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V letih 2010 in 2011 smo proucevali pospesitev postopkov generacijskega cikla krizanja
znotraj vrste pri oljnih buc¢ah Cucurbita pepo L. subsp. pepo var. stryriaca Grebens¢
(uporabili smo sorti 'GL Opal' in 'Slovenska golica') ter analizirali uspe$nost medvrstnega
krizanja med Cucurbita pepo 'GL Opal' in Cucurbita maxima 'No¢ ¢arovnic'. Izvedli smo
tri serije opraSevanja — Vv septembru 2010 ter februarju in maju 2011. Ves rastlinski
material je bil posajen v rastlinjaku, ki je bil poleti hlajen, pozimi pa ogrevan in umetno
osvetljevan. Z gojenjem bu¢ pozimi, v zavarovanem prostoru, smo Zeleli izkoristiti mrzel
del leta. Oprasevanje smo izvedli do 9:00 ure. Oprasitev je bila uspesna v 30 % do 60 %
uspesna. Plodove, stare od 19 do najve¢ 37 dni, smo pobrali in iz semen izolirali embrije,
ki smo jih proucevali z metodo in vitro reSevanja nezrelih embrijev. Za gojenje embrijev
smo uporabili E20A gojisée (povzeto po Sauton A., Dumas De Vaulx R. (1987)) in
modificirano gojis¢e Murashige in Skoog (1962), povzeto po Sisko (2003). Slednje se je
razlikovalo v stopnji iniciacije in prestavljanju embrijev. Najlazja je bila izolacija embrijev,
pri katerih je od oprasitve do izolacije preteklo med 3 in 4 tedne, vendar je bila
regeneracija starejSih embrijev hitrejSa. Regeneracija embrijev v mlade rastline je bila do
67 % uspesna. S postopki gojenja bu¢ v mrzli polovici leta in vkljucitvijo in vitro reSevanja
embrijev bi lahko v enem letu vzgojili 4 generacije bu¢. Uspes$nost medvrstnega kriZzanja
med C. pepo in C. maxima smo zeleli potrditi s pretocno citometrijo. Zaradi nejasnih
rezultatov smo izvedli Se sekvencno analizo ITS regij starSevskih rastlin (C. pepo 'GL
Opal', C. pepo 'Slovenska golica' in C. maxima No¢ ¢arovnic'). Rezultati so pokazali, da
ves uporabljen rastlinski material pripada vrsti C. pepo, kar pomeni, da je sorta No¢
carovnic' dejansko napacno deklarirana. To pojasni tudi nenavadno visoko kompatibilnost.
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In the years 2010 and 2011 the acceleration of generational cycle procedures of
interspecific hibridisation in oilseed pumpkins Cucurbita pepo L. subsp. pepo var.
stryriaca Grebens¢ (we used sorts 'GL Opal' and 'Slovenska golica’) was studied and
analyses regarding the successfulness of interspecific hibridisation between Cucurbita
pepo 'GL Opal' and Cucurbita maxima 'No¢ ¢arovnic' were performed. Three series of
pollination were carried out — in September 2011 and in February and May 2011. All the
vegetable material was planted in a greenhouse, which was cooled during summer and
heated and artificially lit during winter. The pumpkin cultivation during winter enabled us
to take advantage of the cold part of the year. The pollination was carried out until 9 a.m.
The successfulness of it turned out to be from 30 to 60 %. 19- to maximum 37-day-old
crops were collected and the embryos, observed with the method of in vitro immature
embryo saving, were isolated from the seeds. The culture mediums used to cultivate the
embryos were E20A (S. also Sauton A., Dumas De Vaulx R. (1987)) and the modified
culture medium Murashige and Skoog (1962), cit. in Sigko (2003). The latter differed in
the level of initiation and in transposition of the embryos. The easiest isolation occurred in
the embryos where 3 or 4 weeks had passed from pollination to isolation, but the
regeneration was faster in older embryos. The successfulness of the regeneration of
embryos into young crops was up to 67 %. By using the procedures of pumpkin cultivation
in the cold part of the year and by including the in vitro embryo saving, 4 pumpkin
generations could be cultivated. The successfulness of interspecific hibridisation of C. pepo
and C. maxima was to be confirmed with flow cytometry. Due to unclear results a
sequence analysis of the ITS parent plant regions (C. pepo 'GL Opal', C. pepo 'Slovenska
golica’ and Cucurbita maxima 'No¢ ¢arovnic') was additionaly performed. The results have
shown that all the used vegetable material belongs to the species C. pepo which means that
the sort 'No¢ carovnic' actually has an incorrect declaration. This also explained the
unusually high compatibility
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1 UVOD

Cas od oprasitve do nastanka ploda in viabilnih semen je pri bu¢ah dolgotrajen. V sklopu
Zlahniteljskih postopkov pogosto izvajamo samoopraSevanja in povratna krizanja, Kar
pomeni, da dolo¢ene lastnosti vnasamo z enega vira v drug genotip. Obicajno za vsak vnos
izvedemo pet generacij krizanj. V tem primeru je zazeleno, da je generacijski ¢as ¢im
krajsi.

V enem letu obicajno vzgojimo eno generacijo oljnih bug, saj izkoristimo le topli del leta.
Ce uvedemo $e vzgojo rastlin v hladnem delu leta v rastlinjaku s pomodjo ogrevanja,
osvetljevanja in nadziranja vlaznosti, lahko s tem pridobimo §e eno generacijo. S pomocjo
biotehnoloskih postopkov, zlasti z metodo in vitro reSevanja embrijev, lahko ta proces se
pospesimo. V tem primeru ni potrebno ¢akati na zrelost plodov in semen, kar zelo skrajsa
cikel od oprasitve do regeneracije nove rastline.

Pri diplomski nalogi smo se ukvarjali s pospesitvijo generacijskega ¢asa pri oljnih bu¢ah
Cucurbita pepo L. subsp. pepo var. styriaca GrebenS¢. pri razlicnih pogojih (letni ¢as,
zavarovan prostor). Vse te postopke smo nadgradili s prenosom nezrelih embrijev v tkivno
kulturo. Za poskus smo uporabili krizanje in metodo in vitro reSevanja nastalih embrijev
dveh sort vrste C. pepo.- 'GL Opal' (F1, Agrosaat), v nadaljevanju C. pepo 'GL Opal’, in
‘Slovenska golica' (Semenarna Ljubljana), v nadaljevanju C. pepo 'Slovenska golica'.

Dodatno smo preucili moznost medvrstnega krizanja med vrstama C. pepo 'GL Opal' in
Cucurbita maxima 'No¢ ¢arovnic' (F1, Semenarna Ljubljana), v nadaljevanju C. maxima,
ter spremljali u¢inek z metodo in vitro resevanja nezrelih embrijev. Uspe$nost medvrstnega
krizanja smo preverili z metodo preto¢ne citometrije in z molekulskimi metodami.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ROD Cucurbita L.

Rod Cucurbita L. spada v druzino Cucurbitaceae in obsega 5 kultiviranih in okoli 10 divjih
vrst (Ivancic, 2002). Te spadajo med eno najstarejSih vrst plodovk na svetu. Razlikujejo se
po obliki rasti (plezajoca ali sedeca rast), po obliki plodov (podolgovati, okrogli, ploscati,
gobasti, hruSkasti) in namenu uporabe (jedilne, krmilne, okrasne) (Osvald in Kogoj —
Osvald, 2003).

Kultivirane vrste so:

Cucurbita argyrosperma

Cucurbita ficifolia — smokvolista buca
Cucurbita pepo — navadna krmna buca
Cucurbita maxima — orjaska buca
Cucurbita moschata — muskatna buca

Cucurbita pepo L. subsp. pepo var. stryriaca Grebens¢. je poimenovanje za $tajersko oljno
buco, oljno golico. Njeni najpomembnejsi lastnosti sta visoka vsebnost olja in golo
(nelignificirano) seme (Ivancic¢, 2002). Poimenovanje je vpeljal Grebenscikov (1950).

Pri diplomski nalogi smo uporabili sorti 'GL Opal' in 'Slovenska golica' (obe sorti spadata
med oljne buce) in vrsto C. maxima, sorto 'No¢ ¢arovnic'.

'‘GL Opal' je izboljsan hibrid oljne buce, ki dosega vecje Stevilo plodov na hektar. Sorta je
odpornej$a na bu¢ni mozai¢ni virus kot ostale sorte. Plodovi zorijo enakomerneje ter so po
velikosti enaki (Oljne buce, 2011). 'Slovenska golica' je v Sloveniji najbolj razirjena sorta
oljnih bu¢. Poganja vreze, za rast pa potrebuje dobro pognojena tla. Zreli plodovi so
srednje veliki, plosc¢ato okrogli, rumeno - zeleno progasti (Plodovke, Buca Slovenska ...,
2011). Orjaska buca oz. C. maxima, ki jo zaradi uporabe imenujemo tudi 'No¢ ¢arovnic', je
hibrid, ki doseZze maso plodu do 8 kg. BuCe so okrogle oblike, oranzne barve, rahlo
rebraste. Uporablja se v prehrani (Plodovke, Buca 'No¢ ¢arovnic' ..., 2011).

Seme bu¢ kali pri minimalni temperaturi 14 °C, optimalna temperatura kalitve pa je med
22 - 24 °C. Za vegetativno rast je potrebna dnevna optimalna temperatura 25 - 27 °C ter
no¢na 15 - 18 °C. Minimalna temperatura vegetativne rasti ne sme pasti pod 12 °C, za
nastanek plodu pa pod 15 °C. Oljne buce lahko zaradi globokega koreninskega sistema
prenesejo kratka obdobja nizke temperature. Ustrezna vlaznost, primerna za oljne buce, je
do 80 % vlaznosti tal in do 70 % zra¢ne vlaznosti (Pavlek, 1985).
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Z gojenjem buc pod folijo ali steklom povecamo izkoristek son¢ne energije. Ta energija se
namre¢ pri prehodu skozi kritino (ob ogrevanju predmetov) in tal preoblikuje iz
kratkovalovnih svetlobnih zarkov v dolgovalovno toploto. To pride prav v zimskem casu,
ko je intenzivnost osvetlitve majhna, obenem pa s tem privar¢ujemo na toplotni energiji. S
samo uporabo pokrival nam pozimi ne uspe zavarovati obcutljivih rastlin pred zmrzaljo.
Celo v ogrevanem rastlinjaku je tezko ustvariti ugodno mikroklimo za uspeSen razvoj in
dobro rast gojenih rastlin. Prednost osvetlitve in ogrevanja se poleti spremeni v
neugodnost, saj so lahko temperature v zavarovanem prostoru previsoke (do 50 °C) za
normalno rast rastlin. Prostor je potrebno zraciti in senciti (Osvald in Kogoj — Osvald,
1994).

2.1.1 Cvetovi bu¢

Buce imajo najpogostej$o obliko spolne izrazenosti rastlin — monoecijo. To pomeni, da so
moski in Zenski cvetovi enospolni in na isti rastlini. Cvetovi so veliki in izrazito rumene
barve. Nahajajo se na kraj$ih ali dalj$ih pecljih, ki izraS¢ajo iz pazduh listov. Najprej se na
rastlini pojavijo moski cvetovi, nato Zenski, razmerje le-teh je odvisno od genetskega
ozadja rastline in okoljskih dejavnikov (Ivanci¢, 2002). Kalloo (1988) in Ugrinovi¢ (2000)
navajata, da se ve¢ zenskih cvetov razvije pri nizjih temperaturah, manjSem gnojenju z
duSikom, zadostnih koli¢inah vlage in ob krajSih dnevih.

Moski cvetovi imajo ¢aso, venec in moski spolni organ, v katerem se nahajajo medovniki.
Spominjajo na zvoncéasto obliko s petimi kraki, kar kaze na to, da so nastali s spojitvijo
petih venénih listov. Cvet ima tri prasnike s praSnicami, ki so spojene skupaj v eno
homogeno strukturo. Zenski cvetovi so na krajsih in debelejsih pecljih kot moski.
Sestavljeni so iz CaSe, venca, pesti¢a in medovnika. Vrat pestica je kratek in mesnat ter na
vrhu razcepljen v tri dele, ki jih zakljucujejo dvodelne brazde. Plodnica je podrasla
(epiginska), njena oblika je genetsko pogojena (Ivancic, 2002).

Cvetenje poteka le zjutraj, to se pravi nekaj ur v dnevu. Avtorji navajajo cvetenje od 5:30 -
6:00 do 12:00 ure (Nepi in Pacini, 1993). Na odpiranje cvetov vplivajo vlaga, temperatura
in son¢na svetloba. Pri toplejSih dnevih je odpiranje bu¢ zgodnejSe, pri hladnejSih in
dezevnih poznejse. Brazda pestica je v Casu cvetenja popolnoma dovzetna za pelod, kmalu
po oprasitvi pa postane svetlo rjava in zacne veneti (Ivancic, 2002).

2.1.2 Tehnika kriZanja

Zaradi loCenosti moskega in Zenskega cveta je krizanje pri bucah enostavno. Cvetove je
potrebno en dan pred odprtjem zapreti, da se cvet ne odpre in zZuZelke ne morejo vanj.
Vedeti moramo, kateri cvetovi se bodo odprli naslednji dan. Okoli cveta spnemo obrocek
iz papirja in ob tem pazimo, da ne poskodujemo cvetnega venca in spolnih organov.
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Oprasitev opravimo do desete ure naslednjega dne, v toplejsih dnevih Se bolj zgodaj. Cvet
previdno odpremo in z moSkim cvetnim organom podrgnemo po brazdah pestica ter
poNovNO zapremo s papirnatim obro¢kom. Zenski cvet opremimo z etiketo — napisemo
datum krizanja ter mosko in Zensko komponento (Ivanci¢, 2002). UspesSen razvoj plodu
lahko opazimo Ze po nekaj dneh (lastna opazanja).

Iz semenskih zasnov se po uspesni oprasSitvi razvijejo semena, iz plodnice pa plod. Slika 1
prikazuje znacilno razporejenost semenskih zasnov na razli¢nih prerezih plodnice.

Slika 1: Razporejenost semenskih zasnov na razli¢nih delih plodnice bu¢e (Nepi in Pacini, 2001: 30)

2.1.2.1 Medvstna krizanja in medvrstna inkompatibilnost

Medvrstna krizanja v rodu Cucurbita so uporabljena v primerih, ko Zelimo prenos lastnosti
iz ene vrste v drugo ali dolociti sorodnost med dvema vrstama (Kwack in Fujieda, 1987).
Lastnosti, ki jih najpogosteje Zelimo vnesti, SO barva in oblika plodov, povecana
produktivnost, odpornost na bolezni, prilagojenost na specificna okolja in kvaliteta plodov.
Te prenesemo iz divje ali kultvirane vrste v drugo kultivirano vrsto (Ferriol in Pico, 2008).
Pogosto se pojavi medvrstna inkompatibilnost.

