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Sammendrag

Det blir stadig laget nye varianter av prydplanter ettersom kjepere blir fristet av nye
variasjoner 1 farge, annet utseende, blomsterduft, og holdbarhet. Poinsettia (Euphorbia
pulcherrima Willd. ex Klotsch), kjent som julestjerne pa norsk, er en svert ettertraktet
potteplante som symboliserer julehgytid verden rundt. P4 grunn av sin popularitet er den et
stort gkonomisk bidrag i naeringen, og blir produsert og solgt i Nord-Amerika, Europa, Asia
og Australia, der Europa og Nord-Amerika er de ledende produksjonslandene. Bare i Norge
blir det solgt i underkant av 6 millioner planter per ar, som igjen tilsvarer en omsetning pa 200
millioner NOK. Kjgpere gnsker sma kompakte planter med lang holdbarhet. For & holde igjen
vekst av stammestilk og forgreininger blir det brukt flere kjemiske vekstregulatorer. De fleste
vekstregulatorene fungerer ved a stoppe et eller flere steg i biosyntesen til veksthormonet
gibberellin, deriblant chlorocholinchloride (CCC), paclobutrazol, og daminozid, alle pavist
som negative for helse og miljg. Gibberellin (GA) er en fellesbetegnelse pa en rekke
gibberelliner, et plantehormon som regulerer celledeling, avgjerende for plantevekst og
fruktsetting. «Dvergete» planter som ikke uttrykker aktive GA - hormoner har en hgy
produksjon av enzymet GA-2- oksidase (GA20x) som deaktiverer synteseveien, fgrst oppdaget
i erteplanter.

Plantetransformering innebeerer en stabil introduksjon av et (eller flere) «fremmed(e)» gen inn
i plantens genom, og har utgjort flere viktige roller opp gjennom arene innen alt fra medisin til
planter med starre avling per arealenhet (sultproblematikk). For genmodifisering av
julestjerne ble det utfert stabil transformering med den naturlig forekommende jordbakterien
Agrobacterium tumefaciens, en av de mest brukte transformeringsmetodene i nyere
genteknologi. Antibiotikaresistens i fremstilling av genmodifiserte produkter er mye brukt
som seleksjonsmarker, spesielt nptll, genet for Kanamycinresistens. Resistensgen er lite
gnsket pa markedet, og nye europeiske lover begrenser bruken av antibiotikaresistens i
transgen mat eller for. Siden julestjerneplanten hverken inngar i mat eller for kan
genteknologi tas i bruk for a utvikle en ny sort uten spreyting av giftige kjemikaler. For a
handtere utfordringene er Cre/loxP rekombinasjonsystemet satt inn i plasmidet pC35sCre for
a fjerne nptll-sekvenser mellom LoxP-seter i transgene linjer. | denne oppgaven ble det brukt
tre forskjellige plasmid konstruert av Dr. Ow’s samarbeidsgruppe i Kina, hvorav alle
inneholdt seter for LoxP oppstrgms og nedstrems for nptll. De forste stegene i utviklingen av

en ny julestjerne vil bli presentert her.




Abstract

New varieties of ornamental plants increases as buyers are tempted by increased variations in
color, appearance, floral cent and flowering time. Poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd.
Ex Klotsch), known as Christmas Star, is an attractive pot plant that symbolizes Christmas all
around the world. The popularity makes the plant a major economic contribution to the
industry, produced and sold in North-America, Europe, Asia and Australia, whereas Europe
and North-America are the leading manufacturing countries. In Norway, almost 6 million
plants are sold yearly, corresponding to 200 million NOK. The buyers prefer small compact
plants, with longtime flowering. In order to restrain the growth of stem and branches,
chemical growth regulators are used. Most growth regulators work by stopping one or more
steps in the biosynthesis of the growth hormone gibberellin, including Chlorocholinchloride
(CCC), Paclobutrazole and Daminozide, all proven negative on health and environment.
Gibberellin (GA) is an umbrella term for a number of gibberellins, a planthormone that
regulates cell division, essential for plant growth and fruit set. "Dwarfy" plants that don’t
express active GA-hormones have a high production of the enzyme GA 2-oxidase (GA20x)
that’s blocking the pathway synthesis, first detected in pea plants. Since the poinsettia plant is
neither a non- food nor a feed plant, genetic engineering can be more accepted as the solution
to a new breed, free of toxic chemicals. Plant transformation involves the stable introduction
of one (or more) “foreign” gene(s) into the plant genome, and has played an important role in
a variety of fields like medicine and hunger issues. For transformation of Poinsettia, the
naturally occurring soil bacteria A. tumefaciens were used. This is one of the most used
transformation methods in genetic engineering. Antibiotic resistance is often used as a
selection marker, particularly Kanamycin resistance, coded by the gene nptll. Anyhow,
resistance against antibiotics is an undesired trait, and new European laws greatly limit the
release of genetically modified plants treated with resistance genes of clinical importance. To
address these challenges several methods have been developed. Cre/loxP- recombination
system is a method designed to remove DNA between specific sequences in the genome, and
will be tested here. Three different plasmids were used, all constructed by Dr. Ow's
Cooperative group in China. Each plasmid contained LoxP sites up- and downstream the gene
of antibiotic resistance, nptll. The first steps in developing a new transgenic poinsettia will be

presented here.




1.innledning

1. Innledning

Plantebioteknologien er et nyttig verktgy for a overvinne begrensninger knyttet til
konvensjonell planteforedling. Over de to siste tiar har plantebioteknologien fungert som en
motor til miljevennlig produksjon av ulike produkter, blant annet innen mat, helse og
biodrivstoff, som igjen har bidratt betydelig til innovasjon og gkonomi. Et eksempel pa dette
er produksjon av en miljg- og helsevennlig julestjerneplante, der hensikten er a fjerne bruk av
kjemiske vekstregulatorer (Clarke et al. 2008). Hovedmalet er & fremstille sma, kompakte
julestjerner med lang holdbarhet ved hjelp av plantebioteknologi. | tillegg til dette skal
markgrgener for antibiotikaresistens fjernes ved bruk av Cre/loxP rekombinasjonsystem. Pa
lengre sikt vil gnsket sluttresultatet veere en prydplante som oppfyller kjgpernes etterspgrsel, i
tillegg til en mer miljgvennlig produksjon og rimeligere drift for industrien. |1 denne oppgaven
ble konseptet testet pa modellplanten Nicotiana tabacum, som en indikasjon pa at metodene

og plasmidene fungerte.
1.1 Plantebioteknologi og bruk av antibiotikaresistens - en 30 ars historie

Bruk av bioteknologi i industri og forskning er ansett som en relativt ung teknologi
sammenliknet med andre. Siden 1980-tallet har bioteknologi vokst i bade anvendelse og
omfang, og inneberer bruk av levende organismer som bakterier, planter, dyr og humane
celler til & forbedre eller skape noe nytt ved hjelp av molekyleare teknikker. Som et resultat av
dette strekker bioteknologi seg over et bredt spekter, i alt fra fremstilling av farmasgytiske
produkter til matvareproduksjon og sultproblematikk. Organismer som har fatt sine
egenskaper endret ved hjelp av genteknologi omtales som GMO (Genmodifiserte
Organismer), (Gachet et al. 1998) og i de senere ar har det vaert mange debatter med bade for-
og mot- argumenter til denne utviklingen. I bioteknologien er en transgen plante en GM-
plante som har fatt fremmed DNA integrert inn i sitt eget genom ved hjelp av genteknologi,
for & uttrykke en eller flere gnskede egenskaper (Ow et al. 1986). Generelt er
transformeringseffektiviteten i planter lav, og for & skille ut hvilke celler som er transgene er
det vanlig a benytte seg av genetiske markarer (Joersho 2001). En mye benyttet markar er
gener for antibiotikaresistens koblet nart til DNA-sekvensen man vil integrere i genomet. Ved
a dyrke opp planter pa neringsmedie med antibiotika kan man selektere ut hvilke som klarer a
vokse tross antibiotika tilstede, altsa hvilke planter som barer gen for resistens (Deblock et al.
1984). Selv om dette er en effektiv seleksjonsmetode er transgene planter med
antibiotikaresistens en ugnsket egenskap pa markedet (lamtham & Day 2000). Arsaken ligger
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1.innledning

i frykten for at resistensgen skal spre seg til mikroorganismer og skape vanskeligheter i
behandlingen av mennesker og dyr dersom det blir enda flere antibiotikaresistente bakterier
(Lucca et al. 2001; Wang et al. 2000). For a handtere disse utfordringene er det utviklet
metoder med hensikt om a fjerne antibiotikaresistens i fremstilling av GM-planter. Cre/LoxP
rekombinasjonsystem er en slik metode, og er brukt i denne oppgaven.

Siden det ikke eksiterer noen spesifikk oversikt over hvor sannsynlig det er med en spredning
av resistensgener, men heller konsekvensene det kan medfgre, oppstar det i stedet et forbud
som en fare-var sikkerhet. Alle land med reguleringer pa plass krever tillatelse for produksjon
av genmodifisert mat eller for, og i Norge og flere andre land, ma GM produkter med mer enn
1 % innhold av GMO tydelig merkes (Bioteknologinemnda 2009; EFSA 2006). | Norge er det
Miljgverndepartementet som har ansvaret for lovverket, der drgfting av kostnad/nytteverdier
og etiske problemstillinger blir behandlet. Denne myndigheten er for tiden delegert til
direktoratet for naturforvaltning. Bioteknologinemda, de relevante departementer, og andre
bergrte parter er hgringsinstans for sgknader om utsetting eller markedsfering av GMO i
Norge. ELSA er eksempel pa et organ som behandler etiske, rettslige og samfunnsmessige
aspekter ved prosjekter i bioteknologi, i tillegg til nanoteknologi og nevroteknologi. ELSA er
en forkortelse av engelsk for «ethical, legal and societal aspects» og inkluderer perspektiver
fra ulike fagmiljger i tillegg til & utgjere flere roller, blant annet utforskning av
problemstillinger  knyttet til risiko, reguleringer, styringer, Kkulturer og verdier
(Forskningsradet 2008). ELSA ble opprinnelig dannet pa initiativ av forskere selv som gnsket
a vurdere alle aspekter og risikoer ved egne prosjekter. Da det pa 1990-tallet ble startet et stort
prosjekt pa menneskets arvestoff, ogsa kjent som «Human Genome Project», ble det bestemt
at 3-5 % av finansieringen skulle bli tildelt ELSA (Collins 1999). I dag fungerer ELSA ogsa
som en bidragsyter for norske fagmiljger til & holde kontakt med ledende internasjonale

arenaer.
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1.2 Bioteknologiske tilneerminger hos prydplanter

Det blir stadig laget nye varianter av prydplanter ettersom kjgpere blir begeistret over
variasjoner i farge, utseende, blomsterduft, og levetid. Bare i 2006 ble det solgt prydplanter i
USA for 20,8 billioner dollar (Potera 2007) og globalt er det estimert et belgp pa 150 billioner
dollar (Chandler & Brugliera 2011). | tillegg til julestjerne er noen av de mest populere
prydplantene pa verdensbasis roser, nelliker, hortensia, begonia, petunia, krysantemum,
gladioler, tulipaner, liljer og orkideer. Over 30 ulike arter er allerede genetisk modifisert ved
bruk av Agrobacterium eller genkanon (Casanova et al. 2005; Chandler & Brugliera 2011).
Tradisjonelt er foredling av nye sorter en tidkrevende prosess som krever kryssing av
beslektede arter eller individer som viser variasjoner i samme art (Lutken et al. 2012). Siden
tidlig 90- tallet og frem til dags dato har det veert en aktiv utvikling og anvendelse av
gentransformeringer for & endre pa spesifikke egenskaper i stedet for tradisjonell foredling
(Casanova et al. 2005). For eksempel har hverken rose eller nellik anlegg for blafarge fra
naturens side, men nye GM-varianter har gjort dette mulig ved & hente det bla pigmentgenet
3°, 5’- hydroxylase fra petunia, og deretter transformert dette inn i vertsplantene av nellik og
rose (Tanaka et al. 2010).

Figur 1.1. Genmodifisert nellik og rose. Bildene viser dyrking og blomster m(;d blalilla kronblad
som resultat av genmodifisering. Bildet hentet fra (Tanaka et al. 2010).

Dette er et eksempel pa at genteknologi gjer det mulig a fornye prydplanter og gi egenskaper
som ellers ikke hadde veert mulig med tradisjonell planteforedling. Ved & hente egenskaper
fra andre plantearter eller organismer kan nye sorter bli utviklet og gi flere gleder, bade for

kjgper og foredler.
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1.3 Genetisk modifisering av Poinsettia
Opphav og historie

Poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotsch), julestjerne pa norsk, er en svert
ettertraktet og godt likt potteplante som symboliserer julehgytid verden rundt. Den tilhgrer
familien Euphorbiaceae, en artsrik plantefamilie. Opprinnelig stammer planten fra Mexico
der den farst ble dyrket av Aztekerne. Dette folkeslaget brukte planteveksten til utvinning av
redfarge og fremstilling av febermotvirkende medisin fra latexveaesken inni planten. Det var
farst i 1825 at julestjernen ble introdusert til USA av amerikaneren Joel Poinsett (Ecke et al.
2004). Han var botaniker og den farste ambassader i Mexico for USA. Poinsett begynte a
distribuere planten til botaniske hager og venner i sitt omrade, og slik startet dyrkingen til en
av verdens mest populaere potteplanter.

Figur 1. 2. Joel Poinsett. Mannen som introduserte julestjerne til USA i
1825 (Ecke et al. 2004).

Fremstilling av julestjerne foregikk stort sett i USA frem til 1960-
tallet. P& denne tiden ble det introdusert en langtidssort i tillegg til
veksthemmere som ga springbrett til Europa (Stremme 1993). Det var
farst i 1967 den typiske sorten vi kjenner igjen som julestjerne kom pa

markedet. Denne ble fremstilt og dyrket i Norge av gartner Thormod

Hegg, som utover i sin karriere ble spesialist pa feltet. Sorten ‘Anette Hegg Red’, er oppkalt
etter Hegg sitt farste barnebarn, og fikk ikke bare sitt gjennombrudd her hjemme, men ble
ogsa den mest populare pa verdensbasis. ‘Anette Hegg’ gjorde stor suksess pa 1970- tallet
fordi dette var den fgrste sorten med blomstrende sideskudd og mange forgreininger som
gjorde den tett og buskete, i tillegg til blader som ikke var seige (Stramme 1993).

Figur 1. 3. Sorten ‘Anette Hegg Red’. P4 bildet: Anette Hegg sammen
med sorten ‘Anette Hegg Red’(1967), som ble en verdenskjent sort,
foredlet i Norge av Thormod Hegg (Stramme 1993).
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1.innledning

Utseende

Slik det ble nevnt tidligere stammer julestjernen fra slekten Euphorbia med opphav i tropiske
klima. I vill tilstand kan planten bli opp til 4 meter hgy, som gir den et treliknende utseende
(Figur 1.4). Selv om det finnes rundt 2000 arter i slekten har alle kjennetegn med gul blomst i
midten bestdende av mannlig og kvinnelig formeringsorgan, som gjar den selvpollinerende
(Ecke et al. 2004). Blomsten er omkranset av karakteristiske hgyblader i sterk rgdfarge som
ofte blir misforstatt som en del av blomsten. Inni bladvevet og stilkene befinner det seg en
hvit latexvaeske som trolig er del av plantens forsvarssystem. Videre kjennetegn for dagens
julestjerne er grgnne brede blader og tette forgreininger. Julestjernen blir ikke benyttet i mat

eller forproduksjon, og kan derfor veere en godt egnet GM plante i de fleste land som er
skeptisk til GM i mat, inkludert Norge.

. R34 o RIS A AN Lo T
Figur 1.4. Ville planter i slekten Euphorbia. Bildene viser hvordan plantene vokser som store busker
i varmt klima, med karakteristiske rade hgyblader rundt blomsten. (2013) (Rinkley 2010).

Produksjon

Siden julestjerne er en av de mest populere potteplantene er den felgelig ogsa et stort
gkonomisk bidrag i naringen. | dag blir planten produsert og solgt i Nord -Amerika, Europa,
Asia og Australia, der Europa og Nord- Amerika er de ledende produksjonslandene (Clarke et
al. 2008; Ecke et al. 2004). Bare i Norge blir det solgt rundt 6 millioner planter per ar, som
igjen tilsvarer en omsetning pa 200 millioner NOK (SSB/NGF 2009).

Figur 1.5. Produksjon av julestjerne i
veksthus. (Rose 2012).
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1.innledning

For & justere planten til potteplantestarrelse er det selektert og dyrket mange sorter gjennom
tidene. Dyrkning i kontrollerte omgivelser med bestemte temperaturer, lyskvalitet, lysvarighet
og kjemiske midler kalt vekstregulatorer er mye brukt for & handtere hgyde og vekst (Clifford
C. Sean et al. 2004; Cockshull 1995). Vekstregulatorer er spesielt mye brukt i fremstilling av
potte- og hageplanter siden de hverken inngar i mat eller for (Larsen & Lieth 1993), og er sma
organiske molekyler som enten blir laget naturlig i planten, eller fremstilt syntetisk
(Giannakoula et al. 2012). De fleste vekstregulatorer fungerer ved a hemme et eller flere steg i
biosyntesen til gibberellin, deriblant ChlorocholinChloride (CCC), paclobutrazol, og
daminozid (Rademacher 2000), alle brukt i julestjerne. CCC er generelt mye brukt i
prydplanter for & fremskynde blomstring (EPA 2007; Guo et al. 2010; H. Zhang et al. 2012).
Selv om kjemikalet ikke er kjent som direkte giftig kan det ved overdreven kontakt irritere
hud, gyne, lunger, og gi skade pa lever (New Jersey Department of Health and Senior
Services 1999). P& grunn av disse bivirkningene er kjemikalet merket som svakt giftig av
Verdens helseorganisasjon (WHO). Paclobutrazol er ogsa brukt i mange prydplanter.
Kjemikalet fungerer som en effektiv hemmer i tre oksidative steg av biosyntesen til
veksthormonet gibberellin (Hedden & Graebe 1985). Daminozid var allerede i 1993 det mest
brukte veksthemmende stoffet over en 25 ars periode, og kjemikalet gir kompakte planter og
fruktsett som modner mer pa likt (Larsen & Lieth 1993). | dag er daminozid forbeholdt
prydplanter fordi man er usikker pa eventuelle helserisiki.

| denne oppgaven er det gnskelig a undersgke mulighetene for produksjon av julestjerner som
ikke trenger vekstregulatorer for & oppna samme kvalitet. Ved & unngd bruk av

vekstregulatorer kan man skane helse og miljg, sa vel som a redusere produksjonskostnader.

1.4 Nicotiana Tabacum- en mye brukt modellplante i bioteknologisk forskning
Opphav og historie

N. Tabacum er en av mange arter i slekten Nicotiana, dyrket av mennesket i flere tusen ar,
farst og fremst som en urteplante til avling og handel (Ren & Timko 2001). Nicotiana tilhgrer
familien Solanaceae, og N. tabacum har i de siste 20 ar tjent som modellplante i arbeid med
cellekulturer og genetisk forskning grunnet god kunnskap om plantens opphav, vekstvilkar,
struktur, og organisering i genomet (Ren & Timko 2001; Wang 2006). For allmennheten er
planten mest kjent for sin rolle i tobakkindustrien, men nyere teknologi beviser at den ogsa

kan vaere en dgrapner for andre og mer positive bruksomrader.
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Utseende

Tobakken har en hurtig vekst, er robust, og blir rundt 1-2 meter lang. Blomsten er
selvpollinerende og omringet av tynne rosa blader (Figur 1.6). Langs stilken vokser store
grgnne blader, med en litt klebrig og seig overflate. Siden planten har en rask utvikling og er
enkel & transformere egner den seg godt som modellplante, og vil ha dette formalet i

oppgaven (videre omtalt som tobakk).

