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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A absorbanca

A. tumefaciens............cccceevvnnne Agrobacterium tumefaciens

0] o bazni par

CaMV..ueiiiii s rws mozaika cveta (angl. cauliflower mosaic virus)

(010 ) Qo 1= o [H gencitokrom oksidazo

DNA .. eaksiribonukleinska kislina

DSBR ..ot ppavljanje dvojnega preloma (angl. double-strarekkr
repair)

(0 FS] 4 =] I zggna domena za dvoverizno RNA (angl. double-

stranded RNA-binding domain)

ASRNA. ... oderizna RNA

EDTA .o llehdiamin tetraocetna kislina
LB e Lauria-Bertani bogato gojig
MS Murashige in Skoog gojg
MIRNA ... mMikRNA

MTD.. e amtol dehidrogenaza

N Nacionali inStitut za biologijo
NTC e slepi vzorec

ObIMIN e, ratov na minuto



Lenaki¢ A. Primerjava razéinih metod ... izrazanja genov v krompirju...sorte Désir X1l
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

OR e osnovna raztopina za pripravo MS g&gis

PACM ..o asmo MS gojige z dodanimi avksini in citokinini

PCPI .., krompirjev cisteinski proteinazni inhibitor

PCR .o verizna reakcija s polimerazo

PMDC ... keroialni ekspresijski plazmid

PTGS. ., asfiranskripcijsko utiSanje genov

0] = TSR osnovno MS goji& z dodanimi avksini in citokinini

RNA ibonukleinska kislina

RNAI ... NR interferenca

OPCR . erivna reakcija s polimerazo v realnéasu

SIRNA L. jmaa interferetna RNA

SSGR...co i oppavljanje enojne verzeli (angl. single-strandalire
repair)

T-DNA . tsfer DNA

Tiplazmid......cccceeeiiiiiiiiis tomnduciraj@i plazmid

VIGS ..o tiSanje gena povzéeno z virusom

YM e goji&e za rast kvasovk (angl. yeast and mold broth)

WA@Y/ (1) PSS gojike z zeatin ribozidom, klaforanom, vankomicinom

(in higromicinom)
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SLOVARCEK
CDNA Kplementarna DNA, ki nastane z reverznim prepisom
MRNA.
D\ = V. R ckn, ki razgrajuje DNA.
MRNA ..., RNAz viogo posrednika za ddlanje zaporedja

aminokislin pri translaciji in nastajanju polipeg.

Napredna genetika ..........ccccceeennnn. Koncemtegske analize, ki za izhot&Svzame fenotip

in iS¢e ustrezen genotip.

Reverzna genetika...........ccccoeeeennnn. Konaggtetske analize, ki za izhot#Svzame genotip

in analizira fenotipske spremembe.
Reverzna transkripcija .................. SintezafDiM podlagi RNA matrice.

RNAzZa .....ccovvvvvviviiiiiiiiee e nckn, ki razgrajuje RNA.
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1 UvOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Genska transformacija rastlin postaja vse bolj javgena tehnologija za izboljSanje
kmetijskih rastlin (Sidorov in sod., 1999). Izbaljge lastnosti poli8n s tradicionalnimi

postopki traja od 10 do 15 let. Rastlinske tkivndtlwe in genski inzeniring sta postala
temelj rastlinske biotehnologije in lahko tmm pospeSita pridobivanje rastlin z

izboljSanimi lastnostmi (Pauls, 1995).

V zadnjih nekaj letih je genski inZeniring rastimo¢no napredoval, saj je znanstvenikom
uspelo razviti mnogo metod za prenos DNA. Predrostretoda za genski inZeniring
poljin je uporaba bakterijgdAgrobacterium tumefacienki ima naravno sposobnost
prenosa genov (Conner in Jacobs, 1999). Prvi dosspksSnega vnosa heterolognih genov
v genom krompirja z bakterijd. tumefaciensegajo v leto 1986 (Mullins in sod., 2006).
Vendar je njena uporaba omejena pri nekaterih gog, predvsem pri zitih in ostalih
enokaltnicah. Transformacijo s portjio bakterije A. tumefaciengpovezujemo z dvema
potencialnima teZzavama in sicer prenos dela DNAenzwnejnih sekvenc T-DNA in
prisotnost bakterije v rastlinski kulturi po traashaciji. Pri rastlinah, kjer transformacija z
bakterijo A. tumefaciensii mozna, se posluzujemo alternativnih metod koheposredni
privzem gole DNA v protoplaste ali tkiva z uporabelektroporacije, tehniko
bombardiranja celic (Conner in Jacobs, 1999) diniteo mikroinjiciranja (Kappeli in
Auberson, 1998).

V zadnjih nekaj letih je bil dosezen pomemben nagkdudi na pod&u utiSanja genov v
rastlinah. RNA interferenca (RNAI) je ena izmed zaaimivejSih odkritij na podkgu
genomike. Je pojav, kjer posttranskripcijsko uti@agenov sprozi dvoverizna RNA
(dsRNA). RNAI postaja pomembna metoda za Peganje funkcij genov pri evkariontih.
Ceprav tehnika utiSanja z RNAi 3e ni optimizirana, j® Ze leta 1988 oziii za
perspektivno tehniko pridobivanja rastlin z 'znptcalicno odpornostjo' proti virusom
(povzeto v Rahman in sod., 2008).
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1.2 CILJ RAZISKOVANJA

Za ovrednotenje vlioge genov, ki sodelujejo v irketja krompir-virus, je najprimernejsi
pristop funkcionalne analize genov. Za spreminjagj@zanja genov v rastlinah lahko
uporabimo raztine metode. Namen diplomskega dela je bil primergtiicne metode
spreminjanja izrazanja genov (za péagje ali utiSanje izrazanja). Bolj natamo smo
Zeleli primerjati metodo stabilne transformacijstlia, izvedeno posredno z bakterjo
tumefaciensin metodo prehodne transformacije z uporabo dsRBtabilna transformacija
za poveéano izrazanje genov ali z genskim utiSanjem je pobrea za funkcionalno
analizo genov, vendar je priprava transformant abilsto vkljucenim konstruktom
dolgotrajen postopek, medtem ko je prehodna tramsfoija hitrejSi, cenejSi in manj

zahteven postopek (Yasmin in Debener, 2010).
1.3 HIPOTEZE

Metodi transformacije z bakterij@. tumefaciensn s sistemom dsRNA sta primerni za

uspesSno spreminjanje izrazanja genov.

V genom krompirjaSolanum tuberosunsorte Désirée bomo stabilno vstavili gen za

manitol dehidrogenazo (MTD) in gen za cisteinskitpmazni inhibitor (PCPI).

Prehodno transformacijo bomo preverili z genom kkanazo in pdakujemo, da se bo

izrazanje gena prehodno spremenilo.
2 PREGLED OBJAV
2.1 FUNKCIONALNA ANALIZA GENOV

Funkcijska genomika je mlada veda, njenrietki pa segajo v leto 1980, ko so molekularna
orodja postala uporabna za dt#aoje celéne funkcije genov (Grotewold, 2003). Leta 1997
so genomiko razdelili na dve vedi in sicer struktugenomiko in funkcijsko genomiko.
Glavne komponente proevanja funkcijske genomike so mutante na ravni geno
izrazanje RNA, proteini in njihove interakcije temetaboliti (Leister, 2005). Genetiki
prewujejo izrazanje in interakcije genskih produktoudagh 50 let. Sprva so istasno
prewevali le nekaj genov. S porjo genomike in njenih orodij pa lahko danes

prewtujemo ve& genskih produktov hkrati. Funkcijska genomika gamove priloznosti za
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hitro identifikacijo genov, ki so pomembni v kmetiju in predstavlja nove strategije za
spreminjanje doléenih lastnosti. S funkcionalno analizo genov laldwedelimo vliogo
vsakega gena v organizmu. Podaja nam zapleteneinmmidne molekularne opise
bioloSkih sistemov, s katerimi bo mago natatino napovedati, kako lahko te sisteme
spreminjamo, da bi izbolj3ali¢inkovitost (Leader, 2005)Ce imamo znano sekvenco
gena, najenostavneje pridobimo informacijo o njegéwnkciji, ¢e sekvenco gena
primerjamo s sekvencami v bazi podatkov. VendargpanalniSke analize na splosno ne
zadostujejo za natano dolaitev funkcije gena in je eksperimentalni pristopvecini
primerov nujno potreben. Razvojno funkcijo genaktalpreitujemo z utiSanjem gena ali
njegovim prekomernim izrazanjem (Bouchez in HoOfi€§98). Funkcijska genomika
uporablja visoko zmogljive tehnologije in uvaja lgiden pristop na ravneh transkriptomike
(za merjenje nivoja mRNA), proteomike (za dtdoje koncentracije posameznega
proteina), metabolomike (za dokmje koltine pomembnih metabolitov) in transgenomike
(utiSanje, gensko oztavanje, mutageneza) in jih povezuje v haleti pogled na celico,
njeno strukturo in njeno viogo (Oliver in sod., 200Vetinoma se pristopi funkcijske
genomike nanaSajo na generacijo populacije organizmri katerih so bili geni utiSani,
oziroma je priSlo do njihovega prekomernega izrggabznaevanje spremenjenega gena
omogaa hitro identifikacijo in neposredno povezavo gengenotipom. Take populacije
lahko uporabimo v napredni (angl. forward) genetikendar je njihova uporaba bol
zn&ilna za reverzno (angl. reverse) genetiko (Lea2igd5). Napredna genetika je koncept
genetske analize, ki za izhotk#Svzame fenotip, neko mutacijo, in nat@eiSustrezen
genotip z uporabo pozicijskega kloniranja ali z lemoakandidatnih genov (Sessions,
2005). Reverzna genetika igra pomembno vlogo gtesiattnem analiziranju genov z
neznano funkcijo ter vkiguje vrsto metod za inaktivacijo funkcije gena. Rekaterih
rastlinah so razvili populacije z ragimi stabilnimi transgenimi in netransgenimi pristo
(Leader, 2005).

Preprost pristop za dalanje funkcije genov v rastlinskem genomu je zmangaziroma
utiSanje izrazanja gena. Tdein transgeni pristop za take Studije je insercijskdiageneza
(ozna&evanje), kjer vstavimo T-DNA ali heterologne traospne, vendar jo omejuje
izobilje genov, letalno utiSanje, neoZzeae mutante in nezmoznost ciljanja insercijskega
elementa v specifen gen. Te probleme uspesSno reSuje RNA interferéMatthew,

2004). Poleg RNAI, utiSanje gena powamo z virusom (VIGS) in transgeni, ki inducirajo
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utiSanje. V obdobju funkcijske genomike potreba @wodjih za obsezno ciljano in
nakljuino mutagenezo nargs Potencialno orodje je transformacija z baktejo

tumefaciengMichielse in sod., 2005).
2.2 TRANSFORMACIJA

Poznamo dva glavna &aa vnosa genov v rastline: neposredetimé/nos gole DNA) in
posreden nan (vhos s pomgo vektorjev). Pri neposrednem dwau uporabljamo
postopke, ko golo DNA vnaSsamo v rastlinske celiga. predrtje rastlinske stene se
posluzujemo razinih na&inov (Bohanec in sod., 2004). Trangen se v rasiligenom
lahko vgradi stabilno ali le prehodno (Chung-Pirsad., 2007). Rastlinsko transformacijo
izvajamo z uporabo Sirokega spektra orodij. Tramséxija s pomgo bakterije
Agrobacteriume glavna metoda posredne transformacije, ki sgalgja v biotehnologiji,
medtem ko so najbolj pogoste metode neposrednesforamacije, transformacija
protoplastov ali bombardiranje celic z mikroprojekAlternativne metode za neposredno
transformacijo so infiltracija, transformacija dikon karbidnimi vlakni, elektroporacija
celic ali tkiv, mikroinjiciranje, transformacija lgpposomi in transformacija skozi pelodno
cevko. Ceprav imajo vse metode prednosti, ki so edinstveamevsako od njih, sta
transformacija z bakterij@\. tumefacienan bombardiranje z mikroprojektilom najbolj
pogosto uporabljeni metod{Rao in sod., 2009)Biolistika je prednostni postopek
neposrednega vnosa in je trenutno najbolj konkim@nmetoda posrednemu vnosu s
pomaijo vektorjev (Bohanec in sod., 2004). Po drugirstn@a ima slabosti, saj zaradi
fiziche mai lahko pride do spremembe transgenov. Transfoljagutastidov ima veliko
prednost pred transformacijo jedra, saj ne prideacijskih &inkov, izrazanje transgena
pa je zelo visoko (Sidorov in sod., 1999).

Transformacija s pondpo bakterije A. tumefaciens,je s svojim Sirokim spektrom
gostiteliev danes najbolj pogosto uporabliena tégim v rastlinskem genskem
inZeniringu (Chung in sod., 2006). Da bakteAjatumefacienpovzr@a rastlinskega raka
je Ze dobro poznano dejstvo. Ze zgodaj so odiddi,tvorbo tumorjev lahko povzio

plazmid ali virus. Odkrili so velike plazmide, kb $ili prisotni samo v virulentnih sevih
bakterije A. tumefaciensTe tumorje so poimenovali Ti plazmidi (tumor-indwgoci). Ti

plazmidi kodirajo proteine, ki omogajo bakteriji A. tumefaciensda okuzi rastlino in
povzrai tvorbo tumorjev (Kreuzer in Massey, 2008). Le hesj del plazmida T-DNA naj
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bi bil odgovoren za tvorbo tumorjRao in sod., 2009)Ta bakterija ima naravno
sposobnost prenosa T-DNA (angl. transferred DNAjostiteliev genom (Chung-Pin in
sod., 2007)T-DNA vsebuje gene za fitohormone, ki so odgovaaniceléno proliferacijo
in tvorbo tumorjev, kot tudi gene za tvorbo posébhranil (opinov) v rastlinski celici
(Heller, 2003).Ta del segmenta vsebuje tudi gene za sintezo raxksn citokininov.
Noben izmed genov T-DNA nima vloge pri transportevo od T-DNA segmenta so
virulentni (vir) geni, ki kodirajo proteine za infektivne proced§ihova naloga je, da
bakterijo vezejo na rastlinsko a#lb steno in prenesejo T-DNA v rastlinsko celidfir
geni so pomembni za prenos genov vendar sami ¢staaj rastlinske celice. Ob
poskodbi se izl& rastlinski sok, ki sprozi izrazanjgr genov. Preden lahko bakterifa
tumefaciensuporabimo v genskem inZeniringu, moramo iz Ti plada odstraniti tumor
produciraj@e geneVir geni ostanejo nedotaknjeni, gene T-DNA pa zamenjamirugimi,
zeljenimi geni, katere zelimo vnesti v rastlinor&penjen plazmid nato vrnemo nazaj v
bakterijo, ki jo dalje gojimo v kulturi. Bakterij&. tumefacienge winkovit vektor za
tobak, petunije, paradiznik in ostale dvokamice. Bakterija ni tinkovita pri veini
enokaltnic, kar predstavlja velik problem, saj med enakatie spada w@na Zit, kot so
koruza, pSenica, ¢§enen, riz in rz. Le-te predstavljajo precejSenj deleprehrani (Kreuzer
in Massey, 2008). Uporaba transformacije z baktehj tumefaciense kaze v visoki
ekspresiji rekombinantnega proteina. V nasprotjbakterijo A. tumefacienso virusni

vektorji omejeni z velikostjo transgena (Chung-mrisod., 2007).

