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Razvili smo ucinkovit protokol za transformacijo oranznega krinkarja, ki je
modelna rastlina za Studije genetike evolucije in ekologije ter hkrati ekonomsko
zanimiva cvetoca trajnica. Genske transformacije smo izvajali s 4 dnevno
kokultivacijo listnih izse¢kov, petiol in hipokotilov z bakterijo Agrobacterium
tumefaciens, s katero smo v rastinske celice vnasali tri razli¢ne genske konstrukte.
Vsak je vseboval selekcijski gen hptll ter enega od reporterskih genov: gusA,
EGFP ali ZsGreen. Adventivno regeneracijo transgenih poganjkov smo dosegli z
gojenjem izseckov na trdnem Murashige in Skoog gojis¢u, kateremu smo dodali 0,5
mg I 1-naftalenocetne kisline (NAA), 1 mg I citokinina (6-benzilaminopurina
(BAP) ali tidiazurona (TDZ) ali zeatina), 30 g I saharoze in ustrezno koli¢ino
higromicina B. Izrazanje vseh reporterskih genov je bilo jasno vidno ze v kalusnem
tkivu v obliki fluorescence ali modrega obarvanja. Izrazanje reporterskih genov je
opazno upadlo z nadaljnjim razvojem poganjkov na elongacijskem gojis¢u (MS
gojis¢e z vitamini, 0,1 mg I"* BAP, 0,1 mg I"* indol-3-ocetna kislina (IAA), 30 g I
saharoze). Primerjava izrazanja treh markerski proteinov je pokazala, da je bil
ZsGreen svetlejsi kot EGFP, prav tako pa primernej§i za uporabo kot -
glukuronidaza (GUS). Iz 2.395 kokultiviranih izseckov razli¢nih tipov, Smo Vv
poskusih pridobili 154 rastlin, ki so se regenerirale na selekcijskem gojis¢u ob
prisotnosti antibiotika higromicina B. Kemiluminescenc¢na analiza po Southern-u je
pokazala, da je 89 % regeneriranih (137 Ty rastlin) rastlin imelo vgrajeno T-DNA v
genomu. S PCR analizo smo odkrili vkljucitev plazmidnih zaporedij izven T-DNA
v genom vecine (79,87 %) transformiranih rastlin.
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We have developed an efficient protocol for genetic transformation of bush
monkeyflower, an emerging model plant for ecological and evolutionary genetics,
while an economically promising ornamental perennial. Transformation was
performed by 4 day co-cultivation of leaf explants, petiole and hypocotyls with
Agrobacterium tumefaciens, carrying 3 different binary plasmids. Each of them
contained in its T-DNA region hptll selection gene and one of three different
reporter genes: gusA, EGFP and ZsGreen. Adventitious regeneration of
transformed shoots was possible by growing the explants on solid regeneration
medium based on Murashige and Skoog. Medium was supplemented with 0.5 mg I
! 1-Naphtaleneacetic acid (NAA), 1 mg I of cytokinin (6-Benzylaminopurine
(BAP) or thidiazurone (TDZ) or zeatin), 30 g I™* sucrose and an appropriate
concentration of hygromycin B. Expression of reporter genes was clearly visible in
callus tissue in the form of green fluorescence or blue staining, but gradually
diminished with subsequent development of shoots on elongation medium (MS
medium with vitamins, 0.1 mg I"* BAP, 0.1 mg I"* indole-3-acetic acid (IAA), 30 g
I"* sucrose). New marker protein ZsGreen proved to be brighter than EGFP, while
also being more suitable for use than B-glucuronidase (GUS). Out of 2,395 co-
cultivated explants, 154 shoots regenerated on selection medium containing
hygromycin B. Chemiluminescent Southern blot analysis showed that T-DNA was
integrated in 89 % (137 T, plants) of regenerated plants. We detected a presence of
vector backbone sequences in most (79.87 %) of T, plants.
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QTL kvantitativni lokus ali lokus za kvantitativno lastnost (ang. Quantitative Trait
Locus)

RNA ribonukleinska kislina

s/min/h sekunda/minuta/ura

SE ucinkovitost selekcije (ang. Selection Efficiency)

S.E. standardna napaka aritmeti¢ne sredine (ang. Standard Error of the Mean)

T temperatura

To nicta generacija

T-DNA prenesena DNA (ang. Transfer DNA)

TDZ tidiazuron

TE ucinkovitost transformacije (ang. Transformation Efficiency)

Thyb temperatura hibridizacije



X

Susi¢ N. Vzpostavitev in optimizacija protokola za transformacijo oranZnega krinkarja ... z bakterijo A. tumefaciens.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

SLOVARCEK

Adventivna regeneracija — razvoj novih poganjkov iz nemeristemskega rastlinskega tkiva.

Agarozna gelska elektroforeza — metoda za lo¢evanje molekul (navadno DNA ali RNA)
glede na njihovo velikost, s premikanjem negativno nabitih molekul skozi agarozni gel v
elektricnem polju.

Asepti¢no delo — delo, opravljeno v sterilnih pogojih s sterilnimi pripomocki.

Avtoklaviranje — postopek sterilizacije, pri katerem steriliziramo s pomocjo povisane
temperature in poviSanega tlaka vodne pare.

Cikli¢ni termostat — naprava, katero uporabljamo za doseganje in ohranjanje specifi¢ne
temperature, po vnaprej dolo¢eni ¢asovni shemi.

DNA polimeraza — encim, ki Kkatalizira sintezo DNA z vezavo (polimerizacijo)
deoksiribonukleotidnih enot.

Izse¢ek — izrezan delcek tkiva ali organa, ki ga lahko uporabimo za pripravo in vitro tkivne
Kulture.

Genska transformacija — proces spremembe genoma bakterijske ali nezivalske
evkariontske celice z vsavitvijo tuje (eksogene) DNA v genom.

Hiperhidriranost — fizioloska deformacija rastlinskih tkiv, ki je nezazeljen pojav v
rastlinskih tkivnih kulturah. Kaze se v obliki nizke vsebnosti klorofila, visoki vsebnosti
vode, nizki lignifikaciji, okrnjenem delovanju listnih rez in zmanjsani mehanski trdnosti
tkiva.

Hipokotil — spodnji del stebla, ki je med korenino in kli¢nimi listi.

in vitro — procesi in poskusi, ki potekajo v nadzorovanem okolju, zunaj zivega organizma
(lat. »v steklu«).

in vivo — procesi, ki potekajo v Zivem organizmu (lat. »v Zivem«).
Kalus — skupek nediferenciranih rastlinskih celic.

Kemiluminescencna reakcija — kemijska reakcija, pri kateri pride do izsevanja svetlobe
(luminescence).

Petiola — listni pecelj.

Promotor — regulatorno zaporedje DNA, ki se nahaja na 5' koncu gena in uravnava njegovo
izrazanje.
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Proteaza — encim, ki katalizira razgradnjo beljakovin (proteinov) s cepitvijo vezi med
aminokislinami.

Rastni regulator — kemikalija, ki regulira rast rastline (tudi rastlinski hormon).

Restrikcijski encim — encim (tudi restriktaza ali restrikcijska endonukleaza), ki razreze
dvojnovija¢no DNA na specificnih mestih nukleotidnih sekvenc oz. restrikcijskih mestih.

RNAZza — endonukleaza, ki katalizira hidroliti¢no cepitev polinukleotidov RNA verige.

Termolabilnost — toplotna obcutljivost. Lastnost snovi, da razpade ali izgubi biolosko
aktivnost pri poviSani temperaturi.

Plazmid — vecinoma krozna (lahko tudi linearna) dvovijaéna molekula DNA, ki je
sposobna samostojnega podvojevanja.

Zacetni oligonukleotidi — kratka zaporedja nukleinskih kislin, ki sluzijo za zacetek
podvojevanja DNA pri polimerazni veriZni reakciji.
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1 uvoD

Tehnologija rekombinantne DNA predstavlja pomemben pristop v genetskih raziskavah
rastlinskih vrst, usmerjenih bodisi v razvoj novih rastlinskih sort ekonomsko pomembnih
rastlin, bodisi v temeljne raziskave rastlinske genetike, fiziologije ter molekulske in celi¢ne
biologije. Uporaba postopkov genskih transformacij omogoca izkoris€anje novih moznosti
in pristopov v tovrstnih raziskavah, ker omogoca skoraj brezmejne genomske modifikacije.
Z genskim inZeniringom je mogoce v rastlinski genom vnasati zaporedja DNA iz drugih
rastlinskih vrst, zivali, gliv in bakterij, kar predstavlja bistveno razliko od tradicionalnih
metod, saj je v tem primeru bila genetska raznolikost dosezena zgolj s krizanjem in
izborom genotipov znotraj vrst (Griffiths in sod., 2008). Genski inzeniring je prav tako bolj
natanCen nacin vnosa genov v rastline, saj v rastlinski genom navadno vklju¢ujemo
majhne, dolocene skupke genov. Tak nacin speminjanja vrst je postal mogoc zaradi razvoja
novih biotehnoloskih metod (kot so: gojenje somatskih celic, peloda, protoplastov,
adventivna regeneracija Stevilnih rastlinskih vrst) in zaradi izboljSanja orodij za genetske
manipulacije (kot na primer: restrikcijski encimi, razli¢ni vektorski sistemi DNA, veéja
izbira promotorjev ter novi selekcijski in reporterski geni). K temu je pripomoglo tudi
vecanje knjiznic DNA klonov, ki je posledicno privedlo tudi do boljSega poznavanja
rastlinskega genoma, njegove organizacije in ekspresije pri visjih rastlinah (Zel, 1996).

Vnos genov v rastline lahko poteka na razlicne nacine, najpogosteje uporabljen pa je
posreden vnos genov z bakterijo Agrobacterium tumefaciens, Ki je sicer znan rastlinski
patogen (Tzfira in Citovsky, 2008). Prva znanstvena demonstracija uporabe bakterije A.
tumefaciens v namen genskega inZeniringa je bila opravljena na tobaku (Barton in sod.,
1983). Zgodnji uspehi transformacije rastlin so vkljucevali rastlinske vrste, katere so
naravni gostitelj za bakterijo A. tumefaciens in za katere je predhodno obstajal protokol
adventivne regeneracije v in vitro kulturi (Banta in Montenegro, 2008). Prvotne raziskave
so nakazovale, da bakterija prenese zakljucen del svoje DNA (T-DNA) v jedrni genom
gostiteljske rastline. Vec¢ina molekularnih komponent, ki omogocajo prenos T-DNA, se
nahaja na tumor-inducirajo¢em (Ti) plazmidu (Hellens in sod., 2000). Ta znaéilnost
bakterije A. tumefaciens je pomembna za kasnej$i razvoj bakterije, kot uspesnega vektorja
za rastlinske transformacije. Dve glavni komponenti, povezani s prenosom genov z
bakterijami Agrobacterium; zaporedje T-DNA in vir regija (geni, ki dolo¢ajo virulen¢ne
proteine in regulatorje), lahko lezita na loCenih plazmidih. Spoznanje je omogocilo
izdelavo modernih Ti plazmidov, ki jih imenujemo binarni vektorski sistemi (Lee in
Gelvin, 2008). Funkcije, ki jih dolocajo vir geni se nahajajo na »razorozenem« Ti plazmidu
(Ti-helper) v primernem sevu agrobakterije. Gen(i) na T-DNA, ki bi jih radi prenesli v
gostiteljsko rastlino, pa se nahajajo na drugem manjSem plazmidu — t.i. binarnem
plazmidu. V regijo T-DNA lahko po Zelji vkljucujemo razli¢ne tipe genov, najpogosteje pa
specificne gene v kombinaciji z reporterskimi geni (ki nam pomagajo pri vizualizaciji
uspesne transformacije) ter geni za odpornost na antibiotik (ki prepre¢ijo rast
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netransformiranih celic v kulturi). Ekspresijo vstavljenih genov omogocajo specifi¢ni
promotorji, kot npr. konstitutivni promotor mozai¢nega virusa cvetace (CaMV 358S), ki
omogoca izraZanje transgena v vseh rastlinskih tkivih (Zel, 1996).

Oranzni krinkar (Mimulus aurantiacus Curtis) je cvetoCi polgrm iz druzine Phrymaceae, ki
raste v zahodnem delu Zdruzenih drzav Amerike. Ekonomski potencial vrste v hortikulturi
se kaze v obliki vpadljivega cvetenja med poletno sezono in skromnih vodnih potreb.
Hkrati postaja rod Mimulus pomemben v bazi¢ni znanosti, kot modelni sistem za Studije
evolucijske in ekoloske funkcionalne genomike (Streisfeld in Raushner, 2009). Razvoj
ucinkovitega sistema za transformacijo rastline M. aurantiacus je predpogoj za celovitejse
genetske raziskave, kot so Studije genetskih sprememb, povezanih z evolucijo prilagoditev.
Stabilen sistem transformacije je mogoce uporabiti za testiranje kandidatnih genov in / ali
promotorjev, Ki uravnavajo biosintezo flavonoidov in vivo, kar privede do specifi¢ne
obarvanosti cvetov, le — ta pa je mogoca prilagoditvena lastnost rastline (Streisfeld in
Raushner, 2009; Wu in sod., 2008).

1.1 CILJI RAZISKOVANJA

Cilj magistrskega dela je bil vzpostavitev zanesljivega delovnega protokola, ki bi
omogocal stabilno transformacijo rastline M. aurantiacus z uporabo bakterije A.
tumefaciens, kot vektorja za prenos razlicnih genskih konstruktov (z binarnimi plazmidi
pCAMBIA1301 in 1302 z razli¢nimi reporterskimi geni) ter regeneracijo in diferenciacijo
transformiranega rastlinskega tkiva.

Za dosego teh ciljev smo najprej Zeleli dolo€iti najprimernejsi tip izseckov za poskuse
transformacije ter izbrati sestavo gojiS€a, ki bo omogocala najuspesnejSo adventivno
regeneracijo.

Z uporabo metode posredne transformacije z bakterijo A. tumefaciens, smo zeleli v celice
rastline M. aurantiacus vnesti reporterske gene gusA (binarni plazmid pCAMBIA1301),
EGFP (binarni plazmid pCAMBIA1302-EGFP) in ZsGreen (binarni plazmid
pCAMBIA1302-ZsGreen) ter spremljati razlike v izrazanju reporterskih genov in razlike v
izrazanju teh genov v razli¢nih fazah razvoja poganjkov.

S histokemi¢nim testom (za detekcijo izrazanja gusA gena) in uporabo epifluorescencne
stereolupe z ustreznim setom filtrov (za detekcijo zelene fluorescence zaradi izrazanja
EGFP in ZsGreen genov), smo hoteli potrditi transformacijo regenerantov ter opazanja
podkrepiti z molekulskimi tehnikami, kot sta verizna reakcija s polimerazo (PCR) in
analiza po Southernu.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevali smo, da bo z uporabo protokola za adventivno regeneracijo poganjkov iz
razliénih rastlinskih izseCkov (listni izseCki, petiole, hipokotili) M. aurantiacus,
uveljavljenih binarnih plazmidov (pCAMBIA130x) in razliénih sevov bakterije A.
tumefaciens, mogoce pridobiti odrasle transgene rastline.

ey

adventivno regeneracijo in s tem visjo uspesnost transformacije.

Vneseni reporterski gen se bo v transgenih rastlinah konstitutivno izrazal tudi po veckratni
subkultivaciji na gojisce brez selekcijskega antibiotika, kar bo mogoce preveriti v razli¢nih
fazah regeneracije.

Prisotnost T-DNA v rastlinah bo mogoc¢e dokazati s testiranjem s PCR, vgraditev
transgenov v rastlinski genom pa z analizo genomske DNA po Southernu.



Susi¢ N. Vzpostavitev in optimizacija protokola za transformacijo oranZnega krinkarja ... z bakterijo A. tumefaciens.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

2 PREGLED OBJAV
2.1  GENSKE TRANSFORMACIJE RASTLIN

Pri tradicionalnih postopkih Zlahtnjenja rastlin dosegamo genetsko raznolikost s krizanjem
in izborom genotipov znotraj in med vrstami (Griffiths in sod., 2008). Vzgoja novih
kultivarjev tako lahko traja desetletje in ve¢, kar je odvisno tudi od evolucijske razdalje
med krizanima vrstama. Pri klasi¢nem krizanju se lastnosti dedujejo po Mendlovih zakonih
in pri krizanju ene same lastnosti, ki jo lahko doloc¢a le en gen, se obi¢ajno v rastlino
vnesejo tudi sosednji (nezazeljeni) geni. Ucinek teh genov velikokrat ni opazen, v
nekaterih primerih pa so po vnosu Zeljenih lastnosti s primarnim krizanjem, potrebna
povratna kriZanja, da izlo¢imo vse nezazelene lastnosti. Kot Ze receno, lahko Zlahtnitelji s
tradicionalnim Zlahtnjenjem prenaSajo le gene, ki so v sorodnih, spolno kompatibilnih
vrstah. Pri krizanju genetsko oddaljenih ali nesorodnih vrst pride do razvoja sterilnih
rastlin ali pa te sploh ne dajo potomstva (Zel, 1996).

Izkoris¢anje genskega inZenirstva ponuja Stevilne moznosti reSevanja tezav, s katerimi se
srecuje kmetijstvo v 21. stoletju. Kern (2002) predpostavlja, da lahko razvoj genskih
tehnologij, bistveno pripomore k soofanju s kompleksnimi izzivi v kmetijstvu. Sem
spadajo zmanjSevanje razpoloZzljivih kmetijskih povrSin, klimatske spremembe, izraba
razpolozljivih vodnih virov ipd., na drugi strani pa poviSano povpraSevanje po hrani, krmi,
vlaknih, gorivih, industrijskih surovinah ter specializiranih produktih rastlin. Genski
inZeniring je v povezavi s klasiénim Zlahtnjenjem tako lahko ucinkovito orodje za
doseganje globalnih ciljev kmetijstva — ucinkovita izraba omejenih dobrin, trajnostni
razvoj, povisana dodana vrednost in znanstveni pristop k reSevanju ovir.

Genski inZeniring lahko premosti nekatere tezave, s katerimi se soofamo pri
tradicionalnem zlantnjenju. Med nekatere prednosti genskega inZenirstva sodijo:

e hitrejSi in natancnej$i nacin razvoja novih kultivarjev;

e povecevanje genetske variabilnosti, zaradi vnosa teoreticno neomejenega izbora
genov;

e omogocanje vnosa definiranih genskih konstruktov z dobro poznano funkcijo v
obstojeCe kultivarje, brez spremembe agronomsko oz. hortikulturno pomembnih
lastnosti;

e pospesitev razvoja z uporabo molekulskih markerjev;

e pridobivanje novih kultivarjev v zelo kratkem casu kljub kompleksnosti procesov
in visoki ceni (v primerjavi s tradicionalnim krizanjem).

Intenzivno delo, opravljeno na podro¢ju genskega inZeniringa, kot je razvoj biotehnoloskih
metod in orodij genskih manipulacij, ne omogoca zgolj laZjega vnosa tujih genov v
rastlinske celice, ampak tudi opravljanje kompleksnejsih aktivnosti v smislu zlahtnjenja
rastlin. Na eksperimentalni ravni, se gensko spremenjene (GS) rastline ¢esto uporabljajo za
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pridobivanje boljSega vpogleda v biologijo in genetiko rastlin, vkljucenih v programe
tradicionalnega zlahtnjenja (Ulukan, 2009).

V zadnjih 30 letih je bilo opravljenih ze veliko $tudij, ki vkljucujejo gensko spremenjene
rastline. Ze preprosto iskanje po spletni podatkovni zbirki PubMed, vkljuéuje priblizno
26.680 zapisov v povezavi s transgenimi rastlinami, od tega je bilo v zbirko vneSenih kar
1.388 objav v obdobju med januarjem in oktobrom 2013 (PubMed, dostopno na:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Za uspesno izvedbo genske transformacije
dolocene rastline, je bistveno poznavanje uspeSnega postopka in vitro adventivne
regeneracije poganjkov za specifi¢no vrsto. Med prvimi rastlinskimi vrstami, pri katerih je
bila uspesno izvedena transformacija, so bile take, pri katerih je bil predhodno razvit
protokol adventivne regeneracije. Primer je tobak (Nicotiana tabacum L.), ki je bil prva
rastlina uspe$no transformirana z bakterijo A. tumefaciens (Barton in sod., 1983) ter za
katerega so razvili primerno gojis¢e za in vitro mikropropagacijo ter adventivno
regeneracijo ze leta 1962 (Murashige in Skoog, 1962).

Pregled nekaterih najvplivnejsih znanstvenih objav na podro¢ju genskega inZenirstva pri
rastlinah, pokaze smer in pomembne mejnike v razvoju metodologije in tehnologij na tem
podro¢ju (Vain, 2007). Za razvoj transformacijskih sistemov je bila pomembna
demonstracija uporabe bakterij A. tumefaciens in A. rhizogenes, kot vektorjev za posreden
vnos genov Vv rastlinski genom z razorozenimi plazmidi; razvoj razliénih reporterskih
sistemov, kot so GUS (B-glukuronidaza) (ki je dale¢ najbolj uporabljan), fluorescentni
markerji na osnovi GFP (zeleni fluorescentni protein) in bioluminescentna LUC
(luciferaza); razvoj koncepta binarnih plazmidov; razvoj promotorja CaMV 35S in
uravnavanje izrazanja ekspresije genov pri evkariontih z dodajanjem intronskih zaporedij v
zaporedje markerskih genov; razvoj ostalih metod vnosa DNA, kot je uporaba virusov ter
neposredne metode vnosa, kot npr. obstreljevanje z mikroprojektili (biolistika),
elektroporacija protoplastov, prenos DNA z liposomi. Velik vpliv je imel tudi razvoj
protokola za transformacijo modelne rastline Arabidopsis thaliana z namakanjem socvetij
v suspenziji agrobakterij, s katerim je mogoce pridobiti transgeno seme. Metode
neposrednega vnosa DNA so bile prvotno razvite za transformacije enokali¢nic, med
katerimi je veliko gospodarsko pomembnih vrst in katere niso naravni gostitelj bakterije A.
tumefaciens. Razli¢ne $tudije so kasneje pokazale, da je mogoce obseg vrst, katere je
mogoce transformirati s pomocjo agrobakterije, razSiriti z uravnavanjem razli¢nih
faktorjev, med drugim tudi s poviSano ekspresijo genov virC in virF (Banta in Montenegro,
2008).

2.1.1 Genski inZeniring pri okrasnih rastlinah

Svetovna industrija okrasnih rastlin in rezanega cvetja uspeva zaradi nenehnega razvoja
novih sort okrasnih rastlin s Sirokim razponom fenotipskih znacilnosti. Eden od nainov za
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pridobivanje novosti (kar velja tudi pri gospodarsko pomembnih kmetijskih rastlinah) je
domestifikacija divjih vrst v povezavi s klasi¢nim zlahtnjenjem. Genski inzeniring ponuja
koristne moznosti za Sirjenje nabora genov v florikulturi ter tako omogoca razvoj novih
komercialnih sort rastlin (Tanaka in sod., 2005). Moznosti komercializacije gensko

spremenjenih cvetlic je veliko, vendar je zaenkrat omejena na razli¢ne barvne kombinacije
(Chandler in Sanchez, 2012).

Tanaka in sod. (2005) so lastnosti, katere lahko vnasamo v nove sorte, v grobem razdelili
na dve skupini: novosti namenjene potrosniku in novosti namenjene proizvajalcu. Klasi¢no
zlahtnjenje je navadno usmerjeno v razvoj novosti tako za potroSnika, kot tudi za
pridelovalce. Gensko inzenirstvo okrasnih rastlin je osredoto¢eno na vpeljavo novosti
namenjenih potro$niku, predvsem zaradi visokih stroskov, povezanih z razvojem novih
sort cvetlic — kar je v nasprotju s smerjo razvoja pri GS poljs¢inah. Pri okrasnih rastlinah
so tako komercialno pomembne lastnosti predvsem barva cvetov, oblika in vonj in so
misljene kot zanimive novitete, ki vplivajo na odlo¢anje potro$nika.

