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Buce so pomembna kmetijska kultura in se gojijo Sirom vsega sveta. Na podroc¢ju
Slovenije je predvsem pomembna Stajerska oljna buca (C. pepo ssp. pepo var.
styriaca Greb.). Tako kot tudi pri mnogih drugih rastlinah tudi pri gojenju buc
predstavljajo tezavo fuzarijske bolezni, ki jih povzroc¢ajo glive iz rodu Fusarium. V
raziskavi smo zeleli preveriti vpliv fuzari¢ne kisline na sposobnost regeneracije in
vitro. Regeneracija iz izseckov kli¢nih listov je potekala pri razliénih koncentracijah
FA in ob prisotnosti razlicnih rastlinskih hormonov. Preverili smo uspe$nost
regeneracije na MS gojiScu s kombinacijami hormonov BAP in ABA ter BAP in
IAA. Zanimal nas je tudi vpliv FA na ploidnost regenerantov, kar smo preverjali z
uporabo preto¢nega citometra. Ugotovili smo, da na regeneracijo najbolje vpliva
kombinacija hormonov BAP in IAA, pri uporabi BAP in ABA, pa dodatek nizke
koncentracije FA izboljSa uspesSnost regeneracije. Prav tako smo potrdili, da FA
vpliva na ploidnost poganjkov, saj nam je uspelo pridobiti dva tetraploidna
regeneranta.
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Cucurbits are an important crop and are grown worldwide. Styrian oil pumpkin (C.
pepo ssp. pepo var. styriaca Greb.) is very important variety in Slovenia. For
cucurbits, as for many other plants, the problem is susceptibility to Fusarium
diseases. We attempted to verify the influence of fusaric acid on regeneration
capability in vitro. Regeneration from cotyledonary explants on different media was
analyzed. We used MS medium supplemented with different combinations of plant
hormones (BAP, ABA, IAA) and FA. We also analyzed influence of FA on
regenerated shoots ploidy level by flow cytometry. We found out that regeneration
ratio was best on BAP and ABA supplemented medium and that on BAP and 1AA
supplemented medium regeneration was stimulated by low FA concentration. We

also confirmed influence of FA on genome doubling by determination of two
tetraploid shoots.
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1 UvOD

Bucevke sodijo med pomembne kulturne rastline, saj se Stevilne vrste iz te druzine
uporabljajo v prehrani ljudi in Zivali. Med njih spadajo tudi vrste iz rodu Cucurbita, ki so po
raznovrstnosti kultivarjev med najStevilénejSimi. Letno se na svetu pridela preko 21 milijonov
ton bué, pri katerih se za prehrano lahko uporabljajo plodovi ali pa njihova semena. Na
podroc¢ju Slovenije je v pridelavi bu¢ zelo pomembna $tajerska oljna buca (Cucurbita pepo L.
Ssp. pepo var. styriaca Greb.), pri kateri se uporabljajo zrela semena za proizvodnjo buc¢nega
olja. Na podro¢ju zlahtnjenja oljnih buc je bil najvecji napredek narejen pred okoli 100 leti,
ko je bila odkrita mutanta s semeni brez trde semenske lupine. To je postopek pridobivanja
olja iz semen mo¢no olajsalo in povecalo ucinkovitost proizvodnje. Kot tudi ve¢ina drugih
sort bu¢ so tudi oljne buce obcutljive na patogene glive iz rodu Fusarium. Okuzba z glivo
povzroca fuzari¢no uvelost in gnilobo koreninskega vratu, pa tudi gnilobo na plodovih. Glive
izloCajo razli¢ne toksine, ki negativno vplivajo na prizadeto rastlino. Med pomembnejSimi je
tudi fuzaricna kislina (FA), s pomocjo katere patogen unii rastlinske celice in poveca
prepustnost tkiva, da lahko prodre v rastlino. Znano je, da se s pomocjo razli¢nih tehnik
zlahtnjenja lahko pridobi odpornejse sorte.

Danes se vse bolj uveljavljajo in vitro tehnike zlahtnjenja, saj omogocajo izvajanje raziskav v
ve¢jem obsegu in krajSem Casu. Za pridobivanje odpornejSih ali tolerantnejsih kultivarjev je
primerna metoda in vitro selekcije, pri kateri se lahko in vitro kulturi dodajajo razli¢ni toksini
oziroma spojine, ki negativno vplivajo na rastline. Zaradi somaklonske variabilnosti ali
umetno izzvanih mutacij pridobimo rastline, ki so na prisotne toksine odpornejSe in jih
uporabimo za nadaljnje Zlahtnjenje. Rezultati vecih raziskav kazejo, da je mogoc¢e metodo
uporabiti tudi za pridobivanje odpornosti na fuzaricno kislino pri razli¢nih rastlinskih vrstah,
uspesnost pa je odvisna od vrste in uporabljenih sort.

Stevilni znanstveniki poro¢ajo o uspesni in vitro regeneraciji razli¢nih vrst iz druzine buéevk.
Najuspesnejsa je regeneracija poganjkov iz izseCkov kotiledonov, ki se pridobijo s Kalitvijo
semenskega materiala. Uspe$nost regeneracije je zelo odvisna od uporabljene vrste in sestave
gojista za regeneracijo.

V raziskavi smo Zeleli potrditi uporabnost metode regeneracije poganjkov iz kli¢nih listov pri
Stajerski oljni buci. Uporabili smo regeneracijska gojis¢a z dodatki razli¢nih rastlinskih
hormonov in spremljali potek regeneracije na podlagi ve¢ih parametrov. Ocenjevali smo rast
kalusa, korenin in poganjkov, ki so se razvili na izseckih kli¢nih listov. PreizkuSali smo tudi
doloc¢ili pri kaksni koncentraciji dobimo najboljSi rezultat regeneracije poganjkov.
Regenerantom smo ponovno preverjali odpornost na fuzari¢no kislino in sposobnost ponovne
regeneracije iz petiol. Zaradi delovanja FA kot inhibitorja proliferacije, smo regenerantom
preverili tudi ploidnost.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZNACILNOSTI RODU Cucurbita

Rod Cucurbita vsebuje 15 vrst, oziroma 13 do 30 vrst odvisno od taksonomske razvrstitve. Z
agronomskega vidika uporabnosti in pridelave so najpomembnejSe vrste Cucurbita pepo, C.
moschata, C. maxima in C. ficifolia. Vse vrste izvirajo iz srednje in juzne Amerike in so se v
Evropi zacele gojiti Sele po Kolumbovem odkritju Amerike. Danes je uporaba bu¢ za razli¢ne
namene zelo razsirjena, saj se plodovi uporabljajo kot hrana, krma in v okrasne namene, pri
nekaterih vrstah pa so bile dokazane tudi zdravilne lastnosti. Svetovna proizvodnja presega 21
milijonov ton bu¢. V zadnjih letih so raziskave pokazale, da so nekatere vrste uporabne tudi
za fitoremediacijske namene, saj iz zemlje odstranjujejo nekatera organska onesnazila in
ksenobiotike.

2.1.1 Morfoloske znacilnosti

Buce rastejo v obliki dolgih plazecih stebel ali vrez, razviti pa so bili tudi nekateri kultivarji,
ki uspevajo v grmicasti obliki. Vecina vrst je obcutljivih na pozebo, za uspesno rast pa
potrebujejo dovolj toplote od Cesar je tudi odvisno v Katerih regijah se gojijo dolocene vrste
bu¢. Vse rastline iz rodu Cucurbita so enodomne in imajo velike izstopajo¢e cvetove, ki
odprti v premeru merijo med 10 in 16 centimetri. Cvetovi se pojavljajo po eden v vsakem
nodiju in so svetlo rumene do oranzne barve. Znacilno je, da je prvi cvet, ki zraste na rastlini
vedno moskega spola. Vrste iz rodu Cucurbita so diploidi z 20 pari kromosomov (2n=40).
Plodovi gojenih sort se med seboj zelo razlikujejo po velikosti, obliki in barvi. Prav tako se
vrste razlikujejo po obliki listov. Najpogosteje gojene sorte bu¢ izvirajo iz vrste Cucurbita
pepo L. Ta vrsta izvira iz zmerno toplih predelov severne Amerike in je ena izmed prvih
opisanih vrst po odkritju nove celine. Rastline te vrste rastejo v obliki dolgih vrez ali v
grmicasti obliki. Listi so pentagonalne oblike in lahko variirajo on nezarezanih do globoko
zarezanih, z nazobCanim listnim robom. Cucurbita pepo L. dobro uspeva v razli¢nih
temperaturnih regijah. Vecinoma se gojijo sorte pri katerih se uporabljajo celi nedozoreli
plodovi, razsirjeno pa je tudi gojenje sort za pridelavo zrelih plodov. Pri zrelih plodovih se kot
zivilo lahko uporablja njihovo meso, semena ali pa se iz semen izdeluje buéno olje. Cucurbita
pepo L. je verjetno vrsta z najbolj raznolikim naborom plodov v rastlinskem kraljestvu. Glede
na velikost najdemo plodove tezke od manj kot 100 g pa vse do ogromnih plodov, ki tehtajo
preko 20 kg. Plodovi se prav tako mo¢no razlikujejo po obliki, narebranosti, obliki povr$ine
in barvi ter barvnih vzorcih. Kot je prikazano v tabeli se vrsta deli na 3 podvrste.
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Preglednica 1: Klasifikacija C. pepo na podvrste in skupine kultivarjev (Schaffer in sod., 2003).