Bakterijo A. tumefaciengahko uporabimo tudi za prehodno produkcijo rekorabtnih
proteinov v rastlinskih celicah, alajno po okuzbi gostiteljskih tkiv. Ta tehnologija |
pogosto imenovana kot ‘agroinfiltracija’ in ima ikel prednost pred stabilno
transformiranimi rastlinami, saj ne zahteva stabilmegracije T-DNA v genom gostitelja.
Izrazanje proteina je moge doseéi v nekaj dneh po okuzbi. Listi okuzeni z baktejo
tumefaciens obi¢ajno izrazajo majhen nivo proteinov v primerjavi stabilno
transformiranimi rastlinami. Virusni vektorji so mpavadi upraviena alternativa
transformaciji z bakterijeA. tumefacienkot orodje za prehodno ekspresijo v rastlinskih
celicah.Kot orodje za prehodno izrazanje proteinov v raskih celicah, so pomembni
zaradi svoje sposobnosti podvojevanja v avtonomalitah gostitelja. Virusni vektorji se
pomikajo lokalno iz celice v celicogasih tudi sistemsko iz lista v list. To se lahka&a
visokem donosu rekombinantnih proteinov (Chungoih. s2006).
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2.2.1 Mehanizem prenosa T-DNA v rastlinsko celico

Osnova za patogenezo bakterje tumefacienge prenos tumorogene DNA v genom
rastline (transformacija). Posledica je spremendsdlinskega celnega metabolizma, ki
se kaze v calni proliferaciji in sintezi hranilnih snovi, ki zatavljajo selektivno prednost

bakteriji A. tumefaciengtumorogeneza).

Proces transformacije vkiuje ve glavnih korakov (Slika 1). Najprej je prepoznava i
pritrditev bakterije na rastlinsko celico. Amindikie, organske kisline in sladkorji, ki se
sprostijo iz ranjenih celic, delujejo kot kemoataki za tumorogeno agrobakterijo.
Bakterija se ob prihodu do ranjenega dela veZzestlimake celice v polarni orientaciji.
Sprva se veze Sibko preko sinteze acetiliranihspbAridov. Nato sledi mino pritrjanje z
izrivanjem celuloznih vlaken. Hkrati je aktiviranvir regulon z VirA/VirG
dvokomponentnim regulatornim sistemo¥ir regulon je set operonov, ki so potrebni za
prenos virulentne DNA. AktiviraVirA prenese svoj fosfat v citoplazemski proteinG,

ta pa se nato veze na @aalne elementgir zaporedja v promotorjeirA, virB, virC,
virD, VirE invirG. Preko ko-operativhega delovarjaD1 in virD2 proteinov, je fragment
enoverizne DNA oziroma T-veriga sintetizirana izega ali veéih delov Ti plazmida.
VirD2 se kovalentno veze na 5'konec T-verige, ki j® rdbdana 2/irE2, enoveriznim
DNA vezavnim proteinom. Kompleks T-veri§a/ beljakovina (T-kompleks) je nato
eksportiran iz agrobakterije v citoplazmo rastlesielice. To pot vodita operon&B in
virD4. Ko je kompleks enkrat v citoplazmi gostiteljeselice, T-veriga verjetno obstaja
kot nukleoproteinski kompleks (T-kompleks) z enomioD2 molekulo, ki je kovalentno
pritrjena na svoj 5' konec. Stevilne molekMieE2 pokrivajo celotno dolZino. T-kompleks
je nato prenesen v jedro gostiteljeve celice s pgoridirD2 in VirE2. Ko je T-DNA enkrat
v jedru, je pripravljena za integracijo. Integracii-DNA ni mestno specifha. Integrirane

T-DNA se po rastlinskem genomu razporedijo naklju(Escobar in Dandekar, 2003).

Raziskave so pokazale, da so za integracijo T-DNIpdprejemljiva intergenska podija.
Studije na rastliniArabidopsis thalianan tobaku so pokazale, da je integracija T-DNA
povezana z delecijo v DNA rastlinske celice. Pogjést delecije so na 3'koncu T-DNA v
primerjavi s 5'koncem. Opazili so tudi&veelo majhnih homolognih podfip v blizini
3'konca (Escobar in Dandekar, 2003).
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Slika 1: Mehanizem prenosa T-DNA v rastlinsko agl{@zfira in Citovsky, 2006)

2.2.1.1 Modeli za integracijo T-DNA v rastlinsko celico

Bakterija A. tumefaciendahko uporablja razine poti za popravilo DNA in razine
dejavnike gostiteljeve celice za integracijo bodeioverizne molekule T-DNA ali
dvoverizne pri razéinih celiénih linijah in rastlinskih vrstah. Razvili so raatie modele za
pojasnitev integracije T-DNA v rastlinsko celicoa Itegracijo enoverizne ali dvoverizne
T-DNA obstajata dva modela in sicer popravljanjejdega preloma (angl. double-strand-
break repair, DSBR) in popravljanje enojne vrzahdl. single-strand-break repair, SSGR)
(Dafny-Yelin in sod., 2009).

Pri modelu DSBR je dvojni prelom (angl. DSB) v wil(gostiteljevi) DNA predpogoj za
integracijo T-DNA (Escobar in Dandekar, 2003). gwija T-DNA se zéne s
prileganjem koncev dvoverizne T-DNA z delom, kjerpriSlo do DSB v ciljni DNA.
Slednja je pred tem izgubila nekaj nukleotidov daektivnosti svojih eksonukleaz. Sledi
odstranitev Strlkgh koncev z endo- ali ekso-nukleazo. Konci so nptpravljeni in
zlepljeni v gostitellevem genomu. SSGR model katilpo silo za integracijo izkoré&a

(angl. dobimo, ko

prisotnost vrzeli gaps) v gostitellevem geno Take vrzeli



Lenaki¢ A. Primerjava razéinih metod ... izrazanja genov v krompirju...sorte Désir 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

eksonukleaze podaljSajo zareze (angl. nicks) vlivrirgegracija se ptine s prileganjem
koncev enoverizne T-DNA v gostiteljev genom. Slebtdelava 3' konca enoverizne T-
DNA z endo- ali eksonukleazo. Nato sledi lepljeje konca enoverizne T-DNA v
gostiteljev genom in nastanek druge zareze v kamgtearni verigi. Zakljtek integracije
temelji na komplementaciji T-verige v dvoverizno letailo in ligacijo svojega 3' konca v
drugo zarezo (Dafny-Yelin in sod., 2009). DSBR gmnéxijski model zahteva, da se T-
DNA pretvori v dvoverizno obliko pred integracijoRSB, medtem ko SSGR integracijski
model podpira tezo, da se T-DNA integrira kot emwen molekula. Frekvenca
transformacije je visja pri enoverizni DNA kot mvoverizni. Raziskave so pokazale, da
enoverizna T-DNA predstavlja prefeten substrat za integracijo. Iz dejstva, da je T-DNA
prenesena v gostiteljevo celico kot enoverizna k& je postal SSGR prefekan model

za T-DNA integracijo (Escobar in Dandekar, 2003etjl model — integracija T-DNA, ki
temelji na mikrohomologiji — so izpeljali iz model8SGR. Pri slednjem se na
predintegracijsko mesto v genomu prilegajo le lkeatkkvence molekule T-DNA. Model
zahteva aktivnost gostiteljeve endonukleaze prirbivogenomskih zarez in pri

odstranjevanju 3'konca T-verige med procesom iatgr (Dafny-Yelin in sod., 2009).
2.2.2 Stabilna transformacija rastlin

Stabilna transformacija zahteva razpolozljivost remtih transfekcijskin plazmidov,
poznavanje ustreznega promotorja in zakljb signalov. Potreben je tudi sistem za prenos
eksogene DNA v celice, razpoloZljivost selekcijskiarkerjev in identifikacija podeg, ki

SO ustrezne tée za integracijo in katerih motnja ne powaragube viabilnosti (Suarez in
McElwain, 2010).

2.2.3 Prehodna transformacija rastlin

Prehodna transformacija zahteva metodo &akovit prenos DNA konstrukta v jedro
cilinih celic in metodo za dot@nje ter merjenje kaline izraZzanja gena (Suarez in
McElwain, 2010). Za prehodno transformacijo upgegbl bakterijo A. tumefacienza
induciranje utiSanja genov (Roth in sod., 2004), aralizo izrazanja tujih genov in
interakcije med geni. Prehodna transformacija ztdg& A. tumefacienge hitra in
zanesljiva metoda za préevanje cis-elementov in trans-faktorjev ter njittounterakcij.

Poleg tega omoga hitro analizo nativnih rastlinskih promotorjewdt promotorjev
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odzivnih na stres (Yang in sod., 2000). BakteAjatumefacienge rastlinski patogen,
njegova infiltracija lahko sprozi obrambo rastlimmedsebojno vplivanje z bakterijsko
nasprotno obrambo. Ta lahko spremeni aktivnost teekavirusnih supresorjev (Roth in
sod., 2004). Bombardiranje celic z dvoverizno RNSMRNA ali DNA konstrukti, ki
kodirajo lasnino (angl. hairpin) RNA, lahko povztoprehodno utiSanje tanega gena.

Prav tako prehodno utiSanje powaroobstreljevanje s smiselno (angl. sense) ali
protismiselno (angl. antisense) RNA. Podobno patgraitiSanje genov DNA konstrukti,
vstavljeni v T-DNA bakterijeA. tumefacienski so vneseni z metodo agroinfiltracije. Obe
metodi utiSanja trajata le nekaj dni in se upogthljsamo za utiSanje majhnega Stevila
endogenih genov (Watson in sod., 2005).

2.3 MEHANIZMI UTISANJA GENOV

UtiSanje genov je oblika regulacije, ki jo uporalpyj rastline, Zivali in glive za kontrolo
izrazanja doldenih proteinov. UtiSanje genov se lahko zgodi neniraranskripcije
(transkripcija je prepkena), kar imenujemo transkripcijsko utiSanje gefib8S). TGS
obicajno sprozi metilacija DNA. Posttranskripcijsko Satnje genov (PTGS) povzio
specifiéni razpad celinih ali virusnin mMRNA molekul. PTGS sprozi od RNAlasha
RNA polimeraza, ki razgradi dvoverizno RNA v majhineerfereine RNA (Shepherd in
sod., 2009).Ce PTGS vpliva na transgene in endogene gene, gaujemo tudi
kosupresija. Kosupresija in antisense supresijgatai samo gene ali viruse z visoko
stopnjo homologije v sekvencah do transgena (>75P&).speciftnost in sposobnost
transgene mMRNA, da utiSa virusno genomsko RNA, kaz®, da rastlinska kodiraja od
RNA odvisna RNA polimeraza (RDRP) producira majhR&A molekule, ki so
komplementarne transgeni mMRNA (Dougherty in PatR€5). TGS in PTGS sta odvisna
od homologije zaporedja nukleotidov. Geni, ki s®ani v transkripciji so homologni v
promotorski regiji, medtem ko so tai geni za PTGS homologni v prepisani regiji. TGS
utiSa gene na nivoju transkripcije v jedru. V nagjor pa PTGS nima jasne vloge pri
transkripciji tatnega gena, ampak pomaga pri hitri in spé&aifireorganizaciji RNA
transkriptov v citoplazmi. PTGS sprozimo z virus@in transgenom, lahko pa tudi z

vnosom eksogene DNA z bombardiranjem celic ali iafjtracijo.
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Visji evkarionti so razvili sekvaeimo speciften mehanizem razpada RNA, ki ga
imenujemo utiSanje RNA (Kalantidis in sod., 20@iploski odgovor na dvoverizno RNA
(dsRNA) poznamo pod izrazom RNA interferenca (RNAd)i zgoraj omenjeno
posttranskripcijsko utiSanje gena (PTGS) (Hanndi22. Tehnika utiSanja z RNAI je
zanimiva predvsem za pr&vanje funkcij genov pri razinih organizmih (Kusaba, 2004).
Pojav RNAI so prwi odkrili leta 1993 pricrvu Caenorhabditis elegangjer je prisSlo do
utiSanja sekveimo speciftnega gena, kot odgovor na dsRNA. Guo in Kemphu@85)L
sta uporabila protismiselno RNA za utiSanje izrggagenov za rast in razva@yva C.
elegans Ugotovila sta, da sta imeli smiselna in protisziia RNA enak inek. Studije na
¢rvin so nadaljevali z uporabo protismiselne RNA uBSanje genskega izrazanja.
Primerjali so medsebojno delovanje smiselne inigmuselne RNA. Ugotovili so, da je
bila meSanica dsRNA vsaj 10-krat bo§jinkovita pri utiSanju, kot posamezni smiselna in
protismiselna RNA (Hannon, 2002). Protismiselnantdbgija se uporablja za utiSanje
oziroma zmanjSanje produkcije doémih proteinov. Tehnologija temelji na majhnih
enoveriznih nukleinskih kislinah (oligonukleotidilj prepreijo prepis DNA v protein.
Znanstveniki so odkrili, da imajo podobetinek tudi majhni delci dsRNA (Kreuzer in
Massey, 2008).

dsRNA je pomemben regulator ekspresije genov pfinvevkariontov. Sprozi razine
tipe utiSanja genov, ki se v celoti nanaSajo ndanfe RNAIi. Le — ta je ena izmed
komponent obrambe pred dsRNA. Kini korak je procesiranje dsRNA ali mikroRNA v
21-23 nukleotidov dolge majhne interfetee RNA molekule (siRNA) z endonukleazo iz
druzine RNaze Ill, ki jo poznamo pod imenom DICH&l@ntidis in sod., 2008) (Slika 2).
Encim vsebuje katalitho RNazo Il in vezavne domene za dsRNA (dsRBLRNs\ in
mMiRNA dupleks vsebujeta delce ribonukleoproteindNFfR ki se nato preuredijo v
kompleks, ki inducira utiSanje RNA (RISC). KompleRISC poleg siRNA vsebuje
Stevilne proteine. Eden izmed dobro poznanih pmoteije argounaut2 protein (AGO2)
(Rahman, 2008). Argounaut, kot jedro RISC-a, vselmiajhne RNA (SRNA) in RNazno
aktivnost. Argounaut protein je ribonukleaza, pomn&ot SLICER, ki razgradi ciljno
RNA (Carthew, 2001).
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Slika 2: Mehanizem utiSanja genov z RNAI (Azorsaaad., 2003)

UtiSanje z RNAI je enostavna metoda, ki se uposalda utiSanje genov tudi pri

heksaploidnih organizmih in enoké&dicah, kjer so drugi pristopi n&umkoviti.
2.3.1 UtiSanje genov povzréeno z virusom (VIGS)

