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1 UvOD

Z gojenjem okrasnih rastlin so ljudje cedi odbirati in izbirati tiste rastline z najbolj
atraktivnim izgledom. Prisotnost ragiih barvnih odtenkov je pomembna lastnost, ki
doprinaSa k privienemu izgledu rastline. Pomanjkanja barvnih odtengavnekaterih
vrstah rastlin ni mozno resSiti le z naravnim krifgam in selekcijo. Najbolj poznan primer
je modra vrtnica, ki jo cvetlarji Ze vrsto let poskuSajo ustvariti, vendar saséudruge
vrste, kot so nageljni, gerbere in krizanteme, kavptako nimajo modrega barvnega
spektra cvetov. Poleg naravne selekcije in kresya zlahtnjenja zato v okrasnem
vrtnarstvu uporabljajo tudi metode biotehnologije.

1.1 I1ZHODISCE

Nagelj spada med najbolj pogosto rabljene ozironjarg vrste rezanega cvetja. Nagelj iz
rodu Dianthusje bil prvi trzno uspeSen primer uvedbe cvetov radshrve. Danes imamo
na trgu zZe deset let nageljne obarvane v modriktspeV diplomskem seminarju bom
predstavila nekaj o rastlinski biotehnologij, opgshom tvorbo antocianinov v rastlinskih
cvetovih ter gensko spreminjanje barve pri nageljnu

2 BIOTEHNOLOGIJA IN GENSKO SPREMENJENE RASTLINE

O tem, kaj spada pod pojem biotehnologija, so nmeéejjena tudi med strokovnjaki. V
ozjem smislu pod biotehnologijo razumemo predvsasposabo metod rekombinantne
DNK za genetsko spreminjanje ali karakterizacijailziorganizmov«. Ozja definicija ne
zajema nekaterih pomembnih biotehnoloskinh metodeSjledano v biotehnologijo lahko
uvrstimo ze dolgo znane postopke, kakrsna je upobakterij, kvasovk ali gliv v raznih
fermentacijah¢e pa gledamo ozje, s tem izrazom opisujemo le tefgpo spreminjanja
dednine na molekulskem nivoju. Tudi pri rastlinbkbtehnologiji obéajno poznamo dve
podraji, prvo se nanasa na tako imenovane tehnike makth tkivnih kultur, ki so lahko
koncni produkt, lahko pa so osnova za uporabo na drugednaju, pri biotehnoloSkem
Zlahtnjenju rastlin. V primeru, da rastline spremems pomdjo genskega inZeniringa,
rastline praviloma ozrajemo kot gensko spremenjene organizme (GSO), gensk
spremenjene rastline (GSR) oziroma iz njih pridetdj zivilo — gensko spremenjena hrana
(GS hrana) (Bohanec in sod., 2004).

Po zakon o ravnanju z gensko spremenjenimi orgar(2002) je gensko spremenjen tisti
organizem (GSO), z izjemoloveka, ali mikroorganizem, katerega genski maltgea
spremenjen s postopki, ki spreminjajo genski maltetrug@e kot to poteka v naravnih
razmerah s krizanjem ali naravno rekombinacijo.
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Osnovne metode genskega inzeniringa so bile rameiferej pri bakterijah, in sicer ze v
Sestdesetih letih prejSnjega stoletja, seveda psesganes neprestano dopolnjujejo. Od
sredine osemdesetih let metode nis® emejene le na bakterije, tendvgh je mozno z
manjSimi modifikacijami uporabljati pri prakto vseh Zivih organizmih (Bohanec in sod.,
2004).

Osnova genskega inZeniringa je tehnologija rekoartiime DNA s katero lahko kloniramo
gene. Osnovne tehnike genske tehnologije ¢kigjo izolacijo molekul DNA in RNA;
ponovljivo rezanje molekul DNA na definiranih mdstipreurejanje in zdruZzevanje —
ligacijo molekul DNA; vnos rekombinantnih molekulNA v genom celice; opazovanje
zgoraj navedenih postopkov in dogotkov po vnosuomdinantne DNA v celice
gostiteljskega organizma (selekcija transformanamaliza klonirane DNA) (Gasparin
Komel, 1996).

2.1 VNOS GENOV V RASTLINE (GENSKE TRANSFORMACIJE)

Pri genskem inzeniringu nas zanimajo delo geni, ki pogojujejo posamezne lastnosti.
Ko kloniramo taéni gen iz doldenega organizma, ga moramo za delovanje v rastlinah
ustrezno opremiti (dodamo raslinske regulatornevesate) ter vnesti v tiste rastlinske
celice, iz katerih se rastlina regenerira. Gengihkzelimo vnesti v rastline, pripravimo v
obliki plazmidne DNK, ki se namnozuje v bakterijatajvekrat v bakterijiEscherichia
coli. Namnozen genski material vnesemo v rastlinskizaekjer Zelimo, da se vgradi v
jedrno DNK. Rastlinsko celico za razliko od Zivalslobdaja tudi trdna celna stena, ki
lahko vnos méno ovira (Bohanec in sod., 2004).

