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gomoljev (PTNRD), ki se kaze z razlicnimi bolezenskimi znamenji na rastlinah in
gomoljih krompirja (Solanum tuberosum L.). Na okuZenih rastlinah se opaza
drasticno zmanjSanje pridelka in zmanjSano kvaliteto gomoljev. Z
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obCutljivost razli¢nih rastlinskih vrst na povzroCitelje bolezni. Namen
diplomskega dela je bila transformacija in regeneracija rastlin krompirja, sort
Désirée, Igor, Sante in Pentland, za kasnejSo funkcionalno analizo gena za f-
glukanazo. B-glukanaze so encimi, za katere so ugotovili, da razgrajujejo kalozo,
s tem povecajo propustnost celicne stene in tako olajSajo Sirjenje virusa po
rastlini. Transformacijo smo izvedli z vnosom genov za 1,3-B-glukanazo in
promotorja 1,3-p—glukanaze, s pomoc¢jo bakterije Agrobacterium tumefaciens. S
transformacijo sorte Sante, smo pridobili tri linije, ki so poviSano izrazale gen za
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za 1,3-B-glukanazo razreda III v fuziji z GFP. Postopek regeneracije pri razlicnih
sortah ni enako uspeSen in je odvisen od mnogih dejavnikov, kot so: sorta
krompirja, letni ¢as, v katerem se transformacija opravi, konstrukt, ki se ga
vstavlja, selekcijski antibiotik.
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AB Potato virus Y (PVY) causes potato tuber necrotic ringspot disease (PTNRD),
causing a variety of symptoms on plants and potato (Solanum tuberosum L.)
tubers. As a consequence, a significant loss of crop and reduced quality of tubers
are observed on the infected plants. Biotechnology tools can help us to understand
interactions between pathogens and plants, to explain the mechanisms that provoke
plant resistance, and to eliminate sensitivity of diverse plant species to disease
causing agents. The purpose of this undergraduate thesis is transformation and
regeneration of the potato plants, more precisely of potato cultivars Desirée, Igor,
Sante and Pentland, for a subsequent functional analysis of the -glucanase gene.
It has been found that B-glucanase is an enzyme that randomly cleaves callose,
thereby increases the permeability of a cell wall and thus facilitates virus spreading
throughout the plant. The transformation was performed by inserting 1,3-B-
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plants is not equally efficient and depends on several factors, such as potato
cultivars, the season in which the transformation is done, the construct used, the
selecting antibiotic etc.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A. rhizogenes

A. tumefaciens

ABA

COX gen
CP

DNA

E. coli

ER

GFP

GLU
GLU+GFP

GLU PROM
HR

IAA
IBA
IPA
LB
MCPA
MP
MS
NAA
NCBI

Ny

Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium tumefaciens

abscizinska kislina

gen za citokrom oksidazo

plas¢ni protein

deoskiribonukleinska kislina

Escherichia coli

ekstremna odpornost

zeleni fluorescentni protein (green fluorescent protein)
gen za 1,3-B—glukanazo razreda Il1

gen za 1,3-B—glukanazo razreda Il v fuziji z GFP

promotor 1,3—p—glukanaze razreda Il

hipersenzitivni odgovor

indol-3-ocetna kislina

indolbutiri¢na kislina

izopentenilzeatin

Lauria-Bertani gojisce

2-metil-4-klorofenoksi ocetna kislina

gibalni protein

Murashige in Skoog gojisce

a-naftalen ocetna kislina

National Center for Biotehnology Information

geni odgovorni za HR
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onc geni geni za tvorbo rakastih celic

OR osnovna raztopina za pripravo MS gojisca

PAA fenilocetna kislina

PACM osnovno MS gojis¢e z dodanimi avksini in citokinini

PCR verizna reakcija s polimerazo

Pd plazmodezme

pMDC komercialni plazmid druzbe Cambia

PTNRD obrockasta nekroza gomoljev (ang. potato tuber necrotic ringspot
disease)

PVA krompirjev virus A

PVY krompirjev virus Y

PVY*® razli¢ek virusa PVY

PVY® razli¢ek virusa PVY

PVYN razli¢ek virusa PVY

PvYN'N razlidek virusa PVY

PVV krompirjev virus V

R3B osnovno MS gojis¢e z dodanimi avksini in citokinini

RNA ribonukleinska kislina

Ry geni odgovorni za ER

Ry sto dominanten gen za ekstremno odpornost iz vrste Solanum stoloniferum

gPCR veriZna reakcija s polimerazo v realnem Casu

SEL faktor prepustnosti Pd

T-DNA transfer DNA

Ti plazmid tumor inducirajo¢i plazmid

TMV virus mozaika tobaka
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TNV nekroti¢ni virus tobaka
vir geni geni za virulenco
Zcv(h) / (k) gojisée z zeatin ribozidom, klaforanom, vankomicinom (in

higromicinom ali kanamicinom)

YM gojisce za rast kvasovk (angl. Yeast and mold broth)
2,4-D 2,4-diklorofenoksiocetna kislina
SLOVARCEK

BRASINOLIDI — Spadajo med rastlinske hormone, v skupino brasinosteroidov. Vplivajo
na povecanje celi¢ne elongacije ter pospesujejo celicne delitve, sodelujejo pri
gravitropizmu in diferenciaciji ksilema, ter zavirajo rast korenin.

OPINI — So derivati aminokislin arginina in leucina, ki jih A. tumefaciens uporablja kot vir
ogljika in dusika za svojo rast.

MAKROCEF — Cefotaksim, ki ga izdeluje in pakira Krka.
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1. UvOD

1.1. OPREDELITEV PROBLEMA

Krompir (Solanum tuberosum L.) je ena najpomembnejSih kulturnih rastlin. Nekateri viri
navajajo, da ga clovestvo goji ze pet tisocletij (Stabej, 1997). Zaradi razmeroma visoke
odpornosti na vremenske spremembe ga je pogosto mogoce gojiti tudi, kjer pSenica in riz

ne uspevata.

Nekateri kultivarji krompirja, pa so mo¢no dovzetni za razli¢ne bolezni, med katerimi je
tudi krompirjev virus Y (Glais in sod., 2005). Igor je slovenska sorta krompirja, ki ga je
leta 1988 najhuje prizadela epidemija obrocCkaste nekroze gomoljev, ki jo povzroca
krompirjev virus YN™. Zaradi te bolezni je Igor hitro izginil iz slovenskih polj (Sluga,
1994).

B-glukanaze so encimi, za katere so ugotovili, da razgrajujejo kalozo, kar povzro¢i vecjo

prepustnost celi¢ne stene in s tem olajsa Sirjenje virusa po rastlini (Beffa in Meins, 1996).

B-glukanaze se v vecjih koncentracijah izraZajo oziroma pojavljajo v rastlinah ob¢utljivih
na viruse in se slabse oziroma ne izrazajo v rastlinah odpornih na viruse (Baebler in sod.,
2009). Za proucevanje funkcije in lastnosti B-glukanaz pri okuzbi rastlin z virusom, je

potrebno spremeniti izraZanje gena za B-glukanazo.

Genska transformacija rastlin je od poznih osemdesetih let postala pomembna tehnologija
za izboljSanje kmetijskih rastlin. Eden od razlogov se skriva v tem, da lahko izboljSanje
lastnosti s tradicionalnimi postopki (krizanja, izzivanje naklju¢nih mutacij s pomocjo
kemikalij in zarCenja ter nadaljnja selekcija rastlin z izbranimi lastnostmi) traja tudi do 15
let. IzboljSanje lastnosti s pomoc¢jo genskega inziniringa in rastlinskih tkivnih kultur pa

postopke skrajsa, poleg tega je tudi natan¢na metoda (Bohanec, 2004).
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Stevilne gensko spremenjene sorte, se Ze uporabljajo v komercialne namene, v Ameriki,
Braziliji, Argentini, Indiji, Kanadi, Kitajski, Paragvaju, Pakistanu, Juzni Afriki, Urugvaju
in mnogih drugih drzavah po vsem svetu (ISAAA Brief 2010). Prve gensko spremenjene
rastline so bile soja, koruza, oljna repica in bombaz. Temeljijo na toleranci na selektivne
herbicide in odpornosti proti zuzelkam. Danes je omogoc¢eno gensko spreminjanje velikega
Stevila rastlinskih vrst, vklju¢no z ziti. Skupaj z njimi je razvita tudi Siroka paleta lastnosti,

ki z agronomskega staliS¢a izboljSujejo pridelovalno kakovost rastlin.

V zadnjih letih je bilo veliko raziskav narejenih na interakciji virusa PVY in krompirja
(Pompe-Novak in sod., 2006; Baebler in sod., 2009; Kogovsek in sod., 2010). Na
Nacionalnem institutu za biologijo so iz razli¢nih rezultatov pripravili izbor genov, ki so se
zdeli primerni za nadaljnje Studije, transformacija pa je bila izbrana, kot primeren pristop
za potrditev vioge genov. V diplomskem delu smo se osredotoCili na vzpostavitev
optimalnega sistema transformacije z genom za izrazanje B-glukanaze in regeneracije

razli¢nih sort krompirja po transformaciji.

1.2. NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bila priprava razlicnih gensko spremenjenih rastlin krompirja,
z razlinimi konstrukti, za kasnejSo funkcionalno analizo gena za B-glukanazo. S tem
namenom smo zeleli pridobiti ¢im ve¢ razli¢nih transformant tako s povisanim, kot tudi
utiS$anim izrazanjem gena za B-glukanazo, poleg tega pa smo vstavili tudi gen za -

glukanazo v fuziji z GFP, za spremljanje lokalizacije, ter promotor gena za -glukanazo.

Transformirali smo stiri razli¢ne sorte: Igor, Désirée, Sante in Pentland.

Po transformaciji smo poskuSali najti najprimernejSe pogoje za Cim bolj uspesno

regeneracijo.
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1.3. HIPOTEZE

Izbran postopek transformacije je primerna metoda za vnos konstrukta v razlicne sorte

rastlin krompirja S. tuberosum.

Binarni plazmidi pMDC so primerni za izrazanje gena v transformiranih rastlinah.

Transformirali bomo sorte Désirée, Igor, Sante in Pentland, ter pridobili transformante, Ki

bodo primerne za nadaljne funkcijske analize vstavljenih genov.

Transformante bomo poskusali regenerirati in namnoziti, ter preverili ¢e vsebujejo vneSeni

gen.
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2. PREGLED OBJAV

2.1. KROMPIR

Krompir (Solanum tuberosum L.) (slika 1) spada v druzino razhudnikovk (Solanaceae) in
izvira iz Juzne Amerike. V Evropo je prisel v 16. stoletju. Sprva so ga gojili kot okrasno
rastlino, Sele veliko pozneje se je razsirila uporaba gomoljev za krmo, predvsem prasicev.
V Evropi so ga zaceli uzivati nekje v 17. ali 18. stoletju zaradi obdobij hude lakote (Stabej,
1997; Kocjan, 1999 in 2002).

Po svetu je registriranih vec tiso¢ sort krompirja. V slovenski Sortni listi polj$Cin, se je leta

2000, stevilo sort krompirja povzpelo ¢ez 60.

Slika 1: Krompir (Solanum tuberosum L.) (VIR: http://wwuw.kis.si/pls/kis/Ikis.web?m=158&j=SlI,
http://www2.arnes.si/~oskrmvls/ucilnica/galerijaslik/rastline.htm)

Najbolj znana slovenska sorta krompirja je zagotovo Igor, ki je bil ve¢ kot 20 let nosilna
slovenska sorta krompirja. Leta 1988 je bil umaknjen iz pridelave, zaradi velikega obsega
okuzb s krompirjevim virusom PVYN™ ki povzrota obroc¢kasto nekrozo gomoljev
krompirja (Kus, 1994).


http://www.kis.si/pls/kis/!kis.web?m=158&j=SI
http://www2.arnes.si/~oskrmv1s/ucilnica/galerijaslik/rastline.htm
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2.1.1. Sorta lgor

Sorta Igor (slika 2) je srednje pozna sorta krompirja z belim mesom. Stebla so Stevilna,
mocno olistana z velikimi listi. Cvete mo¢no; cvetovi so veliki, roZznati z belimi konicami
vencnih listov. Gomolji so podolgovato ovalni, nekoliko splos¢eni. Kozica je svetlo rjava,
meso je belo, ocesca so plitva.

Zelo dobro prenasa skladis¢enje in dolgo ohrani jedilno kakovost.

Obcutljiv je za krompirjevega raka in navadno krastavost. Je srednje odporen proti
krompirjevi plesni. Dokaj odporen je proti virusnim boleznim, a izredno obcutljiv na virus
PVYN™ zaradi katerega ze v letu okuZbe nastanejo velike nekroze na gomoljih (Sluga,

1994).

Slika 2: Gomolji krompirja sorte Igor.

2.1.2. Sorta Désirée

Hitro razvije srednje visok grm s srednje mo¢nimi stebli, ki so rdece vijoli¢no obarvana. Je
precej odporna sorta proti krompirjevi plesni, zelo obcutljiva pa na navadno krastavost ter
virusne bolezni. Je precej odporna na suSne razmere. Obcutljiva je na rjavo pegavost.
Désirée je mo¢no razsirjena kakovostna jedilna sorta za ve¢namensko uporabo. Pridelek je
srednje velik. Primeren je za strojni izkop, se dobro skladis¢i in je primerna za ozimnico
(Kmetijski institut Slovenije, 2010).

Sorta Désirée je dovzetna za PVYN™ in srednje ob&utljiva na viruse.
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2.1.3. Sorta Sante

Je zelo razsirjena sorta, odporna proti krompirjevemu virusu Y, srednje odporna proti

plesni in odporna proti ve¢ vrstam rumene (Rol do Ro5) in bele krompirjeve Cistotvorne

ogorcice (Pa2).

Obcutljiva je na rjavo pegavost gomoljev.

Sante je zelo rodovitna sorta z vi§jo vsebnostjo susine. Primerna je za strojni izkop.

Skladisci se slabo, saj kmalu pri¢ne kaliti, zato je primerna le do marca.

Sorta ni primerna za lahka pesScena tla, saj v stresnih razmerah mo¢no izra$¢a in ponovno

formira gomolje.

Zaradi odpornosti na bolezni je primerna tudi za bioloSko pridelovanje (Kmetijski institut

Slovenije, 2010).

Primerjava lastnosti vseh treh sort je prikazana v tabeli 1.