Figur 1.6. Blomstrende N. Tabacum. (SeedsPlants.net 2012).

1.5 Totipotens og vevskulturer

Totipotens er et begrep innfert av Haberlandt (1902) som
inneberer at nesten hvilken som helst celle i en plante kan
under rette forutsetninger starte celledeling og utvikle seg til
en ny plante, eventuelt erstatte et tapt organ (Slater et al.
2008).

Vevskultur bygger pa dette prinsippet om totipotensiale, ved
at planteceller kan starte regenerering til en helt ny plante,
der hele det genetiske potensialet fra foreldreplanten blir
uttrykt. Dyrkingen foregar in vitro under sterile

omstendigheter. Isolerte celler eller en bit av plantevev blir

plassert pa vekstmedium med rette neringsstoffer og
hormoner i tillegg til lys og temperatur, som trigger frem celledeling og dannelse av kallus,
adventivskudd eller brytning av aksilleere knopper; som er fgrste steg i utviklingen av en ny
plante. Kallus er en masse med uspesialiserte celler som etter hvert differensierer seg nar de
mottar stimuli og signaler fra miljget rundt. 1 en vevskultur kan man pause eller aktivere
utviklingen pa forskjellige stadier ut i fra hvilke naringsmedier man opererer med. Ved &
dyrke kulturer pa denne maten kan man ngye studere utviklingen til planten og lage identiske
individer (klon) med gnskede egenskaper. Adventivskudd er plantens evne til & utvikle helt
nye skudd fra cellevev som allerede er differensiert i stedet for vanlig vekst gjennom de
originale vektspunktene (apikalt meristem). Dannelsen av adventivskudd skjer gjerne i sarvev
pa stengler, blad, og stammer. Aksillere skudd er sma skudd som til forskjell fra
adventivskudd ikke trigges frem, men som eksiterer i regionene mellom stengel og blad. Disse

bestar av celler fra meristem som er blitt igjen etter vekst av stengelen. Under rette
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forutsetninger gir skuddene opphav til en ny stengel eller blomst. Alle disse metodene brukes
i vevskultur, avhengig av hva man gnsker a oppna, eller hva som er mulig. Regenerering fra
enkeltceller er gnskelig nar man transformerer planter fordi det gir individer med samme
genetiske uttrykk. Dyrking av kallus er én mate der man kan fa enkeltceller til & regenerere til

nye planter.

Figur 1.7. Prinsippet for dyrking av vevskultur. Bildet
demonstrerer oppdyrking av isolerte planteceller fra treets
rgtter, som pa riktig neeringsmedie utvikler kallus, og til
slutt blir en ny plante (klon) av moderplanten (Parsley
2004).

Root can-oooo !

Root o i
e — ©

1.6 Stabil transformering ved bruk av Agrobacterium tumefaciens

Plantetransformering innebeerer en stabil introduksjon av et (eller flere) «fremmed(e)» gen inn
i plantens genom. Dette har blitt en mye brukt teknikk for & studere plantenes utvikling og
hvordan de fungerer. Det kan ogsa brukes til & introdusere og forbedre egenskaper i
planteforedling. Det finnes flere metoder for & transformere DNA inn i plantens genom, og
disse kan deles i to kategorier; direkte eller indirekte genoverfgring. A. tumefaciens er en
indirekte metode som tar utgangspunkt i metabolismen til en naturlig forekommende
jordbakterie, A. tumefaciens (Bevan 1984). | kontakt med sarvev hos planter overfarer
bakterien sykdommen «kron -galle». Kron-galle oppstar nar bakterien integrerer en region fra
sitt plasmid-DNA inn i plantens genom. Genet som forarsaker svulster sitter pa plasmidets T-
region og det er denne regionen som blir fart inn i plantens cellekjerne (Schrammeijer et al.
2000). Dette er den mest brukte transformasjonsmetoden og kan i dag brukes i de fleste

planter ettersom den er modifisert til ogsa a infisere enfrgbladete planter (Hiei et al. 1997).
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Figur 1.8. Prinsippene for kron-galle sykdom for A. tumefaciens. (a) planten blir infisert av A.
tumefaciens via rottene i jorda (b) Neerbilde av A. tumefaciens med tydelig avgrenset Ti-plasmid (Ti
for tumor induserende) fra resten av cellekjernen, med regionen T-DNA som beerer gen for kron-galle
(c) T- DNA integrerer seg i plantens genom i cellekjernen (d) Planten uttrykker genene fra T-DNA og
det utvikles svulster pa stengelen (Griffiths 2000D).

Nar A. tumefaciens overfgrer sin T-DNA region integrerer sekvensen seg pa en tilfeldig plass
i genomet (De Groot et al. 1998). Prossessen for integrering avhenger av vir-regionen som
ogsa er plassert pa Ti plasmidet. Vir-regionen produserer proteiner som setter overfgringen i
gang ved hjelp av signaler fra sarvevet som planten sender ut (jfr. Acetosyringone). Nar T-
DNA er pa plass i planten uttrykkes genene som gir en overproduksjon av veksthormoner,
som igjen danner svulster der bakterien formerer seg. | tillegg til dette baerer T-DNA proteiner
som utvinner energi fra plantederivater bare bakterien kan utnytte (Winans 1992).

Opine
°"°“""’“ Right T-DNA Figur 1.9. Ti-plasmid fra A. tumefaciens.
Auxin - St Illustrasjonen viser Ti-plasmidet, med T-DNA
Conjugative . . .
o wransfor regionen som integreres til plantegenomet.
Left T-DNA region

Virulens-region (Vir) gjenkjenner signaler fra
sarvev og setter i gang overfaringen av T-DNA

border
Ti plasmid (Pacurar et al. 2011) .
Virulence Opine
biovean cataboism
==
Orig

in of
rephcation (OR!)
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Denne naturlig forekommende evnen til & overfare DNA fra en celle til en annen, har veert en
interessant oppdagelse i genteknologien. Artikler fra tidlig 80-tallet viser stor interesse rundt
mulighetene med oppdagelsen, og metoder har blitt utviklet for & hurtigere modifisere planter.
Metodene baserer seg pa a utvinne nye stammer av A. tumefaciens, der de patogene genene i
T-regionen er byttet ut med gener av interesse, i tillegg til markgrgen som antibiotikaresistens.
Originalt kunne villtypen av A. tumefaciens bare bruke tofrgbladede vekster som vert (Rashid
et al. 1996), men na finnes ogsa flere stammer med virulens overfor enfrgbladede vekster
(Hiei et al. 1997). 1 tillegg til transformering i planter er det ogsa pavist transgene gjaerceller
for den eukaryote organismen Saccharomyces cerevisiae behandlet med modifiserte stammer
av A. tumefaciens (Bundock et al. 1995), samt i flere andre bakterier, sopper, og til og med
dyreceller (Wang 2006) . | denne oppgaven ble teknikken utfart pa plantevev fra tobakk og

julestjerne.
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Figur 1.10. Prinsippene for stabil transformering med A. tumefaciens og vevskultur. Illustrasjon
til venstre viser bakterie med Ti-plasmid og innsatt DNA av interesse som integreres i plantens genom
ved kontakt. Det foregar en oppdyrking pa vekstmedium med seleksjon, der sluttresultatet er en
voksen plante som uttrykker en transgen egenskap. Bildeserien til hgyre viser ekte utvikling a
vevskulturer utfert i julestjerne tidligere, der farste steg er skiver pa seleksjonsmedie til videre
utvikling av embryo og skudd, til utvikling av ratter og til slutt regenerering av ny plante. Figur til
venstre hentet fra (IGEM 2010), Figur til hgyre hentet fra (Clarke et al. 2008).

1.7 Genkonstruksjoner

Det ble det brukt tre ulike genkonstruksjoner videre omtalt som plasmid. Plasmid designet til
plantetransformering etterligner Ti-plasmidet, der fire grunnleggende funksjoner ma vere
tilstede: 1) Plasmidet ma kunne oppformeres i bade E.coli og A. tumefaciens 2) plasmidet ma
inneholde sekvenser for markgrer som kan identifisere transgene planter 3) avgrensende

sekvenser for kodende del ma designes slik at riktig del av konstruktet fares inn i plantens
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genom 4) genene som fares inn i genomet ma kunne gjenkjennes av planten for a bli uttrykt,
og ma derfor inneholde passende sekvenser for promotor og terminator.
Siden Ti-plasmidet er sa stort fra naturens side (ca. 200 Kbp), er dette en enklere mate for a

overfare T-regionen til plantens genom (An 1986).
1.7.1 Promotorer og terminatorer

Kunnskap om hvordan gener reguleres er et nyttig verktay i plantebioteknologien. For at et
gen skal komme til uttrykk i bade prokaryote og eukaryote organismer ma det bli transkribert
av et RNA polymerase enzym, og prosessen deles opp i tre faser; initiering, elongering og
terminering (Watson et al. 2008).

Promotorer er DNA-sekvenser plassert oppstrems for gener, og fungerer som et bindingssete
for RNA polymerase molekylet, ofte sammen med andre initieringsfaktorer. Nar det er dannet
en kobling mellom promotor og polymerasekomplekset skjer den en strukturforandring som
gjer at DNA i omradet rundt komplekset apner seg og blir enkelttradet. Maskineriet starter a
lese av den ene enkelttraden i 5” til 3’ retning. Denne startprosessen kalles initiering. Etter
~10 bp er initieringen ferdig, og elongeringen i gang. Elongeringen innebarer at
transkripsjonsmaskineriet leser av templattraden nedstrems og lager en mRNA trad, samtidig
som den lukker DNA traden etter avlesning. Nar polymerasen har avlest genet eller genene
ma den frigi sitt RNA-produkt, en prosess kalt terminering. Hos eukaryote finnes det en
DNA-sekvens etter kodende gen som trigger terminering. Sekvensen koder for et Poly-A
signal som farer til at visse proteinkomplekser kutter RNA fra polymerasekomplekset og
starter & lage en repetert strekk av adeninbaser p& 3’ ende av RNA-traden. Denne prosessen
kalles polyadenylering. Poly-A strekken er med pa a beskytte genet mot degradering (Watson
et al. 2008).

Den mest brukte promotoren til uttrykking av gener i plantetransformering er 35S, opprinnelig
fra mosaikkviruset 35S RNA i blomkal (CaMV35SP), av engelsk «Cauliflower Mosaic
Virus» (Ow et al. 1987). Promotoren uttrykkes i nesten alle plantevev og er ogsa brukt som
promotor for plasmidene i denne oppgaven. Sekvensen som ligger avgrenset mellom LB og
RB tilsvarer T-regionen pa Ti- plasmidet i A. tumefaciens, og er delen som blir fert inn i
vertens genom ved transformering. Nedstreams for hvert gen ligger signalsekvens for dannelse

av Poly-A hale ved transkripsjon av mRNA.
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Figur 1.11. Genkonstruksjon av pKanlntron-35S-SHI brukt til transformering med A.
tumefaciens i julestjerne. Bildet er et eksempel pa en DNA-sekvens integrert i DNA hos
julestjerne, der genene som blir overfgrt er avgrenset mellom hgyre og venstre grense (LB, RB).
Genene Nptll og AtSHI blir avlest av plantens transkripsjonsmaskineri ved hjelp av promotorene
CaMV35SP plassert oppstrems for genene. Pa terminerende ende er det plassert PolyA-haler som
beskytter kodende sekvenser (MRNA) for degradering. Figur hentet fra (Islam et al. 2013).

1.7.2 Seleksjonsmarkarer

Slik det ble nevnt tidligere har markergen som hensikt a pavise transgene celler, der
resistensgen for forskjellige antibiotika og ugressmiddel har blitt mye brukt, men er lite likt
(Lucca et al. 2001). Nye europeiske lover begrenser i stor grad slipp av genetisk modifiserte
planter behandlet med resistensgener som er klinisk viktige (Degenhardt et al. 2006). Det er
utviklet flere alternativer for a erstatte seleksjonen til tryggere metoder. Et eksempel er
sultseleksjon, basert pa planters utnyttelse av karbohydrater. I julestjernekulturer ved Bioforsk
plantehelse i As er det allerede et pagdende prosjekt der mannose er seleksjonsagent.
Mannose er et enkelt sukkermolekyl som planter ikke klarer & konvertere videre fra mannose-
6-fosfat i sin naturlige metabolisme (Joersho 2001; Wang et al. 2000). Ved a transformere
planter med genet som koder for enzymet mannose-6-fosfat isomerase, kan sukkermolekylet
konverteres videre i glykolysen og gi energi til transgene planter som vokser pa
mannosemedium (Gao et al. 2005; Wang et al. 2000). Et annet eksempel er Cre/LoxP
rekombinasjonsystem som ble benyttet i dette forsgket. Neermere detaljer er beskrevet i eget
kapittel.

1.7.3 Gener benyttet i plasmidkonstruksjonene

1.7.3.1 Gibberellin

Gibberellin er en felleshetegnelse pa en hel rekke gibberelliner, og er et plantehormon som
regulerer celledeling, avgjerende for plantevekst og fruktsetting. De kontrollerer blant annet
fraspiring, skuddutvikling, blomsterutvikling og modning av frukt (Bhattacharya et al. 2012).
Plantehormoner er definert som en gruppe organiske substanser som pavirker fysiologiske
prosesser ved svert lave konsentrasjoner (Davies 2010). | dag er over 125 typer av

gibberelliner blitt kjent, der mange er mellomprodukter i syntesen, snarere enn biologisk
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aktive (Berner 2012). Gibberellinene som er biologisk aktive, det vil si er sluttproduktet i
syntesen, heter GA;, GAs, GA4, 0og GA; (Yamaguchi 2008) Figur 1.14. Alle de aktive
gibberellinene er funnet i mange arter av planter, og omfatter en kaskadereaksjon med flere
enzymer involvert for aktivt sluttprodukt.

Gibberellin ble beskrevet for fgrste gang i 1938, da to forskere fant ut at en soppsykdom lenge
kjent i risavlinger, ga lange tynne planter med liten avkastning (Wittwer & Bukovac 1958). |
risplantene ble det dannet et sekret, og ut av dette sekretet ble gibberellin isolert som den

aktive komponenten, oppkalt etter soppen Gibberella fujikuroi.

Figur 1.12 Oppdagerne av Gibberellin. Avbildet fra venstre,
Dr. T. Yabuta og Y. Sumiki, Universitet i Tokyo. Bilde hentet
fra (Wittwer & Bukovac 1958).

Gibberellinsyntese er lokalisert i flere omrader av planten, og gir fysiologiske uttrykk man
kan modifisere ettersom man forstar mer om dets funksjoner og effekter. Hormonet blir for
eksempel brukt til & spreyte drueplanter for & forlenge stilkene som gir sterre drueklaser
(Berner 2012). GA3 er mest brukt som veksthormon i kommersiell produksjon fordi den kan

fremstilles i store mengder fra soppen Gibberella fujikuroi.

Figur 1.13. Effekten av gibberellin i drueklaser.
Bildet viser morfologisk forskjell i drueklasser, der
klase til hgyre er sprgytet med biologisk aktiv
gibberellinsyre (GA3) og den andre ikke. Bilde hentet
fra (Lincoln Taiz & Zeiger 2010).

Hvis gnsket er motsatt effekt, der plantene er kortere og mer kompakte, gar teknikken ut pa a
blokkere et enzym i synteseveien som hindrer dannelse av gibberellin. GA biosyntese og
katabolisme har blitt mye studert og er presentert i Figur 1.14. Gibberelliner blir alle

syntetisert fra samme utgangspunkt, fra molekylet geranylgeranyldifosfat (GGDP). Fra dette
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molekylet til GA1, skjer det en rekke kaskadereaksjoner med flere enzym involvert. Fra GA1,
kan syntesen ga tre retninger og ende opp som GAy4, GA; eller GAz. Enzymene som oksiderer
molekylet videre til disse aktive formene kalles GA-20-oksidase (GA200x) og GA-3-oksidase
(GA30x). Nar planten uttrykker disse enzymene blir veksthormonene aktivert og planten
strekker seg og vokser. Planter med lavere uttrykk av bioaktive gibberelliner kan ut i fra Figur
1.14 ha mindre produksjon av enzymene GA200x og GA3ox. Planter som ikke uttrykker
aktive GA-hormoner i det hele tatt har en hgy produksjon av enzymet GA-2- oksidase
(GA20x) som deaktiverer syntesen.

| denne oppgaven ble det benyttet plasmid med sekvensen for enzymet GA20x,
inaktiveringsenzymet for alle aktive gibberelliner. Uttrykk av enzymet gir et «dvergete»
utseende, hvilket innebaerer kortere og tettere plante, slik gnsket mal er for julestjerne.

Figur 1.14. Gibberelline
gjgl gi@_ C&: ;:Hj?/\ (GA) biosyntesevei. Figuren
G Eron — viser en illustrasjon over alle

GGDP ent-CDP —h- ent-Kaurens —h- ent-Kaurenal —h- er-Kauranal

trinnene i syntesen til GA.
Merket med gratt er aktive

% ' } ] , 2 sluttprodukter. Fra GA12 ser
9 i 0 '; man de ulike retningene til

; ent-Ta- o sluttproduktene, der GA200x,
e B E“”’”“e""” ey H‘"’ml'.éi”"'"“ o s GA3ox og GA20x er

or reguleringsenzymene merket
A w— ]@:@- som blatt, rgdt og grent. Figur
bis, 1O e £ G* : hentet fra (Yamaguchi 2008).
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1.7.3.2. IDA

| planter foregar det bestemte prosesser som gjar at multicellulzre planteorganer som blader,
blomster og frukt lgsner fra resten av planten under kontrollerte betingelser (Butenko et al.
2003). Dette gjelder for eksempel blomster som lgsner etter pollinering og befruktning, eller
stressresponser fra miljget som klimaendringer, sykdommer og patogener. Absisjon er en
naturlig del av planters livssyklus. Omrader hvor organ lgsner heter absisjonssone og
innebeerer at celleveggen blir gdelagt i avgrensede regioner (Lee et al. 2008). Den komplette
blomsten i julestjerne kalles Cyathium og bestar av det mannlig pollenproduserende organet,
omkranset rundt det kvinnelige organet med fruktknute og egg Kkalt pistill (Ecke et al. 2004).
Cyathium lager den gule fargen i midten av de rgde bladene, som til sammen utgjer det
klassiske kjennetegnet for dagens tradisjonelle julestjerne (Figur 1.15). Nar julestjernen
slipper blomsterorganet forsvinner den gule fargen og verdien som prydplante synker. Pa
grunn av dette er det gnskelig a produsere julestjerner som kan holde blomsten over lengre
tid. I julestjerne er absisjonstiden rundt 2-3 uker (Lee et al. 2008).