Postopke vnosa ponavadi delimo v dve vrsti: nepimér@ain (vnos gole DNK) in
posredni n&n (vnos s pomgo vektorjev) ( Bohanec in sod., 2004).

Z neposrednim ri@om mislimo postopke, ko “golo” DNK molekulo (vl plazmida)
vnasamo v rastlinske celice. Prehod preko rastirtgtne stene je mozno omag na
ve¢ na&inov. Prva moznost je izolacija protoplastov, tocejic, ki smo jim celulozno-
pektinsko steno razgradili, vnos DNK je sedaj miodenimo z elektroporacijo. Tovrstne
postopke so razvijali skoraj celo desetletje predvspri najpomembnejSih vrstah Zit,
dokler niso bili razviti uspesSnejSi postopki nefgakiega vnosa, obstreljevanje z delci
tezkih kovin — biolistika. Najvgi uspehi neposrednega vnosa so bili dosezeni,eko |
skupina znanstvenikov iz ameriSke univerze Stanfoadvila postopek biolistike z
aparaturo, ki ji v zargonu pravijo genska piStdtastopek temelji na nanosu DNK na
drobne (0,1 -1,5 um) delce zlata ali volframa. Belanesemo na membrane ali na
plastiéne “iztrelke”, jih nato s pordj potisnega plina (helij ali duSik) Mo pospesSimo in
“ustrelimo” v ta¢no tkivo. Delci zlata predrejo ceéhe stene in omoggo vstop DNK. Ta
metoda je trenutno najbolj konkurgra metoda posrednemu vnosu s pgmeektorjev in
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se uporablja predvsem tam, kjer drugi¢ina (predvsem posredna transformacija z
Agrobacterium tumefaciepSe niso uspeli (Bohanec in sod., 2004).

Posredni n&n pri transformacijah rastlinskih tkiv omogm predvsem omenjena bakterija
Agrobacterium tumefaciersziroma njeni sorodniki npA. rhyzogenedA. tumefacienge
talna bakterija, ki v naravi okuzi rastline na emmgm mestu ter na njih izzove nastanek
tumorjev (kalusnega tkiva) (Bohanec in sod., 2004. njena lastnost je zapisana na
vec¢jem plazmidu, imenovanem Ti-plazmid (Angl. tumomeducing). Del na Ti-plazmidu,
ki se vklj&i v rastlinski genom, imenujemo T-DNA. Ta vsebujekogene ¢nc geni),
katerih ekspresija povzEpvisji nivo rastlinskih avksinov in citokininov. & prenos T-
DNA v rastlinsko celico so pomembwir geni (angl. virulence), ki so na plazmidu, in geni
chv (angl. chromosomal virulence), ki so na bakteajgkkromosomu. Ob robu T-DNA se
nahajata desna in leva robna sekvenca, ki stapagiembni za prenos T-DNA (Zel,
1996).

Za namene genskih transformacij je bil naravni pliazseveda povsem modificiran, tako
da so ostale ohranjene mejne sekvenceviteregija, ki omogoajo replikacijo in vnos
takne DNK na mesto. Kjer so bili prej kodirani bakjski koristni geni, pa sedaj vstavimo
nasS genski konstrukt. Metoda ima prednost pred srepoim vnosom tudi v tem, da
vnesemo manjSe Stevilo kopij genov (Bohanec in,s2@D4). NajpomembnejSi vektorski
sistem je binarni tip, kjer bakterija vsebuje dVazmida. Eden se imenuje pomozni vektor,
ki je sestavljen iz skoraj celotnega Ti plazmidezbr-DNK in drugi je binarni vektor, ki je
man;jSi plazmid z vkljgenimi T-DNK mejnimi regijami, kjer so vstavljeni eni geni.

Pri genskih transformacijah rastlin, potrebujemotode, s katero lahko preverimo
vkljucenost genov v genom (Bohanec in sod., 2004). Vhppaskusih so razédi
transformirane celice s presejalnimi testi, glede produkcijo nopalina (Banta in
Montenegro, 2007). Danes se najpogostejSe uporabijzs selekcijskega gena za
odpornost na antibiotike, na gaji§ ki vsebuje doléene antibiotike, prezivijo le tiste
rastlinske celice z vkigenim genom. Najpogosteje uporabljen selekcijski gen
transformiranih rastlinah japtll, ki pogojujeje odpornost na kanamicin. Odpornost n
antibiotike je v zadnjentasu v trzni aplikaciji omejena, vendar pa so maaidrugi
selekcijski geni. Geni, ki pogojujejo odpornost dalocene herbicide, so lahko hkrati
selekcijski geni. Sodobni selekcijski geni so demigen xylA, ki kodira ksilozno
izomerazo (selekcijski agens je D-ksiloza), gaeanA, ki kodira fosfomanozno izomerazo
(selekcijski agens je manoza 6-fosfat) ter sgnngen'BADH!, ki kodira betain aldehid
dehidrogenazo (selekcijski agens je betain aldefid}rije geni omog®dajo metabolno
prednost celicam na gojig, na katerem netransformirane celice ne uspeBngbgnec in
sod., 2004).

