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Korvuti klassikaliste sordiaretusmeetoditega on viimastel aastakiimnetel kasutusele voetud meetodid, mille
varal on vdimalik aretatavasse taime viia vajalikku tunnust kodeerivaid vodrgeene. Vektorina kasutatakse kas
bioloogilisi objekte — baktereid — voi fliiisikalisi meetodeid.

Voorgeenide bioloogiliste iilekandjatena kasutatakse enamikus kahte patogeenset bakterit — Agrobacterium
tumefaciens’i ja A. rhizogenes’t. Esimene bakter kutsub esile kalluste moodustumise nakatunud kudedel, teine
transgeensete, nn. karvjuurte tekke. Kummastki kasvajatiilibist vdib regenereerida taimed, mis kannavad endas
bakteri T-DNA-d. Kalluste taolisest kasvajast saadakse tihti kimddrsed taimed, st. taimed, milles osa rakke
kannab bakteri T-DNA-d ja on seega transgeensed, teine osa rakke ei ole transgeensed. Pohjus on selles, et
transgeensed kiirestipaljunevad rakud avaldavad oma metaboliitide kaudu toimet ka kdrvalasuvatele
normaalsetele rakkudele ja need hakkavad kiiresti paljunema (Hénisch ten Cate, Sree Ramulu, 1987; Christey,
1997).

Karvjuur kasvab koe nakatamisel A. rhizogenes’ega vélja iihest rakust. Karvjuure rakud kaotavad kontakti
normaalsete rakkudega. Seetdttu ei ole karvjuured kiméérsed ja kindlast karvjuurekloonist regenereeritud taimed
on suhteliselt lihesuguste omadustega (Christey, 1997).

EBI organkultuuride laboris piiiitakse leida vdimalusi transgeensete kartulisortide saamiseks, kasutades
vektorina Agrobacterium rhizogenes’t. Eri uurijate t66d niitavad, et kaugeltki ei ole veel selged transgeensete
juurte endi saamise moodused.

Materjal ja metoodika

Karvjuurte tekitamiseks kasutati 4. rhizogenes’e agropiintiive 9402 (plasmiid pRi 1855), milles esineb kaks
iseseisvat T-DNA-d. TL-DNA kodeerib karvjuurte fenotiiiipi ja kasvuainete autotroofiat, TR-DNA agropiini ja
mannopiini siinteesi. Bakterit hoiti YMB so6tmel (Mugnier, 1988) +25 °C juures pimedas. Bakterikultuur
sdilitati —10 °C juures kiilmutis. Transformeerimiseks kasutati YMB vedels6otmel 26 °C juures loksutil
kasvatatud bakterisuspensiooni, mis lahjendati MS (Murashige, Skoog, 1962) vedelas toitesegus. Lahjendatud
bakterisuspensioonis loksutati lehe v3i vorseeksplantaate 30 minutit. Seejdrel eksplantaadid kuivatati steriilsel
filterpaberil ja asetati MS+Claforan toitesodtmetele ning kultiveeriti valgustatud fiitotronis.

Igalt karvjuuri moodustanud eksplantaadilt valiti vélja kdige kiiremini kasvav juurekloon. Juurekloonid
kultiveeriti MS vedelal Claforaniga (200 mg/l) s66tmel vdhemalt 6 jirjestikuse iimberistutuse jooksul (kolme
nédala tagant). Bakteri olemasolu karvjuurekloonides kontrolliti karvjuure kultiveerimisega YMB so6tmel.

Juuri, nii transgeenseid kui ka mittetransgeenseid (kontroll), kasvatati vedelal MS sd6tmel rotatsioonloksutil
(90 pdoret minutis ) +25 °C juures.

Transformatsiooniks kasutati nelja nddala vanuste taimede lehe- ja vOrse sdolmevahede eksplantaate.
Karvjuured indutseeriti kiimnel kartulisordil. Kartulitaimed kasvatati steriilselt MS ilma kasvuaineteta s66tmetel
fiitotronis 16-tunnise péevapikkuse 21+1 °C juures. Valgustugevus fiitotronis oli 1000 luksi.