Det er allerede utfart flere forsgk i julestjerne for a studere og forsta prosessen for absisjon,
blant annet ved & beskjere blomsten pa spesifikke omrader for & gdelegge hormonbalansen. |
2002 ble det startet et prosjekt ved Universitet for miljg- og biovitenskap (UMB) med hensikt
om & studere absisjon hos julestjerne, for a forsta prosessen bedre. I en doktorgradsavhandling
utfert i 2006, ogsa ved UMB, ble kontrollert absisjon studert ved hjelp av spesifikk kutting
som ga absisjon etter syv dager under vinterforhold i sorten Lilo. Forandringer i morfologi og
opp- og nedregulering av genuttrykk ble observert ved & studere blomsten dag for dag i et 24-
timers intervall, frem til absisjon (Hvoslef-Eide 2009). Gensekvensene forbundet med knopp-
og blomsterfall ble isolert og sekvensert, og resultater fra dette arbeidet har gitt springbrett til

videre forskning i samme felt.
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Figur 1.15. Tradisjonell rgd julestjerne med gul blomst(Cyathium) i midten. Figuren viser to
bilder av julestjerne slik den er gnsket av Kjgperne. Til venstre; julestjerne med gul blomst, hentet fra
(Perry 2012). Til hayre; nerbilde av blomsten med mannlig og kvinnelig formeringsorgan, hentet fra
(Smartcode 2012).

IDA er en forkortelse av engelsk for «Inflorescence Deficient in Abscission», og er ett av tre
gen knyttet til absisjon, oppdaget og isolert fra modellplanten Arabidopsis thaliana (Butenko
et al. 2003; Hvoslef-Eide 2009). Genet uttrykkes spesifikt i absisjonssone i
blomstringsomradene, og er involvert i plantens evne til & slippe blomstrende organer
ettersom modne frg lgsner (Stenvik et al. 2006). Eksperimenter i A. thaliana viser at mutant-
versjoner av genet fungerer som en blokk for syntesen til modningshormonet etylen (Butenko
et al. 2003). Det finnes til na ingen kjente mutanter for absisjon i julestjerne, men det er pavist
i erteplanter, og IDA’ aktige gener finnes i flere plantearter. Med dette som utgangspunkt er
det interessant & undersgke effekten av genet i julestjerne, selv om homologe gener til IDA
enda ikke er avdekket (Hvoslef-Eide 2009). Mutantversjonen for IDA i A. thaliana gir
defekter i absisjonssonen som gjgr at blomsterorganer beholdes. | denne oppgaven blir det
benyttet et plasmid inneholdende sekvens for RNAIiIDA- kassett, der gnsket mal er & forsinke

absisjon.

1.7.3.3 Cre/loxP rekombinasjonsystem - for produksjon av GM planter uten
antibiotikaresistens

Cre er et protein som stammer fra bakteriofagen P1 som infiserer E. coli (Sauer 1987).
Proteinet har en molekylvekt pa 38 kiloDalton (kDa) og koder for et setespesifikt enzym som
kan fremme rekombinasjon i bade E. coli og in vitro (Sauer & Henderson 1988).
Rekombinasjon forekommer nar Cre-rekombinase gjenkjenner og fester seg til spesifikke
seter kalt loxP. Nar loxP har direkte repeterte seter pa samme molekyl blir DNA’et mellom

setene klippet ut, og de nye endene baseparet. Hele prosessen blir utfert av Cre alene, og
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krever ingen ytterligere proteiner. Setene for LoxP er sekvenser pa 34 basepar (bp), som
bestar av to omvendt repeterte sekvenser pa 13 bp, skilt av en kjernesekvens pa 8 bp
(Corneille et al. 2001; Sauer 1987). Bade Cre og loxP stammer fra P1 som bruker systemet til
sin lysogene livssyklus. Lysogenisk livsstil innebarer formering av seg selv ved & integrere
sitt eget DNA inn i bakteriens genom, og der i fra felge naturlig celledeling. Rekombinasjon
kan skje inter- og intramolekylaert, pa linezrt eller sirkuleert DNA, og avhenger av
orienteringen til loxP pa DNA-molekylet. Pa grunn av evnen til & fjerne DNA-sekvenser er
Cre-loxP systemet blitt et nyttig verktgy i genetisk arbeid, der vellykkede genmodifiseringer
har blitt gjort i dyreceller (-mus), planter, gjer og bakterier (Kilhn & M. Torres 2002). Ved a
designe plasmid som inneholder seter for Cre og loxP gir det muligheten til & kontrollere
genuttrykk ved a fjerne ugnskede DNA-sekvenser.

| denne oppgaven er det gnskelig a fjerne antibiotikaresistens ved hjelp av Cre/loxP systemet,
der plasmidene for Ga2ox1 og IDA (Figur 3.1 og 3.2) er utstyrt med seter for loxP oppstrams
0g nedstrgms for sekvensen som koder for Kanamycinresistens, nptll. Alle setene er orientert
pa plasmidet mellom hgyre og venstre grense (RB og LB), regionen som blir integrert i
plantens genom. Hvert plasmid i denne oppgaven ble transformert hver for seg i tobakk og
julestjerne. For a fjerne antibiotikaresistens ma positive transgene linjer krysses med individ
som berer genet for Cre, ogsa kalt donoren. Slik det kom frem tidligere i innledningen er
bade julestjerne og tobakk selvpollinerende individer. For a fa til krysning og utveksling av
gener ma voksne planter med udpnede blomster bli beskaret pa langs, hvorpa det mannlige
formeringsorganet blir fjernet (emaskulering). Nar dette er gjort blir modent pollen fra
donoren overfart ved a barste pollenknappene pa det kvinnelige formeringsorganet kalt arr
(Bayley et al. 1992). Ved a fremdrive en ny generasjon fra denne krysningen kan et nytt
individ uten antibiotikaresistens bli skapt pd grunn av homolog rekombinasjon (genetisk
utveksling) under meiosen. | industrien er julestjerne en vegetativt formert plante, hvilket
innebaerer at flere tusen planter har samme genetiske uttrykk fordi alle er sadd som stiklinger
fra samme moderplante. Ved a fremdrive en ny tett julestjerneplante, med lengre holdbarhet
uten antibiotikaresistens, kan dette i fremtiden fungere som en ny moderplante til en ny og

bedre produksjon.
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Figur 1.16. Prinsippene for  Cre/loxP
mgm X ety rekombinasjon. lllustrasjonen viser hvordan en
i one callbpe v \ sekvens som uttrykker proteinet Cre blir

e bt introdusert til en utvalgt celletype med sete for
NN loxP oppstrems for genet som skal fjernes. DNA
U / \m s traden blir kuttet og de homologe setene baseparer
mens DNA’et mellom blir fjernet (T. B. Mepham

et al. 1998).
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1.8 Molekyleare ngkkelmetoder - for effektiv dokumentering av transgene planter
1.8.1 Polymerase Kjede Reaksjon

Polymerase Kjede Reaksjon (PCR av engelsk «Chain») er en metode benyttet til & produsere
millioner av kopier av en gnsket DNA sekvens, som et gen eller deler av et gen, ved hjelp av
primere. Formalet er & kunne synliggjgre og studere gener for & finne ut mer om deres
funksjon, opphav, evolusjonsmgnster, etc. og krever i tillegg til primere, templat-DNA,
buffer, enkle nukleotider, og polymerase for syntese av DNA-tradene. Teknikken er rask,

spesifikk, solid, og er derfor en av de mest anvendte metodene i molekylarbiologi.

| farste steg blir dobbeltradet DNA denaturert ved hgy temperatur. Nar hydrogenbindingene
er brutt blir temperaturen senket slik at primerne sgker til sine homologe sekvenser. Primere
som er rundt 18-20 nukleotider lange skal etter tilfeldig forventning veere en unik sterrelse i et
komplekst eukaryot genom (M. J. McPherson et al. 1995). Hvis temperaturen er for lav kan
primerne feste seg mer uspesifikt, det vil si pa regioner som ikke har perfekt homologi. Pa
grunn av faren for uspesifikk binding ma temperaturen for sammensmelting testes ut for
primerne man gnsker & benytte. Det er vanlig & designe primere med et Guanin-Cytosin (GC)

innhold pa 40-60 % for & gke smeltetemperaturen. G-C nukleotidene er bundet sammen via
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tre hydrogenbindinger og gker spesifisiteten sammenliknet mot adenin og tymin som er
bundet sammen via to. Det er alltid to primere i reaksjonen, der den ene fester seg pa
«kodende tradd» i 3’ ende, og den andre fester seg pd «ikke-kodende trdd» i 3’ende. Nar
primerne har festet seg oppstar det en kort sekvens med dobbeltradet DNA. Enzymet Tag-
polymerase fester seg til primer-templat komplekset i 3’ ende og forlenger DNA traden ved
bruk av frie nukleotider fra mediet. Taq polymerase stammer fra den termofile bakterien
Thermus aquaticus og er mye brukt i standard PCR siden reaksjonen foregar under hgye
temperaturer (Chien 1976). Nar Tag-polymerase er ferdig med & binde nukleotider til
enkelttradet DNA, er mengde DNA doblet sammenliknet med utgangspunktet. Prosessen blir
gjentatt i mange sykler, og gir en eksponentiell vekst som igjen er veldig effektivt og krever
svaert sma mengder DNA som utgangspunkt. Hele prosessen er oppsummert i Figur 1.17.

T \zl T Figur 1,17, Skjematisk illustrasjon av DNA ved PCR.
Bildet viser en enkel illustrasjon for PCR med
lDENATURE denaturering av  DNA, oppamplifisering ved hjelp av
—rr primere og gjentagende sykluser (G-Biosciences 2012).
_— Primer
P
POLYMERIZATION DENATURE & ANNEAL

| denne oppgaven ble PCR brukt til & pavise
gensekvenser fra isolert DNA behandlet med A.

IR nnm
— : - tumefaciens.
(LT |
fiey

MULTIPLE COPIES OF GENE (D

1.8.2 Southern blot analyse

Southern blot er en teknikk som ble utviklet i 1975 av Edward M. Southern, som gjer det
mulig & detektere ett enkelt gen fra en stor kompleks prave av isolert DNA (Schlickeiser &
Pleyer 2007). Metoden blir utfgrt pA gDNA isolert fra transgent materiale, som en ekstra
bekreftelse etter en positiv PCR analyse. | fgrste del av metoden blir DNA kuttet opp til
mindre fragmenter ved hjelp av restriksjonsenzymer. Nar DNA-prgvene er kuttet opp blir de

utsatt for en gelelektroforese, hvorpa fragmentene blir dratt mot en positiv pol i en agarosegel
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med sma porer. Ut i fra starrelsen pA DNA-bandene migrerer de ulikt nedover gelen, der de
minste bandene vandrer lengst.

Etter elektroforese blir gelen utsatt for saltsyre (HCI) og natriumhydroksid (NaCl) for & fjerne
bromfenolblatt og separere dobbelttradet DNA. En nylonmembran blir lagt i klem oppa gelen,
og DNA blir dratt oppover av kapillarkrefter, som danner samme mgnster pa
nylonmembranen som pa gelen. For a spore opp DNA-sekvensen man sgker, blir membranen
utsatt for radioaktive prober, som er mange kopier av en enkelttradet sekvens for genet av
interesse. Nar probene finner en komplementaer sekvens & feste seg til blir det dannet
dobbelttrad DNA som kan bli visualisert pa egen rgntgenfilm. Det er ogsa mulig & gjere
metoden med enzymer som uttrykker farge i stedet for radioaktivitet. | denne oppgaven vil
radioaktiv southern blot bli testet pa isolert DNA fra plantevev, der gnsket er & detektere gen

fra behandling med A. tumefaciens.

RNA or DNA Solution passes through

\\-., gel and filter to paper towels

Migration
Paper towels
o 5% Sponge

Sy ew

32pP.Jabeled : \""::'
size markers\ pe

Electrophoresis

Gel”
Filter in i
Expose *Seal-a-Meal* a T
c B Probe hybridized b solution Nltroqellulose
X-ray film P ag s
to filter 4 to complementary
sequence

Lrrreeted
\

Remove Hybridize with unique : DNA

Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter

Figur 1. 18. Prinsippene for southern blot analyse med radioaktiv probe. lllustrasjonen viser
prosessen for deteksjon av DNA, der prgvene farst gjennomgar gelelektroforese og vandrer nedover
gelen. Kapillerkrefter suger DNA fra gelen over til nylonmembran som blir utsatt for radioaktive
prober. Probene fester seg pa komplementare sekvenser og blir synligjort pa rentgenfilm. Pravene
som viser band med riktig storrelse bekrefter at genet er tilstede (Griffiths 2000a).

26




2. Mal med oppgaven

Hensikten med denne oppgaven var i) a tilegne kunnskap om molekyleere metoder brukt i
plantegenetisk transformasjon ii) & produsere transgene planter av tobakk og julestjerne fri for
antibiotikaresistens ved bruk av markgrsystemet Cre/loxP rekombinase iii) & fa erfaring pa

forskning, selvstendig feilsgking og presentere oppgaven pa faglige mgter og konferanser.
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3. Materialer

For transformering med A. Tumefaciens i julestjerne og tobakk ble det benyttet tre ulike

plasmid presentert i Figur 3.1 til 3.3.

aadA

Rep Origin 2
Misc Feature 4

Rep Origin 1

STA region

aadA
Rep Origin 2
Misc Feature 4

Rep Origin 1

STA region
Sphl (7925)
RB
Hindil

Ascl (3
LB loxP
” / _ T358
o - Sphl (560)
nptll
Pd3sS
_ loxP
Kpnl (2192)
pLNOOd HindII1 (2194)
11829 bp
P35S
\} Psti (3795)
o HindIll (3957)
\ N GA2ox1
\\ Sphl (4809)
nosT
Sarcl (5230)
BamH1 (5233)
HindI11 (5241)
RB
Sphl (5578)
Asel (3)
loxP
LB T35S
‘ l / Sphl (560)
¥ nptll
Pd3sS
7 e
Kpnl (2192)
LNOOS HindI1 (2194)
DZM 2 _ pus
. Pstl(3795)
HindIIl (3957)
/ NG GA20x1
\\ Sphi (4805)
- i
— Sacl (5230)
BamH1 (5435)
RNAIIDA cassette
Pstl (6718)

Figur 3.1. Plasmid 4. Figuren viser plasmid 4 i
vektoren pLNO04 med gen for GA2ox transkribert
av promotor 35S. Regionen som ble overfart til
plantens genom er avgrenset mellom LB og RB.
Videre inneholder plasmidet selektiv marker for
Kanamycinresistens (nptll) mellom to seter for
LoxP og flere restriksjonsenzymer som Hindlll og
BamHI.

Figur 3.2. Plasmid 5. Figuren viser plasmid 5 i
vektoren pLNO05 med gen for GA20x
transkribert av promotor 35S i tillegg til
RNAIIDA kassett. Regionen som ble overfaort til
plantens genom er avgrenset mellom LB og RB.
Plasmidet inneholder selektiv marker for
Kanamycinresistens (nptll) mellom to seter for
LoxP, og restriksjonsenzymer som BamHI og
HindllIl.

28




3. Materialer

RB Figur 3.3. Plasmid 6. Figuren viser plasmid 6 i
- vektoren pC35sCre med gen for enzymet Cre
oL 3 P transkribert av promotor 35s P. Regionen som blir
overfart til plantens genom er avgrenset mellom
LB og RB, og plasmidet inneholder selektiv

= markegr for Kanamycinresistens (nptll) i tillegg til
pVS1-REP pCBSQQCre restriksjonsenzymer som EcoRI og Hindlll.
nosT
~
pd3ss
rep pBR322
aadA ' nptil

a5sT

e

3.1. Plantemateriale

Tabell 3.1. Plantemateriale brukt i oppgaven.

Plante Sort
Julestjerne ‘Early Prestige’, ‘Polar Bear’
Tobakk ‘Nicotiana Tabacum’

3.2. Elektrokompetente celler

Tabell 3.2 Elektrokompetente celler for elektroporering. Tabellen viser detaljer om stamme og
produsent av elektrokompetente celler brukt i dette forsgket.

Navn Stamme Produsent
Agrobacterium LBA4404 Ferdiglaget pa Bioforsk
tumefacies Invitrogen, UK
Escherichia coli JM 109 Ferdiglaget pa BioForsk
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3.3 Reagenser

Tabell 3.3. Reagenser brukt pa lab og deres produsenter. Tabellen lister alfabetisk oversikt over

reagenser brukt i forsgket.

Navn

Produsent

By/Stat/Land

100 mM dNTP

1 kb stgrrelsesmarkar

100 bp sterrelsesmarkar
Agarose(SeaKem® LE)

Bakto Gjarekstrakt ™

Bromfenol Bla

EDTA

Ethidium bromid 0,07 %

Etanol 96 %

Fikseringslgsning G 354 - 0,5 L
Fremkallingslasning G 153 A—-1L
Fremkallingslgsning G 153 B -0, 25 L
Gelzan ™ CM

Glyserol

Hydrogenklorid (HCI) 37 %
Magnesiumklorid (MgCl)
Murashige & Skoog medium
Natriumhydroksid (NaOH)
Natriumdihydrogenfosfat (NaH,PO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenfosfat (Na,HPO,)
Natriumklorid (NaCl)

RNase fritt H,O

«Reaction Tube»
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Sukrose Krystallisert

Tris-Cl

Trypton

Invitrogen

New England BioLabs
NEB

Sigma -Aldrich

Becton, Dickinson & Co.

Merck

Duchefa Biochemie
VWR

Kemetyl Norge AS
AFGA Healthcare

AFGA Healthcare

Sigma- Aldrich
Duchefa Biochemie
Merck

Merck

Duchefa Biochemie
Merck

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Merck

Merck

Applied Biosystems
GE Healthcare
Duchefa Biochemie
Duchefa Biochemie
Duchefa Biochemie

Duchefa Biochemie

UK

Ipswich, MA, USA
Ipswich, MA, USA
St. Louis, USA
USA, Frankrike
Darmstadt, Tyskland
Haarlem, Nederland
Haasrode, Belgia
Vestby, Norge
Mortsel, Belgia

Mortsel, Belgia

St. Louis, USA
Haarlem, Nederland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Haarlem, Nederland
Darmstadt, Tyskland
St. Louis, USA

St. Louis, USA
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Foster City, USA
England

Haarlem, Nederland
Haarlem, Nederland
Haarlem, Nederland

Haarlem, Nederland
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3.4 Kit, Enzymer og Buffere

Tabell 3.4. Viser oversikt over kit, enzymer og buffere med deres produsenter.

tredelt, der farste kategori er KIT, etterfulgt av Enzymer og Buffere.

Tabellen er

Navn
Kit
«DNeasy Plant Mini Kit»

«NucleoSpin®Plasmid»

«Nucleic Acid and Protein
purification. Nucleospin® Gel
and PCR clean- up»

«ProbeQuant G- 50 Micro
Columns»

«TagMan ®Fast  Universal
PCR Master mix (2x), No
AmpErase®UNG»

Enzymer

BamHI

EcoRl
HindllI
Buffere

1 x TE buffer

AmpliTag ® DNA polymerase
10 x buffer

Buffer 2

EcoRlI buffer

Prehybridiseringsbuffer

Vaskebuffer

Hensikt

Ekstrahering av genomisk DNA

fra plantevev

Isolering av plasmid-DNA fra

bakteriekulturer

Isolering av DNA fra agarosegel

Rense merket probe fra andre

nukleotider i southern blot

Ferdiglaget mastermiks til PCR

for isolert DNA

Restriksjonsenzym brukt til
kutte genomisk DNA

Samme som for BamHlI
Samme som for BamHlI

Brukt til elueringsbuffer,
agarosegel og gelelektroforese.

a

Laser opp DNA og beskytter mot

degradering.