Markerski geni so geni, pri katerih je mozno germkidukt vizualno prepoznati. StarejSi
markerski del je denimo gen za betaglukoronidazdS¥% kjer se tkivo, z izrazenim
markerskim genom, obarva temno modro ob dodatkwalX-§labost tega markerskega
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gena je ta, da pri tem pra@vano tkivo uniimo. NovejSi markerski gen “zeleno
flurescerni protein” (GFP) je pridobljen iz meduz&equorea victoriain povzr@a
fluorescenco Zivega transformiranega tkiva, karkdalopazujemo pod fluorescentnim
mikroskopom. Markerski geni se &reoma uporabljajo pri Studijah ekspresije genovPGF
gen pa lahko tudi nadomesti selekcijski gen, keppsto regenerante odberemo na osnovi
izrazene fluorescence. Razvitih je tudi nekaj sty@t s katerimi je moge naknadno
selekcijski gen izlditi iz genoma, da v naslednjih generacijah ostadpicen le taéni

gen (Bohanec in sod., 2004).

Po vnosu transgena v gostiteljsko celico lahko Zeekaj urah pride do ekspresije
vnesenega gena. S tem sicer Se nismo dosegli trefjagenosti v genom, teméanorda

le prehodno transformacijo. Stabilnost vEljue in nehimernost — genetsko izéaaost
tkiv regenerantov preverimo zato kasneje. Na vogm je vé genskih testov, med njimi
je poleg eventuelnega vizuelnega spremljanja mskkergenov predvsem testiranje
prisotnega gena z metodo, temé&ena polimerazni verizni reakciji (PCR). Navadno
izvedemo Se ue drugih testov, z analizo po Southernu ugotovimeviki kopij ter
dokazemo vkljgenost v genom, s testi izrazanja mRNK in proteirea dokazemo
delovanje vnesenega gena (Bohanec in sod., 2004).

Posledica transformacije je, z izjemo plastidnendfarmacije, nakljtha vkljwitev
genskega konstrukta v genom rastline. Na mestadrklg oziroma na Stevilo vnesenih
kopij v jedrni genom sicer nimamo neposrednegaveplivendar pa naknadno izmed
Stevilnih regenerantov odberemo tiste, ki imajo sem® ¢im manjSe Stevilo kopij
(najboljSe le eno). Zelimo tudi, da je gen vneserenom na tisto mesto, ki mu zagotavlja
ustrezno delovanje (Bohanec in sod., 2004).
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3 REZANO CVETJE IN BIOTEHNOLOGIJA

Vsako leto zlahtnitelji ustvarijo veliko novih irriglacnih sort rezanega cvetja. PotroSnik
iS¢e vedno nove produkte in s tem vzbuja potrebo poehnlastnostih, kot so nove barve,
druga&ne oblike cvetov, cvetje z lepSim vonjem in daljgmirZljivostjo rezanega cvetja.

Agronomske lastnosti so pomebne tudi za pridel@yakmeljni lastnosti poleg donosnosti
sta odpornost na bolezni in Skodljivce (Zuker id.sa998).

Klasiéno krizanje, ki temelji na krizanju sorodnih vrst selekcija najbolj obetavnih
potomcev ali iskanje mutacij, je dolg in zahtevenges. Vendar pa so tudi s kkagmi
Zlahtniteljskimi metodami uspeli vnesti veliko nbviastnosti in produktov pri mnogih
vrstah rezanega cvetj@ieprav je klasino Zlahtnjenje $e vedno zelo pomembno, pa je vir
genov z novimi lastnostmi omejen. S& vieleno novo lastnost moramo dobiti ob krizanju
dveh starSev z razhim genetskim ozadjem ter genetsko variabilnostjtomcev (Zuker

in sod., 1998).

Razvoj novih orodij za introdukcijo tujih genov &stlino zdruzenih z znanjem pridelave
rastlin ter tehnologijo v povezavi z identifikacijm izolacijo genov, so omogii
specifcno spremembo posameznih lastnosti v sicer uspddtiivarjin. Te raziskave so
tudi omogagile SirSi krog izbire genov za posamezno rastlinglgbo (Zuker in sod., 1998).

Obsirne raziskave na podijo mikropropagacije okrasnih rastlin, so bile powzdStevilna
porcCila o postopkih regeneracije okrasnih rastlin. Rewkulture igrajo kritino vlogo pri
genskem inZeniringu rastlinskih vrst, pri tem pgjga naloga w#ne genskih prenosov
uspesna regeneracija rastlin iz celic z vstavljetijim genom. Najbolj pogosta uporaba je
formiranje novih poganjkov z uporabo listnih izkev (Zuker in sod., 1998).

NajpomembnejSa metoda transformacie tumefaciensni pri vrstah rastlin enako
ucinkovita oziroma uspesSna. Velika variabilnost nebgna le med vrstami, vendar tudi
med posameznimi kultivarji, kot tudi posameznimgami in tkivi rastlin (Zuker in sod.,
1998).

Najbolj pogoste vrste za rezano cvetje so: vrtniapani, krizanteme, lilije in nageljni
(Michaels, 2009)Tulipan, lilija in tudi orhideja so enok&hice in so zato manj dovzetne
za spreminjanje oziroma okuzbo A. tumefaciens Medtem, ko so vrtnica, nagelj,
krizantema in gerbera zelo dovzetne za gensko sppame zA. tumefaciensn so zato
tudi bolj zanimive za gensko spreminjanje (Zukesaa., 1998).

