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Ker bezeg $ambucus nigra) postaja vedno bolj pomembna rastlina v raziskavah
preventivne medicine, je bil cilj naSega dela optamija postopkown vitro kalitve

in zorenja bezgovega peloda. Najprej smo &mlali razvojno stopnjo mikrospor
in peloda, pricemer smo barvali z naslednjimi barvili: 4,6-diamici2-fenilindol
(DAPI), acetokarmin in propidijev jodid (Pl). Metadarvanja s Pl se je izkazala
za najbolj uspe3no tako za zrel kot nezrel pelddosf peloda smo uspesno
preverjali preko metode barvanja z 3-4,5-dimetibia2-il-2,5-difenil-
tetrazolijevim bromidom (MTT)In vitro kalitev zrelega peloda smo preizkusali v
razlicnin goji€ih, tako v suspenzijski kulturi kot na stekelcirendar so bili
najboljSi rezultati dobljeni le v suspenzijski kwit goji&a pripravljenega po
Brewbaker — Kwacku (BK) v petrijevih plé&h. Po optimizaciji pH vrednosti in
sladkorja v goji8u smo ugotovili, da lahko kalivost zrelega pelodacno
pospesSimo s stresanjem petrijevih plog& stresalniku. S tem smo ovrgli hipotezo
nekaterih raziskovalcev, ki so trdili, da peltichega bezga ne more Kkaliti takoj
oziroma, da potrebuje zato minimalno dve dasa. Nadalje smo pré&li moznost

in vitro zorenja enojedrnih mikrospor v razlih goji&ih, od katerih sta bila
primerna le spremenjeno ga@j& BK in goji¥e pripravljeno po Brewbaker —
Kwack — Kosel (BKK) s pH vrednostjo 5,%5.eprav so bile kalivostin vitro
dozorelega peloda nizke, smo v teh dveh gbji®pazili tudi Stevilne razlike v
sami velikosti mikrospor. Poskuse smo zakljuz dologitvijo ¢asovnega poteka
razvoja enojedrnih mikrospor med vitro zorenjem v goji&u BKK s pH 5,1
oziroma pH 5,5. V goji&u s pH vrednostjo 5,1 smo dosegli do 64 % kalivBst.
nasem vedenju je to prvi uspesni poskusitro zorenja enojedrnih mikrospor
vrste Sambucus nigra.
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The aim of this thesis was to optimize the procedurin vitro germination and
maturation of elderberry pollen, the elderbe®gnibucus nigra L.) being an ever
more important plant in preventive medicine redearAs a first step, the
development stage of the microspores and pollenasasssed by staining with
different dyes such as 4,6-diamidino-2-phenylind@@PI), acetocarmine and
propidium iodide (PIl). The staining method with prloved to be the most
successful so for the case of mature as immatukenpd he viability of the pollen
was successfully verified by the 3-4,5-dimethyl#ub2-yl-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) staining methdd.vitro germination of mature pollen
was tested in different growth media in suspensidture and on glassicroscope
slides, however the best results were achievedewBaker — Kwack (BK) growth
suspension medium in petri dishes. After the omdtidbn of pH value and sugar in
the growth medium, it was found that the germimaté the mature pollen can be
substantially accelerated by incubating petri dishe a laboratory rotator. This
fact seems to refute the hypothesis made by sosearehers that the elderberry
pollen cannot germinate right away i.e. it needsigimum time of 2 hours for
that. In the continuation thim vitro maturation of uninucleate microspores was
tested in different growth media from which onlg tmodified BK and Brewbaker
— Kwack — Kosel (BKK) growth medium with a pH valie5 proved to be
suitable. Although thgermination rates dh vitro matured pollen were relatively
low, a number of differences were noted in the sizenicrospores in these two
growth media. Finally the time development scaleuafnucleate microspores
during thein vitro maturation process in the BKK medium with pH 5nt @H 5.5
was observed. In the growth medium with pH 5.1 &o6germination rate was
achieved. According to available literature, tlsighe first successful attemptiof
vitro maturation of uninucleate microspores of the simbucus nigra.
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1 UvOD

Crni bezeg $ambucus nigra L.) je kulturna rastlina v Stevilnih evropskih dvzé. Jagode
¢rnega bezga se uporabljajo za barvanje sadnih sa@ewripravo bezgovega vina in
Zelatine, cvetje pa za pripravo sirupa in vina (Asln in Atkinson, 2002). Bezeg ima
dolgo tradicijo uporabe v ljudskem zdravilstvu. ddg in cvetje se tradicionalno
uporabljajo kot sredstvo za znojenje in odvajanet zdravilo proti Zelo&him
boletinam, vnetju obnosnih votlin, zaprtosti, driski,efju grla, prehladu in revmatizmu
(Charlebois, 2007). Zaradi Stevilnih terapevtskidiinkov na zdravljenje novodobnih
kroni¢nih bolezni pa postajarni bezeg vse bolj pomemben v modernih raziskavah
preventivni medicini.

Molekularna genetika in rastlinska biotehnologijta spostali zelo pomembni v
zlahtnjenju rastlin. Skoraj vse objavljene metodegenetsko transformacijo vk§ujeno
stopnjo, kjer je potrebna regeneracija rastlinransformiranih celic ali tkiva. Uspeh
transformacije je zato ndoo odvisen od samega genotipa rastline. V pretekkims
Stevilni avtorji transformirali pelod ali pelodnevke in tako pridelali transgene rastline.
Zrel pelod so transformirali z inkubacijo v DNA tapini (Hess, 1987), z elektroporacijo
(Matthews in so0d.,1990), z biolistiko (van der Leede-Plegt in sod995) in s
kokultivacijo z Agrobacterium tumefaciens (Hess in Dressier, 1989). DNA raztopine z
Agrobacterium tumefaciens so dodajali tudi direktno na brazdo, in sicer peddpo
oprasitvi (Luo in Wu, 1989). Stevilne od zgoraj adenih metod so bile v drugih
laboratorijin neponovljive in posletho ovrzene (Langridge in sod.992; Stger in sod.,
1992).

Vse te tehnike temeljijo na predpostavki, da sa&sgana DNA, ki vstopi v pelod,
avtomaténo integrira v zarodno linijo in se ohranja s p&argem na potomce. Vendar
zrel pelod vsebuje dve vrsti celic, vegetativn@émerativno, slednja pa se deli Se na dve
spermalni celici. Vegetativha celica ni del zarodmge in le transgena DNA, ki bo
vneSena v spermalni jedri, ima mozZnost prenosahlednjo generacijo.

Metoda transformacije moSke zarodne linije potelat da transgeno DNA integriramo
v eno-jedrne mikrospore, ki jih nadaljeitv vitro pogojih dozorimo do zrelega dvo- ali
trocelicnega peloda, tega pa uporabimoimavivo opraSitev. Na koncu od nastalega
celokupnega semena odberemo transgeno seme. Qla@daost te metode je, da se
izognemoin vitro regeneraciji, ki sicer omejuje moznost genskesfiamacije Stevilnih
pomembnih rastlinskih vrst.

Naslednja prednost metode je, da je celotni prddesdi do potrjene transgene rastline,
zelo kratek. Na primen vitro zorenje mikrospor tobaka traja 6 dni, seme paopiido v
treh do Stirih tednih po opraSitvi. Selekcija tdamshantov in pridobitev transgene
semenske rastline pa lahko traja 2-3 tedne. T@legra proces pot® v priblizno enem
mesecu in pol.

Tretja prednost je, da med kratiovitro maturacijo poté&eta manj kot dva celna cikla,

v nasprotju z dolgo trajagami in vitro regeneracijskimi protokoli, ki jih pogosto spreanlj
Se nezazelena somaklonska variacija.
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Cetrta prednost je v tem, da za gensko transformacijo izberemo endoelitato, kot

je na primer enojerdna mikrospora, se samodejgnemo himerizmuki je sicer glavna
ovira pri metodah genske transformacije meristeniBotrykus, 1991). Himerizem
pomeni, da je rastlina sestavljena iz dveh aligenetsko raznih populacij celic.
Morebitna peta prednost je neodvisnost od genatipline. Touraev in sod. (1997) so
opravili uspesnan vitro maturacijo Stevilnih kultivarjev tobaka in pSeniceniso opazili
nobenih razlik v odzivanju mikrospor. Poskuse nanpgs potrjujejo tudi Stauffer in sod.
(1991). Maturacijski protokol optimiziran za en gép, je lahko potemtakem uporaben
tudi za ostale genotipe iste rastlinske vrste. Boanje namré& dejstvo, da celo med
vrstami znotraj druzine, na primer Poaceae, nikirelrazlik v moSkem gametofitnem
razvoju in fiziologiji (Shivanna in Johri, 1983 vitro zorenje enojedrnih mikrospor je
proces, ki posnema normalni gametofitni razvojiigdolahko v teoriji uporabili pri vseh
viSje razvitih rastlinskih vrstah. Vendar zaradisddanjih teh@gnih omejitev je metoda
najprimernejSa za tiste vrste, ki imajo veliko dtepelodnih zrn na cvet in veliko Stevilo
semen na cvet ali socvetje.

S to metodo pa lahko tudi direktno opazoujemo mogke, biofizioloSke in biokemijske
spremembe, ki se sicer dogajajo nieslivo zorenjem peloda.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je optimizacija mettoditro zorenja in kalitve pelod&nega
bezga. Pri tem je bilo potrebno osvoijiti postoplkdotianja razvojne stopnje, Zivosti in
zrelosti peloda. Zeleli smo optimizirati obstigegojiga in inkubacijske pogoje za hitro
in uspesnan vitro kalitev peloda. Slednje pogoje smo hoteli preigk@isdi zain vitro
zorenje enojedrnih mikrospor. Z namenom nadaljgenazacije in vitro zorenja smo
gojis¢u dodajali in spreminjali hranila, tako nastaloigtg zain vitro zorenje pa smo
primerjali z goji€i optimiziranimi za druge rastlinske vrste. Pri @asSdelu smo se oprli
predvsem na izkuSnje in delo raziskovalcev, ki b@wli raziskave an vitro zorenju in
kalitvi peloda drugih rastlinskih vrst, ker med gledom literature nismo zasledili
nobene objave, ki bi poskusSalanwitro pogojih dozoreti pelod vrst&ambucus nigra.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZGODOVINACRNEGA BEZGA

Botancno ime Sambucus prvi¢ najdemo v rokopisih rimskega prirodoslovca Plinija
(23-79 n.8.). Ime izvira iz starogrSke bese8mmbuca’, to je strunsko glasbilo narejeno
iz bezgovega lesa (Knowles, 2008). Gojeni in digzeg se v Evropi, severni Afriki in v
nekaterih predelih Azije ze stoletja izrablja zadmeske, kozmetine in kulinaréne
namene. Stari Rimljani so sok iz bezgovih jagodraplpali za barvanje las. V srednjem
veku je bil bezega&en kotéarobno drevo, ki jedtilo ljudi in zivino pred boleznimi in
hudobnimi duhovi (Charlebois, 2007). Iz bezgovegta so izdelovali pripravke za
odstranjevanje peg in za 2@ ter mekianje koze. Iz jagod so pridelovali marmelade,
vina in ¢aje, cvetje pa so cvrli v testu in ga postregli gatogo razltnim jedem. Tudi
severnoameriski Indijanci imajo bogato tradicijootgbe bezga, zlasti za zdravljenje
vrogine in revmatizma. Ze v 2atku 19. stoletja pa so v Evropi in Ameriki bezgovo
cvetje popisali v tedanji farmakopeji.

2.2CRNI BEZEG V MEDICINI

Tradicionalne in moderne raziskave so osretite predvsem na kremnobele cvetove in
na modrdrne jagodecrnega bezga. Skorja, listi in korenine vsebujejanogene
glikozide, ki so potencialno strupeni, saj se ahayem razpadu sprosti vodikov cianid.
Jagodecrnega bezga s@ primerjavi z ostalim sadjem zelo bogate z antuaiain
drugimi polifenoli, kot sta rutin in klorogenskaskna (Gebhardt in sod., 2009).
Antocianini so v vodi topni pigmenti, ki imajo neavonoidno strukturo vezane sladkorne
enote, in se v bezgu &iaoma nahajajo kot cianidin-@-sambubiozid, cianidin-8-
sambubiozid-52-glukozid, cianidin-30©-glukozid in cianidin-3,99-diglukozid, odkrili

pa so tudi manjSe kdéine delfinidin-3-rutinozida in petunidin-3-rutinaia (Thole in
sod., 2006). Cao in Prior (1999) sta ugotovila, sa cianidin-3-O-sambubiozid in
cianidin-3-O-glukozid uspesno vsrkat&levesko krvno plazmo, in sicer kar neposredno
v svojih glikozidnih oblikah. Antocianinom se prgpijejo Stevilne zdravilne vloge pri
prepré&evanju karcinogeneze, pri prepeganju rasti rakastega obolenja in pri r&ah
protivnetnih procesih. Nedavna objava kaze (Hechtsod., 2006), da so cianidin
glikozidi najverjetnejSe bioaktivne ¢imkovine, ki ovirajo aktivnosti transkripcijskih
faktorjev AP-1 in NF«B v miSjih epidermalnih celicah. Prav slednja tlkaiijska
faktorja imata odléilno viogo pri pospeSevanju karcinogeneze celidddmo so Meiers

in sod. (2001) ugotovili, da so antocianini brezargh sladkornih enot ndai zaviralci
receptorjev za epidermalni rastni faktor (EGF),pa je tudi pomemben za éaek
karcinogeneze. Dodatno so nekatere biokemijskajgt(ithole in sod., 2006) pokazale,
da vsebujejo bezgove jagode ra&aé snovi (fenolne in nefenolne), ki spodbujajo
aktivnost encima kinon reduktaze in zavirajo aktisth encimov ciklooksigenaze-2 in
ornitin dekarboksilaze in s tem v celoti prejujejo proces karcinogeneze. Bagchi in sod.
(2004) so nadalje ugotovili, da standardiziranitetg OptiBerry IH 141, ki je narejen
tudi iz bezgovih jagod, dinkovito prepréuje izrazanje vaskularnega endotelijskega
rastnega faktorja (VEGF) 8loveskih kerationcitih. Faktor VEGF ima keitio vliogo pri
vaskularizaciji in napredovanju tumorjev. Omening 8a so Katsube in sod. (2003)



Kosel J. Biotehnolo3ki postopki za kaliteviimvitro dozorevanje peloda bezdgafbucus nigra L.). 4
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetfiSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

ugotovili, da antocianini sprozijo apoptozo v tusiaoh celicah HL-60, in sicer tako, da
delujejo prooksidativno na aktivacijo reaktivnihsikiovih radikalov v teh celicah.
Apoptozne tumorske celice takoj prepoznajo makiafagh odstranijo Se preden pride
do celtne lize in poslednega lokalnega vnetja. Poleg zgoraj omenjerdinkov proti
raku, antocianinom pripisujejo tudi Stevilne drugdravilne vloge, saj po mnenju
nekaterih avtorjev (Zakay-Rones in sod., 2004) @atoni spodbudijo izldanje
citokinov iz humanih monocitov in s tem okrepijounski odziv proti virusom gripe.
Bobek in sod. (2001) pa so na podganah dokazalekst&raktérnega bezga pove
rezistenco organizma proti vnetju debelegavesja. Nadalje so Gray in sod. (2000)
opazili, da vsebuje cvetjérnega bezga vodotopne snovi, ki neposredno spogbudi
metabolizem glukoze v misjih trebusSnih miSicah iaveajo izlotanje inzulina iz
klonalnih pankreatnih p-celic. Dodatno so Chatterjee in sod. (2004) ugbtoda
ekstrakt iz bezgovih jagod zavira ragélicobacter pylori in pove&uje olEutljivost te
bakterije na antibiotik klaritromicin.

