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Z metodama cDNA-mikromreze in PCR v realnem ¢asu smo ugotavljali razli¢no
izrazanje genov krompirja (Solanum tuberosum L.) na okuzbo s krompirjevim
virusom Y'Y pri sorti krompirja ‘Igor’, ki je na virus ob&utljiva, in na virus
odporni sorti ‘Sante’. Izrazanje smo primerjali med slepo inokuliranimi in z
virusom okuzenimi rastlinami, v zgodnjem odgovoru na okuzbo, 30 minut in 12 ur
po inokulaciji, v treh bioloskih ponovitvah. Vzorce komplementarne cDNA,
prepisane iz celokupne RNA, smo hibridizirali na cDNA-mikromreze s cDNA
krompirja (TIGR) in hibridizirano cDNA oznacili z dendrimeri fluorescen¢nih
barvil. Po opti¢nem branju in predpripravi podatkov, ki je vkljuevala kontrolo
kvalitete, normalizacijo in filtriranje, smo podatke analizirali s statisticnima
testoma t-test in ANOVA. Geni, ki so bili po okuZzbi razli¢no izrazeni, so vkljuceni
v odgovor na stres, obrambne procese, izrazanje genov, sintezo proteinov ali pa
njihova funkcija ni poznana. Z metodo PCR v realnem casu smo ugotavljali
izrazanje 9 genov: 5 proteinov vrocinskega Soka, dveh s patogenezo povezanih
proteinov in dveh proteinaznih inhibitorjev, kar je potrdilo njihovo vlogo v odzivu
na okuzbo z virusi. Rezultati obeh metod so se v primeru genov, ki so se mo¢no
odzivali na okuzbo, ujemali. Poleg ugotavljanja izrazanja genov, smo optimizirali
nekatere postopke, potrebne za pripravo cDNA (razgradnjo genomske DNA in
obratno prepisovanje) ter prilagodili analizo podatkov tako, da smo upostevali ¢im
ve€ vzrokov variabilnosti.
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Doctoral Dissertation
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Differential gene expression in early response of potato (Solanum tuberosum L.)
plants to potato virus YN infection was studied using cDNA-microarrays and
real-time PCR. Expression in two potato cultivar, a susceptible cv. Igor and
resistant cv. Sante, 30 minutes and 12 hours after virus inoculation was compared
between mock inoculated and virus infected plants, in three biological replicates.
Samples of complementary cDNA, reverse transcribed from DNAse-digested total
RNA, were hybridized to cDNA-microarrays containing potato clone cDNAs.
Hybridized cDNA was labeled with dendrimers of fluorescent dyes. After scanning
and data preparation that included quality control, normalization and gene filtering,
data was analyzed using t-test and ANOVA. Genes that were differentially
expressed following virus infection were involved in stress and defense responses,
gene expression, and protein synthesis or were of unknown function. Real-time
PCR was used to monitor the expression of nine genes: 5 genes for heat shock
proteins two genes for pathogenesis-related proteins and two genes for proteinase
inhibitors. In the case of genes that responded strongly to virus infection, the results
of expression obtained by both methods were in accordance. Additionally, the
procedure for cDNA preparation (DNAse digestion and reverse transcription) and
data analysis were optimized.
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SEZNAM OKRAJSAV

18S 18 S rRNA

A intenziteta signala na mikromrezi: log, polovice produkta intenzitete barvila
Cy3 in Cy5

ACCOx aminociklopropan oksidaza

AFLP raznolikost dolzin pomnoZzenih delov

ANOVA analiza variance (analysis of variance)

AP PCR verizna reakcija s polimerazo z naklju¢nimi zacetnimi oligonukleotidi

Archive komplet High-Capacity cDNA Archive Kit

bp bazni par

BSA goveji serumski albumin

CaMV virus mozaika cvetace (Cauliflower mosaic virus)

catl katalaza 1

cDNA komplementarna DNA (complementary DNA)

CMV virus mozaika kumar (Cucumber mosaic virus)

CP PVYN™  plaséni protein PVYN™

Ct cikel PCR v realnem casu, kjer fluorescenca preseze nastavljeni prag
(treshold cycle)

Cy3 fluorescencno barvilo cyanine3

Cy5 fluorescenc¢no barvilo cyanine5

Da dalton, enota za molekulsko maso

dATP 2'-deoksiadenozin trifosfat

ddH,O dvakrat destilirana voda

DEPC dietil pirokarbonat

DNA deoksiribonukleinska kislina

DNaza deoksiribonukleaza

dNTP 2'-deoksinukleozid trifosfat

DTT ditiotreitol (treo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol)

E ucinkovitost pomnozevanja v reakciji PCR v realnem ¢asu

EDTA etilendiamonotetraocetna kislina

ef-1 elongacijski faktor 1

ELISA encimsko imunska metoda

EST izrazene oznake zaporedij (expressed sequence tags)

FAM 6-karboksi-fluorescein

G signal barvila Cy3

GAL seznam podatkov o naneseni cDNA na mikromrezi (Genepix Allocation
List)

Gb signal ozadja barvila Cy3

gDNA genomska DNA

GeneAmp

komplet GeneAmp® RNA PCR Kit
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Gf

HR
Hsp70 1
Hsp70 2
Hsp90
Hsp
Hsp40
INSV
JA

luc

MGB
MP
mRNA
NADP
NADPH
PCPI
PCR

pH

PI

pin 11
PI-TRS
PLRV
PopMV
PR-1
PR-10
PR-protein
PSbMV

PTGS
PTNRD
puf
PVY
PVYNTN
PVY?
PVX
Rb

Rf
RNA

signal barvila Cy3

preobcutljivostna reakcija (hypersensitive reaction)

protein vroc¢inskega Soka 70, homologen Hsp 70 riza

protein vro¢inskega Soka 70, homologen Hsp 70 paradiznika
protein vroc¢inskega Soka 90

protein vro¢inskega Soka

protein vroc¢inskega Soka 40 (Dnal)

virus nekroti¢ne pegavosti vodenke (Impatiens necrotic spot virus)
jasmonska kislina

luciferaza

enota za molarnost, mol/l

log, razmerja med jakostjo signala dveh barvil na mikromrezi ali log,
razmerja izraZzanja genov med slepo inokuliranimi in okuzenimi rastlinami

molekula, ki se veze na DNA (minor groove binder)

gibalni proteini

informacijska RNA (messenger RNA)
nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

reducirana oblika nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata

krompirjev cisteinski proteinazni inhibitor

verizna reakcija s polimerazo

negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov

inhibitor proteinaz
proteinazni inhibitor krompirja skupine I1
proteinazni inhibitor TR-8

virus zvijanja listov krompirja (Potato leafroll virus)

virus mozaika topola (Poplar mosaic virus)

s patogenezo povezan protein 1

s patogenezo povezan protein 10 (STH2)

s patogenostjo povezan protein (pathogenesis related protein)

virus mozaika graha, ki se prenasa s semenom (Pea seed-borne mosaic
Virus)

Post-transkripcijsko utiSanje genov (post-transcriptional gene silencing)
obrockasta nekroza gomoljev krompirja (potato tuber necrosis disease)
protein z neznano vlogo [24/76]

krompirjev virus Y (Potato virus Y)

nekroticni razlicek krompirjevega virusa Y (Potato virus )
krompirjev virus Y° (Potato e Virus)

krompirjev virusu X (Tobacco virus X)

signal ozadja barvila Cy5

signal barvila Cy5

ribonukleinska kislina
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ROS
ROX
rRNA
RT
RT-PCR
SA
SAGE
SAR
SD
SDS
sHsp
SSC
StGI

SYNV
TAE
TAMRA
TC

TE

TF
TEV
Tm
TMV
Tris
TuMV
TVMV
UMM
uv

reaktivne kisikove zvrsti (reactive oxygen species)
6-karboksi-X-rodamin

ribosomska ribonukleinska kislina

obratno prepisovanje (reverse transcription)

obratna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo

salicilna kislina

zaporedna analiza izrazanja genov (serial analysis of gene expression)
sistemsko pridobljena odpornost (systemic acquired resistance)
standardna deviacija

natrijev dodecil sulfat

mali protein vro¢inskega Soka

raztopina natrijevega klorida in natrijevega citrata

baza podatkov nukleotidnih zaporedij EST krompirja (TIGR Solanum
tuberosum Gene index)

virus rumene zamrezenosti Skrbinke (Sonchus yellow net virus)
raztopina Trisa, acetata in EDTA
6-karboksi-tetrametilrodamin

verjetno skupno zaporedje (tentative consensous sequence)
raztopina Trisa in EDTA

transkripcijski faktor (transcription factor)

virus jedkanja tobaka (Tobacco etch virus)

temperatura, pri kateri se verigi DNA razpreta (melting temeparture)
virus mozaika tobaka (Tobacco mosaic virus)
2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol

virus mozaika repe (Turnip mosaic virus)

virus zilne marogavosti tobaka (Tobacco vein mottling virus)
reagent Universal PCR Master Mix za PCR v realnem ¢asu
ultravijoli¢no
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Standardne kratice za nukleotide

adenin
citozin
gvanin
timin

cHOQO»

uracil

Gali A
CaliT
AaliC
GaliT
GaliC
AaliT

LV RZ <R

AaliCaliT
GaliTaliC
GaliCali A
GaliAali T
A,C,Gali T

Z O < wXZ
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1 UVOD

Rastline se v naravi srecujejo z vrsto dejavnikov iz okolja, vklju¢no z napadi virusov,
bakterij, gliv in drugih povzrociteljev bolezni. Zaradi mehanske bariere, ki jo predstavlja
celi¢na stena, rastline ne morejo imeti specializiranih obrambnih celic, zato mora biti vsaka
celica sposobna odziva na povzrocitelja bolezni. Posledica tega je, da so rastline odporne
proti ve€ini povzrociteljev bolezni. Dejansko obstaja malo »kompatibilnih« parov, pri
katerih napad povzrocitelja bolezni vodi v nastanek bolezenskih znakov. Vendar tudi pri
obcutljivih vrstah rastlin najdemo posamezne odporne sorte (Ebel in Mithofer, 1998).

Poznavanje odnosa med rastlinami in povzrocitelji bolezni je Ze dolgo predmet obseznih
raziskav, kajti le razumevanje tega odnosa omogoca iskanje ustreznih resitev za zascito
rastlin pred povzrocitelji bolezni. Kljub temu, da je bilo objavljenih Ze veliko raziskav s
tega podrocja (veCinoma pri navadnem repnjakovcu), odgovor rastlin na napad
povzrociteljev bolezni Se vedno ni v celoti pojasnjen (Ramonell in Somerville, 2002).
Razlog za to je velika kompleksnost odnosa rastlina - povzrocitelj bolezni.

Vpliv virusne okuzbe na rastlino, zgodnje rumenenje listov pri konjski grivi (Eupatorium
makinoi), ki ga je povzrocila okuzba z virusom, je bil opisan ze v japonski pesnitvi iz 8.
stoletja (Saunders in sod. 2003). Kljub zgodnjemu zavedanju problematike pa je interakcija
rastlina — virus precej slabSe poznana kot interakcije z bakterijami ali glivami.

Krompirjev virus YN (PVYN™), ki povzroda obrotkasto nekrozo gomoljev krompirja
(Solanum tuberosum), je razsirjen po celi Evropi ter v mnogih drugih drzavah po svetu.
Pridelek zmanjSuje bolj kot ostali virusi, pri obcutljivih sortah pa vpliva tudi na kakovost
pridelka. Za bolezen so dovzetne skoraj vse sorte krompirja. Ker se bolezen prenasa z
listnimi us$mi, je tudi Sirjenje zelo hitro in ga je tezko ustaviti (Kus, 1994).

Dosedanje raziskave so pokazale, da so razlicne sorte krompirja razlicno obcutljive na
PVY"™, vendar mehanizemi, ki privedejo do razlik v ob&utljivosti, niso natan¢no
poznani. Med najbolj obcutljive sorte sodi neko¢ zelo priljubljena slovenska sorta ‘Igor’,
pri kateri okuzba z virusom povzroCi razvoj izrazitih bolezenskih znamenj, tako na
poganjkih kot na gomoljih (Kus, 1995). Pri odporni sorti ‘Sante’ odpornost izvira iz divje
vrste krompirja Solanum stoloniferum.

Interakcija krompirja s PVY™'™ je zelo dobro raziskana na morfoloskem in biokemijskem

nivoju, ni pa Se popolnoma razjasnjeno, kakSne so spremembe na nivoju izrazanja genov,
ki privedejo do opazenih sprememb. Posebej zanimivo je ugotavljanje morebitnih razlik na
nivoju izrazanja genov med obcutljivimi in odpornimi sortami v zgodnjem odgovoru
rastline na okuzbo z virusom, saj gre tu v vecji meri za odgovor rastline na okuzbo in ne na
posledice okuzbe.

Mikromreze so med najbolj zmogljivimi metodami za ugotavljanje izrazanja genov.
Rezultati pridobljeni s to metodo, lahko v kombinaciji z metodo verizne reakcije s
polimerazo (PCR) v realnem casu, katera je sicer manj zmogljiva, a bolj natan¢na, lahko
omogocijo natancnejsi vpogled v interakcijo virus — rastlina.

Namen doktorskega dela je bil poglobiti razumevanje odgovora rastlin na okuzbo z
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virusom. V ta namen smo ugotavljali razlike v izrazanju genov v zgodnjem odgovoru dveh
razli¢no obéutljivih sort krompirja na okuzbo s PVY™'™. Hkrati smo razvili postopek, ki je
omogocal pripravo kakovostne cDNA iz vzorcev rastlin krompirja in analizo cDNA z
metodama PCR v realnem ¢asu in mikromreze ter optimizirali analizo podatkov, dobljenih
z obema metodama.

1.1 CILJI DOKTORSKE NALOGE

e Ugotavljanje razlik v izrazanju genov pri dveh sortah krompirja, ki sta razli¢no
ob¢utljivi na PVY™™, v zgodnjem odgovoru na okuzbo

o Studij profila izrazanja genov z metodo mikromrez,

o spremljanje izrazanja izbranih genov (s patogenezo povezani proteini,
proteinazni inhibitorji in proteini vroCinskega Soka) z metodo PCR v
realnem casu.

e Uvedba in optimizacija metod za ucinkovito in ponovljivo pripravo vzorcev za
analizo z mikromrezami in PCR v realnem casu.

e Razvoj metod za natancno in statisticno zanesljivo analizo podatkov, pridobljeno z
obema metodama.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ODGOVOR RASTLIN NA OKUZBO

Rastline so v naravnem okolji stalno izpostavljene Stevilnim povzrociteljem bolezni. Kljub
temu redko pride do razvoja bolezni, saj so rastline razvile Stevilne obrambne mehanizme,
s katerimi povzrocitelje bolezni prepoznavajo in se pred njimi branijo. Po drugi strani pa se
tudi povzrocitelji rastlinskih bolezni v procesu koevolucije prilagajajo, tako da lahko
obidejo obrambni odgovor rastline (Mysore in Ryu, 2004).

Razumevanje odgovora rastlin na napad povzrocitelja bolezni je v zadnjih letih zelo
napredovalo, saj so napredovale tudi metode raziskovanja v celi¢ni biologiji, biokemiji,
molekularni biologiji in genetiki. Vedno bolj o€itno postaja, da je obramba pred
povzrocitelji bolezni v rastlinah funkcionalno, prostorsko in ¢asovno zelo zapletena.
Funkcionalna kompleksnost se za¢ne z zunanjimi signali, ki jih tvorijo povzrocitelji
bolezni, nadaljuje se z zaznavanjem signalov in njihovim prenosom, kar kon¢no vodi v
obsezno spreminjanje celicnega metabolizma, vklju¢no z velikimi spremembami izrazanja
genov. Prostorska organizacija teh sprememb je prav tako zelo zapletena in vpliva na
znotrajcelicno porazdelitev na razli€ne organele, prezivetje celic in nenazadnje tudi na
tkivo, ki obdaja mesto okuzbe. Visoka dinamicnost odgovora na napad povzrocitelja
bolezni predstavlja Se dodatno, ¢asovno kompleksnost procesov (Somssich in Hahlbrock,
1998). Regulacija procesov se dogaja na dveh nivojih: na nivoju regulacije delovanja
obstojecih encimov in na nivoju transkripcijske regulacije (Buckhout in Thimm, 2003).

Od hitrosti in obsega odgovora rastline je odvisen izid interakcije rastline s povzro€iteljem
bolezni (Benhamou in sod., 1996). Ta je lahko kompatibilna ali nekompatibilna. Pri
nekompatibilni interakciji se pogosto razvijejo toCkaste nekroze, ki onemogocajo ali vsaj
zavirajo Sirjenje povzrocitelja bolezni (Hinrichs-Berger in sod., 1999). Pri kompatibilni
interakciji pa pogosto pride do razvoja bolezenskih znamenj, kar je posledica sposobnosti
povzroéitelja bolezni, da obide gostiteljeve obrambne odgovore. Ceprav v kompatibilni
interakciji gostiteljeva obramba ni ucinkovita, je odgovor na povzrocitelja bolezni prisoten
in prav tako kot pri nekompatibilni reakciji kompleksen (Maule in sod., 2000), vendar pa
gre verjetno za preSibak ali prepozen odgovor, da bi preprecil razvoj bolezenskih znamenj
(Talarczyk in Henning, 2001).
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2.1.1 Obrambni odgovor rastline

Napad povzrocitelja bolezni lahko v rastlini sprozi obrambni odgovor, ki je zelo
kompleksen in v katerega je vpletena vrsta signalnih poti, ki so med seboj prepletene (slika

).

CFBD CFED

CELIENA zamrezenje proteinoy
STENA f H,0, *celicne stens ze ““*-3\ Q‘
+Fe2* lignifikacija

signali

a
" OH “peroksidacija lipidoy OGA R k
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C aktivirani transkripcijski faktorji D]
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Slika 1: Kompleksnost signalnih poti, ki omogocajo aktivacijo obrambnih odgovorov (Hammond-Kosack in
Jones, 1996).

Prikazane so znane komponente in signalne poti (oznacene z modro) in tiste, za katere predvidevamo, da so
del obrambnega odgovora (oznacene z rdeco), komponente in signalne poti, ki jih inducija JA (oznacene z
zeleno) in tiste, ki omogocajo zascito rastlinske celice (oznacene z vijoli¢no); (+) - pozitivna interakcija, (-) -
negativna interakcija, ACC-oksidaza - 1-aminociklopropan-1-karboksilat-oksidaza, APaza - askorbat-
peroksidaza, BA - benzojska kislina; BAG - glukozna skupina BA; BA2H - BA-2-hidroksilaza; CA - cimetna
kislina; CHS - halkon-sintaza; EFE- encim za tvorbo etilena; HO2" - radikal hidroperoksida; HPDaza -
hidroksiperoksid-dehidraza; GP - glutation-peroksidaza; GST - glutation-S-transferaza; JA - jasmonska
kislina; k - kinaza; LOX - lipoksigenaza; O2" - superoksidni anion; OH" - hidroksilni radikal; OGA in OGA-
R - oligogalakturonidni fragment in receptor; p - fosfataza; PAL - fenialanin/amunium liaza; PGaze -
poligalakturonaze; PGIPS - inhibitorji poligalakturonske kisline; Phe - fenilalanin; PR - s patogenostjo
povezani; Rp - receptorji; SA in SAG - salicilna kislina in glukozid-SA; SA* - radikal SA; SOD —
superoksid-dismutaza

Figure 1: Complexity of signalling events controling activation of defense responses (Hammond-Kosack and
Jones, 1996).

Obrambni odgovor rastline sprozi neposredna ali posredna interakcija med produktom R
gena rastline in produktom Avr gena povzroCitelja bolezni. Odgovor je lahko
preobcutljivostna reakcija (HR), ki vodi v programirano celicno smrt, oksidativni stres,
povisan nivo kalcija, fosforilacija proteinov ali sinteza s patogenostjo povezanih proteinov
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(Birch in Kamoun, 2000).

NajzgodnejSi odziv rastline na povzrocCitelja bolezni se dogaja na mestu vdora
povzrocitelja bolezni. Takoj po prepoznavanju povzrocitelja, se v rastlini sprozi kaskada
sprememb, ki vkljucuje sintezo reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), tok ionov, spremembo
organizacije citoskeleta, fosforilacijo in defosforilacijo proteinov, sintezo duSikovega
oksida in aktivacijo transkripcijskih faktorjev (TF), v nekaterih primerih tudi indukcijo
programirane celiéne smrti. Vse omenjene zgodnje spremembe so neodvisne od
prepisovanja in temeljijo na aktivaciji encimov in drugih kemijskih reakcijah (Talarczyk in
Hennig, 2001).

v obrambnem odgovoru rastline na napad povzrocitelja bolezni ima oksidativni stres
razlicne vloge. Vodikov peroksid, ki ob tem nastane, deluje toksicno na povzrocitelje
bolezni in sodeluje pri utrjevanju celicne stene. Oksidativni stres ima lahko tudi signalno
vlogo pri akumulaciji salicilne kisline (SA) in za aktivacijo nekaterih encimov (Hammond-
Kosack in Jones, 1996).

Tok ionov, $e posebej Ca®" sprozi kaskade proteinskih kinaz. Za obrambni odgovor
specificni sta MAP-kinazi WIPK (wounding induced protein kinase) in SIPK (salycilic
acid induced protein kinase), ki sprozita izrazanje obrambnih genov, med drugim genov za
transkripcijske faktorje WRKY in MYB (Eulgem in sod., 2005).

Zgodnjemu odzivu sledijo metabolne spremembe, ki vodijo v sintezo sekundarnih
metabolitov, predvsem produktov fenilpropanoidne poti. Ti produkti delujejo
antimikrobno, kot ojacevalci celi¢ne stene ali kot signalne molekule (npr. SA). Aktivirajo
se tudi geni za sintezo s patogenostjo povezanih proteinov (PR-proteinov), z navzkriznim
povezovanjem glikoproteinov se ojacajo celicne stene, hkrati pa se sintetizirajo se tudi
Stevilni novi proteini (Talarczyk in Hennig, 2001).

Aktiven odgovor rastline ima lahko tudi negativen vpliv na rastlino. ROS lahko delujejo
toksi¢no, zato jih je potrebno odstranjevati (peroksidaze). Zaradi mocnega premika
metabolizma iz primarnih v sekundarne metabolne poti se ustavijo nekateri procesi
(Talarczyk in Hennig, 2001). Opazeno je bil npr. znizanje vsebnosti fotosinteznih encimov
in upocasnjeno razmnozevanje celic (Sommsich in Hahlbrock, 1998). HR najveckrat vodi
v celi¢no smrt, katera je omejena na mesto vdora patogena s procesom avtofagije (Liu in
sod., 2005).

SA, jasmonska kislina (JA) in etilen so signalne molekule, ki po napadu povzrocitelja
bolezni vodijo v razlicne metabolne poti, posledica katerih je povecano izrazanje genov,
povezanih s patogenezo (Rushton in Somssich, 1998). Koli¢ina signalnih molekul se
spreminja glede na vrsto povzrocitelja bolezni, torej sam povzrocitelj vpliva na to, kaksSen
obrambni odziv se bo sprozil v rastlini (Reymond in Farmer, 1998). Etilen in JA delujeta v
isti signalni poti, medtem ko SA na signalno pot v kateri sodelujeta JA in etilen vpliva
antagonisticno (Feys in Parker, 2000).

Sinteza JA se v rastlini poveca pod vplivom lokalnih ali sistemskih signalnih molekul -
elicitorjev (npr. oligosaharidi, oligouronidi, ki se sprostijo iz celi¢ne stene, sistemin ali
abscizinska kislina), ki se sprostijo kot posledica napada povzrocitelja bolezni in reagirajo
z receptorji v plazmalemi, kar vodi v aktivacijo lipaze in posledi¢no v sprostitev linolenske
kisline v citoplazmo. Linolenska kislina se nato v oktadekanoidni poti pretvori v JA
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(Creelman in Mullet, 1997). Le-ta vpliva na izrazanje genov preko TF in proteinskih kinaz
(Menke in sod., 1999).

Obrambni odgovor v rastlini lahko sprozi tudi sprememba v sestavi topnih sladkorjev v
rastlini. V zdravih rastlinah se saharoza, ki nastane kot produkt fotosinteze, transportira
preko celi¢ne stene v floem, po katerem potuje v druge dele rastline. Pod vplivom virusne
okuzbe pa se saharoza v celi¢ni steni s pomocjo invertaze pretvori v heksozo, ki se kopici v
celicah mezofila, kar vpliva na znizanje nivoja fotosinteze in sprozitev obrambnega
odgovora v rastlini (Herbers in sod., 2000).

PR-proteini so rastlinski proteini, katerih sinteza se sprozi po okuzbi s povzrocitelji bolezni
ali v drugih stresnih situacijah. Akumulirajo se tako lokalno, v okuzenem tkivu, kot tudi
sistemsko, v neokuZenih tkivih, kjer =zavirajo rast, razmnozevanje in razSirjanje
povzrociteljev bolezni. Vlogo imajo lahko tudi pri rasti in razvoju rastlin. Ugotovili so, da
se v razli¢nih rastlinskih vrstah izrazajo razli¢ni PR-proteini. Gre za raznolike proteine, ki
so jih najprej odkrili pri HR tobaka (Nicotiana tabacum) v odgovoru na okuzbo z virusom
mozaika tobaka (TMV). PR-proteine razvr§€ajo v 14 skupin (van Loon in van Strien,
1999). Proteini iz druzine PR-1 (najbolj raziskani pri tobaku in paradizniku, Lycopersicum
esculentum) imajo zmerno protiglivno aktivnost, njithova natan¢na vloga pa ni poznana.
Kljub temu je bilo ugotovljeno, da se nekateri proteini iz te druzine specificno odzivajo na
okuzbo in so lahko markerji za sistemsko pridobljeno odpornost (SAR). Proteini PR-2 (-
1,3-glukanaza) ter PR-3, PR-4, PR-8, PR-11 (endohitinaze) so vkljuceni v obrambo rastlin
proti glivam. Proteini PR-5 so taumatinu podobni proteini, ki povecajo prepustnost
membran pri glivah. Proteini PR-6 so proteinazni inhibitorji (PI). Skupina proteinov PR-7
(endoproteinaze), ki so jih doslej odkrili samo v paradizniku, sodeluje pri obrambi proti
glivam. Druzina PR-9 (peroksidaze) je vpletena v lignifikacijo celi¢ne stene. Proteini iz
druzine PR-10 so intracelularni proteini velikosti 16 — 18 kDa, strukturno sorodni
ribonukleazam, vendar je njihova vloga v celici neznana. Raziskave kaZejo, da so vkljuceni
v obrambni odgovor rastline, morda tudi v razvoj odpornosti (Poupard in sod., 2003).
Proteini skupin PR-12, PR-13 in PR-14 (defenzini in tionini) delujejo na plazmalemo
bakterij in gliv (van Loon in van Strien, 1999).

Izrazanje proteinaznih inhibitorjev (PR-6) se v rastlini vzpodbudi s sintezo JA, kot
posledica razlicni stresnih dejavnikov, kot so napad povzrociteljev bolezni in ranitev
(Farmer in Ryan 1992). PI zavirajo delovanje proteinaz s tem, da se vezejo na aktivno
mesto proteaze. Delimo jih glede na proteaze, ki jih inhibirajo: serinske, cisteinske,
aspartatne in metaloproteaze. Pri rastlinah so najbolj razSirjeni inhibitorji iz druzine
sojinega Kunitzovega tripsinskega inhibitorja in krompirjevega inhibitorja I (Mosolov in
Vauleva, 2005). PI imajo vlogo pri regulaciji delovanja endogenih proteinaz, kar je
pomembno pri kalitvi, metabolizmu proteinov, programirani celi¢ni smrti, HR ter staranju.
Poleg tega lahko sluzijo kot zalozni proteini v semenu. Zelo zanimiva pa je njihova vloga v
obrambi. Najbolj raziskana je vloga v obrambi pred herbivori, inhibicija aktivnosti
prebavnih encimov zuZzelk. Pl zavirajo tudi aktivnost prebavnih encimov glist in
zunajceli¢nih encimov, ki jih izlocajo glive (Mosolov in Vauleva, 2005).

Pomembno vlogo pri odgovoru na razlicne stresne dejavnike imajo proteini vro€inskega
Soka (Hsp). Gre za Saperone, Saperonine in koSaperone, ki sodelujejo pri zvijanju
novonastalih proteinov v celici. Pomen imajo tudi pri zas¢iti rastlinske celice pred stresom,
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saj zagotavljajo normalno konformacijo proteinov in tako celiéno homeostazo. Poznamo
pet druzin proteinov vrocinskega Soka: druzina Hsp70, druzina Saperoninov (GroEL in
Hsp60), druzina Hsp90, druzina Hsp100 (Clp) in druzina majhnih proteinov vroc¢inskega
Soka (sHsp). Hsp se nahajajo v citoplazmi, jedru, mitohondrijih, kloroplastih in
endoplazemskem retikulumu. KoSaperoni z vezavo na Saperone regulirajo njihovo
aktivnost ter pomagajo pri njihovem delovanju. Najbolj znan je koSaperon Hsp40 (podoben
bakterijskim koSaperonom Dnal, ki sodeluje s Saperoni Hsp70 in Hsp90. Razli¢ne skupine
Hsp medsebojno sodelujejo, ter se dopolnjujejo v delovanju (Wang in sod., 2004).

Proteini druzine Saperonov Hsp70 (67 - 76 kDa) skupaj s koSaperoni (Hsp40 in GrpE)
sodelujejo pri procesu zvijanja proteinov v skoraj vseh celi¢nih razdelkih. Njihova
poglavitna naloga je prepreCevanje agregacije denaturiranih proteinov in pomo¢ pri
njihovem ponovnem pravilnem zvijanju v normalnih in stresnih pogojih. Poddruzina
druzine Hsp70 je DnaK (podobni bakterijskim DnaK Saperonom, npr. Hsp70, Hsc70, Bip).
Izrazanje nekaterih Hsp70 je konstitutivno (npr. Hsc70), medtem ko se drugi izrazijo v
odgovoru na stres. Nekateri so vpleteni v nadzor bioloske aktivnosti Ze zvitih regulatornih
proteinov in lahko delujejo kot negativni represorji transkripcije, ki jo posreduje faktor
vro¢inskega Soka. Proteini Hsp70 imajo poleg sploSne vloge kot Saperoni, vlogo tudi v
regulaciji izrazanja genov v stresnih situacijah.

Proteini druzine Hsp60 (58 — 565 kDa; npr. Cpn60, CCT) so Saperonini, ki se nahajajo v
mitohondrijih in plastidih. Njihova vloga je, da pomagajo, da na novo sintetizirani in
translocirani proteini dosezejo svojo nativno strukturo.

Glavna naloga Saperonov Hsp90 (80-94 kDa; npr. Hsp90-1, Hsp90-5, Hsp82, Hsp80) je, da
pomagajo pri zvijanju proteinov, po drugi strani pa ima pomembno vlogo v signalizaciji, v
kontroli celicnega cikla, pri degradaciji proteinov in razmesCanju proteinov v celici.
Delujejo skupaj s Hsp70 in koSaperoni (med drugim tudi s Hsp40). Izrazajo se
konstitutivno, njihovo izrazanje pa se lahko poveca v odgovoru na stres.

Saperoni druzine Hsp100, velikosti (80 — 110 kDa, npr. ClpB, ClpA, ClpD) delujejo pri
disagregaciji in/ali razstavljanju proteinov, kar omogoca, da Hsp70 ponovno zvije protein.

Saperoni sHsp so nizkomolekularni Hsp (12 - 40 kDa) in najpogostejsi Hsp v rastlinah.
Razdeljeni so v 6 poddruzin, med katerimi se jih nekaj mocno izraza. Velika raznolikost
proteinov sHsp v rastlinah verjetno odraza na¢in molekulrane adaptacije rastlin na stresne
pogoje, ki so edinstveni za rastline. Sami ne omogocajo ponovnega zvijanja denaturiranih
proteinov, se pa lahko nanje vezejo in tako pomagajo sistemu Hsp70, da opravi to nalogo.
Mnozina sHps in njihove lastnosti vezanja in stabilizacije denturiranih proteinov kazejo, da
igrajo sHsps pomembno vlogo v pridobljeni toleranci rastlin na stres (Wang in sod., 2004).
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2.1.2 Posebnosti odgovora rastline na okuzbo z virusi

Biokemijske in fizioloSke spremembe, ki so posledica okuzbe, so pogojene z vrsto
povzrocitelja, saj razli¢ni povzrocitelji vplivajo na razli¢ne signalne poti (Hammond-
Kosack in Jones, 1996). Rastlinski virusi so obligatni paraziti, ki sami kodirajo le nekaj
proteinov. Njihov vpliv na metabolizem rastlin pa je na dveh, med sabo tezko locljivih
nivojih. Na eni strani izkoristijo rastlinske proteine, membrane in nukleinske kisline za
svoje razmnozevanje in premikanje po rastlini, po drugi strani pa se rastline na prisotnost
virusa odzovejo z obrambnim odgovorom, ki tudi vkljucuje razli¢ne proteine (Maule in
sod., 2002).

2.1.2.1 Delovanje virusa

Virus vstopi v celice preko mehanske poskodbe in ob odsotnosti obrambnih mehanizmov
se tu namnozi in razSiri v druge celice skozi plazmodezme. Kot posledica virusnega
Sirjenja in razmnozevanja se pri vecini kompatibilnih interakcij razvijejo bolezenski znaki,
ki vkljucujejo strukturne in fizioloske spremembe, te pa v konéni fazi vodijo v zastoj rasti
in razvoja celotne rastline (Maule in sod., 2002).

Zanimivo je, da razli¢ni virusi uporabljajo razli¢ne rastlinske proteine za svoje
razmnoZevanje in transport, prav tako pa so v post-transkripcijsko utiSanje genov (PTGS)
za razli¢ne viruse vkljuceni razli¢ni proteini (Nelson in Citovsky, 2005). RazmnoZevanje
virusa v rastlini je tesno povezano s procesi, ki so normalno prisotni v celici, medtem ko
mora virus za svoje premikanje po rastlini spremeniti obstojeCe procese v rastlini, kar pa
seveda privede do metabolnih sprememb v rastlini. Translokacijo virusa omogocajo virusni
gibalni proteini (MP), ki se v celici povezujejo z razlicnimi komponentami (pektin-
metiltransferaze, mikrotubuli) (Maule in sod., 2002).