V nadaljevanju bom obravnavala le nagel.
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4 NAGELJ

Nagelj ljudje Ze tako dolgo cenijo, dac¢et&ki njegove zgodovine niso povsem znani.
Rodovno imeDianthusizvira iz stare grSke oznake, ki pomeni »bozarsialica« (Bird,
1994). Nagelj sodi v druzino Caryophyllaceae ozmorklinénice in v poddruzino
Silenoideae (Heywood, 1995).

V Angliji gojijo nageljne ze vsaj od normansk#asov, ko so z#li saditi vrtni nagelj,
Dianthus caryophyllusTa vrsta inD. plumariussta dve osnovni vrsti zelo heterogenega
starSevstva sodobnih nageljnov in kkov, ki so se neprestano razvijali. V 16. stolestju
jih razdelili v dve skupini: obrobne nageljne inarstmodne klidke. Najbolj so bili
priljubljeni v 17. stoletju; proti koncu 18. stgtpa se je z razvojem novih sort
obrobljenih klirtkov zanimanje zanje spet p@ado. Po 19. stoletju smo dobili nageljne, ki
cvetijo ve&krat na leto, to so predniki trajno cveéito nageljnov. Njihova priljubljenost se
tudi v 20. stoletju ni zmanjSala. Montagu Allwoadyvedel slovite Allwoodove klike, ki
so nova generacija kitkov. Tudi drugi gojitelji so prispevali vedno &enamenitih novih
sort v vse skupine nageljnov (Bird, 1994). Centediverzitete za rodianthusje juzna
Evropa in najvgi obseg vrst nageljnov najdemo v jugovzhodnih paloh drzavah
(Tanaka in sod., 2009).

Nagelj ima veliko zanimivih trznih karakteristikaadi katerih je kljub velikemu Stevilu

vrst okrasnega cvetja zanimiv, tako za proizvajake# potroSnike. Zelo raznolika barva
cvetov, vonj, dobro prenaSanje transporta ter daiztipi, so najpomebnejSe prednosti. Od
leta 1980 so pridelavo nageljnov preselili iz ArkeriNengije in Japonske, v dezele, kjer
je njhova pridelava cenejSa. Trenutno so glavnéepovalke Kolumbija, Kenija, lzrael ter

Spanija. Nageljne za prodajo, kot rezano cvetjemrazujemo s potaknjenci iz

brezvirusnih matinih rastlin. Za sajenje uporabljamo le zdrave ikdv@stne potaknjence

(Ball, 1997).

Gensko sprememinjajo predvsem nageljne za rezagtpecn sicer dvobarvne kultivarje
hibridov, ki vsebujejo dve ali ¥eDianthusvrsti od katerih je ena zagotoudianthus
caryophyllus(Tanaka in sod., 2009).

4.1 RASTLINSKE TKIVNE KULTURE

Nageljne mnozijo s tkivnimi kulturami. Regeneracijastlin je bila dosezena tako iz
vegetativnih kot iz cvetnih tkiv. UspeSno so updiatele stebel, liste ter stranske brste.
Stadij razvoja stebla in listov pomembno vplivaudakovitost regeneracije. MlajSi kot so
izsetki, vecje je Stevilo regenerantov. Pri regeneraciji rasth stranskih brstov, starost
stranskih brstov ni imela vpliva (Zuker in sod.989%.
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Vencni listi so najbolj pogosto uporabljen del rastlina regeneracijo rastlin. Razia
porctila raziskav o regeneraciji rastlin iz vamh listov so bila objavljena od leta 1979.
Isti gojitveni medij so uporabili za regeneracijec\kultivarjev. V vseh primerih je bilo
najve& regeneriranih poganjkov iz zelenih bazalnih delar vernih listov. Za
regeneracijo poganjkov so uporabili tudi semensienave, antere ter cvel# prav tako
so uporabili hipokotile, internodije ter listne &ke, kjer so dosegli tvorbo kalusa, a le v
omejenem obsegu (Zuker in sod., 1998).

4.2 TRANSFORMACIJSKI SISTEMI

Transgene nageljne pridobivajo z uporabo stelsbJiter izsékov vertnih listov. Lu in
sod. (1991) so bili prvi, ki so opisali transformjski proces, kjer so uporabili stebelne
izseke. Za vzpostavitev splosnih transformacijskih razmso uporabili divji tip seva
AgrobacteriumICMP8302, ki je vseboval binarni plazmid 'pKIWI11@& kokultivacijo
listnih izs€kov iz treh 'Sim' tipov nageljnov (nagelj z enimetam), so pridobili gensko
spremenjene rastline. Uspesnost transformacije i@ pelo visoka: priblizno 11%
uspesSnost. Ko so namesto divjega tia tumefaciensuporabili sev AGLO, je bila
uspesnost transformacij 3 %.c¢ibkovitost pristopa se je izboljSala, ko so namesto
binarnega vektorja uporabili ko-integrirani vektérekvenco transformacij so Se poak

z uporabo daljSegé&asa kokultiviranja ter z visoko koncentracijo avksi(Zuker in sod.,
1998).

