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POVZETEK

Krompirjev virus Y (PVY) uvr§€amo v rod Potyvirus iz druzine Potyviridae. PVY je
ekonomsko najbolj pomemben virus krompirja ter je priznan kot peti najpomembnejsi
rastlinski virus v smislu znanstvene in ekonomske pomembnosti. Glede na genetske
znadilnosti delimo PVY na pet skupin: PVY", PVY®, PVY®, PVYEin PVY? Razli¢cka
PVY"™ in PVYY imata nukleotidno zaporedje podobno PVY" in PVY® ter sta nastala z
rekombinacijami med omenjenima razlickoma. PVY"™ je nekroti¢ni razliek, Kki
povzroCa obroCkasto nekrozo gomoljev. Ta bolezen je povzro€ila skréenje pridelave
krompirja v Sloveniji po letu 1988, ko se je v Sloveniji pojavila prvi¢ v ve€jem obsegu.
Sorte krompirja so razlicno obcutljive na PVY, odgovori gostiteljskih rastlin na razlicne
razlicke PVY zelo razli¢ni, posledica Cesar je spekter razli¢nih izidov bolezni.

Raziskovali smo sorte Igor, Desiree in Rywal ter genotipe Desiree NahG in Rywal
NahG po okuzbi s PVYY in PVYN™. Sorti Igor in Desiree ter genotipa Desiree NahG in
Rywal NahG so za okuzbo s PVY" in PVYN™ dovzetni, medtem ko je sorta Rywal na
okuzbo s PVYY in PVY"™ odporna. Samo pri sorti Igor smo po okuzbi s PVYN™ na
inokuliranih listih poleg toCkastih nekroz opazili tudi obroCkaste kloroze. Sorta Igor je
bila tudi edina izmed preiskanih sort oziroma genotipov, ki se je na okuzbo z virusom
PVY"™in PVY" odzvala drugade, saj sorta Igor pri okuzbi s PVY" ni kazala nobenih
bolezenskih znamenj. Sorta Desiree ni kazala bolezenskih znamenj po okuzbi z
izbranima razlickoma virusa, medtem ko so bila pri genotipu Desiree NahG bolezenska
znamenja zelo izrazita. Pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG smo opazili pojav
toCkastih nekroze socasno.

Med vsemi preiskanimi sortami in genotipi smo opazili razlike v velikosti, obliki in Stevilu
to¢kastih nekroz. Pri sorti Igor so bile toCkaste nekroze okrogle oblike, pri genotipu
Desiree NahG vretenaste ter pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG zvezdaste oblike.
Najvecje toCkaste nekroze so bile pri genotipu Desiree NahG. Po velikosti so sledile
to¢kaste nekroze pri sorti Igor, Se¢ manjSe pa so bile pri genotipu Rywal NahG in
najmanjSe pri sorti Rywal.

Pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG okuzenih s PVY" smo opazovali tudi izrazanje
genov krompirja in koligino virusne RNA. Koncentracija virusa PVYY je bila najvegja v
vzorcih, ki so vsebovali toCkasto nekrozo. NajviSja koncentracija virusa v toCkasti
nekrozi je bila opazna tako pri sorti Rywal, ki je odporna sorta in prepreci Sirjenje virusa
po rastlini, kot pri genotipu Rywal NahG, ki je dovzeten in pri katerem se virus
sistemsko razS8iri po rastlini. Tudi izraZzanje gena za glukanazo Il je bilo najvecje v
vzorcih, ki so vsebovali to¢kasto nekrozo. Vzorec izrazanja gena za glukanazo Il je bil
enak pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG, medtem ko je bila intenziteta izraZzanja
gena za glukanazo Il pri sorti Rywal mnogo izrazitejSa kot pri genotipu Rywal NahG.
Izrazanje gena za Pr1b pa je imelo pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG podobno
intenziteto, vendar drugacen vzorec izrazanja. Pri sorti Rywal je bilo izrazanje najvecje
v vzorcih, ki so vsebovali toCkasto nekrozo, ter se je manjSalo z oddaljenostjo od
toCkaste nekroze. Pri genotipu Rywal NahG pa je bilo izraZanje gena za Pr1b najvecje
v vzorcih poleg toCkaste nekroze.

Klju¢ne besede: PVY"™, PVYY, sorte Igor, Desiree, Rywal, genotipi Desiree NahG,
Rywal NahG



SUMMARY

The potato virus Y (PVY) is classified in the genus Potyvirus of the family Potyviridae.
The PVY is the most economically important potato virus and is recognized as the fifth
most important plant virus in the terms of scientific and economic importance.
According to the genetic characteristics, the PVY is divided into five groups: PVY",
PVY®, PVYS, PVYE and PVYZ The PVYN™ and the PVYY have a similar nucleotide
sequence as the PVY" and the PVY® and have formed by recombination between the
PVY" and the PVY®. The PVY"™ s an isolate, which causes potato tuber ring necrosis
disease, which caused decrease of potato production in Slovenia after 1988, when it
appeared in Slovenia on a larger scale for the first time. Potato varieties have different
sensitivity to the PVY, host plants respond to different variants of the PVY very
differently, resulting in a range of different disease outcomes.

We studied cultivars Igor, Desiree, Rywal and genotypes Desiree NahG, Rywal NahG
after infection with PVY" and PVYN™. Cultivars Igor, Desiree and genotypes Desiree
NahG and Rywal NahG are susceptible for the infection with PVY" and PVY"™, while
the cultivar Rywal is resistant to infection with PVY" and PVY"™. For cultivar Igor
chlorosis and necrosis appeared 5 or 6 days after the inoculation with PVY"™. Variety
Igor was the only one of the investigated cultivars and genotypes, which responded
differently to the infection with PVY"™ and PVYY, as cultivar Igor did not show any
signs of infection when infected by PVY".

The Desiree cultivar showed no symptoms, while the Desiree NahG genotype
symptoms were very pronounced. In the cultivar Rywal and genotype Rywal NahG we
noticed the necrosis simultaneously. Among all investigated cultivars and genotypes,
we observed differences in the size, shape and number of necrosis. For cultivar Igor
the necrosis were round, for genotype NahG spindle and for cultivar Rywal and
genotype Rywal NahG star shaped. The maximum size of necrosis was observed in
the Desiree NahG genotype, followed by necrosis in cultivar Igor, Rywal NahG and the
smallest necrosis were in cultivar Rywal.

For cultivar Rywal and genotype Rywal NahG infected with the PVY", we also looked
at gene expression in potato and quantity of virus in potato. The concentration of the
PVYY was the highest in the samples, which contained necrosis. The highest
concentration of necrosis was seen in both, the Rywal cultivar, which is a resistant
variety that prevents the spread of the virus in the plant, as in the Rywal NahG
genotype, which is susceptible so the virus can spread among the plant systematically.
The expression of the gen for glucanase Il was the highest in samples, which
contained necrosis. The pattern of expression of glucanase Il was the same in the
Rywal cultivar and the Rywal NahG genotype, while the intensity of expression of
glucanase Il was pronounced in the Rywal cultivar. The gene expression of the gene
Prlb in the Rywal cultivar and the Rywal NahG genotype was similar in intensity, but
had a different pattern of expression. For the Rywal cultivar, expression was the more
prominent in the sample, which contained necrosis, and less prominent in subsequent
samples. In the Rywal NahG genotype, the expression of PR1b was highest in the
samples next to the necrosis.

Key words: PvY"™ PvYY, cultivars Igor, Desiree, Rywal, genotypes Desiree NahG
and Rywal NahG
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1. UvOD

Rastline se v naravi sre€ujejo z vrsto biotskih in abiotskih dejavnikov, ki vplivajo na
njihovo rast in razvoj. Posledica neugodnih razmer v okolju je bodisi vidna kot
zmanjSana koli¢ina pridelka ali kot pove€ana uporaba fitofarmacevtskih sredstev, kar
ima lahko negativen vpliv na okolje. Pri vzgajanju odpornih sort, ki prispevajo k
veCjemu pridelku in manjSi uporabi fitofarmacevtskih sredstev, je zelo pomembno
poznavanje obrambnih mehanizmov rastlin.

Krompir (Solanum tuberosum L.) je izpostavljen razli¢nim biotskim dejavnikom, kot so
plesni (npr. Phytophtora), bakterije (npr. Ralstonia), virusi (npr. krompirjev virus Y),
ogorcice (npr. Globodera) in drugi.

Krompir gojijo v skoraj 150 drzavah in se uvr$¢a med prve S$tiri najpomembnejSe
poljs¢ine v svetovnem merilu. Krompirjev virus Y (Potato virus Y, PVY) trenutno velja
za gospodarsko najbolj Skodljiv virus pri gojenem krompirju, saj na obcutljivih sortah
povzroca zelo velik izpad pridelka.
Raziskave interakcije krompirja s PVYN™ imajo tudi velik socialno ekonomski pomen
za Slovenijo. V 80. letih prejSnjega stoletja se je PVYN™ epidemiéno razsiril po vsej
Sloveniji in popolnoma izrinil zelo ob&utljive sorte, med njimi tudi sorto Igor, ki je bila do
tedaj vodilna slovenska sorta in je predstavljala 70% pridelave krompirja v Sloveniji. Z
epidemijo obroc¢kastih nekroz na gomoljih se je prekinila tudi dolgoletna praksa gojenja
semenskega krompirja v Sloveniji. Trenutno obstaja le nekaj popolnoma odpornih sort,
gojenje teh pa je problemati¢no tako zaradi specifinih okoljskih pogojev v Sloveniji kot
tudi z vidika genetske raznovrstnosti. Zato bo poznavanje poteka bolezni in odgovora
rastlin na okuzbo s PVY pripomoglo tudi k u€inkovitejsi vzgoji novih odpornih sort.

Dosedanje raziskave so pokazale, da so sorte krompirja razlicno obcutljive na PVY in
da so odgovori gostiteljskih rastlin na razlicne razlicke PVY zelo razli¢ni, posledica
Cesar je spekter razli¢nih izidov bolezni. Obstajajo trije sploSno opisani razlicki PVY:
obi¢ajen ali navaden razlisek (PVY®), razlitek pikéaste progavosti (PVY®) in razliek
Zilnih nekroz (PVY"). Z rekombinacijami med PVY" in PVY® je nastalo veliko novih
izolatov, med katerimi sta ekonomsko najpomembnejsa PVYY, za katerega se smatra,
da je bolj infektiven kot PVY®, in PVY"™, ki povzroga pojav obro¢kastih nekroz na
gomoljih obcutljivih sort krompirja, kar bistveno vpliva na kvaliteto in koli€ino pridelka.
Za vzgojo odpornih sort krompirja je zelo pomembno znanje interakcije krompirja s
PVYN™ na morfoloskem in biokemijskem nivoju, ter na nivoju izrazanja genov, ki
privedejo do sprememb.

Ena izmed metod, ki se uporablja za ugotavljanje izrazanja genov je tudi metoda
verizne reakcije s polimerazo v realnem Casu. Ta metoda je zelo natan¢na pri merjenju
izrazanja genov, kar omogoca natanénejSi vpogled v interakcijo rastlina — virus.



1.1. Namen dela

Namen diplomske naloge je spremljati izrazanje bolezenskih znamenj pri razlicno
obdutljivih sortah krompirja (sorte Igor, Desiree in Rywal ter genotipa Desiree NahG in
Rywal NahG) v ¢asu. Poleg tega smo pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG preucili
prostorsko izrazanje dveh genov, za katere je bilo ugotovljeno, da imajo pomembno
vlogo v obrambnih procesih krompirja po okuzbi s krompirjevim virusom Y.



2. TEORETICNE OSNOVE

2.1. SploS$no o krompirju

Krompir (Solanum tuberosum) spada v druzino razhudnikovk (Solanaceae). Nadzemni
del rastline zraste do 1 meter visoko, cvetovi so beli do vijoliCasti, uzitni pa so gomolji
(Arends in Kus, 1999).

Krompir izhaja iz Juzne Amerike, v Evropo so ga prinesli Spanci v 16. stoletju, k nam
pa je priSel v Casu Avstro - Ogrske, natanéneje v €asu vladanja Marije Terezije. Danes
se krompir uvr§€a med prve §tiri najpomembnejse poljS€ine v svetovnem merilu (poleg
riza, koruze in zita).

Poznamo 235 vrst krompirja rodu Solanum. Ena izmed Kkultiviranih vrst je Solanum
tuberosum. Sort krompirja pa je na svetu ze ve¢ tiso€. V zadnjih petdesetih letih je
proizvodnja krompirja zaCela upadati, predvsem zaradi razli¢nih patogenih organizmov,
ki napadajo krompir. Patogeni organizmi, ki zmanjSujejo pridelek, so predvsem
zuzelke, gliste, glive, bakterije in virusi, ki so povzro itelji resnih bolezni. Strategije, ki
se jih pridelovalci posluzujejo za kontrolo patogenih organizmov na krompirju so
predvsem kemi¢no tretiranje in Zlahtnjitev odpornih sort krompirja. Pridelovalci vsako
leto opustijo nekaj sort, nekaj pa jih s pomodjo zlahtnjenja na novo nastane (Arends in
Kus, 1999). V zadnjem Casu se vedno bolj razvija rastlinska biotehnologija in gensko
inZenirstvo, ki sta usmerjena v proizvodnjo tehnolodko in prehrambno pomembnih
rastlin, ki so odporne proti patogenim organizmom, herbicidom ter so tolerantne na
strese okolja.