Tabela 1: Pregled lastnosti, v diplomi obravnavanih, sort krompirja (povzeto po:
http://www.Kkis.si/datoteke/File/kis/SLO/POL/Sel-center-krompir/SORTNI-1ZB-2008.pdf)

Sorta Gomolji Barva Mesa | Barva Kozice | Uporabnost

IGOR drobni, ovalni bela svetlo rjava veénamenski krompir
DESIREE | srednji, podolgovati | rumena rdeca ve¢namenski krompir
SANTE srednji, ovalni rumena svetlo rumena | kuhanje in pecenje
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2.2. KROMPIRJEV VIRUS Y

Krompirjev virus Y (PVY) spada v rod Potivirusov (Potyvirus iz druzine Potyviridae).

Potivirusi so ena najve¢jih skupin rastlinskih virusov, ki povzro¢ajo skodo na razli¢nih
poljs¢inah, saj lahko okuzijo Sirok spekter enokali¢nic, kot tudi dvokali¢nic, v vecini
klimatskih razmer. Vec¢inoma jih prenasajo listne usi, nekateri pa se lahko prenasajo celo s

semeni, gomolji ali dotikom (Revers in sod., 1999; Kus, 1994).

Genom potivirusov sestavlja linearna, enoverizna, pozitivno usmerjena RNA. RNA se
prevede v velik poliprotein, ki se med in po translaciji razreze na ve¢ manjsih proteinov, ki
sodelujejo pri cepitvi vezi v poliproteinu (P1, Hc-Pro, Nla), razmnoZevanju virusa (P3,
Nla), premikanju virusa (CI, Nia) ali vezavi na rastlinsko RNA (NIb). Protein CP tvori
plas¢ virusne RNA in se ob okuzbi veze na rastlinsko celico, vklju¢en pa je tudi v
premikanje virusa po rastlini. Hc-Pro zavira delovanje obrambnega sistema rastline, ter

sodeluje pri prenosu iz rastline v rastlino z listnimi u$mi (Urcuqui-Ichima in sod., 2001).

Gospodarsko pomembni potivirusi za pridelavo krompirja Solanum tuberosum so:
krompirjev virus Y (PVY), krompirjev virus A (PVA) in krompirjev virus V (PVV). PVY
lahko okuzuje tudi druge polj$¢ine iz druzine Solanaceae, med tem ko sta PVA in PVV

naceloma omejena le na krompir (Valkonen, 1997).

Gospodarsko pomembnim virusom je skupno, da se okuzba razsiri po vsej rastlini in traja
ves ¢as obstoja rastline. Se pomembneje pa je to, da so rastline, ki smo jih pridobili z
nespolnim razmnozevanjem iz okuzene rastline, prav tako okuzene.

Taki virusi, povzro€ajo izrojevanje oziroma degeneracijo krompirja in drugih poljs¢in. To
pa pomeni, da lahko virusi povzrocijo trajno Skodo krompirju oziroma njegovi sorti

(Acosta in sod., 1999; Arends in Kus, 1999).

PVY ima veé razlickov PVY™ (tobacco veinal necrosis), PVY® (common) in PVY® (potato
stipple streak) (Singh in sod., 2008). PVYN™ predstavlja skupino znotraj PVY".
Predvideva se, da je njegov genom produkt veckratnih rekombinacij med virusnima

skupinama PVY" in PVY? (Glais in sod., 2002). PVYN™ povzro¢a bolezen krompirja
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imenovano obrockasta nekroza gomoljev (PTNRD-potato tuber necrotic ringspot disease)
(slika 3) (Singh in sod., 2008).

Slika 3: Obrockasta nekroza gomoljev, ki jo povzroci virus PVY (vir: http://www.growingpotatos.org/potato-
virus-vi

PTNRD se je prvi¢ pojavila na Madzarskem leta 1979 in se hitro razsirila prakti¢no po
vsem svetu. V Sloveniji se je pojavila leta 1988 (Kus, 1994). To je nedvomno ena od
bolezni, ki so slovenskim pridelovalcem krompirja povzrocile najvecjo Skodo (Kus, 1995).
Povzro€i lahko drasticno zmanjSanje pridelka (vse do 80%) in zmanjSanje kvalitete

gomoljev. Poleg krompirja lahko PVYN™

okuzi tudi tobak, paradiznik, papiriko, por ter
mnogo drugih rastlin predvsem iz druzine razhudnikov (Kus, 1994). Epidemija
krompirjevega virusa YN™ je na slovenskem najbolj prizadela sorto Igor, ki je takrat
predstavljala 60% celotne pridelave jedilnega krompirja v Sloveniji. Tri leta po izbruhu

bolezni so pri nas to sorto prenehali pridelovati (Kus, 1995).

Razli¢ne sorte krompirja so razliéno dovzetne in obéutljive na okuzbo z virusom PVY"NTY,
Sorta Igor spada med zelo obcutljive. Okuzene rastline Ze nekaj dni po okuzbi razvijejo
primarna bolezenska znamenja in kasneje tudi sistemska. Bolezenska znamenja se pojavijo
tako na nadzemnem delu rastline kot na gomoljih. Sorta Désirée je nekoliko manj
obcutljiva. Pri njej se pojavijo bolezenska znamenja na nadzemnem delu rastline in na

manjSem Stevilu gomoljev (Kus, 1994).


http://www.growingpotatos.org/potato-virus-y/
http://www.growingpotatos.org/potato-virus-y/
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Sorta Sante vsebuje Rysto dominanten gen za ekstremno odpornost (ER) iz Solanum
stoloniferum (slika 4) in je odporna na PVYN™ (Hinrichs in sod., 1998). Ryso gen spada v
skupino genov, katerih lastnost je izredno visoka odpornost na vse razlicke virusa PVY.
Rastline krompirja, ki vsebujejo tak gen, naceloma ne kazejo simptomov okuzbe (Jones

1990; Valkonen in sod,. 1996; Vidal in sod., 2002; Flis in sod., 2005).

Sorta Pentland Squire spada k tolerantnim sortam krompirja. V teh rastlinah se virus lahko
Siri, vendar se na rastlini ne pojavijo vidna bolezenska znamenja, posledica okuzbe so

lahko le nekoliko manjse rastline (Kre¢ic¢-Stres in sod., 2005).

Primarne okuzbe so bolezenska znamenja na sveze okuZenih rastlinah in so na razli¢nih
kultivarjih razlicne. Primarna bolezenska znamenja na okuzenih listih krompirja se
obi¢ajno pojavijo v obliki kloroz in pikam podobnih nekroz. Kasneje se pojavijo sistemska
bolezenska znamenja v obliki mozaika, zvijanja listov in obZilnih nekroz na mlajsih listih
nad okuZzenimi, medtem ko starejSi listi odpadejo. Okuzene rastline zaostajajo v rasti,

hitreje rumenijo in lahko prej odmrejo, na gomoljih se pojavijo prstanasti obrocki.

Slika 4: Solanum stoloniferum (VIR:
http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/solanum_stoloniferum.html )

Rastline, ki zrastejo iz okuzenih gomoljev imajo sekundarno okuzbo. Sekundarna
bolezenska znamenja so podobna primarnim, vendar se v veéini sort izrazijo v nekoliko
milejsi obliki. Najpogosteje Se kazejo mozai¢no z nekrozami na poganjkih in okrog Zil
(Kus, 1994).
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Pri nekaterih sortah se bolezenska znamenja pojavijo tudi na gomoljih: izboc¢eni obroci ali
nabrekline temnejSe barve, se ¢ez nekaj ¢asa posusijo, vdrejo in postanejo ¢rne. Pri najbolj
obcutljivih sortah se plast rjavega tkiva pod povrsSinskimi nekrozami Siri v notranjost (Kus,

1994).

Bolezenska znamenja so odvisna od genotipa rastline, virusnega izolata in temperature
(LeRomancer in Nedellec, 1997).

Mehanizmi naravne odpornosti proti PVY

Poznana sta dva tipa monogenske dedovane odpornosti proti okuzbi s PVY in sicer:

» Hipersenzitivna rezistenca (HR)

Za HR so odgovorni geni Ny. HR je ponavadi specifi¢na za posamezno skupino virusov
PVY. Rastline po okuzbi s PVY razvijejo simptome na okuzenih listih ali nekroze na
sistemsko okuzenih delih (Jones, 1990).

« Ekstremna rezistenca (ER)

Za ER so odgovorni geni Ry. Ucinkovita je za vse skupine PVY. Rastline po okuzbi s PVY
ne razvijejo simptomov. Do sedaj Se ni poznan razli¢ek virusa iz skupine PVY, ki bi
presegel to obliko rezistence. V zlahtniteljskih programih se uporablja vnos genov Ry.
Predvideva se, da je razvoj PVYN™ verjetno odgovor na selekcijske pritiske povzrogene z

vnhosom rezistentnih genov v krompir (Valkonen, 1994, Valkonen, 1997).
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2.3. p—GLUKANAZA

B—glukanaza spada v skupino glukanaz. Glukanaze so encimi, ki cepijo glukane. Glukani
so pomembni strukturni elementi celiéne stene rastlin ter tudi gliv. Kemijsko glukani
spadajo med ogljikove hidrate. Sestavljeni so iz enakih osnovnih gradnikov

(monosaharidi), le da so te osnovne enote razlicno razporejene.

Geni za glukanaze se vkljuc¢ijo v razli¢nih fizioloskih in razvojnih procesih rastline, kot so
mikrosporogeneza, kalitev cvetnega prahu, kalitev semen in pri obrambi pred patogeni
(Ori, 1990; Meins, 1992; Leubner-Metzger, 1995).

Geni za 1,3—f-glukanaze spadajo v druzino genov, ki so jih nasli v mnogih razli¢nih
rastlinskih vrstah. Vpleteni so v rastlinske odgovore na okoljski stres in napad patogenih
mikroorganizmov ter ostalih povzrociteljev bolezni, sodelujejo pa tudi v rastlinskih

razvojnih procesih.

Primarna vioga 1,3-p-glukanaz je aktivna obramba proti glivam. Virusi pa jih lahko
izkoristijo za olajSano $irjenje po rastlini, saj lahko povecajo odprtine plazmodezm (Beffa
in Meins, 1996).

vvvvvv

faktorjev: izoelektricne tocke, izrazenega vzorca in zaporedja beljakovin, fizikalnih
lastnosti, aktivnosti encimov, celi¢ne delitve, primarne strukture (Ward in sod., 1991; van

Eldik in sod., 1996; Payne in sod.,1990; Cheong in sod, 2000).

Razred | 1,3—B—glukanaznih genov kodirajo osnovne beljakovine. Kopicijo se pretezno v
vakuolah (Keefe in sod., 1990), ki se nahajajo v povrhnjici spodnjih, starejSih listov in
koreninah, kot odgovor na napad patogenih organizmov (Linthorst in sod., 1990). Pri
zdravih rastlinah, so izrazeni predvsem v epidermalnih celicah, v visokih koncentracijah pa
se kopicijo v mezofilu, po tretiranju z etilenom. Glukanaze razreda | so izpostavljene
mocnim post-translacijskim modifikacijam, ki vkljucujejo odstranjevanje karboksilnih

terminalnih skupin.
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1,3—p—glukanazni geni razreda Il, kodirajo kisle proteine, ki se izlo¢ajo v zunajceli¢ni
prostor. Ti proteini niso prisotni v zdravih listih, kopi¢ijo se le kot odgovor na okuzbo
(Ward in sod., 1991). Razred II zajema tri podskupine: (a) kisle, zunajceli¢ne glukanaze
(PR-2a, 2b-,-2c), (b) z nevtralno ali bazi¢no pl in karboksilnim koncem na terminalnem
delu molekule, ki vpliva na lokalizacijo v vakuolo (GL 153, GL 161), in (c) posebne
zunajceli¢ne glukanaze sp41 (Payne in sod., 1990; Ward in sod., 1991).

1,3—B-glukanaze razreda Il so kisle, a se od razreda I lo¢ijo po znailnem, posebnem
aminokislinskem zaporedju (Payne in sod., 1990). Kopicijo se v apoplastu celic okuzenih z

povzrocitelji bolezni.

Nazadnje, ostaneta Se dve kisli 1,3—B—glukanazi razreda 1V, sp4la in sp41b, ki se nabirata
v visokih koncentracijah v prevodnih elementih tobaka, vendar pa nista inducirani s strani
patogenih organizmov (van Eldik in sod., 1996). Ceprav so proteini razreda |1 v 80% enaki
proteinom razreda IV 1,3-f-glukanaz, sta bili postavljeni v drug razred (I1V), saj je

ekspresija teh genov neodvisna od patogeneze.

Najprej so ugotovili, da inducirano izrazanje 1,3—p—glukanaznih genov med okuzbo
povzroci, da 1,3—B-glukanaze skupaj z drugimi hidroliti¢énimi encimi, kot so na primer
hitinaze, sodelujejo pri samoobrambi rastlin pred rastlinskimi povzrogitelji bolezni (Tahiri-
Alaoui in sod., 1990; Tornero in sod., 1994).

Kasneje je bilo dokazano, da so 1,3—f-glukanazni geni lahko izrazeni tudi v razvojnih
procesih pri zdravih rastlinah (Gruner in Pfitzner, 1994; Regolado in Ricardo, 1996), na
primer v ¢asu kalivosti (Casacuberta in sod., 1992), ob staranju (Hanfrey in sod., 1996), v
¢asu cvetenja (Lotan in sod. 1989; Ori in sod., 1990; Cote in sod. 1991; van Eldik in sod.,

1996). Te 1,3—B-glukanaze imajo lahko specifi¢ne funkcije v normalnem razvoju rastlin.

Razliéni razredi 1,3-f-glukanaz, lahko kazejo bistveno druga¢no delovanje proti
dolo¢enim substratom. Te razlike se lahko kazejo v razli¢nih in vivo funkcijah in ne zgolj v
razli¢nih jakostih iste funkcije (Kauffmann in sod., 1987).
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Virusne okuzbe in Sirjenje le teh, so odvisne od uspesnosti prodiranja virusa v celico
gostitelja. Rastlinski virusi so enostavni organizmi, ki ne morejo lizirati celi¢ne stene, zato
morajo na drug nacin premagati oviro, Ki jim jo predstavlja celi¢na stena. Za vstop virusa v
celico je potrebna poSkodba, za Sirjenje po rastlini pa lahko izkoristijo plazmodezme, ki so
neke vrste membranski kanalcki, ki povezujejo sosednje celice s citoplazmo, membrano in

endoplazmatskim retikulumom (Epel, 2009).