Edini komercialno dostopni vrsti GS okrasnih rastlin sta vrtnica (Rosa x hybrida) in nagelj
Dianthus caryophyllus. Obe rastlini izrazata nove barvne kombinacije, slednji je
komercialno na voljo v osmih razlicnih barvnih odtenkih. Sprememba barve je rezultat
manipulacije antocianinske metabolne poti (Chandler in Sanchez, 2012). V okviru
Evropske unije, imajo 4 sorte GS nagljev podjetja Florigene Ltd., dovoljenje za uvoz in
trzenje. Od teh je mogoce le eno GS sorto tudi pridelovati za rez. Glede na dostopne
informacije, do decembra 2013 Se ni odobrenih sort GS vrtnic za trzenje v EU (GMO
Compass, dostopno na: http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/).

Kljub trenutno omejenemu izboru trznih aplikacij GS tehnologije okrasnih rastlin, je
moznosti za razvoj Se veliko. Chandler in Sanchez (2012) sta poleg razvoja barvnih
odtenkov cvetov, oblike in vonja, izpostavila ¢ moznosti za povecevanje odpornosti na
abiotski stres, odpornosti na razli¢ne bolezni in Skodljivce, povecano obstojnost rezanega
cvetja, uravnavanje vpliva dolZine dneva na razvoj rastlin, uravnavanje obdobja in trajanja
cvetenja, inZeniring odpornosti na herbicide in povecevanje lateralnega razvejanja.

Poleg omenjenih potencialnih podro¢jih uporabe genskega inZeniringa pri okrasnih
rastlinah, sta Chandler in Lu (2005) identificirala Se moznost proizvodnje nekaterih
industrijsko pomembnih sekundarnih metabolitov s pomoc¢jo GS okrasnih rastlin. Nekatere
vrste cvetoCih rastlin so dandanes pomemben vir industrijsko zanimivih in farmacevtskih
ucinkovin. Primeri so npr. pridobivanje opiatov, esencialnih olj in spojin za industrijo
parfumov. Hkrati sta opozorila na ekonomske prepreke pri upeljevanju genskih tehnologij
v hortikulturi. Mednje sodijo stroski raziskav in razvoja sort, stroski zaradi regulatornih
procesov vpeljave GS okrasnih rastlin na trzisce ter stroSki, ki nastanejo zaradi za$Cite
intelektualne lastnine.
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2.1.2 Selekcijski in reporterski geni

V sklopu T-DNA, katero vnasamo v rastlinske celice, vnaSamo v rastline tudi specifi¢ne
selekcijske gene, ki omogocajo selekcijo med transformiranimi in netransformianimi
rastlinami. Med pogosto uporabljene selekcijske gene spadajo geni za odpornost na
antibiotike, kot so nptll (bakterijski gen, ki kodira encim neomicin fosfotransferazo (NPT),
ki s fosforilacijo inaktivira kanamicin), hptll (bakterijski gen, ki kodira encim higromicin
fosfotransferazo (HPT), ki s fosforilacijo inaktivira higromicin B) in cat (gen, ki kodira
encim kloramfenikol acetiltransferazo (CAT), ki inaktivira kloramfenikol). Za selekcijo je
mogoce uporabiti tudi gene, ki kodirajo odpornost na herbicide. Primer je gen pat, ki
kodira fosfinotricin acetiltransferazo (PAT), ki inaktivira herbicid fosfinotricin
(glufosinat). Z nekaterimi novejSimi selekcijskimi geni je mogoce dosegati selekcijo
transgenih rastlin z dodajanjem netoksi¢nih metabolnih analogov ali brez njih. Primeri so:
gen xylA (ksiloza izomeraza iz bakterije Streptomyces rubignosus), manA (fosfomanozna
izomeraza iz bakterije E. coli), ipt (izopentil transferaza iz bakterije A. tumefaciens ali
rastline A. thaliana) ipd. (Miki in McHugh, 2004).

Z reporterskimi geni preverjamo aktivnost nekega gena v rastlinskem tkivu. Kodirajo lahko
dolocljive substance, ki v rastlini nativno niso prisotne. Reporterski proteini omogocajo
preverjanje uspesnosti vnosa in izrazanje transgenov bodisi pri prehodni, bodisi pri stabilni
transformaciji. Selekcijski in reporterski gen sta name$c¢ena v T-DNA zaporedju, tako da se
v rastlinski genom praviloma vkljucita oba. Reporterski geni so hkrati pomembni tudi v
molekulski biologiji, saj omogoc¢ajo preucevanje razvojno-prostorskih vzorcev ekspresije
endogenih genov organizmov ter in planta studije aktivnosti promotorjev v realnem casu
(de Ruijter in sod., 2003; Halfhill in sod., 2003).

Obstaja veliko razliénih reporterskih genov, mnogi med njimi so pogosto uporabljeni v
rastlinski biotehnologiji. Najpogosteje uporabljene lahko razdelimo v dve skupini, glede na
lastnosti reporterskih proteinov, katere dolo¢ajo: reporterski proteini, ki potrebujejo
dodatek substrata in fluorescentni reporterski proteini. V prvo skupino spadata npr. gen
gusA (uidA), ki dolo¢a encim pB-glukuronidazo (GUS). Aktivnost GUS dolo¢amo s
histokemi¢nim testom, v katerem encim hidrolizira substrat (X-GIcA), kar privede do
modro obarvanih produktov reakcije (Jefferson in sod., 1987); ter gen luc iz Kkresnice
Photinus pyralis, ki kodira polipeptid ff-LUC. Polipeptid reagira s substratom (luciferin) v
prisotnosti ATP in kisika, kar omogoci svetlobno reakcijo pri 562 nm (Ow in sod., 1986).
V drugo skupino spadajo geni, ki kodirajo razli¢ne fluorescentne proteine iz morskih
nevretencarjev (kot je npr. GFP in njegovi Stevilni derivati) ali pa nekoliko novejsi
fluorescentni proteini iz morskih koral in anemon (kot so npr. AmCyan, ZsGreen,
ZsYellow, DsRed ipd.). Fluorescentnim reporterskim proteinom je skupno to, da za
detekcijo ne potrebujejo substrata, prav tako tudi ni potrebno unicenje vzorcev za analizo.
Fluorescentni proteini (kot je GFP) so nepogresljivi pri raziskavah razvoja rastlin, kjer
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reporterji morfoloskega stanja tkiv, celicnih tipov ali diferenciacijskih stanj bodisi niso
znani, bodisi niso lahko prepoznavni. Uporaba fluorescentnih reporterjev tako omogoca
identifikacijo in spremljanje sicer nevidnih celi¢nih stanj v razvoju rastlinskih tkiv
(Ckurshumova in sod., 2011). Studije novejsih druZin fluorescentnih proteinov so
pokazale, da so ti velikokrat svetlej$i kot GFP in njegovi mutanti, omogocajo izbor v
SirSem razponu barv in so visoko topni. Zaradi teh lastnosti so primerni za nadaljnje
raziskave (Wenck in sod., 2003; Wenck, 2006).

2.1.3 Binarni plazmidni vektorji

Prvotno so se za namene transformacij z bakterijo A. tumefaciens, uporabljali derivati Ti-
plazmidov, v katerih T-DNA je bilo mogoce klonirati Zeljena zaporedja (Banta in
Montenegro, 2008). Zaradi velikosti Ti-plazmidov divjega tipa (200 — 800 kbp), je
manipulacija tako velikih vektorjev za namene genskih transformacij €esto zelo tezavna
(Gelvin, 2003). Problem so resili z vpeljavo binarnih vektorskih sistemov. V primeru
binarnih vektorskih sistemov je genetska informacija, ki je bila predhodno vkljuc¢ena v en
ve¢ji plazmid (Ti-plazmid), razdeljena na dva manjsa plazmida. Manjsi plazmid (t.i.
binarni plazmid) nosi zapis za levo in desno mejno regijo T-DNA, med kateri skloniramo
gene, ki jih zelimo vnesti v rastlinsko celico. Ve¢ji plazmid (t.i. razorozeni Ti plazmid, ang.
Helper Ti plasmid) vsebuje zapis za vir gene, ki omogocajo prenos T-DNA. Sistem je
omogocil veliko fleksibilnost, lahko manipulacijo (pomnozevanje) binarnih plazmidov v
bakteriji E. coli, obenem pa je omogocal ucinkovito transformacijo rastlinskih celic
(Zambryski in sod., 1983). Prav razvoj binarnih plazmidov je omogocil velik porast v
Stevilu genskih modifikacij rastlin (Banta in Montenegro, 2008).

V letih raziskav, od zacetka vpeljave binarnih plazmidnih vektorjev, je bilo opravljenih
veliko dodatnih izboljSav. Sem sodijo izboljSave funkcij pomnozevanja binarnih plazmidov
v bakteriji E. coli in nadaljnje zmanjSevanje velikosti vektorjev. Pomembna je tudi
vklju¢itev multiplih mest za kloniranje (MCS) v zaporedje plazmida, ki omogoca lahko
rekombinacijo zaporedij DNA in s tem lazjo izdelavo novih plazmidnih vektorjev. Mogo¢
je tudi izbor primernih binarnih plazmidov glede na tip selekcijskega markerja (Hellens in
sod., 2000). Za izraZanje transgenov, veliko plazmidnih vektorjev vsebuje konstitutivni
promotor CaMV 35S iz mozainega virusa cvetaCe, Ceprav se za transformacije
enokali¢nic in tkivno specificno izrazanje, uporabljajo drugacni promotorji (Banta in
Montenegro, 2008).

2.1.4 Vnos genov z bakterijo Agrobacterium tumefaciens
Bakterija A. tumefaciens divjega tipa je talna, po Gramu negativna fitopatogena bakterija,

ki okuZuje ranjeno tkivo pri dvokali¢nicah in na poSkodovanem mestu povzroci nastanek
rakaste tvorbe oz. tumorja. Bakterija A. tumefaciens ima naravno sposobnost prenosa
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genetskega materiala med bakterijo in rastlino, kar povzro¢i spremembe dela rastlinskega
tkiva, ki nato opravlja sintezo spojin, ki jih uporablja bakterija. Prenos DNA v rastlinsko
celico omogoca genska informacija, zapisana na Ti-plazmidu (200 — 800 kbp). Divji tip
(wt) Ti-plazmida (ang. »Tumor-inducing«) nosi zapis za razne virulentne gene (vir), ki so
pomembni za prenos genske informacije iz bakterije v rastlinski genom, gene za
katabolizem opinov in posebno zaporedje DNA, ki se prenese v rastlinsko celico in
integrira v genom gostitelja (T-DNA). To zaporedje vsebuje zapise za onkogene gene
(onc), katerih ekspresija povzro¢i povecanje izrazanja endogenih rastnih regulatorjev
(rastlinskih hormonov avksinov in citokininov) in s tem nastanek tumorja na rastlini. wt T-
DNA prav tako vsebuje gene, Ki nosijo zapis za sintezo opinov. Ti sekundarni metaboliti se
izrazajo v tumorskem tkivu in predstavljajo specifi¢en vir ogljika, dusika in energije za
celice bakterij Agrobacterium, saj jih rastlina ne more presnavljati (Zel, 1996).

Geni za virulenco (vir), ki se nahajajo v vir regiji na Ti-plazmidu ter kromosomski
virulentni geni (chv), uravnavajo prenos in vkljucitev T-DNA v rastlinsko celico. Priblizno
35 vir genov je organiziranih v 7 operonov — virA, virB, virC, virD, VirE, virF in virG.
Poleg tega na proces prenosa in vkljucitve T-DNA vplivajo Se razlini proteini gostitelja,
saj bakterija Agrobacterium izrabi obstojece celi¢ne procese gostitelja, kot so mehanizmi
prenosa DNA in proteinov, taréne proteolize in popravljanja poSkodb DNA, da izvrsi
uspesno integracijo T-DNA v rastlinski genom (Hellens in sod., 2000; Gelvin, 2003; Tzfira
in Citovsky, 2008; Zhou in sod., 2013).

2.2  ORANZNI KRINKAR

Oranzni krinkar (Mimulus aurantiacus Curtis) in ostale predstavnike rodu Mimulus
uvrS¢amo v druzino primovk (Phrymaceae, predhodno Scrophulariaceae), red Lamiales.
Rod vkljucuje okoli 100 razli¢nih vrst iz severne Amerike, Cila, vzhodne Azije, severne
Afrike, Nove Zelandije in Avstralije. Splosne znacilnosti rastlin iz rodu: stebla gladka do
dlakava in navadno pokon¢ne rasti, listi veinoma nameséeni nasprotno na steblu, dva
nasprotna lista iz istega kolenca (nodija) lahko zras¢ena skupaj, listi so celi, enostavne
oblike, lahko nazobcani, barva listov zelena z razliénimi odtenki rdece. Socvetja sO
racemozna 0z. grozdasta, navadno 2 cvetova na zalistje. Cvetovi se pojavijo kleistogamno,
cvetno odevalo (periant) navadno zeleno in sestavljeno iz 5 Cas$nih listov, ki tvorijo
podaljSano cev. Vencni listi sestavljajo neZzen venec, razpon barv od bele do rdece,
kostanjeve, vijoliCaste in zlatorumene, spodnja ustna pri vznozju nabrekla. Prasnice
razprte, 2 plodnici, aksilarna ali parietalna placentacija, brazda pesti¢a navadno splos¢ena.
Plod navadno ovalen do vretenast (fuziformen), ¢e podolgovat, ukrivljen navzgor, bolj ali
manj krhek, kapsula lokulicidna na konici (sicer trdna, nedehiscentna), 1 — 2 prekata.
Seme: $teviléno, navadno < 1 mm, ovalno, ve¢inoma rumeno do temno rjavo (Thompson,
2012).
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Mimulus aurantiacus

Slika 1: OranZni krinkar (M. aurantiacus); (a) sploSen oris (Thompson, 2012), (b) rastlina v svojem
naravnem habitatu (York Design Group, 2011) in (c) mnoge tudi komercialno dostopne barvne kombinacije
cvetov (SGWA, 2013; Santa Monica Mountains, 2004; Mead, 2011)

Rastlina Mimulus aurantiacus Curtis (Slika 1) je pokonéno razras¢ajo¢ polgrm do grm, ki
naravno uspeva v jugozahodni severni Ameriki, natan¢neje v jugozahodnem Oregonu in
vecini Kalifornije. V svojem naravnem habitatu je rastlina trajnica, ki doseze visino do 150
cm. Narecno ime (ang. »bush monkey-flower«) je rastlina dobila po svojih znacilnih
»opi¢jih« cvetovih, medtem ko lahko latinsko rodovno poimenovanje »Mimulus,
dobesedno prevedemo kot »mali pantomimik«, kar se v slovenskem poimenovanju izrazi
kot »krinkar«. Vrstno poimenovanje »aurantiacus« je specifi¢ni epitet, ki opisuje rumene
do temno oranzne vencne liste, ki so pogosta lastnost vrste in se v slovenskem
poimenovanju izrazi kot okrasni pridevek »oranzni«. Stebla so navadno gladka do
dlakasta. Listi so navadno enostavni, nasprotno namesceni na vsakem kolencu po dva,
dolzina v razponu 10 — 88 mm, listi so suli¢aste ali ovalne oblike z robovi zavihanimi
navzdol. Barva listov je unifomno zelena, spodnja ploskev svetlejsa kot zgornja. Zgornja
ploskev je gladka, spodnja ploskev pa navadno lepljiva. Na 3 — 30 mm dolgem cvetnem
peclju se razvijejo dvospolni cvetovi cevaste oblike. Pet ven¢nih listov, dolgih 17 — 46
mm, je zras¢enih skupaj. Venec je navadno razli¢nih odtenkov rumene, oranzne do rdece
barve. Vrat cveta dosega dolzine 25 — 57 mm. Znaéilna je parietalna placentacija. Cas
cvetenja je v naravnem habitatu od marca do junija. Plod dosega velikosti 13 — 25 mm,
kapsula se cepi v zgornjem vrhu. Stevilo kromosomov je 2n = 20, naravne populacije se
prosto krizajo med sabo, znacilen je pojav medsortnih hibridov (Thompson, 2012).
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2.2.1 Rastlina Mimulus aurantiacus kot modelni organizem

Rod Mimulus postaja v zadnjih letih modelni sistem evolucijske in ekoloSke funkcionalne
genomike, saj vkljucuje Sirok razpon fenotipske, genomske in ekoloske raznolikosti (Wu in
sod., 2008). Nedavno je bila objavljena prva celotna genomska sekvenca predstavnika rodu
Mimulus, in sicer za rumeni krinkar ali Mimulus guttatus (Mimulus Genome Project, DoE
Joint Genome Institute).

Dosedanje delo z rastlinami M. aurantiacus vkljucuje raziskave molekularnih sprememb,
ki sodelujejo pri prilagoditvenem razhajanju v obarvanosti cvetov. Streisfeld in Kohn
(2005) sta primerjala obseg morfoloske in genetske diferenciacije med geografsko
strukturiranimi rdece in rumeno-cveto¢imi rasami rastlin M. aurantiacus v okrozju San
Diego (juzna Kalifornija, ZDA). Barva cvetov je izkazovala tako mo¢no genetsko osnovo,
kot tudi oster geografski prehod. V relativno ozkem obmocju stika obeh geografskih
populacij, sta zabelezila rastline ¢istih ter meSanih barvnih fenotipov. Jasna razlocitev med
populacijama je nakazovala na dovolj moc¢no selekcijo, ki preprecuje introgresijo barve
cvetov, genskemu toku pri nevtralnih lokusih navkljub. Barva cvetov je tako bolj gensko
pogojena ter manj odvisna od okolice. V kasnej$i raziskavi sta spremljala navade
oprasevalcev teh dveh barvnih ras rastlin M. aurantiacus in ugotovila, da rumeno cvetoce
rastline preferen¢no obiskujejo vesée Hyles lineata (Ertasti mleckar), rdece cvetoce rastline
pa vecinoma opraSujejo kolibriji (Calypte anna, C. costae in Archilochus alexandri), kar
bi lahko pojasnilo oster kontrast med populacijama. Studija je pokazala na majhno vendar
znalilno razliko v prezivetju, rasti in pogostosti obiskov opraSevalcev med rasama, po
recipro¢ni presaditvi rastlin med obmocjema rasti obeh populacij. Rdece cvetoce rastline
so uspevale bolje od rumeno cveto¢ih na obeh obmocjih, prav tako pa so jih pogosteje
obiskovali opraSevalci. Opazanja namigujejo na morebitne dodatne dejavnike, ki podpirajo
ohranjanje populacije rastlin z rumenimi cvetovi (Streisfeld in Kohn, 2007).

Streisfeld in Rausher (2009) sta na istih dveh populacijah potrdila, da razlike v barvah
cvetov rastlin, nastanejo zaradi prisotnosti, oziroma odsotnosti pigmentov antocianinov.
Do tkivno specifi¢nih razlik v proizvodnji pigmentov pride zaradi koordinirane regulacije
treh genov antocianinske metabolne poti. Rezultati kaZejo na prilagodljivo naravo
spremembe v barvah cvetov ter na genetsko osnovo takSnih sprememb, saj mutacije
vplivajo na izrazanje antocianinskih strukturnih genov. Streisfeld in sod. (2013) so dalje
dokazali, da cis-regulatorna mutacija pri transkripcijskem faktorju R2R3-MYB povzroci
razlikovalno regulacijo encimov v antocianinski biosintetski poti in je glavni povzrocitelj
razlik v obarvanosti cvetov. Raznosmerna selekcija je tako vodila v fiksacijo alternativnih
alelov tega gena med ekotipi, kljub genskemu pretoku pri nevtralnih lokusih.

Delo v sklopu vrste vkljucuje tudi raziskave rastlinskih smol na povrsini listov. Rastline M.
aurantiacus lahko proizvedejo veliko smole, ki lahko doseze 30 % suhe mase listov
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(Lincoln, 1980, cit. po Hare, 2008). Smola je sestavljena iz razli¢nih komponent, ki lahko
na razli¢ne nacine pripomorejo k zaSciti rastline. Smola preprecuje razvoj in prezivetje
licinke metulja Euphydryas chalcedona, ki je primarni $kodljivec rastline, prav tako pa
S¢iti rastlino pred poSkodbami zaradi UV svetlobe in pomaga pri uravnavanju izgube vode
med su$nimi obdobji. Komponente, ki tvorijo smolo pri rastlinah M. aurantiacus, so Si
med sabo sorodni geranilflavanoni s terpenoidno stransko verigo. Na flavonsko jedro se
glede na razlicice spojin, vezejo hidroksilne in metoksilne skupine (Lincoln in Walla 1986,
cit. po Hare, 2002b). Hare in Borchardt (2002) sta dalje dolocila strukturo geranil-a-pirona,
ki je ena od sestavin smole. Hare (2002a) je pokazal, da proizvodnja smole varira glede na
spremembe letnih Casov ter, da je genetsko pogojena lastnost (Hare, 2002b). Proizvodnja
smole je dalje pogojena tudi z interakcijo okolja z genotipom rastlin (Han in Lincoln,
1997).

Rastlina M. aurantiacus je bila vklju¢ena tudi v razvoj metod proizvodnje haploidov.
Pridobivanje haploidov je pomembno za namene Zlahtnjenja rastlin, prav tako tudi za razne
genetske Studije. Murovec in sod. (2007) so za namene testiranja homozigotnosti, razvili
kodominantni mikrosatelitni marker Mim-top6B, ki izkazuje visoko stopnjo polimorfnosti
pri rastlinah Mimulus spp. Murovec in Bohanec (2013) sta kasneje razvila uspesno metodo
indukcije haploidov pri rastlinah M. aurantiacus z obsevanjem peloda z gama zarki in za
testiranje izvora regenerantov, razvila nov mikrosatelitni marker Mim-A.

Adventivna regeneracija poganjkov iz izseCkov v in vitro okolju, je bistven predpogoj za
osnovanje protokola genskih transformacij. Murovec in sod. (2010) so za rastline M.
aurantiacus postavili sistem adventivne regeneracije poganjkov iz internodijev ter listnih
izseCkov. V $§tudiji so preizkusali vpliv razliénih koncentracij 1-naftalenocetne Kkisline
(NAA) (0.0, 0.1 in 0.5 mg I™") ter tidiazurona (TDZ) (0.5, 1, 2.5 in 5 mg I") na uspeh
adventivne regeneracije poganjkov na trdnem gojiS€u, osnovanem na MS. Optimalna
koncentracija rastlinskih hormonov je bila 0.5 NAA in 2.5 TDZ (mg I™") za listne izsetke
ter 0.1 NAA in 1.0 TDZ (mg I"") za internodije. Pri teh kombinacijah koncentracij
hormonov so zabelezili do 100 % odzivnost izseckov In pri uspesnosti tvorbe globularnih
zasnov ter kasneje poganjkov.