Rastlinski geni, za katere so ugotovili, da sodelujejo pri razmnoZevanju in transportu
virusov in so zato bolj izrazeni po okuzbi z virusi, so med drugimi: gen za translacijski
iniciacijski faktor e/F4E (Leonard in sod., 2000), Hspl01, geni za protein ribosomskega
kompleksa 60S, Hsp70 in ubikvitin (Maule in sod., 2002). Indukcija izrazanja slednjih
genov je hitra in prehodna (Aranda in sod., 1996). V zgodnjem odgovoru na okuzbo so
opazili tudi prehodno znizanje izrazanja Stevilnih genov rastline (gene shut-off), kar je
prilagoditev na prepisovanje in prevajanje virusnih proteinov (Aranda in Maule, 1998). Pri
potivirusu virus mozaika repe (TuMV) so ugotovili, da je za izklop gostiteljevih genov
odgovorna vezava virusnega proteina VPg na translacijski iniciacijski faktor IFiso4E
(Leonard in sod., 2000), lahko pa gre tudi za aktivno razgradnjo RNA. Izklop genov
preneha takoj, ko se virus namnozi (Aranda in Maule, 1995). Zaradi potreb pri premikanju
virusa pa ostane nespremenjeno izrazanje genov za elemente citoskeleta (aktin, tubulin)
(Escaler in sod., 2000).

Okuzba z virusi povzroca poleg lokalnih tudi sistemske spremembe, do katerih pride zaradi
sprememb v transportu molekul (mRNA, makromolekule, signalne molekule, sladkorji).
Pri kumari, okuzeni z virusom mozaika kumare (CMV), so ugotovili poviSano izraZanje
gena za od NADP odvisni encim jabol¢ne kisline (NADP-dependent malic enzyme)
priblizno 20 celic stran od mesta okuzbe, kar naj bi pripravilo celice na poviSane potrebe za
biosintezo virusnih komponent (Havelda in Maule, 2000). Poleg omenjenega encima so
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opazili sistemsko indukcijo genov =za glutation-reduktazo, katalazo, peroksidaze,
superoksid-dismutazo, s patogenostjo povezanih proteinov in glutation-S-transferaze
(Maule in sod., 2002). V kon¢ni fazi kompatibilna reakcija vodi v izgubo fotosintezne
aktivnosti, povecano respiracijo ter spremenjeno razporejanje ogljikovih hidratov in
nalaganje Skroba (Maule in sod., 2002).

2.1.2.2 Odpornost rastlin proti virusom

Mehanizem odpornosti proti rastlinskim virusom $e ni v celoti pojasnjen, poznamo pa dva
tipa odpornosti (Soosaar in sod., 2005):

a) od R proteinov odvisna odpornost, ki vklju¢uje HR in SAR in
b) post-transkripcijsko utiSanje genov (PTGS).

R proteini za odpornost proti razlicnim vrstam virusov so strukturno zelo podobni in imajo
na N-terminalnem koncu z levcinom bogate ponovitve. R protein Y-1 povzro€a odpornost
krompirja na PVY, vendar njegova vloga $e ni natan¢no pojasnjena (Vidal in sod., 2002).
Eno od moznosti prepoznavanja Avr proteinov povzrociteljev bolezni opisuje t.i.
»varovalna teorija«: Avr protein deluje na varovani protein rastline in zaradi spremenjene
povezave med varovalnim (R) in varovanim proteinom, se sprozi obrambni odgovor
rastline. Tako lahko rastlina z majhnim Stevilom razlicnih R proteinov, v genomu
navadnega repnjakovca (4Arabidopsis thaliana) naj bi jih bilo le 200, odgovarja na Stevilne
viruse (Soosaar in sod., 2005). R proteini so v celici povezani s Hsp90 in drugimi Saperoni,
ki verjetno omogocajo stabilnost R proteinov in so zato nujni za odpornost na viruse (Liu
in sod., 2004).

SA je vpletena v zaviranje pomnozevanja in sistemskega premikanja virusa po rastlini
tako, da znizuje izrazanje rastlinskih genov, ki nosijo zapis za rastlinske faktorje in
sodelujejo pri razmnozevanju in razSirjanju virusa po rastlini, ali pa povzroci kopicenje
inhibitorjev virusnega razmnozevanja in razSirjanja. SA vpliva tudi na izraZanje s
patogenostjo povezanih genov (Murphy in sod., 1999). Pri s SA inducirani odpornosti ima
pomembno vlogo alternativna oksidaza, ki verjetno deluje na viruse preko spremembe
mitohondrijskega in/ali celi¢nega redoks stanja in nadzora tvorbe ROS ali preko regulacije
programirane celicne smrti (Murphy in sod., 1999).

V programirano celi¢no smrt, ki sledi HR, so vkljucene kaspazam podobne proteaze, ena
med njimi je VPE (Hatsugai in sod., 2004), in ubikvitin. Za razliko od HR, ki se pojavi na
mestu okuzbe, so SAR opazili v neokuZenih tkivih. Signalizacija, ki vodi v SAR, ni
poznana, ¢eprav je tudi tu vkljucena SA (Soosaar in sod., 2005).

PTGS je evolucijsko star mehanizem odpornosti proti virusom. Rezultat te odpornosti je,
da so na novo zrasli listi okuzene rastline brez bolezenskih znakov. PTGS deluje na osnovi
prepoznavanja nukleinskih kislin preko parjenja baz in vodi v specifi¢no razgradnjo
homologne RNA. Sprozijo ga lahko virusi, transgeni ali edogeni. Dvovijacna RNA in
sparjeni odseki komplementarne RNA, ki nastajajo med podvajanjem virusnega genoma,
so glavni proZzilci RNA utiSanja genov (Rovere in sod., 2002).

Opazili pa so tudi, da ima virus mehanizme, s katerimi se lahko upre gostiteljevi
odpornosti. Primer takega mehanizma je potivirusni protein HC-Pro, ki zavira delovanje
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razgradnje virusne RNA (Brigneti in sod., 1998). Virusna aktivacija rastlinskega proteina
P58 pa na primer omogo¢i preZivetje gostiteljske rastline in tako nadaljnje
razmnozevanje virusa (Bilgin in sod., 2003).

2.1.3 Odgovor rastline na okuZbo z virusom PVY"'

2.1.3.1 Krompirjev virus Y"'"

Krompirjev virus Y (PVY) uvrs¢amo v rod Potyvirus iz druzine Potyviridae. Potivirusi so
sestavljeni iz ene molekule RNA, ki jo obdaja 2000 molekul plas¢nega proteina. Genom
potivirusov sestavlja linearna, enoverizna, pozitivno usmerjena RNA z dolzino okoli 10000
baz. RNA se prevede v en sam 340 — 370 kDa velik poliprotein, ki se med in po translaciji
razreze na naslednje proteine: P1, Hc-Pro, P3, CI, Nla, NIb in CP. Ti proteini sodelujejo
pri cepitvi vezi v poliproteinu (P1, Hc-Pro, Nla), razmnoZzevanju virusa (P3, NIa),
premikanju virusa (CI, Nia) ali vezavi na rastlinsko RNA (NIb). Protein CP tvori plas¢
virusne RNA. Pri okuZbi se protein CP veze na rastlinsko celico, zato dolo¢a specifi¢nost
gostiteljev. Vkljucen je tudi v premikanje virusa po rastlini, bodisi preko uravnavanja
velikosti plazmodezm ali kot MP, v prenos z listnimi uSmi in regulacijo pomnozevanja
virusa. Hc-Pro zavira delovanje obrambnega sistema rastline, usmerjenega proti virusni
RNA ali pomnoZevanju virusa, ter sodeluje pri prenosu iz rastline v rastlino z listnimi uSmi
(Urcuqui-Ichima in sod., 2001).

Krompirjev virus Y ima veé razlickov, ki jih razvr§¢amo v skupine: PVY®, PVY® in PVY™
(Kus, 1994).

PVY"™ je zelo agresiven in virulenten razli¢ek virusa PVY, ki povzrota obrotkasto
nekrozo gomoljev krompirja. Prenasa ga vec vrst listnih usi (do sedaj je znanih najmanj 28
vrst), redkeje se lahko prenese tudi z dotikom. Obrockasto nekrozo gomoljev krompirja so
prvi¢ opazili leta 1979 na Madzarskem in kmalu se je razsirila po vsem svetu. V Sloveniji
se je pojavila leta 1988. Od takrat se je mo¢no razsirila tudi na druge rastline iz druZine
razhudnikovk (Kus, 1994). To je nedvomno ena od bolezni, ki so slovenskim
pridelovalcem krompirja povzrocile najvecjo skodo (Kus, 1995). Epidemija krompirjevega
virusa YN'™ je skoraj popolnoma uni¢ila pridelavo semenskega krompirja. Bolezen je
najbolj prizadela sorto ‘Igor’, ki je takrat predstavljala 60% celotne pridelave jedilnega
krompirja v Sloveniji. Tri leta po pojavu bolezni so pri nas to sorto prenehali pridelovati
(Kus, 1995).

Bolezenska znamenja, ki se pokaZejo po primarni okuzbi, so pri razli¢nih sortah razli¢na.
Na primarno okuzenih listih se pojavijo tockaste nekroze, na listnih zilah pa Crtaste
nekroze. Pri nekaterih sortah se ¢rtaste nekroze pojavijo tudi na listnih pecljih in steblu. Na
sistemsko okuzenih listih, ki se razvijejo nad okuZenimi, se na listih pojavi rumen mozaik,
listna povrSina pa postane kodrava. Zaradi predCasnega staranja in odpadanja spodnjih
listov rastline kazejo bolezenska znamenja palmovega drevesa. Rastline zaostajajo v rasti
za zdravimi rastlinami. Pri rastlinah, ki zrastejo iz okuzenih gomoljev, se razvijejo
sekundarna bolezenska znamenja, ki so milejsa. (Kus, 1994). Pri nekaterih sortah se
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bolezenska znamenja pojavijo tudi na gomoljih: izboCeni obroci ali nabrekline temnejsSe
barve, se ¢ez nekaj casa posusijo, vdrejo in postanejo ¢rne. Pri najbolj obcutljivih sortah se
plast rjavega tkiva pod povrSinskimi nekrozami Siri v notranjost (Kus, 1994).

Sorta ‘Igor’ je na PVYN'™™ zelo obcutljiva. Bolezenska znamenja se pojavijo tako na
nadzemnem delu rastline kot na gomoljih. Nekoliko manj je obcutljiva sorta ‘Désirée’, ki
ima bolezenska znamenja na nadzemnem delu rastline in na manjSem Stevilu gomoljev
(Kus, 1994). Sorta ‘Pentland Squire’ je za virus sicer dovzetna, saj se virus po rastlini
lahko $iri, vendar je za virus tolerantna, saj je posledica okuzbe le zmanjSana rast rastlin.

Sorti ‘Sante’ in ‘Carlingford’ sta odporni proti okuzbi s PVY™'™. Pri sorti ‘Carlingford’ je
odpornost verjetno poligenska. Geni za rezistenco med drugim kodirajo z glicinom bogate
proteine in nukleotid-vezavne proteine, ki sodelujejo pri prepoznavanju povzrolitelja
bolezni in odgovoru rastline na okuzbo (Baker in sod., 1997).

Sorta ‘Sante’ ima s klasi¢nim krizanjem vnesen dominanten gen za odpornost Ryq,, ki je
bil izoliran iz divje vrste krompirja Solanum stoloniferum. Rastline, ki nosijo ta gen, ne
razvijejo bolezenskih znakov (Mehle in sod., 2004). Virus tako sicer vstopi v celico,
vendar se premakne le v sosednje celice, kjer sprozi HR, ki zaustavi Sirjenje virusa v druge
dele rastline (Hinrichs in sod., 1998). Odpornost se kaze Ze na nivoju protoplastov (Barker
in sod., 1984), kar kaze na to, da je mehanizem odpornosti morda inhibicija razmnozevanja
virusa ali destabilizacija virusa (Brigneti in sod., 1997).

2.1.3.2 Raziskave interakcije krompirja in PVY ™

Interakcije razliénih sort krompirja s PVY™N'™ so Ze nekaj ¢asa predmet intenzivnih

raziskav. Raziskave so potekale na rastlinah gojenih v tkivni kulturi ali v substratu (zemlji
ali pesku) v rastni komori, na primarno in sekundarno okuzenih rastlinah. Primerjava
zbranih rezultatov je zahtevna. Izkazalo se je namre¢, da so sorte, ki so sicer za pvyYNN
zelo obcutljive, med gojenjem v tkivni kulturi manj obcutljive za ta virus (Dermastia in
Ravnikar, 1996). Kljub temu so bile sekundarno okuZzene rastline krompirja sorte ‘Igor’,
gojene v tkivni kulturi, manjSe od zdravih rastlin. Imele so manjSe stebelne meristeme v
katerih je bila, v primerjavi z meristemi zdravih rastlin manjSa mitotska aktivnost (Dolenc
in sod., 2000). Po okuzbi krompirja sorte ‘Igor’ sta se spremenila tudi Stevilo in struktura
kloroplastov (Pompe-Novak in sod., 2001).

Mehle in sodelavci (2004) so z metodami DAS-ELISA, odtis tkiva (tissue printing),
elektronsko mikroskopijo in metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem casu
spremljali Sirjenje PVY™'™ pri sortah krompirja, ki so na ta virus razli¢no obéutljive. V
krompirju sort ‘Igor’, ‘Désirée’ in ‘Pentland Squire’ se je virus v $tirih do petih dneh po
inokulaciji namnozil v inokuliranih listih. V Sestih do osmih dneh se je virus iz
inokuliranih listov razsiril, najprej v steblo, nato pa v zgornje, neinokulirane liste in v
korenine. V odporni sorti ‘Sante’ se virus ni mnozil. Med uporabljenimi metodami
detekcije virusa je bila metoda PCR v realnem ¢asu najbolj obcutljiva.

OkuZba rastlin krompirja je spremenila vzorec izraZanja proteinov, vendar pa so bile
spremembe odvisne od sorte krompirja. Dva tedna po okuzbi je bila pri sorti ‘Igor’
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koncentracija proteinov v soku okuzenih rastlin trikrat visja kot v soku zdravih rastlin, pri
sortah ‘Désirée’, ‘Pentland Squire’ in ‘Sante’ pa je bila razlika med okuzenimi in zdravimi
rastlinami manjsa. Po inokulaciji se je v okuzenih rastlinah sorte ‘Igor’ na novo pojavilo ali
mocneje izrazilo 9 razli¢nih proteinov, pri rastlinah sorte ‘Désirée’ 2 in pri rastlinah sorte
‘Pentland Squire’ 3 razlicni proteini. Pri sorti ‘Sante’ se noben protein ni na novo pojavil
ali mocneje izrazil (Gruden in sod. 2000). V nasprotju s temi podatki pri rastlinah sorte
‘Igor’ 5 dni po inokulaciji niso opazili vecjih razlik v koli¢ini topnih in ionsko vezanih
proteinov med okuzenimi in neokuzenimi rastlinami (Semprimoznik, 1999). Pri sorti ‘Igor’
se je po okuzbi spremenila aktivnost topnih, ionsko in kovalentno vezanih peroksidaz.
Zgodnje povisanje aktivnosti peroksidaz (24 ur po inokulaciji) kaze na obrambni odgovor
rastline. Spremembe aktivnosti teh encimov ob pojavu bolezenskih znamenj so verjetno
povezane s spremembami zaradi okuzbe (Semprimoznik, 1999). Okuzba z virusom
PVYN™ je pri sortah ‘Désirée’ in ‘Pentland Squire’, gojenih v tkivni kulturi, zniZala
vsebnost fotosintetskih pigmentov, medtem ko pri sorti ‘Igor’ ni bilo razlik v vsebnosti
klorofilov in karotenoidov med okuzenimi in neokuzenimi rastlinami (Anzlovar in sod.
1996). V nasprotju je Mojca Semprimoznik (1999) v svojem magistrskem delu opisala
znizanje celokupne koli¢ine fotosintetskih pigmentov tudi pri sorti ‘Igor’, kar sovpada s
pojavom bolezenskih znakov in namnozitvijo virusa v rastlini (Mehle in sod., 2004).

Povisanje relativne vsebnosti karotenoidov glede na klorofil v rumenih listih in listih s
primarnimi bolezenskimi znamenji (Milavec in sod., 2001) je ena od znacilnosti staranja.
To nakazuje, da je pri sorti ‘Igor’ posledica primarne okuzbe med drugim tudiproces,
podoben staranju.

Okuzba s PVY"™ je vplivala tudi na vsebnost endogenih rastlinskih regulatorjev. V
primarno in sekundarno okuzenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’ gojenih v substratu v
rastni komori je razmerje med aktivnimi in neaktivnimi citokinini nizje kot v neokuzenih
rastlinah. Pri sorti ‘Sante’ razlik med okuzenim in neokuzenimi rastlinami (Dermastia in
sod. 1995) ni bilo. Pri sekundarno okuZenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’, gojenih v
tkivni kulturi, se je pod vplivom okuzbe spremenila koli¢ina endogene jasmonske kisline;
znizala se je v poganjkih in zviSala v poganjkih (Petrovi€ in sod., 1997). Pri sorti ‘Igor’ se
je 24 ur po inokulaciji s PVY"™ v spodnjih inokuliranih listih in zgornjih intaktnih listih
povisala koli¢ina SA, ne pa njenega derivata, gentijske kisline (GA), 11 dni po inokulaciji
pa se je 3-kratno povisala koli¢ina SA in 2-kratno GA, kar pa naj ne bi bilo povezano z
neposrednim odgovorom na okuzbo, ampak bolj s sploSnim odgovorom na stres (Krecic
Stres in sod., 2005). Po tretiranju krompirja sorte ‘Igor’ z 1 mM SA se je delno inducirala
odpornost proti PVYN™, kar se je kazalo v zakasnitvi pojavljanja in manjsi izrazenosti
bolezenskih znakov (Kreci¢ Stres, 2001).

V primarno okuZenih rastlinah sorte ‘Igor’ gojenih v substratu v rastni komori se je
zmanjsalo kopicenje rutina, medtem ko v rastlinah sort ‘Désirée’ in ‘Sante’ ni bilo
sprememb (Kreft in sod. 1999).

Pompe Novak (2002) je v svojem doktorskem delu preucevala odziv 187 genov,
natisnjenih na lastno izdelani mikromrezi, v poznem odgovoru na okuzbo s PVY™'™ (ob
pojavu primarnih in sekundarnih bolezenskih znamenj). Pri sorti ‘Igor’ so bile najbolj
izrazite razlike v vzorcu izrazanja genov 14 dni po inokulaciji, ob pojavu sekundarnih
bolezenskih znakov ter v listih iz sekundarno okuZenih rastlin. Najbolj razli¢no izrazeni so
bili geni za Hsp, katalazo 1, B-1,3-glukanazo, z ranitvijo izzvanega gena in geni, ki so
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vkljuceni v fotosintezo (Pompe Novak in sod., v tisku). Primerjava izrazanja genov med
razli¢no obcutljivimi sortami (‘Igor’, ‘Désirée’, ‘Pentland Squire’, ‘Carlingford’ in ‘Sante’)
5 dni po inokulaciji je pokazala, da se te sorte razlicno odzivajo na okuzbo (Pompe Novak,
2002).

2.2 METODE ZA STUDIJ IZRAZANJA GENOV PRI ODGOVORU
RASTLINE NA OKUZBO

Prva in kljuéna faza Studija odgovora rastline na okuzbo je prepoznavanje razlik v
izrazanju genov po okuzbi (Birch in Kamoun, 2005). Za Studij izrazanja genov v odgovoru
rastline na okuZzbo je bilo uporabljenih Ze kar nekaj metod. Metode, ki omogocajo
paralelno analizo ve¢ genov, vcasih celo analizo celotnega transkriptoma, temeljijo bodisi
na lo¢evanju produktov PCR z gelsko elektroforezo, hibridizaciji (mikromreZe, odvzemne
knjiznice), sekveniranju ali bioinformatski obdelavi dostopnih podatkov iz knjiznic
izrazenih oznak zaporedja (expressed sequence tags, EST) (Baldwin in sod., 1999).

Ena izmed najstarej$ih metod za ugotavljanje izrazanja genov je northern prenos. Le-ta je
bil razvit na osnovi hibridizacije po Southernu in daje kvantitativne rezultate o koli¢ini
mRNA v vzorcu, vendar pa omogoca opazovanje le nekaj genov hkrati. Uporabljen je bil
npr. pri ugotavljanju sprememb v izrazanju nekaterih genov graha po okuzbi z virusom
mozaika graha, ki se prenaSa s semenom (PSbMV) (Escaler in sod., 2000), pogosto pa se
uporablja v kombinaciji z drugimi tehnikami npr. mikromrezami (Senthil in sod., 2005).

Metode diferencialni prikaz (differential display, DD), raznolikost dolzin pomnoZenih
delov (cDNA-AFLP) in PCR z naklju¢nimi oligonukleotidi (AP-PCR) zdruzujejo metodi
PCR in elektroforezo na poliakrilamidnem gelu. Razlikujejo se v uporabi zacetnih
oligonukleotidov za obratno prepisovanje (RT) in PCR (Birch in Kamoun, 2000). Te
metode so bile uspesno uporabljene za Studij odgovora rastlin na okuzbo z virusi: DD so
uporabili za identifikacijo genov, ki so bili bolj izraZzeni po okuzbi navadnega repnjakovca
z virusom mozaika cvetace (CaMV) (Geri in sod., 1999), in tobaka s TMV (Yamaguchi in
sod., 2003). cDNA-AFLP so uporabili za $tudij HR na TMV pri metliki (Chenopodium
amaranticolor) (Cooper, 2001). Prednost teh metod je njihova preprostost in dejstvo, da za
njihovo izvedbo ni treba poznati nukleotidnega zaporedja iskanih genov. Slabost
omenjenih metod pa je razmeroma majhna koli¢ina transkriptov, ki jih lahko analiziramo,
saj je odvisna predvsem od razlicnih kombinacij zacetnih oligonukleotidov PCR (Birch in
Kamoun, 2000).

Razvoj metod sekveniranja je omogocil analizo transkriptov s pomoc¢jo analize klonov
EST. »Digitalni« prenos northern omogoca izracun izraZzanja posameznega gena glede na
njegovo prisotnost v bazah EST. Metoda je pogosto uporabljena za validacijo rezultatov,
dobljenih z mikromrezami (Shi in sod., 2005).

Na sekveniranju temelji tudi metoda zaporedne analize izrazanja genov (SAGE), ko cDNA
razrezemo s Stevilnimi encimi, ligiramo in dolo¢imo njihovo zaporedje. 1z pogostosti
pojavljanja posameznih sekvenc lahko sklepamo na relativno vsebnost posamezne mRNA
(Birch in Kamoun, 2000). Metodo SAGE so uporabili pri raziskavah rezistence kasave
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(Manihot esculenta) na virusno bolezen mozaika kasave (Fregene in sod., 2004). Metoda,
ki prav tako temelji na sekveniranju, je MPSS (massively parallel signature sequencing),
vendar pa je omejena na vrste, za katere je dostopno nukleotidno zaporedje celotnega
genoma, kot sta navadni repnjakovec in riz (Oryza sativa) (Rensink in Buell, 2005).

Zanimiv pristop pri identifikaciji razlicno izrazenih genov je uporaba odvzemne
hibridizacije (subtractive hybridisation) in priprava odvzemnih knjiznic. Slednje vsebujejo
populacijo molekul, katere odgovarjajo tistim mRNA, ki jih je v enem vzorcu ve¢ kot v
drugem. To metodo so uporabili za izolacijo bolj izrazenih genov v HR krompirja na glivo
Phythophtora infestans (Birch in sod., 1999). Sama metoda ni kvantitativna, odli¢na pa je
v zaporedni povezavi z mikromrezami, saj jo lahko uporabimo za izbor cDNA za nanos na
mikromreZze (Shi in sod., 2005).

Trenutno najmocnejSe orodje za preucevanje izraZzanja genov je uporaba mikromrez. Te
omogocajo analizo izrazanja cele populacije genov hkrati in temeljijo na primerjavi
populacij mRNA poskusnega in kontrolnega objekta in sicer s hibridizacijo odgovarjajo¢ih
populacij cDNA na tocke DNA, ki odgovarjajo posameznim genom.

Poleg zgoraj omenjenih metod je za spremljanje izrazanja genov izredno pomembna
metoda PCR v realnem casu. Ta metoda sicer ne omogoca spremljanja izrazanja celotnega
transkriptoma, vendar zaradi visoke obcutljivosti in moznosti avtomatizacije prav tako
znatno prispeva k poznavanju odgovora rastline na okuzbo. Slednji metodi sta opisani v
naslednjih poglavjih (2.2.1 in 2.2.2).

2.2.1 Mikromreze

Mikromreze so zbirka sistemati¢no urejenih molekul (oligonukleotidi, produkti PCR,
plazmidi, genomska DNA), pritrjenih na podlago. Metoda temelji na hibridizaciji v
kombinaciji z miniaturizacijo in fluorescentnim oznacevanjem (Aharoni in Vorst, 2002).
Na eni mikromrezi v velikosti objektnega stekelca je lahko nanesenih do 50000 elementov.
Vsak element odgovarja nukleotidnemu zaporedju enega gena in s hibridizacijo cDNA
vzorca na mikromreze lahko ugotavljamo koli¢ino odgovarjajo¢e mRNA v vzorcu (Barret
in Kawasaki, 2003). Trenutno obstajajo tri platforme mikromrez:

a) cDNA-mikromreze

b) mikromreze s kratkimi oligonukleotidi (bio-€ipi) in

c) mikromreze z dolgimi oligonukleotidi.
Pri ¢cDNA mikromrezah so na objektno stekelce v tockah robotsko naneseni s PCR
pomnozeni deli c¢DNA, ki odgovarjajo posameznim genom. Na bio-Cipih so
oligonukleotidi sintetizirani na podlagi, z metodo fotolitografije. Oligonukleotidi so
navadno dolgi 25 nukleotidov, na enem cipu je 11 — 20 oligonukleotidov za vsak gen.
Tehnologija, ki se je razvila v zadnjem c¢asu, pa so mikromreze s sinteti¢nimi, 40 — 80
nukleotidov dolgimi oligonukleotidi. Le-ti so na objektnik naneseni z robotom, podobno
kot pri cDNA mikromrezah (Barret in Kawasaki, 2003). Vsaka od omenjenih platform ima
svoje prednosti in slabosti. V zadnjem casu je popularna posebej slednja, saj zdruzuje
fleksibilnost cDNA mikromreZ ter natan¢nost in ponovljivost oligonukleotidnih mikromrez
(Barret in Kawasaki, 2003). Kljub napredku razvoja metod, pa so podatki o izraZzanju
pridobljeni z razli¢nimi platformami slabo primerljivi. Po tretiranju navadnega repnjakovca
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s SA so na treh razlicnih platformah ugotovili enako izrazanje le pri 67 odstotkih
opazovanih genov (Pylautik in Fobert, 2005).

Mikromreze so zaenkrat najbolj uporabne v medicini. Z njimi namre¢ lahko ugotavljamo
mehanizme delovanja zdravil, raziskujemo in napovedujemo odziv pacienta na dolo¢eno
bolezen ali zdravljenje ter spoznavamo in diagnosticiramo bolezni. Pomembne so tudi pri
zagotavljanju varnih zdravil, vakcin in hrane (Pietrovski in sod., 2002).

V rastlinski biologiji so poleg Studija izrazanja genov mikromreze uporabili tudi za
detekcijo in prepoznavanje rastlinskih povzrociteljev bolezni (Boonham in sod., 2003;
Bystricka in sod., 2005) ter za ugotavljanje sprememb v genomu pri mutantah in gensko
sremenjenih rastlinah (Aharoni in Vorst, 2002).

Za $tudij izrazanja genov pri rastlinah so mikromreze prvic¢ uporabili Schena in sodelavci
(1995), ki so opazovali izrazanje 45 genov pri navadnem repnjakovcu. Pri isti vrsti je bila
izvedena tudi vecina Studij, ki so sledile (pregled v Fiehn in sod., 2001). Kmalu so se
raziskave razsirile tudi na druge ekonomsko pomembne rastline kot so jagode (Fragaria
sp.), fizol (Phaseolus lunatus), koruza (Zea mays), riz (pregled v Aharoni in Vorst, 2002),
tobak (Vranova in sod., 2002), krompir (Ros in sod., 2003, Ducreux in sod., 2005),
nizinski juznoameriski bor (Pinus taeda) (Watkinson in sod., 2003), paradiznik (Gibly in
sod., 2004), je¢men (Horedum vulgarum) (Atienza in sod., 2004), trta (Vitis vinifera cv.
Shiraz; Waters sod., 2005), ¢e omenimo le nekatere.

Problem uporabe mikromrez cDNA pri rastlinah je nezadostno poznavanje rastlinskega
genoma. Do sedaj je poznano celotno nukleotidno zaporedje le za navadni repnjakovec in
riZ, delno pa za topol (Populus sp.), trnato meteljko (Medicago truncatula), nokoto (Lotus
sp.), paradiznik in koruzo (Rensink in Buell, 2005). Prav zato ima vsaj 5% natisnjenih
cDNA napacno pripisano funkcijo na osnovi zaporedja (Wan in sod., 2002).

2.2.1.1 Priprava in hibridizacija cDNA mikromrez

Priprava mikromreZ vkljucuje izbiro in pripravo cDNA za nanos ter tockovno nanasanje
cDNA. Sonde cDNA, ki so nanesene na mikromreze so lahko naklju¢no izbrane cDNA iz
genskih knjiZnic ali knjiznic EST. Odvzemne knjiZnice so lahko metoda za ciljano izbiro
cDNA za nanaSanje na mikromreze. Pred nanasanjem cDNA navadno ocistijo in
koncentrirajo (Aharoni in Vorst, 2002).

Tiskanje na podlago izvedejo roboti z eno iglo ali mrezo igel (do 48 igel). Igle se potopijo
v raztopino molekul cDNA in jih nato natisnejo na podlago. Obstajata dva nacina tiskanja.
Pri kontaktnem nacinu se igla dotakne podlage in na ta nacin pusti kapljico cDNA na
podlagi. Pri drugem, nekontaktnem nacinu, pa se igla ne dotika podlage, ampak kapljica
brizgne iz igle pod vplivom elektromagnetnega valovanja ali nadtlaka. Pri kontaktnem
tiskanju je volumen nanesenih kapljic od nekaj nl do nekaj pl, premer nanesenih tock pa
okoli 100 pum. Pri tem naéinu tiskanja je gostota natisnjenih to¢k najve¢ 2500 tock na cm’.
Pri nekontaktnem tiskanju je volumen kapljic od nekaj pl do nekaj pl, gostota nanosa pa od
250 do 1000 tok na cm”. V vseh primerih je tiskanje radunalnisko nadzorovano (Aharoni
in Vorst, 2002).

Na cDNA-mikromrezo navadno hibridiziramo hkrati dva vzorca, ki sta oznaCena z
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razli¢nimi barvili. Tako primerjamo izrazanje genov v obeh vzorcih. Direktno primerjavo
med ve¢ vzorci pa lahko dosezemo s tem, da vse vzorce primerjamo z referencnim
vzorecem (npr. zdruZen bioloski material) (Dobbin in sod., 2003).

Pred hibridizacijo je RNA ali mRNA prepisana v cDNA. Sledi oznacevanje in hibridizacija
pripravljene taréne cDNA na povrsino mikromreze. Kvaliteta in Cistost RNA vzorca vpliva
na vse nadaljnje faze kot so sinteza cDNA, oznacevanje in hibridizacija (Duggan in sod.,
1999).

Oznacevanje cDNA omogoca zaznavanje relativne koli¢ine le-te z opti¢nim branjem.
Poznamo tri glavne nacina oznacevanja. Pri direktnem oznacevanju se med RT v cDNA
verigo vklucijo fluorescenéno (najpogosteje cyanine3 - Cy3 in cyanine5 - Cy5) ali
radioaktivno (npr. ([**P]JdATP) oznaceni nukleotidi. Pri indirektnem oznadevanju se RNA
najprej prepiSe v cDNA, ki je oznacena z aminoalil-nukleotidi. Na te se kasneje vezejo
fluorescentni Cy3 ali Cy5 estri (Duggan in sod., 1999). Ti dve standardni metodi zahtevata
za uspesno hibridizacijo kar 50 — 200 pg celokupne RNA, kar je v nekaterih primerih
omejujo¢ dejavnik eksperimenta. Obcutljivost metode lahko poveCamo s pomnozevanjem
bodisi tarée, bodisi signala. Ceprav se je pomnoZevanje RNA izkazalo za izredno
ucinkovito (Hertzberg, 2001), se je v zadnjih letih pojavila nova tehnologija oznacevanja z
dendrimeri. Metoda temelji na sintezi repkov med RT, na katere se med hibridizacijo
vezejo fluorescentna barvila. Na vsak repek na molekuli cDNA se veze do 800 molekul
barvila, kar omogoca ucinkovito ojacanje signala brez pomnozevanja RNA (Stears in sod.,
2000). Metoda oznacevanja z dendrimeri je bila uspeSno uporabljena pri navadnem
repnjakovcu (Badiee in sod., 2003), in pri vrsti tobaka Nicotiana benthamiana (Senthil in
sod., 2005).

Pred hibridizacijo zdruzimo oba razli¢no oznacena vzorca. Hibridizacija poteka navadno
pod objektnikom (volumen 5 — 50 pl) v zaprti hibridizacijski komori ali v hibridizacijski
aparaturi. Pogoji hibridizacije so odvisni od uporabe in kemije same mikromreZze.
Temperatura hibridizacije je od 42° (pri uporabi pufrov s formamidom) do 70 °C (s pufri z
raztopino natrijevega klorida in natrijevega citrata, SSC). Hibridizacija pa navadno poteka
od 4 do 16 ur. Po hibridizaciji mikromreze opti¢no preberemo pri dveh valovnih dolZinah s
CCD ali z laserskimi opti¢nimi Citalniki (Aharoni in Vorst, 2002).

2.2.1.2 Analiza podatkov cDNA-mikromrez

Mikromreze so ena izmed metod, s katerimi v enem eksperimentu dobimo ogromno
koli¢ino podatkov. Zato v danasnjem casu ni ve¢ glavni izziv razvoj metod za pridobivanje
podatkov, temvec¢ njihova obdelava in interpretacija (Fiehn in sod., 2001).

