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GENETI(v?KA’ TRANSFORMACIJA Impatiens hawkerii Bull.
POMOCU Agrobacterium tumefaciens C58C1pacl

Snezana Milosevié', A. Cingell, Slavica Ninkovié!, Ana Simonovié,
Dragana Nikoli#’, Sladana Jevremovié!, Angelina Subotié’

Izvod: Proudavana je geneticka transformacija Impatiens hawkerii Bull. pomocu
Agrobacterium tumefaciens C58Clpacl, &iji je cilj bio stabilna integracija pacl gena u
biljni genom i njegova ekspresija, a time dobijanje biljaka tolerantnih na viruse.
Prilikom selekcije vige koncentracije kanamicina su uslovile spor rast i razvoj malog
broja bo¢nih pupoljaka i korenova. Eksplantati inokulisani dva sata i gajeni na podlozi
sa CPPU su najbolje opstajali. Uo&eno je rapidno propadanje transformanata na
selektivnoj podlozi, a peti pasaz nije preZiveo ni jedan klon. Nekroza biljnih éelija
transformisanih pomoéu 4.tumefaciens Je posledica velike osetljivosti ove biljne vrste
na kanamicin ili neuspe$nosti transfomacije.

Kljuéne redi: 4. tumefaciens C58Clpacl, CPPU, I. hawkerii, kanamicin, TDZ
Uvod

Kombinovanjem metoda gajenja biljnih éelija, tkiva i organa u kulturi in vitro sa
metodama molekularne biologije otvoreno je Siroko polje istra¥ivanja i primene
navedenih metoda u biotehnologiji. Kao i druge ukrasne vrste, I hawkerii Bull. se u
komercijalnoj proizvodnji razmnozava vegetativno, pa postoji velika verovatnoda
prenosa virusa sa mati¢nih biljka na potomstvo (Gera, 2006). Virusne infekcije utiu na
kvalitet i tro8kove proizvodnje ukrasnih biljaka, a nekoliko poznatih virusa je infektivno
za biljke roda Impatiens, medu kojima su najznadajniji Tomato spotted wilt virus
(TSWV) i Impatiens necrotic spot virus (INSV). Nova saznanja iz molekularne genetike
biljnih virusa i odbrambenih sistema njihovih domaéina imaju za rezultat razvoj novih
nadina za kontrolu virusnih bolesti biljaka. Za dobijanje zdravog biljnog materijala,
osim kulture in vitro, primenjuju i se geneticke transformacije, najée¥¢e pomoéu
bakterija roda Agrobacterium. Iz Schizosaccharomyces pombe je izolovan gen pacl koji
kodira ribonukleazu specifi¢nu za dvolan¢ane RNK intermedijere (dsRNA) nastale u
toku replikacija RNK virusa. Transformacije brojnih biljnih vrsta pomocu A.
tumefaciens koji nosi pacl gen radene su sa ciljem dobijanja biljaka tolerantnih ili
rezistentnih na razlidite viruse i viroide: TSWV, INSV, Tobacco mosaic virus, Tomato
mosaic virus, Cucumber mosaic virus-Y $0j, Potato virus Y-T soj, Chrysanthemum
stunt viroid i Potato spindle tuber viroid (Ishida, 2002; Ogawa, 2005). U nasoj
laboratoriji pacl gen je po prvi put koriéen za transformaciju Impatiens vrsta
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(Milogevi¢, 2010a). U ovom radu je prikazan pokusaj transformacija biljaka /. hawkerii
Bull.

Materijal i metode rada

Kao preduslov za transformaciju razvili smo sistem za regeneraciju nezarazenih
biljaka I. hawkerii Bull. u kulturi in vitro. Epikotili sterilno isklijalih semena gajeni su
na MS podlozi sa ralzi¢itim koncentracijama (0,01, 0,1 i 1 pM) tidiazurona (TDZ) i
fenil-N'-(2-hloro-4-piridiljuree (CPPU). In vitro kulture su gajene u klimatizovanoj
prostoriji, pri temperaturi 25 + 2° C i pri fotoperiodu 16 h svetla. Kao izvor svetlosti
koriséene su fluorescentne lampe Tesla Pan&evo, jadine 65 W i intenziteta bele svetlosti
47 pmols'm™.

Da bi smo odredili selektivnu koncentraciju antibiotika na kojoj se pouzdano moze
razlikovati transformisano tkivo od netransformisanog, uraden je test osteljivosti biljaka
na razligite koncentracije kanamicina (10, 25, 50 1 100 mgl™) dodatog u MS podlogu.