Listne izséke so prav tako uporabili Zuker in sod. (1995) pstvarjanju gensko
spremenjenih nagekov z uporabo bombardiranja z mikroprojektili. Gemspremenjeni
poganjki so bili selekcionirani s porjo 'bar' gena (odpornost na glufosinat). S tem
postopkom so dosegli 2% inkovitost transformacije (Zuker in sod., 1998).

Leta 1997 so pot@li o izboljSanem procesu transformacije, ko sauziirobe metodi,
obstreljevanje teAgrobacterium Pristop temelji na tem, da se z mikroprojektdBgoduje
stebelno tkivo, ki se ga kokultivira z supervirniet sevomAgrobacteriumAGLO. Pri

kultivarju “"White Sim” je bila &inkovitost transformacije 25 %, za kultivar "‘Desa 8

%. Obstreljevanje z mikroprojektili ter izbira mladetiava (prvi in drugi internodij) sta
bila pomembna za tako visok delez uspesnosti wamsicije (Zuker in sod., 1998).

Listne izseéke je uspesSno uporabil van Altvorst s sod. (198b)e transgene nageljne
proizvedel iz 'spray' nageljna (nagelj Zp@ Stevilom cvetnih stebelj) in treh standardnih
“Sim” tipov kultivarjev. Transgene rastline so bl@brane s pontgo kanamicina, gen pa
so vnesli s kokultivacijo s supervirulentnim sevégrobacteriumAGLO. Rezultati z
GUS analizo po stirinajstih dneh po inokulacijigakazali, da so bili najmlajsi listi najbolj
dovzetni za transformacijo. Sedenajveje Stevilo transgenih rastlin so pridobili iz teh
izsekov. Ugotavljajo tudi pomembnost binarnega tipa zplala na uspesSnost
transformacije. Listne izgéke so za pridobitev transgenih nageljnov prav tagorabljali
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Firoozabady in sod. (1995). Njihov pristop je tejhela visoki dovzetnosti vitrificiranih
listov za transformacijo Agrobacterium Listne izséke so nabrali iz rastlin, ki so bile v
tkivni kulturi od 4 do 6 mesecev. Za p@emje Stevila transformacij so uporabili
superviruletni sev Agrobacterium EHA101 in petdnevno Kkokultivacijo. Postopek
ugotavljanja Stevila gensko spremenjenih rastlinzsedli v dveh delih. Poganjki so bili
najprej regenerirani v selektivnem agensu, katestgpnja selekcije je bila majhna. Nato
pa so bili listi teh poganjkov postavljeni v ponaveikel regenreacije poganjkov, ki pa so
bili pod visokim pritiskom selekcije. Po uporabiokbsulfurona je bila uspeSnost
transformacije 6,7 % vitrificiranih listnih iz&kov. Selekcija s ponigo geneticina® je bila
priblizno Stirikrat manj uspesSna, medtem ko pri &arcinu ni bilo nobenih gensko
spremenjenih rastlin (Zuker in sod., 1998).

5 BARVA CVETA

Goijitelji okrasnih rastlin i&jo vedno nove lastnosti. Z raalimi tehnikami genskega
spreminjanja, lahko spremenijo nekatere lastndsit, so barva cveta, oblika rastlin,
sveZost rezanega cvetja ter odpornost na Skodljiecebolezni. V nalogi se bom
osredotdila na gensko spreminjanje barve pri natelj

Flavonoidi, karotenoidi in betalaini so najpomemniBnevetni pigmenti. Med temi tremi
skupinami flavonoidi najue prispevajo k obsegu in vrsti barvnih pigmentovasgtlinah.
Flavonoidi so sestavljeni iz vekot deset skupin spojin. Nekatere izmed njih so
antocianini, ki pogojujejo oranzno, &g Skrlatno, vijoléno in modro barvo. Auroni in
halkoni so rumeni pigmenti, medtem ko so flavonilavonoli brezbarvni ali zelo bledo
rumeni, vsaj zatlovesSko oko. Biosinteza flavonoidov, ki vodi do twe akumulacije
pigmentov, je dobro opisana, izolirani so bili sknpcijski faktorji ter geni, ki kodirajo
pomembne encime (Tanaka in sod., 2009).

5.1 ANTOCIANIN — STRUKTURA IN BARVA

Pri tistih vrstah, kjer je barva cveta primarnodpbljena iz antocianinov, na k&mo

obarvanje cveta vpliva ¥e razlicnin faktorjev. Na kotno barvo cveta vplivajo
antocianinska struktura, tip, koncentracija, sot@esi pigmenti, kovinski ioni in

koncentracija, pH vakuole, lokalizacija antocianinablika vrhnjih celic. S kombinacijo
teh faktorjev so rastlinske vrste razvile barveteveki privabljajo oprasevalc€.eprav so
odkrili ve¢ sto antocianinov, so primarno osnovani na Segtiocaanidinih (kromofori

antocianinov): pelargonidin, cianidin, peonidin|fohédin, petunidin in malvidin. Ker je
peonidin pridobljen iz cianidina, petunidin in mialw pa iz delfinidina, obstajajo trije
glavni antocianidini: pelargonidin, cianidin inlfieidin (Slika 1). Modro obarvano cvetje
vsebujejo delfinidin in njegove derivate in intemm rde&e vsebujejo pelargonidin.
Pove&ano Stevilo hidroksilnin skupin na B olsto (Slika 1) Siri modrejSo barvo pri
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antocianinih pridobljenih iz antocianidinov, medt&mmetilacija 3 ali 5"-hidroksi skupine
(Slika 1) povzrei bolj rdece obarvanje (Tanaka in sod., 2009).

