aminokisline

Tkiva v kulturi so normalno sposobna sinteze aminokislin, potrebnih pri razli¢nih
metabolnih procesih. Dodane aminokisline lahko omogocijo stimulacijo celi¢ne rasti ali so
vir dusika v primeru odsotnosti njegovega anorganskega vira (Bhojwani in Razdan, 1996).

Drugi organski dodatki

V kulturo lahko dodajamo tudi razli¢ne druge organske ekstrakte. To so Stevilne hranilne
mesanice nedefinirane sestave kot so kazein hidrolizat, kokosovo mleko, kvasni ekstrakt,
in paradiznikov sok, ki jih uporabljamo za vzpodbujanje rasti kalusa in organov. Ce je
mozno, se je tem sestavinam priporocljivo izogniti, saj lahko vplivajo na ponovljivost
rezultatov zaradi kvalitete in kvantitete sestavin, ki se pogosto spreminjajo s starostjo tkiva
in raznolikostjo donorskega organizma. (Bhojwani in Razdan, 1996).

2.4.2.3 Ogljikovi hidrati

Ogljikovi hidrati so v tkivnih kulturah pomemben vir energije in ogljika ter regulatorji
osmotskega pritiska. Izredno malo rastlinskih celi¢nih linij gojenih in vitro je avtotrofnih
(Thorpe in sod., 2008). Prvotno zelena tkiva v kulturi postopoma izgubijo zelena barvila in
so zato odvisna od zunanjega vira ogljika (Bhojwani in Razdan, 1996). Za normalno
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kulturo celic, tkiv ali organov je nujna prisotnost vira ogljika v gojiscu. Najpogosteje se
uporablja saharoza (2-4 %), ker je fruktoza manj ucinkovita, manoza in laktoza sta manj
primerni, glukoza pa je veCinoma enakovredna ali celo ucinkovitejSa od saharoze, a drazja
in zato redkeje uporabljena (Thorpe in sod., 2008).

2.4.2.4 Rastlinski rastni regulatorji (RRR)

RRR imajo v gojis€u, namenjenemu regeneraciji, pogosto odlocilno vlogo. Ucinek je
odvisen od sposobnosti privzema, stabilnosti gojis¢a in obcutljivosti doloCenega tkiva.
Lahko so naravnega ali umetnega izvora, a so slednji v vecini primerov u¢inkovitejsi od
naravnih (Jha in Ghosh, 2005; Sathyanarayana in Varghese, 2007). Veliko je sinteti¢nih
substanc, ki regulirajo rast in se med seboj razlikujejo po delovanju in vrstni specifi¢nosti.
Pri razvijanju ali izboljSevanju protokolov tkivnih kultur preizkusamo razlicne tipe,
koncentracije in kombinacije RRR (Bhojwani in Razdan, 1996).

Dodajanje avksinov, citokininov, giberelinov in abscizinske kisline pospesi rast celic in
tkiv. Prav vrsta uporabljenega RRR doloc¢a odziv, ki ga zelimo doseci z uporabo tkivne
kulture. RRR igrajo klju¢no vlogo pri fenotipu rastline. Delujejo kot povezovalci med
okoljem in genomom. Dolo¢en odziv tkivne kulture je najverjetneje v vecji meri odvisen
od razmerja med RRR kot od prisotnosti oziroma odsotnosti enega izmed RRR. Tako
indukcija kalusa kot regeneracija iz rastlinskih izseCkov zahtevata primerne kombinacije in
koncentracije RRR v gojiscu (Jha in Ghosh, 2005; Sathyanarayana in Varghese, 2007).

RRR delujejo vzajemno bodisi sinergisti¢no ali antagonisticno. Vsak RRR lahko endogeno
vpliva na biosintezo ali metabolizem drugega regulatorja. Prav tako lahko okoljski
dejavniki, kot so svetloba, vodni status ali patogeni, spremenijo vpliv posameznega RRR.
RRR in okoljske dejavnike namre¢ povezujejo signalne transdukcijske poti, ki oblikujejo
odziv (Van Staden in sod., 2008).

Poleg glavnih Stirih omenjenih skupin RRR v okviru regulatorjev preucujejo tudi druge
spojine kot so poliamini, jasmonati, brasinosteroidi in salicilna kislina (Jha in Ghosh, 2005;
Sathyanarayana in Varghese, 2007).

Avksini

Avksini sodelujejo pri celiéni delitvi, celicnemu podaljSevanju, celi¢ni diferenciaciji,
organogenezi in embriogenezi. Kemijsko je avksin IAA, ki se sintetizira iz triptofana.
Primarno mesto nastanka avksina je apikalni meristem poganjka, ¢eprav obicajno sodeluje
pri rasti in iniciaciji nastanka korenin. Avksini se pomikajo navzdol po rastlini z aktivnim
polarnim transportom s pomocjo protonskih ¢rpalk. Ker inicirajo celi¢no delitev, so
vkljuceni v oblikovanje meristemov, ki omogocCajo nastanek bodisi kalusa bodisi
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diferenciranih organov. V tkivnih kulturah so avksini najpogosteje vkljueni v procese
celi¢ne delitve in diferenciacije korenin. V naravi pa regulatorji te skupine sodelujejo v
procesih tropizma, apikalne dominance, abscizije, ukoreninjenja in podaljSevanja stebla
(Jha in Ghosh, 2005; Sathyanarayana in Varghese, 2007; Machakova in sod., 2008).

Fiziolosko najpomembnejsi in najbolj razsirjen naravni avksin je IAA, vendar je njegova
obcutljivosti. Za pripravo gojiS¢ so najbolj uporabni avksini indol-3-maslena kislina (IBA),
naftalenocetna kislina (NAA) in 2,4-diklorofenoksiocetna kislina (2,4-D). Od teh se IBA in
NAA najpogosteje uporabljata za ukoreninjenje in v interakciji z citokinini za proliferacijo
poganjkov. 2,4-D in 2.4,5-triklorofenocetna kislina (2,4,5-T) sta precej ucinkovita pri
indukciji in rasti kalusa. 2,4-D je pomembna tudi pri indukciji somatske embriogeneze.
Avksini so obicajno topni v etanolu ali razredceni raztopini NaOH. (Bhojwani in Razdan,
1996, Sathyanarayana in Varghese, 2007; Slater in sod., 2008).

Na to, kateri avksin in kaksno koncentracijo le-tega bomo izbrali, vplivajo: Zelen tip rasti
in razvoja, sposobnost privzema in transporta do tar¢nih tkiv, inaktivacija (oksidacija in/ali
konjugacija) avksina v gojis¢u in izsecku, obcutljivost rastlinskega tkiva na avksin in
interakcija med dodanimi avksini in naravnimi endogenimi substancami (Machakova in
sod., 2008).

Citokinini

Citokini so skupina toplotno stabilnih derivatov fenil-uree. Biosinteza citokininov poteka
predvsem v koreninah, deloma pa tudi v drugih aktivno rastocih tkivih. Do drugih regij se
obic¢ajno transportirajo preko ksilema. Gre za najbolj kompleksno skupino RRR.
Mednje sodijo benzilaminopurin (BAP) ali 6-benziladenin (BA), 6-p-B-dimetilaminopurin
(2-ip), N-(2-furfurilamino)-1-purin-6-amin (kinetin) in 6-(4-hidroksi-3-metil-trans-
2butilaminopurin) (zeatin) (Sathyanarayana in Varghese, 2007; Van Staden in sod., 2008).

Citokinini spodbujajo celi¢no delitev (pogosto skupaj z avksini), proliferacijo poganjkov in
vplivajo na celiéni cikel. Prav tako spodbujajo tvorbo adventivnih poganjkov,
embriogenezo, obiCajno zavirajo nastanek korenin, zavirajo senescenco in apikalno
dominanco. V gojisce tkivne kulture jih ve¢inoma dodajamo zaradi stimuliranja celi¢ne
delitve in diferenciacije adventivnih poganjkov iz kalusov. Vsi so razmeroma ucinkoviti,
najbolj aktiven pa naj bi bil kemicno stabilen sinteticen 2-ip. Citokinini so ve¢inoma topni
v raztopini HCI ali NaOH (Bhojwani in Razdan, 1996; Jha in Ghosh, 2005;
Sathyanarayana in Varghese, 2007).
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Z uporabo zeatina pri internodijskih izseCkih so dosegli vecji delez regeneracije kot pri
uporabi BAP. Zeatin ribozid (ZR) je pomemben in dobro poznan RRR, ki se uporablja za
neposredno indukcijo poganjkov (Molla in sod., 2011). Zeatin ribozid v gojiscu reducira
fazo kalusa in pospesuje tvorbo transgenih popkov. Posledi¢no se s tem zmanjSa problem
somaklonalne variacije (Beaujean in sod., 1998).

Avksin-citokinin

Skoog in Miller (1957) sta ugotovila, da lahko spodbudimo rast poganjkov iz kalusa tobaka
z uporabo relativno nizkih koli¢in avksina in visokih citokinina v gojis¢u. Od tega odkritja
dalje je prislo do Stevilnih spoznanj, povezanih s pomenom razmerja teh dveh regulatorjev
za celicno rast, diferenciacijo in organogenezo. Proliferacija kalusa iz tkiv vecine
dvokali¢nic je vecinoma posledica prisotnosti tako avksina kot citokinina v gojiScu.
Ucinkovita organogeneza pa je odvisna od primernega ravnovesja med njima (slika 2).
Razmerja med avksinom in citokininom, ki so obi¢ajna pri iniciaciji rasti in diferenciacije
v tkivnih kulturah, prikazuje slika 2, Ceprav relativna razmerja obeh RRR niso vedno
takSna. Za opisane ucinke obeh RRR pa ni nujno, da avksin in citokinin uporabimo v
gojis¢u istocasno. Pogosto lahko uporabimo najprej gojis¢e z enim in nato izvedemo
prenos na gojisce z drugim RRR. Avksin namre¢ lahko zavira akumulacijo citokinina in
citokinini lahko zavirajo dolo¢ene ucinke avksina (Van Staden in sod., 2008).

AVICSIN CITOKININ
wpliv avskin + citokinin
wizoka nizka
—_— nastanek korenin na izzeckih A—

— n1C1ac1a kalusa pri enokaliénicah

— prva faza embriogeneze —

—eepe  nastanek adventivnih korenin iz —_—
kaluza

—_— mniciacya kalusa pri dvokalifnical se—

—nastanelk adventivnih poganjkov e——

— proliferacha aksilarnih poganikov t—
w kulturi poganjkov

mzka wsoka

Slika 2: Relativne koncentracije avksina in citokinina, znacilne za rast in morfogenezo (Van Staden in sod.,
2008: 220)



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

Oba RRR sodelujeta pri celicnem ciklu, Ceprav avskin vpliva na podvojevanje DNA,
citokinin pa ima vecji vpliv na dogodke, ki vodijo v mitozo. Avksinom lahko zato reCemo
induktorji celicnega cikla, citokininom pa promotorji le-tega. Sinhronizacija dogodkov
med fazo S in celicno delitvijo kaze na to da mora biti razmerje obeh RRR natan¢no
kontrolirano (Van Staden in sod., 2008).

Giberelini

Giberelini nastajajo v koreninah in mladih listih. Od ve¢ kot sto poznanih giberelinov je
giberelinska kislina (GA;) najbolj aktivna pri celicnem podaljSevanju. Eden redkih
komercialno dostopnih giberelinov in hkrati najpogosteje uporabljen giberelin v tkivnih
kulturah je GAs, ki spodbuja podaljSevanje pritlikavih in zakrnelih rastlin. Poleg rasti v
viSino zaradi raztezanja celic imajo giberelini vlogo tudi pri mobilizaciji endosperma,
kalitvi semen, dolocanju spola, razvoju plodov in prehodu iz juvenilne v odraslo fazo
(Moshkov in sod., 2008).

V tkivnih kulturah giberelini pospesSujejo tudi tvorbo gomoljev in brstov ter zrelost
embrijev. Na drugi strani pa lahko zavirajo rast kalusa in indukcijo korenin in poganjkov.
GA; je topna v destilirani vodi in ni temperaturno stabilen (Jha in Ghosh, 2005).

Abscizinska kislina

Abscizinska kislina (ABA) ima vlogo pri regulaciji zapiranja listnih rez, kontroli
koreninskega Crpanja vode in ionov ter absciziji in senescenci listov. V tkivnih kulturah
vcasih pospeSuje morfogenezo in rast, obiCajno pa zavira rast kalusa in poganjkov. Je
temperaturno stabilna in svetlobno obcutljiva (Moshkov in sod., 2008).

2.4.2.5 Antibiotiki

Antibiotike lahko uporabljamo pri omejevanju okuzb izseCkov. Veckrat pa antibiotike kot
so cefotaksim, neomicin, higromicin, kanamicin, vankomicin in druge dodajamo v
kalus transformirane celice, ki so odporne na antibiotik (Bhojwani in Razdan, 1996).
Cefotaksim je cefalosporinski antibiotik s Sirokim spektrom delovanja, predvsem proti po
Gramu negativnim bakterijam. Zavira sintezo bakterijske stene in je baktericiden za
bakterije v rastni fazi. Higromicin je aminoglikozidni antibiotik, ki zavira sintezo
proteinov. Pogosto ubije obcutljive celice hitreje kot kanamicin (Bashir, 2004).

2.4.2.6 Sredstva za strjevanje

Agar pridobivajo z ekstrakcijo nekaterih rdec¢ih morskih alg. Strukturno je agar polisaharid
iz dveh komponent: agaroze in agaropektina, ki tvorita gel z visoko vsebnostjo vode. Agar
se pogosto uporablja v tkivnih kulturah, ker tvori gel, ki se topi pri 100 °C in strdi pri
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45 °C, rastlinski encimi ga ne razgrajujejo in njegove sestavine ne reagirajo z sestavinami
gojis€a. Agaroza je agar brez agaropektina in sulfatnih skupin. Prav zaradi postopka
¢iSCenja je agaroza drazja, tvori mocnejsi gel in je posebej primerna, ko se zelimo znebiti
necisto€ (Sathyanarayana in Varghese, 2007).

2.4.2.7 Zunanji dejavniki

V tkivni kulturi je potrebno natan¢no kontrolirati zunanje dejavnike, saj na rast in razvoj
rastlin pomembno vplivajo tudi svetloba, njena intenziteta, sestava in dolzina dnevnega
osvetljevanja, temperatura in vlaga. Te dejavnike kontroliramo z gojenjem rastlin v rastnih
komorah (Ravnikar, 1996).

2.5 VNOS GENOV V RASTLINE (TRANSFORMACIJA)

Z genskim inzeniringom Zelimo locirati in izolirati tarni gen z zaZelenimi lastnostmi. Nato
ga moramo za delovanje v rastlinah ustrezno opremiti ter vnesti v tiste rastlinske celice, iz
katerih se organizem regenerira (Bohanec, 2004).