Za transformaciju su kori§¢eni nodalni odselci izdanaka I hawkerii Bull. sa
aksilarnim pupoljkom gajeni in vitro. Plazmid je dobijen na poklon od dr Toshihiro
Toguri, iz kompanije Kirin u Japanu, a ubacivanje u 4. tumefaciens C58C1 izvrSeno je
elektroporacijom. Stok 4. tumefaciens C58Clpacl je gajen na Cvrstoj Luria-Bertani
(LB) podlozi sa 100 mgl? kanamicina. Za inokulaciju biljnog tkiva kori¢ena je
bakterijska suspenzija opti¢ke gustine = 0,6 (4600) u te¢noj LB podlozi. Kao kontrola
korig¢eni su eksplantati koji su potapani u te¢nu LB podlogu bez bakterija. Inokulacija
je radena 50 min, 2 h i 20 h. Nakon &etiri dana kokultivacije eksplantati su prenoseni na
selektivnu MS podlogu (500 mgl” cefotaksima i 50 mgl” kanamicina), sa 0,1 mgl”
TDZ ili CPPU. Nakon &etiri sedmice rasta na ovim podlogama, eksplantati su prenoSeni
na sveZzu MS podlogu sa 500 mgl” cefotaksima i 100 mgl” kanamicina, bez citokinina.

Rezultati istraZivanja i diskusija

Prilkom regeneracije biljaka iz epikotila, nakon Cetiri sedmice gajenja u kulturi in
vitro, najveéi broj izdanaka formiran je u prisustvu 0,1 uM CPPU. Na 10 puta nizoj
koncentraciji ovog citokinina konstatovana je najveéa duZina izdanaka, broj korenova i
njihova duzina. Primenom vi§ih koncentracija oba citokinina dobili smo biljke
izmenjenog habitusa, &iji kvalitet nije ispunjavao kriterijume za komercijalnu
proizvodnju. Regenerisane biljke sa dobro razvijenim korenovima zasadene su u
7ardinjere i 90% prizivelo je aklimatizaciju na uslove u stakleniku.

Rast biljka na razli¢itim koncentracijama kanamicina uporedivan je sa rastom
kontrolnih biljaka gajenih na podlozi koja nije sadrzala antibiotike. Na podlozi sa 10
mgl” kanamicina skoro da nisu postojale razlike (Slika 1a). Kod biljaka gajenih na 25
mgl" kanamicina razvijao se manji broj korenova po eksplantatu u odnosu na kontrolu
(Slika 1b), dok se biljke na 50 i 100 mgl” kanamicina nisu uopste oZiljavale, sporo su
rasle i skoro da nisu razvijale bo¢ne izdanke (Slika 1c i d).
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Slika 1. Test osetljivosti izdanaka I. hawkerii Bull. na kanamicin. Na svakoj slici levo —
MS podloga, desno — MS sa: a) 10, b) 25, ¢) 50, d) 100 mgl" kanamicina
Figure 1. Test of sensivity of L_hawkerii Bull. shoots to kanamycin. In all figures left —
MS medium, right — MS with. a) 10, b) 25, ¢) 50, d) 100 mgl! kanamycin

Inokulisano je ukupno 158 eksplantata (82 je gajeno na MS podlozi sa TDZ, a 76 na
CPPU). Vreme inokulacije uticalo je na umnoZavanje i brzinu rasta izdanaka, a najbolji
su bili izdanci inokulisani tokom 2 h. Kontrola gajena na selektivnoj podlozi prva je
pocela da propada, ali je propadao i veliki broj potencijalnih transformanata (Slika 2).
Kraée ili duze vreme inokulacije od 2 h pokazalo se kao neoptimalno i dovelo je do
propadanja veceg broja eksplantata (Tabela 1).

Tabela 1. Stopa prezivljavanja transformanata 1. hawkerii Bull.
Table 1. Survival rate of I. hawkerii Bull. transformants

. i Br. klonova nakon 3. | Br. klonova nakon 4.
Vreme — Br. inokulisanih < : s = C .
ks Cxtoklmr}l eksplantata pasaZa na kanamicinu | pasaza na kanamicinu
: (0,1 mgl™) ; No. of clones after | No. of clones after
Time of i No. of inoculated g
. " Cytokinins third pasage at fourth pasage at
inoculation explants : :
kanamycin kanamycin
50 min TDZ 16 2 (12,5%) 0
CPPU 13 0 (0%) 0
2h TDZ 32 19 (59,38%) 0
CPPU 32 10 (31,25%) 4 (12,5%)
20h TDZ 34 2 (5,88%) 0
CPPU 31 10 (32,26%) 2 (6,45%)
YL 158 43 (27,22%) 6 (3,80%)

Optimizacija vremena inokulacije i ko-kultivacije je preduslov uspesne
transformacije svake biljne vrste. U radu Clarke (2008) prilikom transformacije
Euforbia pulcherrima bakterijama A. tumefaciens koje nose gen za otpornost na
Poinsettia mosaic virus optimalno vreme inokulaciju je 5 min uz blago mesanje, a ko-
kultivacije 72 h.
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Treci pasaz na kanamicinu preZivelo je svega 3,80% inokulisanih eksplantata i to
onih koji su gajeni na CPPU (Tabela 1). Thirukkumaran (2009) je pokazao da prilkom
transformacije P. x hybrida pomoéu A. tumefaciens TDZ dvostruko poveéava efikasnost
transformacije u poredenju sa ranijim eksperimentima u kojima je kori§¢ena sli¢na sorta
P. x hybrida, a podloga bila sa kombinacijom auksina i citokinina. U sludaju
transformacije 1. hawkerii Bull. CPPU se pokazao kao efikasniji regulator rasta od TDZ.
Jones (2007) je zakljucio da citokinini stimuliu éelijske deobe &ime se povecava broj
¢elija koje ulaze u S/G2 fazu ¢elijskog ciklusa i da se njihov efekat na transformacije
biljaka zasniva na kombinaciji uticaja na homologne rekombinantne aktivnosti i deobu
¢elija.