2.3 TAKSONOMSKA UVRSTITEV BEZGA

Bezeg, tudi bézegsémbucus) je rod hitrorastéih grmovnic ali nizkih dreves in vsebuje
med 5 do 30 razainih vrst. Je geografsko Siroko razSirjen s sksuhi® diverzitete v
vzhodni Aziji in Severni Ameriki. Ena od njegovilajbolj razSirjenih vrst je&sambucus
racemosa. Dolgo ¢asa so ro@ambucus uvr&iali v druzino kovénikovk (Caprifoliaceae)
(Cronquist, 1981), vendar so ga zaradi kasnejfoigdnetskih ugotovitev (Donoghue in
sod., 2001) premestili v druzino piztevk (Adoxaceae) skupaj z rodoViburnum L.,
Adoxa, Snadoxa in Tetradoxa. Rastline, ki spadajo v druzino piztavk, imajo nasprotno
razvr&ene nazotane liste, od 5 do ¥emajhnih cvetov v cimoznem socvetju in k@&st
plod.

2.4 BIOLOGIJA BEZGA

Crni bezeg je listnat grm ali redkeje manjSe do 10isnko drevo s premerom debla med
30 in 60 cm. Ima ravne in pokéme poganjke iz osrednjega debla, ukrivljene vejsgpa
pogosto rjavo-sive barve, z velikimi in Stevilniplutnimi bradavicami in belim strzenom
v lubju. Nasprotno, neparno pernati listi so sdgaviz petih do devetih listev (redko
treh ali enajstih), vsak sestavljeni list je doly®30 cm, listii pa so dolgi od 3-9 cm in
SO jafasto-suktaste oblike z naz@anim robom. Spodnja lista sta pritrjena s kratkimi
peclji ostali listti pa so sed®. Listni pecelj je dolg 3-4 cm, aksilarni brsti siokotne
oblike, rde€kaste barve in so 2-3 mm dolgi. Aksilarni brsti pospomladi nosijo velika
in zelo razvejanac#tasto oblikovana socvetja, sestavljena iz Stewilmajnih, diséih,
kremno-belih ali rumenkastih cvetov. Iz njih segibtazvijejo 6—-8 mm veliki jagodasto,
ko&icasti plodovi temnomodre akirne barve, ki vsebujejo 3-5 sptefiih semen.
Kremnobeli, petStevni, dvospolni cvetovi so Zarkasimetréni (aktinomorfeni) in veliki
do 5 mm v premeru. Vsebujejo 5 prasnikov, cvetsitipgra nosi od 3 — 5 brazd. Cvetni
pelod je bledorumene barve, elipsoidne oblike ira igasto eksino (Atkinson in
Atkinson, 2002).
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Cvetovi nimajo nektarja, vseeno pa njihov dao vonj privablja doléene obiskovalce.
NajpogostejsSi oprasevalci so dolgorogi Riq€erambycidae) Se posebej htid&zorogi
(Cerambyx scopolii Fuessly, pogoste opraSevalke pa so tudi muhe dasih ¢ebele
(Bolli, 1994). Koncalova in sod. (1983) so ugotgvidla je 1,22 % cvetnih popkov
samoprasnih (so avtogamne rastline), Bolli (199 )npvaja, da je za proces oploditve
najpogostejSa samooprasitev preko peloda iz sakedgtov ali socvetji iste rastline.

Bezeg najbolje raste na tleh, bogatih z dusikomgysem blizu bivali§ sega od nizin do
gorskih predelov. Obajno ozeleni v marcu ali aprilu, cveti pa od maggjuhija. Jagode
se z&nejo razvijati v juliju in zorijo do septembra. Bgyobéajno cveti v svojem trejem
ali ¢etrtem letu starosti.

2.5 RAZVOJ PELODA

Razvoj peloda poteka v prasnicah in séneaz delitvijo diploidnih sporofitnih celic. Pri
tem nastanejo materinske celice peloda in iniciad&etvorbo notranje stene prasnice
imenovane tapetum. Materinske celice se nato dvakegoticno delijo in nastanejo
tetrade haploidnih celic. Celice v tetradah se Sjjoov posamezne enojedrne mikrospore
po delovanju encima kalaze, ta pa se sintetizit@petumu (McCormick, 1993). Nastala
mikrospora se zme hitro poveéevati, na zunanji strani se ji tvori stena imen@an
eksina, medtem pa centralno jedro mikrospore pqgiupd periferiji celice, in sicer na
mesto, ki se nahaja nasproti pelodne pore. Tekasti s Stevilne manjSe vakuole
zdruzujejo v eno samo vakuolo, ki zaradi pareega volumna pritiska citoplazmo ob
steno nasproti pelodne pore (Bedinger, 1992). Pkajndneh rasti se mikrospora
asimetréno mitoticno deli, pricemer se tvori dvojedrno pelodno zrno sestavljeraveh
celic, in sicer iz v8e vegetativne in manjSe generativne, ki se v telahaja znotraj
vegetativne celice. V 70 % rastlinskih druzin (maner Solanaceae, Liliaceae) se zrel
dvojedrni pelod sprosti iz prasnic in naslednjaotniha delitev generativne celice na dve
spermalni celici potee Sele ob klitju peloda na pesti brazdi. V drugih rastlinskih
druzinah (na primer Brassicaceaed Poaceae) pride do delitve generativnega jedra ze
znotraj prasnic (McCormick, 1993). V razvojni famed dvo- in trojedrnim pelodom se
kopi¢i Skrob, naraste tudi koncentracija mRNA za kasndjanslacijo med Kkalitvijo
peloda. Sledi dehidracija peloda (do 40-58 % vla#hosprostitev peloda iz prasnice,
ponovna rehidracija po interakciji s pést brazdo in kalitev skozi pelodno poro in
pestEni vrat do semenske zasnove (Bedinger, 1992).

Muccifora in sod. (2003) so s transmisijskim elekskim mikroskopom preili
ultrastrukuro zrelega, tricéhega peloda bezg&gmbucus nigra L.). Pelodno zrno je
izopolarno, trikolporatno, Siroko 12,5 um in dol@® um. Vegetativna celica popolnoma
obdaja obe spermalni celici in ima vegetativho gedaklinjeno med njima. Njena
citoplazma je bogata s prostimi ribosomi, vsebujevike paltasto oblikovane
mitohondrije, grobi endoplazmatski retikulum, Stegi citno neaktivne diktiosome
golgijevega aparatsestavljene iz 5-8 cistern, lipidna telesca, mayaiaole z notranjimi
vezikli in dve razléni vrsti plastidov, in sicer grobe izodiamétre plastide, kjer se
skladigijo Skrobna zrna, in manjSe nezrele plastide. Spbkrnintelici sta medseboj tesno
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povezani s citoplazmatskimi mostovi in obdani zkakastimi polisaharidi. Celici imata
malo citoplazme in slabo razvite majhne organele.

Vegetativna celica iz peloda bezga ima visoko nwi&fio zmoznost, to pa je ztimost
predvsem tricetinih in tudi nekaterih dvocelnih pelodov drugih rastlinskih wvrst.
Stevilni dobro razviti mitohondriji so tako ztilma lastnost tricetinin pelodnih zrn iz
razlicnih rastlin, z izjemo rastlifradescantia paludosa in Tradescantia virginiana, ki pa
imata dvocelini pelod. Podobno so grobi endoplazmatski retikubdkrili v tricelicnem
pelodu vrsteeuphorbia dulcisin v dvocelénem pelodu vrst€apparis spinosa.

Normalni gametofitni razvoj peloda lahko wn vitro pogojih preusmerimo v
embriogenetski sporofitni razvoj. Preklop iz ganfittega v sporofitni razvoj
najpogosteje spodbudimo v enojedrni ali dvojedrikrospori. Po indukciji sporofithega
razvoja sledijo Stevilne delitve, ki vodijo do reaska haploidne rastline po dveh poteh, in
sicer preko direktne embriogeneze ali pa prekobwdalusa. Sehgal in sod. (1982) so iz
cvetnih popkovérnega bezga izolirali prasnice z enojedrnimi mikaami in jih
asepttno prenesli na gojig¢ MS (Murashige in Skoog, 1962) z dodanim kinetin@m
ppm) in 2,4-D (1 ppm). Stres potreben za preklopperofitni razvoj so inducirali s
fluorescentno svetlobo. Indukcija kalusa jim je elapv 20 % primerov, vendar so
ugotovili, da ga je v@na izvirala iz vezivnega tkiva. Pri nekateih emvjgh mikrosporah
pa so opazili sime®no delitev jedra na dve enaki jedri in po 24 dajaji inkubaciji

so dobili mnogo-cetine pelodne embrioide. Simonovik (2007) je &rmem bezgu
uporabila isto metodo z gofgm NLN (Nitschin Nitsch, 1969) dopolnjenim z
organskimi in anorganskimi dodatki. Tri tedne pepitvi v gojige se je iz 50 % prasnic
razvil kalus, ki je izviral iz prasnikove niti afirugih delov somatskega tkiva. V 0,25 %
prasnic (7 prasnic od skupaj 2725) se je kalus luspiicirati iz mikrospor. Kalus
pridobljen iz mikrospor je bitiste bele barve, kalus iz raziih somatskih tkiv pa je rasel
pocasi in je na koncu gojitve porjavel.

Ce hatemo nezrele mikrospore dozoreti do zrelega peltidéeaha:emo dobiti pelodne
embrioide moramo pred tem datdi razvojno stopnjo peloda. Pri da@evanju razvojne
stopnje moramo z barvili, ki se veZejo na molekDINA, dolciti Stevilo in velikost
jeder, ki se nahajajo znotraj peloda. DAPI (4,6vddino-2-fenil-indol) je fluoresceaimo
barvilo, ki so ga &inkovito uporabili pri barvanju mikrospor vrs#ntirrhinum majus
(Barinova in sod., 2002, 2004M)icotiana tabacum (Tupy in sod., 1991)Arabidopsis
thaliana (Van Damme in sod., 2006Jea mays (Heuer in sod., 20000rychophragmus
violaceus (Zhao in sod., 2007),eymus chinensis (Teng in sod., 2005) iSambucus nigra
(Simonovik, 2007). Barvanje z DAPI je ena odinkovitejSih metod doleevanja
razvojnih stopenj mikrospor, saj se jedra¢mm obarvajo inoddajajo svetlobo daljSe
valovne dolzine. Nekateri drugi avtorji so uporahidi barvilo hematoksilin, in sicer za
vrste Oryza sativa (Gupta in sod., 1987) iZea mays (Kindiger in Beckett, 1985).
Hematoksilin je primeren za analizo kromosomov istév rastlinskih vrst (Guerra,
1999). Tudi barvanje z barvilom acetokarmin je migauporabljena metoda (Sehgal in
sod., 1982; Benito in sod., 1988), vendar je ohawst peloda pogosto slaba, zaradi
majhnih kontrastov med jedrom in citoplazmo
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2.6 ZIVOST PELODA

Zivost peloda lahko preverjamo z r&nimi tehnikami, najvékrat pa se uporablja
barvanje z laktofenol anilin modrim (Hayman, 1956jedoks indikatorjem TTC (2,3,5-
trifenil tetrazolijev klorid) (Stanley in Linskend974), s trifenilmetan “Anilin modrim”
(Smith-Huerta in Vasek, 1984) in s fluorescein-dtatom v kombinaciji s propidijevim
jodidom (FDA-PI) (Heslop-Harrison in Heslop-Harngo1970). Z barvilom anilin
modrim odkrivamo prisotnost polisaharida kalozeelodni steni ali v pelodni cevki, s
tetrazolijevimi solmi, kot sta na primer TTC in MT{2,5-difenil monotetrazolijev
bromid), obarvamo pelod v odvisnosti od aktivhaaticima dehidrogenaze, barvila z
jodom uporabljamo za dalevanje koltine nakoptienega Skroba in fluorescein diacetat
za dol@evanje aktivnosti encima esteraze in ugotavljargekpdovanosti plazmatske
membrane (Wang in sod., 2004). Izbor metode zaep@aye Zivosti peloda je najbolj
odvisen od same letine ali rastlinske vrste. Mugeifin sod. (2003) so ugotavljali zivost
peloda bezga z barvanjem s fluorescein-diacetatedA) po metodi avtorja Heslop-
Harrison (1979). Rezultati so pokazali, da je lilost svezega peloda 95 %. Za pelod,
ki je bil 3 ali 4 leta hranjen pri temperaturi -20, pa je bila Zivost med 78,2 % in 43 %.
To je Se posebej zanimivo zato, ker za tricelpelod na splosno velja, da ima kratko
Zivljensko dobo, in sicer od le nekaj minut pa @o @ni.

2.7 KALITEV ZRELEGA PELODA VIN VITRO POGOJIH

Trenutno poznanm vitro kalitvene tehnike so kalitev v kulturi vigh kapljic, kalitev v
kulturi sedeih kapljic, kalitev v suspenzijski kulturi in pa [keav na povrSini trdnega
goji&a. Tehnike z visami ali sed€imi kapljicami so omejene na majhno katho
peloda in niso najprimernejSe za fizioloske in leiwkjske Studije (Burke in sod., 2004).
Na kalitev in razvoj pelodne cevke prvenstvenowg)b temperatura, relativna vlaznost
zraka, stopnja osvetlitve in pa samo gmiga kalitev. Torej je potrebno za vsako
rastlinsko vrsto posebej dd@iti optimalne pogoje z&n vitro kalitev.

Kakani in sod. (2005) so za dvanajst kultivarjevmibaza ugotavljali minimalne,
optimalne in maksimalne temperature za kalitev aavoj pelodne cevke. Radati
kultivarji so imeli razlene temperaturne intervale (v povgireso bile Tin, Topt iN Tmax
15.0, 31.8 in 43.3C) in kultivarji z viSjo optimalno temperaturo niso dreo kazali
najvisje maksimalne temperature, vendar so vseajbolje kalili tudi pri visokih
temperaturah. Podobne vplive poviSane temperatare witro kalitev so odkrili pri
kumarah (Matlob in Kelly, 1973), koruzi (Binelli isod.,1985) in arasSidih (Kakani in
sod., 2002). Avtorji soglasajo, da razlike v gepibtiizvirajo iz dejstva, da pelodna zrna
pri vi§jih temperaturah slabSe izrabljajo saharozeprav je kopienje Skroba in
sladkorjev pogosto celo #e kot pa pri normalnih temperaturah.