Medvrstna inkompatibilnost je nesposobnost zdruzitve normalne moske z normalno zensko
gameto in s tem nastanka zigote. Najpomembnejsi vzrok za nenormalno zdruzitev je v
razlikah v rasti pelodne cevke med razlicnimi vrstami (predzigoti¢ne ovire), vendar se
lahko ovire pojavijo tudi pri oploditvi in po oploditvi (postzigoticne ovire) (Kwack in
Fujieda, 1987). Vse to lahko povzroc¢i plodove brez ali z malo semeni, ustavitev razvoja
semena ali sterilnost hibridne rastline (Sisko, 2002). Kwack in Fujieda (1987) poro¢ata 0
najpogostejsi postzigoticni oviri — neskladnosti med embrijem in endospermom. Razvoj
endosperma je bil pri medvrstnem kriZzanju bu¢ enak kot pri krizanju znotraj vrste, medtem
ko je bil razvoj embrija pri medvrstnem krizanju pocasnejsi. Razlike so bile tudi v velikosti
plodov. Avtorja navajata, da so bili plodovi medvrstnih krizancev veliki priblizno 800 g,
plodovi krizanja znotraj vrste pa okoli 1200 g. Za nastanek semen brez embrija je po
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njunem mnenju — poleg inkompatibilnost med embrijem in endospermom — vzrok e v
nepravilni kalitvi peloda, neuspesni oploditvi.

Bolj oddaljene evolucijske vrste je tezje krizati med seboj. Nekaj avtorjev poroca 0
uspelem krizanju med vrstama C. pepo in C. maxima.

Rakoczy-Trojanowska in Malepszy (1986) navajata, da je krizanje med C. maxima in C.
pepo mozno tedaj, ko za Zensko rastlino uporabimo C. maxima ali C. pepo. Omenjena
avtorja sta dobila 10 hibridnih rastlin C. maxima x C. pepo in 4 hibridne rastline C. pepo x
C. maxima. Rastline so bile povecini mosko sterilne.O sterilnosti potomcev pri krizanju C.
pepo in C. maxima porocata tudi Robinson in Decker-Walters (1997).

Rakoczy-Trojanowska in Malepszy (1989) sta zapisala tudi, da so embriji med C. pepo in
C. maxima imeli poveCane kotiledone ter albino obmoc¢ja in so bili brez vidnih
meristemskih oblik (visible meristem tips).

Prav tako o uspesnem krizanju med C. pepo in C. maxima poro&ajo Sisko in sod. (2003).
Uspesnost oprasitve je bila v primeru krizanja C. pepo x C. maxima 43,5 %, v primeru
krizanja C. maxima x C. pepo pa 36,6 % (Sisko, 2002).

2.1.3 Plod in seme

Plod, ki je zelo velik, uvrs¢éamo v skupino, imenovano pepo (zaprt so¢ni plod). V starejsi
literaturi ga uvrsc¢ajo med jagode. Plodovi se moc¢no razlikujejo med razli¢nimi vrstami po
obliki, velikosti in barvi (Sigko, 2002). Plod doseZe maksimalno velikost ze 16. dan po
oprasitvi (Nepi in Pacini, 2001).

Tudi seme se mo¢no razlikuje po velikosti, barvi, obliki, robu itd. Na splo$no so semena
ploscata in ovalna.

V plodu se v povpredju razvije ve¢ kot 200 semen, vendar so odstopanja. Ce je oploditev
na dan cvetenja slaba (malo oplojenih semenskih zasnov), se bodo razvili razli¢no
deformirani plodovi (manjsi, ukrivljeni ali na enem delu zozeni). Prav tako se opraSitev
lahko izvede en dan pred cvetenjem buce, vendar je v tem primeru Stevilo semen na plod
manjSe, prav tako je manjsi tudi plod. Tako je bila masa plodov analiziranih z Nepi in
Paccini (2001), katerih opraSitev je bila izvedena na dan odprtja cvetov, v povpreéju
1128,76 g, medtem ko je bila masa plodov oprasenih en dan pred odprtjem cvetov 941,56
g. V plodovih oprasenih na dan cvetenja je bilo v povpre¢ju 281,56 semen, pri tistih
oprasenih en dan pred cvetenjem pa 171,98 (Nepi in Paccini, 2001). Lelley in sod. (2009)
porocajo, da je Stevilo semen odvisno od Stevila semenskih zasnov (ovul). Ker oprasitev
nikoli ni 100-odstotna, je kon¢no Stevilo semen vedno manjse. Poroc¢ajo tudi, da je Stevilo
semen buc¢ odvisno od genotipa, v povprecju pa varira od 275 do 425 semen.
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Semena C. pepo so zascCitena z ovojem, ki vsebuje 5 celi¢nih plasti, pri ¢emer so najmanj 3
mocno lignificirane. Obstajajo mutante Styrian, katerih semenska lupina je popolnoma
brez vsebnosti lignina. Ker plasti celic ne vsebujejo lignina, posledi¢no propadejo. Izrazi se
plast s protoklorofilom (prekurzorjem Kklorofila), zato so nelignificirana semena bu¢ zelena.
Gen, ki omogoca nalaganja lignina v semenski lupini, je dominanten. V primeru krizanja
semen z lignificirano in nelignificirano semensko lupino dobimo razmerje 3:1 =
lignificirana semena:nelignificirana semena. Pri nelignificiranih semenih obstajajo
variacije semen z nizko vsebnostjo lignina. Odsotnost lignina postane vidna 20. dan po
oprasitvi (Lelley in sod., 2009).

2.2 Invitro RESEVANJE EMBRIJEV

Resevanje embrijev je in vitro metoda izolacije popolnoma ali delno razvitega embrija in
gojenje le-tega na hranljivem gojis¢u. Cilj uporabe te metode je vzgoja rastline.

Izolacija poteka v sterilnih razmerah. Obicajno je, da so plodovi v notranjosti sterilni, zato
je pri plodovkah dovolj, da steriliziramo zunanjost ploda ter nato ohranjamo sterilno
okolje. V primeru rastlin s prostimi semeni je te potrebno sterilizirati. Pri reSevanju
nedozorelih embrijev je izolacija iz ovule enostavna, saj so tkiva Se mehka. Pri semenu, ki
je zakljucil rast oz. smo ga celo posusili, je tkivo trdo, zato je potrebno nekajurno do
nekajdnevno tretiranje z vodo — odvisno od vrste. Embrije izoliramo in gojimo na
hranljivem gojis¢u. V gojiscu je potrebno optimizirati koncentracije hranil, mikro in makro
elementov, vitaminov in hormonov. Zakoreninjenje je neposredno, redkokdaj je potreben
tudi prenos na gojis€e za tvorjenje kalusa. Iz embrija se razvije rastlina, ki jo prenesemo v
obi¢ajen humus (Chawla, 2002).

2.2.1 Zgodovina

Prvi uspeSen poskus izolacije in vzgoje embrijev in vitro je uspel Hannigu (1902), ki je
preuceval embrije dveh kriznic — redkvice in hrena. Nato so se raziskave na tem podroc¢ju
stopnjevale. Leta 1924 je Dietrich vzgajal embrije in spoznal, da dozoreli embriji zrastejo
neposredno v rastlino prav tako kot nedozoreli. Imel je namre¢ pomisleke, da se bodo
nezreli embriji najprej razvili v zrel embrij in Sele nato v rastlino (Dietrich, 1924). Laibach
je nato leta 1925 medvrstno krizal dve vrsti lanu (Linum perenne in Linum austriacum) in
embrije gojil na vlaznem filtrskem papirju ob dodatku saharoze. Ta medvrstni krizanec
namre¢ ne razvije viabilnih semen, nedozoreli embriji pa so se na gojiscu razvili v rastlino
(Chawla, 2002). Castetter (1930) je med prvimi opisal medvrstno krizanje pri rodu
Cucurbita, tehnike kulture embrijev pa so prvi¢ v poskus z buc¢ami vkljucili in opisali leta
1954 (Wall, 1954).
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2.2.2 Nacini izolacije embrija

2.2.2.1 Izolacija popolnoma razvitega embrija

V primeru izolacije popolnoma razvitega embrija iz zrelega semena izoliramo dokon¢no
razvit embrij. To metodo uporabimo, kadar bi nezrel embrij, prenesen na gojisée, razvil
mehanizme dormance in ne bi rastel. Prav tako je tehnika uporabna, ¢e seme ne kali
normalno. Mehanizmi dormance semena niso prisotni v embriju, temvec v okoliSkem tkivu
(testi). Z izolacijo embrija se dormanca ne prenese (Chawla, 2002).

2.2.2.2 lzolacija delno razvitega embrija

Nerazvit embrij in vitro izoliramo v tistih primerih krizanj, pri katerih vemo, da embrij ne
bi dozorel zaradi ovir, ki nastanejo po oploditvi. Pojavi se nekompatibilnost med
endospermom ali semensko ovojnico in embrijem. Endosperm sicer oskrbuje embrij s
hranili, minerali in ostalimi snovmi, potrebnimi za njegovo rast, vendar lahko izlo¢a
toksine, ki negativno vplivajo nanj. Embrij moramo pravocasno odstraniti iz semena in
prenesti na hranljivo gojisce, ¢e ga Zelimo ohraniti pri Zivljenju (Chawla, 2002). Prav tako
izolacijo delno razvitega embrija uporabimo v primeru, ko zelimo skrajSati
medgeneracijski Cas.

2.3 IN VITRO RESEVANIJE EMBRIJEV PRI BUCAH

Pri bu¢ah se pogosto izvajajo zlahniteljski postopki, pri katerih prenesemo Zzelene gene iz
ene vrste v drugo vrsto. Pogosto se za skrajSanje cikla uporabi metoda reSevanja embrijev.

Pod mikroskopom so embriji vidni Zze 21. dan po oprasitvi. Pri krizancih znotraj vrste je
prisotnost embrija obi¢ajna, medtem ko je pri medvrstnih krizanjih embrij prisoten glede
na vrsto uporabljenih zenskih in moskih komponent (Kwack in Fujieda, 1987).

Sisko in sod. (2003) poroajo 0 gojenju embrijev na hranljivem gojiséu z dodatkom
Murashige & Skoog (v nadaljevanju MS) soli, 1 mg/Il nikotinske kisline, 2 mg/l tiamina, 1
mg/l piridoksina, 100 mg/l mio-inozitola, 15 g/l saharoze, 7 ¢/l agarja, pri pH=7.0.
Izolacija je potekala 29 - 36 dni po opraSitvi. Embriji dodani na omenjeno iniciacijsko
gojisce so bili po 10 - 14 dneh, ko so razvili kotiledone, prestavljeni na gojisce obogateno z
dodatkom 0,1 g/l kinetina in 0,01 mg/l indol ocetne kisline (IAA) ter poveCanjem
koncentracije saharoze na 20 g/l. Rast je potekala pri 15/9 fotoperiodi in pri temperaturi 21
- 23 °C in osvetlitvi 80 umol/mzs. Po 2 - 3 tednih so embriji razvili poganjke in korenine.

Rakoczy-Trojanowska in Malepszy (1986) za najboljsi Cas izolacije embrijev med C.
maxima in C. pepo (C. maxima kot zenska in moska komponenta) navajata ¢as 20 do 25
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dni po oprasitvi. V obeh primerih sta krizance pridobila s pomocjo tehnike reSevanja
embrijev. Uporabila sta gojisc¢e z dodatkom MS soli, v prvi fazi brez dodatka hormonov,
nato pa z dodatkom 1,5 mg/l avksina IAA za indukcijo rasti korenin.

Za in vitro reSevanje embrijev se prav tako uporablja gojis¢e E20A. Razvila sta ga Sauton
in Dumas De Vaulx (1987). Gojisce se razlikuje od obicajnega MS gojisc¢a predvsem po
dodanih aminokislinah.

2.4 BOLEZNIBUC IN SKODLITVCI

V rastlinjaku so buce izpostavljene predvsem povisani vlagi, ki omogoca optimalen razvoj
boleznim in skodljivcem.

Bolezni bu¢ so baterijskega, virusnega ali glivicnega izvora. Pojavijo se lahko Ze v Casu
vznika, povzrocajo jih talne glive iz rodu Pythium, Fusarium, Phytophthora ter Sclerotinia
sclerotium, Rhizoctonia solani (najpogosteje) in Thielaviopsis basicola. Najpogosteje se
organizmi razvijejo ob prenizki temperaturi in preveliki vlaznosti, saj sta vznik in kalitev
pocasna. V kasnejsih stadijih se pojavlja fuzarijsko in verticilijsko venenje bucnic, ki ga
povzrocajo nekatere glive iz rodu Fusarium in nekatere iz rodu Verticillium. Pojavljajo se
Se antraknoza, ki jo povzroca Colletotrichum orbiculare, krastavost, ki jo povzroca
Clodosporium cucumerinum, bela in ¢rna gniloba, katerih povzroditelja sta Didymella
bryoniae ter Sclerotinia sclerotiorum ter kumarna plesen, povzroena s
Pseudoperonosporo cubensis. Buc¢e prizadenejo Se pepelovka buénic, bakterijski ozig,
bakterijska ovelust ter nekaj virusov — mozaik bu¢, rumeni mozai¢ni virus buck, mozaik
lubenic itd. (Celar, 2000; Lelley in sod., 2009).

Skodljivci so nevarni predvsem pri pridelavi v zaprtih prostih. Med gospodarsko nevarne
Stejemo predvsem navadno prsico (Tetranychus urticae). Ti svetlorumeni, skoraj prozorni
Skodljivei unicijo rastlino do te mere, da listje porumeni in se posusi. Tezave povzrocajo
tudi listne usSi. Poleg morfoloskih motenj (zvijanje listov itd.) so listne usi nevarne tudi
zato, ker prenasajo viruse. Prav tako je tezaven rastlinjakov S$¢itkar (Trialeurades
vaporariorum), ki sesa rastlinske sokove, zato rastline zaostajajo v rasti. Na bu¢ah lahko
opazimo tudi resarje (tripse) in musice (Milevoj, 2000).