Plazmodezme (Pd) niso stati¢ni organeli, ampak imajo visoko stopnjo plasti¢nosti in lahko
spreminjajo prehodnost iz "zaprte" v "odprto". Dinamicne lastnosti Pd igrajo pomembno
vlogo pri urejanju neposrednega transporta molekul med celicami ter pri zagotavljanju
prehoda med celicami za rastlinske viruse. Eden izmed mehanizmov sprememb v kanalih
je odlaganje in hidroliza molekul kaloze. Reverzibilno odlaganje kaloze v Pd najdemo tako
med razvojnimi procesi kot med odzivi na stres. Stevilne $tudije so pokazale, da kopitenje
kaloze okoli Pd omeji prehod oziroma izmenjavo fluorescentnih barvil med sosednjima
celicama, medtem, ko je ustavitev odlaganja kaloze povzrocila podvojitev premera odprtin
Pd in tako je lahko priSlo do izmenjave ve¢jih molekul med celicama. 1,3—-p—glukanaze, so
encimi, ki razgrajujejo kaloze. V studijah z gensko spremenjenim tobakom, so dokazali, da
je zmanjsana raven 1,3-B-glukanaz razreda I, ter posledi¢no povefana raven kaloze,
povzrocila spremembe pri izmenjavi molekul med celicami, saj se je omejil prehod veéjih

molekul skozi Pd (Levy in sod., 2007).

Glukanaze razreda I so izrazene v Stevilnih tkivih in so regulirane tako s fitohormoni in
salicilno kislino, kot tudi z razlicnimi stresi, kot so na primer poskodbe, mikrobioloske
okuzbe in UV sevanja. Ugotovili so, da so tobakove glukanaze razreda I, utiSane ob
tretiranju z abscizinsko kislino (ABA). Znano pa je tudi, da 1,3—B—glukanaze sodelujejo pri

nadzoru velikosti poskodb in ob Sirjenju patogena (Cheong in sod., 2000).

Stevilni dokazi kaZejo, da ima razred I (Glu I) 1,3-B—glukanaz pomembno vlogo pri
odpornosti rastlin za okuzbo. Na primer, Glu | ima protiglivno delovanje in vitro in
pomaga pri zasCiti rastlin pred okuzbo z nekaterimi patogenimi glivami (Kombrink in

Somssich, 1997; Leubner-Metzger in Meins, 1999). Studije Glu I mutant, so pokazale, da
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Glu lahko deluje tudi kot obcutljiv dejavnik pri okuzbi z virusom (Beffa in sod., 1996). Po
okuzbi z mozai¢nim virusom tobaka (TMV) in toba¢nim nekroti¢nim virusom (TNV), Glu
| mutante tobaka kazejo mo¢no zmanj$anje simptomov virusne okuzbe, tako na lokalnem,

kot na sistemskem nivoju.

Virusi, kot so TMV se Sirijo od celice do celice preko plazmodezem, s procesi, Ki jih
pospesujejo virusni proteini gibanja (MP) (Deom in sod., 1992). V Glu-l mutantah se
virusi, kot so TMV, virus krompirja X (PVX) in virus mozaika kumare (CMV) pocasneje
Sirijo po rastlini. To se zgodi zato, ker se ob zmanjSanem izloc¢anju 1,3—B—glukanaz znatno
zmanjsa tudi faktor prepustnosti Pd (SEL). To so dokazali, tako da so pripravili fuzije MP
virusa mozaika kumare in zelenega florescentnega proteina (GFP). MP je v Glu-I
mutantah precej pocasneje prehajal med celicami, kot pri nespremenjenih rastlinah.

(Iglesias in Meins, 2000).

Lokalna odlaganja kaloze, ki je substrat za 1,3——glukanazo (Stone in Clarke, 1992), lahko
povzrocijo oblozitev prehodov v regijah plazmodezem, s ¢imer se zmanjSa transportni
kanal¢ek plazmodezem in s tem je omejeno Sirjenje virusa (Botha in Cross, 2000; Robards
in Lucas, 1990). Glu | mutante kazejo mo¢no povefano usedanje kaloze, ob odgovoru
rastline na elicitorje, rane in ob okuzbi z virusom (Beffa in sod. 1996; Iglesias in Meins,
2000). To je pripeljalo do hipoteze, da se virus lazje Siri po rastlini, ¢e le ta vsebuje visje

koncentracije 1,3—p—glukanaz, ter posledi¢no manj kaloze.

Prej$nje Studije so pokazale, da so Glu I rastline, ki jim primanjkuje 1,3—p—glukanaz, manj
dovzetne za okuzbo z virusom, saj imajo zaradi povecane koliCine kaloze nalozene v
predelu plazmodezemskega kanal¢ka, mo¢no zmanjSan pretok skozi plazmodezme in s tem
onemogocen oziroma zelo zmanj$an prenos Vvirusa med sosednjima celicama (Beffa in
sod., 1996; Iglesias in Meins, 2000).

Izrazanje 1,3-B-glukanaz razreda 1 v okuzenih celicah pripelje do veéje velikosti
nekroticnih poskodb na lokalni ravni, v primeru gostiteljske rastline tobaka. Velikost
poskodb je odvisna od narave virusa, genotipa gostitelja in okoljskih dejavnikov, vklju¢no

s temperaturo, svetlobo in starostjo listov (Helms in Mclntyre, 1962; Matthews, 1981).
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Raziskave jasno nakazujejo, da povecano lokalno izrazanje 1,3—p—glukanaz razreda I, v
celicah, ki vsebujejo virus TMV, vodi v olajSano Sirjenje virusa med celicami (Beffa in

sod., 1996).

Lokalno izrazanje 1,3—f—glukanaz razreda I lahko poveca velikost lezij s spodbujanjem
pretoka virusa med celicami ali s posrednimi ucinki preobcutljivostnega odgovora, ali s

kombinacijo obeh mehanizmov (Bucher, 2001).
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2.4. TRANSFORMACIJA RASTLIN

Genska transformacija rastlin (slika 5) je izraz za postopke s katerimi se vnasa eksogeno
DNA nukleotidno zaporedje v genom rastlin. Osnovne metode genskega inzeniringa pri
bakterijah, so razvili Zze v 60. letih prejSnjega stoletja. Od sredine sedemdesetih let pa te
metode niso ve¢ omejene na bakterije, temve¢ jih lahko uporabimo prakti¢no na vseh zivih

organizmih (Bohanec, 2004).

Celiéne in/ali
tkivne kulture

f

izolacija DNK /

4

kloniranje genov :

000G

Slika 5: Celoten postopek nastanka transgenih rastlin (VIR: http://www.scq.ubc.ca/transgenic-crops-how-
genetics-is-providing-new-ways-to-envision-agriculture/)

transformacija

Prednost genskih transformacij pred ostalimi metodami zlahtnjenja rastlin je, da v relativno
kratkem Casu pridobimo Zeljene lastnosti rastlin, poleg tega pa nam omogocajo tudi prenos

genov med razliénimi organizmi, brez filogenetskih omejitev (Javornik, 2000).

Vnos novih genov v rastlino, veCinoma povzroCi opazne spremembe pri eni ali vec
lastnostih rastline (Zel, 1996). Trenutno je najveé gensko spremenjenih rastlin odpornih na

herbicide. Obstajajo pa tudi rastline odporne proti Zuzelkam, tolerantne na stres, odporne
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proti virusnim boleznim rastlin ter s spremenjenimi prehranskimi lastnostmi, kot so na
primer: vecja vsebnost nenasiCenih mascobnih kislin pri rastlinah za pridelavo olja,

spremenjena sestava aminokislin (Zel, 2004; Zel, 2007).

Prvi poskusi genskih transformacij rastlin so uspeli pred ve¢ kot dvema desetletjema. Leta
1983 so izvedli prvo transformacijo rastline, kjer so v tobak vnesli bakterijski gen za
odpornost na antibiotik, in sicer s posredno metodo s pomocjo bakterije Agrobacterium
tumefaciens. Druga uspe$na metoda je biolitska, ki se je razSirila v prvi polovici
devetdesetih let, posebno za transformacijo Zit, ker za enokali¢nice, metoda z bakterijo A.
tumefaciens ni bila u¢inkovita. Vec¢ina danas$njih sevov, ki se uporabljajo v laboratoriju za
transformacije, pa uspe$no okuzuje tudi enokali¢nice. Za gensko transformacijo rastlin se
uporabljajo Se nekatere druge, redkeje uporabljene metode, kot so elektroporacija, vnos s

silikonskimi vlakni ipd.

Leta 1986 so izvedli prve poljske poskuse z gensko spremenjeno rastlino, in sicer tobakom
(Bohanec, 2004; Javornik 2004). Prve gensko spremenjene rastline uporabljene v
industrijske namene, so se pojavile na Kitajskem leta 1992. Tudi prva gensko spremenjena

rastlina uporabljena za industrijske namene je bil tobak, odporen proti virusu (Zel, 2007).

Vecina gensko spremenjenih rastlin na svetovnem trziscu, je namenjena prehrani in krmi.
Najbolj razsirjena je gensko spremenjena soja. Ve¢ kot polovica vse pridelane soje, je
gensko spremenjene. Sledijo ji koruza, bombaz in oljna ogrs¢ica. Nekatere gensko
spremenjene rastline, kot so bombaz, tobak in okrasne rastline, pa se gojijo tudi iz drugih

razlogov, ne le za prehrano in krmo (Zel, 2007).
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2.4.1. Vnos genov z bakterijo Agrobacterium tumefaciens

Posredni oz. indirektni vnos genov z bakterijo A. tumefaciens je naravni prenos DNA iz
bakterijskega plazmida v rastlinski genom. Znano je, da lahko pri dvokali¢nicah, ob
poskodbi rastline, na mestu poskodbe nastane rakasta tvorba, ki jo povzroci infekcija z
bakterijo A. tumefaciens. Bakterija A. tumefaciens je patogena talna bakterija, ki okuzuje
poskodovano rastlinsko tkivo, tako da prenese del dedne informacije iz plazmida v

rastlinski genom in povzroéi delitev celic ter nastanek tumorija (Zel, 1996).

Odkrili so Ze seve bakterije A. tumefaciens z modificirano virulenco, ki uspesno okuzuje
tudi nekatere enokali¢nice, kot sta na primer riz (Hiei in sod., 1997) in koruza (Galun in
Breiman, 1998). Metoda ima prednost pred neposrednim vnosom, ker vnesemo manjSe
Stevilo kopij genov, ki so pogosto tudi manj poskodovani, poleg tega je manj poSkodovano

tudi rastlinsko tkivo, saj gre za naravni vnos genov (Bohanec, 2004).

Bakterija prisili rastlino v tvorbo celic, ki ji proizvajajo snovi za njeno uporabo. To
spremembo povzro¢i vklju€itev majhnega dela DNA, imenovanega T-DNA, v genom
rastline (Chilton in sod., 1977). TaksSen prenos DNA iz bakterije v rastlinski genom je znan

tudi pri bakteriji A. rhizogenes, ki tvori pospeseno rast koreninskih laskov.

Bakterija A. tumefaciens vsebuje Ti-plazmid (tumor- inducirajo¢i) z geni za virulenco (vir
geni), sintezo in razgradnjo opinov ter geni za tvorbo rakastih celic (onc geni). T-DNA
imenujemo del Ti-plazmida z onc geni in geni za sintezo opinov (Zupan in sod., 2000).
Onc geni v bakterijski celici niso aktivni, njihovo izrazanje v rastlini, pa povzro¢i vi§ji nivo
endogenih rastlinskih regulatorjev, kar pomeni sintezo avksinov in citokininov (Galun in
Breiman, 1998).

Po pritrditvi bakterije na rastlinsko celico, se T- DNA vstavi v rastlinski genom in zaénejo
se izrazati geni, Ki so zapisani znotraj T-DNA. Geni za sintezo rastlinskih hormonov
stimulirajo celicno delitev rastlinskih celic in s tem posledicno povzrocijo tvorbo tumorja.

Bakterija spremeni metabolizem rastlinskih celic, tako, da le te tvorijo opine, ki jih sama
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rastlinska celica ne more metabolizirati, jih pa porabi bakterija, kot vir ogljika, dusika in
energije (Galun in Breiman, 1998).

Za prenos T-DNA iz bakterijske v rastlinsko celico so potrebni geni vir, ki so na plazmidu
in geni chv, ki so na bakterijskem kromosomu, kajti noben od genov, ki so na T-DNA, ni
vkljucen v lastni transport (Galun in Breiman, 1998). Funkcije vir genov so: izrez T-DNA
iz Ti-plazmida, prenos preko bakterijske membrane v rastlinsko celi¢no citoplazmo,

transport v jedro in integracija v gostiteljski genom (Hellens in sod., 2000).

Naravni transformacijski sistem bakterije A. tumefaciens, ki se danes uporablja, ima iz
naravne T-DNA odstranjene gene za sintezo opinov in onc gene, tako da ostanejo samo
mejne sekvence T-DNA. V tem primeru ne pride do tvorbe opinov in rakastih celic, kljub
temu pa preostanek T-DNA obdrzi sposobnost vkljuCevati se v genom rastline. V obmocje
onc genov pa se lahko vkljuéi tuje gene. Take plazmide imenujejo razorozeni plazmidi in

ne povzroéajo tumorjev (Zambryski in sod., 1983; Zel, 1996).

Obstajata dve osnovni obliki vektorjev:
eIntegrirana oz. cis vektorska oblika vsebuje T-DNA in regijo vir na enem plazmidu.
*Binarna oziroma trans vektorska oblika ima T-DNA in regijo vir na dveh lo¢enih

plazmidih.

Najpogosteje uporabljen vektorski sistem je binarni vektor. Prednost tega sistema je, da se
lahko binarni plazmid, ki vsebuje Zelene gene, namnozuje tako v  bakteriji E. coli
(Escherichia coli) kot tudi v bakteriji A. tumefaciens (Bevan, 1984). Zato lahko z njim
enostavneje manipuliramo v bakteriji E. coli in ga $ele nato konjugiramo v bakterijo A.
tumefaciens. Bakterija A. tumefaciens pa vsebuje Se drugi tako imenovani razorozeni Ti-

plazmid z vir geni (Hellens in sod., 2000).