Podvrsta Opis
pepo (poznane le gojene ablike)
buce okrogle, splos¢ene, ovalne, jajcaste
vegetable marrow kratke, koni¢no valjaste
cocozelle dolge, trebusasto valjaste
cukini (zucchini) enakomerno valjaste
pepo gourd okrogle, gladke ali bradavicaste
texana (poznane divje in gojene oblike)
acorn konicaste, razbrazdane
patiSon (scallop) splos¢ene, z nazobfanim robom
kljukast vrat (crookneck) dolg, ozek vrat
raven vrat (straightneck) kratek, Sirok vrat
jajcasta buca (ovifera gourd) jajcaste ali hruskaste oblike, gladke

fraterna (poznane le divje oblike)

2.1.2 Uporaba v prehranske namene

Kot Ze omenjeno se veliko bu¢ prideluje z namenom uZzivanja nedozorelih plodov, v prvih
fazah njihovega razvoja, kot naprimer bucke (zucchini). Enako velja tudi za plodove drugih
rastlin iz druzine bucevk, kumare naprimer so primerne za uzivanje ze teden dni po zacetku
cvetenja. Znacilno je, da plodovi vsebujejo veliko vode, katere vsebnost je med 90 in 96
odstotki. Zaradi tega se uvrS¢ajo med Zivila z nizko hranilno vrednostjo glede na volumski
delez hranil. Sadezi nekaterih sort postanejo z dozorevanjem neuporabni zaradi vsebnosti
grenkih spojin. Pri sortah, ki so namenjene za uzivanje zrelih plodov, se ob dozorevanju v
najveckrat saharoza in $krob, katerih vsebnost lahko doseze tudi 5 % sveze mase. V pridelavi
bu¢ so pomembne tudi sorte namenjene za pridelavo semena, ki se v prehrani uporablja kot
prigrizek ali dodatek. Semena buc¢ vsebujejo veliko olj in proteinov zato predstavljajo zivilo z
visoko hranilno vrednostjo. Olja sestojijo vec¢inoma iz nenasi¢enih mas€obnih kislin,
predvsem iz oleinske in linolne. Na razmerje in vsebnost mascobnih kislin zelo vpliva
genetska raznolikost med vrstami. Velik napredek pri razvoju sort za pridobivanje semen je
bil dosezen pred okoli 100 leti, z odkritjem mutante C. pepo, Ki producira gola semena brez
semenske lupine. Sorta, pri kateri se semenska lupina na razvije, je uporabna predvsem za
pridelavo semen, ki so namenjena pridobivanju bucnega olja. Pred tem je bilo potrebno v
postopku pridobivanja olja semena olupiti, tako, da so gola semena mo¢no poenostavila
postopek in povecala njegovo uc¢inkovitost. Bu¢no olje iz semen vrste C. pepo je visoko
cenjeno v srednji in vzhodni Evropi (Schaffer in sod., 2003).
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2.1.3 Tanek tip semenskega ovoja

Vsa semena rastlin iz rodu Cucurbita imajo semensko ovojnico sestavljeno iz petih plasti, i
se razvije iz zunanje povrhnjice zasnove. Pri divjem tipu in pri vecini gojenih sort so semena
obdana z debelo, trdno ovojnico, kar je posledica velike koli¢ine lignina, ki je prisoten v
zunanjih $tirih plasteh. Lignin daje ovojnici tudi znacilno belkasto do svetlo rjavo barvo.
Posebnost Stajerskih oljnih bu¢ (C. pepo L. ssp. pepo var. styriacea Gerb.) in njihova
najpomembnejsa lastnost je temno zelena barva semen s tanko ovojnico. Ta lastnost semen je
posledica mutacije, ki zagotavlja, da so celicne stene celic v zunanjih Stirth plasteh ovoja
popolnoma brez lignina. Poleg tega pa je notranja peta plast zgrajena iz ve¢ plasti celic, kot
pri sortah z debelo ovojnico.

Preglednica 2: Pet plasti semenske ovojnice in njihova debelina (Teppner, 2000).

Plast Sloj celic (debelina)
1. epidermalna

2. hipodermalna 3-5

3. sklerenhimska 1-2

4. aerenhimska 1-3

5. klorenhimska 8-10

Proti koncu razvoja semena, se celice druge in tretje plasti ponavadi popolnoma resorbirajo in
tako ostane semenska ovojnica sestavljena le iz ostankov epidermalne, aerenhimske in
klorenhimske plasti. Zaradi tanke strukture in vsebnosti protoklorofila v ovojnici seme pridobi
znacilno temno zeleno barvo, ki se ohrani tudi pri suhem semenu. Debelejsa klorenhimska
plast vpliva tudi na to, da se pri praZzenju in stiskanju raztopu vecja kolic¢ina protoklorofila, kar
daje olju temnejSo barvo.

Z genetskega vidika je lastnost, da rastlina producira semena s tanko semensko ovojnico,
recesivnega tipa. Sprva so predvidevali, da je lastnost nadzorovana z dvema glavnima
genoma, vendar se je kasneje uveljavilo mnenje, da je lastnost odvisna od enega mocno
dominantnega gena in nekaj modifikatorskih genov, ki pridobijo veljavo v primeru
recesivnega stanja glavnega gena. Ker je razvoj tanke semenske ovojnice recesivna lastnost,
pomeni, da je Zlahtnjenje, s pomocjo krizanja z divjimi tipi, zelo oteZeno in dolgotrajno
(Tappner, 2000; Murovec in sod., 2012).

2.2 REGENERACIJA POGANJKOV PRI BUCEVKAH

Kljub temu, da vrsta C. pepo obsega §irok nabor sort, ki se gojijo povsod po svetu in imajo
visoko ekonomsko vrednost, se je do sedaj po mnenju Ananthakrishnan in sod. (2003) na
podroc¢ju biotehnologije zelo malo delalona razvoju in izboljSanju vrste. Za uspe$ne raziskave
pri razvoju vrste je potrebno najprej zagotoviti enostavne in ucinkovite postopke za
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regeneracijo in vitro kultur. Pri razvoji regenerativnih postopkov je potrebno paziti, da so le ti
prilagojeni uporabi na razliénih kultivarjih, saj se s tem mo¢no povefa moznost uporabe

genskega inzeniringa na sortah, ki se med seboj zelo razlikujejo (Ananthakrishnan in sod.,
2003).

2.2.1 Adventivna regeneracija iz kotileodnov

Glavna prednost postopka regeneracije poganjkov iz semenskega materiala je, da so semena
komercialnih kultivarjev lahko dosegljiva tudi v vec¢jih koli¢inah. Na zacetku je pomembno,
da se zagotovi sterilnost semenskega materiala, saj se s tem izognemo problemati¢nim
okuzbam, ki znizajo uspes$nost postopka regeneracije. Po pripravi semena sledi kalitev, ki
glede na sorto lahko traja od 5 do 9 dni. Zaradi razli¢no hitrega razvoja posameznih semen
lahko pride do razlik med sejanci. Uporabne so rastline, ki so ravno zacele kaliti in imajo Se
zaprte Kli¢ne liste z vidnim kratkim stebelcem in korenino, kot tudi razvitejsi sejanci, ki imajo
ze zelene kotiledone, dalj$e steblce in razvejano korenino. Kot poro¢ajo Ananthakrishnan in
sod. (2003) razvojna stopnja sejanca nima vpliva na nadaljno uspesnost postopka
regeneracije, medtem, ko Zhang in sod. (2008) porocajo, da je regeneracija uspesnejsa pri 7
dnevnih sejancih, kot pri mlajSih.Po drugi strani pa lahko na uspeSnost regeneracije vpliva
tudi nadaljna priprava kotiledonov. Kotiledone je potrebno najprej odrezati od steblca in s
pokon¢nim rezom lociti oba kli¢na lista. Zgornje dele kli¢nih listov se lahko odstrani,
natan¢no pa je potrebno odstraniti tudi glavni poganjek, ki se drzi enega od kotiledonov. V
raziskavi so preverjali tudi odziv regeneracije na delez odstranjenega kotiledona, tako, da so
kotiledon razli¢no skrajSali na vrhu ali pri osnovi.

Slika 1: Oblika kotiledona uporabljena za regeneracijo in cone razreza pri razli¢nih poskusih. Mi smo v raziskavi
uporabili obliko oznaceno s $t. 2 (Ananthakrishnan in sod., 2003).
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Glede na rezultate raziskave Ananthakrishnan in sod. (2003), je za regeneracijo
najprimernejSa oblika reza kotiledona taka, da se odstrani vrhnji del kotiledona in pri osnovi
ostane kraj$i del stebelca. Oblika je prikazana na sliki 1 in je oznaéena s §t. 2. Enako obliko
reza so v svojih raziskavah uporabljali tudi Kathiravan in sod. (2006) ter Zhang in sod.
(2008).