5.2 MODIFIKACIJA ANTOCIANINOV

Antocianidini se lahko modificirajo z glikozilom iracilom, odvisno od posamezne
rastlinske vrste, ki imajo spedcifie glikoziltransferaze in aciltransferaze. Aromatsk
acilacija antocianinov spremeni barvo cvetov pmoidri in povéa njeno stabilnost.

Antocianini, ki vsebujejo we aromattnih acilnih skupin, se imenujejo poliacilirani
antocianini in izrazijo modro barvo kot rezultatramolekularnega nalaganja (Tanaka in
sod., 2009).

5.2.1 Glikozilacija antocianinov

Biosinteza antocianinov do antocianidin 3-glukozjelalobro ohranjena in mnoge rastline
proizvajajo antocianidin 3,5-diglukozid in njegogterivate. Na splosno se 3-glukozilacija
pojavi pred 5-glukozilacijo in obe sta posebej kabta@ani z antocianidin 3-
glukoziltransferazo (3GT) in antocianin 5-glukomaltsferazo, ki sta odvisni od UDP-
glukozila (Tanaka in sod., 2009).
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Slika 1: Biosinteza antocianidinov (Tanaka in s@909)
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5.2.2 Acilacija antocianinov

Encim, ki katalizira transformacijo skupine aromiaéiga acila v antocianine, so @tvi
izolirali iz encijana; tako imenovani hidroksicinaih CoA; antocianin 5-glucozid
hidroksicinamoil CoA transferaza (5AT). Pred kratkiso izolirali Se nekaj genov
antocianin transferaze odvisnih od acilglukoze. d&etisti nageljna ponavadi akumulirajo
makrociklicne antocianine 3,5-db-glukozid-(6"6"-malil diester) pelargonidin ali cidin.
Antocianin maliltransferaza, ki je odvisna od nwgllikoze, so delno péestili iz
nageljnovih vennih listov, ki imajo malilirane antocianine; ustegzgen je bil prav tako
izoliran (Tanaka in sod., 2009).

5.2.3 Metilacija antocianinov

Metilacija antocianinov doda strukturno in barvnivedziteto antocianinom. Gen, Ki
ustreza S-adenozil metioninu odvisnemu od antaciametiltransferaze (MT), so izolirali
iz petunije in torenijeter grozdnih jagod. Zanimivo je, da ti geni pripgd&ationsko
odvisnemu tipu Il MT skupini, medtem, ko flavoniflavonoli ponavadi sodijo v tip | MT
(Tanaka in sod., 2009).

5.3 KOVINSKI IONI

Vloga kovinskih ionov pri modri barvi cvetov je &ipojasnjena v zadnjih letih. ObSirne
kemijske Studije so pokazale, @dasni listi hortenzije, ki so podobni wanm listom,
vsebujejo antocianine na osnovi delfinidinaQ&cilkininska kislino in Af* ione. Za
modro obarvanje je potreben visok vakuolni pH. Ndgli verenih listov pri nekaterih
kultivarjih tulipanov so modri, medtem ko je osthdl verénih listov vijolicen. Ugotovili
so, da celice, ki so modro obarvane vsebuijejo igribl 9.5 mM F&" (25krat vé& kot
vijolicno obarvane celice), medtem ko ni velikin razlik tyhou ali koncentraciji
antocianinov (definidin 3-rutinosid), flavonolovvgrcetin gukozidi) ali vakulnem pH. To
nakazuje, da imajo E&ioni kriti¢no vlogo pri razvoju modre barve (Tanaka in sofQ9.

5.4 REGULACIJA VAKUOLNE REAKCIJE

Antocianini so rd&e obarvani v nizkem pH in modro obarvani v nevteainali rahlo
alkalnem pH. Ker se antocianini nahajajo v vaku@i, vakuolni pH pomemben pri
obarvanju antocianinov. V vakuoli je pH doéma z vakuolnimi ATP-azami in
pirofosfatazami v rastlinskih celicah (Tanaka inl.s@009).
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5.5 HIDROKSILACIJA B-OBROCA FLAVONOIDOV

Na voljo je vedno vé&potencialno uporabnih orodij za spreminjanje barwetov v modro

in rdeto barvo. Vendar, pa je bila za spreminjanje barvektgno uporabljena le
modifikacija hidroksilacije B-obréa flavonoidov. Hidroksilacija B-obta flavonoidov je
katalizirana z dvema citokromomono-oksigenazama Bgd50, flavonoid 3-hidroksilaza
(F31) in flavonoid 3",5"-hidroksilaza (F3",5"H¥eni, ki kodirajo ta dva encima so bili
najprej izolirani pri petuniji, nato pa so sledde mnoge druge vrste. Dokazali so tudi, da
le nekaj zamenjav aminoklislin v C-terminalni régi@hko funkcionalno spremeni F3'H v
F3",5"'H, kar kaze relativno visoko plasimbst biosinteze flavonoidov (Tanaka in sod.,
2009).