UtiSanje genov povzteno z virusom (VIGS) delno sprozi enak mehanizemanja
genov kot RNAIi. Sprozen je z dsRNA, ki nastane maplikaciji virusnega genoma
(Leader, 2005). Sprva so izraz VIGS uporabljali kojav, ko si je rastlina opomogla
zaradi okuzbe z virusom. Danes je izraz dobil simopa tehniko, kjer se rekombinantne
virusne vektorje uporablja za utiSanje izrazanjdogienih genov. Metoda utiSanja genov z
VIGS je enostavna, pogosto vkijye agroinfiltracijo ali biolisitno metodo. Rezultate
dobimo hitro, 2-3 tedne po inokulaciji (Purkayasthdasgupta, 2009). ¥@aa rastlinskih
virusov ima RNA genom, vendar jih veliko obstajalitz DNA genomom. Infekcijo
povzra&imo z virusnim genomom, ki ga prineseta ali virkisysebuje RNA ali virus, ki
vsebuje DNA. Rastlino okuzimo z bakterifa tumefacienski vsebuje T-DNA plazmid,
katerega predhodno modificiramo, da vsebuje virsgakwence. Eksogene sekvence lahko

vstavimo na doléeno lokacijo v virusni genom, ne da bi pri tem dilhinjegovo
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infektivnost. Ko tako modificirane genome uporabimma okuzbo rastline, pri tem
induciramo tudi tuje sekvence, ki povéljo odgovor RNAI gostiteljske rastline (Voinnet,
2001). UtiSanje lahko sprozimo lokalno, ki se nedmSiri po celotni rastlini. Vendar pa
VIGS ni primeren za vse pristope funkcijske genami{{eliko virusov ne vstopi v tkiva
kot so meristemi in semena, zato je tezko raziatem, ki je ustrezen za vnos pomembnih
genov Vv za viruse tezko dostopna tkiva. V tem prursta primernejSa pristopa utiSanja z
RNAI ali utiSanje s pomgo transgenageprav je v teh dveh primerih vpliv na izrazanje
genov manjsi (Leader, 2005). Kot je poznano Ze jnéksa, si rastline okuzene z virusi
lahko opomorejo in tvorijo nove poganijke, ki ne ég@zsimptomov okuzbe. Rastline lahko
zmanj3ajo replikacijo virusov z utianjem RN&eprav se rastlinski virusi med seboj zelo
razlikujejo po morfologiji, organizaciji genoma, pizbiri gostiteljev, replikaciji in
ekspresiji proteinov, vse rastline koo virusno RNA kot del njihovega Zivljenjskega
cikla (Stanley, 2008). Kot odgovor na okuzbo z somn, gostiteljska rastlina grie z
utiSanjem RNA proti virusni RNA in producira mohilsignal utiSanja. Mobilni signal se
premika vzdolZ iste poti kot virus. Med virusomriastlino se ptine tekmovanjeCe se
virus pomika pred signalom, lahko povéranfekcijo v oddaljenih celicahCe mobilni
signal utiSanja prispe do oddaljenih celic prvi,gmyzrail utiSanje RNA in okuzba ne bo
sistemska. Transgene rastline imajo tri tipe odgowona inokulacijo: obutljivost,
rezistenca in ponovna obnovitev fenotipa. Le-tetliress so sprva okuzene sistemsko,
kasneje pozenejo nove liste s postopoma manj taradimptomi okuzbe, navsezadnje pa
pozenejo liste brez sledi virusa in so popolnonm@stentni na 'super’ okuzbo (Meister in
Tuschl, 2004).

2.3.1.1 Sistemski transport RNA v rastlinah

RNA se lahko razsiri po celotni rastlini na tri¢ciee. Prvi izmed njih je gibanje na dolgih
razdaljah. Virus vstopi ob mehanski poskodbi raskih celic, se razSiri po rastlini iz
celice do celice preko plazmodezme, dokler ne preidaskularni sistem. Virus se nato
prenese sistemsko po zilnem sistemu, to pa zakitmatno funkcijo, ki jo oldajno kodira
virusni plagni protein. Najbolj pregen gibljiv protein je 30 kDa velik protein mozZaega
virusa tobaka (TMV). TMV veZe virusno RNA in tvaifpodaljSan transportni kompleks
TMV-RNA. Ta gre nato v plazmodezmo preko interakcije z etematoskeleta celice
gostitelja. Drugi n&n Sirjenja RNA po rastlini je sistemski transp®NA elicitorjev
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posttranskripcijskega utiSanja genov. Kot tretjtinge transport specifnih endogenih
RNA molekul na dolge razdalje. Endogene @edi RNA se transportirajo po rastlinskem
Zilnem sistemu. Zn situ hibridizacijo so dokazali, da je mMRNA za listnamisporter
saharoze (SUTL1) locirana zlasti znotraj sitastii,ceiedtem ko se njihova transkripcija
zgodi v sosednjih celicah spremljevalkah. To dok@zda se mRNA giblje skozi floem v
krompirju. Kako RNA molekule vstopijo v vaskularsistem in nato izstopijo v tamo
tkivo je nejasno. Virusni gibljivi proteini naj lielovali kot¢aperoni, ker se vezejo na T-
RNA (angl. transferred RNA), jo razvijejo in prebko funkcijo prenosa (Citovsky in
Zambryski, 2000).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Gojiséa

Preglednica 1: Sestavine gogSMS za regeneracijo tkivnih kultur krompirja

Osnoyna Sestavine Proizvajalec NI . Opombe
raztopina koncentracija
MAKROELEMENTI
NH4NO; Sigma 1650 mg/L
KNO3 Merck 1900 mg/L
OR 1 CaCl - 2HO Merck 440 mg/L
KH,PO, Kemika 170 mg/L
MgSQ, - 7THO Merck 370 mg/L
mioinozitol 100 mg/L
MIKROELEMENTI
OR 2 H3;BO; Merck 1,9 mg/L
MnSQ, - 4HO Sigma 22,3 mg/L
CoC} .6H,0 Merck 0,025 mg/L
OR 3 CusQ - 5H0 Merck 0,025 mg/L
Kl Merck 0,83 mg/L
NaMoO, - 2H0O  Sigma 0,25 mg/L
FesSQ - 7THO Sigma 27,8 mg/L
OR 4 NaEDTA - 2HO Kemika 37,3 mg/L
VITAMINI
glicin Merck 2 mg/L
OR 5 nikotinska kislina ~ Kemika 0,5 mg/L
piridoksin - HCI Sigma 0,5 mg/L
tiamin - HCI Caldiochem 0,5 mg/L
Za trdno saharoza (3%) Kemika 30 g/L
gojisce MS30
dodamo:
agar (0,8%) Bacto 8 g/L
Za trdno saharoza (3%) Kemika 20 g/L
gojisce MS20
dodamo:
agar (0,8%) Bacto 8 g/L
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Preglednica 2: Sestava g@jiR3B, PACM, Zcvh, cvh, YM in LB

GojiSée Uporaba Sestavine Proizvajalec Zalozna - oncna ~ Opombe
koncentracija koncentracija
MS goji&e
saharoza Kemika 30g/L
R3B priprava izsékov agar Bacto 8g/L pH=5,8
na transformacijo
NAA 180 mg/L 2 mg/L
BAP 220 mg/L 1 mg/L
MS gojige
saharoza Kemika 30g/L
PACM | priprava izsékov kazein 2g/L pH=6,5
na transformacijo hidrolizat
24D 220 mg/L 1 mg/L
kinetin Sigma 220 mg/L 0,5 mg/L
MS goji&e
saharoza Kemika 20g/L
agar Bacto 8g/L
Zcvh regeneracija in makrocef Krka 250mg/mL 200 mg/L pH=5,8
selekcija izs&kov po
transformaciji
zeatin ribozid 220 mg/L 1 mg/L
vankomicin 100mg/mL 200 mg/L
higromicin 100mg/mL 20 mg/L
MS gojige
saharoza Kemika 30g/L
cvh selekcija poganjkov agar Bacto 8g/L pH=5,8
makrocef Krka 250mg/mL 200 mg/L
vankomicin 100mg/mL 200 mg/L
higromicin 100mg/mL 20 mg/L
kvasni ekstrakt ~ Bacto 0,4 g/L
manitol Kemika 10 g/L
YM namnozitev bakterijske MgSQO, x 7H,O Merck 0,2 g/L pH=7,0
kulture
KoHPO, X Kemika 0,5¢g/L
3H,0
NacCl Merck 0,1g/L

Se nadaljuje



Lenaki¢ A. Primerjava razéinih metod ... izrazanja genov v krompirju...sorte Désir 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Nadaljevanje

Zalozna Kon¢na

Gojisce Uporaba SESEVE Proizvajalec - ~ Opombe
koncentracija koncentracija

agar Bacto 15¢g/L
tripton Bacto 10g/L

LB gojenje bakterijske kvasni ekstrakt ~ Bacto 5¢g/L

kulture

NacCl Merck 5¢g/L
agar * Bacto 8 g/L

*V goji&e smo agar dodali v primeru uporabe petrijevih plos

w
=
N}

Laboratorijska oprema

Termoblok (Kamhi)

PCR naprava (Applied Biosystems)

Spektrofotometer NanoDrop (Thermo Scientific)

Pipete (Eppendorf)

Avtoklav (Kambt)

Hladna soba (Angelnatoni Scientifica)

Brezprasna komora za delo z rastlinskimi tkivnimiturami (Ehret)
Brezprasna komora za delo z bakterijami in plazrfBibsan)
Naprava za elektroforezo (Uvi-tec)

Centrifuga (Eppendorf)

Rastna komora (Kamd)i

Stresalnik (Kamla)

Inkubator (Kamhi)

Homogenizator (Qiagen)

pH meter (Mettler Toledo)

Tehtnica (Lotrt)

Aparatura za PCR v realnatfasu ABI 7900HT (Applied Biosystems)
Okrogli sterilni filter papirji

Sterilne falkonke

Sita

25x25 cm filtrirni papir za susenje iz¢®Vv

YV V.V VYV V V VYV V V VYV V V VY VYV V VYV V V V VYV V V¥V

Mikrocentrifugirke
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3.1.3

YV V V

3.14

3.1.5

3.1.6
>

3.1.7

Kirurski lepilni trak MICROPORE
Gorilnik

Kompleti

Replicato RNAi Kit (FINNZYMES)

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

iINnNnuPREP Plant RNA kit (Analytik Jena)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Apgdi Biosystems)

Pufri in raztopine
70% in 96% etanol (Pharmachem)

Reagenti in barvila
Etidijev bromid 10 mg/mL (Sigma)

Encimi
DNase | (Invitrogen)

Rastlinski material

Za poskus smo uporabili rastline krompialanum tuberosum Isorte Désiréev tkivni

kulturi iz zbirke Nacionalnega inStituta za bioljpg{NIB). Rastlinske izs&e (nodije) smo

pripravili v sterilnih pogojih v brezprasni komaa delo z rastlinskimi tkivnimi kulturami.

V vsako posodico z gopeém MS30 (Preglednica 1) smo vcepili po 8 nodijea Z

transformacijo rastlin smo potrebovai tedne stare in priblizno 10 cm visoke rastline
(Slika 3).

Slika 3: Tkivna kultura zdravega krompirja Désirée
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Pogoji v rastni komori

» 16 ur osvetlitve z zarnico (Osram L58 W/77)
8 ur teme
Relativna zréna vlaga: 94 + 2%
Osvetlienost: 70-90 pmol fs?
Temperatura med osvetlitvijo: 21°C

Temperatura v temi: 19°C

YV V.V V V VY

Pri enakih pogojih v rastni komori je potekala twast gensko spremenjenih rastlin
3.1.8 Bakterijski material in plazmidi
3.1.8.1 BakterijaAgrobacterium tumefaciens

Za transfomacijo krompirja smo uporabili Ze prigfave elektrokompetentne celice
bakterije A. tumefacienssev LBA4404. Sev vsebuje kromosom TiAch5 in razeni Ti
plazmid pAL4404. Elektrokompetentne celice so bgapravljene na Nacionalnem
inStitutu za biologijo.

3.1.8.2 Plazmid pMDC32

Za transformacijo rastlin z bakterif. tumefaciensmo uporabili vektor pMDC32 (Slika
4). Vektor pMDC32 izvira iz pCambia T-DNA. Uporadino ga za Gateway kompatibilno
rekombinacijo. Regijo, ki se bo vnesla v rastlinmejujeta podrgi RB (right border) in
LB (left border). Regija vsebuje mesto za rekombijea regulatorne elemente in gen za
odpornost proti antibiotiku higromicinu, ki sluza zselekcijo transformant. AttR1 in attR2
sta znailni mesti za Gateway rekombinacijsko kloniranjeerGcdB, ki se nahaja med
mestoma attR1 in attR2, s toksimi produkti omogoa negativno selekcijo vektorjev,
katerih rekombinacija ni bila uspesSna. Ob rekomdijna vstopnim vektorjem, Zeljeni gen
zamenjaccdB gen. Dvojni 35S promotor predstavlja regulatoelément za izrazanje
vstavljenega gena. Izhaja iz virusa mozaika &et@aMV-35S, ki je visoko aktiven v
vecini rastlinskih celic. S terminatorjem tNOS preddjta klaséno kombinacijo v
pripravi konstrukta za transformacijo (Slika 5)aBhid zunaj regije vsebuje zapis za

odpornost proti antibiotiku kanamicinu (Kn). Po&m pVS1 predstavlja mesto za
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replikacijo v bakterijoA. tumefaciensVektorja pMDC32 z vstavljenima genoma MTD in

PCPI so pripravili na Nacionalnem institutu za bgjo.

Nor 1(283) Xbg 1Q20)

e 1(2 | Pac I(305)
s U THRD

\ L1 | Sal TI(445)
srminator\ 1| | [ 2t 1(455)
Eco RI(1) NOSIEMINANrMILL |11 cedp
VYU Sma I(?Oﬁ?
LW (] Bam HI{1120)
W] Xba I(1126)
Neo 1(1272)
" CMr
[/ Eeo RI(1573
/v Bam HI(1823)
Not 1(1893)
attR1
%~ — Asc 1{2036)
i Xho 1{(2042)
_Kpn 1{2061)
Sma 1(2063)
U Bam H I (2066)
v W XBa 1(2072)
. "-.I'._Eca RV (2173)
111, 2X355 promoter
\\\ Pst 1(2837)
|\ Hin dIII(2846)
| RB
Sph 1(3183)

Eco RV (10858)

Xhe 1(10723) °

Sma I(10708) 2
hygromycin resistance
Xho 1(9629)

LB

J

kanamycin resistance
co RV (8234)

pBR322 origin’
Not 1(4062)
Nor 1(6884) :
Cla 1(6266)/

pvs1’
Slika 4: Plazmidna karta vektorja pMDC32 (Curtigdrossniklaus, 2003)

2 x 358 ccdB
RB nos T Hyg" LB

attR1 attR2

Not 1(5594)

Slika 5: Podrgje T-DNA med mejnima sekvencama RB in LB v plazmpddDC32, z ozn&nima mestoma
attR1 in attR2 za Gateway rekombinacijsko klonieaggna (Curtis in Grossniklaus, 2003)

Oznaki RB (angl. right border) in LB (angl. left loer) sta tako imenovani mejni sekvenci, ohranjeni
naravne T-DNA. ccdB gen: onemago rast bakterijiE. coli seva Omnimax. Hyg odpornost proti
antibiotiku higromicinu.

3.2 METODE
3.2.1 Priprava MS gojis¢a

Gojis¢e MS smo pripravili v steklenem merilnem valju. \ddstilirani vodi smo raztopili
saharozo in osnovne raztopine. Preden smo umerilistrezno vrednost pH, smo pustili,
da so se vse sestavine dobro raztopile ob meSamuagnetnem mesSalu. pH vrednost smo
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umerili z dodajanjem HCI oziroma NaOH. Pred avtokinjem (15 min pri temperaturi
121 °C in 103,4 kPa) smo dodali Se potrebnatkai agarja. Goji& smo Se topla razlili v
sterilne petrijevke ali v sterilne posodice (odwssd namena) v brezprasni komori. Le-teh
nismo popolnoma pokrili s pokrokom, dokler se goji& ni popolnoma strdilo in
ohladilo, da ni nastal od¥en kondenz (1-2 uri). Gojia, katerim je bilo potrebno dodati
antibiotike ali hormone, smo pred dodatkom le-tetn @vtoklaviranju ohladili na

temperaturo pod 50°C.
3.2.2 Transformacija rastlin z bakterijo Agrobacterium tumefaciens
3.2.2.1 Priprava bakterijé\. tumefacienga transformacijo rastlin

Pred samim zgtkom eksperimenta smo pripravili bakterijsko krdtwz bakterijo A.
tumefaciensZ agarne pla® smo pod sterilnimi pogoji precepili eno kolonj&@0 ml YM
(Preglednica 2) goj& z antibiotikom higromicinom in inkubirali na steniku 36 ur na

30°C, s stresanjem 225 rpm.
3.2.2.2 Transformacija rastlin

Za transformacijo rastlin smo uporabili krom@olanum tuberosum. Isorte Désirée. Za
transformacijo rastlin s konstruktoma z genom MTAOPICPI v pMDC32 smo potrebovali

800 izsekov. Pripravili smo 80 izs#&ov za tri kontrole (Preglednica 3).