2.5 FIZIOLOSKE MOTNJE V RAZVOJU RASTLIN IN PLODOV BUC

Najpogosteje se pojavljajo tezave, povezane z oskrbo s hranili, reakcijo tal, vlago v tleh in
zraku, onesnazenostjo, temperaturo in osvetlitvijo. Napadene rastline so bolj dovzetne za
napade bolezni in skodljivcev.
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Prevec ali premalo posameznega hranila se pokaze v deformacijah in razbarvanju. Bucnice
so nasploh obcutljive tudi na vrednost pH, ki mora biti okoli 5,8-6,8. Pri pH, ki odstopa od
optimalnega, so hranila tezje dostopna, kar vodi tudi do odmiranja delov rastlin. Preobilno
gnojenje z dusikom lahko povzroci bujno vegetativno rast in zamakne cvetenje. Premalo
dusika lahko povzro¢i pocasnejSo rast, rumenenje starejsih listov in zaviranje razvoja novih
plodov. Pri pomanjkanju kalcija (Ca) se pojavi vrhnja gniloba ploda. Prvi znaki se
pokazejo kot prosojne rjave pege, ki se nadaljujejo v temnejSe vdrte pege. Ob napadu
bakterij in gliv se lahko razvije mokra gniloba. Pri pomanjkanju Ca za¢no odmirati mladi
poganjki. Magnezij vpliva na barvo listov, le-ti postanejo sivozeleni, razbarvanje
intervenalnega prostora se nadaljuje in tkivo postane rumeno ter nato rjavo. Na rast
vplivata tudi mangan in molibden. Slednji vpliva na razbarvanje listov, obenem se listi
zaénejo susiti ob robovih. Pri visokih koncentracijah ogljikovega dioksida (CO;) se kazejo
poskodbe kot na primer uvenelost in susenje (Ugrinovié¢, 2000; Zitter in sod. 1998).

Razlog za razvoj grenkih plodov pri buéah je obi¢ajno seme. Ce je morda prislo do
krizanja s katero izmed okrasnih buc, ki vsebuje veliko kukurbitacina, se lahko dominantni
alel vkljuéi v genom gojene vrste. V rastlinjaku se pogosto pojavi gutacija, ki pripomore k
pegavosti plodov. Vzrok je prevelika zra¢na vlaznost. Vodni stres (prevelika koli¢ina vode
ali susa) vpliva na metabolizem rastline. Upocasni se vegetativna rast, generativni razvoj,
fotosinteza, transpiracija, pojavlja se kasnejSe cvetenje, odpadanje cvetov in
preoblikovanje Zenskih cvetov v moske. Plodovi, ki se pojavijo v ¢asu suSe, so manjsi in
deformirani. Ob preveliki oskrbljenosti prsti z vodo se pojavijo nizke koncentracije kisika
v predelu korenin. Buce za¢nejo rumeneti in zaostajajo v rasti. (Ugrinovi¢, 2000; Zitter in
sod. 1998).

Kaljenje in cvetenje je v veliki meri odvisno od temperature. Ce so rastline bu¢ ob cvetenju
izpostavljene temperaturi, nizji od 17 °C, se bo povecal odstotek moskih cvetov. Tudi pri
nizkih temperaturah (nizjih od 10 °C) se na listih pojavijo bele lise. Plodovi so majhni in
deformirani. Pri temperaturah nad 32 °C se rast upocasni, pri temperaturah nad 38 °C pa
listi postanejo svetlozeleni in rumenkasti, Zenski cvetovi se spreminjajo v moske, pojavlja
se odpadanje plodov in cvetov. Deformirane plodove povzro¢i tudi nihanje temperatur
(Ugrinovi¢, 2000; Zitter in sod. 1998).

2.6 PRETOCNA CITOMETRIJA

Preto¢na citometrija je pogosto uporabljena in zelo ucinkovita metoda za ugotavljanje
velikosti jedrnega genoma (Dolezel in sod., 1989). Prav tako jo uporabljamo za
ugotavljanje aktivnosti celi¢nega cikla, ploidnosti, aneuploidnosti in variabilnosti genomov
rastlin z enakim kromosomskim Stevilom (Marie in Brown, 1993).
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C-vrednost, ki se nanaSa na koli¢ino DNK v nepodvojenem haploidnem genomu dolo¢ene
vrste, je vpeljal Swift (1959). Celicni cikel je zaporedje faz mitoze, G1 faze, S faze (DNK
sinteza) in G2 faze. Vsebnost DNK odraza polozaj celice v celi¢cnem ciklu. Diploidne
celice G1 vsebujejo 2C jedrni DNK nivo, v G2 fazi pa je jedrni nivo 4C.

Postopek preto¢ne citometrije ni zahteven. Liste mladih rastlinic vzorca in standarda
mehansko nasekljamo ob dodatku pufra, da se izlo¢i DNK. Postopek se v naslednjih fazah
razlikuje glede na nacin barvanja z 4,6 — diamino-2-fenilindolom (DAPI) (postopek povzet
po Otto in sod. 1981) ali s propidijevim jodidom (PI) (postopek povzet po Dolezel in sod.
1989). Ta dva fluorokroma sta najpogosteje uporabljena v primerjavi z etidijevem
bromidom, mitamicinom, kromomicinom in fluorokromom Hoeshst 33258 (Dolezel in sod.
1998).

Postopek po Otto in sod. (1981) vkljuéuje uporabo dveh pufrov. Prvi, ki ga dodamo
materialu ob sekljanju, vsebuje 0,1 M citronske kisline in 0,5 % Tween-20. Nastalo
suspenzijo prefiltriramo skozi 30 um najlonski filter. Pufer za barvanje, ki ga dodamo v 4-
kratnem volumnu glede na prvi pufer, vsebuje barvilo DAPI in 0,4 M natrijev hidrogen
fosfat. DAPI je fluorokrom, katerega prednost je visoka specificnost za DNK in
fluorescenc¢na intenziteta.

Postopek modificiran po Dolezel in sod. (1989) zahteva uporabo poliaminskega pufra-
LBO1[Tris 15 mM, Na;EDTA 2 mM, spermine x 4HCI 0,5 mM, KCI 80 mM, NaCl 20
mM, Triton X-100 0.1% (v/v), pH 7,5 z 1 N HCI]. Nastalo suspenzijo barvamo s 50 pg/ ml
propidijevega jodida z dodatkom 50pug/ ml ribonukleaze.

Ceprav so dolgo zatrjevali, da je variabilnost v koli¢ini DNK znotraj vrste konstantna,
novejsSe raziskave kazejo, da obstajajo razlike v velikosti genoma tako pri bu€ah (Lane
Rayburn in sod., 2008), kot pri ostalih rastlinah (Lane Rayburn in sod., 1989).

Sisko in sod. (2003) so prvi analizirali velikost genoma 11 vrst iz rodu Cucurbita.
Uporabili so Pl in DAPI. DAPI je uporabnej$i za medvrstne krizance, saj producira
histogram z vis§jo CV vrednostjo. Omenjeni avtorji so dolocili vrednosti velikosti genoma s
pomocjo fluorokroma DAPI 0.719 + 0.008 pg (2C) za C. pepo var ovifera, 0,719 + 0,006
pg (2C) za C. pepo var fraterna in 0,694 = 0,007 pg (2C) za C. maxima.

2.7 MOLEKULSKA ANALIZA

Trije geni, ki kodirajo 18S, 5,8S in 25S citoplazemsko ribosomsko RNK, se v genomu
evkariontov pojavljajo v velikem Stevilu kopij. Skupaj tvorijo transkripcijsko enoto, ki se
pojavlja v tandemskem zaporedju na enem ali ve¢ kromosomskih lokusih.
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Slika 2: Sestava transkripcijske enote (rDNK ponavljajoce se strukturne enote)

Stevilo transkripcijskih enot se mo¢no razlikuje od vrste do vrste. Kopij v haploidnem
genomu je tako od okoli 600 do 31000. Stevilo kopij varira tudi znotraj vrste. DNK, ki leZi
med 18S in 5,8S in 258, se imenuje ITS (internal transcribed spacer) regija. ITS1 lezi med
18S in 5,8S, ITS2 pa med 5,8S in 25S. IGS (intergenic spacer) regija povezuje dve
sosednji transkripcijski enoti. Sekvence genov, ki doloc¢ajo 18S in 5,8S in 25S, so zelo
ohranjene med vrstami. Regiji ITSI in ITS2 sta bolj variabilni in tako primerni za Studije
variabilnosti rastlinskih vrst.

Zacetne oligonukletotide za namnozevanje ITS1 in ITS2 obic¢ajno pozicioniramo v mestih
18S in 25S. S tem pomnoZujemo obe ITS regiji in 5,8S gen.Pridobljene podatke uredimo s
programsko opremo (npr. Codon Code Aligner) ter analiziramo v MEGAS5 in BLAST
orodju.

Pri bucah o ITS regijah porocajo Jobst in sod (1998). Izmerili so, da je dolzina ITS1 regije
pri C. pepo 187-189 bp, ITS2 regija pa 250-252 bp. Pri C. maxima je bila izmerjena
dolzina ITS1 regije 193-194 bp, ITS2 regije pa 252-254 bp. Dolzina ITS1 regije je tudi pri
ostalih analiziranih vrstah kraj$a od ITS2 regije, pri druzini Cucurbitaceae je ta razlika od
50 do 60 bp. Omenjeni avtorji navajajo, da je variabilnost v obmocju ITS2 regije vecja kot
v ITS1 regiji. Pri omenjenem rodu niso opazili velikih razlik v odstotku GC baz v obeh
regijah.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 LOKACHIA POSKUSA IN POGOJI

Poskus je bil sestavljen iz treh ponovitev (serij) v razli¢nih delih leta, vsaka ponovitev je
vsebovala delo v rastlinjaku in laboratoriju. Oba dela sta potekala na Biotehniski fakulteti v
Ljubljani, na Oddelku za agronomijo, Katedri za genetiko in Zlahtnjenje rastlin.

Prva serija buc¢ je bila posajena v rastlinjaku, v zacetku avgusta 2010. OpraSevanje je
potekalo od 8. septembra 2010. Oprasevali smo vsakih nekaj dni, vendar se je izkazalo, da
je primerneje oprasevati vsak dan. In vitro resevanje embrijev smo opravili 30 dni po
prvem oprasevanju. Rastlinjak je bil hlajen z ventilacijo, saj so temperature ob son¢nem
dnevu presegle 40 °C. Prostor je bil vlazen zaradi obilnih padavin pred, med in po
oprasevanju.

Slika 3: Lokacija prve serije — poskusni rastlinjak

Druga serija je bila posajena v rastlinjak konec novembra, oprasevanje je potekalo v
mesecu februarju, in sicer od 2. februarja. Oprasevali smo vsak dan. Zaradi zimskega Casa
sta bili temperatura in osvetlitev nadzorovani. Pobiranje plodov in izolacijo embrijev smo
opravili 37 dni po prvem opraSevanju. Za daljsi interval smo se odlo¢ili zato, ker so bili
plodovi vsaj 3-krat manjsi kot v prvi seriji.
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Slika 4: Lokacija druge serije — poskusni ogrevan rastlinjak

Buce tretje serije so bile zasajene 20. februarja 2011 v ogrevan rastlinjak ter nato
prenesene v vecje zasaditvene lonce v rastlinjak brez ogrevanja. Oprasevanju, ki smo ga
izvedli v zaCetku maja (vsak dan), je sledilo pobiranje plodov ¢ez priblizno mesec dni.

Slika 5: Lokacija tretje serije — poskusni rastlinjak

Buce vseh serij so rastle v zasaditvenih loncih premera 25 cm, ki so bili locirani na s folijo
zaScitenih tleh in na premi¢nih mizah visine 1,5 metra.

3.2 UPORABLJENE SORTE BUC

Za krizanje smo uporabili oljne buce C. pepo L. (sorti 'Slovenska golica' in 'GL Opal' F1)
ter vrsto C. maxima (sorto 'No¢ ¢arovnic', F1).

Krizanje znotraj vrste C. pepo je potekalo med genotipoma 'GL Opal' in 'Slovenska golica’,
medvrstno pa recipro¢no med vrstama C. pepo 'GL Opal' in C. maxima.

Krizanje pridobljenih potomcev (C. maxima x C. pepo 'GL Opal') X (C. maxima x C. pepo
'‘GL Opal’) v prvi seriji Se ni potekalo, saj §¢ nismo imeli medvrstnih krizancev. V drugi
seriji ni potekalo krizanje med C. pepo 'GL Opal' x C. pepo 'Slovenska golica’. Vzrok je bil
pomanjkanje Zzenskih cvetov, saj smo zasadili premalo materiala vrste C. pepo.
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3.3 POTEK KRIZANJA

Dan pred cvetenjem smo moske in Zzenske cvetove, za katere smo sklepali, da se bodo
naslednji dan odprli, ovili s papirjem. Tako se cvet ni mogel odpreti in morebitne zuzelke v
rastlinjaku niso mogle opraviti oprasitve.

Slika 6: Zas¢iten zenski cvet sorte 'GL Opal' dan pred cvetenjem

Slika 7: Odprt moski (levo) in Zenski cvet (desno)

Na dan cvetenja smo iz cvetov odvili papir in po zenski brazdi pesti¢a podrgnili moski
prasnik. Cvet smo ponovno ovili s papirjem in na Zenski cvet privezali majhen koScek
plastike ter nanj z vodoodpornim pisalom napisali Zensko in mosko komponento ter datum
oprasitve. Cvetove smo nato redno pregledovali in spremljali tako delez oprasenih cvetov,
kot tudi gnitje in plesen.
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Slika 8: Oprasen, za§¢iten in oznacen Zenski cvet

Po priblizno tednu dni smo Ze lahko videli, ali se plod pravilno razvija, in iz tega sklepali,
ali je bila opraSitev uspesna.

Slika 9: Plod sort C. pepo 'GL Opal' (zenska komponenta) in C. maxima (moska komponenta) po sedmih
dneh od oprasitve

Nekaj cvetov smo oprasili dan pred odprtjem zenskega cveta. Vencne liste Zenskega cveta
smo previdno odprli in s prasnikom (iz odprtega moskega cveta) podrgnili po brazdi. Cvet
smo zascitili z obrockom iz papirja in ustrezno oznacili.

3.4 POBIRANJE PLODOV

Po oprasitvi je mnogo plodov propadlo. Lepo razvite plodove smo odstranili iz starSevske
rastline po vnaprej doloCenem cCasu. Iz prebrane literature smo ugotovili, da je to priblizno
30 dni po oprasitvi. Ker je bil na§ osnovni namen naloge izolacija razli¢no starih embrijev
in spremljanje razvoja le-teh, smo pobrali plodove razli¢nih starosti, vendar ne mlajsih kot
19 in starejSih kot 37 dni. Plod smo iz starSevske rastline odrezali na sredini peclja ploda.
Plodove smo prenesli v laboratorij.
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3.5 LABORATORIJSKO DELO (Priprava gojisca, izolacija embrijev)

3.5.1 Predhodna priprava ploda

Plodove prenesene iz zunanjega okolja smo najprej oprali z vodo, da smo odstranili prst in
razred¢ili bakterije in plesni. Polili smo jih z 70 % raztopino etanola in veckrat obrisali. V
zadnji fazi smo plod poskropili s 70 % etanolom in ga prizgali. Sklepali smo, da smo s tem
uni¢ili vse mikroorganizme na povrsini ploda. Prav tako smo iz prebrane literature (Sisko,
2002) sklepali, da je plod sterilen tudi znotraj in povrSinska sterilizacija semen in embrijev
ni potrebna. Delo je nato potekalo v brezpraSni komori, kjer so bili omogoceni sterilni

pogoji.