6 SPREMINJANJE BARVE CVETOV S POMO CJO GENSKEGA
INZENIRINGA

Modelne rastline pri Studijah modifikacije barveetav s pomgo genskega inzeniringa so
najpogosteje petunija, tobak in torenija, ker gansk&nsformacija ni zahtevna. Petunija ne
akumulira antocianinov osnovanih na pelargonidiker, njen DFR (dihidroflavonol 4-
reduktaza) ne katalizira dihidrokacemfarola. Prsppesni eksperiment, ki je bil namenjen
manipulaciji metabolizma antocianinov pri rastlingle bila produkcija antocianinov
osnovanih na pelargonidinu dosezena pri izrazanjuznega DFR pri petuniji, ki ni imela
F3'H in F3",5"H aktivnosti (Tanaka in sod., 2009).

Za preusmeritev biosinteze flavonoidov za spremerbbhove, ni potrebna le v@a
ekspresija gena klfinega encima, ampak tudi selekcija pravega gostjtiljima primerno
genetsko ozadje. Ta selekcija je pomembna zatoselazmanjSa biosintetske poti
introduciranim encimom ali da se zagotovi regukadpmpetitivnih poti. Pomembno je
tudi, da se izbere gostitelja, ki ima dobre komana lastnosti (Tanaka in sod., 2009).

6.1 RAZVOJ MOON® SERIJE NAGELJNOV

Ekspresija gena petunije F3'5'H pod kontrolo kdn$itinega promotorja pri varieteti
nageljna, ki proizvaja pelargonidin, proizvaja $ea liste, kjer delfinidinovi derivati
prispevajo do priblizno 70 % vseh antocininov. Vanga je bila sprememba barve proti
modremu odtenku majhna. Da bi poak antocianine iz delfinidinov se je bilo potrebno
izogniti kompeticiji za substrate med dvema &tjima encimoma na antocianinski poti
(DFR in F3"H) in vpeljanim encimom (F3°5°H). Da toi dosegli, so selekcionirali bele
nageljne, ki so imeli pomanjkliv DFR gen. Ekspraspetunijinega gena F3'5'H (pod
kontrolo promotorja gena CHS navadnega odolinapatunijin gen DFR (pod kontrolo
konstitutivnega promotorja), so pri enem DFR muiapbvzraili mo¢no akumulacijo
delfinidinovih derivatov in veliki spremembi barvev smeri modre barve
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(FLORIGENE®Moondust™, ki je prvi gensko spremengetlicarski pridelek prodajan
po svetu). Ekspresija gena F3'5'H iz ¢elae (pod kontrolo promotorja gena CHS
navadnega odolina) in DFR gen petunije (pod koatlastnega promotorja ter terminalnih
sekvenc) je povzkdla gensko spremenjene rastline, ki so prav takdnm akumulirale
delfinidin vendar v vgih kolicinah. Te rastline so imele temno vifolo barvo cvetov
(FLORIGENE®MoonshadoW') (Tanaka in sod., 2009).

Enake kombinacije genov so kasneje uvedli v bendardni tip nageljna (prav tako
mutant DFR). V veénih listih teh gensko spremenjenih rastlin se &gpirazlicne
kolicine pigmentov osnovanih na delfinidinu, ki so odeid transformacijskih procesov.
V stirih primerih kjer je nastala stabilna barvaabrali rastline, ki so sedaj ze 8 let na
trgu, in  sicer FLORIGENE®Moonvistd, = FLORIGENE®Moonshadow™,
FLORIGENE®Moonlite™, FLORIGENE®Moonaqua™ (Tanakasiod., 2009).

Petunija ima citokrom &) ki specifétno prenese elektrone do F3'5'H, s tem pa lahko
petunija @inkovito sintetizira 3°5"-hidroksilirane flavonoid&kspresija petunijinega gena
F3'5'H Hfl) hkrati z petunijinim genom citokromsty nageljnovih kultivarjin pomeni
produkcijo cianidinovih derivatov, kar se kaze kotinkovita tvorba antocianinov
osnovanih na delfinidinu in nato spremembo barv&mié listov. V tem primeru uporaba
mutantov DFR ni bila nujna, za doseganje akumwdadglfinidina. Rezultat je pokazal, da
izboljSanje sistema prenosa elektronov do F3'5¢hedno premaga endogeni F3'H (in
DFR) aktivnosti (Tanaka in sod., 2009).

Gensko spremenjene nageljne pridelujejo v Ekvadétiumbiji in Avstraliji in danes je
za nami Ze desetletna varna uporaba teh nagelJmdgnje je danes vzpostavljeno v Juzni
Ameriki, od kjer so dobre letalske povezave do BeroJaponske in Severne Amerike
(Tanaka in sod., 2009).