Ob transformaciji oziroma vnosu genov V rastlinska tkiva in celice se transformira le nizek
odstotek celic, v ta namen je potrebno uporabiti posebne selekcijske markerje. Plazmidi
vsebujejo takSen selekcijski marker skupaj z genom, ki ga transformiramo v rastlinsko

celico. Selekcijski geni bakterijskih plazmidov so ve¢inoma geni za odpornost na dolocene
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antibiotike (kanamicin, higromicin, kloramfenikol). Z vnosom teh genov postanejo rastline
odporne na dotiCen antibiotik, v nasprotnem primeru pa so obcutljive in propadejo.
Obstajajo tudi drugi selekcijski geni, ki sproZijo odpornost na dolo¢ene herbicide, na
visoke dusikove in aminokislinske nivoje in analoge aminokislin (Bohanec, 2004).
Selekcijski geni omogocajo razvojno prednost celicam na gojiscu s selekcijskim agensom,

na katerem netransformirane celice propadejo.
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2.5. REGENERACIJA IN NAMNOZITEV TRANSFORMIRANIH RASTLIN

Po transformaciji rastlinskih izseckov, je potrebno transformirane izsecke prestaviti na
regeneracijsko gojise in vzpodbudi rast poganjkov iz transformiranih delov rastlin.
Pogosto je tako gojis¢e hkrati tudi selekcijsko, kajti le v tem primeru na njem zrastejo le
transformirani poganjki, v nasprotnem primeru zrastejo vsi (tudi netransformirani)

poganjki.

Regeneracija pomeni popolno funkcionalno obnovo nekega poskodovanega tliva. Potek
regeneracije iz rastlinskih izseCkov se lahko razdeli v tri faze: iniciacija kalusa, iniciacija
poganjkov na kalusu in razvoj poganjkov. Poteka lahko v eni, dveh ali treh stopnjah, glede

na to koliko razlicnih gojis¢ se uporabi.

Po regeneraciji, ko se pokazejo prvi poganjki, sledi namnozitev transformiranih rastlin. Za
razmnozevanje oziroma kloniranje velikega Stevila rastlin v in vitro pogojih, v kratkem
Casu, je najbolj uporabljena metoda mikropropagacije. To je ena izmed osnovnih tehnik
rastlinske biotehnologije, ki predstavlja hitro vegetativno razmnozevanje rastlin in temelji
na regeneraciji rastlin, ki jo omogoca totipotentnost rastlinskih celic (Bohanec in sod.,
1992). Totipotentnost je sposobnost dediferenciacije in ponovne diferenciacije celic
rastlinskega tkiva, saj vsaka rastlinska celica nosi genetsko informacijo za razvoj v celo
rastlino. To pomeni, da se lahko ze izdiferencirano rastlinsko tkivo, preneseno na ustrezno

gojisée, ob primernih pogojih razvije v novo rastlino (Taiz in Zeiger, 2002).

Kot osnovni razmnoZevalni material uporabljajo majhne rastlinske dele, ki jih na posebnih,
pogojih (Jazbec in sod., 1995). Hitro razmnoZevanje rastlin v pogojih tkivne kulture je
smiselno za rastline pri katerih je razmnozevanje in vitro ekonomsko ucinkovitejse
(praproti, orhideje) oziroma v primeru eliminacije virusov z mikropropagacijo (krompir,

jagode, pelargonije).

Mikropropagacija je edini nacin razmnoZevanja v proizvodnji semenskega krompirja,

nekaterih okrasnih rastlin, sadnega drevja in jagodicevja. Kot vsaka metoda ima tudi ta
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svoje prednosti in slabosti. Prednosti mikropropagacije so: vec¢ja hitrost in Stevilo pri
pridobivanju potomcev, genska izenac¢enost, zdrave in bujne rastline, neodvisnost rasti od
zunanjih vplivov in shranjevanje dragocenih genotipov (genske banke kultivarjev, divjih
vrst in starih sort), lahko jih gojimo neodvisno od sezone. Slabost je predvsem draga

oprema laboratorijev ter mozne spontane, genetske in epigenetske spremembe.

V praksi je najpogosteje uporabljena metoda gojenja rastlin iz zalistnih brstov. Ta metoda
ima v primerjavi z organogenezo in embriogenezo nizjo stopnjo razmnoZzevanja, vendar pa

ima kon¢no vi§jo stopnjo genetske enotnosti (Ravnikar, 1996).

2.5.1. Rastlinski rastni regulatorji

Rastlinski rastni regulatorji ali drugace rastlinski hormoni, so organske molekule, ki so

udelezene pri regulaciji rasti in razvoja rastlin.

Rastlinski rastni regulatorji so v rastlini prisotni v nizkih koncentracijah in ne sluzijo kot
hranila. Sintetizirajo se v dolo¢enih delih rastline. Njihov u¢inek pa se, potem ko se
transportirajo do tar¢nega tkiva, izraza v drugih tkivih. Delujejo lahko kot stimulatorji ali
zaviralci doloc¢enih procesov.

Odgovor tarénega tkiva na prisotnost hormona je odvisen od obcutljivosti tarénega tkiva
oziroma od koliCine razpolozljivih receptorskih molekul na membranah celic v tarnem

tkivu (Taiz in Zeiger, 2002).

Dolgo je veljalo, da je razvoj rastlin reguliran s petimi skupinami hormonov: avksini,
citokinini, giberelini, abscizinska kislina in etilen. Kasneje so odkrili $¢ druge hormonom
podobne spojine, ki so prav tako rastlinski rastni regulatorji: jasmonati, brasinolidi,

salicilna kislina, sistemini in poliamini (Taiz in Zeiger, 2002).

Avksini, citokinini in giberelini pospesujejo rast, med tem ko abscizinska kislina in etilen
veljata za zaviralca rasti rastlin. Hormoni, ki se uporabljajo v rastlinskih tkivnih kulturah,
na primer pri regeneraciji rastlin morajo biti dozirani v pravih koli¢inah in razmerjih, saj v

nasprotnem primeru lahko doseZejo neZelene ali celo nasprotne ucinke.
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2.5.1.1. AVKSINI

Avksini so enostavne organske spojine, lahko so naravnega ali sinteti¢nega izvora, Ki v
zelo nizkih koncentracijah, stimulirajo elongacijo koleoptil in stebelnih izseckov. Sprva so
avksinom pripisovali le vpliv na rast rastlin, do danes pa so ugotovili, da opravljajo Se
mnogo drugih funkcij, predvsem skupaj z drugimi hormoni. Avksini, tako lahko vplivajo
na mnoge razvojne procese, kot je indukcija celicnih delitev v kalusu (ob prisotnosti
citokininov), pospesena tvorba korenin na prerezanih steblih, indukcija tvorbe etilena,
uravnavanje apikalne dominance, diferenciacija cvetov,... Ob povecani koncentraciji
avksinov v tkivu se zelo podaljsajo poganjki, med tem ko se upocasni rast korenin v

dolzino.

Najpomembnej$i med avksini je indol-3-ocetna kislina (IAA). IAA nastaja v asimilacijskih
in embrionalnih tkivih. Med naravne avksine pristevajo tudi 4-kloroindolocetno kislino (4-
KloroIAA), indolbutiri¢éno kislino (IBA) in fenilocetno kislino (PAA). Poleg tega pa
obstajajo tudi sinteti¢ni avksini, med katerimi so najbolj poznani a-naftalen ocetna kislina
(NAA), 2,4-diklorofenoksiocetna kislina (2,4-D) in 2-metil-4-klorofeoksi ocetna kislina
(MCPA) (Taiz in Zeiger, 2002).

Avksine se pogosto dodaja v hranilna gojis¢a. V tkivnih kulturah avksini povzrocajo:
elongacijo celic, celicne delitve, tvorbo korenin, a le v nizjih koncentracijah. Pri visjih
koncentracijah zavirajo tvorbo korenin, inhibirajo pa tudi tvorbo adventivnih in aksilarnih

poganjkov in povzroc¢ajo nastajanje kalusa (Pierik, 1998).

2.5.1.2. CITOKININI

Citokinini so snovi, ki pospesSujejo delitev celic. Njihove funkcije so: uravnavajo apikalno
dominanco in razvoj stranskih korenin, inducirajo celi¢ne delitve v kalusu (skupaj z
avksini), zavirajo senescenco listov in pospesujejo rast kli€nih listov pri dvokali¢nicah. V
nekaterih primerih so opazili, da je pri uporabi avksinov brez dodatka citokinina prislo do

podaljSevanja celic brez razrascanja tkiva (Taiz in Zeiger, 2002). V nasprotju z avksini in
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giberelini, ki vecinoma nastajajo v nadzemnih delih, pa sinteza citokininov poteka

predvsem v koreninah.

Najpomembnejsi citokinini so zeatin, dihidrozeatin, izopentenilzeatin (IPA) ter zeatin

ribozid (Salisbury in Ross, 1991).

Citokinine v tkivnih kulturah skupaj z avksini uravnavajo razmerje med rastjo poganjkov

in korenin ter zavirajo staranje.

2.5.1.3. GIBERELINI

Giberelini so skupina hormonov, ki vzpodbujajo rast v smislu raztezanja celic. Najdemo jih
v vseh vi§jih rastlinskih vrstah. Proizvajajo jih mladi listi, nezrela semena in celo korenine.
Giberelini stimulirajo rast stebla rozetastin in pritlikavih rastlin, uravnavajo potek
diferenciacije v kambiju (skupaj z IAA), pospesujejo nastanck plodov in Kalitev, ter
sodelujejo pri prehodu iz juvenilne v odraslo fazo, vplivajo na indukcijo tvorbe cvetov in
sodelujejo pri diferenciaciji cvetnih organov (moskih spolnih organov - prasnikov), lahko
prekinejo dormanco semen, saj lahko nadomestijo nizke temperature, dolg dan ali rdeco
svetlobo in v nekaterih primerih lahko sprozijo tudi partenokarpijo (paradiznik, hruske,

kumare) (Taiz in Zeiger, 2002).

Zanimivo je, da tretiranje z giberelini vpliva na rast pritlikavih rastlin, na normalno rasto¢e

rastline, pa ima neznaten vpliv ali pa ga celo nima.

Gibereline se pogosto uporablja pri proizvodnji sadja za podaljSevanje plodov in daljSanje
pecljev vinskih jagod, pri proizvodnji slada iz jeCmena, za povecevanje pridelka

sladkornega trsa ter pri indukciji cvetenja za proizvodnjo semena (Taiz in Zeiger, 2002).
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1. Rastlinski material

- Krompir Solanum tuberosum L. sorte Désirée,
- Krompir Solanum tuberosum L. sorte Sante,
- Krompir Solanum tuberosum L. sorte Igor in
- Krompir Solanum tuberosum L. sorte Pentland.
Rastline izhajajo iz zbirke Nacionalnega instituta za biologijo v Ljubljani in so bile gojene

v in vitro pogojih, kot nodijska kultura (slika 6).

Slika 6: Rastlinski material, v in vitro pogojih v rastni komori. (Avtor: David Dobnik)
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3.1.2. Bakterije

Bakterijo Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Invitrogen), smo uporabili za
transformacijo rastlin. Ta sev vsebuje kromosom TiAch5 in razorozeni Ti plazmid
pAL4404,

V poskusni transformaciji (transformaciji 1), smo prav tako uporabili bakterijo
Agrobacterium tumefaciens, vendar drug sev, in sicer GVV3101.

3.1.3. Plazmidi

Za na$§ poskus smo uporabili ve¢ plazmidnih vektorjev: pMDC32 (slika 7), pMDC85
(slika 8) in pMDC110 (slika 9). Plazmide so na Nacionalnem institutu za biologijo vnesli v
bakterije A. tumefaciens LBA4404.

V plazmid pMDC32 je bil vnesen gen za 1,3—p—glukanazo razreda Il1, plazmid pMDC85
je vseboval gen za 1,3-p-glukanazo razreda IlIl v fuziji z zelenim fluorescentnim
proteinom (GFP), plazmid pMDC110, pa je vseboval promotor 1,3—-glukanaze razreda
.

V poskusni transformaciji (transformaciji 1) smo uporabili plazmid pCyt60 za izrazanje

gena za GFP protein.
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Slika 9: Plazmidna karta vektorja pMDC 110, v katerega je bil vnesen promotor 1,3—5-glukanaze razreda Il
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3.1.4. Gojiséa

3.1.4.1. BAKTERIJSKA GOJISCA

Tabela 2: Sestava uporabljenih bakterijskih gojis¢.

Gojisée | Sestavine Proizvajalec | Koné¢na koncentracija | pH
vrednost
LB tripton Bacto 10 g/L 7
kvasni ekstrakt Oxoid 59/L
NaCl Merck 59/l
YEB kvasni ekstrakt Oxoid 1g/L 7,5
goveji ekstrakt Difco 59/L
pepton BD 5g/L
saharoza Kemika 59/L
MgSQ4*7H,0 Merck 0,59/L
YM kvasni ekstrakt Oxoid 0,4 g/L 7
manitol Kemika 10 g/L
MgSQ, * 7TH,0 Merck 0,2 g/L
K,HPO, * 3H,0 Kemika 0,5¢9/L
NaCl Merck 0,19/L
agar Bacto 15 g/L
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3.1.4.2. RASTLINSKA GOJISCA

Tabela 3: Sestava MS gojis¢a (Murashige in Skoog, 1962).

Osnovna Sestavine Proizvajalec | Konéna koncentracija pH

raztopina (OR) vrednost

OR1 NH;NO; Sigma 1650 mg/L | 20,60 MM | 5,8
KNO; Merck 1900 mg/L | 18,80 mM
CaCl, - 2H,0 Merck 440 mg/L 2,99 mM
KH,PO, Kemika 170 mg/L 1,25 mM
MgSQ, - 7TH,0 Merck 370 mg/L 1,50 mM
mioinozitol Sigma 100 mg/ L | 555,00 uM

OR2 HsBO; Merck 1,9 mg/L 100,00 uM
MnSQ, - 4H,0 Sigma 22,3 mg/L | 100,00 uM

OR3 CoCl,.6H,0 Merck 0,025 mg/L | 0,11 uM
CuSO, - 5H,0 Merck 0,025 mg/L | 0,10 uM
Kl Merck 0,83 mg/L | 5,00 uM
Na;MoQ, - 2H,0 | Sigma 0,25 mg/L | 0,10 uM

OR4 FeSO, 7H,O Sigma 27,8 mg/lL | 29,29 uM
Na,EDTA - 2H,0O | Kemika 37,3 mg/L 163,00 uM
glicin Merck 2 mg/L 26,60 uM

OR5 nikotinska kislina | Kemika 0,5 mg/L 4,06 uM
piridoksin - HCI Sigma 0,5 mg/L 2,43 uM
tiamin - HCI Caldiochem | 0,5 mg/L 1,1 uM

gojis¢e MS 30 | saharoza Kemika 30 g/L

gojis¢e MS 20 saharoza Kemika 20 g/L

Trdno gojisce agar Bacto 8 g/L
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Tabela 4: Sestava uporabljenih rastlinskih gojis¢.