Vnos genov v rastline lahko poteka na ve¢ nacinov. Gene lahko prenesemo tako, da jih
vklju¢imo v vektor ali prenaSalec. Kot prenaSalec se najpogosteje uporablja bakterija
Agrobacterium tumefaciens (A. t.). Virusi pa delujejo kot naravni transformacijski
prenasalci, ki vkljucijo, podvojijo in izrazijo svoj genom v gostiteljski celici. Poleg
posrednega nacina s prenaSalci, lahko neposredno vnasamo v rastlinske celice tudi golo
molekulo DNA. Tak vnos lahko poteka preko protoplastov s pomocjo kemi¢nih agensov, z
elektroporacijo ali v praksi bolj uporabljeno obstreljevanje z delci tezkih kovin — biolistika
(Zel, 1996; Bohanec 2004).

Metode genske transformacije so pomemben del genskega spreminjanja rastlin, ki so
rezultat uporabe novejSega molekularno bioloskega znanja v zlahtnjenju rastlin (Javornik,
2004). Lastnosti gensko spremenjenih rastlin lahko pomenijo izboljSave v kmetijstvu in
vrtnarstvu, izboljSave kakovosti rastlin (hranilne vrednosti, vsebnosti vitaminov in
mineralov, zmanjSanje alergenov...) ali moznost proizvodnje npr. biofarmacevtikov
(cepiva, protitelesa), biogoriv, biorazgradljivih materialov in Stevilne druge moznosti
(fitoremediacija, tobak brez nikotina,...). Na trzis¢u so danes najbolj uveljavljene
transgene rastline odporne proti virusom, herbicidom, zuzelkam ali kombinaciji obeh, v
razvoju pa so rastline odporne na suso ali slanost (Zel, 2007). Prednost teh transgenih
rastlin pred klasi¢no vzgojenimi je enak ali vi§ji pridelek in predvsem manjsi strosek za
insekticide in herbicide ter posledi¢no zmanjSanje poseganja v okolje (Javornik, 2004).
Gensko spreminjanje rastlin omogoca tudi bazi¢ne raziskave, kot je dolocanje vloge
posameznih genov v rastlinah. Prav transformacija rastlin nam omogoci funkcijsko analizo
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genov, s pomocjo katere odkrivamo kaksSne lastnosti dolo¢ajo in kaksna je njihova vloga v
organizmu (Dobnik, 2009).

Agrobacterium tumefaciens

Pri prvih uspesnih poskusih produkcije transgenih rastlin so izkoristili naravni proces
prenosa genov s talno bakterijo 4. ¢.. Lastnost te bakterije je tvorba tumorjev pri rastlinah,
posebej dvokali¢nicah (Walden in Schell, 1990). 4. «. ima najbol;j Sirok spekter gostiteljev
izmed vseh poznanih rastlinskih patogenih bakterij (Pacurar in sod., 2011). Bakterija nosi
velik Ti-plazmid, ki je odgovoren za okuZzbo rastlin (Sharma in sod., 2005).

Prenos transferne DNA (T-DNA) v rastlinsko celico
Glavna razloga za patogenezo bakterije 4. ¢. sta transformacija (prenos tumorogene T-

DNA v genom rastline) in tumorogeneza (nastanek tumorja). Kompleksen in Se do danes
ne popolnoma pojasnjen proces transformacije lahko poenostavljeno raz¢lenimo na nekaj
glavnih korakov (slika 3).

1
ranjene rastline sproféajo
9 signalne molelale
baktetijski receptoti prepoznajo (] \
signalne molekule i/_/\_/
I
T-DNA se vikljugi O
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4
nastaniek
BNOV et e
T-DHA s
potmodjo
abtiviranib Vir
proteitoes
5 ﬂ
. ,“ —
tvorba I v 9
nem’elega ’ iIl"ﬂ.'IUﬂ.'I‘I.jE genmr
T-kompleksa L ® hbakierije in sinteza
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) vl /|
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le bakterija lahka avkeitd it citokinin
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Slika 3: Model transformacije rastlinske celice z agrobakterijo (Pacurar in sod., 2011: 4)
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Zacetek okuzbe povzroc¢ijo fenolne (acetosiringon) in sladkorne spojine, nastale ob
poskodbi rastline. S pomocjo kemotaksije se bakterija pribliza rastlini, vstopi in kolonizira
gostiteljske intercelularne prostore. Fenolne spojine so signal za kaskado dogodkov v
bakteriji s posredovanjem virulentnih (vir) genov, ki se ne prenesejo v rastlino. Vir-regija
vsebuje priblizno 35 virulentnih skupin genov na vsaj osmih operonih (virA, virB, virC,
virD, virE, virG, virF in virH). Ta regija na Ti-plazmidu kodira proteine, ki zaznavajo in se
odzivajo na induktorje, ki se sprosc¢ajo iz rastline, nadzirajo prenos T-DNA, sodelujejo pri
metabolizmu opinov,... (Walden in Schell, 1990; Pacurar in sod., 2011).

Bakterija prepozna signalne molekule z dvokomponentnim transdukcijskim sistemom
VirA/VirG. VirA se avtofosforilira in nato fosforilira VirG, kar vodi v aktivacijo ostalih
vir-genov (Zupan in sod., 1995). S pomocjo aktivacije vir-genov nastanejo VirD1/VirD2
produkti, ki delujejo kot endonukleaze na robne sekvence T-DNA in specificno cepijo
enojno verigo T-DNA. Po odcepitvi enojne T-DNA se znotraj mejnih sekvenc sintetizira
nova veriga. Na 5’-konec odcepljene enojne T-DNA se kovalentno veze VirD2, da nastane
tako imenovan nezrel T-kompleks. Kompleks VirD2/enovijatna T-DNA se nato prenese v
rastlinsko citoplazmo preko sistema, ki ga tvorijo proteini VirB in VirD4. Zrel T-kompleks
se najverjetneje tvori v rastlinski celici z zdruzitvijo nezrelega kompleksa z VirE2. Tako
VirD2 kot VirE2 proteina vodita zrel kompleks v jedro in domnevno §citita enovijacno
verigo pred razgradnjo. V jedru se spremljevalni proteini s proteolizo sprostijo, enovijacna
T-DNA se prepise v dvovijacno in integrira v rastlinski genom. Po uspesni integraciji se
sintetizirajo bakterijski proteini (Pacurar in sod., 2011).

T-DNA je mobilni del Ti-plazmida. Tvorba tumorjev na mestih infekcije nastane zaradi
sprostitve in integracije T-DNA v rastlinski genom. T-DNA vsebuje dva seta genov.
Primarni geni (iaaM,iaaH in ipt) ter sekundarni onkogeni kodirajo encime, vklju¢ene v
sintezo avksinov in citokininov ter modificirajo u¢inke RRR v celici. Njihova aktivnost
vodi v nastanek tumorja. Drugi set genov sodeluje pri sintezi opinov, ki nastanejo s
kondenzacijo aminokislin ali fosforilacijo sladkorjev. Opini sodelujejo pri spremembi
rastlinskega metabolizma, kar povzroci nenormalno celi¢no proliferacijo in sintezo hranil,
ki jih A. t. uporablja kot vir ogljika in dusika. Noben od teh genov T-DNA pa ni vkljucen v
njegov transport (Pacurar in sod., 2011).

Uporaba 4. t. v biotehnoloske namene temelji na funkciji in strukturi T-DNA (Pacurar in
sod., 2011). Na osnovi opisanih dejstev so razvili uporabne vektorje za vnos v rastlinsko
celico. V tem primeru odstranijo onkogene in jih zamenjajo z Zelenimi geni. Taks$ni
plazmidi so razorozeni in ne povzrocajo tumorjev. Rastline, v katere jih vnasamo, se
razvijejo v normalne rastline (Zel, 1996). Najlazje je poseéi po Ze pripravljenih in
komercialno dostopnih praznih plazmidnih vektorjih. Ti nosijo vse potrebne strukture, nam
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ostane le, da svoj gen vstavimo v plazmid. Tako pripravljen vektor vnesemo v
agrobakterijo (Dobnik, 2009).

Po koncani transformaciji potrebujemo nacin, s katerim preverimo vkljucenost genov v
genom. V ta namen poleg tarnega gena vnasamo tudi selekcijski ali markerski gen.
Selekcijski geni bakterijskih plazmidov so veCinoma geni za odpornost na dolocen
antibiotik (Bohanec, 2004). Rastline, ki so na ta antibiotik obcutljive propadejo, ¢e nimajo
vnesenega tega gena (Zel, 1996). V novejiem Gasu se kot selekcijski geni uporabljajo tudi
fosfomanozno izomerazni geni (PMI), ki kodirajo fosfomanozne izomeraze. Z uporabo teh
genov lahko selekcioniramo transgene rastline, ki normalno rastejo na gojiscu, ki vsebuje
manozo od netransformiranih, ki bodisi prenehajo rasti ali propadejo (Hansen in Wright,
1999, cit. po Hoa in Bong, 2002). Z markerskimi geni pa lahko preverimo tudi aktivnost
gena v rastlini (Zel, 1996).

2.6 ANALIZA GENOV

Razvoj molekularne genetike omogoca analizo strukture, evolucije in funkcije tako
celotnih rastlinskih genomov kot posameznih genov. Primerjalne analize dajejo nov
vpogled v evolucijo genoma rastlin. Vzporedne analize mRNA, proteinov in drugih
metabolitov, prisotnih v celici ali tkivih dajejo informacije, ki vodijo v boljSe razumevanje
funkcije genoma. Analize naravnega spreminjanja funkcije genov in njihov vpliv na
fenotip pomagajo pri nastajanju novih diagnosti¢nih in terapevtskih molekularnih orodjih.
Le-ta bi bila uporabna pri zlahtnjenju, adaptaciji in ekologiji rastlin (Gebhardt in sod.,
2005).

S funkcionalno analizo genov poskuSamo ugotoviti vlogo, ki jo imajo geni v rastlinah in
njihov vpliv na celoten organizem. Pri poljs¢inah je posebej zanimivo spoznavanje
nastanka modifikacije genov tekom evolucije in selekcij, ki so vodile v specifi¢ne lastnosti
posameznih sort. Prav tako nam funkcionalna genomika omogoca hitro identifikacijo
genov, ki so pomembni v kmetijstvu zaradi dolo¢enih prednostnih lastnosti in zagotavlja
strategije, ki omogocajo njihovo spreminjanje (Leader, 2004).

Analize genov so pomembno podrocje sistemske biologije. V okviru sistemske biologije
uporabljajo genske posege v sisteme (mutacije, utiSanje genov,...) za dolo¢anje funkcije
posameznega gena. Glavna orodja za Studij sistemske biologije so transkriptomika,
proteomika in metabolomika. Transkriptomika preucuje izraZzanje genov, natancneje
koli¢ino mRNA na nivoju celotnega genoma ali njegovega dela. Proteomika je pomembna
za dolocanje koncentracije in posledicno funkcionalne analize proteinov. S pomocjo
metabolomike pa lahko lo¢ujemo in identificiramo metabolite, kar omogoca lo¢evanje med
genotipi, ugotavljanje vplivov iz okolja in kon¢no funkcionalno karakterizacijo
dolocenega gena (Baebler, 2007).
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2.7 PROTEINAZNI INHIBITORIJI

Proteinaze so encimi, ki hidrolizirajo peptidne vezi. Proteinaze lahko poimenujemo tudi
proteaze, peptidaze ali proteoliti¢ni encimi. Rastlinske proteinaze so vkljucene v fiziologijo
in razvoj rastline (van der Hoorn, 2008, cit. po Gonzalez-Rabade in sod., 2011). Imajo
pomembno vlogo pri razgradnji napacno zvitih proteinov, senescenci, post-translacijskih
modifikacijah proteinov, celi¢nih procesih kot sta fotoinhibicija v kloroplastih, obrambnih
mehanizmih, programirani celi¢ni smrti, razvoju semena (Estelle, 2001, cit. po Gonzalez-
Rabade in sod., 2011) in Stevilnih drugih procesih, ki vkljucujejo vse dele Zivljenjskega
cikla rastline (Gonzélez-Rabade in sod., 2011).

Proteinazni inhibitorji so velika in kompleksna skupina rastlinskih proteinov. Vsem je
skupna sposobnost tvorbe kompleksov s proteinazami zaradi ¢esar encimi izgubijo svojo
aktivnost. Inhibitorje lahko razdelimo glede na tip proteinaz, ki jih inhibirajo na cisteinske
(fitocistatini), serininske, aspartat in metalo proteinazne inhibitorje (Laskowski in Kato,
1980; Bode in Huber, 1992; Valueva in Mosolov, 1990, cit. po Mosolov in Valueva, 2005).

Z razvojem biotehnologije so postali proteinazni inhibitorji zanimivi zaradi uporabe pri
povecevanju odpornosti rastlin na Skodljivce in bolezni. Obrambne strategije pred
herbivornimi insekti, parazitskimi nematodi in mikrobnimi patogeni temeljijo na inhibiciji
s selektivnimi inhibitorji (Visal in sod., 1998). Stevilni inhibitorji proteoliti¢nih encimov,
ki jih vsebujejo rastline in so jih prvotno opisali kot inhibitorje zivalskega tripsina in
kimotripsina, delujejo na proteinaze v prebavnem traktu insektov. Inhibitorno delovanje
teh encimov pa je opaZeno tudi pri bakterijah, glivah in parazitih (Ryan, 1990, cit. po
Mosolov in Valueva, 2008). Dokazano je tudi, da hrana, v kateri so serinski in cisteinski
inhibitorji, povzroca pri insektih, ki se z njo hranijo, zmanjSano rast, razvoj in fertilnost.
Zaradi tega je transformacija rastlinskih genomov z geni za proteinazne inhibitorje mozna
strategija kontrole rastlinskih Skodljivcev in patogenov. Zaradi obSirnega potenciala pa
lahko proteinazni inhibitorji, ki se sintetizirajo v transgenih rastlinah, sluzijo tudi v
nadaljnjih Studijah s proteazami povezanih patogenih procesov (Michaud in Vrain, 1998).

Tudi okuzbe z virusi lahko povzro¢ijo spremembe izrazanja dolocenih proteinov. Pri
krompirju pride po okuzbi z virusom PVY™'™ do spremembe razmerja med cisteinskimi
proteinazami in njihovimi endogenimi inhibitorji (Pompe Novak, 2002). Na podroc¢ju
interakcij med rastlino in virusom je bistveno manj raziskav kot pri interakcijah med
rastlinami in bakterijami ali glivami. Do uspe$nih strategij za zas€ito rastlin lahko pridemo
le z razumevanjem procesov razvoja bolezni in obrambnih mehanizmov rastline proti
virusni okuzbi (Pompe Novak, 2006).



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

2.8  KROMPIR

Krompir, Solanum tuberosum (S. t.) sodi poleg koruze, riza in pSenice med najbolj
pomembne poljs¢ine na svetu (FAOSTAT, 2009). Pomembnost krompirja narasca s
povecevanjem svetovne populacije, zmoznosti uspevanja v razlicnih razmerah in njegove
visoke hranilne vrednosti. Krompir je bogat z antioksidanti, ki so povezani s Stevilnimi
ugodnimi vplivi na zdravje (Grafius in Douches, 2008).