Da bi bilo mogoce dalje izkorisc¢ati rastlino M. aurantiacus kot modelni sistem za genetske
Studije ali v okviru Zlahtniteljskih prizadevanj, je potrebno razviti zanesljiv sistem za
genske transformacije. Uspesno in planta transformacijo dveh sestrskih vrstah iz rodu
Mimulus (M. lewisii in M. cardinalis), so nedavno uporabili v $tudiji genetike
reproduktivne izolacije, do katere pride zaradi delovanja oprasevalca (Yuan in sod., 2013).
Glede na nase informacije, do sedaj ni bilo objav o uspesni in vitro transformaciji katere od
vrst iz rodu Mimulus.
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Postavitev protokola za transformacijo rastlin M. aurantiacus je le ena od potencialnih
nalog za uveljavitev rodu Mimulus kot modelnega sistema evolucijske in ekoloske
funkcionalne genomike. Wu in sod. (2008) v tem oziru definirajo Se mnoge druge cilje. V
zadnjih letih je bilo mogoce opaziti napredek v identifikaciji QTL-ov, Ki podpirajo
ekolosko pomembne lastnosti ter v razvoju genomskih virov, kar bo omogocilo raz¢lenitev
genov, ki dolocCajo variacijo preucevanih lastnosti. Da bi na koncu dosegli tako visoko
raven razumevanja modelnega sistema — identifikacijo kandidatnih genov ter razumevanje
njihovega molekularnega in ckoloskega pomena — je potreben nadaljnji razvoj
eksperimentalnih tehnologij in protokolov ter bioinformacijskih virov. Prioriteto
predstavlja razvoj za eksperimentalno validacijo kandidatnih genov, ki vkljucuje
metodologije transformacije in RNA interference. Ucinkovit protokol transformacije bo
dalje omogocal razvoj knjiznic T-DNA insercijskih mutant za Studije genske funkcije.
Mogo¢ je tudi razvoj mikromrez za rod Mimulus, ki bi izboljSale zmozZnost razumevanja
vzorcev genske ekspresije in vpliva le — te na adaptacijo in speciacijo, mikromreze bi prav
tako sluzile kot orodje za gensko mapiranje pri vi§ji resoluciji. Pomembno je tudi
preucevanje vzorcev raznolikosti nukleotidnega zaporedja med in znotraj vrst rastlin
Mimulus. Te informacije so uporabne pri preuc¢evanju strukture populacij, evolucijske
zgodovine vrst in za oceno vpliva selekcije ter demografije na ekolosko pomembne
kandidatne gene (identificirane s genskim Kartiranjem in pozicijskim kloniranjem).
Tovrstne Studije bi lahko priskrbele informacije o vzorcih in pogostosti sorodstvenih
neravnotezjih znotraj vrste (Wu in sod., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

Na sliki 2 je predstavljen poenostavljen redosled dela v sklopu vzpostavitve in optimizacije
protokola za transformacijo rastlin M. aurantiacus. Natan¢ne informacije o posameznih
stopnjah so opisane v nadaljnjih podpoglavjih.

bakterije A. tumefaciens

. seme rastlin M. aurantiacus = LBA4404 ali EHA105
= g
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Slika 2: Poenostavljen prikaz dela v okviru vzpostavitve in optimizacije protokola za transformacijo rastlin
M. aurantiacus.
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31  GOJISCA
3.1.1 Rastlinska gojisca

Trdna gojis¢a za gojenje rastlin M. aurantiacus so bila osnovana na podlagi meSanice
makro- in mikroelementov po Murashige in Skoog-u (MS) (1962) (Priloga A). Za pripravo
g0jis¢, smo uporabljali komercialni meSanici MS z dodanimi vitamini ali brez njih
(Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Nizozemska), katerima smo dodali ogljikove hidrate
ter primerne rastlinske hormone in vse skupaj raztopili v bidestilirani vodi (ddH,O)
(Millipore, MA, ZDA) v ¢asi z meSanjem na magnetnem mesalu. Gojis¢u smo umerili
volumen s pomocjo merilne bucke in pH vrednost na 5,8 pred dodatkom agarja (Daishin
agar, Duchefa). Gojis¢a smo sterilizirali z avtoklaviranjem za 20 min pri 121 °C in pritisku
1,13 bar. Termolabilne sestavine (ve¢inoma antibiotiki) smo v gojisce sterilno dodali po
avtoklaviranju pred razlivajem v sterilne petrijevke (Sterilin®, Cambridge, VB).
Pripravljena gojis¢a smo do uporabe shranjevali v hladilniku pri 4 °C v sterilni embalaZi.

MSSE gojisce za kalitev semen:

MS osnovno gojisce z vitamini (M 0222.; Duchefa) 4,405 g 1™
kazeinhidrolizat (Sigma, St. Louis, ZDA) 059l
saharoza (Duchefa) 4091t
agar (Duchefa) 8glt

pH 5,8

RM-BAP gojisce za adventivno regeneracijo:
MS osnovno gojisce brez vitaminov (M 0221.; Duchefa) 4,302 g 1™

mio-inozitol (Sigma) 01gl*
tiamin (Sigma) 2mgI?
piridoksin (Sigma) 1mgl?
nikotinska kislina (Sigma) 1mgl?
6-benzilaminopurin (BAP) (Sigma) 1mgl?
1-naftalenocetna kislina (NAA) (Sigma) 05mg ™
saharoza 309t
agar 8gl!
pH 5,8
RM-ZEA gojisce za adventivno regeneracijo:
MS osnovno gojisce brez vitaminov 43029l
mio-inozitol 01gl?
tiamin 2mg I*
piridoksin 1mgl?

nikotinska kislina 1mgl*
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zeatin (Duchefa) 1mgl?
NAA 05mgl*t
saharoza 3091
agar 8gl*
pH 5,8
RM-TDZ gojisce za adventivno regeneracijo:
MS osnovno gojisce brez vitaminov 4302 ¢gl1*
mio-inozitol 01glt
tiamin 2mg I*
piridoksin 1mgl*
nikotinska kislina 1mgl?
tidiazuron (TDZ) (Duchefa) 1mgl?
NAA 05mgl*
saharoza 30g It
agar 8glt
pH 58
EM-BAP gojisce za elongacijo in mikropropagacijo:
MS osnovno gojis¢e z vitamini 4,405 ¢ 1™
BAP 01mgl*
indol-3-ocetna kislina (IAA) (Duchefa) 01mgl*
saharoza 309t
agar 8gl!
pH 58
EM-ZEA gojisce za elongacijo in mikropropagacijo:
MS osnovno gojisce z vitamini 4,405¢g 1™
zeatin 01mgl*
IAA 01mgl*
saharoza 309t
agar 8gl*
pH 5,8
EM-TDZ gojisc¢e za elongacijo in mikropropagacijo:
MS osnovno gojis¢e z vitamini 4,405 g I*
TDZ 01mgl*
IAA 01mgl*
saharoza 309t
agar 8gl*
pH 58
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3.1.2 Bakterijska gojisc¢a

Tudi za pripravo bakterijskih gojis¢, smo najprej natehtali sestavine, raztopili v ddH,O in z
agarja. Gojis¢a smo sterilizirali z avtoklaviranjem za 20 min pri 121 °C in pritisku 1,13
bar. Antibiotike smo v goji$¢e sterilno dodali po avtoklaviranju pred razlivanjem v sterilne
petrijevke (v primeru trdnih goji§¢) ali pred zacetkom namnoZevanja bakterij v
erlenmajericah (v primeru tekocih gojisc).

YM gojisce za elektroporativne celice bakterij A. tumefaciens:

kvasni ekstrakt (Sigma) 049l
manitol (Duchefa) 10g1*
NaCl (Duchefa) 01gl?
MgSO4 x 7TH,0 (Merck, Darmstadt, Nemcija) 02gl*
K2HPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaska) 0,38 ¢ It
agar 8glt
pH 7,0

YEB tekoce gojis¢e za namnozevanje bakterij A. tumefaciens:

saharoza 591t
Pepton (Sigma) 591t
goveji ekstrakt (Sigma) 591t
kvasni ekstrakt 1glt
MgSO, x 7H,0 1gl*
acetosiringon (AS) (Sigma) ? 200 uM
pH 7,0

% dodatek po avtoklaviranju, pred namnozevanjem bakterij A. tumefaciens

%2> MS tekoce gojisce za transformacijo:

MS osnovno gojis¢e brez vitaminov 2,151 ¢g 1"
saharoza 10g1*
AS® 200 uM
pH 7,0

b dodatek po avtoklaviranju, pred resuspendiranjem bakterij A. tumefaciens
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3.2 RASTLINSKI MATERIAL
3.2.1 Sterilizacija in kalitev semen

Semena oranznega krinkarja (M. aurantiacus Curtis) (Stover Seed Company, Los Angeles,
ZDA) smo pred kalitvijo v in vitro kulturi povrsinsko sterilizirali z namakanjem v 1,67 %
raztopini dikloroizocianurne kisline natrijeve soli (DICA) (Sigma) z dodatkom 3 kapljic
detergenta Tween® 20 (Sigma) za 15 min v sterilnih 50 ml plastiénih centrifugirkah
(Sterilin®). Po sterilizaciji smo semena v razkuzilu centrifugirali pri 5.000 obr. min™ za 5
min (centrifuga Beckman J2-HS, rotor JA-20), da smo lazje odpipetirali razkuzilo.
Semenom smo dolili sterilno ddH,O ter jih ob ob¢asnem mesanju spirali 3 minute, sledilo
je ponovno centrifugiranje ter zamenjava vode. Spiranje z ddH,O smo ponovili $e dvakrat.
Po zadnjem spiranju smo iz centrifugirke odlili priblizno 2/3 ddH,0 ter preostanek odlili v
sterilne 90 mm petrijevke (Corning, New York, ZDA) v katere smo predhodno polozili
sterilne filtrske papirje. Petrijevke smo inkubirali v rastni komori za 3 dni in nato v
brezprasni komori asepticno odbrali polna semena ter jih prenesli na trdno gojis¢e za
kalitev semen (MSSE). Petrijevke s semeni smo ponovno postavili v rastno komoro.

3.2.2 Gojenje rastlin v rastni komori in priprava izse¢kov

Rastlinski material smo gojili v rastni komori kapacitete 600 litrov pri naslednjih pogojih:
T=23 = 1 °C, fotoperioda: 16 h svetloba / 8 h tema, osvetlitev 40 pmol m? s? (pretok
fotonov). V poskusih transformacij smo uporabljali tri tipe rastlinskih izseckov: hipokotile,
listne izsecke in petiole. Te smo pridobivali iz razli¢nih delov rastlin v razli¢nih razvojnih
stopnjah in z razlicnim regeneracijskim potencialom. Za pridobivanje hipokotilov, smo 14
dnevnim sejancem, ki so vzklili in vitro, izrezali 1 cm predel hipokotila med kli¢nimi listi
in koreninskim vratom. Pri rezu hipokotilov smo pazili, da ne izrezemo delov apikalnega
meristema, saj bi s tem povecali moznost razvoja regenerantov iz apikalnega meristema.
Za vzpostavitev in vitro kulture netransformiranih rastlin M. aurantiacus, katere smo
uporabljali v poskusih transformacije listnih izse¢kov in petiol, pa smo pocakali, da sejanci
razvijejo prve prave liste. Takrat smo rastline v asepti¢nih razmerah s sterilnim skalpelom
odrezali na spodnjem delu hipokotila in dobljeni apikalni vrSi¢ek prestavili v vecje
plasticne posodice Microbox OV80 (Combiness, Nazareth, Belgija) na trdno gojisce za
mikropropagacijo in elongacijo (EM-BAP). Te rastline smo subkultivirali vsakih 8 tednov
za namen ohranjanja in vitro kulture netransformiranih rastlin M. aurantiacus. Ko so
rastline zrasle priblizno 7 cm in razvile stranske (aksilarne) poganjke, Smo iz listov rastlin s
sterilnim skalpelom v asepti¢nih pogojih izrezali listne izsecke kvadratne oblike, povrsine
~ 0,5 cm? (stranice ~ 7 mm). Za pridobivanje petiol, smo asepti¢no zarezali listni pecelj ob
steblu, vendar smo pri tem pazili, da ne zajamemo celic aksilarnega meristema zalistnega
brsta. Listno ploskev smo zarezali pravokotno glede na rast peclja, priblizno 3 mm za
listnim pecljem.
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3.3 ADVENTIVNA REGENERACIJA RASTLIN
3.3.1 Regeneracijski potencial razli¢nih tipov izseckov

Uspesnost adventivne regeneracije listnih izseCkov, petiol in hipokotilov smo testirali z
namenom vrednotenja odzivnosti in regeneracijskega potenciala razli¢nih tipov izseckov
na gojis¢u RM-BAP. Informacije smo uporabili za oceno primernosti gojis¢a za poskuse
transformacije. Poskus smo opravili v Sestih ponovitvah za vsak tip izsecka. Celokupno
smo testirali 150 listnih izseCkov, 120 petiol in 135 hipokotilov. Uspesnost adventivne
regeneracije smo spremljali s S$tetjem odzivnih izseCkov po 6 tednih regeneracije.
Odzivnost posameznih tipov izseckov smo predstavili tudi kot delez odzivnih izseckov,
katerega povpre€je ponovitev za posamezen tip izseCka, smo opremili z izraCunom
standardne napake aritmeti¢ne sredine (S.E.). Z izracunom S.E. smo Zeleli ovrednotiti
doslednost rezultatov odzivnosti posameznih tipov izse¢kov med ponovitvami poskusa.
S.E. smo izracunali po enacbi 1, pri ¢emer oznake pomenijo: (o) standardni odklon
aritmeticne sredine in (N) Stevilo ponovitev meritev.

S.E.= viw ..(1)

Rezultatom povprecij odzivnosti izseCkov smo izracunali Se koeficient variacije (KV) in ga
izrazili v odstotkih. KV je relativna mera nestanovitnosti in kaze koliko odstotkov
vrednosti aritmeticne sredine spremenljivke predstavlja vrednost standardnega odklona.
KV smo izracunali po enacbi 2, kjer oznake pomenijo: (o) standardni odklon aritmeti¢ne
sredine in (X) vrednost aritmeti¢ne sredine odzivnosti izseckov.

KV = % x 100 [%)] .(2)

Rezultate smo dalje statisticno obdelali z analizo variance (enosmerna ANOVA) in Tukey-
evim testom mnogoterih primerjav (HSD; Honestly Significant Difference), z uporabo
funkcij »aov« in »HSD.test« (Steel in sod., 1997), statisti¢nega racunalnisSkega programa R
(R Core Team, 2013). Pred izvedbo omenjenih analiz, smo preverili domnevo o
homogenosti variance z Levene-ovim testom (Levene, 1960; funkcija »levene.test«:
Gastwirth in sod., 2009).

3.3.2 Obcutljivost razli¢nih tipov izseCkov na selekcijski antibiotik

S poskusi obcutljivosti razlicnih tipov netransformiranih izseckov na narascajoce
koncentracije selekcijskega antibiotika higromicina B, smo iskali najnizje ucinkovite
koncentracije antibiotika za posamezen tip izseCkov, katere smo nato uporabili za
rastlinsko selekcijo v poskusih transformacije. Delovne koncentracije antibiotika smo
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izbrali z ugotavljanjem minimalne ucinkovite koncentracije antibiotika, pri kateri izsecki
tudi po 5 tednih trajanja poskusa, niso razvili globularnega tkiva in / ali poganjkov. V ta
namen smo testirali ob¢utljivost listnih izseCkov, petiol in hipokotilov na 5, 10, 20 in 50
koncentraciji antibiotika. V' poskusih smo belezili uspesnost delovanja antibiotika s Stetjem
odzivnih izse¢kov in razvrS¢anjem le—teh glede na obseg regeneracije globularnega tkiva
in poganjkov iz izseckov. Regenerante smo razvrstili v tri razli¢ne razrede, kot v primeru
Murovec in sod. (2010).

Testirali smo tudi obc¢utljivost poganjkov, ki smo jih pridobili iz netransformiranih rastlin
M. aurantiacus in jih subkultivirali na gojiséa EM-BAP z 0, 10, 20 in 50 mg I*
higromicina B. Skupno smo spremljali po 24 poganjkov pri vsaki koncentraciji antibiotika.
V poskusu smo belezili ¢as, ki je bil potreben za odmrtje vseh poganjkov, glede na razli¢ne
koncentracije antibiotika.

34 PLAZMIDI
3.4.1 Plazmid pPCAMBIA1301

Binarni plazmid pCAMBIA1301 (Cambia, Camberra, Avstralija) je 11,8 kb velik plazmid,
osnovan na ogrodju pPZP vektorjev (Hajdukiewicz in sod., 1994). Plazmid se namnozuje v
visokem S$tevilu kopij med koloniranjem v bakteriji E. coli. Regiji rep in sta, ki izhajata iz
plazmida pVS1, omogocata stabilno izrazanje v bakterijah Agrobacterium, tudi pri gojenju
pri neselektivnih pogojih. Plazmid vsebuje lacZa zaporedje s pUCI8 polilinkerjem.
Plazmid prav tako vsebuje gen za bakterijsko selekcijo nptll, ki dolo¢a odpornost na
antibiotik kanamicin in omogoca selekcijo transformiranih bakterij med namnozevanjem.
Plazmid v svoji T-DNA regiji vsebuje zaporedje za reporterski gen gusA (uidA), ki sluzi
za prepoznavanje transformiranih rastlin, ter hptIl gen, ki omogoca rastlinsko selekcijo na
podlagi odpornosti na antibiotik higromicin B. Izrazanje reporterskega in rezisten¢nega
gena uravnava Kkonstitutivni promotor CaMV 35S iz mozai¢nega virusa cvetace.
Funkcionalni gusA gen vsebuje mutacijo N358Q, ki onemogoca N-vezano glikozilacijo,
saj tovrstne posttranslacijske modifikacije lahko bistveno zmanj$ajo aktivnost GUS
(lturriaga in sod., 1989). Zaporedje gusA gena prav tako vsebuje intron iz ricinusove
katalaze, ki zagotavlja izrazanje GUS v evkariontskih celicah in preprecuje izrazanje v
prokariontih kot je bakterija A. tumefaciens, ki bi povzrocile lazno pozitivne rezultate
(Ohta in sod., 1990; Tanaka in sod., 1990). Shema pCAMBIA1301 z oznacenimi elementi
in restrikcijskimi mesti je prikazana na sliki 3.
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Slika 3: Binarni plazmid pCAMBIA1301 s prikazanimi sestavnimi elementi: (CaMV 35S) promotor iz
mozainega virusa cvetage; (catl) intron iz ricinusove katalaze; (GUS) zaporedje gusA gena za B-
glukuronidazo; (6xHis) zaporedje polihistidinske afinitetne oznake; (NOS terminator) zakljuéevalno
zaporedje nopalinske sintaze; (RB T-DNA repeat) zaporedje desne mejne sekvence T-DNA,; (pVS1 StaA)
zaporedje gena, ki kodira za protein StaA, ki stimulira stabilnost plazmida v bakterijah Agrobacterium;
(pVS1 RepA) zaporedje gena, ki kodira za protein RepA, ki stimulira podvojevanje plazmida v bakterijah
Agrobacterium; (bom) regija, ki omogo¢a mobilnost plazmida med konjugacijo (ang. basis of mobility); (ori)
mesto zaetka podvojevanja plazmida; (KanR) zaporedje nptll gena za aminoglikozidno transferazo; (LB T-
DNA repeat) zaporedje leve mejne sekvence T-DNA; (CaMV poly(A) signal) poliadenilacijsko signalno
zaporedje iz mozai¢nega virusa cvetaCe; (HygR) zaporedje hptll gena za higromicin B fosfotransferazo;
(MCS) multiplo mesto za kloniranje. Slika prikazuje Se mesto delovanja restrikcijskega encima Hindlll in
mesta naleganja parov zacetnih oligonukleotidov (gusA-F, gusA-R, R-bor-F, R-bor-R, L-bor-F, L-bor-R,
hptll-F, hptll-R). Slika je bila ustvarjena s programskim orodjem SnapGene® Viewer (GSL Biotech LLC,
Chicago, ZDA), DNA zaporedje pa pridobljeno iz NCBI.

3.4.2 Plazmida pCAMBIA1302-EGFP in pPCAMBIA1302-ZsGreen

Binarni plazmid pCAMBIA1302 (Cambia) je razli€ica plazmida pCAMBIA1301 in se od
predhodnika razlikuje le v razli¢cnem reporterskem genu. Pri prvotnem pCAMBIA1302 je
namesto gena gusA vgrajen gen mgfp5, ki kodira za svetlejSo in termostabilno razli¢ico
zelenega fluorescentnega proteina (GFP) iz meduze Aequoria victoria (Siemering in sod.,
1996). Za studije transformacije rastlin M. aurantiacus, so v podjetju GenScript Inc. (New
Jersey, ZDA) izdelali binarna plazmida pCAMBIAL1302-EGFP (Slika 4) in
pCAMBIA1302-ZsGreen (Slika 5), tako da so gen mgfp5 zamenjali bodisi z EGFP, bodisi
z ZsGreen. Gen EGFP kodira fluorescentni protein EGFP, ki je optimizirana razli¢ica
divjega (wt) GFP, saj je priblizno 100- krat svetlejSi in ucinkovitejSi pri zvijanju
aminokislinskega zaporedja proteina (Cormack in sod., 1996). Gen ZsGreen (predhodno
ZFP506) kodira zeleni fluorescentni protein ZsGreen in izvira iz nebioluminescentne
korale iz rodu Zoanthus (Matz in sod., 1999).
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Slika 4: Binarni plazmid pCAMBIA1302-EGFP s prikazanimi sestavnimi elementi. Elementi: CaMV 35S
promoter, NOS terminator, RB T-DNA repeat, pVS1 StaA, pVS1 RepA, bom, ori, KanR, RB T-DNA repeat,
CaMV poly(A) signal, HygR in MCS so enaki, kot pri pPCAMBIA1301. (EGFP) je zaporedje gena za EGFP.
prikazuje $e mesto delovanja restrikcijskega encima HindIIl in mesta naleganja parov zacetnih
oligonukleotidov (egfp-F, egfp-R, R-bor-F, R-bor-R, L-bor-F, L-bor-R, hptll-F, hptll-R). Slika je bila
ustvarjena s programskim orodjem SnapGene® Viewer, DNA zaporedie pa pridobljeno iz NCBI.
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Slika 5: Binarni plazmid pPCAMBIA1302-ZsGreen s prikazanimi sestavnimi elementi. Elementi CaMV 35S
promoter, NOS terminator, RB T-DNA repeat, pVS1 StaA, pVS1 RepA, bom, ori, KanR, RB T-DNA repeat,
CaMV poly(A) signal, HygR in MCS so enaki, kot pri pPCAMBIA1301. (ZsGreen) je zaporedje gena za
ZsGreen. prikazuje $e mesto delovanja restrikcijskega encima HindIIl in mesta naleganja parov zacetnih
oligonukleotidov (ZsGreen-F, ZsGreen-R, R-bor-F, R-bor-R, L-bor-F, L-bor-R, hptll-F, hptll-R). Slika je
bila ustvarjena s programskim orodjem SnapGene® Viewer, DNA zaporedje pa pridobljeno iz NCBI.

3.5 BAKTERUE

Glede na predhodne dolgoletne pozitivne izkusnje, smo za poskuse transformacije izbrali
bakterije Agrobacterium tumefaciens seva LBA4404 (Invitrogen, Carlsbad, ZDA) in
EHAL05.

V celice bakterij A. tumefaciens LBA4404 je mogoce vstavljati poljubne plazmidne
konstrukte s postopkom elektroporacije, kateremu je sev tudi prilagojen. Sev LBA4404
izhaja iz kromosomskega ozadja Achb. Izvor Ti-plazmida je pTiAchb5, Ki je v primeru seva
LBA4404 razorozen, saj vsebuje le vir in ori regijo Ti-plazmida (Hoekema in sod., 1983).
Glede na katabolizem opinov divjega tipa seva bakterije A. tumefaciens, uvrs¢amo sev
LBA4404 med oktopinski tip. Selekcijski gen rif na kromosomu dolo¢a odpornost seva na
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antibiotik rifampicin, selekcijski gen strep na Ti-plazmidu pa odpornost na streptomicin
(Lee in Gelvin, 2008; Hellens in sod., 2000).

Tudi v bakterijske celice A. tumefaciens EHA105 je mogoce vstavljati poljubne plazmidne
konstrukte s postopkom elektroporacije. Sev EHA105 izhaja iz kromosomskega ozadja
C58. lzvorni Ti-plazmid je pTiBo542, ki je v EHA105 razorozen in vsebuje le vir in ori
regijo (Hood in sod., 1993). Glede na katabolizem opinov divjega tipa seva bakterije A.
tumefaciens, uvrscamo sev EHA105 med sukcinamopinski tip. Selekcijski gen rif na
kromosomu dolo¢a odpornost seva na antibiotik rifampicin, Ti-plazmid ne vsebuje
selekcijskih markerjev odpornosti na antibiotike (Lee in Gelvin, 2008; Hellens in sod.,
2000).

3.5.1 Priprava kompetentnih celic bakterij A. tumefaciens za elektroporacijo

Pred elektroporacijo Zeljenih plazmidnih konstruktov v bakterije A. tumefaciens, smo
»prazne« bakterije, shranjene v zamrzovalniku na -80 °C, odtajali na ledu in odpipetirali
100 pl bakterijske suspenzije v 100 ml tekocega gojis¢a YEB, predhodno ogretega na 28
°C. Bakterije smo gojili ¢ez no¢ v termostatiranem stresalniku WB30-STE (Kambic,
Semi, Slovenija) pri 28 °C in 130 stresljajih min™, dokler niso dosegle opti¢ne gostote
bakterijskih celic v gojis€u smo merili s spektrofotometrom (Eppendorf BioPhotometer
RS232C). Kulturo smo nato takoj ohladili na ledu, jo polovico odlili v 50 ml centrifugirko
(Sterilin®) in centrifugirali za 5 min pri 3.000 obr. min™ ter 4 °C. Odlili smo supernatant in
centrifugiranje ponovili Se z drugo polovico kulture, tako da smo bakterijski pelet zdruzili
v isti centrifugirki. Bakterije smo dalje resuspendirali v 25 ml hladne sterilne ddH,O in
centrifugirali pri zgornjih pogojih. Spiranje smo ponovili Se dvakrat in pelet kon¢no
resuspendirali v 400 ul hladne sterilne ddH,O. Glede na kon¢ni volumen bakterijske
suspenzije smo dodali glicerola do kon¢ne koncentracije 10 %, razdelili suspenzijo v 40 ul
alikvote v sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke (Eppendorf, Hamburg, Nemcija), ter shranili
v zamrzovalniku na -80 °C.

