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V genom hmelja (Humulus lupulus L.) 'Savinjski golding', 'Aurora' in 'Tettnanger'
smo z vektorskim sistemom z Agrobacterium tumefaciens (A. t.) vnesli gus gen za
sintezo PB-glukuronidaze in DsRed gen za sintezo rdece fluorescentnega proteina
ter selekcijski Aptll gen, odpornost na higromicin. Za vnos genov v internodijske
izseCke smo uporabili komercialni sev A. ¢t LBA4404 s plazmidom
pCAMBIA1301 in modificiranim plazmidom pCAMBIA1390. Vzporedno s ko-
kultiviranimi internodijskimi izsec¢ki smo nastavili tudi kontrolne poskuse z
neokuzenimi internodiji. Na neokuZenih internodijih sorte 'Tettnanger' je nastalo
najve¢ 30,4% regenerantov, 'Savinjskem goldingu' 16,6% in pri 'Aurori' najmanj
samo 3,9% in to v obdobju 45 do 60 dni po inokulaciji. Po okuzbi z 4. ¢ in
plazmidom pCAMBIA1301 se je oblikovalo 18% regenerantov pri "Tettnangerju’,
6,5% pri 'Savinjskem goldingu' in 0,8% pri 'Aurori. Po okuzbi z 4. £ in
modificiranim plazmidom pCAMBIA1390 je nastalo 1,9% regenerantov pri
'Aurori' in 1,3% pri 'Savinjskem goldingu' ter samo 0,9% pri 'Tettnangerju'.
Izrazanje gus gena z GUS-testom smo zasledili samo pri 26,7% regenerantov
'Savinjskega goldinga' in to v listih, steblih in vrSickih, ne pa v koreninah. S
polimerazno verizno reakcijo (PCR) smo dokazali vgraditev gus in Aptll gena iz
pCAMBIA1301 pri 69,2% regenerantov 'Savinjskega goldinga' in 30,8% je bilo
brez transgenov. Pri 'Tettnangerju' je imelo 16,7% regenerantov vgrajen gus in
hptll gen, medtem ko je imelo kar 50% vgrajen samo gus gen in 33,3% je bilo
brez transgenov. Pri 'Savinjskem goldingu' je imelo 7,1% regenerantov vgrajen
DsRed in hptll gen iz pCAMBIA1390 in 42,9% je imelo vgrajen samo hptIl gen
ter kar 50% je bilo netransformiranih. Pri 'Aurori' je imelo 52,9% regenerantov
vgrajen DsRed in hptll gen ter 47,1% je imelo samo Aptll gen. Pri 'Tettnangerju'
so vsi regeneranti propadli. UspeSnost regeneracije in transformacije je bila
odvisna od sorte in kombinacije vektorskega sistema.



Stravs B. Vnos markerskih genov v genom hmelja (Humulus lupulus L.) z Agrobacterium tumefaciens. TV
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

DN
DC
CX

CC
AU
AA
PP
PB
PY
TI

DT
NO
LA
AL
AD

KEY WORDS DOCUMENTATION

Vs

UDC 633.791:576.35.086:581.16(043.2)
hop/internodal/transformations/Agrobacterium tumefaciens/gus gene/DsRed
gene/hptll gene/tissue culture/culture medium/regenerants/GUS test/ PCR/
transgenes

AGRIS F30

STRAVS, Brigita

LUTHAR, Zlata (supervisor)

SI — 1000Ljubljana, Jamnikarjeva 101

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Agronomy

2006

TRANSFER OF MARKERS GENE INTO HOP GENOME (Humulus lupulus L.)

BY Agrobacterium tumefaciens

Graduaton thesis (Higher Professional Studies)

X, 57 p., 13 tab., 13 fig., 83 ref.

sl

sl/en

A gus gene for the synthesis of -glucuronidase and DsRed gene for the synthesis
of red fluorescent protein, and selective hptlIl gene for the resistance to
hygromicin were transferred into hop genome (Humulus Ilupulus L.) cvs.
'Savinjski golding', 'Aurora’, and "Tettnanger' by Agrobacterium tumefaciens (A.
t) vector system. A. ¢t LBA4404 commercial strain with plasmid
pCAMBIA1301 and modifying plasmid pCAMBIA1390 were chosen for the
gene transfer into the internodal explants. The control series with non-infected
internodes were set up in parallel with the co-cultivated internodal explants.
During the period of 45 to 60 days, after the inoculation, the most regenerants
(30.4%) grew on the non-infected internodes cv. 'Tettnanger', 16.6% at
'Savinjski golding' and the last of them (only 3.9%) grew at 'Aurora'. There were
18% of regenerants at 'Tettnanger', 6.5% at 'Savinjski golding' and 0.8% at
'Aurora' after the infection by 4. ¢ and plasmid pCAMBIA1301. There were
1.9% of regenerants at 'Aurora’, and 1.3% at 'Savinjski golding' and only 0.9% at
'"Tettnanger' after the infection by A. ¢. and modifying plasmid pCAMBIA1390.
Expressing gus gene by GUS-test was traced only with 26.7% of regenerants of
'Savinjski golding' in leaves, stems, and apices, but not in roots. Integration of
gus and hptll genes from pCAMBIA1301 was proven by Polymerase Chain
Reaction (PCR) at 69.2% of regenerants 'Savinjski golding'. 30.8% of them were
without a transgene. At 'Tettnanger' 16.7% regenerants were integrated with gus
and Ahptll genes, meanwhile 50% were integrated with only gus gene and 33.3%
had no transgenes. At 'Savinjski golding' 7.1% of regenerants were integrated
DsRed and hptll genes from pCAMBIA1390, 42% were integrated with only
hptll gene and 50% were non-transformed. At 'Aurora’ 52.9% of regenerants
were integrated DsRed and hptll genes and 47.1% had only Aptll gene. At
'"Tettnanger' all of regenerants died. The success of regeneration and
transformation depended on the cv. and combination of vector systems.
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1UVOD

Biotehnologija ima veliko definicij. V splosnem jo lahko razumemo, kot uporabo
tehnologij in znanja o bioloskih sistemih v koristne namene c¢loveka. Moderna
biotehnologija ima svoje korenine v bazicnih raziskavah osnovnih bioloskih mehanizmov,
ki so omogocili razvoj orodij za manipulacijo DNA in prenos genetskega materiala med
razli¢nimi organizmi ter nastanek gensko spremenjenih organizmov.

Zaradi zahtevnosti in dolgotrajnosti obstojecih postopkov Zlahtnjenja, zlasti pri
tujeprasnicah in zaradi prenaSanja tudi neZelenih genov, katere lahko s povratnim
krizanjem izlo¢imo, se na podlagi hitrega razvoja genskega inZeniringa vedno vec
odlo¢amo za prenos genov s pomoc¢jo razli¢nih postopkov moderne biotehnologije t. j.
transformacij.

Osnovni pomen besede transformacija je predrugacenje, preoblikovanje, preobrazba
dolocenih delov. V naSem primeru gre za preoblikovanje dednega materiala donorskega
organizma in prenos v Zeleni organizem. Tako lahko s pomocjo genskega inzeniringa
dobimo nove, nam nepoznane transgene produkte oz. lastnosti. Te lahko spremljamo na
molekulskem nivoju z razli¢nimi postopki npr. PCR - verizna reakcija s polimerazo in
citogenetskimi proucevanji. Fenotipsko lahko spremljamo izrazanje transgenov vizualno, z
meritvami oz. z razli¢nimi kemijskimi in biokemijskimi analizami. Delo poteka s pomoc¢jo
postopkov mikropropagacije v in vitro razmerah.

Hmelj ima dolocene lastnosti, katere otezujejo delo v in vitro razmerah. Te lastnosti so:
nezadovoljiva regeneracija, relativno pocasna rast in slaba odzivnost hmeljnega genoma na
transgene. To so glavni razlogi, zakaj so raziskave na podro¢ju genskih transformacij
hmelja Sele na zacetku. Zaradi pomembne vloge hmelja v pivovarstvu in farmacevtski
industriji ter pojava dolo¢enih bolezni, se v zadnjem Casu vedno ve¢ dela tudi na tem
podrocju.

Veliko transgenih rastlin se danes ze komercialno prideluje. Pred sprostitvijo v okolje in
komercialno uporabo transgenih rastlin je potrebno temeljito ovrednotiti tveganje oz.
biolosko varnost pridelovanja in uporabe transgenih rastlin in njihovih pridelkov ter
proizvodov.
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1.1 CILJI NALOGE

Nas cilj naloge je bil s pomocjo posredne metode z vektorskim sistemom z Agrobacterium
tumefaciens (A. t.) vnesti v genom hmelja (Humulus lupulus L.) dva markerska gena. Gus
gen za sintezo encima P-glukuronidaze in DsRed gen za rdece flurescentni protein ter
selekcijski Aptll gen za odpornost rastlin na antibiotik higromicin, kateri omogoca hitro
selekcijo transformiranih celic oz. rastlin od netransformiranih. Kot rastlinski material smo
uporabili internodije treh mikropropagiranih sort hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora' in
'"Tettnanger'. Spremljali smo regeneracijo organogenih struktur - globul in regenerantov iz
neokuzenih in okuZenih internodijev z A. t. Transgene oz. njihove produkte smo pri
regenerantih dolocali s PCR analizo in GUS-testom.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Hipoteza naloge je bila z vektorskim sistemom A. ¢ v kombinaciji s plazmidom
pCAMBIA1301 oz. modificiranim plazmidom pCAMBIA1390 vnesti v genom hmelja
genska konstrukta z markerskim oz. testnim gus in DsRed genom ter selekcijskim Aptll
genom in s pomocjo PCR analize na molekulskem nivoju in GUS-testa histokemi¢no
potrditi vgraditev oz. izraZanje transgenov. Z uporabljenima genskima konstruktoma smo
zeleli vzpostaviti transformacijski sistem, ki bi bil v prihodnje uporaben za vnos
agronomsko pomembnih genov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MORFOLOSKE LASTNOSTI HMELJA

Hmelj je dvodomna ovijalka z enospolnimi cvetovi, v€asih se pojavijo tudi enodomne
rastline ali celo dvospolni cvetovi (Haunold, 1972 cit. po Sustar-Vozli¢, 1997). Plod je
oreSek. Moske in Zenske rastline so morfolosko enake, razlikujejo se le po generativnih
organih (Baricevic, 1996a).

Moski cvetovi so enostavni, drobni, zelenkasto-beli in neopazni ter zdruZeni v lasasta
recimozna socvetja (Baricevic, 1996a). Hmelj je vetrocvetka, razvoj semena pa ni zaZelen,
ker zmanjSuje koli¢ino lupolina. Zaradi tega se moske rastline iz pridelovalnih nasadov
odstranjuje. Za potrebe zlahtnjenja se gojijo moske rastline prostorsko izolirane v mati¢nih
nasadih (Sustar-vozli¢, 1997). Moske rastline tudi odstranjujejo zaradi strupenosti semena,
ki lahko povzroci zastrupitve s pivom (Petauer, 1993).

2.2 TAKSONOMSKA KLASIFIKACIJA HMELJA

Sistematika hmelja je prirejena po Zelenc (1999) in vkljucuje varietete oz. lokalne rase.

Phylum deblo ?ﬁiﬁiﬁ?ﬁ;ﬁﬁa) semenke
Subphylum  poddeblo Magnoliophytina kritosemenke
Classis razred Magnoliopsida dvokali¢nice
Subclassis  podrazred Hamamelididae
Superordo  nadred Urticanae
Ordo red Urticales koprivovci
Familia druzina Cannabaceae konopljevke
Genus rod Humulus hmelj
Species vrsta lupulus

varieteta lupulus evropski divji hmelj

cordifolius japonski divji hmelj

neomexicanus severozahodna ameriska varieteta
pubescens srednjezahodna ameriska varieteta

lupuloides vzhodno ameriSka varieteta

Mnenja o tem, koliko vrst vsebuje rod Humulus, so deljena. Small (1978) in Neve (1991)
navajata tri vrste: H. lupulus L., H. japonicus Sieb. et Zucc. in H. yunnanensis. Divji hmelj
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H. lupulus se je prvotno razprostiral na severni polobli od 35° do 70° geografske
zemljepisne Sirine (Neve, 1991). Glede na razSirjenost so predlagali naslednjo klasifikacijo
oz. taksonomske varietete divjega hmelja: var. lupulus za evropski divji hmelj, var.
cordiflorus za japonski divji hmelj, kar tri varietete naj bi se pojavile na ameriSkem
srednjem zahodu H. lupulus var. pubescens, na vzhodnem delu Severne Amerike H.
lupulus var. lupuloides in zahodnem delu Severne Amerike H. lupulus var. neomexicanus
(Small, 1978).

Evropski hmelj in hmelj vzhodnega dela Severne Amerike imenujemo H. lupulus var.
lupulus. V skupini evropskega hmelja H. lupulus var. lupulus so opazne morfoloSke
razlike. Tako razlikujemo ceski (zateski) tip hmelja od angleSkega (Goldingi in Fugglesi).
To so geografske rase prilagojene svojemu specificnemu obmocju. Ker je najizrazitejsi
vpliv klime, jih imenujemo klimatske rase. Zateski tip hmelja v Sloveniji moéno cveti,
slab3e se razra$éa, prej dozori in daje bistveno manjsi pridelek kot na Ceskem in v Rusiji,
medtem ko se angleski tip hmelja v Sloveniji ne spremeni (Kralj in Susnik, 1983).

H. japonicus Sieb. et Zucc. je enoletnica in storzki so skoraj brez lupolinskih Zlez, razsirjen
je na Japonskem in Kitajskem. Uporablja se v okrasne namene, daje mo¢no senco.

O obstoju vrste H. yunnanensis se ve zelo malo, znanih je le nekaj herbarijskih rastlin.
trajnica. Glede na to, da se vse tri varietete pojavljajo na Kitajskem, domnevajo, da je to
gencenter hmelja (Neve, 1991).

Molekulske studije filogenetskih odnosov hmelja kazejo, da se je evropska populacija, ki
vkljuc¢uje hmelj iz Kavkaza in Altaja, prva locila od kitajske, japonske in severnoameriske
populacije in sicer pred 1,12 milijoni let. Do razhajanja med kitajsko, japonsko in
severnoamerisko populacijo je prislo kasneje, pred 0,5 — 0,7 milijoni let. Severno ameriska
populacija, ki je ohranila visoko stopnjo genetske raznolikosti, se je locila od azijske
populacije hmelja pred priblizno 0,6 milijoni let. Glede na visoko stopnjo heterozigotnosti
znotraj ameriSkega hmelja se predpostavlja, da je bila migracija hmelja iz Azije zelo
obsezna oz. da sta migrirali vsaj dve genetsko raznoliki populaciji (Murakami, 2003).

2.3 CITOGENETIKA HMELJA

Natan¢na morfoloska Studija kromosomov je bila opravljena ze pred vec¢ kot 40-leti. V njej
so razdelili kromosome kultiviranih evropskih, ameriSkih in japonskih hmeljev v tri glavne
skupine, glede na lego centromer. Vsi kariotipi so si bili podobni in niso odkrili razlik,
glede na geografsko poreklo hmelja (Haunold, 1991). H. lupulus in H. japonicus sta
citogenetsko stabilni vsaka s svojim osnovnim Stevilom kromosomov. H. [upulus ima pri
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zenskih in moskih rastlinah diploidno Stevilo kromosomov 2n=20 kromosomov. H.
Jjaponicus pa ima pri zenski rastlinah diploidno Stevilo kromosomov 2n=16, pri moskih pa
2x=17. Vrsti se med seboj ne krizata (Ono, 1955 cit. po Suitar-Vozli¢, 1997).

V preteklosti so bili predmet intenzivnih raziskav tudi spolni kromosomi hmelja. Loceni
spoli Se ne pomenijo, da je ta lastnost dolocena s spolnimi kromosomi. Lahko jo dolocajo
samo posamezni geni. O pravih spolnih kromosomih govorimo tedaj, ko ti predstavljajo
poseben par ali skupino kromosomov, ki se po strukturi in funkciji lo¢i od ostalih
avtosomov. Spol pri hmelju doloc¢ajo spolni kromosomi. To sta poseben par ali skupina
kromosomov, ki se po strukturi in funkciji lo¢i od ostalih kromosomov. V mejozi pelodnih
celic - mikrospor je bilo odkritih 5 razli¢nih tipov spolnih kromosomov (Susnik, 1967).

Citoloske $tudije v kombinaciji s sodobno tehniko preto¢ne citometrije so omogocile hitro
in nedvoumno loc¢evanje triploidnih anevploidov hmelja, ki imajo 29 ali 30 kromosomov
(Sesek in sod., 2000).