Katsetulemused

Vanusekatses kasutasime kartulisorti ‘Sarme’, mis oli katseklaasis kasvanud viis nidalat ning moodustanud
7-8 solmevahet. Kdige noorema sdlmevaheldigu eraldasime taime iilemisest sGlmevahest, keskmise vanusega
16igu saime 3...4 sdlmevahest ning kdige vanem 1dik oli taime alumine sdlmevahe. Katsetulemustest selgus, et
kdige paremini nakatusid iilemised e. kdige nooremad sdlmevaheldigud, 30st eksplantaadist nakatusid 28 16iku
(93,3%). Viikseim juurte moodustumise protsent, vaid 33,3, oli koige vanematel sdlmevaheldikudel.
Kolmekiimnest keskmisest vorseldigust nakatus kakskiimmend (66,7%). Vanusekatse tulemused néitasid selgelt,
et taimede nakatamisel Agrobacterium rhizogenes’ega tuleks arvesse votta ka eraldatava taimeeksplantaadi
vanust (tabel 1). Nakatamise efektiivsuse parandamiseks tuleks eelistada nooremaid sdlmevaheldikusid.
Oletetakse, et selle pohjuseks on suurem kasvuainete, eriti auksiinide siinteesi intensiivsus nooremates kudedes
(Vries-Uijtewaal jt., 1989).
Tabel 1. Karvjuurte moodustumine sordi ‘Sarme’ sGlmevaheeksplantaatidel olenevalt eksplantaadi vanusest
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Table 1. Formation of hairy roots on internode explants (cv. ‘Sarme’) depending of explant age

Juurte moodustumise %

Solmevahe / Internode E/N Root formation %
Ulemine / Upper 30/28 93,3
Keskmine / Middle 30/20 66,7
Alumine / Lower 30/10 33,3

Kartuli solmevaheldoikude nakatuskatses oli 9 kartulisorti ning lehe nakatuskatses 10 Kkartulisorti.
Kontrollvorseid ja -lehti, mida ei nakatatud, oli kummaski katses igast sordist 30. Taime nakatumise feno-
tiiiibiliseks niitajaks on rohke juurestiku moodustumine ja tema piiramatu kasv. Vastavalt sellele loendasime
katses nakatunud taimede arvu ja grupeerisime iihel eksplantaadil tekkinud juurte arvu nelja gruppi.

Uldiselt nakatusid kartuli lehed paremini kui vdrsed. Nakatamata e. kontroll-lehtede juurte moodustumise
sagedus oli samuti kdrgem kui nakatamata vdrsete puhul. Korge juurte moodustamise protsent kontroll-lehtedel
oli sordil ‘Sarme’ ja Solanum andigenum’il (‘Sarme’ 96,7%, Solanum andigenum 76,7%). Kontrollvorsetest
ainukesena tekkisid juured samuti sordil ‘Sarme’. Kontroll-lehtede juurte arv sordil ‘Sarme’ oli kdige suurem
vahemikus 5-10 juurt ning 4 lehel oli juuri tekkinud rohkem kui 20. See viitab sordi ‘Sarme’ genotiiiibi heale
juurtemoodustumisvdimele. Juured tekkisid veel vdhesel méddral kontroll-lehtedel sortidel ‘Agra’ (26%), ja
‘Jogeva kollane’(3,3%). Juurte arv iihe eksplantaadi kohta oli neil sortidel alla 5. Ulejiinud nakatamata lehtedel
ja vorsetel juuri ei tekkinud.

Tabel 2. Karvjuurte moodustumine kartuli leheeksplantaatidel (E=eksplantaatide arv, N=nakatunud
eksplantaadid, J=juuri moodustanud eksplantaadid)

Table 2. Root formation on potato leaf explants (E=number of explants, N=infected explants, J=root forming
explants)

Nakatatud / Inoculated Nakatamata / Non-inoculated
Sort E/N Juurte Juurte arv E/] Juurte Juurte arv

Cultivar moodus- Number of roots moodus- Number of roots

tumise % tumise %

Root Root
formation Sformation
% %
<5 5-10 10-20 >20 <5 5-10  >20
‘Mats’ 30/11 36,7 10 1 0 0 30/0 0 0 0 0
“Vigri’ 30/27 90 20 7 0 0 30/0 0 0 0 0
‘Agra’ 30/28 93,3 3 7 14 4 30/8 36 9 0 0
‘J. kollane’ 30/27 90 8 2 17 0 30/1 33 1 0 0
‘Ants’ 30/28 93,3 2 9 17 0 30/0 0 0 0 0
‘Congo’ 30/18 60 6 0 12 0 30/0 0 0 0 0
‘Sulev’ 30/29 96,7 1 2 26 0 30/0 0 0 0 0
‘Sarme’ 30/30 100 0 0 13 17  30/29 96,7 9 16 4
‘Ando’ 39/25 83,3 18 2 5 0 30/0 0 0 0 0
Solanum 30/30 100 2 6 21 1 30/23 76,7 11 10 1
andigenum.