Za Stevilne rastlinske rodoveSetale, Iris, Carex, Eleocharis, Cytisus, Digitalis,
Plantago, Lonicera) so ugotovili, dace so bila pelodna zrna izpostavljena delu
relativni vlaznosti za dolen ¢as (15 min—24 ur) tik pred Kalitvijo, je to vplivaina
njihovo kalitev v gojigu, in sicer raztino glede na rastlinsko vrsto (Shivanna in Heslop-
Harrison, 1981). Nadalje so Sato in sod. (1998)rgto Brassica rapa ugotovili, da je 60
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% relativna vlaznost za 5 ur pri 28 mano izbolj3alain vitro kalivost peloda. Bistveno
viSja (95 %) relativna vlaznost pa je kalivost mkeldkorenito poslabSala, saj se je pelod
spremenil iz svoje prvotne oblike v kroglasto obliZato domnevajo, da spremembe v
relativni vlaznosti zraka vplivajo na stanje menrbvagetativne celice.

Goji&ke za kalitev mora biti osnovano tako, da nadomes# razlike medn vitro
okoljem in med naravnimi pogoiji, ki so prisotni heazdi. Brewbaker in Kwack (1963)
sta pripravila goji&, ki se danes Siroko uporablja v poskusikitro kalitve, saj ustreza
vec kot 86 vrstam rastlin (Jayaprakash in Sarla, 208é&%¥tavljeno je iz saharoze;BDs,
Ca(NGy)2-4H0, MgSQ-7H,0 in KNOs. Saharoza ima pomembno vlogo pri uravnavanju
osmotskega stanja in pri prehranjevanju pelodavé®ima in Johri, 1985). 20 % delez
saharoze v goj& je obtajno optimalen, nizje koncentracije pa sodekovite, medtem
ko so viSje koncentracije saharoze (30 % ati)\&kodljive, saj delujejo zaviralno na rast
pelodne cevke in lahko povzip propad pelodnega zrna (Lee in sod., 1985). Baro
kislina spodbuja rast pelodne cevke, vpliva na baizem in prenasanje sladkorjev (pri
tem se tvori sladkorno-boratni kompleks), p@ye vsrkavanje kisika in tvorjenje
pektina, ki je nujen sestavni del stene pelodn&eew vpliva na sintezo ter distribucijo
polisaharida kaloze (Sidhu in Malik, 1985). Kalitevrast pelodne cevke sta procesa, ki
sta vodena preko kalcijevega gradienta v citoplaxhposebnem predelu peloda, kjer bo
prislo do nastanka pelodne cevke, se zaradi omggekacijevega vtoka ustvari gradient,
ki sega od konice pa do podlage nastémjee cevke. Vtok kalcija v pelod in v pelodno
cevko poteka preko Gaprepustnih ionskih kanalowe je kalcija preve pride do
prekinitve citoplazmatskih tokov in mikrofilamentnisistemov v obmgu nastajanja
pelodne cevkeCe pa je kalcija premalo in se gradient v citoplazazprsi, pa se aktinski
mikrofilamenti in citoplazmatski tokovi pomaknejaobt konici nastajajée se cevke
(Miller in sod., 1996). Poleg kalcija ima tudi Kapomembno regulatorno viogo pri
kalitvi peloda. Obermeyer in Blatt (1995) sta ugditn da je tok kalija iz zunanjosti v
notranjost nekateega peloda lahko vzrok za sprozitev osmotskegssp@ia vode v
pelod. Posledna rehidracija peloda pa je potrebna za nadaljlitekde tega. Fan in
sod. (1999) so na pelodnih protoplastih vB&tassica pokazali, da v&na snovi vstopa v
pelod preko notranjih Kkanalov. Na te kanale pa ima #am regulatorni vpliv prav
zunanji C4".

Dumont-BéBoux in Von Aderkas (1997) stainavitro kalitev peloda vrst®seudotsuga
menziesii (severno-ameriski bor) uporabila gogsSpripravljeno po Brewbaker in Kwack
(1963) dopolnjeno s saharozo ali polietilen gliknl(PEG). Na goji& s saharozo so bile
pelodne cevke kratke in zvite, na gojss PEG pa so bile dolge in ravne, vendar je bila
njihova rast uptasnjena. PEG je znan po tem, da dagsmi privzem vode, ker
najverjetneje vpliva na permeabilnost plazmatskenbrane (Read in sod., 1993). Tako
bi lahko z dodajanjem PEG oblazili poSkodbe peladta,katerih pogosto pride med
procesom rehidracije. Do poSkodb pride zaradi tégas, se med rehidracijo peloda
gelizirana membrana spremeni v teéderistalinékno membrano (Hoekstra in sod.,
1992).

Pomemben vpliv nan vitro kalitev imajo tudi flavonoli, to so brezbarvni seldarni
rastlinski metaboliti imenovani flavonoidi, med &e¢ spadajo kaempferol, kvercetin in
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miricetin. Izkazalo se je, da imajo kijno vlogo v reprodukciji kritosemenk. Razli
avtorji so ze pokazali, da lahko spodbudijo kaliievrast pelodne cevke v primeru
rastlinske vrste tobaka (Ylstra in sod., 1992),aske petunije in koruze (Mo in sod.,
1992; Vogt in sod., 1995). Zanimivo je, da ostatster flavonoidov, kot je na primer
flavanon imenovan naringenin, nimajo nobenega waplna kalitev in na rast pelodne
cevke.

Song in sod. (1999) so na vrsti paradiznikgcpersicon esculentum Mill.) preucevali
vpliv visokih temperatur in poliaminov (spermidim $permin) nan vitro kalitev peloda.
Po priakovanjih se je kalivost ntoo zmanjSala pri 35C. Ko pa so goji& dodali
poliamine, se je ta ponovno izboljSala, in sicerragen, ki je bila enaka kalivosti pri
optimalni temperaturi. Stevilne $tudije kaZejo mpéetenost poliaminov v procese zorenja
in kalitve peloda raztnih rastlinski vrst. Chibi in sod. (1994) so opazlbaktivnosti
poliamin biosinteznih encimov (arginin dekarbokadain ornitin dekarboksilaza) in
ugotovili so, da se biosinteza poliaminovdno poveéa v zgodnji stopnji kalitve peloda.
Spet druge Studije so dokazale, da je priSlo derktega poslabSanja vitro kalivosti ob
dodatku inhibitrojev za poliamin biosintezne encifRajan, 1989).

Muccifora in sod. (2003) so pr&evaliin vitro kalivost triceltnega pelodérnega bezga,
za kar so uporabili goji& pripravljeno po Brewbaker in Kwacku (1963). N&jwe88
odstotno kalivost so dosegli v suspenzijski kulaid5 % koncentracijo saharoze po 22
urah inkubacije. Glede na to, da so optimalne kotnaeije saharoze za dvoceli pelod
med 10%-20% in da so optimalne koncentracije zeli¢ni pelod bistveno «ge (do 50
%), je bezgov pelod bolj podoben vrstam z dv@oatin pelodom. Ugotovili so, da zae
bezgov pelod kaliti Sele po 2 urah inkubacije. Tdopazanje je nezéimo za triceltni
pelod, za katerega velja, da kali takoj (HoekstraBruinsma 1975). Po 22 urah so
pelodne cevke dosegle dolzino¢pe od 1000um, kar je zopet zrédnost dvocelénih
pelodov, saj cevke tricélega peloda redko presezejo dolzino 508 (Johri in
Shivanna, 1977). Ze dejstvo, da je g&idripravijeno po Brewbaker in Kwacku (1963)
primerno zan vitro kalitev tricelcnega pelod&ambucus nigra, kaze na to, da so zahteve
za kalitev in posledno fizioloSke znalnosti kalitve pelodaSambucus nigra zelo
podobne dvocelnemu pelodu. To gogg je namré primerno predvsem za dvoasli
pelod in le redko za trocéhi (Leduc in sod., 1990). Muccifora in sod. (2088)nadalje
ugotavljali tudi vplive razlinih soli v tem goji8u. Ko v goji€u ni bilo kalija, je kalivost
padla za 50 %. Podobeninek se je pojavil tudi, ko v gojig¢ niso dodali borove kisline.
To je v nasprotju s ptakovanji, saj je poznano, da kalij in borova kialine vplivata
bistveno na kalitev tricelnega peloda (Heslop-Harrison, 1979). Ko guojifiiso dodali
magnezija, je bila kalitev popolnoma onemégua. Zopet je to v nasprotju s tricelim
pelodom za katerega velja, da se kalitev brez nmagnk zmanjSa za daoten delez
(Leduc in sod., 1990). Enakiinek so dosegli s kalcijem, vendar pri tem je pmtie
omeniti, da so tako dvoceti kot tricelicni pelodi razlénih rastlinskih vrst izjemno
obcutljivi na kalcij (Shivanna in Johri, 1985).
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2.8 ZORENJE PELODA N VITRO POGOJIH

Predhodne Studije na tobaku (Aziz in Machray, 2008 in Harada, 1986; Benito in
sod., 1988; Tupy’ in sod., 1991; Touraev in HebBdes, 1999), liljah (Tanaka in sod.,
1980; Clement in sod., 1996), tulipanih (Tanakaltm 1981), navadnem odolinu
(Barinova in sod., 2002), oljni repici (Custerssad., 1994), pSenici (Stauffer in sod.,
1991), koruzi (Pareddy in Petolino, 1992) in naajsiki vijoli¢cni kreSi (latinsko ime:
Brassica violacea; Zhao in sod., 2007) so dokazale, da so mikrosmeojno neodvisne
od obdajajéega tkiva znotraj prasnikov in to Ze takoj po sptasiz kalozne stene
tetrad. Njihov avtonomni célni razvoj je odvisen samo od hranil iz sporofitnégjaa.
Hranila lahko enostavno nadomestimoire vitro gojenjem izoliranih mikrospor v
optimiziranem goji&u, pri cemer upoStevamo, da se zahteve po hranilih sprajminj
skozi obdobje zorenja.

Za uspesnan vitro zorenje mikrospor do zrelega peloda, ki je sposdaditve in razvoja
pelodne cevke, moramo optimizirati gégsin spremljajoe fizikalne faktorje (na primer
temperatura, relativna vlaznost). Obstaja verjaindes optimizirani inkubacijski pogoji
zain vitro kalitev zrelega peloda ustrezajo procesu, ali ksapmejujejo procesa zorenja
nezrelih mikrospor iste rastlinske vrstée to velja, potem lahko najprej optimiziramo
pogoje zan vitro kalitev zrelega peloda in Sele potem preidemopianizacijo pogojev
zain vitro zorenje mikrospor. Slediepotek eksperimentov je smiselefg upoStevamo,
da obtajenin vitro kalitveni test traja od nekaj minut pa do naenega dneva, v
nasprotju s poskusom vitro zorenja, ki lahko poteka teden dni ali cel@ vasa. Vseeno
pa moramo zaradi zahtevnejSega in dolgotrajnejpegeesa zorenja mikrospor ga@gs
za in vitro kalitev dopolniti s pomembnimi hranili, kot so paimer ogljikovi hidrati
(saharoza, maltoza), duSik (laktalbumin hidrolizajninokisline (glutamin, prolin),
nukleozidi (uridin, citidin), vitamini (inozitol, ¥amini pripravljeni po Whiteu, 1963) in
minerali (soli pripravljene po Murashigeju in Skapd 962). \tasih moramo dodati tudi
rastne hormone, ki jih lahko vnaSamo neposredno ¢is¢eni obliki (kinetin,
naftalenocetna kislina, giberelinska kislina) (Céhin sod., 1996) ali pa posredno
znoraj kompleksnega vira, kot je na primer kokosoueko (Benito in sod., 1988; Zhao
in sod., 2007). Kokosovo mleko vsebuje meSanicwuildie aminokislin, hormonov in
encimov, in tako vpliva na pomnozevanje in difefaoio celic, to pa koristi predvsem
spodbujanju kalitve v mikrosporah (Cao and Liu 1926 uporabo hormonov in drugih
dodatkov pa lahko tudi dosezemo nezazeljeni prekitogametofitnega v sporofitni
embriogenetski razvoj.

Barinova in sod. (2002) so ugotovili, da imajo &awi, pufri in pH vrednost goji&
najpomembnejSi vpliv na maturacijo mikrospor vrstetirrhinum majus. Saharoza je
najpogosteje uporabljen sladkoriravitro zorenje mikrospor (Touraev in Heberle-Bors,
1999). Vseeno pa mikrospore nekaterih vrst, kohagqrimer jémen (Scott in Lyne,
1994), kitajska vijokkna kreSa (Zhao in sod., 2007) in navadni odolirri(f@ea in sod.,
2002) niso sposobne preziveti v gojss saharozo in so izgubile zivost kmalu po
izolaciji iz prasnic. Optimizirano goj& za uspesSno maturacijo peloda vesbé&rrhinum
majus, ki so ga pripravili Barinova in sod. (2002), jesebovalo 0,4 M maltozo, pufer
MES in pH 6,5. NiZje koncentracije maltoze od 0,4 povzrdile beljenje mikrospor,
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viSje koncentracije pa so nezazeljeno pospesSileofjamikrospor. Barinova in sod. (2004)
so nadalje ugotovili, da pH go§id igra odlgilno vlogo pri razvoju mikrospor navadnega
odolina in tobaka. Ko je bil pH ¥g ali manjSi od 7.0, se je ustavila genska eksjaés
priSlo je do zmanjSane akumulacije Skrobnih zrm.plPr 8.0-8.5 pa se je poval delez
mikrospor, ki so preklopile v embriogenetski raz¥@pdobno so Custers in sod. (1994)
opazili, da je povisana temperatura {83 spodbudila preklop v embriogenetski razvoj v
mikrosporah vrst@rassica napus. Medtem ko pri tobaku na preklop v razvoju najbolj
vpliva dusik in sladkorji v goji&u (Touraev in sod., 2001).

Razvoju peloda vn vitro pogojih moramo slediti z ogtim opazovanjem povevanja
volumna peloda, z barvanjem jeder peloda s posebbarvili in s spremljanjem
nalaganja Skroba v pelodu (Clement in sod., 1996peSnost in kvantifikacijo zorenja
mikrospor do zrelega peloda pa lahko dotwo s poskusi kalivosti in z barvili za
dolocanje zivosti peloda.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

Rastlinski material, uporabljen pri raziskavah, srpodobili iz bezgovih dreves
(Sambucus nigra), ki so rasla v bliznji okolici BiotehniSke fakete, Univerze v
Ljubljani. Cvetove smo pobirali le v pomladanskeéasu, in sicer od maja pa do sredine
junija meseca.

Pri poskusihin vitro kalitve zrelega peloda smo uporabili le odprtavegja, pobrana v
dopoldanskentasu. Socvetja smo vnesli v Skatlo z vlaznimi pagdimi bris&ami in jih
¢im prej uporabili za poskus. V primeru napovedansf@bega vremena smo nekaj
odprtih socvetij v PVC vigkah v Skatli s papirnatimi brisami hranili v hladilniku pri 4

(o]

C.

Pri poskusihin vitro zorenja mikrospor smo uporabili zaprta socvetj&r kkmo te
poskuse v&inoma izvajali na koncu junija in v juliju, so se thakrat Ze vsi cvetni popki
na bezgovem drevju v okolici BiotehnisSke fakultetforli, nekateri pa so ze popolnoma
odcveteli. Za veliko rastlinskih vrst velja, dawvigjih nadmorskih viSinah cvetijo pozneje
kot v nizinah. Enako velja tudi za bezeg. Tako sio6. 2008 na Krimu nabrali zaprta
socvetja in jih zavite v PVC vike shranili v stiroporastih Skatlah z lomljenim ded v
hladilniku pri 4°C. Tako smo si ustvarili zalogo za vse kasnejS&ys®sn vitro zorenja
mikrospor.