2.4 PRIDELAVA HMELJA

Pridelava hmelja je omejena na obmocje Savinjske doline, Ptujskega polja, Posavja in
Dravske doline. Po statisti¢nih podatkih je v RS zasajenih 2.501 ha hmeljis¢. V registru
pridelovalcev hmelja je v letu 2003 imelo 169 pridelovalcev vpisanih 1.942 ha hmeljis¢
(Hmelj, 2003).

V letu 2005 so hmeljarji v RS pridelovali hmelj na 1.511 ha (49 ha obnove), kar je bilo 9%
manj kot v 2004 (1.665 ha). Pridelek hmelja je bil ocenjen na 2.320 ton oz. 192 ton alfa
kislin. Ocena vsebnosti alfa kislin v 'Aurori' je bila priblizno 9%. Ves pridelek je bil
prodan. Cena za slovenski hmelj je bila dolo¢ena glede na sorto in kakovost. V povprecju
je bila med 3,5 €/kg za 'Auroro’' in 4,2 €/kg za 'Savinjski golding'.

V letu 2006 se po oceni obseg povrsin hmelji$¢ ni spremenil (1.522 ha). Tako predstavljajo
povrsine hmeljiS¢ v RS 5,7% svetovnih povrSin posajenih z aromati¢nimi sortami. V sortni
sestavi v letu 2006 so prevladovale sorte 'Aurora’ (961 ha; 63%), sledijo 'Savinjski golding'
(274 ha; 18% ha), 'Celeia' (130 ha; 8,5%), 'Bobek' (95 ha; 6,2%) in nemska visoko-
grencicna sorta 'Magnum' (62 ha; 4%) (Hmeljarstvo..., 2006).

Povr$ine hmeljis¢ v Sloveniji in tudi na svetovni ravni se zmanjSujejo. Tehnologija
varjenja piva se je spremenila v smeri manjSe porabe hmelja in na trgu so sorte z vi§jo
vsebnostjo alfa kislin, zato lahko v prihodnje pri¢akujemo padanje cen hmelja in s tem tudi
zmanjsanje povrSin hmeljis¢. V Sloveniji se prideluje ve¢ kot 17 razli¢nih sort hmelja,
prevladujeta sorti 'Aurora’ in 'Savinjski golding'. Pridelava hmelja je v RS izrazito izvozno
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naravnana, saj se 90% vsega pridelanega hmelja izvozi. Glavni izvozni trg s 75%
predstavljajo drzave Evropske unije (Nemcija, Belgija), preostanek pa je ze tradicionalno
namenjen ameriSkemu in japonskemu trgu. Domacde pivovarne porabijo okoli 10%
pridelka. Hmelj je eden izmed redkih kmetijskih pridelkov, pri katerih ima Slovenija
pozitivno zunanje trgovinsko bilanco (Hmelj, 2003; Hmeljarstvo..., 2006).

2.5 SESTAVA, UCINEK IN UPORABA HMELJA
2.5.1 Kemic¢na sestava

Aktivne snovi storzka delimo v tri skupine: hmeljne smole, eteri¢no olje in polifenolne
spojine (Zupanec, 1991). Za pivovarstvo je najpomembnejSa skupina hmeljnih smol, ki
predstavljajo glavno sestavino (80%). Glede na topnost v razli¢nih topilih jih delimo na
mehke in trde smole. Glavne sestavine mehkih smol so alfa in beta kisline. Vsebnost alfa
kislin je najpomembnejsi podatek o kvaliteti hmelja, saj so alfa kisline oz. njihov izomerni
produkt - izoalfa kisline, ki nastanejo v procesu varjenja, glavni izvor grencin piva. Alfa
kisline so zmes homologov in analogov. Trije glavni homologi so: humulon, kohumulon in
adhumulon. Delez kohumulona v alfa kislinah je zelo pomemben, saj je njegova vsebnost v
neposredni korelaciji s kvaliteto hmelja. Vecji delez kohumulona povzro¢i grobo in
nekvalitetno grendino piva (Sustar-Vozli¢, 1997). Beta kisline so drugi najpomembnejsi
sestavni del hmeljevih smol, vendar nekateri pivovarji menijo, da zaradi slabe topnosti v
sladici in pivu niso pivovarsko pomembne. Drugi pa trdijo, da je kvaliteta sorte odvisna
tudi od razmerja med alfa in beta kislinami. Menijo, da povzroc¢ajo beta kisline prijetnejSo
in mehkejSo grenc¢ino. Za aromati¢ne hmelje je znacilno, da imajo vec¢ beta kot alfa kislin.
Trde smole predstavljajo netopen ostanek, slabo so topne tudi v sladici, zato v pivovarstvu
niso pomembne (Sustar-Vozli¢, 1997). Smola prepreduje razvoj mleénokislinskih bakterij,
deluje, kot konzervans in daje pijaci grenak okus (Petauer, 1993).

Druga pomembna sestavina hmeljnega storzka je eteri¢no olje. V povprecju ga je od 0,5 do
1,5%. S pomocjo kapilarne plinske kromatografije so do sedaj lo¢ili okoli 400 komponent
eteriénega olja in okoli 200 med njimi so jih dologili (Sustar-Vozli¢, 1997). Glavna
sestavina etericnega olja so terpenski oglikovodiki, med katerimi so najbolj zastopani
micerin in humulen, ki predstavljata 80 do 90% vsega olja. Ostalih 10 do 20% sestavljajo
oksidacijski produkti oglikovodikov in hlapni oksidacijski produkti grencicnih kislin ter
spojine, ki vsebujejo zveplo (Peppard, 1981; Suitar-Vozli¢, 1997). Ve avtorjev Peacock
in sod. (1981) ter Peppard in sod. (1989) se je ukvarjalo s Studijo vpliva etericnega olja in
njihovih komponent na aromo piva, vendar so do sedaj uspeli razloziti le vpliv posameznih
komponent (Sustar-vozli¢, 1997).
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Tretja skupina aktivnih sestavin hmelja so polifenoli. Najpomembnejsi med njimi so tanini,
flavonoidi, antocianogeni in tanoidi. Vpliv polifenolnih spojin v pivu ni velik, pomembni
pa so zato, ker se med varjenjem piva vezejo z beljakovinami in jih obarjajo. Ce so dodani
v majhni koli¢ini, imajo pozitiven vpliv na okus piva, stabilizirajo grencino, povecajo
biolosko in koloidno stabilnost ter stabilnost pene (Kosir, 1995).

2.5.2 Fitoterapevtski u¢inek

Hmeljeve sestavine v storzkih imajo tudi zdravilne oz. fitoterapevtske ucinke, zato se
uporablja v farmacevtski industriji (Zelenc, 1999).

2.5.2.1 Delovanje

Hmeljeve sestavine imajo ucinek kot amarum - droga, ki uc¢inkuje samo zaradi grenkega
okusa. Deluje kot stomahik. Je sredstvo, ki ugodno vpliva na delovanje Zelodca. IzboljSuje
prebavo, ker povecuje izlo¢anje zelodénega soka in krepi njegovo peristaltiko. Hrana se
bolje razgradi in hitreje resorbira. Eupeptik je sredstvo, ki normalizira ¢revesno floro.
Preprecuje razvoj patoloskih mikroorganizmov v korist fizioloSke ¢revesne flore. Je blag
sedativ  (pomirjevalo), Sibek antiseptik (sredstvo, ki preprecuje razmnoZevanje
mikroorganizmov) in diuretik (ucinkovine, ki zvecajo hitrost nastajanja urina — deluje
odvajalno) ter analgetik (sredstvo, ki blazi ali popolnoma odstrani bole¢ino). Lupolin
menda unicuje celo bacile turbekuloze. Fitosteroli so po delovanju podobni Zenskim
hormonom estrogenom, zato hmelj blazi tezave mene in prostate (Petauer, 1993). Ugotovili
so, da hmelj vzbuja odpor do nikotina (Willfort, 1997). Droga se uporablja ob motnjah
pocutja, kot sta nemir ali ob¢utek tesnobe in ob nespec¢nosti. Zaradi grencin, ki jih vsebuje
droga, se uporablja za vzbujanje apetita in povecano sekrecijo zelod¢ne sluznice
(Baricevic, 1996b).

2.5.2.2 Kontraindikacije

Snovi, ki povzrocajo estrogeno aktivnost, se nahajajo v stokrat manjsih koli¢inah tudi v
pivu, zato nekateri domnevajo, da naj bi bile spremembe, ki jih opazajo pri pivcih piva
(debelost, okvara jeter, sterilnost, izguba libida...) bolj pogojena s strani estrogene, kot
alkoholne intoksikacije (Zelenc, 1999).

Ceprav je hmelj dragocena zdravilna rastlina, pa lahko ob zlorabi povzroéi resne posledice.
Pri prevelikih odmerkih in predolgi uporabi utegne povzrociti omoti¢nost, tezave z
zelodcem in celo ohromelost. Hmeljev ¢aj potemtakem ni primeren za stalno pitje
(Willfort, 1997). Kroni¢no izpostavljanje hmelju lahko povzro¢i bolezen "obiralcev
hmelja". Obcutljivi nabiralci hmelja dobijo zlasti po rokah in obrazu izpu$¢aje in rdecico
(kontaktni dermatitis), temu pa se lahko pridruzi Se bruhanje, vrocina in sploSna oslabelost
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(Petauer, 1993). Paradoksno je, da so simptomi te bolezni ravno nasprotni, kot so
terapevtski uéinki tega zeli¢a. Ocenjujejo, da je preobéutljiv 1 ¢lovek na 30 ljudi. Stevilo
tistih, ki morajo poiskati zdravnisko pomoc¢ pa je 1:30000 (Zelenc, 1999).

2.5.3 Uporaba

Ze v 7. stoletju so hmelj uporabljali Arabci v zdravilstvu. Od 8. ali 9. stoletja dalje pa
evropski narodi za varjenje piva. Predvidevajo, da se je razSiril po Evropi med
priseljevanjem narodov (Petauer, 1993). Hmelj kot divjo rastlino, so poznali ze Babilonci,
Egipc€ani, stari Grki in Rimljani, vendar o njegovi uporabi ni ni¢ znanega (Moir, 2000).
Prvi Evropski zapisi o njegovem gojenju segajo v 8. stoletje v Francijo, kjer je bil verjetno
uporabljen, kot zeli§¢e in ne pri varjenju piva. V zapisu iz 14. stoletja pa ze obstajajo
podatki o njegovi uporabi pri varjenju piva. Mozno je, da so ga Ze pred tem uporabljali pri
varjenju, je pa zagotovo, da mnozicna pridelava in uporaba pri izdelavi piva sega v 13. in
14. stoletje (Neve, 1961). Za podroc¢je Slovenije obstajajo porocila Ze iz 12. stoletja o
gojenju hmelja v teh krajih, vendar pa je pri nas postal hmelj komercialno zanimiv Sele po
letu 1870 (Neve, 1991). Hmeljarstvo ima v Sloveniji dolgoletno tradicijo, v Savinjski
dolini ga pridelujejo ze vec kot 100 let (Jakse, 2000).

Razen v pivovarski in farmacevtski industriji se hmelj uporablja kot dodatek nekaterim
vrstam Vermuta, ki je z zeliS¢i aromatizirano vino in so ga v firmi Carpano v Torinu zaceli
proizvajati leta 1786 in se danes, kot sestavina dodaja Stevilnim koktajlom. Ime oz. nacin
pisave Vermouth lahko v Evropski uniji uporabljajo samo proizvajalci Italije in Francije,
vendar ga v ZDA uporabljajo tudi za njihove proizvode (Wikipedija..., 2006).

Mlade poganjke lahko jemo v solati ali kuhamo kot beluse (Willfort, 1997). Hmeljno
etericno olje uporabljajo za izdelavo raznih parfumov. Iz stebel so nekoc¢ pletli kosare in
druge pletarske izdelke (Petauer, 1993).

2.6 ZLAHTNJENJE HMELJA

Z 7lahtnjenjem hmelja se na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo v Zalcu ukvarjajo Ze
od leta 1952, saj je bila intrudukcija tujih kultivarjev v naSe pridelovalne razmere
neuspeSna. Hmelj moc¢no reagira na spremenjene ekoloSke razmere, spremeni habitus in
stopnjo odpornosti na bolezni in skodljivce ter kvaliteto. Posledica tega je, da ima vsaka
vecja dezela, ki ga predeluje svojo strokovno sluzbo, ki poleg intrudukcije skrbi tudi za
vzgojo novih sort, ki bi po svojih proizvodnih lastnostih zadovoljile pridelovalca in
pivovarja (Kralj, 1975).
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Dosedanje delo na podrocju Zlahtnjenja hmelja v Sloveniji lahko razdelimo na tri ¢asovna
obdobja z razlicnimi cilji zlahtnjenja. Rezultat tega je 11 kultivarjev. Zahteve hmeljnega
trga, veliki proizvodnji stroski in uvajanje mehanizacije so vzrok, da so v Sloveniji zacutili
potrebo po novih sortah, ki bi imele ve¢ji pridelek, daljSo vegetacijo, kompaktnejSe manj
drobljive storzke z vec¢jo koli¢ino alfa kislin, s fino strukturo in prijetno aromo. Rezultat
prvega zlahtniteljskega obdobja so Stiri A-sorte: 'Aurora’, 'Ahil', 'Atlas' in 'Apoleon'.
Odlikujejo jih velike koli¢ine smol, velik pridelek in primernost za strojno obiranje. Razen
tega so se z njimi zmanj$ali problemi delovnih konic, saj so spomladanska dela razporejena
na daljSe obdobje, prav tako pa je podaljSana sezona obiranja in suSenja pridelka od
prvotnih 14 na 30 dni (Kralj in Wagner, 1971). Sorto 'Ahil' so kmalu prenehali pridelovati
zaradi enodomnosti, ki je obCasno mo¢no zmanjsala pridelek in velike obcutljivosti na
hmeljevo peronosporo in na pepelasto plesen. Sorto 'Apolon' je izrinila iz pridelovanja
pepelasta plesen in obcutljivost na ILAR viruse, 'Atlas' pa so opustili zaradi hmeljeve
peronospore. Dobro se je uveljavila sorta 'Aurora’, katera je posajena na okoli 60%
hmeljis¢ (Kralj in FriSkovec, 1993). V letu 1979 so bile priznane tri nove aromati¢ne sorte
hmelja serije B oz. B-sorte: 'Bobek’, triploidni 'Blisk' in 'Buket' (Kralj in Wagner, 1980).
Zaradi obcutljivosti na peronosporo 'Blisk' ni uspel, medtem ko sta se 'Buket' in 'Bobek’
uveljavila (Kralj in Friskovec, 1993). Zadnje stiri C-sorte: 'Celeia', 'Cerera’, 'Cekin' in
'Cicero', so vse triploidne in so bile priznane leta 1990, kot rezultat Zlahtnjenja na
primerjavo kakovosti 'Savinskega goldinga'. Vse S§tiri imajo daljSo vegetacijo, lastnosti
aromati¢nega hmelja in visok pridelek (Kralj, 1990).

Na Zlahtnjenje hmelja moc¢no vplivata dvodomnost in visoka heterozigotnost, kar se odraza
v veliki genetski variabilnosti potomstva. Odbrane rastline, ocenjene na kvaliteto in
agronomske lastnosti, vegetativno razmnozimo in s tem utrdimo Zelene lastnosti F1
generacije. Pri izbiri primernih moskih rastlin za krizanje so zlahtnitelji omejeni na
fenotipsko selekcijo Zenskih rastlin, ki naredijo storzke in se za objektivno vrednotenje
selekcijskih parov uporablja progeno testiranje - testiranje potomstva. Zlahtnitelji hmelja
uspesno vklucujejo v zlahtnjenje poliplodijo. Triploidne potomce dobijo s krizanjem med
avtotetraploidom (pridobljenim s kolhicinom) in diploidom. S poliploidnostjo predvsem
omejijo vpliv lastnosti enega izmed starSev na lastnosti potomstva. Pri potomstvu pa
dosezejo s triploidnostjo ve¢ zanimivih lastnosti, kot npr.: bujnejSo rast in vecji pridelek,
sterilnost cvetov, vecjo odpornost na peronosporo, zaradi hitrejSe rasti v obcutljivih fazah
razvoja in dobro prenaSanje strojnega obiranja. Tako je med 11 pozlahtnjenimi slovenskimi
hmeljnimi sortami kar pet triploidnih, vse iz C serije in 'Blisk' (Kralj, 1990).