3.5.2 Elektroporacija celic bakterij A. tumefaciens LBA4404 in EHA105

Binarne plazmide pCAMBIA 1301, pCAMBIA 1302-EGFP in pPCAMBIA 1302-ZsGreen
smo v kompetentne oz. elektroporativne bakterijske celice vnesli s postopkom
elektroporacije z uporabo elektroporatorja Easyject Prima (Equibio Ltd., Cambridge, VB).
Postopek je osnovan na navodilih proizvajalcev (Equibio Ltd. in Invitrogen).

Kompetentne bakterije shranjene v zamrzovalniku na -80 °C, smo odtajali na ledu in
zmeSali 1 pl Zeljenega plazmida koncentracije do 100 ng ul'l z 20 pl suspenzije
kompetentnih celic bakterij A. tumefaciens. Suspenzijo smo premesali s pipetiranjem in
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pustili celice na ledu za 1 min. MeSanico smo nato odpipetirali v ohlajeno
elektroporacijsko kiveto in preverili, da v teko¢ini ni mehurckov zraka. Hladno kiveto smo
vlozili v elektroporator in suspenzijo elektroporirali pri 2.500 V za 5 ms. V kiveto smo
takoj odpipetirali 1 ml tekoCega gojis¢a YM, ogretega na sobno temperaturo. Suspenzijo
smo v kiveti previdno premesali brez penjenja s pipetiranjem in jo prenesli v 15 ml
centrifugirke (Sterilin®) ter inkubirali v termostatiranem stresalniku za 3 h, pri 30 °C in
225 stres. min™. Po 3 h smo 100 pl suspenzije razmazali s sterilno stekleno ezo na trdno
gojis¢e YM, kateremu so bili dodani ustrezni antibiotiki. Za bakterijsko selekcijo smo v
gojisée dodali 50 mg 1"* rifampicina in / ali 100 mg I™* streptomicina. Za selekcijo glede na
binarne plazmide pCAMBIA1301, 1302-EGFP in pCAMBIA 1302-ZsGreen smo v gojis¢e
dodali se 50 mg I"* kanamicina. Poleg neredene bakterijske suspenzije, smo na selekcijska
gojis¢a razmazali Se 10- in 100- kratne red¢itve, da bi pridobili posamezne kolonije
bakterij. Petijevke smo inkubirali pri 30 °C za 2 — 3 dni.

3.5.3 Shranjevanje bakterij A. tumefaciens z zamrzovanjem

V izogib variabilnosti bakterijskega materiala med ponovitvami poskusov transformacije,
smo pripravili biolosko banko starterskih kultur bakterij A. tumefaciens LBA4404 za vsak
posamezen plazmid. Bakterije smo namnozili iz posameznih kolonij, ki so zrasle na trdnih
neposredno namnozevanje za postopke transfomacije ali vecletno shranjevanje. Izbrane
posamezne kolonije smo asepticno precepili v tekoCe gojis¢e YEB, kateremu smo
predhodno dodali selekcijske antibiotike iz zaloznih raztopin: 50 mg I* rifampicina in / ali
100 mg I* streptomicina ter 50 mg I* kanamicina. Bakterije smo gojili ¢ez no& v
termostatiranem stresalniku pri 28 °C in 130 stres. min™, do pozne eksponencialne faze
rasti, kar smo izmerili spektrofotometri¢no pri OD600 = 0,6. Kulturo smo nato ohladili na
ledu in v alikvotih po 500 pl v plastiénih 1,5 ml mikrocentrifugirkah zmesSali 350 pl
bakterijske suspenzije s 150 ul sterilnega 50 % glicerola. Na ta nacin pripravljene
starterske kulture smo shranili v zamrzovalniku pri -80 °C.

3.6 TRANSFORMACIA RASTLIN M. aurantiacus

En dan pred predvideno transformacijo, smo pripravili rastlinske izsecke, ki smo jih ¢ez
no¢ inokulirali na trdno gojis¢e RM-BAP brez antibiotikov, in nacepili bakterijsko kulturo
A. tumefaciens s primernim plazmidom, tako da smo v 100 ml sterilnega gojis¢a YEB z
antibiotiki in 200 uM AS, v steklenih erlenmajericah kapacitete 300 ml (Schott AG,
Mainz, Nemcija), suspendirali 100 pl Zeljene starterske kulture, ki smo jo odtajali na ledu.
Bakterije smo gojili ez no& v termostatiranem stresalniku pri 28 °C in 130 stres. min™, do
pozne eksponencialne faze rasti pri OD600 = 0,6.
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Ob dosezeni primerni celi¢ni gostoti, smo kulturo iz erlenmajerice asepti¢no razdelili v dve
50 ml plastiéni centrifugirki in centrifugirali za 5 min pri 5.000 obr. min™. Gojis¢e YEB
smo odlili in pelet bakterij prelili z enakim volumnom tekocega gojis¢a ¥2 MS, kateremu
smo dodali 200 uM AS iz zalozne raztopine. Bakterije smo resuspendirali, suspenzijo
odlili v sterilne plasticne 90 mm petrijevke in vanjo polozili rastlinske izsecke. V 50 ml
bakterijske suspenzije smo kokultivirali priblizno 50 izse¢kov za 15 min z ob¢asnim rahlim
mesanjem. Po 15 min kokultivaciji v suspenziji bakterij A. tumefaciens, smo izsecke
zra¢no osusili na sterilnem filterskem papirju in jih prenesli na trdno gojis¢e RM-BAP brez
antibiotikov z dodanim 200 uM acetosiringonom. Petrijevke smo oblepili s parafinskim
filmom (Parafilm®M; Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago, ZDA\) in inkubirali
v temi pri 28 °C za 4 dni.

Po 4 dneh kokultivacije izseCkov s celicami bakterij A. tumefaciens v temi, smo le-te
spirali v raztopini timentina (tikarcilin + Kklavulanska kislina v razmerju 15:1),
koncentracije 200 mg ml™, dvakrat po 5 minut. Po drugem spiranju smo izse¢ke prenesli
na sterilen filterski papir in pocakali da se zra¢no posusijo. Izsecke smo inokulirali na
trdno gojis¢e RM-BAP z dodanima antibiotikoma timentin in higromicina B. Timentin
(150 mg ml™) je sluzil za prepreevanje rasti agrobakterij, ki bi morebiti ostale po spiranju
izseCkov. Higromicin B je omogocal rastlinsko selekcijo gensko spremenjenih celic.
Delovne koncentracije antibiotika v selekcijskem gojisc¢u smo predhodno dolocili s testom
obcutljivosti razliénih netransformiranih izseCkov na higromicin B in izbrali delovno
koncentracijo 20 mg ml™ za petiole in listne izsetke ter 50 mg ml™ za hipokotile. V
posamezno 90 mm petrijevko smo poloZzili 10 izseCkov. Petrijevke smo oblepili s
parafinskim filmom in postavili v rastno komoro na svetlobo in predhodno opisanih
splosnih pogojih za gojenje rastlin M. aurantiacus. Regenerirajoce rastlinsko tkivo smo
subkultivirali na sveze gojis¢e po 4 tednih.

3.7  OPTIMIZACIJA PROTOKOLA TRANSFORMACHIE
3.7.1 Vpliv razli¢nih rastlinskih hormonov na adventivno regeneracijo hipokotilov

Da bi preverili moznost optimizacije potokola transformacije, smo najprej preizkusili
uspesnost adventivne regeneracije hipokotilov v odvisnosti od razliénih koncentracij
avksinov in treh razli¢nih vrst citokininov (BAP, zeatin in TDZ). UspesnejSa regeneracija
na druga¢nem gojis¢u, bi lahko vodila v izboljSano adventivno regeneracijo v poskusih
transformacije. V poskusu smo za vsako vrsto citokinina testirali 4 razlicne koncentracije
(0,5; 1; 2,5 in 5 mg 1) v kombinaciji z dvema koncentracijama avksina NAA (0,1 in 0,5
mg I™"). Vsaka kombinacija koncentracije avksina in citokinina je predstavljaja razli¢no
gojisce. Serije so predstavljale ponovitve poskusa na posameznem gojiscu. Vsa gojisca,
kjer smo testirali razlicne kombinacije posameznega citokinina, pa smo lahko zdruzili v
skupine doloc¢enega citokinina.



26

Susi¢ N. Vzpostavitev in optimizacija protokola za transformacijo oranZnega krinkarja ... z bakterijo A. tumefaciens.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Za spremljanje uspesnosti adventivne regeneracije, smo belezili Stevilo regeneriranih
poganjkov iz posameznega izseCka, mase izseCkov z adventivnimi strukturami in Stevilo
hiperhidriranih poganjkov. Meritve smo izvajali v Sestih ponovitvah (serijah) za vsako
gojisce. Rezultate smo predstavili kot povprecje meritev iz serij posameznega gojisca.
Povpre¢no Stevilo regeneriranih poganjkov iz posameznega izseCka in povpreCne mase
izseCkov z adventivnimi strukturami smo predstavili s standardno napako aritmeti¢ne
sredine (S.E.), katero smo izraunali po enacbi 1 ter z koeficientom variacije (KV),
katerega smo izracunali po enacbi 2.

3.7.2 Poskusi optimizacije transformacije

V poskusih optimizacije protokola transformacije rastlin M. aurantiacus, smo preiskovali
ucinke 2 razlicnih faktorjev oz. sprememb v protokolu, na kon¢no ucinkovitost
transformacije (TE). V poskusih optimizacije transformacije smo varirali en faktor
naenkrat. Faktorja optimizacije sta bila uporaba druga¢nega seva bakterij A. tumefacies
(EHA105), kot vektorja za prenos genskih konstruktov v rastlinske celice, in uporaba
razli¢nih citokininov (zeatin in TDZ) za stimulacijo adventivne regeneracije izseCkov v
poganjke. V ta namen smo po ko-kultivaciji izseckov uporabljali gojis¢a RM-ZEA in EM-
ZEA ali RM-TDZ in EM-TDZ. Natanc¢en opis gojis¢ je v poglavju 3.1.1. Z izjemo
omenjenih faktorjev optimizacije, smo ostale postopke v poskusih transformacije opravili,
kot je opisano v poglavju 3.6. V poskusih optimizacije z bakterijami A. tumefacies
EHA105 smo uporabili hipokotile, v poskusih optimizacije gojis¢ pa smo uporabljali
hipokotile in petiole.

3.8 TESTIRANIJE IZRAZANJA TRANSGENOV
3.8.1 Histokemié¢ni B-glukuronidazni (GUS) test

Za testiranje smo uporabili zelene, normalno razvite regenerirane poganjke rastlin M.
aurantiacus, transformirane z bakterijo A. tumefaciens-pCAMBIA1301. Za negativno
kontrolo smo uporabili netransformirane rastline iz tkivne kulture.

Histokemi¢ni GUS test smo izvajali po prirejenem protokolu Jefferson-a in sod. (1987). S
testom dolocamo izrazanje gena gusA, glede na aktivnost encima B-glukuronidaze (GUS),
ki ga gen kodira. Encim B-glukuronidaza razgrajuje substrat X-GIcA (5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-glukuronska kislina; Duchefa), poznan tudi pod imenom X-Gluc, v brezbarvno
glukoronsko kislino in brezbarven vodotopen indoksilni derivat (5-bromo-4-kloro-3-
indolil). Po oksidativni dimerizaciji primarnega produkta encimske reakcije, nastane
modro obarvan produkt — barvilo indigo, ki ni topno v vodnih raztopinah in se zato obori
na mestu delovanja GUS (Jefferson, 1987).
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Tkivo domnevno transgenih rastlin, ki so se regenerirale na selekcijskem gojis¢u, Smo v
asepti¢nih pogojih s sterilnim skalpelom odrezali iz mati¢ne rastline / poganjka. Vzorce
smo inkubirali v 50 mM fosfatnem pufru NaPO, (pH 6,8) (Priloga B) z 1 % Triton™ X-
100 (Sigma) pri 37 °C za 1 h. Raztopino smo odstranili in dodali svez fosfatni pufer z
dodanim substratom 1 mM X-Gluc (Duchefa) ter 20 % metanolom (Merck). Raztopino z
vzorci smo vakuumirali (tlak ~ 100 mbar) za 5 minut in inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

Naslednji dan smo testirane vzorce vizualno pregledali za pojav modre obarvanosti tkiva.

Za natan¢nejsi pregled ter fotografiranje rezultatov smo si pomagali s stereolupo (Nikon
SMZ1000).

3.8.2 Pregled izrazanja genov EGFP in ZsGreen

Regenerirane poganjke rastlin M. aurantiacus, ki so zrastli iz kokultiviranih izse¢kov z
bakterijama A. tumefaciens-pCAMBIA1302-EGFP in A. tumefaciens-pCAMBIA1302-
ZsGreen, smo pregledali z epifluorescentnim stereomikroskopom (Nikon SMZ1000) z
ustreznim filtrom za detekcijo zelene fluorescence proteinov EGFP in ZsGreen. EGFP ima
ekscitacijski maksimum pri 488 nm ter emisijski maksimum pri 509 nm (Cormack in sod.,
1996). ZsGreen ima ekscitacijski maksimum pri 496 nm ter emisijski maksimum pri 506
nm (Matz in sod., 1999; Wenck in sod., 2003). Zaradi podobnosti v emisijskem in
ekscitacijskem maksimumu obeh proteinov, smo za detekcijo fluorescence obeh, uporabili
enak set filtrov, ki vkljuéuje: ekscitacijski filter (EX) 480/40 nm, dikroi¢no zrcalo (DM)
505 nm in emisijski filter (BA) 535/50 nm.

Zaradi nedestruktivne narave detekcije fluorescenénih proteinov, smo izraZzanje
fluorescentnih reporterskih genov EGFP in ZsGreen lahko opazovali v razli¢nih stopnjah
regeneracije rastlinskega tkiva — od pojava kalusne gmote nediferenciranih celic,
oblikovanja globularnega tkiva, do razvitih poganjkov.

3.9 MOLEKULARNA ANALIZA TRANSGENOV

3.9.1 Izolacija DNA iz rastlinskega tkiva

Celokupno genomsko DNA iz listov in stebel 12 tednov starih transformiranih
regenerantov rastlin M. aurantiacus, smo izolirali s prilagojeno metodo s CTAB
(heksadeciltrimetilamonijev bromid) (Kump in Javornik, 1996).

Pred izolacijo smo apikalne poganjke posameznih regenerantov subkultivirali na sveZze

gojisce v asepti¢nih pogojih. Preostalo rastlinsko tkivo smo nato prenesli iz rastne posodice
v keramicne terilnice tako, da smo v posamezni terilnici procesirali tkivo posameznega
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regeneranta. Nadaljnje postopke izolacije DNA smo izvajali v digestoriju. V izogib
medsebojne kontaminacije vzorcev ter vdora plazmidne DNA iz okolja, smo terilnice pred
nacértovano izolacijo DNA, preko noci spirali v 3N HCI in nato sprali ostanke HCI s
spiranjem v vodi za 1 h ter v pomivalnem stroju pri standardnem programu pranja.

Rastlinskemu tkivu v terilnicah smo dodali 700 — 1.000 ul pufra CTAB (Priloga B),
segretega na 68 °C in ga s trenjem z batom homogenizirali v gosto suspenzijo. Notranjosti
terilnice se nismo dotikali s prsti, da nismo kontaminirali vzorcev. Suspenzijo smo nato
prelili v mikrocentrifugirko in inkubirali v vodni kopeli pri 68 °C za 1,5 — 2 h. V primeru
izolacije DNA za testiranje s Southern prenosom, smo pred inkubacijo v posamezen vzorec
dodali §e 100 ug mlI* RNAze A (Thermo Scientific, Waltham, ZDA) in po 1 h inkubacije
Se 20 ug ml™ proteinaze K (Thermo Scientific). Po inkubaciji smo suspenziji dodali 700 pl
topila kloroform / izoamilalkohol v razmerju 24:1, dobro premesali in centrifugirali za 15
min pri 11.000 obr. min™ in 4 °C (centrifuga Beckman J2-HS, rotor JA-18). Po
centrifugiranju, se je suspenzija lo¢ila v ve¢ faz: spodnjo organsko fazo z nepolarnim
topilom, mejno fazo z zbitim celi¢nim drobirjem ter v zgornjo vodno fazo. Vodno fazo
smo prenesli v svezo 1,5 ml mikrocentrifugirko in pri tem pazili, da nismo zajeli ostankov
tkiva ali organske faze ter dodali 70 pl 3 M natrijevega acetata (NaOAc) (pH 5,2) in 700 pl
izopropanola, ohlajenega na -20 °C. Vsebino mikrocentrifugirke smo nato dobro premesali
in postavili v zamrzovalnik na -20 °C za 1 — 24 h. Po ohlajanju smo vsebino ponovno
centrifugirali za 15 min pri 11.000 obr. min™ in 4 °C. Po centrifugiranju je bila DNA vidna
na dnu mikrocentrifugirke v obliki peleta. Supernatant smo zavrgli, oborjeno DNA sprali s
500 ul 70 % etanola in vsebino centrifugirali za 15 min pri 11.000 obr. min™ in 4 °C. Po
centrifugiranju smo odstranili ves etanol, odprte mikrocentrifugirke prenesli v delujoco
brezprasno komoro in zracno susili ~ 10 min, dokler ni etanol izhlapel. Oborini DNA smo
nato dodali 30 pul pufra TE (Priloga B) in postavili v hladilnik za 24 h, da se je DNA
raztopila. Raztopino smo do kon¢ne uporabe (za daljSe obdobje) shranili v zamrzovalniku
pri -20 °C.

3.9.2 Merjenje koncentracije DNA

Koncentracijo izolirane DNA iz rastlin M. aurantiacus, smo izmerili z DNA fluorometrom
DyNA Quant™ 200 (Amersham Biosciences, Amersham, VB) po navodilih proizvajalca.
Za merjenje koncentracije DNA smo pripravili standardiziran pufer. Pufer je vseboval 1x
TNE pufer (pH 7,0) (Priloga B), fluorescentno barvilo Hoechts 33258 (1 ul ml™) in ddH,O.
DNA telejega timusa (1 mg mlI™> DNA v 1x TNE pufru) je bila standard za kalibracijo
fluorometra. Koncentracije DNA smo merili v raztopini 2 ml standardiziranega pufra, v
katerega smo odpipetirali 2 pl vzorca. Za merjenje smo uporabljali 2 ml kivete iz
kvarénega stekla. DNA izoliranih vzorcev smo red¢ili glede na zahteve nadaljnjih
analitskih metod.
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3.9.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) smo ugotavljali prisotnost specifiénih genov v
vzorcih DNA, izoliranih iz regeneriranih rastlin M. aurantiacus. Ugotavljali smo prisotnost
regij hptll, gusA, EGFP, ZsGreen, virA, virD4, R-bor in L-bor. NamnoZevanje regij je
potekalo v dupleks PCR z dodatkom dveh parov zaéetnih oligonukleotidov (Preglednica
1). Pare testiranih genov za dupleks PCR smo izbrali glede na pricakovano kon¢no dolzino
namnozenega fragmenta, po kljucu: rezistencni gen / reporterski gen, virA / R-bor in virD4
/ L-bor. Z detekcijo vir genov iz bakterij A. tumefaciens smo ugotavljali kontaminacijo
vzorcev z rezidualnimi bakterijskimi celicami, ki bi lahko povzrocile lazno pozitivne
rezultate PCR testiranja. S testiranjem za zaporedja mejnih sekvenc T-DNA, smo zeleli
ugotoviti frekvenco vnosa DNA zaporedij, ki niso del T-DNA, ali prehodno
transformacijo.

Preglednica 1: Pari sekvenc zacetnih oligonukleotidov za namnozevanje selekcijskega in reporterskih genov,
vir genov iz bakterij Agrobacterium, mejnih sekvenc plazmida in pri¢akovane dolzine pomnozkov (povzeto
po Susi¢ in sod., 2013).

Gen Zaporedje oligonukleotidov 5°-3’ Dolzina namnoZzenega fragmenta (bp)

hptll ATG ACC GCT GTT ATG CGG CCA TTG (forward) 641
AAA AAG CCT GAA CTC ACC GCG ACG (reverse)

gusA CTT GGT TAG GAC CCT TTT CTC (forward) 301
GCC CGG CTT TCT TGT AAC (reverse)

EGFP ACG TAA ACG GCC ACA AGT TC (forward) 187
AAG TCG TGC TGC TTC ATG TG (reverse)

ZsGreen AGA ACT CGT GTC CTG CTG GT (forward) 208
ATG ATC TTC TCG CAG GAT GG (reverse)

VirA TAG CAC AAA ACT CGG TGT CT (forward) 341
GCT GAT GAT GAT GTC GAT TT (reverse)

virD4 GAG GAA GAA GAC CTG CAT TT (forward) 360
GAG ATG TAG GTT GGG GTC TC (reverse)

R-bor ACT GAT GGG CTG CCT GTA TC (forward) 183
AAT CCA GAT CCC CCG AAT TA (reverse)

L-bor AGC GCG CAA ACT AGG ATA AA (forward) 158
AAA CCT TTT CACGCC CTT TT (reverse)

PCR reakcijske meSanice smo pripravljali v brezprasni komori na ledu. Sestava posamezne
25 ul PCR reakcije je bila: 20 ng genomske DNA, 0.5 U Tag-DNA polimeraze
(Fermentas), 1 x PCR pufer (prilozen polimerazi), 2 mM MgCl,, 0.2 mM vsakega
deoksinukleotida dNTP in 4 x 0.5 puM ustreznih zacetnih oligonukleotidov (IDT,
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Coralville, ZDA) (Preglednica 1) Vzorcem smo pri vsaki seriji dodali Se pozitivni in
negativni kontroli. Pozitivni kontroli sta bili DNA ustreznega plazmida in 5 ng DNA
izolirane iz bakterij A. tumefaciens z vklju¢enim plazmidom. Kot negativni kontroli sta
sluzili DNA, izolirana iz netransformiranih rastlin M. aurantiacus ter ddH,O (IDT). Za
izvedbo PCR smo uporabili ciklicni termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems Inc., Foster City, ZDA) s temperaturnim profilom: zaéetna denaturacija za 5
min pri 94 °C, 30 ponavljajocih se ciklov denaturacije 1 min pri 94 °C, prileganja zacetnih
oligonukleotidov 1 min pri 56 °C in sinteze fragmentov DNA 1,5 min pri 72 °C, kon¢na 7
minutna inkubacija pri 72 °C in ohlajanje na 4 °C. Do nadaljnje analize smo vzorce za
krajsi ¢as (nekaj dni) hranili na 4 °C, za dalj$i ¢as pa zamrznili na -20 °C.

3.9.4 Agarozna gelska elektroforeza po PCR

Z agarozno gelsko elektroforezo smo locevali fragmente DNA bodisi po restrikcijski
reakciji z restrikcijskimi endonukleazami za nadaljnjo analizo s prenosom po Southern-u,
bodisi za analizo prisotnosti transgenov v rastlinski DNA s PCR reakcijo.