2.2. Odgovor rastline na okuzbo

Rastline so v naravnem okolju izpostavljene Stevilnim povzro iteliem bolezni. Zato so
razvile Stevilne obrambne mehanizme, s tem pa preprecujejo razvoj bolezni, saj lahko
povzrocitelje bolezni prepoznajo in se pred njimi branijo. Po drugi strani pa se tudi
povzrocitelji bolezni v procesu koevolucije prilagajajo in tako obidejo obrambni odgovor
rastline (Mysore in Ryu, 2004).

Obramba pred povzrocitelji bolezni v rastlinah je funkcionalno, prostorsko in ¢asovno
zelo zapletena. Funkcionalna kompleksnost se zaCne z zunanjimi signali, ki jih tvorijo
povzrocitelji bolezni, nadaljuje se z zaznavanjem signalov in njihovim prenosom, kar
vodi v obsezno spreminjanje celit(nega metabolizma, vkljuéno s spremembami
izrazanja genov. Prostorska organizacija sprememb je zapletena. Metabolni procesi se
lahko spremenijo na znotrajcelicnem nivoju s porazdelitvijo v razli€ne organele,
spremembe lahko vplivajo na preZivetje celic in tudi na tkivo, ki obdaja mesto okuzbe.
Visoka dinamicnost odgovora na napad povzrocCitelja bolezni predstavlja Casovno
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
povzrociteljem bolezni (Benhamou in sod., 1999). Reakcija je lahko kompatibilna ali



nekompatibilna. Pri nekompatibilni reakciji lahko pride do preobcutljivostne reakcije
(hipersensitive response, HR) - razvijejo se toCkaste nekroze, ki onemogocijo ali
zavirajo Sirjenje povzrocitelja bolezni ali do pojava ekstremne rezistence (extreme
resistance, ER) (Hinricsh — Berger in sod., 1999). Pri kompatibilni interakciji je lahko
rastlina tolerantna ali obcutljiva. Pri obdutljivih rastlinah lahko pride do razvoja
bolezenskih znamenj, kar je posledica sposobnosti povzro€itelja bolezni da obide
gostitelieve obrambne mehanizme. Ceprav v kompatibilni interakciji gostiteljeva
obramba ni ucinkovita, je odgovor na povzroCitelia bolezni lahko prisoten in
kompleksen (Maule in sod., 2000). Tu gre za preSibak ali prepozen odgovor, da bi
preprecil razvoj bolezenskih znamenj (Talarczyk in Henning, 2001).

2.2.1. Obrambni odgovor rastline

Obrambni odgovor rastline sproZi neposredna ali posredna interakcija med produktom
R gena rastline in produktom Avr gena povzroditelia bolezni. Odgovor je lahko
preobcutljivostna reakcija, ki lahko vodi v programirano celicno smrt, oksidativni stres,
poviSan nivo kalcija, fosforizacijo proteinov ali sintezo s patogenostjo povezanih
proteinov (Birch in Kamoun, 2000).

Rastline se lahko branijo pred napadalci s fizi€nimi barierami (npr. celi€na stena, trni,
lubje, voskasta povrSina listov,...), kar predstavilja prvo obrambno linijo. Ko pa
povzrocitelji bolezni obidejo to pasivho obrambo, je uspeSnost okuzZbe odvisna od
obrambnih mehanizmov, ki jih aktivirajo rastline po zaznavanju povzroditelja bolezni
(Talarczyk in Hennig, 2001).

Na mestu vdora povzrocCitelija bolezni v rastlino opazimo odziv rastline. Sprozi se
kaskada sprememb, ki vkljuCuje spremembe v toku ionov, nastajanje reaktivnih
kisikovih spojin (reactive oxygen species, ROS), spremembo organizacije citoskeleta,
fosforizacijo in defosforizacijo transkripcijskih faktorjev, sintezo dusSikovega oksida in v
nekaterih primerih tudi indukcijo programirane celi¢ne smrti, ki jo opazimo kot HR. S
temi spremembami poskusa rastlina upoc€asniti Sirjenje povzrocitelja bolezni (Talarczyk
in Hennig, 2001).

Spremembe v toku ionov, $e posebno Ca* ionov, aktivirajo spremembe proteinskih
kinaz. Za obrambni odgovor specificni sta z mitogenom aktivirani protein-kinazi WIPK
(wounding induced protein kinase) in SIPK (salicylic acid induced protein kinase), ki
inducirata izraZzanje obrambnih genov, vklju¢no z nekaterimi transkripcijskimi faktorji.
Izrazanje obrambnih genov inducirajo tudi ROS, ki nastajajo med odzivom na patogena
(Soosaar in sod., 2005). V obrambnem odgovoru rastline na napad povzrocitelja
bolezni ima oksidativni stres razlicne vloge. Pri tem nastane vodikov peroksid, ki deluje
toksi¢no na povzrocitelje bolezni in sodeluje pri utrjevanju celi€ne stene. Oksidativni
stres ima lahko tudi signalno vlogo pri akumulaciji salicilne kisline in aktivaciji nekaterih
encimov (Hammond — Kosack in Jones, 1996).

Salicilna kislina, jasmonska kislina in etilen so signalne molekule, ki po napadu
povzrocitelja bolezni vodijo v razlicne metabolne poti, katerih posledica je povecano
izrazanje genov, povezanih s patogenezo (Rushton in Somssich, 1998). Koli¢ina
signalnih molekul se spreminja glede na vrsto povzro€itelja bolezni, torej sam
povzrocitelj vpliva na to, kakSen obrambni odziv se bo sproZil v rastlini (Reymond in
Farmer, 1998). Etilen in jasmonska kislina delujeta v isti signalni poti, medtem ko



salicilna kislina vpliva antagonisticno na signalno pot, v kateri sodelujeta jasmonska
kislina in etilen (Feys in Parker, 2000).

Zgodnjemu odzivu sledijo metabolne spremembe, ki vodijo v sintezo sekundarnih
metabolitov, predvsem produktov fenilpropanoidne poti. Ti produkti lahko delujejo
antimikrobno (fitoaleksini), kot ojacevalci celicne stene (lignin), lahko pa sodelujejo pri
obrambnih odgovorih kot signalne molekule (salicilna kislina). Aktivirajo se geni za
sintezo s patogenezo povezanih proteinov (PR-proteini) in tudi Stevilnih drugih
proteinov, celi€ne stene se okrepijo, sintetizirajo se tudi druge molekule signalne
transdukcije kot sta jasmonska kislina in etilen ter se aktivirajo tudi njihove signalne
poti. Vzorec obrambnega odgovora je nedvomno odvisen od gostiteljske rastline in
povzro itelja bolezni, ki jo je napadel ter od povezav med signalnimi potmi (Talarczyk
in Hennig, 2001).

PR-proteini so rastlinski proteini, katerih sinteza se sprozi po okuzbi s povzrociteljem
bolezni ali v drugih stresnih situacijah. Akumulirajo se v zunajcelichem prostoru ali v
vakuoli tako lokalno, v okuzenem tkivu, kot sistemsko, v neokuzenem tkivu. Razli¢ni
PR-proteini prispevajo k odpornosti na razlicne povzrocitelje bolezni in njihova sinteza
ter koli¢ina je odvisna tudi od vrste rastline. Njihova funkcija je zaviranje rasti, Sirjenja in
razmnozevanja povzrocitelja bolezni, imeli pa naj bi tudi vlogo pri rasti in razvoju rastlin.
PR-proteine razvrd€ajo v 14 skupin (od PR-1 do PR-14). Vloga proteinov iz druzine
PR-1 ni natanéno poznana, se jih pa vecina specificno odziva na napad povzrociteljev
bolezni. Primarna vioga 1,3 — B — glukanaz (PR-2) je aktivha obramba proti glivam.
Virusi pa jih lahko izkoristijo za olajSano Sirjenje po rastlini, saj lahko pove&ajo odprtine
plazmodezm (Beffa in Meins, 1996). Genska druzina 1,3 — — glukanaz je razdeljena v
beljakovine. Kopi€ijo se pretezno v vakuolah (Keefe in sod., 1990), ki se nahajajo v
povrhnjici spodnjih, starejsih listov in koreninah, kot odgovor na napad povzroditeljev
bolezni (Linthorst in sod., 1990). 1,3 — B — glukanazni geni razreda Il, kodirajo kisle
proteine, ki se izlo€ajo v zunajceli€ni prostor. Ti proteini niso prisotni v zdravih listih,
kopicijo se le kot odgovor na okuzbo (Ward in sod., 1991). 1,3 — B — glukanaze razreda
Il so kisle, a se od razreda | loCijo po znaclilnem, posebnem aminokislinskem
zaporedju (Payne in sod., 1990). Kopicijo se v apoplastu celic okuzenih s povzroditelji
bolezni. Ostaneta $e dve kisli 1,3 — B — glukanazi razreda 1V, sp41a in sp41b. Ceprav
so proteini razreda Il v 80% enaki proteinom razreda IV 1,3—p—glukanaz, sta bili
postavljeni v drug razred (IV), saj je ekspresija teh genov neodvisna od patogeneze
(van Eldik in sod., 1996). Endohitinaze (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11) igrajo pomembno
vlogo pri obrambi proti glivam. Proti glivam deluje tudi skupina proteinov PR -7
(endoproteinaze). PR-5 so taumatinu podobni proteini, ki poveajo propustnost
membran pri glivah. Proteinazni inhibitorji (PR-6) Scitijo rastline pred insekti ter drugimi
herbivori. Prav tako imajo vlogo pri regulaciji delovanja endogenih proteinaz, kar je
pomembno pri kalitvi, metabolizmu proteinov, programirani celi¢ni smrti, HR in staranju.
PR 6 zavirajo aktivnost prebavnih encimov glist in zunajceli€nih encimov, ki jih izloCajo
glive (Mosolov in Vauleva, 2005). Peroksidaze (razgradnja peroksida) (PR-9) so
vklju€ene v lignifikacijo celi¢ne stene. ROS lahko delujejo toksi¢no, zato jih je potrebno
odstranjevati, navadno z peroksidazami. Ribonukleazam sorodni proteini (PR-10) naj
bi imeli vlogo pri obrambi pred virusi. Defenzini in tionini (PR-12, PR-13, PR-14 )
delujejo na plazmalemo bakterij in gliv (van Loon in van Stiren, 1999).

Aktiven odgovor rastline lahko ima nanjo tudi negativen vpliv. Zaradi mo¢nega premika
metabolizma iz primarnih v sekundarne metabolne poti se ustavijo nekateri procesi
(Talarczyk in Hennig, 2001). Opazeno je bilo na primer znizanje vsebnosti fotosinteznih
encimov in upoc€asnjeno razmnozZevanje celic (Sommsich in Hahlbrock, 1998).



Preobdéutljivostna reakcija najveckrat vodi v celi€no smrt, ki je omejena na mesto vdora
patogena in jo spremlja proces avtofagije (Liu in sod., 2005).

Obrambni odgovor v rastlini lahko sproZi tudi spremembo v sestavi topnih sladkorjev v
rastlini. V zdravih rastlinah se saharoza, ki nastane kot produkt fotosinteze, preko
celi¢ne stene transportira 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 sprozZitev
obrambnega odgovora v rastlini (Herbers in sod., 2000).

Pomembno viogo pri odgovoru na razliéne stresne dejavnike imajo proteini vro€inskega
Soka (Hsp). Gre za Saperone, Saperonine in koSaperone, ki sodelujejo pri zvijanju
novonastalih proteinov v celici. Imajo tudi pomen pri zas¢iti rastlinske celice pred
stresom, saj zagotavljajo normalno konformacijo proteinov in tako celi¢no homeostazo.
Poznamo pet druzin proteinov vroCinskega Soka: druzina Hsp70, druzina Saperoninov
(GroEL in Hsp60), druzina Hsp90, druzina Hsp100 (Clp) in druzina majhnih proteinov
vroCinskega Soka (sHsp). Hsp se nahajajo v citoplazmi, jedru, mitohondrijih,
kloroplastih in endoplazemskem retikulumu. Ko$aperoni z vezavo na Saperone
regulirajo njihovo aktivnost ter pomagajo pri njihovem delovanju. Najbolj znan je
koSaperon Hsp40 (podoben bakterijskim koSaperonom DnaJ), ki sodeluje s Saperoni
Hsp70 in Hsp90. Razlicne skupine Hsp medsebojno sodelujejo in se dopolnjujejo v
delovanju (Wang in sod., 2004).