Buffer brukt i egenblandet
mastermiks for PCR

Tilhgrende buffer til enzymene

Hindlll og BamHI
Tilhgrende buffer til EcoRl

Brukt i southern blot for &
blokkere overflaten av
nylonmembranen og redusere
uspesifikk binding av proben.

Brukt i southern blot for a fjerne

prober som er bundet uspesifikt.

Produsent, By, Land

Qiagen, Hilden, Tyskland

Macherey- Nagel, Duren,
Tyskland
Macherey- Nagel, Duren,
Tyskland

GE Healthcare, England

Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

Alle enzym levert fra
NEB, Ipswich, MA, USA

Se Tris-Cl og EDTA, Tabell
3.3.

Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

NEB, Ipswich, MA, USA

NEB, Ipswich, MA, USA

Se EDTA og SDS, Tabell
3.3.

Se fosfat og SDS i Tabell
3.3.
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3.5 Neeringsmedier

Det ble laget flere typer naeringsmedier gjennom eksperimentene. Oversikt over hvilke som ble brukt

og hvordan de ble laget er gitt i Tabell 3.5.

Tabell 3.5 Oversikt over oppskrifter for ulike medier brukt i forsgket. Tabellen er tredelt, der
farste kategori er generelt, etterfulgt av spesifikke medier for tobakk og julestjerne.
Medium Oppskrift—1 L

Generelle medier

Luria Bertani agar med antibiotika 10 g Trypton, 5 g gjeerekstrakt, og 10 g NaCl ble

(Ebel J. & Hahlbrock k.) blandet i 950 ml dH,O. pH ble justert til 7, 5 ved
bruk av 1 M NaOH. 15 g Gelzan ble blandet inn i
lasningen og sluttvolumet oppjustert til 1 liter.
Lasningen ble autoklavert og kjalt ned til ~ 60 °C
far tilsetting av 50 pg/ml Kanamycin. Mediet ble
fordelt pa 9 cm petriskaler og oppbevart ved 4 °C.

LB lIgsning med antibiotika Samme fremgangsmate som LB agar, bortsett fra
tilsetting av Gelzan.
Ble oppbevart pa 500 ml flasker ved 4 °C.

MS 11 vaskemedium 1 krukke (4,4 g) med Murashige & Skoog og 2 %
sukker ble blandet i 1 L dH,O. pH ble justert til
5,7-5,8 med 1 M NaOH. Mediet ble fordelt i 500
ml flasker og oppbevart ved 4 °C.

Medier Tobakk

Kallus Induserende Medium 1 krukke med Murashige & Skoog ble blandet i

(CIM, av engelsk «callus») 950 ml dH,0, i tillegg til 2 % sukker. pH ble
justert til 5,7- 5,8 med 1 M NaOH. 3,3- 3,4 g agar
ble tilfgrt, og sluttvolumet oppjustert til 1 liter.
Etter autoklavering og avkjgling (~60 °C) ble det
tilfgrt hormonene:

0,1mg/l NAA
1,0 mg/l BAP
Mediet ble fordelt pda 9 cm petriskaler og
oppbevart ved 4 °C.
CIM med antibiotika Samme som over, i tillegg til 100 mg/ml

Kanamycin og 500 mg/ml Cefotaxim.
Antibiotika ble tilfart etter autoklavering, nar
mediet hadde temperatur rundt 60 °C.
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Rotningsmedie 1 krukke med Murashige & Skoog ble blandet i 1
I dH,0, i tillegg til 3 % sukker. pH ble justert til
5,7- 58 med 1 M NaOH. 4 g agar ble tilsatt og
medie satt til autoklavering. Etter autoklavering
ble lgsningen fordelt over i megabokser med lokk
0g oppbevart ved 4 °C.

Medier Julestjerne (Clarke et al. 2008)

CIM 1 krukke med Murashige & Skoog ble blandet i
950 ml dH,0, i tillegg til 3 %. pH ble justert til
57- 58 med 1 M NaOH. 3,3- 3,4 g agar ble
tilfart, og sluttvolumet oppjustert til 1 liter. Etter
autoklavering og avkjgling (~60 °C) ble det tilfort
hormonene:

0,2 mg/l CPA

0,2 mg/l BAP

| tillegg til 1,0 mg/l av den Kkjemiske
komponenten Acetosyringone. Mediet ble fordelt
pa sma petriskaler og oppbevart ved 4 °C.

CIM med antibiotika Samme som for CIM nevnt over i tillegg til 400
mg/ml Cefotaxim. Etter autoklavering ble mediet
fordelt pa 9 cm petriskaler.

Somatisk Embryogenese induserende Medium 1 krukke med Murashige & Skoog ble blandet i
(SEIM) med antibiotika 950 ml dH,0, i tillegg til 3 % sukker. pH ble
justert til 5,7- 5,8 med 1 M NaOH. 3,3- 3,4 g agar
ble tilfgrt, og sluttvolumet oppjustert til 1 liter.
Etter autoklavering og avkjgling (~60 °C) ble det
tilfgrt hormonene:
0,3 mg/l NAA
0,15 mg/l 2iP
| tillegg til antibiotika:
400mg/l Cefotaxim
10 mg/l Kanamycin.
Mediet ble fordelt pd 9 cm petriskaler og
oppbevart ved 4 °C.
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3.6. Primere
Det ble testet for flere primerpar gjennom forsgket, der beste par ut er presentert i Tabell 3.6. Alle
primere testet i forsgket er designet i Primer 3 v.0.4.0, bestilt og levert fra Invitrogen.

Tabell 3.6. Oversikt over primerpar med DNA sekvenser brukt i forsgket.

Gen Navn Sekvens (5°-3”)
GA20x GA Framover TATGGTAGCAAGAGGATTGG
GA20x GA Bakover ATTACCTGTAGAGCGTCACC

3.7 Antibiotika og hormoner
Det ble brukt flere typer antibiotika og hormoner i de forskjellige naeringsmediene, alle listet opp i
Tabell 3.7. Alle ble lgst i sterilt Milli Q vann og sterilfiltrert gjennom et 0,2 um filter for bruk.

Tabell 3.7. Oversikt over antibiotika og hormoner brukt pa lab.

Navn Hensikt Produsent
Antibiotika

Ampicillin Angriper bakteriens cellevegg Sigma-Aldrich
Cefotaxim Angriper bakteriens cellevegg ACS Dobfar Generics
Kanamycin Forstyrrer proteinsyntese i bakterier Sigma-Aldrich
Hormoner

1 - «Indole -3- acetic acid» Fremmer celledeling, cellevekst, Sigma-Aldrich

adventiv knoppdannelse,
kallusutvikling og rotdanning.

1 - «Napthaleneacetic acid» (NAA) Fremmer rotdannelse Sigma-Aldrich

4 - «Chlorophenoxy acetic acid» (CPA) Versjon av hormonet Auxin som styrer  Sigma-Aldrich
plantevekst og utvikling.

6 — Benzylaminopurine (BAP) Fremmer celledeling, skuddannelse, Sigma-Aldrich
aksillaer knoppdannelse, forsinket
alderdom og transport av hormonet
Auxin.

6- (gamma, gamma Dimetylallylamino) Versjon av hormonet Cytokinin som Sigma-Aldrich
purin (2iP) fremmer adventiv skuddannelse i blad
og rot.
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3.8. Teknisk utstyr

Oversikt over tekniske hjelpemidler brukt i forsgket er presentert med kategori og detaljer i Tabell 3.8.

Tabell 3.8. Oversikt over teknisk utstyr benyttet i forsgket.

Teknikk

Modell, Produsent

By, Stat, Land

Sentrifugering

Inkubering

PCR

Sterilbenk

Elektroporering

Gel visualiserer

OD maéler

Annet

Biofuge Pico, Kendro

Biofuge A, Heraeus Sepatech
Centrifuge 5810 R, Eppendorf AG
Heraeus Fresco 21, Thermo Scientific

Galaxy Mini, VWR

Gyro — rocker SSLB Stuart, Sigma - Aldrich
Gyro — rocker SSL3 Stuart, Sigma — Aldrich

DRI-BLOCK DB-2A, Techne
Grant GD 120, Grant Instruments
HB- 1000 Hybridization Oven, UVP Laboratory Products

Infors HT Ecotron

Termaks Cooling Incubator
Termaks Heating Incubator

T100 ™ Thermal Cycler, BioRad
«The Clean Spot- A PCR/UV Work Station», COY

Hera Safe, Kendro

Kojair Tech Oy

Electro Cell Manipulator ® 630,
Apparatus

Molecular Imager GelDoc XR

Laboratories

BTX Harvard

system, BioRad

Nanodrop2000 Spektrofotometer, Thermo Scientific
UV-1601 Spektrofotometer, Shimadzu

Magnetplate: RCT basic, IKA Labortechnik
pH —meter: pH 7110, InoLab WTW
Vekt: PG5002-S DeltaRange®, Mettler Toledo

3.9. Programvare

Tekniske verktay er presentert med detaljer i Tabell 3.9.

Tabell 3.9. Oversikt over programvarer brukt i oppgaven.

Langenselbold, Tyskland
Tyskland

Hamburg, Tyskland
Tyskland

Korea

St. Louis, USA

St. Louis, USA

Cambridge, England
Cambridge, England
California, USA
Sveits

Bergen, Norge
Bergen, Norge

Singapore
Michigan, USA

Tyskland
Vippula, Finland

Holliston, USA
California, USA
USA

Columbia, USA
Tyskland

Tyskland
Sveits

Navn

Produsent

Primer 3v.0.4.0

Rozen. S, Skaletsky H, Cambridge, USA / URL.: http://frodo.wi.mit.edu/

Nanodrop 2000/2000C  Thermo Scientific, Wilmington, DE 19810, USA

Quantity One 4.5.1

Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
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4. Metoder

| dette forsgket ble det benyttet tre plasmid som enten inneholdt sete for Ga2ox, IDA eller
restriksjonsenzymet Cre Lox-rekombinase. For a fa en hayere konsentrasjon av hvert plasmid
ble de farst dyrket opp i kompetente celler av E.coli JM109 og deretter isolert ut av
bakteriekoloniene. Etter isolering fra E.coli ble plasmid-DNA elektroporert inn i kompetente
celler av A. tumefaciens LBA4404. Fra koloniene ble det laget agrosuspensjoner til a infisere
bladvev av tobakk og julestjerne. For tobakk ble det brukt planter av arten ‘N. tabacum’ som
var dyrket in vitro, og for julestjerne ble det benyttet planter av sortene ‘Early Prestige’ og

‘Polar Bear’ dyrket i veksthus.

4.1 Forberedende molekyleere teknikker

Det ble utfart flere forberedende metoder for plasmid-DNA fgr transformering med A.
tumefaciens i plantevev, blant annet transformering i E.coli med kulturer over natten,
beregning av DNA-konsentrasjoner, elektroporering av plasmid-DNA i A. tumefaciens og
oppdyrking av bakteriekolonier.

4.1.1 Plasmidkonstruksjoner og eluering av plasmid fra filtrerpapir

Plasmidene pLN004, pLNO005 og pC35sCre ble eluert ut av papiret i
20 - 30 pl 1 x TE buffer og undersgkt spektrofotometrisk ved hjelp
av programvaren Nanodrop2000 (Thermo Scientific) for renhet og

Gy o
— % % konsentrasjon.
[ @\e "
b /’ > I tillegg ble 1 pl plasmid-DNA kjart pa 1 % Agarose gel (Tabell 4.4)
’Q‘, i 40 minutter ved 80 Volt. 1Kilobase (Kb) stige ble brukt som

starrelsesmarker (Figur 4.4).

Figurd. 1. Genkonstrukt
pa filterpapir. Fotografi av
tilsendt plasmid PIn004 pa
filterpapir.
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4.1.2 Kvantifisering av DNA

Nanodrop2000 fra Thermo Scientific er et spektrofotometer som kan male konsentrasjon og
renhet av DNA, RNA og proteinpraver. Malomradet strekker seg over bglgelengdene 190-840
nanometer (Deblock et al.) og trenger bare 0,5 pl prgve. Metoden er enkel, sparsommelig for
prgvemateriale og maler i tillegg mellom 50 til 200 ganger mer konsentrert enn vanlig
kyvettemaling (1 cm). Slik det er vist i Figur 4.2 ble drapen med prevemateriale pipettert pa
instrumentet og malt mellom to optiske fibre som holdt veesken pa plass ved hjelp av

overflatespenning. Et lys (xenon) ble fart gjennom sgylen (10 mm) og ned i et internt

spektrofotometer.

Figur 4.2 Spektrofotometrisk undersgkelse med Nanodrop2000. A) pafaring av preve B) praven
blir dratt som en sgyle mens lys absorberes loddrett ned i spektrofotometeret C) praven klemmes ned
og er ferdigmalt, til ssmmen 5 sekunder. Bildene er hentet fra Thermo Scientific, NanoDrop2000.

Siden nukleinsyrer har en maksimum absorbans pa 260 nm ble instrumentet fgrst kalibrert
med en blank som tilsvarte veesken prgven ble eluert i. Ved hjelp av programvare pa
datamaskinen kunne renhet og konsentrasjon i prgven vurderes ut i fra oppgitt konsentrasjon

(ng/ml) og graf demonstrert i Figur 4.3

gg: Figur 4.3 Programvare for
34 - 60n Nanodrop2000. Eksempel pa
3 _ optimal maling av nukleinsyre ved
28 \ 260nm  der  x-aksen  viser
3; N / \ bglgelengde i nanometer og y-aksen
fg- *\w /_,,- .- absorbans ved 10 mm, hentet fra
16 - 230nm («Thermo Scientific, Nucleic Acid
12 . Booklet», 11/2010)

10 - 1\

B_

5 .

2o

.D_

220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340
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4.1.3 Transformasjon av E.coli og oppformering

Kompetente celler av E. coli JM 109 er en mye brukt stamme for a oppformere plasmid-DNA
til haye konsentrasjoner. | dette forsgket ble metoden brukt til & oppformere plasmid pLN004,
pLNO0O05 og pC35sCre, videre omtalt som plasmid 4, 5 og 6. Det ble laget to rer per
genkonstrukt, der 20 ul kompetente celler ble blandet med 2 eller 4 pl plasmid- DNA.
Rarene ble plassert pa is i 30 minutter. og deretter i vannbad i 45 sekunder ved 42 °C. Etter
varmesjokket ble de satt pa is i to minutter og deretter tilsatt 400 pl flytende nering i form av
Luria Bertani medium (Tabell 3.5) for de ble satt til risting (Infors HT Ecton) i minimum en
time ved 37 °C. Etter ristebehandlingen ble 200 pl av bakteriesuspensjon fordelt pa 9 cm
petriskaler og spredt utover LB agar med 50 pg/ml Kanamycin for seleksjon av transformerte
bakterier. For & fremme kolonivekst ble petriskalene satt til inkubering (Termaks) i ett degn
ved 37 °C.

4.1.4 Isolering av plasmid-DNA

For denne isoleringsmetoden ble det brukt et kit kalt «Plasmid DNA Purification» Rev.07
(Macherey—Nagel). Bakteriekulturer av E.coli JM109 ble behandlet via metode 5.2 fra s. 16 i
heftet kalt «Support protocol for NucleoSpin®Plasmid/Plasmid (NoLid): Isolation of low

copy plasmids, P1 constructs, or cosmids»

Forberedelser av bakterier

For isolering av plasmid-DNA ble det laget minikulturer med antibiotikaseleksjon fra kolonier
pa petriskaler. For plasmid 4, 5 og 6 bestod hver minikultur av 5 ml LB og 50 pg/ml
Kanamycin siden alle hadde sete for nptll som gir Kanamycinresistens.

Rarene ble satt til risting, 180 rpm, i ett daggn ved 37 °C. Etter ett dggn ble minikulturene
overfart til 2 ml rgr og spunnet ned til en pellet ved & sentrifugere i 30 sekunder pa 11 000
rom (Biofuge A, Heraues Sepatech). Etter sentrifugering ble supernatanten kastet og
prosedyren gjentatt for resterende pellet med vaske i roret.

Lysering

For a lgse opp cellene ble ulike buffere brukt. Det ble tilsatt 500 pl resuspensjonsbuffer Al,

som lgste opp pelleten ved bruk av vortexmaskin (Gyro- rocker SSLB, Sigma-Aldrich). Etter
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opplasning av pelleten ble 500 pl lyseringsbuffer A2 blandet sammen ved & vende rgret opp
og ned flere ganger.
Lasningen ble satt til inkubering i fem minutter ved romtemperatur for tilsetting av 600 pl

ngytraliseringsbuffer A3, og ny sentrifugering i 10 minutter pa 11 000 rpm.
Binde DNA

Supernatanten, 750 pl, ble gjennom to repetisjoner overfgrt til en kolonne med
silikonmembran plassert i et samlerar, og sentrifugert i ett minutt pa 11 000 rpm. Vasken som

passerte kolonnen og ned til samlergret ble kastet.
Vask av membran

Vaskebuffer AW forvarmet til 50 °C ble tilfert (500ul) for a skylle bort ugnskede
komponenter fra membranen. Raret ble sentrifugert i ett minutt pa 11 000 rpm, og vasken i
samlergret kastet. Etter dette ble 600 pl vaskebuffer A4 (lgst i etanol i forkant) tilsatt, og det

hele sentrifugert pa nytt. Overflgdig veeske i samlergret ble igjen kastet.
Terking av membranen
Kolonnen ble sentrifugert i to minutter pa 11 000 rpm, og samlergret deretter kastet.

Eluering av DNA
Kolonnen ble plassert i nytt 1,5 ml eppendorfrer og tilfgrt 30ul 1 x TE buffer.

For & fA DNA’et ned i eppendorfraret ble det slutt sentrifugert i ett minutt pa 11 000 rpm.

Konsentrasjonen og renheten til DNA’et ble undersgkt spektrofotometrisk via programvaren
Nanodrop2000, der 1x TE buffer ble brukt som blank. DNA ble oppbevart ved -20 °C til

senere bruk.
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4.1.5 Transformasjon med kompetente celler av A. tumefaciens ved elektroporering

Elektroporering innebarer at fremmed DNA introduseres til cellens genom ved hjelp av en
elektrisk spenning som skaper midlertidige porer i celleveggen og plasmamembranen. Nar
dette skjer tar cellen til seg plasmid-DNA som finnes i suspensjonen.

For elektroporering ble genkonstruktene lgst i saltholdig 1 x TE buffer renset ut i dH,0, siden
saltholdige lgsninger er med pa a forstyrre den elektriske spenningen, og igjen svekker
effektiviteten til metoden. Nar pregvene var renset ut i dH,O ble de videre fortynnet til en
konsentrasjon mellom 20- 100 ng/ml for optimal spenning mellom elektrodene i apparatet.
Plasmid-DNA, 2 pl, ble blandet i rgr med 20 pl kompetente celler av A. tumefaciens
LBA4404 pa is. Fra rgret med blandingen ble 21 pl overfart til en nedkjelt glasskyvette (1ml)
og utsatt for elektrosjokk etter verdiene: 2000 Volt, 200 Q Resistans, 25 pF Kondensator
(Electro cell manipulator® 630 BTX). Etter elektrosjokket ble 1000 ul flytende LB tilsatt
gyeblikkelig, og suspensjonen satt til risting i to timer ved 28 °C. Etter to timer ble 200 ul av
kulturene overfgrt pa petriskaler med LB agar og 50 pg/ml Kanamycin for seleksjon.
Lasningene ble spredt utover agaren ved hjelp av en steril glasstav og satt til inkubering ved
28 °C i tre dagn.