3.2 METODE
3.2.1 Priprava goji&

Vsa goji€a, ki smo jih uporabljali tako z@n vitro kalitev zrelega peloda kot tudi za
vitro zorenje mikrospor, so bila tek&@ Pripravili smo po 100 ml ali pa po 250 ml
posameznega gofig, in sicer iz predhodno narejenih zaloznih raztpopidestilirane
vode in sladkorja. Nekatere dodatke (kot so na @rigiutamin, uridin in citidin) smo
posebej stehtali na precizni tehtnici. pH vredrgmgisca smo naravnali z dodajanjem 1 N
HCl ali 1 N NaOH in jo merili z elektronskim pH miei. Goji&a smo vedno sterilno
filtrirali (pore velikosti 0,02um; sterilni filterski vakuum sistem) v komori zaestno
delo in jih hranili v hladilniku pri 4C.

3.2.2 Doldanje razvojne stopnje mikrospor

Hoteli smo dolgiti razvojne stopnje mikrospor in sicer z barvanjgder, doléevanjem
velikosti in oblike mikrospor. Jedra smo barvalaeetokarminom in DAPI. Ugotoviti
smo zeleli, v kaksnih cvetnih popkih se nahajaj&rospore v zgodnji enojedrni fazi (eno
jedro v sredinskem polozaju), ki bi jih nadalje tgdmli pri poskusihin vitro zorenja
mikrospor. Zanimale so nas seveda tudi druge raevstopnje.
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Najprej smo nabrali socvetja raziih razvojnih stopenj, ki so vsebovala raab velike
zaprte popke. Odtrgane popke smo razvrstlili vckepod najmanjSih do najggh in jim
izmerili premer. Nato smo iz posameznih &pv odvzeli 1- 2 popka in pripravili
mikroskopski preparat. ManjSe popke smo s skalpdi@zilo mora biti za posamezni
preparatcisto) razrezali v kapljici barvila na objektnem lgtkeu, pri veéjih popkih pa
smo pod stereomikroskopom s pafjaoigel in pincete izolirali antere in jih razrerzal
kapljici barvila. Odstranili smo vse vidne R&& v kapljici in s kapalko dodali Se nekaj
kapljic barvila. Dobljene preparate smo pokrilireknim stekelcem. V primeru barvanja
z acetokarminom (neflourescara tehnika) smo preparate opazovali pod mikroskopom
navadno svetlobo. Pri barvanju z DAPI pa smo zazoypanje preparatov potrebovali
posebne svetlobne filtre.

3.2.2.1 Barvanje z DAPI (4,6 diamidino-2-fenil-indom)

Obarvanje jedra je posledica vezave DAPI na jeddiNK. Pod UV svetlobo zme
flurescirati svetlomodro, kar lahko opazujemo podkroskopom opremljenim s
posebnimi svetlobnimi filtri. Preiskusili smo metotarvanja po Custers (2003). Barvilo
DAPI smo v obliki praska raztopili v 50 % etanolo Honcentracije 1,5 mg/ml in ga
nadalje redili do koncentracije 2,5 pg/ml v posebnem jedrnstedkcijskem pufru. Pufer
je sestavljen iz 10 mM Tris-HCI (pH7.0), 10 mM smpénm-tetrahidroklorida, 10 mM
NaCl, 200 mM heksilenglikola in iz 1% (v/v) TritoXil00. Nastalo meSanico smo &éd
1:1 v glicerinu. Barvilo smo shranjevali nd@v temi. Kadar barvamo z barvilom DAPI,
moramo vse preparate v temi hradgz n@, in sicer v hladilniku pri £C. Pri barvanju
moramo biti tudi zelo previdni, saj je barvilo k&nageno.

3.2.2.2 Barvanje z acetokarminom

Acetokarmin se uporablja za histoloSko barvanjensWordé€e obarvanje jedra je
posledica vezave acetokarmina na jedrno DNK. Barstho pripravili tako, da smo 1 g
karmina raztopili v 100 ml 55 % ocetne kisline @ztopino kuhali za nekaj minut.
Raztopino smo nato filtrirali in jo hranili v hlddiku pri 4°C.

3.2.2.3 Barvanje s propidijevim jodidom (PI)

Barvilo Pl se veze na jedrno DNK in flouresciradeldarve. Najprej smo barvilo Pl v
obliki praska raztopili v ddkO do koncentracije 2 mg/ml. Nato smo v prazno epico
vnesli 1 ml barvila DAPI (pripravljeno po Custe¥)03) in mu dodali 50 ul zalozne
raztopine barvila Pl (2 mg/ml). Barvilo smo shraji na 4°C v temi. Kadar barvamo z
barvilom PI, moramo vse preparate v temi hram# n@, in sicer v hladilniku pri 4C.

3.2.3 Doldanje zivosti zrelega peloda in mikrospor

Z metodami obarvanja ugotavljamo zivost na osnosinqeabilnosti membrane ali
encimske reakcije. Ne moremo pa potrditi kalivogdloda ali zrelosti mikrospor.
Mogoce pa je tudi, da po dalenem postopku obdelave neobarvan pelod (torej
poSkodovan pelod) ponovno kali. Pri poskusih smeranuporabili le svez pelod in
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sveZze mikrospore, saj smo hoteli ugotoviti kolik§enpriblizen delez peloda, ki je v
dolocenem mikroskopskem preparatu sploh sposoben ka#wvema zorenja na atku
dolotenegan vitro poskusa.

Razlina barvila za metode ddalanja zivosti so uporabna na rénih rastlinskih vrstah.
Metode na osnovi permeabilnosti membrane so odypsedvsem od prodornosti barvila
v notranjost peloda. Pri metodah, kjer je obarvamgjeisno od specine encimske
reakcije, pa moramo upoStevati dejstvo, da se nadojnimi stopnjami mikrospor
izrazanje speciénih encimov lahko spreminja. S spreminjanjem iznggancimov se
spreminja jakost reakcije, ki jo katalizira in pegitno tudi obarvanje samega peloda. Ta
problem je Se posebej izrazen v primeru mikrospeele zgodnjih razvojnih stopnjah.

Pri zrelem in svezem pelodu smo od 4 do 5 odpwxétay s pinceto prenesli v kapljico

goji&a na objektnem stekelcu. Potem smo s pinceto aulstvae vidne delce in dodali

par kapljic barvila. Stekelce smo ozgali nad alknlmo gorilnikom. Med oziganjem smo

nagibali stekelce tako, da smo prepatiat hitreje pomesali in osuSili (ne smemo ga
zazgati ali zavreti). Nato smo preparatu dodali3Skapljice glicerola in ga pokrili s

krovnim stekelcem. Pomembno je, da se glicerolezztpo celotni spodnji povrsini

krovnega stekelca. Pri svezih mikrosporah smo demnozelenih zaprtih popkov s
skalpelom razrezali{sto rezilo za vsak vzorec) v kapljici gaj&na objektnem stekelcu.

Odstranili smo vse vidne delce in nadaljevali en&kb pri postopku za zrel in svez
pelod.

3.2.3.1 Barvanje z MTT (3 — 4,5 dimetiltiazol-22i)5 difenil — tetrazolijevim bromidom)

Barvanje z MTT temelji na dobtanju prisotnosti in nivoja izraZzenosti encima
dehidrogenaza. Rda (tudi Skrlatno ali rjavo rad@) barva peloda nakazuje prisotnost
dehidrogenaze in s tem zivost peloda. Poskodoweodpostanejo neobarvani. Uporabili
smo modificirano metodo po Rodriguez-Riano in Dg000). Barvilo smo pripravili
tako, da smo raztopili 100 mg MTT (Sigma) v 5 ml% saharoze. Preparat lahko
opazujemo pod mikroskopom z navadno svetlobo.

Pri metodi barvanja z MTT moramo biti zelo previdsiaj je barvilo karcerogeno
(obvezna uporaba rokavic).

3.2.4 Metodein vitro kalitve zrelega peloda

GK2 in NLN, ki so bila optimizirana za druge rasslke vrste (Nitsch in Nitsch, 1969;
Jahier, 1996) in na gojid BK (Brewbaker in Kwack, 1963), ki je bilo Ze upbiljeno pri
kalitvi ¢rnega bezga (Muccifora in sod., 2003) (pregledtijca

Za preiskuSanjen vitro kalitve zrelega peloda smo vedno uporabili svdacge odprtih
cvetov bezgovega socvetja, ki je bil nabran v ddaoeskemcasu. Vzorce peloda smo
pridobili iz nerazkuzenih cvetov, saj zaradi kratk&ubacijske dobe ni bilo potrebno
izvajati poskusov pod sterilnimi pogoji.
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Ze na z#éetku smo se posluzili dveh osnovnih metod kaliteéoga, in sicer kalitve na
stekelcih in kalitve \suspenzijski kulturi. Pri poskusih kalitve na oltjek stekelcih smo
predvsem hoteli opazovati kalitev po kratki inkulig@ecinoma 1 uro) oziroma hitrost
odzivnosti peloda. S poskusi kalitve v suspenzijeldituri pa smo hoteli opazovati
kalivost peloda po daljSeasu (do 1 dneva), dolzino pelodnih cevk in vplisigbe
peloda ter koliine goji&a na kalitev.

Pri prvi metodi smo na objektno stekelce kanili lkap gojisca in vanjo pomaili 5-8
odprtih cvetov. Cvetove smo pretresli z iglo, scgito pa smo odstranili vse vidne
plavajate delce. Pred 1 urno inkubacijo pri 23 na zraku smo dodali e 3-4 kapljice
goji&a (po potrebi pa tudi med inkubacijo, da ni pridtmizsusSitve). Nato smo preparat
prekrili s krovnim stekelcem in opazovali rezultgted mikroskopom povezanim z
digitalno kamero in raunalnikom.

Pri drugi metodi smo na dno petrijeve @eXanili kapljico gojiga in v njej pomgili 15-
20 odprtih cvetov. Cvetove smo pretresli s konigwete in nato iz goji& odstranili vse
vidne plavajée delce. Na koncu smo dodali Se toliko kapljic §@jj da je bilo dno
petrijevke v celoti preplavljeno. Zaprte petrijevkeno zatesnili s parafiimom in jih
skupaj zavili v aluminijasto folijo ter jih pribliio 1 dan inkubirali v inkubatorju pri 24
°C. Po poskusu smo odprte petrijevke neposrednoowpiizpod mikroskopom (na
manjSi povéavi). S programsko opremo Lucya Karyotyping smdaligitalno posnetih
fotografij merili dolzine pelodnih cevk v um enotah

3.2.4.1 Optimizacija inkubacije
3.2.4.1.1 Optimizacija inkubacije na stekelcih

Zaradi slabega odziva peloda pricetnih poskusih kalitve na stekelcih smo slednje
inkubirali od lure pa do 17 ur v vlaznostni kom¢kartonasta Skatla, ki ima na dnu
polozene vlazne papirnate biisa pokrita pa je z aluminijasto folijo), in sicer v
inkubatorju pri 24°C. Preparate smo nato prekrili s krovnim stekel@erjih opazovali
pod mikroskopom.

Pri stresanju cvetov z iglo je mafm da pride do poSkodb peloda, zato smo poskusili
pelod izolirati iz anter. V petrijevko smo s pogjm stereomikroskopa, igel in pincete
izolirali 10 anter (vsak cvet vsebuje 5 anter). &etsmo prenesli v kapljico gaj& na
objektnem stekelcu in jih vsako posebej z iglo oapiemesali, da smo razbili skupke
peloda. Pri v&ni ponovitev smo antere na koncu odstranili iziga, pri nekaterih
ponovitvah pa smo jih pustili. Nato smo prvo potmvidna v vlaznostni komori prekrili s
plasténo folijo in nanjo polozili nekaj ponovitev z anéeni in nekaj ponovitev brez
anter. Tudi na drugo polovico dna smo poloZili neanovitev z anterami in nekaj
ponovitev brez anter. Vsem stekelcem smo pred Urh@ inkubacijo v inkubatorju pri
24°C dodali e 2-3 kapljice gofia.
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3.2.4.1.2 Optimizacija inkubacije v suspenzijskititi

Pri metodi kalitve v suspenzijski kulturi smo poSkll pospesiti zzetek kalitve tako, da
smo petrijeve pla® zavite v aluminijasto folijo (v temi) inkubiral inkubatorju pri 24

°C na stresalniku (na nizjih obratinfas inkubacije smo od poskusa do poskusa
skrajSevali iz dveh ur na eno uro.

3.2.4.2 Optimizacija goji&

Tudi pri poskusih optimizacije gojfia smo izvajali razéine postopke inkubacije in
izolacije peloda in jih primerjali med seboj. Kerpila na izbranem gojig BK kalivost
najvetja (Se posebej pri metodi kalitve v suspenzijskitl), smo se odlali za
spreminjanje pH vrednosti tega gops in sicer v lestvici od pH 4 do pH 8,6. Da bijéaz
spreminjali pH smo originalnemu gaji$ BK dodali 500 mg/L MES (natrij-MES).
Zanimal pa nas je tudi vpliv razhih vrst sladkorja nan vitro kalitev peloda. Tako smo
saharozo v spremenjenem g&jiBK s pH 5,5 zamenjali z enakim odstotkom glukakze
maltoze.

3.2.4.3 Preverjanje gofi&ain vitro zorenje mikrospor

Ce omogaa goji¥e dobroin vitro kaljivost zrelega peloda, je mogy da vsebuije tiste
snovi, ki ustrezajo tudi mikrosporam pm vitro zorenju. Zato smo z optimizirano
zrelega peloda. Gojia T1, M1 in M2 smo kasneje uporabili za poskirsetro zorenja
mikrospor.

3.2.5 Dokazovanje zorenja peloda

Zrelost peloda lahko dokazujemo na r&zd n&ine, in sicer lahko spremljamo delitve in
migracije jeder v pelodu, lahko merimo poagje velikosti peloda ali pa da@amo
kolicino Skroba, ki se med razvojem nabira znotraj peeldddi@ili smo se za metodo
kalitvene sposobnosin vitro dozorelega peloda ob koncu zorenja. Stopnjo ugpesn
dozoritve smo vedno edd izklju¢no le z delezem katega peloda ob koncun vitro
zorenja mikrospor. Kot kate pelode smo upoStevali samo tiste, ki so imeloghab
cevko jasno razvidno in daljSo od premera peloda.