Dvanajsta slovenska sorta 'Savinjski golding' je sorta, pri kateri je v Sloveniji uspela
intrudukecija. Je angleski 'Fuggle', prenesen v nase ekoloske razmere. V Savinjsko dolino so
ga uvedli Ze v prejSnjem stoletju, uveljavil pa se je po letu 1924, ko je peronospora unicila
ostale obcutljive sorte hmelja. S pomocjo naravne in namenske selekcije ter modernejsih
metod oskrbovanja je sorta postala iz leta v leto rodovitnejsa. Dobro se je prilagodila
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ekoloskim razmeram in je po svojem fenotipu postala znacilna za Slovenijo. S pomocjo
fenotipske variance (raznolikosti) in genetske analize gospodarsko pomembnih lastnosti
potomstva so dokazali, da sta si 'Savinjski golding' in angleSka sorta 'Fuggle' genetsko
sorodna, ni pa 'Savinjski golding' soroden angleskim goldingom (Kralj, 1972). Dobro se je
prilagodil razmeram v Sloveniji in je uvrS€en v skupino klasi¢nih aromati¢nih hmeljev
(Sustar-Vozlig, 1997).

2.7 GENSKE TRANSFORMACIJE

Osnovne metode genskega inZeniringa so bile razvite Ze v 60. letih prejSnjega stoletja, pri
bakterijah in se Se danes neprestano dopolnjujejo. Od sredine osemdesetih let metode niso
ve¢ omejene le na bakterije, temvec jih je moZzno z manj$imi modifikacijami uporabiti
prakti¢no pri vseh zivih organizmih (Bohanec in sod., 2004).

Hamilton Smith in Kent Wilcox sta leta 1971 izolirala prvi restrikciski encim, s pomocjo
katerega je mozno rezati oz. cepiti genski material oz. DNA molekulo. Leta 1973 sta
Stanley Cohen in Herb Boywr dopolnila tehnike rezanja in ponovnega zdruzevanja DNA z
uporabo restrikcijskih encimov in ligaz ter namnoZevanja oz. kloniranja nove DNA v
bakterijah. Leta 1973 je bila prvic v praksi uporabljena rekombinatna DNA.

Prvi posredni vnos bakterijskega gena za odpornost na antibiotik so vgradili leta 1983 v
tobak. To je odprlo nove moznosti na podro¢ju molekulske genetike. S tem odkritjem je
uporaba posredne transformacije, kot metode zlahtnjenja, dosegla eksponentno rast in
postala najbolj razSirjena metoda transformacij rastlin. Druga ucinkovita metoda, ki se je
razsirila v prvi polovici devedesetih letih, posebno za transformacijo enokali¢nic (Zit), kjer
sistem A. t. ni bil u¢inkovit, je bila biolistika.

2.7.1 Posredni vnos genov z Agrobacterium tumefaciens

Okuzba z Agrobaterium je primer horizontalnega genskega prenosa med razli€nimi
organizmi (Bohanec in sod., 2004). Povzrociteljska patogena bakterija lahko skozi svezo
rano dovzetnega gostitelja prenese del plazmidne DNA. Bakterija se pritrdi na rastlinsko
celi¢no steno. Fiziologija le te deluje tako, da takoj po ranitvi za¢no celice okoli rane
sintetizirati razlicne fenolne spojine, tako pride posledicno do hiperplazije celic. Kot
odgovor na fenolne spojine in druge signale se zacne izrezovanje DNA s Ti-plazmida
(tumor inducirajo¢i plazmid). Po dveh do treh dneh intenzivnih delitev, gostiteljske celice
sprejmejo del bakterijske plazmidne DNA dolZine priblizno 25 bp. Tumorska DNA (T-
DNA) se odcepi iz Ti plazmida in prenese v rastlinske celice kot T-DNA proteinski
kompleks. T-DNA se integrira v rastlinsko jedrno DNA, v kromosome in transformira
normalne rastlinske celice v tumorske. Tumorske celice nato rastejo in se dele neodvisno
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od bakterijskih. Njihova organiziranost, stopnja rasti in delitev ni ve¢ pod nadzorom
gostiteljske rastline. V tem rakastem tkivu se tvorijo opini, ki jih Agrobakterium uporablja,
kot vir ogljika in dusika za svojo rast. S pomoc¢jo dednega zapisa bakterija prisili rastlino,
da deluje njej v prid (Chilton in sod., 1977). TakSen prenos DNA z bakterije v rastlinsko
celico je znan pri 4. t. in pri A. rhizogenes (A. r.), ki povzroca rakasto tvorbo v obliki
koreninskih laskov.

Ti-plazmid je dolg priblizno 200 kbp in vsebuje gene za virulenco (vir geni), gene za
sintezo in razgradnjo opinov ter gene za tvorbo rakastih celic (onc geni). Komplet genov za
virulenco, priblizno 35 vir genov je organiziranih v 7 operonov, kateri so oznaceni kot
vird, virB,... in virG. Njihovi produkti sodelujejo pri izrezu, prenosu in vgraditvi T-DNA v
rastlinski genom. Fenolne komponente (kot acetosiringon in hidroksiacetosiringon), ki se
sprostijo ob poskodbi rastline, se veZejo z virA proteinom, ga aktivirajo in ta kompleks
fosforilira virG protein v bakterijski citoplazmi. Modificiran virG protein pa deluje kot
transkripcijski aktivator za ostale vir gene (Stiekema in Visser, 1991; Hellens in sod.,
2000).

Gena chvA in chvB se nahajata na bakterijskem kromosomu in njihovi produkti so
pomembni za pritrditev 4. ¢. na rastlinsko celicno steno. Gen chvB kodira protein, ki
sodeluje pri sintezi cikli¢nega glukana, kateri ima pomembno vlogo za pritrditev bakterije
na celi¢no steno rastlinske celice, medtem ko c/ivA kodira transportni protein v bakterijski
notranji membrani in transportira cikli¢ni B-1,2 glukan v periplazmo - prostor med celicno
steno in plazmalemo (Stiekema in Visser, 1991).

Poznanih je ve€ sevov 4. t. glede na sposobnost okuzbe. Virulentnej$i sevi 4. £. imajo ve¢
kopij virG gena. Produkti virB operona se transportirajo v bakterijsko membrano in
verjetno omogocajo prehod enoverizne T-DNA molekule iz bakterije v rastlinsko celico,
podobno, kot pilus pri konjugaciji plazmidov. Produkti virD operona (D1 in D2 protein)
omogocajo specificno cepitev enojne verige T-DNA v mejnih sekvencah. Mejne sekvence
T-DNA so priblizno 25 bp dolge sekvence na levi in desni strani T-DNA s specifi¢nim
mestom za endonukleazno cepitev enojne verige. Po odcepitvi enojne T-DNA se lahko
znotraj mejnih sekvenc sintetizira nova veriga. Odcepljena enojna T-DNA se akumulira v
bakterijski celici in je pred razgradnjo z nukleazami najverjetneje zaséitena z virE2
proteini, virD2 protein pa se veZe na 5’ koncu T-DNA (Stiekema in Visser, 1991; Zupan in
sod., 2000). Za uspesen prenos T-DNA so potrebni produkti bakterijskih plazmidnih in
kromosomskih genov.

Proces vkljucitve T-DNA v rastlinski genom poteka s pomocjo rekombinacije in je
pogostejsi v obmocju rastlinske DNA, ki se prepisuje. V rastlinski genom se lahko vkljuci
in ostane stabilna ena ali ve¢ kopij T-DNA. Pri procesu integracije sodelujejo tako proteini
vezani na T-DNA kot rastlinski encimi.
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2.7.2 Sistem plazmidnega vektorja za vkljucitev T-DNA v rastlinsko celico

Naravni sistem 4. t. za vnos T-DNA v genom rastline se uporablja, kot metoda vnosa
Zelenih genov. V ta namen so izdelani razlicni sistemi umetno pripravljenega Ti-
plazmidnega vektorja.

Cis vektorski sistem

Geni, ki jih zelimo vnesti v rastlino, so vklju¢eni v T-DNA, ki je del razorozenega Ti-
plazmida (odstranjeni so onc geni in geni za sintezo opinov). Na istem plazmidu pa se
nahaja tudi vir regija potrebna za transport T-DNA (slika 1A).

Trans ali binarni vektorski sistem

Zeleni geni so vkljudeni med robne sekvence binarnega plazmida, velikosti do 25 kbp,
kateri je sposoben replikacije v E. coli in A. t.. V A. t. se nahaja Se vecji t.i. razoroZeni
plazmid, velikosti do 100 kbp, ki vsebuje vir gene za okuzbo rastlinske celice in ori gene
za podvajanje bakterijske celice (slika 1B).

Skupno tem sistemom je, da so iz naravne T-DNA odstranjeni geni za sintezo opinov in
onc geni, tako da ostanejo samo robne oz. mejne sekvence T-DNA. V obmocje mejnih
sekvenc je mogoce vkljuciti Zelene gene. Tako umetno pripravljeni Ti-plazmid imenujemo
razorozeni Ti-plazmid, ker ne more inducirati rakastih tvorb - onemogocena je normalna
diferenciacija transformiranih rastlinskih celic. Preostanek T-DNA, potrebne so samo
mejne sekvence, pa obdrzi sposobnost vklju¢evanja v genom rastline (Zambryski in sod.,
1983). Robne sekvence delujejo hkrati, kot prepoznavna mesta za nukleinsko cepitev in,
kot mesta za vkljucitev v rastlinski genom.

Glavna tezava cis vektorskega sistema oz. razorozenega Ti-plazmida, kot vektorja pri
transformaciji rastlin, je bila njegova velikost, zaradi Cesar so otezene molekulske in
genetske manipulacije s tako velikim plazmidom, dolzine priblizno 100 kbp (slika 1A).
Glavni napredek pri razvoju uporabnih vektorjev za transformacije je bilo odkritje, da se
lahko T-DNA in vir regije nahajajo lo¢eno. To je trans na dveh loCenih plazmidih (slika
1B), brez izgube sposobnosti prenosa T-DNA v rastlinsko celico in da so za prenos T-
DNA pomembne mejne sekvence T-DNA, ki delujejo cis, kar je omogocilo razvoj binarnih
vektorjev za prenos tujih genov v rastlinski genom (Hoekema in sod., 1983, cit. po Perani
in sod., 1986).
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Agrobacterium T-DNA vklju€ena v rastlinski kromosom

razorozeni tuji gen >——41 lekeijski
5 g ” 8 LC1|SKI n
Ti-plazmid T

100 kb

A
binarni
plazmid razorozeni
Ti-plazmid
100 kb
selekeijski gen H tuji gen >—{ D
B

L-leva robna sekvenca T-DNA; D-desna robna sekvenca T-DNA; vir-vir geni; ori-mesto replikacije
plazmida; tu-tuj gen; se-selekcijski gen

Slika 1: Sistem umetno pripravljenega Ti-plazmidnega vektorja: A - cis vektorski sistem; B - trans ali binarni
vektorski sistem (prirejeno po Perani in sod., 1986)

Najpogostejsi vektorski sistem je binarni tip (slika 1B), kjer so zeleni geni vklju¢eni med
mejne sekvence binarnega plazmida, velikosti do 25 kbp in ima sposobnost podvojitve
predvsem v bakteriji Escherichia coli (E. coli) in tudi A. t.. V A. t. se nahaja $§e pomozni oz.
razorozeni plazmid, ki vsebuje vir gene za okuzbo rastlinske celice in je sestavljen iz
skoraj celotnega Ti-plazmida brez T-DNA. Novejsi binarni Ti-plazmidi imajo rastlinski
selekcijski gen lociran ¢im bolj proti levi mejni sekvenci, da bi zagotovili ¢imboljsi prenos
zelenih genov. Desna mejna sekvenca ima pri vnosu T-DNA iz Agrobacterium v rastlinsko
celico prednost pred levo mejno sekvenco (Sheng in sod., 1996, cit. po Hellens in sod.,
2000).

Zeleni tuji geni so vneseni med robne sekvence T-DNA. Kljuéno vlogo v genskem
konstruktu pri izrazanju oz. ekspresiji genov imajo promotorji in terminatorji. To je
specifi¢no zaporedje baz, ki se nahaja na kromosomski DNA in uravnava prepis DNA v
mRNA. Promotorji dejansko dolocajo kdaj, kje in v kakSnem obsegu bo prislo do prepisa
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doloCenega gena in s tem nastanka dolocenega proteina. Obstaja mnogo vrst promotorjev,
ki se glede na nacin regulacije genov mocno razlikujejo. Naceloma bakterijski promotorji
ne delujejo v vis§jih organizmih in obratno. Promotorje v grobem delimo na:

- konstitutivne
Regulirajo gene, ki se izrazajo neprekinjeno, taki so naprimer »house kepping« geni, to je
geni, ki skrbijo za osnovni metabolizem celice.

- inducibilne
Geni, regulirani z iducibilnim promotorjem, se izraZajo le v dolo¢enem tkivu ali v
doloceni fazi razvoja ali ob dolo¢enem drazljaju.

V genskem inZeniringu so prav promotorji odlo¢ilnega pomena. Omogocajo, da se lahko
bakterijski geni, opremljeni z ustreznimi promotorji, izrazijo v rastlinah. Omogocajo
mocno ali Sibko izrazanje vnesenih genov, izkljuéno le v doloc¢enih tkivih ali ob dolo¢enih
pogojih, le v enem sloju celic nekega organa ali le ob napadu patogena. V rastlino lahko
vnesemo gen kateregakoli organizma, Ce strukturnemu genu dodamo promotorsko
sekvenco, ki je prepoznavna za rastlinski transkripcijski mehanizem.

Pri rastlinskih transformacijah je bil najveckrat uporabljen konstitutivni promotor izoliran
iz virusa cvetacnega mozajika in je pod imenom CaMV35S trenutno vgrajen v okoli 80%
na trziS¢u sproscenih transgenih vrst (Bohanec in sod., 2004).

2.7.3 Markerski oz. testni in selekcijski geni

Pri vnosu genov v rastlinsko tkivo se transformira le manjse Stevilo celic. Za hitro in lazjo
lo¢itev transformiranih celic lahko, med mejne sekvence T-DNA poleg tarénega gena,
vklju¢imo Se selekcijske gene z ustreznimi promotorji.

Najbolj pogosto se, kot testni gen uporablja gen iz E. coli (gus gen) za sintezo encima f—
glukuronidaze, ki ga netransformirane rastline ne sintetizirajo oz. ne kazejo endogene
aktivnosti gus encima. Njegovo aktivnost oz. izrazanje lahko dolo¢imo histokemic¢no z
modrim obarvanjem, kvantitativno pa jo lahko merimo tudi fluorometri¢no (Jefferson in
sod., 1987; Hiei in sod., 1994; Sarma in sod., 1995).

Kot testni gen se pogosto uporablja tudi gfp gen - sinteza zeleno fluorescentnega proteina
(Haseloff in Amos, 1955). V zadnjem casu tudi nov DsRed gen - sinteza rdee
fluorescentnega proteina. Produkte teh genov lahko zaznamo s fluorescentnim
mikroskopom. V primerjavi z gus genom imajo to veliko prednost, da je produkt oz.
izrazanje gena mogoce zaznati v zivi celici (nedestruktiven test).
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DsRed gen je bil izoliran iz korale Discosoma sp. (slik 2). Uporaben je, kot markerski gen
za prehodno in stabilno transformacijo (Jach in sod., 2001). Wenck in sod., (2003) so
potrdili uporabnost novega seta fluorescentnih proteinov iz koral AmCyan, ZsGreen,
ZsYellowl, DsRedl, DsRed2, AsRedl in AsRed2 za Studije prehodnega in stabilnega
izrazanja genov pri veC vrstah eno- (pSenica, koruza, je¢men, riz, ¢ebula, banana) in
dvokali¢nic (soja, bombaz, tobak, krompir in paradiznik). Ze sedaj in v prihodnosti bodo ti
novo odkriti fluorescentni geni in njihovi produkti - proteini zelo pomembni za
proucevanje virusno induciranega utiSanja genov.

Slika 2: Korala Discosoma sp. iz katere je bil izoliran DsRed gen in struktura kromoforja (Piston in sod.,
2004)

Tako pri konstrukciji bakterijskih plazmidov, kot pri genskih transformacijah rastlin,
potrebujemo nacin, s katerim preverimo, da je vkljuéen gen res prisoten. Za ta namen
vnasamo poleg tar¢nega gena, ki je lahko testni oz. markerski ali gospodarsko pomemben
gen, tudi selekcijski gen.

Selekcijski geni dajo transformiranim celicam dolo¢eno prednost pri razvoju. Selekcijski
geni bakterijskih plazmidov so pretezno geni za odpornost na doloCen antibiotik. V
gojiscu, ki vsebuje doloCen antibiotik, prezivijo le tiste bakterije, ki imajo vkljucen
plazmid s selekcijskim genom oz. geni. Podobno velja za selekcijo rastlinskih celic. Tu so
selekcijski geni nekoliko drugacni. MozZno je tudi uporabljati iste gene za odpornost proti
nekaterim antibiotikom (kanamicin, higromicin, kloramfenikol), ki delujejo toksi¢no na
netransformirano rastlinsko tkivo.