P& grunn av varierende resultater ble samme prosess gjentatt senere, der halvparten av
prevene ble oppformert i SOC medie (av engelsk; «Super Optimal Broth with Catabolite
repression») i stedet for flytende LB. SOC inneholder i tillegg til ingrediensene i LB medium,
mer nering i form av salter og sukker med kaliumklorid (2, 5mM), magnesiumklorid (10
mM) og glukose (20mM). Som positiv kontroll fulgte det med et kontrollrgr fra Invitrogen
som ble elektroporert inn i cellene pa samme mate som for eget plasmid-DNA, og som
negativ kontroll ble det dyrket bakteriesuspensjon pa plater uten antibiotikaseleksjon.
Bakteriekulturene ble satt til oppdyrking ved 30 °C i ca. to timer fgr dem ble fordelt utover de
16 platene. Videre ble cellene satt i tre dggn ved 30 °C i stedet for 28 °C etter instrukser fra
protokollen som fulgte med.
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4.1.6 Primerdesign

For & undersgke om behandlede bakterieceller inneholdt gnsket plasmid-DNA ble PCR
primere laget for & identifisere positive kolonier. Primer3 Input versjon 0.4.0 ble brukt til &
spesialdesigne primere for Ga2ox.

Primere har som hensikt & oppkopiere en gnsket gensekvens ved & inneholde
nukleotidesekvenser komplementare til gensekvensen av interesse. Primerne ble designet via
nettsidens oppsett, med rundt 20 bp i lengde, komplementere til start/stopp sekvensen for
GA20x. Videre hadde de en GC nukleotidekonsentrasjon mellom 20 til 80 %, og en
smeltetemperatur mellom 54- 58 °C. Optimal temperatur ble siden beregnet ved & summere de
to gitte Tm- verdiene (av engelsk «Temperature Melting») for sa a dele med 2.

Primerparet programvaren foreslo hgyest pa listen ble ansett som beste forslag og valgt videre
til bestilling. Primere brukt i denne oppgaven ble levert av Invitrogen. Etter ankomst ble de
fortynnet til 20 uM og testet pa isolert plasmid-DNA i tillegg til en gradient-PCR for a se
hvilken temperatur som fungerte optimalt. Alle primere ble lagret ved — 20 °C for videre

oppbevaring.
4.1.7 Polymerase kjedereaksjon (PCR)

For PCR ble det brukt to ulike oppsett gjennom forsgket. | starten ble Mastermiks blandet
manuelt pa lab, men pa grunn av varierende resultat ble ogsa HotStart mastermiks (Qiagen)
benyttet.

Tabell 4.1 Oppsett for oppskrift pad mastermiks, 25 pl PCR reaksjon.

Reaksjonsblanding 1x
10 x buffer 25
dNTP (2,5 mM) 2,5
Taq Polymerase (0,5U) 1

10 x BSA 2,5

GA Framlengs (20uM) 0,5
GA Baklengs (20uM) 0,5

Milli Q vann 13
DNA* 2
Totalt 25

*Som positiv kontroll ble det brukt 1 pl plasmid-DNA isolert fra E.coli. Som negativ kontroll ble det brukt
villtype-DNA og MilliQ vann.
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| de tilfeller det ble brukt HotStart mastermiks ble prosedyren fulgt etter oppsett i Tabell 4.2

Tabell 4.2 Oppsett for 20 yl PCR reaksjon med HotStart mastermiks. Tabellen viser
konsentrasjon og mengde av ulike komponenter til PCR, der kolonne 2 tilsvarer volum i pl.
Reaksjonsblanding 1x
2 X Mastermiks 10
GA Framlengs (20 uM) 0,4

GA Baklengs (20 pM) 0,4

Milli Q Vann 7,2
DNA 2*
Totalt 20

* Ved positiv kontroll ble det benyttet 1 pl plasmid-DNA isolert fra E.coli. Som negativ kontroll ble det brukt
villtype-DNA og MilliQ vann.

Etter at prgvene var ferdigblandet ble de satt i PCR maskin (T100™ Thermal Cycler) og Kkjart
pa program i Tabell 4.3.

Tabell 4.3. Standard oppsett for PCR program.

Steg Temperatur °C Tid (min: sek)
Innledende denaturering 94 15: 00
Denaturering 94 0: 30
Sammensmelting 55* 35 gjentakelser® 0:45
Forlengelse 72 1: 00
Avsluttende forlengelse 72 7: 00
Avkjeling 4 o0

* Smeltetemperatur og antall sykluser kunne variere ved de ulike testene.
Alle geler ble kjart pa 1 % agarose gel etter oppskrift i Tabell 4.4

Tabell 4.4 Oppskrift pa 1 % agarosegel.
Agarosegel

1 x TBE buffer
1 % Agarose
0,6 pg/ml Ethyliumbromid

Ut i fra antall prgver ble det laget mellom 50 - 300 ml gel med 1 x TBE buffer og 1 %
agarose.
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Gelen ble varmet i mikrobglgeovn til agarosepulveret smeltet og blandet seg med
bufferlgsningen. Etter oppvarming ble gelen avkjelt til ca. 60 °C fer det ble tilsatt én drape
ethyliumbromid pr. 50 ml volum. Lasningen ble helt over i et teipet kar med kammer for a
lage brgnner, og deretter satt til avkjgling i ca. 20-30 min. Etter avkjgling ble kammene
fjernet og gelen plassert over i kar fylt med 1 x TBE buffer. Da gelen var plassert i karet ble
prevene lastet i brannene med 6 x tyngdebuffer. Gelen ble kjart mellom 40 - 90 minutter, og
med en spenning pa 80 - 110 volt ut i fra sterrelse pa gelen og fragmenter i pravene.

For hver gel ble det benyttet starrelsesmarkgrer pa enten 100 eller 1000 bp for 4 identifisere

starrelse pa DNA-bandene.

s Figur 4.4. 100 basepar og 1 kilobase starrelsesmarkgrer. Til venstre
¢ 100 bp, til hgyre 1 kb, brukt som markar til & bestemme starrelse pa DNA

“  band pa agarosegel. Begge bilder er hentet fra New England BioLabs inc.

30

- 1,000
- 900
— 800

— 700
- 600
500/517

400
300

— 200

- 100
05

For & visualisere DNA-band ble gelen plassert i en GelDoc maskin (Molecular Imager
GelDoc XR system) der den ble utsatt for UV-lys og presentert pa dataskjerm ved hjelp av

programvaren QuantityOne.
4.1.8 PCR av bakteriekolonier og enzymkutting

For & undersgke om koloniene inneholdt plasmidene av interesse etter elektroporering med A.

tumefaciens ble det testet to metoder.

PCR av bakteriekolonier

En pipette ble dyppet i utvalgte kolonier og blandet i 15ul 1 x TE buffer, for de ble plassert pa
vannbad ved 95 °C i seks minutter. Etter dette ble rgrene sentrifugert pa maks hastighet i ca.
tre minutter fgr 13 pl av supernantanten ble overfart til nytt 1,5 ml eppendorfrgr. 2 pl av
supernantanten ble blandet etter oppsett for 25 ul PCR reaksjon gitt i Tabell 4.1, og utsatt for

43




4. Metoder

PCR programmet i Tabell 4.3 PCR produkt ble kjert pa 1 % agarosegel i ca. 50 minutter ved
110 volt, der 100 bp stige ble brukt som stagrrelsesmarkar.

Enzymkutting

Hvert plasmid inneholdt restriksjonsenzymseter som var brukt for ligering av transgener for a

kunne bli kuttet opp i ett eller flere fragmenter.

Figur 4.5 Kutting av DNA med restriksjonsenzym.
anec A B :Hﬂ’ X [2 o Bildet demonstrerer  hvordan  restriksjonsenzymer
gjenkjenner spesifikke DNA-sekvenser og kutter DNA-
l - traden. Resultatet blir enkelttradede ender som p& engelsk
Cr———— kalles «Sticky ends». Hentet fra The McGraw-Hill

A_él, l_[k,ld El vy 5 §§’ Companies, inc.

Ved & behandle isolert plasmid-DNA fra A. tumefaciens med respektive kutteenzymer kunne
fragmentstarrelse bli vurdert pa gel uten bruk av primere eller andre kjemikalier.

Figur 3.1 - 3.3 viser at alle plasmid inneholdt sete for Hindlll, i tillegg viser Figur 3.3 sete for
EcoRI. Bade HindlIl og EcoRIl med deres respektive buffer ble brukt videre, alle levert fra
New England BioLabs. Det ble laget en 25 pl reaksjon med blandingsforhold av DNA, enzym
og buffer presentert i Tabell 4.5.

Tabell 4.5. Oppskrift for enzymkutting.
Oversikt over konsentrasjoner og mengder for enzymkutting.

Komponent Mengde (ul)
EcoRlI (5V) 1

Hindlll (5U) 1

Buffer 2/Buffer EcoRI 2,5

DNA 2

dH,O 18,5

Totalt 25

Rarene ble satt til inkubering i fire timer ved 37 °C (DRI — BLOCK DB ¢ 2A, Techne). Etter
varmebehandlingen ble 10 pl enzymprodukt blandet med 2 pl tyngdebuffer og satt pa 1 %
agarosegel i 1,5 - 2 timer ved 80 Volt. For a ha noe & sammenlikne med ble det i tillegg laget
kontroll av ubehandlet DNA, der 2 ul plasmid-DNA ble blandet med 3 pl Milli Q vann og 1
pl tyngdebuffer.
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For & beregne starrelsen pa DNA ble det benyttet 1 Kb stige. Gelen ble dokumentert i
programvaren QuantityOne ved hjelp av GelDoc.

4.2 Stabil transformering med A. tumefaciens

Etter forberedende metoder i Kapittel 4.1 ble hoveddelen av oppgaven utfgrt, der A.
tumefaciens ble brukt til 4 introdusere plasmid-DNA inn i plantens genom. Arbeidet ble gjort
parallelt i planter av tobakk og julestjerne, med noen fa variasjoner i utfarelsen.

Figur 4.6. Celler av A. tumefaciens festet pa veggen til en
plantecelle. Bildet hentet fra (Redorbit 2013).

4.2.1 Generelle steg for transformering med A. tumefaciens

Forberedelse av Bakterier

Kolonier av A. tumefaciens ble oppformert i bakteriekulturer etter falgende steg:

Farste Minikultur

En steril pipettespiss ble dyppet i en koloni og lagt i glassrer med 5 ml LB og 50 pg/ml
Kanamycin. Rgrene ble satt til risting, 180 rpm, ved 28 °C i ca. 24 timer. For hver

transformeringsrunde ble det laget to rar.

Andre Minikultur

Fra farste minikultur ble 50 ul bakteriesuspensjon overfart til nytt rar med 5 ml LB og 50
pg/ml Kanamycin. Rgrene ble igjen satt til risting og inkubering som for fgrste minikultur.
Forste gang metoden ble gjennomfart ble det i tillegg laget stammer i glyserol for
langstidsoppbevaring av kulturene; 850 ul agrosuspensjon ble blandet med 150 ul glyserol
(96 %) og oppbevart ved - 80 °C.
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Maksikultur

Fra andre minikultur ble 50 ul agrosuspensjon overfart til kolbe med 100 ml LB og 50 pg/ml
Kanamycin. Kolben ble satt til risting, 150 rpm, ved 28 °C i 12-20 timer. For a undersgke om
bakteriene var i den rette livsfasen for transformering ble det malt OD (av engelsk
«Odensity»; Tetthet) for 1 ml av maksikulturen (UV-1601 Spektrofotometer, Shimadzu).
Flytende LB ble brukt som blank for & nullstille spektrofotometeret. En absorbans mellom
0,6-1 tilsvarte rette bakteriefase og ble benyttet i denne metoden.

Andre forberedelser

Skiver av plantemateriale ble kuttet og plassert pa petriskaler inneholdende filterpapir blgtlagt
i MS-2 vaskemedium (Tabell 3.5) For & fa gjennomfart en best mulig transformering ble
bakteriene forberedt parallelt med kutting av plantematerialet, for & unnga utterking og andre
faktorer som kunne gi en negativ innvirkning.

100 ml maksikultur (x 2) ble fordelt jevnt pa fire 50 ml tuber og sentrifugert i ni minutter
(Centrifuge 5810 R eppendorf, AG) ved 18 °C og 2 850 rpm. Supernantanten ble kastet og
pelleten lgst i MS-2 vaskebuffer. Tubene ble sentrifugert i fem nye minutter ved 18 °C og 2
850 rpm. Etter andre sentrifugering ble supernantanten kastet og pelleten lgst i MS-2

vaskebuffer.

Transformering

Plantematerialet som var infisert i agrosuspensjon blandet med MS-2 vaskemedium ble
overfart pa petriskaler med CIM uten seleksjon. Skalene ble pakket inn i sglvfolie for a gi A.
tumefaciens tid til & infisere sarvevet i «naturlige» marke omgivelser. For hver transformering
ble det laget to kontrollskaler. Disse ble ikke utsatt for MS-2 med agrosuspensjon, men
direkte overfart fra kutting til skaler med CIM.

Etter markebehandlingen ble plantene overfert til CIM med seleksjon og satt i lys.
Temperaturen holdt kontinuerlig 23 °C. Skalene ble byttet jevnlig helt til plantene ble store
nok til & settes pa rotningsmediet, og til slutt pottet i jord. Fra plantene ble det hgstet
plantevev til PCR screening for a undersgke andelen positive transformanter som resultat av

behandlingen.
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4.2.2 Transformering i tobakk

Mini- og maksikultur av agrosuspensjon ble laget etter oppskriften i Kapittel 4.2.1

Siden tobakksplantene var dyrket in vitro trengte de ingen behandling for desinfeksjon

sammenliknet med julestjerne dyrket i veksthus.

Figur 4.7. Transformering med A. tumefaciens i tobakk. Bildene viser dyrking av transgen tobakk i
veksthus.

Skiver av bladvev (1 x 1 cm) ble kuttet direkte ut av bladet ved hjelp av korkbor, og plassert
pa petriskaler inneholdende filterpapir blgtlagt i MS-2 vaskemedium. Det ble laget ca. 10

skiver x 10 skaler, til sammen 100 planter per plasmid.

Figur 4.8. Forberedelse av plantemateriale til transformering.
Illustrasjonen viser hvordan plantematerialet ble skaret ut med

Etter sentrifugering av maksikulturen ble pelleten lgst i 20 ml MS-2. Etter andre
sentrifugering ble pelleten lgst i 10 ml MS-2. Bladskivene ble infisert med 20 ml MS-2 med
agrosuspensjon i 60 sekunder, og deretter ble de overfart til 9 cm petriskaler med CIM uten
antibiotikaseleksjon. Etter to dogn i merket ble skélene overfart til lys, 70uE m? s ™.
Vevsbitene ble flyttet hver 10 dag i ca. tre uker, far de ble overfart til rotningsmedium. Etter
ca. tre uker ble det hgstet plantemateriale til screening for & undersgke andelen positive

transformanter som resultat av behandlingen.
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£ @s/}" Q]
Figur 4.9 Transformert tobakk. Bildene viser transformert tobakk pa petriskaler med kallus-
induserende naringsmedie med seleksjon ved 23 °C og lysstyrke 70uE m?s ™.

4.2.3 Transformering i julestjerne

Til transformeringen ble det benyttet sortene ‘Polar Bear’ og ‘Early Prestige’ sadd i veksthus
mellom mars og mai 2012. Mini- og maksikultur av agrosuspensjonen ble laget etter oppskrift
i Kapittel 4.2.1

- .

Figur 4.10 Transformering med A. tumefaciens i julestjerne. Fra venstre: planter til transformering,
sorten ‘Polar Bear’ og ‘Early Prestige’
Forberedelse av plantemateriale

For hver transformering ble det hgstet mellom 50 og 60 stiklinger. For & hindre forurensing av

andre mikrobielle livsformer enn A. tumefaciens ble stiklingene desinfisert etter fglgende steg;

1 minutt i 70 % etanol
5 minutter i 1 % Natriumkloritt (NaOCI)
3, 10 og 20 minutter i dH,0
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Etter desinfiseringen ble stiklingene kuttet i skiver pa ca. 1- 1,5 mm fra toppen og ned for a
bruke de mest optimale cellene i plantevevet.

Forberedelse av bakterier

Etter sentrifugering av maksikulturen ble pelleten lgst i 20 ml MS-2. Etter andre
sentrifugering ble pelleten lgst i 8 ml MS-2 2 i tillegg til 8ul Acetosyringone (100ug/ml) for &
gke transformeringseffektiviteten. Skiver av julestjerne ble infisert i 16 ml MS-2 med
agrosuspensjon i 10 minutter, for de ble overfgrt til sma petriskdler med CIM uten

antibiotikaseleksjon.

Figur 4.11. Skiver av julestjerne pa CIM uten antibiotikaseleksjon.
Bildet viser hvordan skivene infisert i agrosuspensjon ble fordelt pa sma

Q petriskaler til mgrkebehandling.
7o o
o, %o 9P . . . .
G b Etter 3 degn i market ble skivene overfart til CIM med seleksjon til
® O / lysstyrke 23UE m? s 1. Etter 10-14 dager pA CIM med seleksjon ble

plantene overfart til Somatisk Embryo induksjonsmedie (SEIM) og
satt pa lysstyrke 28 pE m™ s . Etter overfering til SEIM ble platene skiftet hver tredje uke
resten av oppholdet pa lab.

4.3 Molekylaere analyser

Etter transformering med A. tumefaciens i tobakk ble det utfert videre analyser for a
undersgke hvilke planter som var blitt transgene av behandlingen.

4.3.1 Isolering og screening av DNA fra plantevev

Isolering av DNA fra plantevev

Genomisk DNA ble isolert fra plantevev ved bruk av kit’et «DNeasy Plant Mini Kit»
(Qiagen). Plantevev fra transformert tobakk ble behandlet ved hjelp av protokollen DNeasy
Plant Maxi Kit Handbook 08/2000 fra s. 15 til 17.

Forberedelse av plantemateriale

Ved hjelp av morter ble plantematerialet knust i flytende nitrogen (N,), til det ble et fint
pudderliknende pulver. For & unnga smelting av vev og degradering av DNA ble ca. 20 mg
pulver gyeblikkelig overfart til eppendorfrar pa fryseblokk.
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Lysering

For & apne cellene og fordeye RNA ble 400 pl buffer AP1 og 4 pl (100 mg/ml) RNase
stamlgsning tilfert i reret med knust plantemateriale. Etter vortexing ble rgrene satt til

inkubering ved 65 °C i 10 minutter, og snudd opp ned 2-3 ganger underveis.