Za analizo rezultatov PCR smo fragmente DNA po reakciji loc¢evali v 1,2 % agaroznem
gelu (SeaKem® LE Agarose; Lonza, Basel, gvica) debeline 5 mm, kateri vsebuje Se 1X
TBE (Priloga B) pufer in 0,5 pg ml™ etidijevega bromida (EtBr) (Sigma). Ko smo zme3ali
vse sestavine razen EtBr, smo dopolnili z ddH,0 do kon¢nega volumna in meSanico trikrat
segreli do vretja v mikrovalovni pecici. EtBr smo dodali v raztopljeno agarozo, ko se je ta
ohladila na priblizno 60 °C in jo nato razlili v izbran kalup z vstavljenim glavnikom.
Elektroforezo smo izvajali v horizontalnem elektroforetskem sistemu Bio Rad Sub-Cell®
Model 192 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ZDA). Ko se je gel strdil, smo odstranili
glavnik in gel potopili v elektroforetsko posodo z 1x TBE pufrom. Vzorcem smo pred
nanosom na gel dodali 1/4 volumna nanaSalnega barvila BPB (Priloga B) in premesali.
Poleg vzorcev smo na gel nanesli tudi negativni in pozitivni kontroli, kateri smo pripravili
v seriji s posamezno PCR reakcijo. Vzorcem smo na vsaki strani gela nanesli Se dolzinski
DNA standard GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas), s pomoc¢jo katerega smo
ocenjevali dolzine pomnozenih fragmentov. Uporabljeni dolzinski standard je vseboval
DNA fragmente velikosti 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 in 1031 bp.
Elektroforezo smo izvajali pri toku v anodni smeri in napetosti 130 V za ~ 90 minut. DNA
fragmente smo po koncani elektroforezi detektirali s pomoc¢jo EtBr (ki tvori komplekse z
dvoverizno DNA in omogoca detekcijo v UV spektru) pod UV Iucjo pri 302 nm na
transiluminatorju (UVP, LLC, Upland, ZDA). Gel smo med osvetljevanjem z UV lucjo,
fotografirali z digitalnim fotoaparatom Nikon Coolpix 8400 ED (Nikon, Tokio, Japonska).
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3.9.5 Analiza transgenov s prenosom po Southern-u

Z analizo vzorcev DNA predpostavljenih transgenov s prenosom po Southernu, smo
preverjali uspesnost vgradnje T-DNA v rastlinski genom in dolo¢ili Stevilo vgrajenih kopij.

Rentgenski film ali CCD senzor

CSPD/
CDP-Star

DNA sonda

A. - c - U - A - T - Imobilizirana

tartna DNA

N /
w-C-G-T-G-A-T-A-G-C-T-G-...

Najlonska membrana ‘

Slika 6: Shema detekcije z digoksigeninom (DIG) ozna¢ene DNA sonde, hibridizirane na tar¢no genomsko
DNA imobilizirano na najlonski membrani. Na DIG se veZejo protitelesa, konjugirana z encimom alkalno
fosfatazo (anti-DIG-AP Ab), katera katalizira razgradnjo substrata CDP-Star, kar privede do
kemiluminescentne reakcije, ki jo lahko detektiramo z rentgenskim filmom ali CCD senzorjem (lastno delo,
narejeno po navodilih Eisel in sod., 2008).

Za izvedbo analize smo sledili navodilom protokola v priro¢niku DIG Application Manual
for Filter Hybridization (Eisel in sod., 2008).

3.9.5.1 Restrikcija genomske DNA

Genomsko DNA, izolirano iz domnevno transgenih rastlin M. aurantiacus, ki so se
regenerirale v in vitro kulturi na selekcijskem gojis¢u, smo izpostavili delovanju
restrikcijske endonukleaze HindIIl. Z restrikcijo genomske DNA na razli¢no dolge
fragmente, smo dosegli locitev le—teh po velikosti s pomocjo gelske elektroforeze
(Southern, 2006). Pred izborom primernega restrikcijskega encima smo z informacijskimi
orodji, kot je NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) (Vincze in sod., 2003)
preverili, da ta ne reze verige DNA znotraj zaporedja gena (Priloga D), katerega prisotnost
smo detektirali z DNA sondo. Restrikcijski encim Hindlll prepoznava palindromsko
zaporedje nukleotidov »AAGCTT« in prekline DNA verigo na mestu »A | AGCTT«.
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Restrikcijsko reakcijo smo izvajali ¢ez no¢ v cikliénem termostatu pri 37 °C. Reakcijska
mesanica v PCR mikrocentrifugirkah je vsebovala najmanj 5 pg genomske DNA, 50 enot
encima HindIIl (10 U Hindlll / ug™ DNA) (Thermo Scientific), 1x pufer R (Thermo
Scientific) in ddH,O (IDT) za uravnavanje volumna. Restrikcijski encim smo meSanici
dodali zadnjega in ga do uporabe hranili na ledu. Kon¢ni volumen restrikcijske reakcije je
znasal 20 — 70 pl. Za negativnho kontrolo smo uporabili 5 pg genomske DNA iz
netransformiranih rastlin M. aurantiacus, za pozitivno kontrolo smo namenili 5 pg
ustreznega plazmida.

3.9.5.2 Locevanje fragmentov DNA

Prekonoc¢ni restrikcijski reakciji je sledilo locevanje fragmentov DNA z agarozno gelsko
elektroforezo. Zaradi prironega formata najlonskih membran povrsine 150 cm? smo na
posamezen gel nanesli 13 vzorcev DNA, 2 kontroli ter 2 dolzinska standarda. Za loCevanje
fragmentov genomske DNA, razrezane z restrikcijskimi endonukleazami, smo pripravili
0,8 % agarozni gel debeline 7,5 — 10 mm, brez dodanega EtBr. Gel smo pripravili po ze
opisanem postopku (poglavje 3.9.4), le da smo predhodno o¢istili elektroforetsko posodo
in zamenjali 1x TBE pufer s svezim, da smo se izognili kontaminaciji z EtBr. Vzorcem
smo pred nanosom na gel dodali 1/6 volumna 6x DNA Loading Dye (Promega) ter dobro
premesali. Poleg vzorcev smo na gel nanesli tudi negativno in pozitivno kontrolo, kateri
smo pripravili v seriji s posamezno restrikcijsko reakcijo. Na vsaki strani gela smo nanesli
Se z digoksigeninom oznacen dolzinski DNA standard DNA Molecular Weight Marker 111,
digoxigenin-labeled (Roche), s fragmenti velikosti 125, 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904,
2027, 3530, 4268, 4973, 5148 in 21226 bp. Na gel smo nanesli 20 ng dolZinskega DNA
standarda. Elektroforezo smo izvajali pri toku v anodni smeri in napetosti 80 V za ~ 3 ure,
oziroma dokler ni prva (modra) fronta nanaSalnega barvila skoraj dosegla roba gela.

3.9.5.3 Southern prenos DNA na membrano

Po koncani elektroforezi, smo gel vzeli iz kalupa in s pomocjo ravnila in skalpela odrezali
odvecne dele. Gel smo previdno prenesli v podolgovato plasticno posodo (volumen 500
ml) in dvakrat po 15 min spirali z 250 ml denaturacijske raztopine (Priloga B) ob neznem
stresanju na stresalniku GyroTwister™ 3-D Shaker (Labnet Intenational, Edison, ZDA) pri
sobni T. Previdno smo odlili denaturacijsko raztopino in 2 x sprali z 250 ml ddHO.
Sledila je nevtralizacija 2 x 15min v 250 ml nevtralizacijske raztopine (Priloga B) ob
neznem stresanju pri sobni T ter 2 x spiranje z ddH,O. Med nevtralizacijo gela smo
sestavili pripravo za kapilarni prenos DNA po Southern-u (Slika 7). V ¢isto plasti¢no
posodo smo dali podstavek iz pleksi stekla in ¢ezenj nastavili 3 plasti kromatografskega
papirja iz celuloze 3MM Chr (Whatman®, Kent, VVB), ki smo ga izrezali tako, da je na dveh
nasprotnih koncih segala v spodnji rezervoar za pufer. Na sredino zgornje ploskve smo
nalili 20x SSC pufer (Priloga B) ter hkrati valjali s Cisto stekleno epruveto, dokler nismo
zgladili celotne povrSine papirja.
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Slika 7: Shema priprave za Southern prenos DNA na membrano s kapilarnim viekom. (A) 500 g utez, (B)
sklad papirnatih brisa¢, (C) najlonska membrana, (D) agarozni gel z DNA za prenos na membrano, (E)
obloga iz parafinskega filma za omejevanje povrSine kapilarnega vleka, (F) 3 plasti celuloznega
kromatografskega papirja srednje debeline, ki sega v pufer, (G) stekleno ali plasti¢no stojalo, ki sega nad
gladino pufra, (H) plasti¢na ali steklena posoda s pufrom 20x SSC (Southern, 2006: 520).

V spodnji rezervoar smo nalili preostanek od 2 litrov 20x SSC pufra. Gel smo pred
nanosom uravnotezili v 250 ml 20x SSC pufru za 10 min ob stresanju na sobni T. Medtem
smo pripravili pozitivno nabito najlonsko membrano Type66 (mere 10 x 15 cm) (Roche).
Membrano smo primerno oznacili z grafitnim svinénikom in za 5 min omocili v manjsi
koli¢ini 20x SSC pufra pri sobni T. UravnoteZen gel smo prestavili na namoc¢eno ploskev
priprave za prenos po Southern-u in z neznim valjanjem s Cisto stekleno epruveto odstranili
mehurcke zraka. Na gel smo nato polozili najlonsko membrano, poravnali in z valjanjem
odstranili mehurcke zraka. Izpostavljene mokre dele papirne ploskve okoli gela smo
izolirali s parafinskim filmom in na membrano previdno postavili 3 plasti
kromatografskega papirja, izrezanega glede na velikost membrane. Pripravo smo zakljucili
z dodatkom priblizno 400 papirnatih brisa¢, katere smo obtezili s 500 g utezjo. Kapilarni
vlek smo pustili delovati ¢ez no¢ in zgodaj zjutraj zamenjali namocene brisace s suhimi.

Naslednji dan smo po konCanem prenosu pripravo razdrli in zavrgli mokre papirnate
brisace in agarozni gel, pripravo pa zavili v plasti¢no folijo, da smo preprecili izsuSitev
pred nadslednjo uporabo. Membrani smo odrezali zgornji desni rob in jo spirali (obrnjeno
tako, da je bila DNA orientirana na zgornji strani) v 2x SSC za 5 min pri sobni T.
Membrano smo prenesli na suh kromatografski papir in jo susili v brezprasni komori eno

ey

to¢no 3 min. Obsevanje z UV svetlobo je povzrocilo kovalentno vezavo DNA na povrsino
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membrane. Tako pripravljeno membrano smo bodisi shranili na suho pri -20 °C za daljsi
¢as, bodisi nadeljevali s postopkom hibridizacije DNA sonde.

3.9.5.4 Priprava DNA sonde

Za sintezo DNA sond s PCR, smo uporabili komplet PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche), s katerim smo sintetizirali alkalno labilne DNA sonde, oznalene z
digoksigeninom. Za izpeljavo postopka smo sledili navodilom proizvajalca. 50 pl
reakcijska meSanica je vsebovala 1 x pufer za PCR (z 1,5 mM MgCl,;), meSanico
nukleotidov (200 uM dATP, dCTP, dGTP, 130 uM dTTP, 70 uM DIG-dUTP), 2 X 1 uM
zacetnih oligonukleotidov, 2,6 U encimske meSanice in 10 pg plazmidne DNA.
Uporabljeni zacetni oligonukleotidi za sintezo sond, so bili enaki tistim pri analizi
prisotnosti transgenov s PCR (Preglednica 1). Sinteza sonde je potekela v cikli¢nem
termostatu po naslednji temperaturni shemi: zacetna denaturacija za 2 min pri 95 °C, 30
ponavljajocih se ciklov denaturacije 30 s pri 95 °C, prileganja zaetnih oligonukleotidov
30 s pri 60 °C in sinteze fragmentov DNA 40 s pri 72 °C, konéna 7 minutna inkubacija pri
72 °C in ohlajanje na 4 °C. Za preverjanje uspeSnosti reakcije, smo 5 pl meSanice iz
posamezne reakcije nanesli na 1,2 % agarozni gel in izvedli lo¢evanje z elektroforezo pri
ze prej opisanih pogojih. Na novo sintetizirane sonde smo pred vnosom v hibridizacijski
pufer DIG Easy Hyb (Roche), ogret na T hibridizacije, v cikli¢cnem termostatu segreli na
95 °C za 5 min. Nato smo 45 ul reakcijske meSanice, med inkubacijo na ledu, hitro
odpipetirali v 20 ml ogretega hibridizacijskega pufra z membrano. Predhodno uporabljene
DNA sonde, raztopljene v DIG Easy Hyb pufru, smo pred hibridizacijo denaturirali pri 68
°C za 10 min in nadaljevali s hibridizacijo.

3.9.5.5 Hibridizacija DNA sonde

Membrano smo pred postopkom hibridizacije zavili med dve hibridizacijski mrezici in
vstavili v steklen hibridizacijski valj, tako da je bila vezana DNA orientirana v notranjost
valja. V valj smo najprej vlili 20 ml pufra DIG Easy Hyb, predhodno segretega na
temperaturo hibridizacije (Thy). Po 30 minutah pred-hibridizacije, smo pufer odlili in
prilili svez DIG Easy Hyb pufer z denaturirano sondo. Hibridizacija je potekala ¢ez no¢ pri
Thyb, Ki SMO jO izracunali po enacbi 3, pri ¢emer oznake pomenijo: (%G + C): odstotek
gvaninskih in citozinskih ostankov v sekvenci sonde; (L): dolzino hibrida sonda-tar¢a v bp.
Uporabljene Tny, za DNA sonde so tako znaSale: Thy, (Sonda hptll) = 50 °C, Thyy, (sonda
gusA) = 39,23 — 44,23 °C, Thyy (sonda EGFP) = 47,85 — 52,85 °C in Thy, (sonda ZsGreen)
= 43,74 — 48,75 °C.

Thyb = (49,82 + 0,41 (%G + C) - 600/ L) — (20 do 25 °C) .. (3)
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3.9.5.6 Detekcija vgrajenih transgenov

Po hibridizaciji smo odlili DIG Easy Hyb z DNA sondo in raztopino shranili v
zamrzovalniku pri -20 °C, saj smo isti hibridizacijski pufer uporabili do petkrat. Membrano
smo dvakrat spirali v 50 ml raztopine LSS (Priloga B) za 5 min pri sobni T, nato pa Se v 50
ml raztopine HSS (Priloga B), predhodno ogrete na 68 °C za 2 x 15 min v hibridizacijski
pecici pri 68 °C. Membrano smo nato prenesli v Cisto plasticno posodico prostornine 300
ml in spirali v pufru Washing buffer (Priloga B) na stresalniku za 2 min pri sobni T,
kateremu je sledilo spiranje v 1x Blocking solution (Priloga B) za 30 min pri sobni T.
Membrani smo nato dolili svezo 1x Blocking solution, v katero smo predhodno dodali
protitelesa proti digoksigeninu, oznacena z alkalno fosfatazo (Anti-DIG-AP Fab; Roche).
Protitelesa smo pred dodatkom v raztopino centrifugirali za 5 min pri 11.000 obr. min™ in
nato odpipetirali iz gladine suspenzije protiteles, do kon¢ne koncentracije 150 mU / ml.
Membrano smo ponovno inkubirali na stresalniku za 30 min pri sobni T. Po inkubaciji s
protitelesi, smo membrano dvakrat spirali v Washing buffer za 15 min ter kon¢no Se s
pufrom za detekcijo (Detection buffer, Priloga B) za 3 min pri sobni T. Membrano smo iz
posodice s pinceto prenesli na razprto plasticno mapo (Esselte, Stamford, ZDA), tako da je
bila DNA obrnjena navzgor. Po membrani smo enakomerno nakapljali 0,25 mM raztopino
kemiluminescentnega substrata za alkalno fosfatazo CDP-Star® (ready-to-use) (Roche),
zaprli mapo in jo inkubirali za 5 min v temi pri sobni T. Po inkubaciji smo iz mape
odstranili mehurcke zraka z glajenjem in membrano zavarili v plastiéno mapo s toplotnim
varilcem in jo do detekcije kemiluminescence hranili v temi pri sobni T.

Pojav kemiluminescence (Slika 6) smo detektirali z ekspozicijo membrane na rentgenski
film BioMax XAR (Kodak, Rochester, ZDA). Detekcijo smo opravili v nekaj urah od
dodatka substrata CDP-Star®. Ekspozicijo in razvijanje filma smo opravljali v temnici ob
uporabi rde¢e fotografske Iludi. Cas ekspozicije smo varirali glede na jakost
kemiluminescencnega signala od 1 do 5 minut. Po ekspoziciji smo film namakali v
razvijalcu (Kodak GBX Developer) za 2 min, sledilo je spiranje filma pod teko¢o vodo za
30 s in fiksacija v fiksirni raztopini (Kodak GBX Fixer) za 2 min. Razvit film smo posusili,
oznacili in od¢itali rezultate. Raztopine razvijalca in fiksirja smo pripravili po navodilih
proizvajalca.

3.9.5.7 Spiranje DNA sonde iz membrane

Membrano smo po detekciji odstranili iz zavarjene mape in jo spirali z ddH,O za 1 min.
Sledilo je dvakratno spiranje s Stripping buffer (Priloga B) za 15 min pri 37 °C in kon¢no
spiranje z 2x SSC za 5 min. Membrano smo nato posusili v brezprasni komori ter jo
shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. S spiranjem alkalno labilne DNA sonde, smo
pripravili membrano za morebitno ponovno hibridizacijo z razlicnimi DNA sondami.
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3.10 UKREPIZA ZAGOTAVLJANJE BIOLOSKE VARNOSTI

Delo z gensko spremenjenimi organizmi (GSO) je potekalo v skladu z dolo¢ili Uredbe o
merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v varnostni
razred in o zadrZevalnih ter drugih varnostnih ukrepih za posamezen varnostni razred (Ur.l.
RS, s§t. 71/2011), ki se nanasa na Zakon o ravnanju z gensko spremenjenimi organizmi
(Uradni list RS, st. 23/05 — uradno precisceno besedilo in 21/10).
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4 REZULTATI
41  ADVENTIVNA REGENERACIJA RASTLIN
4.1.1 Regeneracijski potencial razli¢nih tipov izseckov

Poskusi, s katerimi smo vrednotili regeneracijski potencial izseckov na RM-BAP, za
uporabo v nadaljnjih poskusih transformacije, so pokazali na o¢itne razlike v regeneraciji
treh izbranih tipov izseckov: listnih izseckov, petiol in hipokotilov (Preglednica 2). Med
temi so pri 6 ponovitvah poskusa pokazali najvecji regenerativni potencial hipokotili, saj se
je bilo v povpre¢ju odzivnih 89,3 % hipokotilov, inokuliranih na RM-BAP. Ob enakih
pogojih so listni izse¢ki pokazali najniZjo regeneracijsko sposobnost, saj je bilo v
povprecju odzivnih zgolj 28 %. Analiza variance je pokazala na statisti¢no znacilne razlike
med skupinam razli¢nih tipov izseCkov pri p < 0,01. Z uporabo Tukey-evega testa (HSD)
smo opazili statisti¢cno znacilne razlike med hipokotili in skupinama petiol in listnih
izseckov, med katerima pa ni bilo statisti¢no znacilnih razlik. Med testiranimi tipi izseckov
smo dalje opazili ¢asovne razlike v poteku adventivne regeneracije, saj so se hipokotili
regenerirali najhitreje, listni izsecki pa najpocasneje. Pri hipokotilih smo zabelezili razlike
V uspesnosti adventivne regeneracije, kar smo razvrstili v tri razrede (Slika 8a) in tako
razvstitev uporabili tudi pri opisovanju regeneracije listnih izse¢kov in petiol. Razredi se
razlikujejo v pojavu in obsegu adventivnih struktur (kalusa, globul, poganjkov). Prvi razred
predstavljajo izsecki pri katerih se je pojavil kalus, vendar razvoj le—tega v odraslo tkivo ni
potekel dalje. V drugi razred smo uvrstili izse¢ke, pri katerih se je iz omejenega
globularnega tkiva razvilo nekaj poganjkov. Tretji razred predstavljajo izsecki na katerih se
je razvil bistveno vecji obseg globularnega tkiva z mnogimi poganjki.

Preglednica 2: Adventivna regeneracija razli¢nih tipov izse¢kov rastlin M. aurantiacus na RM-BAP.

" “ Povp. delez odzivnih izse¢k KV . delez
Tip izse¢ka  St. izse¢kov ? St. odzivnih izseckov ° p. delez odzivnih 1zseckov 3 povp. ce ez

(% + S.E. HSD) ° odziv. izs. (%) ¢
Listni izsecki 150 42 28,0+ 165b 144,0
Petiole 120 61 50,7+99b 47,8
Hipokotili 135 122 89,3+37a 10,1

a . . .
Celokupno t. izseckov iz 6 ponovitev

b L . .
Celokupno $t. odzivnih izse¢kov iz 6 ponovitev

c C . . . . e
Povprecen delez odzivnih izse¢kov iz 6 ponovitev, prikazan s standardno napako (S.E.) in rezultatom Tukey-evega statisti¢nega testa

mnogoterih primerjav (HSD) za povpreéni delez odzivnih izse¢kov med razliénimi tipi izse¢kov. Povpre¢ne vrednosti, ki so oznacene z
enakimi ¢rkami, niso statisti¢no zna¢ilno razli¢ne pri 1 % stopnji znacilnosti (o= 0,01)

d Koeficient variacije (KV), izratunan za povpre¢ni delez odzivnih izseckov in izrazen v odstotkih (%)

Poskusi adventivne regeneracije razli¢nih tipov izseckov so pokazali visoko variabilnost v
rezultatth med posameznimi ponovitvami poskusov pri listnih izseCkih in petiolah
(vrednosti KV), ter nizke razlike med poskusi regeneracije pri hipokotilih (Graf 1).
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Graf 1: Povprecen delez odzivnih izseCkov v odstotkih, glede na tip izsecka, ki so se regenerirali na RM-
BAP. Rezultati so prikazani s standardno napako (S.E.) serij za posamezen tip izsecka in rezultatom testa
HSD. Stolpci, ki so oznadeni z enakimi ¢rkami, prikazujejo vrednosti, ki niso statisti¢no znaéilno razli¢ne pri
a=0,01.
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Slika 8: Primeri adventivne regeneracije razli¢nih tipov izseckov rastlin M. aurantiacus po 5 tednih rasti na
RM-BAP. (a) Pri hipokotilih so opazne razli¢ne intenzitete regeneracije, kar je bilo opisano s tremi razredi
R1 — R3, (b) listni izsecki kazejo v danem casovnem intervalu opazno slabso regeneracijo, (C) primer
adventivne regeneracije petiol. Merilo predstavja 5 cm.

4.1.2 Obcutljivost razli¢nih tipov izseCkov na selekcijski antibiotik

V poskusih obcutljivosti treh tipov izseCkov na naraS¢ajoCe koncentracije selekcijskega
antibiotika higromicina B, smo iskali najnizje ucinkovite koncentracije antibiotika za
posamezen tip izseCkov, katere smo nato uporabili za rastlinsko selekcijo v poskusih
transformacije. Pri minimalni uc¢inkoviti koncentraciji antibiotika, izsecki tudi po daljSem
Casu trajanja poskusa (5 tednov), niso razvili globularnega tkiva in / ali poganjkov.
Razli¢ni tipi izseCkov so bili razlino obcutljivi na prisotnost higromicina B v gojiscu.
Listni izsecki so bili najbolj obcutljivi in hipokotili najmanj. Listni izsecki tudi ob
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prisotnosti najnizje koncentracije antibiotika v gojis¢u (5 mg I'*) niso razvili poganjkov in /
ali organogenih struktur. Pri 20 mg I"* higromicina B je bil prisoten le nekroti¢en kalus,
zato smo to koncentracijo izbrali za delovno koncentracijo za poskuse transformacije
listnih izseckov. Petiole so prav tako pokazale obcutljivost na prisotnost higromicina B v
gojis¢u, vendar je pri koncentraciji 5 mg 1™ prislo do razvoja poganjkov pri 4 % petiol,
katere je bilo mogoce glede na uspesnost adventivne regeneracije, uvrstiti v drugi razred
regeneracije. Sposobnost regeneracije se je bistveno zmanjSala Sele S poviSano
koncentracijo antibiotika, tako smo za delovno koncentracijo za petiole prav tako izbrali 20
mg 1™ higromicina B. Pri hipokotilih je prislo do regeneracije poganjkov pri relativno
visoki koncentraciji antibiotika (do 20 mg I™). Pri slednji so se poganjki razvili pri 28 %
hipokotilov, katere je bilo prav tako mogoce uvrstiti v drugi razred regeneracije. Za
selekcijo transformiranih poganjkov iz hipokotilov tako ni bilo mogoce uporabiti istih
koncentracij, kot pri listnih izsec¢kih in petiolah. Izbrana delovna koncentracija higromicina
B za selekcijo hipokotilov je bila 50 mg I™.