2.2.2. Odgovor rastline na okuzbo z virusom

Biokemijske in fizioloSke spremembe, ki so posledica okuzbe, so pogojene z vrsto
povzro itelja, saj razli¢ni povzroditelji razlicno vplivajo na signalne poti (Hammond —
Kosack in Jones, 1996). Rastlinski virusi so obligatorni paraziti, ki sami kodirajo le
nekaj proteinov. Njihov vpliv na metabolizem rastlin pa je na dveh, med sabo tezko
lo€ljivih nivojih. Na eni strani izkoristijo rastlinske proteine, membrane in nukleinske
kisline za svoje razmnozevanje in premikanje po rastlini, po drugi strani, pa rastline na
prisotnost virusa odgovorijo z obrambnim odgovorom, ki tudi vklju€uje razne proteine
(Maule in sod., 2002).

2.2.2.1. Delovanje virusa

Po vstopu virusa v celico se najprej loCi virusna nukleinska kislina od proteinskega
plas€a, ki jo obdaja. Nato virusna nukleinska kislina preusmeri celi€no presnovo v
izgradnjo sestavin za nove viruse. Podvajanje virusov se razlikuje glede na tip
nukleinske kisline, ki jo virus vsebuje. V primeru RNA virusa ta inducira sintezo virusne
od RNA odvisne RNA-polimeraze (RdRp). Kadar virusni genom predstavlja pozitivho
orientirana RNA (npr. genom PVY), se najprej sintetizira komplementarna negativno
orientirana RNA, ki nato sluzi kot matrica za sintezo novih pozitivno orientiranih
molekul RNA. Ko se sintetizira komplementarna negativno orientirana RNA, nekaj ¢asa
tvori dve-verizni kompleks s pozitivno RNA, nato pa se verigi loCita. Po sintezi pozitivho
orientirane virusne RNA se zacne translacija. V primeru RNA virusov oba procesa
potekata v citoplazmi. Sinteza virusnih proteinov je odvisna od gostiteljskih aminokislin,
ribosomov in prenaSalne RNA (tRNA). Po sintezi virusne nukleinske kisline in
proteinov, se slednji zdruZijo in organizirajo okrog nukleinske kisline in tako tvorijo cele



virusne partikle, virione. Sestavljanje RNA virusov poteka v citoplazmi, kjer se virioni
lahko tudi zdruzujejo (Agrios, 1997).

Po vstopu v rastlinsko celico in po prvi replikaciji na mestu okuzbe, se lahko virusi Sirijo
iz celice v celico skozi plazmodezme, na dolge razdalje pa po zilah rastlin (Carrington
in sod., 1996). Razmnozevanje virusa v rastlini je povezano s procesi, ki so normalno
prisotni v celici, medtem ko mora virus za svoje premikanje po rastlini spremeniti
obstojeCe procese v rastlini. To povzro€i metabolne spremembe v rastlini. Posledice
Sirjenja in razmnozevanja virusa se lahko kazejo kot razvoj bolezenskih znamenj, ki
vklju€ujejo strukturne in fizioloSke spremembe, te pa vodijo v zastoj rasti in razvoja
celotne rastline. Posledicno opazimo izgubo fotosintetske aktivnosti, povecano
respiracijo, spremenjeno razporejanje ogljikovih hidratov in nalaganje Skroba (Maule in
sod., 2002).

2.2.3. Odgovor rastline na okuzbo z virusom PVY

2.2.3.1. Krompirjev virus Y

Krompirjev virus Y (PVY) uvr§€amo v rod Potyvirus iz druzine Potyviridae. Potivirusi so
sestavljeni iz ene molekule RNA, ki jo obdaja 2000 molekul plasénega proteina.
Genom potivirusov sestavlja linearna, eno-verizna, 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: protein P1, proteinaza s pomozno
komponento (HC-Pro), protein P3, 6 kDa velik protein 1, cilindri¢no vklju€itveno telo
(Clb), 6 kDa velik protein 2, protein povezan z virusnim genomom (VPg), jedrni
vklju€itveni protein a (Nla), jedrni vklju€itveni protein b (NIb) in plas¢ni protein (CP).
Virusni proteini sodelujejo pri cepitvi vezi v poliproteinu (P1, Hc—Pro, Nla),
razmnozevanju virusa (P3, Nla), premikanju virusa (Clb, Nla) in vezavi na rastlinsko
RNA (NIb). Plas¢ni protein (CP) tvori plas¢ okoli virusne RNA. Pri okuzbi se plas¢ni
protein veZe na rastlinsko celico, zato dolo¢a specificnost gostiteljev. Vklju€en je tudi v
premikanje virusa po rastlini preko uravnavanja plazmodezem ali kot gibalni protein v
prenos z listnimi uSmi in regulacijo pomnozevanja virusa. Hc-Pro zavira delovanje
obrambnega sistema rastline, usmerjenega proti virusni RNA ali pomnozZevanju virusa,
ki sodeluje pri prenosu iz rastline v rastlino s pomocjo listnih usi (Urcuqui — Ichima in
sod., 2001).

PVY je ekonomsko najbolj pomemben krompirjev virus ter je priznan kot peti
najpomembnejSi rastlinski virus v smislu znanstvene in ekonomske pomembnosti
(Scholthof in sod., 2012). Glede na genetske znacilnosti delimo PVY na pet skupin:
PVY", PVY®, PVY®, PVYEin PVY“ Glede na molekularne znagilnosti je veliko razlickov
PVY. Razlicka PVY"™ in PVY" imata nukleotidno zaporedje podobno PVYN in PVY®°,
ter seroloke znadilnosti enake kot PVY" (Singh in sod., 2008). PVY"™ je nekroti¢ni
razliCek, ki povzroa obroCkasto nekrozo gomoljev. Ta bolezen je povzrocila skréenje
pridelave krompirja v Sloveniji po letu 1988, ko se je v Sloveniji pojavila prvi¢ v ve€jem
obsegu. Virus se S8iri predvsem z listnimi uSmi (vsaj 28 vrst) (Kus, 1994). Med
najuspesnejSimi prenasalci pa so Myzus persicae S. ter Macrosiphum euphorbiae T.
(Cervantes in Alvarez, 2011). Razli¢ek PVYW je bolj virulenten kot PVY"N, vendar
povzrota manj izrazita bolezenska znamenja kot razlicek PVY"™, &eprav lahko
ob&asno povzro€a obro¢kasto nekrozo gomoljev (Piche in sod., 2004).



Primarna okuzba na rastlinah okuzenih s PVY se kaze v obliki kloroz in manjSih
nekroz. Na novih listih, ki se razvijejo nad okuzenimi (sistemska okuzba) opazimo
izrazito rumen mozaik in gubanje listne povrsine. Rastline rumenijo, listi se posusijo in
odpadejo, steblo raste poCasneje, rastlina daje videz palmovega drevesa, ter rastline
pred€asno odmirajo. Rastline, ki zrastejo iz okuzenih gomoljev (sekundarna okuzba)
kazejo znake v milejSi obliki (Kus, 1994).

Sorta Igor je na PVY"™ zelo obéutljiva. Bolezenska znamenja se razvijejo tako na
nadzemnem delu rastline, kot na gomoljih. Nekoliko manj je obc&utljiva sorta Desiree, ki
ima bolezenska znamenja na nadzemnem delu rastline in na manjSem Stevilu
gomoljev. Sorta Pentland Squire je za virus sicer dovzetna, saj se virus po rastlini lahko
Siri, vendar za virus tolerantna, saj je posledica okuzbe le zmanj$Sana rast rastlin (Kus,
1994).

Sorta Sante je ekstremno odporna (ER), saj ima s klasiénim krizanjem vnesen
dominanten gen za odpornost Ry, ki je bi izoliran iz divje vrste krompirja Solanum
stoloniferum S.. Rastline, ki nosijo ta gen, ne razvijejo bolezenskih znamenj (Mehle in
sod., 2004). Tudi sorta Rywal je odporna, vendar razvije preobdutljivostno reakcijo
(HR).

Genotipa Desiree NahG in Rywal NahG sta gensko spremenjena in izraZzata gen
NahG, ki kodira encim salicilat hidroksilazo, in ne moreta akumulirati salicilne kisline,
saj jo salicilat hidroksilaza pretvarja v katehol (Davis, 2004). Zaradi te genske
spremembe je genotip Rywal NahG dovzeten za okuzbo s PVY.

2.2.3.2. Interakcija krompirja in virusa PVY

Za preucevanje genov, ki so vpleteni v zgodnji odgovor rastline na okuzbo, so dve
obcutljivi sorti krompirja Igor in Nadine okuzili z dvema razlickoma virusa PVY in sicer s
PVY"™ in PVY". Rezultati kaZejo, da imajo geni, povezani s fotosintezo, z
metabolizmom sladkorjev in ROS, ter geni, vpleteni v omejevanje Sirjenja virusa, vliogo
pri zgodnjem odgovoru rastlin krompirja na virusna razlicka. V rastlinah, okuzenih s
PVY"N™ so zaznali niZje izrazanje genov, povezanih s fotosintezo, kot v rastlinah,
okuzenih s PVY", in sicer 12 ur po inokulaciji in 48 ur po inokulaciji. Takoj po okuzbi so
bili geni, povezani s fotosintezo, moéneje izraZeni v rastlinah, okuzenih s PVY"™ kot s
PVY". Spremenjen vzorec izrazanja so opazili tudi pri genih, povezanih s sintezo
tetrapirolov, kamor spadajo geni, ki imajo kljuéno vlogo v sintezi klorofila. Podoben
odgovor na virusna razliCka so opazili v obeh sortah (Kogovsek, 2010).

Baebler in sodelavci so preu€evali zgodnji odziv rastlin krompirja razlicnih sort na
okuzbo s PVYN™. Pri primerjavi zgodnjega odziva na okuzbo obéutljive sorte Igor in
odporne sorte Sante so se kot pomembni pokazali geni, povezani s fotosintezo,
zaznavanjem, signalizacijo in obrambnim odgovorom. Pri obeh sortah se je 30 min po
inokulaciji izrazanje s fotosintezo povezanih genov povecalo, medtem ko se je kasneje
(12 ur po inokulaciji) njihovo izrazanje zmanjSalo. Pri sorti Sante se je 30 min po
inokulaciji povecalo tudi izrazanje genov, povezanih z metabolizmom kisikovih spojin.
Pri sorti Igor se je celotna skupina genov, povezanih z zaznavanjem in signalizacijo,
bolj izrazila 12 ur po okuzbi, medtem ko pri sorti Sante v tej Casovni tocki ni bilo opaziti
tako burnega odgovora. 30 min po inokulaciji so bili v sorti Sante geni, povezani z
odpornostjo, manj izrazeni. Najvecje razlike med sortama so se pokazale v izrazanju
genov, povezanih z obrambnim odgovorom, kot so metabolizem brasinosteroidov,



poliaminov, sekundarnih metabolitov, s patogenezo povezanih proteinov in njihovih
inhibitorjev, dioksigenaza, odvisna od 2-oksoglutarata, fenilalanin amonija in Hsp
(Baebler in sod., 2009).

Raziskave izrazanja genov (187 genov, natisnjenih na mikromrezo) v poznem
odgovoru na okuzbo s PVY"™ (ob pojavu primarnih in sistemskih bolezenskih
znamenjih) so pri sorti Igor pokazale izrazite razlike v vzorcu izrazanja genov 14 dni po
inokulaciji, ob pojavu sistemskih bolezenskih znamenj in v listih sekundarno okuzenih
rastlin. Najbolj razli¢no izrazeni so bili geni za Hsp, katalazo 1, B-glukanazo, z ranitvijo
izzvanega gena in geni, ki so vkljueni v fotosintezo (Pompe-Novak in sod., 2006).
Primerjava izrazanja genov med razlicno obdutljivimi sortami (Igor, Desiree, Pentland
Squire, Carlingford in Sante) 5 dni po inokulaciji je pokazala, da se te sorte razlicno
odzivajo na okuzbo na nivoju izrazanja genov (Pompe Novak, 2002).

Ugotovljeno je bilo tudi, da so spremembe vzorca izraZzanja proteinov po okuzbi s
PVYN™ odvisne od sorte krompirja. Dva tedna po okuzbi je bila pri sorti Igor
koncentracija proteinov v soku okuzenih rastlin trikrat viSja kot v soku zdravih rastlin, pri
sortah Desiree, Pentland Squire in Sante pa je bila razlika med okuZenimi in zdravimi
rastlinami manj$a. Dva tedna po inokulaciji se je v okuZenih rastlinah sorte Igor na
novo pojavilo ali mocneje izrazilo 9 razli¢nih proteinov, pri rastlinah sorte Desiree 2 in
pri rastlinah sorte Pentland Squire pa 3 razlicni proteini. Pri sorti Sante se noben
protein ni na novo pojavil ali mo¢neje izrazil (Gruden in sod., 2000).

Pri preuevanju zgodnjega odgovora sort krompirja z razlicno reakcijo na okuzbo z
virusom PVYN™ so bile v inokuliranih listih ugotovljene spremembe v aktivnosti
razlicnih skupin peroksidaz Ze 3 ure po inokulaciji. Pri merjenju aktivnosti topnih, ionsko
in kovalentno vezanih peroksidaz je bil najvecji odgovor slednjih viden pri sorti Igor,
medtem ko se je aktivnost ionsko vezanih peroksidaz najbolj spremenila v sortah Sante
in Pentland Squire,. Aktivhost topnih peroksidaz se je 6 ur po inokulaciji znizala v
inokuliranih listih sorte Sante, medtem ko je bila pri sorti Igor rahlo pove¢ana prvih 12
ur po inokulaciji (Milavec in sod., 2008).