Gojisce Sestavine Proizvajalec | Zalozna konc. | Kon¢na kone. | pH vrednost
R3B MS gojisce 5,8
saharoza Kemika 30 g/L
agar Bacto 8 ag/L
NAA Sigma 180 mg/L 2 mg/L
BAP Sigma 220 mg/L 1 mg/L
PACM MS gojisce 6,5
saharoza Kemika 30 g/L
kazein hidrolizat 2g/L
2,4-D Sigma 220 mg/L 1 mg/L
kinetin Sigma 220 mg/L 0,5 mg/L
Zcvk MS gojisce 58
saharoza Kemika 20 g/L
agar Bacto 8 g/L
makrocef Krka 250 mg/mL 200 mg/L
zeatin ribozid Sigma 220 mg/L 1 mg/L
vankomicin Sigma 100 mg/mL 200 mg/L
kanamicin Duchefa 10 mg/mL 100 mg/L
Za Zcvk | kanamicin Duchefa 10 mg/mL 20 mg/L
Zcvh MS gojisce 5,8
saharoza Kemika 20 g/L
agar Bacto 8 g/L
makrocef Krka 250 mg/mL 200 mg/L
zeatin ribozid Sigma 220 mg/L 1 mg/L
vankomicin Sigma 100 mg/mL 200 mg/L
higromicin Invivo Gen | 100 mg/mL 20 mg/L
Za Zcvh 1(20)* | higromicin Invivo Gen | 100 mg/mL 2 mg/L
Za Zcvh 1(40)* | higromicin Invivo Gen | 100 mg/mL 4 mg/L

*V primeru Igorja, ki je zelo obcutljiv na antibiotike, smo uporabili nizjo koncentracijo kanamicina (glej

Zcvk 1) in dve razliéni niZji koncentraciji higromicina (glej Zevh I (20) in Zevh 1 (40).
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3.1.5. Rastni pogoji

Rastna komora za tkivne kulture (»in vitro« rastline)

» Temperatura: 19 + 1 °C (tema) in 21 + 1 °C (svetloba)
« Fotoperioda: 16 ur svetlobe / 8 ur teme (Osram L58 W/77)

* Relativna zracna vlaga 94 + 2%,

3.2. METODE

3.2.1. Priprava gojis¢

Postopek priprave MS gojisca:

V posodo za kuhanje smo z merilnim valjem odmerili Zeleno koli¢ino destilirane
vode

Na stekleni palcki smo oznadili, do kje sega nivo vode

Del vode smo nato odlili iz posode nazaj v merilni valj

V posodo z destilirano vodo smo dodali osnovne raztopine: OR1, OR2, OR3, OR4
in ORS5. Osnovne raztopine so mesanice zaloznih raztopin in nam olaj$ajo delo, saj
nam ni potrebno vedno znova tehtati zelo majhnih koli¢in snovi.

V posodo smo nato odtehtali Se potrebno koli¢ino saharoze in prilili destilirano
vodo do oznake na palcki.

pH vrednost smo umerili na 5,8.

V primeru ko smo gojis¢e razlivali v petrijeve plosce ali posebne posodice za
gojenje rastlin, smo odtehtali primerno koli¢ino agarja v steklenice, dolili Zeleno
koli¢ino raztopine in avtoklavirali, po avtoklaviranju pa smo gojisce razlili v
sterilne petrijeve plosce ali posodice. Razlivali smo v sterilnih pogojih, v brezprasni
komori.

V primeru, da smo razlivali gojis¢e v epruvete, smo gojisce segreli na gorilniku, ko
je zavrelo, smo vmesali agar, ga dobro raztopili in nato s pomocjo dispenzorja v
vsako epruveto nalili priblizno 10 ml gojisca. Epruvete smo nato zaprli s pokroveki,

zavili v papir in avtoklavirali.
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- Gojisca smo avtoklavirali 15 min pri temperaturi 121 °C in 103,4 kPa.
- Ce smo v gojis¢e dodali antibiotike ali hormone, smo po avtoklaviranju gojisce
ohladili na priblizno 50 °C in dodali ustrezno koli¢ino sterilnih antibiotikov ali

hormonov. Se toplo gojisée smo razdelili v sterilne petrijeve ploie.

3.2.2. NamnoZevanje rastlin

Rastlinski material smo razrezali na izseCke v brezprasni komori, v sterilnih pogojih.
Rastlino smo s pinceto vzeli iz epruvete in s skalpelom izrezali nodije iz krepkejSega dela
rastline. Osem nodijev smo prenesli skupaj v eno posodico s hranilnim gojis¢em MS30. Po

transformaciji smo transformirane poganjke prestavili vsakega v svojo epruveto.

Rastline krompirja smo gojili priblizno 4 tedne v rastni komori. Cas gojenja in hitrost rasti,
se je tekom leta mocno spreminjal, tako da so v¢asih rastline potrebovale ve¢ ¢asa, da so

dosegle zeljeno velikost.

3.2.3. Transformacija

Izvedli smo tri sklope transformacij. Prvo transformacijo smo izvedli poizkusno, da smo
ugotovili uspe$nost metode. Drugo transformacijo smo izvedli s sorto Désirée. Vzporedno
z drugo transformacijo smo izvedli tudi poizkusno transformacijo s sorto Igor, Ki je izredno
obcutljiva sorta in smo poskusali ugotoviti, katero izmed gojis¢ je optimalnejSe. Pri tretji

transformaciji pa smo transformirali sorti Igor in Sante.

Kot osnovo za transformacijo smo uporabili ¢lenek Visser in sod. (1989).
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Tabela 5: Poskusi treh transformacij, z uporabljenimi sortami krompirja, plazmidi in geni

Transformacija | Transformirane Vstavljeni Vstavljeni gen
sorte krompirja plazmid
1 Pentland pCyt60 GFP
Désirée
Igor
2 Désirée pMDC32 gen za 1,3—p—glukanazo razreda Ill
pMDC110 promotor 1,3—p—glukanaze razreda Il v
fuziji z GFP
pMDC85 gen za 1,3-p—glukanazo razreda 11 v
fuziji z GFP
3 Igor pMDC110 promotor 1,3—p—glukanaze razreda Il v
fuziji z GFP
Sante pMDC32 gen za 1,3—B—glukanazo razreda Ill

POTEK TRANSFORMACIJE (slika 12):

Priprava bakterijske kulture:

Z ezo smo prenesli kolonijo bakterij A. tumefaciens z vnesenimi plazmidi v LB gojisce s
selekcijskim antibiotikom (higromicin oziroma kanamicin) na stresalniku pri 30 °C in
pustili rasti v ez no¢. Ce bi &ez no¢ zrasla pregosta, bi jo bilo potrebno precepiti. V nasem

primeru pa to ni bilo potrebno.

Priprava gojis¢ za transformacijo: PACM, R3B in MS20 (MS, ki vsebuje le 2% (20 g/l)

saharoze) ter sterilne filter papirje za petrijevo plosco.
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Dan pred transformacijo smo pripravili rastlinske izse¢ke za transformacijo:

Internodije rastlin krompirja (gojene in vitro iz nodijske kulture) smo v sterilnih pogojih
narezali na 2-5 mm dolge izseCke. Pri tem je bilo potrebno paziti, da se odstrani vse
zalistne brste.

Narezane izseCke smo, kakor hitro je mogoce, prestavili na petrijeve plos¢e z R3B
gojis¢em (vsebuje NAA in BAP), na katere smo predhodno polozili tudi 2 sterilna filter
papirja, ki smo jih navlazili s PACM gojis¢em, ki vsebuje 2,4-D in kinetin. Uporabili smo
priblizno 2 ml PACM gojisca, oziroma toliko, da sta bila filter papirja dobro navlazena, a
ne prevec (izsecki ne smejo plavati na njem).

dodatno smo pripravili Se petrijevki za kontroli, v kateri smo dodali le en sterilen listi¢
filter papirja.

V vsako petrijevo plos¢o smo nalozili priblizno 100 izse¢kov, v kontrolni petrijevki smo

polozili v vsako po 20 (kontrolnih) izseckov.

DAN 0

Bakterije na stresalniku, so bile pripravljene za transformacijo. Kulturo smo pred
transformacijo centrifugirati 10 min pri 2500 obr./min. oziroma rpm. Po centrifugiranju,
smo gojisc¢e odlili in peletu dodali 1,5X ve¢ LB gojis¢a kot je bil zacetni volumen (to
pomeni 75 ml). Uporabili smo LB gojis¢e brez dodanih antibiotikov. Suspenzijo smo

prelili v petrijeve plosée in tako je bila pripravljena za sam postopek transformacije.

Transformacija

Izsecke smo stresli iz zgornjega filter papirja v raztopino bakterijske kulture. Namakati
smo jih pustili med 5 in 10 minut. Po namakanju, smo izseCke in raztopino precedili,
izseCke iz cedila prestavili na sterilen filter papir, Kjer smo jih rahlo osusili in nato
prestavili nazaj v iste petrijeve plos¢e z gojis¢em R3B. Pazili smo, da smo izsecke pri
susenju na filter papirju dovolj hitro prestavili nazaj na gojis¢e. Po ponovni napolnitvi

petrijevih plos¢, smo jih oblepili s parafilmom.

Izseckov iz kontrolnih petrijevk nismo namakali v bakterijski kulturi, zato smo jih pustili v

rastni komori.
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DAN 2 = Prestavitev izse¢kov na selekcijsko gojisce (slika 10 inl11)

IzseCke smo prestavili na selekcijsko gojisc¢e s kanamicinom in higromicinom, odvisno od
konstrukta in selekcijskega gena, ki ga vsebuje ta konstrukt.

Prestavljanje izseckov smo opravili v brezprasni komori za delo z bakterijskimi kulturami.
Na vsako petrijevo plos¢o s selekcijskim gojis¢em smo polozili 20 izseCkov. Poleg tega pa
smo pripravili tudi tri kontrolne plosc¢e, ki so prav tako vsebovale vsaka po 20 izseckov:

- K1: netransformirani izsecki na gojiscu brez selekcije (Zcv)

- K2: transformirani izsecki na gojis¢u brez selekcije (Zcv)

- K3: netransformirani izsecki na gojiscu s selekcijo (Zcvk ali Zcvh)

Pri prestavljanju izseCkov je potrebno paziti, da se najprej prestavi izsecke, ki sluzijo kot
kontrola in niso prisli v stik z bakterijami, in Sele nato se prestavi vse ostale. S tem lahko
prepre¢imo okuzbo s transformacijskimi bakterijami, ki bi jo lahko prenesli na kontrolne

netransformirane izsecke.

DAN 16

Po 14 dneh je potrebno izsecke prestaviti na sveze selekcijsko gojisce.

DAN 37

Nadaljnje prestavljanje izseckov na sveze gojiSée se nato opravi vsakih 21 dni. Ta
postopek smo ponavljali, dokler niso bile transformirane rastline primerne za locitev od
kalusa (poganjki morajo biti dovolj veliki, da jih lahko odrezemo in prestavimo v posodo
ali epruveto — zadostno velikost prestavlja Ze okrog centimeter velik poganjek) - smo

prestavili na MS 30 gojisce s selekcijo.
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Slika 10: Prestavijanje izseckov v brezpras$ni komori za delo z bakterijskimi kulturami.

Slika 11: Orodje, ki ga potrebujemo za sterilno prestavijanje izseckov. Gorilnik, ki sluzi za sterilizacijo
pincete, s katero izsecke prestavimo, ter etanol v epruveti, v katerega namocimo pinceto preden jo ozgemo.
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Predhodnji dan:

- rastlinska stebla se nareZe na 2-5 mm dolge izsecke -
internodiji brez zalistnih brstov

- da se jih v petrijevo plos¢o z R3B gojis¢em na katerem

sta 2 sterilna filter papirja omocena s PACM gojis¢em
l - na vsaki petrijevki je 80-100 izseCkov.

Dan 0: transformacija z bakterijami A. tumefaciens
- na vsaki petrijevki ostane 80 - 100 izseckov.

Dan 2: izsecke se prestavi na selekcijsko gojisée Zcvh
(v primeru poizkusne transformacije je bil to Zcvk)
- na vsaki petrijevki je 20 izseckov.

Po nekaj tednih: na izseckih nastanejo kalusi in
poganjki.

- kaluse se prestavlja naprej na
sveze selekcijsko gojisce

- poganjke pa prestavimo v posode
T oziroma lahko tudi epruvete z
selekcijskim gojis¢em, ki vsebuje

> = MS30 in higromicin ( v primeru
Zcvh poizkusne  transformacije  smo

uporabili kanamicin)
- pri novo nastalih transformiranih
1 l 2. poganjkih je potrebno oznaciti
: linije (iz katerega izseCka izhajajo).

GOJISCE
- 5 BREZ —» | ZAKORENINJE

v IV SELEKCIJE l

S tem preverimo, ¢e je Se vedno

—_— prisotna bakterija — e je prisotna,
Linija 1 vse preraste, ¢e ne, lahko RASTLINJAK
MS30 + hig nadaljujemo.

Slika 12: Shema poteka transformacije
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3.2.3.1. TRANSFORMACIA 1: 29.8.2008

Transformacija 1 je poskusna transformacija, ki smo jo opravili, da preverimo ali zgoraj

opisani transformacijski postopek deluje oziroma ali je u¢inkovit.

V poskusni transformaciji smo uporabili bakterijo Agrobacterium tumefaciens sev
GV3101, ki je vsebovala plazmid pCyt60. Celoten postopek smo opravili enako, kot je
opisano Vv poglavju 3.2.3. Za selekcijski antibiotik smo uporabili kanamicin. Transformirali
smo rastline krompirja Désirée, Igor in Pentland. Le v tej prvi poizkusni seriji, smo kot

selekcijski antibiotik uporabili kanamicin, v ostalih pa higromicin.

3.2.3.2.TRANSFORMACIJA 2: 5.12.2008

Za transformacijo 2, smo uporabili rastline krompirja (vzgojene in vitro iz nodijske

kulture) sorte Désirée.

Sorto Désirée smo transformirali po istem postopku, kot je opisan v poglavju 3.2.3. V sorto
Désirée smo vstavili gen za 1,3-f-glukanazo razreda I, promotor 1,3-B—glukanaze

razreda Ill, ter gen za 1,3—-p—glukanazo razreda Il v fuziji z GFP.