Testiranje obcutljivosti netransformiranih poganjkov rastlin M. aurantiacus na razli¢ne
koncentracije higromicina B, je pokazalo na u¢inkovito delovanje antibiotka ze pri najnizji
testirani koncentraciji (10 mg I™") (Slika 9). Koncentracija 10 mg I™* je 2 — 5 krat niZja, kot
izbrane delovne koncentracije higromicina B za rastlinsko selekcijo v poskusih
transformacije. Pri vseh testiranih koncentracijah antibiotika so odmrli vsi subkultivirani
poganijki, razlike so nastale le v hitrosti odmiranja poganjkov. Pri 10 mg I* higomicina B,
so vsi poganjki odmrli po 10 tednih, pri 20 mg I™* higomicina B, po 8 tednih ter pri 50 mg I
! higomicina B, po 4 — 5 tednih.

a b > c

FIRIE
eIk L
it T T ¥

R ! ‘
Slika 9: Obcutljivost netransformiranih poganjkov rastlin M. aurantiacus na 10 mg I* higromicina B.
Poganjki so bili subkultivirani na EM-BAP. (a) Na nekaterih poganjkih po 1 tednu rasti Ze prihaja do
nastanka nekroz tkiva internodijev, (b) po 5 tednih so pri vseh poganjkih vidne nekroze, nekateri so odmrli,
(c) poganijki so po 10 tednih v celoti odmrli.

4.2  POSKUSI TRANSFORMACHNE RASTLIN

Poskuse transformacije razlicnih izseckov rastlin M. aurantiacus smo izvedli z uporabo
0jis¢ RM-BAP (MS + 0,5 mg I'* NAA in 1 mg I BAP) in EM-BAP (MS + 0,1 mg I
IAA in 0,1 mg I* BAP). Rastlinsko selekcijo (koncentracije higromicina B) smo za
posamezne izseCke prilagodili glede na rezultate iz poskusov obcutljivosti. Osnovni
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poskusi transformacije so pokazali razlicno ucinkovitost transformacije (TE) in
ucinkovitost selekcije (SE) na razli¢nih tipih izseCkov (listni izsecki, petiole in hipokotili)
(Preglednica 3). Poskusi transformacije listnih izseckov, petiol in hipokotilov, so pokazali
uspe$no delovanje razli¢nih markerskih genov (pCAMBIA 1301, pCAMBIA 1302-
ZsGreen ali pPCAMBIA 1302-EGFP) (Preglednica 4).

Slika 10: Redosled adventivne regeneracije transformiranih izse¢kov. (a) Hipokotili 5 dni po kokultivaciji z
agrobakterijo, (b) regeneracija transfomiranih poganjkov na selekcijskem gojis¢éu RM-BAP z antibiotiki in
inhibicija regeneracije netransformiranega tkiva, merilo znasa 5 cm, (c) 12 tednov stari transgeni poganjki, Ki
rastejo na elongacijskem gojis¢éu EM-BAP in (d) transgeni poganjki rastlin M. aurantiacus na EM-BAP, stari
4 mesece .

Izsecki so po kokultivaciji z bakterijami A. tumefaciens zaceli tvoriti kalus oz. globularne
strukture po 1 — 2 tednih (hipokotili), 2 tednih (petiole) in 2 — 3 tednih (listni izsecki) na
RM-BAP, ki je vseboval higromicin B. Izsecke smo subkultivirali na sveze gojisce vsake 4
tedne, regenerirane poganjke pa smo prestavili na gojis¢e EM-BAP brez dodanih
selekcijskih antibiotikov po najmanj 8 tednih rasti na RM-BAP s selekcijskim
antibiotikom. Izrazanje reporterskih genov smo spremljali na razli¢nih stopnjah
regeneracije izseckov (izsecki po kokultivaciji z bakterijami A. tumefaciens, kalusno tkivo,
regenerirani poganjki) (Slika 10), medtem ko smo po priblizno 5 mesecih regeneracije, iz
poganjkov izolirali DNA in izvedli molekulsko analizo. S poskusi transformacije rastlin M.
aurantiacus so se iz razli¢nih tipov izseckov v in vitro Kkulturi regenerirale normalno
razvite rastline (Slika 10). 1z skupno 2.395 razli¢nih izseckov, smo v razli¢nih poskusih
pridobili 154 rastlin, ki so se regenerirale na selekcijskem gojiscu ob prisotnosti antibiotika
higromicina B. Delez odzivnih izseckov je v razli¢nih poskusih znasal od 0 do 14,12 % in
v povprecju 2,80 %, medtem ko je bila uspesnost transformacije 5,72 odstotna (%).

Osnovni poskusi transformacije kazejo na opazne razlike v delezu odzivnih izse¢kov in TE
med listnimi izsecki, petiolami in hipokotili. Pri izbranih pogojih transformacije, so
hipokotili dosegali najnizji odstotek odzivnih izseckov (1,03 %) in TE (1,37 %)
potencial v poskusih regeneracije (89,3 %) (Preglednica 2). Petiole so v poskusih
transformacije kazale najboljSo odzivnost (6,98 %), kot tudi najvisjo TE (23,26 %). Listni
izsecki so bili podobni hipokotilom v odstotku odzivnih izse¢kov (1,48 %) in TE (1,48 %).
Manjse razlike smo opazili tudi v u¢inkovitosti selekcije med razli¢nimi tipi izseckov, saj
je Dbila selekcija bolj ucinkovita pri hipokotilih in listnih izseckih (100 %), medtem ko je
bila pri petiolah nekoliko nizja (88,89 %) (Susi¢ in sod., 2013).
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Preglednica 3: Primerjava u¢inkovitosti transformacije (TE) in selekcije (SE) med tremi tipi izseckov: listni
izse¢ki, petiole in hipokotili. Vsi so bili transformirani z bakterijo Agrobacterium tumefacies LBA 4404, ki je
vsebovala pCAMBIA 1301, pPCAMBIA 1302-ZsGreen ali pCAMBIA 1302-EGFP ter dalje regenerirani na
regeneracijskem gojis¢u (RM-BAP) s higromicinom B (povzeto po Susi¢ in sod., 2013).

. . Ods.totgk Stevilo Stevilo Ucinkovitost ~ Uc¢inkovitost
Tip Reporterski  St. odzivnih N N . N
izseika en irseikov izseikov regeneriranih transformiranih transformacije selekcije

g . poganjkov  poganjkov®  (TE) (%) °© (SE) (%) °
Listni
S s 539 1,48 8 8 1,48 100,00
izseCki
gusA,

Petiole ZsGreen, 344 6,98 90 80 23,26 88,89
EGFP
gusA,

Hipokotili ZsGreen, 877 1,03 12 12 1,37 100,00
EGFP

a L . .. . .. .
odstotek izseckov, ki so razvili poganjke na selekcijskem gojiscéu

b . .
osnovano na analizi s PCR in Southern blot

c. L . L. .- e
izracunana kot odstotek transformiranih rastlin, regeneriranih iz celokupnega stevila ko-kultiviranih izseCkov

izratunana kot odstotek transformiranih rastlin, regeneriranih iz celokupnega Stevila regeneriranih poganjkov

Preglednica 4 prikazuje podrobnejSo predstavitev rezultatov transformacij iz preglednice 3
za hipokaotile in petiole.

Preglednica 4: Primerjava ulinkovitosti transformacije (TE) med tremi razliénimi binarnimi plazmidi
(pPCAMBIA 1301, pCAMBIA 1302-ZsGreen ali pCAMBIA 1302-EGFP), ki smo jih uporabili za
transformacijo petiol in hipokotilov.

s Odstotek  Stevilo Stevilo Ucinkovitost
Tip izsecka Reporterski st' 5 odzivnih  regeneriranih  transformiranin  transformacije
gen izsekov L cetkov ® poganjkov poganjkov ° (TE) (%) ©
Petiole gusA 101 4,95 17 16 15,84
ZsGreen 143 4,20 14 11 7,69
EGFP 100 13,00 59 53 53,00
Hipokotili  gusA 311 0,96 4 4 1,29
ZsGreen 361 1,11 4 4 1,11
EGFP 205 0,98 4 4 1,95

odstotek izseckov, ki so razvili poganjke na selekcijskem gojiscu
b . .
osnovano na analizi s PCR in Southern blot

c. . . L . L
izraCunana kot odstotek transformiranih rastlin, regeneriranih iz celokupnega Stevila ko-kultiviranih izseckov
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Iz preglednice 4 je razvidno, da pri hipokotilih ni bilo razlik v u¢inkovitosti transformacije
(TE) po transformaciji z razlicnimi reporterskimi geni. Pri petiolah pa so bile vidne razlike,
saj je bila najnizja TE po transformaciji z genom ZsGreen (7,69 %), najvi§ja pa po
transformaciji z genom EGFP (53 %).

43  OPTIMIZACIJA PROTOKOLA TRANSFORMACIJE

4.3.1 Vpliv razli¢nih kombinacij rastlinskih hormonov na adventivno regeneracijo
hipokotilov

Zaradi visoke regeneracijske sposobnosti hipokotilov na gojis¢u RM-BAP, ki vsebuje 0,5
mg I NAA in 1 mg I* BAP, vendar obenem slabi odzivnosti v osnovnih poskusih
transformacij, smo tovrstni tip izseCkov vkljuéili v poskuse regeneracije na razli¢nih
— poleg v osnovi uporabljenega BAP, Se zeatin in tidiazuron (TDZ). Poskus je omogocil
vpogled v primernost razliénih koncentracij rastlinskih hormonov za adventivno
regeneracijo rastlin M. aurantiacus in sluzil za oceno ucinkovitosti zeatina in TDZ v
primerjavi z BAP, na intenziteto in kvaliteto adventivne regeneracije.

Rezultati poskusa, kjer smo za vsako vrsto citokinina testirali 4 razli¢ne koncentracije (0,5;
1; 2,5in 5 mg I'*) v kombinaciji z dvema koncentracijama avksina NAA (0,1 in 0,5 mg I™),
so predstavljeni v Preglednici 5. Rezultati izhajajo iz 6 ponovitev (t.i. serij) pri vsakem
razmerju koncentracij avksinov in citokininov (gojiséa: 1 — 24) in so predstavljeni kot
povpre¢na vrednost pridobljena iz vseh ponovitev. Razlike v rezultatih za povpre¢no

Stevilo regeneriranih poganjkov in povpre¢no maso izseCkov, so na splo$no vidne

cev v

posameznega citokinina). Razlike med tremi skupinami, pa lahko opazimo v primeru
Stevila hiperhidriranih izseckov, Saj Smo povprecno najnizje Stevilo hiperhidriranih
izseCkov opazili ob uporabi BAP (2,9), najvisje pa v primeru TDZ (5,4). V povprecju so
najvisjo maso izseCkov z adventivnimi strukturami, razvili izsecki na gojis¢u 12, z 0,1 mg
I NAA in 5 mg I zeatina (2,892 g). Povpre¢no najved poganjkov so razvili izse¢ki na
gojiséu 22; 11,0 poganjkov (0,5 mg I NAA in 1 mg I* TDZ), najmanj pa izsecki na
gojis¢u 5; 0,5 poganjkov (0,5 mg I NAA in 0,5 mg I"* BAP), pri katerih smo natehtali tudi
povprecno najnizjo maso (0,340 g).

.....

variabilnost med serijami v Stevilu regeneriranih poganjkov in masi izseCkov. Pojav je
razviden z izraCcunom KV med serijami za posamezno gojis¢e (Preglednica 5). Najvisjo
variabilnost med serijami smo opazili v skupini goji$¢ s citokininom BAP, ki je bila vi§ja

.....

.....
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(gojis¢a 1, 5, 13 in 17). V poskusih smo dalje opazili mozno odvisnost Stevila
regeneriranih poganjkov in mase izseckov z adventivnimi strukturami od stopnje
hiperhidriranosti. Zaradi tega opazanja statisticna analiza variance (ANOVA) ni
upravicena, zaradi krSitve predpostavke o neodvisnosti meritev.

.....

izbrali z ozirom na ugodno razmerje med ¢im vi§jim povprecnim Stevilom poganjkov,
povprecno maso izseckov z adventivnimi strukturami ter ¢im nizjim dosezenim Stevilom
hiperhidriranih izse¢kov v poskusih. Pri izboru smo upostevali tudi moznost poenostavitve
RM-TDZ uporabili enake koncentracije citokininov, kot v RM-BAP: 1 mg I zeatin
(gojis¢e RM-ZEA) ali TDZ (gojis¢e RM-TDZ). Enakemu nacelu smo sledili tudi pri
pripravi gojid¢ za elongacijo poganjkov: EM-BAP (0,1 mg I'* BAP), EM-ZEA (0,1 mg I*

cev v

3.1.1.



44

Susi¢ N. Vzpostavitev in optimizacija protokola za transformacijo oranZnega krinkarja ... z bakterijo A. tumefaciens.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Preglednica 5: Adventivna regeneracija hipokotilov rastlin M. aurantiacus pri razliénih kombinacijah
rastlinskih hormonov.

Povp. stevilo KV za povp.

Konc. . Povp. masa KV zapovp. Stevilo

Zaporedna reg. §t. reg. o . L

it gojisca homonov poganjkov poganjkov izseCkov maso hiperhidriranih

. t + c . ¥ 0 : X d

(mg17) (N£SE)®  (%)" (gxSE) izseCkov (%)  izseckov
NAA BAP

1 0,1 0,5 6,2+5,0 198,2 1,935+ 1,161 146,965 3

2 0,1 1 85+44 127,5 1,463 £ 0,447 74,834 4

3 0,1 2,5 15+0,9 150,6 0,450 £0,115 62,791 3

4 0,1 5 38+17 111,2 0,937 £0,348 91,061 4

5 0,5 0,5 05+0,2 109,5 0,340 £ 0,045 32,273 2

6 0,5 1 52+1.2 59,2 2,780+ 0,638 56,239 1

7 0,5 2,5 33+1,0 75,1 1,048 £ 0,138 32,260 3

8 0,5 5 50+1,7 82,9 2,075+ 0,678 80,090 3
NAA  Zeatin

9 0,1 0,5 52+11 53,9 1,017 £0,220 52,924 3

10 0,1 1 43+0,7 37,7 1,687 £ 0,311 45,124 4

11 01 25 80%17 512 2,157 +0,588 66,775 4

12 0,1 5 52+1,2 56,6 2,892 £ 0,357 30,269 5

13 0,5 0,5 0,7+0,3 122,5 0,727 £ 0,190 63,956 1

14 0,5 1 6,8+1,8 63,7 1,980 £ 0,351 43,428 3

15 0,5 2,5 55+1,9 83,5 1,235+ 0,291 57,745 4

16 05 5 42+11 669 1,203+ 0,158 32,094 5
NAA TDZ

17 0,1 0,5 50+27 133,9 1,885+ 0,426 55,298 5

18 0,1 1 6,5+24 90,1 2,173+ 0,367 41,320 6

19 0,1 2,5 40+11 65,2 1,338 £0,295 54,070 5

20 0,1 5 6,2+1,7 68,4 1,632 +£0,358 53,732 6

21 0,5 0,5 53+1,0 46,9 1,993 +0,279 34,299 5

22 0,5 1 11,0+35 78,2 2,297 £0,218 23,231 5

23 0,5 2,5 7,7+20 63,2 2,057 £ 0,221 26,374 6

24 0,5 5 72+15 51,0 2,067 £ 0,342 40,522 5

a o . . i e L . . .
Povpre¢no §t. regeneriranih poganjkov, ki so se razvili na posameznih izseckih. Vrednosti izraunane na podlagi 6 ponovitev in
prikazane s S.E.
b . . - . e . P .
Koeficient variacije (KV), izacunan za povprecno Stevilo reg. poganjkov in izrazen v odstotkih (%)
c L L L . . L Sy .
Povpreéna masa izse¢kov z adventivnimi strukturami izraGunana na podlagi 6 ponovitev (izse¢kov). Vrednosti izratunane na podlagi 6
ponovitev in prikazane s S.E.

d Stevilo hiperhidriranih izse¢kov izmed vseh 6 ponovitev (izseckov).
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4.3.2 Poskusi optimizacije transformacije

V poskusih optimizacije protokola transformacije rastlin M. aurantiacus, smo preiskovali
uc¢inke dveh razli¢nih faktorjev oz. sprememb v protokolu transformacije, na kon¢no TE.
Faktorja optimizacije sta bila: uporaba druga¢nega seva bakterije A. tumefacies (EHA105)
in uporaba razli¢nih citokininov (TDZ in zeatin) za stimulacijo adventivne regeneracije
izseCkov v poganjke.

Rezultati poskusov optimizacije TE petiol in hipokotilov so v prvi meri pokazali na Ze
opazene razlike med skupinama iz prejs$njih poskusov (Preglednica 6). Uporaba zeatina ni
povzrocila bistvenih sprememb v TE pri petiolah, ki so se regenerirale na RM-ZEA, hkrati
pa je bil dosezen slabsi rezultat pri hipokotilih (Preglednica 6). Bistvene razlike smo v
poskusih optimizacije protokola transformacije rastlin M. aurantiacus, dosegli z uporabo

odzivnih izseckov, ki je tako pri petiolah (14,1 %) kot hipokotilih (6,9 %) dosegel najvisje
vrednosti izmed vseh opravljenih poskusov. Razlike v TE niso bile tako ocitne pri petiolah,
kot pri hipokotilih, kjer je bila TE najvisja (8,8 %) izmed vseh poskusov transformacije
hipokotilov. Poganjki rastlin M. aurantiacus, ki so se regenerirali na gojis¢u s TDZ so bili
bolj hiperhidrirani, kot v primeru regeneracije na gojis¢u z BAP. Hiperhidriranost je bila
opazna tudi po veckratni subkultivaciji na sveze gojisce.

Preglednica 6: Primerjava uéinkovitosti transformacije (TE) med poskusom optimizacije uspes$nosti
transformacije (TE) petiol in hipokotilov. V poskusih transformacije smo uporabili bakterijo A. tumefacies
LBA 4404 in binarni plazmid pPCAMBIA 1302-ZsGreen. Faktorja optimizacije sta bila regeneracija izse¢kov
na gojiséu RM-ZEA ali regeneracija izse¢kov na gojis¢u RM-TDZ.

. Odstotek Stevilo “ Ucinkovitost

Co Faktor St. L. . St. transf.
Tip izsecka . o odzivnih regeneriranih . p  transf. (TE) (%)

optimicacije izseCkov . | a . poganjkov c

izseCkov poganjkov

Petiole TDZ 85 14,12 24 18 21,18

Zeatin 38 7,89 7 7 18,42
Hipokaotili TDZ 102 6,86 9 9 8,82

Zeatin 102 0,00 0 0 0,00

a
odstotek izseckov, ki so razvili poganjke na selekcijskem gojiséu
osnovano na analizi s PCR in Southern blot

c. . . L. .- P
izraGunana kot odstotek transformiranih rastlin, regeneriranih iz celokupnega Stevila ko-kultiviranih izseckov

Tudi vnos T-DNA binarnega plazmida pPCAMBIA1301 v rastlinske celice z bakterijami A.
tumefacies EHA105, ni pomenil bistvenih sprememb v TE pri hipokotilih (0,97 %). Od
308 inokuliranih izseckov, je bilo odzivnih le 1,30 %. Iz poskusov z bakterijami A.
tumefacies EHA105 smo pridobili 4 regenerirane poganjke, od katerih so bili 3 pozitivni



47

Susi¢ N. Vzpostavitev in optimizacija protokola za transformacijo oranZnega krinkarja ... z bakterijo A. tumefaciens.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

pri testiranju s PCR in Southern. Rezultati ne predstavljajo bistvene razlike v primerjavi z
osnovnimi poskusi transformacije hipokotilov (Preglednica 3).

4.4 IZRAZANJE REPORTERSKIH GENOV
4.4.1 Izrazanje B-glukuronidaze (GUS)

Tkivo regeneriranih poganjkov, ki so bili transformirani s pPCAMBIA 1301, je pri testiranju
s histokemi¢nim GUS testom pokazalo na aktivnost GUS in izrazanje gena gusA (Slika
12). Testirali smo kalusno tkivo po 4 tednih regeneracije ali novo nastale poganjke, stare 6
— 7 tednov. Pri starej$ih poganjkih smo opazili zmanjSanje v intenzivnosti aktivnosti GUS.
Aktivnost GUS je bila pri starejSih poganjkih rastlin M. aurantiacus vidno izrazena le Se v
apikalnih in aksilarnih brstih.

Slika 12: Primer izraZzanja GUS v mladem rastlinskem tkivu listov rastlin M. aurantiacus, starih 6 tednov.
Tkivo smo transformirali z bakterijo A. tumefaciens-pCAMBIA1301. Merilo znasa 10 mm (Susi¢ in sod.,
2013).

4.4.2  IzraZanje fluorescentnih proteinov EGFP in ZsGreen

Z opazovanjem izrazanja fluorescentnih proteinov EGFP in ZsGreen, smo zabelezili vecjo
intenziteto fluorescence ZsGreen v primerjavi z EGFP (Slika 13). Ta je bila tako pri EGFP
kot pri ZsGreen najbolj intenzivna v ¢asu razvoja kalusa (Slika 13a, b in i, j), vendar je
ZsGreen dosegel boljse rezultate. Podobne rezultate smo opazili tudi pri kasnejSem razvoju
poganjkov (Slika 13c—h in k-n), vendar pa smo zabelezili bistveno zmanjSanje
fluorescence pri obeh reporterskih proteinih, pri poganjkih starejSih od 3 mesecev.
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ZsGreen EGFP

Slika 13: Primeri izrazanja fluorescentnih markerjev v rastlinskem tkivu rastlin M. aurantiacus,
transformiranim z =~ pCAMBIA1302-ZsGreen (a—h) ali pCAMBIA1302-EGFP (i-n). (a, b) Rast
transformiranega kalusa na hipokotilih pri vidni svetlobi (a) in fluorescenca proteina ZsGreen (b); (c—f) 6
tednov stari poganjki, ki so nastali iz transformiranih izse¢kov pri vidni svetlobi (c, e) in fluorescenca
proteina ZsGreen v tkivih (d, f); (g, h) 7 tednov stari poganjki, ki so nastali iz transformiranih petiol pri vidni
svetlobi (g) in fluorescenca proteina ZsGreen v tkivu (h); (i, j) Rast kalusa na hipokotilih pri vidni svetlobi (i)
in fluorescenca proteina EGFP (j); (k, I) 6 tednov stari poganjki, ki so nastali iz transformiranih izse¢kov pri
vidni svetlobi (k) in fluorescenca proteina EGFP v tkivih (I); (m, n) 7 tednov stari poganjki, ki so nastali iz
kalusnega tkiva iz petiol pri vidni svetlobi (m) in fluorescenca proteina EGFP v tkivu (n); (o, p) negativna
kontrola fluorescence netransgenega rastlinskega tkiva (nekatere slike povzete po Susi¢ in sod., 2013).

4.5 MOLEKULSKA ANALIZA REGENERIRANIH RASTLIN
451 Analiza PCR

S PCR analizo smo zeleli preverjati prisotnost dolocenih DNA regij v vzorcih
regeneriranih rastlin. Z uporabo dupleks PCR smo v vzorcih preverjali prisotnost
selekcijskega gena (hptll) ter reporterskih genov (gusA, EGFP, ZsGreen), DNA zaporedij
ob levem in desnem mejnem zaporedju T-DNA (L- in R-bor) in agrobakterijskih
virulenénih genov (virA, virD4) (Slika 12). PCR analiza je pokazala prisotnost
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selekcijskega ter reporterskih genov pri veini regeneriranih poganjkov (98,70 %) in
obenem zelo nizek odstotek regenerantov, kontaminiranih z bakterijo A. tumefacies (0,17
%). S PCR testiranjem za DNA zaporedja ob levem in desnem mejnem zaporedju T-DNA,
smo ugotovili, da relativno visok odstotek regeneriranih poganjkov, ki smo jih pridobili v
osnovnih poskusih transformacij (Preglednica 3), vsebuje dele plazmidne DNA izven T-
DNA (75,26 %). Celokupen odstotek rastlin, zbranih iz vseh opravljenih poskusov, ki so
kazale prisotnost plazmidne DNA je znasal 79,87 %. Vecina izmed teh je vsebovala dele
zaporedij plazmida izven obeh mejnih sekvenc (70,93 %), dele plazmidne DNA samo
izven desne mejne sekvence T-DNA je vsebovalo 4,88 % rastlin, medtem ko je dele
plazmidne DNA samo izven leve mejne sekvence, vsebovalo 4,07 % rastlin.