6.1.1 Podjetje FLORIGENE Ltd

Vse gensko spremenjene nageljne, ki so registrizaniprodajo je ustvarilo podijetje
Florigene Ltd iz Avstralije (http://www.florigeneoa/). Podjetje Florigene je bilo
ustanovljeno leta 1986 v Melbournu. Danes so vodpodijetje v genskem spreminjanju
barve okrasnega cvetja na svetu. Prvoten nameetpo@ bil ustvariti prvo modro vrtnico
na svetu. Poleg vrtnice pa so se osretlibtée na ostale pomembne skupine okrasnega
cvetja, ki ne vsebujejo gena za modro barvo iersiageljne, gerbere ter krizanteme.
Osredotdili se niso le na modro barvo, tentvea cel modri spekter. Leta 1991 so uspesSno
izolirali gen za modro obarvanje cvetov iz cvet@tymije. Leta 1994 je znanstvenikom
tega podjetja uspelo vstaviti “modri gen” v nageliako so ustvarili prvi nagelj, katerega
cvet je obarvan v modrih spektrih. Leta 1996 salgtavili prvi slezovo-modro obarvan
nagelj FLORIGENE Moondu§Y, ki je prvi predstavnik gensko spremenjenega aiega
cvetja na trgu. Ustvarili so linijo nageljev FLORESIE Moorf carnations, ki vsebuje Sest
razlicnih linij nageljnov (Slike 2 -7). Produkti podjetja
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Slika 2: FLORIGENE Moonshadow™ Slika 3: FLORIGENE Moonvista™
(Florigene, 2010) (Florigene, 2010)

Slika 4: FLORIGENE Moonlite™ Slika 5: FLORIGENE Moonshade™
(Florigene, 2010) (Florigene, 2010)

Slika 6: FLORIGENE Moondust™ Slika 7: FLORIGENE Moonaqua™
(Florigene, 2010) (Florigene, 2010)
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6.2 POGOJI ZA PRODAJO GENSKO SPREMENJENIH NAGELJNOV

Da se transgeni nageljni lahko prodajajo, morajtveaati standardom in predpisom o
gensko spremenjenih organizmih. Pred uporabo gemsgkemenjenih organizmov je
potrebno opraviti Stevilne teste, med njimi tudenc tveganja oziroma bioloske varnosti.
Ocena tveganja vsebuje vrednotenje moznih Skoldljivplivov na okolje (prenos
(trans)gena, invazivnost GSR, vpliv na ne-ciljngamizme...) ter vrednotenje moznih
Skodljivih vplivov na zdravje ljudi in Zivali (tok&nost in alergenost novih proteinov).
Ravnanje z gensko spremenjenimi organizmi &wml@zakon o ravnanju z gensko
spremenjenimi organizmi. Podatki o gensko sprenmgémjerganizmih so javno dostopni in
ena od strani na kateri lahko preverimo bazo gersghemenjenih rastlin, je Evropska
internetna stran o gensko spremenjenih rastlin&MO Compass (2010). Na tej strani
najdemo tudi zgoraj naStete nageljne, za katebdggodana vloga za prodajo v Evropi.
Na GMO Compass lahko preverimo na primer nagelj Mite (Slika 2). Na spletni strani
lahko pogledamo vso dokumentacijo v zvezi z gergk@menjenimi nageljni: povzetek
proSnje za odobritev dovoljenja, péilo o vplivu, znanstveno poédo in odlocitev
komisije.
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Slika 8: Spletna stan GMO Compas za gensko sprememastline — primer n_ageljnov blagovne znamke
Moonlite (GMO Compass, 2010)

Kljub desetletjem gojenja in sajenja v vrtove imkga nagelj ni postal nezelena (plevelna)
rastlina in nikjer v svetu ni 'uSel v naravo'. Nare so bile detajine raziskave na in okoli
gojitvenih obm@ij v Kolumbiji, tudi na lokaciji, kjer trenutno gip in kompostirajo

odpadke gensko spremenjenega nageljna. Zunaj ®angojenih nageljnov niso nasli
nobenega primerka. Moznost pobega genov pri kedidm gensko spremenjenem
nageljnu ni realno mozna (Tanaka in sod., 2009).
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7 SKLEPI

Danes lahko s pondm genskega inzeniringa naredimo spremembe, lagibira, selekcija
in klasino krizanje ne omog@jo. Na svetu je vedno ¥egensko spremenjenih rastlin,
najve& v kmetijski pridelavi, vendar se njihovo Steviloovya&uje tudi v okrasnem
vrtnarstvu. Genski inZeniring se uporablja za sjpngnje barve, oblike in vzdrZljivostjo
rezanega cvetja ter za pridobivanje odpornosti aiazimi in Skodljivce. Dodajanje novih
barvnih odtenkov je kljub nekaterim uspehom Se wedglik izziv za Zlahtnitelje, vendar
pa dosezki pri nageljnu niso zanemarljivi. Iz pgtirso uspesno vnesli gen za modro
obarvanje, ki se je v nageljnu izrazil v vijio-modrih odtenkih. Po desetih letih
prisotnosti na trzi& ni porail o negativnih vplivin na okolje idloveka.
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