Da bi zagotovili pred vsakim poskusom vitro zorenja mikrospor, da so mikrospore
zagotovo nezrele in nesposobne za kalitev, smouizid zahtevali le enojedrne
mikrospore znélnih majhnih trikotnih oblik. Uporabili smo woma le socvetja s
temnozelenimi od 1,8 do nafy€ mm velikimi zaprtimi popki. Ugotovili smo, dahko
tudi Siroko razvejana socvetja z nekoliko manjSipopki (1,5 mm; Se posebej
svetlozelenimi) vsebujejo enojedrne mikrospore btezad. V nasprotju pa lahko
nerazvejana socvetja s sprijetimi vejicami in skpgpimerne velikosti (tudi do 2 mm; Se
posebej temnozelenimi) vsebujejo Stevilne tetradeso neprimerne za izolacijo
mikrospor.
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Tako smo pred vsakim poskusom vitro zorenja mikrospor najprej selekcionirali
primerna socvetja, in sicer z barvanjem z acetokaym. Vsakemu socvetju smo odvzel
4-5 popkov in jih na objektnem stekelcu v kapljgdetokarmina razrezali s skalpelom
(rezilo mora biti za vsako socvefjesto). S krovnim stekelcem pokrite preparate smo si
ogledali pod mikroskopom. Izbrali smo izlduo tista socvetja, katerih preparati so
pokazali enojedrne mikrospore.

Mogoce je, da se med enojedrnimi mikrosporami nahajartekiaj dvojedrnih mikrospor,
Se posebej zato, ker so slednje zelo podobnih ablielikosti, jedri pa se lahko med
seboj tudi prekrivata. Zato smo v poskuisilvitro zorenja poleg gojtSzain vitro zorenje
mikrospor uporabili tudi spremenjeno goépSBK zain vitro kalitev zrelega peloda, ki je
omogaalo najboljSo kalitev Ze po 1 uri. V primeru da lbie nezrele mikrospore
pomesSane z zrelimi pelodi, bi slednji v gousBK ze po 1 uri kalili. Tako smo 1 uro po
vsakem poskusun vitro zorenja pod mikroskopom pregledali 2-3 petrije\o$i s
spremenjenim goji&m BK. Dodatno varovalo pa predstavlja tudi dejst@ vsebujejo
Stevilna gojiga zain vitro zorenje mikrospor (T1, M1, M2 in BKK) popolnoma vse
sestavine, ki jih vsebuje spremenjeno ggi8K zain vitro kalitev zrelega peloda (v
enaki mnozini) in tako omogajo winkovito kalitev zrelega peloda.

3.2.6 Metodein vitro zorenja enojedrnih mikrospor

Poskusein vitro zorenja mikrospor smo izvedli na g@jis MA90, SA90, MA120 in
SA120, ki so bila optimizirana za druge rastlinskete (Bueno in sod., 2005) in na
optimiziranem goji&u BK, ki je sluzilo kot kontrola (za dokazovanjeznelosti peloda).
Gojisce MA90 (preglednica 1) vsebuje 90 g/l manitola. Tegoji¥u smo namesto
manitola dodali 90 g/l saharoze ali pa 120 g/l sad® in smo tako dobili v prvem
primeru gojige SA90 in v drugem primeru gajis SA120. Goji&e MA120 ima enako
sestavo kot goji& MA9O0, le da vsebuje 120 g/l manitola in ne 90rgénitola kot v
primeru gojiga MA90.

Za preiskuSanjen vitro zorenja mikrospor smo vedno uporabili le temnazeled 1,8 do
najve& 2 mm velike zaprte popke iz predhodno selekcioitirabezgovih socvetij.
Socvetja smo selekcionirali z barvanjem z acetoksom, kot je razlozeno v
podpoglavju “Dokazovanje zorenja peloda”.

Poskusén vitro zorenja smo izvajali v sterilnih pogojih. Steklogj potrebno orodje in
bidestilirano vodo za spiranje smo zavili ali pdikzi dvojnim slojem aluminijaste folije
in jih sterilizirali (razkuzili) v avtoklavu (12iC, 20 min). V nekaj erlenmajeric smo pred
pokritiem z alu folijo vnesli 50 ml bidestiliraneoste. Ker so mikrospore znotraj popka
sterilne, lahko s sterilno izolacijo omagmo ve: tedenskan vitro zorenje. Tako smo
celoten postopek izvajali v komori za sterilno delo

Najprej smo med obema dlanema dhiaselekcionirana socvetja tako, da jecina

cvetnih popkov padla na papirnati pladenj. Za emaacijo smo potrebovali priblizno
toliko popkov, kot se jih nahaja v eni majhni latjiza tehtanje. V sterilizirano
erlenmajerico s 50 ml bidestilirane vode smo vn@dB g dikloroizocianurne kisline in
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pocakali, da se je raztopina zbistrila. Nato smo vingslpopke (pazimo, da se popki ne
dotaknejo vratu erlenmajerice in da neposredno jpaderaztopino) in magnet za
meSanje, erlenmajerico pa smo zopet pokrili sdolifsebino smo potem 10-13 minut
mesSali na magnetnem mesalniku, in sicer na zmetmash, da ni priSlo do dvigovanja
nivoja tek@ine. Po meSanju smo raztopino odlili tako, da smsteslno pinceto zadrzali
vse popke. Popke smo nadalje dvakrat sprali slrtehidestilirano vodo in jih zopet
zadrzali v erlenmajerici. Po tretiem spiranju sm@dmmeSanjem (da se popki ne
posedejo) celotno vsebino Vlili skozi sterilno deeli Tako smo lahko s sterilno pinceto
odstranili v cedilcu ujeti magnet in postrgali pepk srednje veliko steriino PVC
petrijevo plogo. Plo€i smo dodali nekaj goji&a zain vitro zorenje in zé&eli s sterilno
britvico sekljati popke do nastanka zelenorjavepsuogije (pazimo, da se ne dotikamo
roba ploge). Zaprto plo& smo za 3 minute narahlo mesali po povrSini mizesebino
hitro vlili preko sterilnega cedilca v sterilno kleno ¢aSo. Nato smo cedilce s po&jm
sterilne pipete Se dva- do trikrat sprali z istimjigem, tako da smo ¥asi dobili
rjavorde&o suspenzijo mikrospor. Polovico suspenzije sm@ae Vlili v eno sterilno
falkonko, drugo polovico pa v drugo falkonko inipgio dodali toliko goji& zain vitro
zorenje, da je znaSal skupni volumen v vsaki fakkd® ml. Falkonke smo nato zaprli in
jih centrifugirali (700 r.p.m., 5 min, O zaviranjapo centrifugiranju smo s sterilnimi
pipetami odstranili vso tekeo do peleta, dodali gojig do volumna 12 ml, falkonke
zaprli in jih stresali (da smo raztopili pelet).tBm smo v majhne sterilne PVC petrijeve
ploXe s sterilno pipeto vnesli ravno toliko suspenzie, je bilo dno pla& v celoti
prekrito. Zaprte petrijeve plé8 smo zatesnili s parafilmom in jih polozili v kamasto
Skatlo s pokrovom. Inkubirali smo jih v temi (v $Kav inkubatorju pri 24°C na
stresalniku (43 r.p.m.). Ze po 1 uri smo 2-3 petiijploi z optimiziranim gojiem BK
pregledali pod mikroskopom, da smo ugotovili faaevoja peloda.

3.2.6.1 Optimizacija goji&

Ker je bilo spremenjeno gofié BK edino, ki je po najmanj enem tednu inkubattjén
tam vsebovalo nekaj kalé pelodov in ker je pri skoraj vseh poskusih s tgojisem
priSlo do velikih razlik v velikosti mikrospor, smee odl@ili, da bomo na osnovi
optimiziranega goji& BK izdelali goji§a zain vitro zorenje mikrospor. Torej smo
predvidevali, da bodo snovi, ki ustrezajo pmivitro kalitvi zrelega peloda, verjetno
ustrezale tudi prin vitro zorenju mikrospor. Tem snovem pa smo za boljSafikatcijo
dodali Se aminokislini prolin in glutamin ter lakiamin hidrolizat. Saharozo smo
zmanjsali iz 15 % na 10 %. Nastalo g&fiSzain vitro zorenje mikrospor smo
poimenovali gojige T1. UpoStevali smo, da mikrospore pri zorenjurgimijejo vir
dusSika (glutamin), snovi za izgradnjo proteinowk{gbumin hidrolizat, glutamin) in pa
snovi za za%to pred morebitno izsuSitvijo mikrospor (prolirpodani glutamin je na
primer zelo pomemben za sam nabor proteinov, kingacelica na voljo za opravljanje
razlicnih celiénih nalog.

Ker so bili rezultati na goji& T1 slabsi kot tisti iz optimiziranega gaj& BK, smo se
odlacili, da bomo mdéno zmanjsali koliino vneSenega laktalbumin hidrolizata, in tako
ugotovili ali ima ta negativni dinek na zorenje mikrospor. Zopet smo p&alekoli¢ino
saharoze iz 10 % na 15 %. Iz gdéaSsmo odstranili tudi prolin, dodali pa smo rastni
stimulator inozitol (goji8e M1) ali pa nukleozida citidin in uridin (go§i8 M2). Medin



Kosel J. Biotehnolo3ki postopki za kaliteviimvitro dozorevanje peloda bezdgafbucus nigra L.). 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetfiSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

vitro zorenjem se namg¢gedro v mikrosporah deli in za podvojitev DNK mkilge so
potrebni nukleotidi. V goji&h M1 in M2 smo za priblizno polovico zniZali konteacijo
glutamina. Vendar smo zopeirzvitro poiskusi ugotovili, da tudi na gofig M1 in M2
ni bilo videti niti sledu o morebitnem zorenju nokpor. Zato smo iz goja M2
odstranili celoten laktalbumin hidrolizat in mu tak dodali dvakrat wgo koncentracijo
ze uporabljenih nukleozidov. Tako dobljeno g&gi$mo poimenovali gogge BKK.

3.2.6.2Casovni potek razvoja peloda migdvitro zorenjem

V zadnjem poskusun vitro zorenja mikrospor smo uporabili g@je BKK s pH
vrednostjo 5,5 in 5,1. Zatni enojedrni stadij mikrospor smo preverili z\@rjem s PI.
Vsak dan smo za oba tretmaja (gggiSBKK s pH 5,1 ali s pH5,5) pripravili po tri
mikroskopske preparate, in sicer vsakega iz dregejgve ploge. Pri tem smo preparat
za dol@eno petrijevo pla® pripravili z uporabo avtoklaviranih pipet v breagni
komori. Tako smo po pripravi preparata petrijevods vrnili na inkubacijo. Zeleli smo
ugotoviti, kdaj pride do dvo- oziroma do trojedrrezvojne stopnje in kdaj pride do
kalitve dozorelega peloda tekamvitro zorenja. Pri réunanju deleza dotene razvojne
stopnje smo vedno pregledali po vsaj 100 pelodnii vz vsakem mikroskopskem
preparatu. Po dvanajstih dneh smo inkubacijo prekmneposredno pod mikroskopom
na manjSi povéavi (4x objektiv) pregledali petrijeve pl&& S koknim pregledom vseh
petrijevih plo§ smo dolgili le delez kalgih pelodnih zrn, razvojne stopnje nekadga
peloda pa ne.
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Preglednica 1: Goj& zain vitro kalitev zrelega peloda in Zavitro zorenje nezrelega peloda bezga

_ Goiige invitro kall | lod GoijiS¢a zain vitro zorenje nezrelega
Sestavine ojiS¢a zain vitro kalitev zrelega peloda peloda
[mg/l] BK
BK GK1 GK2 NLN , MA90 T1 M1 M2 BKK
(spremenjeno
Makroelementi
Ca (NO3)2-4H2Q 300 500 300 300 300 300 300
MgS04:7H20 200 61 200 250 20( 20 20 200
KNO3 100 125 100 100 100 100 10
1490

KCI (=1,49 g/l)
CaCl22H20 146
KH2PO4 125 140
Mikroelementi
H3BO3 100 5 10 100 100 100 104 100
CuS0O4H20 0,025
CoCI26H20 0,025
MnSO4H20 18,95
NaFeEDTA 36,7
Na2Mo0O42H20 0,25
ZnS047H20 10
Organske snovi,
vitamini
Saharoza 1510° | 1510° | 1510° | 1310° | 1510° 110° | 1510° | 1510° | 1510

(=150 9/) | (=1504g/) | (=150g/) | (=130g/) | (=150 g/)) (=100g/) | (=1504g/) | (=150g/) | (=150 g/l)
Laktalbumin 110" | 1000 | 1000
hidrolizat (=10 9/ (=1g/) (=1g/)

; 910°

Manitol (o0 al)
MES (Na) 500 500 500 500 500
Uridin 250 500
Citidin 130 260
Mio-inozitol 100 100
leptlnska 10
kislina
Piridoksin HCI 0,5
Tiamin HCI 0,5
Prolin 440
Glutamin 440 200 200 200
pH vrednost
gojiséa
pH 6,3 6,5 6,7 5,8 51 7 5,6 5,5 5,5 5,1/%,5
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4 REZULTATI
4.1 DOLQCANJE RAZVOJNE STOPNJE MIKROSPOR

Obarvanje mikrospor z DAPI je bilo uspesno, sajpbj® mogae lepo videti jedro
oziroma jedra znotraj mikrospor. Na sliki 1a vidinemojedrne mikrospore bezga z
natagno in ma@&no obarvanimi jedri. Metoda barvanja z DAPI pa s$ezkazala za
uspesno v primeru barvanja zrelega peloda. Jedngsseobarvala, ker je pelodna stena
prepre&ila prodiranje barvila v notranjost pelodnega zfhase vidi na sliki 1b.

Slika 1: Obarvanje a) enojedrnih mikrospor in blega peloda z barvilom DAPI

Obarvanje z acetokarminom je bilo uspesno v printemgovih mikrospor, saj so se
jedra dobro obarvala. Na sliki 2a vidimo enojedmmékrospore bezga z razioo
obarvanimi jedri. Barvanje z acetokarminom je hilgpesSno tudi v primeru barvanja
zrelega bezgovega peloda. Jedra so se dokaj dbargada,ceprav sta vidni le dve jedri
od skupaj treh jeder, ki se nahajajo v zrelem beegopelodu. Na sliki 2b lahko vidimo
zrel pelod pobarvan z acetokarminom.

Slika 2: Obarvanje a) enojedrnih mikrospor in bglega peloda z acetokarminom

Obarvanje s PI je bilo zelo uspesno tako v primesmgovih mikrospor (slika 3a) kot v
primeru zrelega peloda (slika 3b). V obeh primesth se jedra mimo in natatino
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obarvala. 1zkazalo se je, da pelodna stena negixgprprehajanja barvila do citoplazme,
vpliva pa na samas prodiranja barvila.

30 pm 30 pm

Slika 3: Obarvanje a) enojedrnih mikrospor in bElega peloda z barvilom Pl

V preglednici 2 smo prikazali pregled obeh preighi8 metod barvanja glede na njune
prednosti in slabosti.