Zlahtnjenje krompirja je zaradi vegetativnega razmnoZevanja in tetraploidnosti poseben
1zziv. Poznamo veliko Stevilo vrst iz rodu Solanum, ki predstavljajo vir kvalitetnih lastnosti,
katere bi lahko vnesli v S. .. Zal, pa so $tevilni divji sorodniki krompirja diploidni, kar
otezi klasi¢ni postopek zZlahtnjenja. Zato je vnos genov z genskim inZeniringom pomembna
metoda za razvoj novih sort (Grafius in Douches, 2008).

Pridelovanje krompirja pogosto ovirajo Stevilni patogeni, ki napadajo vse dele rastline in
povzrocajo zmanjSanje koli¢ine in kvalitete pridelka. Nove sorte, ki bi bile odporne na
razline virusne, bakterijske in glivne bolezni, na Skodljivce ali na neugodne okoljske
razmere, so zato zelo pomembne (Grafius in Douches, 2008). Se posebej to velja za drzave
v razvoju, kjer Ze nekaj let prihaja do velikega povecanja gojenja in tudi potrebe po
krompirju (slika 4) (International year of the potato, 2008).

---&--svet
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—a&—drzave v razvoju
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Slika 4: Svetovna proizvodnja krompirja med letoma 1991 in 2007 (prirejeno po International year of the
potato, 2008 )

2.8.1 Bolezni in Skodljivci

Od krompirjevih Skodljivcev je najbolj znan koloradski hroS¢ (Leptinotarsa decemlineata)
(Rupnik, 1998). Nevarni Skodljivci so tudi krompirjev molj (Phtorimaea operculella),
ipsilon sivka (Agrotis ipsilon), krompirjeva plesen (Phytophtora infestans) in Stevilni drugi
organizmi, ki unicujejo gomolje, zelene dele rastline in prenasajo viruse (Grafius in
Douches, 2008). Prav virusi povzrocajo pridelovalcem veliko tezav. Vecina virusov
povzro€a izrojevanje krompirja, Se posebno pri obcutljivih sortah. Leta 1987 se je v



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov 20
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

Sloveniji pojavila prva vecja okuzba krompirja s krompirjevim virusom PVY (Rupnik,
1998).

PVY so izolirali iz krompirja in razvrstili v ve¢ skupin glede na njegove bioloske,
seroloske in/ali molekularne znacilnosti (Balme-Sinibaldi in sod., 2006). Med vsemi
razlicki je virus PVY™'N najbolj agresiven in povzroda velik upad pridelka (Pompe Novak,
2006). Pri okuzenih rastlinah se pojavijo mocne morfolosSke in fizioloske spremembe.
Pojavljajo se hude nekroze gomoljev in listov ter spremembe v strukturi in delovanju
kloroplastov (Reinero in Beachy, 1989, cit. po Zhou, 2004). PVY™'™ povzroga bolezen
imenovano obrockasta nekroza gomoljev. Med najbolj obcutljive in dovzetne sorte sodi
slovenska sorta krompirja Igor (Pompe Novak, 2006).

2.8.2 Sorta Igor

Sorta se je potem, ko so jo sredi sedemdesetih let vzgojili, uspesno Sirila in je v najboljsih
letih dosegla kar 60 % delez. Pridelki so bili visoki in kakovostni, zato so bili z njim
zadovoljni tako pridelovalci kot porabniki, kar je izjemen primer. Prav obrockasta nekroza
gomoljev je povzrocila konec njenega pridelovanja. V nekaj letih po pojavu je sorta
izginila z nasih polj (Rupnik, 1998).

Bolezenska znamenja, ki se pojavljajo pri krompirju sorte Igor kot posledica okuzbe z

YN™ 50 nekroti¢ni obro¢ki na gomoljih in zelenih delih rastline. Nekaj dni po

virusom PV
okuzbi se nekroticne pike pojavijo na inokuliranih listih. Ko se virus razsiri lahko na
neinokuliranih listih opazimo gubanje listnih povr§in in mozai¢ne kloroze (sistemska
bolezenska znamenja). Listi za¢nejo odpadati tako pri primarni kot tudi pri sekundarni
okuzbi. Spremembe so tudi na celi¢ni ravni. V nekroti¢nih pikah nabreknejo kloroplasti,
tilakoide se zrahljajo in spremeni se opti¢na gostota kloroplastov. Na obmocjih okrog
nekroz pa prihaja do zmanjsanja velikosti kloroplastov (Pompe Novak, 2006). PVY '™
povzroca tudi spremembe v strukturi in aktivnosti apikalnega meristema (Dolenc in sod.,

2000) in povecanje endogenega nivoja citokininov (Dermastia in Ravnikar, 1996).
2.8.3 Sorta Sante

Sante je ena redkih na PVY"'™ odpornih sort. Odpornost so dosegli s klasi¢nim
zlahtnjenjem z vnosom gena Ryy, iz vrste Solanum stoloniferum (Hinrichs in sod., 1998,
cit. po Mehle in sod. 2004). Odporna je tudi proti ve¢ rasam rumene in bele krompirjeve
cistotvorne ogorcice in srednje odporna proti plesni. Je zelo rodovitna, razsirjena in
uporabna sorta, ¢eprav ni primerna za lahka pescena tla, saj v stresnih razmerah moc¢no
izraSca in formira gomolje (Kmetijski institut, 2008).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Kemikalije

kemikalija proizvajalec
24D Sigma
70% in 96% etanol Pharmachem
Agar (Bacto) BD
BAP Sigma
CaCl, - 2H,O Merck
cefotaksim (Cf) Sigma
CoCl, - 6H,O Merck
CuSOs4 - 5SH,O Merck
FeSO, - 7TH,O Sigma
GA; Sigma
glicin Merck
goveji ekstrakt Difco
H;BO; Merck
HgSO, - 7TH,O Merck
higromicin (Hg) Invivo Gen
kazein hidrolizat
KH,PO4 Kemika
KI Merck

kinetin Sigma
KNO; Merck
kvasni ekstrakt Oxoid
metanol

MgSO;, - 7TH,0 Merck
mioinozitol Sigma
MnSOy, - 4H,0 Sigma
Na,EDTA - 2H,0 Kemika
Na,M,O4 - 2H,0 Sigma
NAA Sigma
NaCl Merck
NH4NO3 Sigma
nikotinska kislina Kemika
pepton Bacto
pirodoksin - HCI Sigma
rifampicin Sigma
saharoza Kemika
natrijev hipoklorit

tiamin - HCI Caldiochem

zeatin ribozid

Sigma
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3.1.2 Laboratorijska oprema

oprema (naprave, pripomocki, ...) proizvajalec
avtoklav Kambic
avtomatske pipete Eppendorf
baterijski pipetor
brezprasna komora za delo z bakterijami in plazmidi Biosan
brezpras$na komora za delo z rastlinami v tkivnih kulturah | Ehret
dispenzor Eppendorf
hladna soba Angelnatoni Scientifica
inkubator Kambic
kuhalnik Severin
magnetno mesalo Tehtnica
mikrovalovna pecica
pH meter Mettler Toledo
rastna komora Kambi¢
stresalniki Kambic
Spiritni gorilnik
tehtnica Lotri¢
tehtnica Sartorius
ultrazvocna kopel Sonic-pro

vodna kopel

vorteks mesalo

3.1.3 Droben laboratorijski material in ostale potrebs¢ine

zlicke o spatule e steklene palCke e sterilne plasticne posodice o pincete o CaSe
aluminijasta folija « kontrolni avtoklavirni trak e merilni valji « petrijevke o steklenice

« erlenmajerice  plasticne posode za meSanje o posodice za tehtanje e filter papir

 papir za rezanje e skalpeli e liji « merilne pipete
« teflonske magnetne palcke o sterilni filtri

stojala za epruvete ¢ parafilm
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3.1.4 Bakterije in plazmidi

Bakterija Agrobacterium tumefaciens - sev LBA4404 z wvstavljenim plazmidom
pMDC32 PCPI (slika 5).

Komercialni sev 4. . LBA4404 vsebuje kromosom TiAch5 in pAL4404 razorozeni
Ti-plazmid, ki je odporen na antibiotik rifampicin.

Vektor pMDC32 je eden izmed vektorjev, ki ga uporabljamo za kompatibilno
rekombinacijo Gateway. Metoda temelji na sekvencno specificni rekombinaciji, ki
omogoca namestitev sekvenc med kompatibilni mesti v plazmidu. Najprej Zeleno sekvenco
vstavimo v vstopni vektor. Nastane rekombinantni plazmid, ki ima tar¢no sekvenco DNA
med attl. rekombinacijskima sekvencama. Z attl. obdan Zelen gen se lahko rekombinira s
sekvenco obdano z mestoma attR. Pri tem pride do prenosa gena v ciljni vektor (npr.
pMDC32). Pred rekombinacijo se med mestoma attR nahaja gen (ccdB), ki selekcionira
vse vektorje, ki niso uspesno rekombinirani.

Vgrajeno regijo omejujeta desna mejna sekvenca (RB) in leva mejna sekvenca (LB), ki sta
del naravne T-DNA (slika 6). Dvojni 35S promotor je regulator izrazanja vstavljenega
gena. [zvorno je promotor iz virusa cvetace CaMV-35S in omogoca mocno ekspresijo gena
v rastlini. Selekcijo transformant omogoca gen za odpornost proti higromicinu.

Vektor pMDC32 z vstavljenim genom PCPI so pripravili na Nacionalnem inStitutu za
biologijo (slika 6).
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Slika 5: Vektor pMDC32, v katerem je bil kasneje med mesti attR1 in attR2 vnesen gen PCPI (prirejeno po
Curtis in Grossniklaus, 2003)

2 x 358 ccdB

nos T Hyg" LB

attR1 attR2

Slika 6: Genski konstrukt, ki se iz vektorja pMDC32 prenese v rastlino.
RB (angl. right border) - desna mejna sekvenca in LB (angl. left border) - leva mejna sekvenca, mesti attR1

attR2, ki omogodita rekombinacijsko kloniranje gena (Gateway), Hyg' - gen za odpornost proti antibiotiku
higromicinu, ccdB - ubijalski gen (povzeto po Curtis in Grossniklaus, 2003)
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3.1.5 Gojisca

MS-GOJISCE; pH = 5.85 (prirejeno po Murashige in Skoog, 1962)

Sestavine Kon¢na koncentracija Osnovna raztopina (OR)
mg/l mM
NH4NO; 1650 20,6 A
KNO; 1900 18,8
CaCl, - 2H,0 440 3,0
KH,P 1 1,2
2PO4 70 25 > ORI
MgSO, - 7TH,0O 370 1,5
mioinozitol 100 555
mg/l uM Y,
H;BO;3 1,9 30,7 OR2
MnSOy - 4H,0 22,3 100
3
CoCl, - 6H,O 0,025 0,11
CuSOq - 5SH,O 0,025 0,10
’ ’ > R
KI 0,83 5,00 OR3
NazMOO4 : 2H20 0,25 1,03 D,
<
FeSOy4 - 7H,0O 27,8 100
Na,EDTA - 2H,0 37,3 100 ~ OR4
glicin 2,0 26,6 D
=
nikotinska kislina 0,5 4,06
piridoksin - HCI 0,5 2,43 s
.. OR5
tiamin - HCI 0,5 1,48 D
saharoza 30 g/l 87,6 mM za MS30-gojisce
agar 8 g/l za trdno gojisce

destilirana voda

dodamo do 11

OR so vnaprej pripravljene kemikalije za gojiS€a, da nam jih ni potrebno vedno znova

tehtati. S tem tudi zmanjSamo napako, ki nastane pri tehtanju zelo majhnih kolicin.
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3.1.5.1 Regeneracijska gojisca za sorti Sante in Igor

GOJISCE R3B; pH = 5.8 (po protokolu, prejetem od prof. Visser, WUR, Nizozemska)

Sestavine Konéna koncentracija
MS30

saharoza 30 g/l 87,6 mM
agar 8 g/l

NAA 2 mg/l 10,74 uM
BAP I mg/l 4,44 uyM

GOJISCE PACM., pH = 6,5 (po protokolu, prejetem od prof. Visser, WUR, Nizozemska)

Sestavine Konc¢na koncentracija
MS30

saharoza 30 g/l 87,6 mM
kazein hidrolizat 2 g/l

24D 1 mg/1 4,52 uM
kinetin 0,5 mg/l 2,32 uM

POSKUSNA GOJISCA Z RAZLICNIMI KONCENTRACIJAMI ZR (prirejeno po

Webster in sod., 1994)

Sestavine Konéna koncentracija
MS30

saharoza 30 g/l 87,6 mM
agar 8 g/l

NAA 2 mg/1 10,74 uM
GA;3 0,34 mg/l 0,98 uM
ZR (za gojisce Z1) 1 mg/1 2,85 uM
ZR (za gojisce Z2) 2 mg/l 5,69 uM
ZR (za gojisce Z3) 3 mg/l 8,54 uM
ZR (za gojisce Z4) 4 mg/l 11,38 uM
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3.1.5.2 Gojisca, uporabljena pri transformaciji sorte Igor

Bakterijska gojisca:

GOJISCE LB: pH = 7.0 (Webster in sod., 1994)

Sestavine Kon¢na koncentracija
tripton 10 g/l

kvasni ekstrat 5 gl

NaCl 5 g/l 85,62 uM
agar 8 g/l

destilirana voda

dodamo do 11

GOJISCE YEB, pH = 7.5 (Vervliet in sod., 1975)
Sestavine Konc¢na koncentracija
kvasni ekstrat 1 gl

goveji ekstrat 5 gl

pepton 5 gl

saharoza 5 gl 14,61 mM
MgSO; - TH,O 0,5 g/1 2,03 uM

destilirana voda

dodamo do 11

rifampicin

higromicin

15 mg/l 18,23 uM
50 mg/l 94,79 UM

Rastlinska gojisca:

REGENERACIJSKO GOJISCE; pH = 5.85 (prirejeno po Webster in sod., 1994)

Sestavine Kon¢na koncentracija
MS30

saharoza 30 g/l 87,6 mM
agar 10 g/l

NAA 0,2 mg/l 1,074 uM
GA; 0,018 mg/1 0,052 uM
ZR 3 mg/1 8,537 uM
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SELEKCIJSKO GOJISCE; pH = 5.85 (prirejeno po Webster in sod., 1994)

Sestavinam za regeneracijsko gojis¢e (glej zgoraj) dodamo antibiotika higromicin in

cefotaksim.

Sestavine Konc¢na koncentracija
regeneracijsko

gojisce

higromicin 4 mg/l 7,58 uM
cefotaksim 250 mg/l 523,62 uM

3.1.6 Rastlinski material

o krompir Solanum tuberosum L. sorta Sante

o krompir Solanum tuberosum L. sorta Igor

Uporabljali smo zdrave rastline, gojene v tkivni kulturi iz zbirke Nacionalnega instituta za
biologijo (NIB). Rastline smo gojili v rastni komori pri naslednjih pogojih:

« fotoperioda: 16 ur svetloba; osvetlitev z zarnico Osram L58 W/77

8 ur tema

 temperatura: tema 19+1°C
svetloba 21+1°C

« relativna zracna vlaznost: 94+£2%

o gostota pretoka fotonov: 70 — 90 pmol/m’s

3.2 METODE
3.2.1 Pogoji dela

» V laboratoriju: GojiS¢a in raztopine (razen pri uporabi RRR in antibiotikov) smo
pripravljali na pultih v laboratorijih, kjer delo ni sterilno. Kljub temu smo poskrbeli, da
smo pred in po kon¢anem delu o€istili in razkuZili delovno povrsino s 70 % etanolom. Pri
tehtanju RRR in antibiotikov smo uporabljali zas¢itno masko.