Slika 2. Transformanti na podlozi sa 500 mgl ™ cefotaksima i 100 mgl™ kanamicina:
a) kontrola nakon &etiri sedmice, b) transformanti nakon &etiri sedmice,
¢) transforrmanti nakon 20 sedmica od inokulacije.
Figure 2. Transformants on the medium with cefotaksim 500 mgl" i kanamycin 100 mgl™*:
a) control b) transformants afier four weeks of inocultation,
¢) transformants after 20 weeks of inocultation.

Nakon petog pasaza na kanamicinu ni jedan transformisani klon /. hawkerii Bull.
nije preziveo selekciju.

Uspesnost transformacije biljaka zavisi od veceg broja faktora: osetljivosti biljne
vrste na bakterijsku infekciju, unete genske kasete i promotora upotrebljenog za njenu
ekspresiju, tipa eksplantata, veli¢ine povrede, selekcionih procedura i regeneracionog
kapaciteta biljke (Kim, 2005). Vrsta Impatiens u kulturi in vitro pokazuje nizak
regenerativni potencijal, §to za posledicu ima relativno mali broj publikacija ali je
osetljiva na infekciju sojevima roda Agrobacterium (Milosevi¢, 2009, 2010a; Dan,
2010). Transformacija I. walleriana L. pomoéu A. tumefaciens LBA 4404 koji nosi
plazmid pHB2829 sa npl i S-GFP genima nije bila uspeina (Dan, 2010), jer su
eksplantati menjali boju u braon i propadali bez obzira na optimizaciju brojnih faktora
tokom transformacije (variranje kokultivacionih podloga, pH vrednosti podloga,
vremena inokulacije i ko-kultivacije, bakterijskih sojeva i selekcionih tretmana).

Povredivanje moZe znatno uticati na ponasanje eksplantata u uslovima in vitro. Sto
Je veca povrdina povrede veca je moguénost stvaranja etilena, koji ima vaznu ulogu u
regeneraciji, Celijskoj deobi i morfologiji dobijenih organa.

Tip selekcije je takode jedan od faktora koji moZe uticati na efikasnost
transformacije. Najée§ée korid¢en selektabilni marker kod transformacije biljaka
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pomoéu A. tumefaciens je nptll gen koji kodira neomicin fosfotransferazu i omogucava
biljkama rezistentnost na kanamicin i srodne antibiotike (neomicin i G-418).
Koncentracija kanamicina od 100 mgl” smatra se adekvatnom za kontrolu rasta
netransformisanih Celija 1. walleriana L. (Miloevi¢, 2010a, Dan, 2010), ali je za
selekciju 1. hawkerii Bull. verovatno potrebno primeniti nize koncentracije ili izostaviti
selekcioni agens ranije i uraditi PCR analizu potencijalnih transformanata.

Zakljucak

Transformacija 1. hawkerii Bull. pomocu A4. tumefaciens C58Clpacl je za sada
nezadovoljavajuéa usled niske efikasnosti ili preosetljivosti biljaka na kanamicin.
Buduéa istraZivanja usmeriéemo na usavrSavanja protokola transformacije 1
optimizaciju selekcije transformanata. Metoda geneti¢ke transformacije opisana u ovom
radu u perspektivi moZe naéi prakti¢nu primenu u hortikulturi.

Napomena: Autori se zahvaljuju dr Tocihiro Toguri za poklonjeni plazmid pacl.
IstraZivanja su sprovedena u okviru projekta TR 31019 koji finansira Ministarstvo za
nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije.
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GENETIC TRANSFORMATION OF Impatiens hawkerii Bull. WITH
Agrobacterium tumefaciens C58Clpacl

Snezana MiloSevié, A. Cingel, Slavica Ninkovi¢, Ana Simonovic,
Dragana Nikolié, Sladana Jevremovi¢, Angelina Suboti¢

Abstract

Genetic transformation of Impatiens hawkerii Bull. plants with Agrobacterium
tumefaciens C58Clpacl, with the aim of stable integration of the pacl gene into the
genome, its expression and generation of virus-tolerant plants was studied. The
application of higher concentrations of kanamycin during the selection process caused
growth retardation and development of few lateral buds and roots. The explants
inoculated for two hours and grown on a medium supplemented with CPPU thrived the
best. A rapid decay of transformants on selective medium has been observed, while
none of the clones survived the fifth passage. The necrosis of the plant cells transformed
with Agrobacterium may be a consequence of either high sensitivity of this species to
kanamycin or unsuccessful transformation.

Key words: A. tumefaciens C58Clpacl, CPPU, I. hawkerii, kanamycin, TDZ
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