Preglednica 2: Primerjava metod barvanja z acetolkam in z DAPI

Metoda Prednosti Slabosti UspesSnost
DAPI jedra v mikrosporah se| barvilo ne prodira skozi UspeSna metoda za
natargno obarvajo debelejSo pelodno barvanje nezrelega peloda
steno; flouresceima
metoda, dokaj zamudna
Acetokarmin | barvilo prehaja tudi obarvanje jedra pri Zelo hitra metoda za
preko debelejSe pelodriezrelem in nezrelem barvanje zrelega in
stene; neflourescéna | pelodu ni tako razkno | nezrelega bezgovega
metoda, Siroka uporaba,in matno peloda
zelo enostavna metoda
Pl barvilo prehaja preko | flourescetina metoda; | Zelo uspeSna metoda za
debelejSe pelodne stenezamudna metoda barvanje zrelega in
natargno obarva jedra nezrelega bezgovega
peloda

S tako preiskusenimi metodami smo Zeleli ugotovitkako velikih zaprtih cvetnih
popkih se nahajajo enojedrne mikrospore. Prav te siamré Zzeleli uporabiti pri
poskusihin vitro zorenja mikrospor. Na sliki 4 lahko vidimo zapmepke, ki so
razvr€eni glede na njihov premer (1.0 mm, 1.5 mm, 1.8 @®,mm in 2.5 mm; od leve
proti desni). Na spodnjem delu slike so prikazamiine razvojne stopnje mikrospor, Ki
so razvrgene od tetrad pa do zrelega trojedrnega pelodéey@dproti desni). Tako smo
ugotovili, da se enojedrne mikrospore nahajajo pkjo s premerom od 1,8 mm pa do
maksimalno 2,0 mm. V popkih, ki imajo premekyali enak 2,0 mm, pa ze najdemo
mikrospore v dvojedrni razvojni stopnji. Popki €prerom 2,5 mm imajo bistvenodye
mikrospore, ki vsebujejo vsaj dve jedri. Popkipki so v premeru man;jsi ali enaki od 1,5
mm, vsebujejo le nekaj enojedrnih mikrospor, zedtkeo pa se jih nahaja Se v tetradah
(po stiri skupaj).
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Slika 4: Zaprti popki razveEni glede na njihov premer (1.0 mm, 1.5 mm, 1.8 r@@,mm in 2.5 mm) s
spodaj pripadaj@imi razvojnimi stopnjami mikrospor; a) mikrosporetetradi, b) mikrospora v enojedrni
razvojni stopnji, ¢) mikrospori v enojedrni in&ni dvojedrni razvojni stopnji, d) poyana dvojedrna
mikrospora z oj&no pelodno steno in e) zrel pelod s tremi jedri

4.2 DOLQCANJE ZIVOSTI ZRELEGA PELODA IN MIKROSPOR

MTT metoda barvanja sodi med neflouresten metode in temelji na odkrivanju
encimske aktivnosti. Metabolno aktiven pelod z pelin encimom dehidrogenazo se z
barvilom obarva rd&, medtem ko se poskodovani pelod zaradi odsotoéenske
aktivnosti ne obarva. Na sliki 5a vidimo sveze roggrore bezga, kjer se izrazit@lgejo
encimsko aktivne rde obarvane mikrospore od neaktivnih neobarvanihraspor. Na
sliki 5a pa lahko vidimo obarvan in neobarvan zredz pelod.

A7 o SRR
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Slika 5: Obarvanje a) mikrospor in b) zrelega peldmbzga z barvilom MTT¢rna pusgica oznéuje
obarvan pelod, bela pti§a pa neobarvanega

Z uporabo te metode smo déddi delez zivosti svezih mikrospor in svezega zyale
peloda. Tako smo hoteli dalidi kolikSen delez peloda je sploh odziven mavitro
poskuse v laboratoriju. Ugotovili smo, da je zivesezega peloda zelo visoka, in sicer
87,6 % pri mikrosporah in 85,9 % pri zrelem pelodoskus dolgevanja Zivosti
mikrospor in peloda smo trikrat ponovili in vsakpod mikroskopom pregledali po vsaj
100 pelodnih zrn/mikrospor (preglednica 3).
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Preglednica 3: Zivost sveZih mikrospor in sveZagdega peloda bezga

Zivost (%) peloda bezgal

)

Poskus mikrospore| zrel pelo
1 82,8 81,9
2 90,5 88,2
3 89,3 87,6
Povpreje 87,6 85,9

4.3IN VITRO KALITEV ZRELEGA PELODA

Prve poskusean vitro kalitve zrelega peloda bezga smo opravili v tékogoji&ih
optimiziranih za druge rastlinske vrste in v gyi8K, ki je bil ze uporabljen pri kalitvi
bezga (Muccifora in sod., 2003). Poskuse smo ifivajavema metodama, in sicer z
metodo kalitve na stekelcih in z metodo kalitveugmenzijski kulturi. Ker so bili rezultati
kalitve na stekelcih bistveno slabSi od rezultakalitve v suspenzijski kulturi, smo v
preglednici 4 podali le rezultate slednje metodg. Beh poskusih predstaviljenih v
preglednici 4 smo pelod izolirali v goji8 s stresanjem cvetov s konico pincete.
Inkubacija peloda v petrijevih plégh je potekala 17 ur v inkubatorju pri 2@ v temi
(aluminijasta folija). Delez kalivosti v gojig BK je bil 76,0 %, v goji& GK2 pa 65,5
%. V gojiih GK1 in NLN pa je bila kalivost podobna, in siceprvem primeru 52,6 %
in v drugem primeru 48,4 %. Poskus kalitve smo gake gojige Stirikrat ponovili in
vsaki pod mikroskopom pregledali po vsaj 100 pelodnih zr

Preglednica 4: Kalivost zrelega peloda bezga vemusiski kulturi z gojigi BK (Muccifora in sod., 2003),
GK1, GK2 in NLN po 17 urah inkubacije

Kalivost (%) zrelega peloda bezga po metodi
kalitve v petrijevkah (po 17 urah)

Poskus |BK GK1 GK2 NLN

1 72,7 51,8 61,0 44,6

2 87,7 68,2 67,5 51,4

3 67,2 47,9 66,7 54,7

4 76,2 42,6 66,9 43,2

Povpreje 76,0 52,6 65,5 48,4

4.3.1 Optimizacija inkubacije

Zaradi slabega odziva peloda prtemnih poskusih kalitve na objektnih stekelcih smo s
odlagili za dalj$o inkubacijo stekelc v vlaZznostni koripam sicer v inkubatorju pri 24C.

Pri tem poskusu (preglednica 5) smo primerjaliitaa®d metode izolacije peloda glede na
uspesnostn vitro kalitve. Za kalitev smo uporabili dve gajisin sicer gojige BK in
GK1. Pelod smo izolirali iz anter ali pa s stresamjcvetov z iglo. Pelod, ki smo ga
izolirali iz anter smo v vlaZznostni komori inkubira dodanimi anterami ali brez. Pri tem
pelodu smo preverili tudi vpliv vlage, kjer smo gelloda inkubirali v vlaznostni komori
na PVC foliji, drugi del peloda pa v vlaznostni kornbrez folije (v€ja vlaga). 1z
preglednice 4 vidimo, da je bila kalivost pelodafolgi brez anter 0 %. Ko pa smo pelod
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inkubirali brez folije in z anterami, pa je bilalkast 14,9 %. Pelod inkubiran na foliji z
anterami in pa brez folije in brez anter je imetipbno kalivost, in sicer v prvem primeru
5,2 % in v drugem primeru 4,3 %. Zrel pelod, izatirs stresanjem cvetov, je veliko bolje
kalil, in sicer od 29,2 % v gojsi GK1 in do 33,5 % v goj&& BK. Vse poskuse z
izolacijo peloda iz anter smo izvedli v gajis BK. Pri vsakem poskusu smo vsaki
pregledali po vsaj 100 pelodnih zrn.

Preglednica 5: Kalivost (%) zrelega peloda po ¥ imkubaciji v primeru izolacije iz anter in poutni
inkubaciji v primeru izolacije s stresanjem cvetthnkubacija je potekala na stekelcih v vlaznostinkri
pri 24°C (v inkubatorju) v gojig&ih BK in GK1

Kalivost (%) peloda na stekelcih po 17 urni inkupacvlaznostni komori

BK GK1

izolacija iz anter
folii folii izolacija s |izolacija s
Poskus E?ezo I, Qa o, brez folije, |brez folije, | stresanjem | stresanjem
. | brez anter |z anterami | cvetov cvetov
anter anterami
0 5,2 4,3 14,9 33,5 29,2

4.3.2 Optimizacija goji&a zain vitro kalitev peloda
4.3.2.1 Optimizacija pH vrednosti gaj&

Spreminjali smo pH vrednost gajeé BK, ker je imelo to goji% najvejo kaljivost v
prejSnjin poskusih. Najprej smo opravili poskusg, katerih smo ugotavljali kako pH
vrednost goji& vpliva nain vitro kalitev zrelega peloda na stekelcih. Pelod smar&dol
po metodi stresanja cvetov z iglo.vitro kalitev je potekala 1-2 uri v vlaznostni komori,
in sicer v inkubatorju pri 24C. 1z preglednice 6 je razvidno, da je bila kalives pH 5,1
najveija, in sicer 24,4 %. Pri pH 4,0 je bila kalivost,@@6, medtem ko pri vseh drugih
pH vrednostih goji& kalivosti nismo opazili. Za vsako pH vrednost sposkus trikrat
ponovili in vsaké presteli po vsaj 100 pelodnih zrn.

Preglednica 6: Kalivost (%) zrelega peloda na $té#keo eno do dvourni inkubaciji v vlaznostni korno
pri 24°C (v inkubatorju) v spremenjenem gajisBK z razlénimi pH vrednostmi

Kalivost (%) peloda na stekelcih po 1-2 urni
inkubaciji v vlaZznostni komori v spremenjeng¢m
goji&u BK
Poskus pH4,0| pH5,1 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,6
1 27,7 23,2 0 0 0
2 17,0 22,3 0 0 0
3 15,2 27,8 0 0 0
Povpre&je | 20,0 24,4 0 0 0

Vpliv pH vrednosti spremenjenega gopasBK na kalitev peloda smo prayali tudi z
metodoin vitro kalitve v suspenzijski kulturi. Pri poskusih praeaih v preglednici 7
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smo pelod izolirali v petrijeve plé8 po metodi stresanja cvetov s konico pincete,
inkubacija peloda pa je potekala v inkubatorju p4i °C v temi (aluminijasta folija).
Kalivost peloda smo preverjali po 5 urah in po 28huinkubacije. Vse poskuse kalitve
smo trikrat ponovili in vsakipresteli po vsaj 100 pelodnih zrn. Po prvem pragl@o 5
urah inkubacije) je bila kalivost pri pH 4,0 pribtio 15 %. V goji&u s pH 5,1 in s pH 6,0
pa je bila kalivost podobna, in sicer v prvem pnim88,2 % in v drugem primeru 56,6
%. V goji&ih s pH 7,0 in 8,6 pa po 5 urah inkubacije nismazipnobene kalivosti. Po
drugem pregledu (po 20 urah inkubacije) pa je kévost v goji€u s pH 4,0 priblizno
30 %, torej 2x v&a kot po 5 urah inkubacije. Naj§je kalivost smo opazili pri pH 5,1 in
ta je znaSala 74,1 %. Tudi pri pH 6 se je kalims20 urah inkubacije povala na 67,9
%. Po daljSi inkubaciji pa je prislo do kalitve péa tudi pri pH 7.0, pri tem je delez
kaletega peloda znaSal 34,1 %. Pri teh poskusih smdirueti dolzine pelodnih cevk, in
sicer s programsko opremo Lucya Karyotyping. Prakesn poskusu smo izmerili
pelodne cevke vsaj stotih pelodnih zrn. V pov¢preso bile najdaljSe pelodne cevke na
goji&u s pH vrednostjo 6,0; in sicer 204 um po 5 uraB56 pm po 20 urah inkubacije.
Na goji€u s pH vrednostjo 5,1 so bile pelodne cevke nekdiilajSe, in sicer 171 um po
5 urah in 311 um po 20 urah inkubacije. Pri pH ga0se je povptma dolZzina moéno
zmanijsala, in sicer na 87 um po 5 urah in na 13%am0 urah inkubacije. Pri pH 7,0 je
bila povpré&na dolzina pelodnih cevk po 20 urah inkubacije 164

Preglednica 7: Kalivost zrelega peloda bezga v ensjski kulturi s spremenjenim gojsm BK (z
razlicnimi pH vrednostmi) po 5 in po 20 urah inkubacijé.spodnjem delu preglednice so navedene
minimalne, maksimalne, in povpgiee dolzine pelodnih cevk kalega peloda v um

Kalivost (%) zrelega peloda v petrijevkah (po 320 urah) s spremenjenim gogén BK
pH 4,0 pH 5,1 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,6

Poskus po5 | po20 | po5 | po20 | po5 | po20 | po5 | po20 | po5 | po20

urah urah urah urah urah urah urah urah urah urah
1 11,0 25,0 54,9 75,2 57,( 60,4 0,0 307 0]{0] 0,0
2 18,1 44,3 59,2 72,9 53,4 71,4 0,0 559 0]{0] 0,0
3 17,2 21,0 60,6 74,3 58,8 71,3 0,0 15)6 0]{0] 0,0
Povpre&je| 15,5 30,1 58,2 74,1 56,4 67,9 0,0 340 (0] (0] 0){0]

Dolzina pelodne cevke [um]

Min 42 44 81 194 101 143 0 59 0 0
Max 122 271 220 404 324 602 0 33( 0 0
Povprgje| 87 138 171 311 204 356 0 164 0 0

4.3.2.2 Optimizacija sladkorja v gajis

Pri poskusih optimizacije sladkorja smo saharoapremenjenem gojif BK zamenijali

Z glukozo in maltozo v enakem odstotku. pH vredrsmsd za spremenjeno gajs BK
naravnali na 5,1; 5,5 ali 6,0. Ga@j&n z maltozo oz. glukozo smo pH naravnali na 5,5.
Pelod smo izolirali v petrijeve plé8 po metodi stresanja cvetov s konico pincete,
inkubacija peloda pa je potekala na stresalniknkubatorju pri 24°C, in sicer v temi.
Kalivost peloda smo preverili po eni uri inkubacijése poskuse smo trikrat ponovili in
vsaki pregledali po vsaj 100 pelodnih zrn. V pregledricvidimo, da je v goji&u s
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saharozo najuga kalivost, in sicer 76,3 % v primeru pH 5,1; 68plv primeru pH 5,5 in
58,4 % v primeru pH 6,0. V gojih z maltozo in glukozo smo opazili zelo slabo
ponovljivost rezultatov. PovpEaa kalivost v goji§u z maltozo je bila 41,5 %, v gaji$

z glukozo pa 48,4 %. Tudi pri teh poskusih smo ndalzine pelodnih cevk in smo za
vsak poskus izmerlili pelodne cevke vsaj stotihodalh zrn. NajdaljSe pelodne cevke
smo v povpr&u izmerili v goji&u s saharozo, in sicer 39 um pri pH 5,1; 48 pnppri
5,5 in 50 um pri pH 6,0. V gojil z maltozo in glukozo pa sta bili povpne dolzZini
pelodnih cevk zelo podobni, in sicer v prvem prim87 pm in v drugem primeru 31 pm.