M NV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 P AP M

hptll
(641 bp)

ZsGreen
(208 bp)

vird

R-bor CHRD

(183 bp)

virD4
(360 bp)

L-bor
(158 bp)

Slika 14: PCR analiza domnevnih transgenih rastlin M. aurantiacus. (a) Analiza prisotnosti selekcijskega
gena hptll in reporterskega gena ZsGreen na 17 vzorcih (1 — 17), (b) analiza prisotnosti virA in R-bor regij in
(c) virD4 in L-bor regij. Pozitiven rezultat za vir gene namiguje na kontaminacijo z agrobakterijo. Pozitiven
rezultat za bor gene pa kaze na prisotnost plazmidnih DNA zaporedij izven dela T-DNA. DNA vzorci so
enaki v vseh treh analizah: (NK) negativna kontrola - DNA netransformirane rastline M. aurantiacus; (V)
negativna kontrola - ddH,O; (P) pozitivha kontrola - plazmid pCAMBIA1302-ZsGreen (5 ng); (AP)
pozitivna kontrola — DNA izolirana iz bakterije A. tumefaciens, ki je vsebovala binarni plazmid
pCAMBIA1302-ZsGreen; (M) DNA dolzinski marker .

V analizi vkljucevanja vektorskih zaporedij v genom transgenih T, poganjkov, smo
upostevali rezultate tistih rastlin, ki S PCR analizo niso pokazale okuzbe z bakterijo A.
tumefaciens. (zacetni oligonukleotidi za PCR so navedeni v Preglednici 1).
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45.2  Analiza DNA s prenosom Southern

Z analizo DNA s prenosom po Southernu, smo preucevali vnos T-DNA v rastlinsko celico
in vgradnjo le—te v rastlinski genom. Vgrajenost T-DNA smo testirali s hibridizacijo DNA
sond na taréna zaporedja gena hptll in markerskih genov gusA, EGFP in ZsGreen (Slika
15hb).

27 RSO ORS R 6 i S et | IRl S e D
pCAMBIA 1301  pCAMBIA 1302-EGFP pCAMBIA 1302-ZsGreen

hptll

(641 bp) 1000 bp

500 bp

gusA

301 bp)

EGFP ZsGreen 1 00 bp

(187 bp) (208 bp)

21,2 kbp

5,2 kbp
3,5 kbp

1,9 kbp

Slika 15: (a) PCR analiza prisotnisti genov hptll, gusA, EGFP in ZsGreen v vzorcih 1 — 13 in (b) Southern
analiza vkljucenosti gena hptll v istih vzorcih; (NK) negativna kontrola - DNA netransformirane rastline M.
aurantiacus; (P) pozitivna kontrola - razrezan plazmid pPCAMBIA1301 in (M) dolzinski DNA marker (Susi¢
in sod., 2013).

Analiza po Southernu je pokazala, da so regenerirane rastline, ki smo jih pridobili v
osnovnih poskusih transformacije, vsebovale 1 — 3 kopije transgenov. Vecina
transformiranih rastlin (73,0 %) je vsebovala eno kopijo T-DNA (Slika 15, vzorci 1, 4, 5,
6, 7, 12), 23,0 % transformiranih rastlin (Slika 15, vzorci 2, 8, 9, 10, 13) je vsebovalo dve
kopiji transgenov in le 4,0 % transformiranih rastlin je vsebovalo tri kopije (Slika 15,
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vzorca 3 in 11) (Susi¢ in sod., 2013). Razmerje je podobno, tudi ¢e zdruzimo rezultate iz
vseh poskusov (1 kopija gena: 70,8 %, 2 kopiji gena: 25,6 % in 3 kopije gena: 3,7 %).

V nekaterih primerih je ob testiranju istih membran z dvema razli¢cnima DNA sondama,
prislo do opaznih razlik v pofilu hibridizacije sond (Slika 16). Isti vzorci so lahko po
hibridizaciji z razli¢nima sondama, kazali ve¢ ali manj kopij zaporedij genov. V tem oziru
S0 posebej zanimivi vzorci, ki so po drugi hibridizaciji kazali ve¢je Stevilo kopij gena, saj
se v tem primeru izognemo napaki zaradi morebitne izgube DNA iz membrane med
procesom spiranja sonde.

M NKT 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 P M

i

Slika 16: Hibridizacija iste membrane z dvema razli¢cnima DNA sondama: (a) EGFP, (b) hptll. Pri vzorcih 2,
3, 7,9 in 12 so opazne razlike v hibridizacijskih profilih, kar prikazujejo pus¢ice. V primeru detekcije s hptll
DNA sondo imajo vzorci 2, 3, 7, 9 in 12 ve¢ kopij gena. Southern analizo smo izvedli v redosledu a, b.
Elementi analize so: (M) DNA dolzinski marker, (NK) negativna kontrola - DNA netransformirane rastline
M. aurantiacus, (1 — 13) DNA vzorci domnevno transformiranih rastlin M. aurantiacus; (P) PCR-egfp
pozitivna kontrola - PCR pomnozek gena EGFP.

S primerjavo podatkov iz PCR in Southern analiz, smo ugotavljali razmerje med
prisotnostjo T-DNA mejnih sekvenc in Stevilom kopij gena pri posameznih vzorcih.
Primerjava je pokazala razlike v razmerjih med vzorci z ali brez (L- in R-bor) mejnih
zaporedij in pogostostjo vecjega Stevila kopij T-DNA (Priloga E). Med vzorci, pri katerih
nismo zaznali L- in R-bor, je 12,16 % vsebovalo 1 kopijo gena in 4,73 % vsebovalo ve¢
kopij gena, v razmerju 1:0,39. Med vzorci, pri katerih smo zaznali tako L- kot R-bor, je
41,89 % vsebovalo 1 kopijo gena in 22,97 % vsebovalo ve¢ kopij gena, v razmerju 1:0,63.
Primerjava je pokazala, da so vzorci rastlin, pri katerih smo zaznali obe mejni zaporedji T-
DNA, imele 1,6 —krat pogosteje vgrajenih ve¢ kopij gena, v primerjavi z vzorci rastlin brez
prisotnih L- in R-bor. Delezi (%) izhajajo iz matrike, v katero smo analizirane vzorce
razvrstili glede na stevilo kopij gena (0, 1, 2 in 3) in prisotnost mejnih zaporedij L- in R-
bor (0, 1 in 2) (Priloga E).
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5 RAZPRAVA
5.1  REGENERACIJSKI POTENCIAL IZSECKOV

Med tremi tipi izseCkov rastlin M. aurantiacus, so se najuspesneje regenerirali hipokotili
(Preglednica 2) in izkazovali tudi najnizjo variabilnost med rezultati poskusov. Opazena
nihanja v variabilnosti regeneracijskega potenciala med listnimi izsecki, petiolami in
hipokotili, bi lahko pojasnili z variabilnostjo genetskega ozadja rastlin, katere smo
uporabili za pripravo izseckov. Ta je bila veliko nizja v primeru listnih izseckov ter petiol,
¢eprav smo skrbeli za ¢imbolj nakljucno razdelitev pripravljenih izseCkov v posamezne
ponovitve poskusa. V primeru listnih izseckov in petiol, je bilo mogoce pripraviti zadostno
Stevilo izseCkov za posamezen poskus iz le nekaj posameznih rastlin. To je lahko privedlo
do vecjih odstopanj v rezultatih med ponovitvami v primeru uporabe rastlin s slabim
regeneracijskim potencialom, kljub naklju¢ni razdelitvi. V primeru hipokotilov, je vsak
izseCek predstavljal eno ponovitev, saj smo iz posameznega semena pridobili le en
hipokotil. Vpliv slabSega genetskega ozadja je bil tako omejen zgolj na posamezen izsecek.
Uporaba izseckov (npr. hipokotili) z zelo heterogenim genetskim ozadjem privzeto
omogocCa uravnoveSenje variabilnosti, ki nastane zaradi slabSe genetske osnove
posameznih primerkov in s tem boljSo ponovljivost (robustnost) poskusov. Vendar pa je v
Studijah izrazanja specifi¢nih genov, ¢esto potrebno zagotoviti izenaeno genetsko osnovo
rastlinskega materiala, kar bi v naSem primeru lahko dosegli z uporabo petiol in listnih
izseCkov iz predhodno okarakteriziranih in vitro namnozenih klonov rastlin.

52 VPLIV SELEKCIJSKEGA ANTIBIOTIKA NA in vitro REGENERACIJO
IZSECKOV

Netransformirani listni izsecki, petiole in hipokotili, ki smo jih gojili na RM-BAP, so
izkazovali visok regeneracijski potencial, saj so vsi razvili poganjke. Zato smo opravili test
obcutljivosti na selekcijski antibiotik, ki bi omogocal dolo€itev najniZje ucinkovite
koncentracije higromicina B. Po 8 tednih trajanja poskusa, so se pojavile nekroze tkiva pri
vseh izseckih, hipokotili so bili na delovanje higromicina B najmanj obcutljivi. Glede na
rezultate teh poskusov (poglavje 4.1.2) smo izbrali delovne koncentracije higromicina B.
Ta je bila za selekcijo hipokotilov 2,5 —krat visja kot v primeru listnih izseCkov in petiol,
kar je obCutno zmanjSalo odzivnost hipokotilov v poskusih transformacije. Pozitiven vpliv
ostrejSe selekcije je bila visja ucinkovitost selekcije (Preglednica 3), (izraCunana kot
odstotek transformiranih regeneriranih poganjkov), ki je bila v primeru uporabe bakterije
A. tumefaciens LBA4404 pri hipokotilih, vselej 100 %. Cilj poskusov transformacije je
doseganje ¢im visje ucinkovitosti — tako transformacije, kot tudi selekcije, zato bi bilo
potrebno v prihodnje ovrednotiti spremembe teh parametrov pri nizjih koncentracijah
higromicina B. Rezultati testiranja obcutljivosti poganjkov rastlin M. aurantiacus na
razli¢ne koncentracije higromicina B so pokazali ucinkovito selekcijo Ze pri koncentraciji
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10 mg I}, ki je 2 — 5 krat niZja od uporabljenih delovnih koncentracij antibiotika. Rezultati
nakazujejo, da higromicin B omogoca robustno selekcijo tudi v primeru regeneracije lazno
pozitivnih poganjkov. Do tega lahko pride v primeru nepopolne odstranitve meristemskega
tkiva pri pripravi izseckov, pri katerem imajo meristemske celice visji regeneracijski
potencial od ostalih celic izseCka. Razvoj lazno pozitivnih poganjkov lahko potece ob
detoksifikacijskem delovanju okoliskih transformiranih celic (Jordan in McHughen, 1988).

5.3  USPESNOST TRANSFORMACIE

Regenerirane transgene rastline so bile fenotipsko normalne (Slika 10) in so fluorescirale
pri osvetlitvi z modro svetlobo (Slika 13) ali kazale modro obarvanje pri testiranju
aktivnosti GUS (Slika 12). Opazili smo povprec¢no visjo intenziteto fluorescence ZsGreen
v primerjavi z EGFP, ¢eprav je bilo mogoce opaziti razlike v intenziteti fluorescence istega
reporterskega proteina tudi med posameznimi tkivi in v razli¢nih stopnjah regeneracije.
Najbolj intenzivno fluorescenco smo opazili pri celicah kalusa, ki so izrazale ZsGreen
(Slika 13a,b), fluorescenca je bila konstantna tudi v zgodnjih stopnjah celi¢ne
diferenciacije in organogeneze v liste in poganjke (Slika 13c,d). Z nadaljnjim razvojem
poganjkov, smo zabeleZili upad v jakosti fluorescence sorazmerno z velikostjo in starostjo
rastline, kar je v kasnejsih fazah onemogocalo uporabo reporterja za detekcijo transgenov.
Opazen upad fluorescence je bil posebej opazen pri EGFP. Southern-ova analiza DNA
poganjkov rastlin, transformiranih z EGFP in ZsGreen, je pokazala stabilno integracijo T-
DNA v rastlinski genom. Zaradi tega, dobljenih rezultatov ne moremo pojasniti s prehodno
transformacijo. UtiSanje genov zaradi pozicijskega ucinka je eden od mogocih razlogov, S
katerimi lahko pojasnjujemo slabse izrazanje gena, vendar so v tem primeru razlike vidne
7ze na zaCetku regeneracije tkiva. Podobne rezultate postopnega nizanja jakosti
fluorescence, kot v nasem primeru, so zabelezili Zhou in sod. (2005) po transformaciji
trnate meteljke (Medicago truncatula Gaertn.), riza (Oryza sativa L.) in repnjakovca
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) z genom gfp. V studiji so pokazali, da je za zmanjSanje
fluorescence odgovorna interferenca pigmentov Kklorofila s fluorescenco GFP ter
zmanjSanje deleza GFP v skupni vsebnosti poteinov celice. Oba faktorja sta korelirala s
starostjo rastlinskega tkiva. Podoben upad fluorescence GFP s staranjem listov so opazili
tudi pri oljni ogrs¢ici (Brassica napus L.) (Halfhill in sod., 2003). Pri tej $tudiji so najvisji
nivo fluorescence zabelezili med pojavom listov, le—ta pa je bistveno upadel z nadaljnjim
razvojem poganjkov. Pojav je bil koreliran z zmanjSanjem koncentracije topnih proteinov
in hkratnem sorazmernem zmanjSanju vsebnosti GFP v celici (Halfhill in sod., 2003).
TakSen vzorec zmanjSevanja zaznavne fluorescence S staranjem tkiv ni nenavaden, kot
lahko zasledimo v pregledu HraSka in sod. (2006) in verjetno nastane zaradi zgoraj
omenjenih razlogov. Nepravilno delovanje konstitutivnega promotorja CaMV 35S je manj
verjetno, saj poskusi z istim promotorjem pri tobaku (N. tabacum), kaZzejo na dosledno
izrazanje gfp gena v tkivih po celotni rastlini — ne samo pri regeneriranih rastlinah Ty
generacije, ampak tudi pri Ty in T, generacijah (Hraska in sod., 2008).
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Rezultati, ki prikazujejo celokupno Stevilo regeneriranih poganjkov in Stevilo
transformiranih poganjkov iz osnovnih poskusov transformacij (Preglednica 3), kazejo na
visoko variabilnost v uspeSnosti transfomacije med razlicnimi tipi izseckov. Najvi§ja
uspesnost transformacije je bila dosezena pri petiolah (23,26 %), najnizja pa v primeru
hipokotilov (1,37 %) (Susi¢ in sod, 2013). Nizka uspe$nost transformacije hipokotilov je
posebej presenetljiva, saj so hipokotili v poskusih regeneracije na RM-BAP brez
Opazena variacija v TE pri petiolah med razlicnimi reporterji (Preglednica 4: gusA, 15,8
%; EGFP, 53,0 %; ZsGreen, 7,7 %) je navidez dokaj izdatna in namiguje na bistvene
razlike med reporterskimi sistemi. Razlike v TE, so lahko v dolo¢enih primerih posledica
kopicenja reporterskega proteina in toksi¢nega ucinka le—tega v celicah. Tak primer so
opazili npr. pri GFP, ki je pri visokem izrazanju deloval toksi¢no, zaradi tvorbe prostih
radikalov med fluorescenco proteina (Haseloff, 1999). Razlike so v naSem primeru
verjetno posledica visoke variabilnosti v regeneracijski sposobnosti petiol (poglavje 5.1) in
ne posedica izrazanja razli¢nih reporterskih genov. To tezo podpira podobno visoka
variabilnost pri rezultatih odzivnosti petiol na RM-BAP, ki smo jo predhodno zabelezili v
poskusih regeneracije razlicnih izseCkov (Preglednica 2). Dalje, pri hipokotilih, ki so v
poskusih regeneracije (brez predhodne transformacije) kazali manjSo variabilnost v
odzivnosti med ponovitvami, v poskusih transformacije ni bilo opaznih razlik v TE med
razli¢nimi reporterji.

Slabe rezultate hipokotilov iz poskusov transformacije, bi lahko pripisali potencialno
previsoki koncentraciji higromicina B v  RM-BAP za potrebe rastlinske selekcije.
Regeneracija hipokotilov pri vi§ji koncentraciji higromicina B (50 mg 1'1) je posledi¢no
pripomogla k 100 % uspesSnosti selekcije, vendar tudi k nizkemu odstotku odzivnih
1zseCkov, nizkem Stevilu regeneriranith poganjkov in koncno k nizkem Stevilu dobljenih
transformiranih rastlin. Visoko uspe$nost transfomacije petiol bi potemtakem lahko
pojasnili z regeneracijo poganjkov pri niZji koncentraciji antibiotika, kar se kaze tudi v
visjem Stevilu (11 %) lazno pozitivnih oz. »pobeglih« netransformiranih poganjkov. Obe
tezavi (nizek odstotek regeneriranih poganjkov oz. visok deleZ lazno pozitivnih) bi lahko
reSevali z uporabo postopne selekcije med regeneracijo poganjkov, kot v primeru studij
transformacije arasidov (Arachis hypogaea L.) (Livingstone in Birch, 1999), navadne
nokote (Lotus corniculatus L.) (Nikolic in sod., 2007), gorskega glavinca (Centaurea
montana L.) (Abou-Alaiwi in sod., 2012), Crambe abyssinica (Li in sod., 2013) ipd. Tak
pristop omogoca uporabo nizkih koncentracij selekcijskega antibiotika v zacetnih fazah
regeneracije (kar omogoca lazje okrevanje transformiranih celic), s postopnim zviSevanjem
koncentracije antibiotika z vsakim nadaljnjim subkultiviranjem regenerantov na sveze
gojisce. Kanamicin in higromicin B sta med najpogosteje uporabljenima antibiotika za
rastlinsko selekcijo, vendar pa je slednji bolj toksiCen z nara$¢ajo¢o koncentracijo.
Aoshima (2005) je zabelezil bistveno vi§jo toksi¢nost higromicina B v primerjavi s
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kanamicinom. Ta je bila opaznejsa le pri visjih koncentracijah antibiotika, kar je imelo
drasti¢en vpliv na somatsko embriogenezo iz kalusnega tkiva ¢ajevca (Camellia sinensis
L.). Tezave pri uporabi higromicina B kot selekcijskega antibiotika, lahko nastanejo tudi
zaradi necisto¢ v formulacijah raztopin nekaterih proizvajalcev. Transformirane celice
lahko inaktivirajo antibiotik z izrazanjem higromicin fosfotransferaze (HPT), vendar pa
lahko odmiranje celic povzrocijo primesi (neCistote), prisotne v kon¢ni formulaciji

antibiotika. Te ostanejo po nezadostnem c¢iscenju antibiotika iz bioprocesne brozge. Uc¢inek
je bolj izrazit pri visjih koncentracijah u¢inkovin (Pan, 2012).

54  OPTIMIZACIUA PROTOKOLA TRANSFORMACIJE

Optimizacijo protokola transformacije smo preiskusali s spreminjanjem dveh parametrov —

.....

.....

.....

regeneriranih poganjkov, povpre¢no maso izsekov in Stevilo hiperhidriranih izseckov med
serijjami. V poskusu smo opazili verjetno povezavo med visjo stopnjo hiperhidriranosti in
vecjim Stevilom poganjkov ter ve¢jo maso izseckov, zaradi ¢esar ni bilo mogoce upraviciti
analize variance (ANOVA), zaradi krSenja predpostavke o neodvisnosti meritev. Delovno

.....

delovno razmerje koncentracij hormonov enako tistemu v RM-BAP in nato testirali vpliv
zeatina in TDZ na odzivnost hipokotilov in petiol in na TE v poskusih transformacije.
Uporaba zeatina ni povzrocila bistvenih sprememb v TE pri petiolah, ki so se regenerirale
na RM-ZEA, hkrati pa je bil dosezen slabsi rezultat pri hipokotilih. Uporaba bakterije A.
tumefaciens EHA105 tudi ni privedla do bistvenih izboljsav TE. V poskusih optimizacije
transformacije je najvecji vpliv na ta dva parametra imel TDZ, tako pri hipokotilih, kot v
primeru petiol. Rezultat je mogoce z visjo gotovostjo tolmaciti pri hipokotilih, saj je bila v
tem poskusu dosezena skoraj 7 —krat visja odzivnost hipkotilov v primerjavi z osnovnimi
poskusi transformacije, kljub visoki koncentraciji higromicina B. Nenazadnje pa je bila v
primeru hipokotilov zabelezena zelo nizka variabilnost v rezultatih med poskusi, Ki
nakazuje, da tovrstna odstopanja niso rezultat variabilnosti genetske osnove hipokotilov.
Ob regeneraciji izseckov na RM-TDZ smo opazili tudi povisano tvorbo poganjkov, vendar
pa so bili ti v ve€ini primerov hiperhidrirani. Hiperhidriranost tkiva in vecje Stevilo
poganjkov bi lahko bili povezani, saj nepravilnosti v razvoju tkiv zaradi hormonalnega
neravnovesja, lahko vodijo v izgubo apikalne dominance, kar bi lahko povzrocilo tvorbo
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vedjega Stevila poganjkov (Cassels in Curry, 2001). TDZ je velikokrat uporabljen za
uravnavanje rastlinske morfogeneze v in vitro kulturah (Murthy in sod., 1998), uspesno
uporabo TDZ v namen adventivne regeneracije listnih izseCkov in petiol, pa so predhodno
zabelezili tudi pri rastlinah M. aurantiacus (Murovec in sod., 2010). Uporabo TDZ pri
regeneraciji hipokotilov in internodijev v poskusih transformacije, so predhodno opisali pri
topolu (Populus tremuloides) (Tzfira in sod., 1997; Cseke in sod., 2007) in slivah (Prunus
domestica L.) (Petri in sod., 2008). U¢inek TDZ na povisanje deleza odzivnih izseCkov v
poskusih transformacije rastlin M. aurantiacus, bi bilo potrebno natanéneje preuciti. Izziv
predstavlja predvsem zmanjSevanje pojavljanja hiperhidriranih poganjkov, saj
hiperhidriranost onemogoca uc¢inkovito aklimatizacijo rastlin iz in vitro Kulture.

5.5 MOLEKULSKA ANALIZA TRANSGENOV

Regenerirane transgene rastline, ki smo jih pridobili v osnovnih poskusih transformacije,
so vsebovale 1 — 3 kopije transgenov. Vecina transformiranih rastlin (73,0 %) je vsebovala
eno kopijo T-DNA, 23,0 % transformiranih rastlin je vsebovalo dve kopiji transgenov in le
4,0 % transformiranih rastlin je vsebovalo tri kopije (Susi¢ in sod., 2013). Razmerje je
podobno, tudi ob zdruzitvi rezultatov iz vseh poskusov (1 kopija gena: 70,8 %, 2 kopiji
gena: 25,6 % in 3 kopije gena: 3,7 %). Rezultati potrjujejo dosedanja spoznanja, da
posreden vnos genov z bakterijo A. tumefaciens, vodi v integracijo niZjega Stevila kopij
transgenov (Gelvin, 2003).