Sliko, dobljeno z opti¢nim branjem, najprej analiziramo s programi za obdelavo slike. Na
sliko postavimo mrezo, tockam pripiSemo imena pripadajo¢ih cDNA, izraunamo
povpre¢no vrednost signalov v posamezni to¢ki nanesene DNA pri obeh valovnih
dolzinah, odstejemo ozadje ter izlo¢imo tocke slabe kvalitete (Aharoni in Vorst, 2002).

Ozadje na rastlinskih mikromreZah lahko dolo¢imo iz vrednosti signalov tock s cDNA
kvasovk, ¢loveka ali bakterij, signalov mest brez cDNA ali signalov ozadja to¢k. Globalno
ozadje je povprecno ozadje na celi mikromrezi, medtem ko lokalno ozadje izracunamo iz
okolice (obro¢, koti ipd.) posamezne tocke (Aharoni in Vorst, 2002). V programu za
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obdelavo slike dolo¢imo tudi tocke slabe kvalitete glede na njihovo obliko, vrednost
signala glede na ozadje in druge parametre. Take tocke izklju¢imo iz nadaljnih analiz
(Alba in sod., 2003).

Naslednji korak v obdelavi podatkov je normalizacija. Gre za odstranitev lokalnih in
sistemskih napak signalov zaradi neenakomernega vkljucevanja ali emisije fluorescentnih
barvil, pa tudi zaradi neenakih koli¢in obeh nanesenih vzorcev. Vrednosti signalov lahko
normaliziramo glede na kontrolne tocke (eksterna cDNA), ali to¢ke z vzdrzevalnimi
(housekeeping) geni (npr. 18 S rRNA). Pogosta je normalizacija glede na signale vseh
tock, ki temelji na predpostavki, da se izrazanje veCine genov ne spremeni. Zato taka
normalizacija ni primerna pri mikromrezah z majhnim Stevilom tock. Pri linerani
normalizaciji normaliziramo razmerje izrazanja genov na 1. Nelinearna lowess (locally
weighted linear regression) normalizacija (Quackenbush, 2002) je ena najpogosteje
uporabljanih metod normalizacije. Izpeljanka slednje je »print-tip-lowess« normalizacija,
ko so med sabo normalizirane tocke, ki so bile naneSene z eno robotsko iglo.

Iz normaliziranih podatkov nato izraCunamo razmerje med vzorcema, katerih izrazanje
primerjamo na mikromrezi. To razmerje navadno pretvorimov v log, vrednosti M in tako
dobimo simetricno porazdeljene vrednosti, ki jih uporabimo za statisticno evaluacijo
rezultatov. Avtorji so v najzgodnejSih raziskavah izbirali znacilno izrazene gene glede na
vrednost M (npr. M < -0,7 za manj izrazene in M > 0,7 za bolj izrazene gene). Izpeljanka te
metode je kosovna analiza (slice analysis ali z-score filtering), ki identificira gene kot
znacilno regulirane, ¢e so od lokalne sredine oddaljeni za ve¢ kot 1,96-kratnik standardne
deviacije (Quackenbush, 2002). NajpreprostejSa statisticna analiza je t-test, vendar pa
moramo zaradi veliko vecjega Stevila meritev kot je vzorcev, dobljene p vrednosti
modificirati (Alba in sod., 2004). V primeru, da v poskusu primerjamo ve¢ razlicnih
pogojev, lahko uporabimo analizo variance (ANOVA).

Statisticni evaluaciji podatkov sledi odkrivalna analiza ter vizualizacija podatkov.
Razvr§€anje razli€no izrazenih genov v skupine (clustering) nam lahko da podatke o
njihovi regulaciji in celo o funkciji. Najpogosteje je uporabljena metoda zdruzevanja
(hierarchical clustering), ko gene s podobnim profilom izrazanja pri razlicnijh pogojih
zdruzimo v skupinice. Zanimiv pogled na rezultate dobimo tudi z metodama analize
glavnih komponent (PCA) in samoorganiziranih map (SOM, Aharoni in Vorst, 2002). Pri
funkcionalni analizi so rezultati izrazanja zdruzeni s podatki o molekularni funkciji,
bioloskem procesu, v katerega je gen vkljucen, in celicni komponenti, v katerem produkt
gena deluje. Ti podatki so dostopni v bazah podatkov kot sta GO (www.geneontology.org,
Ashburner in sod., 2000) in MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences).
Dodatne informacije o regulaciji in funkciji gena nam lahko da tudi analiza promotorskih
elementov (Wan in sod., 2002) ali povezava izraZanja genov in kromosmskih regij, na
katerih se ti geni nahajajo.

Zaradi trenutnih omejitev metode hibridizacije cDNA mikromrez kot so: visoki stroski,
nespecifi¢nost hibridizacije, napak v pripisu genske funkcije ter nestandardiziranosti, tako
laboratorijskih kot metod analize podatkov, je potrebno podatke dobljene z mikromrezami
validirati (Alba in sod., 2004). Najpogosteje uporabljani metodi za validacijo sta prenos
northern in PCR v realnem ¢asu. Altrenativno je mozno podatke validirati tudi z Ze prej
opisanim »digitalnim prenosom northern«. Naslednji korak pri interpretaciji dobljenih
rezultatov je dodatna funkcionalna okarakterizacija izbranih genov. Le-to lahko izvedemo
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z utiSanjem, cCezmernim izrazanjem ali izbijanjem genov ali s pripravo gensko
spremenjenih rastlin s prehodnim izrazanjem (Kazan in sod., 2001).

2.2.1.3 Uporaba mikromrez za $tudij odgovora rastline na okuzbo

Mikromreze so bile za Studij interakcije rastlina - povzrocitelj bolezni prvi¢ uporabljene za
spremljanje izrazanja genov koruze po okuzbi s patogeno glivo Cochliobolus carbonum
(Baldwin in sod., 1999). Raziskave, ki so sledile, so porofale o odzivu navadnega
repnjakovca na okuzbo z razli€nimi glivami in bakterijami ali na tretiranje z elicitorji
(pregled v Wan in sod., 2003). Schenk in sodelavci so s pomo¢jo cDNA mikromrez
opazovali izrazanje 2375 genov v navadnem repnjakovcu in sicer po okuzbi z glivo
Alternaria brassicicola in pod vplivom SA, metil jasmonata ali etilena (Schenk in sod.,
2000). Maleck in sodelavei (2000) so iskali gene, vpletene v sistemsko pridobljeno
rezistenco pri isti vrsti rastline.

Mikromreze imajo pomembno vlogo v raziskavah odgovora rastline na povzrocitelje
bolezni, saj omogoc¢ajo vpogled v dogajanje na nivoju dela ali celo celotnega transkriptoma
rastline (Reymond, 2001). Z uporabo mikromrez lahko identificiramo gene, vklju¢ene v
obrambo rastline, mozne regulatorne elemente in prepoznamo povezave med razli¢nimi
signalnimi potmi (Wan in sod., 2002).

Uporaba mikromrez za Studij interakcije rastlina - virus je bila prvi¢ objavljena leta 2002,
kot del Studije izrazanja genov za razli¢ne transkripcijske faktorje pod vplivom staranja,
mraza in napada povzrociteljev bolezni pri navadnem repnjakovcu (Chen in sod., 2002).
Tudi nadaljne Studije so opisovale odziv te vrste na razlicne viruse (Golem in Curver,
2003; Whitham in sod., 2003; Marathe in sod., 2004; Huang in sod., 2005). V zadnjih
raziskavah so raziskovali tudi odgovor drugih rastlin: topola (Smith in sod., 2004), koruze
(Shi in sod., 2005) in vrste tobaka Nicotiana benthamiana (Senthil in sod., 2005) na
okuzbo z virusi.

V raziskavi odziva navadnega repnjakovca na virus TMV (Golem in Curver, 2003) sta
avtorja identificirala 68 genov, pri katerih se je izraZzanje znatno spremenilo po okuzbi z
virusom. Le-ti so nosili zapis za razlitne proteine od prepisovalnih dejavnikov,
antioksidantov, metabolnih encimov, do transportnih molekul.

Whitham in sodelavci (2003) so pri odzivu navadnega repnjakovca na okuzbo s 5
razli¢nimi virusi s pozitivno usmerjeno RNA ugotovili povecanje izrazanja 114 genov. Le
ti so bili vklju€eni v prenosu signala, prepisovanje in odziv celice na dejavnike iz okolja ter
v staranje in celicno smrt). Obrambni geni in geni za Hsp so se na okuzbo odzivali
koordinirano. Analiza promotorjev koreguliranih genov ni naSla do sedaj znanih
promotorskih elementov, kar nakazuje, da virusi delujejo preko do sedaj neznanih
signalnih poti. Na podobnem eksperimentalnem sistemu, so Huang in sodelavci (2005)
ugotovili, da so signalne poti, ki vodijo izrazanje obrambnih genov, podobne pri
kompatibilnih in nekompatibilnih interakcijah, vendar pri prvih izrazanje obrambnih genov
ne ustavi virusne infekcije. Senthil s sodelavci (2005) so ugotovili, da dva genetsko
razli¢na virusa: virus rumene zamrezenosti Skrbinke (SYNV) in virus nekroti¢ne pegavosti
vodenke (INSV), povzroc¢ata razlicen odziv vrste tobaka (Nicotiana benthamiana).

Pri $tudiju interakcije koruze z virusom mozaika sladkornega trsa (Shi in sod., 2004) so
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identificirali 302 razli¢no izrazenih genov, od katerih je bila veCina tako ali drugace
povezana s patogenezo. Zakljucili so, da ima sprememba izrazanja konstitutivno izrazenih
genov vlogo v indukciji obrambnega odgovora.

V odgovoru hibridnega topola (Populus trichocarpa x Populus deltoides) na ranitev, kateri
je sledila okuzba z virusom mozaika topola (PopMYV), so ugotovili, da je razli¢no izrazanje
genov, ki so vkljuceni v programirano celi¢no smrt in ojacitev celi¢ne stene, povezano z
odgovorom na ranitev, medtem ko so se na samo virusno okuzbo najbolj odzivali geni za
metalotioneinu podobne proteine in proteine, ki so vkljuceni v preoblikovanje celi¢ne stene
(Smith in sod., 2004).

V zgoraj omenjenih raziskavah so razli¢no izrazanje nekaterih gene opazili v ve¢ primerih,
kar nakazuje na njihovo univerzalno vlogo pri odgovoru na virusno okuzbo. PoviSanje
izrazanja gena za B-1,3-glukanazo (Golem in Curver, 2003; Whitham in sod. 2003;
Marathe in sod. 2004; Smith in sod., 2004) lahko omejuje Sirjenje virusa. Razli¢no
izrazanje genov za Hsp (Whitham in sod., 2003; Marathe in sod. 2004; Smith in sod.,
2004; Senthil in sod., 2005) potrjuje njihovo vlogo pri virulenci. Veckrat se je spremenilo
tudi izrazanje gena PR-protein 1 (Whitham in sod., 2003; Huang in sod. 2005; Smith in
sod., 2004; Senthil in sod., 2005) in genov za transkripcijske faktorje WRKY (Golem in
Curver, 2003; Whitham in sod. 2003; Marathe in sod. 2004; Senthil in sod., 2005), ki so
vkljuceni v prenos signala v obrambnem odgovoru.

2.2.2 PCR v realnem casu

Metoda z manjSo zmogljivostjo, ki pa je zaradi svoje hitrosti in visoke obcutljivosti izredno
uporabljana, je metoda PCR v realnem casu. Princip metode PCR v realnem Casu temelji
na detekciji pomnoZevanega dela DNA med samo PCR. Pomembna razlika metode PCR v
realnem Casu od klasi¢cne metode PCR je v tem, da je od zaCetnega Stevila kopij tarénega
zaporedja nukleinske kisline odvisno, koliko ciklov bo potrebnih, da lahko zaznamo
fluorescenco porocevalske molekule (Walker, 2002, Bustin in sod., 2005).

Detekcija pomnozene DNA navadno temelji na fluorescenci. Do sedaj najpogosteje
uporabljani kemiji, zlasti pri rastlinah (Gachon in sod., 2004), sta uporaba vrinjevalnih
molekul (npr. SYBR Green), ki se vezejo na vsako na novo nastalo dvojno verigo DNA in
bolj specificna detekcija z uporabo TagMan sond. Manj pogosta metoda detekcije je
uporaba hibridizacijskih sond, molekularnih svetil (Molecular Beacons) in sond Scorpion.
Pri vseh metodah produkte zaznavamo z merjenjem fluorescence, katera je sorazmerna
njihovi koli¢ini (Gachon in sod., 2004).

Barvilo SYBR Green I se veze na dvoverizno DNA (slika 2, levo) in v kompleksu z le-to
fluorescira. Vezava je nespecificna, zato lahko zaznamo tudi nespecifi¢ne produkte in
dimere oligonukleotindih zacetnikov. Nastanek dimerov lahko preverimo z analizo
disociacijske krivulje po zadnjem ciklu PCR v realnem casu ali z gelsko elektroforezo
(Wong in Medrano, 2005).

TagMan kemija (slika 2, desno) uporablja sondo TagMan, specifi¢no za del amplikona
med obema zacetnima oligonukleotidoma, ki ima na 5'-koncu vezano reportersko (npr. 6-
karboksi-fluorescin, FAM; VIC) in na 3'-koncu duSilno barvilo (npr. 6-karboksi-
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tetrametilrodamin, TAMRA). Sonda se specificno veze na tar¢ni amplikon. DNA
polimeraza zaradi svoje 5'-nukleazne aktivnosti med podaljSevanjem verige razgrajuje
sondo, zato se reportersko barvilo lo¢i od duSilnega. Posledica tega je naraSCanje
fluorescence reporterskega barvila. Ker je sonda specificna za amplikon, zaznamo le
specificne produkte. Specificnost TagMan kemije je Se povecana z uporabo MGB 0Osond,
katere imajo na 3'-koncu vezano molekulo MGB (minor groove binder). Le-ta se z visoko
afiniteto veze na mali zleb DNA (Kumar in sod., 1998).

SYBR Green TagMan
Proba
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Slika 2: Detekcija z uporabo SYBR Green in TagMan kemije pri PCR v realnem ¢as (Walker, 2002).
Fluorescenca je proizvedena bodisi z vezavo SYBR Green barvila na dvoverizno DNA ali z odcepitvijo
dusilnega (Q) od reporterskega (R) barvila.

Figure 2: SYBR Green and TagMan detection ehmistry (Walker, 2002).

Reagenti za PCR v realnem casu, poleg termostabilne DNA polimeraze, vsebujejo tudi
pasivno fluorescenéno barvilo 6-karboksi-X-rodamin (ROX), ki sluzi kot notranja
referenca za normalizacijo florescenc¢nega signala pri analizi podatkov (Wong in Medrano,
2005), ter uracil-DNA glikozidazo, ki z odstranjevanjem uracilov v enoverizni ali
dvoverizni DNA preprecuje ponovno pomnozevanje produktov PCR (Longo in sod.,
1990).

Metoda PCR v realnem casu je, med drugim, uporabna za ugotavljanje genske stabilnosti,
ucinkovitosti zdravil, detekcijo povzrocCiteljev bolezni, za razlikovanje med aleli in analizo
izrazanja genov, to je za ugotavljanje Stevila kopij odgovarjajo¢e mRNA (Klein, 2002).

Pri rastlinah PCR v realnem ¢asu uporabljajo za identifikacijo in kvantifikacijo rastlinskih
simbiontov in povzociteljev bolezni, za ugotavljanje prisotnosti tuje DNA v zivilih (npr.
kontaminacija z drugimi vrstami, gensko spremenjenimi rastlinami), za ugotavljanje Stevila
kopij vkljuenega transgena in nenazadnje za ugotavljanje izrazanja genov. Pri tem ima
izredno veliko vlogo razlikovanje med posameznimi pripadniki genskih druzin (Gachon in
sod., 2004). Z metodo PCR v realnem casu so npr. potrdili vkljucenost encima glutation-S-
transferaze v odgovor rastlin navadnega repnjakovca v kompatibilni interakciji s CaMV
(Love in sod., 2005).
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Kot zelo uspesna se je izkazala naslednja kombinacija: uporaba DNA mikromrez kot
presejalne metode in validacija dobljenih rezultatov s PCR v realnem c¢asu (Chuaqui in
sod., 2002), saj slednja metoda ni tako zmogljiva, vendar pa je veliko bolj obcutljiva.
Medtem ko gre pri nekaterih Studijah zgolj za potrjevanje izrazanja izbranih genov, pa
lahko pri teh izvedemo Se podrobnejSe ¢asovne ali druge analize (Gachon in sod., 2002).
PCR v realnem casu so uporabili tudi za primerjavo razliénih metod analize podatkov
pridobljenih s cDNA-mikromrezami (Puthoff in sod., 2003). PCR v realnem casu lahko
rezultate mikromreZ popolnoma potrdi, nekateri avtorji pa so ugotovili, da so bile razlike v
izrazanju, ugotovljene s PCR v realnem casu, vecje (Wang in sod., 2003) ali manjse
(Schenk in sod., 2000), kot je pokazala metoda mikromrez. V nekaterih Studijah je bilo
izrazanje ugotovljeno z obema metodama celo nasprotno (Hammond in sod., 2003).

Za §tudij izrazanja genov z metodo PCR v realnem casu je potrebna izolacija RNA, RT in
PCR v realnem c¢asu dobljene cDNA. Da bi dosegli visoko zmogljivost in zanesljivost
reakcije PCR v realnem cCasu, je potreben preudaren razvoj metode, ki vkljucuje postopek
priprave ¢cDNA (izolacija RNA, odstranjevanje genomske DNA, RT) in ustrezno
normalizacijo na vzdrzevalni (endogeni) ali zunanje dodani gen (Giulietti in sod., 2001).

Za natan¢nost metode PCR v realnem cCasu je kljuCna integriteta RNA, saj je u€inkovitost
RT iz delno razgrajene RNA znatno slabsa kot iz intaktne (Swift in sod., 2000). Poleg tega
so pri izolaciji RNA iz rastlinskega tkiva lahko problemati¢ni Stevilni sekundarni
metaboliti, ki motijo samo izolacijo ter inhibirajo PCR reakcijo (Singh in Singh, 1996).

Pri vecini metod izolacije RNA v le-tej ostane Se nekaj genomske DNA (gDNA). Pred RT
je te ostanke potrebno razgraditi, saj se s tem izognemo pomnozevanju gDNA v reakciji
PCR v realnem c¢asu. Problemu se lahko izognemo z nacrtovanjem sonde preko introna,
vendar Se vedno gDNA lahko moti natan¢no dolocitev koli¢ine izhodne RNA, ki je nujna
za natancno dolocitev absolutne ali relativne kolicine mRNA iskanih genov (Bustin, 2002).

Obratno prepisovanje mRNA v cDNA je prav tako ena izmed klju¢nih faz v postopku
Studija izrazanja genov s PCR v realnem Casu. Napake, ki pri tem nastanejo izvirajo iz
sekundarne ali terciarne strukture RNA, ucinkovitosti zacetnih oligonukleotidov in
reverzne transkriptaze (Stdhlberg in sod., 2004a). Zacetni oligonukleotidi, ki jih
uporabljamo za RT so bodisi naklju¢ni zacetni oligonukleotidi (random primers), oligo-dT
ali za gen specifi¢ni zaCetni oligonukleotidi. Naklju¢ni zacetni oligonukleotidi so najbolj
nespecificni, saj nalegajo na razlicna mesta na RNA, tudi na rRNA, ki predstavlja vecino
izolirane celokupne RNA. Oligo- dT zacetniki nalegajo na poli-A konec mRNA in so zato
bolj specifitni. Se ve&jo specifiCnost imajo za iskane gene specifiéni zadetni
oligonukleotidi (Lekanne Deprez in sod., 2002), vendar zaradi nefleksibilnosti niso tako
uporabljani kot prej omenjeni zacetni oligonukleotidi (Bustin in sod., 2005). Izkoristek
cDNA v reakciji RT lahko zaradi uporabe razli¢nih reverznih transkriptaz niha tudi do
100-krat (Stahlberg in sod., 2004b).

Za natancno relativno kvantifikacijo (da lahko izkoristimo ves potencial visoke
obcutljivosti metode) je nujna izbira primerne metode normalizacije. Le-ta popravi vire
nespecifiéne variabilnosti (koli¢ina in kvaliteta RNA, ucikovitost reakcij reverzne
transkripcije in PCR v realnem ¢asu, razlike med tkivi itd.) (Bustin, 2002). Podatke lahko
normaliziramo glede na vhodno $tevilo celic, kar je ve€inoma zelo tezko izvedljivo, glede
na koli¢cino RNA ter z uporabo eksternih ali internih (vzdrzevalni geni) kontrol.
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Normalizacija na koli¢ino RNA je problemati¢na, ker navadno merimo koli¢ino celokupne
RNA, kjer je vec¢ina RNA ribosomalnega izvora, razmerje rRNA : mRNA pa lahko niha
med fizioloskimi stanji. Pri normalizaciji glede na koli¢cino RNA ne upoStevamo
ucinkovitosti RT. Pri vzorcih iz zelo majhne koli¢ine tkiva je problemati¢no tudi natan¢no
ugotavljanje kolicine RNA (Bustin in sod., 2005). Pri uporabi zunanjih kontrol v eni izmed
faz priprave vzorcev dodamo kontrolno mRNA, npr. luciferazno (Toplak in sod., 2004).
Slabost metode je, da upoStevamo le ucinkovitost RT in PCR v realnem casu, ne pa
zacetnih razlik v koli¢ini vzorca. Zato je najboljSa metoda normalizacije normalizacija na
vzdrzevalni gen, saj le tako lahko upostevamo vse dejavnike variabilnosti. VzdrZevalni gen
mora biti izrazen enako, ne glede na tkivo in eksperimentalne pogoje (Giulietti in sod.,
2001). Izbira normalizatorskega gena je zato odvisna od vrste preuevanega organizma,
tkiva in od eksperimentalnih pogojev. V preteklih raziskavah se avtorji niso pretirano
ukvarjali z izbiro vzdrZzevalnega gena, kasneje pa se je izkazalo, da nekateri sploh niso
primerni. Vandesompele in sodelavei (2002) so spremljali izrazanje 10 pogosto
uporabljanih vzdrzevalnih genov v 13 ¢loveskih tkivih in prisli do zakljucka, da nobeden
od testiranih genov ni popolnoma ustrezal kriterijem za normalizacijo. Zato so razvili
program GeNorm, ki izbere primerne normalizatorje in izrazanje tacnih genov normalizira
na 2 ali tri normalizatorske gene (Vandesompele in sod., 2002). Vzdrzevalni geni, ki so
kazali stabilno izrazanje pri rastlinah so ribosomska RNA (18S, 25S; Kim in sod., 2003;
Brunner in sod., 2004; Iskandar in sod., 2004; Nicot s sod, 2005), ubikvitin (Brunner in
sod., 2004), tubulin ( Coker in Davies, 2003; Brunner in sod., 2004), aktin (Kim in sod.,
2003), elongacijski faktor 1-a (Nicot in sod., 2005), in GAPDH (Coker in Davies, 2003;
Kim in sod., 2004).

Dinamicni rang kvantifikacije pri PCR v realnem casu je 7 redov velikosti. Absolutno
koli¢ino ¢cDNA v vzorcu lahko izratunamo z uporabo standardne krivulje. Relativno
koli¢ino cDNA lahko izra¢unamo iz kalibratorske krivulje, ali iz razlik med vrednostjo Ct
med vzorcem in kontrolo (AACt metoda, Livak in Schmittgen, 2001). Bolj natanc¢na pa je
relativna kvantifikacija, kjer upostevamo tudi uc¢inkovitost PCR reakcije (Pfaffl, 2001).
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3 MATERIALI IN METODE
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Slika 3: Shema eksperimentalnega dela: priprava rastlinskega materiala in RNA ter analiza izrazanja genov z
metodama cDNA-mikromreZe in PCR v realnem Casu

cDNA — komplementarna DNA, gDNA — genomska DNA, Opt. — faze v katerih smo optimizirali metode,
PCR - verizna reakcija s polimerazo, TIGR - The Institute of Genomic Research (ZDA).

Figure: 3 Scheme of the experimetal work: plant material and RNA preparation, and study of differential
gene expression by microarray and real-time PCR analysis.
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3.1 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

3.1.1 Rastlinski material

Zdrave rastline krompirja (Solanum tuberosum L.) sort ‘Igor’ in ‘Sante’ smo razmnozili z
nodijsko kulturo in gojili na modificiranem MS gojis¢u (10 ml gojis¢a v epruvetah) v rastni
komori za tkivne kulture. Izsecke tako vzgojenih rastlin krompirja smo prestavili na
gojisce za koreninjenje (40 ml enakega gojis€a v plasti¢nih petrijevkah) in jih gojili v rastni
komori. Pogoji v rastni komori so bili: temperatura 19 £ 2 °C v Casu osvetljevanja in 17 +
2 °C v &asu teme, gostota pretoka fotonov 70 - 90 pmol m™s™ (Zarnica Osram L36/W77) in
fotoperioda 16 ur svetlobe in 8 ur teme.

Po 14 dneh smo rastlinice presadili v lon¢ke z zemljo in jih Stiri tedne vzgajali v rastni
komori z vlago. Pogoji v rastni komori z vlago so bili: relativna zra¢na vlaga 75 £+ 2 %,
temperatura 20 £ 2 °C v Casu osvetljevanja in 18 £ 2 °C v Casu teme, gostota pretoka
fotonov 120 - 150 pmol m™s™ (Zarnica Osram L36/W77) in fotoperioda 16 ur svetlobe in 8
ur teme. Rastline smo zalivali z vodovodno vodo.

3.1.2 Gojisca in raztopine za pripravo rastlinskega materiala

Modificirano MS gojis¢e (Murashige in Skoog, 1962)
— 136 uM NaFeEDTA

- pH=57-58

— avtoklaviranje: 15 minut pri 120 °C in 1,1 bar.

Pufer za mehansko inokulacijo
— 2,6 mM NaH2PO4

15,2 mM Na2HPO4

0,1% DIECA

- pH=7,6

3.1.3 Mehanska inokulacija rastlin

Po stirih tednih rasti v zemlji v rastni komori z vlago smo rastline krompirja (vsaj 16
rastlin) razdelili v dve enakovredni skupini:

— slepo inokulirane rastline (inokulirane s sokom zdravih rastlin, 8 rastlin) in
— okuZene rastline (inokulirane s sokom rastlin okuZenih s PVYN', 8 rastlin).

Izolat virusa PVY™'™ je bil izoliran iz krompirja sorte ‘Igor’ gojene v Sloveniji (Kus,

1994). Virus smo mnozili in vzdrzevali v rastlinah krompirja sorte ‘Pentland Squire’
gojenih v tkivni kulturi, kot je opisano v poglavju 3.1.1. Sok za inokulacijo rastlin za
poskuse smo pripravili iz poganjkov zdravih ali okuZenih rastlin sorte ‘Pentland Squire’, ki
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smo jih homogenizirali v pufru za mehansko inokulacijo v razmerju 3 ml pufrana 1 g
sveze mase rastlinskega materiala. Macerat smo inkubirali 5 minut, da se je virus iozlo¢il

Rastlinam smo oznacili tri ali §tiri spodnje liste, jih posuli s karborundom in nato liste
premazali z rastlinskim sokom zdravih (slepo inokulirane) ali okuZenih (okuZene rastline)
rastlin. Po 15 minutah smo liste sprali z vodovodno vodo.

3.1.4 Pobiranje rastlinskega materiala

V ¢asu 30 minut in 12 ur po inokulaciji smo odrezali slepo in z virusom inokulirane liste.
Rastlinski material (vsi inokulirani listi vseh rastlin) smo takoj homogenizirali v teko¢em
dusiku in ga shranili pri —80 °C. Shranili smo tudi rastlinski material intaktnih raslin,
vendar smo za nadaljne analize uporabili le rastlinski material slepo inokuliranih in z
virusom okuZzenih rastlin.

Nekaj rastlin obeh sort smo pustili v rastni komori 14 dni in z opazovanjem pojavljanja
bolezenskih znakov sorti ‘Igor’ potrdili infektivnost inokulata. Dodatno smo na vsaj enem
listu rastlin obeh sort izvedli test ELISA, kot je opisano v Mehle in sodelavcei (2004).

3.1.5 Serije

Rastlinski material smo pobrali v treh bioloskih ponovitvah (serijah) zgoraj opisanega
poskusa. Dodatno smo rastlinski material sorte ‘Igor’ v ¢asovni tocki 12 ur pobrali Se v
dveh serijah (4. in 5. serija), vendar v nadaljnih analizah rastlinskega materiala 4. serije
nismo uporabili.

— l.serija:  03.04. 2003
— 2.serijja:  26.09. 2003
— 3.serijja:  03.12.2004
— 4.serija:  03.03. 2005
— S.serjja: 18.05. 2005

Rastlinski material, ki smo ga uporabili za optimizacije nekaterih metod (RT, PCR v
realnem Casu), je bil iz nekaterih drugih sort krompirja, vendar gojen in pobran na enak
nacin kot v opisanih bioloskih ponovitvah.

3.1.6 Vzorci

Pregled vzorcev rastlinskega materiala, iz katerih smo izolirali RNA, in poimenovanje
parov, ki smo jih primerjali z metodo mikromrez ali PCR v realnem ¢asu, sta prikazana v
preglednici 1.
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Preglednica 1: Vzorci rastlinskega materiala, iz katerih smo izolirali RNA, in poimenovanje parov, ki smo

jih primerjali z metodama mikromreZe in PCR v realnem casu.

Table 1: Samples of plant material, used for RNA isolation and pairs for comparisons of expression by

microarrays and real-time PCR

Vzorec rastlinskega

Oznaka para

Vzorec rastlinskega

Oznaka para

materiala materiala

I/S 30min 1 Igor 30min 1 S/S 30min 1 Sante 30min 1
/O 30min 1 S/O 30min 1

I/S 30min 2 Igor 30min 2 SIS 30min 2 Sante 30min 2
/O 30min 2 S/O 30min 2

/S 30min 3 Igor 30min 3 S/S 30min 3 Sante 30min 3
/0O 30min 3 S/O 30min 3

VS 12h 1 Igor 12h 1 S/S12n T Sante 12h 1
/O 12h 1 S/012h 1

IS 12h 2 Igor 12h 2 SIS 12h 2 Sante 12h 2
110 12h 2 S/012h 2

VS 12h 3 Igor 12h 3 S/S12h3 Sante 12h 3
/O 12h 3 S/012h 3

VS 12h 5 Igor 12h 5

110 12h 5

Vzorcem smo oznadili sorto (I — ‘Igor’, S - ‘Sante’), inokuliranost rastline (S — slepo inokulirana rastlina, O —
z virusom okuZena rastlina), ¢as po inokulaciji (30 min — 30 minut, 12h - 12 ur) in biolosko ponovitev (serijo

poskusa; glej 3.1.5).

3.2 PRIPRAVA RNA

3.2.1 Raztopine za pripravo RNA

DEPC voda
— 6 mM dietil pirokarbonat
— 2-krat avtoklavirano

TAE pufer

— 40 mM Tris-acetat
— 1 mM EDTA

- pH=8,0

Nanasalna raztopina za elektroforezo
— 200 pl 6x Loading Dye (Fermentas)
— 500 pl glicerol
— 500 pul ddH20
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3.2.2 Izolacija celokupne RNA

Celokupno RNA (totRNA) smo iz rastlinskih tkiv izolirali po postopku RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen). Postopek izolacije se zacne z inkubacijo homogeniziranega rastlinskega
materiala v liznem pufru. Le-ta vsebuje gvanidijev izotiocianat, ki inaktivira Rnaze. Sledi
odstranjevanje grobih delcev na QIAshredder kolonah, precipitacija proteinov z 96-
odstotnim etanolom, vezava RNA na silikagelno membrano kolone RNeasy mini, spiranje
necisto¢ in nazadnje elucijo totRNA v vodo. Priporoceni postopek proizvajalca (RNeasy
Mini Handbook) smo spremenili v ve¢ korakih.

RNA smo izolirali iz 300 mg rastlinskega tkiva, zaradi ¢esar smo povecali koli¢ino liznega
pufra RLT (brez dodanega B-merkapto etanola) na 800 pl. Ker je ta volumen presegal
volumen kolon, smo lizat nanesli na kolono QIAshredder v dveh korakih z vmesnim
centrifugiranjem. Precedku (cca 800 ul) smo dodali 400 pl 96-odstotnega etanola in vzorec
spet v dveh korakih nanesli na RNeasy Mini kolono. Po spiranju s pufroma RW1 in RPE
smo na kolono nanesli 30 ul DEPC vode in inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi.
TotRNA smo nato eluirali z 2-minutnim centrifugiranjem pri 18000 g. Izolirano totRNA
smo shranili pri -80 °C.

3.2.3 Razgradnja genomske DNA

Da bi odstranili gDNA, ki je ostala v vzorcih po izolaciji totRNA, smo gDNA razgradili z
DNazo 1. Preizkusili smo dva nacina razgradnje.

Pri prvem smo nastavili 10 pl DNazno reakcijo: 6 pl (cca. 8 pg) totRNA smo dodali 1 pl
pripadajocega pufra in DNazo I (Deoxyribonuclease I, amplification grade, Invitrogen), da
smo dosegli naslednje koncentracije encima: 0,25, 0,06 in 0,04 enot na pug totRNA. Od
proizvajalca priporocena koncentracija encima je 1 enota na pg totRNA. Vzorce smo 15
minut inkubirali pri sobni temperaturi, nato smo DNazo inaktivirali z EDTA v kon¢ni
koncentraciji 2 mM in inkubirali 10 minut pri 65 °C.

Pri drugem nacinu smo, po navodilih proizvajalca, uporabili komplet za razgradnjo DNA
na RNeasy Mini koloni med izolacijo RNA (RNase free DNase set, Qiagen, Nemcija). Za
razgradnjo cca. 40 pg totRNA smo uporabili priporoceno koli¢ino encima (27 enot) ali
13,5, 54 ali 108 enot DNaze I v 70 ul pufra (koncentracije 0,68, 0,34, 1,35 ali 2,7 enot / pug
totRNA).