Pri sorti Igor se je 24 ur po inokulaciji s PVYN™ v spodnjih inokuliranih listih in zgornjih
neinokuliranih listih poviSala koli€ina salicilne kisline, ne pa njenega derivata, gentijske
kisline. 11 dni po inokulaciji pa se je 3-kratno poviSala koli¢ina salicilne kKisline in 2-
kratno gentijske kisline, kar pa naj ne bi bilo povezano z neposrednim odgovorom na
okuzbo, temvec€ s sploSnim odgovorom na stres (Kre€i¢ Stres in sod., 2005).

PoviSanje nivoja salicilne kisline v prvih dneh po okuzbi so opazili tudi pri sorti Rywal
po okuzbi z razligki: PVY®, PVY", PVY" in PVY"™. Nivo je ostal povian $e dva tedna
po okuzbi, medtem ko v neokuZenih listih sprememb ni bilo (Witek, 2010).

Dnevno merjenje medceli¢nega gibanja virusnega razlicka PVY® je pokazalo podobno
Sirjenje okuzenega obmocja iz 1 do 10 celic v obdobju 4 dni po inokulaciji pri ob&utljivi
sorti Quarta in odpornih sortah Pirola in Betina. Po tem €asu se je pri odpornejSih
sortah Sirjenje zaustavilo, medtem ko se je pri obcCutljivejSih sortah Sirjenje nadaljevalo
(Hinrich in sod., 1998). Podobno je bilo opazeno tudi pri razlicnih sortah krompirja z
razliénimi stopnjami ob&utljivosti za okuzbo z PVY"™. Pri dovzetnih sortah je bilo od 4
dne po okuzbi zaznano razmnozevanje virusa v inokuliranih listih in nato sistemsko
razSirjanje po rastlini (Mehle in sod., 2004, Baebler in sod., 2011). 5 dni po inokulaciji je
mozno virusno RNA PVYN™ zaznati v sistemsko okuzenih listih s PCR v realnem &asu
(Mehle in sod., 2004). Rezultati so pokazali, da se je PVYN™ v kasnej$ih fazah okuzbe
(12 dni po inokulaciji) nakopicil v vseh sistemsko okuzenih listih, vrSi¢ku, koreninah in



gomolju pri obcutljivi sorti Igor. Vendar je bilo opaziti velike razlike v koli€ini virusa med
posameznimi deli in tkivi rastline. Velike koli¢ine virusne RNA in virusnih delcev so bile
v prevodnem sistemu stebla. Najvec virusa se je nakopicilo v povrhnjici in centralnem
strzenu stebla, kar nakazuje premikanje virusa iz prevodnega sistema v parenhimske
celice stebla. Kopienje virusa je bilo opazno v listnih laskih in povrhnijici stebla rastline
krompirja sorte Igor. Na tak nacin ima virus vecje moznosti za mehansko Sirjenje med
rastlinami ali Sirjenje s pomoc¢jo zuzelk (Kogovsek, 2010).

Stopnja gibanja virusa na dolge razdalje v zgornje in spodnje dele rastline je enaka in
neodvisna od obdutljivosti sorte (Mehle in sod., 2004; Baebler in sod., 2011). Tri tedne
po inokulaciji je bil virusni titer priblizno enak v vseh delih rastline krompirja, razen
korenin (Mehle in sod., 2004).

Koli¢ina virusa in jakost bolezenskih znamenj pri razlicnih sortah krompirja nista
neposredno povezani (Mehle in sod., 2004). Prav tako je raven kopienja virusa v
inokuliranih in neinokuliranih listih odvisna tudi od starosti okuzenega lista ob inokulaciji
(Cervantes in Alvarez, 2011).

2.3.PCR v realnem ¢asu

Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (PCR v realnem ¢asu, gPCR) temelji na
metodi verizne reakcije s polimerazo (PCR), ki je bila razvita v osemdesetih letih
prejdnjega stoletja (Valasek in Repa, 2005).

Prednosti PCR v realnem ¢€asu pred PCR so predvsem hitrost (DNA zaznamo Zze
tekom PCR reakcije zato ni potrebe po dodatni detekciji na koncu reakcije),
kvantitativhost ter obCutljivost (lo€evanje tudi dvakratne razlike v koli€ini taréne DNA
molekule in omogoc€a zaznavanje le nekaj kopij DNA). Metoda ima visoko ponovljivost
ter tudi Sirok dinamiéni razpon kvantifikacije, saj lahko kvantificiramo zelo razlicne
koli€ine zaCetne DNA, ki se razlikujejo za 7 redov velikosti (Invitrogen, 2012).

Pri rastlinah PCR v realnem ¢&asu uporabljagjo med drugim za identifikacijo in
kvantifikacijo rastlinskih simbiontov in povzroditeljev bolezni, za ugotavljanje prisotnosti
tarcéne DNA v Zivilih (npr. prisotnost drugih vrst, gensko spremenjene rastline), za
ugotavljanje Stevila kopij vklju¢enega transgena, za ugotavljanje izrazanja genov in za
razlikovanje med posameznimi pripadniki genskih druzin (Gachon in sod., 2004).

PCR in PCR v realnem ¢asu sestavljajo trije glavni koraki, ki navadno potekajo v 35 do
40 ciklih. Prvi korak je denaturacija. Dve-verizno DNA razklenemo v dve verigi s
poviSanjem temperature na 95°C. Drugi korak je naleganje. Reakcijsko zmes ohladimo,
da zacetni oligonukleotidi lahko nalegajo na eno-verizno DNA matrico. Temperatura
naleganja je 5°C pod temperaturo taljenja zacetnih oligonukleotidov. Tretji korak je
podaljSevanje. DNA polimeraza sintetizira novo verigo in nastane dvoverizna DNA.
Aktivnost taréne DNA polimeraz je optimalna med 68 in 72°C. Hitrost nastajanja nove
verige je 100 baznih parov na sekundo (Invitrogen, 2012).

Po vsakem ciklu imamo teoretiCno dvakrat ve¢ produkta kot v predhodnem ciklu.
Realno to ne drzi, ker se po nekaj ciklih med reakcijo reaktanti porabljajo in reakcija
doseze plato. DNA se ucinkovito podvaja samo do platoja, zato ne moremo izraCunati
zacCetne koli¢ine DNA iz izmerjene koli¢ine produkta po 40 ciklih reakcije. Z metodo
PCR v realnem ¢asu merimo produkt v eksponencialni fazi, ko je pomnozevanje DNA
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Se ucinkovito. Meritve produkta so sorazmerne zacetni koli¢ini DNA, zato PCR v
realnem Casu omogocCa kvantifikacijo. Pomnozeno koli¢ino DNA merimo po vsakem
ciklu s pomocgjo fluorescenc¢nih barvil (Valasek in Repa, 2005).

Najpogosteje uporabljani kemiji za detekcijo pomnozene DNA sta uporaba vrinjevalnih
molekul (npr. SYBR Green), ki se vezejo na vsako na novo nastalo dvojno verigo DNA,
in bolj specifi¢na detekcija z uporabo TagMan sond (Gachon in sod., 2004).

Barvilo SYBR Green | se veze na dvoverizno DNA in v kompleksu z njo fluorescira.
NastajajoCe produkte PCR zaznamo z merjenjem fluorescence vezanega barvila.
Vezava je nespecifiCha, zato lahko zaznamo tudi nespecificne produkte in dimere
zacCetnih oligonukleotidov (Invitrogen, 2012), kar lahko preverimo z uporabo talitvene
krivulie po zadnjem ciklu PCR. Talitvena krivulja predstavlja spremembo
fluorescenénega signala v odvisnosti od temperature taljenja (Tm). Ce je v PCR
prisotnih vec€ razlicnih produktov PCR, lahko na grafu talitvene krivulje dolo¢imo vec&
razlicnih Tm (dobimo vec€ vrhov).

TagMan kemija uporablja sondo TagMan, ki je specifi¢na za del amplikona med obema
zaCetnima oligonukleotidoma ter ima na 5'- koncu vezano reportersko (npr. 6 —
karboksi — fluorescin, FAM) in na 3" — koncu dusilno barvo (npr. 6- karboksi-
tetrametilrodamin, TAMRA). Kadar je duSilno barvilo v blizini reporterskega barvila,
zavira fluoresciranje reporterskega barvila. Sonda se specificno veze na taréni
amplikon. DNA polimeraza zaradi svoje 5 - eksonukleazne aktivnosti med
podaljSevanjem verige razgrajuje sondo, zato se reportersko barvilo lo¢i od dusilnega,
kar omogoCa naraS¢anje fluorescence reporterskega barvila. Nastajanje produktov
PCR zaznamo z merjenjem fluorescence reporterskega barvila. Ker je sonda
specifitna za amplikon, zaznamo le specificne produkte. RacunalniSki program
preraCuna spremembe v signalu fluorescence. Za normalizacijo fluorescenénega
signala se uporablja pasivno referenéno barvilo ROX (6-karboksi-X-rodamin).

Tocka, kjer pride do dviga signala fluorescence nad vrednost praga, predstavlja Cq
vrednost. Ta se izraza kot Stevilo ciklov pomnoZevanja, ki so bili potrebni za dvig
signala nad prag. Manj$a kot je Cq vrednost (manj ciklov potrebnih za presezek praga)
vecja je zaCetna koli€ina taréne nukleinske kisline v vzorcu (Valasek in Repa, 2005).
Pri 40 ciklih pomnoZevanja vrednosti Cq, ki so manj$e od 29 pomenijo moéno pozitivho
reakcijo z veliko koli€ino taréne nukleinske kisline. Vrednosti med 30 in 37 pomenijo
pozitivno reakcijo z zmerno koli€ino tarCne nukleinske kisline. Vrednosti med 38 in 40
pa pomenijo Sibko reakcijo, ki lahko nakazuje zelo nizko koli€ino taréne nukleinske
kisline, kot tudi kontaminacijo vzorca (Invitrogen, 2012).

Manj pogosta metoda detekcije je uporaba hibridizacijskih sond, molekularnih svetil
(Molecular Beacons) in sond Scorpion. Pri vseh metodah produkte zaznavamo z
merjenjem fluorescence, katere koliina je sorazmerna z njihovo koli¢ino (Gachon in
sod., 2004).

RT-gPCR je kombinacija reverzne transkripcije in PCR v realnem ¢asu. Omogoca
analizo RNA v vzorcih. Analiza lahko poteka v dveh lo¢enih korakih, kjer se v reakciji
reverzne transkripcije RNA prepiSe v cDNA in nato v drugi, prostorsko lo¢eni reakciji,
izvede PCR v realnem €asu ali pa se v enem koraku, v isti epruveti, izvede obe reakciji
(Nolan in sod., 2006).

Za relativno kvantifikacijo taréne RNA v vzorcu je nujna izbira primerne normalizacije.
Normalizacija popravi variabilnosti, ki so posledica npr. razlicne ucinkovitosti reakcije
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reverzne transkripcije in PCR v realnem c&asu, razlike v tkivu, koli¢ine in kvalitete
izolirane RNA,... Eden od naclinov normalizacije je s pomocjo eksternih ali internih
(vzdrzevalnih) referenénih genov. 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 uc€inkovitost RT in PCR v realnem ¢asu, ne pa zacetnih
razlik v koli¢ini vzorca. Zato je najboljSa metoda normalizacije normalizacija na
referenéni gen, saj lahko le tako upoStevamo vse dejavnike variabilnosti. Referenéni
gen mora biti izrazen enako, ne glede na tkivo in eksperimentalne pogoje (Nolan in
sod., 2006). Referencni geni, ki so kazali stabilno izrazanje pri rastlinah, so ribosomska
RNA 18S, 25S (Kim in sod., 2003), ubikvitin (Brunner in sod., 2004), tubulin (Coker in
Davies, 2003), aktin (Kim in sod., 2003), elongacijski faktor 1-a (Nicot in sod., 2005),
GAPDH (Coker in Davies, 2003) in citokrom okisdaza — cox (Li in sod., 2006).

Absolutno koli¢ino cDNA v vzorcu lahko izraCunamo z uporabo standardne krivulje.
Relativno koli¢ino cDNA lahko izraéunamo iz umeritvene krivulje ali iz razlik med
vrednostjo Ct med vzorcem in kontrolo (AACt metoda) (Livak in Schmittgen, 2001;
Invitrogen, 2012). Bolj natan¢na je relativna kvantifikacija, kjer upoStevamo tudi
u€inkovitost PCR reakcije (Pfaffl, 2001).
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3. PRAKTICNI DEL

3.1. Priprava rastlinskega materiala

3.1.1. Rastlinski material

Zdrave rastline krompirja (Solanum tuberosum ) sort Igor, Desiree in Rywal ter
genotipov Desiree NahG in Rywal NahG smo namnozili z nodijsko kulturo in gojili na
modificiranem MS gojiS¢u (10 ml gojis€a v epruvetah) v rastni komori za tkivne kulture.
Modificiranemu MS gojis€u smo mu dodali 136 yM NaFeEDTA in mu prilagodili pH
med 5,7-5,8 ter ga avtoklavirali pri 120 °C in 1,1 bar (Murashige in Skoog, 1962).
IzsecCke tako vzgojenih rastlin krompirja smo prestavili na gojis€e 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 €asu osvetljevanja in 17 2 °C v €asu teme,
gostota pretoka fotonov 70—-90 pmol m—2s—1 (Zarnica Osram L36/W77) in fotoperioda
16 ur svetlobe in 8 ur teme.