2.2.2 Regeneracija iz listnih pecljev

Poganjke je pri rastlinah iz druzine bu¢evk mogoce regenerirati tudi iz drugih delov rastline,
kot so naprimer listni peclji oziroma petiole. Jeyakumar in sod. (2014) v svoji raziskavi
porocajo o uspeSni regeneraciji poganjkov iz petiol pri rastlini Cucumis anguria L.
Regeneracija jim je uspela preko predhodnjega razvoja zelenega kalusa na dozorelih in
nedozorelih listnih pecljih. Z regeneracijo poganjkov iz zelenih delov sejanckov so se
ukvarjali tudi Lee in sod. (2003) in sicer pri bu¢i C. maxima. Regenerante so zeleli pridobiti iz
delov kotiledonov, stebelc in korenin sejanCkov. PorocCajo, da je postopek regeneracije
uspesen le pri uporabi kli¢nih listov, iz delov stebelc in korenin pa jim ni uspelo pridobiti
novih poganjkov.

2.2.3 Sestava gojis¢

Poleg nacina priprave in izbire regeneracijskega materiala je zelo pomembna tudi sestava
gojisca za regeneracijo. Kot osnovo za pripravo gojisc¢a ve€ina avtorjev raziskav uporablja
MS gojis¢e z dodanimi vitamini ali brez njih. MS gojiscu je potrebno dodati saharozo, ki sluzi
kot vir ogljikovih hidratov in agar za strjevanje. Glavne razlike med uporabljenimi gojisc¢i se
kaZejo pri izbiri rastlinskih hormonov, ki se dodajajo gojisS¢u. Gojisca za regeneracijo se lahko
razlikujejo po vsebnosti razli¢nih hormonov, kombinacijah hormonov in razmerju med njimi.
V pregledanih objavah je med citokinini najpogostejSa izbira hormon BAP. Nekateri
raziskovalci so preizkuSali uspeSnost regeneracije z BAP v kombinaciji z drugimi hormoni.
Lee in sod. (2003) so pri svojem delu iskali optimalno koncentracijo BAP v gojis¢u, s tem, da
so v gojis¢a dodali BAP v koncentracijah od 1-10 mg/l. Ugotovili so, da je regeneracija
najuspesnejsa pri vsebnosti 1-5 mg/l BAP v gojiscu, pri visjih koncentracijah pa je odstotek
regeneracije zelo nizek. Abrie in sod. (2001) so raziskovali vpliv razli¢nih citokininov na
uspesnost regeneracije. V kombinaciji z IAA so uporabili §tiri razlicne citokinine in sicer
BAP, kinetin, 2-iP in TDZ. Raziskava je potrdila, da je regeneracija poganjkov najuspesnejsa
pri uporabi hormona BAP, na drugem mestu pa je po uspesnosti kinetin.

2.2.4 Ploidnost regenerantov

Ploidnost regenerantov pri bucah je lahko razli¢na, tako kot tudi pri nekaterih drugih
rastlinah. V primeru regeneracije iz kotiledonov je lahko poliploidnost posledica prisotnosti
razlicnih celic v kli¢nih listih. Pri regeneraciji bu¢ iz kotiledonov lahko pridobimo diploidne
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poganjke z dvema paroma kromosomov, kot tudi tetraploide in miksoploide. Do tega pride,
ker je kotiledon sestavljen iz diploidnih in tetraploidnih celic. Tako se lahko poganjek
regenerira iz skupka diploidnih celic ali iz skupka tetraploidnih celic, mozno pa je tudi, da
pride do regeneracije iz skupka mesSanih celic, pri ¢emer dobimo himerni poganjek.
Sprememba ploidnosti v celicah je lahko tudi posledica endoreduplikacije, vendar Kosmrlj in
sod. (2015) porocajo, da je v semenu buce endoreduplikacija v najmanjsi meri prisotna prav v
tkivu kotiledona. Pogostost regeneracije tetraploidov je v veliki meri odvisna od tega, na
katerem delu kotiledona pride do formacije poganjkov. Pri vrstah iz rodu Cucurbita ponavadi
pride do regeneracije na spodnjem, mlajSem koncu kotiledona, kjer je v zacetni razvojni fazi
prisotnih manj tetraploidnih celic. Prav to znizuje moznost nastanka tetraploidnega poganjka.
Pri melonah, kjer do regeneracije prihaja na razli¢nih delih kotiledona, posledi¢no pridobimo
veC tetraploidnih regenerantov. Na ploidnost regenerantov pa lahko vplivajo tudi drugi
faktorji, kot so naprimer spremembe v sestavi gojiS¢a, koncentracija citokininov v gojis¢u in
prisotnost etilena ali drugih spojin (Kathiravan in sod., 2006).

2.3 FUZARIJSKE BOLEZNI PRI BUCEVKAH

2.3.1 Fuzari¢na Kkislina

Fuzari¢na kislina je derivat pikolinske kisline, katerega najdemo v vecih vrstah gliv iz rodu
Fusarium. Veéinoma se uporablja v razli¢nih raziskavah, tudi kot potencialna molekula za
razlicne terapevtske aplikacije. Mehanizmi delovanja fuzari¢ne kisline so zaenkrat Se slabo
poznani. Domnevno deluje kot inhibitor encima dopamin beta-hidroksilaza, ki spreminja
dopamin v norepinefrin. Poznano je, da deluje tudi na drugih podroc¢jih in sicer kot inhibitor
celicne proliferacije in DNA sinteze. Prav inhibicija celi¢ne proliferacije je razlog, da
prisotnost FA pri procesu regeneracije poganjkov lahko povzro¢i spremembo ploidnosti
regenerantov (MeSH, 2015). Prisotnost fuzari¢ne kisline v rastlinah vpliva tudi na povecano
celi¢no prepustnost.

~
~ OH

O

Slika 2: Strukturna formula fuzariéne kisline (MeSH, 2015).

Seznam pomembne;jsih vrst iz rodu Fusarium, ki proizvajajo fuzaricno kislino zajema: F.
moniliforme, F. napiliforme, F. fujikuroi, F. proliferatum, F. sambucinum, F. heterosporum,
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F. thapsinum, F. nygamai, F. sachari, F. subglutinaus, F. crookwellense, podvrste F.
oxysporum in podvrste F. solani (Labeda in sod., 2010).

2.3.2 Fusarium spp.

Fusarium je rod filamentoznih gliv, ki se nahajajo v zemlji in so Siroko raz§irjene po vsem
svetu. Stevilne vrste predstavljajo rastlinske patogene, ki so odgovorni za bolezni agronomsko
in hortikulturno pomembnih kultur. Naprimer ze samo podvrste glive F. oxysporum
povzrocajo fuzarijsko uvelost in gnilobo korenineskega vratu pri ve¢ kot 100 rastlinskih
vrstah. Zaradi velikega pomena, tako iz ekonomskega kot tudi iz znanstvenega vidika, sta
vrsti F. oxysporum in F. graminearum uvrS¢eni med 10 najbolj patogenih gliv. Poleg
fuzaricne kisline, te glive proizvajajo tudi druge mikotoksine, ki kontaminirajo krmo in hrano.
Najbolj pogosta je kontaminacija zit, v katerih najdemo mikotoksine kot so trihoteceni in
fumonizin, ki $kodljivo vplivajo na zdravje ljudi in zivali (Edel-Hermann in sod., 2015).

2.3.3 Fuzarioze

Bolezni na rastlinah, ki jih povzrocajo glive iz rodu Fusarium oziroma fuzarioze so poznane
pri Stevilnih kulturnih rastlinah. Poleg bu¢ in drugih bucevk v veliki meri prizadenejo tudi
zitarice, okrasne rastline in nekatero tropsko sadje, kot naprimer banane in ananas.
NajpogostejSe bolezni, ki jih pri buCevkah povzrocajo glive iz rodu Fusarium so fuzarijska
uvelost, gniloga koreninskega vratu, trohnoba vrez in gniloba plodov. Najbolj razsirjena je
fuzarijska uvelost, ki jo povzroCajo razlicne podvrste F. oxysporum. Uvelost pri bucah
(Cucurbita spp.) povzroca F. oxysporum f. sp. cucurbitacearum, pri melonah F. oxysporum f.
sp. melonis, pri lubenicah pa F. oxysporum f. sp. niveum. Kot poro¢ajo Gerlagh in sod.
(1988), lahko nekatere podvrste napadajo razli¢ne rastline iz druzine Cucurbitaceae, predvsem
v zgodnejSem razvojnem obdobju rastline, pri starejSih rastlinah pa postanejo okuzbe bolj
specificne. Patogene glive, ki povzrocajo uvelost se najpogosteje prenaSajo okuzenega
semena, odmrlih rastlinskih delov in preko zemlje. Pri mladih rastlinah se posledice kazejo
kot rumenenje in padavica sejancev, pri starejSih pa kot rumenenje listov in uvelost
posameznih vrez. Ob hudi okuzbi lahko pride do uvelosti in propada celotne rastline.

Druga bolezen, ki se pojavlja pri bucah je gniloba koreninskega vratu in se pojavlja kot
posledica okuzbe s Fusarium solani f. sp. cucurbitae. Okuzba se najprej kaze z uvelostjo
listov in kasneje z odmrtjem celotne rastline. Ob odstranitvi zemlje okoli rastline, se vidno
kaze okuzba koreninskega vratu in zgornjega dela korenine, Kjer tkivo postane svetlejSe barve
in dobi vodeno, krhko strukturo, kasneje pa pocrni in propade. Do okuZzbe pride preko
okuZenega semena, kjer lahko gliva prezivi ve¢ let in ne vpliva na kaljivost semena. Ista vrsta
glive povzroca tudi gnilobo plodov pri bucah, Se posebej v vlaznejSih razmerah in ob
poskodbi povrsine plodov (Zitter, 1998).
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2.3.4 Zvisanje odpornosti na Fusarium spp. z in vitro selekcijo

Zaradi velikega obsega rastlinskih vrst, ki jih lahko prizadane okuzba z glivo Fusarium, se je
ze mnogo raziskovalcev ukvarjalo z zvisevanjem odpornosti rastlin. Pri nekaterih kulturah ze
obstajajo sorte, ki so odpornejSe na okuzbo, vendar je prenos te lastnosti s tradicionalnimi
metodami krizanja precej tezaven in neuspesen.