Preglednica 3: Kontrole transformacije za konstukgenom MTD in PCPIl v pMDC32

Transformacija z

Stevilo ) ) _
) bakterijo A. Selekcija Pricakovan rezultat
izsetkov ]
tumefaciens
Negativna kontrola 20 - s higromicinom  Rasti n&gkujemo
Pozitivha kontrola:
- konstrukt z genom Vsi transformirani izséki naj
+
MTD 20 brez higromicina bi kalusirali in imeli poganjke
- konstrukt z genom
PCPI 20
Kontrola regeneracije 20 brez higromicina  P&akujemo rast kalusov in

poganjkov
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Postopek transformacije je potekal:

» 1. DAN: Kolonijo bakterijske kultureA. tumefaciensmo namnozili v 50 mL
gojika YM s selekcijskim antibiotikom (higromicinBakterijeA. tumefaciensmo
¢ez na@ goijili pri 30°C, s stresanjem 225 rpmdka 3.2.2.1).

» 2. DAN: Po dva okrogla sterilna filter papirja smolozili v vsako petrijevko z
R3B goji&em (Preglednica 2). Papirja smo polozili tako, @azsrobovi nista
popolnoma prekrivala. Na filter papir smo kanili panL tek@ega gojiga PACM
(Preglednica 2), tako, da sta se @itzopo celotni povrSini. V sterilnih pogojih smo
internodije zdravih rastlin krompirja narezali rs&ke velikosti 2-5 mm. Izske
smo prenesli na sterilne filter papirje na R3B pass PACM goji&em. Pripravili
smo 6 petrijevk po 100 iz&kov, 2 petrijevki po 20 izg&ov in 2 petrijevki po 120
izsetkov.

» 3. DAN: Bakterijsko kulturo smo prelili v 50 mL ceifugirko in centrifugirali 10
minut pri 4000 rpm. Goji&e YM smo odlili, bakterijsko kulturo pa resuspetliv
75 ml LB goji&a brez antibiotikov. PremeSano kulturo smo vlilisterilno
petrijevko, kamor smo s pinceto prenesli zgorniiefi papir z izséki z R3B
gojista. lzseéke smo v suspenziji pustili 5-10 minut. Nato smep®nzijo z izséki
precedili skozi sterilno cedilo v sterilno posodid®akterijsko suspenzijo smo
uporabili ve&krat. Izseke smo odcedili in stresli na suh sterilni filteagir, da so se
nekoliko osusili. Pri tem smo pazili, da se nissui&ili preveé. lzs&ke smo nato
prenesli s pinceto nazaj na gogSR3B na spodn;ji filter papir. Iz8e smo
porazdelili po celotni povrsSini filter papirja. Pggve ploge smo oblepili s
parafiimom. Petrijevke z izgki smo dali v rastno komoro za 48 h.

» 5. DAN: lIzse&ke smo prenesli na Zcvh (Preglednica 2) d@ejis selekcijo
(higromicin) in ovili z mikropor trakom.

» 19. DAN: lIzséke smo prenesli na sveze gogsSZcvh s selekcijo (goje je
vsebovalo antibiotik higromicin) in petrijevke avd mikropor trakom.

» 40. DAN: Izs€ke smo ponovno prenesli na sveZe ggjigcvh s selekcijo (gojie
je vsebovalo antibiotik higromicin) in petrijevkeilb z mikropor trakom.

» Postopek smo ponavljali na vsake tri tedne, dakiemo imeli dovolj poganjkov za
nadaljnje eksperimente.
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» Zrasle poganjke smo odrezali od kalusa in jih pnaBtna goji€e cvh (kot Zcvh, le
da brez zeatin ribozida). Poganjke, ki so uspe&sti tudi na cvh goji& smo

prestavili na MS30 (Preglednica 1) gog&za vzdrzevanje v tkivnih kulturah.
3.2.3 Transformacija rastlin z dvoverizno RNA

Dvoverizno RNA smo pripravili s pondp kompleta Replicatdf RNAi Kit
(FINNZYMES) po protokolu proizvajalca (specifii podatki, ki so odvisni od

posameznega eksperimenta, so prikazani spodaj).
3.2.3.1 Priprava mattine DNA

Najprej smo pomnozili del gena za glukanazo v wverieakciji s polimerazo (PCR).
Sestavine reakcijske meSanice za prvo stopnjoyguipmatréne DNA, so prikazane v
Preglednici 4. Na podlagi taliine temperature saitwali primeren program podaljSevanja
matricne DNA (Preglednica 5).

Preglednica 4: Priprava reakcijske meSanice zagugpmatréne DNA

Komponenta . Konéna koncentracija
Volumen/ 50l reakcije
(po vrstnem redu) (za eno reakcijo)
Voda 31,5ul
5x fuzijski HF pufer 1Qul 1x
dNTP-ji (10mM) 1ul 200 pM
F zaetni oligonukleotid (10M) 2,5ul 0,5 uM
R zaetni oligonukleotid (1QM) 2,5ul 0,5 uM
DNA (plazmid z genom glukanaze) uP
Phusion™ DNA polimeraza 04 0,02 U/ul

Preglednica 5: Program podaljSevanja niariDNA

Faza Temperatura Cas Ponovitve
Zacetna denaturacija 98 °C 30s 1x
Denaturacija 98 °C 10s
Prileganje z&etnih oligonukleotidov,
. ] 72 °C 35s 34x
podaljSevanje
Izgradnja komplementarne verige 72 °C 5 min 1x

Po kortani reakciji smo vzorce ohladili na 4°C.
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3.2.3.2 Cistenje PCR produkta

Po reakciji smo PCR produktcistili z Wizard SV Geland PCR Clean-Up System

(Promega) po protokolu proizvajalca.
3.2.3.3 Agarozna gelska elektroforeza

Uspesnost PCR reakcije smo preverili na agaroziskigelektroforezi. Naredili smo 1%
agarozni gel. Na gel smo nanesli 0,5 pl PCR praduklektroforeza je potekala 30 min,

pri 100 V. Gel smo nato pogledali pod UV svetlobwansiluminatorju in ga fotografirali.

3.2.3.4 Priprava dvoverizne RNA

Pridobljeno mattino DNA smo uporabili v koraku sinteze dvoverizne RN reakcijski
mesSanici prikazani v Preglednici 6.

Preglednica 6: Reakcija priprave dvoverizne RNA

Komponenta (po vrstnem redu)  Volumen / 5Qul reakcije Konéna koncentracija

Voda brez RNaz 17

10x dsRNA sintezni pufer 5 1x
5x NTP meSanica 10 1x
matricna DNA 12,5 20 ngl
MnCl, (50 mM) 15

pirofosfataza 1 1,5mM
T7 RNA polimeraza 15

Phi6 RNA replikaza 15

3.2.3.5 Ciskenje dvoverizne RNA

Dvoverizno RNA smo &stili z innuPREP Plant RNA kitom (Analytik Jena) protokolu

proizvajalca (izpustili smo le korak z uporabo meamie filtra D).
3.2.3.6 Merjenje koncentracije celokupne RNA

Po ¢iS¢enju dvoverizne RNA smo v izoliranih vzorcih izmiekoncentracijo celokupne
RNA s spektrofotometrom Nanodrop pri absorbancaB0A®280 in A260/A230. Iz vsake
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mikrocentrifugirke smo odvzeli 1,5 pl vzorca. Psakem vzorcu smo odsteli 20 ng/ul, kar
je bil doprinos mattine DNA (koncentracija matme DNA se v reakciji ni spreminjala,

prav tako pa prisotnost DNA ni motila nadaljnjihsgasov).
3.2.3.7 Metoda tretiranja rastlin

Rastline krompirja Désirée smo narezali na nodijgh po 10 prenesli na petrijeve ptes
z goji¥em MS30 (Slika 6a). Teden dni stare rastline snaalilisv zemljo, vsako rastlino v
svoj lortek (Slika 6b).

Slika 6: Poganjki krompirja Désirée
a) Rastline krompirja Désirée smo narezali na nodijg¢ih po 10 prenesli na petrijeve pteSz gojigem
MS30. b) Poganjke smo po enem tednu rasti v pelkdje prenesli v zemljo, v vsako posodico po eno
rastlino.

Ko so bile rastline dovolj velike so bile pripraatje za poskus (Slika 7).

Slika 7: Rastline krompirja Désirée

Naredili smo tri razine poskuse. Pri njih smo varirali starost rastbriretiranju (14 ali 32
dni), Stevilo dni tretiranja (7 ali 21 dni) tertks ki smo jih analizirali (list 0, 3. list, 6. tjs
(Preglednica 7).
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Preglednica 7: Starost rastlin ob tretiranju, $tewni tretiranja in oznaka listov, ki smo jih aiz#ali v

poskusu 1, 2in 3

Starost rastlin ob  Stevilo dni  Oznaka listov, ki smo jih

Poskus . I A
tretiranju [dan] tretiranja analizirali (glej Sliko 8)
1 14 7 0,3
2 14 21 3, 6%
3 32 7 0,3

*Tretirani listi (list 0) so zaradi starosti Ze cuili

Za vsak poskus smo uporabili 10 rastlin za tregran dsRNA in 5 rastlin za kontrolo.
Vsem rastlinam smo oz&é prvi spodnji list. Ozné&ene liste smo nato posuli s
karborundom. Liste kontrolnih rastlin smo tretirahmo z vodo. Na ozéen list smo s
pipeto kanili 7 pl vode ter kapljico s prsti nezwioli v list. Kapljico smo razmazali po
celotni povrsini lista. Enako k&ino smo uporabili pri tretiranih rastlinah, le day tem
primeru vzorec vseboval dvoverizno RNA. Koa koncentracija dvoverizne RNA, katero
smo kanili na posamezen list, je bila 5 pg. Polmalo liste za analizo ter vsakega dali v
svojo mikrocentrifugirko. Mikrocentrifugirke s padomimi vzorci smo zamrznili v tekem

dusiku in shranili na -80°C. N izbora listov za analizo je prikazan na Sliki 8.

5. LIST

1. LST

tretiran list =
glepim vzorcem ali
z d=RNK

Slika 8: Prikaz tehnike tretiranja in odvzema hsia vzotenje
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3.2.3.8 Preverjanje genske ekspresije na stopnji mMRNA
3.2.3.8.1 Izolacija celokupne RNA iz rastlinskega materiala

Iz pobranih vzorcev listov krompirja smo izoliratielokupno RNA s pomio Kkita
innuPREP Plant RNA kit (Analytik Jena). Izolacijmas izvedli po protokolu proizvajalca
Z nekaj spremembami:

* Predpripravljene vzorce, ki so vsebovali kovinskogkico za homogenizacijo smo
vzeli iz skrinje (-80 °C), ter jih homogeniziralQ(AGEN-Tissuelysser) 1 min na
30 Hz.

e RL pufer smo predhodno segreli na 56°C. 500 plguwimo dodali v vsako
mikrocentrifugirko z vzorcem homogeniziranega faskega materiala in
vorteksirali. Mikrocentrifugirke smo nato dali vrieoblok na 56°C za 5 minut.
Vmes smo nekajkrat premesali.

» Centrifugirali smo pri najvgi hitrosti 5 minut oziroma 10 minute je bilo ve&
rastlinskega materiala. Rastlinski material sesedel na dno. V supernatantu smo
dobili celicni lizat.

e 500 ul supernatanta smo odpipetirali v mikroceagirkke s filtrom D.

* Vzorce smo centrifugirali 2 minuti na 10000 g.

« Vfiltratu se je nahajala RNA, filter smo zavrgli.

* V naslednjem koraku smo uporabili mikrocentrifugirk filtrom R. V filtrat smo
dali 450 pl 70% etanola, vsebino premeSali s tipsam prenesli v
mikrocentrifugirko s filtrom R. Centrifugirali sm® minuti na 10000 g. Filtrat smo
zavrgli.

« Na filter R, na katerem je bila vezana RNA, smoalo800 ul pufra HS (pufer za
spiranje). Centrifugirali smo 1 minuto na 1000@~dtrat smo zavrgli.

* Dodali smo 650 ul pufra LS (pufer za spiranje) emteifugirali 1 minuto na 10000
g. Filtrat smo zavrgli.Ta korak smo ponovili Se etk

* Filtre R smo prestavili v 2 ml mikocentrifugirke icentrifugirali 4 minute na
10000 g.

* Filtre R smo prestavili v 1,5 ml mikrocentrifugirke na filter dodali 50 pl vode
brez RNaz (predhodno je bila segreta na 56°C).blin&li smo 10 minut pri sobni

temperaturi. Centrifugirali smo 1 minuto na 6000 g.
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3.2.3.8.2 Merjenje koncentracije celokupne RNA

Izoliranim vzorcem smo izmerili koncentracijo celgine RNA s spektrofotometrom
Nanodrop pri absorbancah A260/A280 in A260/A230.

3.2.3.8.3 Tretiranje izolirane celokupne RNA z DNazo

Po izolaciji celokupne RNA smo vzorce (po 1,2 pgMietirali z DNazo (Invitrogen) po
protokolu proizvajalca. DNaza je razgradila monetdiDNA prisotno v vzorcu.

3.2.3.8.4 Reakcija reverzne transkripcije

Vzorce celokupne RNA smo po reakciji z DNazo updrals reakciji reverzne
transkripcije. Uporabili smo High-Capacity cDNA Resge Transcription Kit (Applied

Biosystems) in reakcijo izvedli po protokolu proggaica (Preglednica 8).

Preglednica 8: Reakcijska meSanica za reakcijazeeeranskripcije

Volumen

(]
Vzorec RNA
RT pufer 2,5
dGTP 1
nakljuéni primer-ji 2,5
RNazni inhibitor 1
voda 4,45
RT encim 1,25

3.2.3.8.5 Reakcija PCR v realnetfasu

Za analizo izrazanja gena za glukanaayl(-111) smo uporabili kvantitativno verizno
reakcijo s polimerazo v realnetasu (QPCR) (Kogovsek in sod., 2010). Za normaljaaci
smo uporabili gen za citokrom oksidazooX) (Baebler in sod., 2009). Metodo smo
uporabili za analizo izrazanja gena za glukanazcox gena, ki je bil uporabljen kot
endogena kontrola za normalizacijo. Priprava rgskei meSanice je predstavljena v

Preglednici 9. Ko#na koncentracija sonde zeox gen je bila 250 nM z#tnih
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oligonukleotidov, zaoxgen pa 900 nM. Zeoxgen je bil uporabljen TagMan Master Mix
(ABI). Konc¢na koncentracija zeatnih oligonukleotidov zg3-glu-1ll je bila 300 nM,

uporabljen pa je bil SybrGreen Master Mix. Reakaie bile izvedene v aparaturi ABI
7900HT z belezenjem podatkov v realn€asu. Za pomnoZevanje so bili uporabljeni
standardni pogoji z dodano stopnjo disociacijskeukje zaradi uporabe SybrGreen-a v
reakcijah. Podatki so bili analizirani z uporabo SS[2.3 programa (ABI). Izrazanje
glukanaze v posameznem vzorcu je bilo normaliziraaoizrazanjecox gen v istem

vzorcu. Analizo so opravili na Nacionalnem instita& biologijo.