Po dolocitvi optimalnih pogojev razgradnje smo za razgradnjo gDNA v vzorcu totRNA,
izolirane iz 300 mg rastlinskega tkiva, uporabili DNAzo in pripadajoCe raztopine
proizvajalca Invitrogen. Nastavili smo 40 pl reakcijske mesanice, ki je vsebovala:

30 pl totRNA

— 1,3 ul DNaze I

— ul pufra

— 4,7 ul DEPC vode

Vzorce smo inkubirali in nato inaktivirali DNazo kot je opisano zgoraj. Kvaliteto in
koli¢ino RNA smo nato preverili z agarozno gelsko elektroforezo in v nekaterih primerih
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dodatno Se z aparaturo Agilent 2100 Bioanalyzer (glej poglavje 3.2.5.1).

3.2.4 Cis¢enje RNA

Da bi iz vzorcev totRNA odstranili preostale encime in pufre ter jo skoncentrirali na manjsi
volumen, smo jo po tretiranju z DNazo I ponovno ocistili. Uporabili smo komplet RNeasy
MinElute Cleanup Kit (Qiagen, ZDA).

44 ul vzorca totRNA smo najprej dodali 156 ul DEPC vode in 700 pl pufra RLT. Vse
skupaj smo premesali z vrtin€enjem ter nato dodali Se 500 pl absolutnega (96 - 100 %)
etanola. Celotno meSanico smo premesSali s pipetiranjem ter nemudoma nadaljevali z
nadaljnim postopkom. Ker je volumen vzorca presegal volumen kolon, smo ga nanesli na
kolono RNeasy MinElute Spin Column v dveh korakih z vmesnim 30 sekundnim
centrifugiranjem pri 18 000 g. Supernatant smo zavrgli, na kolono pa nanesli 500 ul pufra
RPE. Zopet smo centrifugirali 30 sekund pri 18 000 g. Na kolono smo nato dodali 500 pl
80-odstotnega etanola in centrifugirali kot prej. Da bi preprecili prenos etanola v nadaljne
korake, smo kolono ponovno centrifugirali 5 minut pri 18 000 g. TotRNA smo eluirali s 14
ul DEPC vode, segrete na 80 °C in vzorec inkubirali na sobni temperaturi 10 minut. S
centrifugiranjem (2 minuti pri 18 000 g) smo tako eluirali 12 pl totRNA (mrtvi volumen
membrane na koloni je 2 pl).

3.2.5 Merjenje koncentracije in inegritete RNA

3.2.5.1 Dolo¢anje koncentracije in kvalitete RNA z aparaturo BioAnalyzer

Za ugotavljanje koncentracije in kvalitete RNA, ki smo jo uporabili za mikromreze
(totRNA, tretirana z DNazo, o¢is¢ena in koncentrirana) smo uporabili komplet »RNA 6000
Nano LabChip® kit« (Ambion, ZDA) s kvantitativnim obsegom dolo¢anja koncentracij
25-500 ng/ul RNA in aparaturo Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies, ZDA).
Metoda temelji na loCevanju molekul RNA na osnovi velikosti s pomocjo kapilarne
elektroforeze in analize podatkov. Analizator tako za vsak vzorec izriSe elektroferogram,
dolo¢i faktor, ki meri kvaliteto RNA in izracuna deleZ molekul rRNA v vzorcih mRNA.

Po 2 pl ustrezno redcenih vzorcev RNA in standarda velikosti RNA 6000 Ladder (Ambion,
ZDA) smo denaturirali (2 minuti, 80°C), kratko centrifugirali in shranili na ledu. Nato smo
pripravili meSanico gela (RNA 6000 Nano Gel Matrix) in barvila (RNA 6000 NanoDye
Concentrate) in jo nanesli na ¢ip (RNA 6000 Nano Chip). V vdolbinice za standard
velikosti in vzorce na nano ¢ipu smo najprej nanesli po 5 pl reagenta RNA 6000 Nano
Marker in nato v iste vdolbinice nanesli po 1 pl standarda velikosti in vzorcev. Nano ¢ip
smo z vrtin€enjem premesali in vstavili v aparaturo Agilent 2100 Bioanalyzer. Podatke
smo analizirali s programom 2100 Expert software (Agilent Technologies, ZDA).
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3.2.5.2 Agarozna gelska elektroforeza

Za ugotavljanje kvalitete v vseh fazah dela in uravnavanje koli¢ine totRNA pred sintezo
cDNA smo uporabili agarozno gelsko elektroforezo.

Pred delom z RNA smo kadicko za gel, nosilec gela in glavnic¢ek temeljito sprali z 0,1 M
NaOH, vodo, 3% H;,0, in bidestilirano vodo. Pripravili smo 1,5-odstotni gel, tako da smo
agarozo (0,6 g) segrevali v TAE pufru (40 ml). Ko se je agaroza popolnoma stopila, smo
raztopino nekoliko ohladili in dodali Se etidijev bromid (1,5 pl). Raztopino smo razlili na
nosilec za gel in pustili 30 minut, da se je gel strdil.

Celokupno RNA (koncentrirano ali red¢eno z DEPC vodo v razmerju 1:10 ali 1:20) smo
pred nanosom na gel zmesali z nanasalno raztopino v razmerju 2 pl RNA, 5 pl nanasalne
raztopine in 5 ul DEPC vode. 12 pl tako pripravljene meSanie smo nanesli v vdolbinice
gela. Kot kontrolo smo v eno progo na gelu nanesli 0,7 pl oznacevalca velikosti DNA 100
bp (MBI Fermentas, Litva) zmeSanega z enako koli¢ino nanasalne raztopine in vode kot pri
vzorcih RNA.

RNA smo lo¢evali 20 minut pri napetosti 80 V. Uporabljali smo napajalnik POWER / PAC
1000 (BIO-RAD). Po koncu elektroforeze smo gel slikali s sistemom GelDoc Mega (s
programom UVI Photo MW, Biosystematica, ZDA).

Relativno koncentracijo RNA smo ocenili na osnovi primerjave fluorescence, ki jo v
svetlobi UV oddaja kompleks etidijev bromid - DNA. Tako smo dolo¢ili koli¢ine totRNA,
ki smo jih uporabili za RT, da bi dosegli enako koncentracijo RNA v vsakem paru slepo
inokulirana — okuZena rastlina.

3.3 ¢DNA MIKROMREZE

cDNA mikromreze smo hibridizirali s pari vzorcev slepo inokuliranih in z virusom
okuzenih rastlin. Pri vsaki hibridizaciji smo en vzorec v paru oznaili s fluorescentim
barvilom Cy3, drugega pa s fluorescentnim barvilom Cy5. Med pari smo nakljuc¢no
menjavali barvila med slepo inokuliranimi in z virusom inokuliranimi vzorci (dye swap).
Par vzorcev ‘Igor’ 12h 1 smo hibridizirali 2-krat, in sicer z obrnjenima barviloma.

Za hibridizacijo cDNA mrez smo (kjer ni drugace navedeno) uporabili komplet 3DNA
Array 900™ Kit (3DNA komplet, Genisphere, ZDA). Pri delu smo razen nekaterih
manj$ih sprememb, sledili navodilom proizvajalca. Metoda temelji na oznaCevanju z
dendrimeri (slika 4). Med sintezo cDNA smo sintetizirali repke, na katere se med
hibridizacijo vezejo fluorescentna barvila. Na mikromreze smo najprej hibridizirali cDNA,
nato pa dendrimere (do 900 molekul) fluorescentnih barvil Cy3 in Cy5 (3DNA »capture
reagent«) in tako dosegli ojacanje signala (Stears in sod., 2000).
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Slika 4: Shema hibridizacije z oznacevanjem z dendrimeri.

Figure 4: Scheme of the dendimer-labeling based hybridization.

3.3.1 Mikromreze

cDNA-mikromreze, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, smo kupili pri The
Institute of Genomic Research (TIGR, ZDA). Na mikromrezah je bila tockovno nanesena
c¢DNA, ki so jih pridobili iz razlicnih organov krompirja ter iz odvzemnih knjiznic cDNA
krompirja po interakciji z glivo Phytophthora infestans. Skupaj s kontrolnimi cDNA so na
mikromreZze tockovno nanesli 15 264 razlicnih cDNA, vsak klon v dveh prostorsko lo¢enih
ponovitvah. Samo 12 091 klonov ¢cDNA so uspeli validirati (preveriti s ponovnim
sekveniranjem in z agarozno elektroforezo). Na mikromrezah je zato od skupno 32 448
samo 24 182 tock validiranih.
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MikromreZza je natisnjena na standardnem objektnem stekelcu. cDNA je bila nanesena s 48
iglami v 48 blokih (slika 5), v vsakem je 25 stolpcev in 26 vrstic nanesene cDNA.
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Slika 5: Shema TIGR krompirjevih cDNA-mikromrez: cDNA je natisnjena v 48 blokih (levo), v vsakem
(desno) je 25 stolpcev in 26 vrstic tock cDNA.

||LZDGD

Figure 5: Scheme of TIGR potato cDNA microarrays. cDNA is spotted in 48 blocks, with the 25 columns
and 26 rows of cDNA spots in each block.

Za vsak klon nanesene cDNA (npr. STMCEO08), smo lahko v bazi podatkov StGI (TIGR
potato gene index database, www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T_index.cgi?species=potato)
poiskali naslednje informacije:

— oznaka v bazi GenBank: za vsak klon je dostopna oznaka za 5’ in 3’ konec zaporedja
(npr. BQ111934, BQ111935)

— skupno zaporedje (TC, tentative consensus sequence, npr. TC92773): celotno zaporedje
vseh klonov cDNA, ki naj bi predstavljali en gen.

— Verjetna dolocitev (putative annotation) TC (npr. cysteine proteinase inhibitor — potato
(PCPI 8.3))


http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T_index.cgi?species=potato

32

Baebler S. Izrazanje genov pri obéutljivi in odporni sorti krompirja (Solanum tuberosum L.) v zgodnjem odzivu na okuzbo s krompirjevim virusom Y ™.

Dokt. disertacija, Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

Za vsako toCko nanesene cDNA smo od proizvajalca prejeli informacije, zdruzene v
datoteko GAL (Genepix Allocation List), ki vsebuje poleg zgoraj omenjenih informacij
(ime klona, TC, doloc¢itev, oznaka v genski banki) Se podatke o lokaciji toCke na
mikromrezi (npr. 3. blok, 12. vrstica, 2. stolpec) in vrednost parametra ID. Mesta na mrezi,
kjer cDNA ni bila nanesena, so imela vrednost ID = null (npr. spodnje vrstice 25. stolpca,
slika 5), tocke, kjer nanesena cDNA ni bila validirana, pa vrednost ID = 0. Ostale tocke so
imele vrednost ID = 1.

Na mikromrezah je tudi precej tock s kontrolno cDNA. Pozitivne cDNA kontrole so:
cDNA in gDNA krompirja in paradiznika (za gene, ki so vkljuceni v vzdrzevalne funkcije,
fotosintezo in obrambni odgovor) in luciferazna cDNA. Kot negativne kontrole so na
mikromrezah nanesene cDNA c¢loveka in bakterij ter cDNA patogene glive P. infestans.
Slednja lahko sluzi kot kontrola okuzbe s to glivo.

3.3.2 Raztopine za hibridizacijo mikromrez

20 x SSC
— 3 M NacCl

0,3 M natrijev citrat
- pH7,0

TE

— 10 mM Tris-HCI
- 1mMEDTA

- pH=8,0

Pufer za predhibridizacijo
- 5xSSC

- 0,1 % SDS

1 % BSA

filtrska sterilizacija

Pufer za posthibridizacijsko spiranje 1
- 1xSSC
- 0,1 % SDS

Pufer za posthibridizacijsko spiranje 2
- 0,1 xSSC
- 0,1 % SDS

Pufer za posthibridizacijsko spiranje 3
- 0,1 xSSC

DTT

— 0,1 M ditiotreitol

— 3M Na-acetat

— filtrsko sterilizirano, hranimo alikvotirano pri -20 °C
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3.3.3 Priprava cDNA

3.3.3.1 Obratno prepisovanje

Na ledu smo pripravili RNA-RT meSanico, ki je vsebovala:

- 8 ul totRNA (ociscene in skoncentrirane, glej 3.2.4)
- 1 pl RT-zacetnih nukleotidov (lo¢eni za slepe in z virusom inokulirane vzorce)
- 2 pl luciferazne mRNA (kontrola; 0,5 ng / ul, Promega, ZDA)

Mesanico smo premesali z vrtincenjem, jo kratko centrifugirali ter inkubirali 10 minut pri
80 °C in nato Se 2 - 3 minute na ledu.

V naslednjem koraku smo pripravili reakcijsko meSanico, ki je vsebovala:

- 4 pl 5x SuperScript II Buffer (Invitrogen, ZDA),

- 2 ul 0,1M DTT (Invitrogen, ZDA),

- 1 pl ANTP mix (3DNA komplet),

~ 1 pl Superase-In"™ RNase inhibitor (3DNA komplet) in

- 1 pl Superscript I RNase H” Reverse Transcriptase (Invitrogen, ZDA).

Pripravljeno reakcijsko meSanico smo premesali in kratko centrifugirali. 8,8 pl te mesanice
smo nato dodali k vsakemu vzorcu RNA-RT meSanice, vse skupaj zopet premesali in
kratko centrifugirali, ter nato vse skupaj inkubirali 2 uri pri 42 °C.

Reakcijo smo ustavili z dodatkom 3,5 pl 0,5M NaOH / 50mM EDTA. Vzorec nato
inkubirali 10 minut pri 65 °C in tako denaturirali DNA/RNA hibride ter razgradili
preostalo RNA. Reakcijo smo nevtralizirali s 5 ul 1M TRIS-HCI (pH 7,5) in tako dobili
28,5 ul vzorca.

Vzorca slepo inokulirane in okuZene rastline krompirja smo nato zdruzili, izpraznjeno
mikrocentrifugirko pa sprali s 73 pl pufra TE. Konéni volumen zdruzenega vzorca cDNA
je bil tako 130 pl.

3.3.3.2 Koncentriranje cDNA

Zdruzene vzorce parov slepo inokulirane in z virusom okuzene rastline smo pred
hibridizacijo ponovno ocistili in skoncentrirali s kolonami Microcon YM-30 (Millipore,
ZDA).

Kolono smo najprej sprali s 100 ul pufra TE in jo centrifugirali 3 minute pri 13 000 g. Nato
smo nanjo nalozili 130 pl of cDNA in vse skupaj centrifugirali 9 minut pri 13 000 g.
Odstranili smo jo z nosilca, nanjo dodali 5 pl pufra TE, jo nezno potresli in jo pazljivo
namestili v nov nosilec, tokrat obrnjeno navzdol. Z 2-minutnim centrifugiranjem pri
13 000 g smo v nosilec eluirali 3 - 10 pl skoncentrirane in oc¢is¢ene cDNA, ki smo ji dodali
ddH,0 do kon¢nega volumna 8 pl in jo do hibridizacije na cDNA-mikromreze shranili pri
-20°C.
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3.3.4 Hibridizacija

Naenkrat smo izvajali hibridizacijo 2 ali 3 mikromrez, to je 2 ali 3 parov vzorcev cDNA.

3.3.4.1 Predhibridizacija

Postopek za predhibridizacijo mikromrez smo priredili po metodi, ki so jo objavili Hedge
in sodelavci (2000). Kljuéna sestavina predhibridizacijskega pufra je goveji serumski
albumin (BSA), ki zapolni nespecificna vezavna mesta na mikromrezi in tako prepreci
nespecificno vezavo cDNA in barvil, kar je lahko vzrok za visoko ozadje. MikromreZze
smo postavili v ¢aSo Coplin s predhibridizacijskim pufrom (glej poglavje 3.3.2), ki smo ga
predhodno segreli na 42 °C in jih nato inkubirali pri tej temperaturi 45 minut.

Mikromreze smo dvakrat sprali v ddH»O in enkrat v izopropanolu ter pazili, da se med
posameznimi koraki spiranja mikromreza ni posusila, kar bi lahko imelo za posledico
visoko ozadje.

Takoj po spiranju smo mikromreZe posusili s centrifugiranjem (1 minuta pri 1000 g). Ce
smo po centrifugiranju na mikromrezi opazili ostanke predhibridizacijskega pufra, smo
postopek spiranja in suSenja ponovili. Posusene mikromreze smo do nanosa hibridizacijske
mesanice inkubirali pri 50 °C.

3.3.4.2 Hibridizacija s cDNA

Za cDNA hibridizacijo ene mikromreZze smo pripravili 80 pl hibridizacijske meSanice, ki je
vsebovala:

— 9 ul ¢cDNA, predhodno denaturirana (10 minut pri 65 °C)

— 40 pl hibridizacijskega pufra na formamidni osnovi (3DNA komplet), pripravljen z 10-
minutno inkubacijo pri 65-70 °C, meSanjem z vrtinenjem in centrifugiranjem

— 2 ul blokatorja LNA (3DNA komplet),

— 1 ul DNA lososovih testisov (Salmon testis DNA, 1 pg / ul, Sigma, ZDA), predhodno
denaturirana (10 minut pri 98 °C)

— 28 ul DEPC vode (3DNA komplet).

Hibridizacijsko meSanico smo kratko centrifugirali pri 15 000 g, jo inkubirali 3 minute pri
95 ter jo do nanosa na mikromrezo hranili pri 45 °C.

Na mikromrezo, ki smo jo predhodno segreli na 50 °C, smo postavil krovnik LifterSlip
(Erie Scientific Company, ZDA) tako, da sta bila stranska gumijasta pasova obrnjena na
mikromrezo. Na spodnji rob mikromreze smo nanesli priblizno 70 pl hibridizacijske
mesanice enakomerno po celotni Sirini krovnika tako, da se niso tvorili zra¢ni mehurcki, ki
bi lahko onemogocili hibridizacijo cDNA na komplemnetarno sekvenco na mikromrezi.
Kapilarna sila je potegnila meSanico pod krovnik. Tako pripravljeno mikromrezo smo
namestili v hibridizacijsko komoro (GeneMachines, ZDA). Da bi preprecili izhlapevanje
vode iz hibridizacijske meSanice izpod krovnika, smo v kanalc¢ke hibridizacijske komore
nakapljali priblizno 50 pl pufra 0,1 x SSC ter komoro dobro zaprli. Inkubirali smo jo v
vodni kopeli 16 - 20 ur (¢ez noc€) pri 45 °C.
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3.3.4.3 Spiranje mikromreZ po cDNA hibridizaciji

Mikromrezo, katere se je Se vedno drzal krovnik, smo potopili v ¢aso s pufrom za
posthibridizacijsko spiranje 1 (glej 3.2) in tako dosegli, da je krovnik odstopil od
mikromreze. Nato smo mikromreze namestili v nosilec za objektna stekelca. Tega smo
postavili v ¢aso s pufrom 1 in vse skupaj stresali 5 minut (stresalnik VXR, IKA, Nemcija)
pri nizkih obratih stresanja pri sobni temperaturi. Nato smo nosilec prenesli v ¢aso s
pufrom za posthibridizacijsko spiranje 2 (glej 3.2) in vse skupaj stresali kot je opisano
zgoraj. Postopek spiranja smo ponovili Se s pufrom za posthibridizacijsko spiranje 3 (glej
3.2). Volumen uporabljenih pufrov za spiranje je bil 600 ml. Med postopkom spiranja smo
pazili, da se mikromreZe niso posusile, saj bi se na zasusene pufre lahko nespecificno
vezala barvila, kar bi povisalo vrednost ozadja.

Mikromreze smo posusili kot je opisano v poglavju 3.3.4.1.

3.3.4.4 Hibridizacija z dendrimeri

Zaradi svetlobne obcutljivosti barvil smo postopke izvajali v temi.

Za 3DNA hibridizacijo ene mikromreze smo pripravili 75 pl hibridizacijske mesSanice, ki je
vsebovala:

— 2,5 ul dendrimerov Cy3 (3DNA komplet),

— 2,5 ul dendrimerov Cy5 (3DNA komplet),

— 37 ul hibridizacijskega pufra na formamidni osnovi (3DNA komplet),
— 1 pl denaturirane DNA lososovih testisov (1 pg/ ul)

— 34 pl vode (3DNA komplet).

Raztopine dendrimerov smo pripravili tako, da smo jih talili 20 minut v temi, pri sobni
temperaturi, jih premesali z vrtin¢enjem in kratko centrifugirali. Sledila je 10 minutna
inkubacija pri 55 °C, meSanje z vrtinenjem in kratko centrifugiranje. DNA lososovih
testisov in predhibridizacijski pufer smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.3.4.2.

Hibridizacijsko meSanico smo kratko centrifugirali pri 15 000 g in inkubirali 10 minut pri
80 °C. Do nanosa na mikromrezo smo jo hranili pri 45 °C.

3DNA hibridizacijsko meSanico smo nanesli na mikromrezo po enakem postopku kot
cDNA hibridizacijsko mesanico (glej 3.3.4.2). Mikromrezo smo inkubirali v hibridizacijski
komori v vodni kopeli 4 ure pri temperaturi 45 °C.

3.3.4.5 Spiranje mikromrezZ po hibridizaciji z dendrimeri

Vse korake tega spiranja smo izvajali v temi. V ta namen smo ¢aSe, v katerih smo spirali
mikromreZze, ovili v aluminijasto folijo.

Postopek spiranja in suSenja mikromrez po 3DNA hibridizaciji je bil enak kot postopek po
hibridizaciji s cDNA, le da sta pufra za posthibridizacijsko spiranje 1 in 2 vsebovala Se
DTT (0,1 M ditiotreitol, Sigma, ZDA), ki deluje kot antioksidant in tako prepreci
svetlobno bledenje fluorescenénih barvil. Po zadnjem suSenju smo mikromrezo do
opti¢nega branja hranili temi pri sobni temperaturi v.
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3.3.5 Opti¢no branje mikromrez

Z opticnim Citalnikom (LS200 scanner, TECAN, ZDA v kombinaciji s programom
ArrayPro Analyzer®, Media Cybernetics, ZDA) smo zaznali jakost svetlobe, ki sta jo po
vzpodbujanju z lasersko svetlobo oddajali barvili Cy3 (573 — 613 nm, zeleni del vidnega
spektra) in Cy5 (672 - 712 nm, rdeci del vidnega spektra). Vecja jakost svetlobe je
odrazalo vecje Stevilo molekul barvila v posamezni tocki, kar je nadalje pomenilo vecjo
koli¢ino vezane cDNA in vecje Stevilo molekul mRNA v vzorcu, oznacenim s tem
barvilom. Postopek opti¢nega branja mikromrez smo izvedli Se isti dan, takoj po zadnjem
spiranju in suSenju mikromrez, saj barvila (Se zlasti barvilo Cy5) postopno razpadajo.

Mikromreze smo vstavili v nosilec tako, da so bile tocke nanesene cDNA obrnjene
navzdol. S potiskom mikromrez v zgornji levi kot smo zagotovili enak polozaj pri
opti¢nem branju. Nosilec smo vstavili v opti¢ni Citalnik.

V opticnem Citalniku smo nastavili geometrijske parametre mikromreze: obmocje
opticnega branja, debelino stekelca in avtomatsko ostrenje. Na kanalu 1 smo zaznavali
svetlobo, ki jo je oddajalo barvilo Cy5 (vzpodbujevalna svetloba = 633 nm, filter = 670
nm). Na kanalu 2 smo zaznavali svetlobo, ki jo je oddajalo barvilo Cy3 (vzpodbujevalna
svetloba = 543 nm, filter = 590 nm). Locljivost opti¢nega branja je bila 10 um, frekvenca
opticnega branja 1 tocke cDNA (oversampling) pa 2.

Pred opti¢nim branjem smo vedno izvedli predpregled, da smo tocno dolocili obmocje
opticnega branja in avtomatskega ostrenja ter nastavili jakost spodbujevalne laserske
svetlobe (gain).

Za vsako mikromrezo smo najprej opticno prebrali jakost svetlobe, ki jo je po spodbujanju
z lasersko svetlobo oddajalo barvilo Cy5 (kanal 1), in nato Se jakost svetlobe, ki jo je po
spodbujanju z lasersko svetlobo oddajalo barvilo Cy3 (kanal 2). Jakost spodbujevalne
laserske svetlobe smo prilagodili jakosti dobljenega signala. Ker je imelo barvilo Cy 5

ey e

200. Preverili smo tudi, da pri uporabljeni jakosti ni bilo prevec¢ tock saturiranih.

Rezultat smo dobili v obliki dveh slik (eno za CyS5 in drugo za Cy3) v formatu TIFF.

3.3.6 Obdelava podatkov

3.3.6.1 Analiza slike

Slike, dobljene z opti¢nim branjem, smo analizirali s programom ArrayPro Analyzer”
(Media Cybernetics, ZDA). V tem programu smo slike obrnili, nastavili mrezo, to¢kam
pripisali podatke o naneSeni cDNA (datoteka GAL), ocenili kvaliteto posameznih tock ter
izvozili podatke o signalu tock in ozadju na obeh kanalih.

S postavitvijo mreze smo definirali obmocje, kjer je bila nanesena cDNA. Pri nastavitvi za
mrezo smo upoStevali podatke o razporeditvi tock nanesene cDNA v bloke, stolpce in
vrstice (datoteka GAL) ter dejstvo, da so bile tocke naneSene cDNA neenakomerne
velikosti. Nato smo priblizno mrezo smo naloZili na slike ter jo z ukazom »Auto align« in
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vizuelnim pregledovanjem natan¢no nastavili.

Po postavitvi mreze smo nastavili izracun naslednjih parametrov (za oba kanala):

Intenziteta v tocki: Rf (red foreground) - za barvilo Cy3 in Gf (green foreground) - za
barvilo Cy5 (izraZzena v arbitrarnih enotah), je bila izracunana kot modificirana
aritmeti¢na sredina signala slikovnih elementov (pixel) na celotni povrSini tocke
naneSene cDNA.

Ozadje posamezne tocke (Gb — green background in Rb — red background) je bilo
izrac¢unano kot modificirana aritmeti¢na sredina signala v lokalnih kotih posamezne
tocke (slika 6).

Slika 6: Shema polozaja lokalnih kotov (pobarvani temno sivo) tock naneSene cDNA na mikromrezi, iz
signala katerih smo izracunali ozadje za posamezno tocko.

Figure 6: Scheme the position of the local corners of the spots on microarray which were used to extract
background signal for each spot.

Za bolj zanesljivo nadaljno analizo smo Ze med analizo slike izvedli kontrolo kvalitete in
izlo¢ili tocke po naslednjih kriterijih:

Mesta na mrezi, kjer cDNA ni bila nanesena (ID = null) in tocke cDNA, ki niso bile
validirane (ID = 0) (glej poglavje 3.3.1in sliko 5)

Tocke nepravilnih oblik (artefakti prahu, oblika obroca ipd.), kjer povprecna
vrednost signala ne odraza pravega stanja:

9 oa X (1)
SD(Gf) SD(Rf')

kjer je SD standardna deviacija signala tocke.

Tocke z nizkim razmerjem med signalom in Sumom (SNR, povzro¢ijo ga lahko
prasni delci, premaknjena sosednja tocka ipd.), kjer bi lahko napacen izracun ozadja
pomenil napacen izracun signala te tocke cDNA

G—f<3 ali L<3 ...(2)
SD(Gb) SD(Rb)

kjer je SD standardna deviacija signala ozadja.
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- Tocke z nizkim signalom glede na ozadje na obeh kanalih:
G_f <3 E <3
Gb Rb

in

.(3)

Za nadaljne analize smo za vsako tocko cDNA dolocili vrednost parametra »Ignore Filter«.
Tocke, izlo€ene po zgoraj navedenih kriterijih so imele vrednost 0, ostale pa vrednost 1.
Parameter smo v nadaljnih analizah uporabili kot utez.

Po konc¢ani analizi smo v .txt datoteko izvozili naslednje vrednosti za vsako tocko:

— Name (verjetna dolocitev, putative annotation, iz datoteke GAL)
— Clone name (oznaka klona, iz datoteke GAL)

- Gf

- Rf

- Gb

- Rb

— Ignore Filter

3.3.6.2 Predpriprava podatkov

Naslednje faze predpriprave podatkov (normalizacija, kontrola kvalitete, priprava matric za
statisticno testiranje) smo izvedli v odprtokodnem statistitnem programu R (R
Development Core Team, 2005). Uporabili smo pakete »marray«, »convert« in »limma«
(Smyth in sod., 2005). Postopek analize smo priredili po Baebler in sodelavci (2005).

Pred uvozom podatkov signala to¢k in ozadja na obeh kanalih smo pripravili datoteko
»phenodata«, ki je vsebovala podatke o vseh mikromrezah: vzorci, oznaevanje in imena
datotek s podatki. Z ukazi paketa »limma« smo nato povezali podatke o signalih in utezeh
ter datoteko GAL v objekt tipa RG.

S funkcijo »imageplot« smo pregledali vrednosti in razporeditev signalov tock in ozadja na
vseh mikromrezah (glej tudi sliko 10). Nato smo z ukazom »normalizeWithinArrays« od
signala toc¢k odsteli ozadje in signal normalizirali (normalizacija lowess). Nastali objekt
MA je tako vseboval vrednosti:

*
M :logz(gj in A:logz[Rsz ..(4)

kjer sta R in G vrednosti signala Cy3 in Cy5, z odStetim ozadjem. Za kontrolo
normalizacije smo izdelali tudi objekt MA, ki ni bil normaliziran. Nato smo za vsako
posamezno mikromrezo primerjali razporeditev M vrednosti v odvisnosti od A z MA
grafikonom pred in po normalizaciji (slika 12). Razporeditev vrednosti M pred in po
normalizaciji smo med mikromreZemi primerjali z grafikonom kvantilov (slika 11).

Sledilo je povprecenje vrednosti A in M za obe tocki istega klona cDNA. V primeru, da
smo zaradi slabe kvalitete eno izmed paralelk za posamezen klon v predhodni analizi
izklju€ili, smo upostevali le vrednost dobre paralelke.
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Pri tako pripravljenih podatkih smo upoStevali Se oznacevanje. Prednastavljeno racunanje
vrednosti M (enacba 4) predvideva, da je tretiran vzorec oznacen z barvilom Cy3 (G),
kontrola pa s Cy5 (R). Ker smo v nasih eksperimentih med bioloSkimi ponovitvami izvedli
zamenjavo barvil, smo vrednosti M tistih mikromrez, pri katerih je bila kontrola oznacena
z barvilom Cy5 (R), pomnozili z -1. Tako vrednost M, predstavljena v rezultatih, vedno
predstavlja relativno izraZanje v okuzenih rastlinah, glede na slepo inokulirane rastline.

Da bi zmanjSali Stevilo genov za statistiCna testiranja in tako povecali statiticno
zanesljivost, smo odfiltrirali tiste gene, ki niso kazali razlicnega izraZzanja med vzorcema.
Odstranili smo tiste klone, ki so imeli na vseh mikromrezah vrednost M med
-0,21in0,2.

Nato smo izvozili vrednosti A in M, ter jih zdruzili s podatki o naneseni cDNA. Tako
pripravljeno tabelo smo uporabili za statisticno analizo podatkov.

3.3.6.3 Analiza podatkov

Pripravljne podatke o cDNA in izrazanju pri vseh parih vzorcev smo uvozili v odprtokodni
program MeV v3.1 (Saeed in sod., 2003; www.tm4.org/mev.html) in izvedli statisti¢ni
analizi t-test in dvofaktorsko analizo variance (ANOVA).

S t-testom smo testirali, ali je izraZzanje genov v okviru ene skupine bioloskih ponovitev
statisticno znacilno razlicno od vrednosti 0, glede na t-porazdelitev. Mejo statisticne
znacilnosti smo dolocili pri p = 0,1 nato pa izbrali le tiste gene, ki so imeli absolutno
povprecno vrednost M med bioloskimi ponovitvami ve¢jo od 0,3.

Pri testu ANOVA smo uporabili dvofaktorsko analizo s faktorjema sorta in Cas, ki sta
vsaka vsebovala 2 nivoja. Tako smo iskali gene, ki se statisti€no razli¢no izrazajo med
sortama, ¢asovnima tockama in v inteakciji obeh faktorjev, glede na F-porazdelitev. Mejo
statisticne znacilnosti smo dolocili pri p = 0,01.

3.4 PCRYV REALNEM CASU

Metodo PCR v realnem ¢asu smo uporabili za:

e Optimizacijo postopkov priprave cDNA in reakcije PCR v realnem casu
— razgradnja gDNA z DNazo
— uporaba razli¢nih reverznih transkriptaz in zacetnih oligonukleotidov za sintezo
cDNA
— ponovljivost reakcij RT in PCR v realnem casu
— optimizacija koncentracije zaetnih oligonulkleotidov in ¢cDNA za reakcijo
PCR v realnem cCasu
e Studij izrazanja izbranih genov v zgodnjem odgovoru na okuzbo s PV
sortah krompirja ‘Igor’ in ‘Sante’ (preglednica 2).

YN™ pri
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Preglednica 2: Tarcni geni pri analizi PCR v realnem c¢asu, sistem detekcije, uporaba in vir.

Table 2: Target genes, detected with real-time PCR

protein 10a (STH2)

Taréni gen OkrajSava Detekcija Uporaba Vir
x s . NTN NTN kontrola Toplak in sod.,

Plas¢ni protein PVY CP PVY TagMan inokulacije 2004

Katalaza 1 cat1 TagMan, MGB | optimizacije Pompe Novak in
sod., oddano

Protein z neznano vlogo L Pompe Novak in

[24/76] puf TagMan, MGB | optimizacije sod., 2006

Aminociklopropan L Baebler in sod.,

oksidaza ACCOx TagMan, MGB | optimizacije 2003

Luciferaza luc TaqMan normalizacija Toplakin sod.,
2004

Elongacijski faktor 1 ef-1 TaqMan normalizacija Kreci¢ Stres, 2006

o Applied

18 S rRNA 18S TagMan normalizacija Biosystems, ZDA

Krom_plrjev. ?'St.e n ski PCPI SYBR Green | izrazanje genov Kreci¢ Stres, 2006

proteinazni inhibitor

Proteinazni inhibitor TR8 PI TR8 SYBR Green | izrazanje genov Kreci¢ Stres, 2006

%Otfm vrocinskega Soka Hsp70_1 SYBR Green | izraZanje genov *

Protein vro€inskega Soka H e .