Mozni so Se drugi selekcijski geni. Geni, ki sprozijo odpornost na dolocene herbicide, so
lahko hkrati agronomsko pomembni in selekcijski geni. Gensko spremenjene rastline s
toleranco na glufosinat ali fosfinotricin (PTT) imajo vkljuen pat oz. bar gen. Rastline s
toleranco na glifosat imajo vkljucen epsps, aroAcp4 ali gox gen.

Sodobni selekcijski geni so denimo gen xy/A4, ki kodira ksilozno izomerazo (selekcijski
agens je D-ksiloza), gen manA, ki kodira fosfomanozno izomerazo (selekcijski agens je
manoza 6-fosfat) ter Spinacni gen badh, ki kodira betain aldehid dehidrogenazo (selekcijski
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agens je betain aldehid). Ti trije geni omogocajo metabolno prednost celicam na substratu,
na katerem netransformirane celice ne uspevajo.

Ne glede na dejstvo, da so pomisleki proti uporabi selekcijskih genov znanstveno
neutemeljeni, obstaja vrsta prakticnih razlogov, zaradi katerih bi bila odstranitev
selekcijskega gena zazelena. NajpreprostejSa resitev je, da selekcijskih genov ne
vkljuéujemo v genski konstrukt, torej da dosezemo transformacijo brez uporabe
selekcijskega gena. Ta moznost dejansko Ze obstaja pri tistih vrstah rastlin, kjer je sam
postopek genske transformacije tako razvit, da denimo transgeni predstavljajo 5% ali vec
vseh regenerantov. Pozitivne regenerante prepoznamo kar z genskimi testi. Pri vecini vrst
za zdaj ta pristop ni mogoc, ker je Stevilo pozitivnih regenerantov premajhno (Bohanec in
sod., 2004).

2.7.4 Doloc¢anje transgenov

Transgene se lahko spremlja na molekulskem DNA nivoju in fenotipsko izrazanje v
transgenih celicah oz. rastlinah. Na DNA nivoju se najpogosteje uporablja verizna reakcija
s polimerazo, znana tudi pod anglesko kratico PCR (Polymerase Chain Reaction). To je
metoda, ki omogoca namnozevanje odsekov DNA s pomoc¢jo encima DNA-polimeraze.
Lahko re¢emo, da s to metodo namnozujemo oz. kloniramo DNA, ne da bi za to
potrebovali zive celice, to pa pred odkritjiem PCR prakti¢no ni bilo mogoce. Metodo je leta
1983 razvil ameriski biokemik Kary Mullis, za kar je leta 1993 prejel Nobelovo nagrada za
kemijo.

In vitro namnozevanje odsekov DNA poteka z dvema kratkima molekulama DNA t.i.
zaCetnima oligonukleotidoma, ki sta komplementarna zacetnemu in koncnemu delu
segmenta DNA, ki ga zelimo namnoziti. DNA-polimeraza sintetizira komplementarno
verigo od mesta na vzoréni DNA, kamor se je vezal zacetni oligonukleotid. S
ponavljanjem denaturacije dvojne verige DNA molekul, vezave zaCetnih oligonukleotidov
in sinteze komplementarne verige v ciklih lahko DNA, ki se nahaja med dvema primerno
izbranima zacetnima oligonukleotidoma, eksponentno namnozujemo. Pri vsaki ponovitvi
se Stevilo kopij namnozevanega odseka podvoji. Tako lahko po 20 ponovitvah reakcije
dobimo iz 1 kopije DNA teroreti¢no ve¢ kot 1 milijon kopij. Temperatura reakcije se mora
kontrolirano spreminjati. Za vezavo kratkih molekul DNA (zacetnih oligonukleotidov) na
matrico, ki jo Zelimo namnoZziti, je namre¢ nujno, da je matrica v enoverizni obliki (DNA
je obicajno dvoverizna molekula), to pa dosezemo tako, da DNA za kratek ¢as segrejemo
na 92 °C ali ve¢ (to stopnjo imenujemo denaturacija DNA). Da pride do prileganja
zacetnih oligonukleotidov na matrico, je potrebno temperaturo znizati na 37 - 55 °C, nato
pa spet prilagoditi pogojem, ki so optimalni za delovanje DNA-polimeraze (Innis in sod.,
1990).
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Nekaj let po tem, ko je Mullis opisal metodo PCR, so jo drugi avtorji izpopolnili tako, da
so namesto DNA-polimeraze iz bakterije Escherichia coli (ta ima optimalno temperaturo
za delovanje 37 °C in razpade pri visokih temperaturah denaturacije DNA) uporabili
polimerazo iz bakterije Thermus aquaticus, ki so jo nasli v vrocih vrelcih v ameriSkem
narodnem parku Yellowstone. Tag-polimeraza je termostabilna, optimalno deluje pri 72
°C, prenese pa tudi kratkotrajna segrevanja nad 90 °C, zato odtlej ni bilo ve¢ potrebno v
vsakem ciklu dodati svezega encima, kar je omogocilo avtomatizacijo postopka.

PCR reakcija poteka v natan¢nih termostatih, ki jih je mogoce programirati. Dolo¢imo
lahko temperature, trajanje inkubiranja, Stevilo ponovitev ciklov in podobno. Reakcije
potekajo v volumnih od 20 pl do 100 pl. Pri klasi¢ni izvedbi, kakr$na je Se vedno najbolj
pogosta, po konc¢ani reakciji produkte analiziramo z agarozno elektroforezo (Innis in sod.,
1990).

2.8 GENSKE TRANSFORMACIJE HMELJA

Zaradi tezavne regeneracije hmelja v in vitro razmerah, hmelj ni priljubljena rastlina za
vnos genov. Le malo avtorjev poroca o uspesni regeneraciji, najve¢ preko oblikovanja
kalusa na izseckih. Objavljeni so postopki regeneracije bodisi pri divjih varietetah (Batista
in sod., 1996 in 2000), bodisi pri nekaj komercialnih sortah hmelja (Motegi, 1979; Connell
in Heale, 1986; Heale in sod., 1989; Gurriaran in sod., 1999; Sustar-Vozli¢ in sod., 1999;
Horlemann in sod., 2003). Direktno regeneracijo dveh ceskih sort hmelja sta dosegla
Rakousky in Matousek (1994). O izboljSanju regeneracije slovenske sorte 'Aurora’
porocajo tudi Ferant in sod. (2001). Najpogosteje proucevani rastlinski hormoni za
indukcijo regeneracije so bili indol-3-ocetna kislina (IAA), indole-3-maslena kislina (IBA),
kinetin (KIN), 6-benzilaminopurin (BAP), zeatin, zeatin ribozid ter tidiazuron (TDZ).
Citokinini so imeli najvegji vpliv na sposobnost regeneracije (Sustar-Vozli¢ in sod., 1999).

Sustar-Vozli¢ in sod. (1999) so dosegli 12,5% regeneracijo izsetkov na gojiséu z
dodatkom 5 mg/l kinetina. Ferant in sod. (2001) porocajo o enaki 12,5% regeneraciji pri
'Aurori' na gojisS€u z dodatkom 3,5 mg/l citokinina BAP. Oboji porocajo, da so najbolj
odzivni tipi izse¢kov internodiji, medtem ko so bili listni peclji manj odzivni, listi pa sploh
ne. Tudi ve€ina drugih avtorjev poro€a o internodijih, kot najprimernejSih izseckih za
regeneracijo (Rakousky in Matousek, 1994; Batista in sod., 1996; Gurriaran in sod., 1999;
Sustar-Vozli¢ in sod., 1999; Horlemann in sod., 2003). Sorta 'Aurora' se je Ze v prej$njih
raziskavah izkazala za slabo odzivno sorto z nizko regenerativno sposobnostjo (Sustar-
Vozli¢ in sod., 1999; Ferant in sod., 2001).

Zaradi dolgotrajnih in zahtevnih postopkov obstoje¢ih nacinov Zlahtnjenja hmelja so
novejse biotehnoloske metode dobrodoslo dopolnilo prenosa dednega materiala.
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Genske transformacije omogocajo relativno hitro vkljucitev Zelenih lastnosti v genom Ze
obstojecih sort hmelja, ne da bi spremenili njihove kvalitativne agronomsko pomembne
lastnosti. Le nekaj objav poroca o zacetkih transformacij pri hmelju. Do sedaj so dosegli le
prehodno izraZanje testnega gus gena v kalusnem tkivu (Oriniakova in sod., 1999) in
stabilno izrazanje testnega gus gena in to samo pri dveh tesno sorodnih genotipih hmelja
'"Tettnanger' in 'Saazer' (Horlemann in sod., 2003; Okada in sod., 2003). Ker je regeneracija
pri hmelju mo¢no odvisna od genotipa (Gurriaran in sod., 1999), je potrebno razviti
modificiran protokol regeneracije in posledi¢no transformacije za vsako sorto posebej. Do
sedaj ni porocil o uspesni regeneraciji in transformaciji slovenske sorte oz. divje oblike
hmelja.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

V poskus smo vkljucili slovenski sorti 'Auroro’ in 'Savinjski golding' ter nemsko sorto
'"Tettnanger'. Vse rastline so bile mikropropagirane na MSm goji§¢u (Murashige in Skoog,
1962). Kot rastlinski material smo uporabili 1 cm dolge internodije, katere smo po enem
dnevu inokulacije na MSr gojis¢u s 100 uM acetosiringonom okuzili z bakterijo 4. t. sev
LBA4404 in plazmidom pCAMBIA1301 oz. z modificiranim plazmidom pCAMBIA1390.
Na gojisce ene petrijevke premera 9 x 1,5 cm smo inokulirali priblizno 30 internodijev,
skupno je bilo inokuliranih 1555 internodijev. Zaradi morebitnih sekundarnih okuzb in
izhlapevanja smo zgornji del (pokrov) in spodnji del (dno) petrijevke zas€itili z dvema
trakovoma parafilma.

Vzporedno z okuZenimi internodiji smo nastavili Se kontrolni poskus z neokuZenimi
internodiji sort 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger'. Z namenom dolociti
regeneracijo iz internodijskih izseckov na MSr gojis¢u. Skupno je bilo inokuliranih 2992
internodijev.

3.2 SESTAVA GOJISC

MSm gojisce za mikropropagacijo in rast hmelja:
MS (Murashige in Skoog, 1962) bazalno gojisce:

makro- in mikroelementi 4,3 g/l
inozitol 0,1 g/l
tiamin 0,1 mg/l
piridoksin 0,5 mg/1
nikotinska kislina 0,5 mg/l
glukoza 20 g/l
BAP 1 mg/l
agar 8 g/l
pH 5,8

MSr gojis¢e za regeneracijo hmelja:
MS bazalno gojis¢e (Murashige in Skoog, 1962), MSr (Okada in sod., 2003)
MS bazalno gojisce 4,3 ¢/l

inozitol 0,1 g/l
tiamin 0,1 mg/1
piridoksin 0,5 mg/1

nikotinska kislina 0,5 mg/1
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glukoza 20 g/l

2iP 6,0 mg/l
IAA 0,025 mg/1
agar 8 g/l

pH 5.8

YEB gojisce za rast 4. t. LBA4404:

saharoza 5¢g/l
pepton 5¢g/l
goveji ekstrakt 5¢/1
kvasni ekstrakt 1 g/l
MgSO4 x TH,0O 1 g/l
agar 15 g/l
pH 7,0

3.3 PRIPRAVA GOJISC

Posamezne komponente gojis¢ smo stehtali in jih pretresli v ¢aso ter prelili z bidestilirano
vodo. V nastalo zmes smo dali magnet obdan s teflonom in postavili na elektricni
mesalnik. Med meSanjem smo s pipeto iz zaloznih raztopin dodali vitamine in hormone.
Zaradi natancnosti smo kon¢ni volumen dolocili z merilno bucko in tako umerjeno
raztopino prelili nazaj v ¢aso ter dolocili pH vrednost z 1IN HCI oz. IN KOH. Nato smo
dodali Se agar - strjevalec gojisca in 3 krat do vretja segreli v mikrovalovni pecici, da se je
agar raztopil in porazdelil po gojis€u. Potem smo priblizno po 25 ml vlili v steklenice
premenera 5,5 x 7,5 cm s polipropilenskim pokrovom. Gojis€e, ki smo ga po
avtoklaviranju razlili v sterilne petrijevke oz. dodali antibiotike, smo prelili v Schott-Duran
steklenice z agarjem in avtoklavirali 20 min pri 121 °C in pritisku 1,1 bar. V ohlajena
gojis¢a na priblizno 40 °C smo filtrsko dadali antibiotike, temeljito premesali ter razlili v
sterilne petrijevke oz. steklenice s polipropilenskim pokrovom.

3.4 BAKTERIJA IN PLAZMID - VEKTOR

Za vnos genov v genom hmelja smo izbrali komercialno bakterijo 4. ¢. sev LBA4404. V
katero smo lo¢eno z elektroporacijo vnesli dva komercialna plazmida druzbe Cambia iz
Camberre, Avstralija z oznako pCAMBIA1301 z gus in Aptll genom in modificiran
plazmid pCAMBIA1390 z DsRed in hptll genom. Geni so bili opremljeni z rastlinskim
CaMV35S poromotorjem (slika 3 in 4).

Plazmid pCAMBIA1301 ima 5607 bp dolgo T-DNA. Celoten plazmid meri 11837 bp in
ima vkljucen bakterijski selekcijski nptll gen - odpornost na kanamacin. T-DNA vsebuje
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rastlinski selekcijski Aptll gen - odpornost na higromicin in markerski gus gen za sintezo
encima B-glukuronidaze. Selekcijski geni omogocajo selekcijo transformiranih bakterij in
selekcijo transformiranih rastlinskih tkiv. Markerski gus gen lezi proti desni robni
sekvenci, medtem ko Aptll gen proti levi robni sekvenci T-DNA. Vmes so Stevilna
restrikcijska mesta, kamor lahko vklju¢imo Zelene gene (Roberts in sod., 1997). N358Q
mutacija omogoca gus genu, da ohrani popolno aktivnost v rastlinski celici, tako da se veze
na signalni peptid. Njegov produkt oz. izraZzanje v regeneriranih rastlinah lahko
spremljamo z GUS-testom. Gus gen je dodatno opremljen z intronom iz ricinusove
katalaze, ki preprecuje ekspresijo v prokariontih, kot je 4. ¢. Ta intron se u¢inkovito izreze
pri evkariontih tako pri eno- kot dvokali¢nicah (Ohta in sod., 1990; Tanka in sod., 1990).
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Slika 3: Plazmid pPCAMBIA1301: A - mapa plazmida; B - T-DNA plazmida
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Modificiran plazmid pCAMBIA1390 ima 4281 bp dolgo T-DNA. Celoten modificiran
plazmid je dolg 10478 bp in vsebuje bakterijski selekcijski nptll gen. T-DNA vsebuje
DsRed gen - rdece flurescentni protein, ki omogoca po vgraditvi v genom hitro (Ze po
nekaj urah) sintezo proteina. DsRed gen je bil izrezan iz plazmida pCMV-DsRed-Express
in CMV promotor, za izrazanje v sesalskih celicah, je bil nadomescen s CaMV35S
promotorjem. Tako pripravljen genski konstrukt je bil vnesen na ustreznih restrikcijskih
mestih v plazmid pCAMBIA1390 (slika 4A in B). IzraZanje rde¢e flourescentnega proteina
se lahko spremlja s fluorescentnim mikroskopom s filtri 557 in 579 nm valovne dolzine

(BD Biosciences Clontech, 2004).
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Slika 4: Modificiran plazmid pCAMBIA1390: A - mapa plazmida; B - T-DNA plazmida
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V plazmidih pPCAMBIA1301 in pCAMBIA1390 je pUCI18 polilinker z lacZa izbrisan in
nadomescen z enostavnejSim pUC9 polilinkerjem, ki ne vsebuje start in stop kodona. V
takSni obliki je plazmid primernej§i za PCR analizo in izrazanje gena oz. genov
(Hajdukiewiez in sod., 1994). Plazmidi so stabilni v Agrobacterium tudi pri gojenju v
neselektivnih pogojih zaradi prisotnosti rep (funkcija podvajanja plazmida) in sta (funkcija
stabilnosti plazmida) regij iz plazmida pVS1 (Deblaere in sod., 1987) (slika 3A in B).

3.5 VNOS gus, DsRed IN hptll GENOV V GENOM HMELJA Z Agrobacterium
tumefaciens

Transformacijo hmelja z 4. ¢. smo izvedli po nekoliko modificirani metodi tranformacije
listov tobaka Horsch in sod. (1985) ter po Fisher in Guiltinan (1995). Internodije
mikropropagiranega hmelja na MSm gojis¢u smo s sterilnim skalpelom v brezprasni
komori narezali na priblizno 1 cm izsecke in jih za 1 dan inokulirali na regeneracijsko MSr
gojisce z dodatkom 100 uM acetosiringona.

