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IZVLECEK

Proucevali smo odzivnost treh vrst izseCkov: internodijev, listnih pecljev (petiol) in listnih
diskov ter odstotek regeneracije pri sorti hmelja Aurora na treh gojis¢ih z razli¢no vsebnostjo
citokininov. Uspelo nam je dvigniti uspesnost regeneracije na gojiscu z visoko vsebnostjo
citokinina in s selekcijo odzivnejSega genotipa. Najvisji odstotek regeneracije (17,7 %) smo
dosegli z odzivnej$im genotipom Aurore na internodijih na gojigéu z 2iP (N°~(2-izopentenil)
adenin) 6 mg/I. Listni peclji so imeli najboljSo regeneracijo na istem gojiscu (8,6 %), vendar
so bili manj regenerativni kot internodiji. Listni diski so imeli najnizji odstotek regeneracije,
vendar je bila regeneracija najbolj uCinkovita na gojiscih z zeatin ribozidom 2 in 3mg/1(4,2%).

Kljuéne besede: hmelj, regeneracija, tkivna kultura, citokinin

REGENERATION EFFICIENCY OF DIFFERENT EXPLANT TYPES OF
HOP CV. AURORA

ABSTRACT

The regeneration capacity of different types of hop cv. Aurora explants (internodes, petioles
and leaf disks) on three media with different cytokinines contents was tested. We managed to
increase the regeneration efficiency on medium with a high cytokinin content and by the
selection of a more responsive genotype. The highest rate of regeneration of internodal
explants (17.7 %) was achieved with a more responsive genotype of cv. Aurora on medium
supplemented with 2iP (NG—(2—isopentenyI) adenine) 6 mg/l. A lower efficiency of
regeneration was observed with petioles as explants, with the best regeneration rate on the
same medium (8.6 %). Leaf disks were the least responsive, with the highest rate of explants
with shoots on medium with zeatin riboside 2 and 3 mg/1(4.2 %).
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1 uvobD

Ucinkovita in vitro regeneracija je osnovni predpogoj za genske transformacije. Hmelj je za
regeneracijo v tkivni kuturi tezavna rastlina in le omejeno stevilo avtorjev poroc¢a o ucinkoviti
regeneraciji hmelja, najveckrat preko oblikovanja kalusa na izseckih. Objavljeni so postopki
regeneracije bodisi pri divjih varietetah [1, 2], bodisi pri nekaj komercialnih sortah hmelja [9,
3,7, 6, 12, 8]. Direkino regeneracijo dveh ¢eskih kultivarjev hmelja sta dosegla Rakousky in
Matousek [11]. O izboljSanju regeneracije slovenskega kultivarja Aurora porocajo tudi Ferant
in sod. [5]. Razlicni izsecki (internodiji, listni peclji in listni diski) so bili razlicno odzivni,
najvecjo sposobnost regeneracije so imeli ve¢inoma internodiji in samo v enem primeru listni
peclji [2]. Najpogosteje proucevani rastni hormoni za indukcijo regeneracije so bili indol-3-
ocetna kislina (IAA), indole-3-maslena kislina (IBA), kinetin, 6-benzilaminopurin (BAP), zeatin
ter tidiazuron (TDZ). Citokinini so najbolj vplivali na sposobnost regeneracije [12]. Vrsta in
koncentracija uporabljenega citokinina je bila bistvena za organogeno sposobnost in vitro
gojenih tkiv tudi pri drugih rastlinskih vrstah [4]. Uspesnost regeneracije pri hmelju je mo¢no
odvisna od genotipa [6], zato je potrebno prilagoditi protokol regeneracije za vsako
sorto/kultivar posebe;j.

Z visoko koncentracijo citokinina v regeneracijskem gojiS¢u in selekcijo odzivnega genotipa
smo poskusali zvisati odstotek regeneracije pri najbolj razsirjeni slovenski sorti hmelja
Aurora, ki se je Ze v prejsnjih raziskavah izkazala za slabo regenerativno sorto z zelo nihajo¢im
odstotkom regeneracije [12, 5].