« V asepti¢ni brezprasni komori (laminariju): Delo z rastlinskim materialom je sterilno,

zato smo vedno delali v brezpraSni sterilni komori. Pred zacetkom dela v brezprasni
komori smo prizgali UV lu¢. Delovno povrSino smo razkuZili s 70 % etanolom, prav tako
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smo si med delom veckrat sprali roke z razkuzilom. Skalpele, pincete in vratove epruvet in
erlenmajeric smo vsakokrat pred ponovno uporabo namocili v 96 % etanol in oZgali nad
plamenom. Sterilno filtracijo antibiotikov in RRR ter njihovo dodajanje v gojis¢a smo prav
tako izvajali v brezprasni komori. Posebej smo bili previdni pri delu s transformiranimi
bakterijami. Uporabljeno gojis€e z bakterijami in etanol za razkuzevanje smo zlili v
posodo z natrijevim hipokloritom (10 %). Ves uporabljen rastlinski material, gojisca,
petrijevke in posodice smo po kon¢anem delu zavrgli v posebne oznacene posode ali vrece
za avtoklaviranje.

3.2.2 Priprava gojis¢
3.2.2.1 Priprava gojis¢a MS

V vedji steklen merilni valj smo polozili teflonski magnet za meSanje in dodali del
potrebne koliCine destilirane vode. Pripravili smo si osnovne raztopine (OR2 do ORSY5)
shranjene v hladilniku, OR1 pa smo vzeli iz zamrzovalnika in jo odtalili v mikrovalovni
pecici (na 60 % moci). V destilirani vodi smo ob meSanju na magnetnem meSalu dobro
raztopili osnovne raztopine in saharozo. Nato smo dodali potrebno koli¢ino destilirane
vode za zelen volumen gojiS¢a. Raztopini smo umerili pH vrednost z dodajanjem HCI
oziroma NaOH. V primeru priprave trdnega gojis¢a za gojenje tkivnih kultur v petrijevkah
in posodicah smo v posode za avtoklaviranje zatehtali ustrezno koli¢ino agarja. Pri
pripravi tekocega gojis¢a MS, ki je sluzil tudi kot osnovno gojis€e za pripravo drugih,
agarja nismo dodali. Steklenice z gojisS¢em smo narahlo zaprli z zamaSkom, zascitili z
aluminijasto folijo, oznacili s kontrolnim avtoklavirnim trakom in avtoklavirali. V primeru,
ko gojis¢a nismo takoj uporabili, smo ohlajene steklenice shranili na hladnem (4 °C).

o Uporaba gojis¢a MS v petrijevkah in posodicah

V primeru uporabe gojis€a v petrijevkah in posodicah smo pripravljeno gojis¢e razdelili
takoj po avtoklaviranju ali pa smo shranjeno gojisce najprej segreli v mikrovalovni pecici,
da se je utekocCinilo. Predhodno smo si v brezprasni komori za delo z rastlinskimi tkivnimi
kulturami pripravili ustrezno oznacene sterilne petrijevke ali sterilne posodice. V vsako
petrijevko smo v sterilnem okolju nalili priblizno 25 ml gojisca, v vsako posodico pa
priblizno 70 ml. Petrijevk in posodic nismo povsem pokrili s pokrovcki dokler se ni
gojisce popolnoma ohladilo in strdilo. S tem smo preprecili nastanek kondenza.

« Uporaba gojisc¢a MS z antibiotiki ali RRR
Za pripravo gojis¢a MS z antibiotiki ali RRR smo gojis¢e po avtoklaviranju ohladili v

vodni kopeli na 50 °C. V primeru shranjenega gojis¢a smo le to morali najprej segreti in
utekociniti v mikrovalovni pecici ter nato prilagoditi temperaturo. S pomocjo avtomatskih
pipet, merilne epruvete in baterijskega pipetorja smo v brezprasni komori za delo z
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bakterijami in plazmidi dodali ustrezne koli¢ine sterilno pripravljenih raztopin antibiotikov
ali RRR. Nadaljevali smo po Ze opisanem postopku uporabe gojis¢a v petrijevkah ali
posodicah.

o Uporaba gojis¢a MS v epruvetah

V primeru uporabe gojisca v epruvetah smo gojisce segreli na kuhalniku. Tik pred vretjem
smo gojis¢e odstavili s kuhalnika in med meSanjem dodali najprej saharozo, nato agar.
Segrevanje smo nadaljevali na meSalniku z gretjem in dodatno mesali, dokler se agar ni
raztopil in se je raztopina zbistrila. V stojala smo si pripravili primerno Stevilo epruvet. S
pomocjo dispenzorja smo nato Se toplo gojisce razdelili v epruvete. V vsako epruveto smo
nalili 8-9 ml gojis¢a. Epruvete z gojis¢em smo pokrili s pokrovcki, stojala z epruvetami
zavili v papir, pakete oznacili s kontrolnimi avtoklavirnimi trakovi in avtoklavirali.

V vseh primerih smo gojis¢a avtoklavirali 15 min pri 121 °C in tlaku 103,4 kPa.
3.2.2.2 Priprava gojis¢a R3B

Po predhodni pripravi gojis¢a smo sterilno dodali raztopino NAA do kon¢ne koncentracije
10,74 uM in raztopino BAP do kon¢ne koncentracije 4,44 uM. Sicer pa smo delali po ze
opisanih postopkih uporabe gojis¢a z antibiotiki in RRR ter uporabe gojis¢a v petrijevkah
ali posodicah.

3.2.2.3 Priprava gojis¢a PACM

Za pripravo gojisca smo stehtali ustrezne koli¢ine sestavin in jih raztopili v destilirani vodi
ter sterilno dodali raztopino 2,4 D do kon¢ne koncentracije 4,52 uM in raztopino kinetina
do kon¢ne koncentracije 2,32 uM. pH smo uravnali na 6,5. Ker gojisa nismo takoj
uporabili, smo po avtoklaviranju ohlajene steklenice shranili na hladnem (4 °C).

3.2.2.4 Priprava poskusnih gojiS¢ z razli¢cnimi koncentracijami ZR

V vsa stiri poskusna gojis¢a smo v predhodno pripravljeno avtoklavirano gojis¢e MS
sterilno dodali raztopino NAA do kon¢ne koncentracije 10,74 uM in GAs do koncne
koncentracije 0,98 uM. V poskusna gojis¢a smo nato dodali ustrezne koli¢ine ZR do
kon¢nih koncentracij 2,85 uM, 5,69 uM, 8,54 uM in 11,38 uM. RRR smo dodajali po Ze
opisanih postopkih uporabe gojis¢a z antibiotiki in RRR in nadaljevali po prav tako ze
opisanih postopkih uporabe gojis¢a v petrijevkah ali posodicah.

3.2.2.5 Priprava gojis¢a YEB

Sestavine za gojis¢e smo stehtali in stresli v steklenico za avtoklaviranje. V steklenico smo
dali teflonsko magnetno palcko ter prelili z destilirano vodo. Steklenico z raztopino smo
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postavili na meSalnik, da so se sestavine dobro raztopile, nato pa smo umerili pH na 7,5.
Steklenice z gojiS¢em smo narahlo zaprli z zamaskom, zascitili z aluminijasto folijo,
oznacili s kontrolnim avtoklavirnim trakom in avtoklavirali. Ker gojis€a nismo takoj
uporabili, smo po avtoklaviranju ohlajene steklenice shranili na hladnem (4 °C).

« dodajanje antibiotikov v gojis¢e YEB

Avtoklavirano gojis¢e YEB smo razdelili v sterilne erlenmajerice po 10 ml. S pomocjo
avtomatske pipete smo v brezprasni komori za delo z bakterijami in plazmidi v vsako
erlenmajerico dodali sterilno pripravljeno raztopino rifampicina do kon¢ne koncentracije
18,23 uM in higromicina do kon¢ne koncentracije 94,79 uM. Rifampicin nam omogoci
selekcijo agrobakterij (na razoroZzenem plazmidu bakterije L.BA4404), higromicin pa
selekcijo vektorja, da zrastejo le tiste, ki imajo plazmid pMDC32. Antibiotike smo v
gojis¢e dodali tik pred uporabo.

3.2.2.6 Priprava regeneracijskega gojis¢a za transformacijo sorte Igor

V predhodno pripravljeno avtoklavirano gojis¢e MS smo sterilno dodali raztopino NAA do
kon¢ne koncentracije 1,074 puM, raztopino GAs do koncne koncentracije 0,052 uM in
raztopino ZR do konc¢ne koncentracije 8,537 uM. RRR smo dodajali po Zze opisanih
postopkih uporabe gojisca z antibiotiki in RRR in nadaljevali po prav tako Ze opisanih
postopkih uporabe gojis€a v petrijevkah ali posodicah.

3.2.2.7 Priprava selekcijskega gojisca za transformacijo sorte Igor

V predhodno pripravljeno avtoklavirano gojis¢e MS smo sterilno dodali raztopino NAA do
kon¢ne koncentracije 1,074 puM, raztopino GAs; do koncne koncentracije 0,052 uM,
raztopino ZR do kon¢ne koncentracije 8,537 uM, raztopino Cf do koncne koncentracije
523,62 uM in raztopino Hg do konc¢ne koncentracije 7,58 pM. RRR in antibiotike smo
dodajali po ze opisanih postopkih uporabe gojis¢a z antibiotiki in RRR ter nadaljevali po
prav tako Ze opisanih postopkih uporabe gojisca v petrijevkah ali posodicah.

3.2.3 Priprava rastlinskih rastnih regulatorjev in antibiotikov

so bile nekatere Ze predhodno pripravljene in ustrezno shranjene v hladilniku ali
zamrzovalniku (Preglednica 1). Kraj$i ¢as obstojne in raztopine, ki smo jih uporabljali v
vecjih koli¢inah (zeatin ribozid) smo morali pripraviti veckrat.
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Preglednica 1: Priprava raztopin RRR in antibiotikov (koli¢ine in medij za raztapljanje)

RRR mg/50 ml  Raztapljamo v antibiotik  mg/ml Raztapljamo v
NAA 9 1 M NaOH Cf 250 H,O
GA; 17 H,0 Hf 100 H,0
ZR 11 1 M HCI Rf 250 metanol
BAP 11 1 M HCI
24D 11 1 M NaOH
KIN 11 1 M HCI

Za pripravo raztopine zeatin ribozida smo stehtali potrebno koli¢ino RRR. Na podstavek za
tehtanje s pripravljenim praSkom smo kanili nekaj kapljic 1 M HCI. S predhodno
pripravljeno potrebno koli¢ino vode v merilnem valju smo sprali raztopino v malo
erlenmajerico. V primeru neraztopljenih delcev smo wuporabili ultrazvocno kopel.
Raztopino smo nato v brezpraSni komori filtrirali v sterilno 50 ml centrifugirko. Raztopino
smo shranili v zamrzovalniku. Postopek priprave je podoben tudi pri ostalih RRR in
antibiotikih. Razlikuje se v uporabljenem topilnem mediju in nacinu shranjevanja. Pri
manj$ih koli¢inah je potrebno raztopino razdeliti na manjse alikvote v mikrocentrifugirke.

3.2.4 Priprava rastlinskega materiala

Namnozitev rastlin

Za na$ eksperiment smo potrebovali vecje Stevilo zdravih rastlin krompirja sort Igor in
Sante gojenih v tkivni kulturi. Prvotno smo uporabili rastline iz zbirke NIB, ki smo jih
namnozili, da smo obnovili zbirko in dobili zadostno Stevilo za izvedbo eksperimenta.
Prenos smo izvajali iz posodic, kjer so bile rastline stare priblizno 4 tedne in visoke
priblizno 8 cm. V brezprasno komoro za delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami smo
prinesli posodice z rastlinami in predhodno pripravljene posodice z gojis¢em MS. V
sterilnih pogojih smo odrezali rastline tik nad gojis¢em in jih s pinceto previdno vzeli iz
posodice. Rastlino smo polozili na sterilen papir, na katerem smo s skalpelom izrezali
nodije iz moc¢nejSih delov stebla rastline (slika 7).

Slika 7: Mesta razreza rastlin z namenom pridobivanja nodijev
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Po osem nodijev smo prenesli v eno posodico s svezim hranilnim gojis¢em MS30. Izsecke
smo dajali v posodice pravokotno na povrS§ino MS-gojisca, s fizioloSkim bazalnim delom
obrnjenim navzdol v gojis¢e. Po priblizno mesecu dni oziroma, ko so rastline dosegle
zeleno velikost, smo celoten postopek ponovili. Na ta nacin smo vsakokrat vsaj potrojili
Stevilo rastlin.

Priprava izse¢kov

V brezprasno komoro za delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami smo prinesli petrijevke z
gojis¢em in posodice z rastlinami krompirja sort Igor in Sante, ki smo jih predhodno
namnozili. V sterilnih pogojih smo rastline s pinceto previdno vzeli iz gojis¢a in polozili na
papir, na katerem smo s skalpelom izrezali internodije iz moc¢nejSih delov stebla rastline.
Internodije smo narezali na izseCke velikosti 2-6 mm in pazili, da smo odstranili vse
zalistne brste. V prvem delu eksperimenta smo potrebovali tudi izsecke baz listnih ploskev,
zato smo odrezali vecje liste in jih razrezali na koscke (slika 8). Najprej smo list zarezali
pravokotno na glavno Zzilo, da smo odrezali konico lista. Drugi rez pa smo zarezali po
glavni Zili, da smo dobili dva izseCka. IzseCke smo s pinceto sterilno prenesli v petrijevke,
horizontalno glede na povrSino gojisca. Pri prenosu listov smo pazili, da smo jih polagali z
zgornjo stranjo navzdol, da listne reze niso bile v stiku s podlago.

mesta rezov ﬁ‘

izsecki internodijev izsecki listnih baz
Slika 8: Nacini razreza rastlin z namenom pridobivanja izseckov internodijev in baz listnih ploskev
3.2.5 Optimizacija postopka regeneracije

Raziskovali smo vpliv zaCetnega izseCka ter razli¢nih gojiS¢ na regeneracijo poganjkov.

e 1.dan
Pripravili smo gojis¢a MS30, R3B, PACM in MS30 z NAA, GAj; in razlicnimi
koncentracijami ZR. Gojis¢a smo razlili v oznacene petrijevke.

e 2.dan
V vsako od Sestih petrijevk z R3B gojis¢em smo polozili po dva okrogla sterilna filter
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papirja. Filter papirja smo navlazili z 2 ml tekoCega gojis¢a PACM. Na tako pripravljen
filter papir smo v brezprasni komori za delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami sterilno
polozili po 5 izseCkov internodijev v 3 petrijevke in po 5 izseCkov listnih delov v 3
petrijevke. Enako Stevilo izseCkov smo pripravili tudi za kontrolo in jih prenesli v 6
petrijevk z MS-gojis¢em. Na gojis€a s poskusnimi koncentracijami ZR smo prav tako
prenesli po 5 izseCkov internodijev na tri petrijevke in po 5 izseckov listov na tri petrijevke
za poskusne koncentracije 2 mg/l, 3 mg/l in 4 mg/l (Z1, Z2, Z3) (slika 9). Na gojisce s
koncentracijo 1 mg/l ZR (Z1) izseckov Se nismo polagali. Vse petrijevke z izsecki smo
zaprli, zatesnili s parafilmom in prenesli v rastno komoro za tkivne kulture. Skupaj smo
tako za poskus pripravili 300 izseCkov v 60 petrijevkah. Za vsako sorto smo pripravili po
15 internodijev in 15 listnih delov za kontrolo in po 15 internodijev in 15 listnih delov za
posamezna poskusna gojis¢a (Z1, Z2, Z3 in Z4) (slika 9).

e v ::H“‘H
;o

Slika 9: Razporeditev izseCkov na posamezna gojisca v petrijevkah.
Z1,72,73 in Z4: gojisca z 2,85 uM, 5,69 uM, 8,54 uM in 11, 38 uM ZR; MS: Murashige in Skoog gojisce;
R3B: osnovno gojis¢e MS z dodanimi avksini in citokinini; MS30: gojis¢e MS s 30 g/l saharoze

 5.dan
Izsecke, ki smo jih gojili na gojis¢u R3B, smo v brezpras$ni komori za delo z rastlinskimi
tkivnimi kulturami sterilno prenesli na gojis¢e Z1. Tudi te petrijevke smo zatesnili s
parafilmom in prenesli v rastno komoro za tkivne kulture.