3.5.2 Priprava gojisca

Predhodno smo si pripravili gojis¢e. Pri prvi seriji smo uporabili dva gojis¢éa — E20A
(Sauton in Dumas De Vaulx, 1987) in gojis¢e z dodatkom soli Murashige in Skoog (1962)
(v nadaljevanju MS gojis¢e), ki smo ga povzeli po Sisko in sod. (2003). MS gojis¢e za
iniciacijo embrijev se je razlikovalo od gojisca za prestavljanje. E20A gojisce je bilo enako
za iniciacijo embrijev in prestavljanje. V kasnej$ih serijah smo zaradi uspes$nosti MS
gojisca (iniciacijskega in za prestavljanje) uporabljali le Se omenjeno gojisce.

Preglednica 1: Sestava iniciacijskega gojis¢a in gojii¢a za prestavljanje (Sisko in sod., 2003)

Iniciacijsko gojisce Gojisce za prestavljanje
Bazalno MS gojisce 4,3 g/l 4,3 g/l
Tiamin 2 mg/l 2 mg/l
Nikotinska kislina 1 mg/l 1 mg/l
Piridoksin 1 mg/l 1 mg/l
Mio-Inozitol 100 mg/I 100 mg/I
Kinetin / 0,1 mg/l
IAA / 0,01 mg/I
Saharoza 15 g/l 20 g/l
Agar 8 g/l* 8 g/l*
pH 6 6

* Gojisce se razlikuje v koncentraciji agarja v primerjavi z gojis¢em, povzeto po Sisko in sod. (2003).
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Preglednica 2: Sestava bazalnega MS gojis¢a

MAKROELEMENTI

KNO, 1900,0 mg/I
NH,NO, 1650,0 mg/I
KH,PO, 170,0 mg/I
MgSO, 7H,0 180,54 mg/I
CaCl,* 2H,0 332,02 mg/I

MIKROELEMENTI

MnSO, H,O 16,9 mg/l
Kl 0,83 mg/I
H3BO; 6,2 mg/l
ZnS047H,0 8,6 mg/l
FeNaEDTA 36,7 mg/l
CuS0,5H,0 0,025 mg/l
Na,MoQ, + 2H,0- 0,25 mg/l
CoCl, -6H,0 0,025 mg/l

MS gojisc¢e smo pripravili tako, da smo najprej Stehtali ustrezno koli¢ino MS makro in
mikroelementov, mio-inozitola in saharoze. Pripravili smo zalozno raztopino tiamina,
nikotinske kisline, piridoksina (tiamin: nikotinska kislina: piridoksin=2:1:1) ter jo v
ustrezni kolic¢ini dodali v gojis¢e. Prav tako smo naredili zalozno raztopino hormona
kinetina in IAA. Hormone smo dodali le MS gojis¢u za prestavljanje. Sestavinam smo
prilili nekaj destilirane vode in vse skupaj premesali na magnetenem mesalu. Nato smo v
merilno bucko zlili vso raztopino ter dodali toliko destilirane vode, da je bil volumen
tocen. Raztopini smo nato umerili pH z dodajanjem kisline in baze. Po umerjanju smo
dodali agar, ki deluje kot strjevalec. Vse skupaj smo prelili v litrske steklenice. Gojisce
smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C. Se vroce iniciacijsko gojis¢e smo v brezprasni
komori razlili v posodico s 25 prostorcki. V vsako komorco smo z avtomatsko pipeto
odpipetirali 2 ml gojis¢a, pocakali, da se strdi in nato ovili s filmom za ovijanje
(parafilmom). Gojisce za prestavljanje smo razlili v posodice s filtrom, v vsako cca. 60 ml.
Ovitje s parafilmom v tem primeru ni bilo potrebno.
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Preglednica 3: Sestava gojis¢a E20A (Sauton in Dumas De Vaulx, 1987)

MAKROELEMENTI

KNO; 1075 mg/I
NH;NO; 619 mg/l
MgSO,7H,0 206 mg/I
CaCl,:2H,0 156,5 mg/I
KH4PO, 71 mgl/l
Ca(NO;),-4H,0 25 mg/I
NaH,PO,-H,0 19 mg/l
(NH,4),SO, 17 mgl/l
KCI 3,5 mg/l
MIKROELEMENTI

MnSO,4-H,0 11,1065 mg/I
ZnS0O,7H,0 1,8125 mg/l
HsBO; 1,575 mgl/l
Kl 0,3475 mg/l
NaMoO,-2H,0 0,094 mg/I
CuS0O4-5H,0 0,008 mg/l
CoCl,-6H,0 0,008 mg/I
VITAMINI IN AK

Mio - inozitol 50,30 mg/I
Piridoksin HCI 5,500 mg/I
Nikotinska kislina 0,700 mg/I
Tiamin HCI 0,600 mg/I
Ca — pantotenat 0,500 mg/I
Biotin 0,005 mg/I
Glicin 0,100 mg/l
ZELEZO

Na,EDTA 0,0187 g/l
HORMONI

IAA 0,014 g/l
OGLJIKOVI HIDRATI

Saharoza 20 g/l
STRJEVALEC

Agar 8 g/l

pH 6
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Gojis¢e E20A smo pripravili s pomocjo zaloznih raztopin mikro in makro elementov.
Naredili smo si tudi zalozne raztopine nikotinske kisline, tiamina v klorovodikovi Kislini
(HCI) in piridoksina v HCI. Prav tako smo pripravili zaloZzne raztopine Zeleza v dveh
oblikah in hormonov (vsakega posebej).Sledilo je tehtanje ustrezne koli¢ine saharoze in
mio-inozitola. Odpipetirali smo zahtevane koli¢ine mikro in makro elementov, zaloZne
raztopine zeleza, hormonov ter vitaminov. Vse sestavine smo dali v litrski plasti¢ni merilni
vr¢. Sestavinam smo dolili nekaj destilirane vode in vse skupaj mesSali na magnetnem
mesSalu. Vse smo prilili v merilno bucko in dolili toliko vode, da je bil volumen tocen.
Umerili smo pH na 5,8. Po umerjanju smo dodali strjevalec agar in dobro premesali. Vse
smo zlili v litrske steklenice in avtoklavirali. Gojis¢e smo po avtoklaviranju nekoliko
ohladili in skozi filter sterilno dodali aminokisline — Ca-pantotenat, biotin, glicin. Dodatek
aminokislin pred avtoklaviranjem bi povzro¢il njihovo denaturacijo. Gojis¢e smo razlili v
petrijevke s 25 prostor¢ki in v posodice s filtrom.

3.5.3 lzolacija embrijev

Plod buce smo po sterilizaciji prenesli v brezpraSno komoro. Najprej smo ga prerezali s
kuhinjskim nozem, ki smo ga predhodno sterilizirali z etanolom in ognjem. Prvi rez smo
opravili pre¢no, da smo videli, kje so linije semen, nato pa $e vzdolzno na tri dele. Ce smo
najprej naredili vzdolzni rez, smo S tem prerezali veliko semen in posledi¢no embrijev.

Slika 10: Pre¢ni prerez plodu bude z vidnimi linijami semen
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Slika 11: Vzdolzni prerez plodu buce s prerezanimi semeni

Iz buce smo s pomocjo pincete pobrali vsa semena, ki so kazala normalen razvoj.
Sterilizacije semen z dikloroizocianurno kislino nismo uporabljali, saj viri kazejo, da to ni
potrebno. (Sigko, 2002).

Slika 12: Semena C. pepo primerna za izolacijo embrijev (28 dni od oprasitve)

Vsako seme smo nato prerezali ter izolirali embrij. NajboljSo tehniko za izolacijo smo
ugotovili s poskusanjem. Kot najuspesnejSa se je izkazala kombinacija uporabe igle in
skalpela. Uporaba lupe ni bila potrebna, saj so embriji izrazito bele barve in lepo odstopajo
od okoliskega tkiva. Embriji, ki niso vidni s prostim ocesom, niso primerni za hitro
regeneracijo v rastlino.

Slika 13: Embrij (26 dni po oprasitvi) na rezilu skalpela
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Embrije smo dali na iniciacijsko MS gojisce ali gojisc¢e E20A, ki je bilo razlito v posodice
s 25 prostorcki. V vsako komorco smo dali en embrij. Petrijevke smo postavili v rastno
komoro s 22/23 °C in ciklusom dan : no¢ = 16 ur : 8 ur.

3.5.4 Potek rasti rastline bu¢ iz embrijev, ponovna zasaditev

Po priblizno 10 dneh oz. ko so embriji bili veliki toliko, da so segali do vrha komorce ter
ze kazali znake fotosinteze (bili so zeleni), smo jih prestavili v posodice s filtrom.
Temperaturo in ciklus dan/no¢ smo ohranili takSna kot na zacetku. MS gojisce za
prestavljanje se je razlikovalo od iniciacijskega MS gojisca. E20A gojis¢e je bilo v obeh
stopnjah enako. Po dodatnih 20 dneh smo najboljse rastline ze sadili v prst. Mnogo rastlin
je propadlo. Te pridobljene krizance smo pozneje uporabili za kriZanja.

3.6 PRETOCNA CITOMETRIJA

Za ugotavljanje uspeSnosti medvrstnih krizancev smo uporabili dolocCitev velikosti
genomov s pretocnim citometrom Partec. Izmerili smo velikost obeh starSevskih genomov
in jih primerjali z genomi pridobljenih potomcev (krizancev).

Najprej smo dolocili pravilnost delovanja citometra s pomocjo standarda — bele detelje
(Trifolium repens L.), ki ima velikost jedrnega genoma 2,07 pg/2C. Za analizo vzorca bu¢
smo odrezali koS¢ek svezega lista buce. Delo je potekalo v brezprasni komori, saj smo
uporabili tkiva iz tkivnih kultur. K vsakemu vzorcu bu¢e smo dodali priblizno enako
koli¢ino lista detelje (standarda) in pufer 1, ki je vseboval 0,1 M citronske kisline in 0,5%
Tweena. Z ostro britvico smo sestavine sesekljali. VVzorec smo prefiltrirali skozi 30 pm
filter in mu dodali 4-kratno koli¢ino pufra 2, ki je vseboval DAPI in 0,4 M natrijev
hidrogen fosfat. Tako pripravljene vzorce smo analizirali s preto¢nim citometrom, kot
rezultat smo dobili histogram vsebnosti jedrne DNK.

3.6.1 Analiza podatkov, pridobljenih s preto¢no citometrijo

S pomocjo programske opreme proizvajalca Partec smo pridobili koeficient variabilosti in
mediano posameznih vrhov. Vsebnost DNK pri posameznem vzorcu smo izracunali s
pomocjo standarda bele detelje, ki ima znano vrednost DNK (2C=2,07 pg). Dobili smo
vrednosti v pikogramih (pg).

2C DNKp = m, x 2C DNK / m ..(1)

2C DNKj, — vrednost absolutne koli¢ine DNK (pg / 2C) buce

2C DNK - vrednost absolutne koli¢ine DNK (pg / 2C) bele detelje
m;, - vrednost mediane 2C vrhov buce

m — vrednost mediane 2C vrhov bele detelje
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3.7 MOLEKULSKA ANALIZA

Podatki, pridobljeni z metodo pretoc¢ne citometrije, niso dali zanesljivih podatkov, da smo
pri krizanjih dobili medvrstne krizance, zato Smo le-to preverili s pomoc¢jo DNK analize.

3.7.1 lzolacija DNK

Kot vzorec 1 smo oznacili C. maxima, kot vzorec 2 C. pepo 'GL Opal’ ter kot vzorec 3 C.
pepo 'Slovenska golica'.

Postopek izolacije DNK je potekal v ve¢ fazah. Rastlinski material smo zdrobili v terilnici
z dodatkom 1 ml na 68 °C segretega 2% ekstrakcijskega pufra CTAB [2%(w/v) CTAB: 1,4
M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)]. CTAB razgrajuje
membrane in tvori kompleks z DNK. Nastalo suspenzijo smo prelili v oznacene
mikrocentrifugirke in inkubirali 1,5-2 h na 68 °C. Med inkubacijo smo mikrocentrifugirke
veckrat premesali. Po inkubaciji smo dodali 700 ul zmesi kloroform:izoamilalkohol=24:1
in mo¢no premesali. Faze smo skoncentrirali s centrifugiranjem 10-15 minut pri >10000 g
in 4 °C, Nastalo vodno fazo smo prenesli v svezo mikrocentrifugirko in dodali 0,1
volumen (70 ul) 3M natrijevega acetata (NaOAc) (pH 5,2) in 1 volumen (700 pl) ledeno
mrzlega izopropanola ter dobro premesali. DNK se je zacela obarjati in izloCevati iz
raztopine. Vzorce smo postavili v zamrzovalnik za 30 min, na 18 °C. Ponovno smo
centrifugirali 10-15 minut pri >10000 g in 4 °C. Previdno smo odlili supernatant, pelet
(oborina) je ostal na dnu. Oborino smo sprali s 500 ul 70 % EtOH in pelet s tresenjem
lo¢ili od mikrocentrifugirke. Centrifugirali smo 10-15 minut pri >10000 g in 4 °C.
Odstranili smo ves EtOH in oborino posusili na zraku. Oborini (DNK peletu) smo dodali
60 pl TE pufra [L0 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)] in ¢ez no¢ postavili v
hladilnik na 4 °C, da se je DNK raztopila.

3.7.2 Merjenje koncentracije DNK s fluorometrom

Vzorcu smo doloc¢ili koncentracijo s pomocjo fluorometra DyNA Quant 200 (proizvajalec
Amerscham Biosciences), ki meri koncentracijo DNK s pomoc¢jo fluorokroma Hoechst
33258. Ta interkalira med dvoverizno DNK molekulo in po osvetlitvi z 365 nm oddaja
svetlobo dolzine 460 nm.