Kbige rohkem erineb nakatumise protsent lehtede ja vorsete vahel sortidel ‘Agra’ (vOrsed 3,3%; lehed
93,3%) ja ‘Vigri’ (sdlmevahed 6,7%; lehed 90%). Madal vorsete nakatumise protsent oli samuti sortidel ‘Ants’
(23,3%), ‘Jogeva kollane’ (13,3%) ja ‘Sulev’ (40%) (tabelid 2 ja 3). Koigi nende sortide leheeksplantaadid
nakatusid aga ligikaudu 90% ja iile selle. Eelnimetatud sortide juurte arvulised tulemused on kdige suuremad
grupis 10-20 juurt. Uhtlase tulemuse nii sdlmevahede kui ka lehtede nakatamisel andis sort ‘Congo’ (vorsed
50%; lehed 60%). Sort ‘Mats’, mis ei nakatunud vorsete puhul iildse ning mille lehtede nakatamisel oli juurte
moodustumise sagedus kdige madalam (vaid 36,7%), voib lugeda tiheks niiteks, kus nakatumine soltub eelkdige
nii sordi genotiiiibist kui ka kasutatud eksplantaadist. Sordil ‘Mats’ tekkinud juurte arvu néditaja viitab samuti
madalale nakatumisvdimele (10 leheeksplantaadil tekkis alla 5 juure ning vaid iihel lehel oli juurte arv 5—10 juure
vahel). Sordil “Vigri’, mis nakatus lehtede korral 90%, olid juurte arvulised niitajad siiski madalad (alla 5 juure
tekkis 20 leheeksplantaadil ning 5—10 juurt 7 lehel).
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Enamikus kasutatakse nakatamiseks kartulitaime eksplantaatidena just pungata sdlmevaheldike (Dobigny et
al., 1995, 1996). Nagu eelnevast selgub, ei pruugi kdikide kartulisortide juures karvjuuri sdlmevaheldikudest
saada, kuid sdlmevaheldikude kasutamine karvjuurte saamiseks on tunduvalt 6konoomsem kui leheeksplantaatide
kasutamisel. Enamikul kartulisortidest ei moodustu nakatamata sdlmevaheldikude eksplantaatidel juuri (tabel 2),
mille tottu vdheneb juure transgeensuse kontrolli vajadus. Sordil ‘Mats’ moodustunud karvjuured kasvasid
vorreldes teistel sortidel moodustunud karvjuurtega viga kehvalt.

Katseandmete pohjal voib jéreldada, et kartulisortide nakatumine Agrobakterium rhizogenes’ega sdltub
taime genotiiiibist, taime vanusest ja eksplantaadist (kas on tegemist lehe vdi sdlmevaheldiguga). Sordid, mis olid
hésti nakatunud, andsid ka iihe eksplantaadi kohta rohkem karvjuuri. Ka karvjuurte pikkus oli suurem neil
kartulisortidel, mille juurte moodustumise protsent ja juurte arvu niitajad olid suuremad (karvjuurte
pikkusandmed on siinses t60s vélja toomata).

Pracguseks on regenereeritud karvjuurtest esimesed transgeensed Kkartulitaimed sortidest ‘Sarme’ ja
‘Congo’. Karvjuuri regenereeriti MS so6tmel, kuhu oli lisatud taime kasvuhormoone ja erineva
kontsentratsiooniga sahharoosi.

Tabel 3. Karvjuurte moodustumine kartuli s6lmevaheeksplantaatidel (E=eksplantaatide arv, N=nakatunud
eksplantaadid, J=juurdunud eksplantaadid)

Table 3. Root formation on potato stem internode explants (E=number of explants, N=infected explants, J=root
forming explants)

Nakatatud / Inoculated Nakatamata / Non-inoculated
Sort E/N Juurte moodus- Juurte arv E/J Juurte Juurte
Cultivar tumise % Number of roots moodustu- arv
Root mise % Number
formation Root of roots
% Sformation
%
<5 5-10 >20 <5
‘Mats’ 30/0 0 0 0 0 30/0 0
“Vigri’ 30/2 6,7 2 0 0 30/0 0 0
‘Agra’ 30/1 33 1 0 0 30/0 0 0
‘Jogeva kollane’ 30/4 13,3 4 0 0 30/0 0 0
‘Olev’ 30/15 50 5 10 0 30/0 0 0
‘Ants’ 30/7 23,3 6 1 0 30/0 0 0
‘Congo’ 30/15 50 8 6 1 30/0 0 0
‘Sulev’ 30/12 40 4 8 0 30/0 0 0
‘Sarme’ 30/20 66,7 0 15 5 30/6 20 2
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Formation of Transgenic Roots on Potato Explants
J. Lokk, R. Vardja, T. Vardja, A. Pae
Summary
The induction of transgenic roots depends on the type of potato cultuvars,and the type and age of explants

used for inoculation with A. rhizogenes. Thus the stem internode of cv. ‘Mats’ did not produce hairy roots.
Unusually stem and leaf explants of some potato cultivars gave normal roots.
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