« 29. dan
Pripravili smo petrijevke z gojis¢i MS30 in MS30 z NAA, GA; in razlicnimi
koncentracijami ZR.

« 30. dan
Izsecke smo v brezpra$ni komori za delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami sterilno prenesli
na sveza gojisca.
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Postopek prenaSanja na sveza gojis¢a smo ponovili ¢ez 3 tedne. Poskus je trajal 9 tednov v
obdobju od septembra do novembra. Med poskusom smo spremljali spremembe na
izseckih. Pozorni smo bili na izvor izsecka, da bi lahko primerjali, katera vrsta izseckov
ima uspesnejSo regeneracijo. Opazovali in popisovali smo tudi izgled kalusov, spremembe
gojisca, stanje izseckov,... Izsecke, pri katerih je med poskusom prislo do okuzbe, smo
zavrgli in zdrave izseCke z iste ploSCe prenesli na sveze gojis€e. Spremembe smo
dokumentirali tudi s fotografiranjem plosc.

3.2.6 Tranformacija

Za transformacijo smo uporabili internodije iz tkivnih nodijskih kultur krompirja sorte Igor.
Za izvedbo postopka transformacije krompirja z vektorjem z genom PCPI smo pripravili
480 izseckov.

3.2.6.1 Gojenje bakterijske kulture za transformacijo rastlin

Bakterije, gojene na gojisS¢u LB z dodanim rifampicinom, smo z ezo vcepili v
erlenmajerice s po 10 ml gojis¢a YEB z dodanima selekcijskima antibiotikoma higromicin
in rifampicin. Tako pripravljeno gojiSce smo prenesli na stresalnik v inkubatorju pri 30 °C.
Suspenzijo bi pri dobri rasti lahko uporabili po 24 urah.

3.2.6.2 Potek transformacije

e 1. dan
Pred zaCetkom transformacije smo si pripravili bakterijsko kulturo (3.2.6.1). Za
transformacijo smo namre¢ potrebovali gojisCe z bakterijo 4. ¢. z vstavljenim konstruktom
z genom PCPI v plazmid pMDC32.

e 2.dan
Pripravili smo petrijevke z regeneracijskim in s kontrolnim gojis¢em MS30 ter tekoce
gojis¢e MS30. V brezprasni komori za delo z bakterijami in plazmidi smo v erlenmajerice
s po 500 ml MS-gojisca sterilno dodali NAA do konc¢ne koncentracije 1,074 uM, GAj do
kon¢ne koncentracije 0,052 uM in ZR do konc¢ne koncentracije 8,537 uM. V 500 ml
tekoCega MS-gojis¢a RRR nismo dodajali. Gojis¢a smo razlili v oznaCene petrijevke.

« 3. dan
V sterilnih pogojih brezprasne komore za tkivne kulture smo v 12 petrijevk razlili po 20 ml
tekoCega gojis¢a MS30. Nato smo pripravili 480 izseckov internodijev in jih v vsako
petrijevko z gojis¢em MS dali po 40. S tem smo preprecili njihovo izsuSevanje. V
brezprasni komori za delo z bakterijami in plazmidi smo izvedli prenos izseckov na gojisca.
Najprej smo prenesli po 5 izseckov na 10 plos¢ s kontrolnim gojis¢em MS30 brez dodanih
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antibiotikov in RRR. Sledilo je izmeni¢no ponavljanje postopka prenosa izseCkov na
petrijevke z gojis¢em. V prvo petrijevko s tekoCim gojis¢em MS in izseCki smo
odpipetirali po 100 pl bakterijske kulture. Petrijevko smo dali na stresalnik in po 20
minutah stresanja na sobni temperaturi, smo izsecke prenesli na gojisca. Postopek smo
ponovili z vsemi pripravljenimi izsecki. Prenesli smo po 8 izseCkov v 50 petrijevk z
regeneracijskim gojis¢em. Petrijevke smo zaS¢itili s parafilmom in dali v tkivno komoro na
debel stiropor. Vse plos¢e smo prekrili z belim papirjem in pustili 48 ur na reducirani
svetlobi.

e 4. dan
Pripravili smo si petrijevke s selekcijskim gojis¢em. V brezprasni komori za delo z
bakterijami in plazmidi smo v erlenmajerice s po 500 ml gojis¢a MS sterilno dodali NAA
do konc¢ne koncentracije 1,074 uM, GA; do konc¢ne koncentracije 0,052 uM in ZR do
koncne koncentracije 8,537 uM, Cf do kon¢ne koncentracije 523,62 uM in Hg do kon¢ne
koncentracije 7,58 uM. Pripravili smo tudi 250 ml gojis¢a MS, v katerega smo dodali vse
prej navedene snovi razen higromicina. GojiS¢a smo razlili v oznacene petrijevke.

e 5. dan

Izsecke smo v sterilnih pogojih rastne komore za tkivne kulture prenesli iz
regeneracijskega na selekcijsko ali kontrolno gojise. Najprej smo prestavljali izsecke, ki
so bili namenjeni kontroli brez transformacije. Tako smo preprecili, da bi ti izsecki prisli v
stik s transformiranimi bakterijami. Na posamezno gojis€e v petrijevki smo prenesli po 5
izseCkov.

a) 1z kontrolnih plos¢ z gojis¢em MS30 na 4 plosce z gojis¢em brez higromicina:
brez bakterije, brez selekcije - kontrola 1 (K1)

b) iz plos¢ z regeneracijskim gojis¢em na 4 plosce z gojis€em brez higromicina:
z bakterijo, brez selekcije - kontrola 2 (K2)

¢) iz kontrolnih plos¢ z gojis¢em MS30 na 4 plosce z gojis¢em s higromicinom:
brez bakterije, s selekcijo - kontrola 3 (K3)

d) iz plos¢ z regeneracijskim gojis¢em na 82 plos¢ z gojis¢em s higromicinom:
z bakterijo, s selekcijo — transformacija (T)
Vse petrijevke z izse¢ki smo zaprli, zatesnili s parafilmom in prenesli v rastno komoro za
tkivne kulture. Skupno smo tako za poskus pripravili 470 izseckov v 94-ih petrijevkah.

e 17. dan
Pripravili smo petrijevke z gojis¢em (glej 4.dan).
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« 18. dan
IzseCke, pri katerih smo uporabili metodo transformacije in kontrolne izsecke K3 smo
prenesli na sveza gojis€a s selekcijo (higromicin), kontrolne izsecke K1 in K2 pa na
gojisCe brez selekcije. Vse petrijevke z izsecki smo zaprli, zatesnili s parafilmom in
prenesli v rastno komoro za tkivne kulture.

Postopek prenaSanja na sveza gojis¢a smo ponavljali na 14 dni. Poskus je trajal 21 tednov
v obdobju od novembra do aprila. Med poskusom smo spremljali in zapisovali spremembe
na izseckih. Pozorni smo bili na razvoj kalusov, tvorbo poganjkov, propadanje izseckov,
okuzbe, videz kalusa,... Poganjke, ki so se pojavili na kalusih smo pustili, da so postali
dovolj veliki za prenos v posodico. Izsecke, pri katerih je med poskusom prislo do okuzbe,
smo zavrgli in zdrave izseCke z iste plosCe prenesli na sveze gojisCe. Spremembe smo
dokumentirali tudi s fotografiranjem plosc.

3.2.6.3 Prenos poganjkov iz petrijevk v posodice in epruvete

Dan pred prenosom transformiranih poganjkov smo si pripravili posodice ali epruvete z
gojis¢em. V posodicah smo pripravili gojis¢e MS30, kateremu smo dodali antibiotike,
RRR pa ne. Naslednji dan smo v brezprasno komoro za tkivne kulture prinesli posodice z
gojis¢em ter plosce, na katerih so se razvili poganjki. S sterilnim skalpelom smo dovolj
velike poganjke odrezali od kalusa in jih prenesli v posodice. Poganjke, ki so se v
posodicah lepo razvijali, smo po dolo¢enem cCasu (5-8 tednov) namnozili tako, da smo s
skalpelom izrezali posamezne nodije (slika 7). Vsak nodij smo v sterilnem okolju
brezprasne komore za tkivne kulture s pinceto prenesli v svojo epruveto z MS30-gojisCem
brez dodanih RRR ali antibiotikov. Epruvete smo prenesli v rastno komoro za tkivne
kulture.

Celoten postopek transformacije je shematsko prikazan na sliki 10.
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4] inokuwlacija = bakterijo b prenios na regeneracijsko ) prenos na selekeijsko

Agrobacterium fumefaciens gojiEce gojifce (higromicit)

0

fi prenos v epruvete €] namnoZitev d) prenos poganjkov na  €) razvo] kalusa in tvorba poganjkow
z M 330 gojiEfem gojiffe brez ERR

Slika 10: Potek transformacije.
RRR: rastlinskih rastnih regulatorjev; MS: Murashige in Skoog gojisce; MS30: gojis¢e MS s 30 g/l saharoze

3.2.7 Testiranje potencialno transformiranih rastlin

Z metodo za dolocanje prisotnosti promotorja 35S CaMV v genomu lahko preverimo ali je
bil konstrukt uspesno vstavljen v genom in ali je rastlina uspesno transformirana. Analizo
so izvedli na NIB.

3.2.8 Statisti¢na analiza podatkov

Pri statisti¢ni analizi podatkov smo uporabili Studentov t-test.
Stopnje tveganja smo oznacili z naslednjimi simboli:

p=<0,05*
p<0,01 **
p <0,00] ***
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4 REZULTATI

4.1 REGENERACIJA KROMPIRJA SORT SANTE IN IGOR NA POSKUSNIH
GOJISCIH

Proucevali smo regeneracijo krompirja sort Igor in Sante na gojis¢ih z razli¢nimi
koncentracijami rastnih regulatorjev. Primerjali smo regeneracijo iz izseCkov internodijev
in izseckov listnih delov.

4.1.1 Tvorba kalusa

o 2 tedna

Pojavili so se prvi kalusi. U¢inki posameznih gojiS¢ na izseCke so prikazani na slikah.
(slika 11).

a)

Slika 11: Prvi kalusi po 2-eh tednih rasti. a) Sante listi; b) Sante internodiji; c) Igor listi; d) Igor internodiji
Z1,72,73 in Z4: gojiséa z 2,85 uM, 5,69 uM, 8,54 uM in 11, 38 uM ZR



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

Pri obeh sortah se na gojis¢u Z1 kalusi na listih po dveh tednih Se niso razvili in so bili

.....

.....
.....

.....

Igor so se kalusi v primerjavi s sorto Sante razvijali boljSe. Manj$o razliko smo opazili pri
izseckih internodijev na gojis€u Z4, kjer je bil kalus nekoliko manj razvit kot pri izseckih

..........

« 3 tedni
Na gojiscu Z1 nismo opazili ve¢jih sprememb. Pri izseckih, kjer se je pojavil kalus, se je ta

.....

.....

.....

tudi pri internodijih sorte Igor, v najvecji meri na gojiscu Z3.

« 4 tedni
Vecje spremembe smo opazili pri sorti Igor, pri kateri je prislo do povecanja kalusov,
predvsem pri listih gojisca Z3. Zaradi okuzbe smo morali lociti izsecke na eni izmed plos¢
Z2 z listi sorte Igor in odstraniti ploS¢o Z3 sorte Sante z listi. Pod nekaterimi izsecki smo
opazili bele ali rumene meglice. Da bi preprecili morebitno okuzbo smo te izseCke pri
prenosu locili od tistih, pri katerih sprememb na gojiS¢u nismo opazili.

B Sante O Igor B Sante O Igor

120 - 120 4
§ B N * * § B
';' 100 + — * — * ‘: 100 +
o | 1 * [e] ]
55 iE8 ] 5 —
S 80 ] S 80 | *
2] 172} —
N ] N ] _
< < *
N ER
Z Z
= 404 = 401
i 2
)GN.) ] ’QN) 4
5 201 < 20 - ’*
o | kel |

0 0
Z1 z2 73 Z4 Z1 z2 Z3 Z4
koncentracija ZR koncentracija ZR

Slika 12: Razvijanje kalusa (v odstotkih) pri sorti Sante in Igor po 2-eh tednih (levo) in po 6-ih tednih
(desno).

71,72,73 in Z4: gojisca z 2,85 uM; 5,69 uM; 8,54 uM in 11,38 uM ZR; Ngante 71-z4 = 30; Nigor z1.24 = 30,

* Studentov t test (p < 0,05)
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« 6 tednov

Na ploscah z gojis€em Z1 ni bilo sprememb, razen dodatne porjavelosti izseCkov, ki pa se
je pojavila tudi na kontrolnih plos¢ah. Pri sorti Sante je bil kalus Se vedno najbolje razvit
na internodijih gojis¢ Z3. Opazili smo Se mocnejSe povecanje velikosti kalusa, predvsem
na ploscah Z2 in Z3 internodijev sorte Igor. Pri listih sorte Igor na ploscah Z4 se kalusi
niso povecali, opazili smo, da so temnejsi od tistih na ploscah Z2 in Z3. Primerjave med
razvojem kalusa po 2 tednih in 6 tednih so prikazane v grafikonih (slika 12,13). Pri analizi
kalusiranja po 6 tednih smo od celotnega deleza kalusiranih izseckov odsteli delez
1zseckov, katerih kalus je v celoti porjavel in se ni poveceval ter delez okuzenih izseCkov.