A. t. smo do namnozevanja za transformacijo hranili pri -80 °C. Iz odtaljene suspenzije smo
odpipetirali 15 pl in dodali v 35 ml YEB gojis¢a z dodatkom 50 mg/1 rifampicina (selekcija
na razorozenem plazmidu bakterije LBA4404) in 100 mg/l kanamicina (bakterijska
selekcija na binarnem plazmidu). Bakterije smo gojili ¢ez no¢ pri 28 °C in tresenju 120
obratov/min do logaritemske faze oz. opti¢ne gostote (Agonm) = 0,6 (~5 x 10° celic/ml).

Naslednji dan smo bakterijsko suspenzijo prelili v 25 ml centrifugirke in centrifugirali 5
min, pri 5000 obratih/min in 4 °C. Potem smo supernatant odlili, pelet pa prelili s
polovi¢no koncentracijo MS gojis¢a z dodatkom 10 g/1 saharoze.

IzseCke internodijev smo pobrali iz MSr gojiS¢a, na katerem so bili ¢ez noc, jih dali v
prazno petrijevko in prelili s prej opisano bakterijsko suspenzijo ter pustili 10 min z
vmesnim nekajkratnim meSanjem. Nato smo s parafilmom obvili petrijevko in izpostavili
za 1 min ultrazvoku, odvili parafilm in Se 10 min vakuumu ter pustili S¢ 10 min v
bakterijski suspenziji. Internodije smo zra¢no posusili v brezprasni komori na sterilnem
filtrskem papirju in inokulirali nazaj na MSr gojis¢e s 100 uM acetosiringonom. Po §tirih
dneh kokultivacije smo internodije 2 krat sprali z 200 mg/l timentina [100 : 1 tikarcilin :
klavulonska kislina], jih zra¢no posusili in subkultivirali na MSr gojisc¢e z dodatkom 150
mg/l timetina, da bi preprecili rast 4. ¢.. Po priblizno dveh do treh tednih kultivacije se je
zaCela regeneracija iz kalusa. Nastale regenerante smo subkultivirali na MSm
mikropropagacijsko gojisc¢e z dodatkom 25 mg/l higromicina. Priporo¢ena koncentracija
50 mg/l higromicina je uni¢ila tudi regenerante, pri katerih smo z molekulsko in
histokemicno analizo zasledili transgene oz. njihove produkte. Regeneranti so po treh
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tednih subkultivacije na gojis¢u z dodatkom 25 mg/l higromicina zaceli propadati, zato
smo jih prestavili na MSm gojisce brez selekcije.

3.6 HISTOKEMICNI GUS-TEST IZRAZANJA gus GENA V TRANSFORMIRANIH
REGENERANTIH HMELJA

Kot rastlinski material smo uporabili rastline, ki so bile normalno razvite, velike vsaj 3 cm,
zelene barve in niso bile vitrificirane. Test smo opravili 110 dni po transformaciji
internodijev.

Prisotnost encima B-glukuronidaze pri regenerantih hmelja smo testirali s histokemi¢nim
GUS-testom (Jefferson in sod., 1987; Hiei in sod., 1994). Kot barvilo smo uporabili X-
Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil glukorid). Encim B-glukuronidaza razgradi X-Gluc in
produkt se obarva modro. Z regenerantov hmelja smo odrezali dva lista spodaj in dva lista
zgoraj na rastlini, priblizno 2 cm stebla in vrh ter korenine. Polozili smo jih v valj 24 valne
plosce in prelili z 800 pl 50 mM fosfatnim pufrom NaPO4 (NaH,PO4 + Na,PO4, pH 6,8) z
dodatkom Tritona X-100 ter inkubirali 1 uro pri 37 °C. Pufer smo nato z mikropipeto
odpipetirali in dodali 800 pl svezega fosfatnega pufra z dodatkom barvila 1,0 mM X-Gluc
in 20% metanola. Reakcijsko zmes in dele rastlin smo nato izpostavili vakuumu za 5 min
(100 mbar), nato pa inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C. Naslednji dan smo modro obarvan
produkt aktivnega gus gena vizualno in s pomocjo stereomikroskopa pregledali. Modro se
obarvajo le tiste celice, tkiva oz. regeneranti, ki imajo v genom vkljucen in aktiven gus
gen. Kot kontrolo smo uporabili liste, steblo, vrh in korenine netransformiranega hmelja.

3.7 PCR ANALIZA gus, DsRed IN hptll GENOV V TRANSFORMIRANIH
REGENERANTIH HMELJA

Po GUS-testu smo ostanek regenerantov s stranskimi meristemi subkultivirali na
mikropropagacijsko MSm gojisce. Po 40 dneh oz. 150 dni po okuzbi z 4. t. smo dobili
razli¢no Stevilo rastlin znotraj posameznega regeneranta oz. genotipa. 1z vseh smo izolirali
DNA in jih testirali na prisotnost transgenov.

3.7.1 Izolacija rastlinske DNA

Iz ustrezne koli¢ine svezega rastlinskega materiala regenerantov, ki so nastali po
transformaciji in netransformiranih kontrol, smo izolirali celokupno genomsko DNA po
metodi Kump in sod. (1992). Rastlinskemu tkivu smo dodali 500 pl na 68 °C segretega
ekstrakcijskega pufra cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) ter macerirali v terilnici.
Nastalo suspenzijo smo prelili v 1,5 ml mikrocentrifugirke in inkubirali 1,5 ure na 68 °C.
Nato smo dodali 500 pl topila kloroform : izoamilalkohol v razmerju 24 : 1 in dobro
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premesali, da je nastala suspenzija in centrifugirali 15 min pri 11000 obratih/min.
Supernatant smo odpipetirali v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko in dodali 1/10 volumna (50
ul) 3M natrijevega acetata (NaAc) in 1 volumen (500 ul) ledeno hladnega izopropanola in
dobro premesali. Vzorce smo 25 - 30 min inkubirali pri -18 °C. Po prete€enem ¢asu smo
vsebino mikrocentrifugirke dobro premesali in centrifugirali 15 min pri 11000 obratih/min.
Po centrifugiranju smo odlili supernatant in DNA peletu dodali 500 pl 70% etanola
(¢iscenje DNA) ter pretresli, da se je pelet odlepil od mikrocentrifugirke. Po 20-ih min smo
previdno odpipetirali etanol in posusSili DNA pelet pri sobni temperaturi ter dodali 30 - 50
ul TE pufra (odvisno od koli¢ine izolirane DNA), premesali in vzorce shranili v hladilnik
pri 4 °C, da se stopi DNA.

Priprava raztopin za izolacijo rastlinske DNA:
Ekstrakcijski CTAB pufer (200 ml)

CTAB 4¢g

1 M Tris, pH 8 20 ml

0,5M EDTA,pHS8 8ml

NaCl 16,36 g

Merkaptoetanol 400 pl

H,O do 200 ml

CTAB pufer brez merkaptoetanola se filtrira skozi 0,4 pm filter in nato doda
merkaptoetanol.

0,5 M EDTA, pH 8 (200 ml)
EDTA 3722 g
H,O do 200 ml
Pred avtoklaviranjem je bil pH uravnan z NaOH.

IM TRIS, pH 8 (100 ml)
TRIS 12,11 ¢g
H,O do 100 ml
Pred avtoklaviranjem je bil pH uravnan s HCL

3 M NaAc (natrijev acetat), pH 5,2 (100 ml)
NaAc 2461 g
H,O do 100 ml
Pred avtoklaviranjem je bil pH uravnan s CH;COOH (ocetna kislina).

TE pufer (200 ml)
1 M TRIS 2 ml
0,5M EDTA 0,4 ml

H,O sterilna do 200 ml
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3.7.2 Merjenje koncentracije DNA s fluorometrom

Koncentracijo DNA v TE smo izmerili s pomoc¢jo DNA fluorometra DyNA Quant 200 po
navodilih proizvajalca Hoefer Scientific Instruments. Najprej smo pripravili delovno
raztopino iz 10 x TNE pufra [0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 7)]. Pri
merjenju koncentracije smo uporabili barvilo Hoechts 33258, ki smo ga dodali v delovno
raztopino 10 x TNE pufer in dobili kon¢no koncentracijo 0,1 pg/ml. Kot standard pri
meritvah in za kalibracijo fluorometra smo uporabili DNA tele¢jega timusa (1 mg/ml DNA
v 1 x TNE pufru). DNA vzorcev smo razred¢ili na 20 ng/ul.

Priprava 100 ml delovne raztopine za merjenje visjih koncentracij DNA:

10 x TNE 10 ml
H,O0 destilirana 90 ml
H 33258 100 pl

TNE pufer in H,O se filtrira skozi 0,4 um filter in posodo ovije z alufolijo ter nato
doda barvilo H 33258.

3.7.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Namnozevanje fragmentov gus, DsRed in hptll genov v PCR reakciji je potekalo z
ustreznimi zacetnimi oligonukleotidi (preglednica 1). PCR reakcijske meSanice smo
pripravljali v komori za asepticno delo. V PCR mikrocentrifugirke (0,5 ml) smo
odpipetirali 5 ul DNA vzorca (konc. 20 ng/ul), centrifugirali do 1000 obratov/min in
dodali 20 pl reakcijske meSanice: 1 x PCR pufer [10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50
mM KCI (pH 8,3)], 0,1 mM vsakega deoksinukleotida (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5
mM ustreznega specificnega zacetnega oligonukleotida (preglednica 1) in 1 enoto encima
Taq polimeraze (Fermentas, Nemcija) ter centrifugirali do 1000 obratov/min. Kon¢ni
volumen reakcijske meSanice, v katerem je potekalo namnozevanje DNA, je bil 25 pl.
Polimerazna verizna reakcija je potekala v cikli¢nem termostatu GeneAmp®, PCR System
9700, PE Applied Biosystems po temperaturnem vzorcu (Lakshmi in sod., 1998):
e zaletna denaturacija 5 min pri 94 °C,
e 33 ponavljajocih se ciklov: - denaturacija DNA 1 min pri 94 °C,

- prileganje zacetnih oligonukleotidov 1 min pri 58 °C,

- sinteza fragmentov DNA 1,5 min pri 72 °C,
e cikel se zakljuci s 7 min inkubacijo pri 72 °C.
Pred nadaljnjo analizo smo vzorce hranili pri 12 °C.
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Preglednica 1: DNA sekvence parov zacetnih oligonukleotidov za posamezen gen in priCakovana dolzina
namnozenega fragmenta

Zacetni Sekvenca 5' - 3' Pri¢akovana dolzina
oligonukleotid fragmenta

Red-for AGG ACG TCA TCA AGG AGT TCA 200 bp

Red2-rev GTG CTT CAC GTA CAC CTT GGA

Gus3-for GGC GAA CAG TTC CTG ATT AAC 408bp

Gus3-rev TTC GTT GGC AAT ACT CCA CAT

Hyg-for ATG ACC GCT GTT ATG CGG CCA TTG 641 bp

Hyg2-rev AAA AAG CCT GAA CTC ACC GCG ACG

Zacetni oligonukleotidi so bili izdelani na osnovi sekvenc plazmidov in sintetizirani pri
MWG Bitech AG (Ebersberg, Nemcija).

3.7.4 Analiza fragmentov DNA z agarozno elektroforezo

Za pripravo gela smo zatehtali pre¢iS€eno agarozo v steklenico (Schott-Duran) in dolili
IXTBE pufer [890 mM Tris, 890 mM borna kislina, 10 mM EDTA]. MeSanico smo 3 - 4
krat zavreli v mikrovalovni pecici, da se je agaroza popolnoma stopila in ohlajali z
enakomernim vrtenjem pod mrzlo vodo. Ko je temperatura padla na 56 °C, smo dodali
0,05% etidijevega bromida (EtBr) ter ga z vrtenjem steklenice enakomerno porazdelili po
raztopini. Na podstavku z vodno tehtnico smo pripravili elektroforetsko plosco, katero smo
ob straneh oblepili z lepilnim trakom in vanjo postavili glavnik ter vlili pripravljeno zmes
za gel. Strjevanje gela je potekalo pri sobni temperaturi priblizno 20 min, medtem ko se je
gel ohlajal in strjeval, smo vzorcem s PCR produkti dodali 5 pl nanasSalnega barvila ter
centrifugirali do 1000 obratov/min. Strjenemu gelu smo odstranili glavnik in samolepilni
trak, da je lahko elektri¢ni tok nemoteno tekel od katode po gelu do anode ter ga namestili
v elektroforetsko posodo ter prelili z 1 x TBE pufrom.

Vzorce smo pred nanosom premesali in 17 pl vzorca nanesli v utore agaroznega gela.
Poleg vzorcev smo na gel nanesli Se iz kontrole izolirano DNA (netransformiran hmelj),
ustrezni Cisti plazmid (izoliran iz E. coli), slepi vzorec (vse komponente reakcijske
mesanice razen DNA oz. namesto DNA je bilo dodano 5 pl vode) in velikostni standard
(Fermentas, Nemc¢ija) z 11 razli¢no dolgimi DNA fragmenti (1031, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200, 100 in 80 bp).
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Elektroforeza je potekala pri 140 V, priblizno 1 uro in 30 min. Gel je vseboval 0,05%
etidijevega bromida, kateri interkalira med baze DNA in fluorescira pri vzbujevalni
svetlobi valovne dolzine 302 nm. Gele smo fotografirali pod UV svetlobo s polaroidnim
fotoaparatom.

Priprava raztopin za analizo fragmentov DNA z agarozno elektroforezo:

1,4 % agarozni gel (250 ml)
SeaKem agaroza 35¢g
1 x TBE pufer (250 ml) 30 ml 5 x TBE + 220 ml destilirane vode)
0,05 % etidijev bromid 12 pl (10 mg/ml)

Posodni pufer 1 x TBE (3000 ml)
5 x TBE 360 ml
H,O destilirana 2640 ml

Barvilo
ficol 400 12,5% (W/v)
bromfenol modro 0,2% (w/v)
10 x TBE 6,7% (v/v)

3.8 KONTROLNI POSKUS

Isto¢asno s kokultiviranimi internodiji sorte 'Aurora’, 'Savinjski golding' in 'Tettnanger'
smo pripravili kontrolne poskuse z neokuzenimi izsecki. Na MSr regeneracijsko gojisce
ene petrijevke brez dodanih antibiotikov smo inokulirali prinlizno 30 internodijskih
izseCkov. Vsak teden smo spremljali nastanek organogenih struktur - globul in
regenerantov. Pri hmelju se iz vseh organogenih struktur ne razvijejo regeneranti, zato smo
spremljali regeneracijo obeh faz.

Z A. t. okuzene in neokuzene internodije in regenerante smo gojili v rastnih komorah pri
16/8 h (svetloba/tema) fotoperiodi, temperaturi 24 + 1 °C in osvetlitvi 40 pmol m™s™. Na
vsake Stiri tedne smo izsecke in regenerante subkultivirali na ustrezno sveze gojisce.
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4 REZULTATI
4.1 REGENERACIJA HMELJA

Kalusno tkivo se je zacelo formirati 8 - 10 dni po inokulaciji na koncih internodijev oz.
reznih ploskvah (slika 5A, B in C). Po 2 - 3 tednih so bili internodiji v celoti prekriti s
kalusom. Po 2 tednih se je zacela regeneracija prvih organogenih struktur oz. globul (slika
5D). Direktne regeneracije (regeneracije brez kalusa) nismo opazili. Po 3 - 4 tednih so se
zaceli pojavljati prvi regeneranti (slika SE in F).

D E

Slika 5: Regeneracija hmelja: A - inokulirani internodiji na MSr gojiscu; B - zacetek kalusiranja internodijev;
C - kalus na rezih ploskvah internodija; D - organogene strukture (globule); E - formiranje regenerantov; F -
regeneranti

4.1.1 Regeneracija iz neokuZenih internodijev

Pri sorti 'Savinjski golding' je nastalo najve¢ 52,1% organogenih struktur v 60 dneh po
inokulaciji internodijev. V enakem obdobju se je na internodijih 'Aurore’ oblikovalo kar
80,8% organogenih struktur. Pri sorti 'Tettnanger' je nastalo 56,1% organogenih struktur v
45 dneh po inokulaciji in kar 24,5% ze v 30 dneh po inokulaciji. Pri 'Savinjskem goldingu'
je nastalo najve¢ 62,6% regenerantov v 60 dneh po inokulaciji internodijev. V istem
obdobju je pri sorti 'Tettnanger' nastalo kar 66,7% renerantov. Pri sorti 'Aurora’ je bilo
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najve¢ 42,9% renerantov Ze v 45 dneh po inokulaciji internodijev (preglednica 2 in slika
0).