Fuzari¢na kislina je eden od pomembnejSih toksinov glive, ki v rastlini poveca prepustnost
celic in jih s tem tudi unicuje. Gliva si z razgradnjo rastlinskih celic utre pot v notranje tkivo
rastline in jo uniéi, zato je eden od ciljev Zlahtnjenja pridobiti rastline, katerih celice so
odporne na FA. S tem rastlina blokira vdor glive v tkivo in omeji infekcijo (Matsumoto in
sod., 2010).

Selekcija odpornosti regenerantov lahko poteka in vitro z dodajanjem izbranega toksina.
Somaklonske razliCice regenerantov paradiznika lahko pridobimo s pomocjo selekcije s
fuzari¢no kislino. V poskusu, kjer je bila fuzari€na kislina uporabljena kot selektivni toksin se
je pokazalo, da ima FA tudi mutageno delovanje. Na somaklonsko variabilnost najbolj
vplivajo genetske lastnosti osnovnega rastlinskega material in njegova odpornost na izbrani
toksin. Na podlagi poskusov s paradiznikom in fuzari¢no kislino, je bilo dokazano, da se
rastlinski genom na patogen prilagodi s poliploidizacijo in z mutacijami, ki vra¢ajo genom
blizje divjemu tipu. Pridobljena rezistenca se lahko pri fenotipu odraza na dva nacina.
Pozitivne mutacije ne vplivajo na glavne karakteristike sorte ali pa se zaradi spremembe
genoma tudi fenotip popolnoma spremeni (Nguyen in sod., 1992).

Matsumoto in sod. (2010) so pri svojem delu iskali najboljSo metodo in vitro selekcije na
podlagi gojenja tropskih bananovcev, saj pri gojenju le teh predstavlja F. oxysporum enega
najvecjih problemov. Pri vrstah, kot so banane, je iskanje tolerantnih in odpornih krizancev s
pomocjo tradicionalnih metod krizanja neucinkovito in dolgotrajno zaradi pocasnega
razmnozevanja in visoke sterilnosti potomcev. Za razliko od selekcije na poskusnem polju,
kjer se lahko rastline okuzi s patogeno glivo, pri in vitro selekciji to ni mogoce. Problem je v
hitri rasti glive, ki ob inokulaciji preraste rastlinski material in porabi vsa hranila. Rastline
propadejo zaradi pomanjkanja hranil, tudi v primeru, da so razvile odpornost na glivo. V
raziskavi so ugotovili, da je za in vitro selekcijo najprimernejs$a uporaba fuzari¢ne kisline in
filtrata patogene kulture. Zaradi hitrega razpadanja je potrebno fuzari¢no kislino v gojisca
dodajati po avtoklaviranju in jo pred dodajanjem sterilizirati s pomocjo sterilne filtracije.
Glede na obcutljivost izbrane rastlinske vrste, je potrebno najprej prilagoditi koncentracijo FA
v gojis¢u. pri prenizki koncentraciji je lahko selekcija neuspesna, pri previsoki pa propadejo
vse rastline. Znano je tudi, da fuzari¢na kislina deluje toksi¢no tudi na sorte, ki so drugace
odporne na fuzarioze. Z uporabo taksnih sort za in vitro selekcijo je mogoce pridobiti nove
mehanizme za odpornost in tako dodatno izboljSati odpornost sorte. Pri pridobivanju novih
mutacij v rastlinskem materialu se lahko zanesemo na somakloonsko variabilnost in
mutagenost FA ali pa v gojis¢a dodajamo druge mutagene spojine (Matsumoto in sod., 2010).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 PRIDOBITEV RASTLINSKEGA MATERIALA

Za potrebe poskusa smo od gojitelja pridobili o¢iS¢ena semena oljne buc¢e Cucurbita pepo L.
SSp. pepo var. Styriacea Gerb. hibridne kratkovrezne sorte GL Opal. Hibridna sotra GL Opal
ima razvito dobro toleranco na gnilobo plodov in virus rumenega bu¢nega mozaika (Agrosaat,
2015).

3.2 PRIPRAVA SEMEN IN KALITEV

Za poskus regeneracije je bilo najprej potrebno pripraviti sterilizirana semena in gojisée za
kalitev, da smo lahko s kalitvijo pridobili mlade sejance, katerim smo nato za potrebe
nadaljevanja poskusa odstranili kli¢ne liste.

3.2.1 Priprava gojis¢a za kalitev

Gojis¢e za kalitev (preglednica spodaj) smo pripravili iz Murashige & Skoog gojisc¢a z
dodatkom vitaminov. Dodali smo Se saharozo, nanosrebro in agar. Zatehtane koli¢ine MS
gojisCa in saharoze smo najprej raztopili v manjsi koli¢ini destilirane vode in jo nato dodali do
zeljene koncne koli¢ine. Raztopini smo s pomocjo elektronskega pH metra in dodajanjem 1M
KOH umerili pH vrednost na 5,8. Zatehtano koli¢ino agarja in nanosrebra smo dodali
direktno v steklenico za avtoklaviranje in prilili raztopino gojis¢a. Gojis¢e smo avtoklavirali
15 minut pri 121°C in $e toplega pred strjevanjem v brezpra$ni komori razdelili v sterilizirane
plasti¢ne banjice, ki smo jih nato do uporabe hranili na sobni temperaturi v temi. Banjice za
kalitev so imele v pokrovckih vgrajene filtre za prepuscanje plinov.

Preglednica 3: Sestava gojis¢a za kalitev

Sestavine Koncentracija v gojiscu (g/l)
MS gojisée z vitamini 1x(4,4)

saharoza 30

agar 8

nanosrebro 0,008

3.2.2 Priprava in sterilizacija semen

Za izvedbo poskusa smo nakljuéno odbrali cela, neposkodovana semena. V primeru, da so bili
na semenu prisotni suhi ostanki plodu, smo le te rono odstranili. O¢iS¢ena semena smo
najprej tretirali z dve minutnim namakanjem v 70 % etanolu. Ves nadaljnji postopek je
potekal v brezpraS$ni komori. Po odstranitvi etanola s pomocjo steriliziranega cedila, smo
semena 20 minut namakali v 4 % (m/v) raztopini DICA. Raztopino smo pripravili tako, da
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smo v 200 ml sterilizirane destilirane vode raztopili 8 g DICA in dodali dve kapljici
surfaktanta Tween 20 (polisorbat 20). Ves ¢as tretiranja smo semena mesSali s pomocjo
magnetnega mesSala. Sledilo je izpiranje semen na steriliziranem cedilu s sterilizirano
destilirano vodo, toliko ¢asa, da na povrsini semen ni bilo ve¢ prisotne pene. [zprana semena
smo 90 minut namakali v sterilizirani destilirani vodi z dodatkom 200 mg/l nanosrebra ob
neprestanem mesanju z magnetnim mesalom. Tako sterilizirana semena smo odcedili in jih po
8 skupaj prestavili v prozorne plasti¢ne banjice z gojis¢em za Kalitev. Pri postavitvi semen
smo pazili, da so bila vsa semena v pokon¢nem poloZzaju in s spodnjim koni¢astim delo rahlo
porinjena v gojis€e, saj se tako po kalitvi gojis¢e ni drzalo kli¢nih listov in smo jih lazje
pripravili za nadaljnjo uporabo.

3.2.3 Kalitev

Zaprte banjice s semeni smo inkubirali v rastni komori pri stalni temperaturi 23°C in
svetlobnem ciklu 16 ur svetlo, 8 ur tema. Kalitev je potekala 7 do 9 dni, med tem ¢asom pa
smo spremljali razvoj sejanckov. Za nadaljevanje dela smo se odlocili, ko je bila vecina
sejancev v fazi, ko so pognali kratko koreninico in sta se klicna lista zacela rahlo odpirati.
Zaradi razli¢no hitre kalitve so imeli v tem Casu nekateri sejanci ze popolnoma razprta in
zelena kli¢na lista, nekateri pa so komaj zaceli poganjati koreninico in sta bila klicna lista Se
popolnoma zaprta.

3.3 PRIPRAVA GOJISC IN REGENERACIJA

Za preizkus regenerativne sposobnosti smo pripravili gojis¢a z dodatkom razli¢nih rastlinskih
hormonov in vsebnostjo razli¢nih koncentracij fuzari¢ne kisline.