Pred postopkom merjenja koncentracije vzorca smo fluorometer umerili z 2 ml delovne
raztopine (10x TNE pufra [0,1M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 7,4)] z 0,1
pg/ml barvila H33258). Na aparaturi smo pritisnili ZERO. V naslednjem koraku smo
skupaj z delovno raztopino v kiveto dodali Se 2 pl standarda (DNK telecjega timusa (1
mg/ml) premesali in pritisnili gumb CALIB. Vstavili smo vrednost 1000, saj sSmo
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uporabljali standard z 1000 ng/ul koncentracijo, ki smo ga pripravili v 10 x TNE pufru.
Pritisnili smo ENTER. Pred vsakim merjenjem koncentracije vzorca smo ponovno
odpipetirali 2 ml delovne raztopine in preverili ni¢lo. Ce so se pojavila odstopanja, smo
vrednost naravnali na ni¢. Za merjenje koncentracije vzorca smo odpipetirali 2 ul vzorca,
premesali in zmerili koncentracijo v ng/ul.

Preglednica 4: lzmerjene koncentracije DNK s fluorometrom in izra¢un deleza DNK in vode, da je
koncentracija DNK 10 ng/ul

Vzorec Koncentracija DNK Volumen DNK Volumen vode
1. C. maxima 878 ng/ul 1,4 98,60 ul
2. C. pepo 'GL Opal' 1034 ng/ul 0,97 wl 99,03 pl
3. C. pepo 'Slovenska golica' 668 ng/ul 1,50 pl 98,50 pl

Vso DNK smo ustrezno red¢ili, da smo dobili koncentracijo 10 ng/ul (preglednica 4).

3.7.3 VeriZna reakcija s polimerazo

Specificno namnozevanje ITS1 in ITS2 regij jedrne rDNK je poteklo v verizni reakciji s
polimerazo (PCR) z zacetnima oligonukelotidoma ITS1 in ITS4 (preglednica 5).

Preglednica 5: DNK sekvence parov zacetnih oligonukleotidov za posamezen gen in pri¢akovana dolzina
namnozenega fragmenta

Zadetni oligonukleotidi Sekvenca 5-3 Pri¢akovana dolzina fragmenta

ITS1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G 19 bp

ITS4 TCC TCC GCT TAT TGATAT GC 20 bp
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V reakcijsko mesanico, katere kon¢ni volumen je bil 50 pl, smo za en vzorec odpipetirali:
-5 ul 10 x koncentriranega reakcijskega PCR pufra [10 mM Tris HCI, 1,5 mM MgCl,, 50
mM KCI pH 8,3], da smo dobili 1 x koncentriran reakcijski PCR pufer,

-3 ul 25 mM MgCl;, da je bila kon¢na koncentracija 1,5 mM MgCl,,

-4 ul 10 MM dNTP, da je bila konéna koncentracija 0,8 mM dNTP,

-5 ul 10 uM zacetne oligonukleotide ITS1 (proizvajalec IDT), da je bila kon¢na
koncentracija le teh 1 uM,

-5 ul 10 uM zacetne oligonukleotide 1TS4 (proizvajalec IDT), da je bila kon¢na
koncentracija le teh 1 uM,

- 0,1 ul 5U/ul Taq DNK polimeraze (proizvajalec Promega), da bila kon¢na koncentracija
1 U na reakcijo,

-7 ul 10ng/pl genomske DNK, da je bila kon¢na koli¢ina 70 ng,

-destilirano vodo (do volumna 50 pl).

Vse sestavine razen DNK smo zmesSali v 4-kratnem volumnu (za 3 vzorce in kontrolo),
centrifugirali ter nato v mikrocentrifugirki zmesSali s posameznim vzorcem DNK,
premesali ter ponovno centrifugirali. V kontrolni poskus smo namesto DNK dodali vodo.
Encime in reakcijsko mesanico smo hranili na ledu.

PCR reakcijo smo izvedli v ciklicnem termostatu 2720 Thermal cycler (proizvajalec
Applied Biosystems) z naslednjim temperaturnim profilom:

- zaCetna denaturacija 5 minut pri 94 °C,

- 13 ciklov: 35 sekund pri 93 °, 55 sekund pri 53 °C, 45 sekund pri 72 °C,

- 13 ciklov: 35 sekund pri 93 °C, 55 sekund pri 53 °C, 59 sekund pri 72 °C,

- 9 ciklov: 35 sekund pri 93 °C, 55 sekund pri 53 °C, 118 sekund pri 72 °C,

- zakljuéno podaljSevanje verige: 10 min pri 72 °C in ohlajanje na 4 °C.

3.7.4 Analiza fragmentov DNK z gelsko elektroforezo

Locitev namnozenih vzorcev je potekla na 1,4-odstotni gelski horizontalni elektroforezi.
Metodo smo uporabili za preverjanje Cistosti vzorca in uspeSnosti PCR metode.

V steklenico smo zatehtali 0,7 g SeaKem® LE agaroze in dolili 1 x TBE [890 mM Tris,
890 mM H3BO3, 10 MM EDTA]. Zmes smo topili v mikrovalovni pecici. Steklenico smo
ohladili na 58 °C in dodali 2,5 pl etidijevega bromida (10 mg/ml), ki smo ga porazdelili z
vrtenjem steklenice. Raztopino smo zlili v model z vstavljenim glavnikom. Ko se je gel
strdil, smo glavnike odstranili, polozili v elektroforetsko posodo in prelili z 1 x TBE
pufrom.

2 pul namnozene DNK smo zmesSali z 3 pl nanaSalnega barvila [12,5 % ficol 400, 0,2 %
(w/v) brom fenol modro, 6,7 % (v/v) 10 x TBE] in centrifugirali na 1000 obratov/min.
Skupaj z vzorci (vzorec 1 C. maxima, vzorec 2 C. pepo 'GL Opal’, vzorec 3 C. pepo
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‘Slovenska golica’) smo na gel nanesli Se negativno kontrolo pomnozevanja DNK (vse
komponente reakcijske mesanice razen DNK, ki smo jo nadomestili z destilirano vodo) ter
velikostni standard (proizvajalec Fermentas) z 14 razlicno dolgimi fragmenti. Vse skupaj
smo izpostavili 100 V elektri¢cnemu polju.

Gel je vseboval 0,05% etidijev bromid, ki je omogocal detekcijo fragmentov DNK pod UV
svetlobo (302 nm). Gele smo fotografirali s polaroidnim fotoaparatom.

3.7.5 Sekvencna reakcija

Na agarozni elektroforezi smo dobili pozitivne rezultate ITS markerjev. PCR fragment smo
ocistili s pomocjo ExoSAP-IT kita (proizvajalec USB-Biochemicals) [0,1 ul EXO-SAP
encim, 1,4 ul 1x PCR pufer, 0,5 pl fastAP]. V novo tubico smo odpipetirali 5 ul PCR
produkta in dodali 2 ul ExoSAP-IT pripravljenega kita. MeSanico smo inkubirali 40 min
pri 37 °C. Eksonukleaze razgradijo zacetne oligonukleotide, alkalna fosfataza pa razgradi
preostale nukleotide. Po reakciji smo produkt inkubirali e 15 min pri 80 °C za inaktivacijo
EX0SAP-IT kita.

Sekvencna reakcija dolocanja nukleotidnega zaporedja, ki smo jo uporabili, je bila
zasnovana na osnovi BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kits (proizvajalec
Applied Biosystems) in enega zacetnega oligonukleotida (ITS1 ali ITS4). Polovico (3,5 ul)
PCR produkta smo namnozevali z ITS1 zacetnim oligonukleotidom, drugo polovico z
ITS4 zacetnim oligonukleotidom.

Pripravljeno sekven¢no reakcijo smo termostatirali v PCR napravi:

- zadetna denaturacija 96 °C, 3 minute,

- 99 ciklov: 10 sekund pri 96 °C, 10 sekund pri 55 °C in 4 minute pri 60 °C,

- konéno inkubiranje: 7 min pri 72 °C in ohlajanje na 12 °C.

Sekvenéno reakcijo smo ocistili s precipitacijo (dodajanjem) 2,5 uL 125 mM EDTA (pH
8,0) in 30 ul absolutnega etanola. S ¢iSenjem odstranimo nevgrajene fluorescentne
terminatorje, ki lahko povzrocijo tezave pri dolocitvi pravilnega zaporedja. Po kratkem
centrifugiranju smo reakcijo odpipetirali v 96-mestno plosco, jo prekrili s folijo in 5-10x
obrnili. Plos¢o smo inkubirali 15 min na sobni temperaturi in za$Citeno pred svetlobo.
Sledila je 55-minutna centrifugacija plosce pri najvisji hitrosti in temperaturi 4 °C. Etanol
smo odlili s hitrimi gibi in ponovno centrifugirali — tokrat obrnjeno navzdol. Plos¢o smo
ponovno inkubirali 5 min na sobni temperaturi in zaS¢iteno pred sonc¢no svetlobo. DNK v
plos¢i smo raztopili v 12 pl formamida in prilepili s folijo.

Vzorci so tako bili pripravljeni na dolocanje nukleotidnega zaporedja, ki je bilo izvedeno
na napravi ABI 3130xI (proizvajalec Applied Biosystems), ki se nahaja na Oddelku za
zoologijo, Biotehniske fakultete, na Rodici pri Domzalah.
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3.7.6 Obdelava sekvenc

Sekvence smo obdelali v programu Codon Code Aligner. Vsaka sekvenca ITS1-5,8rRNK-
ITS2 je bila sekvencirana z leve in desne strani (glede na uporabljen ITS1 ali ITS4 zacetni
oligonukleotid). Dva ujemajoca se para smo zdruzili in primerjali. Ro¢no smo izbrisali
konce sekvenciranih delov. Na mestih znotraj sekvenc, kjer so se pojavljala mesta z
neznanimi ali napa¢no dolo¢enimi sekvencami, smo te ro¢no popravili glede na izrisano
sliko. Sledila je primerjava sekvenc v BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
orodju, ki je prosto dostopen na spletu (BLAST, 2011). Na osnovni strani smo izbrali
moznost »Nucleotide blast« ter v nadaljevanju moznost »Nucleotide collection« (pri
dolocitvi »database«). Vnesene sekvence je program BLAST avtomatsko primerjal s
sekvencami v bazi. Dolo¢ili smo vrsto rastlinskega materiala in odstotek ujemanja.
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4 REZULTATI

V letu 2010 in 2011 smo izvedli krizanja znotraj vrste C. pepo in medvrstno krizanje med
C. pepo in C. maxima. Veliko plodov je po oprasitvi propadlo. Preostale smo prenesli v
laboratorij ter iz semen izolirali embrije. Te smo preucevali z metodo in vitro reSevanja
embrijev.

4.1 UPORABLJEN RASTLINSKI MATERIAL

Pri diplomski nalogi smo uporabili dve sorti vrste C. pepo — 'GL Opal' in 'Slovenska golica'
ter vrsto C. maxima.

Izvedli smo:

- krizanje znotraj vrste C. pepo 'GL Opal' x C. pepo 'Slovenska golica’,

- medvrstno krizanje C. pepo 'GL Opal’ x C. maxima in C. maxima x C. pepo 'GL Opal’,

- krizanje pridobljenih regenerant iz predhodnih krizanj (C. maxima x C. pepo 'GL Opal’) x
(C. maxima x C. pepo 'GL Opal’).

4.2 CVETENJE IN RAZVOJ PLODOV

Zasadili smo 3 serije bu¢ - v mesecu avgustu, decembru in februarju. Vse serije so bile
posajene v zavarovan prostor. OpraSevanje je potekalo priblizno 1,5 - 2 meseca po
zasaditvi rastlin, ko so se zaceli pojavljati moski in zenski cvetovi.

OpraSitev smo opravili ob priblizno 9:00 uri.

Plodovi na rastlini C. pepo 'GL Opal' so dosegli maksimalno velikost 20. dan po oprasitvi,
plodovi na rastlini C. maxima pa vsaj 10 dni kasneje. Najvecje plodove smo dobili v tretji
seriji, vendar so bili primerljivi s prvo serijo. Plodovi v obeh serijah so vsebovali priblizno
230 semen. Mnogo manjse plodove smo dobili v drugi seriji, v Kateri so plodovi vsebovali
le do 30 razvitih semen.

Prakticno smo dokazali, da oprasSitev Zenskega cveta en dan pred odprtjem ni mogoca. Od
31 cvetov je bila oprasitev uspesna pri enem. Razviti plod je kazal anomalije v obliki in
kasneje propadel. Teh plodov nismo vkljucili v Stevilo uspe$nih oprasitev.
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Preglednica 6: Stevilo uspesnih opraitev vseh analiziranih krizanj (OPR — izvedena oprasitev, PLOD -
nastanek plodu) v prvi, drugi in tretji seriji

' ' C. maxima x
C. pepo GL Opal x c . , , . I
C. pepo 'Slovenska - maxima x C. pepo ‘GL Opal’ x| C. pepo GL Opal) X
P o C. pepo 'GL Opal’ C. maxima (C. maxima x
golica, C. pepo 'GL Opal').

OPR. |PLOD | % |OPR |PLOD| % |OPR.|PLOD| % |OPR.|PLOD | %

1.SERIJA | 12 4 33% | 10 6 60% | 12 7 58% | /I 1 1

2.SERIJA | /I I I 7 3 43% | 13 5 38% | 18 6 33%

3.SERIJA | 28 9 32% | 20 9 45% | 13 4 31% | 12 5 42%

70
s 60 -
]
’E 5g B C. pepo x C. pepo
=13
[=]
% 40 m C. maxima x C. pepo
2
g 30 - ;
< B C. pepo x C. maxima
]
g 20 -
'8 m (C. maxima, C. pepo) x
10 - (C.maxima, C. pepo )
0 _
1.SERUJA 2.SERUA 3.SERUA

Slika 14: Delez uspes$nih oprasitev vseh analiziranih krizanj v prvi, drugi in tretji seriji
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Slika 15: Izenacenost plodov — Zenska komponenta C. pepo 'GL Opal' (plodovi 30, 25, 21 in 19 dni po
oprasitvi)

cca. 25 cm

Slika 16: Neizenacenost plodov — Zenska komponenta C. maxima. Plodovi na desni so najstarejsi, na levi
najmlajsi.

99 co @

cca. 8 cm

Slika 17: Neizena€eni in majhni plodovi v drugi seriji — v prvi vrsti je Zenska komponenta C. maxima, v
drugi vrsti je zenska komponenta (C. maxima x C. pepo 'GL Opal')
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4.3 INVITRO RESEVANIE EMBRIJEV

4.3.1 lzolacija embrijev

Embrije smo primerjali glede na velikost na doloCen dan po oprasitvi. Najkrajsi ¢as po
oprasitvi, ko je bil embrij viden s prostim ocesom, je bil 22. dni tako v primeru, ko je bila
zenska komponenta C. maxima kot tudi tedaj, ko je bila zenska komponenta C. pepo.
Embriji v primeru, ko smo izvajali medvrstna krizanja, niso bili manjsi kot pri krizanjih
znotraj vrste C. pepo.