70 2 sp70_2 SYBR Green | izrazanje genov

Zgoteln vrocinskega Soka Hsp40 SYBR Green | izrazanje genov *

Protein vro€inskega Soka e Pompe Novak in

90 Hsp90 SYBR Green | izrazanje genov sod., oddano

g/lo?(lgproteln vrocinskega sHsp SYBR Green | izrazanje genov *

S patp genezo povezan PR-1 SYBR Green | izrazanje genov Kregi€ Stres, 2006

protein 1

S patogenezo povezan PR-10 SYBR Green | | izrazanje genov | Kregi Stres, 2006

* izdelava zacetnih oligonukleotidov je predmet pricujoce doktorske disertacije

Razen v primeru ugotavljanja uspesnosti razgradnje gDNA, smo pred analizo PCR v
realnem Casu totRNA prepisali v cDNA. Za analizo PCR v realnem ¢asu smo uporabili 2
metodi zaznavanja pomnoZenih produktov: TagMan in SYBR Green I. Skupno smo tako
zaznavali 16 tar¢nih genov (preglednica 2), bodisi za kontrolo inokulacije rastlin z
virusom, bodisi za optimizacijo postopkov, za normalizacijo ali za ugotavljanje izrazanja
genov. Gene, katerih izrazanje smo spremljali z metodo PCR v realnem ¢asu smo izbrali
glede na preliminarne rezultate pridobljene z mikromrezami, ter glede na verjetno vlogo
pri odzivu rastline na okuzbo. Izbrali smo gene za proteinazna inhibitorja (PI TRS in
PCPI), proteine vrocinskega Soka (Hsp70 1, Hsp70 2, Hsp40, Hsp90 in sHsp) ter PR-

proteina (PR-1 in PR-10).
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3.4.1 Sonde in zacetni oligonukleotidi

V preglednici 3 so prikazani zaetni oligonukleotidi in sonde, ki smo jih uporabili za
metodo PCR v realnem ¢asu. Zacetni oligonukleotidi so bili proizvedeni pri MWG Biotech
AG (Nemcija) ali Applied Biosystems (ZDA). Sonda in zacetni oligonukleotidi za 18S so
bili sestavni del kompleta 18S rRNA (Applied Biosystems, ZDA), zato njihovo
nukleotidno zaporednje ni poznano.
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Preglednica 3: Sonde in zacetni oligonukleotidi za PCR v realnem Casu: tar¢ni gen, nukleotedno zaporedje
za smiselni (F) in protismiselni (R) zacetni oligonukleotid ter sondo (S). Pri sondah so oznacena tudi
reporterska in dusilna barvila.

Table 3: Pimers and probes used for real-time PCR.

Tarcni gen Nukleotidno zaporedje
5-AATCTGCGCGATGGAAGTTT-3
5-ACCGTCCAACCCGAAAAGTC-3
5-FAM-CTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGGTCACATC-TAMRA-3’
5-ANCAAATGGGTTGAGTCTCTATCC-3
5-AGGACTTGTCAGCCTGAGACAAGTAT-3’
5'-FAM-CTCATGAGATTCGCAGCAT-3-MGB
5-ACGCTCTCTTGGAGCTTCAGA-3’
5’-AACATCCCCACAGGCTTAACA-3’
5-FAM-ACTATTCAATTCCATTGCTT-3-MGB
5-AAGGGACTCCGCGCTCATA-3
5-CAAGTTGGTCACCAAGGTTAACC-3’
5-FAM-TCGATGTTCCTCCCATGCGCC-3-MGB
5-CTGATTTTTCTTGCGTCGAGTTT-3’
5-TCAAGTAACAACCGCGAAAAAG-3’
5-VIC-AGACCTTTCGGTACTTCGTCCACAAACACAA-TAMRA-3’
5-GGAAGCTGCTGAGATGAACAAGA-3
5-CTCACGTTCAGCCTTAAGTTTGTC-3’
5-FAM-TCATTCAAGTATGCCTGGGTGCT-TAMRA-3’
5-GGATATCCTCGTCTGGTGACTGT-3
5-ATTAGCATTCTACGCCTTGATGAA-3’
5-TGGATTTTGCGCATATGTAGAAACT-3
5-CATCCTTTTTTACCTGCAGAACAG-3
5-CCCTAGGGCACTTAGAAGGTTGA-3
5-GTGGTCTGAGCAGTGGATGAAA-3’
5-GAAGTTGATTAAGCTTCAGATTATGATGA-3’
5-AACTGGAAAAGACTAGACTGGATGAAA-3
5-ACCCAGACGTATGCAGAGGAA-3’
5-ACATCGTAAGCTTCATTGATTTGG-3’
5-GAACGTAGGCTCAAGGACCTTATTAA-3’
5-AAATTTCCTTCTCTATGGTCTTCTCAA-3
5-TGTGCAATTTGAGTCTGATGTTGT-3
5-TTATTTTCCAGAGACCAACCTAGCTT-3’
5-TATGAATAATTCCACGTACCATATGTTC-3’
5-GTGGAAACAAGAAGATGCAATACTTAGT-3’
5-CACATGAAGCCACAAGCACAGT-3’
5-TGTCAGCATCAACAACCAAAGC-3

cp pvyN™

cat1

puf

ACCOx

luc

ef-1

PCPI

PI TR8

Hsp70_1

Hsp70_2

Hsp40

Hsp90

sHsp

PR-1

PR-10

AITMADTATADT|ATDTOTDTOTODT O DT 0D TOD M 0D Ko
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3.4.2 Obratno prepisovanje

Da bi ugotovili znacilnosti in optimizirali pogoje RT smo v preliminarnih poskusih
preizkusili 2 razliéna kompleta za RT in tri razliéne kombinacije oligonukleotidnih
zacetnikov.

Reakcijo smo izvedli v aparaturi GeneAmp® PCR System 9700HT (Applied Biosystems,
ZDA). Koli¢ine z DNAzo tretirane totRNA (priblizno 0,5 pg) smo z agarozno gelsko
elektroforezo uravnali med vzorci, ki smo jih primerjali. Vsem vzorcem totRNA smo kot
zunanjo kontrolo dodali luciferazno (luc) mRNA (2 ng, Promega, ZDA). TotRNA in luc
mRNA smo denaturirali s 5-minutno inkubacijo pri 80 °C. Kot pozitivnho kontrolo za
reakcije smo nastavili tudi reakcije RT brez totRNA, samo z luc mRNA.

Primerjali smo 4 nac¢ine RT:

a)  Komplet za RT GeneAmp® RNA PCR Kit (GeneAmp, Applied Biosystems, ZDA) s
50 enotami reverzne transkriptze MuLV, 20 enotami inhibitorja RNaz, 5 uM
naklju¢nih zacetnih oligonukleotidov (Random Hexamers), 0,75 mM dNTP, 2,5 mM
MgCl; in pufrom PCR Buffer II) v 40 pl-reakciji. Reakcija RT je potekala 10 minut
pri 23 °C in nato 60 minut pri 42 °C;

b) Komplet za RT High-Capacity cDNA Archive Kit (Archive, Applied Biosystems,
ZDA) s 125 enotami reverzne transkriptze MultiScribe™, 5 pM oligo-d(T)s
zacetnih oligonukleotidov (Applied Biosystems), ANTP meSanico in pufrom za RT v
40 pl-reakciji. Reakcija RT je potekala 10 minut pri 25 °C in nato 120 minut pri 37
OC;

c¢) Komplet za RT Archive Kit, kot je opisano v tocki 2, le da smo namesto oligo-d(T)6
uporabili nakljucne zacetne oligonukleotide (5 uM).

d) Komplet za RT Archive Kit, kot je opisano v tocki 2, le da smo uporabili
kombinacijo naklju¢nih (2,5 uM) in oligo-d(T);6 (2,5 uM) zacetnih oligonukleotidov.

Pripravljeno cDNA smo shranili pri -20 °C. Za Studij variabilnosti RT reakcije smo
nastavili 4 vzporedne reakcije, kot je opisano v tocki b), iz iste izolacije totRNA.

Za §tudij izrazanja genov smo priredili nacin RT, opisan v tocki c¢) (koli¢ina totRNA,
uporaba inhibitorja RNAz). V 0,5 ml-mikrocentrifugirki smo razred¢ili priblizno 2 pg
totRNA (uravnano po parih slepo inokuliran — okuzen vzorec) v 25 pul ddH,O. RNA smo
denaturirali kot je opisano zgoraj. Pripravili smo reakcijsko meSanico, ki je vsebovala:

— 5 ul 10 x RT pufer

— 5 ul 10 x RT nakljuéni zacetni oligonukleotidi

— 2 ul25xdNTP

- 7,5 ul ddH,O

— 2,5 pl reverzna transkriptaza MultiScribeTM (50 U/ pl)
— 2 pl RNazin (Applied Biosystems, ZDA)

— 1 pl luc mRNA
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Nato smo reakcijsko mesanico (25 pl) dodali totRNA (25 ul) in zaceli RT kot je opisano v
tocki b).

3.4.3 Nacdrtovanje zacetnih oligonukleotidov

Poleg uporabe Ze znanih zacetnih oligonukleotidov in sond (navedeni v preglednici 2) smo
sami skonstruirali oligonukleotidne zacetnike za dolocanje relativne vsebnosti cDNA
genov za proteine vro¢inskega Soka Hsp70 1, Hsp70 2, Hsp40 in sHsp.

Zacetne oligonukleotide smo izdelali na podlagi nukleotidnega zaporedja cDNA, ki je bila
nanesena na mikromrezah, katere smo uporabili v nasih eksperimentih (glej 3.3.1). V bazi
podatkov StGI smo naprej pregledali zaporedja vseh klonov za gene za Hsp, ki so bili
naneseni na mikromrezo, in ugotovili, katerim zaporedjem TC odgovarjajo. Izbrali smo
tisto zaporedje TC, pri katerih so preliminarni rezultati analize mikromrez kazali na
razlicno izrazanje. Nato smo v omenjeni bazi izbrali regijo Unique Oligomer izbranega
zaporedja TC (za gen specificna regija, navadno na 5-koncu). Nato smo s programom
AlignX (iz paketa VectorNTI; Informax, ZDA), primerjali zaporedja za isti gen iz baz StGI
in GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Tako smo preverili v kolikSni meri je regija Unique
Oligomer res specificna za izbrani gen ter jo uporabili v nadaljnjih postopkih.

Za konstruiranje zacetnih nukleotidov in sond smo uporabili program PrimerExpress™ 2.0
(Applied Biosystems, ZDA). Ker je bila regija Unique Oligomer navadno dolga le 70 bp,
kar je bilo premalo za konstrukcijo zacetnih oligonukleotidov s pomocjo tega programa,
smo k regiji Unique Oligomer dodali Se priblizno 70 bp proti 3-koncu. Celotna dolzina
zaporedja je tako znaSala priblizno 150 bp. Pri nacrtovanju smo upostevali prednastavljene
pogoje programa, ki so se nanasali na delez nukleotidov G in C (30-80%), Tm (58 - 60
°C), dolzino amplikona (50-150 bp) in optimalno dolzino oligonukleotidnih za¢etnikov (20
nukleotidov). Dodatno smo preverili, kateri kandidatni zacetni oligonukleotidi po vsej
verjetnosti ne bodo tvorili sekundarnih struktur in dimerov. Za konstrukcijo protismiselnih
oligonukleotidov smo izbrano zaporedje prevedli v obratno komplementarno zaporedje.

Specifi¢nost dolocenih zacetnih oligonukleotidov smo preverili s primerjavo z znanimi
zaporedji v bazah podatkov StBI in GenBank s pomocjo programa Basic Local Alignment
Tool - BLAST (Altschul in sod., 1990; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Uporabili smo
moznost iskanja kratkih, skoraj identi¢nih zadetkov (search for short, nearly exact
matches), pri rastlinah (Viridiplantae).

3.4.4 PCR v realnem c¢asu

Reakcijo PCR v realnem &asu smo izvedli v aparaturi ABI PRISM® 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, ZDA), ki je v osnovi sestavljena iz aparature za
PCR in sistema za zaznavanje nastajajo¢ih produktov PCR.

Seznam vseh uporabljenih sond in oligonukleotidnih zacetnikov je prikazan v preglednici
3. Razen v nekaterih optimizacijskih poskusih, smo za vsak vzorec vzporedno izvedli
reakcijo za dolocanje koli¢ine cDNA izbranih (izraZzanje genov) in referencnih genov


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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(normalizacija: 18S, luc, ef-1).

Pripravili smo 10 pl reakcijske mesanice, ki je vsebovala 5 pl 2xTagMan Universal PCR
Master Mix ali SYBR Green PCR Master Mix (UMM, Applied Biosystems, ZDA),
optimalne koncentracije sond (250 nM) in zacetnih oligonukleotidov (300 — 900 nM) in 2
pl ustrezno redéene cDNA (glej prilogo A). V nekaterih preliminarnih poskusih (Studij RT)
smo uporabili 20 pl reakcijske meSanice, ki je vsebovala 10 ul UMM in enake
koncentracije zacetnih oligonukleotidov, sond in cDNA, kot je opisano za 10 pl-reakcijo.

V  eni mikrocentrifugirki smo pripravili meSanico reagenta UMM, zacetnih
ologonukleotidov, sonde (kjer je bilo to potrebno) in ddH,O, in sicer v volumnu, ki je
zadostoval za vse reakcije. Pripravljeno meSanico smo premesali z vrtinCenjem in kratko
centrifugirali. Po 8 pl tako pripravljene meSanice smo nanesli v vdolbinice na plos¢ici (384
Well Clear Optical Reaction Plates, Applied Biosystems, ZDA) in dodali 2 pl ustrezno
redCene cDNA. Za vsak vzorec smo pripravili dve paralelki v dveh red¢enjih. Tako smo
lahko opazili morebitno inhibicijo pomnozevanja. V prvi in zadnji vdolbinici istega
amplikona smo izvedli reakcijo brez produkta RT (NTC, non-template control). V ti
vdolbinici smo, namesto cDNA, dodali ddH,O.

Pri ugotavljanju izraZzanja genov smo za pipetiranje uporabili robot MultiPROBE® II HT s
4 konicami za pipetiranje (Perkin Elmer, ZDA). Program je bil nastavljen tako, da je bila
na plos¢ico najprej naneSena cDNA, po kratkem centrifugiranju pa Se pripravljena
mesSanica UMM, zacetnikov in sonde.

Plos¢ico smo pokrili z lepljivo folijo (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Applied
Biosystems, ZDA). Plos¢ico smo centrifugirali 1 minuto pri 1000 g in jo vstavili v PCR
aparaturo.

PCR reakcijo smo izvedli pri naslednjih pogojih:

— Aktivacija polimeraze: 2 minuti pri 50°C, 10 minut pri 95°C
- PCR: 40 ciklov: 10 sekund pri 95 °C, 1 minuta pri 60°C
— Disociacijska krivulja: 15 sekund pri 95°C, 15 sekund 60 °C, 15 sekund pri 95°C

Specifi¢nost nastalih produktov smo pri uporabi SYBR Green kemije preverili z analizo
disociacijske krivulje.

3.4.4.1 Optimizacija koncentracije zacetnih oligonukleotidov in taréne cDNA

Za novo konstruirane oligonukleotidne zacetnike s SYBR Green kemijo smo dolocili
njihove optimalne koncentracije, ucinkovitost pomnozevanja tar¢nih aplikonov, ter
optimalne koncentracije tarcne cDNA. Za optimizacije smo uporabili cDNA zdruzeno iz 8
vzorcev, kjer so bili enakomerno zastopani slepi in okuZeni vzorci obeh sort.

Vsak zacetni oligonukleotid smo pripravili v 2 koncentracijah (300 nM, 900 nM) in tako
preizkusili 4 razlicne kombinacije smiselnega in protismiselnega zacetnika za vsak
amplikon. Reakcije smo izvedli kot je opisano zgoraj. Uporabili smo koncentrirano in 100-
krat red¢eno cDNA (pribl. 80 ng in 0,8 ng RNA), da bi zajeli ¢im Sir§i razpon
koncentracije produkta. Z analizo krivulje pomnoZevanja smo ugotovili minimalne

ey e
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krivulje smo dolocili specifi¢nost nastalih produktov.

Z optimalnimi koncentracijami zacetnih oligonukleotidov smo za vse uporabljene
amplikone pomnozevali zdruzeno cDNA v seriji Stirih desetkratnih red¢in. Iz dobljenih
vrednosti smo izracunali u¢inkovitost pomnoZevanja (opisano v 3.4.5) ter dolocili rang
kvantifikacije, to je koncentracijo vzor¢ne cDNA, ki jo pomnozujemo, da dobimo
vrednosti Ct med 20 in 30, pri katerih so rezultati relativne kvantifikacije najbolj natancni.

3.4.5 Obdelava podatkov

Podatke PCR v realnem ¢asu smo analizirali s programom SDS 2.2 (Applied Biosystems,
ZDA). Flurescne¢ni signal je bil izraCunan kot:

ARn=Rn" —Rn~ ...5)

kjer je Rn" emisija fluorescence produkta v dolodenem ¢asu in Rn emisija pasivnega
referencnega barvila ROX. Program je izrisal graf pomnozevanja produkta PCR, na
katerem je bilo na x-os naneSeno Stevilo cilklov PCR in na y-os vrednosti ARn. Med
zacetnimi cikli pomnozevanja vrednosti ARn niso presegle fluorescence ozadja. Za vsak
amplikon smo nastavili bazno linijo (vrednost cikla pred dvigom fluorescenca nad vrednost
ozadja) in prag (v eksponentnem obmoc¢ju pomnozevanja). Na podlagi tega je za vsako
reakcijo program izracunal vrednosti Ct (treshold cycle), to je cikel, pri katerem ARn
preseze nastavljeni prag. Vrednost Ct je obratno sorazmerna zacetni koli¢ini tarcne cDNA,
zato jo lahko uporabljamo za izracun absolutne ali relativne koli¢ine cDNA dolo¢enega
amplikona.

Pri optimizacijskih Studijah smo vrednosti Ct prenesli v program Microsoft Excel, v
katerem smo izracunali povprec¢ne vrednosti Ct. Kjer je bilo potrebno, smo izracunali tudi
ucinkovitost pomnoZevanja posameznega amplikona ter dolocili relativni nivo izrazanja v
vzorcih po metodi AACr (Livak in Schmittgen, 2001) in luc kot normalizatorjem.

Ucinkovitost pomnozevanja posameznega amplikona (E) je odvisna od naklona (S)
linearne regresijske krivulje v grafu odvisnosti vrednosti Ct od log;o koncentracije tar¢nega
zaporedja:

E=10"% .(6)

Stoodstotna ucinkovitost (E = 2) ustreza naklonu S = -3,33 in pomeni, da se v vsakem
ciklu PCR ena kopija tarnega zaporedja pomnozi v dve novi kopiji. E smo lahko
izracunali za vsak vzorec, saj smo vedno analizirali dve red¢itvi vzorca.

Pri ugotavljanju razli¢nega izrazanja genov smo podatke vseh analiz zdruzili s programom
Qbase (Qbase, 2005). Program smo uporabili tudi za kontrolo kvalitete (odstopanja v
vrednosti Ct med replikati) ter izracun povprec¢ne vrednost Ct med replikati iste red¢itve
vzorca.

Tako dobljene podatke smo prenesli v program Microsoft Excel Za za vsak vzorec in vsak
gen smo izracunali relativno izrazanje gena glede na uéinkovitost pomnozevanja (Pfaffl,
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2002):

)ACt(gen)

R= (E
(E

gen

)ACt(norm) .. (7)

norm

kjer je R: razmerje izraZzanja preucevanega gena med kontrolnim (slepo inokuliranim) in
okuzenim vzorcem, E: ucinkovitost pomnoZevanja preucevanega gena (Egn) ali
normalizatorskega gena (Enom), ACt: razlika vrednosti Ct med kontrolnim in okuZenim
vzorcem.

Izrazanje genov smo normalizirali glede na 3 gene za normalizacijo: luc, 18S in ef-1
(Preglednica 2 in 3). Izracunali smo povprecno vrednost Ct treh normalizatorskih genov in
jo uporabili za izracun vrednosti E;om in ACt(norm).

Dobljene vrednosti R smo log, transformirali in pripravili matrico za statisti¢no testiranje.
Matrico smo uvozili v odprtokodni program MeV v3.1 (Saeed in sod., 2003;
www.tm4.org/mev.html). S programom smo in izvedli t-test (za vsako skupino bioloskih
ponovitev) in dvofaktorsko analizo ANOVA (s spremenljivkami ¢as in sorta). Gene in
vzorce smo zdruzevali z metodo zdruzevanja genov ter izraCunali razdalje med profili
izrazanja genov in vzorcev. Za izdelavo grafov smo uporabili program Microsoft Excel.



http://www.tm4.org/mev.html

48

Baebler S. Izrazanje genov pri ob&utljivi in odporni sorti krompirja (Solanum tuberosum L.) v zgodnjem odzivu na okuzbo s krompirjevim virusom Y ™.

Dokt. disertacija, Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

4 REZULTATI

4.1 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Za poskuse izraZzanja genov smo slepo ali z virusom inokulirali rastline sort ‘Igor’ in
‘Sante’ (poglavje 3.1.3). Rastlinski material smo pobirali (poglavje 3.1.4) 30 minut in 12 ur
po inokulaciji. Za kontrolo bolezenskih znamenj smo ob pobiranju rastlinskega materiala
nekaj slepo in z virusom inokuliranih rastlin obeh sort pustili rasti v rastni komori (opisano
v poglavju 3.1.1).

Na okuZenih rastlinah sorte ‘Igor’ so se 4 - 5 dni po inokulaciji pojavila prva bolezenska
znamenja. Na spodnjem inokuliranem listu so se pojavile tockaste nekroze, ki so se v
naslednjih dneh razsirile tudi na druge inokulirane liste. 10 dni po inokulaciji so se pojavila
sistemska bolezenska znamenja (slika 7, levo), ki so se kazala v obliki kloroz in nagubanja
listov. Ob tem cCasu so inokulirani listi Ze odpadli. Na okuZenih rastlinah sorte ‘Sante’
nismo opazili nobenih bolezenskih znamenj (slika 7, desno).

Slika 7: Rastline (zgoraj) in listi (spodaj) sort krompirja ‘Igor’ (levo) in ‘Sante’ (desno) 14 dni po inokulaciji
z virusom PVY"N™,

Figure 7: Virus infected plants (upper panel) and leaves (lower panel) of cultivars Igor (left) and Sante
(right) 14 days after inoculation.
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Uspesnost inokulacije smo ugotavljali z dvema testoma. Rezultati testa ELISA so pokazali,
da je bilo okuzevanje uspesno. V pripravljeni cDNA vzorcev smo z metodo PCR v
realnem &asu ugotavljali prisotnost gena za CP PVY""™. V vseh okuZenih vzorcih smo
zaznali prisotnost le-tega, vendar pa s to metodo nismo mogli ugotoviti, ali je Slo za
inokulat ali virus, ki je ze vstopil v rastlinsko celico.

4.2 PRIPRAVA RNA

4.2.1 Izolacija celokupne RNA

Pri vseh vzorcih smo z agarozno gelsko elektroforezo in kapilarno elektroforezo (aparatura
BioAnalyzer) preverili kvaliteto izolirane totRNA. Na elektroferogramih (sliki 8 in 9), so
bile rRNA razli¢nih velikosti lepo vidne, kar je pomenilo, da je kvaliteta izolirane RNA
dobra. 1z 300 mg rastlinskega materiala smo navadno izolirali priblizno 100 pg totRNA. Z
gelsko elektroforezo po tretiranju z DNAzo, smo dolocili relativne vsebnosti totRNA in
tako dolocili volumen RNA, ki smo ga uporabili za reakcijo RT.

1L TLHE

St 1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 8: Primer elektroferograma agarozne gelske elektroforeze (negativ) celokupne RNA izolirane iz listov
krompirja.

ST - oznacevalec velikosti DNA, ostalo vzorci RNA iz slepo inokuliranih (1, 3, 5, 7) in z virusom
inokuliranih (2, 4, 6, 8) rastlin sorte ‘Igor’.

Figure 8: Example of agarose gel electrophoresis electropherogram (negative image) of total RNA isolated
from potato leaves (ST — DNA ladder, RNA samples from mock (1, 3, 5, 7) or virus (2, 4, 6, 8) inoculated
potato cv. Igor plants).
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Slika 9: Primer elektroferograma kapilarne elektroforeze (BioAnalyzer) celokupne RNA izolirane iz listov
krompirja sorte ‘Sante” 30 minut po slepi (1) ali virusni inokulaciji (2)

Figure 9 Example capillary elecrophoresis electropherogram (BioAnalyzer) of total RNA isolated from
potato leaves cv. Sante, 30 minutes after mock (1) or virus (2) inoculation.

4.2.2 Razgradnja genomske DNA

Preostalo gDNA v vzorcih totRNA smo razgrajevali z DNAzo I v reakciji v
mikrocentrifugirki ali na koloni (opisano v poglavju 3.2.3). U¢inkovitost razgradnje smo
preverili s pomnozevanjem gDNA za katalazo 1 (catl) v reakciji PCR v realnem c¢asu pred
sintezo cDNA. Rezultati (preglednica 4) kazejo, da so netretirani vzorci totRNA vsebovali
ostanke gDNA. Z reakcijo z DNAzo I proizvajalca Invitrogen smo uspes$no razgradili
gDNA Ze z uporabo 25-krat manjSe koncentracije encima kot so priporocila proizvajalca.
Po drugi strani pa na koloni (Qiagen) nismo uspeli popolnoma razgraditi gDNA z uporabo
priporocene koncentracije encima.

V nadaljnih poskusih smo zato uporabili DNAzo I proizvajalaca Invitrogen, v 40 pl-
reakciji.
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Preglednica 4: UspesSnost razgradnje genomske DNA v vzorcih celokupne RNA (totRNA).

Table 4: Efficiency of DNase treatment of total RNA samples. Residual genomic DNA in isolated total RNA
from potato leaf tissue was amplified by quantitative PCR with catalase 1 primers and probe.

Konc. DNaze |

Proizvajalec (U / ug totRNA) Ct+SD
Invitrogen 0,04 NA
0,06 NA
0,25 NA
Qiagen 0,34 35,4 + 0,052
0,68 36,9 + 0,064
1,35 NA
2,7 NA
Pozitivna kontrola 26,5 + 0,054
Netretirana totRNA 30,0 £ 0,007

Genomsko DNA v vzorcih celokupne RNA, izolirane iz listov krompirja smo pomnozili s PCR v realnem
¢asu in zaCetnimi oligonukleotidi in sondo za gen za katalazo 1. V reakciji smo 8 pg (za reakcijo z DNAzo I
proizvajalca Invitrogen) ali 40 pg (za razgradnjo na koloni, proizvajalca Quiagen) totRNA razgradili z
razlicnimi koncentracijami encima. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 5 ng cDNA, pridobljena iz iste
totRNA, kot je bila uporabljena za tretiranje (Ct — povprecna vrednost Ct, NA — pod mejo detekcije v PCR v
realnem Casu).

4.3 MIKROMREZE

4.3.1 Priprava cDNA, hibridizacija in spiranje

cDNA mikromreze smo hibridizirali s 13 pari vzorcev slepo inokuliranih in z virusom
okuzenih rastlin. Da bi se izognili morebitnim efektom vezave barvila, smo izmenjavali
barvila med slepo inokuliranimi in z virusom inokuliranimi vzorci (dye swap). Par vzorcev
‘Igor’ 12h 1 smo hibridizirali 2-krat z obrnjenima barviloma in tako preverili ponovljivost
hibridizacije.

Pri parih S 30 min 1 in 2 ter I 12h 3 hibridizacija v prvem poskusu ni uspela: zaradi
nezadostnega signala na celotni ali delu mikromreze smo morali hibridizacije ponoviti.
Zaradi nezadostne koli¢ine rastlinskega materiala para I 12h 3 nismo mogli ponoviti.
Manjkajoco biolosko ponovitev smo zato nadomestili s parom I 12h 5. Skupno smo tako
izvedli 13 uspesnih hibridizacij.

4.3.2 Analiza podatkov

Po opti¢nem branju smo podatke o signalih obdelali s programom za obdelavo slike: na
sliko smo nastavili mrezo (obmocje nanesene cDNA), tockam pripisali podatke o naneseni
cDNA, ocenili kvaliteto tock in izracunali vrednosti signala (Rf, Gf) in ozadja (Rb, Gb).
Vrednosti signala in ozadje ter utez za kvaliteto tocke (1 — dobra kvaliteta, 0 - slaba
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kvaliteta) smo izvozili. Na ta nacin smo pred nadaljno analizo izlo¢ili vse tocke, za katere
je bila verjetnost, da izraCunane vrednosti signala niso sorazmerne s koli¢ino hibridizirane
cDNA, povecana. To so bile to¢ke nepravilnih oblik, premaknjene tocke, madezi in delci
prahu na tocki ali njenem ozadju, ter tocke, kjer vrednost signala ni bila dovolj razli¢na od
ozadja na obeh kanalih (poglavje 3.3.6.1).

Nato smo v okolju R pregledali slike signala in ozadja obeh barvil (Cy3 in Cy5) na vseh
mikromrezah (slika 10). Posamezne mikromreze so se med sabo razlikovale v jakosti
signalov. Lise na slikah ozadja nekaterih mikromrez so bile verjetno posledica ostankov
pufrov za spiranje, na katere so se nespecificno vezala fluorescentna barvila.

Slika 10: Slike signala barvila Cy5 (G), Cy3 (R) ter ozadja Cy5 (Rb) in Cy3 (Gb) na 4 cDNA mikromrezah.
Intenzivnejs$a barva predstavlja mocnejsi signal.

Figure 10: Images of signal intensities for Cy5 (G), Cy3 (R) and background intensities for Cy5 (Rb) and
Cy3 (Gb) on 4 cDNA microarrays. Color intensity is proportional to signal intensity.
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Vrednostim Rf in Gf smo odSteli ozadje ter tako dobljene podatke normalizirali. Iz
dobljenih vrednosti R in G smo nato izracunali razmerje med jakostjo signala obeh barvil
M in jakost signala A (opisano v poglavju 3.3.6.2). UspesSnost normalizacije (razporeditev
vrednosti M okoli vrednosti 0 in neodvisnost vrednosti M od vrednosti A) je prikazana na
slikah 11 in 12. Na sliki 12 so prikazane tudi toCke slabe kvalitete, izloCene iz analize
(poglavje 3.3.6.1).
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Slika 11: Grafikon kvantilov vrednosti M na 11 mikromreZzah pred (levo) in po normalizaciji loess (desno).

Figure 11: Box-plot of M values on 11 microarrays before (left) and after loess normalization (right).

Slika 12: MA grafikon ene mikromreze pred (levo) in po loess normalizaciji (desno). 0 — tocke slabe
kvalitete, izlo¢ene pri analizi slike, 1 — toCke dobre kvalitete.

Figure 12: MA plot of one microarray before (left) and after normalization (right). 0 — bad quality spots,
exculded in image analysis, 1 — good quality spots.

Ker sta bili na mikromrezah, ki smo jih uporabili, po dve tocki istega klona cDNA, smo po
normalizaciji izraCunali povprecne vrednosti A in M obeh tock. Vrednosti paralelk sta bili
navadno zelo podobni, zato smo lahko v primeru, ko smo eno izmed paralelk pri kontroli
kvalitete izlocili iz analize, upostevali le vrednosti A in M paralelke dobre kvalitete. Hkrati
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smo shranili podatek o tem, ali je dobljena vrednost, vrednost ene ali povprecje dveh
paralelk, saj je bilo to tudi merilo zanesljivosti podatka.

V okviru predpriprave podatkov smo izvedli tudi filtritranje genov: iz analiz smo izlo¢ili
tiste gene, ki niso kazali razli¢nega izrazanja. Tako smo odfiltrirali 359 klonov. Od skupno
15264 klonov, kolikor jih je bilo na mikromrezi, nam je tako ostalo za nadaljne analize
11153 klonov, saj smo predhodno izlo¢ili skupno 3752 klonov.

Glede na variabilnost vrednosti med bioloSkimi ponovitvami smo pri statisticnem testiranju
nastavili mejo statisticne znacilnosti 0,1 za t-test in 0z. 0,01 za ANOVA.

4.4 PCRYV REALNEM CASU

4.4.1 Obratno prepisovanje

Preizkusili smo 4 nacine sinteze cDNA (2 kompleta z razlicnimi reverznimi
transkriptazami in 3 nacini zaCenjanja) ter ugotavljali variabilnost RT reakcije. Vsebnost
cDNA smo ugotavljali s pomnoZevanjem cDNA za 4 gene: luc, puf, ACCOx in catl v
reakciji PCR v realnem casu.

Komplet Archive je bil za prepis opazovanih cDNA bolj uspesen kot komplet GeneAmp
(preglednica 5). Zato smo za nadaljne analize uporabili komplet archive.

Preglednica 5: Primerjava ucinkovitosti sinteze cDNA s kompletoma GeneAmp® RNA PCR Kit
(GeneAmp) in High-Capacity cDNA Archive Kit (Archive)

Table 5: Comparison of reverse transcription systems. Average Ct values (+SD) for protein with unknown
function (puf) and aminocyclopropanecarboxylate oxidase (ACCOx) genes potato cDNAs and luciferase
(luc) cDNA in quantitative PCR after synthesis with GeneAmp® RNA PCR Kit (GeneAmp) or High-
Capacity cDNA Archive Kit (Archive), respectively using 5 uM random hexamers.

Ct+SD
Gen / Komplet GeneAmp Archive
ACCOx NA 25,2+ 0,025
Puf NA 36,4 £ 0,454
luc 29,3 £ 0,007 23,9 £ 0,024

Prikazana je povprecna vrednost Ct (+SD) za cDNA genov za protein z neznano vlogo (puf),
aminociklopropankarboksilat oksidazo (ACCOXx) in luciferazo (luc) v reakciji PCR v realnem casu (NA —
pod mejo detekcije v PCR v realnem Casu).

Pri primerjavi zacetnih oligonukleotidov za sintezo cDNA (naklju¢ni, oligo-dT ali
kombinacija) (slika 13), se je izkazalo, da smo z uporabo oligo-d(T);s prepisali najvec
cDNA za catl in luc, medtem ko pri genu za ACCOx ni bilo vpliva zacetnih
oligonukleotidov na koli¢ino dobljene cDNA. Zaradi vecje unioverzalnosti smo se pri
analizi izrazanja izbranih genov odlocili za uporabo naklu¢nih oligonukleotidov (nacin c).
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cat ACCOx puf luc
vzorci/ geni

Slika 13: Primerjava ucinkovitosti sinteze cDNA z razli¢nimi kombinacijami zacetnih oligonukleotidov v 4
vzorcih listov krompirja.