Utfelling

Rarene ble satt pa maks sentrifugering i fem minutter for a skille ut andre komponenter som
proteiner og polysakkarider. Supernantanten ble overfert til kolonnergr med membran og
sentrifugert i to minutter ved maks hastighet. Fra vaesken som gikk gjennom kolonnen ble 450
pl overfart til nytt eppendorfrer og tilsatt 675 pl av buffer AP3/E. Av blandingen ble 650 pl
igjen overfart til ny kolonne og sentrifugert i ett minutt ved 8000 rpm. Vaeske som havnet i
oppsamlingsraret ble kastet, og ny runde med resterende vaeske ble gjentatt.

Etter andre sentrifugering ble kolonnen overfgrt til nytt oppsamlingsrer og tilsatt 500 pl
baskebuffer AW med pafelgende sentrifugering i ett minutt ved 8000 rpm. Vaske som
passerte kolonnen og ned i oppsamlingsraret ble kastet.

Eluering

For & fjerne overflgdig etanol ble 500 ul AW buffer tilsatt og prevene sentrifugert i to
DNeasy Plart Procedure minutter ved maks hastighet. Oppsamlingsraret ble kastet og kolonnen
"'1 overfart til nytt 1,5 ml eppendorfrer. Til forskjell fra protokollen ble det
E swares  pipettert 30 pl AE buffer direkte pd membranen for & f& mer konsentrert
| preve. Raret ble satt til inkubering ved romtemperatur i ca. fem minutter
® wes fgr det ble sentrifugert i ett minutt ved 8000 rpm for & fé all veeske fra
| membranen og ned i rgret.
E aderere For g undersgke om isoleringsmetoden var vellykket ble det utfert en
| gelelektroforese. Det ble stgpt en 1 % agarosegel, der hver brgnn
[ o inneholdt: 2 ul DNA, 1 pl tyngdebuffer, 3 pl Milli Q vann. Prgvene ble
_‘T kjert pa 110 Volt i ca. 45 minutter og visualisert ved hjelp av GelDoc og

= QuantityOne. For videre oppbevaring ble prgvene lagret ved - 20 °C.

L DMNA

Figur 4.12. Isolering av DNA fra plantevev. Figuren viser hovedlinjene for isolering av DNA fra
plantevev. Hentet fra DNeasy Plant Maxi Kit Handbook 08/2000
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4.3.2 Screening av DNA

For & undersgke om tobakksplantene var transgene ble det gjennomfart screening av isolert
DNA med primere for Ga2ox. Det ble utfgrt en standard PCR, der oppsett og program ble
gjort som henvist i Tabell 4. 2 og 4.3. Nar PCR programmet var ferdig ble prevene satt til
gelelektroforese, der 10 pl PCR produkt ble blandet med 4 pl tyngdebuffer og lastet i brenner
pa 1 % agarosegel. Gelen ble kjart i 45 - 60 minutter ved 80 - 110 volt, der 100 bp stige ble
brukt som starrelsesmarkar. Alle geler ble utstyrt med:

Starrelsesmarkar

Positiv kontroll

Negativ kontroll

MilliQ vann

Som positiv kontroll ble det benyttet plasmid-DNA isolert fra E.coli, og som negativ kontroll
ble det brukt villtype-DNA isolert fra ubehandlet plantemateriale. MilliQ vann ble benyttet
som kontamineringskontroll. Gelen ble visualisert ved hjelp av GelDoc og programvaren

QuantityOne.
4.3.3 Southern blot analyse

For denne metoden ble det valgt ut fem positive planter fra screening til videre analyse.
Bladmateriale fra positive transformanter i veksthus ble hgstet og behandlet etter prosedyren

beskrevet under.

Del |
Isolering av DNA fra plantevev

For de fem prgvene ble det hgstet bladmateriale til en ny DNA ekstrahering for & fa en hagy
nok DNA-konsentrasjon (10 pg/ml) av genomisk DNA. Det ble brukt samme kit som i
Kapittel 4.3.1 men i stedet ble «Protocol for Isolation of DNA from Plant Tissue with the
DNeasy Plant Maxi Kit» fra s. 18-19 i protokollen «DNeasy Plant Maxi Kit Handbook
08/2000» brukt.

Forberedelse av plantemateriale

Ved hjelp av morter ble plantematerialet knust i flytende N, der ca. 1 g tarrvekt ble oppbevart
i 50 ml tuber holdt i flytende nitrogen.
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Lysering

| det knuste plantematerialet ble det tilfart 5 ml AP1 buffer forvarmet til 65 °C, og 10 ul (100
mg/ml) RNase A stamlgsning. Rarene ble satt til inkubering ved 65 °C i 10 minutter og snudd

opp ned 2-3 ganger underveis i inkuberingsprosessen

Utfelling

Etter varmebehandlingen ble 1,8 ml AP2 buffer blandet i lyseringsmiksen og prevene satt til
ny inkubering pa is i 10 minutter for & felle ut andre komponenter som proteiner og
polysakkarider. Etter avkjgling ble rarene sentrifugert pa maks hastighet (5000 rpm) i fem
minutter ved romtemperatur. Supernantanten fra sentrifugeringen ble overfort til nytt 50 ml
kolonnergr med membran, og sentrifugert i fem minutter ved maks hastighet.

Fra veesken som gikk gjennom kolonnen ble 5 ml overfart til nytt 50 ml rgr og tilsatt 7,5 ml
etanolholdig AP3/E buffer. Etter dette ble 15 ml av veesken overfert til ny 50 ml kolonne
oppbevart ved 4 °C. Prgvene ble sentrifugert i fem minutter ved maks hastighet. Veesken som
passerte kolonnen ble kastet. Etter sentrifugering ble 12 ml vaskebuffer AW tilsatt og rgrene
sentrifugert i 10 minutter pd maks hastighet for & terke membranen og fjerne overfladig

etanol.

Eluering

Etter sentrifugering ble kolonnen overfgrt til nytt 50 ml oppsamlingsrar. Til forskjell fra
protokollen ble det til slutt pipettert 30 pl dH,O direkte pd membranen for a fa en hagyere
DNA-konsentrasjon. Rarene stod til inkubering ved romtemperatur i ca. fem minutter fgr de
ble sentrifugert i fem minutt pd maks hastighet for & eluere ut mest mulig vaske fra
membranen. Etter sentrifugering ble DNA’et overfort til eppendorfrar.

For & undersgke DNA-konsentrasjonen og renheten i rgrene ble 1 pl prove testet med
nanodrop og 2 pl DNA Kkjgrt pd 1 % agarosegel med blandingsforholdet: 2 pl DNA, 1 pl
tyngdebuffer og 3 ul Milli Q vann.

Gelen ble kjert pa 100 volt i ca. 45 minutter og til slutt dokumentert ved hjelp av UV lys fra

GelDoc og programvaren QuantityOne.

52




4. Metoder

Del 11
Behandling av DNA med restriksjonsenzym

For denne analysen var det viktig med tilstrekkelig mengde av genomisk DNA til fordgying
for & fa et signal pa sluttresultatet. Det ble laget en 20 pl reaksjon for restriksjonskutting, med
to paralleller som en ekstra sikkerhet. Hver parallell ble behandlet med hvert sitt
restriksjonsenzym. Parallell 1) DNA behandlet med EcoRI Parallell 2) DNA behandlet med
BamHI. Enzymreaksjonen ble blandet etter forholdet:

11 pl Milli Q vann

2 ul Buffer
5 ul DNA

2 ul Enzym*
20 pl totalt

* maksimum 10 % av sluttvolumet

Blandingen av reagensene foregikk pa is for @ hemme biologisk aktivitet i rgret, der enzym
ble tilsatt til sist. Nar alle komponenter var blandet ble pravene ble satt ved 37 °C i fire timer

for enzymkutting av DNA.
Forberedelse av Probe

I mellomtiden ble det laget en 300 ml agarosegel (1 %) og oppamplifisering av positiv
kontroll, videre omtalt som probe, ved hjelp av PCR program i Tabell 4.3. Det ble for
sikkerhets skyld laget tre paralleller for proben;

1) Ufortynnet DNA

2) 10 x fortynnet

3) 100 x fortynnet

PCR produkt av proben ble kjart pa 0,8 % agarosegel og skaret ut av gelen med skalpell under
UV lys. Proben ble videre renset ut av gelen ved hjelp av Kitet « Nucleospin® Gel and PCR
clean-up» (Macherey-Nagel), protokoll 01/2012 s. 18-19.

Behandling av DNA med restriksjonsenzym - fortsettelse.

Etter fire timer ved 37 °C ble prgvene lastet i brannene pa gelen etter oppsettet: Brgnn 1) 6 pl
1 Kb starrelsesmarkar, brgnn 2) Positiv kontroll, 3 pl dH,O, 2 ul probe og 1 pl 6 X
tyngdebuffer, brenn 3 og utover) DNA for parallell 1 og 2 bestdende av 20 pl
restriksjonsmiks i 4 pl 6 x tyngdebuffer. Gelen ble kjgrt pa 37 volt over natten.
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Del 111
Vasking av gel og overfaring til membran

Etter ca. 12 timer ble gelen for restriksjonsjekk visualisert ved hjelp av GelDoc og
QuantityOne. Overflgdig gel ble fjernet og resten overfert til plastkar med 0,25 N Saltsyre
(HCI) hvor den ble vasket i fem minutter i to omganger
(Gyro-rocker SSL3 Stuart, Sigma- Aldrich). HCI ble
fjernet og 0,4 M Natriumhydroksid (NaOH) ble tilsatt.

Gelen ble vasket i to omganger i 15 minutter.

- Figur 4.13. Gel til vask med HCI og NaOH. Bildet viser
gel plassert pa maskin som kontinuerlig roterer kar for vask.

Det ble klippet til en nylonmembran og 3 mm «Whatmann» papir litt sterre enn arealet pa

gelen. Etter vask ble nylonmembranen lagt dirkete pa gelen, Figur 4.14.

Figur 4.14. Forberedelser av membran til southern blot analyse. Bildene viser prosessen fra
nylonmembranen blir beregnet til den er plassert pa gelen.

Over nylonmembranen ble det lagt to lag med Whatmannpapir etterfulgt av mange lag med
tarkepapir. @verst ble det lagt en glassplate og til slutt tunge bgker for & presse membranen
godt ned i gelen.

Gelen stod til press pa labbenken over natten i romtemperatur, og etter 12 timer ble
membranen lagt til tark i market. Gelen ble visualisert via GelDoc og QuantityOne for & se at

all DNA var overfart til membranen.
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Del IV
Hybridisering*

Etter at membranen hadde tgrket ble den vatet et par sekunder i prehybridiseringsbuffer
(Tabell 3.4) forvarmet til ca. 65 °C. Membranen ble rullet sammen og overfart til et 100 ml
glassrgr. Her ble 20 ml prehybridiseringsbuffer helt over i glassrgret, og deretter satt i en
roteringsmaskin (HB — 1000 Hybridization Oven, UVP Laboratory Products) med varme (65
°C) 1 15-20 minutter. Etter 15-20 min ble vaesken helt ut og 15 nye ml med varmet
prehybridiseringsbuffer tilfort.

* P& grunn av radioaktivitet ble arbeidet utfart pa isotoplab med vern mot straling.

Probemerking og rensing

| mellomtiden ble proben klargjort for radioaktiv merking med isotopen P*2. For denne
forberedelsen ble 8 pl probe-DNA blandet med 37 pl dH,0, et totalvolum pa 45 pl. Raret ble
satt pd varmeblokk ved 100 °C i fem minutter for & denaturere DNA. Etter
varmebehandlingen ble raret plassert i fem minutter pa is og deretter sentrifugert i to minutter
pa maks fart (13000 rpm). En «reaksjonstube» ble satt pad is og en G-50 kolonne fra
«MicroColumns ProbeQuant ™ ble plassert i et tomt eppendorfrer og spunnet ned ved a
sentrifugere i ett minutt ved 3000 rpm. Fra rgret med probe ble 45ul av blandingen pipettert
over i «reaksjonstuben» og blandet. Etter blandingen ble 5 pl radioaktiv a- P* dCTP tilfart og
satt ved 37 °C i 10 minutter etterfulgt av fem minutter pa is. Fra raret ble 50 pl probe overfart
til eppendorfrar med kolonne og spunnet i to minutter pa maks hastighet. Etter sentrifugering
ble kolonnen kastet og raret satt ved 100 °C i fem minutter, etter fulgt av to minutter pa is.

Etter at membranen hadde gjennomgatt vask med prehybridiseringsbuffer ble 25 pl

hybridiseringsprobe tilsatt og reret ble rotert over natten ved 65 °C.

Del V

Vasking av membran

Dagen etter ble membranen vasket i to omganger med vaskebuffer inneholdende 1 M fosfat
0g 10 % SDS (Tabell 3.4).

1. Skylling) 70-80 ml vaskebuffer i 25 minutter ved 65 °C.

2. Skylling) 50 ml vaskebuffer i 15 minutter ved samme temperatur.

Etter vask ble membranen pakket inn i plastfolie og overfert til en metallkassett.
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Det ble pafart film pa mgrkerommet over hele membranen, og kassetten ble satt ved -80 °C

over natt.

Fremkalling av film

(P& markerom)

Filmen ble skylt i fremkallingslgsning (Tabell 3.3) i fem minutter, etterfulgt av et vannbad
noen sekunder fer den ble skylt i fikseringslgsning (Tabell 3.3) i fem nye minutter. Nar
fikseringen var ferdig ble lyset skrudd pa og filmen utsatt for nytt vannbad fer den ble hengt

til tark.
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5. Resultater og diskusjon

| denne oppgaven ble planter av tobakk og julestjerne utsatt for samme behandling med A.
tumefaciens, der analyser fra bladvev i tobakk farst og fremst vil bli presentert. Arsaken til
dette er at kulturene av julestjerne vokste veldig sakte og ikke var kommet langt nok til &
kunne testes nar laboratoriearbeidet var ngdt til & avsluttes. Der tobakksplanten brukte noen
uker fra transformering til vekst og DNA-analyser, viste julestjernen et annet tempo, med
flere maneder pa seleksjonsmediet. Pa grunn av dette fungerte tobakksplanten som en
modellplante for & teste ut metodene, og om plasmidene fungerte. Siden masteroppgaven
hadde en gitt tidsramme ble resultatene fra praktisk labarbeid tilpasset disse begrensningene.

| dette samlede kapittelet vil resultatene bli presentert og drgftet trinn for trinn, slik det
kommer frem i Figur 5.1. Ferste del omfatter erfaringer gjort med bakterievekst og
forberedelser til transformering ved bruk av A. tumefaciens. Andre del presenterer oppdyrking
av tobakk og molekylaere analyser gjort med transgent materiale. Tredje del presenterer
transformering i julestjerne og oppdyrking pa seleksjonsmedie. Siste og fjerde del tar et

betraktende tilbakeblikk over utfart arbeid, med videre diskusjon og fremtidige utsikter.

Transformering i

Plasmid DNA |—> Oppdyrking i E.coli =3 | Elektroporering i4. |¥|  Tobakk
tumefaciens \

Transformering i |&

Julestjerne
Oppdyrking
° & °
Q
0 Qo ©OP
[ e
Q ®o /
AnALis = g N Oppdyrking med
= e ST seleksjon
Oppdyrking pa Tobakk /
jordi veksthus | €| Oppdyrking pa
rotningsmedie

Figur 5.1. Oversikt over metoder utfert i praktisk labarbeid. Figuren presenterer hovedlinjene for
utfert arbeid, der bld bokser er arbeidet gjort med bakterier, grenne bokser er arbeidet gjort med
plantematerialet, og den oransje boksen er videre analyser av plantemateriale pa molekylzart niva.
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Del | — Arbeid med bakterier

5.1.1 Transformasjon av E. coli og oppformering
Plasmid 4, 5 og 6 ble oppformert ved hjelp av elektrokompetente celler av E. coli dyrket pa
skaler med LB agar og 50 pg/ml Kanamycin. | tillegg ble det laget to plater for negativ

kontroll med celler uten plasmid-DNA.

Figur 5.2. Plasmid 5 i E.coli pa LB seleksjonsmedie. Bildet
representerer hvordan vekst av kolonier ble observert etter
inkubering i ett dagn ved 37 °C.

Bakteriene viste godt vekst pa platene med seleksjon for alle
plasmidene. Negativ kontroll hadde kun én koloni pa den ene

platen. Dette skyldtes mest sannsynlig forurensing fra arbeid

i i sterilbenken. Rundt fire kolonier per plasmid ble isolert ved
bruk av kit’et «Plasmid DNA Purification» (Macherey-Nagel), og ca. to kolonier per plasmid
ble valgt ut til glyserolstammer for langstidsoppbevaring ved -80 °C.

5.1.2 Elektroporering med kompetente celler av Agrobacterium tumefaciens

Plasmid 4 og 5 viste kolonier i A. tumefaciens etter tre degn, men for plasmid 6 ble det ikke
observert vekst, heller ikke pa kontrollplater uten antibiotikaseleksjon. Pa grunn av dette ble
det testet flere mulige lgsninger for a fremme vekst:

1) lenger inkuberingstid

2) halvert antibiotikakonsentrasjon

3) dobling av plasmid-DNA til elektroporering

4) dobling av bakteriesuspensjon smurt utover platene

5) Ampicillin i stedet Kanamycin i tilfelle feilmerking pa plasmidet

Da dette fortsatt ikke ga noen resultater ble det i stedet benyttet elektrokompetente celler fra
Invitrogen, der punkt 2-4 ble gjentatt, i tillegg ble det laget en parallell oppformert i SOC-
medie etter anvisning fra medfulgt protokoll. Som det kom frem i metodedelen har SOC mer
nering i form av salter og sukker enn LB agar. Dette gjor at bakteriecellene er mer osmotisk
stabile og fortere kan uttrykke genene som koder for antibiotikaresistens etter

varmebehandlingen.
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Etter tre degn ble det observert kolonier pa fem plater fra bakteriene oppformert i SOC.
Platene med LB ga liten til ingen vekst bortsett fra negativ kontroll som viste mye vekst. Det
var heller ingen vekst pa platene med Ampicillin, noe som indikerte at Kanamycin var riktig

antibiotikum. Positiv kontroll viste sma kolonier etter tre degn pa SOC.

pl,f"

Figur 5.3 Kolonivekst pa plater for plasmid 6 med 50 pg/ml Kanamycin. Bildene viser piler som
peker pa rene, runde kolonier av A. tumefaciens pa SOC medie etter tre dggn ved 30 °C. Bildet lengst
til hayre viser sma kolonier for positiv kontroll-DNA som fulgte med fra Invitrogen.

ok Figur 5.4 Negativ kontroll for plasmid 6 pa LB medie uten

% "2"’/2.,2 antibiotikaseleksjon etter tre degn ved 30 °C. Bildet viser
74 hvordan bakteriesuspensjonen vokste tett over hele platen.

s Nar det siste plasmidet var oppformert i A. tumefaciens ble

2 det laget en langstidsoppbevaring av cellekulturen ved -80

°C. P& grunn av forsinkede resultater for plasmid 6 ble det

parallelle arbeidet for alle tre plasmid forskjevet. Dette vil

komme frem i videre presentasjon av resultater.
5.1.3 Test av primere med gradient PCR

Primere designet etter DNA-sekvensen til Ga2ox i Primer 3 v.0.4.0, ble testet pa isolert
plasmid-DNA for plasmid 4 og 5 ved ulike temperaturer for & finne optimal sammensmelting-
temperatur. Det ble testet for fire temperaturer; 1) 55 °C 2) 56 °C 3) 57 °C 4) 58 °C, der PCR

produktet for hver temperatur er presentert i Figur 5.5.