3.3.1 Priprava gojisc¢a za adventivno regeneracijo

Osnova gojis¢a za adventivno regeneracijo (preglednica spodaj) je bila pripravljena iz
bazalnega Murashige & Skoog gojis¢a brez dodanih vitaminov, saharoze in agarja. Osnovi
smo v razli¢nih koncentracijah dodali razli¢ne rastlinske hormone, tako da smo dobili dve
razlikovali pa sta se v tem, da je prvo vsebovalo abscizinsko kislino (ABA), drugo pa
indolocetno kislino (IAA). Priprava je potekala tako, da smo najprej zatehtali MS gojisce in
saharozo ter ju razropili v destilirani vodu. Dodali smo izbrane hormone iz pripravljenih
zaloznih raztopin, nato pa z destilirano vodo dopolnili do Zeljenega volumna. Sledilo je
umerjanje pH vrednosti s pomocjo elektronskega pH metra. Z dodajanjem 1M KOH smo
umerili pH vrednost na 5,8. Gojis¢e smo razdelili v 250 ml steklenice za sterilizacijo in dodali
agar. Avtoklaviranje je potekalo 15 minut pri 121°C. Gojis¢e smo do uporabe hranili na sobni
temperaturi v temi.
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Preglednica 4: Sestava gojis¢ za adventivno regeneracijo

Sestavine Koncentracija v gojis¢u
Gojisce 1

bazalno MS gojisce 1x (4,3)
saharoza 30 g/l
agar 8 g/l
BAP 1 mg/l
ABA 0,25 mg/l
Gojisce 2

bazalno MS gojisce 1x (4,3)
saharoza 30 g/l
agar 8 g/l
BAP 2 mgl/l
IAA 0,1 mg/l

3.3.2 Priprava fuzaricne kisline in dodajanje gojis¢u

Zaradi hitrega razpadanja fuzari¢ne kisline v raztopini, smo zaloZno raztopino pripravljali v
manjSih koli¢inah, ki smo jih takoj porabili. Izracunali smo, koliko fuzaricne kisline
potrebujemo za pripravo posameznega gojisS¢a in glede na izraCun zatehtali potrebovano
koli¢ino. Fuzari¢no kislino smo najprej raztopili v 2 ml 90 % etanola, nato pa dodali
destilirano vodo do Zeljenega volumna, da smo pripravili zalozno raztopino koncentracije 50
mg/100 ml. V brezprasni komori smo raztopino sterilizirali z uporabo sterilne filtracije.
Pripravljeno gojis¢e za adventivno regeneracijo smo segreli, da se je zopet utekocinilo in ga
do uporabe pustil v vodni kopeli segreti na 54°C. Posamezno smo posodice gojis¢a prenesli v
brezprasno komoro, kjer smo s pipeto dodali raztopino fuzaricne kisline v Zeljeni koliCini.
Gojis¢e smo dobro premesali in ga razlili v plasti¢ne petrijevke premera 90mm. Vedno smo
pripravili tudi kontrolno gojis¢e brez fuzaricne kisline.

Preglednica 5: Kon¢ne koncentracije FA v gojis¢u in koli¢ine zaloZne raztopine, ki smo jo je bilo potrebno
dodati 250 ml gojisca.

Koncentracija FA v gojis¢u (mg/l) Dodatek zaloZne raztopine v 250 ml gojisca (ml)
0 0

5 2,5

10 5

20 10

30 15

40 20
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3.3.3 Priprava rastlinskih izse¢kov

Pri pripravi kotiledonov smo uporabili postopek, kot so ga opisali Ananthakrishnan in sod.
(2003), delo pa je potekalo v brezprasni komori. Najprej smo natan¢no pregledali posodice s
sejanci, oznacili okuzene primerke in jih zavrgli. Sejance, ki niso kazali znakov okuzbe, smo s
pinceto prenesli na sterilne papirnate pladnje. S pomocjo skalpela in pincete smo odstranili
koreninice in skrajSali steblca, odstranili pa smo tudi ostanke semenske ovojnice, ki se je
ponekod Se drzala kli¢nih listov. Tako ocis¢ene pare kli¢nih listov smo lo¢ili s skalpelom in
odstranili tudi ostanke glavnega brsta, ki se je ponavadi drzal enega izmed kotiledonov. Vsak
kotiledon smo skraj$ali na vrhnjem delu in ¢e je bilo potrebno smo skrajSali tudi ostanek
steblca, tako da smo dobili izsecke kot je prikazano na sliki 1, oblika §t. 2, v poglavju 2.2.1.

3.3.4 Regeneracija in ocena uspesnosti

Pripravljene izsecke iz klicnih listov, smo nakljuéno razporedili v petrijevke z razliénimi
g0jis¢1 za adventivno regeneracijo. V vsako petrijevko smo prenesli po tri izsecke in jih s
pinceto na spodnjem koncu kotiledona rahlo pritisnili v gojis¢e. Zaprte petrijevke smo
oznacili in jih obvili s parafilmom, s Cimer smo preprecili, da bi se vsebina med ¢asom poteka
poskusa izsusila. Sledila je inkubacija izseCkov v rastni komori, pri 23°C in osvetlitvenem
ciklu 16 svetlo, 8 ur tema, ki je trajala 3 tedne. Med tem ¢asom smo redno spremljali razvoj in
odstranjevali pretrijevke v katerih so se pojavile okuzbe.

Po 3 tednih smo vse neokuZene kotiledone oznacili in z veC parametri ocenili uspesnost
regeneracije posameznega izsecka. Ocenili smo ali je prislo do uspesne regeneracije kliCnega
lista, koliko poganjkov se je regeneriralo, ali so pognale korenine in kaks$na je bila njihova
dolzina, ali je priSlo do razvoja kalusa in kaksne barve je bil razviti kalus.

3.4 GOJENJE REGENERANTOV IN MERJENJE PLOIDNOSTI

Poganjke, ki so se regenerirali na izseckih, je bilo potrebno prestaviti na novo gojisce, kjer so
zrastli do zadostne velikosti, da smo jih lahko uporabili za nadaljnje raziskave. V ta namen
smo regenerante gojili na elongacijskem gojis€u, do primerne velikosti, nato pa smo izvedli
merjenje ploidnosti posameznih primerkov.

3.4.1 Priprava elongacijskega gojisca

Namen elongacijskega gojisca je bilo gojenje regenerantov do primerne velikosti in pove€anje
njihove biomase, ki smo jo lahko uporabili za nadaljne meritve. Elongacijsko gojiS¢e smo
pripravili iz Murashige & Skoog gojis¢a z dodatkom vitaminov, kateremu smo dodali
saharozo, agar in rastlinski hormon BAP. Zatehtani koli¢ini MS gojis¢a in saharoze smo
raztopili v destilirani vodi in s pipeto dodali hormon BAP iz zalozne raztopine. Dodali smo
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destilirano vodo do Zeljene koli¢ine in nato s pomocjo elektronskega pH metra umerili pH
raztopine. Vrednost pH smo z dodajanjem 1 M KOH umerili na 5,8. Gojis¢e smo prelili v
steklenico za avtoklaviranje in dodali agar. Avtoklaviranje je potekalo 15 minut pri 121°C.
Toplo gojisce smo razlili v plasti¢ne banjice z vgrajenim filtrom za izmenjavo plinov in jih do
uporabe hranili na sobni temperaturi v temi.

Preglednica 6: Sestava goji$¢a za elongacijo

Sestavine Koncentracija v gojiséu
MS gojisce z vitamini 1x (4,4)

saharoza 30 g/l

agar 8 g/l

BAP 0,1 mg/l

3.4.2 Priprava in subkultivacija regenerantov

Kotiledone, pri katerih je prislo do uspeSne regeneracije poganjkov smo v brezpraSni komori
prestavili na sterilizirane papirnate pladnje. S pomocjo pincete in skalpela smo poganjke
odstranili od ostankov klicnega lista. V primeru, da je bilo va¢ poganjkov zrascenih skupaj
smo jih lo¢ili in spodaj nekoliko prikrajsali, ¢e je bil na njih prisoten kalus. Regenerante smo
nato po 6 skupaj prenesli v banjice z gojis¢em za elongacijo in jih rahlo zapicili v gojisce, da
so ohranili pokon¢no lego. Vsak poganjek posebej smo tudi oznacili in zaprte banjice prenesli
v rastno komoro. Inkubacija je potekala 3 tedne pri 23°C in osvetlitvenem ciklu 16 svetlo, 8
ur tema. V tem Casu so regeneranti pognali dovolj novih listov, da smo jih lahko uporabili za
merjenje ploidnosti.

3.4.3 Priprava rastlinskega materiala za merjenje ploidnosti

Vsakemu regenerantu smo odrezali po en vedji ali dva manjsa lista. Peclje listov smo
odstranili in uporabili le listne ploskve, ki smo jih vsako posebej prenesli v manjSe plasticne
petrijevke. Dodali smo 1 ml pufra OTTOL1 (Otto, 1990) in s pomocjo britvice zmacerirali
rastlinski material. Vsebino petrijevke smo precedili skozi celi¢no sito in tekoci del ujeli v
epruvete primerne za uporabo na preto¢nem citometru. Pred izvedbo meritev smo vsakemu
vzorcu dodali Se 2 ml pufra OTTO2.