3.2.3.3.TRANSFORMACIJA 3: 21.1.2009

Rastline krompirja (gojene in vitro iz nodijske kulture) sort Sante in lgor smo
transformirali, po istem postopku kot je opisano v poglavju 3.2.3. Vstavili smo gene za
1,3-p—glukanazo razreda Il v sorto Sante, ter promotor 1,3—f-glukanaze razreda Ill v

sorto lgor.
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3.2.4. Gojenje (transformiranih) rastlin

Ko so poganjki na gojisc¢u v petrijevih plos¢ah dosegli velikost vsaj 1 cm ali ve¢, smo jih
prestavili v vecje posode oziroma v epruvete, Ki so vsebovale MS30 gojisce ter selekcijski
antibiotik. V naSem primeru sta bila selekcijska antibiotika kanamicin in v nekaterih

primerih tudi higromicin.

Prestavitev izseCkov smo opravili v brezprasni komori v sterilnih pogojih. S skalpelom

smo odrezali poganjek in ga prestavili v novo gojisce.

Nato smo pocakali 4 - 6 tednov, da je poganjek zrasel do dolocene velikosti (slika 13) in ga

nato namnozili.

Slika 13: Transformirane rastline v posodi za gojenje

Ob namnoZevanju, smo nekaj nodijev prestavili tudi na gojiS¢e za koreninjenje. Za
koreninjenje smo uporabili gojis¢e MS30, ki smo ga razlili v petrijeve plosce. Nodiji so po
10 - 14 dneh imeli razvitih Ze dovolj korenin, zato smo jih presadili v zemljo, ter prestavili

v rastlinjak.

Po priblizno 1 mesecu smo lahko rastlinam odvzeli material za analizo DNA in RNA.
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3.2.5. Testiranje potencialno transgenih rastlin

3.2.5.1. PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Rastlinski material za analizo DNA potencialno transgenih rastlin, smo pridobili iz

ukoreninjenih rastlin, ki so bile pribliZzno en mesec v zemlji in v rastlinjaku.

Rastlini smo odtrgali list in sicer drugi polno razviti list.
List smo polozili v 2 ml epruveto.
Poleg rastlinskega materiala smo v epruveto dodali tudi kroglico za homogenizacijo

Epruveto smo nato zamrznili v teko¢em dusiku in vzorec shranili na -80 °C.

3.2.5.2. IZOLACIJA DNA IZ RASTLINSKEGA TKIVA

Postopke izolacije DNA iz rastlinskega tkiva (slika 14) so izvedli zaposleni na

Nacionalnem institutu za biologijo na Oddelku za biotehnologijo in sistemsko biologijo.

DNA so izolirali iz listov krompirja s pomoc¢jo DNeasy Plant Mini Kit, proizvajalca

Quiagen. Postopek so izvedli natan¢no po navodilih proizvajalca.
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DMeasy Plant Procedure

Plant tissve

Grind, lyse &

Add ethaneol

Bind DNA
DMA

Wash 2x

2 b 4} i — b — h — h

Elute

=

Slika 14: Shema postopka za izolacijo DNA z DNeasy Plant Mini Kit (VIR:
http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/qiagen/1015107HBDNY_0800WW.pdf)
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3.2.5.3. DOLOCANJE PRISOTNOSTI 35S CaMV PROMOTORIJA

Postopek so izvedli zaposleni na Nacionalnem institutu za biologijo, na Oddelku za
biotehnologijo in sistemsko biologijo. Uporabili so metodo za dolo¢anje 35S CaMV
pomotorja, za potrditev transformiranih rastlin (Alary in sod., 2002).
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4. REZULTATI

4.1. TRANSFORMACHIA IN REGENERACIJA RASTLIN KROMPIRJA

Pri transformiranih izseCkih so se prvi kalusi pri transformaciji 1 pojavili po priblizno
enem mesecu. Na slikah 16, 17 in 18, so prikazani poganjki v razlicnih fazah tvorbe
kalusov. Nekaj iseckov pa je propadlo (slika 15).

Prvi poganjki, so se pojavili po priblizno 6 tednih pri transformaciji 1, medtem ko so se pri
transformaciji 2 in 3 pojavili Sele po dveh mesecih, v nekaterih primerih pa $¢ mnogo
kasneje. Slike 19, 20 in 21 prikazujejo izseCke s poganjki. Na sliki 19 so prikazani lepi,
vitalni primerki, medtem ko so na slikah 20 in 21 prikazani poganjki, Ki so nastali kasneje

in so bili v nekoliko man;jsi in slabSe razviti.

Slika 15: Propadel izsecek

Slika 17: Izsecki, razlicnih sort krompirja, v fazi tvorbe kalusa, ko imajo znacilno obliko drevesa.
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Slika 21: Izsecki Igorja, ki kljub slabem stanju, kazejo znake kalusiranja oziroma v prvem
primeru celo tvorbe poganjka.
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4.1.1. Kontrole

Na slikah 22, 23 in 24, so prikazane kontrole za vse tri sorte krompirja, ki smo jih
transformirali. Vse kontrole so v skladu s pri¢akovanji. Na sliki 22 je prikazana kontrola
sorte Désirée, na sliki 23 kontrola sorte Sante, ki kaze nekoliko slabSo rast v primerjavi z
sorto Désirée. Na sliki 24 pa je kontrola sorte Igor, pri kateri se opazi precej poc¢asnejsa
rast v primerjavi s kontrolami Désirée -ja in tudi Santeja, kar je v skladu z pricakovanji, saj

je sorta Igor zelo obcutljiva in veliko bolj zahtevna sorta, ki potrebuje specifi¢ne pogoje za

rast.

Slika 22: Kontrole sorte Désirée. Sledijo si po vrstnem redu K1 (netransformirani izsecki in gojisce brez
selekcije), K2 (transformirani izsecki in gojisce brez selekcije) in K3 (netransformirani izsecki in gojisce s
selekcijo). Vidimo da sta prvi dve kontroli pozitivni, kot je potrebno in da je tretja negativna, kar nam
pove, da je poizkus potekal pravilno.

Slika 23: Kontrole sorte Sante. Sledijo si po vrstnem redu K1, K2 in K3. Pri prvih dveh kontrolah so
vidni znaki poganjkov, a so bili poganjki nekoliko slabsi in manjsi. Tretja kontrola nima poganjkov, a
izsecki Se niso Cisto odmrli, kar pa se je zgodilo Sele cez nekaj tednov.
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Slika 24: Kontrole sorte Igor. Sledijo si po vrstnem redu K1, K2 in K3. Prvi kontroli kazeta znake
kalusiranja in tvorbe poganjkov, medtem ko so izsecki iz tretje kontrole po nekaj tednih popolnoma
porjaveli . V primerjavi s kontrolami Désirée in tudi Sante, lahko opazimo, da je Igor mnogo bolj zahtevna
sorta, ki potrebuje dobro definirane pogoje za rast in razvoj.
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4.1.2. Transformacija 1: 29.8.2008

Transformacija 1, je bila le poskusna transformacija, s katero smo zeleli preveriti v

poglavju 3.2.3. opisan postopek transformacije.

Tabele 6, 7 in 8 prikazujejo rezultate poskusne transformacije, ki smo jo izvedli z
agrobakterijo Agrobacterium tumefaciens sev GV3101, ki je vsebovala plazmid pCyt60.
Za selekcijski antibiotik smo uporabili kanamicin. V razliéne sorte krompirja (Désirée,

Igor in Pentland) smo vstavili gen za GFP protein.

Tabela 6: Stevilo transformiranih, kalusiranih izse¢kov in izse¢kov s poganjki po Transformaciji 1,
sort Désirée, Igor, Pentland in Sante.

Datum oz. stevilo Sorta Skupno $t. vseh St. kalusiranih | St. izse¢kov

dni po transformaciji | krompirja transformiranih izse¢kov | izseckov s poganjki

15.10.2008 Désirée 27 21 6

47 dni Igor 7 3 0
Pentland 325 156 16

23.10.2008 Désirée 27 22 17

55 dni Igor 7 2 0
Pentland 325 200 17

29.10.2008 Désirée 27 23 17

61 dni Igor 7 2 0
Pentland 325 217 53
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Tabela 7: Odstotek (Stevilo) izseckov, ki so kalusirali sort Désirée, Igor in Pentland.

SORTA Datum oziroma $tevilo dni po
transformaciji

15.10.2008 = 47dni | 29.10.2008 = 61 dni
Désirée | 78% (21 od 27) 85% (23 od 27)
Pentland | 48% (156 od 325) 67% (217 od 325)
Igor 43% (30d 7) 29% (2 0d 7)

Slika 25 prikazuje odstotek izsec¢kov, ki so kalusirali 42 dni po transformaciji in 56 dni po
transformaciji. Pri sortah Désirée in Pentland se je Stevilo kalusov povecevalo, medtem ko

je pri sorti Igor eden izmed kalusov v tem ¢asu propadel.
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Slika 25: Kalusiranje izseckov, po poskusni transformaciji, prikazano v odstotkih. V modri barvi je odstotek
kalusiranih izsec¢kov 42 dni po transformaciji, v zeleni pa 56 dni po transformaciji.
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Tabela 8: Odstotek (Stevilo) izseCkov s poganjki sort Désirée, Igor in Pentland.

SORTA Datum oziroma $tevilo dni po
oo transformeciji
15.10.2008 = 47dni | 29.10.2008 = 61 dni
Désirée 22% (6 od 27) 63% (17 od 27)
Pentland | 5% (16 od 325) 16% (53 od 325)
Igor 0% 0%

Uspesnost transformacije 1 je prikazana na sliki 26 (odstotek transformiranih izse¢kov, iz

katerih so se razvili poganjki). Najuspesnejsa je bila transformacija sorte Désirée, saj je po

56 dneh, pognalo poganjke 63% vseh transformiranih izse¢kov. Pri sorti Pentland je bila

transformacija manj uspeSna 16%, medtem ko po 56 dneh, pri sorti Igor nismo dobili niti

enega poganjka. Vzrok za tako slab rezultat transformacije sorte Igor je lahko v zelo

majhnem Stevilu transformiranih izseckov, ter verjetno v neprimernem postopku za to

sorto.
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Slika 26: V odstotkih prikazana tvorba poganjkov pri transformiranih izsecki krompirja. Modra barva prikazuje
odstotek transformiranih izseckov, na katerih so se 42 dni po transformaciji razvili poganjki. Zelena barva pa

prikazuje pdstotek izseckov, na katerih so se razvili poganjki 56 dni po transformaciji.
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4.1.3. Transformacija 2: 5.12.2008

Transformacijo 2 smo izvedli na krompirju sorte Désirée. Za transformacijo smo uporabili
bakterijo A. tumefaciens sev LBA4404 s tremi razlicnimi plazmidnimi vektorji: pMDC32
(slika 7), pMDCS85 (slika 8) in pMDC110 (slika 9). Plazmid pMDC32 je vseboval gen za
1,3—p—glukanazo razreda 111, plazmid pMDC85 gene za 1,3—-B—glukanazo v fuziji z GFP in

plazmid pMDC110 promotor 1,3——glukanaze razreda IlI.

Tabela 9 prikazuje rezultate transformacije 2, na slikah 24, 25 in 26, pa so rezultati

predstavljeni tudi grafi¢no.

Tabela 9: Uspesnost transformacije 2 za sorto Désirée (1 — vsi nastavljeni izsecki na ploséah, 2 - §t.

kalusiranih izse¢kov, 3 - §t. izseCkov s poganjki, 4 - tevilo poganjkov prestavljenih v posode).

GEN Stevilo dni po transformaciji
77 98 119
Stevilo | % | Stevilo | % | Stevilo | %
GLU PROM | 1| 590 590 590
2|74 12,5| 98 16,6 | 98 16,6
3|0 0 29 49 | 29 4,9
4 8 14 | 8 1,4
GLU 1| 639 639 639
2199 15,5 | 133 20,8 | 133 20,8
3|0 0 42 6,6 | 42 6,6
4 18 2,8 | 18 2,8
GLU+GFP | 1| 621 621 621
2| 182 29,3 | 207 33,3 | 207 33,3
3|10 0 106 17,1 | 106 17,1
4 77 12,4 | 77 12,4
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Na sliki 27 je prikazano Stevilo izseckov sorte Désirée, ki so imeli kaluse. Rezultat je enak
tako po 98, kot tudi po 119 dneh po transformaciji. Najvisji odstotek (33,3%) in hkrati tudi
najvecje Stevilo izseckov (207), ki so kalusirali smo opazili pri transformaciji z bakterijo,
ki je vsebovala plazmidni vektor pMDCS85 in na njem gene za 1,3—p—glukanazo v fuziji z
GFP. Srednje dobro so kalusirali izsecki transformirani z bakterijo, ki je vsebovala
plazmidni vektor pMDC23 in na njem gene za 1,3—3—glukanazo razreda I1l. V tem primeru
je kalusiralo 133 izseckov od skupaj 639 izseckov, kar predstavlja 20,8 odstotka vseh
transformiranih izseCkov. Najslabsi rezultat je bil pri transformaciji z bakterijo, Ki je
vsebovala plazmidni vektor pMDC110 in na njem gene za promotor 1,3—f-glukanaze
razreda 11, kar pomeni, da je kalusiralo 16,6 odstotka vseh transformiranih izse¢kov, to

pomeni 98 izseckov od skupno 590.
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Slika 27: Stevilo izseckov transformiranega (z razlicnimi konstrukti) krompirja sorte Désirée, ki kalusirajo.
Prvi stolpec ponazarja rezultate transformacije sorte Désirée z geni za promotor 1,3—-f—glukanaze razreda
I11. Drugi stoplec predstavljajo rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—f—glukanazo razreda Ill,
tretji stolpec pa rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—-f—glukanazo v fuziji z GFP.
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Na sliki 28 je prikazano $tevilo izseCkov sorte Désirée, iz katerih so zrasli poganjki po 98
dneh, rezultat pa je bil enak tudi po 119 dneh. Najve¢ poganjkov, in sicer kar 106, smo
nasteli pri izseckih, ki so bili transformirani z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor
pMDCS8S5 in na njem gene za 1,3—p—glukanazo v fuziji z GFP. Mnogo manj poganjkov (42)
smo opazili pri izseCkih transformiranih z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor
pMDC23 in na njem gene za 1,3-p—glukanazo razreda Ill. Najmanj poganjkov pa smo
zabelezili pri izseckih transformiranih z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor
pMDC110 in na njem gene za promotor 1,3—p—glukanaze razreda Ill, in sicer je imelo

poganjke le 29 izseckov, kar predstavlja le 4,9 odstotka vseh transformiranih izse¢kov.
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Slika 28: Stevilo izseckov transformiranega Krompirja sorte Désirée s poganijki. Prvi stolpec prikazuje
rezultate transformacije sorte Désirée z geni za promotor 1,3—f—glukanaze razreda I1l. Drugi stoplec
predstavljajo rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—f—glukanazo razreda 11, tretji stolpec pa
rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—f—glukanazo v fuziji z GFP.
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Slika 29 prikazuje stevilo izseckov transformiranega krompirja sorte Désirée, na katerih so
do dne 3.4.2009 (119 dan po transformaciji), zrasli dovolj veliki poganjki, primerni za
locitev od kalusa oziroma za prestavitev v novo gojis¢e. Najve¢ poganjkov primernih za
lo¢itev od kalusa smo dobili pri transformaciji z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor
pMDCS85 in na njem gene za 1,3—p—glukanazo v fuziji z GFP in sicer 12 odstotkov vseh
transformiranih izsec¢kov, kar pomeni 77 novih transformiranih rastlin. 18 poganjkov smo
dobili s transformacijo z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor pMDC23 in na njem
gene za 1,3-p—glukanazo razreda Ill. Najmanj poganjkov primernih za lo¢itev od kalusa
(8) pa smo dobili pri transformaciji z bakterijo, ki je vsebovala plazmidni vektor

pMDC110 in na njem gene za promotor 1,3—p—glukanaze razreda Ill.
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Slika 29: Stevilo izseckov transformiranega krompirja sorte Désirée, na katerih so do 119 dneva
transformacije, zrasli dovolj veliki poganjki, primerni za locitev od kalusa. V prvem stolpcu so prikazani
rezultati transformacije sorte Désirée z geni za promotor 1,3-p—glukanaze razreda Ill. Drugi stoplec
predstavljajo rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—f—glukanazo razreda 11, tretji stolpec pa
rezultati transformacije sorte Désirée z geni za 1,3—f—glukanazo v fuziji z GFP.z geni za 1,3—-f—glukanazo v
fuziji z GFP.
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4.1.4. Transformacija 3: 21.1.2009

Transformacijo 3 smo izvedli na krompirju sort Sante in Igor.