Prikazane so povpreéne vrednosti Ct, dobljene s PCR v realnem ¢asu, za cDNA za katalazo 1 (catl), protein
z neznano vlogo (puf), aminociklopropankarboksilat oksidazo (ACCOx) in luciferazo (luc) po sintezi z A)
nakljucnimi zacetnimi oligonukleotidi (5 uM), B) oligo-d(T);s (5 uM) ali C) kombinacijo nakljucnih (2,5
uM) in oligo-d(T);4 (2,5 uM) zacetnih oligonukleotidov.

Figure 13: Comparison of priming conditions in 4 potato representative leaf samples (No.1 - 4) as estimated
by qPCR. Average Ct values (+SD) for catalase 1 (cat), aminocyclopropanecarboxylate oxidase (ACCOx),
protein with unknown function (puf) of potato cDNAs and luciferase (luc) cDNA after synthesis with
different primers: A) 5 pM of Random Hexamers, B) 5 uM oligo d(T)16 primers and C) 2.5 uM of Random
Hexamers and 2.5 uM oligo d(T)16 primers.

Ugotavljali smo tudi variabilnost v reakciji RT, ko smo nastavili 4 vzporedne reakcije RT
in uporabili totRNA, ki je bila izolirana iz enega vzorca krompirjevih listov. U¢inkovitost
RT smo preverili z ugotavljanjem relativne koli¢ine (normalizirano na luc) cDNA za gene
za catl, ACCOx in puf po pomnozevanju v PCR v realnem ¢asu (preglednica 6). Ugotovili
smo precejs$njo razliko v ucinkovitosti med reakcijami. Precej$njo variabilnost (do 2-kratne
razlike v koli¢ini cDNA) smo opazili tudi za reakcije s samo luc mRNA, brez krompirjeve
totRNA.

Preglednica 6: Ponovljivost sinteze cDNA (RT) iz istega vzorca celokupne RNA.

Table 6: Repeatability of 4 separate reverse transcription reactions (RT) efficiencys of the same total RNA
sample determined by qPCR.

St. reakcije RT/

Gen cat1 ACCOx puf
1 0 0 0

2 0,87 1,87 0,9
3 0,64 1,21 0,3
4 0,26 0,68 -0,2

Prikazan je log, relativne vsebnosti cDNA za gene za katalazo 1 (catl), protein z neznano vlogo (puf),
aminociklopropankarboksilat oksidazo (ACCOx) v 4 reakcijah (glede na reakcijol) izracunan kot AACt,
dobljene po analizi s PCR v realnem casu iz 4 vzporedno nastavljenih RT reakcij istega vzorca celokupne
RNA.
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4.4.2 Ponovljivost reakcij PCR v realnem ¢asu

Ugotavljali smo ponovljivost rezultatov relativnega izrazanja genov za ACCOXx in katalazo
1 v dveh locenih reakcijah PCR v realnem casu (1. reakcija in 2. reakcija) za Stiri
neodvisne vzorce c¢cDNA iz listov krompirja. Razmerja v izrazanju genov med
posameznimi vzorci (izraCunano glede na vzorec 1) so za posamezen amplikon ostala
enaka, Ceprav so se vrednosti AACt nekoliko spremenile (preglednica 7).

Preglednica 7: Ponovljivost reakcije PCR v realnem ¢asu.

Table 7: Repeatability of 2 separate quantitative PCR runs of 4 potato representative leaf samples.

Gen cat1 ACCOx

Vzorec | 1.reakcija 2. reakcija 1. reakcija 2. reakcija
1 0,0 0,0 0,0 0,0
2 3,2 3,9 2,4 3,1
3 2,9 3,9 1,4 2,0
4 3,5 6,4 1,6 53

Prikazan je log, relativne vsebnosti cDNA za gene za katalazo 1 (catl) in aminociklopropankarboksilat
oksidazo (ACCOX) pri 4 reprenzentativnih vzorcih listov krompirja, izra¢unane kot AACt (glede na vzorec
1), v dveh locenih reakcijah PCR v realnem ¢asu.

Log, ratios of differences were calculated as AACt (regarding to sample 1) for catalase 1 (catl) and
aminocyclopropanecarboxylate oxidase (ACCOx) potato cDNAs.

4.4.3 Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov

Na osnovi preliminarnih podatkov, dobljenih z analizo mikromrez, in nukleotidnih
zaporedij v bazah smo skonstruirali oligonukleotidne zaletnike za pomnoZevanje
amplikonov genov za proteine vrocinskega Soka: Hsp70 1, Hsp70 2, Hsp40 in sHsp s
PCR v realnem casu. Vse amplikone smo v realnem casu zaznavali s pomoc¢jo SYBR
Green kemije. Nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov je prikazano v preglednici
3. Dolocitev in oznaka tarénega skupnega nukleotidnega zaporedja v bazi StGI (TC) so
prikazani v preglednici 8. Nove zacetne oligonukleotide smo preizkusili kot je opisano v
poglavju 4.4.4.
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4.4.4 Dolocanje pomnoZevanja ter optimalnih koncentracij cDNA, in
zacetnih oligonukleotidov

Za na novo skonstruirane amplikone smo preizkusili 4 kombinacije razli¢nih koncentracij
zacCetnih nukleotidov. Izbrali smo tisto koncentracijo zacetnih oligonukleotidov
(preglednica 8), pri kateri smo na grafu pomnoZzevanja (slika 14, levo) ugotovili manjSo
vrednost Ct in vi§jo vrednost ARn. Hkrati smo na disociacijski krivulji (slika 14, desno)
preverili, da gre res za specificno pomnoZevanje in da ne prihaja do tvorbe dimerov
oligonukleotidnih zacetnikov (slika 14, desno). Disociacijska krivulja predstavlja
spremembo fluorescencnega signala v odvisnosti od temperature taljenja (Tm). Med
poc¢asnim dviganjem temperature (60 °C do 95 °C) pri Tm dvoveriznega produkta PCR
disociira. Posledica je hiter padec fluorescenénega signala. Ce je v reakcijski mesanici
prisotnih ve¢ produktov PCR, lahko na grafu disociacijske krivulje opazimo ve¢ vrhov z
razlicnimi Tm. Ker gre pri kemiji SYBR za nespecifi¢no detekcijo, lahko dodaten vrh na
disociacijski krivulji predstavljajo tudi dimeri zacetnih oligonukleotidov.
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Slika 14: Graf pomnozevanja Hsp70 1 in redcCitvena krivulja 4 koncentracij cDNA (levo) in disociacijska
krivulja cDNA Hsp70 1 in Hsp70 2 (desno) v PCR v realnem casu.

Figure 14: Amplification plot of Hsp70 1 in four cDNA concentrations and dissociation curve of Hsp70 1
and Hsp70 2 cDNA in real-time PCR.

Dolocili smo tudi ucinkovitost pomnoZzevanja in optimalno red¢itev ¢cDNA za pravilno
kvantifikacijo (Ct =20 — 30) (preglednica 8).



Baebler S. Izrazanje genov pri ob&utljivi in odporni sorti krompirja (Solanum tuberosum L.) v zgodnjem odzivu na okuZbo s krompirjevim virusom Y™™,

Dokt. disertacija, Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

58

Preglednica 8: Novo konstruirani zacetni oligonukleotidi za PCR v realnem ¢asu

Table 8: Newly constructed primers for real-time PCR.

Tarcni gen | TC Oznaka :(rzrl\‘llt; 7153 Redcenje cDNA / ng RNA | Ucinkovitost
Hsp70_1 | TC111714 |Hsp70 (riz) F: 900 100x 0,80 1,85
R: 900 1000x 0,08
Hsp70_2 TC119462 | Hsc70 (paradiznik) | F: 300 2x 40,00 193
R: 300 10x 8,00
Hsp40 TC121103 | Verietni DnaJ protein F: 300 100x 0,80 195
(jablana) R: 300 1000x 0,08 ’
Mitohondrijski sHsp | F: 300 2x 40,00
sHs TC120233 iy 2,07
P (paradiznik) R 900 10x 8,00

Prikazan je tar¢ni gen, oznaka skupnega zaporedja v bazi StGI (TC), optimalna koncentracija smiselnih (F) in
protismiselnih (R) zacetnih oligonukleotidov in optimalno red¢enje cDNA (glede na RNA) ter ucinkovitost

pomnozevanja v reakciji PCR v realnem ¢asu.

Taget gene, consensous sequence in StGI database (TC), optimized forward (F) and reverse (R) primer
concentrations and cDNA dilution (regarding to totRNA) and efficiency in real-time PCR are shown.

4.4.5 Obdelava podatkov

Po analizi PCR v realnem ¢asu smo relativno izrazanje genov (R) izracunali kot je opisano
v enacbi 7 (poglavje 3.4.5). Upostevali smo povprecne vrednosti Ct med paralelkama in
ucinkovitost pomnozevanja (E) vsakega amplikona (enacba 6, poglavje 3.4.5). Ker smo
vsak vzorec analizirali v 4 ponovitvah (dve red¢itvi, vsaka v dveh paralelkah) smo lahko za
vsak vzorec izracunali E. Izkazalo se je namrec¢, da je bila u¢inkovitost razlicna tako med
uporabljenimi amplikoni, kot tudi med analiziranimi vzorci, kar bi lahko vodilo v napacen
izracun relativne koli¢ine cDNA doloCenega gena. Pri tistih parih vzorcev, pri katerih je

bila ucinkovitost manjsa od 1,8 ali vecja od 2,2, smo analizo ponovili.

Za normalizacijo smo uporabili geometri¢no vrednost treh normalizatorskih genov. Na
sliki 15 vidimo, da sta krivulji za vzdrZzevalna gena 18S in ef-1 vzporedni, medtem, ko

krivulja za luc v nekaterih tockah odstopa od drugih dveh krivulij.
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Slika 15: Vrednosti Ct treh normalizatorskih genov in povpreéna vrednost Ct pri 10 vzorcih listov krompirja.

Figure 15: Ct values of three normalizator genes and their average in 10 potato leaf samples.

4.5 IZRAZANJE GENOV PO OKUZBI S PVYNN

Izrazanje genov v zgodnjem odgovoru (30 minut in 12 ur po inokulaciji) dveh sort
krompirja smo izrazili kot log, razmerja med izraZzanjem v z virusom okuzeni rastlini in
slepo inokulirani rastlini (M). Dobljene pozitivne vrednosti (oznacene z rdeco na toplotnih
grafih) pomenijo vecje, negativne (na tolpotnih grafih oznacene z zeleno) pa manjse
izrazanje gena v vzorcu okuzene rastline glede na izraZzanje v vzorcu slepo inokulirane
rastline. V preglednici 9 je prikazan seznam parov vzorcev in metode, s katerimi smo
dobili rezultat o izraZanju genov.
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Preglednica 9: Analiza izrazanja genov z metodama mikromreze in PCR v realnem ¢asu: vzorci.

Table 9: Analysis of gene expression by microarrays and real-time PCR: samples

Par Mikromreze PCR v realnem ¢asu

x

Igor 30min 1 X
Igor 30min 2
Igor 30min 3
Sante 30min 1
Sante 30min 2
Sante 30min 3
Igor 12h 1 X*
Igor 12h 2
Igor 12h 3
Igor 12h 5
Sante 12h 1
Sante 12h 2
Sante 12h 3

Oznacena je sorta krompirja, ¢as po inokulaciji (30 min — 30 minut, 12h - 12 ur) in bioloska ponovitev (serija
poskusa; glej poglavje 3.1.5). X oznacuje uspe$no izvedeno analizo, * - pri vzorcu ‘Igor’ 12h 1 sta bili
izvedeni 2 hibridizaciji, z zamenjanima barviloma

X X X|X X

x
X X X|X X X X|X X X|X X

X X X[ X

4.5.1 Profil izraZanja genov po okuzbi v virusom PVY ™

Z uporabo cDNA-mikromrez z naneseno cDNA klonov krompirja, smo ugotavljali profil
izrazanja priblizno 9000 genov (TC, iz 11153 klonov cDNA) po okuzbi.

T-test smo uporabili za iskanje genov, ki so bili statisti€no znacilno bolj ali manj izrazeni
po okuzbi pri sorti ‘Igor’ 30 minut ali 12 ur po inokulaciji ter pri sorti ‘Sante’ 30 minut ali
12 ur po inokulaciji. Za odkrivanje statisticno znacilno ralicno izraZzenih genov smo
uporabili mejo statisticne znacilnosti p = 0,1 nato pa izbrali tiste klone, pri katerih je bila
abolutna povprecna vrednost M > 0,3. To so bili tisti kloni, pri katerih je bilo izrazanje v
vzorcu okuzenih rastlin vsaj 1,3-krat ve¢je ali manjSe kot v vzorcu slepo inokuliranih
rastlin.

V preglednici 10 je prikazano skupno Stevilo statisticno znacilno razli¢no izraZzenih genov
(pri p = 0,1) ter Stevilo znacilno razli¢no izraZzenih genov, ki imajo absolutno povprecno
vrednost M > 0,3. Najve¢ statisticno znacilno razli¢no izrazenih genov smo ugotovili pri
sorti ‘Sante’ 30 minut po inokulaciji. Pri sorti ‘Igor’ 30 minut po inokulaciji smo ugotovili
najmanjSe Stevilo statisticno znacilno razlicno izraZenih genov z ve¢jo M vrednostjo. Pri
obeh sortah 12 ur po inokulaciji smo ugotovili priblizno enako Stevilo znacilno razli¢no
izrazenih genov. Pri obeh sortah je bilo vecje Stevilo znacilno razli¢no izraZzenih genov
manj izrazenih.
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Preglednica 10: Stevilo zna¢ilno razli¢no izrazenih genov v okuzenih rastlinah pri sortah ‘Igor’ in ‘Sante’ 30
minut in 12 ur po inokulaciji.

Table 10: Number of significantly differentially expressed genes in potato plants cv. ‘Igor’ and ‘Sante’, 30
minutes and 12 hours after inoculation.

Skupaj M> |0,3|
Stevilo % - + skupaj
1 30min 801 7 31 32 63
S 30min 1129 10 187 178 365
1 12h 675 6 67 48 115
S 12h 662 6 77 46 123

Prikazano je skupno $tevilo znadilno razli¢no izrazenih klonov in delez od celotnega Stevila klonov na
mikromrezi (%). Poleg tega je prikazano Stevilo klonov z absolutno povpre¢no vrednostjo M, vecjo od 0,3,
skupno, ter Stevilo klonov, ki so bolj (+) ali manj (-) izrazeni v okuZenih rastlinah.

v

povprecnimi vrednostmi M v posameznih skupinah.

Preglednica 11: Seznam bolj izrazenih genov v okuZenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’ 30 minut po
inokulaciji.
Table 11: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.

Igor 30 min — bolj izrazeni

Ime klona TC M P protein vloga
STMCV72 |TC118942 0,84 0,07 Gen za 26S rRNA sinteza proteinov
STMEP27 TC122162 0,47 0,06 neznani protein neznana
STMCV28 | TC118401 0,44 0,08 glutaredoksin transport

TC125075 . .

STMGU90 TC129866 0,44 0,04 neznani protein neznana
STMCI72 |TC130042 |043 [0,01 |protein z domeno forkhead ;ﬁ’}‘gjc”e‘ lzrazanja
STMFA24 TC115982 0,40 0,01 neznani protein neznana
STMEV77 | TC118243 0,40 0,06 fosfataza razvoj
STMEC44 | TC114461 0,39 0,07 neznani protein neznana
STMGN48 | TC128507 0,39 0,05 na etilen odzivni faktor rastni regulatoriji

Prikazani sta oznaki klona ¢cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuZenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira.
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Preglednica 12: Seznam manj izraZzenih genov v okuzenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’ 30 minut po

inokulaciji.
Table 12: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Igor 30 min — manj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMBB55 -0,82 0,06 | neznani protein neznana
TC125160 . .
STMIY73 TC120619 -0,61 0,09 | Na TMV odziven TF WRKY stres in obramba
STMIT15 TC117028 -0,56 0,08 | neznani protein neznana
STMIV45 TC116729 -0,54 0,04 | neznani protein neznana
STMIQ55 TC117630 -0,50 0,05 | kopija poliprotein stres in obramba
STMINO4 TC126356 -0,48 0,01 | PR-protein 1b stres in obramba
STMIT91 TC124933 -0,48 0,09 | Na TMV odziven TF WRKY stres in obramba
STMIW73 TC123480 -0,43 0,06 | kisla 1,3-B-glukanaza stres in obramba
TC114843 od ciklina odvisen inhibitor .
STMEL78 TC117902 -0,43 0,00 proteinskih kinaz celi¢ni cikel
STMJF13 TC124047 -0,41 0,08 | citokrom p450 sekundarni metabolizem
STMEVO7 | TC115457 -0,40| 0,08 TF Myb ;z%‘gsc”a lzrazanja

Prikazani sta oznaki klona cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p, ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. PR - s patogenostjo povezan, TF - transkripcijski faktor, TMV -
virus mozaika tobaka
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Preglednica 13: Seznam bolj izraZzenih genov v okuZzenih rastlinah krompirja sorte ‘Sante’ 30 minut po

inokulaciji.
Table 13: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Sante’, 30 min after
inoculation.
Sante 30 min — bolj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMDQ29 |TC130150 0,78 0,04 alkohol dehidrogenaza stres in obramba
STMCG17 | TC126453 0,73 0,09 s prolinom bogat protein neznana
STMJB54 |TC122057 0,66 |0,09 |ankirin-kinaza sinteza proteinov, stres
in obramba
STMFB14 TC120856 065 0.05 prote_ln ABP19a, ki se veZze na |stres in opramba, rastni
avksin regulatorji
STMFB16 |TC125880 |0,64 |0,04 |protein z motivom Kelch ;‘Z?]‘gsc”a lzrazanja
TC125081 . e .
STMIU83 TC114657 0,58 0,02 Plastidna cistein-sintaza 1 sinteza AK
STMJA27 TC128041 058 0,02 prote_ln ABP19a, ki se veZze na |stres in opramba, rastni
avksin regulatorji
STMEQ27 |TC112929 0,55 0,02 50S ribosomski protein L3 sinteza proteinov
STMEA78 |TC112737  |0,54 |0,10 |fotoliaza metabolizem NK,
zaznavanje svetlobe
STMCN87 | TC127969 0,53 0,07 neznani protein neznana
STMCO25 |TC119241 0,48 0,01 tioredoksin peroksidaza stres in obramba
STMJA50 TC119243 0,48 0,02 tioredoksin peroksidaza stres in obramba

Prikazani sta oznaki klona ¢cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. AK — aminokislina, NK — nukleinska kislina.
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Preglednica 14: Seznam manj izrazenih genov v okuzenih rastlinah krompirja sorte ‘Sante’ 30 minut po

inokulaciji.
Table 14: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Sante 30 min — manj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMEDO3 | TC129764 -0,96 |0,03 neznani protein neznana
STMEA72 | TC119839 -0,81 | 0,01 protein FRIGIDA razvoj
STMDO41 | TC119393 -0,77 0,04 polifenol oksidaza metabolizem
STMCJ42 |TC128255 |-0,72 |0,08 |protein s cinkovim prstom g‘zgn‘:)'\‘jc”a lzrazanja
STMEF90 | TC121046 -0,68 |0,02 signalna peptidaza sinteza proteinov
STMCH21 | TC116304 -0,66 |0,07 neznani protein neznana
STMCS66 | TC119182 -0,66 |0,08 neznani protein neznana
STMEA08 |TC126292 |-0,64 [0,09 |protein, ki se veZe na MAR g‘zgn‘:)'\‘jc”a lzrazanja
metabolizem ogljikovih
STMDU24 | TC126785 -0,64 0,08 UDP-glukoze dehidrogenaza hidratov, transport
elektronov
TC127624 . .
STMEJ66 TC127625 -0,63 0,04 neznani protein neznana
TC121274 s patogeni inducirana a- oksidacija mascobnih
STMCZ55 TC124688 -0.61 0,07 deoksigenaza kislin, stres in obramba
TC111717 . .
STMCF73 TC111885 -0,59 |0,06 protein TSI-1 stres in obramba
STMEB67 | TC112458 -0,58 |0,09 polifenol oksidaza stres in obramba
STMIH91 TC120213 -0,54 |0,07 ACCOx rastni regulatorji
STMHWO02 |TC112409 |-045 |0,03 |2anionskaperoksidaza, razvoj
povezana s suberinizacijo
STMEQO |TC119213  |-0,38 |0,05 | fosfolipid-hidroperoksid- stres in obramba
glutation peroksidaza
STMDC64 |TC119213  |-0,35 |0,02 | fosfolipid-hidroperoksid- stres in obramba
glutation peroksidaza

Prikazani sta oznaki klona ¢cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povpre¢na vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga

proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. ACCOx — aminociklopropano oksidaza.
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Preglednica 15: Seznam bolj izrazenih genov v okuZenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’ 12 ur po

inokulaciji.
Table 15: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Igor 12 h - bolj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMJD60 TC123784 0,51 0,07 neznani protein neznana
STMII86 TC114774 0,49 0,03 protein T14P4,10 metabolizem proteinov
STMJE94 %]32?23 0,46 |0,02 |TFPCF6 gz%‘gj"ija izrazanja
STMJM41 TC130047 0,45 0,05 ribosomski protein S6 sinteza proteinov
STMEF66 TC130625 0,45 0,02 protein Cf-2,1 obramba in stres
STMJJ25  |TC125689 (043 | 0,09 g‘ri(t)‘t’;‘r’}”d”js"i transportni transport
STMEO59 | TC119130 0,42 0,01 nukleolin sinteza proteinov
STMHP53 | TC131551 0,42 0,00 protein z WD ponovitvami obramba in stres
STMIL60 TC115558 0,40 0,03 neznani protein neznana
STMHT62 TC126815 0,39 0,07 prenasSalec biotin karboksilaze | metabolizem AK
STMEI68 TC120233 0,36 0,01 mitohondrijski sHsp obramba in stres

Prikazani sta oznaki klona cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuZenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. sHsp — mali protein vrocinskega Soka, TF — transkripcijski

faktor.
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Preglednica 16: Seznam manj izrazenih genov v okuzenih rastlinah krompirja sorte ‘Igor’ 12 ur po

inokulaciji.
Table 16: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Igor 12 h — manj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMGN42 | TC120512 -0,62 |0,06 neznani protein neznana
STMEQ95 |TC128082 |-0,58 |0,02 Srzrthr:”OStero'd' reguliran stres in obramba
TC116213 . . .
STMEO70 TC132533 -0,58 0,09 protein s cinkovim prstom neznana
STMCG30 |TC123038 |-0,55 |0,07 |ZMrazominducirana glikozil | oo oizem glukoze
transferaza
STMHW46 | TC113974 -0,53 0,02 neznani protein neznana
STMGA88 | TC114092 -0,53 0,00 neznani protein neznana
STMHZ63 TC120977 -0,52 0,03 neznani protein neznana
STMCA24 | TC126440 -0,51 0,03 transporter fosfatidil inozitola transport
STMJD35 TC125025 -0,50 |0,06 neznani protein neznana
STMCM22 | TC112454 -0,50 0,09 neznani protein neznana
STMHE19 | TC113215 -0,50 0,00 saharoze-sintaza 2 metabolizem sladkorjev
STMEPO6 |TC128082  |-0.47 |0,03 ;r?):zisrinos‘temidi reguliran stres in obramba
protein, povezan s stresom
STMDH88 | TC113082 -0,44 0,08 povzro€enim z visoko stres in obramba
koncentracijo Zeleza
STMEH13 | TC126210 -0,42 |0,04 1,3-B glukozidaza stres in obramba
STMEV23 |TC126691 |-040 |0,00 |N@nizketemperatureinslani |y ooy ohramba
stres odziven protein
STMEB78 TC126210 -0,36 | 0,00 1,3-B glukozidaza stres in obramba
STMIG88 TC126942 -0,34 | 0,02 cistein-proteinaza razgradnja proteinov
STMEQ90 |TC119213 |-031 |o,02 | fosfolipid-hidroperoksid- stres in obramba
glutation peroksidaza

Prikazani sta oznaki klona cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira.
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Preglednica 17: Seznam bolj izrazenih genov v okuZenih rastlinah krompirja sorte ‘Sante’ 12 ur po

inokulaciji.
Table 17: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Sante 12 h - bolj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMER79 | TC127210 0,80 0,08 protein povezan s staranjem razvoj
TC126200 L .
STMEJ12 TC126201 0,67 0,04 asparagin sintaza metabolizem AK
TC118743 . .
STMER74 TC127844 0,57 0,05 Zelezova kelatna reduktaza metabolizem
STMGWS82 | TC121678 0,55 0,01 neznani protein neznana
STMJL29 |TC123423 |0,53 |0,08 |Protein LEUNIG razvoj, regulacija
izraZzanja
STMEY55 | TC111717 0,53 0,05 protein TSI-1 stres in obramba
STMEC35 | TC124547 0,49 0,05 neznani protein neznana
TC111717 . .
STMCF73 TC111885 0,49 0,03 protein TSI-1 stres in obramba
STMGB09 | TC112305 0,47 0,02 citokrom p450 sekundarni metabolizem
TC117514 . .
STMGW87 TC119045 0,44 0,02 SAM dekarboksilaza sinteza AK
TC125918 kloroplastna fosfoserin .
STMHF56 TC125913 0,43 0,07 aminotransferaza metabolizem AK
evkatriontski translacijski . .
STMDI40 TC112431 0,41 0,03 iniciacijski faktor 5 (eIF5) sinteza proteinov
STMGT37 |TC116871  [0,39 |0,01 | protein z DnaJ domeno metabolizem proteinov,
stres in obramba
STMIN52 TC119045 0,38 0,03 SAM dekarboksilaza sinteza AK
STMGO24 | TC129576 0,34 0,04 protein TSI-1 stres in obramba
STMIN76  |TC116159  |0,31 |0,08 | Evkatriontski translacijski sinteza proteinov
iniciacijski faktor 2B

Prikazani sta oznaki klona cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuZzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p ter verjetna oznaka in vloga
proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. AK- aminokislina



Baebler S. Izrazanje genov pri ob&utljivi in odporni sorti krompirja (Solanum tuberosum L.) v zgodnjem odzivu na okuZbo s krompirjevim virusom Y™™,

Dokt. disertacija, Ljubljana, Biotehniska fakulteta, Interdisciplinarni podiplomski $tudij biotehnologije, 2006

68

Preglednica 18: Seznam manj izrazenih genov v okuzenih rastlinah krompirja sorte ‘Sante’ 12 ur po

inokulaciji.
Table 18: List of significantly upregulated genes in infected potato plants cv. ‘Igor’, 30 min after
inoculation.
Sante 12 h — manj izrazeni
Ime klona TC M P protein vioga
STMCO85 | TC114442 -0,56 |0,03 neznani protein neznana
STMCL15 TC113719 -0,55 0,08 formamidaza metabolizem
STMDV13 | TC126082 -0,55 |0,01 neznani protein neznana
TC119159
STMEG48 TC119158 -0,53 0,10 ATPaza transport
) protein s cinkovim prstom razgradnja proteinov
STMGP81 | TC116956 0,50 |0,04 C3HC4 (ubikvinitacija)
TC130612 ) protein s cinkovim prstom razgradnja proteinov
STMCC8S | 1oq30414 |00 002 eapicy (ubikvinitacija)
STMEY61 |TC119407 |-049 |0,02 |ATPsintaza, y-veriga, fotosinteza
kloroplastna
STMJM18 TC131864 -0,49 |0,08 neznani protein neznana
STMCJ61 TC120286 -0,47 0,04 neznani protein neznana
STMCB85 | TC115342 -0,47 0,06 glukozil transferaza metabolizem citokininov
STMES67 TC112438 -0,47 0,08 dehidrin stres in obramba
STMCR44 |TC127121  |-046 |0,04 |protein, ki se veZe na mRNA gi%‘gj“”a izrazanja
TC127120 S . regulacija izrazanja
STMCC31 TC127121 -0,46 |0,02 protein, ki se veze na mRNA genov
STMHU47 |TC120866  |-0.45 |0,03 |Citosolna fruktoze-1, 6- metabolizem sladkorjev
bisfosfataza
STMCN43 | TC127369 -0,45 |0,05 glutation peroksidaza stres in obramba
STMHN38 |TC120866 |-042 |0,03 |Cltosolna fruktoze-1, 6- metabolizem sladkorjev
bisfosfataza
) protein s cinkovim prstom razgradnja proteinov
STMJO12 TC122739 0,40 |0,00 C3HCA (ubikvinitacija)
STMIM38 TC126964 -0,38 |0,05 protein CTV,15 stres in obramba
STMET72 TC125812 -0,37 |0,06 Rubisco, mala podenota fotosinteza
TC112042 " . stres in obramba, cikel
STMCLO1 TC112043 -0,37 0,10 ogljikova anhidraza citronske kisline
STMGL06 | TC126083 -0,36 | 0,09 inhibitor proteinaz razgradnja proteinov
STMCO48 | TC112498 -0,36 | 0,03 podenota IX forosistema | fotosinteza
STMIV36 TC126079 -0,36 | 0,04 reakcijski center forosistema Il | fotosinteza
STMGB34 | TC112521 -0,35 (0,10 sHsp 17KDa, tip | stres in obramba

Prikazani sta oznaki klona ¢cDNA in skupnega zaporedja (TC) v bazi StGI, povprecna vrednost M (log2
razmerja izrazanja med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami), vrednost p, ter verjetna oznaka in vloga

proteina, ki ga nukleotidno zaporedje kodira. sHsp — mali protein vro¢inskega Soka,
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S statisticnim testom ANOVA smo iskali gene, ki so se izrazali specificno glede na sorto,
¢as ali interakcijo (slike 16-18). Za kultivar specifi¢no izrazanje smo ugotovili pri 36 genih
in za Cas specificno izrazanje pri 77 genih. 32 genov se je izrazalo specificno glede na
interakcijo sorta in ¢as.
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Slika 16: Toplotna mapa genov, ki se na okuzbo z virusom odzivajo razli¢no glede na sorto krompirja.
Prikazano je ime klona v bazi StGI in log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzenih in slepo inokuliranih
rastlin. Pozitivne vrednosti (rdeca) pomenijo vecje, negativne (zelena) pa manjse izraZanje gena v vzorcu
okuzene rastline. Geni so zdruzeni z metodo zdruzevanjan z Evklidsko razdaljo.

Figure 16: Heatmap of genes expressed differentially after virus infection in two potato cultivars. Clone
name (in StGI database) and log ratio between expression in virus and mock inoculated samples. Positive
values (red) mean upregulation and negative (green) downregulation in virus infected samples. Genes are
clustered with Euclidean distance metric.

Na sliki 16 so prikazani geni, ki se odzivajo razlicno glede na sorto krompirja. Bolj
izrazeni pri sorti ‘Igor’ in manj izraZeni pri sorti ‘Sante’ so bili geni za neznane proteine
(STMCS66, STMGB63), za protein s cinkovim prstom (STMCN21), za membranski
transportni protein MATE (STMJMOS) in gen za NADH dehidrogenazo (STMCN37). Pri
sorti ‘Sante’ smo ugotovili zmanjSano izrazanje gena za malo podenoto Rubisco
(STMFB24), medtem ko je bilo izrazanje pri sorti ‘Igor’ nespremenjeno.

Zanimiv vzorec izrazanja smo ugotovili za gena za B-glukanazo (STMBB22) in na nizke
temperature in slanost odziven protein (STMEV23), katerih izrazanje je bilo povisano 12
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ur po okuzbi pri sorti ‘Sante’, medtem, ko je bilo pri tej sorti 30 minut po inokulaciji in pri
sorti ‘Igor’ izrazanje zmanjSano. Gen, za katerega smo ugotovili vi§je izrazanje pri sorti
‘Sante’ je bil npr. gen za miozin (STMENG63).

Na sliki 17 so prikazani geni, ki se odzivajo specificno glede na Cas po inokulaciji. 30
minut po inokulaciji se je povecalo izrazanje genov za alanil-tRNA sintazo (STMGP63),
cistein sintazo (STMIUS83), glukoze-1-fosfat-transferazo (STMDW8&6), glicaraldehid-3-
fosfat dehidrogenazo (STMDV42). Povecano izrazanje 30 minut po inokulaciji smo
ugotovili tudi za nekatere genov, vkljuCene v fotosintezo (sinteza klorofila, STMCG38;
protein reakcijskega centra fotosistema II, STMET39; mala podeonota Rubisco,
STMCK94 in STMFB17). Pri vseh omenjenih genih je bila indukcija moc¢nejSa pri sorti
‘Sante’.

30 minut po inokulaciji je bilo izrazanje genov za protein TSI-1 (STMCF73 in
STMGO24), Hsp90 (STMBBI15) in mitohondrijski sHsp (STMEI68) v okuZenih rastlinah
nizje kot v slepo inokuliranih rastlinah (slika 17).
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Slika 17: Toplotna mapa genov, ki se na okuzbo z virusom odzivajo razli¢no glede na ¢as po inokulaciji.
Prikazano je ime klona v bazi StGI in log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzenih in slepo inokuliranih
rastlin. Pozitivne vrednosti (rdeca) pomenijo vecje, negativne (zelena) pa manjSe izrazanje gena v vzorcu
okuzene rastline. Geni so zdruzeni z metodo zdruzevanjan z Evklidsko razdaljo.

Figure 17: Heatmap of genes expressed differentially after virus infection in two time points after
inoculation. Clone name (in StGI database) and log ratio between expression in virus and mock inoculated
samples. Positive values (red) mean upregulation and negative (green) downregulation in virus infected
samples. Genes are clustered with Euclidean distance metric.
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Slika 18: Toplotna mapa genov, ki se na okuzbo z virusom odzivajo razli¢no v interakciji sorta in ¢as po
inokulaciji.

Prikazano je ime klona v bazi StGI in log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuZenih in slepo inokuliranih
rastlin. Pozitivne vrednosti (rdeca) pomenijo vecje, negativne (zelena) pa manjSe izraZanje gena v vzorcu
okuzene rastline. Geni so zdruzeni z metodo zdruzevanja z Evklidsko razdaljo.

Figure 18: Heatmap of genes expressed differentially after virus infection in interaction of cultivar and time
after inoculation. Clone name (in StGI database) and log ratio between expression in virus and mock
inoculated samples. Positive values (red) mean upregulation and negative (green) downregulation in virus
infected samples. Genes are clustered with Euclidean distance metric.