3.4.4 Merjenje s citometrom

Vzorcem smo izmerili s pomo¢jo citometra in glede na zbrane podatke dolo¢ili ploidnost
VZIocev.
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3.5 SEKUNDARNA REGENERACIJA PETIOL

Poskusili smo izvesti tudi sekundarno regeneracijo, pri kateri smo uporabili petiole
regenerantov, ki smo jih dobili na regeneracijskem gojis¢u. Uporabili smo enako gojis¢e za
adventivno regeneracijo kot predhodno za regeneracijo kli¢nih listov. Vse petiole smo gojili
na gojis¢ih z dodatkom 10 mg/l fuzaricne kisline. Regenerantom, ki so zrastli na
elongacijskem gojisc¢u, smo porezali liste in le tem nato odstranili listne ploskve. Listne peclje
smo razrezali na dolzino 1,5 cm in jih po ve¢ skupaj prenesli na gojis€e za adventivno
regeneracijo v petrijevkah premera 90 mm. Pretrijevkesmo inkubirali 4 tedne pri 23°C in
osvetlitvenem ciklu 16 svetlo, 8 ur tema.
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4 REZULTATI ZRAZPRAVO
4.1 KALITEV

Pri procesu kalitve so nam najve¢ tezav povzrocale okuzbe, ki so nastale kot posledica slabo
razkuzenega semenskega materiala. Okuzena semena so slabse kalila in tudi po kalitvi rastla
pocasneje od neokuzenih sejanckov. Opazili smo, da se pri semenu nekaterih proizvajalcev
okuzbe pojavljajo v ve¢jem Stevilu kot pri drugih. Razlog za to je lahko prisotnost vecjega
Stevila mikroorganizmov na nekaterih semenih, kar je posledica predhodne okuZenosti rastlin
in plodov ter nacina in pogojev spravila semen. V primeru, da je na semenu prisotnih ve¢
mikroorganizmov, je moznost odstranitve vseh potencialnih kontaminantov med sterilizacijo
manjSa. Vecje Stevilo okuzb se je pri kalitvi pojavljalo tudi pri uporabi starejSih semen v
primerjavi z mlaj§imi semeni. Ugotovili smo, da je najbolje uporabiti ¢imbolj nova semena, ki
so bila pridelana v zadnji rastni sezoni, saj je deleZz kontaminiranih sejanckov tako veliko
manjsi, kot pri uporabi starejSih semen. MozZna razlaga je, da so mikroorganizmi, ki
povzrocajo kontaminacije na starejSih semenih prisotni ze dalj$i ¢as in so lahko prodrli ze
globje v seme, Kjer jih sredstva za sterilizacijo semenskega materiala teZje dosezejo in unicijo.

Druga tezava, ki se je pojavljala med procesom kalitve je prav tako povezana s starostjo
uporabljenega semenskega materiala. S starostjo seme izgublja sposobnost kalitve, zato se je
pri uporabi starejSih semen pojavil vecji delez nekaljivih semen, ki so bila za nadaljevanje
raziskave neuporabna. StarejSa semena v primerjavi z novimi za kalitev potrebujejo tudi vec
casa in kalijo bolj neenakomerno, zato je tezje izbrati ¢as, ko je vecina sejancev primernih za
nadaljevanje poskusa.

Ugotovili smo, da je z vidika pojavljanja okuzb oziroma uspesSnosti sterilizacije najbolje
uporabiti semena, Ki so bila pridelana v prej$nji rastni sezoni. Tak$na semena tudi hitro in
enakomerno Kkalijo, visok je tudi delez kaljivosti. Pri uporabi novih semen oljnih bu¢, smo kot
optimalen ¢as kalitve dolocili 7-9 dni, saj v tem Casu vecina sejanckov doseze stopnjo, ko se
klicna lista zaCneta razpirati in zeleneti.
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Slika 3: Sedem dni stari sejan¢ki v plasti¢nih banjicah za kalitev, pripravljeni za odstranitev kotiledonov.

4.2 REGENERACIJA
4.2.1 Okuzbe izseckov kotiledonov

Tako kot pri procesu kalitve, so tudi med potekom regeneracije tezave povzrocale okuzbe
rastlinskega materiala. Vec¢ina kontaminacij je bila bakterijskega izvora, nekaj pa je bilo tudi
glivnih, in so izhajale iz predhodno okuZenih kotiledonov. Okuzeni kotiledoni so hitro zaceli
propadati in niso kazali nobenih znakov regeneracije. VV primeru, da je bil eden od
kotiledonov v petrijevki okuZen se je okuzba preko gojisc¢a hitro razsirila tudi na druga dva
izsecka in tak$no petrijevko je bilo potrebno zavreéi. Vse kontaminirane petrijevke smo ob
odkritju okuZbe sproti odstranjevali in jih nismo upostevali pri zbiranju rezultatov in izracunih
uspesnosti regeneracije.
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4.2.2 Uspesnost regeneracije na regeneracijskem gojiséu 1 in 2

Gojisce za regeneracijo 1 je vsebovalo dva rastlinska hormona in sicer 1 mg/l BAP in 0,25
mg/l ABA. GojiScu so bile dodane razlicne koncentracije fuzari¢ne kisline, tako da smo
pridobili 6 razli¢nih gojis¢, enega brez FA in ostale s koncentracijami 5, 10, 20, 30, 40 mg/I.
Na grafih v nadaljevanju je prikazana uspes$nost regeneracije, ki smo jo ocenili z veé
parametri. Pregledali smo ali je na izseckih nastal kalus in kakSne barve je bil, ali so se na
izseckih regenerirale korenine in kakS$na je bila njihova dolZina in pri koliko izseckih je prislo
do regeneracije poganjkov. Na gojis¢u 1 smo na koncu pridobili 128 izseckov, ki so bili
primerni za ocenjevanje uspe$nosti regeneracije.

Regeneracijsko gojisce 2 se je od prvega razlikovalo po vsebnosti rastlinskih hormonov, saj je
vsebovalo ve¢ hormona BAP in sicer 2 mg/l, namesto ABA pa je vsebovalo auksin [AA v
koncentraciji 0,1 mg/l. Pripravljeniha jeo bilo 5 razli¢nih gojis¢ glede na vsebnost fuzari¢ne
kisline, kontrolno gojis¢e brez FA in gojis¢a s koncentracijami 10, 20, 30 in 40 mg/l FA.
Uspesnost regeneracije je bila ocenjena z enakimi parametri kot pri gojis¢u 1. Za izvedbo
ocene je bilo na koncu poskusa primernih 123 izseckov, ki so ostali neokuzeni. Na gojis¢u s
40 mg/1 FA so vsi izse¢ki propadli, zato za to gojisc¢e nismo imeli rezultatov za obdelavo.



Krumpestar T. Vpliv fuzari¢ne kisline ... oljnih bu¢ (Cucurbita pepo L. ssp. pepo var. styriaca Greb.). 19
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

4.2.3 Razvoj kalusa na izseckih

Pri razvoju kalusa so bili na gojis¢u 1 zelo uspesni vsi izsec¢ki ne glede na koncentracijo
dodane fuzari¢ne kisline. Od 128 izsec¢kov le 4 (3,1 %) niso razvili kalusa in sicer dva izsecka
na gojiscu z 10 mg/l FA in 2 izsecka na gojiscu s 40 mg/l FA. Kot je razvidno iz slike 5 se je
na vecini izse¢kov razvil kalus bele barve, zelen kalus pa je bil na razlicnih gojis¢ih prisoten
na 5 do 22 odstotnih izseckov. Kalus se je v najve¢ji meri razvil na spodnjem delu
kotiledonov ob odrezanem steblcu, v nekaj primerih, pa je v manjsih koli¢inah nastal tudi na
drugih delih i1zseckov, predvsem tam, kjer je bilo tkivo kotiledonov poskodovano s pinceto ali
skalpelom.
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40 mg/l fuzari¢ne kisline. 0 pomeni, da se kalus ni razvil, W predstavlja bel kalus, G pa zelen kalus.

Regeneracija kalusa je bila nekoliko manj uspesna na gojis¢éu 2. Od 123 izseckov jih 16 (13
%) ni razvilo kalusa. Tako kot na gojis¢u 1 tudi tukaj prevladuje kalus bele barve, razen na
gojiséu s koncentracijo 30 mg/l FA, kjer je ve¢ izseCkov razvilo zelen kalus. Pri tej
koncentraciji se pojavi tudi najve¢ izseCkov brez kalusa in sicer kar pri tretjini kotiledonov ni
prislo do regeneracije.

.....

izseckov koncentracije FA do 20 mg/l nimajo ve¢jega vpliva, pri vi§jih koncentracijah pa se
sposobnost razvoja kalusa zmanjSa, veliko izseckov pa tudi popolnoma propade.
Raziskovalci, ki so se ukvarjali z regeneracijo razliénih bu¢, v svojih porocili ne navajajo
veliko rezultatov glede sposobnosti regeneracije kalusa. Kathiravan in sod. (2006) porocajo,
da je regeneracija kalusa odvisna od sorte bu¢ in da razlicne sorte C. pepo regenerirajo
razlicne koli¢ine kalusa, pri nekaterih sortah pa kalus sploh ne nastane, ceprav pride do
regeneracije poganjkov. Kim in sod. (2010) so preucevali regeneracijo kotiledonov pri buci
Cucurbita ficifolia in ugotovili, da visanje koncentracije hormonov BAP in zeatina do 5 mg/1
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pozitivno vpliva na koli¢ino razvitega kalusa. Porocajo, da ima pozitiven u€inek na razvoj
kalusa tudi dodajanje 0,1 mg/l AgNO3 v gojisce.
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fuzariéne kisline. 0 pomeni, da se kalus ni razvil, W predstavlja bel kalus, G pa zelen kalus.