Preglednica 9: Reakcijska meSanica za qPCR

Volumen
[ul]
cDNA 2
Universal Master Mix 2,5
meSanica zgtnih oligonukleotidov in sonde 0,5

3.2.3.8.6 Relativna kvantifikacija podatkov

Podatke smo izvozili v program Microsoft Excel. &eino Stevilo kopij smo dotdli s
pomajo umeritvene krivulje kot odvisnost vrednosti Gt logaritma koncentracije Stevila
kopij za gen glukanazo in citokrom oksidazo. Iz uitaene krivulje smo nato izéanali
relativno Stevilo kopij vzorca zglu in cox ter upoStevali retitve. Za normalizacijo
podatkov smo za vsak vzorec posebej relativno Istekopij gena glukanaze delili z
relativnim Stevilom kopij gena citokrom oksidazeratunali smo povprge obeh reditev.
Relativno izrazanje glukanaze smo &mali kot razmerje Stevila kopij glukanaze in
citokrom oksidaze. Nato smo iztmali povpréje relativnega izrazanja glukanaze pri
skupini tretirani z dsRNA in kontrolni skupini zigtl O, 3. list in 6. list za poskus 1, 2 in 3.

(po ustnem viru Davida Dobnika).
4 REZULTATI
4.1 TRANSFORMACIJA RASTLIN Z BAKTERIJOAgrobacterium tumefaciens

Rastline krompirja Désirée smo transformirali z mheerazlénima genoma. Pripravili smo

izsetke za pozitivno kontrolo za oba konstrukta, negetikontrolo in izséke za kontrolo
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regeneracije. Pri pozitivni kontroli pri transforaiias konstruktom z genom MTD je po
nekaj dneh nastopila okuzba. Pri pozitivni kontrpfi transformaciji s konstruktom z
genom PCPI so izs8ki kalusirali in tvorili poganjke (Slika 9a). Pratako so izséki
kalusirali in tvorili poganjke pri kontroli regeragije (Slika 9b). Pri negativni kontroli so
nekateri izséki kalusirali in imeli poganjke (Slika 10), ki pa 0 nekaj dneh rasti na
gojisu cvh propadli.

K1 r’l)esirt‘é’
29.10.09 |

e

Slika 9: Prikaz kontrol transformacije po 3 tedralsti na goji&u brez higromicina
a) Pozitivna kontrola (transformirane rastline Désija z genom PCPI na g@jis brez higromicina); b)
Kontrola regeneracije (netransformirane rastlinsii&-ja na gojifu brez higromicina).
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Slika 10: Negativna kontrola (netransformiran Dés)rna goji&u s higromicinom po 6 tednih rasti

Konstrukta z genom MTD in genom PCPI smo s pgmbakterijeA. tumefaciensnesli v
krompir. Pri konstruktu MTD so transformirani iz&ekalusirali po 6-ih tednih. Prav tako

S0 po 6-ih tednih kalusirali iz&k z vstavljenim konstruktom PCPI (Slika 11).
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Slika 11: Prvi kalusi transformiranega Désirée-genom MTD (levo) in z genom PCPI (desno) na ¢ajs
higromicinom po 6 tednih rasti

Kalusi so bili zelo dobro vidni po 9-ih tednih ra@@lika 12).
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Slika 12: Kalusi transformiranega Désirée-ja z geMdTD (levo) in genom PCPI (desno) po 9 tednihirast

Prve poganjke smo opazili po 15-ih tednih pri &sle z vstavljenim konstruktom z genom
MTD in konstruktom z genom PCPI (Slika 13).
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Slika 13: Prvi poganijki transformiranega Désirée-genom MTD (levo) in genom PCPI (desno) na ¢qijis
s higromicinom po 15 tednih rasti

Transformirane izs&e smo prestavijali na sveze selekcijsko gejiSdokler se ni
regeneriralo dovolj poganjkov za nadaljne poskise24-ih tednih se je pri konstruktu z
genom MTD regeneriralo 21 poganjkov, pri idgéd z vstavljenim genom PCPI pa 11

poganjkov (Preglednica 10).

Preglednica 10: Potek transformacije za konstralganom MTD in PCPI v pMDC32

Teden Gen MTD Gen PCPI
6 Transformirani izs&ki Ze kalusirajo ~ Transformirani iz8ki Ze kalusirajo
13 Opazimo prve poganjke Opazimo prve poganjke
15 4 novi poganjki 2 nova poganjka
19 1 nov poganjek 2 nova poganjka
22 6 novih poganjkov 4 novi poganjki
24 10 novih poganjkov 3 novi poganjki
Vsi poganjki skupaj 21 poganjkov 11 poganjkov

Po 15-ih tednih rasti so se izkena negativni kontroli méno razrasli (Slika 14).
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Slika 14: Negativna kontrola (netransformiran Désjrna goji&u s selekcijo po 15 tednih rasti

Po 2 mesecih smo 7 poganjkov iz negativne kongadstavili na goji&e za koreninjenje
(cvh) (Slika 15).

Slika 15: Negativna kontrola na selekcijskem gwjivh (na sliki je videti posuSene mlade rastline)

Pri transformiranih izg&ih so se prvi poganjki pojavili po 15-ih tednihokso bili dovolj

veliki, smo poganjek kili od kalusa in jih prestavili na gojigé cvh (Slika 16).
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Slika 16: Transformirane rastline z genoma PCRMITD na selekcijskem goji& za koreninjenje (cvh)
a) Transformiran Désirée z genom MTD na selekcijslgoji&u cvh, b) Transformiran Désirée z genom
PCPI na selekcijskem gofid cvh. Na sliki je vidna rast korenin.

Izmed sedmih poganjkov iz negativne kontrole saealakcijskem goji& oziroma goji&u
za koreninjenje (cvh) zrasli vsi poganjki, vendar je vseh 7 kmalu posuSilo. Na cvh
gojis¢e smo prestavili 7 poganjkov z genom MTD, izmedkiatso vsi uspesno zrasli in 3
poganjke z genom PCPI, ki so tudi vsi uspesno izrBsl vseh linijah, ki so zrasle na
selekcijskem goji& cvh smo preverili prisotnost promotorja 35S. Z@aleo prisotnosti
promotorja 35S smo uporabili verizno reakcijo sipperazo v realnemasu (Alary in sod.,
2002). Ce je bil promotor prisoten, to pomeni, da je bilnktukt uspedno vstavljen v
genom in je bila rastlina uspesno transformiranaali&ko so opravili na Nacionalnem

institutu za biologijo.

Pri transformaciji z bakterijoA. tumefacienssmo od sedmih rastlin potrdili uspesno
stabilno transformacijo linij z vnesenim konstruktoMTD pri petih rastlinah. Man;
uspesna je bila transformacija s konstruktom P&Bt,smo potrdili prisotnost promotorja

35S le pri eni rastlini izmed treh, ki so rastlesetekcijskem goji& cvh (Preglednica 11).
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Preglednica 11: Prisotnost promotorja 35S v tramsif@nih rastlinah z genom MTD in PCPI, ki so rasia
selekcijskem goji&u cvh.

Genv Oznaka Prisotnost

pMDC32 poganjka promotorja 35S

MTD 1 -
MTD 2 +
MTD 3 +
MTD 4 +
MTD 5 +
MTD 6 -
MTD 7 +
PCPI 8 -
PCPI 9 -
PCPI 10 +

Ob koncu poskusa smo izumali uspesnost transformacije (1).

} _ stevilo pridobljenih transformant
Uspeinost transformacije = — ——————— % 100
stevilo testiranih izseckov (1)

Rezultati frekvence transformacije za konstruktaDvili PCPI so prikazani v Preglednici
12.

Preglednica 12: UspeSnost transformacije za koktstidTD in PCPI.

Stevilo vseh Stevilo uspesno transformiranih Transformacija
izsakov izsakov [%0]
PCPI v
400 1 0,25
pMDC32
MTD v
400 5 1,25

pMDC32
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4.2 PREHODNA TRANSFORMACIJA RASTLIN S SISTEMOM DVOVERNE
RNA

Namen drugega dela diplomske naloge je bila predddmsformacija krompirj§olanum
tuberosumsorte Désirée s sistemom dsRNA. Prehodno transfjonsmo preverili z

delom gena za glukanazo. Za produkcijo dsRNA sniepovali matiino DNA.
4.2.1 Potrditev dela gena za glukanazo

Pricakovana velikost PCR produkta za del gena glukanagnsko specifnimi zatetnimi
oligonukleotidi je 430 bp. Rezultat elektroforezgkazuje, da smo v obeh vzorcih dobili
ustrezen produkt, ki je sluzil kot matna DNA za sintezo dsRNA (Slika 17).

e |

Slika 17: Analiza PCR produktov z gensko spénifni zaetnimi oligonukleotidi za del gena glukanaze

Po korgani sintezi smo dsRNAGgestili in dolocili njeno koncentracijo.
4.2.2 Dolo¢anje koncentracije dvoverizne RNA

Pociscenju dsRNA smo v vseh vzorcih izmerili koncentraddNA. Razmerje A[260/280]
nam da podatek o prisotnosti proteinov v vzorcuzrRaje A[260/230] prikazuje
prisotnost soli v vzorcuCe so razmerja ¥a od 1,8 pomeni, da je vzorec primertist.

Kolicino RNA smo izmerili s spektrofotometrom NanodroRezultati meritve s
spektrofotometrom Nanodrop (Preglednica 13) so palkada jecistost RNA ustrezna, saj

so bile vse vrednosti g od 1,8.
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Preglednica 13: Izmerjene koncentraci§g&Séene dvoverizne RNA

Vzorec Koli¢ina RNA [ng/ul] A[260/280] A[260/230]
1 666,0 2,2 2,15
2 714,7 2,21 2,40
3 717,0 2,21 2,36
4 714,6 2,20 2.40
5 690,4 2,21 2.36
6 682,2 2,23 2,34
7 730,1 2,2 2,35
Povpregje 702,14 2,21 2,34

4.2.3 lzrazanje glukanaze po tretiranju z dsRNA

Naredili smo tri raztine poskuse, kjer smo varirali starosti listov adtitanju (14 ali 32
dni), Stevilo dni tretiranja (7 ali 21 dni) tertis ki smo jih analizirali (list O, 3. list, 6. t)s
Iz pobranih vzorcev listov krompirja smo izoliraklokupno RNA in njeno koncentracijo
izmerili s spektrofotometrom Nanodrop pri absorlzncA260/280 in A260/230
(natargnejSi podatki v Prilogah A1, A2, A3).

Med rastlinami kontrolne skupine in rastlinami i@te skupine z dsRNA ni bilo vidnih
fenotipskih razlik. S PCR v realnetasu smo Zeleli preveriti ekspresijo gena za glukana
na prehodno transformiranih linijah krompirja Dégirz dsRNA in kontrolnih rastlinah. Za

normalizacijo smo uporabitioxgen. NTC kontrola je bila negativna.
4.2.3.1 Poskus 1

Pri poskusu 1 so bile 14 dni stare rastline treérd dni. Relativho izrazanje gena za
glukanazo pri listih O je bilo 2x viSje pri skupitietirani z dsRNA, kot pri kontrolni
skupini. lzrazanje glukanaze je bilo v 3. listu mbeh skupinah enako (Slika 18,
natargnejSi podatki v Prilogi B1).
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Slika 18: Relativno izrazanje gena za glukanazdeglea gen za citokrom oksidazo za poskus 1

TZ — tretirana rastlina (3. list), KZ — kontrolnastlina (3. list), TS — tretirana rastlina (list 8S — kontrolna
rastlina (list 0)

Med rastlinami tretiranimi z dsRNA in kontrolnimastlinami pri poskusu 1 ni vidnih
fenotipskih razlik (Slika 19).

a) Kontrolna rastlina b) Tretirana rastlina.z.clERuK

-

Slika 19: 21 dni stari kontrolna rastlina a) inréjtlina tretirana z dsRNA

4.2.3.2 Poskus 2

Pri poskusu 2 so bile 14 dni stare rastline tre@rdl dni. Tretirani listi kontrolnih rastlin
in rastlin tretiranih z dsRNA so zaradi starosstlia odpadli. Zato smo za analizo listov
pobrali vsak tretji list po vrsti za tretiranim usak Sesti list po vrsti za tretiranim listom.
Torej so pri poskusu 2 prikazani rezultati le z&€eB.6. liste nad tretiranimi. Pri 3. listu je
bilo izrazanje glukanaze v listih tretiranih z dsiRBtatisténo zn&ilno nizje (priblizno 4x)
kot izrazanje pri kontrolni skupini. Pri 6. liste pilo izrazanje glukanaze polovico nizje pri
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listih tretiranih z dsRNA, kot pri kontrolni skupi(Slika 20, nataénejSi podatki v Prilogi
B2).

=
N
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=
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1

o
oo
|
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Relativno izraZzanje glu/cox
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S

. -

TZ Kz TZa KZa

Slika 20: Relativno izrazanje gena za glukanazdeglea gen za citokrom oksidazo za poskus 2

TZ — tretirana rastlina (3. list), KZ — kontrolnastlina (3. list), TZa — tretirana rastlina (6.t)iskZa —
kontrolna rastlina (6. list), * Studentov t tesk(p05)

Med rastlinami tretiranimi z dsRNA in kontrolnimastlinami pri poskusu 2 ni vidnih
fenotipskih razlik (Slika 21, 22 in 23).

Kontrolne rastline

Slika 21: 35 dni stare kontrolne rastline (14 dara rastline smo tretirali z vodo)
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Rastline tretirane z dsRNK

Slika 22: 35 dni stare tretirane rastline z dsRNA ¢ni stare rastline smo tretirali z dSRNA)

a) Kontrolna rastlina b) Rastlina tretirana z dsRNK

Slika 23: 35 dni stari a) rastlina kontrolne skugin b) tretirana rastlina z dsRNA

4.2.3.3 Poskus 3

Pri poskusu 3 so bile 32 dni stare rastline tre@rd@ dni. Pri poskusu je bilo relativho
izrazanje gena za glukanazo pri listih 0 3x visfe gkupini tretirani z dsRNA, kot pri
kontrolni skupini. Izrazanje glukanaze je bilo Mi8tih pri obeh skupinah enako (Slika 24,
natargnejSi podatki v Prilogi B3).
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Relativno izrazanje glu/cox

-0,5 -
Slika 24: Relativno izrazanje gena za glukanazdeylea gen za citokrom oksidazo za poskus 3

TZ — tretirana rastlina (3. list), KZ — kontrolnastlina (3. list), TS — tretirana rastlina (list 8S — kontrolna

rastlina (list 0)

Med rastlinami tretiranimi z dsRNA in kontrolnimastlinami pri poskusu 3 ni vidnih
fenotipskih razlik (Slika 18, 19 in 20).