B Sante L. O Sante I. @ Igor L. BIgor L
120 ~

100 -

80

60 -

delez kalusiranih
izseckov [%]

40 -

20 -

Z1 z2 Z3 z4

koncentracija ZR

120 B Sante L. O Sante I. @IgorL. BIgorL

£ %

100

80 -

60 -

delez kalusiranih
izseCkov [%]

40 -

20

Z1 72

koncentracija ZR

Slika 13: Razvijanje kalusa (izrazeno v odstotkih) na izseckih listov (L.) in internodijev (I.) na gojisc¢ih z
razli¢nimi koncentracijami ZR po 2-eh tednih (zgoraj) in po 6-ih tednih (spodaj).
Z1, 72, 73 in Z4: gojisca z 2,85 uM, 5,69 uM, 8,54 uM in 11, 38 pM ZR; Nsune L1, z1.z4a = 15;
Nigor L1, zi-z4 = 15; * Studentov t test (p < 0,05)
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Pri koncentracijah Z2 in Z3 je kalusiralo statisti¢no znacilno vec¢ izseCkov (p = 0,02) kot
pri koncentraciji Z1 (slika 13). Rast kalusa je bila na plos¢ah Z2 in Z3 sorte Sante
statisti¢no znacilno boljsa od rasti na plos¢ah Z1 in Z4 (p = 0,02) (slika 12). Izsecki listov
na ploscah Z1 niso razvili kalusa, pri ostalih koncentracijah pa smo pri sorti Igor opazili
tvorbo kalusov pri statisti¢no znacilno vec¢ izseCkih kot pri sorti Sante (p = 0,04) (slika 13).

Pri vi§jih koncentracijah (Z3 in Z4) je kalusiralo statisticno znacilno vec izseCkov sorte
Igor (p = 0,05) (slika 12).

Obcasno so se na posameznih izseckih pojavljale okuzbe. Rjavenje kalusa se je po 6-ih
tednih pojavljalo pri vseh tipith izseCkov. Rjavenje kalusa listov se je v vecji meri
pojavljalo pri sorti Sante. Pri rjavenju internodijev in delezu okuzb statisticno znacilnih
razlik med sortama ni bilo (slika 14).

— 40 ] — —

=

= 30
N B @ Sante
T E 20

s O Igor

N

Z 10

° 0 _| T 1

okuzbe L. okuzbel.  rjav kalus L. rjav kalus 1.

Slika 14: Delez okuZzb in rjavenja kalusa glede na tip izsecka in sorto krompirja po 6-ih tednih rasti.
L: listi, I: internodiji; Ngante L./1. i Nigor .1, = 60

Na plosc¢ah se niso razvili kalusi enakih velikosti, pa¢ pa so bile med njimi precej$nje
razlike. Stopnja razvoja kalusa po 6 tednih je predstavljena v preglednici in grafikonu
(preglednica 2, slika 15).

Preglednica 2: Stevilo izse¢kov dolo¢ene stopnje razvoja kalusa pri sortah Sante in Igor
Stevilo zagetnih izse¢kov je bilo pri vseh tipih 60.

razvoj kalusa nic zacetek Sibek srednji  mocan
tip izse¢ka [°l [*] [**] [***] [***%]
Sante listi 16 17 18 9 0
Sante internodiji 8 21 17 14 0
Igor listi 18 3 0 25 14

Igor internodiji 8 22 7 16 7
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A Sante listi

Sante internodiji

B Igor listi

B Igor internodiji

delez posamezne
stopnje kalusiranja [%]

o * Kok koksk seoskskosk

stopnja kalusiranja

Slika 15: Stopnja razvoja kalusa (izrazena v odstotkih) glede na tip izsecka in sorto krompirja
°: ni¢; *: zacetna; **: §ibka; ***: srednja; ,****: mo¢na

Izsecki sorte Igor so kalusirali mocneje kot izseCki sorte Sante. Pri sorti Sante je bilo
statisticno znacilno (p = 0,01) vec izseCkov z nizko stopnjo kalusiranja kot tistih z
intenzivnejSim kalusiranjem. Kalusa ni tvorilo statisticno znacilno vec izseckov listov kot
internodijev (p = 0,01).

Kalusi so se poleg velikosti razlikovali tudi po barvi in kompaktnosti (slika 16). Pri sorti
Sante so bili kalusi vecinoma temnejsi kot pri sorti Igor, kjer so bili najtemnejsi kalusi
ob prenasanju razpadali na ve¢ delov. Nasprotno so bili vsi kalusi sorte Sante kompaktni in
trdnejSi. Tudi pri listih se kljub nepravilnim oblikam izseCkov niso razraScali v razli¢ne
smeri kot pri sorti Igor, ampak so bili bolj enotni.
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Slika 16: Spremembe na izseckih po 6 tednih rasti.
L: listi; I: internodiji; K: kontrolno gojisce; Z1, Z2, Z3 in Z4: gojisca z 2,85 uM, 5,69 uM, 8,54 uM in
11,38 uM ZR

Pri kontrolnih izseckih ni prislo do kalusiranja, vecina listov, pa tudi kar neka;j internodijev
je porjavelo v celoti ali vsaj na mestih razreza.

o 7 tednov
Izsecki, ki niso razvili kalusa, so propadli. Nekateri kalusi so Ze v prej$njih tednih porjaveli
in se niso spreminjali. Tisti, ki so se Se naprej povecevali, so dosegli pokrovcke petrijevk in
zaceli rjaveti. Poganjki se Se vedno niso razvili.
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4.2 TRANSFORMACIJA

Transformirali smo rastline krompirja sorte Igor z namenom pridobiti ¢im vec¢ transformant
s konstruktom za povecano ekspresijo krompirjevega cisteinskega proteinaznega
inhibitorja (PCPI).

4.2.1 Potek transformacije

Rast bakterij v tekoCem gojis¢u YEB je bila uspeSna. Transformirane bakterije A. ¢. so se
namnozile v 48 urah. Nekoliko dlje kot obicajno so verjetno potrebovale, ker so bile pred
prenosom v tekoCe gojisce ze daljsi Cas shranjene na ploscah pri nizki temperaturi. UspeSni
transformaciji bakterij je sledila transformacija rastlin. Potek in rezultati regeneracije in
transformacije izseckov v tkivnih kulturah krompirja so prikazani v slikah in preglednicah
(preglednica 3, 4, 5, 6; slike 18, 19, 20, 21, 22).

Preglednica 3: Potek transformacije sorte Igor

Dan  Postopek Rezultat

Pri bakterijske kulture 4. . PCPI
riprava balerysice kufture Z genom v Rast bakterije v gojis¢u YEB je bila uspesna.

pMDC32

3 Transformacija internodijskih izseckov krompirja; ~ Transformirali smo 410 izseckov; pripravili
priprava kontrolnih plos¢ smo 60 kontrolnih izseckov
Gojenj tlinskih tkivnih kult

3-16 clenje ra“s skt . Vi et n‘a'lw 70 % transformiranih izseckov je kalusiralo
regeneracijskem ali kontrolnem gojis¢u

16 Prenos izseckov na selekcijsko ali kontrolno
gojisce

3007\ 99 % transformiranih izseckov je kalusiralo;

pojav zametkov poganjkov

42

55

69 > Prenos izseckov na sveze selekcijsko ali

84 kontrolno gojisce > Razvoj poganjkov (slika 21)

98

112

126

141 _J J

4.2.2 Kontrola transformacije

Pri kontroli regeneracije (K1) in pozitivni kontroli (K2) so bili rezultati pri¢akovani.
Izsecki so kalusirali in tvorili poganjke (slika 17). Na plos¢ah K1 je bila rast kalusa
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nekoliko slabsa kot na K2. Na ploS¢ah K2 ni propadel noben izsecek, medtem ko jih je na
plos¢ah K1 propadlo 5. Izsecki na plos¢ah negativne kontrole (K3) so tvorili kaluse, ki so
se po 4-ih tednih povecali in porjaveli, nato pa po 6-ih tednih propadli. Kalusi, ki so se
tvorili na kontrolnih ploS¢ah K1 in K2 so bili rahli in so po 8-ih tednih razpadli ter prekrili
celotno povrsino gojis¢a. Poganjki so se na K1 razvili po 8-ih tednih, na K2 pa Sele po 10-
ih tednih.

Rezultati kontrolnih ploS¢ so prikazani v preglednici 4. Slika 17 prikazuje kontrolo
regeneracije, pozitivno kontrolo za konstrukt in negativno kontrolo.

Preglednica 4: Rezultati kontrole transformacije sorte Igor

St. Transformacija Selekcija  Pri¢akovani  Dejanski
Kontrola L . .
izseckov (higromicin) rezultati rezultati
Tvorb
K1: Kkontrola vorba ) Tvorba kalusov
.. 20 x x kalusov in . T
in poganjkov
regeneracije poganjkov poganj
. Tvorba
K2: pozitivna 20 v x Kalusov in Tvorba k.alusov
kontrola . in poganjkov
poganjkov
Brez e
K3: nesativna walusirani Izsecki zacnejo
_k tg : 20 x v ba ustranja, kalusirati, le ti
ontrofa rez ) kmalu propadejo
poganjkov.

Slika 17: Kontrole transformacije sorte Igor.

a) K1 (netransformirani izsecki na gojis¢u brez higromicina); b) K2 (transformirani izsec¢ki z genom PCPI na
gojiscu brez higromicina; ¢) K3 (netransformirani izsecki na gojiscu s higromicinom)
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4.2.3 Tvorba kalusa in poganjkov

Izsecki krompirja sorte Igor, ki smo ga transformirali s konstruktom z genom PCPI, so
zaceli kalusirati po 2-eh tednih (slika 18). Kalusi so se zaceli razvijati na ve¢ kot polovici

vseh 1zse¢kov.

Slika 18: Kalusi transformirane sorte Igor.
po: a) 2-eh tednih, b) 3-eh tednih rasti ter ¢) kalusi s poganjkom po 10-ih tednih rasti.

Po 4-ih tednih so kalusirali vsi poganjki razen enega, tri pa smo zaradi okuzbe lo€ili na
drugo plosco. Na treh izseckih so se pojavili zametki prvih poganjkov (slika 19 a, b in ¢),
ki pa so bili Se premajhni za prenos v posodice.

Slika 19: Zametki poganjkov in razviti poganjki transformirane sorte Igor.
a), b), ¢) po 2 tednih, d), e) po 4 tednih, f) po 6 tednih, g), h) po 10 tednih, i),j) po 12 tednih

Po 6-ih tednih so se kalusi Se nekoliko povecali. Enega izmed poganjkov, katerega tvorbo
smo opazili Ze po 4-ih tednih, smo prenesli v posodico. Stirje izse¢ki so razvili tvorbe, ki bi
lahko bile zametki poganjkov. Propadli so izsecki, pri katerih smo Ze pred prenosom
opazili okuzbo, medtem ko so neokuZeni iz iste plosce ostali intaktni. Po 8-ih tednih smo
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opazili zametke poganjkov na 11-ih izseckih. V posodico smo prenesli Se en dovolj razvit
poganjek.

a)

Slika 20: Rast poganjkov v posodicah.

a) Poganjki na dan prenosa, b) prenesen poganjek po enem tednu rasti, ¢) transformirana rastlina z genom
PCPI na selekcijskem gojiscu za zakoreninjenje. Na slikah je vidna rast korenin.

Kalusi so se $e povecali in po 10-ih tednih zaceli rjaveti. Kljub temu so se razvili novi
zametki poganjkov, ¢eprav nekateri niso imeli znacilnih oblik in so bili bolj vilasto razrasli.
V posodico smo prenesli 5 poganjkov, na 12 izseckih pa so se razvijali novi poganjki. Eno
plosco smo morali zaradi okuzbe odstraniti. Po 12-ih tednih smo v posodice prenesli e 14
poganjkov. Nekateri poganjki, ki smo jih opazili ze v preteklih tednih, so se podaljsali in
razrasli. Tako po 14-ih kot po 16-ih tednih smo opazili povecanje poganjkov, ¢eprav v
manjS$i meri kot v preteklih tednih (slika 21). Pri vseh vecjih kalusih je prihajalo do
rjavenja. Nastajali so tudi novi poganjki. V posodicah so se poganjki ukoreninili in lepo
razvijali, zato smo izvedli prenos v epruvete. Pri 18-ih tednih rasti smo opazili, da se je pod
rjavo obarvanimi kalusi rjavo obarvala tudi podlaga pod njimi. Po 20-ih tednih smo v
posodico prenesli Se en Sibek in majhen poganjek.

Po 20-ih tednih se je pri uporabi konstrukta z genom PCPI regeneriralo 48 poganjkov
(slika 21). Vecina poganjkov je nastala med 10-im in 16-im tednom rasti (slika 21).
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§t. poganjkov
[oe]

teden

Slika 21: Regeneracija transformiranih poganjkov iz internodijskih izse¢kov
Skupno stevilo poganjkov je 48.

4.2.4 Uspesnost transformacije
Izmed 48 prestavljenih poganjkov, jih je 30 uspe$no zraslo na gojiS€u za zakoreninjenje.

Analiza regeneracije pri transformaciji je predstavljena v preglednici 5.

Preglednica 5: Regeneracija transformiranega krompirja sorte Igor

Stevilo zaetnih Regeneracija Kalusi s Odrezani deli Zakoreninjeni
izseckov kalusov poganjki poganjkov poganjki
St. % St. % St. St. %
410 409 100 37 9 48 30 62

Izbrali smo najmocnejSe in najlepSe razvite poganjke, jih namnozili in prenesli v epruvete z
gojis¢em brez selekcije (slika 22). Tako smo pridobili 22 linij, ki so na tem gojiS¢u
uspesno zrasle. Pri vseh teh linijah smo preverili prisotnost promotorja 35S. Analizo so
opravili na NIB-u. Z analizo smo potrdili prisotnost promotorja 35S pri 20 linijah z
vnesenim konstruktom z genom PCPI. Po konfanem poskusu smo izra¢unali uspesnost
transformacije (1).

Stevilo pridobljenih transformant

Snost transfi ije = — —— 1 ... (1
Uspesnost transformacije Stevilo testiranih izse¢kov x 100 (1)

Delez uspesno transformiranih rastlin s konstruktom z genom PCPI je prikazan v
preglednici 6.
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Preglednica 6: Uspesnost transformacije sorte Igor s konstruktom z genom PCPI

Stevilo vseh Stevilo uspesno transformiranih  Transformacija
izseCkov rastlin [%]
G
en PCPIv 410 20 5
pMDC32

Slika 22: a) Namnozevanje rastlin krompirja sorte Igor po transformaciji na gojis¢a brez selekcije

b) Transformirane rastline krompirja sorte Igor

Transformirane rastline so na NIB-u uporabili v nadaljnjih analizah funkcionalne
genomike PCPL.
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5 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo Zeleli vzpostaviti najprimernejSo in najucinkovitejSo metodo
regeneracije za krompir sort Igor in Sante, da bi kasneje lahko izvedli uspesno
transformacijo. Transformirane rastline sorte Igor, ki smo jih pridobili se lahko uporabljajo
za funkcionalno analizo gena za krompirjev cisteinski proteinazni inhibitor (PCPI).