Na sliki 18 so prikazani geni, katerih izrazanje je specifi¢no v interakciji sorta in Cas.
Enako niZje izraZanje, pri sorti ‘Sante’ 30 minut po inokulaciji in pri sorti ‘Igor’ 12 ur po
inokulaciji, smo opazili pri genih za protein, reguliran z brasinosteroidi (STMEPO06 in
STMEQ95) in fosfolipid-hidroperoksid glutation peroksidazo (STMEV23). Enako vi§je
izrazanje, pri omenjenih pogojih, smo ugotovili za gen za Fe-superoksid dismutazo
(STMEI91).
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4.5.2 IzraZanje izbranih genov po okuzbi v virusom PVY"'™"

Z metodo PCR v realnem Casu smo opazovali izrazanje 9 genov, ki smo jih izbrali na
osnovi preliminarnih rezultatov, dobljenih z metodo mikromrez.

Osredotocili smo se na gene, ki bi lahko bili zanimivi v odgovoru rastline na virus.
Opazovali smo izrazanje 5 genov za Hsp: Hsp70 1 (homologen Hsp70 riza), Hsp70 20
(homologen Hsc70 paradiznika), Hsp40 (homologen DnaJ jablane) in Hsp90 (homologen
Hsp80 paradiznika). Spremljali smo tudi izrazanje 2 genov za PR proteine: PR-1
(homologen genu za PR-1 krompirja) in PR-10 (homologen genu za PR-10a ali STH-2
krompirja). Poleg tega smo lahko spremljali izrazanje gena za PI TR-8 (serinski PI iz
skupine krompirjevega inhibitorja II) in druzino PCPI.

IzraZanje vseh genov je prikazano na sliki 19 in v prilogi B.
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Slika 19: IzraZanje 9 genov v 13 parih vzorcev krompirja po okuzbi s PVYN'™,
Prikazan je log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzene in slepo inokulirane rastline. Pozitivne vrednosti
pomenijo vecje, negativne pa manjSe izrazanje gena v vzorcu okuzene rastline.

Figure 19: Expression of 9 genes in 13 pairs of samples of potato leaves after PVY"" infection. Log2 ratio

between expression in virus and mock inoculated samples. Positive values mean upregulation and negative
downregulation in virus infected samples.
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Na sliki 20 je prikazana je povprecna vrednost log, razmerja med izrazanjem v vzorcu
okuzene in slepo inokulirane rastline v bioloSkimi ponovitvami, kar pokaze na sploSen
trend izrazanja genov: pri sorti ‘Sante’ je izraZzanje opazovanih genov vec¢inoma manjse kot
pri sorti ‘Igor’. Pri slednji sorti so bili vsi opazovani geni v okuZenih rastlinah bolj izrazeni
kot v neokuZenih.
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Slika 20: IzraZanje 9 genov v dveh sortah in krompirja po okuzbi s PVYN™.

Prikazana je povprecna vrednost log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzene in slepo inokulirane rastline
med bioloskimi ponovitvami. Pozitivne vrednosti pomenijo vecje, negativne pa manjSe izrazanje gena v
vzorcu okuZene rastline.

Figure 20: Expression of 9 genes in 2 cultivars and 2 time points in potato leaves after PVY"'" infection.

Average log” ratio between expression in virus and mock inoculated samples in biological replicates. Positive
values mean upregulation and negative downregulation in virus infected samples.

Zaradi velikih razlik v odzivu posameznih bioloskih ponovitev, razlike v izrazanju med
posameznimi sortami in ¢asovnimi tockami niso bile statistiéno znacilne. Pri genu sHsp
smo z metodo ANOVA ugotovili statisticno znacilno (F = 4) vecje izrazanje v ¢asu 12 ur
po inokulaciji. Pri istem genu smo s t-testom pokazali, da je vi§je izrazanje pri z virusom
okuzenih rastlinah sorte ‘Igor’ 12 ur po inokulaciji statisticno znacilno (p = 0,02).
Statisticno znacilno (p = 0,09) je bilo tudi vi§je izrazanje gena PR-10 pri sorti ‘Igor’ 30
minut po inokulaciji.

Zdruzevanje genov in vzorcev z metodo zdruzevanja (hierarchical clustering, slika 21) je
pokazalo, da primerjava profilov izrazanja med posameznimi vzorci ni pricakovana. Po
drugi strani pa smo ugotovili zelo zanimivo primerjavo profilov izrazanja posameznih
genov: izkazalo se je, da imajo funkcionalno podobni geni (geni za Hsp in inibitorje
proteinaz) podoben profil izrazanja. Izrazanje gena za PR-protein 10 je bilo zelo podobno
profilu izrazanja gena za sHsp, medtem ko je bilo izrazanje gena za PR-1 razli¢no od vseh
omenjenih skupin.
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Slika 21: Zdruzevanje genov in vzorcev po metodi zdruzevanja z evklidisko razdaljo in maksimalno metodo
pri 9 genih v 13 parih vzorcev krompirja po okuzbi s PVYN™.

Figure 21: Hierarchical clustering (Euclidean distance, complete linkage method) of genes and samples in
expression of 9 genes in 13 pairs of samples of potato leaves after PVY™'N infection.

4.5.3 Primerjava rezultatov, pridobljenih z metodama mikromrezZe in
PCR v realnem casu

Z metodama c-DNA mikromreZe in PCR v realnem ¢asu smo ugotavljali izraZanje genov v
13ih parih vzorcev. Parov, pri katerih imamo rezultate obeh metod, je bilo 12 (preglednica
9). Za primerjavo podatkov, pridobljenih z obema metodama, smo na mikromrezah
poiskali tiste klone, ki naj bi ustrezali tarénemu genu, katerega smo pomnozevali z metodo
PCR v realnem ¢asu. Pri genih, pri katerih smo ugotovili razli¢no izrazanje genov, smo te
razlike tudi potrdili, kljub veliki variabilnosti rezultatov med serijami (slika 22).

Vecinoma smo z metodo PCR v realnem ¢asu ugotovili vecje razlike v izrazanju genov kot
z metodo mikromreZ. NajboljSe ujemanje rezultatov smo ugotovili pri genu za PCPI (slika
22 in 23). Z metodo PCR v realnem ¢asu smo ugotovili precej vecje razlike v izrazanju kot
z metodo mikromrez. Ceprav v nekaterih primerih absolutne vrednosti M niso bile enake,
so bila ohranjena relativna razmerja med izrazanjem v posameznih parih (slika 23).
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Slika 22: Ujemanje podatkov o izrazanju genov, pridobljenih z mikromrezami (M) in PCR v realnem casu

(qPCR).

Prikazan je log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzene in slepo inokulirane rastline. Pozitivne vrednosti
pomenijo vecje, negativne pa manjSe izrazanje gena v vzorcu okuzene rastline.

Figure 22: Accordance of relative expression data, obtained by microarrays (M) and real-time PCR (qPCR).

Precej dobro ujemanje rezultatov obeh metod smo ugotovili tudi pri genih za PR-1 in PI
TRS (slika 22). Prav pri teh genih smo z obema metodama ugotovili najvecje razlike v

1zrazanju.
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Slika 23: Ujemanje rezultatov relativnega izrazanja pridobljenih z mikromrezami (klona STMGU47 in
STMCEO08) in PCR v realnem ¢asu (qPCR) za gen za PCPL.
Prikazan je log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzene in slepo inokulirane rastline. Pozitivne vrednosti

pomenijo vecje, negativne pa manjSe izrazanje gena v vzorcu okuzene rastline.

Figure 23: Accordance of relative expression data, obtained by microarrays and real-time PCR for PCPI

gene.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Priprava rastlinskega materiala

Z opravljenimi eksperimenti smo Zeleli ugotoviti razli€no izrazanje genov v zgodnjem
odgovoru krompirja (Solanum tuberosum L.) na okuzbo s krompirjevim virusom Y™™ pri
sorti krompirja ‘Igor’, ki je virus obcutljiva in sorti ‘Sante’, ki je na virus odporna.
Izrazanje genov smo primerjali med slepo inokuliranimi in okuzenimi rastlinami, 30 minut
in 12 ur po inokulaciji, v treh bioloskih ponovitvah.

Vetina do sedaj objavljenih raziskav interakcije krompirja z virusom PVY™'™ (pregled v

poglavju 2.1.3.2) je bila opravljena v ¢asu pojava primarnih ali sekundarnih bolezenskih
znakov, to je 3 - 14 dni po inokulaciji. Predmet teh raziskav so bile torej posledice okuzbe
ne pa aktivna obramba rastlin. Tudi druge raziskave interakcije virus-rastlina z
mikromreZzami so bile veCinoma narejene v Casu pojava primarnih ali sekundarnih
bolezenskih znakov (Golem in Curver, 2003) ali tik pred pojavom le-teh (1-5 dni po
inokulaciji, Whitham in sod. 2003). Edina raziskava zgodnjega odziva rastlin na okuzbo z
virusom (3, 5 in 18 ur po inokulaciji) je Studija Marathe in sodelavcev (2004), ki so
ugotavljali spremembe v izrazanju genov navadnjega repnjakovca po okuzbi s CMV.
Zanimivo je, da so Whitham in sodelavci (2003) ugotovili zelo majhen odziv navadnega
repnjakovca na okuzbo s petimi razli€nimi virusi na nivoju izrazanja genov en ali dva dni
po inokulaciji, medtem ko je bil odziv precej vecji 3 in 5 dni po inokulaciji.

Zaradi potreb po smotrni izrabi energije je odgovor rastline na samo okuzbo Casovno
omejen. Scheideler in sodelavci (2002) so ugotovili poviSano izrazanje genov, ki so
vkljueni v HR rastlin navadnega repnjakovca na infiltracijo z bakterijo Pseudomonas
syringae le 24 ur po infiltraciji. Zato je izredno pomembna izbira ¢asovnih tock, v katerih
ugotavljamo morebitne razlike v izrazanju genov. Se vedji problem predstavlja virusna
okuzba, pri kateri ne moremo niti spremljati niti vplivati na dinamiko vstopa virusa v
rastline in $irjenje po rastlini.

Kljub temu, da smo preverili prisotnost cDNA za CP PVY"'™™ v vzorcih za nadaljne

analize in tako ugotovili pravilnost analize, ne moremo z gotovostjo trditi, da je virus res
vstopil v celice. Preliminarne rasziskave so namre¢ pokazale, da je virusno mRNA iz
inokulata mozno zaznati tudi do 14 dni po inokulaciji.

V zgodnjem odgovoru rastline na virus je pomembno tudi dejstvo, da so v odgovor rastline
vkljucene le tiste celice, kamor je virus vstopil. Glede na to, da smo v poskusu pobirali
rastlinski material celotnega lista, je delez celic, ki se odzivajo na okuzbo, razmeroma
majhen. Za bolj natan¢ne Studije poznga odgovora na okuzbo bi lahko izrazanje genov pri
sorti ‘Igor’ ugotavljali v nastalih klorozah, ali pa morda v obmocjih, ki bi jih kot okuzena
identificirali s pomocjo termokamere ali drugih metod za vizualizacijo okuZzbe.
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5.1.2 Priprava RNA

Celokupno RNA smo izolirali iz rastlinskega materiala vecih (vsaj 8) enako tretiranih
rastlin in tako iznic¢ili morebitno individualno variabilnost. Glede na to, da so bile rastline
razmnoZzene Vv tkivni kulturi pa ve¢jih razlik med individuumi nismo pricakovali.

Razgradnja ostankov gDNA v vzorcih totRNA z DNazo je pomembna, tako pri pripravi
RNA za mikromreze, kot tudi za PCR v realnem cCasu. Prav zaradi velike obcutljivosti
slednje metode je razgradnja gDNA nujna pri pripravi RNA, saj le tako lahko prepre¢imo
hkratno pomnoZevanje gDNA in cDNA s PCR v realnem &asu. Ce se amplikon razprostira
preko dveh zaporednih eksonov, se gDNA v PCR ne pomnozuje, Se vedno pa lahko
prisotnost gDNA vpliva na oceno koli¢ine totRNA, kar povzroci napake pri kvantifikaciji
(Bustin, 2002). V okviru doktorskega dela smo v preliminarnih poskusih preizkusili 2
sistema za razgradnjo gDNA (preglednica 4). Ugotovili smo, da koncentracije DNaze |
proizvajalca Invitrogen, do 25-krat manjSe od priporoCenih, lahko uspe$no razgradijo
gDNA, ki je ostala v vzorcih po izolaciji RNA. Po drugi strani pa razgradnja na koloni s
kompletom prizvajalca Qiagen niti s priporocenimi koncentracijami DNaze ni bila
popolna. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Naderi s sodelavei (2004) pri Studiju
pomnozevanja RNA celic raka dojke, vendar pa avtorji niso uspeli znizati koncentracije
DNaze I proizvajalca Invitrogen. Optimiranje koncentracije DNaze ima velik pomen, tako
pri stroSkih eksperimenta, kot tudi dejstvu, da DNaza lahko v preveliki koncentraciji ali ob
predolgi inkubaciji razgrajuje tudi RNA v vzorcih.

5.1.3 Mikromreze

Na eni mikromrezi smo primerjali izrazanje genov v okuzenih in v slepo inokuliranih
rastlinah. Na drugacen nacin bi se eksperimentalnega problema lahko lotili tudi tako, da bi
na eni mikromreZi primerjali izrazanje v okuzenih rastlinah sort ‘Igor’ in ‘Sante’. Pri tem
bi lahko prisli do nekaterih napa¢nih zakljuckov, saj natancne genetske razlike med
kultivarjema niso poznane. Klub temu pa so prav na primeru nukleotidnih zaporedij v
TIGR bazi EST ugotovili, da obstaja velika homologija med nukleotidnimi zaporedji vrst
druzine razhudnikovk (Solanaceae): krompir, paradiznik, petunija (Petunia sp.), tobak in
vrsta tobaka N. benthamiana (Rensink in sod., 2005). Tudi mikromreze TIGR s cDNA
krompirja so uporabili za hibridizacijo z cDNA drugih vrst razhudnikovk: vrste tobaka N.
attenuata in pasjega zeliS€a (Solanum nigrum) za Studij odgovora teh vrst na herbivore
(Shmidt in sod., 2005) in vrste tobaka N. benthamiana za $tudij odgovora na viruse
(Senthil in sod., 2005).

Analizo podatkov smo optimizirali tako, da smo dobili statisticno relevantne rezultate.
Rezultati, ki smo jih podali v preglednicah poglavja 4.5.1, predstavljajo povprecje
izrazanja genov v treh bioloSkih ponovitvah. Pri vsaki bioloSki ponovitvi je rezultat
povprecje hibridizacije cDNA osmih rastlin na dveh tockah cDNA na mikromrezi.

S filtriranjem smo zmanjsali Stevilo genov za statisti¢na testiranja in tako dosegli manjSe
Stevilo lazno pozitivnih genov po statistiCnem testiranju in bolj ponovljivo zdruzevanje
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genov (Leung in Cavalieri, 2003). Odfiltrirali smo tiste klone, pri katerih na nobeni
mikromreZi absolutna vrednost M ni presegla praga M = 0,2. Ce bi Zeleli izvesti bolj strogo
filtriranje, bi lahko nastavili prag za absolutno vrednost M pri 0,5. Filtriranje bi lahko
izvedli tudi glede na variabilnost vrednosti M med eksperimenti ali glede na vrednost A
(jakost signala). Predpostavljamo, da bi zaradi velike variabilnosti med bioloskimi
ponovitvami in relativno majhnih vrednosti M ob uporabi bistveno strozjih pogojev, lahko
izgubili veliko podatkov.

Po drugi strani bi lahko bili geni, katerih izrazanje se ni spreminjalo, uporabni kot kontrole.
Ce bi bili njihovi transkripti prisotni v zadostnem S$tevilu, kopij, da bi bil signal na
mikromrezah dovolj velik, bi jih lahko v nadaljnih poskusih uporabili za normalizacijo, ali
le za kontrolo le-te. Na ta nacin bi lahko tudi nasli potencialne normalizatorske gene za
PCR v realnem casu.

Velika opazena variabilnosti med bioloskimi ponovitvami in majhne razlike v izrazanju
genov med z virusom okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami (vrednosti M) je znatno
otezila ugotavljanje biolosko in statisticno pomembnih genov. Zato smo pri statisticnem
testiranju postavili nizko mejo statisti¢ne znacilnosti. Glede na rezultate bi bila morda bolj
primerna uporaba neparametricnih testov, saj bi bilo bolj smiselno ugotavljati skupen trend
bioloskih ponovitev (npr. vecje ali manjsSe izrazanje), kot absolutno ponovljivost razmerja
izrazanja. Problematike bi se lahko lotili tudi z analizo »z-score filtering«, pri kateri bi za
vsako mikromrezo posebej dolo¢ili gene, katerih izrazanje znatno odstopa od povprec¢ja. V
naslednjem koraku bi kot statisti¢no znacilne dolocili tiste gene, katerih odstopanje od
povpre¢ja bi se ponovila v vecih bioloskih ponovitvah (Golem in Curver, 2003).
Variabilnost med bioloskimi ponovitvami bi lahko obs$li z zdruzevanjem rastlinskega
materiala vec€ih bioloskih ponovitev, kot so opisali Scheideler in sodelavci (2002). Gotovo
bo izboljSanje samega nacrta poskusa in analize podatkov predmet nadaljnih raziskav.

Uporaba toplotnih grafov in eksploratornih metod kot je zdruzevanje (npr. slike 16 - 18), je
pri mikromrezah nujna. V naSem primeru je testna matrika vsebovala 13 stolpcev (parov
vzorcev) in 11153 vrstic (klonov ¢cDNA). Zato bi brez racunalniskih algoritmov tezko
izbrali gene, katerih izraZanje je statisticno in hkrati biolosko znacilno.

5.1.4 PCR v realnem c¢asu

Prepis RNA v cDNA je ena izmed klju¢nih faz za natan¢no kvantifikacijo koli¢ine RNA.
Napake lahko nastanejo zaradi tvorbe sekundarnih ali terciarnih struktur RNA,
variabilnosti v ucinkovitosti zaletnih oligonukleotidov in lastnosti encima reverzne
transkriptaze. Koli¢ina cDNA lahko variira tudi do 100-krat glede na opazovani gen in
uporabljeno reverzno transkriptazo (Stahlberg in sod., 2004b). Velike razlike med dvema
kompletoma za sintezo cDNA smo opazili tudi v nasih eksperimentih (preglednica 5). Po
priporocilih proizvajalcev je komplet Archive primeren za prepis RNA v ¢cDNA pred PCR
v realnem cCasu, saj ucinkovito in sorazmerno prepise vse vrste RNA v cDNA, kar je nujno
za natan¢no kvantifikacijo (High Capacity cDNA Archive Kit).

RT reakcijo lahko za¢nejo nakljucni, oligo-dT ali specifi¢ni oligonukleotidi. Naklju¢ni
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zacetni oligonukleotidi se prilegajo na razli¢nih mestih RNa, tudi na rRNA, ki predstavlja
vecino totRNA. Zato je sinteza z oligo-dT lahko bolj specifi¢na, vendar pa je mozno, da se
transkript ne prepise v celoti (Lekanne Deprez in sod., 2002). Se bolj specifi¢ni so za gen-
specificni zacetni oligonukleotidi, vendar pa s tem izgubimo fleksibilnost reakcije PCR v
realnem Casu (Bustin in Nolan, 2004). Izbira zacetnih oligonukleotidov v veliki meri
odvisna tako od gena kot od nadaljne uporabe cDNA (Bustin in sod., 2005), kar se je
izkazalo tudi v nasem primeru. Zato je nujno, da preizkusimo pogoje RT za gene, ki jih
zelimo kvantificirati (Stédhlberg in sod., 2004a).

Kljub temu, da smo v preliminarnih poskusih dobili boljSe rezultate z oligo-dT zacetnimi
oligonukleotidi (slika 13), smo se v raziskavi Studija izraZzanja 9 genov v zgodnjem
odgovoru dveh sort krompirja na PVY™"'™ odloéili za uporabo nakljuénih zaletnih
oligonukleotidov. K odlocitvi je botrovala vecja univerzalnost teh primerjev ter dejstvo, da
proizvajalec kompleta Archive priporo¢a uporabo nakljuc¢nih oligonukleotidov. Hkrati smo

zeleli za normalizacijo uporabiti 18S rRNA, kar z uporabo oligo-dT ne bi bilo mozno.

Opazili smo tudi precejSnjo variabilnost tako RT, kot tudi v PCR v realnem casu
(preglednici 6 in 7). Za zmanjSanje negativnega vpliva variabilnosti na pravilnost
kvantifikacije se je le-teh tezav potrebno zavedati in ¢im bolj poenotiti postopke. To smo
poizkusili upoStevati pri nacrtovanju poskusa analize izrazanja 9 izbranih genov s PCR v
realnem casu. K zmanjSanju variabilnosti RT bi lahko pripomogla uporaba inhibitorja
RNaz, ki smo jo uvedli v postopku RT. Pri PCR v realnem ¢asu smo s pipetiranjem z
robotom lahko dosegli vecjo natan¢nost. V okviru poskusa smo uporabili reagente iz iste
Sarze ter iste redCine zacetnih oligonukleotidov. Prav tako smo na isti ploscici s
preucevanimi geni analizirali ve¢ normalizatorskih genov ter pri analizi podatkov
upostevali uc¢inkovitost posameznih reakcij. Prav taka standardizacija bi lahko pripomogla
k vecji konsistentnosti rezultatov (Bustin, 2000).

Zaradi opazenih razlik v u¢inkovitosti pomnozevanja v PCR v realnem ¢asu med vzorci in
amplikoni smo metodo, ki jo je za analizo podatkov predlagal Pfaffl (2002) modificirali
tako, da smo upostevali u¢inkovitost preuevanega vzorca, kar je lahko znatno vplivalo na
izracun.

Zaradi napak pri ocenjevanju koli¢ine RNA ter moZne nesorazmernosti koli¢ine rRNA in
mRNA, je nujno potrebna normalizacija na vzdrzevalne gene. Ker pa ne moremo biti
prepricani, da je dolocen vzdrzevalni gen res izrazen konstantno v vseh pogojih poskusa, je
potrebna uporaba vecCih normalizatorskih genov (Vandesompele in sod., 2002). Z
izacunom povprecne vrednosti Ct treh normalizatorskih genov za vsak vzorec (slika 15)
smo dobili »univerzalni« gen za normalizacijo. S takim nac¢inom normalizacije smo
upostevali parametre kot so razlicne kolicine mRNA, rRNA, kot tudi u¢inkovitosti RT in
PCR v realnem ¢asu. Uporabljeni vzdrzevalni geni so bili kot primerni normalizatorji za
analizo podatkov doloceni s programom GeNorm (Vandesompele in sod., 2002; podatki
niso prikazani).
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5.1.5 IzraZanje genov po okuzbi z virusom PVY" "

Z uporabo mikromrez z naneseno cDNA klonov krompirja, smo ugotavljali profil izrazanja
genov po okuzbi z virusom PVY™'™N. Ze hiter pregled toplotnih grafov je razkril, da so bile
vrednosti M na analiziranih mikromrezah relativno nizke, variabilnost med bioloskimi
ponovitvami pa velika. Pri klonih, pri katerith smo ugotovili velike razlike v izrazanju
genov, te niso bile statistiéno znacilne, saj razlike med serijami niso bile ponovljive.
Najvec statisticno znacilno izrazenih genov smo ugotovili pri sorti ‘Sante’ 30 minut po
inokulaciji (preglednica 10). 1z tega bi lahko sklepali, da gre pri tej sorti za moc¢nejsi odziv
na okuzbo. Mocen odziv na okuzbo smo ugotovili tudi v posameznih serijah 12 ur po
okuzbi pri obeh sortah. OpaZene spremembe niso bile ponovljive, zato je v tej asovni
tocki manjse Stevilo znacilno razli¢no izrazenih genov. Vecje Stevilo manj izrazenih genov
v tej ¢asovni tocki bi lahko kazalo na sploSno utiSanje gostiteljevih genov, katerega lahko
povzroc¢i okuzba z virusom (Aranda in Maule, 1998).

Pri okuzbi rastlin z virusi z mehansko inokulacijo ne moremo natan¢no spremljati oz.
kontrolirati procesov vstopa virusov v celice, premikanja po rastlini in razmnoZevanja.
Zato je lahko v nas$ih poskusih, ko je Slo za zelo kratek ¢as po inokulaciji, Slo za razli¢no
dinamiko (pod vplivom fizioloSkega stanja rastlin, letnega ¢asa, koncentracije virusa v
inokulatu ipd.) okuzevanja in razli¢ne rezultate posameznih bioloskih ponovitev.

Dejstvo, da razli¢ni virusi uporabljajo razli¢ne rastlinske proteine za svoje razmnoZevanje
in transport, prav tako pa so v PTGS za razli¢ne viruse vklju€eni razli¢ni proteini, znatno
otezuje primerjavo izsledkov raziskav virusne okuzbe med razli¢nimi rastlinami in
razlicnimi virusi (Nelson in Citovsky, 2005). Medtem ko so ugotovili, da se pri navadnem
repnjakovcu po okuzbi z bakterijami ali glivami spremeni izrazanje kar Cetrtine genov v
genomu (Maleck in sod., 2000), pri okuzbi z virusi spremembe niso tako dramaticne.
Golem in Curver (2000) sta po okuzbi navadnega repnjakovca s TMV ugotovila
ponovljivo izrazanje le 68 genov, ki pa niso bili specifi¢ni za odziv na okuzbo z virusi.

Pri sorti ‘Igor’ 30 minut po inokulaciji (preglednica 11) smo ugotovili majhno povisanje
izrazanja genov, kar bi lahko odrazalo dejstvo, da se ta sorta krompirja v tako kratkem ¢asu
Se me odzove na prisotnost virusa. Ugotovili smo priblizno dva-kratno povisanje izrazanja
gena za ribosomsko RNA, kar bi lahko kazalo na vecje potrebe mehanizma prepisovanja
RNA. Vi§je izrazanje gena za glutaredoksin bi lahko kazalo celo na aktiven odziv rastline z
ROS. Struktura proteina z domeno forkhead nakazuje na morebitno vlogo v regulaciji
transkripcije.

Veliko Stevilo manj izraZzenih genov pri sorti ‘Igor’ 30 minut po inokulaciji (preglednica
12) ima vlogo v obrambi, kar bi lahko kazalo na to, da okuzba z virusom zavre aktivni
odziv rastline ali na nezmoznost sorte ‘Igor’ v aktivaciji obrambnega odziva. ZmanjSalo se
je izrazanje dveh genov za transkripcijska faktorja: na virus odzivni TF WRKY in TF
Myb, za katera je bilo ugotovljeno, da imata pomembno vlogo v regulaciji obrambnih
genov (Eulgem in sod., 2005). Prav tako se je zmanjsalo izraZzanje dveh PR-proteinov, PR-
1b in 1,3-B-glukanaze in kopija poliproteina, ki je LTR retrotranspozon. Pri rastlinah je
aktivacija retrotranspozonov pod vplivom stresa pogosta (Grandbastien, 1998). Primarna
vloga 1,3-B-glukanaze je aktivna obramba proti glivam, virusi pa jo lahko izkoristijo za
olajSano Sirjenje po rastlini, saj lahko poveca odprtine plazmodezm (Beffa in Meins, 1996).
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ZmanjSano izrazanje tega encima smo ugotovili tudi 12 ur po inokulaciji sorte ‘Igor’ z
virusom, kar morda kaze na aktiven odgovor te sorte na okuzbo.

Pri sorti ‘Sante’ smo 30 minut po inokulaciji (preglednica 13) ugotovili povecanje
izrazanja vecih proteinov, vklju¢enih v obrambni odgovor (ankirin-kinaza, protein ABP19a
in tioredoksin peroksidaze). Ankirin-proteinske kinaze so najprej odkrili v nodulih lucerne,
kasneje pa so ugotovili, da se je njihovo izraZzanje pri tej rastlini povisalo tudi ob
osmotskem stresu (Chinchilla in sod., 2003). Proteinske kinaze imajo pomembno vlogo v
odgovoru na napad patogenov. Sodelujejo namreC v signalizacijskih kaskadah, ki vodijo v
sintezo TF (Eulgem in sod., 2005). Tioredoskin peroksidaze so del aktivne zascite rastline
pred prostimi radikali, ki nastajajo pri obrambnih procesih (Herbette in sod., 2002).
Povecalo se je tudi izrazanje nekaterih proteinov, ki so vklju€eni v sintezo proteinov
(plastidna cistein-sintaza in ribosomski protein L3).

ZmanjSano izrazanje proteina, ki se veze na MAR (organizacija kromatina), in signalne
peptidaze pri sorti ‘Sante’ 30 minut po okuzbi (preglednica 14) kaze na zmanjSano sintezo
proteinov. S patogeni inducirana o-deoksigenaza je vklju¢ena v a-oksidacijo mascobnih
kislin in je verjetno del verige nastanka signalnih molekul (Hamberg in sod., 1999).
Glutation peroksidaze so del aktivne zaScite rastline pred prostimi radikali, ki nastajajo pri
obrambnih procesih (Herbette in sod., 2002). Verjetno se njihovo izrazanje zniza na racun
poviSanja aktivnosti drugih peroksidaz. Ugotovili smo tudi zmanjSanje izrazanja gena za
ACCOxk, je kljuéni encim v biosintezi rastnega regulatorja etilena. Pri okuzbi rastlin vrste
tobaka N. glutinosa s TMV se je poveCalo izrazanje ene skupine genov za ACCOX,
medtem ko se izrazanje za drugo skupino genov ni spremenilo (Kim in sod., 1998).
Regulacija vsebnosti encima ACCOx je posttranskripcijska, zato izrazanje gena za ACCOx
ni direktno povezano z aktivnostjo encima ali nivojem etilena v celici (Knoester in sod.,
1997). ZmanjSanje izrazanja tega gena so ugotovili tudi Pompe Novak in sodelavci (2006)
pri sorti krompirja ‘Igor’ 5 dni po inokulaciji z virusom PVY™™.

Pri sorti ‘Igor’ 12 ur po inokulaciji (preglednica 15) smo ugotovili povecanje izrazanja vec
genov, ki so vklju¢eni v regulacijo izrazanja genov (protein T14p4,10, transkripcijski
faktor PCF6, ribosomski protein S6, nukleolin), kar kaze na povisano sintezo proteinov,
morda povezano z razmnozevanjem virusa. Prav tako smo ugotovili povisanje izraZzanja
nekaterih genov, povezanih z obrambo (protein Cf-2,1, protein z WD ponovitvami,
mitohondrijski sHsp), kar kaze, da pri tej sorti pride do obrambnega odziva, vendar kot
kaze le-ta ni upeSen. PoviSanje izrazanja gena za sHsp smo ugotovili tudi z metodo PCR v
realnem casu (slika 19). Protein Cf-2 je transmembranski R protein paradiznika, odgovoren
za odpornost proti glivi Cladosporium flavum, njegova vloga pa Se ni natan¢no pojasnjena
(Dixon in sod., 2000).

Pri sorti krompirja ‘Igor’ smo 12 ur po inokulaciji (preglednica 16) ugotovili zmanjsanje
izrazanja Stevilnih genov za proteine, povezane z obrambo in stresom, kar je morda razlog,
ki privede do pojava bolezenskih znakov. ZmanjSano je bilo tudi izraZzanje gena za encim
saharoze-sintazo. Koli¢ina topnih sladkorjev je lahko signal za pospeSitev obrambnega
mehanizma rastline in za izrazanje s patogenezo povezanih genov (Herbers in sod., 2000).

Pri sorti ‘Sante’ so bili 12 ur po inokulaciji bolj izraZeni Stevilni geni, povezani s sintezo
proteinov (translacijska iniciacijska faktorja elF5 in 2B, protein z DnalJ domeno)
(preglednica 17). Znano je, da virusi izkoristijo nekatere iniciacijske translacijske faktorje
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za svoje razmnozevanje (Leonard in sod., 2000), vendar ni jasno, ali pri sorti ‘Sante’ sploh
pride do razmnoZevanja virusa PVYN'™, Ugotovili smo tudi povi$anje izraZanja gena za
TSI-1. Protein TSI-1 (tomato stress inducedl) je homologen proteinu PR-10a (STH-2) iz
krompirja. Proteini iz druzine PR-10 lahko delujejo kot ribonukleaze s protivirusno
aktivnostjo (Park s sod., 2004). PoviSanje izrazanja gena za TSI-1 so ugotovili tudi pri
paradizniku pod vplivom SA in okuzbe z glivo Fusarium oxysporum, medtem ko se
izrazanje pri ranitvi ni spremenilo (Sree-Vidya in sod., 1999). Povisano je bilo tudi
izrazanje gena za citokrom p450, encima, ki je vkljucen v proces sinteze sekundarnih
metabolitov in rastlinskih rastnih regulatorjev, kar bi lahko kazalo na aktivacijo
obrambnega odgovora rastline.

Pri sorti “‘Sante’ smo 12 ur po inokulaciji (preglednica 18) ugotovili manjSe izrazanje vecih
genov, povezanih z razgradnjo proteinov (proteini s cinkovim prstom, inhibitor proteinaz).
Ugotovili smo tudi zmanjSano izrazanje gena za ogljik-anhidrazo, ki je vkljucena v
obrambni odgovor rastline. Lahko se veze na SA, vkljuena pa je tudi v fotosintezo,
metabolizem mascobnih kislin ter deluje kot antioksidant (Restrepo in sod., 2005). Pri
odzivu rastlin krompirja z glivo Phythophtora infestans so ugotovili, da se je gen za ogljik-
anhidrazo 12 ur po okuZzbi razli¢no odzival v kompatibilni in nekompatibilni interakciji
(Restrepo in sod., 2005), kasneje pa je bilo v obeh interakcijah izrazanje zmanjSano.

Ugotovili smo tudi manjSe zmanjSanje izrazanja genov za nekatere proteine, vkljuene v
fotosintezo (mala podenota Rubisco, podenota fotosistema I in reakcijski center
fotosistema II). Do podobnih ugotovitev je pri svojih raziskavah prisla tudi Pompe Novak
(2002) pri sorti ‘Sante’ 5 dni po okuzbi z virusom PVY""™. Virusna okuzba lahko povzro&i
znizan nivo fotosinteze, manjSa vsebnost klorofila pa je navadno povezana z nastankom
primarnih bolezenskih znamenj (Milavec in sod., 2001). Zanimivo je, da je bilo veliko
genov, povezanih s fotosintezo bolj izrazenih 30 minut po inokulaciji in manj izrazenih 12
ur po inokulaciji obeh sort krompirja (komentar pri sliki 17).