2 MATERIAL IN METODE

21 Rastlinski material

Uporabili smo rastline slovenske sorte hmelja Aurora iz kolekcije Instituta za hmeljarstvo in
pivovarstvo Slovenije. Poganjke hmelja smo gojili in vitro na mikropropagacijskem gojis¢u v
steklenih kozarckih [5]. Vsake 6-8 tednov smo narezali hmelj na izseCke z nodiji in jih
subkultivirali na sveze mikropropagacijsko gojisce in jih tako razmnozili. Rastline smo gajili v
rastni komori pri 16/8 h (svetloba/tema) fotoperiodi in temperaturi 24 + 1 °C ter osvetlitvi 40
pmolm®s”.

2.2 Regeneracija

Za ucinkovitost regeneracije smo uporabili tri tipe izseCkov: internodije, listne peclje in listne
diske sorte hmelja Aurora. Izsecke smo gojili v petrijevkah na treh razli¢nih gojis¢ih pod istimi
pogoji kot pri mikropropagaciji hmelja. GojiS¢a za regeneracijo so bila sestavljena kot je
opisano v Okada in sod. [10] z izjemo vsebnosti citokinina, ki je bil pri gojiséu A 2iP (N°~(2-
izopentenil) adenin) v koncentraciji 6 mg/I, pri gojis¢ih B in C pa zeatin ribozid v kon-
centracijah 2 oz. 3 mg/I. Frekvenco regeneracije smo ocenjevali v dvo tedenskih intervalih
do treh mesecev po inokulaciji izse¢kov. Na vsako gojis¢e smo inokulirali vsaj 100 izse¢kov
vsakega tipa in poskus vsaj dvakrat ponovili in izracunali skupni odstotek regeneracije. Kot
regenerativni izseCek smo upostevali tistega, ki je imel vsaj 1 cm velik regenerant oz.
regenerante.
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Regenerante smo nato prestavili na gojis¢e za izdolzevanje in koreninjenje poganjkov, enake
sestave kot gojis¢e za mikropropagacijo, le namesto citokinina BAP smo dodali avksin IBA
0,1 mg/I.

3 REZULTATI

Kalusno tkivo se je za¢elo formirati na koncih oz. reznih ploskvah internodijev v 8-10 dneh po
inokulaciji. Na listnih pecljih se je formiralo zelo veliko kalusnega tkiva, ve¢ kot na internodijih,
medtem ko je nallistnih diskih nastalo le malo kalusa ob robovih listne oz. rezne ploskve.

Prve organogene strukture - globule (slika 1a) so se zaCele pojavljati na kalusu ze po 10-14
dneh po inokulaciji in prvi regeneranti (slika 1b) Zze po 8 dneh po inokulaciji na gojis¢u B in C
ter po 20 dneh na gojis¢u A. Vecina regenerantov je nastala venem do dveh mesecih, najve¢
v petem tednu po inokulaciji (slika 2 in 3).

b

Slika 1: Regeneracija sorte hmelja Aurora na internodijin na gojis¢u A: a - organogene strukture na
kalusu; b -regeneranti na kalusu
Figure 1: Shoots of hop cv. Aurora emerging on internodal explants on medium A: a - organogenic

structures on callus; b - shoots on callus
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Slika 2: Regeneracija sorte hmelja Aurora na internodijih, listnih pecljih in listnih diskih na gojisc¢u A v
dvotedenskih intervalih

Figure 2: Regeneration of hop cv. Aurora from internodes, petioles and leaf disks explants on medium
Aintwo weeks intervals
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Slika 3: Regeneracija hmelja cv. Aurora na internodijih na gojis¢ih A, B in C v dvotedenskih intervalih
Figure 3: Regeneration of hop cv. Aurora from internodes on media A, B in C in two weeks intervals

Tri mesece po inokulaciji izseCkov na gojis¢ih za regeneracijo smo presteli samo tiste
izseCke, nakaterih so nastalivsaj 1 cm dolgi poganjki (preglednica 1).

Preglednica 1: Ucinkovitost regeneracije iz internodijev, listnih pecljev in listnih diskov sorte hmelja
Auroranarazli¢nih gojiscih

Table 1: Regeneration efficiency from internodes, petioles and leaf disks of hop cv. Aurora on
different culture media

Internodiji s poganjki* (%) Petiole s Listni diski s
Gojisce Genotip Ostali poganjki* (%) poganjki* (%)
RN/330 genotipi | genotip RN/330| genotip RN/330
A 17,7 11,1 8,6 3,7
B 5,8 2,9 0 4,2
C 7,2 4,2 7,3 4,2

* Upostevali smo samo izseCke z vsaj 1 cm velikimi poganjki

Ugotovili smo, da je specific¢en genotip Aurore, ki smo ga poimenovali RN/330, bolj odziven
kot preostali genotipi, saj smo dobili visje odstotke internodijev s poganjki na vseh gojis¢ih in
sicer 17,7 % na gojiS¢u A, 5,8 % na gojiSéu B in 7,2 % na gojiS¢u C (preglednica 1) v
primerjavi s preostalimi genotipi, ki so imeli 11,1 %, 2,9 % oz. 4,2 % regenerativnih
internodijev na gojis¢ih A, Boz. C.