Kontrolne rastline

Slika 25: 39 dni stare kontrolne rastline netransfcanih krompirjev
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Rastline tretirane z dsRNK

Slika 26: 39 dni stare tretirane rastline transfoamh krompirjev

a) Kontrolna rastlina b) Rastlina trema?na z dsRNK

Slika 27: 39 dni stari a) kontrolna rastlina intignsformirana rastlina Désirée

Slika 28: Primerjava tretiranih listov s slepim vzem in dsRNA 39 dni starih rastlin
a) List O rastline za kontrolo smo tretirali s sfepvzorcem, ko je bila stara 32 dni. b) List O liast za
tretiranje z dsRNA smo tretirali po 32 dnevni raktista rastlin se na videz ne razlikujeta med gebo

V treh poskusih smo varirali starost listov. Gerghgkanazo se je uspesno utisal v 3. listu
nad tretiranim z dsRNA, in sicer je bilo izrazamrikanaze statistho zn&ilno nizje
(priblizno 4x) kot izrazanje pri kontrolni skupinDo uspeSnega utiSanja s sistemom

dsRNA je priSlo pri 21 dnevnem tretiranju rastlta sistemsko utiSanje po celi rastlini je
potrebno veé kot 21 dni.
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5 RAZPRAVA

Namen naSega dela je bila primerjava uporabnodiicreh tehnik transformacije
krompirja sorte Désirée. Transformirane rastline b®elo lahko kasneje uporabile za
funkcionalno analizo genov za PCPI, MTD in glukama2enska transformacija je postala
uveljavljena tehnologija za izboljSanje kmetijsk#stlin, saj nam omoga spreminjanje
izrazanja agronomsko pomembnih genov. Genski inibgnje bil izpopolnjen s postopki
prenosa genov s porjo bakterije A. tumefaciensz namenom ustvariti genotipe z
izboljSanimi lastnosti in s po¢ano odpornostjo na Zuzelke ter viruse (Sidorovad.s
1999). Za spreminjanje izrazanja genov uporabljastabilno transformacijo oziroma
prehodno transformacijo. Transformacija z bakte#jo tumefacienge najprimernejSa
metoda transformacije za Stevilne rastlinske viGeni, ki jih prenesemo so klonirani med
levim in desnim robnim zaporedjem binarnega T-DNktorja (Karimi in sod. 2002). Za
transformacijo rastlin z bakterijé. tumefaciensmo uporabili vektor pMDC32, ki ga
uporabljamo za Gateway kompatibilno rekombinacij@k sistem binarnega vektorja
omogaa hitro in zanesljivo kloniranje (Weems, 2006), kaedstavlja veliko prednost
pred binarnimi vektorji, ki za kloniranje potrebjgeestrikcijske encime in ligazo. Binarni
vektorji so veliki in vsebujejo mnogo prepoznavmiest za restrikcijske encime, to pa
lahko privede do dolgotrajnejSih in pogosto tezhywstopkov (Nakagawa in sod., 2007).
NasS vektor je vseboval dvojni 35S CaMV promotor,j&kizelo @inkovit v transgenih
rastlinah (Weems, 2006) in selekcijske markerje pétrdijo odpornost na antibiotike
(Karimi in sod. 2002). Agrobakterija, ki je transfdrana, nosi odpornost proti
higromicinu in lahko raste na selekcijskem gajiSDa bi prepréli nadaljno prisotnost
bakterije A. tumefacienge potrebno po dolenemcasu transformirane iz8ee prestaviti
na goji€e z antibiotiki, ki prepréujejo njeno rast. Zato smo v selekcijsko gmifiodali
antibiotika vankomicin in klaforan. Klaforan je #iotik Sirokega spektra delovanja in
sodi v skupino bakteriocidnih antibiotikov, ki jimenujemo cefalosporini. Klaforan
penetrira zunanjo ceéo steno bakterije in povatolizo celice (Christian in Christian,
1997). Po prestavitvi na selekcijsko g&sso se prvi kalusi pri pozitivni kontroli in
kontroli netransformiranih izg&ov pojavili Ze po 21 dneh. Kmalu smo opazili tyulve
poganjke. Po 40 dneh so kalusirali transformiranggnjki. Kalusirali so tudi izsi
negativne kontrole (netransformiran Désirée) nalkadskem goji8u s higromicinom.
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Petti in sod. (2009) so za transformacijo krompig@arte Désirée uporabili stebelne
internodije. Za selekcijo transformiranih izkev so uporabili antibiotik kanamicin v zelo
nizki koncentraciji (0,05 mg/l). Uporaba tako nizZkencentracije kanamicina je zmanjSala
selekcijski pritisk in pové&la obnovitev transgenih rastlin in prav tako zoapoveala
stopnjo lazno pozitivnih transformant oziroma 'pgli@ poganjkov. Ishige (1995) je
preweval uspesnost selekcije transformant pri kromgarantibiotikoma higromicinom in
kanamicinom. Ugotovil je, da so se poganjki uspe&generirali na selekcijskem ga@jis

ki je vsebovalo 10 mg/l higromicina, medtem ko o lpotrebno za enako uspesSnost
selekcije transformant v gofié dodati 10-krat viSjo koncentracijo kanamicinaQX0g/l).
Higromicin je drugi najpogosteje uporabljan selg@aiantibiotik, takoj za kanamicinom
(Micki in McHuhg, 2004). Franklin in sod. (2007) destirali razléne koncentracije
antibiotika higromicina (0.0, 5.0, 15.0, 20.0, 3th050.0 mg/l) za selekcijo transformant.
Izseke so prestavljali na svez selekcijski medij nadb@ Ugotovili so, da so se izde
posusili pri koncentracijah higromicina visjih od5 1mg/l, zato so za optimalno
koncentracijo dolaili 20 mg/l higromicina. Higromicin se je sprva upbljal za selekcijo
transformant pri enokalnicah, vendar so ugotovili, da uspesSno deluje tpdi
dvokaliénicah. LEinkovitost selekcije s higromicinom je odvisna tumil ¢asa. Ko so
izseke prenesli na selekcijsko gaj&s higromicinom dva dni po transformaciji, je 25%
izse’kov kalusiralo na vsaki petrijevi pléisSele po 10-ih tednih. Poganjki so se razvili iz
kalusov Sele po 6-9-ih mesecih z zelo nizko frekee(8.0 poganjkov/kalus) (Franklin in
sod., 2007). V nasi diplomski nalogi smo uporahifjromicin s koncentracijo 20 mg/I.
Glede na to, da so Franklin in sod. (2007) za agitian koncentracijo higromicina daid
enako koncentracijo, lahko sklepamo, da v naSemmguti za 'pobeg’ iz&kov ni bila
odgovorna napma koncentracija selekcijskega antibiotika. Zagfarmacijo internodijev
smo se odldli, ker je enostavnejSa od transformacije z listnizseki, saj so man;
obcutljivi na posSkodbe med postopki manipulacije, katéahko zmanjSajo frekvenco
transformacije (Beaujean in sod., 1998). Saker320@vaja 5% frekvenco transformacije
internodijev krompirja sorte Deésirée. Druge raziskanavajajo 2,3% frekvenco
transformacije (Visser, 1991; Saker, 2003) in 15&kvJenco transformacije (Trujillo in
sod., 2001; Saker, 2003). V naSem primeru je Isf@e8nost transformacije za konstrukt z
genom MTD 1,25%, medtem ko je bila uspesSnost taansdcije za konstrukt PCPI manj

uspesna. Dosegli smo le 0,25% uspesnost transfgemiéacahim in sod. (2002) so navedli
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56% regeneracijo poganjkov na selekcijskem antliokanamicinu, vendar so nadaljne
molekularne analize pokazale, da je bila uspednassformacije le 5%. Sklepali so, da je
bilo med regeneriranimi poganjki precejSen deleb&ulih’. Integracijanptll gena je bila
nestabilna oziroma se je gen izklopil zaradi ngtnadelecij (Saker, 2003). Saker (2003)
porcta, da je priSlo do pojava ‘pobeglih’ poganjkov fodiletalni dozi kanamicina. 'Pobeg’
izsekov je pri transformaciji rastlin zelo velik prolohe Regeneracijo 'pobeglih’ iz$®v

je mogae razloziti z neuspesnim izrazanjem tujega gena auinkovito selekcijo, kjer
so netransformirane celice Zdaéne pred selekcijskim antibiotikom s transformirai

celicami, ki jih obkrozajo (Zhan in sod., 1997).

Za tesnenje petrijevk smo na podlagi izkuSenj mofatorija v tujini namesto parafilma
uporabili mikropor trak. Tako smo Zeleli pregitepojav kapljic vode, ki so se nabirale na
pokrovu petrijevk. Z uporabo mikropor traka smoeatgismanjSo vsebnost viage na stenah
petrijevke, vendar se je samo go@Szaradi zrénosti precej bolj izsuSevalo. IzsuSitev
gojisa je najverjetneje privedla do spremembe konceijgrantibiotika. Le — ta je bila
previsoka zaradi zmanjSane Katie vlage v goji&u. Antibiotik higromicin je Skodljiv za
rastline v Ze zelo nizkih koncentracijah (Miki incMugh, 2004). To je bil najverjetnejSi
dejavnik, ki je povzrdil, da je ve&ina kalusov in poganjkov porjavela in se posuddaugi
morebitni razlog, da so se poganjkicel susiti, je bil majhen stik s povrSino ga@gEs
Poganjke transformiranih krompirjev smo preneslisetekcijsko goji€&e MS30 cvh. V
goji&ke nismo dali zeatin ribosida, saj je bil nas @lvoj le enega poganjka. Pri negativni
kontroli rasti nismo ptiakovali, saj poganjkom nismo vnesli ekspresijskeg&torja
pMDC32, kateri nosi zapis za odpornost proti antiku higromicinu. Na selekcijsko
gojise MS30 cvh smo prenesli tudi poganjke negativnetrkdé (netransformiran
krompir). Poganjki negativne kontrole so se po nekevni rasti na selekcijskem gajis
posusili. Tako lahko za zrasle poganjke sklepan®,sd ‘pobegli. MoZen razlog za
'‘pobegle’ poganjke je majhen stik s povrSino, kjeganjek ni bil izpostavljen zadostni
selekciji.

Transformacija bi bila morda uspesnejga, bi izs€éke pogosteje prestavljali na sveze
selekcijsko goji&e Zcvh, ali pa za celoten poskus uporabili parafibrmtesnenje petrijevk.

Prav tako bi bila transformacija morda uspesnegjgayi izs¢kom omogdgili vedji stik z
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gojicem. Glede na tezave, ki smo jih imeli pri transfaam, bi lahko sklepali, da bi bila v
primeru optimalnih pogojev pri obeh konstruktih eSpost precej wga.

Pri vseh linijah, ki so zrasle na selekcijskem §0jiMS30 cvh smo preverili prisotnost
promotorja 35S.Ce je bil promotor prisoten, to pomeni, da je bilnkoukt uspedno
vstavljen v genom in je bila rastlina uspesno ti@msirana. Konstrukt z genom MTD smo
dokazali v petih od sedmih rastlin. Konstrukt z g@nPCPI pa smo dokazali le v eni
rastlini izmed treh. Teor&mo naj bi se v rastlino vstavila regija T-DNA medd in desno
robno sekvenco na vektorju. V nekaterih primerilv gggnom rastline vgradi del zaporedja
izven mejnih sekvenc na T-DNA. Integracija je us@esSce se vgradi DNA v
nespremenjeni obliki v en lokus (Conner in JacdB99).

UspesSnost transformacije je odvisna predvsem odlpeaintegracije tuje DNA v genom,
pravilnega izrazanja vstavljenih genov in prenosformacije na potomce (Bhat in
Srinivasan, 2002). Pri stabilno transformiranihjéih rastline med posameznimi linijami
niso fenotipsko popolnoma enakovredne zaradi nakdjwstavitve v genom. DNA se med
transformacijo vgradi v enojni kopiji ali kot porligjoci del, do integracije pa lahko pride
na enem ali v8h mestih. V nekaterih primerih lahko produkti izemja RNA ali
beljakovine transgena, ki se je vgradil, vplivapinarazanje ze obst@j genov v rastlini.
Prav tako ima lahko vpliv na rastlinske gene ingska mutageneza, ki nastane ob
naklju¢ni vgraditvi transgena (Conner in Jacobs, 1999)spi@membo fenotipa vplivajo
tudi pozicijski efekti (Bhat in Srinivasan, 200Pi rastlinah, ki rastejo v tkivnih kulturah,
lahko pride do somaklonske variabilnosti kar pomela so rastline znotraj iste linije
raznolike. Pri tkivnih kulturah lahko pride do krosomskih sprememb, ki so ponavadi
nepovratne ali pa do epigenetskih spremembe, gosoatne (Hsu in sod., 2008)

Stabilna transformacija z bakterija. tumefaciensse je v naSem primeru izkazala za
tezavno metodo, saj rezultati kazejo, da je bilpe8rost metode slaba. UspeSnost bi
najverjetneje lahko izboljSali z nekaj optimizacifato smo se v nadaljevanju odllbza
testiranje prehodne transformacije s sistemom dsRSERNA je pomemben regulator
izrazanja genov pri evkariontih (Meister in Tus@004). Najprej smo pomnozili del gena
za glukanazo v verizni reakciji s polimerazo, pali dsSRNA ter spektrofotometmo
dolccili celokupno koncentracijo RNA z napravo Nanodroda podlagi razmerij
absorbanc 260/280 in 260/230 smo preverdtost izolirane RNA. Za uspesno izolacijo
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mora biti razmerje wge od 1,8.Ce je to razmerje manjSe pomeni, da imamo v vzorcu
prisotne proteine, fenole ali druge snovi, ki dmo absorbirajo blizu ali pri 280 nm.
Razmerje absorbanc pri 260 nm in 230 nm se uper&boli sekundarno merjenggstosti
nukleinskih kislin. 1z rezultatov razmerij absorlegori 260/280 lahko razberemo, da smo

se izognili kontaminaciji s proteini.

Pri vseh rastlinah smo tretirali prvi spodniji ligtri kontrolni skupini smo list tretirali s
slepim vzorcem (voda), medtem ko smo poskusnemadtietirali z dsRNA. Naredili smo
tri poskuse v katerih smo varirali starost rastlid ali 32 dni), Stevilo dni tretiranja (7 ali
21 dni) ter liste, ki smo jih izbrali za analizas(lO, 3. list, 6. list). Pri poskusu 1 in 2 smo
rastline, ki so rasle v zemlji, tretirali po 14 d@nerasti v zemlji. Pri poskusu 1 smo spodnji
tretiran list (list 0) in tretjega od njega pobrab 7 dneh. Tretji list po vrsti na steblu smo
vzeli, ker smo predvidevali, da se bo zaradi speglovezanosti Zil signal utiSanja najprej
prenesel do tja. Vsak list je @hino povezan preko zilnega sistema z ostalimi, listje
direktno nad njim ali pod njim na steblu (HopkimsHuner, 2004). Medtem ko smo pri
poskusu 2 vza@ne liste pobrali Sele po 21 dneh. Pri tem tretnsajspodniji listi kontrolne
skupine in skupine tretirane z dsRNA odpadli. Zatwo pobrali vsak tretji list po vrsti za
tretiranim (kateri je odpadel) in Se vse listes@&ibili Sesti po vrsti od spodnjih tretiranih.
Prav zaradi spiralne povezanosti zil, smo predwatieda bo signal utiSanja prispel tudi do
6. lista po vrsti. Med kontrolnimi skupinami in gkoami tretiranimi z dsSRNA znotraj
posameznih poskusov fenotipskih razlik nismo opaRiav tako nismo opazili fenotipskih
razlik med posameznimi poskusi. Rastline se pozudeiso razlikovale med seboj. V
primeru poskusa 3 smo rastline tretirali po 32 damewssti. Vzotne liste smo pobrali 7.
dan po tretiranju. V tem primeru spodniji tretirdisti niso odpadli, zato smo vzl

spodniji tretiran list (list 0) in 3. list nad trethim.