20 puM primer ble blandet i mastermiksen etter oppsettet i Tabell 4.2, og Kjert pa PCR
program etter oppsettet i Tabell 4.3 med unntak av ulik temperatur i steget for

sammensmelting.
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Figur 5.5. Primertest for sammensmelting ved ulike
temperaturer. Bildet viser PCR produkt av Ga2ox med starrelse pa
rundt 1000 basepar, beregnet med 100 bp starrelsesmarkar. De ulike
temperaturene er nummerert i rekkefglgen 1-4, med temperaturene
55, 56, 57, 58, der primerne viser sterke band ved alle temperaturer.

Ga2ox1 hadde en forventet stgrrelse pa rundt 1kb. Ut i fra
Figur 5.5 viser stgrrelsesmarkgren at fragmentene hadde riktig
starrelse, og ble videre benyttet som positiv kontroll i arbeid
med PCR og DNA-analyser.

5.1.4 Transformering ved bruk av A. tumefaciens

Minikulturene fra Kapittel 4.2.1 ble laget i to runder for & fremme de beste cellene fra
seleksjonspresset. Nar maksikluturen hadde en ODgoo mellom 0,6-1 ble videre vekst avbrutt
for & ha flest mulig celler i suspensjonen med optimal livssyklus. Det ble observert at
LBA4404 fra Invitrogen brukte halve inkuberingsprosessen (10- 12 timer) sammenliknet med

elektrokompetente celler av A. tumefaciens laget pa Bioforsk.

Maksikulturene ble behandlet etter oppskriften i Kapittel 4.2.1, der bakteriepelleten ble vasket
og opplast i MS-2 med hormoner (Murashige & Skoog, 1962) og 2 % sukker. For julestjerne
ble det i tillegg tilsatt Acetosyringone (1 % av totalvolum) for & gke
transformeringseffektiviteten. Acetosyringone er et naturlig forekommende signalmolekyl
som blir produsert i sarvev hos blomstrende planter. Dette molekylet er et av mange
fenolmolekyler funnet i rot, skudd og vev hos voksende og utviklende planter (Ebel J. &
Hahlbrock k. 1982). Molekylet fremprovoserer transport av genene som ligger i T-regionen
pa plasmidet, ved a reagere med proteinene som produseres fra Vir-regionen (Stachel et al.
1986).

For bade julestjerne og tobakk ble det laget to kontrollplater per transformeringsrunde, der
plantevev uten behandling med A. tumefaciens (villtype) ble utsatt for naeringsmedie med 50
mg/ml Kanamycin. Hvert plasmid ble transformert i to runder for hver plante og sort, med en

dags mellomrom.
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Del 11- Arbeid med planter og molekylzare analyser
5.2.1 Transformering i tobakk

Plantene infisert i agrosuspensjon viste fort vekst og utvikling av skuddannelser da de ble
plassert i lys pd nytt neringsmedie med hormoner og antibiotika. Plantene var mellom 6-8
uker da de ble infisert. Slik det kom frem i metodedelen ble skivene dyrket pa antibiotikafritt
medie de tre farste degnene for at A. tumefaciens skulle fa tid til & infisere sarvevet, far de ble
utsatt for destruksjon. Etter tre dggn ble plantene flyttet til plater med CIM, og skalene ble
byttet hver 10 dag. Etter 3-4 uker pa mediet viste plantene utvikling av starre blader og ble
deretter overfgrt til hormonfritt rotningsmedie (Tabell 3.5) for videre utvikling. Ved dette
stadiet ble det i tillegg hgstet plantemateriale for & undersgke hvilke planter som var transgene
for Ga2ox, og hvilke som eventuelt var negative, ved hjelp av PCR. Nar rgttene var godt
utviklet i rotningsmediet ble plantene overfgrt til potter med jord i veksthus, og ettersom
plantene vokste seg starre ble pottene byttet. Kontrollplatene for alle tre plasmid viste ingen
signifikant vekst i prosessen, og ble gulbrune i fargen etter hvert som de dgde av
seleksjonspresset. Denne observasjonen var ogsa en indikasjon pa at plantene oppfarte seg
ulikt ut i fra behandlingen. Alle stegene for utvikling med morfologiske forandringer er

presenter i Figur 5.6.

Figur 5.6. Livslgpet i

w?‘“w"‘ 2, transformert  tobakk
& s &F med A. tumefaciens.
Bildene representerer

transgen tobakk behandlet
med A. tumefaciens. A) 2
dager etter infeksjon (dei)
pa CIM u/antibiotika B)
22 dei, pd CIM med
antibiotika C) 22 dei,
kontrollplate, ingen
utvikling pd CIM med
antibiotika D) 48 dei E) 55
dei, hormonfritt
rotningsmedie i Magenta
boks F) Plantene pottet pa
jord.
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5.2.2 Isolering og screening av DNA i plantevev

Isolering

Bladmateriale av tobakk ble hgstet og gDNA ble isolert. Som et representativt utvalg ble det
hgstet 24 planter per transformeringsrunde, til sammen 96 planter for plasmid 4 og 5.

Slik det er beskrevet i metodedelen ble DNA kjgrt pa 1 % agarosegel for a teste om
isoleringen var vellykket, der hver brgnn inneholdt: 2ul DNA, 1 pl tyngdebuffer og 3 pl
MilliQ vann.

IKb 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 1514 151617 18 1920 21 22 25 24 1Kb

LS

' [T
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-
-

Figur 5.7. Sjekk av DNA etter isolering fra bladvev. Gelbildet viser DNA-band for prove 1-24
(plasmid 4). Alle praver viste en vellykket isolering, bortsett fra prave 11 merket i rgdt. Det ble brukt
1 kb stgrrelsesmarkaer.

Alle DNA-praver for plasmid 4 og 5 ble undersgkt pa samme mate som i Figur 5.7, og viste
DNA-band i de fleste tilfeller. | de tilfeller det kom negativt utslag, eks. prave 11 Figur 5.7,
ble det hgstet nytt plantemateriale til ny isolering. I tillegg ble det isolert DNA fra villtype
tobakk som negativ kontroll til PCR.

Screening

Etter isolering og pavising av DNA ble det utfart PCR en rekke ganger for plasmid 4 og 5
med primere for Ga2ox. Det ble laget mastermiks etter Tabell 4.1, som i denne delen av
forsgket ga fa eller svake resultater pa gel. Ved ett tilfelle kom det flere band i riktig sterrelse
for plasmid 4, men pga. kontaminering ble gelbildet lite representativt. For & unnga dette i
videre arbeid ble det brukt ferdig mastermiks (Applied Biosystems, Tabell 4.2) og det ble
utfgrt nye runder med PCR, der 10 pl PCR produkt ble benyttet for hver brgnn. Figur 5.8 og
5.9 representerer typiske geler for alle prgvene i denne delen av forsgket, med varierende
resultater for positive og negative transgene planter.
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0bp1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 21 22 23 M4 25 26 27T 28 ¥ - + NMQ

Figur 5.8. Screening for Ga2ox i tobakk, prgve 1-10 og 21-29, plasmid 4. Prgve 1, 2, 5, 6 og 21-
26 viste positive band pa rundt 1Kb beregnet ut i fra 100 bp stige.

Pa grunn av darlig kvalitet pa bildet er noen band i riktig sterrelse vanskelig a fa gye pa.
Positive planter som viste band for Ga2ox (~1000 bp) er 1, 2, 5, 6, og 21-26,28.

Positiv kontroll (+) ble ikke fortynnet og viser derfor veldig kraftig signal pa denne gelen. For
videre arbeid ble positiv kontroll alltid 100 x fortynnet.

Screening for prevene 12-21 med 100 x fortynnet positiv kontroll er presentert i Figur 5.9.

100 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 ¥ M

Figur 5.9 Screening for Ga2ox i tobakk, prgve 12-21,plasmid 4. Prgve 12,14,16,18,20 og 21 viste
positive band pa rundt 1 Kb i stgrrelse, beregnet ut i fra 100 bp stige.

Pa grunn av varierende resultater for positive band ble det ogsa hgstet nytt bladmateriale fra
eldre planter pottet pa jord. Hensikten var & undersgke om dette kunne ha noen innvirkning pa
resultatet, men ingen signifikante forskjeller ble observert. Total oversikt over

transformeringer og screening etter transgene planter er listet opp i Tabell 5.1 og 5.2.

Tabell 5.1. Oversikt over transformeringer gjort i tobakk med plasmid 4, 5 og 6.
Transformering  Planter pr skal Antall skaler* Sum transformerte

4A 10 10 100
4B 10 10 100
S5A 10 10 100
5B 10 10 100
6A 10 10 100
6B 10 10 100
600 totalt

* kontrollplater ikke medregnet
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Det ble hastet 96 praver fra petriskaler med nummerering 1-96. Av disse var 24 stykker fra
hver transformeringsrunde merket som A/B, men ikke alle ble screenet. Pa grunn av dette er
det vanskelig a lage en statistikk pa hvor effektiv metoden var, men Tabell 5.2 gir en

indikasjon, beregnet etter falgende kalkulering:

Positive transgene
x 100

Antall planter til screening

Tabell 5.2. Oversikt over transformeringsprosenten i tobakk, plasmid 4 og 5.

Transformering  Antall planter til screening  Antall positive Transformeringsprosent

for Ga2ox av testede planter
4A 24
4B 5+ 12* 21 Ca.51%
5A 12
5B 12 5 Ca. 21 %

* der 12 stykk er hgstet fra eldre blad i veksthus (ga bare 2 positive av 12 planter)

Sammenlagt ble det hgstet og screenet flere planter for plasmid 4 enn 5, noe som ga hgyere
transformeringsprosent for plasmid 4. Ut i fra resultatene ble det valgt ut fem individer som

viste positive band for Ga2ox slik at siste metode kunne utfares.

5.2.3 Southern blot analyse

Isolering av genomisk DNA fra plantevev

Nytt plantevev for klon 21-25 ble hgstet til DNA-isolering slik det ble beskrevet i
metodedelen. Nar DNA var isolert ble konsentrasjon undersgkt med nanodrop i tillegg til
elektroforese pa 1 % agarosegel, for a dobbeltsjekke av det var nok DNA fgr behandling med

restriksjonsenzymer.

1Kb21 22 23 24 25§
A "~ Figur 5.10. Sjekk av DNA-konsentrasjon for klon 21-25 fgr behandling
r med restriksjonsenzymer. Gelbildet viser hgye DNA-konsentrasjoner til
10.0Ko fordgying for alle prover, der hver brgnn inneholdt 2ul DNA, 1pl
tyngdebuffer og 3ul MilliQ vann med 1 kb som stgrrelsesmarker.

3,0Kp _>L
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Figur 5.10 viser en vellykket ekstrahering med gode resultater for DNA-konsentrasjoner til
enzymbehandling. Pragvene ble i tillegg undersgkt med nanodrop som en ekstra sikkerhet. Pa
bakgrunn av dette ble DNA-prgvene brukt videre til behandling med restriksjonsenzymer.

Forberedelse av probe

Far enzymbehandlet DNA kunne bli kjgrt pa gel matte det lages en probe som positiv marker.
Det ble laget tre paralleller av proben pa en 0,8 % agarosegel. Proben ble isolert ut av gelen

ved bruk av kit’et «Nucleospin®Gel and PCR Clean-up» (Macherey-Nagel).

(]
L

100bp 1

Figur 5.11. Forberedelse av probe til southern blot analyse.
Bildet viser de tre parallellene av proben. 1) Ufortynnet 2) 10 x
fortynnet 3) 100 x fortynnet. Alle viste riktig starrelse, pa rundt
1000 bp med 100 bp sterrelsesmarkar.

Gelen i Figur 5.11 viste sterke band for alle parallellene i riktig stgrrelse. For a veere sikker pa
a fa en sterk DNA- konsentrasjon ble alle tre band skaret ut og isolert fra gelen (Nucleic Acid

and Protein purification, Macherey-Nagel).

Behandling av DNA med restriksjonsenzym

Nar DNA var behandlet med enzym og proben var isolert ut av gelen, ble parallelene med

DNA stapt pa en 300 ml 1 % agarosegel og kjart pa 37 volt over natten.

Figur 5.12. Gel med DNA etter enzymbehandling med EcoRI og
BamHI. Bildet viser hvordan DNA ble kuttet opp av enzymene og dratt
nedover gelen ved 37 volt over natten. Brannene ble lastet etter
rekkefglgen: 1 kb starrelsesmarkar, probe, parallell 1 kuttet med EcoRl,
Parallell 11 kuttet med BamHI

Figur 5.12 viser mye DNA som ikke ble kuttet. Mens det praktiske
arbeidet foregikk pa lab ble gelen behandlet videre slik det er utredet
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i metodedelen. 1 ettertid ble det oppklart at prosessen for DNA og behandling med enzym
burde blitt gjentatt for videre arbeid. Dette fordi gDNA var for lite kuttet til at proben kunne

feste seg pa mindre fragmenter og gi gode signal pa sluttfilmen.

Fremkalling av film

Fremkallingen av filmen pa markerommet viste ingen gode resultater pa grunn av darlig
enzymkutting av gDNA. Det eneste som ble observert av signal var proben. Resten av filmen
viste skygger av store DNA-band gverst pa gelen som ikke hadde vandret nedover i ulike

fragmentstarrelser. Arsaken til dette skyldtes restriksjonsenzymer utgatt pa dato.

Southern blot analyse var den siste metoden i oppgaven, og samtidig en av de mest
tidkrevende. Store deler av arbeidet ble utfert pa isotoplaben pa grunn av handtering av
radioaktivt materiale, og kunne ikke utfgres pa egen hand. Begge disse faktorene gjorde det
vanskelig & gjenta hele prosessen, men en vellykket gjennomgang av metoden ble utfart
tidligere med en doktorgradsstudent ved samme avdeling. Ved sistnevnte tilfellet gjaldt
arbeidet i julestjerne med genet SHI (av engelsk «Short Internodes») som ogsa fungerer som

en negativ regulator av veksthormonet gibberellin (Fridborg et al. 2001).

Del 111 — Transformering og arbeid med julestjerne

5.3.1 Transformering i julestjerne

Skiver av julestjerne infisert i agrosuspensjon viste et senere tempo enn vevskulturer av
tobakk. Etter at plantene ble satt i lys pa CIM med seleksjon, oppstod det ofte forurensninger
pa platene (Figur 5.13). Dette forekom selv om stiklingene hadde gjennomgatt desinfeksjon i
forkant med 70 % Etanol og 1 % NaOCI. Skivene ble undersgkt annenhver dag i ca. to- tre
uker, og byttet i de tilfeller det ble observert forurensing for & unngd spredning. Det ble
observert betydelig flere forurensninger for sorten ‘Early Prestige’ sammenliknet med ‘Polar
Bear’. Til forskjell fra tobakk dyrket in vitro ble stiklingene fra julestjerne hgstet fra planter i
veksthus. Infeksjonene som ble observert skyldtes mest sannsynlig oppblomstring av
mikrober fra det dpne miljeet som overlevde desinfeksjonen i farste del av arbeidet. Kulturer
av treaktige planter er ofte vanskeligere a overflatesterilisere enn urteaktige planter pa grunn
av mikrober som eksiterer pa stilk, blad, stamme, rgtter, eller inni selve planten (Young et al.
1984).
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Figur 5.13. Mikrobiell vekst pa skive av julestjerne.

Bildet viser en typisk forurensing som oppstod de farste

ukene etter transformering med A. tumefaciens pa CIM
Y ‘ med seleksjon.

Det ble ikke utfgrt videre analyser av skivene, men
ro MQ“ alle tre plasmider ble transformert inn i begge sorter,
oppsummert i Tabell 5.3.

&

n. O

Tabell 5.3 Oversikt over transformeringer gjort i julestjerne. Plasmid 4= 1A og B, plasmid 5 =2A
og b, plasmid 6 =3A b.

Transformering Planter pr skal Antall skaler* Sum transformerte
1A 20-25 ~24 ~ 580
1B 20-25 ~24 ~ 580
2A 20-25 ~24 ~ 580
2B 20-25 ~24 ~ 580
3A 20-25 ~24 ~ 580
3B 20-25 ~24 ~ 580
Totalt ~ 3480

* To kontrollskaler per transformeringsrunde ikke medregnet.

Etter ca. 10-14 dager pa CIM med seleksjon ble skivene flyttet over til SEIM med hormonene
NAA og 2iP, som fremmer rot og skuddannelse, i tillegg til antibiotika Cefotaxim og
Kanamycin. Platene ble skiftet hver tredje uke resten av tiden med praktisk labarbeid. Etter 3
1 /2 maned pa SEIM begynte det & oppsta sma skudd pa noen av skivene. Disse ble samlet pa
én plate og fotografert, presentert i Figur 5.14.
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#
L4

Figur 5.14. Julestjerne pa SEIM, 107 dager etter infeksjon med A. tumefaciens. Bildene viser
hvordan skivene startet a utvikle somatiske embryo pa mediet med hormoner og antibiotika etter
transformering med A. tumefaciens. Neerbildet nederst til hgyre viser skiver fra kontrollskal som ikke
hadde utviklet kallus eller skudd.

Pa grunn av forsinkede resultater og arbeid med planter som trengte tid til & vokse, ble videre
analyser avsluttet ved dette stadiet. Plasmid 6 med genet for Cre/LoxP rekombinase var
fortsatt i startfasen i begge planter da arbeidet ble avsluttet, men videre analyser og arbeid

med plantene vil bli utfart senere av prosjektet.
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Del IV- Videre diskusjon

| denne oppgaven ble plasmidene farst transformert inn i modellplanten N. tabacum, selv om
julestjerne var den aktuelle vertsplanten. @nsket sluttprodukt for prosjektet er
julestjerneplanter fri for antibiotikaresistens og bruk av skadelige spreytemidler. |
masseproduksjon blir julestjerner dyrket tett og ma konkurrere om lys. | England blir noen
sorter stablet opp til 12 planter per m? (Clifford C. Sean et al. 2004). Under slike ugunstige
forhold kan plantene utvikle seg ulikt, fa darligere kvalitet og fortere eldes. For & unnga
konkurranse og avhengighet fra de ytre faktorene, kan genteknologi med utgangspunkt i indre

forandringer veere svaret for en mer effektiv produksjon.
5.4.1 Genetisk transformering og regenerering i tobakk versus julestjerne

Helt i fra starten krevde vevskulturer av julestjerne mer mgysommelig arbeid, med
desinfisering og kutting av sma tynne stiklinger for a fa ferskest mulig cellemateriale. Skiver
av tobakk ble skaret direkte ut av bladvev i sterre biter, og trengte ikke a desinfiseres da de
ble dyrket in vitro. Plantevev av julestjerne ble infisert i 10 minutter med agrosuspensjon,
mens tobakk bare trengte ett minutt. Skivene av tobakk var generelt mer robuste og viste
hurtig utvikling nar de ble plassert i lys. Vevskulturene av julestjerne trengte mer oppfalging
pa grunn av forurensinger som matte renses ut. Etter hvert som tiden gikk var det en klar
forskjell mellom kontrollskaler og vanlige skaler for begge plantearter. Dette ble tolket som et
positivt tegn med tanke pa transformeringen og hvilke celler som hadde integrert gen for
antibiotikaresistens.