Preglednica 2: Regeneracija organogenih struktur in regenerantov iz neokuZenih internodijev hmelja
'Savinjski golding', 'Aurora' in 'Tettnanger' v §tirih ¢asovnih intervalih po inokulaciji

Stevilo dni po inokulaciji
Sorta 0 | e o | 00
0s | R 0s | R oS | R o0s . R
‘Savinjski golding | 23 | 0 157 | 45 19 | 97 0o i 2
'Aurora’ 12 8 | 56 3 0 2 0o i 0
"Tettnanger 13 0 30 | 3 10 | 36 0 1

Legenda: OS - organogene strukture, R - regeneranti

90%
80%
70%
(]
= 60% -
<
5 s0% ]
) 40%
)
< 30%
20% -
10%
0% —
30 45 60 90
@ SG-0S 6,1% 41,7% 52,1% 0,0%
B AU-OS 2,1% 17,0% 80,8% 0,0%
O TE-OS 24,5% 56,1% 18,9% 0,0%
O SG-R 0,0% 36,1% 62,6% 1,3%
B AUR 28,6% 42,9% 28,6% 0,0%
O TE-R 0,0% 31,5% 66,7% 1,8%

Stevilo dni po inokulaciji

Legenda: SG - 'Savinjski golding', AU - 'Aurora’, TE - 'Tettnanger', OS - organogene strukture, R -
regeneranti

Slika 6: Odstotek organogenih struktur in regenerantov iz neokuzenih internodijev hmelja 'Savinjski golding',
'Aurora’ in 'Tettnanger' v §tirih asovnih intervalih po inokulaciji

Najvec 30,4% renerantov je nastalo na neokuZzenih internodijih sorte "Tettnanger'. 1z skoraj
vseh nastalih organogenih struktur (31,0%) so se razvili regeneranti. Pri sorti 'Savinjski
golding' je nastalo 40,3% organogenih struktur in samo 16,6% regenerantov. Najmanj
samo 3,9% regenerantov je nastalo pri sorti 'Aurora’ iz 26,6% nastalih organogenih struktur
(preglednica 3 in slika 7).
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Preglednica 3: Stevilo neokuzenih internodijev, nastalih organogenih struktur in regenerantov ter odstotek
regeneracije hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger'

Sorta St. inokuliranih | St. organogenih | St. % organogenih | %
internodijev struktur regenerantov | struktur regenerantov
'Savinjski golding' 933 376 155 40,3 16,6
'Aurora’ 177 47 7 26,6 39
'"Tettnanger' 174 54 53 31,0 30,4

b By &4
A B | C

Slika 7: Oblika organogenih struktur in regeneracija regenerantov pri sortah hmelja: A - 'Aurora’; B -
'Savinjski golding'; C - 'Tettnanger'

4.1.2 Regeneracija iz internodijev po okuzbi z Agrobacterium tumefaciens
4.1.2.1 Plazmid pCAMBIA1301

Pri sorti 'Tettnanger' je nastalo v 30 dneh po inokulaciji na okuZenih internodijih z 4. .
pCAMBIA1301 kar 83,3% organogenih struktur. V enakem obdobju je pri sorti 'Savinjski
golding' nastalo 80,0% organogenih struktur. Pri sorti 'Aurora’ se je oblikovalo 66,7%
organogenih struktur v 45 dneh po inokulaciji. V enakem obdobju je nastalo pri sorti
'"Tettnanger' 77,8% regenerantov. Pri 'Aurori' je nastalo najve¢ 75,0% regenerantov v 60
dneh po inokulaciji. Pri 'Savinjskem goldingu' se je oblikovalo 60,0% regenerantov ze v 30
dneh po inokulaciji (preglednica 4 in slika 8) .

Preglednica 4: Regeneracija organogenih struktur in regenerantov iz internodijev hmelja 'Savinjski golding',
'Aurora’ in 'Tettnanger' v $tirih ¢asovnih intervalih po okuzbi z 4. . pPCAMBIA1301

Stevilo dni po inokulaciji
Sorta 30 | s o | 00
0s | R 0s | R os | R os | R
'Savinjski golding' | 16 9 14 30 2 0 0
'Aurora’ 2 0 4 0 i 3 0o | 0
'Tettnanger' 5 2 1 7 0 ! 0 0 0

Legenda: OS - organogene strukture, R - regeneranti
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90%
80% - _
70% -
= 60% -
5 5% |-
& 40% 1—
S 30% -
20% -
10% | «F [
0%
30 45 60 90
@ SG-0S 80,0% 5,0% 15,0% 0,0%
B AU-OS 33,3% 66,7% 0,0% 0,0%
O TE-0S 83,3% 16,7% 0,0% 0,0%
O SG-R 60,0% 26,7% 13,3% 0,0%
B AU-R 0,0% 25,0% 75,0% 0,0%
O TE-R 22,2% 77,8% 0,0% 0,0%

Stevilo dni po inokulaciji

Legenda: SG - 'Savinjski golding', AU - 'Aurora’, TE - 'Tettnanger', OS - organogene strukture, R -
regeneranti

Slika 8: Odstotek organogenih struktur in regenerantov iz internodijev hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in
'Tettnanger' v Stirih ¢asovnih intervalih po okuzbi z 4. . pPCAMBIA1301

Na 12% okuZenih internodijih z 4. . pCAMBIA1301 sorte 'Tettnanger' so nastale
organogene strukture iz katerih se je regeneriralo 18,0% regenerantov. Pri sorti 'Savinjski
golding' se je oblikovalo 8,6% organogenih struktur iz katerih je nastalo 6,5%
regenerantov. Najmanj samo 0,8% regenerantov je nastalo pri sorti 'Aurora’ iz 1,2%
nastalih organogenih struktur (preglednica 5).

Preglednica 5: Stevilo inokuliranih internodijev, nastalih organogenih struktur in regenerantov ter odstotek
regeneracije pri hmelju 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger' po okuzbi z 4. . pPCAMBIA1301

Sorta St. St. organogenih | St. % %
internodijev | struktur regenerantov organogenih regenerantov
struktur
'Savinjski golding' 232 20 15 8,6 6,5
'Aurora’ 474 6 4 1,2 0,8
'Tettnanger' 50 6 9 12 18

4.1.2.2 Modificiran plazmid pCAMBIA 1390

Pri vseh proucevanih sortah je nastalo najveC¢ organogenih struktur v 30 dneh po
inokulaciji okuzenih internodijev z 4. t. pPCAMBIA1390. Pri sorti 'Tettnanger' so nastale
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vse organogene strukture v tem obdobju, pri sorti 'Aurora’ 66,7% in pri sorti 'Savinjski
golding' 58,5%. Ze v 30 dneh po inokulaciji internodijev so nastali vsi regeneranti pri sorti
'"Tettnanger' in 55,5% pri sorti 'Savinjski golding'. Pri 'Aurori' je nastalo najve¢ 80,0%
regenerantov v 45 dneh po inokulaciji internodijev (preglednica 6 in slika 9).

Preglednica 6: Regeneracija organogenih struktur in regenerantov iz internodijev hmelja 'Savinjski golding',
'Aurora’ in 'Tettnanger' v §tirih ¢asovnih intervalih po okuzbi z 4. t. pPCAMBIA1390

Stevilo dni po inokulaciji
Sorta 30 45 60 90
(ON R (ON R Os : R OS : R
'Savinjski golding' | 31 | 5 15 4 7 1 0 0 i 0
'Aurora’ 6 & 1 3 4 0+ 0 0+ 0
'Tettnanger' 12 1 0 0 o 0 o 0
Legenda: OS - organogene strukture, R - regeneranti
120%
100%
o
= 80%
<
2 )
= 60%
2
S 40% -
20% 1
0% []
30 45 60 90
O SG-0S 58,5% 28,3% 13,2% 0,0%
Bl AU-OS 66,7% 33,3% 0,0% 0,0%
0O TE-OS 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%
0O SG-R 55,5% 44,4% 0,0% 0,0%
B AU-R 20,0% 80,0% 0,0% 0,0%
O TE-R 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Stevilo dni po okuzbi

Legenda: SG - 'Savinjski golding', AU - 'Aurora’, TE - 'Tettnanger’, OS - organogene strukture, R -
regeneranti

Slika 9: Odstotek organogenih struktur in regenerantov iz internodijev hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in
'Tettnanger' v §tirih ¢asovnih intervalih po okuzbi z 4. . pPCAMBIA1390

Pri Aurori je iz 2,9% organogenih struktur nastalo 1,9% regenerantov iz okuZenih
internodijev z A4. t. in modificiranim plazmidom pCAMBIA1390. Pri 'Savinjskem
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goldingu' se je iz 7,5% organogenih struktur regeneriralo 1,3% renerantov. Najmanj samo
0,9% regenerantov je nastalo pri '"Tettnangerju' iz kar 11,4% nastalih organogenih struktur
(preglednica 7).

Preglednica 7: Stevilo inokuliranih internodijev, nastalih organogenih struktur in regenerantov ter odstotek
regeneracije hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger' po okuzbi z 4. t. pPCAMBIA1390

Sorta St. St. organogenih | St. % organogenih | %
internodijev struktur regenerantov struktur regenerantov
'Savinjski golding' 709 53 9 7,5 1,3
'Aurora’ 302 9 6 2,9 1,9
'"Tettnanger' 105 12 1 11,4 0,9

4.2 TRANSFORMACIJA HMELJA
4.2.1 Histokemicni test izraZanja gus gena

Pokazatelj izrazanja gus gena v genomu hmelja je znac¢ilno modro obarvanje rastlinskih
celic oz. tkiv po dodatku X-Gluc barvila. Izrazanje testnega gus gena smo preverili 110 dni
po okuzbi, da bi lahko potrdili stabilno, ne samo prehodno tranformacijo. Ker je bil gus
gen opremljen s CaMV35S promotorjem, smo lahko spremljali izrazanje gus gena po celih
regenerantih. Po listih, steblih in vrSickih se je gus gen izrazal zelo to¢kovno (slika 10). V
koreninah z GUS-testom nismo zasledili izrazanje gus gena.

Pri vseh treh sortah je nastalo 28 regenerantov na okuZenih internodijih z A. ¢
pCAMBIA1301. Vse smo v zacetni fazi mikropropagacije subkultivirali na MSm gojisce s
25 mg/l higromicina. Ker so po treh tednih zaceli propadati, smo jih subkultivirali na MSm
gojisce brez selekcije. Pri sorti 'Savinjski golding' je nastalo 15 regenerantov, od teh so bili
4 0z. 26,7% GUS pozitivni, 3 so v nadaljnjih subkultivacijah propadli in propadlo je Se 7
GUS negativnih regenerantov. Pri sorti 'Aurora' so nastali 4 regeneranti, pri katerih nismo
zasledili izrazanja gus gena z GUS-testom in od teh so 3 propadli. Pri sorti 'Tettnanger' je
nastalo 9 regenerantov, 7 jih je propadlo in pri nobenem nismo zasledili izrazanje gus gena
(preglednica 5, 8 in 9).
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C

Slika 10: To¢kovno izrazanje gus gena v tkivih hmelja 110 dni po okuzbi z 4. . pPCAMBIA1301; A - rastni
vrsi¢ek; B - steblo z listi; C - listi

Preglednica 8: GUS pozitivni regeneranti hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora' in 'Tettnanger' 110 dni po
okuzbi z 4. t. pPCAMBIA1301

Sorta St. St. propadlih | St. GUS % propadlih | % GUS
regenerantov regenerantov pozitivnih regenerantov pozitivnih
regenerantov regenerantov
'Savinjski golding' 15 10 4 66,7 26,7
'Aurora’ 4 3 0 75,0 0
'Tettnanger' 9 7 0 77,8 0

4.2.2 PCR analiza transgenov

Pri mikropropagiranih rastlinah hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger' je vnos
transgenov uspel pri tistih, pri katerih smo s PCR analizo potrdili vkljuc¢enost celotnega
genskega konstrukta z gus in Aptll genom oz. z DsRed in hptll genom ali samo del
genskega konstrukta s posameznimi transgeni z gus oz. DsRed ali hptll.
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Elektroforetski gel je bil sestavljen iz dveh delov A in B, ker sta bila oba genska konstrukta
sestavljena iz dveh transgenov. Na zgornjo A polovico gela smo nanesli DNA vzorce s
parom zacetnih oligonukleotidov za gus gen (slika 11) oz. DsRed gen (slika 12, 13). Na
spodnjo B polovico gela pa iste DNA vzorce s parom zacetnih oligonukleotidov za hptI]
gen (slika 11, 12 in 13). Pri DsRed genu so se namnozili fragmenti dolzine 200 bp, pri gus
genu 408 bp in pri Aptll genu dolzine 641 bp (preglednica 1).

4.2.2.1 Genski konstrukt z gus in hptll genom

Na elektroforetski gel (slika 11) je bilo naneSenih 13 DNA vzorcev 5 genotipov
'Savinjskega goldinga', 1 vzorec 'Aurore' in 6 vzorcev 2 genotipov 'Tettnangerja'. Pri
'Savinjskem goldingu' sta se pri 9 rastlinah z oznako 1, 2, 3, 5, 8 - 12 oz. pri 69,2%
namnozila fragmenta dolZine 408 in 641 bp in s tem smo potrdili prisotnost gus in hptll
gena oz. celoten genski konstrukt. Pri 4 rastlinah z oznako 4, 6, 7 in 13 oz. pri 30,8% se
noben od fragment ni namnozil, s katerim bi lahko potrdili prisotnost transgenov v
genomu. Tudi pri DNA vzorcu 'Aurore' z oznako 14 se noben od fragmentov ni namnoZzil.
Pri "Tettnangerju' sta se pri eni rastlini z oznako 17 oz. pri 16,7% namnoZila oba fragmenta,
ki sta znacilna za gus in hptll gen. Pri 3 vzorcih z oznako 18, 19 in 20 oz. pri 50% se je
namnozil fragmet dolzine 408 bp znacilen za gus gen in pri 2 rastlinah z oznako 15 in 16
oz. pri 33,3% s PCR analizo nismo potrdili prisotnost transgenov (slika 11 in preglednica
9, 10).

Znotraj genotipa z oznako 1 pri 'Savinjskem goldingu' so vse tri rastline na podlagi PCR
analize imele vgrajen celoten genski konstrukt z gus in AptlI genom. Pri genotipu 2 je
imela od treh rastlin celoten genski konstrukt vgrajen samo ena. Pri genotipu 3 so imele tri
rastline od Stirih vgrajen prav tako celoten genski konstrukt. Genotip 5 je imel samo eno
rastlino in ta ni bila transformirana. Prav tako je bil pri sorti 'Aurora’ samo genotip 1 z eno
rastlino, ki ni bila transformirana. Pri 'Tettnangerju' so genotip 1 sestavljale 4 rastline od
teh je imela ena vgrajen celoten genski konstrukt in ena samo gus gen. Pri genotipu 2 sta
bili dve rastlini in obe sta imeli vgrajen smo gus gen (preglednica 9).
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Slika 11: NamnoZzeni fragmenti DNA s pari zacetnih oligonukleotidov za gus in Aptll gen: 1 do 13 -
'Savinjski golding', 14 - 'Aurora’, 15 do 20 - 'Tettnanger', K - netransformiran hmelj, P - plazmid
pCAMBIA1301, S - slepi vzorec, M - velikostni standard; A - testni gus gen; B - selekcijski AptIl gen

Preglednica 9: Namnozeni fragmenti DNA iz genskega konstrukta pCAMBIA1301 pri mikropropagiranih
genotipih hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora' in 'Tettnanger'

Sorta Genotip | Oznakas | ~ Transgeni

rastlin slike 11 gus + hptll | samo gus | samo hptll brez
'Savinjski golding' | 1 1 +

1 2 +

1 3 +

2 4 +

2 5 +

2 6 +

3 7 +

3 8 +

3 9 +

3 10 +

4 11 +

4 12 +

5 13 +
'Aurora’ 1 14 +

se nadaljuje
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nadaljevanje
'Tettnanger' 1 15
1 16
1 17 +
1 18 +
2 19
2 20

Preglednica 10: Stevilo in odstotek transgenov pri hmelju 'Savinjski golding', 'Aurora' in 'Tettnanger' 150 dni
po okuzbi z 4. t. pPCAMBIA1301

Sorta St. e Transgeni
genotipov / gus + hptll samo gus samo hptll brez
rastlin §t. % St. % §t. % §t. %

'Savinjski golding' 5/13 9 69,2 0 0 0 0 4 30,8

'Aurora’ 1/1 0 0 0 0 0 0 1 100

'Tettnanger' 2/6 1 16,7 3 50,0 0 0 2 333

4.2.2.2 Genski konstrukt z DsRed in hptll genom

Na elektroforetska gela je bilo naneSenih 14 DNA vzorcev 6 genotipov 'Savinjskega
goldinga' (slika 12) in 17 DNA vzorcev 6 genotipov 'Aurore' (slika 13).