Iz pobranih listov krompirja smo izolirali RNA. Nasmo z reakcijo reverzne transkripcije
in gPCR Zzeleli preveriti izrazanje gena za glukanaa transformiranih in kontrolnih
rastlinah krompirja. Za merjenje izrazanja genov nsgpogosteje uporablja relativha
kvantifikacija. Tu doléamo razmerje izrazanja gena, ki nas zanima, imeafeega gena
(Arko, 2004). Idealni referémi gen se vedno enako izraza (Klein, 2002). Ratativ
izrazanje glukanaze smo iZwmali kot razmerje Stevila kopij glukanaze in cimk
oksidaze. Relativno Stevilo kopij smo dalos pomajo umeritvene krivulje. Relativho
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izrazanje glukanaze smo primerjali v tréasovnih tékah in po posameznih skupinah.
Razlike med skupinami smo statistd ovrednotili z uporabo t-testa. Pri poskusu bije
relativno izrazanje gena za glukanazo pri listist&@isténo zndilno visje (priblizno 2x)
pri skupini tretirani z dsRNA, kot pri kontrolni ggini. 1zrazanje glukanaze je bilo v
zgornijih listih (3. listi) pri obeh skupinah enakexi poskusu 2 so prikazani rezultati le za
zgornje liste, in sicer za 3. ter 6. list nad teetim. Pri 3. listu je bilo izrazanje glukanaze v
listih tretiranih z dsRNA statigino zn&ilno nizje (priblizno 4x) kot izrazanje pri kontral
skupini. Pri 6. listu je bilo izrazanje glukanazgqwico nizje pri listih tretiranih z dsRNA,
kot pri kontrolni skupini. Razlika pri teh dveh gkoah sicer ni bila statistho zn&ilna
(izbrana meja p<0,05), vendar je trend nizjegazamga vseeno opazen. Pri poskusu 3 je
bilo relativno izrazanje gena za glukanazo priitaeth listih (list 0) statistino zn&ilno
vi§je (priblizno 2x) pri skupini tretirani z dsRNAsot pri kontrolni skupini. Izrazanje
glukanaze je bilo v zgornjih listih (3. listi) pabeh skupinah enako. Statistd zn&ilne
razlike med skupinama (tretma z dsRNA in slepi gzdrsmo opazili pri spodnjih listih
(list 0) pri poskusu 1 in poskusu 3 ter pri 3.Uigtri poskusu 2. Pri poskusu 1 in 3 smo
vzorili liste (list 0), na katere smo direktno tretirdsRNA. Obstaja verjetnost, da je bila
dodana dsRNA po enem tednu Se vedno prisotna tirariesm listu saj za dsRNA velja, da
je dokaj stabilna in se verjetno ni razgradila (Kbara in Coulson, 2000). Predvidevamo,
da je to najverjetnejSi razlog, da smo zaznali pame izrazanje. lzrazanje gena za
glukanazo je bilo pri poskusu 2 pri kontrolni skuign skupini tretirani z dsRNA v 6. listih
prakticno enako. IzraZzanje je bilo na splosSno nizje, sdjib bolj zgornji listi manj razviti,

v manj razvitih listih pa je metabolizem draga (Nguyen-Quoc, 1990). Morda bi dosegli
vecje znizanje izrazanja gena za glukana# bi vzorce pobirali kasneje, saj vzorci pri
poskusu 2 jasno kazejo na uspesSno utiSanje izezgna glukanaze. Zanimivo bi bilo

ponoviti poskus, kjer bi vzorce pobirali po daljSéasu po tretiranju.

Do sedaj je veliko analiz potekalo s pafjwostabilne transformacije rastlin, vendar pa ta
pristop ni vedno dovoljdinkovit. Za veino aplikacij funkcijske genomike je dovode se
vneSen genetski material le ¢aano izrazi. DNA, ki se vgradi v celico v procesu
transfekcije, ponavadi ni integrirana v jedrni gend’e do integracije ne pride, se DNA
skozi mitozo oslabi oz. se whiCe hatemo, da transficiran gen ostane v genomu celice in

njenih REerinskih celicah, pa mora priti do stabilne traksige.
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Odpor javnosti do gensko spremenjene hrane v nékatelih sveta, je privedel do razvoja
ne-transgenih pristopov v funkcijski genomiki. F8pe ustvarjene z ne-transgenim
pristopom lahko uporabimo za vzgojo poijgpo postopkih za katere ne veljajo ureditveni
postopki, ki se uporabljajo pri vzgoji gensko spesenih organizmov (Leader, 2005). Po
floemu potujejo raztini signali, ki vkljutujejo poleg ohiajnih signalnih faktorjev, kot so
proteini in molekule, ki regulirajo rast, tudi RNRazlini tipi RNA molekul so sposobni
prepotovati dolge razdalje od mesta sinteze do ikdraglov rastline (Citovsky in
Zambryski, 2000). UtiSanje genov s sistemom dsRN#tgja vedno bolj popularno zaradi
izboljSane dinkovitosti pri inaktivaciji endogenih genov (povaev Li in Zhang, 2005).
UtiSanje z dsRNA je zanimivo predvsem zaradi spoesb razSiritve po celotnem
rastlinskem sistemu. UtiSanje se lahko razSirietice v celico na dolge razdalje po Zilnem
sistemu (Voinnet, 2005). RazSiritev signala utidapp sistemu ima lahko prednosti in
Skodljive posledice pri uporabi tehnologije utiGargenov. Sistemsko Sirjenje signala
utiSanja v oddaljene dele rastlin, ki smo ga lokadplicirali z dsRNA, bi bilo lahko zelo
uporabno v hortikulturi npr. pri vinski trti ali daem drevju. Pri slednjih zelo tezko
vzgojimo transgene rastline, drugi razlog pa jeayo heterozigotno stanje. Po drugi strani
predstavlja sistemsko Sirjenje signala oviro pvrztvi speciftnega signala utiSanja npr. v
specifinem tkivu oz. organu (Eamens in sod., 2006).

Prehodna transformacija ima nekaj prednosti preabilsb transformacijo. Stabila
transformacija je pogosto manginkovita od prehodne. Prehodno izrazanje genov se
pogosto uporablja, saj lahko izrazanje genov izmeriv relativno kratkemiasu po
transformaciji, prenos genov lahko analiziramo nemtb od regeneracije transformant,
kar je zelo pomembno za vrste, ki se tezko regemeriNa splosno je postopek prehodne
transformacije krajSi postopek pridobivanja transfantov in ima prednost pred stabilno,
ko zelimo hitro pridobiti rezultate, saj je posteg&idobivanja stabilnih transformant zelo
zamuden (Kapila in sod., 1997). Pri prehodni tramsfciji dosezemo visok nivo
heterolognih proteinov (Lacorte in sod., 2010) spesno utiSanje genov (Roth in sod.,
2004). Po drugi strani je stabilna transformacigdj primerna za Studije, ki se &eat

ponavljajo, ker lahko dafjasa vzdrzujemo enake linije transgenih rastlin.

Za nekatere funkcionalne analize je prehodno imazgenov dinkovita alternativna

(Yasmin in Debener, 2010). Funkcijska genomika p@nomove priloznosti za hitro
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identifikacijo genov, ki so pomembni v kmetijstvun ipredstavlja nove strategije
manipulacije doldenih lastnostiCe bi uspedno zdruzZili sekvenciranje genoma, fuskoij
genomiko in bioinformatiko, bi gotovo potedi pridelek poljg€in oziroma zmanjsali
izgube (Leader, 2005). Pri dvokalicah je transformacija z bakterija. tumefaciens
najpogostejSa tehnika, saj ustvarja transgendamastl razmeroma visokocumkovitostjo.
Na sploSno je frekvenca enojne kopije gena, ki geadi, relativno visoka. Prehodno
izrazanje genov je nujno potrebno anétit orodje za pratevanje funkcije genov.
Bakterijo A. tumefaciensahko uporabljamo tudi za prehodno transformadijéltracija z
agrobakterijo v rastlinske organe je hiter in zaettkovit postopek in ne zahteva drage
opreme (Yasmin in Debener, 2010). Prehodno tramsfoljo lahko uporabljamo za Studije
izraZanja tujega gena, utiSanje gena, medsebojimvaige genov in analizo nativnih
rastlinskih promotorjev, medtem ko je za Studijevriib specifénin promotorjev in
promotorjev, ki regulirajo razvoj, potrebna stahiltransformacija (Yang in sod., 2000).
UtiSanje genov z RNAI je sekvemo speciféna tehnika, hitra in enostavna za uporabo.
Uporabimo jo lahko pri mnogih vrstah, medtem koupmraba bakterijé\. tumefaciens

omejena (Small, 2007).
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6 SKLEPI

S stabilno transformacijo z bakterify. tumefacienssmo uspeli pridobiti 5 transgenih
rastlin z vstavljenim genom MTD (1,25% uspeSnoangformacije) in eno transgeno
rastino z vstavlienim genom PCPI (0,25% uspeSntsinsformacije). Stabilna
transformacija z bakterijé. tumefaciense je v naSem primeru izkazala za slabo metodo,
saj rezultati kazejo, da je bila uspeSnost metod&an Nekaj optimizacije bi lahko

uspesnost povealo.

Prehodna transformacija z dsRNA se je izkazalaspadno pri poskusu 2, kjer smo 14 dni
stare rastline tretirali z dsSRNA 21 dni. Gen zakghazo se je uspesno utisal v 3. listu nad
tretiranim, in sicer je bilo izrazanje glukanazatisticno zn&ilno nizje (priblizno 4x) kot
izrazanje pri kontrolni skupini. Pri ostalih dvebsusih (poskus 1 in 3), kjer smo rastline
tretirali le 7 dni, utiSanja glukanaze ni bilo opgazPri teh dveh poskusih smo zaznali
navidezno pow&ano izrazanje glukanaze v tretiranih listih (ligt 8aj smo s PCR v
realnemcasu zaznali tudi ostanke dsRNA v tretiranem li€ho. uspeSnega utiSanja s
sistemom dsRNA torej ne pridetasu krajSem od 7 dni, prav tako pa za sistemskanjg

po celi rastlini ni dovolj le 21 dni.

Pri prehodni transformaciji z dsRNA nismo opaziéinbtipskih razlik med kontrolno
skupino in skupino tretirano z dsRNA.

Tako stabilna transformacija z bakterfjo tumefacienskot tudi prehodna transformacija z
dsRNA, sta primerni metodi za spreminjanje izradaggnov v krompirju. Za izbiro ene ali

druge je potrebno uposStevati, za kaksSne Studifde transformirane rastline uporabile.
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7 POVZETEK

Namen naSega dela je bila uporaba &aithi tehnik transformacije krompirja sorte Désirée.
Za spreminjanje izrazanja genov Vv rastlinah smopssluzili dveh razlinih metod
transformacij. Stabilno transformacijo krompirjarteo Désirée smo izvedli s pokjo
posrednega vhosa genov MTD in PCPI z baktekijoumefaciensZa izhodigni material
smo uporabili zdrave rastline krompirja sorte D&siPo treh tednih so se pojavili prvi
poganijki pri pozitivni kontroli. Po Sestih tednib se pojavili prvi transformirani poganjki.
Pognali so tudi poganjki negativne kontrole (nesfarmiran krompir), na selekcijskem
goji&u s higromicinom, ki pa so kmalu propadli. Uspe$n@nsformacije za konstrukt z
genom MTD je bila 1,25%, medtem ko je bila uspeStassformacije za konstrukt PCPI
0,25%.

Za veino aplikacij transfekcije je dovol§e se vnheSen genetski material |éazao izrazi.
Zato smo se v nadaljevanju odilo za prehodno transformacijo. S PCR reakcijo smo
pomnozili gen za glukanazo in DNA pretvorili v dsRNPo 14 dneh rasti v zemlji, smo
rastline tretirali. Pri vseh rastlinah smo trefirptvi spodn;ji list (list 0). Pri kontrolni
skupini smo list tretirali s slepim vzorcem (vodaedtem ko smo poskusne rastline
tretirali z dsRNA. Izbrali smo tri razlhne poskuse, znotraj katerih smo varirali starost
rastlin, Stevilo dni tretiranja in liste, ki smd janalizirali. Statistino zn&ilno utiSanje gena
za glukanazo smo dosegli pri poskusu 2, kjer smdrii4tare rastline tretirali z dsRNA 21
dni. Izrazanje glukanaze je bilo v 3. listih 4x jeizri rastlinah tretiranih z dsRNA v
primerjavi s kontrolno skupino. Med kontrolnimi gkoami in skupinami tretiranimi z

dsRNA fenotipskih razlik nismo opazili.

Ce primerjamo obe tehniki ima prehodna transformaacigkaj prednosti pred stabilno
transformacijo. Za izbiro stabilne transformacijiepgehodne pa je potrebno upostevati, za

kaksne Studije se bodo transformirane rastline alpla.

Transformirane rastline se bodo lahko kasneje Ugleraa funkcionalno analizo genov za
PCPI, MTD in glukanazo.
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PRILOGE
Priloga Al:

Koncentracije celokupne RNA pobranih vzorcev poaklis

Oznake pomenijo: 14+7 (pri starosti 14 dni so bigirane 7 dni), S (je list 0), Z (je 3. list)
Vzorec Koli¢ina [ng/pl] A [260/280] A [260/230]

K 14+7 S1 12,3 1,93 0,19
K 14+7 Z1 1831,4 2,19 2,23
K 14+7 S2 74,2 2,13 1,94
K 14+7 Z2 1014.,4 2,17 2,14
K 14+7 S3 116,4 2,09 1,73
K 14+7 Z3 2332,1 2,16 2,29
K 14+7 S4 143,63 2,19 1,18
K 14+7 Z4 967,96 2,21 1,78
K 14+7 S5 112,6 2,15 1,66
K 14+7 Z5 1140,8 2,17 2,16
T 14+7 S1 78,9 2,1 0,64
T 14+7 Z1 1016,6 2,16 1,96
T 14+7 S2 223,4 2,15 1,94
T 14+7 Z2 3338,7 2,09 2,21
T 14+7 S3 122,4 2,19 2
T 14+7 Z3 1638,7 2,2 1,49
T 14+7 S4 92,12 2,16 1
T 14+7 Z4 3108,22 2,12 2,2
T 14+7 S5 278,7 2,19 0,98
T 14+7 Z5 2029,6 2,18 2,32
T 14+7 S6 44,3 2,05 0,87
T 14+7 Z6 812,8 2,25 2,25
T 14+7 S7 49,5 2,06 0,2
T 14+7 Z7 820,7 2,17 2,23
T 14+7 S8 160,7 2,14 0,79
T 14+7 Z8 1746,9 2,19 2,23
T 14+7 S9 277,8 2,15 0,53
T 14+7 Z9 1767,1 2,21 2,18
T 14+7 S10 162,2 2,14 1,46

T 14+7 Z10 847 2,26 2,19




Lenaki¢ A. Primerjava razéinih metod ... izrazanja genov v krompirju...sorte Désir
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotahSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Priloga A2:

Koncentracije celokupne RNA pobranih vzorcev poak®is

Oznake pomenijo: 14+21 (pri starosti 14 dni so tsidéirane 21 dni), Z (je 3. list), Za (je 6. list)