Po 14 dneh smo rastline presadili v lonCke z zemljo in jih &tiri tedne vzgajali v rastni
komori pri pogojih: relativna zra¢na vlaga 75 +2 odstotka, temperatura 20 +2 °C v ¢asu
osvetljevanja in 18 +2 °C v &asu teme, gostota pretoka fotonov 120-150 pmol m?s™
(Zzarnica Osram L36/W77) in fotoperioda 16 ur svetlobe in 8 ur teme. Rastline smo
zalivali z vodovodno vodo.

3.1.2. Mehanska inokulacija

Po Sstirih tednih rasti v zemlji v rastni komori z vlago smo rastline krompirja razdelili v
§tiri enakovredne skupine:

+ s PVY"™ okuzene rastline (inokulirane s sokom rastlin, okuzenih s PVYN™),

+ s PVYY okuzene rastline (inokulirane s sokom rastlin, okuzenih s PVYY),

* slepo inokulirane rastline (inokulirane s sokom zdravih rastlin) in

* neinokulirane rastline (intaktne zdrave rastline za kontrolo).

Za inokulacijo rastlin z razliskom PVY"™ smo uporabili izolat virusnega razlicka
NIBNTN (AJ585342), ki je bil izoliran iz krompirja sorte ‘'lgor', 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.. Izolat virusnega
razliena PVY" je bil izoliran na Poljskem.

Sok za inokulacijo rastlin za poskuse smo pripravili iz poganjkov okuzZenih ali zdravih
rastlin sorte 'Pentland Squire', ki smo jih homogenizirali v pufru za mehansko
inokulacijo v razmerju 5 ml pufra na 1 g sveze mase rastlinskega materiala. Pufer za
mehansko inokulacijo je vseboval: 2,6 mM NaH,PO,; 15,2 mM Na,HPO, 0,1 %
DIECA, pH = 7,6. Macerat smo inkubirali 5 minut, da se je virus izlo€il iz materiala.
Rastlinam smo oznadili tri spodnje liste, jih posuli s karborundom in nato premazali s
sokom za inokulacijo (2 do 3 kapljice). Po 15 minutah smo liste sprali z vodovodno
vodo.
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3.1.3. Serije

Poskus smo izvedli v treh biolodkih ponovitvah. 2., 3. in 4. biolodke ponovitve nismo
upostevali zaradi tehnicnih razlogov.

Tabela 1: Stevilo rastlin v 1. biolo$ki ponovitvi

Sorta/genotip s PvY"™ s PVY" okuZene | slepo inokulirane | neinokulirane
okuzZene rastline rastline rastline rastline
Igor 4 4 4 4
Desiree 4 4 4 4
Desiree NahG 4 4 4 4
Rywal 4 4 4 4
Rywal NahG 4 4 4 4

Tabela 2: Stevilo rastlin v 5. bioloski ponovitvi

Sorta/genotip s PvY"™ s PVY" okuZene | slepo inokulirane | neinokulirane
okuzene rastline rastline rastline rastline
Igor 11 11 5 5
Desiree 11 11 5 5
Desiree NahG 10 10 5 5
Rywal 8 8 4 4
Rywal NahG 11 11 5 5

Tabela 3: Stevilo rastlin v 6. bioloski ponovitvi

Sorta/genotip 2% % s PVY" okuZene | slepo inokulirane | neinokulirane
okuZene rastline rastline rastline rastline
Igor 16 16 8 8
Desiree 16 16 8 8
Desiree NahG 16 16 8 8
Rywal 16 16 8 8
Rywal NahG 16 16 8 8

3.1.4. Opazovanje rastlin

Bolezenska znamenja smo opazovali:

1. bioloska ponovitev: 4 dpi (dni po inokulaciji), 5 dpi in 7 dpi

5. biolo8ka ponovitev: 5 dpi, 7 dpi, 13 dpi, 20 dpi in 43 dpi

6. bioloSka ponovitev: 5 dpi, 6 dpi, 7 dpi, 9 dpi, 12 dpi, 22 dpi, 27 dpi, 35 dpi in
48 dpi

Na vsaki rastlini smo popisali bolezenska znamenja na vsakem listu. Vsak list smo
glede na bolezenska znamenja uvrstili v eno ali ve€ sledecih kategorij:

Brez bolezenskih znamen;

Obrockaste kloroze

TocCkaste nekroze

Rumenenje
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e Sudenje
o Odpadel list

Pridobljene podatke o bolezenskih znamenjih smo statisticno obdelali v programu
Excel in sicer vsako bioloSko ponovitev posebe;j.

Obrockaste kloroze in toCkaste nekroze smo tudi presteli. Za slikanje rastlin smo
uporabili fotoaparat PENTAX K-7. Nastavitve fotoaparata so bile: odprtost zaslonke
(f/11), Cas osvetlitve (2 s) in hitrost ISO (ISO-200).

Na fotografijah smo izmerili velikost obroc¢kastih kloroz in toCkastih nekroz. To smo
naredili tako, da smo v programu Adobe Photoshop CS3 izmerili premer izbranega lista
ter obroCkastih kloroz ali toCkastih nekroz na njem. lzmerjene vrednosti obrockastih
kloroz ali to¢kastih nekroz smo nato delili z izmerjenim premerom lista.

3.1.5. Pobiranje rastlinskega materiala

Vzorce smo pobirali, ko so bile tockaste nekroze pri posamezni sorti ali genotipu najbolj
izrazite. To je bilo v 6. bioloski ponovitvi med 3 in 9 dni po inokulaciji (dpi).

List s toCkastimi nekrozami ali obro¢kastimi klorozami smo odrezali, ga fotografirali, ter
nato izrezali to¢kasto nekrozo ali obroCkasto klorozo. Izrezovanje je potekalo tako, da
smo s skalpelom izrezali 2 mm Sirok trak, ki je vkljuCeval toCkasto nekrozo ali
obroc¢kasto klorozo ter nato izrezali koScke. Prvi koScek je bil velik 2 mm X 2 mm, ker je
vseboval toc¢kasto nekrozo ali obro¢kasto klorozo, nato so si v sosledju sledili Se trije 2
mm X 1 mm veliki koS¢ki. Pri vzor€enju smo pazili, da nismo rezali ez Zile, ter da
vzorcev nismo jemali tako, da bi posegali v obmocje to¢kaste nekroze ali obroCkaste
kloroze (Slika 1). Na enak nacin smo vzorcili tudi liste slepo inokuliranih rastlin, éeprav
le ti niso imeli toCkastih nekroza ali obrockastih kloroz. Kos¢ke smo nato shranili v
predhodno pripravljeno plosc&ico, ki je vsebovala RNAlater Solution (Ambion, ZDA).
Plosgica je bila razdeljena tako, da so vdolbinice od A do D vsebovale kosgke PVYN™
od $tevilke 1 do Stevilke 10. Vdolbinice od E do H pa ko$¢ke PVY" od &tevilke 1 do 10.
V vdolbinice Stevilk 11 in 12 smo vzor¢ili slepo inokulirane vzorce (Slika 2). Vzorce smo
inkubirali 24 do 48 ur na 4 °C, ter nato shranili na -80 °C.
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Slika 1: Vzorlevanje tockastih nekroz na rastlini $t.2, inokuliranem listu $§t. 3 sorte Rywal
okuzene s PVY" (6. bioloska ponovitev)

Slika 2: Vzor¢evanje na ploséico
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3.2. Priprava RNA

3.2.1. lzolacija RNA in cDNA

Izolacija RNA je potekala s kompletom RNeasy Plant Micro kit (Qiagen, ZDA) po
navodilih proizvajalca.

Vzorce smo iz fiksativa prestavili v mikrocentrifugirke s 350 pl pufra RTL in kroglico ter
g) 3 minute in lizat brez usedline prenesli v nove mikrocentrifugirke. Dodali smo 1X
volumen 70% etanola ter premesali s pipeto. Vzorce smo prenesli na MinElute Spin
Column in centrifugirali pri 8000 g. Kolone smo prenesli v nove prazne
mikrocentrifugirke in dodali 350 yl RW1 ter centrifugirali 30 sekund pri 8000 g. Kolone
smo prenesli v nove mikrocentrifugirke, dodali na membrano kolonice 80 ul meSanice z
DNazo in inkubirali na sobni temperaturi 15 minut. Na kolono smo dodali 350 ul RW1,
centrifugirali 30 sekund pri 8000 g. Kolone damo v nove mikrocentrifugirke, dodali smo
500 pl RPE, centrifugirali 30 sekund pri 8000 g. Ponovno smo prenesli kolone v nove
mikrocentrifugirke, dodali 500 pl 80 % etanola ter centrifugirali 2 minuti pri 8000 g.
Kolone smo prestavili v nove mikrocentrifugirke in 5 minut centrifugirali pri 18 000 g.
Kolone smo prestavili v nove mikrocentrifugirke, dodali 16 pl vode brez RNAz segrete
na 56 °C ter inkubirali na sobni temperaturi 10 minut. Nato smo centrifugirali 1minuto
pri 18 000 g. Vzorce smo shranili na -80 °C.

3.2.2. Dolocanje koncentracije in kvalitete RNA z aparaturo BioAnalyzer

Za ugotavljanje koncentracije in kvalitete RNA, ki smo jo uporabili, smo uporabili
komplet RNA 6000 Piko LabChip® kit (Ambion, ZDA) in aparaturo Agilent 2100
BioAnalyzer (Agilent Tehnologies, ZDA). Metoda temelji na lo€evanju molekul RNA na
oshovi velikosti s pomocjo kapilarne elektroforeze in analize podatkov. Analizator za
vsak vzorec izriSe elektroferogram, dolo€i faktor, ki meri kvaliteto RNA.

Za pripravo gela smo odpipetirali 550 ul gela (RNA 6000 Pico gel matrix) ter
centrifugirali na 1500 g 10 minut na sobni temperaturi. V mikrocentrifugirke smo dali 65
ul gela, v katerega smo dodali 1 ul barvila (RNA 6000 Pico dye concentrate). Cip (RNA
6000 Pico chip) smo postavili na stojalo z brizgo. V Cip (RNA 6000 Pico chip) smo
odpipetirali 9 yl mesanice gela in barvila. Zati¢ smo potisnili do oznake 1 ml in po&akali
30 sekund. Nato smo spustili zati€ in ga poc€asi potegnili nazaj do oznake 1 ml. V
oznacene vdolbinice smo odpipetirali 9 ml meSanice barvila in gela. V vdolbinico
oznaceno CS smo odpipetirali 9 ul raztopine RNA 6000 Pico Conditioning Solution. V
vseh 11 vdolbinic in vdolbinico za standard smo nato odpipetirali 5 pyl markerja (RNA
Pico marker) Nato smo v vdolbinico za standard dodali 1 ul standarda (RNA 6000
Ladder), ki smo ga predhodno denaturirali (2 minuti na 70 °C). Enak postopek
denaturacije smo naredili tudi za vzorce. Vzorce smo odpipetirali po 1 pl v vdolbinico.
Pico €ip smo z vrtenjem premesali ter vstavili v aparaturo Agilent BioAnalyzer. Podatke
smo analizirali s programom 2100 Expert Software (Agilent Tehnologies, ZDA).
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3.2.3. Reverzna transkripcija

Prepis mRNA v cDNA smo izvedli tako, da smo v luknjice (plos€ica z 96 vdolbinicami)
odpipetirali 12 pl vzorca (€e vzorca ni bilo dovolj, smo dodali vodo brez RNaz do tega
volumna). V eno izmed luknjic smo dodali luciferazo, ki smo jo uporabili za eksterno
kontrolo. Plos¢ico smo pokrili s folijo. Sledila je denaturacija nha 80 °C za 5 minut.
PloS¢ico smo takoj postavili na led. Vzorcem smo dodali 12,5 uyl meSanice, ki je za 1
vzorec vsebovala 2,5 ul pufer RT, 1 yl me8anice dNTP, 2,5 ul nakljuénih zagetnih
oligonulkeotidov, 3,25 ul vode brez RNaz, 1 pl inhibitorjev RNaz, 1,25 pl reverzne
transkriptaze in 1 pl luciferaze. Plos¢ico smo nato pokrili, jo hitro premesali in
centrifugirali. Sledila je inkubacija za 10 minut na 25 °C, nato pa Se 2 uri na 37 °C.
Vzorce smo do uporabe shranili na — 20 °C.