Preglednica 7: Velikost embrijev glede na ¢as od oprasitve

Cas od opragitve 22 dni 24 dni 26 dni 28 dni 30 dni 32 dni
Velikost embriia 1 mm 3mm 5mm 0,9cm 1,1cm Embrij velik kot seme
. +1mm |£1,5mm [£1[,5mm |+1,5mm (1,5 cm £ 1,5 mm)

* JzraCunana je povprecna velikost embrijev na doloCen ¢as od oprasitve v vseh serijah.

Zaradi manjSega Stevila semen je bilo embrijev v drugi seriji manj, vendar se po velikosti
niso razlikovali v primerjavi s prvo in tretjo serijo. Opazili pa smo, da so bili embriji, ki so
nastali pri kriZzanju pridobljenih regenerant - (C. maxima x C. pepo 'GL Opal’) X (C.
maxima x C. pepo 'GL Opal’), manjsi.

4.3.2 Rast embrijev in aklimatizacija

Po izolaciji embrijev smo jih prenesli na dva razli¢na gojis¢a (MS in E20A). MS gojisce se
je od gojis¢a E20A razlikovalo v stopnji iniciacije embrijev in v stopnji prestavljanja.
Gojisce E20A je bilo v obeh stopnjah enako.

Embriji so zaceli rasti takoj zatem, ko smo jih poloZili na gojisce. Kli¢ni listi so priceli
zeleneti, tvorile so se koreninice. 14 dni po izolaciji so bili embriji, pri katerih je od
oprasevanja do izolacije poteklo priblizno 28 dni, tako veliki, da smo jih dali na gojisce za
prestavljanje. Manj$i embriji so se razvijali po€asneje.
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Slika 21: Uspesno aklimatizirane rastlinice bu¢
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4.3.3 Uspesnost in vitro reSevanja embrijev

Preglednica 8: Uspesnost in vitro reSevanja embrijev V prvi seriji ob razliénem ¢asu po oprasitvi

Stevilo izoliranih SteVll(.). propadh.h I._]Spe.SI.lO Odstotek
embriiev embrijev zaradi aklimatizirane regeneraciie
. okuzb rastline g J

MS E20A MS E20A MS E20A MS E20A

C. pepo 'GL Opal' x
C. pepo 'Slovenska

golica'
30 dni 25 25 7 9 28% 36%
26 dni 25 25 8 7 32% 28%
22 dni 25 25 25* 25* 0 0 0% 0%
19 dni 0 0 0% 0%
C. maxima x

C. pepo 'GL Opal'

30 dni 25 25 25* 25* 0 0 0% 0%
26 dni 25 25 4 3 16% 12%
22 dni 25 25 0 0 0% 0%

C. pepo 'GL Opal' x
C. maxima

30 dni 25 25 2 5 5 20% 20%
26 dni 25 25 1 3 6 4 24% 16%
22 dni 25 25 2 1 8% 4%

* Plod buce je imel notranjo okuzbo. Le ta se je prenesla na izolirane embrije. Vsi izolirani embriji so bili
okuzeni. V tej seriji ni potekalo krizanje med (C. maxima x C. pepo 'GL Opal') X (C. maxima x C. pepo'GL
Opal'), saj $e nismo imeli pridobljenih regenerant.
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Preglednica 9: Uspesnost in vitro reSevanja embrijev v drugi seriji ob razli¢nem ¢asu po oprasitvi

. Stevil dlih Uspes
Stevilo izoliranih | o ProPACT _SPestio Odstotek
embrijev embrijev zaradi aklimatizirane regeneracije
okuzb rastline
MS MS MS
C. maxima X
C. pepo 'GL Opal'
35 dni 18 1 12 67%
28 dni 30 2 5 17%
22 dni 4 1 25%
C. pepo 'GL Opal' x
C. maxima
37 dni 35 5 4 11%
34 dni 23 2 9%
30 dni 10 4 40%
(C. maxima x C. pepo
'GL Opal’) X
(C. maxima x C. pepo
'‘GL Opal’)
37 dni 18 6 3 17%
35 dni 25 4 16%
30 dni 24 4 7 29%
26 dni 13 2 15%
25 dni 11 1 9%
24 dni 3 1 33%

V tej seriji nismo uporabili gojis¢a E20A in nismo krizali znotraj vrste C. pepo
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Preglednica 10: Uspesnost in vitro reSevanja embrijev V tretji seriji ob razliénem ¢asu po oprasitvi

Stevilo izoliranih | >V Propadtih j - Uspesno Odstotek
embrijev embrljevvzaradl akllmatl.zwane regeneracije
okuzb rastline
MS MS MS MS

C. pepo 'GL Opal' x

C. pepo 'Slovenska golica'
29 dni 50 15* 9 18%
28 dni 100 22* 42 42%
27 dni 100 28* 30 30%
26 dni 50 23* 28 56%
24 dni 25 * 7 28%

C. maxima X

C. pepo 'GL Opal'
31 dni 25 1 12 48%
30 dni 25 15 60%
29 dni 50 2 19 38%
27 dni 25 9 36%
26 dni 25 1 8 32%

C. pepo 'GL Opal' x

C. maxima
30 dni 50 4 11 22%
26 dni 50 2 10 20%
24 dni 50 11 22%

(C. maxima x C. pepo

'GL Opalv') X

(C. maxima x C. pepo

'GL Opal")
33 dni 25 6 8 32%
28 dni 25 3 10 40%
27 dni 25 1 3 12%
23 dni 0 0 0 0%

* Veliko §tevilo okuzb pri krizanju znotraj vrste pripisujemo nepravilnemu delovanju laminarija ali avtoklava
(okuZeno gojisce).
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4.4 PRETOCNA CITOMETRIJA

S pomocjo preto¢ne citometrije smo analizirali velikost genoma starSevskih komponent C.
pepo in C. maxima ter medvrstnih krizancev. S rezultati smo zeleli potrditi, da so krizanci
res medvrstni.

Preglednica 11: Velikost genoma star§evskih komponent in pridobljenih krizancev

Velikost genoma
(pg/2C)

C. pepo 'GL Opal' 0.777
C. maxima 0,778
C. pepo 'GL Opal' x
C. pepo 'Slovenska golica' 0.776
C. pepc? GL Opal' x 0.778
C. maxima
C. maxima x
C. pepo 'GL Opal' 0.779
(C. maxima x C. pepo 'GL Opal’) x 0.776
(C.maxima x C. pepo 'GL Opal') '

Rezultati meritev so podani v preglednici 11. Pri posameznem vzorcu je bilo analiziranih
10000 jeder vzorca in standarda.
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Slika 22: Histogram vsebnosti jedrne DNK medvrstnega krizanca med C. maxima in C. pepo 'GL Opal' ter
standardna bele detelje Trifolium repens L..

Na sliki 22 je prikazan histogram preto¢ne citometrije krizanca med C. maxima in C. pepo
'GL Opal' ter standarda bele detelje Trifolium repens L.. Prvi vrh predstavlja G1 fazo z 2C
vrednostjo, drugi je G2 faza celi¢nega cikla buce. Tretji vrh je Gl faza standarda. Za
izraCun velikosti genoma smo uporabili prvi in tretji vrh, torej G1 fazo standarda in vzorca.

45 SEKVENCNA ANALIZA ITS REGIJ

Po izolaciji DNK z listov bu¢ ter namnozitvi s PCR metodo smo DNK lo¢ili na 1,4-
odstotni gelski elektroforezi (slika 23). Vzorce smo primerjali s komercialnim dolzinskim
markerjem — DNK fragmenti znanih dolzin. Vzorec 1 predstavlja vzorec DNK, izolirane iz
C. maxima, vzorec 2 C. pepo 'GL Opal' ter vzorec 3 C. pepo 'Slovenska golica'. Locitev
prikazuje, da smo s PCR metodo uspesno namnozili DNK vseh vzorcev. Negativna
kontrola pomnozevanja DNK oziroma ti. slepi vzorec je bil sestavljen iz reakcijske
mesanice brez DNK, ki smo jo nadomestili s sterilno destilirano vodo.
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Vzorec1 Vzorec2 Vzorec3

Slika 23: Locitev DNK na gelski elektroforezi (Vzorec 1: C. maxima, Vzorec 2: C. pepo 'GL Opal’, Vzorec
3: C. pepo 'Slovenska golica', negativna kontrola pomnoZevanja DNK ter dolzinski marker)

Namnozen PCR produkt smo sekvencirali z ABI3130xI napravo. Podatke smo prenesli v
program Codon Code Aligner in rocno popravili. Dobili smo sekvence (za vse tri vzorce
popolnoma enake):

AAACGACCCGTGAACGTGTTTTCAAACTTTTTGTGTCGGGGGGAGCATTCGTGCCCCCTTTGATGCCTAAACC
AAAACCGGCGCAAGTCGCGCCAAGGATCTCAAACGAATAAGCTTGCCCCTTGCCCCGGTCTCGGTGTGCGGGG
GGCAAAGCATTCTTGTCGTATTATTCACAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGA
ACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGGATCCCGCGAACCACCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCG
CCCGGAGCCTTCTGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCTGCCCCCACATACAACACCCACTT
AGGTTTGTTGCATTGGCGGGGGCACATGTTGGCCTCCCGTGCGCACCGTCGCCAGGGATGGCTTAAAATTGAG
TCCTCGGCATCTGTTGTCGTGACACTACGGTGGTTGATTCAACCTCGGTACCGTGTCTCGATCTCAGCTTGCG
TGCCTCCTCTTTGTGAG

Sekvence smo z obstojecimi podatki primerjali v orodju BLAST (2011).

Pri vseh treh vzorcih smo dolocili najvecje, t.J. 98-odstotno, ujemanje z vzorcem C. pepo
(GenBank Stevilka AJ488214.1) ITS1 - 5.8S rRNK gen - ITS2. Ujemanje z ITS1 - 5.8S
rRNK gen - ITS2 vrste C. maxima je bilo 94 %. Vecje ujemanje od 94 % smo zabelezili pri
vzorcih Cucurbita ficifolia (GenBank stevilka AM981170.1), Cucurbita moschata
(GenBank stevilka FJ915108.3), Langenaria siceraria (GenBank $tevilka FJ951142.1) in
Cucurbita lundelliana (GenBank stevilka AM981172.1), katerih nismo uporabili v
eksperimentu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Krizanja znotraj vrste in medvrstna krizanja se pri buah pogosto uporabljajo. Zlahtnitelji
vnasajo genetske vire iz ene rastline v drugo, rezultate pa Zelijo videti ¢im hitreje. Kot zelo
uporabna metoda pri bucah se je ze pred pol stoletja izkazala metoda in vitro reSevanja
embrijev (Wall, 1954). Prav tako je vecina medvrstnih krizancev rodu Cucurbita v novejsi
literaturi pridobljena s to metodo (Sisko in sod, 2003; Rakoczy-Trojanowska in Malepszy,
1986, 1989).

Z metodo in vitro reSevanja embrijev lahko skrajsamo generacijski ¢as, saj ne potrebujemo
Zakati na zrelost plodov in posledi¢no zrelost semen. Ce Zelimo $e ve¢ generacij na leto,
lahko vklju¢imo Se gojenje bu¢ v mrzli polovici leta v zavarovanem prostoru.

Vecino vrst bu¢ v naSem klimatskem pasu obic¢ajno gojimo v nezavarovanem prostoru (na
prostem), ko to dovoljujejo temperature. Temu so prilagojeni tudi zlahtniteljski cilji.

5.1 PRIMERJAVA UPORABLJENEGA RASTLINSKEGA MATERIALA

5.1.1 C.pepo 'GL Opal' (Semenarna Agrosaat, F1 generacija)

'‘GL Opal' je genotip C. pepo z doseZzenimi najboljSimi rezultati. Cvetovi so se tvorili na
koncu poganjkov (vrez), ki so bili razvejani in mocni. Razvoj sorte je bil najhitrejsi.
Stabilnost fenotipa se je pokazala v dobri vegetativni rasti in cvetenju ter kasneje v razvoju
enakomernih plodov. Le-ti so bili na zacetku svetlo in temno zeleni, z zorenjem so se
pojavile rumene proge.

5.1.2 C. pepo 'Slovenska golica’ (Semenarna Ljubljana)

‘Slovenska golica’ je v Sloveniji najbolj razsirjena sorta iz vrste C. pepo, vendar v naSem
eksperimentu ni pokazala dobrih lastnosti. Rastline so razvile vreze. Moski cvetovi so bili
pogosti in mlahavi, Zenski so se zaceli pojavljati zelo pozno in so bili man;jsi kot pri ostalih
bucah. 'Slovenska golica' je bila zelo dovzetna za gnitje, morda je bil vzrok lociranost
zasaditvenih loncev na tleh (v prvi seriji). Zaradi odsotnosti Zenskih cvetov, gnitja ter
slabih vrez smo v drugi seriji zasadili le nekaj rastlin, v tretji pa smo ponovno poskusili z
obseznej$im gojenjem. Cvetovi in vegetativna rast so bili takrat lepSi. Pokazalo se je, da
sorta najdlje ohranja vegetativno rast. Mesec dni po tem, ko so rastline genotipa '‘GL Opal'
in vrste C. maxima Ze propadli, so bile rastline 'Slovenske golice’ se vedno moc¢no
vegetativno razrascene, prav tako so se pojavljali moski in zenski cvetovi.
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5.1.3 C. maxima 'No¢ ¢arovnic' (Semenarna Ljubljana, F1 generacija)

Rastline te sorte so imele grmicasto rast in rast z vrezami. Prav tako se je nestabilnost tega
hibrida kazala s podolgovatimi in neenakomerno velikimi plodovi, kar ni znacilen fenotip
te sorte. Rast plodov je bila podasnej$a v primerjavi s C. pepo 'GL Opal'. Zenski cvetovi so
bili veliki z ogromnimi brazdami pestica, za razliko od moskih, ki so razvili najmanjsi in
najSibkejsi moski cvet ter prasnik v primerjavi z ostalimi sortami. Plodovi so bili najprej
zeleni, nato pa oranzni.

5.1.4 Medvrstni krizanec — C. pepo 'GL Opal' x C. maxima in C. maxima x C. pepo
'GL Opal’

Medvrstni krizanci so kazali neenakomerno rast, slabo vegetativno rast, cvetovi — tako
zenski kot moski — so se pojavljali sorazmerno pogosto, vendar so bili manjsi od ostalih.
Rastlina je bila bolj dovzetna za napad rastlinjakovega $c¢itkarja kot sadike ostalih sort.
Mnogo rastlin medvrstnih krizancev se je med rastjo posusilo brez razloga. Plodovi so bili
majhni in neizenaceni v rasti. Medvrstni krizanci niso bili sterilni, kot navajajo nekateri
viri (Rakoczy-Trojanowska in Malepszy, 1986; Robinson in Decker-Walters,1997).