Preglednica 8: Kalivost zrelega peloda bezga venmjski kulturi s spremenjenim gajsm BK (15 %
saharoza ali 15 % maltoza ali 15 % glukoza) po ilinkubacije na stresalniku. V spodnjem delu
preglednice pa so navedene minimalne, maksimair@ovpréne dolzine pelodnih cevk kalega peloda v
pm

Kalivost (%) zrelega peloda v petrijevih pta
po 1 uri na stresalniku

saharoza maltoza| glukoza
Poskus pH51 pH5% pH6J0PHS5| pHS55
1 83,0 63,8 51,3 27,0 36,8
2 63,5 67,2 63,4 60,9 36,0
3 82,5 73,2 60,6 36,6 72,4

Povpreje 76,3 68,1 58,4 41,5 48,4
Dolzina pelodne cevke [um]

Min 20 27 16 19 14
Max 55 90 85 62 51
Povpreje 39 48 50 37 31

4.3.3 Preverjanje goji€ zain vitro zorenje mikrospor

Gojista T1, M1 in M2, ki smo jih kasneje uporabljali v gkaisih in vitro zorenja
mikrospor, smo primerjali s spremenjenim g&gih BK zain vitro kalitev zrelega
peloda. PH vrednost smo za spremenjeno @jiK naravnali na 5.1 in 6.0; za g@gs
T1, M1 in M2 pa na 5,5. 1zolacija in enourna inkcile peloda v petrijevih pl@gah sta
potekali enako kot pri poskusih optimizacije slaggov goji&u. Rezultati so
predstavljeni v preglednici 9. Kalivost v spreme@m goji$u BK s pH 5,1 je bila 77,4
%, v spremenjenem gofig BK s pH 6,0 pa 56,1 %. V goji& T1, M1 in M2 pa je bila
kalivost podobna, in sicer v prvem primeru 32,82drugem primeru 35,7 % in v tretjem
primeru 38,4 %. Poskus kalitve smo za vsako gejtékrat ponovili in vsaki pregledali
po vsaj 100 pelodnih zrn.
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Preglednica 9: Kalivost zrelega peloda bezga vesudfski kulturi s spremenjenim gojsm BK (pH 5,1
in pH 6,0), T1, M1 in M2 po 1 uri inkubacije naestrlniku

Kalivost (%) zrelega peloda v petrijevittoXah po
1 uri
BK spremenjeno T1 M1 pH | M2 pH

Poskus pH51 pH6,0 PH56 | 55 5,5
1 87,1 48,4 29,5 32,7 35,2
2 77,0 63,6 29,6 32,7 24,6
3 68,0 56,2 39,2 41,6 55,5
Povpre&je 77,4 56,1 32,8 35,7 38,4

4.41N VITRO ZORENJE ENOJEDRNIH MIKROSPOR
4.4.1 Optimizacija goji&a zain vitro zorenje mikrospor

Mikrospore smo zan vitro zorenje izolirali iz temnozelenih od 1,8 do na&\@&0 mm
velikih zaprtih cvetnih popkov iz predhodno seiekoranih bezgovih socvetij. Pri
poskusihin vitro zorenja mikrospor bezga smo uporabili g&ggi$1A90, SA90, MA120 in
SA120, ki so bila optimizirana za druge rastlingkgte in pa spremenjeno g@esBK, ki
je sluzilo kot kontrola za dokazovanje nezrelostoda. Ko smo uporabili gojiga MA90,
SA90, MA120 in SA120 zan vitro zorenje mikrospor, nismo dobili kénih pozitivnih
rezultatov (glej prilogo A). Le pri nekaterih vzdrcs temi gojigi smo opazili poveéanje
volumna mikrospor. Razino od tega smo pri poskusih s spremenjenim gsBK pri
vecini vzorcev opazili pové&anje volumna mikrospor. Nadalje smo pri poskusih
spremenjenim goji&m BK opazili tudi kalée pelode (z daljSimi in krajSimi pelodnimi
cevkami), ki pa sicer niso bili Stevilni.

(2]

Tudi pri poskusihin vitro zorenja mikrospor, v katerih smo uporabili g&gsT1, M1 in
M2, ki so bila izdelana na osnovi spremenjenegas@ojBK, nismo dobili pozitivnih
rezultatov (glej prilogo A). Zanimivo je, da prilbenem od teh poskusov nismo opazili
poveanja volumna mikrospor, kar nakazuje na verjetn@&otnosti mot& snovi v
goji&u (najverjetneje laktalbumin hidrolizata).

Pri poskusihin vitro zorenja mikrospor se je nekajkrat zgodilo, da sagerial po tednu
dni inkubacije okuzil in smo ga morali zavreProblemi pa so bili tudi z nastajanjem
vegjin skupkov mikrospor v goji& (slika 6a). Po obarvanju z barvilom MTT (slika) 6b
ki obarva le Ziv pelod, smo ugotovili, da so mikjose v nastalih skupkih ¥gmoma
poskodovane.
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AR 50 pm

Slika 6: Vzorec izoliranih enojedrnih mikrospor baza) brez barvila in b) obarvan z barvilom MTT

Omeniti pa na tem mestu velja, da smo dobili pskusihin vitro zorenja mikrospor, v
katerih smo uporabili goji¢ BKK, ki je bilo tudi izdelano na osnovi spremargga
gojika BK, pozitivhe rezultate. 1z preglednice 10 vidinga je bila kalivost na gojis
BKK v intervalu od 7,8 % pa do nage7,1 %. Povprni delez kaléih pelodov je bil
14,4 %.Ce od tega deleZa odstejemo povpiedeleZ kalgih pelodov v spremenjenem
goji&u BK (1,6 %), dobimo 12,8 % kalivost v gajis BKK. Poskusin vitro zorenja
mikrospor smo Stirikrat ponovili in vsakpregledali po 100 pelodnih zrn pri vsaj dveh
vzorcih.

Preglednica 10: Kalivosin vitro dozorelega peloda v suspenzijski kulturi z ggid BKK in s
spremenjenim goji&m BK na streslaniku po koncu inkubacijskega oba@bg kot en teden)

Kalivost (%)in vitro
dozorelega peloda
Poskus vzorec gojis BKK sgp(;jeig;s rg?(no
1 1(11.7.08) 14,9 0,0
(16.6.08) |2 (23.7.08) 10,5 0,0
2 1(11.7.08) 7,8 0,0
(19.6.08) |2 (23.7.08) 9,1 0,0
1(7.7.08) 14,2 6,1
‘;524' 6.08) |2(L7.08) 27,1 54
3(23.7.08) 16,0 0,0
4 1(11.7.08) 16,0 3,3
(27.6.08) |2 (23.7.08) 13,9 0,0
Povpreje 14,4 1,6

4.4.2Casovni potek razvoja peloda medn vitro zorenjem

Z zadnjim poskusonin vitro zorenja enojedrnih mikrospor smo hoteli opisasovni
potek razvoja peloda med inkubacijo v temi v inkiobja pri 24°C na stresalniku (43
r.p.m.). Uporabili smo dve goji§ in sicer goji$e BKK s pH vrednostjo 5,1 in gofié
BKK s pH vrednostjo 5,5. Z metodo barvanja s Pl smlekcionirali socvetja z zaprtimi
temnozelenimi (1,8 do najye2,0 mm velikimi) cvetnimi popki in preverili, daesv
z&letni suspenziji peloda nahajajo le enojedrne mpoos. Vsak dan smo za obe pH
vrednosti goji8a BKK pripravili po tri mikroskopske preparate zrdbom PI, in sicer
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vsakega iz druge petrijeve ptas Pri r&unanju deleZzev eno- dvo- ali trojedrnih oziroma
kalecih pelodov smo pregledali po vsaj 100 pelodnih zrivsakem mikroskopskem
preparatu. Po dvanajstih dneh inkubacije smo aelpteskus prekinili in pregledali vse
petrijeve ploge (glej prilogo B).

Na sliki 7a vidimo grafino predstavitewasovnega potekmn vitro zorenja enojedrnih
mikrospor v gojisu BKK s pH vrednostjo 5,1. Iz grafa vidimo, da jéabzaetna
suspenzija peloda sestavljena iz&ha iz enojedrnih mikrospor in da je tako ostaloi tud
po prvem dnevu inkubacije. ¥asovnem intervalu naslednjih tri dni (od prvega od
Cetrtega dne) je delez dvojedrnih pelodnih zrn lineanarasel iz 0 % na priblizno 43 %.
Zrcalno je delez enojedrnih mikrospor upadel iz 200na priblizno 57 %. Do konca
inkubacijskega obdobja je ostal delez enojedrnilkrosipor priblizno nespremenjen.
Delez dvojedrnih pelodnih zrn je v intervalu ¢dtrtega do sedmega dne inkubacije
linearno upadel na priblizno 29 %. V tem istéasovnem intervalu je linearno narasel
delez trojedrnih pelodnih zrn, in sicer iz 0,5 %jpm#blizno 12 %. V intervalu od sedmega
od devetega dne je tako delez dvo- kot trojedrnélognih zrn ostal priblizno
nespremenjen. Oba deleza pa sta v intervalu odetgvelo enajstega dne upadla, in sicer
dvojedrni pelod na priblizno 21 % in trojedrni peloa priblizno 2 %. Prve kale pelode
smo opazili po 9 dneh inkubacije (1,5 %) od taknaprej pa se je njihov delez
eksponentno poval na skoraj 64 %.

Na sliki 7b vidimo graktno predstavitewasovnega potekmn vitro zorenja enojedrnih
mikrospor v gojisu BKK s pH vrednostjo 5,5. Tudi iz tega grafa jewidno, da je
za&etna suspenzija peloda vsebovala le enojedrne spkre. Vcasovnem intervalu od
prvega docetrtega dne je delez dvojedrnih pelodnih zrn lineanarasel iz 0 % na
priblizno 52 %. Zrcalno je delez enojedrnih mikrospipadel iz 100 % na priblizno 46
%. Do konca inkubacijskega obdobja je ostal deleajezlrnin mikrospor priblizno
nespremenjen, delez dvojedrnega peloda padaspoipadel na priblizno 41 % z izjemo
Sestega dne, ko je meritev presegla 52 %. Od deetgp osmega dne inkubacije je
linearno narasel delez trojedrnega peloda na pnblil3 % in je ostal konstanten do
konca inkubacijskega obdobja. Prve kal@elode smo opazili po 10 dneh inkubacije (2,0
%). Od takrat naprej je delez kalivosti najverjgenearagal in na koncu v povpigu
dosegel 29,3 %eprav je vzarenje na enajsti dan inkubacije pokazalo 0 % kativos

—o— Enojedrni pelod
Dvojedrni pelod

—A— Trojedrni pelod

—< Kaledi pelod
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Slika 7: Graféna predstavitevin vitro zorenja enojedrnih mikrospor bezga v 12 dnevri@sovnem
intervalu v gojigu BKK a) s pH 5.1 in b) s pH 5,5
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZVOJNA STOPNJA MIKROSPOR

Ce zelimoin vitro dozoreti mikrospore, jim moramo najprej détorazvojno stopnjo, v
kateri se nahajajo. S fluores¢aim barvilom DAPI smo zelo nat&no in ma@&no
obarvali eno- in dvo-jedrni pelod (slika 1a), pecjem pelodu (premer okoli 25 um), z
dvema ali s tremi jedri, pa se je obarvala le zymatena (slika 1b). Eno- in dvojedrne
mikrospore imajo tanko pelodno steno, skozi kateovilo DAPI uspesSno prehaja, pri
zrelem pelodu pa se stena odebeli in postane negirepza Stevilna barvila. V nasprotju
z naSimi rezultati pa je Simonovik (2007) z barmld®API uspela obarvati tudi vsa tri
jedra znotraj zrelega peloda vrSambucus nigra.

Barvanje z acetokarminom ima Stevilne prednostitidi slabosti v primerjavi z uporabo
barvila DAPI (preglednica 2). Prednosti so to, dabarvilo nefluoresc&mo (preparate
opazujemo pod navadno svetlobo brez posebnihw)litho da je metoda enostavna in
hitra ter da so sestavine v barvilu manj zdravjod§kve v primerjavi s fluoresc&mimi
barvili. Glavna slabost pa je slaba prodornost ikarv notranjost peloda z debelejSo
steno in posledno slaba obarvanost jedra v primerjavi s citoplazigeeno pa so se
jedra mikrospor (slika 2a) in zrelega peloda (skkg bezga dobro obarvala. Prisotne pa
so bile tezave z dotevanjem Stevila jeder znotraj peloda, ker se vdeaj@iso enako
mocno obarvala in ker so se pogosto prekrivala medjsé&lidi Sehgal in sod. (1982) so
eno- in dvojedrni pelodrnega bezga uspesno obarvali z acetokarminom.

Metoda barvanja s Pl v kompleksno sestavljenemupodr Custers (2003) se je izkazala
za najbolj ginkovito tako za barvanje enojedrnih (slika 3a)pjédrnih, trojedrnih kot
tudi kaletih pelodov (obarvajo se jedra, ki potujejo vzdoRqaine cevke). Barvilo je
uspesno prodiralo tudi skozi debelejSo pelodnocsialega peloda (slika 3b), vendar je
bil za to potreben doten ¢as, saj so bili najboljSi preparati tisti, ki sdihiez n@
shranjeni v temi v hladilniku pri 2C. ViZintin in Bohanec (2004) sta za barvanje jeder
peloda vrsteCucumis sativus preiskusila Stevilne metode (barvanje s Pl, z DAPI,
acetokarminom, z mitramicinom in s hematoksilinoMgcina metod se je izkazala za
neuspesne ali slabo uspesne, kar nakazuje na tep #amare problemgna vrsta za
barvanje peloda. Naj¢ge uspehe sta dosegla z metodo barvanja s PI.

5.2 ZIVOST PELODA

Zivost peloda lahko dotmjemo z razBnimi tehnikami barvanja in m vitro poskusi
kalitve peloda. Slednja metoda je najbaljnkovita, saj nam daje direkten vpogled na
resnténo oprasSitveno sposobnost zrelega peloda. Bistwesdnost tehnik z barvanjem pa
je hitra dol@itev zivosti peloda. V naSih poskusih smo zivostZaga peloda (slika 5b) in
mikrospor (slika 5a) zelo dobro ocenili z uporatefluorescetinega barvila MTT. Ziv
pelod in mikrospore so se ¥ rde€e obarvali, medtem ko je mrtev pelod ostal
neobarvan. Tako sveZe izolirani pelod kot mikrosp@reglednica 3) so kazale visok
delez zivosti (87,6 % za mikrospore in 85,9 % zimge Nekoliko visji odstotek zivosti
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(95 %) so dobili Muccifora in sod. (2003), ko sces\ro-jedrni pelod bezga barvali z
barvilom FDA.

5.3INVITRO KALITEV ZRELEGA PELODA

Prve poskuseén vitro kalitve pelodacrnega bezga smo opravili v gais GK1, GK2,
NLN in BK, pri ¢emer smo delez kalivosti d@i po 17. urah inkubacije v petrijevih
ploZah. NajboljSo kalivost (76,0 %) smo opazili v g&jisSBK (preglednica 4). V
povpreju je bila kalitev v tem goji&u boljSa za 10,5 % glede na gogsGK2, za 23,4 %
glede na goji& GK1 in za kar 27,6 % glede na gogSNLN. Nasi rezultati se ujemajo z
rezultati Muccifore in sod. (2003), ki so v g@jisBK po 22 urah inkubacije v petrijevih
plo&ah pri 23°C dosegli 88 % kalivost peloda bezga.