Krompir ima visoko hranilno vrednost in ni problematicen za pridelovanje, zato je ena
izmed poljs¢in, ki se pogosto uporablja tako pri metodah konvencionalnega Zlahtnjenja,
kot pri biotehnoloSkih tehnikah izboljSevanja rastlin (Banerjee in sod., 2006). Zaradi
pomembnosti krompirja je prav, da poznamo podatke o primernosti sort za pridelovanje v
dolo¢enih razmerah. Pri znanih sortah lahko ugotavljamo njihovo prilagodljivost na susne
razmere, bolezni in Skodljivce, ki vsako leto povzro¢ijo ogromno ekonomsko Skodo. Z
zbiranjem sort in prvimi krizanji so tako ze v zaCetku Sestdesetih let nastale nove sorte,
med njimi tudi Igor. Sorta Igor je izredno obutljiva na virus PVYN'™. Kljub veliki
priljubljenosti sorte, je virus povzroCil njen umik iz pridelave (Kus M., 1992, cit. po
Dolenc in sod., 2000). Sorta Sante pa je zelo razsirjena in ena redkih proti virusu odpornih
sort, vendar njeni gomolji niso tako Siroko uporabni in cenjeni kot so bili gomolji pri sorti
Igor.

Regeneracijsko sposobnost zacetnih izseCkov razli¢nih sort krompirja so ugotavljali ze v
Stevilnih Studijah. Od sort, ki so pomembne v slovenskem prostoru, so bili postopki
regeneracije in transformacije ze veckrat opisani pri sorti Desirée, ki je zelo odziven v in
vitro sistemih in daje pozitivne rezultate. Za sorti Igor in Sante imamo manj podatkov
glede regeneracije in transformacije. V prvem delu nasSega eksperimenta smo v poskusu
regeneracije rastlin krompirja sort Igor in Sante preizkusili vpliv izseCkov in sestave gojis¢
na regeneracijo poganjkov. Do tvorbe poganjkov ni prislo, kljub temu pa smo na razli¢nih

.....

uporabljenega izsecka (slika 11, 13).

Razli¢ni avtorji so uporabljali pri regeneraciji razlicne izsecke in dobivali tudi razli¢ne
rezultate. V nasem poskusu smo uporabili stebelne internodije in izsecke listov. Tudi pri
objavljenih postopkih so bili ti izse¢ki pogosto uporabljeni (Demsar, 1998; Strucl, 2000;
Mlakar Medved, 2002; Mohori¢, 2011). Pri naSih izseckih se je tvoril kalus tako pri
izseCkih listov kot pri izseCkih internodijev. Izsecki sorte Igor so kalusirali mocneje kot
izseCki sorte Sante (slika 11, 16). Pri sorti Sante je bilo ve¢ izse¢kov z nizko stopnjo jakosti
kalusiranja kot tistih z intenzivnejSim kalusiranjem (slika 15). Velikost kalusov je bila pri
sorti Sante glede na tip izse¢ka podobna (slika 15), vendar je bil delez kalusiranih izseckov
vecji pri izseCkih internodijev (slika 13). Kalusa pri obeh sortah ni tvorilo statisti¢no
znacilno vec¢ izseckov listov kot internodijev (slika 15). Po Sestih tednih je bil delez



Brozi¢ A. Regeneracija in transformacija krompirja...sort Igor in Sante za nadaljnjo analizo genov 52
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011

1zseckov, ki so tvorili kalus, ¢e ne upoStevamo razlicnih gojis¢, tako pri sorti Sante kot pri
sorti Igor nekoliko vecji pri izseckih internodijev. Kalus pa je bil pri izseckih sorte Igor
vecji pri listih kot pri internodijih (slika 15). Izsecki listov so pri sorti Igor tvorili kalus pri
statisti¢no znacilno ve¢ izseckih kot pri sorti Sante (slika 13).

Za tvorbo velikih kalusov pri listnih izseCkih sorte Igor je lahko ve¢ razlogov. Eden izmed
njih bi lahko bila vecja izpostavljenost povrSine in zmoznost infiltracije RRR. Prav vecja
povrsina bi lahko bila hkrati tudi razlog za najvecji delez listov, ki sploh niso kalusirali.
Izvedba protokola je lazja z izseCki internodijev kot z obcutljivejSimi in neznejSimi izsecki
listov. Le ti so namreC bolj izpostavljeni in bolj podvrzeni poSkodbam (Beaujean in sod.,
1998). Prav tako smo opazili, da prihaja, najverjetneje zaradi vecje in neznejSe povrsine,
pri listih do nagubanja listne povrsine. Pri tem doloceni deli lista izgubijo stik z gojis¢em,
kar bi lahko prav tako zmanjsalo kalusiranje. S povecanjem izpostavljene povrSine so
poskusili tudi Beaujean in sod. (1998), ki so internodije vzdolzno prerezali in v povpre¢ju
dosegli 90 % uspesnost transformacije.

Pri poskusu regeneracije in transformacije sorte Igor je Mlakar Medved (2002) dobila
vecjo ucinkovitost listnih izseCkov, pri drugih sortah pa je bila vecja ucinkovitost
internodijev (Demsar, 1998; Strucl, 2000). V omenjenih postopkih so uporabili razli¢na
gojis¢a, kar lahko vpliva na nastalo razliko. Pri poskusu, kjer je prislo do vecje
ucinkovitosti z izsecki listov, razlike v primerjavi z u€inkovitostjo internodijev niso bile
velike, medtem ko je bila v obratni situaciji razlika med delezem zakoreninjenih poganjkov,
dobljenih iz listov, v primerjavi s tistimi iz internodijev vec¢ja. DemsSar (1998) navaja 20 %
zakoreninjenih poganjkov iz listnih delov in 57 % tistih iz internodijev, Strucl (2000) pa
14 % in 31 % zakoreninjenih poganjkov iz listnih delov ter 62 % in 55 % tistih iz
internodijev, odvisno od uporabljenega seva bakterije.

Tudi ¢e izsecek uspesno tvori poganjke, pa so ti lahko netransformirani. Visser in sod.
(1989) so ugotovili, da izsecki listov in internodijev tvorijo primerljivo Stevilo poganjkov,
ki so pri listih nastali hitreje, a ve¢inoma niso bili transformirani. MoZzen razlog so pripisali
hitrejSemu nastajanju, saj je polovica od vseh regeneriranih poganjkov nastala Ze po tretjini
¢asa gojenja, pri internodijih pa Sele po dveh tretjinah. V nasem primeru smo manjsi zamik
pri hitrosti nastajanja kalusa opazili pri sorti Sante, kjer so bili kalusi po dveh tednih na
izseCkih internodijev nekoliko slabse razviti kot pri listih (slika 11, 13). Po Sestih tednih je
bila razvitost kalusa boljsa na internodijskih izseckih (slika 13, 16). Pri listih sorte Sante je
namrec¢ prislo do rjavenja kalusa in postopnega propadanja (slika 14). V primeru hitrejSe
tvorbe poganjkov bi tako lahko pri teh izse¢kih dobili enako ucinkovitost kot pri
internodijih.
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Velikost in delez kalusiranja se ni spreminjala zgolj glede na tip izseCka, ampak smo
najvecje razlike opazili med posameznimi sestavami gojis¢. Gojisca so vsebovala razli¢ne
koncentracije ZR: 2,85 uM (Z1), 5,69 uM (Z2), 8,54 uM (Z3) in 11, 38 uM (Z4) ZR.
Pogoji gojenja so bili pri uporabljenih koncentracijah Z2, Z3 in Z4 enaki, pri Z1 pa smo
kot osnovo za transformacijo uporabili postopke iz ¢lanka Visser in sod. (1989).

Pri uporabljeni koncentraciji Z1 smo narezane izsecke prestavili na gojisce R3B, na katera
smo predhodno polozili dva filter papirja, navlazena s PACM gojiscem, ki vsebuje 2,4 D in
kinetin. Po dveh dneh smo izseCke prestavili na poskusna regeneracijska gojis¢a na katera
smo ostale izsecke prestavili ze prvi dan. Visser in sod. (1989) so namre¢ ugotovili, da se
ucinkovitost transformacije precej poveca (iz 0,3 % na 2,3 % pri listih in iz 0,9 % na 8,1 %
enak nacin predhodnega tretiranja izseCkov, nato pa smo jih prestavili na poskusno
regeneracijsko gojisce, ki je vsebovalo 2,85 uM ZR; 10,74 uM NAA in 0,98 uM GA;. Pri
72 in Z3 je kalusiralo statisti¢no znacilno vec izseCkov kot pri koncentraciji Z1 (slika 13).
Pri omenjenem protokolu (Visser in sod., 1989) so bile v ¢lanku uporabljene visje
koncentracije RRR (npr. GA;: 5 mg/l). Omenjen protokol so uporabili pri sorti Igor in
izsecke z gojisS€a R3B prenasali na MS-gojis¢e z dodano enako koncentracijo ZR, a brez
GA;, vendar transformacija ni uspela. Protokol je bil uspesSnejSi pri sortah Desirée,
Pentland in Sante, kjer so dobili transformirane rastline, vendar je tudi tu prislo do
najvecjega ucinka pri sorti Desirée in najmanjSega pri sorti Sante (Mohori¢, 2011).

.....
.....

.....

medtem ko so bili pri vseh izseckih sorte Sante kompaktnejSi in temnejSi. Pri visjih
koncentracijah (Z3 in Z4) je kalusiralo statisticno znacilno ve¢ izseckov sorte Igor (slika
13). Glede na dobljene rezultate sklepamo, da ima ZR na kalusiranje sorte Sante manjsi
kalusiranih izseckov, ¢eprav ni bilo statisticno znacilnih razlik z rezultati, dobljenimi pri
koncentracijah Z2 in Z3.

Rezultati nekaj opravljenih $tudij so pokazali, da je bila uporaba protokola Webster in sod.
(1994) zelo uspesna. Vendar je bila v nekaterih primerih uspe$na zgolj regeneracija, ne pa
tudi transformacija. V primeru testiranja razlicnih gojis¢ so ugotovili razlike v delezu
regeneriranih poganjkov. Ker je stopnja ucinkovitosti transformacije pri sorti Igor
vecinoma nizka, smo Zeleli poiskati protokol, ki bi poleg u¢inkovite regeneracije omogocil
tudi ucinkovito transformacijo. S tem namenom je bilo narejenih ze vec¢ poskusov, pri
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katerih so spreminjali koncentracijo uporabljenih RRR in antibiotikov ter kombinacije
g0jis¢. Koncentracije, ki smo jih izbrali mi, o€itno niso primerne, saj v nasem primeru ni
prislo do tvorbe poganjkov. Vidimo pa, da je nastanek kalusa bistveno slabsi pri izseckih,
kjer smo kot osnovo uporabili ugotovitve iz ¢lanka Visser in sod. (1989), kot pri tistih, kjer
smo uporabili izsledke iz protokola Webster in sod. (1994). Iz dobljenih rezultatov in
predhodnih izsledkov sklepamo, da je za regeneracijo izseCkov sorte Igor primernejSa
kombinacija RRR: NAA, GAs in ZR kot NAA, BAP, 2,4 D in kinetin na regeneracijskem
gojis¢u in kombinacija RRR: NAA, GAj; in ZR v primerjavi z ZR kot edinim RRR na
selekcijskem gojis¢u. Ugotovitve se ujemajo tudi z rezultati drugih Studij na sorti Igor
(Demsar, 1998 Strucl, 2000, Mohori¢, 201 1).

Pri transformaciji sorte Igor je Demsar (1998) izseCke iz regeneracijskega gojis¢a MS30
(1,074 uM NAA, 0,052 uM GA; in 8,537 uM ZR) po 2-eh dneh prenesla na selekcijsko
gojis¢e MS30 (1,074 uM NAA, 0,052 uM GA;, 8,537 uM ZR s Km in Cf). Pri izseckih
drugih gojiS¢ niso uporabili, poganjke pa so prenesli v MS30-gojis¢e s selekcijo.
Ucinkovitost te transformacije je bila za gen A pri listnih izseckih 2 %, pri internodijih
10 %, za gen B pa pri listnih izseckih 24 % in pri internodijih 42 %. Uc&inkovitost
transformacije je bila podobna Se v enem izmed poskusov, kjer so bili pogoji gojenja obeh
poskusov primerljivi (uporabljena nekoliko nizja koncentracija ZR), enaki pa so bili tudi
geni, s katerimi so transformirali rastline. V tem primeru je bila u¢inkovitost transformacije
za gen A pri listnih izseckih 2,5 %, pri internodijih 30 %, za gen B pa pri listnih izseckih
14 % in pri internodijih 30 % (Strucl, 2000).

Da bi povecali ucinkovitost transformacije so poskusali Se z drugimi nacini (Mlakar
Medved, 2002). V enem izmed poskusov se izsecki listov, ki so bili ves ¢as na gojiscu
MS30 z ZR (brez NAA in GAj3) sploh niso regenerirali. Najvecji delez regeneracije
poganjkov so dobili iz listnih izseCkov, ki so bili 2 tedna na trdem gojis¢u MS30 z 8,54 uM
ZR aliz 7,11 uM ZR , 1,07 uM NAA in 0,06 uM GA3, ter nato preneseni na trdno gojisce
MS30 z 8,54 uM ali 8,54 uM ZR. Delez regeneracije je bil vsaj 85 % iz listov ter vsaj
80 % iz internodijev. Uporaba protokola pri transformaciji sort Desirée in Igor ni dala tako
dobrih rezultatov. V treh od Stirih serij je prislo zgolj do kalusiranja ne pa do tvorbe
poganjkov. Pozitivne rezultate so dobili samo v enem primeru pri katerem so cas
0,06 uM GAj3, Km in Cf) skrajsali iz 4-ih na 2 tedna in gojenje nadaljevali na selektivnem
gojiscu brez NAA in GAj, Pa tudi v tem primeru je transformacija sorte Igor uspela samo
pri izseckih iz listnih delov, ne pa iz internodijev.

Protokol Webster in sod. (1994) so uporabili tudi v Studiji, kjer so pri sortah Desirée in
Igor proucevali ucinkovitost regeneracije pri razlicnih izseCkih krompirja (deli listov,
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internodijev, petiol) (Berljak in sod., 1995). Ze regeneracija je bila bistveno slabsa pri sorti
Igor. Uporabili so trdno MS30-gojis¢e z dodanimi razlicnimi koncentracijami ZR in
najboljSe rezultate dobili z 7 uM ZR, 1 uM NAA in 0,1 uM GA;. Pri teh pogojih je bila
regeneracija pri internodijih 100 %, pri listih pa 9 %. Pri istih pogojih je bila regeneracija
uspesna pri internodijih sorte Desirée, pri sorti Igor pa so iz 450 izseckov pridobili en sam
transformiran poganjek (0,2 %).