5.2 ANALIZA CVETENJA IN RAZVOJA PLODOV

Cvetenje bu¢ je potekalo dopoldne do 11:00 ure, kot poro¢ajo tudi Nepi in Pacini (1993)
ter Ivanci¢ (2002), nato so cvetovi zaleli veneti in postajati rjavi. Zenski cvetovi so
nastajali na koncih vrez, moski cvetovi so se tvorili na sredini od rasti§¢a bu¢e do konca
vreze. Plodovi so zavirali nastanek Zenskih cvetov. Sklepali smo, da bo razvoj enega ploda
in s tem embrija manjs$i, ¢e bo na rastlini preve¢ plodov, zato smo pustili najvec tri
razvijajoCe se plodove na rastlino.

Vrsta C. pepo je maksimalno velikost plodu dosegla 20. dan po oprasitvi, C. maxima pa
vsaj 10 dni kasneje. Nepi in Pacini (2001) porocata 0 nastanku maksimalne velikosti plodu
ze 16. dan po oprasitvi. Velikost plodov pri medvrstnem krizanju C. pepo 'GL Opal’ x C.
maxima ni bila manjSa kot pri krizanju znotraj vrste C. pepo 'GL Opal' x C. pepo
‘Slovenska golica'.

Stevilo uspesnih oprasitev je prikazano v preglednici 5 in na sliki 14.

Iz izrauna uspe$nih oprasitev lahko ugotovimo, da se je najve¢ plodov v vseh serijah
razvilo pri krizanju med C. maxima s C. pepo 'GL Opal’ (60 % v prvi seriji in 43 % in 45 %
v drugi in tretji seriji). Tega nismo pri¢akovali, saj gre za medvrstno krizanje. Prav tako
nam je predvsem v prvi seriji uspelo dobiti velik odstotek krizancev med C. pepo 'GL
Opal’, in C. maxima (58 %). Krizanje znotraj vrste smo izvedli v prvi in tretji seriji, vendar
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rezultati niso bili v okviru pri¢akovanj. V obeh serijah je bil odstotek uspesnih oprasitev
nekoliko nad 30 %, kar je najmanj od vseh analiziranih krizanj. Prav tako je bilo uspesno
medvrstno krizanje med pridobljenimi regenerantami, ki smo ga izvedli v drugi in tretji
seriji — 33 % in 42 %.

Uspesnost opraSitev je v vseh primerih med 30 % in 60 %, kot najboljsa pa se je izkazala
prva serija.

Ceprav Nepi in Paccini (2001) navajata, da je oprasitev mogo¢a dan pred odprtjem cvetov,
nam tega ni uspelo izvesti. Od 31 plodov, ki bi se morali razviti iz cvetov, oprasenih en dan
pred odprtjem, jih je 30 propadlo, en od plodov pa je kazal anomalije v obliki (slika 24),
pozneje pa je tudi ta propadel. Teh cvetov nismo vkljucili v analizo odstotka uspe$nih
oprasitev (preglednica 6).

Slika 24: Nenormalno razvit plod, pridobljen iz cveta, oprasenega en dan pred odprtjem

5.2.1 Vpliv zavarovanega prostora in letnega ¢asa na vegetativno rast, cvetenje ter
razvoj plodov

Vse rastline bug, ki smo jih uporabili za kriZanje, so bile posajene v rastlinjak. V poletnih
mesecih je bil ta hlajen, v zimskih pa ogrevan. V drugi seriji je bila z umetnim
osvetljevanjem nadzorovana tudi dolzina dneva.

Letni ¢as je moc¢no vplival na vegetativno rast rastlin, cvetenje ter razvoj plodov.

Prva serija je bila posajena v jesenskem casu. Namen posaditve te serije je bil prouciti
najboljse sorte C. pepo in C. maxima. Prav tako smo pri tej seriji pridobili znanje tehnike
krizanja. Cvetovi so se pojavljali relativno pogosto. Veliko teZzavo je v jesenskem Casu
predstavljala vlaga, ki je omogocala optimalen razvoj plesnim, glivam, bakterijskim



Riznik A., Prouditev ... cikla pri oljnih buc¢ah ... in poskus medvrstnega krizanja C. pepo in C. maxima. 41
Dipl. delo Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

okuzbam. V normalnih razmerah so se vencni listi s pesticem po oprasitvi posusili in
odpadli. Ce je bila vlaga v rastlinjaku previsoka, sta se na posusenih venénih listih pojavili
plesen in gniloba, ki sta se prenesli na ze razviti plod (slika 25). Le-ta je odpadel. V tej

Slika 25: Zaradi visoke vlage sta se na odmrlih venénih ¢istih pojavili plesen in gniloba

Namen druge serije je bil preveriti uspeSnost gojenja in razmnozevanja bu¢ v ogrevanem in
dodatno osvetljenem rastlinjaku v zimskem ¢asu. Z gojenjem v zavarovanem prostoru bi
lahko na leto vzgojili ve¢ generacij bu¢. V skladu s pri¢akovanji se je ob izvajanju tega
poskusa pojavilo precej tezav. Rastline so v primerjavi z drugimi serijami kazale
nepravilnosti v vegetativni rasti, cvetenju in razvoju plodov. Cvetovi so se pojavljali na
zacetku vreZ in na Sibkih stranskih vreZah, ki so izraScale iz glavne vreze. Ti cvetovi so bili
manj$i od obi¢ajnih, prav tako so imeli mnogo napak v sami zgradbi cveta (vencni listi,
brazda, plodnica, pesti¢). Oprasitev med analiziranimi sortami je potekla, vendar smo po
prerezu plodov videli, da je Stevilo normalno razvitih semen na plod mnogo manjse (v
povprecju 25 semen na plod) v primerjavi s prvo in tretjo serijo (v povprecju 230 semen na
plod). Sklepali smo, da je bilo oprasenih le nekaj semenskih zasnov. Plodovi so bili vsaj 3-
krat manjsi kot pri ostalih serijah. Razviti plodovi so po premeru merili cca. 8 cm, v
poletnih mesecih pa v povprecju 25 cm. Sklepali smo, da je za rast plodov odlocilnega
pomena svetloba. Ceprav smo dolzino dneva podalj$ali z umetnim osvetljevanjem,
svetloba ni bila primerna, da bi omogocala normalen razvoj cvetov, plodov in semen. Prav
tako je eden izmed moznih vzrokov tudi padec temperature pod 10° C, ki je nastopil zaradi
okvar grelnega sistema, kar je vodilo v fizioloske motnje pri rastlini. Tezavo nastanka
defromiranih in manj$ih plodov zaradi padca temperature navajajo tudi Zitter in sod.
(1998). V drugi seriji so se pojavljale Steviléne populacije rastlinjakovega $citkarja.

Najboljse rezultate vegetativne rasti in Stevila cvetov je kazala tretja serija. Cvetovi — tako
zenski kot moski — so se pojavljali vsak dan. Vreze, ki so jih tvorile buce, so bile mo¢ne,
listi veliki. Plodovi C. pepo ('GL Opal' in 'Slovenska golica’) so bili veliki in izenaceni
(slika 15), pri plodovih C. maxima pa so se pojavljale razlike v fenotipu (okrogli plodovi,
podolgovati plodovi). Neizenacenost plodov C. maxima se je pojavljala v vseh serijah
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(slika 16). Prav tako kot v prvi seriji je imel genotip 'GL Opal' hitrejsi razvoj kot genotip
‘Slovenska golica'.

5.3 IN VITRO RESEVANJE EMBRIJEV

5.3.1 lzolacija embrijev

Po uspesni oprasitvi vsako seme vsebuje embrij. Pri medvrstnih krizancih je razvoj embrija
pogojen z medvrstno inkompatibilnostjo. Pri tem eksperimentu so semena medvrstnih
krizancev in kriZzancev znotraj vrste razvile embrije.

Semena genotipov C. pepo, ki smo jih uporabili, nimajo lignificirane lupine — semena so
»gola«, od tod ime golica. Pri C. pepo so bila semena 25. dan po oprasitvi nekoliko zelena,
z zorenjem plodov je intenzivnost zelene barve semen narasc¢ala. Zeleno obarvanje nastane
zaradi protoklorofila (prekurzor klorofila) v klorenhimskem sloju (Lelley in sod., 2009).
Semena C. maxima so bila bela, z zorenjem plodov pa je semenska lupina zaradi vedno
vecje vsebnosti lignina postajala trsa, kar je mo¢no otezevalo izolacijo embrijev. Zanimivo
bi bilo vpeljati tretiranje semen s snovjo, ki bi razgradila lignin, kljub temu pa ne bi
poskodovala embrija.

Metoda razkuZevanja ploda z etanolom in ognjem (flambiranjem) se je izkazala za
uspesno. Delez okuzb je bil zanemarljiv, razen pri dveh bucah v prvi seriji in v tretji seriji
pri embrijih izoliranih iz C. pepo 'GL Opal' x C. pepo 'Slovenska golica'. Vzrok v prvi
seriji je bila notranja okuZzba (gnitje) dveh plodov buce, ki smo jo opazili Sele po izolaciji
embrijev. V tretji seriji je bil verjeten vzrok okuZenost gojis¢a ali nepravilno delovanje
laminarija. Dodatno razkuZevanje semen in embrijev v ostalih primernih ni bilo potrebno.
Sklepamo, da je plod v notranjosti sterilen. Prav tako je bila uspe$na izolacija embrijev z
uporabo pincete, igle in skalpela.

Embriji so bili s prostim ofesom vidni 22. dan po oprasitvi tako v semenih, kjer je bila
zenska komponenta C. maxima kot tudi C. pepo. Veliki so bili 1 milimeter. Kwack,
Fujieda (1987) sta embrije pod mikroskopom videla 21. dan po oprasitvi. Ve¢ dni po
oprasitvi so embriji zaceli pospeseno rasti. 26. dan po oprasitvi so merili ze pol centimetra,
30. dan ze vec kot centimeter, 32. dan po oprasitvi so bili embriji veliki kot seme buce (1,5
cm). Velikost embrijev se med razli¢nimi serijami ni razlikovala toliko, da bi bila potreba
dodatna analiza, prav tako ni bilo razlik v primerjavi z medvrstnim krizanjem ali krizanjem
znotraj vrste. Kot pa sem omenila, je bilo normalno razvitih semen v drugi seriji priblizno
9 x manj, posledi¢no pa tudi Stevilo embrijev.

Razlika v velikosti embrijev se je pojavila v plodovih, ki so nastali pri krizanju (C. maxima
x C. pepo 'GL Opal’) x (C. maxima x C. pepo 'GL Opal'). Zamik velikosti je bil priblizno 5
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dni. Torej, ¢e je embrij, katerega Zenska komponenta je bila C. pepo ali C. maxima, meril
26. dan po oprasitvi 0,5 cm, je embrij, pri katerem je bila Zenska komponenta (C. maxima
x C. pepo 'GL Opal'), meril toliko $ele 31. dan po oprasitvi.

5.3.2 Rast embrijev in aklimatizacija

Takoj, ko smo embrije dali na gojis¢e, so zaceli zeleneti. Ceprav nekateri viri (Sigko in
sod, 2003) poro¢ajo 0 temni rastni komori v zacetku regeneracije embrijev, smo jih mi
takoj prenesli na 22 - 23 °C in fotoperiodo dan:no¢ = 16ur:8ur. 14 dni po in vitro izolaciji
embrijev so ti ze razvili stebelce in prve koreninice. Kli¢na lista sta postopno ozelenela in
zacela kazati znake fotosinteze. ManjSi embriji (mlajs$i kot 28 dni od opraSevanja) so za
enako razvitost potrebovali nekaj dni ve¢. V primeru poskodbe embrija med izolacijo se je
na mestu ranitve zacel tvoriti kalus ter rjavo obarvanje tkiva.

V vseh serijah so se na listih mladih rastlinic pojavljala albino obmodcja (Slika 26).
Obarvanost ni bila odvisna od gojis¢a (MS ali E20A), niti od genetskega ozadja embrija.
Rakoczy-Trojanowska in Malepszy (1989) porocata 0 albino obmodjih kotiledonov pri
potomcih med C. pepo in C. maxima.

Slika 26: Albino obmodja na rastlinicah bu¢

5.3.2.1 Vpliv gojisca

Uporabili smo dve razli¢ici hranljivih gojis¢ za tkivne kulture — MS gojis¢e in E20A
gojis¢e. Oba se nekoliko razlikujeta v sestavi (preglednici 2 in 3). Gojis¢e MS je bilo
slabSe v prvih fazah razvoja embrijev. Le-ti so prej ozeleneli na E20A gojiScu. V poznejsih
stopnjah se je rast izenaéila oz. so embriji na MS gojis¢u prehiteli velikost embrijev na
E20A gojis€u. Po izracunih je bil na koncu odstotek aklimatiziranih krizancev buc, ki so
rasle na MS gojiscu, vecji kot na E20A gojis¢u. Zaradi dobrih rezultatov MS gojis¢a smo v
drugi in tretji seriji uporabljali le Se tega.
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5.3.2.2 Analiza uspes$nosti in Vvitro resevanja embrijev

Iz tabel 0 uspesnosti in vitro reSevanja embrijev ne moremo podati jasnega zakljucka,
koliko ¢asa mora prete¢i od oprasitve do izolacije embrijev, da bo odstotek aklimatizacije

ey

ey

'GL Opal' x C. pepo 'Slovenska golica' in sicer 36%. V tej seriji je bila okuzba prisotna na
vseh embrijih C. pepo 'GL Opal' x C. pepo 'Slovenska golica' starih 22 dni in vseh embrijih
C. maxima x C. pepo 'GL Opal' starih 30 dni. Oba plodova, iz katerih smo izolirali te
embrije, sta imela notranjo gnitje, kar se je preneslo tudi na embrije. Serija je kazala
Sorazmernost med starostjo embrija in uspesnostjo aklimatizacije — starej$i embriji so se V
primerjavi z mlajSimi uspesneje aklimatizirali v rastlinice.

ey

krizanju C. pepo 'GL Opal' in C. pepo 'Slovenska golica' V tej seriji smo izolirali starejse
embrije, saj so bili plodovi ob¢utno manjsi. Serija ni kazala sorazmernosti med starostjo
embrija in uspesnostjo aklimatizacije.

V tretji seriji je bil najvisji odstotek uspesno aklimatiziranih rastlin pri C. maxima x C.
pepo 'GL Opal' 60 %, in sicer pri 30 dni starih embrijih. Nekoliko nizja, 56-odstotna
uspesnost, nam je uspela pri krizanju C. pepo 'GL Opal' in C. pepo 'Slovenska golica’, pri
26 dni starih embrijih. Sorazmernosti med starostjo embrija in uspesnostjo aklimatizacije
ni bilo.