Poskusiin vitro kalitve na stekelcih so bili neuspesni in so seohizsusSili na sobni
temperaturi. Zato smo jih poskusali inkubirati aZhostni komori pri 24C. Zanimal pa
nas je tudi vpliv v goji& dodanih prasnic in pa sam¢maizolacije peloda iz cvetov.
Tako nam je uspelo izboljSati kalivost peloda rekslcih, vendar le do najge83,5 %
kalivosti (preglednica 5). Pri tem se je izolacgastresanjem cvetov izkazala za
ucinkovitejSo od izolacije iz anter, nekaj razlik &likvosti pa smo opazili tudi med gajis
brez ali z dodanimi anterami v prid slednjih.

Pri poskusih optimizacije gojia BK smo preizkuSali razine pH vrednosti goji& in
spreminjali vir sladkorjev. Hitri poskusn vitro kalitve na stekelcih v vlaznostni komori
so pokazali (preglednica 6), da sta vrednosti gH(20,0 % kalivost) in pH 5,1 (24,4 %
kalivost) najbolj primerni za hitro kalitev pelod@oskusin vitro kalivosti v suspenzijski
kulturi pri 24 °C so to dejstvo potrdili (preglednica 7). Po 5 ujalbila kalivost pri pH
vrednosti 5,1 le 58,2 %, po 20 urah pa se je dlagm kar 15,9 %. Podobno opazenje
smo odkrili tudi pri pH 4,0 (iz 15,5 % se je dvignza 14,6 %) in pH 6,0 (iz 56,6 % se je
dvignila za 11,3 %), pri pH vrednosti 7,0 pa ka#itigpo 5 urah Se ni bilo in se je pojavila
Sele po 20 urah inkubacije (34,1 %). Da so pH vostinki so nizje od 7.0, bolj primerne
zain vitro kalitev so ugotovili tudi Ylstra in sod. (1992) palod tobaka in Barinova in
sod. (2002) za pelod vrsttirrhinum majus. Pri teh poskusih smo merili tudi dolzine
pelodnih cevk (preglednica 7). NajdaljSo povme dolzino (204 um po 5 urah in 356
pm po 20 urah inkubacije) smo izmerili v gojiss pH vrednostjo 6,0. Dolzina je bila pri
tej pH vrednosti v povptgu daljSa za 33 um po 5 urah oziroma za 45 pum paraf
inkubacije glede na pH vrednost 5.1, za 117 um poah oziroma 218 um po 20 urah
inkubacije glede na pH vrednost 4,0 in za 192 un2@airah inkubacije glede na pH
vrednost 7,0. V primerjavi z naSimi rezultati paMdoccifora in sod. (2003) v gojis BK

po 5 urah inkubacije izmerili kar 445 pm oziroma urah inkubacije celo 1097 pum
dolge cevke kaleega pelod#&rnega bezga, torej za 241 um oziroma za 741 praeday
nasih pri pH vrednosti 6,0.

Poskusi optimizacije sladkorja mavitro kalivost v suspenzijski kulturi v temi pri 2¢€
na stresalniku (43 r.p.m.) so Ze po eni uri inkijpgeokazali najboljSo kalivost (76,3 %
za pH 5.1; 68,1 % za pH 5.5 in 58,4 % za pH 6.9pyscu s saharozo ne glede na pH
vrednost (preglednica 8). Kalivost je bila pri pkb2a 26,6 % wga glede na gojife z
maltozo in za 19,7 % @ glede na goji& z glukozo. Pri teh poskusih smo merili tudi
dolzine pelodnih cevk (preglednica 8) in ugotowino, da so bile pelodne cevke v
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goji&u s saharozo (pri pH 5,5) za 11 um daljSe gledeenke v gojigu z maltozo in za
17 um daljSe glede na cevke v g&jisz glukozo. Podobne rezultate sta dobila tudi
Vizintin in Bohanec (2004) po eni uri inkubacijeelaga peloda vrst€ucumis sativus, in
sicer so bile v povpegu pelodne cevke v gojis s saharozo za 36 um daljSe glede na
cevke v gojigu z maltozo in za 180 um daljSe glede na cevkgigdoz glukozo.

Ceprav so bile pelodne cevke razmeroma kratke (0dal80 um) nam je pr¥iuspelo
dosei visok delez kalivosti peloda bezga (76,3 %) Zegmb uri inkubacije. To je v
nasprotju z ugotovitvami Muccifore in sod. (200Bj),trdijo, da trojedrni pelodrnega
bezga kali Sele po 2 urah inkubacije in da je tona@lno za trojedrni pelod za katerega
velja, da kali takoj. 1z naSih rezultatov smo spagrda je inkubacija na stresalniku (43
r.p.m.) glavni razlog za pospesitev kalitve zrelpghoda. Vzrok je verjetno v tem, da so
hranilne, sporéevalne in vzdrzevalne snovi v gajis za pelod hitreje in bolj dostopne
kot v primeru inkubacije brez stresalnika.

5.4IN VITRO ZORENJE ENOJEDRNIH MIKROSPOR

Za in vitro zorenje enojedrnih mikrospor smo uporabili 4 faeé poznanega gojia
(MA90, SA90, MA120 in SA120) in pa 3 gofd ki smo jih razvili na osnovi
spremenjenega gofid BK (T1, M1 in M2). Pri vseh sedmih gajiB nismo po koncu
inkubacijskega obdobja dobili pozitivnih rezultat@orenja peloda oziroma kalitve
peloda (glej prilogo A) in le pri redkih vzorcih srmopazili rahlo povéanje volumna
mikrospor. Ko pa smo za vitro zorenje mikrospor uporabili spremenjeno ggi8K

in goji&e BKK, smo na koncu inkubacijskega obdobja op#&alete pelode in izrazite
razlike v volumnu nekatega peloda. V spremenjenem g&jiBK je bila 1,6 % kalivosti

in vitro dozorelega peloda, v gajis BKK pa 14,4 % (preglednica 10). Glede na to,aa s
bili rezultati v spremenjenem gaoji$ BK boljSi od rezultatov iz goj& ki so bila razvita
na podlagi spremenjenega gogsBK (T1, M1 in M2), predvidevamo, da slednja
vsebujejo snovi, ki ovirajo proces vitro zorenja. Domnevamo, da je najverjetneje taka
sestavina laktalbumin hidrolizat, ki ga gogSBKK ne vsebuje za razliko od g@jis1,
M1 in M2 (preglednica 1). Nadalje predvidevamo, mlakleozida citidin in uridin
spodbujatan vitro zorenje in delitev jeder znotraj peloda, saj jenaj koncentracija v
goji&u BKK podvojena glede na gojs M2.

Z zadnjim poskusom smo Zeleli opisatsovni potekin vitro zorenja enojedrnih
mikrospor v gojigu BKK s pH vrednostjo 5,1 in 5,5. 1z slike 7a in vidimo, da so se v
casovnem intervalu od prvega detrtega dne, pri obeh pH vrednostih, skoraj vse
odzivne enojedrne mikrospore delile v dvojedrne roskore. Odcetrtega dne pa do
konca inkubacijskega obdobja je v g&jiSs pH 5,1 ostalo v povpfier 57,85 %
neodzivnih enojedrnih mikrospor, v ga@jiss pH 5,5 pa 42,95 %. Torej je bil delez
odzivnih enojedrnih mikrospor v go§i§ s pH 5,5 v povptgu za 14,9 % vgi kot v
gojis¢u s pH 5,1. V intervalu otetrtega do devetega dne je delez dvojedrnih miknogp
goji&u s pH 5,1 pe&asi upadel za 14,0 %. Od teh 14,0 % se jih jeignbl11,3 % v tem
intervalu postopoma razvilo v trojedrni pelod. Zglodoben razvoj smo zasledili v
goji&u s pH 5,5 v intervalu odetrtega do desetega dne, ko je delez dvojedrnih
mikrospor enakomerno in pasi upadel za 11,2 %. Od 11,2 % dvojedrnih mikrogoo

se najverjetneje vse v tem intervalu postopomailexvtrojedrni pelod, saj je bilo tega
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po osmem dnevu inkubacije v povgite za kar 12,2 %. Nadalje je delez trojedrnih
pelodov v gojigu s pH 5,1 v intervalu od devetega do enajstegaugadel za 10,5 % na
kor¢nih 2,2 %. Najverjetneje je vseh 10,5 % pelodovid&akaj je po enajstih dneh
inkubacije delez katgh pelodov znaSal ze priblizno 23 %. Iz podatkawkia sklepamo,
da aitno nismo uspeli zaznati vseh trojedrnih pelodkv,so bili nujno potrebni za
celoten delez kalivosti (23 %). Predvidevamo, dazmk za tako veliko napako v tem,
da se dolden delezin vitro dozorelega trojedrnega peloda preprosto ni obazval
barvilom PIl. Od enajstega do dvanajstega dne j@dsilskokovito narasla na priblizno
64 % (korgna meritev iz petrijevih pl@3, kar je za skoraj 35 % vev primerjavi s
konéno kalivostjo v gojisu s pH vrednostjo 5,5 (29,3 %). Domnevamo, da {8 W
goji&u s pH vrednostjo 5,5 prislo do upada deleza traggh peloda oziroma daije
vitro dozoreli pelod v celoti kalil, vendar na zalosnamo podatkov o delezu trojedrnih
pelodov po dvanajstih dneh inkubacije.

Zakljutujemo, da smo z navedenimi poskusi uspesno optafiznetodologijo zain
vitro zorenje enojedrnih mikrospor vrssambucus nigra.
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6 POVZETEK

Crni bezeg Sambucus nigra L.) postaja vse bolj pomemben v modernih raziskavah in
preventivni medicini, zaradi Stevilnih terapevtskitinkov na zdravljenje novodobnih
kroni¢nih bolezni. Sransformacijo mosSke zarodne linjenega bezga lahko pridobimo
transgeno seme oziroma transgeno rastlinaiguner pa se izognemo Stevilnim tezavam,
ki so prisotne pri drugih tehnikah za genetskodfammacijo rastlin.

Cilj naSega dela je bil optimizacija postopkov vitro kalitve in zorenja bezgovega
peloda. Najprej smo dalevali razvojno stopnjo mikrospor in peloda, pemer smo
barvali z barvili DAPI, acetokarminom in s Pl. Md# barvanja s Pl v kompleksni
puferski raztopini se je izkazala za najbolj uspeko za zrel kot nezrel pelod. Zivost
peloda smo uspesno preverjali preko metode barzaliaT.

In vitro kalitev zrelega peloda smo preiskusali v kamh goji&ih, tako v suspenzijski
kulturi kot na stekelcih, vendar so bili najboligzultati dobljeni le v suspenziji go}&
BK v petrijevi plogi. Po optimizaciji pH vrednosti in sladkorja v g&jii smo ugotovili,
da lahko kalivost zrelega peloda o pospeSimo z inkubacijo petrijevih plosa
stresalniku. S tem smo ovrgli hipotezo Mucciforeswd. (2003), ki so trdili, da pelod
¢rnega bezga ne more kaliti takoj, oziroma da paoieebato minimalno dve uéasa.

Prewili smo moznostin vitro zorenja enojedrnih mikrospor v razlih goji&ih, od
katerih pa sta bila primerni le spremenjeno gejiBK in BKK s pH vrednostjo 5,5.
Ceprav so bile kalivosiin vitro dozorelega peloda nizke, smo v teh dveh gbjidpazili
tudi Stevilne razlike v sami velikosti mikrosporogkuse smo zaklfili z dolocitvijo
¢asovnega poteka razvoja enojedrnih mikrospor medtro zorenjem v goji&u BKK s
pH 5,1 oziroma pH 5,5. V gojis s pH vrednostjo 5,1 smo dosegli do 64 % kalivBst.
nasem vedenju je to prvi uspesni poskuosiitro zorenja enojedrnih mikrospor vrste
Sambucus nigra.
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Priloga A

Kalivostin vitro dozorelega peloda v suspenzijski kulturi z gojMA90, SA90, MA120, SA120, T1, M1
in M2 na streslaniku po koncu inkubacijskega obddlg kot en teden)

Kalivost (%)in vitro dozorelega peloda
Poskus vzorec MA90 MA120 SA90| SA120T1 M1 M2
1 1 (9.6.2008) . . g
(36.2008) 5 (11.6.2008) : : ]
3 (2.7.2008) . ; 0
4 (7.7.2008) : 5 5
5 (11.7.2008) & ° 3
2 1(2.7.2008) .
(11.6.2008) 5" 77 5008) 5
3 (11.7.2008) ]
4 (23.7.2008) :
3 1 (16.6.2008) .
(13.6.2008) 17577 2008) 5
3 (11.7.2008) g
4 (23.7.2008) ;
4 1(2.7.2008) .
(16.6.2008) =577 7 2008) 5
3 (11.7.2008) ]
4 (23.7.2008) :
5 1(2.7.2008) 0
(27.6.2008) 75777 2008) .
3 (11.7.2008) .
4 (23.7.2008) °
5 1(27.2008)| 0O 0 0
(30.6.2008) 5 77 2008)| 0 0 0
3(11.7.2008) 0O 0 0
4(23.7.2008) 0 0 0
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Priloga B

Casovni potek razvoja peloda migtvitro zorenjem enojedrnih mikrospor bezga v 12 dnevisasovnem
intervalu v gojigu BKK s pH 5.1 in pH 5,5

Invitro zorenje enojedrnih mikrospor v ga@jisBKK s pH
vrednostjo 5,1in 5,5
% % %
t enojedrnega | dvojedrnega | trojedrnega | % kal€ega
[dan] | pH | peloda peloda peloda peloda
ol 51 100,0 0 0 0
55 100,0 0 0 0
1| 51 100,0 0 0 0
55 100,0 0 0 0
2| 51| 87,6+6,2 12,4+6,2 0 0
55| 78,2+2.8 21,8+2,8 0 0
3| 51| 785%+49 212+4,4 0,3+0,5 0
55| 55,0+8,3 45,0+ 8,3 0 0
4| 51| 56,5+5,3 43,0+4,6 0,5+0,9 0
55| 457+4,4 52,1+2,6 22+32 0
5| 51| 57,3%+4,0 37,1+4.2 56+2,1 0
55| 48,1+12,0| 49,6+14,1 23+24 0
6| 51| 58,8+32 33,8+5,9 7,4 +3,3 0
55| 40,9+8/4 53,9 + 10,5 51+2,3 0
71 5,1| 59,2+132 28,8+1,4| 12,1+11)9 0
55| 41,2+3/4 48,3+5,3 105+2,3 0
8| 51| 61,9+6,0 29,1+8,3 9,0+8,7 0
55| 40,2+18,1| 46,8+114 13,0+6,8 0
9| 5,1| 56,7+6,3 29,0+6,1 12,7+29 1,5+2,4
55| 43923 445+5,6 11,6 + 3,6 0
10| 5,1| 58,7+21 18,0+ 3,6 8,8+2,0 145+ 3,8
55| 43,4272 40,9+ 3,0 13,7 + 6,6 20+14
11| 5,1| 53,7+24,6| 21,1+125 2,2+2,3 23 + 36,7
55| 40,2+54 46,1+ 3,8 13,7+54 0
12| 5.1 / / / 63,9+7,8
5,5 / / / 29,3+3,9