Odstotek regeneracije pri listnih pecljih je bil najvisji 8,6 % na gojiscu A, 7,3 % na gojiséu C,
na gojiscu B paregenerantov ni bilo (preglednica 1). Regeneracija poganjkov na listnih diskih
je bilanajboljsa 4,2 % na gojis¢ih B in C, nekoliko nizja 3,7 % pana gojiSCu A.
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4 RAZPRAVA IN SKLEPI

Proucevali smo uspesnost regeneracije v tkivni kulturi sorte hmelja Aurora. Preizkusili smo
odzivnost treh vrst izseckov: internodijev, listnih pecljev in listnih diskov na treh gojisc¢ih z
razli¢no vsebnostjo citokininov (2iP 6 mg/I; zeatin ribozid 2 in 3 mg/I).

Regeneracija pri hmelju je mo¢no odvisna od genotipa [6], zato smo poskusali dvigniti
odstotek regeneracije s selekcijo odzivnejSega genotipa. Tudi drugi avtorji [1, 5] porocajo o
razlikah v regeneracijski sposobnosti med razlicnimi genotipi in o problemih stabilne
regeneracije. Sorta Aurora se je ze v prejSnjih raziskavah izkazala za slabo odzivno sorto [12]
z nizko regenerativno sposobnostjo. S predhodno regeneracijo in vitro iz internodijev
(podatki niso prikazani) nam je uspelo pridobiti odzivnejsi genotip (RN/330) Aurore, ki je
pokazal na vseh preizkusenih gojiscCih visji odstotek regeneracije kot preostali genotipi
Aurore. Pri odzivnejsem genotipu RN/330 je bila dosezena stabilna regeneracija, ki je zelo
malo variirala med ponovitvami, mediem ko je pri ostalih genotipih znotraj sorte Aurora
odstotek regeneracije zelo nihal. Najvisji odstotek regeneracije (17,7 % internodijev s
poganijki) smo dosegli na internodijih odzivnejSega genotipa na gojis¢u A z 2iP 6 mg/I v
primerjavi s preostalimi genotipi, ki so na istem gojiscu imeli le 11,1 % regeneracijo. Nas
najvisji odstotek regeneracije je visji od doslej objavljenih rezultatov pri sorti Aurora. Ferant in
sod. [5] porocajo o najboljsi regeneraciji (12,5 %) pri Aurori na gojiséu z dodatkom 3,5 mg/I|
citokinina BAP. Sustar-Vozli¢ in sod. [12] so dosegli enak najvisji odstotek regeneriranih
izse¢kov (12,5 %) na gojisSéu z dodatkom 5 mg/I kinetina. Oboji poro¢ajo, da so najbolj
odzivni tip izseckov internodiji, medtem ko so bili listni peclji manj odzivni, listi pa sploh ne.
Tudi vecina drugih avtorjev poroca o internodijih kot najprimernejsih izseckih za regeneracijo
[11, 1,6, 12, 8]. V nasem primeru so imeli listni peclji najboljSo regeneracijo (8,6 %) na istem
gojiscéu kot internodiji (gojis¢e Az 2iP 6 mg/I), vendar so bili manj regenerativni kot internodiji
(17,7 %). Listni diski so imeli najnizji odstotek regeneracije, vendar je bila regeneracija najbolj
ucinkovita na gojis¢ih z zeatin ribozidom 2 in 3 mg/I (4,2 %). Listni peclji so bili najbolj
regenerativni pri varieteti hmelja Eroica [2], nih¢e pa ne poro¢a o uspesni regeneraciji iz
listnih diskov.

Rezultati nase studije nam bodo sluzili kot osnova za novejse biotehnoloske metode vnosa
genov z namenom izboljSati agronomsko pomembne lastnosti (npr. odpornost na bolezni) v
najbolj razsirjeno slovensko sorto hmelja.
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