Pa kort tid hadde bladvev fra tobakk regenerert seg til voksne planter med fullt utviklede
organer og retter. Pa samme tid var skivene av julestjerne pa SEIM-medie naermest uendret i
utvikling. Denne observasjonen tydeliggjorde hvorfor tobakk fungerte bra som modellplante,

med sin hurtige regenerering, og ferre krav for vekst og utvikling.
5.4.2 Evaluering av metodene

Slik det kom frem innledningsvis er genetisk transformering ved bruk av A. tumefaciens en av
de mest brukte teknikkene i molekyler genteknologi. Litteraturen formidler metoden som
populaer og enkel, men i praksis ble det erfart flere utfordringer.

Sammenliknet med elektrokompetente celler av E.coli IM109 var det generelt vanskeligere a

dyrke opp kolonier av A. tumefaciens LBA4404. Dette gjaldt spesielt for det siste plasmidet,
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hvorpa mange runder med forskjellige kriterier ble testet uten gode resultater. Problemene
knyttet til bakterievekst viet mye tid til prgving og feiling.

Til alle transformeringer ble det benyttet elektrokompetente celler ferdiglaget av seksjonen pa
Bioforsk. Da det omsider ble besluttet a kjgpe celler fra Invitrogen dukket de farste koloniene
opp for plasmid 6. Selv om mange rer av A. tumefaciens fra Bioforsk ble testet, kan den
fravaerende responsen for vekst skyldes flere drsaker. Kanskje var cellene fra en darlig batch,
elektroporeringen lite optimal, eller materialet rett og slett foreldet.

Oppsummert ga utfordringene en solid innfering i hvordan man trigger frem bakterievekst, og
hvilke vurderinger man ma foreta. Selv om det opplevdes problematisk pa daveerende
tidspunkt er det ikke dermed sagt at metoden er darlig, men heller materialet man arbeider
med, eventuelt mangel pa erfaring. Tilfeldigheter kan avgjgre de negative utslagene, og hvis
arsaken var ugunstige celler kan det forklare resultatene. Ut i fra erfaringene fra det praktiske
labarbeidet kunne det blitt utfgrt enda en seleksjonsrunde for koloniene fra petriskalene,
hvorpa nye runder med koloni-PCR kunne blitt testet far transformering. Det kunne ogsa blitt
gjort helt nye transformeringer med nye kompetente celler for & se om dette ga noen tydelige
forskjeller. Samtidig var dette tidkrevende og lite hensiktsmessig & gjenta da det praktiske
arbeidet foregikk.

For alle transformeringene i tobakk ble det allikevel observert vekst og utvikling pa skaler
med seleksjonsmedie, der kontrollplatene skilte seg ut med lite til ingen vekst. Dette burde
ogsa veere en indikasjon pa at plantemateriale var transgent og at metoden fungerte. De
gangene screeningen ga negative utslag ble det ved flere anledninger hgstet nytt
bladmateriale, bade fra eldre planter og blomster, men dette ga ingen bedre resultater. Uansett
ble det oppdaget flere positive planter med DNA-band for Ga2ox og det ble derfor utfart en
southern blot analyse for & verifisere resultatene fra screeningen. Southern blot analyse var en
tidkrevende prosess som i tillegg ga et antiklimaks da enzymene viste seg a veere foreldet.
Selv om det ikke ble tid til & gjenta metoden vil forhapentligvis nye og bedre resultater bli
avdekket.

Slik det ble nevnt innledningsvis er ogsa genkanon en mye brukt metode for & transformere
planter. Genkanon er kategorisert som en direkte transformeringsmetode sammenliknet med
Agrobacterium. Ved hjelp av genkanon blir gullpartikler dekt med «nakent» DNA skutt inn i
bladvev. DNA’et losner fra partiklene og vandrer inn i genomet hvor det blir uttrykt (Finer &
McMullen 1990). Metoden ble utviklet i 1987 og mais med resistensgen for innsektsmiddel
var den farste genmodifiserte planten laget pa denne maten (Slater et al. 2008). Genkanon har

farst og fremst blitt brukt pa planter til kornavlinger som hvete, ris og soyabgnner fordi
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indirekte transformering med Agrobacterium ikke har fungert like bra pa disse artene (Finer &
McMullen 1990; Wang et al. 1988). Fordelen med genkanon er at plantevevet holder seg
intakt (Finer & McMullen 1991), man slipper involvering av bakterier, og man er ikke
avhengig av spesialiserte vektorsystemer (Altpeter et al. 2005). Ulempen er at genuttrykket
ofte slaes av ved hgyt kopinummer av transgent DNA, i tillegg til forflytninger og destruksjon
av  DNA-sekvenser (Slater et al. 2008). Siden julestjerne er en plante mottakelig for
Agrobacterium er denne transformeringsmetoden ansett som best egnede. Allikevel er begge
metodene tidkrevende og kostbare i lengden. For a vite at man har et stabilt transgent avkom
ma gjerne flere hundre individer bli testet. Det finnes fortsatt ingen teknikker som kan fjerne
tilfeldig DNA-integrering eller redusere frekvensen for innsettingen av transgene multi-kopier
som gir upalitelige transgene genuttrykk (Ow 2004), men ettersom fler og fler gener blir
identifisert i helgenom-undersgkelser hos mange forskjellige organismer vil mest sannsynlig

nye teknikker dukke opp med tiden.
5.4.3 Bruk av antibiotikaresistens i molekyleaer genteknologi

Tobakk med Kanamycinresistens var den fgrste transgene planten introdusert i 1983, med
utgangspunkt i Ti-plasmidet fra A. tumefaciens (Fraley et al. 1983). Kanamycinresistens er det
mest brukte seleksjonsgenet i GM-planter, der genet neomycinphosphotransferase 1, forkortet
som nptll, gir resistens for Kanamycin, Neomycin og G-418 (Bevan 1984; Fraley et al. 1986).
Mange plantearter har siden introduksjonen av transgen tobakk blitt utstyrt med
resistensgener, spesielt i jordoruk for & bekjempe ugressmiddel og skadedyr i
storproduksjoner. Arsaken til at antibiotikaresistens ble introdusert til plantebioteknologien
skyldtes at seleksjonsmetoden allerede var godt etablert i molekylaerbiologien (jf. i arbeid med
bakterier som E. coli) og ble et naturlig valg videre (Slater et al. 2008).

Slik det ble nevnt innledningsvis har bruk av antibiotikaresistens i GM planter blitt mgtt med
mye skepsis fordi man ikke kan forutsi spredningen av resistensgenet til andre dyr og
organismer, men heller konsekvensene. Julestjerne er en produksjonsplante som hverken
inngar i mat eller for, samtidig som den blir dyrket vegetativt i veksthus. Allikevel er det
gnskelig & fjerne antibiotikaresistens ogsa i julestjerne fordi det negative omdgmmet star
sterkt, og de fleste land forbyr dette. | forbindelse med problematikken knyttet til
antibiotikaresistens har det veert mye fokus pa utvikling av andre og mer trygge

seleksjonsmetoder for & erstatte bruken.
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5.4.4 Alternative seleksjonsmetoder

Markgrgen har som hensikt & pavise integreringen av transgent DNA til verten. For & handtere
markgrgenene knyttet til antibiotikaresistens finnes det to alternativer; 1) Fjerne
seleksjonsmarkaren etter transformering 2) bruke en annen seleksjonsmarkar.

Nar en transgen plante er selektert frem pa naeringsmedie med antibiotika har genet tjent sin
funksjon og trenger i prinsippet ikke lenger a eksistere. Alternativ én tar utgangspunkt i
setespesifikke rekombinasjonssystemer, og er blant annet brukt i denne oppgaven.
Setespesifikke rekombinasjonssystemer ble forst oppdaget i bakterier og gjer i forbindelse
med integreringen av bakteriofagen til vertens genom (Wang et al. 2011). Det ble observert at
setespesifikk rekombinasjon av DNA foregikk pa bestemte sekvenser eller gjenkjennelses-
seter som farte til at nye DNA-sekvenser ble integrert og fjernet uten at sluttresultatet ga fler
eller ferre nukleotider.

Cre/loxP rekombinase er et setespesifikt enzym som klipper DNA mellom LoxP-setene i
genomet slik det ble forklart innledningsvis. En tilsvarende analog variant er FLP/frt
systemet, der FLP rekombinase klipper DNA mellom frt-seter, opprinnelig demonstrert i
gjeersoppen Saccharomyces cerevisiae (Ng et al. 2001). FLP systemet er i senere tid utfart
vellykket i transgene bananfluer, dyreceller, mais og ris (Yoder & Goldsbrough 1994). Andre
tilsvarende metoder er pSR1 systemet til Zygosaccharomyces rouxi (Onouchi et al. 1991), R-
RS systemet (Wang et al. 2011) og Gin rekombinasesystemet fra fagen Mu (Maeser &
Kahmann 1991), der alle tar utgangspunkt i et enkelt peptidenzym som fremskynder
rekombinasjon mellom to korte spesifikke DNA-sekvenser. Selv om det finnes flere
alternativer er Cre/LoxP systemet mest brukt i planter (Yoder & Goldsbrough 1994), og er
ogsa brukt i denne oppgaven. Den farste kommersielle planten laget ved hjelp av Cre/loxP-
systemet var maisplanten LY038, produsert av firmaet Monsanto i 2006 (Lucas et al. 2007).
Denne planten inneholdt et hgyt innhold av lysin beregnet til foring av fjerkre (Ow 2007).
Ulempen med denne metoden er at den i tillegg til & veere tidkrevende ikke fungerer pa arter
som formerer seg aseksuelt (jf. potet) og er ikke hensiktsmessig pa planter med lang
generasjonstid, for eksempel treer.

Alternativ to omfatter bruk av andre gener uten involvering av antibiotika. Innledningsvis ble
det nevnt et eksempel med sultbasert mannoseseleksjon, der teknikken gar ut pa a utnytte
plantens manglende evne til & omdanne energi fra enklere karbohydrater. Transgene celler
som uttrykker genet fosfomannose isomerase (PMI) kan konvertere mannose-6-fosfat til

fruktose-6-fosfat, et sukker planten enkelt kan metabolisere videre som energikilde (Lucca et
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al. 2001). Metoden er pavist som vellykket i flere planter, som sukkerrar, mais, ris, hvete og
eple (Degenhardt et al. 2006; Gao et al. 2005) | tillegg finnes det andre sultbaserte seleksjoner
med samme prinsipp, som benzyladenin N-3-glukuronid i tobakk, xylose i potet, tobakk og
tomat (Wang et al. 2000).

Seleksjonsmetoder der planter uten transgent innhold blir luket ut ved destruksjon kalles
negativ seleksjon. Visuell seleksjon innebarer bruk av proteiner som avgir signaler som farge
hos transgene individer. Grgnt fargeprotein (GFP) er det mest brukte fargeproteinet,
opprinnelig isolert fra maneter (Aequorea Victoria) og er brukt i en rekke
plantetransformeringer, blant annet i ris, bygg, hvete, papaya med flere (Wei et al. 2012). GFP
er ikke avhengig av andre substrater for a uttrykke farge, og kan bli testet in vivo, uten at
plantevevet blir skadet. Selv om GFP viser seg som en god marker er det forelgpig ingen
rapporter der markaren er brukt ene og alene til seleksjon i plantetransformering (Wei et al.
2012). Andre eksempler pa fargeproteiner er Luciferase isolert fra ildflue, brukt i blant annet
genmodifiserte orkideer, hvete og bygg, i tillegg til 5- galaktosidase (GUS) (Degenhardt et al.
2006). Felles for alle er at de ofte er brukt til & identifisere transgene individer, framfor a virke
som seleksjonsmetode (Wei et al. 2012).

Et annet alternativ for genmodifisering av planter er kloroplasttransformering. Kloroplaster er
sma organeller funnet i bladvev hos planter, og huser mange metabolske prosesser som
syntese av aminosyrer, proteiner og lipider, i tillegg til karbonfiksering og fotorespirasjon fra
sollyset (Grierson 1991). Kloroplastorganellene bestar av egne sirkulere genom og
maskinerier til & utfere transkripsjon og translasjon (Maliga 2004). Transformering i
kloroplastgenomet er en metode utviklet for & overkomme utfordringene knyttet til vanlig
kjernetransformering. Metoden blir ansett som tryggere for bade plante og miljg, og utelukker
spredning av transgent materiale til beslektede arter via pollen og fraspredning ettersom
kloroplast-DNA ikke sprer seg videre via pollen (Daniell et al. 2001b).
Kloroplastransformering har blitt utfart i en rekke planter som salat, sukkerrgr, tomat, potet,
hodekal mm. I dette prosjektet vil transgene linjer bli krysspollinert til en ny generasjon uten

antibiotikaresistens. Av disse arsaker ville kloroplasttransformering veert ugunstig.
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5.4.5 Konklusjoner og fremtidige aspekter

Fra det praktiske arbeidet ble det erfart at vevskulturer av tobakk og julestjerne regenererte
seg sveert ulikt, men med tilsvarende like prinsipper. Med en noksa begrenset tid til radighet
er det vanskelig a trekke konkrete konklusjoner fra arbeidet. Ikke minst dristig nar flere forsgk
og analyser fortsatt gjenstar. Fremover ma skiver av julestjerne fortsette utviklingen pa
naringsmedie, praver av kallus- og skuddmateriale ma hgstes og screenes, transgent materiale
ma verifiseres gjennom molekylaere analyser, transgene planter ma regenereres til voksne
individer med utviklede blomsterorganer, morfologiske endringer ma studeres, blomstene ma
emaskuleres og krysspollineres pa tvers av de transgene linjene, nye stabile avkom ma bli
oppdrevet der gnsket genotype ma kartlegges, med mer.

Selv om hovedlinjene videre gjenspeiler mye labarbeid, ble alle metodene denne oppgaven
hadde som mal gjennomfart. Varierende, men ogsa positive resultater ble oppnadd. Alle
plasmidene brukt til transformering ble far eller siden pavist i tobakk, som forhapentligvis
lover dette godt for videre analyser i julestjerne. Enda viktigere fungerte arbeidet pa lab som
en kunnskapsberikelse og dgrapner til stgrre tema innad moderne genteknologi. Hovedfokuset
i denne oppgaven var & benytte Cre/LoxP-rekombinasjonsystemet til & fjerne
antibiotikaresistens, noe som forhapentligvis vil gi gode resultater fremover. Litteraturen viser
mye forskning gjort for & fjerne antibiotika i fremstilling av GM produkter, der spesielt
Cre/LoxP- rekombinasjonsystem er mye positivt omtalt.

Selv om det finnes mange blandede meninger og motforestillinger vil bruk av GM i
plantebioteknologien hgyst sannsynlig ekspandere med tiden, bade i Norge og globalt. Som
en respons pa motstand og skepsis er det en stadig utvikling og testing av alternative metoder
med enda sterre fokus pa miljg og barekraft. Allikevel er det en tidkrevende prosess pa grunn
av kompleksiteten til alt levende materiale, og debatten har foregatt siden genteknologiens
virkelige oppblomstring pa 1990-tallet. 1 jungelen av argumenter er det vanskelig a stille seg
konsekvent for eller i mot utviklingen. Som for alle andre ting finnes det bade fordeler og
ulemper som vekter like mye i hver sin retning. Det som er spennende er at teknologien ikke
er begrenset til ett felt, men viser et mangfold av bruksomrader. Mange viktige mat- og
jordbruksplanter som bomull, soya, mais og raps har blitt genmodifisert og gkt avlingene til
bgnder betraktelig. Bare fra 1996 til 2007 hadde den globale inntekten til bgndene steget med
44,1 billioner dollar som resultat av nye GM-sorter (Wang et al. 2011). Sterre avlinger har

igjen fart til mer mat og bidratt positivt til den globale sultproblematikken, selv om denne
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allikevel gker kontinuerlig. Nye teknikker som erstatter tradisjonell planteforedling gjer at
nye sorter kan oppsta fortere, der menneskeliv kan reddes i prosessen. Allikevel er det mange
aspekter som ma vurderes underveis, bade nar det gjelder fremstilling av sorten og
eksponering i naturen.

Andre bruksomrader hvor plantebioteknologien har utgjort en stor debatt er utvinningen av
biodrivstoff, som et svar pa en mer beerekraftig lgsning enn fossilt brennstoff. Det meste av
biodrivstoffet som brukes i dag er etanol fremstilt av mais, og i USA gar 25-30 % av
maisavlingene med til fremstillingen (Verma et al. 2010). Dette har gjort at prisgkningen pa
visse matvarer har steget i tillegg til en negativ innvirkning pa den globale matmangelen.
Sluttparadokset er at det er det pavist hgyere produksjon av klimagasser til atmosfaeren enn
ved bruk av fossilt brennstoff. Det er ved slike anledninger bioteknologien kan svikte tillitten
til allmennheten, i tillegg til & gke skepsisen. Allikevel er det mye som er vanskelig & forutsi
far det blir testet i praksis. P4 grunn av disse negative erfaringene er det testet nye og mer
lovende metoder, der etanol fremstilt fra cellulosen til kompost og andre planter som ikke
inngar i matplanteindustrien har pavist bedre resultater, med mindre utslipp til atmosfaeren
enn bade elektrisitet og hydrogen (Verma et al. 2010). Andre positive bruksomrader i
plantebioteknologien er blant annet i fremstillingen av medisiner, vaksiner og farmasgytiske
produkter, der planter blir omtalt som sakalte «grenne fabrikker». Planter har blitt brukt il
medisinske formal av mennesker i tusenvis av ar, men genetiske teknikker knyttet til moderne
bioteknologi far planter til & produsere spesifikke komponenter. Den store biomassen gjar det
gkonomisk rimeligere & fremstille f. eks industrielle proteiner til bruk i vaksiner enn andre
mer tradisjonelle metoder, jf. Bruk av bakterier. Forskjellige typer antibiotika har blir fremstilt
i blant annet tobakk, hvete, ris og soyabgnner i tillegg til humane proteiner som
veksthormoner, kollagen, koagulasjonshemmende protein etc. (Daniell et al. 2001a). Ved a
transformere genet av interesse inn i plantens kloroplastgenom kan det gi opp til 10 000
kopier per celle, som igjen utgjer 47 % av det totale opplaselige proteinet (Daniell et al.
2002).

Planter er en av de viktigste fornybare kildene vi har pa jorda, og utgjer en viktig rolle i
industrien, ved siden av a fg mennesker og dyr. Selv om GMO er mgtt med mye motstand og
skepsis har dét igjen sine positive sider. Det engasjerer flere, gjerne ufaglerte, til & opptjene
kunnskaper rundt store temaer som gkologi, biologi, botanikk, og politikk, der de gkonomiske
aspektene og nytteverdiene blir debattert og vurdert; hvem gagner det? Forskningen blir ngdt
til & tilpasse, eventuelt erstatte teknikkene ut i fra den allmenne responsen, der fokuset pa

biosikkerhet star aller hgyest, en grunnleggende sunn verdi.
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For julestjerneplanten som hverken inngar i mat eller for kan gjennombruddet for en ny GM-
sort uten antibiotikaresistens skje fortere. Siden julestjernen bare fungerer som en prydplante
kan ogsa flere land som stiller seg skeptiske anerkjenne den. En julestjerne «skreddersydd»
etter Kjgpernes kriterier, flettet sammen med bedre vilkar for produksjon, helse og miljg vil

forhapentligvis spre enda mer glede for enda flere i fremtiden.
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