5.3.2.3 Vpliv Casa, ki je potekel med opraSevanjem in izolacijo embrijev

Izolacija embrijev med 22. in 28. dnevom po oprasitvi je bila moZna in laZja kot izolacija
ve¢jih embrijev. Kotiledona vecjih embrijev smo s skalpelom, iglo in pinceto veckrat
ranili, kar je vodilo v nastanek kalusa, rjavenja in drugih anomalij na mestu poskodb.

Regeneracija vecjih embrijev v rastlinice je bila hitrejSa, zato smo jih lahko prej
aklimatizirali. 28 ali ve€ dni star embrij je tako v povprecju potreboval 1 mesec, da je bil
primeren za aklimatizacijo v humus, mlajsi tudi do 14 dni vec.

Zaradi ze omenjene lignificirane semenske ovojnice je bila Se posebej tezavna izolacija
velikih embrijev pri Zenski komponenti C. maxima.
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5.4 IZRACUN STEVILA GENERACI BUC V ENEM LETU

Z obic¢ajnim gojenjem buc lahko v nasem klimatskem pasu vzgojimo eno generacijo bu¢ na
sezono. Buce zacnemo na prosto saditi konec aprila. Plodove lahko pobiramo do konca
septembra. Sadike buc potrebujejo priblizno 2 meseca, da dosezejo fazo cvetenja. Najprej
se pojavijo moski, nato zenski cvetovi. Po opraSitvi se zacnejo tvoriti plodovi, ki po
maksimalno 2 mesecih doseZejo stopnjo zrelosti. Sledi suSenje semen, saj neposredna
zasaditev ni mogoca. S suSenjem prekinemo dormanco, ki buci preprecuje, da bi kalila ze v
plodu. IzraCunamo lahko, da potrebujemo najmanj 4 mesece, da bi semena lahko ponovno
posadili. Potrebovali bi $e dodatna 2 meseca, da bi rastline iz teh semen ponovno cvetele.
Med dvema fazama cvetenj tako potecejo najmanj 4 meseci.

Ce vkljutimo postopek in vitro reSevanja embrijev in bude gojimo v zavarovanem
prostoru, lahko postopek skrajSamo. V tem primeru od cvetenja bu¢ do ponovnega cvetenja
potrebujemo le 3 mesece. 1 mesec po cvetenju so plodovi primerni za izolacijo semen in
embrijev, 1 mesec po rasti na gojis¢u pa lahko embrije Ze sadimo v humus. Ker imajo
rastlinice na tej stopnji v povprecju 4 liste, lahko pri¢akujemo cvetenje ez priblizno 1
mesec. Dodati je potrebno Se, da moramo semena posaditi le prvi€. S tem izgubimo $e dva
meseca. Vendar ta faza pozneje ni ve¢ potrebna, saj vse generante dobimo neposredno iz
embrijev.

Ce nadziramo temperaturo in osvetljevanje v hladnih mesecih v zaprtem prostoru,
izkoristimo Se ta del leta.

S tehniko in vitro reSevanja embrijev in uporabo zavarovanega prostora lahko na leto
teoreticno vzgojimo 4 generacije buc.

5.5 BOLEZNI, SKODLJIVCI IN FIZIOLOSKE MOTNIJE

Buce smo gojili v zavarovanem prostoru v loncih premera 25 cm. Znano je, da je
koreninski sistem bu¢ tako razvejan, kot so razvejane vreze nad zemljo. Kot porocata
Osvald in Kogoj — Osvald (2003) glavna korenina sega do globine 40 do 50 cm, nekatere
korenine se lahko razvijejo do globine 5 metrov. Buce gojene v zasaditvenih loncih 25 cm
niso mogle razviti primernega koreninskega sistema. Po nekaj mesecih rasti jim je
primanjkovalo osnovnih hranil in ustrezen pH tal.

Prav tako v rastlinjaku ni bila primerna vlaznost. V prvi seriji so bile obilne padavine ravno
med opraSevanjem. Plodovi bu¢ so zaceli gniti. Prav tako so bili zasaditveni lonci zelo
skupaj, kar je Se pospesilo razvoj bolezni.

V drugi seriji so se razmnozile §teviléne populacije rastlinjakovega $¢itkarja. Zelo verjetno
je, da so regenerirani potomci C. maxima x C. pepo, ki smo jih posadili v prst, propadli
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ravno zaradi tega Skodljivca. Na listih teh bu¢ so se pojavljale bele lise, ki so bile vzrok
sesanja sokov.

Poleg omenjenih tezav so predvsem v drugi seriji buc¢e imele mocne fizioloske motnje, ki
smo jih pripisovali neprimerni osvetlitvi in morebitnim padcem temperature pod 10 °C.

Opazili smo tudi virusna obolenja, ki pa jih nismo natanéneje dolocali.

5.6 PRETOCNA CITOMETRIJA

Metoda pretocne citometrije je zanesljiv pokazatelj potrjevanja medvrstnega potomstva.
Pri rodu Cucurbita so metodo za vedino kultiviranih vrst prvi uporabili Sigko in sod.
(2003).

Rezultati preto¢ne citometrije, pridobljeni pri moji diplomski nalogi, niso pokazatelj, da
smo dobili medvrstne krizance. Pravzaprav je izmerjena koli¢ina DNK pri C. pepo 'GL
Opal' in C. pepo 'Slovenska golica' popolnoma enaka kot pri C. maxima tj. 0,777+0,002
(pg=2C). Torej, ¢e smo dobili medvrstni krizanec, le-tega s preto¢no citometrijo v tem
primeru ne moremo dokazati. Vzrokov je lahko ve¢. Kot navajam v pregledu objav Lane
Rayburn in sod. (2008) novejSe raziskave kazejo, da obstajajo razlike v velikosti genoma
znotraj vrste. Ce primerjamo izmerjene vrednosti DNK v objavi Sigko in sod. (2003) lahko
opazimo, da velikost genoma niti pri C. pepo niti pri C. maxima ni 0,777+0,002 pg (2C).
Verjetnost je, da je velikost genoma ravno v primeru naSega rastlinskega materiala enaka
pri obeh vrstah. Druga moznost je, da nam semenska hiSa od katere smo seme kupili, pod
imenom C. maxima prodaja C. pepo ali obratno. Ta verjetnost je majhna, saj sta obe vrsti
imeli znacilne karakteristike in taksen fenotip, kot je opisano v drugih virih. Glede na
eksperimentalne podatke v diplomi, smo v tej fazi lahko bili prepri¢ani, da v eksperimentu
nismo imeli vrste C. maxima.

5.7 DOLOCANIJE ITS SEKVENC

Zaradi rezultatov pretoCne citometrije smo zaceli dvomiti v uporabljen semenski material.
Izvedena sekvencna analiza ITS regij je potrdila, da vse tri uporabljene sorte bu¢ pripadajo
vrsti C. pepo.

Pri vseh treh vzorcih smo dolocili najvecje, 98-odstotno, ujemanje z vzorcem C. pepo,
odsek transkripcijske enote ITS1 - 5.8S - ITS2. Ujemanje z ITS regijami vrste C. maxima
je bilo 94 %. Vecje ujemanje v primerjavi z C. maxima je bilo z ITS regijami Cucurbita
ficifolia in Cucurbita moschata, v obeh primerih 97 %, ter z vrsto Cucurbita lundelliana.
Zanimivo je, da je bilo vecje ujemanje z vrsto Lagenaria siceraria, ki sploh ne spada v rod
Cucurbita.
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Glede na deklaracijo semena smo verjeli, da gre za vrsto C. maxima sorto 'No¢ ¢arovnic'.
Ker pa smo dobili velik delez uspeSnega krizanja, enake rezultate velikosti genomov
starSevski rastlin in potomcev ter sekvencno zaporedje ITS regij blizje vrsti C. pepo kot C.
maxima, smo ugotovili, da je deklaracija proizvajalca napacna.

S temi rezultati lahko obrazlozimo velik delez uspeSnega medvrstnega krizanja
(preglednica 6), enako velikost plodov in pripadajo¢ih embrijev v primeru medvrstnega
krizanja in krizanja znotraj vrste ter prisotnost embrijev v semenih vseh potomcev. Prav
tako potomci krizanja med domnevno C. maxima in C. pepo niso bili sterilni, kot navajajo
viri (Robinson in Decker-Walters, 1997; Rakoczy-Trojanowska in Malepszy,1986).

Razen fenotipskih podobnosti, ne najdemo drugih dokazov, da smo v poskusu uporabili
vrsto C. maxima.

5.8 SKLEPI IN NADALJNJE DELO

Z rezultati smo prisli do spoznanja, da lahko skrajsamo generacijski ¢as pri krizanju C.
pepo z uporabo in vitro reSevanja embrijev. Najprimernejsi ¢as izolacije embrijev je okoli
28 dni po oprasevanju. Ce izoliramo veéje embrije, je izolacija teZja, medtem ko se manjsi
embriji pocasneje aklimatizirajo v rastlinice. Za primerno se je izkazala tudi uporaba
zavarovanega prostora, vendar so bili rezultati predvsem v zimskem ¢asu slabSi. V enem
letu lahko s temi metodami vzgojimo 4 generacije buc.

Za vi§ji odstotek uspesnosti metode reSevanja embrijev bi bilo potrebno Se dodatno preuciti
ustreznost gojisa s spreminjanjem koncentracij dodanih snovi. Pri izolaciji je zelo
pomembna tehnika, saj lahko embrij hitro ranimo, kar vodi v nalaganje kalusa in rjavo
obarvanje na mestih ranitve. Tak$ni embriji rastejo pocasneje ali pa se sploh ne razvijejo v
rastlinico.

Menili smo, da smo opravili tri serije medvrstnega krizanja med C. pepo 'GL Opal' in C.
maxima, vendar smo z analizo preto¢ne citometrije in dolo¢anjem ITS regij uporabljenih
vrst ugotovili, da vrste C. maxima sploh nismo imeli v poskusu. S sodelovanjem s
semenarno bi morali analizirati, kaj je vzrok napa¢ne deklaracije vrste C. maxima. Vecino
rezultatov v diplomski nalogi bi bilo tako potrebno ponovno analizirati in vsa medvrstna
krizanja obravnavati Kot krizanja znotraj vrste.
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6 POVZETEK

Generacijski cikel je pri vecini kmetijskih rastlin dolg, na leto lahko v nasem klimatskem
pasu vzgojimo eno generacijo rastlin. lzkoristimo lahko le topli del leta — od aprila do
septembra. V klimatskih pasovih ob ekvatorju, Kjer so primerne temperature za rast rastlin
¢ez celo leto, lahko vzgojimo ve¢ generacij.

Diplomska naloga se nanaSa na pospeSitev generacijskega cikla pri buah z uporabo
zaSCitenega prostora (rastlinjaka). Cikel smo dodatno skrajSali z uporabo metode in vitro
reSevanja embrijev.

V poskusu smo izvedli tri serije krizanj znotraj vrste C. pepo. Uporabili smo sorti 'GL
Opal' (Agrosaat, F1 generacija) ter 'Slovenska golica' (Semenarna Ljubljana).

Tehnika krizanja je pri buc¢ah zelo enostavna, saj zaradi loCenosti zenskega in moskega
cveta (monoecije) ni potrebna emaskulacija. Prepoznali smo Zenske in moske cvetove, Ki
so se naslednji dan odprli. Pred oprasitvijo smo jih zas¢itili s obrockom iz papirnatega
traku ter jih naslednji dan ro¢no oprasili do priblizno 10:00 ure, ko je brazda pesti¢a najbolj
dovzetna za pelod. Cvetove smo ponovno zascitili ter dodali oznac¢bo z Zensko in mos§ko
komponento in datumom krizanja. Odstotek uspesno razvijajo¢ih plodov se je razlikoval
od serije do serije ter glede na uporabljene ocetovske in materne komponente, v vseh
primerih pa je bil od 31 % do 60 %. Pri diplomski nalogi smo prav tako analizirali moznost
oprasitve rastlin dan pred odprtjem cveta.

Plodove, ki so se uspesno razvili, smo pobrali od 19 do 37 dni po oprasitvi. 1z plodov smo
v sterilnih pogojih pobrali semena, ki jih je bilo v prvi in tretji seriji priblizno 230 na plod,
v drugi seriji pa le do 30 na plod. Vsa razvita semena so vsebovala embrije. Ti so bili ob
starosti 22 dni veliki 1 mm, 10 dni pozneje pa ze 1,5 cm. Embrije smo izolirali iz semen s
pomogjo pincete, igle in skalpela. Izolacija ve¢jih embrijev je bila tezavnejsa, saj smo jih
pogosto ranili, na mestih ranitve pa so se pojavljala albino obmocja, rjavenje ter nalaganje
kalusa. Embrije smo polozili na modificirano gojis¢e Murashige in Skoog (1962), povzeto
po Sigko in sod. 2003. Ko so se po priblizno dveh tednih razvili kli¢ni listi, smo jih
prestavili na MS gojis¢e z dodatkom kinetina in IAA. V prvi seriji smo uporabili Se gojisce
E20A (povzeto po Sauton A., Dumas De Vaulx R. (1987), ki je bilo enako v stopnji
iniciacije in prestavljanja embrijev. Regeneracija je potekla na v rastni komori s 22 - 23 °C
in ciklom dan:no¢=16ur:8ur. Po enem mesecu od izolacije embrijev smo regenerirane
mlade rastlinice ze sadili v prst. Uspesnost regeneracije embrijev v rastline je bila od 0 %
do 60 %. Iz rezultatov ne moremo dolo¢iti, ali SO se starej$i embriji (tisti, pri katerih je od
oprasitve do izolacije poteklo ve¢ dni) uspesneje razvili v mlade rastlinice kot mlajsi.

Izracunali smo, da bi v enem letu s pomo¢jo uporabe zavarovanega prostora in metode in
vitro reSevanja embrijev lahko vzgojili 4 generacije buc.
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Pri diplomski nalogi smo prav tako poskusili medvrstno recipro¢no krizati vrsti C. pepo in
C. maxima. Krizanje je bilo bolj kompatibilno kot smo pri¢akovali, prav tako nismo dobili
sterilnih potomcev. Medvrstnost potomcev smo Zeleli potrditi s preto¢no citometrijo. Kot
notranji standard smo uporabili belo deteljo Trifolium repens. 1zmerjene velikosti genoma
starSevskih rastlin (C. pepo- '‘GL Opal' in 'Slovenska golica’ in C. maxima) in potomcev so
bile enake, zato smo naredili Se sekven¢no analizo ITS regij starSevskih rastlin. Rezultati
so dokon¢no pokazali, da je deklaracija semena napacna in da v poskusu nismo imeli vrste
C. maxima.
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