Z metodo statisti¢ne analize ANOVA smo iskali gene, katerih izrazanje je bilo specifi¢no
glede na kultivar, ¢as po inokulaciji ali v interakciji sorta - ¢as. Vecje Stevilo znacilno
razli¢no izrazenih genov glede na ¢as kot glede na kultivar morda kaze na to, da je odziv
obeh kultivarjev bolj podoben, kot je razlika med izrazanjem 30 minut in 12 ur po okuzbi.
Geni, za katere smo ugotovili, da se izrazajo specifi¢no v interakciji (npr. gen za Zelezovo
superoksid dismutazo) nam lahko kaZejo na zakasnjen odziv sorte ‘Igor’, ki je lahko
kljucen za razli¢no obcutljivost preuc¢evanih sort krompirja. Superoksid dismutaza sodeluje
v obrambi pred oksidativnim stresom (Hammond-Kosack in Jones, 1996, slika 1). V 5
dneh po okubi rastlin krompirja sort ‘Sante’ in ‘Igor’ s PVY"'N se izraZanje gena za
Cu/Zn superoksid dismutazo ni spremenilo (Pompe Novak, 2005; osebni vir).

ZmanjSano izraZanje gena za z brasinosteroidi reguliran protein pri sorti ‘Sante’ 30 minut
po inokulaciji in pri sorti ‘Igor’ 12 ur po inokulaciji (preglednica 16, slika 18) bi lahko bilo
povezano z delovanjem brasinosterodov, rastlinskih rastnih regulatorjev, katerih delovanje
je lahko povezano z razvojem in odgovorom na stres (Krishna, 2003). Brasinosteroid
brasinolid je sprozil odpornost tobaka proti TMV, bakteriji P. syringae in glivi Oididum sp,
odpornost pa ni bila povezana z mehanizmom SAR (Nakashita in sod., 2003).

Z metodo PCR v realnem casu smo ugotavljali izrazanje 9 izbranih genov: 5 proteinov
vroCinskega Soka, 2 s patogenezo povezanih proteinov in dveh proteinaznih inhibitorjev.
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Zaradi velikih razlik v odzivu posameznih bioloskih ponovitev razlike v izrazanju med
posameznimi sortami in ¢asovnimi to¢kami (slika 19, 20), z izjemo gena za sHsp in PR-10,
niso bile statisti¢no znacilne. Mozna razlaga bi lahko bila ¢asovni zamik med dogajanjem v
posamaznih bioloskih ponovitvah. Zato zelo tezko sklepamo na mozno funkcijo
posameznih genov v odgovoru rastlin krompirja na PVYN™. Kljub slabi ponovljivosti
izrazanja med bioloskimi ponovitvami pa smo ugotovili zelo podobne profile izrazanja
med skupinami genov za Hsp in PI (slika 21), kar kaze na pravilnost uporabljenih metod
oziroma dejansko razli¢en odziv v posameznih bioloskih ponovitvah.

Ugotovili smo razmeroma majhne spremembe v izrazanju genov za Hsp (slika 19).
Izrazanje Hsp 70 se prehodno poveca v celicah, kjer se virus razmnozuje (Aranda in sod.,
1996), proces indukcije pa je razliCen od tistega pri vroCinskem Soku. Povecano izrazanje
so avtorji pripisali vecji koli€ini proteinov v citosolu, ki je posledica razmnoZzevanja virusa
(Aparicio in sod, 2005) in premikanju virusa po rastlini (Aoki in sod., 2002). Zanimiv je
razli¢en profil izrazanja dveh amplikonov za Hsp70 (slika 21), saj je bilo izrazanje gena za
Hsp70 1 (homologen Hsp70 iz riza), precej razli¢no od izrrazanja za Hsp70 2 (homologen
Hsc70 iz paradiznika). Ugotovili pa smo tudi, da je bilo v vzorcih cDNA za Hsp70 1
precej ve¢ kot cDNA za Hsp 2 (preglednica 8, red¢enje cDNA), kar kaze na to da gre res
za 2 razli¢na transkripta. Vzorcu izrazanja gena za Hsp70 1 je bilo podobno izrazanje gena
za Hsp40, kar bi lahko potrjevalo dejstvo, da je Hsp40 koSaperon Hsp70 1. Dokazano je
bilo, da Hsp70 in Hsp40 sodelujeta pri premikanju virusa po rastlini (Aoki in sod., 2002).
V vseh treh bioloSkih ponovitvah smo ugotovili povecano izrazanje gena za Hsp40 pri sorti
‘Sante’ 12 ur po inokulaciji.

Majhen odziv odziv izrazanja genov za Hsp70 in Hsp40 po virusni okuzbi lahko pripeSemo
zgodnjemu ¢asu po okuzbi, ko verjetno Se ni priSlo razmnoZevanja in razsirjanja virusa, ali
pa je bil relativni delez celic, v katerih je priSlo do teh procesov, Se zelo majhen.

Izrazanje gena za Hsp90 (homolognega Hsp80 paradiznika, Koning in sod., 1992) je bilo
zelo podobno izrazanju gena za Hsp70 1. Ugotovili so, da ima Hsp90 velik pomen pri
odpornosti na viruse, saj se lahko veze na R proteine (Liu in sod., 2004; Lu in sod., 2003).
Indukcija tega gena je bila najvecja pri ‘Sante’ 12h 3, kar bi lahko kazalo na odziv, ki ga
povzrocijo proteini R.

V analizi PCR v realnem ¢asu smo ugotovili povecano izrazanje gena za sHsp (homologen
sHsp iz mitohondrija paradiznika) v skoraj vseh tockah (slika 19). Izrazanje je bilo
znacilno vecje 12 ur po okuzbi, kar smo ugotovili tudi pri analizi z mikromrezami (slika
17). Izrazanje tega gena je bilo podobno izraZzanju gena za PR-10 in Hsp70 2. Izrazanje
gena za mitohondrijski sHsp se je povecalo ob toplotnem stresu, njegova vloga pa naj bi
bila zasc¢ita encimov, ki so vkljuceni v elektronski transport (Liu in Shono, 1999). Gensko
spremenjene rastline paradiznika s povecanim izrazanjem tega gena so bile termotolerantne
(Nautiyal in sod., 2005). Marathe in sodelavci (2004) so opisali zmanj$ano izrazanje 3
razli¢nih genov za sHsp v zgodnjem odgovoru odpornega ekotipa na CMV, Whitham in
sodelavci (2003) pa poveCano izrazanje gena za sHsp 17,6A po okuzbi navadnega
repnjakovca s petimi razlicnimi virusi. Prav zaradi velike variabilnosti sHsp pri rastlinah
(Wang in sod, 2004) tezko primerjamo rezultate omenjenih $tudij z naSimi rezultati.

Pri analizi izraZzanja gena za protein PR-1, homolognega z genom za PR-1 iz krompirja
(van't Klooster in sod., 1999) s PCR v realnem casu je bilo med bioloskimi ponovitvami
enako le nekoliko zmanjSano izrazanje pri sorti ‘Sante’ 30 minut po inokulaciji (slika 19),
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medtem ko je bilo v ostalih tockah izraZzanje med posameznimi bioloskimi ponovitvami
razli¢no.

Proteini PR-1 veljajo kot markerji za SAR. Ceprav so ugotovili, da lahko delujejo
protiglivno, njihova natan¢na vloga v interakciji s povzrocitelji bolezni ni natan¢no
poznana (van Loon in van Stiren, 1999). Morebitnega mehanizma SAR pri nasih poskusih
nismo mogli spremljati, saj smo ugotavljali le izrazanje v inokuliranih listih.

Izrazanje tega gena so van't Klooster in sodelavci (1999) spremljali v ¢asu od enega do 6
dni po okuzbi krompirja z virulentnim in avirulentnim sevom glive P. infestans ter po
mehanski ranitvi. Izrazanje gena so opazili 1 dan po okuzbi, njegovo izrazanje pa se je
zmanjSalo pri kompatibilni reakciji 4 dni po okuzbi. Mehanizem delovanja kaze na to, da
gen ni specificen za SAR. Izrazanje gena za PR-1b pri krompirju se je znatno povecalo Sele
24 ur po okuzbi z glivo P. infestans ali bakterijo P. syringae (Hoegen in sod., 2002). Pri
tobaku (N. tabacum), okuzenem z virusom PVY, je bila vsebnost proteina PR-1a vecja pri
rastlinah ki so kazale bolj izrazite bolezenske znake (Naderi in Berger, 1997).

Znano je, da je pri krompirju zaradi visoke konstitutivne vsebnosti SA, povecano tudi
konstitutivno izrazanje PR-1 (Navarre in Mayo, 2004), vendar pa tudi tretiranje s SA lahko
sprozi izrazanje PR-1. Kreci¢ Stres in sodelavci (2005) so ugotovili, da bazalni nivo SA pri
razli¢nih sortah krompirja ni povezan z njihovo ob&utljivostjo na PVY™N™. V inokuliranih
listih sorte Igor se je 24 ur po inokulaciji nivo proste SA povecal, zato bi pricakovali da se
bo izrazanje gena za PR-1 povecalo vsaj pri tej sorti. Vendar pa glede na zgoraj opisane
izsledke van't Klooster in sodelavcev (1999) lahko sklepamo, da protein PR-1, katerega
izrazanje smo spremljali ni odvisen samo od SA, ampak tudi od drugih stresnih
dejavnikov.

Pri PR-proteinih iz skupine PR-1 pri paradizniku so kljub veliki homologiji ugotovili
razli¢no lokalizacijo in delovanje: izraZanje proteina PR1bl je inducirano z okuzbo s
TMV, medtem ko je protein PR1a2 izrazen konstitutivno, njegovo izraZanje pa se
spreminja skladno z razvojem (Tornero in sod., 1997). Zato so Laird in sodelavci (2004)
predlagali, da naj bi kot PR-1 poimenovali le tiste proteine, ki so dejansko markerji za
SAR, torej se njihovo izraZzanje ne odziva le na samo okuzbo, temve¢ tudi na tretiranje s
SA.

Z metodo PCR v realnem ¢asu smo spremljali tudi izraZzanje gena za PR-10, homolognega
genu STH-2 krompirja (Matton in Brisson, 1989), ki kodira PR-10a. Izrazanje je bilo
znatno povecano v dveh in nespremenjeno pri eni bioloski ponovitvi pri sorti ‘Igor’ 30
minut po inokulaciji, medtem ko so bile v ostalih tockah bioloske ponovitve med sabo
bistveno bolj razlicne (slika 19). NajSibkejsi odziv smo ugotovili pri sorti ‘Sante’ 12 ur po
inokulaciji (slika 19).

Proteini iz skupine PR-10 so citosolni proteini; ¢eprav je nukleotidno zaporedje za te gene
podobno genom za PR-1, nimajo zaporedja za signalno peptidazo. Dokazana je njihova
vkljuenost v ombrambni odgovor rastline, saj se je njihovo izrazanje povecalo po
tretiranju s SA, mehanski ranitvi in okuzbi z glivo Venturia inaequalis (Poupard in sod.,
2003). Avtorji so ugotovili razlicen odziv izrazanja gena pri kompatibilni (virulenten sev
glive) in nekompatibilni interakciji (nevirulenten sev glive). Pri prvi se je izraZanje gena za
PR-10 induciralo prej kot pri drugi, kar je v nasprotju z sploSnimi mehanizmi obrambe, ki
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se veCinoma v inkompatibilni interakciji sprozijo prej kot v nekompatibilni. Indukcijo
izrazanje genov za PR-10 so ugotovili tudi pri jablani (Malus domestica) po okuZzbi s
TMYV, virusom jedkanja tobaka (TEV) in virusom zilne marogavosti tobaka (TVMV)
(Piihringer in sod. 2000). Pri okuzbi paprike (Capsicum annuum) z dvema razlickoma
TMYV so ugotovili, da se izrazanje gena za PR-10 poveca le v nekompatibilni reakciji ter da
PR-10 lahko deluje kot ribonukleaza za RNA virusa (Park in sod., 2004). Za produkt gena
STH-2 ribonukleazne aktivnosti niso ugotovili, zato gensko spremenjene rastline krompirja
s poviSanim izrazanjem STH-2 niso bile odporne virulentnemu sevu glive P. infestans in
krompirjevem virusu X (PVX) (Constabel in sod., 1993). Dinamika izrazanja gena STH-2
je bila odvisna tudi od koncentracije spor glive P. infestans (Constabel in Brisson, 1992),
kar bi lahko povezali tudi z variabilnostjo pri nasih bioloskih ponovitvah, kjer natan¢ne
koncentracije virusa v inokulumu nismo dolo¢ili. Posredno je bila dokazana tudi
vklju¢enost proteina PR10a v obrambni mehanizem, saj se na promotersko regijo
njegovega gena veze transkripcijski faktor PBF-2 iz skupine Whirly, vezava pa je direktno
povezana z izrazanjem tega gena (Desveaux in sod. 2005).

Zanimiv je bil tudi podoben profil izrazanja genov za PR-10 in sHsp (slika 21) pri PCR v
realnem Casu.

Z metodo PCR v realnem casu smo ugotovili podoben profil izrazanja genov za
proteinazna inhibitorja PI TR8 in PCPI (slika 21), vendar je bilo izrazanje gena za PCPI
bolj izrazito (slika 19). Podoben ekspresijski profil lahko kaze na koregulacijo obeh genov.

Izrazanje gena za PI TRS, ki spada v skupino II krompirjevih proteinaznih inhibitorjev, se
je povecalo v koreninah rastlin paradiznika po tretiranju z avksini (Taylor in sod., 1993).
IzraZanje gena za proteinazni inhibitor krompirja skupine II (pin II) se je povecalo lokalno
v rastlinah tobaka po okuzbi s TMV ter ob ranitvi in UV obsevanju (Balandin 1995). Pin II
naj bi bil marker za obrambni odgovor, induciran z JA (Fidantsef in sod., 1999). Tri dni po
okuzbi krompirja z virulentnim sevom glive P. infestans so ugotovili zmanjSano izrazanje
gena za PI TRS8, medtem ko se izrazanje pri nekompatibilni interakciji ni spremenilo
(Restrepo in sod, 2005). V naSih poskusih zaradi velike variabilnosti med serijami in
morda tudi zgodnjega ¢asa po okuzbi nismo ugotovili razlik med odzivom obeh sort.

Tudi izrazanje genske druzine PCPI je bilo med serijami zelo razlicno, vendar pa so bile
razlike med izrazanjem med okuzenimi in slepo inokuliranimi rastlinami, ugotovljene s
PCR v realnem casu pri tej skupini genov najvecje (slika 19). Gensko spremenjene rastline
tobaka s povecanim izrazanjem PCPI so bile odporne na okuzbo s PVY (Guiterrez-Campos
in sod., 1999). Pompe Novak (2005) je 5 dni po okuzbi s PVY™'™ ugotovila pove¢ano
izrazanje gena za PCPIS pri sorti ‘Sante’, in manjSe izrazanje izraZzanje genov PCPI9 in
PCPI10 pri sorti ) ‘Pentland Squire’.

Znacilnost rastlinskih genomov je pojavljanje multigenskih druzin zelo podobnih genov, ki
pri navadnem repnjakovcu predstavljajo kar dve tretjini genoma (The Arabidopsis genome
Initiative, 2000). Sele analiza vseh predstavnikov ene genske druzine nam lahko da jasne
informacije o funkciji le-te. Ker je z cDNA-mikromrezami locevanje med predstavniki
genskih druzin prakti¢no nemogoce, je to lahko razlog v odstopanju rezultatov dobljenih z
metodama cDNA mikromreze in PCR v realnem casu (slika 22).

Primerjava rezultatov, dobljenih z metodama mikromreze in PCR v realnem casu je
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pokazala, da smo pri genih, pri katerih smo ugotovili velike razlike v izrazanju genov z
metodo mikromreze, te razlike tudi potrdili z metodo PCR v realnem casu, kljub veliki
variabilnosti rezultatov med serijami, dobljenimi z obema metodama (slika 22).

Najboljse ujemanje v izrazanju smo ugotovili pri genu za PCPI (sliki 22 in 23), kjer so bili
zacetni oligonukleotidi za PCR v realnem ¢asu nacértovani tako, da so zajeli celotno gensko
druzino PCPI (Krec¢i¢ Stres, 2006). Zaradi velike podobnosti pripadnikov te genske
druzine, je cDNA sonda na mikromrezi, sicer oznac¢ena kot PCPI 8.3, verjetno lovila tudi
cDNA za druge proteine PCPI. Pri drugih genih nismo dobili tako dobre ponovitve
rezultatov, Zanimivo pa je, da smo v nekaterih tockah potrdili ve¢ rezultatov kot v drugih
(npr. ‘Sante’ 30 min 1, ‘Sante’ 12h 2).

Razlike, ki so jih avtorji opazili med rezultati izrazanja, dobljenimi z metodama
mikromreze in PCR v realnem c¢asu so delno pripisali manj$i natanc¢nosti cDNA-
mikromrez (vezava veCith mRNA ene genske druzine na eno sondo, kar se lahko pokaze
kot lazno pozitivni rezultat (Schenk in sod., 2003), ¢eprav tudi rezultatov dobljenih z
bioCipi niso mogli popolnoma ponoviti (Wang in sod., 2003). Do neponovljivosti lahko
pride tudi zaradi razlicnega bioloSkega materiala in razlicnih pogojev RT (zaletni
oligonukleotidi, reverzna transkriptaza, Hammons in sod., 2003), kar je bil primer tudi v
nasih poskusih, saj smo ¢cDNA pripravljali lo¢eno za mikromreze (poglavje 3.3.3.1) in
PCR v realnem casu (poglavje 3.4.2).

Geni, katerih izrazanje je inducirano v sorti ‘Sante’, bi bili lahko pomembni za morebitno
pridobivanje gensko spremenjenih odpornih rastlin. Proti PVY odporne gensko
spremenjene rastline krompirja ali tobaka so pridobili z vnosom genov virusa PVY: za Nla
(Vardi in sod., 1993), plas¢ni protein (Malnoé in sod., 1994; Smith in sod., 1994, Han in
sod., 1999), P1 (Méki-Valkama in sod., 2000). Z vnosom gena za plas¢ni protein in gena
za plaiéni protein s premaknjenim bralnim okvirjem so dobili proti PVY™N™ odporne
rastline sorte ‘Igor’ (Stani¢-Racman in sod., 2001). Proti PVY odporne rastline pa so
pridobili tudi z vnosom genov za proteine drugih virusov, npr. virus zvijanja krompirjevih
listov (PLRV; Tacke in sod., 1996), virus mozaika solate (Hassairi in sod. 1998),
antivirusnega proteina iz vrste Phytolacca insularis (Moon in sod., 1996) ali s poviSanjem
izrazanja encima glukozil-transferaze (Matros in Hock, 2005).

Vsekakor pa ne smemo mimo dejstva, da z uporabljenimi metodami lahko opazujemo le
transkripcijski nivo izrazanja genov (trenutno relativno vsebnost mRNA), ne pa post-
transkripcijskih ali post-translacijskih sprememb, vsebnosti ali celo aktivnosti proteinov
(Kazan in sod., 2001). Korelacija med nivojem mRNA in proteinov naj bi bila zelo nizka
(Gygy in sod., 1999). Z mikromrezami tezko lo¢imo izrazanje posameznih genov v
genskih druzinah, kar bi lahko omilili z uporabo specifi¢nih zaporedij UTR (untranslated
region) ali oligo mikro¢ipov. Zaenkrat je problemati¢na tudi sama obcutljivost mikromrez,
kar je opazno posebej pri genih z nizkim izrazanjem, ali pri zgodnjem odgovoru rastline,
kjer je aktivnih le nekaj celic (Kazan in sod., 2001). Seveda pa obstaja moznost napake v
vseh fazah postopka priprave in hibridizacije mikromrez. Tudi analiza podatkov je
zaenkrat Se problemati¢na, saj Se niso postavljeni standardi, ki bi dali zanesljive rezultate.
Ce se zavedamo zgoraj omenjenih napak, je potrebno rezultate potrditi in dodatno
funkcionalno okarakterizirati izbrane gene (z utiSanjem, ¢ezmernim izrazanjem, izbijanjem
genov ali s pripravo gensko spremenjenih rastlin s prehodnim izrazanjem) (Kazan in sod.,
2001).
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5.2 SKLEPI

Namen doktorskega dela je bil poglobiti razumevanje odgovora rastlin na okuzbo z
virusom. V ta namen smo ugotavljali razlike v izrazanju genov v zgodnjem odgovoru (30
minut in 12 ur po inokulaciji) dveh razlicno obcutljivih sort krompirja na okuzbo s
PVYN™,

e Pri analizi izrazanja z metodo mikromrez smo ugotovili, da so geni, ki se po okuzbi
razliéno izrazajo, povezani z odgovorom na stres, obrambnimi procesi, sintezo
proteinov in regulacijo izrazanja genov. Veliko genov, pri katerih smo ugotovili
spremenjeno izrazanje kodira proteine, katerih funkcija je do sedaj neznana.

e Ugotovili smo, da se je po okuzbi spremenilo izrazanje ve¢ genov glede na ¢as po
inokulaciji kot glede na sorto krompirja, kar bi lahko kazalo na to, da v zgodnjem
odzivu med odzivom sort krompirja ni bistvenih razlik. Po drugi strani pa bi lahko
izrazanje genov, ki so se izrazili enako pri sorti 'Sante' 30 minut po inokulaciji in
sorti '[gor' 12 ur po inokulaciji, kazalo na zakasnjen odgovor sorte 'Igor' in s tem
obcutljivost na virus.

e Z metodo PCR v realnem Casu smo ugotavljali izrazanje 9 genov: 5 proteinov
vro¢inskega Soka, 2 s patogenezo povezanih proteinov in dveh proteinaznih
inhibitorjev. Rezultati so potrdili njihovo vklju¢enost v obrambni odgovor rastline.

e Rezultati obeh metod so se v primeru genov, ki so se mo¢no odzivali na okuzbo,
ujemali.

e Poleg ugotavljanja izrazanja genov smo optimizirali nekatere postopke, potrebne za
pripravo cDNA (razgradnjo genomske DNA in obratno prepisovanje) ter prilagodili
analizo podatkov tako, da smo upostevali ¢im veC vzrokov variabilnosti.

e Tako smo vzpostavili u¢inkovit sistem analize izrazanja genov v listih krompirja, ki
ga bomo lahko uporabili za Studij odgovora na nivoju izrazanja genov pri drugih
sortah krompirja in drugih virusih.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Krompirjev virus YN (PVYN™), ki povzroga obrogkasto nekrozo gomoljev krompirja,
zmanjsuje pridelek in vpliva na njegovo kakovost. Sorte krompirja so razli¢no obcutljive
za ta virus, ni pa natancno poznano, kakSen je mehanizem, ki privede do teh razlik. Med
najbolj obcutljive sodi neko¢ zelo priljubljena slovenska sorta ‘Igor’, pri kateri okuzba z
virusom povzro¢i razvoj izrazitih bolezenskih znamenj, tako na poganjkih kot na gomoljih.
Pri odporni sorti ‘Sante’ odpornost izvira iz divje vrste krompirja Solanum stoloniferum.
Interakcija krompirja s PVY"™ je zelo dobro raziskana na morfoloskem in biokemijskem
nivoju, ni pa Se popolnoma razjasnjeno, kaksne so spremembe na nivoju izrazanja genov,
ki privedejo do opaZenih sprememb. Posebej zanimivo je ugotavljanje morebitnih razlik na
nivoju izrazanja genov med obcutljivimi in odpornimi sortami v zgodnjem odgovoru
rastline na okuzbo z virusom, saj gre tu v vecji meri za odgovor na okuzbo in ne na
posledice okuzbe.

Namen doktorskega dela je bil poglobiti razumevanje odgovora rastlin na okuzbo z
virusom, natan¢neje ugotavljati razlike v izrazanju genov v zgodnjem odgovoru dveh
razlino obéutljivih sort krompirja na okuzbo s PVY™'™. Hkrati smo Zeleli razviti
postopek, ki je omogocal pripravo kakovostne cDNA iz vzorcev rastlin krompirja in njeno
analizo z metodama PCR v realnem Casu in mikromreZe ter optimizirati analizo podatkov,
dobljenih z obema metodama.

Z metodama cDNA-mikromreZe in PCR v realnem €asu smo ugotavljali razli¢no izraZanje
genov v zgodnjem odgovoru krompirja (Solanum tuberosum L.) na okuzbo krompirjevim
virusom YN'™. Izrazanje pri na virus ob&utljivi (cv. ‘Igor’) in odporni (cv. ‘Sante’) sorti
krompirja smo primerjali med slepo inokuliranimi in okuzenimi rastlinami, 30 minut in 12
ur po inokulaciji, v treh bioloskih ponovitvah.

Vzorce komplementarne cDNA, prepisane iz celokupne RNA, smo hibridizirali na cDNA-
mikromreze s cDNA krompirja in hibridizirano c¢DNA oznacili z dendrimeri
fluorescenénih barvil. Po opticnem branju in predpripravi podatkov, ki je vkljucevala
kontrolo kvalitete, normalizacijo in filtriranje, smo podatke analizirali s statisticnima
testoma t-test in ANOVA. Tako smo dobili skupine genov, ki so se znacilno v okuzenih
rastlinah znacilno bolj ali manj izrazili. Ugotovili smo da so geni, ki se po okuZzbi razlicno
izrazajo, povezani z odgovorom na stres, obrambnimi procesi, sintezo proteinov in
regulacijo izraZzanja genov. Veliko genov, pri katerih smo ugotovili spremenjeno izraZanje
kodira proteine, katerih funkcija je do sedaj neznana. Ugotovili smo tudi, da se je vec
genov izrazilo razli¢no glede na Cas po inokulaciji kot glede na sorto rastline.

Z metodo PCR v realnem ¢asu smo ugotavljali izrazanje 9 genov: 5 proteinov vroc¢inskega
Soka, 2 s patogenezo povezanih proteinov in dveh proteinaznih inhibitorjev. Preucevane
gene smo izbrali glede na preliminarne rezultate, dobljene z analizo mikromrez in tako
skonstruirali in optimizirali zaCetne oligonukleotide za 4 amplikone genov za proteine
vrocinskega Soka. Rezultati izrazanja izbranih genov so potrdili njihovo vklju¢enost v
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obrambni odgovor rastline. Najvecje razlike v izrazanju smo po okuzbi ugotovili pri genu
za proteinazne inhibitorje krompirja.

Rezultati obeh uporabljenih metod so se v primeru genov, ki so se mo¢no odzivali na
okuzbo, ujemali.

Poleg ugotavljanja izrazanja genov smo optimizirali nekatere postopke, potrebne za
pripravo cDNA. Izbrali smo najprimernejs$i nacin razgradnje genomske DNA v vzorcih
celokupne RNA ter prilagodili koncentracijo encima DNAza 1. Izbrali smo tudi
najprimernejSe zacetne oligonukleotide in reverzno transkriptazo v postopku obratnega
prepisovanja ter ugotavljali variabilnost reakcij obratnega prepisovanja in PCR v realnem
casu.

Optimizirali smo sistem analize podatkov za obe uporabljeni metodi ugotavljanja izrazanja
genov. S preverjanjem kvalitete podatkov v ve¢ fazah in upoStevanjem vec vzrokov
variabilnosti smo vzpostavili u¢inkovit sistem analize izrazanja genov v listih krompirja.
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6.2 SUMMARY

Potato virus YN (PVYN™), causing potato tuber ring necrosis disease, dramatically
lowers the quantity and the quality of the potato yield all over the world. Different potato
cultivars are differently susceptible to the virus, though it is not known, what the
mechanisms, leading to these differences are. The cultivar Igor, once very popular variety,
i1s one of the most sensitive ones, with severe disease symptoms on plants as well as on
tubers. The high resistance of cv. Sante has been introduced from wild potato Solanum
stoloniferum. In this cultivar, virus can enter the cell, but can move only into neighboring
cells where its further spreading is stopped by the hypersensitive response.

The interaction of potato and PVY™'™ has been studied in detail on the morphological and
biochemical level, while the transcript level has not been studied enough to explain what
are the differences in gene expression leading to observed morphological and biochemical
differences. Differences in gene expression, especially those in early response to infection,
when the response is more defense-related rather than response to infection, between
sensitive and resistant cultivars could improve our understanding of the resistance
mechanisms.

The goal of the doctoral dissertation was to deepen our understanding of plant response to
virus infection by studying differences in gene expression in early response of two
differently susceptible cultivars on PVY"™ infection. In addition, our goal was to develop
a procedure for the preparation of high quality cDNA from potato leaf material for
microarray and real-time PCR analysis and to optimize analysis of data obtained by the
both methods.

Differential gene expression in early response of potato (Solanum tuberosum L.) plants to
potato virus Y™™ infection was studied using cDNA-microarrays and real-time PCR.
Expression in two potato cultivar, a susceptible cv. Igor and resistant cv. Sante, 30 minutes
and 12 hours after virus inoculation was compared between mock inoculated and virus
infected plants, in three biological replicates.

Samples of complementary cDNA, reverse transcribed from DNAse-digested total RNA,
were hybridized to cDNA-microarrays containing potato clone cDNAs. Hybridized cDNA
was labeled with dendrimers of fluorescent dyes. After scanning and data preparation that
included quality control, normalization and gene filtering, data was analyzed using t-test
and ANOVA. In this way genes that showed significant expression in virus infected plants
were discovered. Genes that were significantly differentially expressed were involved in
response to stress and defense, or involved in regulation of gene expression or protein
synthesis or were coding proteins with unknown functions. More genes were expressed
differentially regarding the time after inoculation than regarding the cultivar.

Real-time PCR was used to monitor the expression of nine genes: 5 genes for heat shock
proteins two genes for pathogenesis-related proteins and 2 genes for proteinase inhibitors.
Genes were selected on the basis of preliminary microarray analysis and possible
involvement in plant defense. Primers for four amplicons for heat shock proteins were
constructed and optimized. Results confirmed involvement of the selected genes in plant
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response to virus infection.

In the case of genes that responded strongly to virus infection (e.g. genes for potato
cysteine proteinase inhibitors), the results of expression obtained by both methods were in
accordance.

Beside gene expression study, processes in cDNA preparation were optimized. The method
for residual genomic DNA was chosen and DNAse I concentration was optimized. Most
suitable primers and reverse transcriptase for reverse transcription were chosen.
Additionally, the variability in reverse transcription and real-time PCR reaction was
monitored.

Data analysis for the data obtained by both used methods ere optimized by quality control
in several stages and taking into account several sources of variability of the data. In this
way a successful system for gene expression analysis in potato leaves was developed.
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PRILOGE

Priloga A: Sonde in zacetni oligonukleotidi za PCR v realnem ¢asu

Taréni gen, uporabljene koncentracije cDNA (glede na koncentracijo totRNA ali v primeru
luciferaze eksogeno dodano mRNA) ter koncentracije sond (S), smiselnih (F) in
protismiselnih (R) zacetnih oligonukleotidov.

Appendix A: Probes and primers for real-time PCR analysis
Tagret gen with used cDNA (regarding to totRNA or luc mRNA), probe (S) and primer (F,
R) concentrations are shown.

Tarcni gen Konc. cDNA (tot RNA) konc. F, P, S (mM)

cp pvyN™N

0,8 ng

300

300

250

Luc

2-20fg

900

900

250

ef-1

0,8-8ng

900

900

250

18S

0,8-8pg

300

300

250

cat1

0,02-0,2ng

900

900

250

puf

0,8-8ng

900

900

250

ACCOx

0,02-0,2ng

600

600

250

PCPI

8-40ng

900

900

PITR8

0,8-8ng

300

300

Hsp70_1

0,08 -0,8 ng

900

900

Hsp70_2

8-40ng

300

300

Hsp40

0,08 - 0,8 ng

300

300

Hsp90

0,08 -0,8 ng

900

900

sHsp

8-40ng

300

900

PR-1

0,08 -0,8 ng

300

300

PR-10

0,8-8ng

300

A|TR| TR TR T D T THAD T D) T D T O T D) T DT - T 01D T ! 0| T

300
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Priloga B: IzraZanje 9 genov v 13 parih vzorcev krompirja po okuzbi s PVY

NTN

Prikazan je log, razmerja med izrazanjem v vzorcu okuzene in slepo inokulirane rastline,
ugotovljen z metodo PCR v realnem Casu. Pozitivne vrednosti pomenijo vecje, negativne
pa manjSe izrazanje gena v vzorcu okuzene rastline.

Appendix B: Expression matrix of 9 genes in 13 pairs of samples of potato leaves after
PVY™™ infection. Log, ratios between expression in virus and mock inoculated samples,
determined by real-time PCR analysis are shown. Positive values mean upregulation and
negative downregulation in virus infected samples.

Par/ Igor 30min Sante 30 min Igor 12h Sante 12h

gen 1 2 3 1 2 3 1 2 3 5 1 2 3
Hsp70_1 0,07| 0,03| 0,43 0,34| 0,11 -0,81| 0,37 0,21| -0,19| -0,17| -0,02| 0,27| 1,01
Hsp70_2 | -0,57| 0,29| 0,29| -0,39| 0,81 -0,24| 0,27| 0,51 1,19 -0,52| 0,20( 0,09 0,40
Hsp40 0,46 | -0,06| 0,51 0,42 | -0,61 -0,65| 0,34| -0,29| 0,74 054| 0,92| 0,30 1,38
Hsp90 -0,01 0,09| 0,54 0,14| 037| -0,78| 0,63| 0,34| -0,46| -0,08| -0,09| -0,02 1,01
sHsp -0,04| 0,31 1,02\ -040| 064| -0,26| 1,23| 0,15 0,91 0,71| -0,05| 0,61 1,06
PR-1 -0,26| o0,88| 0,15 -0,24| -0,79| -0,10|-0,83| 0,92| 0,99 -0,82| -0,28| 0,20| -1,35
PR-10 -0,03| 0,84| 1,45 -0,37| 0,69 0,46| 0,83 -090| 1,07| 0,87 -0,26| 0,01 0,60
PI TR8 1,80| 0,00| 0,90 0,51 1,02| -0,67|-0,55| 1,66| -0,61 0,36 | -1,72| 1,77| -1,15
PCPI -0,20| -0,36| 0,64 0,06 | -1,33 0,35|-189| 359| 1,05| -147| -245| 1,74| -1,90