3.3.PCR v realnem ¢asu

3.3.1. Kvantitativni PCR v realnem ¢asu

Z metodo gPCR v realnem ¢asu smo dolodili izrazanje genov. Uporabili smo dve kemiji
PCR v realnem ¢asu, barvilo SYBR Green | in kemijo TagMan. V obeh primerih smo
nastanek produktov PCR zaznali z merjenjem fluorescence, tekom celotne reakcije
PCR. Z nastajanjem produktov PCR naras¢a fluorescencni signal, intenziteta
fluorescence pa je bila sorazmerna s koli¢ino nastalih produktov PCR v eksponentni
fazi. Za doloCanje Stevila kopij izbranih genov z umeritveno krivuljo, smo pripravili
referencni vzorec, ki je vseboval enak delez cDNA nakljuéno izbranih vzorcev (R1G,
R2E, R3F, R5G, R11H, RN1G, RN2G, RN3H, RN4F, RN11F). Referencni vzorec smo
redcili 10x, 50x, 100x in 500x za vse amplikone. Vzorce smo red¢ili 10x in 50x, za vse
amplikone.

V mikrocentrifugirke smo si pripravili reakcijske mesanice v volumnu, ki je zadostoval
za vse reakcije PCR (vzorce) doloCenega testa.

Komplet Power SYBR Green PCR Master Mix je vseboval:
barvilo SYBR Green |,

DNA polimerazo AmpliTaq Gold,

dNTP,

pasivno referencno barvilo (ROX),

pufer

Reakcijska mesanica za PCR je vsebovala:

2,5 ul medanice Power SYBR Green PCR Master Mix
0,05 ul (300 nM) zacetnih oligonukleotidov forward
0,05 ul (300 nM) zacetnih oligonukleotidov reverse
0,4 yl dH,0O

2 ul cDNA(vzorec)
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Komplet TagMan Universal PCR Master Mix je vseboval:
polimerazo DNA AmpliTaq Gold,

AmpErase UNG,

dNTP z dUTP,

pasivno referencno barvilo (ROX),

pufer.

Reakcijska mesanica za PCR je vsebovala:
e 2,5 pl meSanice TagMan Universal PCR Master Mix
e 0,25 pl meSanico zacetnih oligonukleotidov in sonde
e 0,25 pldH,O
o 2 ul cDNA (vzorec)

Ali:

2,5 ul medanice TagMan Universal PCR Master Mix
0,05 pl (300 nM) zacetnih oligonukleotidov forward
0,05 ul (300 nM) zacetnih oligonukleotidov reverse
0,075 ul (150 nM) sonde

0,325 ul dH,O

2 ul cDNA (vzorec)

Za vsak vzorec smo si torej pripravili Stiri razli¢ne reakcijske meSanice (4 razlicne
amplikone). Vzorce cDNA in pripravljene reakcijske meSanice smo na opti¢no ploscico
nanas$ali z robotom (Multiprobe II).

Najprej smo nanasali vzorce, po 2 ul v vsak prostorek. Po nanosu vzorcev smo
plos¢€ico pokrili z neopti€no lepljivo folijo, centrifugirali 1 min pri 1000 g. Plos&ico smo v
tem koraku pokrili zato, da med centrifugiranjem ni prislo do kontaminacije med vzorci.
Nato smo vsakemu vzorcu dodali 3 pl reakcijske meSanice. V prvi in zadnji prostoréek
z reakcijsko meSanico istega testa smo dodali dH,O za kontrolo kontaminacije (NTC).
Plos¢ico smo pokrili z opti¢no lepljivo folijo, zopet centrifugirali 2 min pri 1000 g in jo
vstavili v aparaturo za PCR v realnem &asu.

Prvi korak v programu za PCR v realnem €asu je bil aktivacija UNG AmpErase 2 minuti
pri 50 °C. Sledila je aktivacija AmpliTaq Gold polimeraze 10 minut pri 95 °C. Nato je
sledila denaturalizacija DNA in pomnozevanje, in sicer v 40 ciklih po 15 sekund pri 95
°C in nato 1 minuto pri 60 °C. Zadniji korak je talitvena krivulja, ki je potekala pri 95 °C.

Podatke smo analizirali s programom LightCycler® 480 SW 1.5. Program je izrisal graf
pomnozevanja produktov PCR, pri katerem je bilo Stevilo ciklov naneseno na x os,
fluorescenca pa na y os. Reakcijski profil je vseboval tri faze: zaletno fazo,
eksponentno fazo in fazo platoja. Program je izbral prag s pomocjo sistema dvojnih
odvodov v tocki, kjer se je zaCela eksponentna faza. Cikel, v katerem je vzorec presel
prazno fluorescenco se imenuje Cq. Vrednosti Cq smo prenesli v program gPCR
Calculator (NIB), v katerem smo analizirali izrazanje izbranih genov. Najprej smo
vstavili podatke za referencni gen cox (citokrom oksidaza), nato za tarCne gene, ter
podatke za pogoje (extraction quality control, slope between, slope difference). 1z
programa qPCR Calculator smo podatke izvozili v program Excel, kjer smo uredili
grafe.
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4. REZULTATI

4.1. Bolezenska znamenja pri sorti Igor

Na rastlinah sorte Igor so se po okuzbi s PVNY™ na inokuliranih listih pojavile

obrocCkaste kloroze in toCkaste nekroze. Bolezenska znamenja so se pojavila tudi na
neinokuliranih listih. Po okuzbi s PVY" pa se na sorti Igor bolezenska znamenja niso
razvila. Sorta Igor je edina od preiskanih sort in genotipov, ki je na okuzbo s PVYN™
odgovorila s pojavom drugaénih bolezenskih znamenj, kot pri okuzbi s PVYY.

Pri sorti Igor smo pri rastlinah okuzenih s PVYN™ opazili prva lokalna bolezenska
znamenja 5 ali 6 dpi. Rastline okuzene s PVY"™ so imele statistiéno znagilno ved
inokuliranih listov z obro¢kastimi klorozami in to¢kastimi nekrozami (Priloga A; Priloga
C), ter porumenelih listov kot slepo inokulirane in s PVY" okuZzene rastline. 7 dpi smo
pri rastlinah okuzenih s PVY"™ opazili prehajanje obro¢kastih kloroz v togkaste
nekroze. Rastline okuzene s PVY"™ so imele statistiéno znagilno veé porumenelih in
odpadlih listov kot slepo inokulirane in s PVY" okuZene rastline (Slika 4). Med 7 dpi in
12 dpi smo pri vseh rastlinah (intaktne, slepo inokulirane, s PVY" in PVYN™ okuzene
rastline) opazili rumenenje inokuliranih listov. 12 oziroma 13 dpi so odpadli inokulirani
listi pri rastlinah okuzenih s PVYN™, ki so dobile znagilen izgled palmovega drevesa
(Slika 3).

Pri rastlinah okuzenih s PVY"™ smo lahko 22 dpi opazili povedanje deleza
porumenelih in odpadlih inokuliranih listov. Pri rastlinah okuZenih s PVYN™ je bilo 27
dpi statistiéno znaéilno veé suhih in odpadlih listov, kot pri rastlinah okuzenih s PVY" in
slepo inokuliranih rastlinah. Med 35 dpi in 43 dpi so na vseh rastlinah odpadli vsi
inokulirani listi. Pri rastlinah okuzenih z PVY" in PVY"™ je odpadio tudi nekaj
neinokuliranih listov, medtem ko so listi pri slepo inokuliranih in intaktnih rastlinah
porumeneli (Slika 5). 48 dpi smo pri rastlinah okuzenih s PVYN™ opazili suSenje
vrsickov, pri emer je bil odstotek suhih vr§i¢kov pri rastlinah okuzenih s PVY"™
statistiéno razli¢no vegji kot pri slepo inokuliranih rastlinah in rastlinah okuzenih s PVY"
(Priloga A; Priloga C).

Slika 3: S PVY"™ okuzena rastlina sorte Igor 27 dpi z znacilno obliko palmovega drevesa
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Slika 4: Slepo inokulirana rastlina (levo), rastlina okuZena s pvy" (na sredini) in rastlina
okuzena s PVY"™ (desno) sorte Igor 9 dpi

Igor - inokulirani listi

100,00% -
80,00% -
80,00% -
70,00% -

Intaktne

Slepe
PVY W

PVY NTN

Delezinokuliranih listov z bolezenskim znamenjem (%)

Pojavljanje bolezenskih znamenj

Slika 5: Pojavljanje bolezenskih znamenj v ¢asu na inokuliranih listih sorte Igor (6. bioloska
ponovitev)
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4.2. Bolezenska znamenja pri sorti Desiree

Rastline sorte Desiree po okuzbi s PVYN™ in PVY" niso kazale bolezenskih znamenj
(Slika 6), na listih vseh rastlin (intaktnih, slepo inokuliranih, okuzenih s PVY"™ in
PVY%) pa se je 5 dpi zadelo pojavljati rumenenje, ki je se do 12 dpi povedevalo. 12
oziroma 13 dpi so zaceli listi pri vseh rastlinah odpadati, kar se je stopnjevalo do 43 dpi
(Slika 7).

Slika 6: Slepo inokulirana rastlina (levo), rastlina okuzena s pvyY (na sredini) in rastlina
okuzena s PVY"™ (desno) sorte Desiree 9 dpi

Desiree - inokulirani listi
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Delezinokuliranih listov z bolezenskim znamenjem (%)
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Pojavljanje bolezenskih znamenji

Slika 7: Pojavijanje bolezenskih znamenj v ¢asu na inokuliranih listih sorte Desiree (5. bioloSka
ponovitev)

22



4.3. Bolezenska znamenja pri genotipu Desiree NahG

Rastline genotipa Desiree NahG so na okuzbo s PVY"™ in s PVY" odgovorile z
razvojem toCkastih nekroz na inokuliranih listih. 5 in 6 dpi je bilo pri rastlinah okuzenih s
PVYN™ statistiéno znadilno veg listov s tockastimi nekrozami kot pri slepo inokuliranih
in s PVY" okuzenih rastlinah. Stevilo listov s todkastimi nekrozami se je pove&evalo do
9 (Slika 8). 12 oz. 13 dpi so listi pri rastlinah okuzenih s PVY"™ in pri rastlinah
okuzenih s PVY" zageli odpadati. 20 in 22 dpi je bilo odpadlih listov pri rastlinah
okuzenih s PVY"™ in pri rastlinah okuzenih s PVY" statistiéno znacilno ve& kot pri
slepo inokuliranih rastlinah in intaktnih rastlinah (Priloga B). 20 oziroma 22 dpi so
porumeneli listi pri intaktnih in slepo inokuliranih rastlinah. 27 dpi so odpadli vsi
inokulirani listi pri vseh rastlinah. 48 dpi so odpadli tudi neinokulirani listi pri vseh
rastlinah, razen pri intaktnih rastlinah, ki so bili brez bolezenskih znamenj do konca
opazovanja (Slika 9).

Slika 8: Slepo inokulirana rastlina (levo), rastlina okuZena s [=3Va% (na sredini) in rastlina
okuzena s PVY"™ (desno) genotipa Desiree NahG 9 dpi

23



Desiree NahG- inokulirani listi

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -

50,00% - Intaktne

Slepe
PVY W

40,00% ~
30,00% - = PVYNTN

20,00% -

Dele? inokuliranih listov z bolezenskim znamenjem (%)

Pojavljanje bolezenskih znamenj

Slika 9: Pojavijanje bolezenskih znamenj v ¢asu na inokuliranih listih genotipa Desiree NahG
(6. bioloska ponovitev)

4.4. Bolezenska znamenja pri sorti Rywal

Rastline sorte Rywal so na okuzbo s PVY"™ in s PVY" odgovorile z razvojem tockastih
nekroz na inokuliranih in tudi nekaterih neinokuliranih listin. 5 in 6 dpi so imeli vsi
inokulirani listi rastlin okuzenih s PVY"™ in s PVY" tockaste nekroze (Slika 10), pri
slepo inokuliranih in intaktnih rastlinah pa tockastih nekroz ni bilo.

Slika 10: Slepo inokulirana rastlina (levo), rastlina okuzena s PVY" (na sredini) in rastlina
okuzena s PVY"™ (desno) sorte Rywal 9 dpi
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Rywal - inokulirani listi
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50,00% -
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20,00% -

10,00%

Dele? inokuliranih listov z bolezenskim znamenjem (%)

0,00%

Pojavljanje bolezenskih znamenj

Slika 11: Pojavijanje bolezenskih znamenj v ¢asu na inokuliranih listih sorte Rywal (6. bioloSka
ponovitev)

Na inokuliranih listih rastlin okuzenih s PVY"™ in s PVYY se je 7 in 9 dpi (Slika 11)
pojavilo statisticno znacilno ve¢ rumenenja kot pri slepo inokuliranih rastlinah. Pri
rastlinah okuzenih s PVY" je bilo tudi statistiéno znagilno ve& suhih inokuliranih listov
kot pri slepo inokuliranih rastlinah. 12 oziroma 13 dpi je pri rastlinah okuzenih s PVYN™
in s PVYY odpadlo statistiéno znagilno veé inokuliranih listov kot pri slepo inokuliranih

rastlinah), med 20 in 27 dpi pa so pri rastlinah okuzenih s PVYN™ in s PVY" odpadli vsi
inokulirani listi.