Vzorec Koli¢ina [ng/ul] A [260/280] A [260/230]
K 14+21 71 42,3 2,3 0,51
K 14+21 72 28,3 2,24 0,86
K 14+21 Z3 98,3 2,13 1,11
K 14+21 Z4 649,1 2,22 1,96
K 14+21 75 117,7 2,23 1,94
K 14+21 Zla 65 2,2 1,12
K 14+21 Z2a 190,5 2,22 1,33
K 14+21 Z3a 746,5 2,23 1,86
K 14+21 Z4a 2935,1 2,19 2,26
K 14+21 Z5a 540,2 2,18 1,7
T 14421 71 187,5 2,11 1,54
T 14+21 72 80,3 2,12 1,38
T 14421 Z3 279,4 2,17 1,61
T 14421 Z4 342 2,07 1,49
T 14421 75 622,9 2,14 2,01
T 14+21 Z6 316,7 2,12 1,62
T 14+21 77 156,5 2,17 1,23
T 14421 Z8 89,7 2,12 1,05
T 14421 79 134,2 2,13 1,45
T 14+21 710 123 2,14 1,43
T 14+21 Z1a 157,2 2,13 1,33
T 14+21 Z2a 692,5 2,14 1,95
T 14+21 Z3a 943,4 2,16 1,99
T 14421 Z4a 1044,7 2,15 2,01
T 14421 Z5a 707,5 2,13 2
T 14421 Z6a 1000,4 2,16 2,21
T 14421 Z7a 330,6 2,14 1,89
T 14+21 Z8a 299,8 2,11 1,34
T 14+21 Z9a 1622,8 2,13 2,05

T 14+21 Z10a 961,2 2,18 2,06
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Priloga AS:

Koncentracije celokupne RNA pobranih vzorcev poaksis

Oznake pomenijo: 32+7 (pri starosti 32 dni so bidirane 7 dni, Z (je list 0), Z (je 3. list)
Vzorec Koli¢ina [ng/ul] A [260/280] A [260/230]

K 32+7 Z1 127,9 2,1 2,07
K 32+7 Z2 134,7 2,12 1,58
K 32+7 Z3 227,6 2,14 1.8
K 32+7 Z4 1169,8 2,17 2,3
K 32+7 Z5 2477 2,16 1,61
K 32+7 S1 53,2 2,16 1,21
K 32+7 S2 27,2 2,1 0,55
K 32+7 S3 247 2,08 1,53
K 32+7 S4 69,4 2,16 0,89
K 32+7 S5 128 2,13 1,3
T 32+7 Z1 136,2 2,15 2,13
T 32+7 Z2 43,2 2,33 0,25
T 32+7 Z3 392 2,1 1,87
T 32+7 Z4 84,1 2,16 1,27
T 32+7 Z5 137 2,12 1,12
T 32+7 Z6 65,5 2,13 1,39
T 32+7 Z7 97,5 2,15 1,31
T 32+7 Z8 295,5 2,17 2,26
T 32+7 Z9 136,5 2,12 0,94
T 32+7 Z10 126,2 2,08 1,18
T 32+7 S1 85,2 2,12 1,96
T 32+7 S2 26,6 2,03 15
T 32+7 S3 435,1 2,13 191
T 32+7 S4 178,1 2,14 0,98
T 32+7 S5 139,7 2,16 1,42
T 32+7 S6 86,5 2,08 1,77
T 32+7 S7 33 2,37 1,82
T 32+7 S8 38,8 2,3 1,96
T 32+7 S9 71 2,16 2,04

T 32+7 S10 88,5 2,15 1,05
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Priloga B1:

Relativno Stevilo kopij gena za glukanazo in citokroksidazo upoStevajoediitve vzorcev,

Stevilo kopij gena za glukanazo glede na gen p&kmim oksidazo in povpége za poskus 1

Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. st. kopij glu/cox  Relativno izraZzanje glukanaze
glu COX (povpredje obeh reditev)

K 14+7 S1 10x 65 241 0,272 0,306
K 14+7 S1 100x 80 235 0,340
K 14+7 Z1 10x 328 325 1,010 0,891
K 14+7 Z1 100x 313 406 0,772
K 14+7 S2 10x 434 546 0,795 0,888
K 14+7 S2 100x 620 632 0,981
K 14+7 Z2 10x 19 193 0,099 0,101
K 14+7 Z2 100x 25 243 0,103
K 14+7 S3 10x 425 562 0,756 0,722
K 14+7 S3 100x 493 715 0,689
K 14+7 Z3 10x 40 267 0,148 0,325
K 14+7 Z3 100x 167 332 0,502
K 14+7 S4 10x 72 510 0,142 0,522
K 14+7 S4 100x 547 605 0,903
K 14+7 Z4 10x 176 242 0,728 0,705
K 14+7 Z4 100x 213 313 0,682
K 14+7 S5 10x 208 512 0,406 0,505
K 14+7 S5 100x 350 579 0,604
K 14+7 Z5 10x 252 263 0,959 1,090
K 14+7 Z5 100x 417 341 1,221
T 14+7 S1 10x 651 453 1,436 1,437
T 14+7 S1 100x 874 608 1,437
T 14+7 Z1 10x 208 282 0,739 0,721
T 14+7 Z1 100x 306 437 0,702
T 14+7 S2 10x 965 519 1,858 1,912
T 14+7 S2 100x 2308 1174 1,966
T 14+7 Z2 10x 40 331 0,121 0,152
T 14+7 Z2 100x 123 670 0,184
T 14+7 S3 10x 779 544 1,432 1,651
T 14+7 S3 100x 1789 956 1,871
T 14+7 Z3 10x 278 227 1,225 1,274
T 14+7 Z3 100x 554 419 1,322
T 14+7 S4 10x 786 615 1,279 1,405
T 14+7 S4 100x 1364 891 1,530
T 14+7 Z4 10x 297 258 1,153 1,225
T 14+7 Z4 100x 620 479 1,296
T 14+7 S5 10x 807 452 1,785 1,812
T 14+7 S5 100x 1436 781 1,839
T 14+7 75 10x 74 209 0,354 0,420
T 14+7 Z5 100x 155 319 0,485
T 14+7 S6 10x 237 475 0,498 0,512
T 14+7 S6 100x 398 757 0,526
T 14+7 Z6 10x 223 308 0,724 1,015

Se nadaljuje
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Nadaljevanje
Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. st. kopij glu/cox  Relativno izraZzanje glukanaze
glu COX (povpredje obeh reditev)
T 14+7 Z6 100x 539 413 1,306
T 14+7 S7 10x 303 518 0,585 0,596
T 14+7 S7 100x 325 535 0,608
T 14+7 Z7 10x 59 310 0,191 0,208
T 14+7 Z7 100x 92 412 0,224
T 14+7 S8 10x 737 556 1,326 1,610
T 14+7 S8 100x 1300 687 1,893
T 14+7 Z8 10x 177 241 0,733 0,736
T 14+7 Z8 100x 251 339 0,739
T 14+7 S9 10x 772 618 1,249 1,323
T 14+7 S9 100x 1089 780 1,396
T 14+7 Z9 10x 146 321 0,453 0,471
T 14+7 Z9 100x 187 381 0,489
T 14+7 S10 10x 325 464 0,701 0,824
T 14+7 S10 100x 497 525 0,947
T 14+7 710 10x 206 326 0,632 0,648
T 14+7 710 100x 264 397 0,664

*Z rde¢o barvo so oznne vrednosti, kjer reakcija PCR v realngiasu ni potekala z optimalno

ucinkovitostjo
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Priloga B2:

Relativno Stevilo kopij gena za glukanazo in citokroksidazo upoStevajoediitve vzorcev,

Stevilo kopij gena za glukanazo glede na gen p&kmim oksidazo in povpége za poskus 2

Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. &t. kopij  glu/cox Relativno izrazanje glukanaze
glu COX (povpregje obeh redtitev)

K 14+21 Z1 10x 29434 18980 1,551 1,362
K 14+21 Z1 100x 20796 17733 1,173
K 14+21 Z2 10x 5549 13797 0,402 0,357
K 14+21 Z2 100x 3875 12457 0,311
K 14+21 Z3 10x 16648 35453 0,470 0,418
K 14+21 Z3 100x 12551 34262 0,366
K 14+21 Z4 10x 30187 32596 0,926 0,966
K 14+21 Z4 100x 32986 32814 1,005
K 14+21 Z5 10x 34252 40924 0,837 0,794
K 14+21 Z5 100x 30377 40440 0,751
K 14+21 Z1a 10x 2862 14456 0,198 0,186
K 14+21 Z1a 100x 2957 17015 0,174
K 14+21 Z2a 10x 3242 33820 0,096 0,101
K 14+21 Z2a 100x 3565 33709 0,106
K 14+21 Z3a 10x 2320 34118 0,068 0,074
K 14+21 Z3a 100x 2659 33553 0,079
K 14+21 Z4a 10x 241 26028 0,009 0,008
K 14+21 Z4a 100x 178 25885 0,007
K 14+21 Z5a 10x 5601 35484 0,158 0,159
K 14+21 Z5a 100x 5588 34988 0,160
T 14+21 TZ1 10x 10079 32882 0,307 0,272
T 14+21 TZ1 100x 7426 31360 0,237
T 14+21 TZ2 10x 1655 11512 0,144 0,139
T 14+21 TZ2 100x 1308 9792 0,134
T 14+21 TZ3 10x 4349 45489 0,096 0,095
T 14+21 TZ3 100x 3982 42547 0,094
T 14+21 TZ4 10x 2067 35510 0,058 0,049
T 14+21 TZ4 100x 1268 31624 0,040
T 14+21 TZ5 10x 19060 36225 0,526 0,504
T 14+21 TZ5 100x 15084 31323 0,482
T 14+21 TZ6 10x 9104 37439 0,243 0,243
T 14+21 TZ6 100x 8521 35033 0,243
T 14+21 TZ7 10x 8273 34452 0,240 0,230
T 14+21 TZ7 100x 6570 29897 0,220
T 14+21 TZ8 10x 6883 35808 0,192 0,197
T 14+21 TZ8 100x 6082 30161 0,202
T 14+21 TZ9 10x 8301 32414 0,256 0,269

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. st. kopij glu/cox Relativno izraZanje glukanaze
glu COX (povpredje obeh reditev)

T 14+21 TZ9 100x 9299 33101 0,281
T 14+21 TZ10 10x 3410 34337 0,099 0,109
T 14+21 TZ10 100x 3856 32743 0,118
T 14+21 TZ1a 10x 2075 35176 0,059 0,064
T 14+21 TZ1a 100x 2186 32135 0,068
T 14+21 TZ2a 10x 705 23864 0,030 0,028
T 14+21 TZ2a 100x 609 22783 0,027
T 14+21 TZ3a 10x 1280 28523 0,045 0,043
T 14+21 TZ3a 100x 1274 31117 0,041
T 14+21 TZ4a 10x 2439 22712 0,107 0,105
T 14+21 TZ4a 100x 2214 21760 0,102
T 14+21 TZ5a 10x 2177 12138 0,179 0,171
T 14+21 TZ5a 100x 1682 10359 0,162
T 14+21 TZ6a 10x 540 24399 0,022 0,023
T 14+21 TZ6a 100x 560 23669 0,024
T 14421 TZ7a 10x 744 28888 0,026 0,025
T 14+21 TZ7a 100x 721 30307 0,024
T 14+21 TZ8a 10x 1770 39637 0,045 0,056
T 14+21 TZ8a 10x 2705 40369 0,067
T 14+21 TZ9a 10x 176 2226 0,079 0,084
T 14+21 TZ9a 100x 195 2214 0,088
T 14+21 TZ10a 10x 326 13330 0,024 0,019
T 14+21 TZ10a 100x 185 13792 0,013

*Z rdeco barvo so ozngne vrednosti, kjer reakcija PCR v realngmasu ni potekala z optimalno
ucinkovitostjo
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Priloga B3:

Relativno Stevilo kopij gena za glukanazo in citwkroksidazo upostevajoedtitve vzorcev, Stevilo kopij

gena za glukanazo glede na gen za citokrom oksidazovpreje za poskus 3

Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. st. kopij glu/cox Relativno izrazanje glukanaze
glu COX (povpredje obeh reditev)

K 32+7 Z1 10x 1589 12337 0,129 0,152
K 32+7 Z1 100x 2530 14395 0,176
K 32+7 Z2 10x 1135 15043 0,075 0,083
K 32+7 Z2 100x 1671 18375 0,091
K 32+7 Z3 10x 1526 19299 0,079 0,095
K 32+7 Z3 100x 2422 21916 0,111
K 32+7 Z4 10x 645 10107 0,064 0,087
K 32+7 Z4 100x 1309 11961 0,109
K 32+7 Z5 10x 23687 13667 1,733 2,151
K 32+7 Z5 100x 39593 15408 2,570
K 32+7 S1 10x 4684 14210 0,330 0,460
K 32+7 S1 100x 8975 15223 0,590
K 32+7 S2 10x 801 7992 0,100 0,203
K 32+7 S2 100x 1636 8070 0,075
K 32+7 S3 10x 4650 7315 0,636 0,763
K 32+7 S3 100x 6825 7666 0,890
K 32+7 S4 10x 1109 16936 0,065 0,105
K 32+7 S4 100x 2455 16890 0,145
K 32+7 S5 10x 10018 24961 0,401 0,482
K 32+7 S5 100x 15729 27952 0,563
T 32+7 Z1 10x 2063 16200 0,127 0,144
T 32+7 Z1 100x 3007 18676 0,161
T 32+7 Z2 10x 1553 12847 0,121 0,136
T 32+7 Z2 100x 1968 13047 0,151
T 32+7 Z3 10x 1436 18163 0,079 0,099
T 32+7 Z3 100x 2201 18463 0,119
T 32+7 Z4 10x 6400 16152 0,396 0,431
T 32+7 Z4 100x 7826 16811 0,466
T 32+7 Z5 10x 25945 22517 1,152 1,307
T 32+7 Z5 100x 35888 24544 1,462
T 32+7 Z6 10x 40399 25003 1,616 1,713
T 32+7 Z6 100x 48608 26857 1,810
T 32+7 Z7 10x 3264 19479 0,168 0,177
T 32+7 Z7 100x 3993 21370 0,187
T 32+7 Z8 10x 1167 21824 0,053 0,064
T 32+7 Z8 100x 1883 24979 0,075
T 32+7 Z9 10x 3817 19453 0,196 0,207

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Ime vzorca Rel. st. kopij Rel. st. kopij glu/cox Relativno izraZanje glukanaze
glu COX (povpredje obeh reditev)

T 32+7 Z9 100x 5311 24431 0,217
T 32+7 Z10 10x 4906 18115 0,271 0,293
T 32+7 Z10 100x 6844 21782 0,314
T 32+7 S1 10x 35371 25589 1,382 1,443
T 32+7 S1 100x 43777 29107 1,504
T 32+7 S2 10x 13622 10751 1,267 1,319
T 32+7 S2 100x 16395 11953 1,372
T 32+7 S3 10x 69490 34807 1,996 2,062
T 32+7 S3 100x 93459 43911 2,128
T 32+7 S4 10x 33591 40725 0,825 1,064
T 32+7 S4 100x 60987 46791 1,303
T 32+7 S5 10x 47240 34211 1,381 1,487
T 32+7 S5 100x 60809 38190 1,592
T 32+7 S6 10x 45950 33053 1,390 1,708
T 32+7 S6 100x 68987 34042 2,027
T 32+7 S7 10x 18254 15992 1,141 1,682
T 32+7 S7 100x 22183 9981 2,222
T 32+7 S8 10x 10457 15120 0,692 0,768
T 32+7 S8 100x 12015 14220 0,845
T 32+7 S9 10x 30137 28449 1,059 1,127
T 32+7 S9 100x 38844 32497 1,195
T 32+7 S10 10x 17169 19587 0,877 1,010
T 32+7 S10 100x 22975 20089 1,144

*Z rdeco barvo so ozngne vrednosti, kjer reakcija PCR v realngmasu ni potekala z optimalno

ucinkovitostjo