4.2.4 Regeneracija korenin na izseCkih

Izsecke smo glede na uspesnost regeneracije korenin razdelili v tri skupine in sicer na tiste
brez korenin, s kratkimi koreninami, ki so bile dolge do 3 cm in na izsecek z dolgimi
koreninami, ki so merile ve¢ kot 3 cm.

Na gojiscu 1 je pri vseh koncentracijah FA priSlo do regeneracije korenin. Na gojiS¢u brez FA
so se korenine pojavile pri 48 odstotkih izseckov, vse korenine pa so spadale v kategorijo

.....

.....

e

mg/l so korenine zrasle le pri enem izsecku.
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30 in 40 mg/l fuzariéne kisline. 0 pomeni, da se korenine niso razvile, S predstavlja kratke korenine, L pa dolge
korenine.

Gojis¢e 2 je bilo pri regeneraciji korenin na sploSno nekoliko manj ucinkovito pri vseh
koncentracijah FA. Rast korenin je bila najuspeSnejSa na gojis¢u brez dodane FA, kjer so se
korenine pojavile pri 46 odstotkih izse¢kov, glede na dolzino pa so za 10 % prevladovale
dolge korenine. Z viSanjem vsebnosti FA v gojis¢ih je uspesSnost regeneracije korenin
upadala, tako, da so na gojiscu s 30 mg/l FA korenine nastale le pri enem izsecku od 24.
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30 mg/l fuzari¢ne kisline. 0 pomeni, da se korenine niso razvile, S predstavlja kratke korenine, L pa dolge
korenine.
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Pri primerjavi obeh gojis¢ lahko opazimo, da so na gojis¢ih brez FA ne glede na vsebnost

.....

.....

dolzine korenin, je razmerje med dolgimi in kratkimi koreninami precej izenaceno, ve¢inoma
pa nekoliko prevladujejo dolge korenine. Na podlagi zbranih rezultatov, bi tezko zakljucili, da
je dolzina odvisna od uporabljenih hormonov ali od prisotnosti fuzari¢ne kisline, bolj verjetno
pa je, da je dolzina odvisna od hitrosti in sposobnosti izseCka za regeneracijo in so korenine
zrasle daljSe pri izseCkih, ki so z regeneracijo zaceli v krajSem Casu.

4.2.5 UspesSnost regeneracije poganjkov

Uspesnost regeneracije poganjkov, smo ovrednotili na dva nacina in sicer glede na delez
kotiledonov, pri katerih je priSlo do razvoja poganjkov in na Stevilo poganjkov, ki so se
regenerirali na posameznem kotiledonu. Iz primerjave gojis¢ ne glede na vsebnost fuzari¢ne
kisline, smo ugotovili, da je regeneracija uspesnejSa na drugem gojiscu s hormonom [AA. Na
tem gojis¢u je do regeneracije poganjkov prislo pri 25 odstotkih izseckov, medtem ko so se na
gojiscu z ABA poganjki pojavili pri 19 odstotkih izseCkov. Mnogo bolj uspes$na je bila tudi
regeneracija na drugem gojiscu brez dodane FA.

Kot je razvidno iz slike 9 je bila na gojis¢u 1 brez dodatka FA regeneracija uspesna pri 19 %
izseCkov, najuspeSnejSa pa je bila pri dodatku 5 mg/l FA, kjer je dosegla 26 odstotno
uspesnost. Z visanjem koncentracije FA se je delez izseCkov z regeneriranimi poganjki
zmanjsSeval in tako pri dodatku 20 in 30 mg/l FA dosegel le 11 %. Pri dodatku 40 mg/l
fuzaricne kisline se delez regenerantov poveCa na 17 % vendar je zviSanje uspesnosti
posledica majhnega Stevila prezivelih izseCkov pri tej koncentraciji FA. Za ocenjevanje je
namre¢ prezivelo le 6 kotileodnov in pri enem od njih je prislo do regeneracije poganjka.
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Slika 9: Delezi izseckov na katerih je prislo do uspes$ne regeneracije poganjkov za posamezna gojiséa. Osnovno
gojisce z ABA brez FA in gojis¢a z ABA in dodatkom 5, 10, 20, 30 in 40 mg/l FA.

Tudi na drugem gojiS¢u uspesnost regeneracije poganjkov pada z zvisSevanjem koncentracije
fuzari¢ne kisline v gojiS€u. Na gojiS¢u z IAA brez dodatka FA je prislo do regeneracije
poganjkov kar pri 51 % kotiledonov. Z dodajanjem 10 mg/l FA se je uspe$nost mo¢no
znizala, na dobrih 15 %, pri vsebnosti 30 mg/l FA v gojis¢u pa je regeneracija poganjkov
uspela le pri 4 odstotkih izseckov.
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Slika 10: Delezi izse¢kov na katerih je prislo do uspesne regeneracije poganjkov za posamezna goji$¢a. Osnovno
gojisce z IAA brez FA in gojisc¢a z IAA in dodatkom 10, 20 in 30 mg/1 FA.

..........

mnogo bolj uspesno gojisce 2, saj je bil odstotek regeneracije visji za kar 32 %. Pri prlmerjaVI
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20jis¢ z dodatkom FA so si rezultati ne glede na dodane hormone zalo podobni in bi tezko
zakljucili, da je katero od gojiS¢ uspesnejSe od drugega. Z optimizacijo gojisca za regeneracijo
poganjkov so se pri svojem delu ukvarjali Abrie in sod. (2001), vendar jim pri 3 razli¢nih
sortah bu¢ C. maxima in C. pepo ni uspelo pridobiti poganjkov ne glede na spreminjanje
koncentracije hormonov BAP in TAA v gojis¢u. Ananthakrishnan in sod. (2003) so ravno tako
preizkusSali sposobnost regeneracije vecih sort C. pepo in na osnovnem MS gojis¢u z
dodatkom BAP dobili pozitivne rezultate. Odvisno od preizkusane oblike izseCkov jim je
uspelo regenerirati poganjke pri 63 do 88 odstotkih kotiledonov, kar je dosti bolje, kot v
nasem primeru, sploh v primerjavi z uspe$nostjo regeneracije na gojis¢u 1. Zhang in sod.
(2008) so izvedli uspsno regeneracijo poganjkov pri C. moschata in poroc¢ajo o vplivu starosti
izseCkov na sposobnost regeneracije in o pomenu optimalne koncentracije BAP v
regeneracijskem gojiscu.

Grafa na slikah 11 in 12 prikazujeta razmerje S$tevila poganjkov, ki so se razvili na
posameznih izseckih. Na gojis€u 1 so se poganjki razvili na 24 izseckih, na gojiscu 2 pa na 31
izseCkih. V najveC primerih smo na obeh gojiscih dobili po en poganjek na izseCek. Na
gojis€u 1 smo v 12 % dobili tudi po dva in po 3 poganjke na izse€ek, v dveh primeri pa se je
regeneriralo po 4 in po 5 poganjkov. Pri drugem gojis¢u se je v kar 87 % regeneriral samo en
poganjek, v dveh primerih sta se regenerirala 2 poganjka v dveh pa 3 poganjki. Za obe gojisci

.....

vsebnostjo dodane FA, pri vi§jih koncentracijah FA pa se je vedno regeneriral le en poganjek.
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Slika 11: Razmerje izse¢kov glede na $tevilo regeneriranih poganjkov na posameznem izsecku za gojisée z BAP
in ABA.
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Slika 12: Razmerje izseckov glede na $tevilo regeneriranih poganjkov na posameznem izsecku za gojisce z BAP
in IAA.

4.3 MERJENJE PLOIDNOSTI

Ploidnost regenerantov smo merili s pomoc¢jo pretocnega citometra in na podlagi graficnega
prikaza izmerjenih vrhov dolocili ploidnost vzorca. Skupno smo pridobili 55 regenerantov, od
katerih sta dva propadla med procesom elongacije. 1z preostalih regenerantov smo pripravili
vzorce in sicer 23 vzorcev iz regeneracijskega gojis€a 1 in 30 vzorcev iz regeneracijskega
gojis¢a 2. Vseh 30 regenerantov, ki smo jih pridobili na gojis¢u z BAP in IAA je bilo
diploidnih. Med 23 regeneranti, ki smo jih pridobili iz gojis¢a z BAP in ABA smo odkrili 2
tetraploida. Skupno je tako deleZ nastalih tetraploidov predstavljal 4 % regenerantov. Oba
tetraploida sta se regenerirala na gojis¢u z dodatkom 10 mg/l FA, kar potrjuje tudi lastnost
fuzari¢ne kisline, da zavira celi¢no proliferacijo.
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Slika 13: Analizni graf pretoénega citometra, iz katerega vidimo diploidnost vzorca glede na lokacijo prvega
vrha.
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Slika 14: Analizni graf preto¢nega citometra, iz katerega vidimo tetraploidnost vzorca glede na lokacijo prvega
vrha.
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Slika 15: Regeneranta pridobljena na gojis¢u z dodatkom 30 mg/l FA pred gojenjem na elongacijskem gojiscu.

Slika 16: Tetraploidni regenerant.

4.4 REGENERACIHA PETIOL

Na gojis€u s hormonom IAA smo 3 tedne v petrijevkah gojili 112 izseCkov petiol, na gojiscu
z ABA pa 98 izseCkov petiol. V Casu regeneracije so nekatere petiole propadle, kar je bilo v
nekaterih primerih posledica okuzb, pri ostalih pa bi bil lahko razlog za propad prenizka
razvitost tkiva ob pripravi izseCkov, saj so bile uporabljene vse petiole, tudi od nerazvitih
listov. Na gojis¢u z IAA je propadlo 57 (51 %) petiol, na gojis¢u z ABA pa 42 (43 %) petiol.