Sorto Sante smo transformirali z bakterijo A. tumefaciens sev LBA4404, ki je vsebovala
plazmidni vektor pMDC 32 in gen za 1,3——glukanazo razreda IlI.

Sorto Igor pa smo transformirali z A. tumefaciens sev LBA4404, ki je vsebovala plazmidni
vektor pMDC110 in promotor 1,3—p—glukanaze razreda Il1.

V preglednici 10 so prikazani rezultati transformacije 3. 58 dni po transformaciji 411
izseCkov sorte Sante, smo dobili le en poganjek, med tem ko smo po 79 dneh dobili 4, kar
predstavlja manj, kot en odstotek. Pri transformaciji sorte Igor, pa je bila uspeSnost Se
slabsa, saj smo od 389 transformiranih izseCkov, po 79 dneh dobili le 2 poganjka, ki pa sta

ob lo¢itvi od kalusa in prestavitvi v epruveti propadla.

Tabela 10: Uspesnost transformacije 3 (1 — vsi izsecki na plos¢i, 2 - $t. kalusiranih izseckov, 3 - §t.
izseckov s poganjki).

Sorta krompirja / Stevilo dni po transformaciji
GEN 37 58 79
Stevilo | % Stevilo | % Stevilo | %
Sante / GLU 1411 411 411
2 109 26,5 | 111 27 57 13,9
310 0 1 02 |4 1
Igor / GLUPROM |1 | 389 389 389
383 98,5 | 389 100 | 316 81,2
310 0 1 03 |2 0,5
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Na sliki 30 je prikazano Stevilo izseCkov, ki kalusira oziroma ima poganjke. Jasno se vidi,
da kalusira zelo velik delez izseCkov sorte Igor in precej manj izseCkov sorte Sante. 37 dni
po transformaciji, so zasnove kalusov kazali prav vsi izsecki sorte Igor, vendar pa je nato
nekaj izseCkov propadlo. V 79 dnevu po transformaciji je kalusiralo Se 316 od skupno 389
izseCkov. Presenetljivo je nizko kalusiranje sorte Sante. 79 dni po transformaciji je

kalusiralo le Se 57 od skupno 411 izseckov.

Slika 30 prikazuje tudi Stevilo izseCkov s poganjki. Poganjkov je bilo pri obeh sortah
izredno malo. Pri Igorju smo 79 dni po transformaciji opazili le dva poganjka, pri sorti

Sante, pa skromne 4 poganjke.
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Slika 30: Uspesnost transformacije 3. Pod stevilko 1 so predstavijeni vsi izsecki. Pod stevilko 2 so
predstavijeni izsecki, ki so kalusirali. Pod Stevilko 3 pa so predstavljeni izsecki, ki so imeli poganjke. Z modro
barvo so na grafu predstavijeni izsecki sorte Sante , ki so bili transformirani z genom za 1,3-8-glukanazo
razreda lll. Z zeleno barvo pa so predstavijeni izsecki sorte Igor, ki so bili transformirani z promotor 1,3-f-
glukanaze razreda Ill.
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4.2. TESTIRANJE REGENERIRANIH RASTLIN

Za testiranje potencialno transgenih rastlin smo uporabili metodo s katero smo preverili, ¢e
so rastline transformirane na DNA nivoju. Uporabila se je analiza qPCR za 35S promotor.
S tem smo hitro potrdili, da so rastline transformirane, kajti vse testirane rastline so

vsebovale 35S promotor.

Analizo gPCR za 35S promotor so izvedli na Institutu za biologijo na oddelku za
biotehnologijo in sistemsko biologijo.

Analizirali smo 60 domnevno transformiranih rastlin. Vsi testirani vzorci so bili pozitivni

na DNA nivoju.
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5. RAZPRAVA

Namen naSega dela je bila transformacija in regeneracija krompirja sort Désirée, Igor,
Sante in Pentland, s poudarkom na sorti Désirée. V omenjene sorte krompirja smo vnasali
gene za P—glukanazo. p—glukanaze imajo pomembno vlogo pri Sirjenju virusa PVY po
rastlini (Beffa in Meins, 1996). Rastline smo transformirali z namenom, da se kasneje
uporabijo za funkcijsko analizo vstavljenih genov, saj so te tri sorte razlicno odporne na

virus.

Krompir ima visoko hranilno vrednost in je enostaven za proizvodnjo, zato je eden izmed
prvih in glavnih kandidatov za izboljSanje pridelka s pomocjo tehnik rastlinske
biotehnologije (Banerjee in sod., 2006). Désirée je sorta krompirja, ki je zelo pogosto
uporabljena v rastlinski biotehnologiji in najpogosteje uporabljena sorta krompirja za
transformacijo, saj je zelo odzivna v in vitro sistemih (Beaujean in sod., 1998). Sante je
sorta, ki je odporna na virus PVY. Igor pa je slovenska sorta krompirja, Ki je izredno
ob&utljiva na virus PVY. Virus PVY"™ je tudi glavni vzrok, da je bila izjemno priljubljena

sorta Igor, leta 1988 umaknjena iz pridelave (Sluga, 1994).

Za transformacijo krompirja smo uporabili stebelne internodije. 1z vecine objavljenih
postopkov za transformacijo na stebelnih internodijih je razvidno, da so uporabljali cele
internodije, medtem ko so Beaujean in sod. (1998) internodije vzdolZzno prerezali,
uspesnost transformacije pa je bila tako pri sorti Désirée kar 88,7%, pri sorti Bintje pa celo
Se visja (95,2%). V nasem primeru smo uporabili cele internodije. Nekatere izmed nasih
rastlin so imele tako drobna stebla, da bi bilo rezanje na polovico praktiéno nemogoce.
Sklepamo lahko, da k uspe$nosti transformacije pripomorejo prav prerezani internodiji,
zaradi vecje izpostavljenosti povr§ine in zmoznosti infiltracije genov. Za transformacijo

rastlin se poleg stebelnih internodijev pogosto uporablja tudi listne izsecke.

Visser in sod. (1989) so za transformacijo krompirja uporabili tako stebelne internodije,
kot tudi listne izseCke, transformacijo pa so v obeh primerih izvedli pod enakimi pogoji. V
zacetku (po enem mesecu) je kazalo, da bo uspesnejSa transformacija listnih izseckov,

vendar pa se je kasneje izkazalo, da je bila transformacija internodijev celo uspesnejsa od
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transformacije listnih izseckov. Za transformacijo s stebelnimi internodiji smo se odlo¢ili,
ker je v primerjavi s transformacijo z listnimi izsec¢ki enostavnejSa, poleg tega pa So
stebelni internodiji manj obcutljivi na poSkodbe med postopki manipulacije, te poskodbe
pa lahko wvplivajo na uspes$nost transformacije oziroma zmanjSajo njeno frekvenco
(Beaujean in sod., 1998). Mlakar Medved (2002) v svojem diplomskem delu navaja, da so
za transformacijo sorte Désirée primerni tako izsecki internodijev, kot tudi listov, medtem
ko so ugotovili, da so za transformacijo sorte Igor primerne;jsi izsecki listov. Strucl (2000)
pa v svojem diplomskem delu opisuje, da je bila transformacija krompirja sorte Igor,
izvedena na izseCkih internodijev uspesSnejSa od transformacije izvedene na izseCkih
srednjih delov lista. Te trditve so v nasprotju s trditvami Mlakar Medvedove (2002).
Vzroke za to lahko i8¢emo v razlicnih gojis¢ih, kajti uporabili in preizkusali sta razlicna

gojisca, ki lahko zelo razli¢no vplivajo na izsecke.

Za gensko transformacijo rastlin in rastlinskih celic je bilo uporabljenih ze mnogo razli¢nih
postopkov, najpogosteje uporabljena tehnika pa je metoda z agrobakterijo (A. tumefaciens,
A. rhizogenes, A. rubi) (Fraley in sod., 1986). Transformacija z agrobakterijo je pogosto
oznaCena, kot najprimernejSa metoda za transformacijo Stevilnih rastlinskih vrst. V
primerih, ko sistem z agrobakterijo ni ucinkovit, pa se uporabijo biolisticne tehnike.
Romano in sod. (2001) so razvili postopek za transformacijo krompirja z obstreljevanjem z
gensko pistolo, vendar pa je bil premalo ucinkovit v primerjavi s postopki z agrobakterijo.
Ob tem pa se pojavljajo namigovanja, da bodo biolisticne metode oziroma metode z
obstreljevanjem z gensko piStolo pogosteje uporabljane v prihodnosti, ko bo v rastline
Krompirja potrebno vnesti ve¢ genov hkrati, kar pa je v sistemih z agrobakterijo zelo tezko

izvedljivo.

Za transformacijo rastlin krompirja, smo se odlo¢ili za postopek z bakterijo A. tumefaciens,
ki je najpogosteje uporabljena vrsta agrobakterije pri transformacijah, ¢eprav so bile v
preteklosti uspesno uporabljene tudi A. rhizogenes in A. rubi (Ooms in sod., 1983). A.
tumefaciens se je ze leta 1988 izkazala kot u¢inkovita pri transformaciji krompirja sorte

Désirée (Tavazza in sod., 1988).
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Postopek transformacije z bakterijo A. tumefaciens je sestavljen iz ve¢ stopenj, kot so
priprava vektorskega konstrukta, priprava bakterijske suspenzije za transformacijo, gojenje
rastlin — krompirja, transformacija, prestavljanje izseCkov na sveze gojisce, selekcija

transformiranih rastlin, fenotipsko in genotipsko spremljanje transgena.

Kot vektorje smo uporabili binarne vektorje: pMDC32, pMDCS85 in pMDC110. Ti binarni
vektorji omogocajo hitro in zanesljivo kloniranje. Omenjeni vektorji vsebujejo 35S CaMV
promotor, ki je zelo ucinkovit v transgenih rastlinah (Weems, 2006). Poleg tega nosijo
vektorji tudi zapis za odpornost na antibiotika higromicin in kanamicin. Kanamicin je bil
na plazmidu, v regiji, ki se ne vklju¢i v rastlino, zato smo za selekcijo transformant
uporabljali le higromicin. Agrobakterija, ki je bila transformirana je prav tako nosila
odpornost proti higromicinu ali kanamicinu, kar je njena prednost, da lahko raste na
selekcijskem gojis¢u. Pri tem pa je potrebno paziti na okuzbe s transformiranimi
bakterijami, zato smo izsecke prestavljali na gojiS¢e z antibiotiki, ki preprecujejo njeno
rast. Uporabili smo antibiotika vankomicin in klaforan. Klaforan sodi v skupino
baktericidnih antibiotikov in je antibiotik Sirokega spektra, ki penetrira celicno steno
bakterije in s tem povzroc€i lizo celice (Christian in Christian, 1997). Klaforan ze v nizjih
koncentracijah deluje proti po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam,
medtem ko vankomicin deluje le proti po Gramu negativnim bakterijam (Da Silva in
Fukai, 2001).

Visser in sod. (1989) so preverili tudi, kako se spremeni frekvenca transformacije, ¢e se
izsecke takoj po namakanju v suspenziji bakterijske kulture prestavi na selekcijsko gojisce.
Ugotovili so, da je frekvenca transformacije tudi do 9-krat nizja, kot v primeru, ko so
izsecke Se nekaj dni pustili na gojiscu brez selekcije. Tudi v naSem primeru, smo izsecke 2
dni pustili na gojiscu brez selekcije in jih Sele nato prestavili na gojisce s selekcijo. S tem

smo predvidoma izboljsali frekvenco transformacije.