Pri 'Savinjskem goldingu' sta se pri 1 rastlini z oznako 24 oz. pri 7,1% namnoZila
fragmenta dolzine 200 in 641 bp in s tem smo potrdili prisotnost DsRed in hptll gena oz.
celoten genski konstrukt. Pri 6 rastlinah z oznako 23, 25, 26, 27, 31 in 33 oz. pri 42,9% se
je namnozil samo fragment dolzine 641 bp, s katerim smo potrdili prisotnost sptII gena. Pri
7 rastlinah oz. pri 50% se noben od fragmentov ni namnoZil, s katerim bi lahko potrdili
prisotnost transgenov v genomu (slika 12 in preglednica 11, 13).

Pri genotipu 'Savinjski golding' z oznako 1 je bila samo ena rastlina in pri tej se niso
namnozili fragmenti, na podlagi katerih bi potrdili, da je transformirana. Pri genotipu 2 je
imela od S§tirih rastlin vgrajen celoten genski konstrukt samo ena in pri dveh se je vgradil
samo del genskega konstrukta s Apt/l genom. Pri genotipu 3 sta imeli obe rastlini vgrajen
samo Aptll gen. Pri genotipu 4 je imela samo ena od Stirih rastlin vgrajen samo AptIl gen.
Genotip 5 je imel samo eno rastlino in ta ni bila transformirana. Genotip 6 je imel dve
rastlini, pri eni je bil vgrajen samo /Aptl/l gen in ena ni bila transformirana (preglednica 11).
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A

B

Slika 12: Namnozeni fragmenti DNA s pari zacetnih oligonukleotidov za DsRed in hptll gen: 21 do 34 -
'Savinjski golding', K - netransformiran hmelj, P - modificiran plazmid pCAMBIA1390, S - slepi vzorec, M -
velikostni standard; A - testni DsRed gen; B - selekcijski hptll gen

Preglednica 11: NamnoZeni fragmenti DNA iz genskega konstrukta pPCAMBIA1390 pri mikropropagiranih
genotipih hmelja 'Savinjski golding'

Sorta Genotip | Oznaka s Transgeni

rastlin | slike 12 | DsRed + hptll | samo DsRed samo hptll brez

'Savinjski golding' | 1 21 +
22 +
23 +
24 +
25 +
26
27
28
29
30
31 +
32 +
33 +
34 +

AN [ | bR R W (W NN NN




Stravs B. Vnos markerskih genov v genom hmelja (Humulus lupulus L.) z Agrobacterium tumefaciens. — 4()
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

Pri 'Aurori' sta se pri 9 rastlinah z oznako 35, 36, 38, 39, 41, 48 - 51 oz. pri 52,9%
namnozila oba fragmenta dolzine 200 in 641 bp, ki sta znacilna za DsRed in hptll gen. Pri
8 rastlinah z oznako 37, 40, 42 - 47 oz. pri 47,1% se je namnozil fragment dolzine 641 bp s
katerim smo potrdili prisotnost samo /pt¢/l gena. Pri nobeni rastlini s PCR analizo nismo
zasledili vgrajen samo DsRed gen (slika 13 in preglednica 12, 13).

Pri sorti 'Aurora’ je genotip 1 imel tri rastline od Stirih, ki so imele vgrajen celoten genski
konstrukt z DsRed in hptll genom in ena rastlina je imela vgrajen samo hptll gen. Pri
genotipu 2 sta imeli dve rastlini od Stirih vgrajena oba gena DsRed in hptll in dve rastlini
sta imeli vgrajen samo hptll gen. Vse S§tiri rastline genotipa 3 so imele vgrajen del
genskega konstrukta s samo /Aptll genom. Pri genotipu 4 je imela ena rastlina vgrajena oba
gena DsRed in hptll, medtem ko je imela ena rastlina vgrajen samo Apt/l gen. Obe rastlini
genotipa 5 sta imeli vgrajen celoten genski konstrukt z DsRed in hptll genom. Pri genotipu
6 je bila samo ena rastlina in ta je imela, prav tako vgrajen DsRed in hptll gen (preglednica
12).

35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 K P S

Slika 13: Namnozeni fragmenti DNA s pari zacetnih oligonukleotidov za DsRed in hptll gen: 35 do 51 -
'Aurora’, K - netransformiran hmelj, P - modificiran plazmid pCAMBIA1390, S - slepi vzorec, M - velikostni
standard; A - testni DsRed gen; B - selekcijski Aptll gen
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Preglednica 12: Namnozeni fragmenti DNA iz genskega konstrukta pCAMBIA1390 pri mikropropagiranih
genotipih hmelja 'Aurora’

Sorta Genotip | Oznakas | 7 Transgeni |
rastlin | slike 13 DsRed + hptll | samo DsRed samo hptll brez
35
36
37 +
38 +
39 +
40 +
41 +
42
43
44
45
46
47
48
49
50

51

'Aurora’

+ o+ [+ [+ |+ |+

AN | [ ARV W W W NN (NN

+ [+ |+ |+

Preglednica 13: Stevilo in odstotek transgenov pri hmelju 'Savinjski golding' in 'Aurora' 150 dni po okuZbi z
A. t. pPCAMBIA1390

Sorta St. e Tranmsgeni
genotipov / DsRed + hptll samo DsRed samo hptll brez
rastlin §t. % §t. % §t. % §t. %

'Savinjski golding' 14/6 1 7,1 0 0 6 42,9 7 50,0

'Aurora’ 17/6 9 52,9 0 0 8 47,1 0 0
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Eden od osnovnih pogojev za uspesno transformacijo je visoka odzivnost oz. regeneracija
izseckov v in vitro razmerah. Zazelena je direktana regeneracija transformiranih celic, brez
vmesne faze oblikovanja kalusa. Proucevali smo regeneracijo iz internodijskih izseckov
treh sort hmelja 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger'. Odzivnost oz. regeneracijo
smo spremljali na neokuzenih internodijih (kontrolni poskus) in na okuzenih internodijih z
vektorskim sistem 4. 7. sev LBA4404 v kombinaciji s plazmidom pCAMBIA1301 ali
modificiranim plazmidom pCAMBIA1390.

5.1.1 Regeneracija hmelja

Kontrolni poskus z neokuzenimi internodiji smo zasnovali z namenom, da v kombinaciji z
okuzenimi internodiji preverimo, kako vpliva na regeneracijo okuzba z 4. ¢. in selekcijski
antibiotik higromicin 25 mg/l ter timentin 150 mg/1 za preprecitev rasti 4. t.. Kalusno tkivo
je zacelo rasti, ne glede na sorto 8 - 10 dni po inokulaciji na koncih internodijev oz. reznih
ploskvah (slika 5A, B in C). Po 2 - 3 tednih so bili internodiji prekriti v celoti s kalusom.
Po 2 tednih se je zacela regeneracija prvih organogenih struktur oz. globul (slika 5D).
Direktne regeneracije nismo opazili. Po 3 - 4 tednih so se zaceli pojavljati prvi regeneranti
(slika 5E in F). Na okuzenih internodijih z A. t., ne glede na kombinacijo plazmida, se je
kalus oblikoval pocasneje in manj ga je nastalo kot pri neokuZenih internodijih.

Najvec¢ 30,4% regenerantov je nastalo na neokuzenih internodijih sorte 'Tettnanger'. 1z
skoraj vseh nastalih organogenih struktur (31,0%) so se razvili regeneranti. Pri sorti
'Savinjski golding' je nastalo 40,3% organogenih struktur in samo 16,6% regenerantov, to
je 2,4 krat manj, kot nastalih organogenih struktur. Najmanj samo 3,9% regenerantov je
nastalo pri sorti 'Aurora’ iz 26,6% nastalih organogenih struktur, to je kar 6,8 krat manj, kot
nastalih organogenih struktur (preglednica 3 in slika 7). Vse tri sorte so imele zelo razli¢no
regeneracijo iz internodijskih izseCkov in ponovljivost je bila mocno variabilna. Tudi
Batista in sod. (1996); Gurriaran in sod. (1999) ter Ferant in sod. (2001) porocajo o
razlikah v regeneracijski sposobnosti med razlinimi genotipi in o problemih stabilne
regeneracije.

Pri sorti 'Aurora’ je nastalo najve¢ 42,9% regenerantov Ze v 45 dneh po inokulaciji
internodijev na MSr gojisce. Pri 'Savinjskem goldingu' je nastalo 62,6% regenerantov v 60
dneh po inokulaciji internodijev in v enakem obdobju je nastalo pri 'Tettnangerju' kar
66,7% regenerantov (preglednica 2 in slika 6). V obdobju 45 do 60 dni po inokulaciji je
nastalo najvec¢ regenerantov pri vseh treh sortah. V 60 do 90 dneh je odstotek novo nastalih
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regenerantov moc¢no padel oz. se je zaCelo pri internodijih staranje kulture in propadanje
kalusa.

Na okuzenih internodijih z 4. ¢. pCAMBIA1301 sorte 'Tettnanger' je nastalo 12%
organogenih struktur, iz katerih se je regeneriralo 18,0% regenerantov. Pri sorti 'Savinjski
golding' se je oblikovalo 8,6% organogenih struktur in 6,5% regenerantov. Najmanj, samo

0,8% regenerantov je nastalo pri sorti 'Aurora' iz 1,2% organogenih struktur (preglednica
5).

Pri sorti 'Aurora’ je iz 2,9% organogenih struktur nastalo 1,9% regenerantov iz okuZenih
internodijev z A. ¢. in modificiranim plazmidom pCAMBIA1390. Pri sorti 'Savinjski
golding' se je iz 7,5% organogenih struktur regeneriralo 1,3% regenerantov. Najmanj samo
0,9% regenerantov je nastalo pri sorti 'Tettnanger' iz kar 11,4% nastalih organogenih
struktur (preglednica 7).

Odstotek nastalih regenerantov po okuzbi z 4. ., ne glede na kombinacijo plazmida, je zelo
padel pri vseh sortah. Okuzba in sami postopki (ultrazvok 60 sekund, vakuum 10 min), ki
smo jih vkljucili v postopek transforamcije, z namenom izboljSati vnos genov, so
negativno vplivali na uspeh regeneracije. Zelo pomembno je, da je regeneracija visoka in
stabilna.

5.1.2 Transformacija hmelja

V MSr gojisce smo dodali acetosiringon, ki pospeSuje okuzbo in izrez T-DNA iz plazmida
(Sunilkumar in sod., 1999). Nas§ namen je bil vkljuciti ¢im ve¢ dejavnikov, ki bi izboljsali
odstotek transformiranih rastlin. To smo hoteli dose¢i s kombinacijo ultrazvoka, ki
razrahlja celi¢ne stene in vakuuma, ki omogoc¢i hitrejSo infiltracijo transgenov. Za
preprecitev rasti 4. t. smo dodali v MSr in MSm gojisce 150 mg/l antibiotika timentina,
kateri je uspesno in hitro zavrl rast bakterije. Na internodijih, kalusu in regenerantih ni bilo
vidnih poskodb, ki bi jih povzrocil timentin. Nasprotno, opazili smo, da so bili regeneranti
na gojiS¢u s timentinom zelo vitalni in zeleni. O podobnem ucinku timentina na rastline
poroc¢ajo Cheng in sod. (1998).

Fenotipsko izrazanje gus gena smo spremljali v vseh delih regenerantov z GUS-testom 110
dni po okuzbi internodijev z A. ¢. in plazmidom pCAMBIA1301, da bi potrdili stabilno
transformacij, ne samo prehodno. V listih, steblih in vrSickih regenerantov se je izrazal gus
gen zelo tockovno (slika 10). V koreninah z GUS-testom nismo zasledili izrazanja gus
gena. Pri vseh treh sortah je nastalo po okuzbi internodijev 28 regenerantov, ki so po treh
tednih na selekcijskem MSm gojis€u s 25 mg/l higromicina zaceli propadati. Nato smo jih
subkultivirali na MSm gojisS€e brez higromicina. Po nekaj dneh se je pri vecini
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regenerantov bledenje listov ustavilo in novo nastali listi ter stranski poganjki so bili
normalno zeleni. Nekaj regenerantov je propadlo.

Pri sorti 'Savinjski golding' je nastalo 15 regenerantov, od teh so bili 4 oz. 26,7% GUS
pozitivni, 3 so v nadaljnjih subkultivacijah propadli in propadlo je Se 7 GUS negativnih
regenerantov. Pri sorti 'Aurora’ so nastali 4 regeneranti pri katerih nismo zasledili izrazanja
gus gena z GUS-testom in od teh so 3 propadli. Pri sorti 'Tettnanger' je nastalo 9
regenerantov, 7 jih je propadlo in pri nobenem nismo zasledili izrazanje gus gena
(preglednica 5, 8 in 9).

Na molekulskem DNA novoju smo s PCR analizo pri mikropropagiranih regenerantih oz.
rastlinah spremljali vgraditev transgenov gus, DsRed in hptll v genom hmelja 'Savinjski
golding', 'Aurora' in 'Tettnanger'.

Celoten genski konstrukt oz. T-DNA plazmida pCAMBIA1301 z gus in hptll genom se je
pri 69,2% rastlin 'Savinjskega goldinga' vgradil v genom, kar smo potrdili z namnoZeno
dolzino fragmentov 408 in 641 bp za gus in hptll gen. Pri 30,8% rastlin se je namnozil
samo fragment dolzine 641 bp, s katerim smo potrdili vgraditev samo /AptIl gena. Pri sorti
'Aurora’ je samo en regenerant prezivel in pri tem se noben od fragmentov ni namnozil, s
katerim bi lahko potrdili, da je transformiran. Pri 'Tettnangerju' sta se pri 16,7% rastlin
namnozila oba fragmeneta, s katerima smo potrdili prisotnost gus in Aptll gena oz. celotni
genski konstrukt. Kar 50% rastlin je imelo vgrajen samo gus gen in pri 33,3% rastlin se
noben od fragmentov ni namnozil, s katerim bi lahko potrdili, da so te rastline
transformirane. Vgraditev samo /ptll gena nismo zasledili. Pri 'Savinjskem goldingu' je
selekcijo in nadaljnje subkultivacije prezivelo 5 regerantov oz. genotipov z razli€nim
Stevilom mikropropagiranih rastlin, za katere je predviden enak genotip. Pricakovali smo,
da bodo vse rastline znotraj genotipa vsebovale oz. ne bodo vsebovale dolocen transgen.
Vendar smo s PCR analizo in namnoZenimi fragmenti znacilnimi za posamezni transgen
ugotovili, da rastline znotraj genotipa ne vsebujejo vedno vseh oz. enake transgene iz
genskega konstrukta (preglednica 9, 10 in slika 11).

Celoten genski konstrukt oz. T-DNA modificiranega plazmida pCAMBIA1390 z DsRed in
hptll genom se je samo pri eni rastlini 'Savinjskega goldinga' z oznako genotipa 2, vgradil
v genom, kar smo potrdili z namnoZenimi fragmenti dolZine 200 in 641 bp. Pri 42,9%
rastlin se je namnozil samo fragment dolzine 641 bp s katerim smo potrdili vgraditev samo
hptll gena. Kar 50% rastlin v genomu ni imelo dokazanih transgenov oz. je bilo
netransformiranih. Pri sorti 'Aurora’ je imelo kar 52,9% rastlin prisotna oba fragmenta,
torej celoten genski konstrukt in 47,1% rastlin je imelo vgrajen samo Aptll gen. Vgraditev
samo DsRed gena nismo zasledili ne pri 'Savinjskem goldingu' in ne pri 'Aurori'. Pri
Savinjskem goldingu in tudi pri 'Aurori' je selekcijo in nadaljnje subkultivacije prezivelo 6
regenerantov oz. genotipov z razlicnim Stevilom mikropropagiranih rastlin. Tudi pri teh
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smo predvidevali, da bodo mikropropagirane rastline znotraj genotipa, glede transgenov
popolnoma enake. Vendar smo, tako kot pri konstruktu iz plazmida pCAMBIA1301, s
PCR analizo in namnozenimi fragmenti znacilnimi za posamezni transgen ugotovili, da ni
nujno, da so glede transgenov rastline znotraj genotipa enake (preglednica 11, 12, 13 in
slika 12, 13).

Mozna razlaga je lahko, da pri prenosu bioloske informacije ob delitvi celic endonukleaze
prepoznajo transgene sekvence, kot tujek in jih izrezejo iz DNA molekule. Ob koncani
mitozi ob takem dogotku vse héerinske celice ne vsebujejo transgen oz. transgenov. Tako
lahko nastanejo regeneranti, katerih celice dolocenaga tkiva ne vsebujejo transgenov. Z
mikropropagacijo lahko razmnozimo rastline z oz. brez transgenov. Tudi tockovno
izrazanje gus gena lahko nakazuje na to. Pri nekaterih rastlinskih vrstah je to zelo pogosto
(Santarém in sod., 1998; Finer K.R. in Finer J.J., 2000).