.....

koncih razvijati kalus zelene barve, ki je v enem tednu zrastel na 2-kratno debelino petiol. Po
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treh tednih se je vsa rast ustavila in pri nadaljnem gojenju na nobeni od petiol ni prislo do
regeneracije poganjkov.

N
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.....

petiole, ki so razvile kalus in R petiole, pri katerih je prislo do regeneracije.

Uspesna regeneracija poganjkov iz listnih pecljev, bi lahko sluzila kot osnova za razvoj
metode, ki nebi temeljila na uporabi kli¢nih listov. Regenerante, bi tako lahko pridobivali tudi
iz odraslih rastlin ali iz poganjkov gojenih v tkivni kulturi.

O uspesni regeneraciji poganjkov iz petiol porocajo Jeyakumar in sod. (2014), ki so iz petiol
najprej pridobili kalus in ga nato prenesli na drugo gojis¢e za regeneracijo poganjkov iz
kalusa. Za uspesnejSo regeneracijo kalusa, so uporabili kombinacijo hormonov BAP in visjo
koncentracijo auksina NAA, za razliko od naSih gojis¢ z auksinom IAA in abscizinsko

Kislino. Poroc¢ajo tudi, da je za regeneracijo poganjkov uspesnejSa kombinacija hormonov
TDZ in NAA kot kombinacija BAP in NAA.
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Slika 18: Nastanek kalusa na petiolah po 3 tednih regeneracije na gojiséu s hormonom ABA in 10 mg/l FA.
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5 SKLEPI

V raziskavi smo preverili uspesnost regeneracije poganjkov iz izseCkov klicnih listov oljne
buce Cucurbita pepo L. ssp. pepo var. styriaca Greb. Preverili smo tudi vpliv razli¢énih
koncentracij fuzari¢ne kisline na sposobnost regeneracije izseckov in na spremembo
ploidnosti regeneriranih poganjkov.

Za potrebe ocenjevanja uspesnosti regeneracije nam je uspelo ob koncu regeneracijskega
obdobja pridobiti 251 zdravih i1zse€kov primernih za ocenjevanje. Izsecke smo gojili na dveh
123 pa na gojis¢u s hormonoma IAA in BAP. Obe gojis¢i sta bili pripravljeni tudi z
vsebnostjo razli¢nih koncentracij FA.

Uspesnost regeneracije smo ocenjevali na podlagi regeneracije kalusa, regeneracije korenin in
regeneracije poganjkov. Ce pogledamo uspesnost regeneracije na splo$no, je najbolj uspesna
regeneracija kalusa, ki je nastal pri skoraj vseh izseckih. Rast korenin je bila vefinoma
odvisna od koncentracije FA in lahko bi zakljucili, da vi§je koncentracije kisline znizujejo
sposobnost regeneracije korenin. Izjema se je pokazala le pri nizjih koncentracijah FA (5 in
10 mg/l) na gojis¢u s hormonom ABA, kjer je bila regeneracija korenin boljSa kot na
kontrolnem gojiscu brez FA. Enak pojav opazimo tudi pri regeneraciji poganjkov, ki so se v
kombinaciji ABA in nizke koncentracije FA regenerirali bolje kot na gojis¢u z ABA brez FA.
O pozitivnem ucinku nizjih koncentracij FA na regeneracijo porocajo tudi KoSmrlj in sod.
(2015), ki so najve¢ regenerantov na posamezni izse¢ek dobili pri dodatku 10 mg/l FA. Za
uporabo pri postopkih Zlahtnjenja je najpomembnejSa prav regeneracija poganjkov, za katero
lahko zaklju¢imo, da je najbolje uspela na gojis¢u s hormonoma IAA in BAP, v
prisotnostifuzari¢ne kisline, pa je bila regeneracija na vseh gojis¢ih precej nizka in bi bilo
potrebno metodo za uspeSno nadaljnjo uporabo nekoliko izboljsati. Preizkusiti bi bilo
potrebno druge kombinacije hormonov saj Kim in sod. (2010) naprimer porocajo o boljsi
regeneraciji poganjkov pri uporabi hormonov zeatin in I1AA, Kathiravan in sod. (2006) ter
Zhang in sod. (2008) pa so visok odstotek regeneracije dobili na osnovnem MS gojiscu z
dodatkom BAP.

Merjenje ploidnosti, ki je potekalo s pomocjo pretocnega citometra, je zajemalo skupno 53
vzorcev. Veéina pridobljenih regenerantov je bila diploidnih, uspelo pa nam je pridobiti tudi
dva tetraploidna regeneranta (4 %) . Oba tetraploidna poganjka sta se regenerirala na gojis¢u s
hormoni BAP in ABA z dodatkom 10 mg/l fuzaricne kisline. Nastanek tetraploidov na
inhobitor proliferacije. Ploidnost regenerantov oljnih bu¢ so raziskovali tudi KoSmrlj in sod.
(2015) in pri svojem delu dobili podobne rezultate. Porocajo, da so med 205 vzorci odkrili 6
tetraploidov, vsi pa so se regenerirali ob prisotnosti 10 ali 20 mg/l FA v gojiscu.
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Pri drugem delu raziskave nismo dobili pozitivnih rezultatov, saj regeneracija poganjkov iz
petiol ni bila uspesna. Od skupno 110 petiol, ki smo jih pridobili iz regenerantov, jih je med
regeneracijo 99 propadlo, na ostalih pa se je uspesno razvila vecja koli¢ina zelenega kalusa.
kislino, nemoremo pa govoriti o pridobitvi odpornejsih rastlin, saj bi bilo v primeru razvoja
poganjkov le te potrebno preizkusiti na odpornost s patogeno glivo. Kot porocajo Matsumoto
in sod. (2010) se lahko odpornost in vitro kulture in odpornost rastline razlikujeta in nista
nujno povezani, oziroma regenerirana rastlina iz odporne kulture ni odporna na dejansko
okuzbo z glivo Fusarium. Jeyakumar in sod. (2014), ki so se ukvarjali z regeneracijo
poganjkov iz petiol, porocajo o uporabi drugih hormonov in dvostopenjski metodi, pri kateri
so kalus prenesli na gojis¢e s hormonoma TDZ in NAA. Za boljse rezultate in uspesnejse
nadaljevanje raziskave bi morali izbolj$ati metodo sekundarne regeneracije.
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6 POVZETEK

Razvoj metod, ki se uporabljajo pri zlahtnjenju buc¢, je pomemben zaradi velikega obsega
proizvodnje le teh v svetovnem merilu. Pri bucah se kot hrana in krma lahko uporabljajo celi
plodovi ali pa le semena. V nasem prostoru je pomembna pridelava oljne buce, pri kateri se
uporabljajo semena za izdelavo bu¢nega olja. Glavna lastnost oljnih bu¢ je, da imajo semena
brez semenske lupine, kar mo¢no olajsa postopek predelave v olje. Vecina danes gojenih sort
buc je obcutljivih na okuzbo s patogeno glivo Fusarium, ki povzroca fuzaricno uvelost,
gnilobo koreninskega vratu in gnitje plodov. Med pomembnejse toksine, ki jih med procesom
okuzbe uporablja gliva, sodi tudi fuzari¢ne kislina.

Zaradi potreb hitrega razvoja in napredka pri pridobivanju novih, odpornejsih sort, se vse veé¢
pozornosti namenja novejSim, in vitro tehnikam zlahtnjenja. V nasi raziskavi smo zdruzili
metodo in vitro selekcije in regeneracije poganjkov in rastlinskega tkiva. Pri in vitro selekciji
je pomembna genetska raznolikost rastlinskega materiala, kar smo dosegli z uporabo izseckov
kliénih listov, z raznovrstnim genotipom, dodatno pa se je raznolikost povecala zaradi
somaklonske variabilnosti. Selekcijo smo izvajali s pomocjo fuzaricne kisline, ki dodatno
deluje na spremembno genetskega materiala. Namen raziskave je bil potrditev sposobnosti
regeneracije poganjkov ojlne buce iz kli¢nih listov in dolocitev vpliva fuzari¢ne kisline na
uspesnost regeneracije ter ploidnost regenerantov.

.....

je uspelo uspesno pridobiti regenerante iz izseckov kli¢nih listov. Regeneracija poganjkov, je
bila najbolj uspesna ga gojis¢u s hormonoma IAA in BAP brez FA. Kot pri¢akovano, je
dodatek fuzari¢ne Kkisline negativno vplival na uspeSnost regeneracije, razen v nizkih
koncentracijah 5 in 10 mg/l, ko se je odstotek regeneracije nekoliko povisal glede na
kontrolno gojis¢e brez FA. Pri visjih koncentracijah FA, je bila regeneracija slabsa, prezivelo
pa je tudi veliko manj izse¢kov. Z merjenjem ploidnosti celic regenerantov, smo potrdili tudi
mutageni vpliv fuzari¢ne kisline, oziroma njen vpliv na celi¢no proliferacijo. Med 53
regeneranti, Ki so bili primerni za merjenje ploidnosti, smo nasli dva tetraploida, kar pomeni,
da so tetraploidni 4 % pridobljenih regenerantov.
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