Glede na nase rezultate poskusne regeneracije bi glede izseCkov lahko rekli, da je pri sorti
Sante za regeneracijo primernejSa uporaba internodijev in koncentracija ZR 5,69 uM ali
8,54 uM, pri sorti Igor pa bi zaradi boljSega kalusiranja raje izbrali izseCke listov, Ceprav se
je pri listih pojavila tudi najvisja stopnja tistih, ki sploh niso kalusirali in koncentracijo ZR
8,54 uM ali 11,38 uM. Z upostevanjem rezultatov zgoraj omenjenih Studij se moramo
zavedati, da tudi pri visokem delezu tvorbe kalusa (do katere je prihajalo v teh primerih)
transformacija ni nujno uspeSna. Zaradi tega smo v nadaljevanju pri transformaciji
uporabili protokol, ki se je do sedaj izkazal kot najbolj uc¢inkovit pri transformaciji sorte
Igor.

Za doseganje vecje ucinkovitosti transformacije sorte Igor bo potrebno nadaljnje
preverjanje modifikacij gojiS¢a z namenom hitrejSe in u¢inkovitejSe regeneracije. OcCitno je
uporaba ZR kot citokinina v regeneracijskem gojis¢u ugodna, kar se je izkazalo tudi v
zgoraj omenjenih Studijah. Koncentracije ZR, ki ugodno vplivajo na nastanek poganjkov
so razlicne, vendar primerljive s tistimi, ki smo jih uporabili v naSem poskusu (Yadav,
1995; Beaujean, 1998). Zeatin v gojiscu je v Studijah povzrocil skrajSanje faze kalusiranja
in pospesil nastajanje poganjkov, vendar se vpliv na zviSanje stopnje organogeneze kalusa
pri posameznih sortah razlikuje (Kumra, 2006; Van Staden in sod., 2008). 1z teh razlogov
pricakujemo, da uporabljena koncentracija ZR ni vplivala na to, da v nasem poskusu ni
prislo do tvorbe poganjkov. To potrjuje tudi rezultat, ki smo ga dobili s transformacijo, kjer
smo uporabili enako koncentracijo ZR kot v enem od poskusnih gojis¢. Tudi s
koncentracijami GAj, primerljivimi s tisto, ki smo jo uporabili v nasem poskusu, je pri
drugih Studijah prislo do razvoja poganjkov. Pri nekaterih je bila celo doloena kot
optimalna koncentracija za tvorbo in rast poganjkov (Jarret in sod., 1980; Haque in sod.,
2009). Tudi pri uporabi 3-krat veCje koncentracije GA; je prislo do povecCanja rasti
poganjkov pri nekaj sortah krompirja. V kombinaciji z nizko koncentracijo NAA (0,1
mg/l) pa se je precej povecalo Stevilo poganjkov. Ker giberelinom pripisujejo vlogo
podaljSevanja stebel, avksini pa v intaktnih rastlinah obi¢ajno ne vzpodbujajo nastanka
poganjkov, so v Studiji navedli, da so avksini potrebni v nizkih koncentracijah za
povecanje vpliva GA; (Miller in sod., 1985). Tako je pomembne;jsi vpliv na rezultat naSega
poskusa verjetno imela uporabljena koncentracija NAA. Predvsem je za nastanek
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poganjkov iz kalusa pomemben vecji delez citokininov kot avksinov (Kumra, 2006; Van
Staden in sod., 2008). S spremenjenimi koncentracijami smo v poskusnem gojis¢u
uporabili razmerje citokinini:avksini 0,8:1 kar je ob¢utno manj kot razmerje 8:1, ki smo ga
uporabili pri transformaciji (3.1.5.1, 3.1.5.2). Tako lahko upravi¢eno sklepamo, da je na
zaviranje tvorbe poganjkov vplivala previsoka koncentracija NAA, ki ne omogoca
nastanka poganjkov pri sorti Igor. Regeneracija bi bila verjetno uspesnejsa, ¢e bi uporabili
manjSo koncentracijo avksina oziroma povecali razmerje citokinini/avksini.

Stiri vrste rodu Agrobacterium povzroéajo neoplastiéne tvorbe pri nekaj sto razliénih
rastlinskih vrstah. Med njimi je najbolj pomembna in preucevana prav bakterija A.
tumefaciens, katero smo uporabili tudi v naSem postopku transformacije. Z odkritjem
sposobnosti transformacije gostitelja s pomocjo tvorbe tumorjev je ta bakterija postala
modelni sistem za horizontalne prenose genov in najpomembnejse orodje za transformacijo
rastlin. Desetletja raziskav so omogocila moznost vnosa in stabilne integracije prakti¢no
kateregakoli gena (Pacurar in sod.).

Za razvoj ucinkovitih metod transformacije je pogosto potrebnih vec let raziskovanja.
Postopek razvoja transgenih rastlin namre¢ obsega ve¢ pomembnih korakov: razvoj
zanesljivega regeneracijskega sistema tkivnih kultur, priprava genskega konstrukta in
transformacija s primernim vektorjem, ucinkovita metoda transformacije za vnos genov v
rastline, namnozitev transgenih rastlin, molekularna in genetska karakterizacija transgenih
rastlin, prenos genov v pomembne sorte s pomocjo konvencionalnega zlahtnjenja in ocena
vpliva transgenih rastlin na zmanjSanje biotskega ali abiotskega stresa brez Skodljivega
vpliva na okolje in ostale organizme (Sharma in sod., 2005).

V izvedenem postopku transformacije, smo uporabili vektor pMDC32, ki se uporablja za
Gateway kompatibilno rekombinacijo, kjer ni potrebna uporaba restrikcijskih encimov in
ligaz. Ker omenjeni vektor nosi na delu, ki se je prenesel v rastlino zapis za odpornost na
higromicin, smo za selekcijo transformant uporabljali ta antibiotik. Transformirana
bakterija je prav tako nosila odpornost proti higromicinu, kar ji je omogocalo rast na
selekcijskem gojis¢u. Ker nismo zeleli, da bi priSlo do okuzb s transformiranimi
bakterijami smo transformirane izsecke prenasali na gojisce z antibiotikom cefotaksim, ki
preprecuje njeno rast.

Prvi kalusi so se tvorili Zze 14 dni po prestavitvi na selekcijsko gojisce, po 4-ih tednih pa so
kalusirali vsi izsecki. Rezultati na kontrolnih plos¢ah so bili pri kontroli regeneracije in
pozitivni kontroli pri¢akovani. Kljub temu se je na plos¢i kontrole regeneracije
(netransformirane rastline) razvilo precej ve¢ poganjkov kot na plosci s transformiranimi
rastlinami brez selekcije. 1z tega sklepamo, da je vnesen konstrukt vplival na zmanjSano
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sposobnost tvorbe poganjkov. Rezultati na negativni kontroli niso bili popolnoma v skladu
s pricakovanji. Na tej plos¢i namre¢ nismo pric¢akovali niti tvorbe kalusa niti poganjkov.
Do razvoja kalusov pa je prislo, Ceprav so le ti kmalu propadli. Nastanek kalusov na
1zseckih negativne kontrole na selekcijskem gojiscu s higromicinom bi si lahko razlagali s
premajhnim selekcijskim pritiskom zaradi prenizke koncentracije higromicina (4 mg/l;
7,58 uM). Do tega je prislo pri transformaciji sorte Desirée (Petti in sod., 2009), kjer so
uporabljali precej nizko koncentracijo kanamicina (0,05 mg/l). Prav tako je priSlo do
povecanja lazno pozitivnih transfomant oziroma tako imenovanih pobeglih poganjkov.
Franklin in sod. (2007) so izmed 6-ih uporabljenih koncentracij kot najbolj optimalno
koncentracijo higromicina dolocili 20 mg/l. Ker smo tudi pri naSem poskusu dobili dva
poganjka, kjer ni bila potrjena prisotnost promotorja 35S, bi torej glede na petkrat nizjo
koncentracijo od dolo¢ene optimalne lahko sklepali, da je bila za to odgovorna nizka
koncentracija higromicina. Zanimivo pa je, da Lenarci¢ (2010) prav tako navaja
kalusiranje na negativni kontroli in Stevilne pobegle poganjke, Ceprav je delala s sorto
Desirée, vendar je vnasala konstrukt z istim genom, uporabila pa je petkrat vecjo
koncentracijo higromicina kot mi. Glede na rezultate lahko sklepamo, da na uspeSnost
transformacije vpliva tudi genski konstrukt, ki ga vnasamo. Poganjka, ki nista vsebovala
promotorja 35S sta rasla na gojis¢u s selekcijo, zato je odsotnost promotorja
nepricakovana. Pobegle poganjke sicer navajajo tudi v Stevilnih drugih Studijah, tudi pri
sorti Igor in tudi pri visokih koncentracijah uporabljenih antibiotikov. Pojav razlagajo z
neuspeSnim izrazanjem tujega gena, neucinkovito selekcijo, kjer transformirane celice
obdajo netransformirane in jih zas¢itijo, manj$im izrazanjem gena za odpornost,... (Visser,
1988; Berljak, 1995, Lenarcic, 2010).

Uspesnost transformacije v nasi raziskavi je bila 5 %. Pri vseh linijah, ki so zrasle na
pomeni, da je bil konstrukt uspeSno vstavljen v genom in je bila rastlina uspesno
transformirana. Konstrukt z genom PCPI smo dokazali v 20 od 22 rastlin. Glede na Stevilo
zacetnih izseckov (410) uspeSnost naSe transformacije ni bila visoka, vendar je bila v
Studijah s sorto Igor tudi Ze nizja (0,2 % (Berljak in sod., 1995), 2 % (Demsar, 1998),
2,5 % (Strucl, 2000)) ali pa tudi povsem neuspesna (Mohori¢, 2011). So pa bile tudi s sorto
Igor dosezene ucinkovitejSe transformacije (50 % (Mlakar Medved, 2002), 42 % (Demsar,
1998), 30 % (Strucl, 2000)), vendar z uporabo drugega konstrukta.

S transformacijo krompirja sorte Igor smo pridobili 20 zakoreninjenih transgenih rastlin z
dokazano prisotnostjo vstavljenih genov, ki so primerne za nadaljnje Studije.
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=)

SKLEPI

Pri dvo-stopenjski metodi regeneracije krompirja sort Igor in Sante je indukcija
kalusa na regeneracijskem gojiScu ucinkovitejSa z uporabo kombinacije rastnih
regulatorjev NAA, GAj; in ZR kot pa z uporabo NAA, BAP, 2,4 D in Kn.

. Regeneracija poganjkov iz kalusov krompirja sort Igor in Sante s kombinacijo
koncentracij rastnih regulatorjev: NAA (10,74 uM), GAs (0,98 uM) in ZR (2,85
uM — 11,38 uM) ni uspela.

. Za uspesno regeneracijo poganjkov iz kalusa krompirja sorte Igor je zelo pomembno
povecano razmerje med citokinini in avksini.

. Glede na delez in velikost nastalega kalusa so pri sorti Sante najprimernejsi izsecki
internodiji, pri sorti Igor pa listni deli.

. Glede na delez in velikost nastalega kalusa je za regeneracijo sorte Sante
najucinkovitej$a koncentracija ZR med 5,69 uM in 8,54 uM, za sorto Igor pa med
8,54 utM in 11,38 uM.

. Plazmidi pMDC32 so primerni za uporabo pri transformaciji in za izraZanje gena
PCPI v transformiranih rastlinah krompirja sorte Igor

. Izbran postopek transformacije se je izkazal kot primeren za transformacijo
krompirja sorte Igor in omogoca genski prenos, selekcijo in regeneracijo, vendar z
relativno nizko ucinkovitostjo.

. S postopkom transformacije smo pridobili 20 transformiranih rastlin krompirja z
vstavljenim genom PCPIL.
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7 POVZETEK

Krompir je komercialno in gospodarsko pomembna poljS¢ina, ki je razSirjena po vsem
svetu. Na pridelek vplivajo Stevilni abiotski in biotski dejavniki, zaradi Cesar je vkljucen v
Stevilne in vitro genetske Studije. Predpogoj za Studije transformiranih rastlin je pridobitev
ucinkovitega protokola za regeneracijo rastlin.

Regeneracija rastlin s pomocjo tkivnih kultur predstavlja pomemben del biotehnologije.
Postopek namre¢ omogoca izboljSanje obstoje¢ih in nastanek novih sort. V tkivnih
kulturah lahko manipuliramo z rastlinskimi rastnimi regulatorji, predvsem so pri
regeneraciji pomembni citokinini in avksini. Z uporabo rastnih regulatorjev v tkivnih
kulturah ugotavljamo njihove ucinke in odkrivamo spremembe pri uporabi razli¢nih
kombinacij le-teh.

V naSem delu smo zeleli preuciti vpliv zaCetnega izsecka in gojiS¢ z razlicnimi
koncentracijami rastlinskih rastnih regulatorjev na regeneracijo krompirja sort Igor in
Sante, ter nato s transformacijo pridobiti transgene linije krompirja z vnesenim
konstruktom za povecano ekspresijo gena PCPI.

Ugotovili smo, da je pri dvo-stopenjski metodi regeneracije krompirja sort Igor in Sante
indukcija kalusa na regeneracijskem gojis€u ucinkovitejSa z uporabo kombinacije rastnih
regulatorjev NAA, GAj3 in ZR kot pa z uporabo NAA, BAP, 2,4 D in KIN. Tvorbe
poganjkov pri krompirju sort Igor in Sante s kombinacijo koncentracij rastnih regulatorjev:
NAA (10,74 uM), GA; (0,98 uM) in ZR (2,85 uM — 11,38 uM) ni bilo. Kot najprimernejse
1zsecke za razvoj kalusa smo dolocili internodije pri sorti Sante in listne dele pri sorti Igor,
kot najucinkovitejSo koncentracijo ZR pa pri sorti Sante 5,69 uM ter pri sorti Igor 8,54 uM
in 11, 38 uM ZR. Glede na rezultate naSega in predhodno opravljenih poskusov smo
ugotovili, da je bilo razmerje med uporabljenimi citokinini in avksini neprimerno, zato je
prislo do intenzivnega razvoja kalusa, ne pa tudi do razvoja poganjkov. Zato smo v
nadaljevanju pri transformaciji uporabili drugacna razmerja rastnih regulatorjev.

Za transformacijo krompirja sorte Igor smo uporabili gojis¢e s kombinacijo rastnih
regulatorjev: 8,54 uM ZR, 0,05 uM GA3 in 1,07 uM NAA. Pridobili smo transformirane
rastline z dokazano prisotnostjo vstavljenih genov za krompirjev cisteinski proteinazni
inhibitor (PCPI), ki so primerne za nadaljnje analize genov.

Studije funkcije genov in proteinov, ki jih kodirajo so nujne za razumevanje lastnosti
posamezne rastline. Analize genov nam omogocajo boljSe poznavanje biosinteznih,
metabolnih in obrambnih mehanizmov krompirja. Tako odkrivamo potencialne tarée za
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genske manipulacije z namenom spreminjanja in izboljSanja lastnosti rastlin. S transgenimi
rastlinami smo prispevali orodje za preucevanje krompirja sorte Igor, ki je bila pred
okuzbo z obrockasto nekrozo gomoljev ena izmed ekonomsko in gospodarsko
najpomembnejsih sort v Sloveniji.
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