Za transformacijo razli¢nih sort krompirja, smo uporabili bakterijo A. tumefaciens, sev
LBA4404 (Invitrogen), ki je najpogosteje uporabljan sev za transformacijo krompirja,
vendar pa so Banerjee in sod. (2006), v poskusu uporabili sev GV2260, za katerega so

dokazali vec¢jo u€inkovitost transformacije.
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Tavazza in sod. (1988) so izvedli transformacijo z bakterijo A. tumefaciens seva LBA4404,
na listnih izseckih krompirja sorte Désirée. Ugotovili so, da so pogoji v katerih raste
kultura zelo pomembni za ucinkovitost transformacije. Glavne ugotovitve so bile, da
razli¢na sestava gojis¢ vpliva na ¢as v katerem si transformirana tkiva opomorejo in se
regenerirajo, opazili so tudi u€inek razli¢nega inkubacijskega Casa, saj je podaljSanje le
tega, zelo zmanjSalo frekvenco transformacije, poleg tega pa so zakljucili tudi, da naj
gostota in starost bakterij ne bi bistveno vplivala na potek transformacije. Na stopnjo
transformacije so v omenjenem poizkusu vplivali tudi fizikalni pogoji v katerih so bile
rastline gojene ter tudi starost izhodnih rastlin. Pri rastlinah starejsih od 3 tednov in pri
temperaturah vi§jih od 19 °C, so opazili precej slabso regeneracijo. Po dveh tednih gojenja
na gojiscu z rastnimi regulatorji in antibiotiki so pri 52% izseckov opazili kalusiranje, po
3-4 tednih pa so priblizno pri 23% vseh listnih izseckov opazili prve poganjke. V
povprecju je vsak izseCek imel 3-4 poganjke. Mi smo pri transformaciji 2 uporabili
poganjke sorte Désirée, stare 17 dni, med tem, ko mo pri transformaciji 3 uporabili precej
starejSe poganjke. Pri transformaciji 3 smo uporabili 27 dni stare poganjke sorte Sante in
Igorja. Tako stare poganjke smo morali uporabiti zaradi mnogo pocasnejSe rasti rastlin v
zimskih mesecih. V starosti teh poganjkov, pa lahko najdemo dadaten vzrok, za slabse

uspelo transformacijo 3.

Ishige (1995) je prouceval uspesnost transformacije pri krompirju ob uporabi selekcijskih
antibiotikov kanamicina in higromicina. Ugotovil je, da so se transformante uspeS$no
regenerirale na selekcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 100 mg/L kanamicina in le 10 mg/L
higromicina. Poleg tega ni zaznal lazno pozitivnih oziroma »pobeglih« mutant. V nasem
primeru smo uporabili enako koncentracijo kanamicina (pri transformaciji 1) in 2 krat visjo
koncentracijo higromicina (20 mg/L) (pri transformaciji 2 in 3), ki so jo kot optimalno
navedli Franklin in sod. (2007).

Franklin in sod. (2007) so testirali razli¢ne koncentracije (0, 15, 20, 30, 50 mg/L)
higromicina za selekcijo transformiranih rastlin. Ugotovili so, da so netransformirani
izsecki propadli pri koncentracijah nad 15 mg/L. Posledi¢no so za optimalno koncentracijo

dolocili 20 mg/L higromicina. Poleg tega so ugotovili tudi, da higromicin uspesno deluje
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tudi pri dvokali¢nicah, kajti pred tem so ga uporabljali le za selekcijo transformant pri
enokali¢nicah. Franklin in sod. (2007) so dokazali tudi, da je ucinkovitost selekcije s
higromicinom odvisna tudi od ¢asa prestavitve izseckov na selekcijsko gojisce. V primeru,
ko so izseCke prenesli na selekcijsko gojisc¢e s higromicinom 2 dni po transformaciji je
kalusiralo 15% izsec¢kov Sele po 10-ih tednih, poganjki pa so se iz kalusov razvili Sele po
6-9-1ih mesecih, uspesnost je bila zelo nizka, kar nakazuje, da je higromicin v primerjavi s

kanamicinom mnogo bolj unicujo¢ antibiotik za rastline.

Glede na rezultate, ki so jih dobili Franklin in sod. (2007) in Ishige (1995), bi lahko
uporabili nekoliko nizjo koncentracijo higromicina, s tem bi verjetno dobili vecje Stevilo
rastlin, vendar pa bi se verjetno povisalo tudi Stevilo netransformiranih poganjkov. V
naSem primeru smo se odlocili za vi§jo koncentracijo antibiotika in si s tem prihranili nekaj
Casa, kajti na$ cilj ni bil pridobiti vecje koli¢ine transformant, temve¢ le nekaj

transformant, ki bi jih kasneje lahko uporabili za Studij vstavljenih genov.

Petti in sod. (2009) so izvedli transformacijo sorte Désirée na stebelnih internodijih. Za
selekcijo so uporabili antibiotik kanamicin v ekstremno nizki koncentraciji (0,05 mg/L),
kar je vodilo do zmanjSanega selekcijskega pritiska in posledi¢no se je zelo povecalo
Stevilo netransformiranih poganjkov. V naSem primeru pa smo uporabili kar 200-krat vi§jo
koncentracijo kanamicina. Mogoc¢e bi bilo smiselno preizkusiti nekoliko manjse

koncentracije, saj bi s tem lahko dosegli visjo frekvenco transformacije.

Ibrahim in sod. (2002) so najprej porocali o 56% regeneraciji poganjkov pri transformaciji
krompirja, ob regeneraciji na selekcijskem gojis¢u z antibiotikom kanamicin. Kasnejse
analize pa so pokazale, da je bila dejanska uspesnost te transformacije le 5%, saj so bili
poganjki vec¢inoma netransformirani. Vzrok za tako velik odstotek netransformiranih
poganjkov pa so pripisali nestabilni integraciji nptll gena ali pa je bilo izrazanje gena

onemogoceno zaradi notranjih delecij.

Saker (2003) je porocal o lazno pozitivnih mutantah, tudi v primeru, ko so uporabili letalne

doze kanamicina. V istem clanku, navaja 5% frekvenco transformacije internodijev
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krompirja Désirée. Nekatere druge raziskave navajajo nekoliko nizjo (2,3%) (Visser,

1991), druge spet precej visjo (15%) frekvenco transformacije (Trujillo in sod., 2001).

V nasem primeru, smo dosegli zelo visoko uspesnost transformacije pri transformaciji 1, ki
je bila po dveh mesecih kar 63%. Pri tem moramo upostevati, da poganjkov nismo locili od
kalusa ter jih prestavili na novo gojisce, kar bi verjetno nekoliko znizalo odstotek
uspesnosti. Kajti pri nasih kasnejsih transformacijah smo ugotovili, da nekateri poganjki
lepo uspevajo na kalusu, kasneje po locitvi od kalusa in prestavitvi v novo gojis€e pa

propadejo. Uspesnosti prav tako nismo preverili na genomskem nivoju.

Glede na rezultate, ki smo jih dobili ob transformaciji sorte Désirée, lahko ugotovimo, da
na uspesnost transformacije vpliva mnogo dejavnikov, ki imajo skupaj zelo mocan vpliv.
Eden izmed teh dejavnikov je zagotovo tudi genski konstrukt, ki ga vnaSamo. To nam
nakazujejo rezultati transformacije 2 (slika 25, 26 in 27), kjer lahko opazimo razmeroma
veliko razliko med rastlinskimi izsecki, ki so bili pripravljeni hkrati in tudi transformirani
isti dan, z bakterijami A. tumefaciens, s selekcijo na isti antibiotik — higromicin, torej z
enakim selekcijskim gojis¢em, ki smo ga pripravili istoCasno, razlika je le v razlicnih
genskih konstruktih. 1z rezultatov lahko razberemo, da se je v nasem primeru najbolje
izkazal plazmid pMDCS85, ki je vseboval gen za 1,3- B glukanazo razreda III v fuziji z
GFP, srednje dobro se je transformiral plazmid pMDC32 z genom za 1,3- B glukanazo

razreda III in najslabs$e plazmid pMDC110 s promotorjem 1,3- B glukanaze razreda IlI.

Visser in sod. (1989) navajajo, da ima tudi letni ¢as zelo velik vpliv na transformacijo.
Dokazali so, da so frekvence transformacij v ¢asu pomladi mnogo visje, kot tiste v ¢asu
jeseni ali zime. Zanimivo pa je tudi to, da je na kontrolnih izs¢kih na gojicu (brez
antibiotika) v vsakem letnem ¢asu nastalo enako Stevilo poganjkov. Iz tega se lahko sklepa,
da je slabsi rezultat v jesenskih in zimskih mesecih posledica fizioloskega stanja rastline v
kombinaciji s stresom, ki ga povzro¢i antibiotik. V naSem primeru je razvidno, da je
poizkusna transformacija, ki smo jo izvedli pozno poleti (29.8.2008), dala mnogo boljse
rezultate, kot naslednji dve transformaciji, ki sta bili izvedeni sredi zime (5.12.2008 in
21.1.2009). Iz tega lahko zaklju¢imo, da je v nasem primeru k precej slabSemu rezultatu

transformacije v zimskih mesecih, prav gotovo pripomogel tudi vpliv letnega casa.
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Igor je Slovenska sorta krompirja, ki je izjemno obcutljiva na virus PVY in jo zaradi
visoke obcutljivosti ze od leta 1988 ni ve¢ na nasih poljih. O transformaciji sorte Igor je
zelo malo informacij. Stani¢ Racman in sod. (2001) so v rastline sorte Igor vnesli gene, ki

YN™ in pridobili ve¢ transgenih linij, ki so bile

so vsebovali plaséni protein virusa PV
razli¢no dovzetne za okuzbo z virusom PVYN™". Vendar so uporabili drug postopek

transformacije, ter drugacno gojisce.

Znano je, da zaradi svoje izredne obcutljivosti sorta Igor ne prenese tako velikih
koncentracij antibiotika, kot ostale sorte krompirja. Strucl (2000) v svojem diplomskem
delu navaja, da je najboljSa regeneracija uspela na gojis¢u z nizjo koncentracijo

kanamicina (20 mg/I).

Znano je, da je higromicin agresivnej$i antibiotik od kanamicina. Za dolocitev
koncentracije higromicina v selekcijskem gojiscu, za transformirane izseCke krompirja
sorte Igor, smo dolo¢ili s pomo&jo razmerja, ki ga navaja Strucl (2000) v svoji diplomi.
Zaradi agresivnosti higromicina, pa smo poskusno poleg osnovne koncentracije
higromicina, ki je znasSala 4 mg/l, pripravili polovico gojis¢a Se z dvakrat nizjo
koncentracijo higromicina (2 mg/l). Med izsecki na obeh gojiS¢ih Zcvh I nismo opazili

vecjih razlik.

Pri vseh treh transformacijah smo dobili preko 250 poganjkov, od tega smo jih preko 100
lo¢ili od kalusa in prestavili na sveze gojisce, jih zakoreninili in nato 60 najboljSih testirali
ter potrdili prisotnost vstavljenih genov na DNA nivoju. Nekatere izmed njih, se bodo

lahko uporabile za nadaljnje studije.
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6. SKLEPI

Binarni plazmidi pMDC32, pMDCS85 in pMDC110 so se izkazali za primerne za uporabo

pri transformaciji in za izrazanje zelenega gena v transformiranih rastlinah.

Izbran postopek transformacije, se je izkazal, kot primerrn za transformacijo rastlin

krompirja S. tuberosum, predvsem za sorto Désirée.

Transformacija sorte Igor s promotorjem 1,3-B—glukanaze razreda Il1, ni uspela, saj smo le

iz dveh transformiranih izseCkov dobili poganjka, ki pa sta kasneje propadla.

S transformacijo sorte Sante, smo pridobili tri (od petih) linij, ki povisano izrazajo gen za

1,3-B—glukanazo razreda Il1.

Rezultat transformacije sorte Désirée, je 16 linij s poveCanim izrazanjem 1,3-B—glukanaze
razreda Il1, 19 linij z vklju¢enim promotorjem 1,3-B-glukanaze razreda Ill in 25 linij s

povecCanim izrazanjem gena za 1,3-p glukanazo razreda III v fuziji z GFP.

Zaklju¢imo lahko, da je transformacija sorte Désirée in Sante uspela, vendar pa bi bilo v
prihodnje potrebno paziti na letni ¢as, v katerem se dela transformacija. Za sorto Igor pa bi
bilo mogoce smiselno metodo transformacije nekoliko optimizirati ali uporabiti drug
postopek. Igor je zelo obcutljiva sorta krompirja, zaradi Cesar je transformacija in kasneje

regeneracija zelo zahtevna in dolgotrajna.
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7. POVZETEK

Krompir je pomembna kulturna rastlina, Ki jo gojijo po vsem svetu.

PVYN™ virus, povzrota bolezen krompirja imenovano obrockasta nekroza gomoljev
(PTNRD). PTNRD se je prvi¢ pojavila v Evropi leta 1979 in se hitro razsirila prakti¢no po
vsem svetu. V Sloveniji se je pojavila leta 1988. To je bolezen, ki je pridelovalcem
krompirja po vsem svetu povzrocila zelo veliko Skode. Na okuzenih rastlinah se opaza
drasti¢no zmanjSanje pridelka in zmanjSano kvaliteto gomoljev.

B—glukanaze, so encimi, ki cepijo glukane. Dokazano je bilo, da imajo 1,3-B—glukanaze
pomembno vlogo pri Sirjenju virusa po rastlini. Rastline, ki imajo povecano izrazanje za
gene 1,3-B—glukanaze, vsebujejo visje koncentracije 1,3-B—glukanaz, ki olajsajo prehod
virusa preko plazmodezem in tako se virus laZje in hitreje razsiri po rastlini.

S pomo¢jo transformacije rastlin krompirja, razli¢nih sort, smo Zeleli pridobiti rastline, v
katerih bi se poviSano izrazali geni za 1,3-B—glukanaze in v katerih bi lahko spremljali
aktivnost promotorja 1,3-p—glukanaze. Poleg tega smo Zeleli vzpostaviti ué¢inkovit sistem
za transformacijo in regeneracijo tako sorte Désirée, kot tudi sort Igor in Sante.

Rastline krompirja sort Désirée, Igor in Sante smo transformirali z bakterijo A. tumefaciens
z razli¢nimi konstrukti.

Ugotovili smo, da je uspeSnost transformacije in regeneracije odvisna od mnogih
dejavnikov, kot so: sorta krompirja, letni Cas, v katerem se transformacija opravi,
konstrukt, ki se ga vstavlja, selekcijski antibiotik.

Kon¢ni rezultat naSega dela so tri transgene linije sorte Sante, ki pove€ano izrazajo 1,3-B—
glukanaze razreda Ill, 16 rastlin sorte Désirée s poveCanim izrazanjem 1,3-p—glukanaze
razreda 111, 19 rastlin sorte Désirée z vstavljenim promotorjem 1,3-B-glukanaze in 25
rastlin sorte Désirée s poveCanim izrazanjem gena 1,3-B—glukanaze razreda Il v fuziji z
GFP.

Transformacija sorte Igor s promotorjem 1,3-p—glukanaze, ni uspela, saj sta obe rastlini, po
prestavitvi v epruvete propadli.

Rastline, ki smo jih uspesno gensko spremenili, bodo lahko sluzile za nadaljnje Studije, kot

je na primer funkcijska analiza genov za 1,3-B—glukanazo.
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