4.5. Bolezenska znamenja pri genotipu Rywal NahG

Rastline genotipa Rywal NahG so na okuzbo s PVY"™ in s PVY" odgovorile z zelo
podobnimi bolezenskimi znameniji kot sorta Rywal, to je z razvojem tockastih nekroz na
inokuliranih (Slika 12) in tudi na nekaterih neinokuliranih listih.

Tockastih nekroz je bilo 5 dpi pri rastlinah okuzenih s PVY"™ in s PVY" statisti¢no
znacilno ve€ kot pri slepo inokuliranih rastlinah. Med 13 in 20 dpi je bilo odpadanje
listov pri rastlinah okuzenih s PVYN™ in s PVYY statisti¢no znagilno vegje kot pri slepo
inokuliranih rastlinah. 20 dpi so neinokulirani listi pri vseh rastlinah porumeneli, pri
rastlinah okuzenih s PVY"™ in s PVYY so inokulirani listi tudi odpadali in se susili (Slika
13).
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Slika 12: Slepo inokulirana rastlina (levo), rastlina okuzena s pvy¥ (na sredini) in rastlina
okuzena s PVY"™ (desno) genotipa Rywal NahG 9 dpi

Rywal NahG- inokulirani listi

100,00% -
90,00% -
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40,00% - PVY W
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30,00% -

20,00% -

10,00% -

Delezinokuliranih listov z bolezenskim znamenjem (%)

Pojavljanje bolezenskih znamenj

Slika 13: Pojavijanje bolezenskih znamenj v ¢asu na inokuliranih listih genotipa Rywal NahG (6.
biolo$ka ponovitev)

4.6. To¢kaste nekroze

4.6.1. Velikost in oblika to¢kastih nekroz

Tockaste nekroze so se po okuzbi s PVYN™ razvile pri sortah Igor in Rywal ter
genotipih, Desiree NahG in Rywal NahG, po okuzbi s PVY" pa pri sorti Rywal in
genotipih Desiree NahG in Rywal NahG. ObrocCkaste kloroze so se pojavile le po
okuzbi sorte Igor s PVYN™, kjer so se s asom spremenile v tockaste nekroze.
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TocCkaste nekroze na rastlinah razlinih sort oziroma genotipov so se razlikovale med
seboj po velikosti in obliki.

Tockaste nekroze pri sorti Igor so bile okrogle, pri genotipu Desiree NahG okrogle ali
vretenaste, pri emer so leZale veCinoma na listnih Zilah. Pri sorti Rywal in genotipu
Rywal NahG pa so bile to¢kaste nekroze zvezdaste oblike (Slika 14, Slika 15).

Pri genotipu Desiree NahG so bile tockaste nekroze najvecje. Po velikosti si nato
sledijo toCkaste nekroze pri sorti Igor, najmanjSe pa so bile to¢kaste nekroze pri sorti
Rywal in genotipu Rywal NahG, pri ¢emer so bile pri genotipu Rywal NahG vecje kot
pri sorti Rywal (Slika 16, Slika 17).

Slika 14: Tockaste nekroze na inokuliranem listu genotipa Desiree NahG (levo), sorte Rywal
(na sredini) in genotipa Rywal NahG (desno) po okuzbi s pvyY

Slika 15: ObrocCkaste kloroze na inokuliranem listu sorte Igor (levo zgoraj). Tockaste nekroze na
inokuliranem listu sorte Igor (na sredini zgoraj), genotipa Desiree NahG, sorte Rywal in genotipa
Rwyal NahG po okuzbi s PVY"™
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Slika 16: Premer toCkaste nekroze na inokuliranem listu sorte Rywal in genotipov Desiree
NahG in Rywal NahG po okuzbi s PVYY. Prikazane so povprecne vrednosti in standardna
napaka.
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Slika 17: Premer tolkaste nekroze na inokuliranem listu sort Igor in Rywal ter genotipov
Desiree NahG in Rywal NahG po okuzbi s PVYN™. Prikazane so povprecne vrednosti in
standardna napaka.
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4.6.2. Stevilo obrockastih kloroz in to¢kastih nekroz

Pri sorti Igor so se obrogkaste kloroze na inokuliranih listih rastlin okuzenih s PVYN™
pojavile prej kot totkaste nekroze, medtem ko se pri tej sorti okuzeni s PVY"
obroCkaste kloroze in toCkaste nekroze niso pojavijale. Obrockaste kloroze so se
pojavile hitreje in StevilénejSe kot toCkaste nekroze (Slika 18); obrockastih kloroz je bilo
v povprecju do 10 na inokuliran list, medtem ko je bilo tockastih nekroz med 3 in 5 na
inokuliran list (Slika 19). Na neinokuliranih listih ter vrSi¢ku se toCkaste nekroze ne
pojavijo.

Pri genotipu Desiree NahG so se to¢kaste nekroze pojavile na inokuliranih listih rastlin
okuzenih s PVYN™ in s PVYY. Pri rastlinah okuzenih s PVY" se je razvilo vegje tevilo
toCkastih nekroz (v povprecju do 13 tockastih nekroz na list), medtem ko jih je bilo pri
rastlinah okuzenih s PVY"N™ manj, v povpregju do 7 tockastih nekroz na list. Najved
tockastih nekroz smo opazili 12 dni po inokulaciji, po tem pa so inokulirani listi odpadli.
Opazili smo lahko tudi manjSe Stevilo toCkastih nekroz na neinokuliranih listih (v
povpre€ju 1 toCkasta nekroza na list), na vrSickih to¢kastih nekroz nismo opazili (Slika
19, Slika 20).

Pri sorti Rywal smo opazili toCkaste nekroze na inokuliranih listih pri rastlinah okuzenih
s PVYY in rastlinah okuzenih s PVYN™. Opazili smo tudi manj$e Stevilo tockastih
nekroz na 1. in 2. neinokuliram listu pri rastlinah okuzenih s PVY" in s PVY"™. Na
vrsickih toCkastih nekroz ni bilo (Slika 19, Slika 20).

Pri genotipu Rywal NahG so se tockaste nekroze pojavile na inokuliranih listih pri
rastlinah okuzenih s PVY"Y in rastlinah okuzenih s PVYN™. Pri rastlinah okuzenih s
PVYN™ je bilo v povpregju do 10 tockastih nekroz na inokuliran list, medtem ko je bilo
pri rastlinah okuzenih s PVY" do 36 tockastih nekroz na inokuliran list. To¢kaste
nekroze se niso pojavile na vrsi¢kih rastlin okuzenih s PVYY in s PVY"™ (Slika 19,
Slika 20).
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Stevilo to&kastih nekroz na list

Slika 18: Stevilo obroékastih kloroz na 1., 2., 3. inokuliranem listu, 1., 2., 3. neinokuliranem listu,
na vrSicku pri sortah Igor, Desiree in Rywal ter genotipih Desiree NahG in Rywal NahG po
okuzbi s PVY"™

Tockaste nekroze po okuZbis PVYNTN

IGOR
DESIREE
DESIREE NahG
mRYWAL
= RYWALNahG

Stevilo tockastih nekroz na list

Slika 19: Stevilo tockastih nekroz na 1., 2., 3. inokuliranem listu, 1., 2., 3. neinokuliranem listu,
na vrSicku pri_sortah 1gor, Desiree in Rywal ter genotipih Desiree NahG in Rywal NahG po
okuzbi s PVYN™
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Tockaste nekroze po okuZbis PVY W
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Stevilo togkastih nekrozna list

Slika 20: Stevilo toékastih nekroz na 1., 2., 3. inokuliranem listu, 1., 2., 3. neinokuliranem listu,
na vrSicku pri sortah Igor, Desiree in Rywal ter genotipih Desiree NahG in Rywal NahG po
okuzbi s PVY"

4.7.1zrazanje genov

Z metodo PCR v realnem &asu smo opazovali koli¢ino PVY" ter izrazanje genov za
glukanazo Il in PR1 pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG. Gen za citokrom oksidazo
(cox) smo uporabili kot referenéni vzdrzevalni gen.

V s PVY" okuzenih rastlinah sorte Rywal in genotipa Rywal NahG je bila koncentracija
virusa najveéja v tockasti nekrozi in je z razdaljo od tockaste nekroze padala. PVY"W v
kontrolnih vzorcih nismo zaznali (Slika 21).

E F G H E F G H
RW1  [1240 [3,70 [1,88 [x RnahG-W 1 _ 0,50 0,66
R-W 2 22,85 |x X 0,34 RnahG-W 2 | x X 6,09 X
RW3  [4033 11,75 [255 |2,53 RnahG-W 3 |x X 0,79 0,77
R-W 4 12,77 |x X X RnahG-W 4 1,44 0,01 0,01
R-W 5 9,38 0,72 1,39 2,09 RnahG-W 5 | x 5,88 0,31 1,01
Kontrola 1 0,01 Kontrola 1 0,01
Kontrola 2 0,01 Kontrola 2 0,01
Kontrola 3 0,01 Kontrola 3 0,01
Kontrola 4 0,01 Kontrola 4 0,01

Slika 21: Koli¢ina PVY" (W in zaporedna Stevilka vzorca) pri sorti Rywal (R) in genotipu Rywal
NahG (RnahG) v to¢kasti nekrozi (E) in treh zaporednih koS¢kih poleg nje (F, G in H) ter zdravih
kontrolah (Kontrola)
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Gen za glukanazo Il se je pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG okuZenih s PVY"
najbolj izrazal v toCkasti nekrozi, to je v vzorcu E. V vsakem naslednjem vzorcu je bilo
izrazanje gena manjSe. Pri izrazanju gena za glukanazo Il je bila opazna razlika med
sorto Rywal in genotipom Rywal NahG. Pri sorti Rywal je bilo izraZzanje gena izrazitejSe
kot pri genotipu Rywal NahG. Izrazanje gena za glukanazo Il je bilo v zdravih kontrolah
obeh sortah oziroma genotipih manjse kot v s PVY" okuzZenih rastlinah (Slika 22).

E F G H E F G H
R-W 1 10,55 (2,00 |[3,74 RnahG-W 10,12 |0,64 |0,22 |x
R-W 2 X X 3,13 RnahG-W 2 [x X 0,01 X
R-W 3 6,93 |2,68 (1,81 RnahG-W 3 | x X 0,01 (0,01
R-W 4 X 1,34 |x RnahG-W 4 [1,34 |0,51 |0,29 |0,01
R-W 5 4,84 1,07 0,32 0,18 RnahG-W 5 | x 1,03 0,47 0,17
Kontrola 1 0,11 Kontrola 1 0,06
Kontrola 2 X Kontrola 2 0,07
Kontrola 3 X Kontrola 3 0,01
Kontrola 4 0,09 Kontrola 4 0,08

Slika 22: IzraZzanje gena za glukanazo Il (W in zaporedna Stevilka vzorca) pri sorti Rywal (R) in
genotipu Rywal NahG (RnahG) okuzenih s PVY" v tockasti nekrozi (E) in treh zaporednih
koS&c¢kih poleg nje (F, G in H) in zdravih kontrolah (Kontrola)

Vzorca izrazanja gena PR1b sta se pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG razlikovala.
Pri sorti Rywal je bilo izraZzanje gena za PR1b najvecdje v vzorcih E ali F in najmanjse v
vzorcih G in H. Pri genotipu Rywal NahG pa je bilo izrazanje najvecje v vzorcih F ali G,
ter manjSe v vzorcih E in H. Pri obeh sortah oziroma genotipih je bilo izraZzanje gena
PR1b v zdravih kontrolah manjSe kot v okuZenih rastlinah (Slika 23).

E F G H E F G H
RW1 [1,26 [213 [050 [0,34 RnahG-w 1[040 [2,77 [500 [2,08 |
R-W 2 2,45 X X 1,26 RnahG-W 2 | x X 3,40 X
R-W 3 X 1,35 0,61 0,35 RnahG-W 3 [x X X 0,63
R-W 4 3,06 X 0,67 X RnahG-W 4 1,26 0,63
RWS [524 516 1,78 |0,90 RnahG-W 5 |x 371 1,84
Kontrola 1 0,09 Kontrola 1 0,01
Kontrola 2 0,01 Kontrola 2 0,01
Kontrola 3 0,01 Kontrola 3 0,01
Kontrola 4 0,05 Kontrola 4 0,01

Slika 23: IzraZanje gena za PR1b (W in zaporedna Stevilka vzorca) pri sorti Rywal (R) in
genotipu Rywal NahG (RnahG) okuZenih s PVY" v tockasti nekrozi (E) in treh zaporednih
ko&cCkih poleg nje (F, G in H) in zdravih kontrolah (Kontrola)
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5. RAZPRAVA

5.1. Vpliv letnega Casa na izraZanje bolezenskih znamenj

V vseh treh bioloskih ponovitvah so se na rastlinah pokazala zelo ponovljiva
bolezenska znamenja. ManjSe razlike smo ugotovili v viSini rastlin, Stevilu listov in
povrsini listne povrdine. Razlike so sovpadale z razliénimi letnimi &asi, kljub enakim
pogojem v rastni komori in kljub temu, da so rastline predhodno ze vec let rastle v tkivni
kulturi. Jesenski seriji (1. in 5. bioloSka ponovitev) sta imeli nizje rastline, z man;j listi in
manjso listho povrsino, medtem ko so bile rastline v pomladanski seriji (6. bioloSka
ponovitev) vecje. To kaze na to, da imajo rastline svoj endogeni ritem, ki ga ohranjajo,
ne glede na zunanje dejavnike.