Analiza prisotnosti plazmidnih zaporedij izven mej T-DNA je pokazala, da relativno velik
delez transformiranih rastlin, ki sSmo jih pridobili v osnovnih poskusih transformacij (75,26
%), vsebuje tovrstne dele plazmidne DNA. Celokupen odstotek rastlin, zbranih iz vseh
opravljenih poskusov, ki so kazale prisotnost plazmidne DNA, je znasal 79,87 %. Rezultati
nasprotujejo teoriji o natan¢nem izrezu T-DNA zaporedja iz plazmidne DNA in vgradnjo
le—tega v rastlinski genom, vendar pa so do podobnih rezultatov Ze prisli pri tobaku, kjer so
prisotnost delov plazmidne DNA zaznali pri 75 % vzorcev (Kononov in sod., 1997), v
drugi studiji pa pri 65 % testiranih regeneriranih rastlin (Lee in sod., 2004). Izven— T-DNA
zaporedja ogrodja plazmida, so odkrili tudi v regeneriranih rastlinah enokali¢nic, kot npr.
pri psenici, ki so jih transformirali s pomocjo bakterij A. tumefaciens. V studiji je 62 %
regenerantov vsebovalo omenjeno DNA (Wu in sod., 2006). V nasi Studiji je veCina
transformiranih Ty rastlin (79,87 %) vsebovala dele zaporedij plazmida izven obeh mejnih
sekvenc (70,93 %), dele plazmidne DNA samo izven desne mejne sekvence T-DNA je
vsebovalo 4,88 % rastlin, medtem ko je dele plazmidne DNA samo izven leve mejne
sekvence, vsebovalo 4,07 % rastlin. Rezultati torej potrjujejo pojav vgradnje zaporedij
vektorske DNA v genom rastline skupaj z zazelenim T-DNA zaporedjem. Po splosno
sprejetem modelu procesiranja T-DNA med postopkom transformacije, se izrez T-DNA iz
ogrodja binarnega plazmida za¢ne na desni mejni sekvenci (R-bor) z vezavo proteina
VirD2. Protein VirD2 prav tako izreze T-DNA na levi mejni sekvenci (L-bor), kar je
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mogoce zaradi visoke homologije med sekvencama (Tzfira in sod., 2004). Znano je, da
VirD2 lahko »preskoci« L-bor, saj prepozna tudi zaporedja, ki niso del mejnih zaporedij.
Na ta nacin se lahko v rastlinko celico prenesejo deli zaporedja plazmida onstran L-bor T-
DNA (Gelvin, 2003). Po tem sklepanju, bi med testiranimi prevladovali vzorci s prisotnimi
regijami onstran L-bor. V naSem primeru nismo opazili takih razlik, kar drzi tudi pri
opazanjih drugih avtorjev (Kononov in sod., 1997). Pri vecini testiranih poganjkov sta bili
prisotni obe mejni sekvenci (L- in R-bor). Take rastline so imele 1.6 —krat pogosteje
vgrajeno vec kot eno kopijo transgena kot rastline, ki niso imele prisotnih L- in R-bor.
Opazeno povezavo je tezko pojasniti z danimi podatki. Nekatere Studije kazejo, da
prisotnost delov plazmidnega ogrodja izven T-DNA, lahko izzove rekombinacije med
plazmidi (Fu in sod., 2000) ali drugacne preureditve transgenov pred ali med vgraditvijo v
rastlinski genom, kot so nelegitimne rekombinacije zaradi nastanka stabilnih sekundarnih
struktur. Dolo¢ena zaporedja DNA so lahko mesta delovanja nukleaz in topoizomeraz (npr.
ori mesto) ter tako omogocajo rekombinacije s podvojevanjem. Dolo¢eni deli plazmidov
lahko vsebujejo z AT bogata zaporedja, ki omogocajo rekombinacije in lahko vodijo v
kompleksno multimerizacijo plazmida (Muller in sod., 1999). Tako delovanje lahko
pomeni pojav ve¢ih kopij transgenov, kot tudi preureditev zaporedja T-DNA ali izgubo
dolocenih delov.

V dosedanjih $tudijah so opazili razli¢ne nac¢ine integracije T-DNA v rastlinski genom. V
primeru pravilnega izreza T-DNA, se lahko ta vgradi v obliki ene kopije na posamezen
lokus, ene kopije na vecih lokusih, ter ve€ih kopij na vecih lokusih. Pri slednjem primeru
se lahko T-DNA organizirajo v obliki tandemskih ponovitev, tandemskih ponovitev na
levem koncu zaporedja T-DNA in tandemskih ponovitev na desnem koncu zaporedja.
Mogoce so tudi kompleksnejSe oblike vzorcev integracije, sestavljene iz meSanice zgoraj
opisanih moznosti. Med vgraditvijo T-DNA lahko nastanejo razli¢ne nepravilnosti, kot so
vstavitev vkljuckov DNA (t.i. »filler DNA«), zaradi delecije tar¢nega mesta v zaporedju
genomske DNA; prenos vektorskih zaporedij skupaj s T-DNA; ter ve¢je delecije in / ali
razenotenje (fragmentacija) T-DNA in vgraditev v rastlinski genom (Windels in sod.,
2008; Lee in sod., 2004; Wu in sod., 2006; Muller in sod., 1999). Nekatere od navedenih
nepravilnosti v procesiranju in vgraditvi T-DNA, bi lahko pojasnile posamezne rezultate
analize po Southernu, kjer smo po hibridizaciji iste membrane z dvema razli¢cnima DNA
sondama, dobili razlicne rezultate glede Stevila vkljuenih transgenov (Slika 16). Pri
vzorcih 2, 3, 7, 9 in 12, bi lahko prislo do delecije celega ali dela zaporedja gena EGFP
pred vgraditvijo T-DNA v rastlinski genom.

5.6 DELOVANJE MARKERSKIH SISTEMOV

Wenck in sod. (2003) so po testiranju transformacije razli¢nih rastlinskih vrst s
fluorescentnimi reporterskimi geni iz koral Zoanthus spp., napovedali tem reporterjem
Siroko podrocje uporabe v rastlinski biotehnologiji. Vendar pa ZsGreen po na$ih
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informacijah Se ni bil uporabljen za postavitev, ovrednotenje in izboljsave protokola
transformacije rastlinske vrste. V poskusih transformacije rastlin M. aurantiacus je bil
ZsGreen boljsi v primerjavi z EGFP in GUS, predvsem zaradi opazno visje svetlosti kot
EGFP in splosno laZje detekcije v primerjavi z GUS. Uporaba gusA reporterskega gena pri
transformaciji rastlin M. aurantiacus je bila dokaj tezavna. Ker detekcija izrazanja gusA
zahteva dodatek eksogenega substrata, kofaktorjev in izvedbo histokemicne fiksacije tkiva,
je za izvedbo belezenja aktivnosti GUS potrebno Zrtvovati pravkar regenerirano transgeno
tkivo. Zaradi dolgega Casa regeneracije rastlin M. aurantiacus po kokultivaciji z
bakterijami A. tumefaciens, je takSen pristop neprimeren. Izrazanje ZsGreen smo (kakor je
sicer znacilno za fluorescentne reporterske gene) lahko spremljali v realnem casu, in vivo,
brez posebnih priprav vzorcev in zrtvovanja tkiva rastlin. Opazeno bledenje fluorescence z
razvojem rastlinskih tkiv predstavlja tezavo za spremljanje izrazanja transgenov pri
starej§ih rastlinah, vendar pa je iz opravljenih $tudij na GFP (Hraska in sod., 2006),
mogoce zakljuciti, da je to splo$no znacilno za fluorescentne reporterske sisteme in ne
zgolj negativna lastnost ZsGreen.
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6 SKLEPI

Za cilj magistrske naloge smo si zadali postavitev zanesljivega delovnega protokola, ki bi
omogocal stabilno transformacijo rastlin M. aurantiacus z uporabo bakterije A.
tumefaciens, kot vektorja za prenos razlicnih genskih konstruktov ter regeneracijo in
diferenciacijo transformiranega rastlinskega tkiva v in vitro kulturi. Da bi dosegli namen
naloge, smo:

- s poskusi adventivne regeneracije najprej dolocili najprimernejsi tip izseckov za
poskuse transformacije ter izbrali sestavo gojis€a, ki je omogocala uspeSno
adventivno regeneracijo,

- s poskusi smo deloma ovrgli zacetno hipotezo, da bodo rastlinski izsecki z
so hipokotili dosegli nasprotne rezultate od pricakovanih. Hkrati smo pokazali na
opazanja, da je na dobljeni rezultat v dobri meri vplivala povisana koncentracija
selekcijskega antibiotika higromicina B,

-z uporabo metode posredne transformacije z bakterijo A. tumefaciens, smo v celice
rastline M. aurantiacus vnesli reporterske gene gusA (binarni plazmid
pCAMBIA1301), EGFP (binarni plazmid pCAMBIA1302-EGFP) in ZsGreen
(binarni plazmid pCAMBIA1302-ZsGreen) ter spremljali njihovo izrazanje. To je
tudi potrdilo predvidevanja, da bo z uporabo protokola za adventivno regeneracijo
poganjkov iz razli¢nih rastlinskih izseckov (listni 1zse€ki, petiole, hipokotili) M.
aurantiacus, uveljavljenih binarnih plazmidov ali njihovih derivatov in razli¢nih
sevov bakterij A. tumefaciens, mogoce pridobiti odrasle transgene rastline,

- s histokemi¢nim GUS testom in uporabo epifluorescencne stereolupe z ustreznim
setom filtrov, smo potrdili transformacijo regenerantov, opazanja pa smo dodatno
preucevali z molekulskimi tehnikami (polimerazno verizno reakcijo (PCR) in
analizo po Southernu), s ¢imer smo potrdili konstitutivno izrazanje reporterskih
genov, pokazali na prednosti uporabe ZsGreen, kot reporterja za detekcijo izraZanja
transgenov, hkrati pa tudi ugotovili nekatere pomanjkljivosti izbranih reporterskih
sistemov (kot je bledenje fluorescence s staranjem rastlinskega tkiva in
neprakti¢nost GUS).

Skupaj z zadanimi cilji naloge, smo z molekulskimi tehnikami analize transgenov, opazili
tudi razli¢ne variacije v uspesnosti prenosa in vkljucitve T-DNA v rastlinski genom (vnos
razli¢nega Stevila kopij T-DNA, mozni prelomi, delecije, prenos delov sekvenc binarnih
plazmidov ipd.), kar nakazuje na kompleksno naravo procesov transgeneze z uporabo
bakterije A. tumefaciens.
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7 POVZETEK

Genski inZeniring je pomemben pristop v raziskavah rastlin. Pripomore lahko k razvoju
novih rastlinskih sort ekonomsko pomembnih rastlin, siroko podro¢je uporabe pa ima tudi
pri temeljnih raziskavah rastlin. Uporaba postopkov genskih transformacij omogoca skoraj
brezmejne moznosti genomske modifikacije, kar je med drugim dobrodoslo tudi pri
hortikulturno pomembnih rastlinah. Ceprav je znanih ve¢ razliénih metod rastlinske
transformacije, je uporaba bakterije A. tumefaciens kot vektorja za posreden vnos
transgenov, najbolj razsirjena. K uspe$nemu razvoju genskega inzeniringa pri rastlinah je
pomembno vplival tudi razvoj binarnih plazmidov, uporaba ucinkovitih selekcijskih in
reporterskih sistemov ter nenazadnje tudi razvoj u¢inkovitih postopkov in vitro adventivne
regeneracije rastlin.

Oranzni krinkar (M. aurantiacus) je bil razmeroma nedavno prepoznan kot primeren
modelni organizem za $tudije evolucijske in ekoloke funkcionalne genomike. Rastline M.
aurantiacus so primerne za $tudij molekularnih osnov speciacije zaradi naravno prisotnih
geografsko strukturiranih razlicno obarvanih populacij. Zanesljiv sistem za genske
transformacije je bistven za celovito izkoriS¢anje rastline kot modelnega sistema za
genetske Studije, hkrati pa je tak sistem potencialno uporaben tudi za zlahtniteljske namene
in gospodarsko izkori§¢anje.

V ta namen smo razvili u¢inkovit in zanesljiv protokol za gensko transformacijo rastlin M.
aurantiacus, katerega je mogoc¢e uporabiti v prihodnjih Studijah kandidatnih genov in / ali
funkcijah promotorjev. Z uporabo sevov bakterij A. tumefaciens LBA4404 in EHAL05 ter
pCAMBIA binarnih plazmidov, smo pridobili 137 T, regeneriranih transgenih rastlin M.
aurantiacus s stabilno vgrajenim zaporedjem T-DNA. Vecina Ty linij regenerantov je
vsebovala enojno kopijo T-DNA z nekaj vgrajenimi plazmidnimi deli. VV poskusih
transformacije smo uporabljali gojis¢a za adventivno regeneracijo (RM-BAP) ter
elongacijo rastlin (EM-BAP), osnovana na meSanici mikro in makroelementov po
Murashige in Skoog-u, katerim so bili dodani ustrezni rastni regulatorji: 0,5 mg I"* NAA in
1 mg I BAP (RM-BAP) ter 0,1 mg I IAA in 0,1 mg I BAP (EM-BAP). Poleg BAP smo
v poskusih optimizacije protokola transformacije uporabili ¢ TDZ in zeatin v enakih
koncentracijah. V poskusih transformacije smo najve¢ regeneriranih poganjkov (121)
pridobili iz petiol, ki so dosegle v povprecju najvisjo u¢inkovitost transformacije (~ 23 %).
Pri transformiranih rastlinah smo opazili uspe$no izrazanje reporterskih genov, med
katerimi je bil najbolj uspesen gen za fluorescentni protein ZsGreen iz koral Zoanthus spp.,
ki je dosegal visjo svetlost kot EGFP. Spremljanje fluorescence ZsGreen in EGFP, pa je
bilo hitrejse in lazje izvedljivo, kot detekcija B-glukuronidazne aktivnosti (GUS) v
rastlinskih tkivih.
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Priloga A
Sestava gojis¢a MS (Duchefa) (Murashige in Skoog, 1962).

Mikroelementi Masna koncentracija (mg 1) Mnozinska koncentracija (M)
CoCl, x 6H,0 0,025 0,11
CuSO, x 5H,0 0,025 0,10
Fe-Na-EDTA 36,70 100,00
H;BO; 6,20 100,27
Kl 0,83 5,00
MnSQO,4 x H,O 16,90 100,00
Na,MoO,4 x 2H,0 0,25 1,03
ZnS0O, x 7H,0 8,60 29,91
Makroelementi mg I"* mM
CaCl, 332,02 2,99
KH,PO, 170,00 1,25
KNO; 1900,00 18,79
MgSO, 189,54 1,50
NH4NO3 1650,00 20,61
Organske sestavine mg It uM
glicin 2,00 26,64
mio-inozitol 100,00 554,94
nikotinska kislina 0,50 4,06
piridoksin-HCI 0,50 2,43

tiamin-HCI 0,10 0,30
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Priloga B

Sestava pufrov in raztopin uporabljenih v raziskavi.

Histokemic¢ni GUS test
Raztopina / pufer Sestavine Proizvajalec Koncentracija
50 mM fosfatni pufer NaPO, (pH 6,8) Na,HPO, Kemika 6,2 % (w/v)
NaH,PO, Kemika 3,7 % (wiv)

Izolacija DNA

Raztopina / pufer Sestavine Proizvajalec Koncentracija
pufer CTAB cetiltrimetil amonijev bromid (CTAB) Duchefa 2 % (wiv)
Tris-HCI (pH 8,0) Duchefa 01M
EDTA (pH 8,0) Sigma 20 mM
NaCl Duchefa 1,4M
[-merkaptoetanol Sigma 0,2 % (v/v)
pufer TE Tris-HCI (pH 8,0) Duchefa 10 mM
EDTA (pH 8,0) Sigma 1mM
Merjenje koncentracije DNA
raztopina / pufer Sestavine Proizvajalec Koncentracija
10x TNE pufer (pH 7,0) Tris-HCI Duchefa 0,1 M
EDTA Sigma 0,01 M
NaCl Duchefa 2M
Agarozna gelska elektroforeza
raztopina / pufer Sestavine Proizvajalec Koncentracija
1x TBE pufer (pH 8,3) Tris-HCI Duchefa 1,1M
borna kislina Duchefa 09M
EDTA Sigma 25 mM
nanasalno barvilo BPB Ficoll® 400 - 12,5 % (wiv)
bromfenol modro - 6,7 % (VIV)
10x TBE pufer - Uravnavanje
volumna
nanagalno barvilo 6x Loading  Orange G Promega 0,4 % (v/v)
Dye bromfenol modro Promega 0,03 % (v/v)
ksilen cianol FF Promega 0,03 % (v/v)
Ficoll® 400 Promega 15 % (Wiv)
Tris-HCI (pH 7,5) Promega 10 mM
EDTA (pH 8,0) Promega 50 mM
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Southern blot

Raztopina / pufer Sestavine Proizvajalec Koncentracija
10x Blocking raztopina blocking reagent Sigma 100 mg ml*
pufer maleinske kisline - Uravnavanje
(pPH 7.5) volumna
10 % SDS (pH 7,2) Na-dodecil sulfat (SDS) Duchefa 100g It
20x SSC pufer (pH 7,0) NaCl Duchefa 3IM
Na-citrat (NasCgHs07 X Honeywell Riedel-de 0,3M
2H,0) Haen
CDP Star reagent CDP Star substrat Roche 50 mM
Pufer CDP Star Roche 1x
denaturacijska raztopina NaOH Merck 05M
NaCl Duchefa 15M
detekcijski pufer (pH 9,5) Tris-HCI Duchefa 0,1 M
NaCl Duchefa 0,1M
raztopina visoke strogosti 20x SSC (pH 7,0) - 0,1x
(High Stringency solution; 10% SDS (pH 7,2) - 0,1%
HSS)
raztopina nizke strogosti (Low 20x SSC (pH 7,0) - 2X
Stringency solution; LSS) 10% SDS (pH 7,2) - 0,1%
pufer maleinske Kisline maleinska kislina Sigma 0,1M
(Maleic acid buffer) (pH 7,5)  (C4H404)
NaCl Duchefa 0,15M
nevtralizacijska raztopina (pH  Tris-HCI Duchefa 05M
7,5) NaCl Duchefa 15M
pufer za prekinitev NaOH Merck 02M
hibridizacije DNA sonde SDS Duchefa 0,1%
(Stripping buffer)
pufer za spiranje 1 (Washing maleinska kislina Sigma 0,1M
buffer ') (pH 7,5) (C4H40,)
NaCl Duchefa 0,15 M

Tween 20 Sigma 0,1%
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Priloga C

Sestava zaloznih raztopin kemikalij uporabljenih v raziskavi ter njihovo shranjevanje.

Antibiotiki
Zalozna raztopina Sestavine Proizvajalec Koncentracija Shranjevanje
timentin Timentin (tikarcilin in Duchefa 150 mg ml™* Zamrzovalnik
klavulanska kislina) (-20°C)
ddH,0 IDT -
higromicin B higromicin B Duchefa 50 mg ml™ Zamrzovalnik
ddH,0 IDT - (-20°C)
kanamicin kanamicin Duchefa 50 mg ml™ Zamrzovalnik
ddH,0 IDT - (-20°C)
rifampicin rifampicin Duchefa 50 mg ml™ Pripravimo
1 M HCI Merck 20 % (v/v) sveze
96 % etanol Carlo Erba 40 % (viv)
Reagents
ddH,0 IDT 40 % (vIv)
streptomicin streptomicin Duchefa 50 mg ml™ Zamrzovalnik
ddH,0 IDT - (-20°C)
Rastlinski hormoni
ZaloZna raztopina Sestavine Proizvajalec Koncentracija Shranjevanje
BAP 6-benzilaminopurin Sigma 1 mgml? Hladilnik
ddH,0 IDT - (4°C)
I1AA indol-3-ocetna kislina Duchefa 100 pug ml™ Hladilnik
ddH,0 IDT - (4°C)
NAA 1-naftalenocetna kislina ~ Sigma 200 pg ml™? Hladilnik
ddH,0 IDT - (4°C)
zeatin zeatin Duchefa 1 mgml? Zamrzovalnik
ddH,0 IDT - (-20°C)
TDZ tidiazuron Duchefa 1 mgml? Zamrzovalnik
dimetil sulfoksid Sigma - (-20°C)
(DMSO)
Vitamini in ostalo
ZaloZna raztopina Sestavine Proizvajalec Koncentracija Shranjevanje
TPN tiamin Sigma 2mg ml™ Hladilnik
piridoksin Sigma 1 mgml? (4°C)
nikotinska kislina Sigma 1mgmlt
ddH,0 IDT -
acetosiringon 4-hidroksi-3,5- Sigma 200 mM Zamrzovalnik
dimetoksiacetofenon (-20°C)
DMSO Sigma -
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Priloga D

Sheme T-DNA iz plazmidov (a) pPCAMBIA 1301, (b) pPCAMBIA 1302-EGFP in (c)
pCAMBIA 1302-ZsGreen

Oznaceni sestavni elementi zaporedja: (CaMV 35S) promotor iz mozai¢nega virusa cvetace; (catl) intron iz
ricinusove katalaze; (GUS) zaporedje gena gusA za B-glukuronidazo; (EGFP) zaporedje gena EGFP;
(ZsGreen) zaporedje gena ZsGreen; (6xHis) zaporedje polihistidinske afinitetne oznake; (NOS terminator)
zakljuGevalno zaporedje nopalinske sintaze; (RB T-DNA repeat) zaporedje desne mejne sekvence T-DNA,;
(LB T-DNA repeat) zaporedje leve mejne sekvence T-DNA; (CaMV poly(A) signal) poliadenilacijsko
signalno zaporedje iz mozaiénega virusa cvetate; (HygR) zaporedje gena hptll za higromicin B
fosfotransferazo; (lac) bakterijski lac promotor; (MCS) multiplo mesto za kloniranje; (M13) fragment
vektorja M13. Slika prikazuje Se mesto delovanja restrikcijskega encima Hindlll, mesta naleganja parov
zaCetnih oligonukleotidov (gusA-F, gusA-R, egfp-F, egfp-R, ZsGreen-F, ZsGreen-R, R-bor-F, R-bor-R, L-
bor-F, L-bor-R, hptll-F, hptll-R) in mesta hibridizacije DNA sond pri analizi Southern (hptll/egfp/ZsGreen

Southern probe). Slika je bila ustvarjena s programskim orodjem SnapGene® Viewer, DNA zaporedje pa
pridobljeno iz NCBI.

(1453 ., 14 hptll - R y \ R
(577 5791) R-bor -R
(836 .. 859) hptll - F (5634 .. 5653) R-bor -F
= Zﬁi.-.-'fbror R (4890 ., 4905) gusA
] s o 0. 050 0,
3 Too0T 3 Zoo0T 3000 2000 EET !
! ? .
0 o <R | <pwoessend Wil - E— | ]
LB T-DMA repeat [ M13 fwd GUS RB T-DNA repeat
CaMy poly(a) signal lac pramoter  MCS CaMy 355 promoter 6xHis NOS terminator
hptll Southern probe catl intron
b (4384 ., 4403) R-bor -R
4246 ., 4265) R-bor -F
(3533 .. 3552) egfp -R
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(14 ..33) Lbor-F ‘
I{
i 10007 = Zoo0T 30007 = 4000
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C (4222 .. 4241) R-bar -F |
|
3740 .. 3759) ZsGreen -R |
00 .. 1423) hptll -R (2537) HindIII 3552 .. 3571) ZsGreen -F |
I
. ! |
(177 .. 196} L-haor - R |
(14 .. 33) L-bor -F |
|
o007 = Z000 30007 T 40007 =
| . < HygR | <Eawmspenoe.] IO 1 (0510
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hptll Southern probe
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Priloga E

Razvrstitev vzorcev DNA regeneriranih rastlin iz poskusov transformacij v skupine glede
na prisotnost mejnih regij T-DNA in Stevilo kopij genov.

Prisotnost mejnih . . . b . o] €
sekvenc (bor) * Stevilo kopij gena Skupno $t. vzorcev [N (%)]
0 1 2 3
0(0) 18 (12,16) 7 (4,73) 0 (0)
2(1,35) 7(4,73) 2(1,35) 0(0) 148 (100)

11(7,43) 62(41,89) 34(22,97) 5(3,38)

a . - . S - A . .
prisotnost mejnih sekvenc L-bor in R-bor dolo¢ena s PCR. Razlaga oznak: 0 = ni prisotnih mejnih sekvenc; 1 = prisotna je L-bor ali R-
bor sekvenca; 2 = prisotni sta obe mejni sekvenci

Stevilo kopij gena dologeno glede na rezultate analize Southern

o
skupno Stevilo vzorcev vkljucenih v analizo. Iz celokupnega $tevila vzorcev (N = 154), smo odbrali take, ki so kazali okuzbo z
bakterijo A. tumefaciens.
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