Pri nekaterih regenerantih smo na DNA nivoju potrdili vgraditev gus in hptIl gena, venadar
se fenotipsko nista izrazala. Transformiran gus gen ni sintetiziral encima [-glukuronidaze,
kateri bi lahko razgradil komponente X-Gluc raztopine in modro obarvanega produkta
nismo zasledili. Ravno tako regeneranti z vgrajenim hptI/l genom niso bili sposobni
razgraditi prisoten higromicin v MSm gojiScu. Listi so se po treh tednih povesili, zaceli
rumeneti in konice so se vihale navznoter ter rastline so nehale rasti. O podobnih rezultatih
porocajo tudi Yao in sod. (1995) na jablani, Hiei in sod. (1997); Kohli in sod. (1999) na
rizu ter Mercuri in sod. (2000) na afriSki vijolici. Ti avtorji so kljub negativhemu
fenotipskemu izrazanju transgena s hibridizacijo (Hiei in sod., 1997) oz. s PCR analizo
(Yao in sod., 1995; Mercuri in sod., 2000) potrdili prisotnost tako testnega kot
selekcijskega gena.

GUS pozitivni poganjki hmelja niso bili sposobni razgraditi higromicina v gojis€u in
normalno rasti. Pri nekaterih smo s PCR analizo dokazali, da niso imeli vgrajen AptIl gen,
ki bi jim omogocal razgraditi higromicin. Pri nekaterih se je namnozil fragment dolzine
641 bp s katerim smo potrdili prisotnost AptIl gena, vendar so tudi ti propadali na
selekcijskem gojis¢u. Mozna razlaga je, da se je vgradil na mesto v genomu, ki ni
kodirajoce oz. se ne prepisuje, lahko je prislo do mutacij (delecij, insercij oz. preureditev
genov). Neizrazanje transgena je lahko posledica vgradnje tuje DNA v obmocje
rastlinskega kromosoma, ki je transkripcijsko neaktivno, zaradi mutacij ali utiSanja genov.
O multiplih insercijah, preureditvah ali delecijah v integriranih tujih genih porocajo pri
manjSem Stevilu transformiranih rastlin Hiei in sod. (1997); Kohli in sod. (1999) za riz,
Yao in sod. (1995) za jablano, Mercuri in sod. (2000) za afriSko vijolico, Atkinson in
Gardner (1991) za Solanum muricatum in ista avtorja (1993) za tamarilo. Do utiSanja
genov lahko pride na transkripcijski ali postranskripcijski ravni in je podobno naravni
obrambi rastline pred virusi (Ratcliff in sod., 1997; Britt in May, 2003). Na transkripcijski
ravni se prepreci izrazanje genov vec¢inoma zaradi homologije med sekvencami transgenov
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in endogenov. Pri postranskripcijskem utiSanju pa deluje mehanizem razgradnje prepisane
transgene RNA (Mondal in sod., 1997). Nekaj regenerantov je propadlo brez znanega
vzroka, tako kot propade doloc¢en odstotek rastlin v postopku mikropropagacije. Zaradi
propadanja regenerantov so bili ti subkultivirani na MSm goji$¢e brez higromicina.

Ugotovili smo, da je antibiotik higromicin (25 mg/l) za hmelj zelo mocan selekcijski
agens. Pravilno izbrana koncentracija selekcijskega agensa mora prepreciti regeneracijo
netransformiranih rastlin, hkrati pa mora ¢im bolj zmanjSati Stevilo netransformiranih
regenerantov, ki se razvijejo na transformiranih izseckih zaradi detoksifikacijskega
delovanja obdajajo¢ih transformiranih celic (Park in sod., 1998). Uporabljena
koncentracija 25 mg/l higromicina je povzrocila poskodbe tudi transformiranega tkiva,
razbarvanja, bolj ali manj obsezne lezije in propad regenerantov, kljub temu, da so
dokazano s PCR metodo imeli vgrajen transgen. Higromicin je antibiotik, na katerega je
vecina rastlinskih tkiv (eno- in dvokali¢nic) bolj obcutljiva kot na kanamicin (Wilmink in
Dons, 1993).

Ucinkovitost transformacije je mo¢no odvisna od izbora seva A4. t. in kombinacije
plazmida, rastlinske vrste oz. sorte ter postopkov vnosa genov. Nekatere rastlinske vrste
0z. posamezni genotipi, med njimi je tudi hmelj, so slabo odzivni v tkivni kulturi, kar
dodatno otezuje transformacije (Hiei in sod., 1997).

5.2 SKLEPI

Ne glede na proucevane sorte se je zacelo kalusno tkivo na internodijskih izseCkih
formirati 8 - 10 dni po inokulaciji. Po 2 - 3 tednih so bili internodiji v celoti kalusirani.
Regeneracija organogenih struktur se je zacela po 2 tednih in po 3 - 4 tednih so zaceli
nastajati prvi regeneranti. Direktne regeneracije nismo zasledili.

Odstotek organogenih struktur, regenerantov in obdobje nastanka so bili odvisni od sorte.
Najve¢ regenerantov je nastalo pri vseh treh sortah v 45 do 60 dneh po inokulaciji
internodijev na MSr gojisce. Po 60 dneh se je regeneracija ustavila in na internodijih so se
zaceli pojavljati znaki staranja kulture.

Pri 'Tettnangerju' je nastalo najve¢ kar 30,4% regenerantov, 'Savinjskem goldingu' 16,6%
in pri 'Aurori' najmanj samo 3,9% regenerantov.

Iz skoraj vseh nastalih organogenih struktur pri 'Tettnangerju' so nastali regeneranti. Pri
'Savinjskem goldingu' je nastalo 2,4 krat manj in pri 'Aurori' kar 6,8 krat manj
regenerantov kot organogenih struktur.
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Pri vseh treh sortah so imele organogene struktute in regeneranti znacilno obliko. Na
internodijih '"Tettnanagerja' so nastali vec¢ji organogeni skupki, iz katerih je nastalo tudi ve¢
regenerantov. Pri 'Savinjskem goldingu' so bili skupki manjsi in vse globularne strukture
znotraj skupka se niso regenerirale. Za 'Auroro' so bile znalile posamezne majhne
organogene struktute s posameznimi globulami, iz katerith so nastajali posamezni
regeneranti. Veliko struktur pri 'Aurori' je ostalo samo v fazi globul.

Odstotek regeneracije se je po transformaciji internodijev, ne glede na sorto, bistveno
znizal. Po okuzbi z 4. t. in plazmidom pCAMBIA1301 je nastalo samo 18% regenerantov
pri 'Tettnangerju', 6,5% pri 'Savinjskem goldingu' in 0,8% pri 'Aurori'. Po okuzbi z 4. ¢. in
modificiranim plazmidom pCAMBIA1390 je nastalo 1,9% regenerantov pri 'Aurori' in
1,3% pri 'Savinjskem goldingu' ter samo 0,9% pri 'Tettnangerju'.

Izrazanje gus gena smo zasledili samo pri 26,7% regenerantov 'Savinjskega goldinga' in to
v listih, steblih in vrSickih, ne pa v korenininah. Pri regenerantu 'Aurore' in pri dveh
regenerantih 'Tettnanagerja' se gus gen ni izrazal.

Na DNA nivoju smo dokazali vgraditev celotnega genskega konstrukta z gus in hptll
genom pri 69,2% regenerantov 'Savinjskega goldinga' in 30,8% regenerantov ni imelo
vgrajen transgen. Pri 'Aurori' je nastal samo en regenerant, ki ni imel dokazanih
transgenov. Pri 'Tettnanagerju' je imelo 16,7% regenerantov vgrajen gus in hptll gen,
medtem ko je imelo kar 50% vgrajen samo gus gen in 33,3% ni imelo vgrajenih
transgenov.

Po okuzbi z A. t. in modificiranim plazmidom pCAMBIA1390 je imelo 7,1% regenerantov
'Savinjskega goldinga' vgrajen DsRed in hptll gen in 42,9% je imelo samo Aptll gen ter kar
50% je bilo netransformiranih. Pri 'Aurori' je imelo 52,9% regenerantov vgrajen celoten
genski konstrukt in 47,1% je imelo vgrajen samo /Aptll gen. Regenerantov z vgrajenim
samo DsRed genom ni bilo. Vsi regeneranti 'Tettnangerja' so propadli.

Uspesnost transformacije je bila odvisna od sorte in kombinacije vektorskega sistema 4. .
sev LBA4404 in plazmida pCAMBIA1301 oz. modificiranega plazmida pCAMBIA1390.

Antibiotik timentin 150 mg/l je popolnoma prepreCil rast 4. t. Tri mesece po
transformaciji ga v selekcijsko MSm gojis¢e nismo ve¢ dodajali in kultura regenerantov je
bila popolnoma brez 4. ..

Selekeijski antibiotik higromicin v koncentraciji 25 mg/l je bil premocen oz. neustrezen
agens za selekcijo netransformiranih celic oz. regenerantov hmelja.
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6 POVZETEK

Metoda vnosa genov oz. transformacija omogoca uporabo SirSega genskega fonda,
natan¢nejSe delo in hitrejSo vzgojo novih sort z Zelenimi lastnostmi v primerjavi z
metodami obstojeCega zlahtnjenja rastlin. Tehnike genskega inzeniringa omogocajo
spremembo obstojeCih lastnosti, vkljucevanje novih lastnosti v Zze obstojece sorte,
spremljanje izrazanja vnesenih genov na molekulski ravni oz. na nivoju genotipa in tudi
fenotipsko. Eden od osnovnih pogojev za uspeSno transformacijo je zadovoljiv odstotek
regeneracije. Nekatere rastlinske vrste so slabo odzivne oz. imajo nizko regeneracijo, med
njimi je tudi hmelj (Humulus lupulus L.).

V nasi nalogi smo opravili $tudijo posrednega vnosa genov z A. t. v genom hmelja. Pri
c¢emer smo Zeleli ugotoviti, ¢e obstajajo razlike v uspeSnosti regeneracije in transformacije
internodijev mad tremi sortami 'Savinjski golding', 'Aurora’ in 'Tettnanger' po
transformaciji z 4. ¢ sev LBA4404 in plazmidom pCAMBIA1301 in modificiranim
plazmidom pCAMBIA1390. Izrazanje genov je bilo pod kontrolo CaM V35S promotorja,
ki omogoca, da se produkt genov lahko izrazi po celi rastlini.

Regeneracijo neokuzenih internodijev smo spremljali z namenom, da v primerjavi z
okuzenimi internodiji preverimo, kako vpliva okuzba z A. t. in selekcijski antibiotik
higromicin 25 mg/l ter timentin 150 mg/1 za preprecitev rasti 4. ¢. na regeneracijo. Kalusno
tkivo je zacCelo rasti, ne glede na sorto 8 - 10 dni po inokulaciji na koncih internodijev oz.
reznih ploskvah (slika SA, B in C). Po 2 tednih se je zacela regeneracija prvih organogenih
struktur oz. globul (slika 5D). Direktne regeneracije nismo opazili. Po 3 - 4 tednih so se
zacCeli pojavljati prvi regeneranti (slika SE in F). Na okuZenih internodijih z 4. ., ne glede
na kombinacijo plazmida, se je kalus oblikoval pocasneje in manj ga je nastalo kot pri
neokuZzenih internodijih.

Najve¢ 30,4% regenerantov je nastalo na neokuZenih internodijih sorte 'Tettnanger'. 1z
skoraj vseh nastalih organogenih struktur so se razvili regeneranti. Pri sorti 'Savinjski
golding' je nastalo 16,6% regenerantov, to je 2,4 krat manj, kot nastalih organogenih
struktur. Najmanj samo 3,9% regenerantov je nastalo pri sorti 'Aurora’, kar 6,8 krat manj,
kot nastalih organogenih struktur (preglednica 3 in slika 7). Vse tri sorte so imele zelo
razli¢no regeneracijo iz internodijskih izseCkov. Najve¢ regenerantov je nastalo v 45 do 60
dneh po inokulaciji internodijev. Po 60 dneh je odstotek novo nastalih regenerantov mocno
padel oz. se ustavil.

Internodije velikosti priblizni 1 cm smo pustili 10 min v bakterijski suspenziji, nato 1 min
izpostavili ultrazvoku in 10 min vakuumu ter pustili Se 10 min v bakterijski suspenziji.
Internodije smo zra¢no osusili na sterilen filterskem papirju v brezprasni komori in jih
kokultivirali $tiri dni na MSr gojiS¢u z dodatkom 100 puM acetosiringonom. Nato smo
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bakterijsko kolonijo sprali z 200 mg/l timentina in jih inokulirali na MSr gojisc¢e z 150
mg/l timentina za preprecitev rasti 4. .. Gojili smo jih v rastni komori pri fotoperiodi 16 ur
svetlobe, 6 ur teme in temperaturi 23 + 1 °C ter osvetlitvi 40 pmol m™s’'. Nastale
regenerante smo subkultivirali na MSm gojis¢e s 150 mg/l timentina in 25 mg/l
higromicina. Po treh tednih so se zacele pojavljati na regenerantih nekroze (razpad
klorofila), ki smo jih pripisali higromicinu. Zato smo regenerante subkultivirali na MSm
gojisce brez higromicina.

Na okuzenih internodijih z A. ¢. pPCAMBIA1301 sorte 'Tettnanger' je nastalo 18%
regenerantov, pri sorti 'Savinjski golding' 6,5% in samo 0,8% pri 'Aurori' (preglednica 5).
Po okuzbi internodijev z A. t. pPCAMBIA1390 je pri 'Aurori' nastalo 1,9% regenerantov, pri
'Savinjskem goldingu' 1,3% in pri 'Tettnangerju' samo 0,9% regenerantov (preglednica 7).

Aktivnost vnesenega gus gena iz genskega konstrukta pCAMBIA1301 smo preverili s
histokemi¢nim testom (Jefferson in sod., 1987; Hiei in sod., 1994). Modro so se obarvale
celice in deli regenerantov, ki so imeli aktiven gus gen. Te smo upostevali kot uspesno
transformirane regenerante hmelja. Glede na razultate lahko sklepamo, da je bila sorta
'Savinjski golding' najprimernejSa za okuzbo z A. t. in plazmidom pCAMBIA1301, saj je
bilo 26,7% GUS pozitivnih regenerantov. Pri sorti 'Aurora’ in 'Tettnanger' ni bilo GUS
pozitivnih regenerantov oz. fenotipskega izrazanja gus gena (slika 10 in preglednica §). Na
DNA nivoju so se namnozili fragmenti dolzine 408 in 641 bp, s katerimi smo potrdili
vgraditev celotnega genskega konstrukta pri 69,2% regenerantov 'Savinjskega goldinga' in
30,8% regenerantov ni imelo dokazan transgen. Pri 'Tettnangerju' sta se namnoZila oba
fragmenta pri 16,7% regenerantov, 50% je imelo namnozen fragment dolzine 408 bp
znalilen za gus gen in pri 33,3% regenerantov se noben od fragmentov ni namnoZil, s
katerima bi lahko potrdili prisotnost transgenov (slika 11 in preglednica 9, 10).

Transgene z modificiranega genskega konstrukta pCAMBIA1390 smo spremljali na DNA
nivoju in ugotovili, da so se fragmenti dolzine 200 in 641 bp znacilni za DsRed in hptll gen
namnozili pri 7,1% regenerantov 'Savinjskega goldinga' in 52,9% regenerantov 'Aurore’.
Fragment dolZine 641 bp znacilen za hptll gen je bil prisoten pri 42,9% regenerantov
'Savinjskega goldinga' in pri 47,1% regenerantov 'Aurore'. Pri 50% regenerantov
'Savinjskega goldinga' se noben od fragmentov ni namnozil s katerim bi lahko potrdili
prisotnost transgenov. Pri obeh sortah nismo zasledili fragment dolzine 200 bp, s katerim
bi lahko potrdili vgraditev DsRed gena (slika 12, 13 in preglednica 11, 12, 13).

Tako smo s PCR analizo za transformirane regenerante Steli tiste, kjer so se namnoZili
specificni DNA fragmenti dolzine 200, 408 in 641 bp. S katerimi smo lahko potrdili, da je
v genom vkljucen ali celoten genski konstrukt z DsRed oz. gus v kombinaciji s Aptll
genom ali samo posamezni transgen.
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Pri nekaterih regenerantih, ki so slabo rasli oz. so propadali na selekcijskem gojiscu, smo s
PCR analizo dokazali prisotnost sptll gena. Ti regeneranti potrjujejo trditev, da je pri njih
prislo do utiSanja Aptll gena, saj niso bili sposobni razgraditi higromicina v gojiscu, da bi
nemoteno rasli.
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