Pri sorti Igor so se v 5. bioloSki ponovitvi bolezenska znamenja pojavila en dan prej kot
v 6. bioloSki ponovitvi. Tudi v predhodnih Studijah je bil opazen ¢asovni zamik (1 - 2
dpi) pojavljanja bolezenskih znamenj pri rastlinah iste sorte med razli¢nimi serijami
(pomladanska, poletna, jesenska) (Vozelj, 2001). Pri sorti Rywal smo opazili da so v 5.
biologki ponovitvi inokulirani listi rumeneli prej (5 dpi pri rastlinah okuzenih s PVYN™ in
PVY" in 13 dpi pri intaktnih in slepo inokuliranih rastlinah), kot v 6. bioloski ponovitvi,
kjer smo rumenenje inokuliranih listov opazili 6 dpi pri rastlinah okuzenih s PVY"™ in
PVYY in Sele 27 dpi pri intaktnih in slepo inokuliranih rastlinah. Tudi razlike v
rumenenju listov so sovpadale z letnimi Casi poskusov, pri ¢emer lahko hitrejSe
rumenenje slepo inokuliranih listov pripiSemo vplivu jeseni.

5.2.  Vpliv okuZevanja na izraZanje bolezenskih znamenj

Do razlik med serijami bi lahko prihajalo tudi zaradi inokuluma, s katerim smo okuzevali
rastline, ter zaradi nacina okuZevanja. Tema dvema vplivoma smo se izognili, kolikor je
bilo mogoce, tako, da smo za inokulat vedno uporabili enako razmerje med rastlinskim
materialom in pufrom, nismo pa imeli vpliva na to, kakSne koncentracije virusa je
vseboval izhodni rastlinski material. Pri okuzevanju smo pazili, da smo nanasali vedno
enako koli¢ino inokulata na list, za kar smo uporabljali Pasterjevo pipeto, ter da rastlin
nismo preveC poskodovali, ker prevelike posSkodbe vodijo v slabSo okuzbo. Pri
mehanskem okuZevanju moramo poSkodovati le listne laske, skozi katere nato vstopi
virus. Ce so poskodbe prevelike, poskodovani deli lista odmrejo hitreje, kot se virus
lahko v njih namnozi in razsiri po rastlini.

5.3.  Vpliv sorte na hitrost pojavljanja bolezenskih znamenj

Med sortami in genotipi, ki so razlicno ob&utljivi na PVY"™ in PVY" so bile vidne
razlike v obrambnem odgovoru.

Pri sorti Igor so se prva bolezenska znamenja (obrockaste kloroze in toCkaste nekroze)
pokazala 5 oz. 6 dpi po okuzbi s PVY"™. Sistemska znamenja okuzbe pa so se
pokazala med 7 in 13 dpi (rumenenje, odpadanje listov). Podoben odziv rastlin sorte
Igor na okuzbo s PVY"™ je bil ugotovljen tudi v predhodnih raziskavah (Baebler, 2006).
Sorta Igor je bila edina izmed preiskanih sort oziroma genotipov, ki se je na okuzbo z
virusom PVYY™ in PVYY odzvala drugade. Kljub razmeroma podobnemu
nukleotidnemu zaporediju razlickov PVY"™in PVY" (oba sta nastala z rekombinacijo iz
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razlickov PVY" in PVY©), sorta Igor pri okuzbi s PVY" ni kazala nobenih bolezenskih
Znamenj.

Sorta Desiree ni kazala bolezenskih znamenj pri izbranih razli¢kih virusa, medtem ko
so bila pri genotipu Desiree NahG bolezenska znamenja prisotna. Pri okuzbi s PVY"™
so se prva bolezenska znamenja pokazala 5 0z 6 dpi. Podobna bolezenska znamenja
je bilo opaziti tudi v drugih poskusih (Prezelj, 2008).

Pri sorti Rywal smo opazili prva bolezenska znamenja (toCkaste nekroze) 5 oz 6 dpi
tako pri rastlinah okuzenih s PVYN™ kot s PVY". Od 7 0z. 9 dpi smo opazil sistemske
znake okuzbe (rumenenje in susenje listov). Pri rastlinah sorte Rywal okuzenih s PVY"Y
in PVYN™ so opazili podobna bolezenska znamenja (Witek, 2010).

Prva bolezenska znamenja so bila pri genotipu Rywal NahG opazna 6 dpi tako pri
rastlinah okuzenih s PVY"™ kot s PVYY, kasneje smo opazili odpadanje inokuliranih
listov.

5.4. Vpliv sorte na velikost in obliko toc¢kastih nekroz

Med vsemi preiskanimi sortami in genotipi smo opazili razlike v velikosti, obliki in Stevilu
toCkastih nekroz. Opazili smo tudi, da so bile toCkaste nekroze pri genotipu Rywal
NahG vecje kot pri sorti Rywal. Predhodne raziskave genotipa Rywal NahG okuZenega
s PVY" so pokazale, da so se prvi bolezenska znamenja (totkaste nekroze na
inokuliranih listin) pokazali 6 dpi, nadalje so opazili, da so se to¢kaste nekroze vecale,
ter dosegle najvecjo velikost pri 10 dpi in so bile v primerjavi z tockastimi nekrozami pri
sorti Rywal priblizno 2x vecje (Witek, 2010).

Sorta Rywal je imela najmanjSe toCkaste nekroze od vseh preiskanih sort in genotipov,
kar bi lahko kazalo na hitrejSo reakcijo oziroma na hitrejsi in s tem u€inkovitej8i odgovor
rastlin na okuzbo z virusom, saj je bila sorta Rywal med preiskovanimi sortami oziroma
genotipi edina odporna sorta, ki s to¢kastimi nekrozami ustavi Sirjenje virusa po rastlini.
Pri ostalih preiskovanih sortah in genotipih se kljub pojavu tolkastih nekroz virus
sistemsko razsiri po rastlini.

Najvecje toCkaste nekroze smo izmerili pri genotipu Desiree NahG. Pri genotipih
Desiree NahG in Rywal NahG so primarna bolezenska znamenja in sistemska
znamenja okuzbe mocnejsa in bolj izrazita kot pri sortah Desiree in Rywal. Razlika med
temi sortami oziroma genotipi je v tem, da genotipi NahG ne morejo akumulirati
salicilne kisline. Iz tega lahko sklepamo, da ima salicilna kislina pomembno vlogo pri
obrambnem odgovoru krompirja proti PVY"™ in PVY". Prav tako je bilo dokazano, da
je vecCja obcutljivost rastlin NahG posledica pomanjkanja salicilne kisline in ne
akumulacije katehola (Halim, 2007; Witek, 2010).

5.5.  Vpliv okuzbe na izrazanje genov

Pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG smo po okuzbi s PVYY opazovali tudi izrazanje
genov krompirja in koligino virusne RNA. Koncentracija virusne RNA PVYY je bila
najvecja v vzorcih, ki so vsebovali toCkasto nekrozo. Podobno so ugotovili pri okuzbi
krompirja s PVYN™, kjer je bila ve&ja koncentracija virusa v listh s togkastimi
nekrozami kot v listih brez bolezenskih znamenj (Kogovsek, 2010).
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Najvisjo koncentracijo virusa v toCkasti nekrozi smo opazili tako pri sorti Rywal, ki je
odporna sorta, kot pri genotipu Rywal NahG, ki je dovzeten. Sklepamo lahko, da
to¢kaste nekroze, ne glede na obcutljivost sorte oziroma genotipa predstavljajo aktiven
odgovor rastline na okuzbo.

Tudi izraZanje gena za glukanazo Il je bilo najvecje v vzorcih, ki so vsebovali to¢kasto
nekrozo. Vzorec izrazanja gena za glukanazo Il je bil enak pri sorti Rywal in genotipu
Rywal NahG, medtem ko je bilo izrazanje glukanaze Il mnogo izrazitejSe pri sorti Rywal
kot pri vzorcih genotipa Rywal NahG. Ugotovljeno je bilo, da izrazanje genov za
glukanaze vpliva na koli¢ino kaloze, ki ima neposredno vlogo pri omejevanju Sirjenja
virusa po rastlini (Iglesias in Meins, 2000). Podobno je bilo ugotovljeno pri sorti Igor
okuzeni s PVYN™ (Baebler, 2006).

Izrazanje gena za Pr1b pa je imelo pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG podobno
intenziteto, vendar drugacen vzorec izrazanja. Pri sorti Rywal je bilo izrazanje najvecje
v vzorcu, ki je vseboval to¢kasto nekrozo, ter se je manjSalo z oddaljevanjem od
to¢kaste nekroze. Pri genotipu Rywal NahG pa je bilo izrazanje tega gena najvecje v
vzorcih poleg toCkaste nekroze. To lahko kaze, da pri sorti Rywal obrambni proces
poteka v sami toCkasti nekrozi in ustavi Sirjenje virusa, medtem ko se pri genotipu
Rywal NahG virus uspe razSiriti, kar lahko vpliva tudi na prostorsko razporeditev
metabolnih procesov. Witek (2010) je ugotovil, da je salicilna kislina nujna za
vzdrzevanje visoke ravni transkripcije genov PR. Ker rastline NahG ne morejo
akumulirati salicilne kKisline, je izrazanje gena PR1b pri genotipu Rywal NahG razli¢no
kot pri sorti Rywal.
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6. ZAKLJUCKI

Opazovali smo odziv rastlin sort in genotipov na dva razlicka krompirjevega virusa,
PVYN™in PVYY,

Opazovanje odgovora rastlin v ¢asu je pokazalo, da se sorte oziroma genotipi razli¢no
odzivajo na okuzbo s PVY. Sorta Igor je bila edina od preiskovanih sort oziroma
genotipov, ki je drugace odgovorila na okuzbo s PVY"™ in PVYY. Na PVY"™ je bila
zelo obcutljiva. Na inokuliranih listih je poleg toCkastih nekroz edina imela tudi
obrockaste kloroze, bolezenska znamenja pa so bila vidna tudi na neinokuliranih listih.
Po okuzbi s PVY" pa sorta Igor ni kazala nobenih bolezenskih znamen;.

Pri sorti Desiree nismo zaznali nobenih bolezenskih znamenj, medtem ko so se pri
genotipu Desiree NahG okuzbi s PVY"N™ in PVY" na inokuliranih listih pojavile tockaste
nekroze.

Tockaste nekroze so se pri razlinih sortah in genotipih razlikovale po obliki in velikosti.
Pri sorti Igor so bile toCkaste nekroze okrogle, pri genotipu Desiree NahG okrogle ali
vretenaste ter pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG pa zvezdaste. To¢kaste nekroze
so bile najvecje pri genotipu Desiree NahG, po velikosti so sledile to¢kaste nekroze pri
sorti Igor, manjSe pa so bile to¢kaste nekroze pri genotipu Rywal NahG in najmanj$e
pri sorti Rywal.

Med sortami oziroma genotipi se je razlikovalo tudi Stevilo toCkasih nekroz na list.
Najvec toCkastih nekroz na list je bilo pri sorti Rywal, po Stevilcnosti so sledile toCkaste
nekroze pri genotipu Rywal NahG. Manj to¢kastih nekroz je bilo pri genotipu Desiree
NahG, najmanj pa pri sorti Igor.

Pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG smo poleg bolezenskih znamenj, opazovali tudi
prostorsko izrazanje genov za glukanazo Il in PR1b po okuzbi s PVYY, ter koligino
virusa. Koli€ina virusa je bila najvecdja v to¢kasti nekrozi, ter se je z razdaljo od toCkaste
nekroze zmanj3evala.

Podobno izrazanje kot pri virusu smo opazili tudi pri izraZanju gena za glukanazo I, ki
je bil v toCkasti nekrozi najmoéneje izrazen, njegovo izrazanje se je od tockaste
nekroze dalje zmanjSevalo. Pri sorti Rywal in genotipu Rywal NahG je bil vzorec
izraZanja gena za glukanazo Il podoben, s tem da je bilo izraZanje tega gena pri sorti
Rywal moénejSe kot pri Genotipu Rywal NahG. izrazanje gena za PR1b pa je imelo pri
sorti Rywal in genotipu Rywal NahG podobno intenziteto, vendar pa drugacen vzorec
izrazanja. Pri sorti Rywal se je gen PR1b najmocneje izrazal v toCkasti nekrozi, pri
genotipu Rywal NahG pa v koS¢ku poleg to¢kaste nekroze.

Razlicna dovzetnost sorte Rywal in genotipa Rywal NahG na okuzbo s PVY" se
odraza tudi v izraZanju genov za glukanazo Il in PR1b.
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Priloga B
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Priloga C
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