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Z metodami funkcijske genomike smo ovrednotili vlogo z mitogeni aktiviranih
proteinskih kinaz (MAPK) v odzivu netransgenega krompirja sorte Rywal
(preobcutljivostni odziv) in transgenega NahG-Rywala (okvarjena sinteza
salicilne kisline) na okuzbo s krompirjevim virusom Y (PVY). Signalizacija
MAPK je eden klju¢nih regulatorjev odziva rastline na napad patogenov. Sprozi
se po principu kaskade, v kateri so aktivirane tri kinaze, rezultat pa je aktivacija
obrambnih genov in proteinov. Negativni regulatorji kaskade so fosfataze
MAPK. Prikazali smo filogenetske odnose krompirjevih MAPK in ortologov
modelne rastline A. thaliana in ugotovili slabso zastopanost teh genov v
krompirju. Rezultati izrazanja genov netransgenega krompirja sorte Rywal in
transgenega NahG-Rywala po okuzbi s PVY kazejo tri razlicne vzorce
izrazanja, Najpogosteje imajo geni v primerjavi s kontrolami v krompirju sorte
Rywal nizje, v krompirju NahG-Rywal pa vis§je izrazanje. Za nadaljnje
funkcijske analize smo izbrali tri diferencialno izrazene gene: MAPK kinazo 6
(MKK®6), MAPK (z ranitvijo inducirana proteinska kinaza, WIPK) in fosfatazo
MAPK 1 (MKP1). Preucevali smo tudi vpliv virusa PVY na lokalizacijo
izbranih treh proteinov. Ugotovili smo, da se protein MKK6 pod kontrolo
nativnega promotorja ob okuzbi s PVY nakopi¢i v jedru. Z metodo BiFC
(bimolekularna fluorescencna komplementacija) nismo nasli potencialnih
substratov proteina StMKKG6. Vpliv utiSanja gena StWIPK s prehodno
transformacijo rastline S. venturii na hitrost Sirjenja fluorescencno oznacenega
virusa ni vplival.
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We evaluated role of mitogen-activated protein kinases (MAPKS) in response of
non-transgenic potato cv. Rywal (hypersensitive resistance) and transgenic
NahG-Rywal (salicylic acid deficient) to Potato virus Y (PVY) infection, using
functional genomics approaches. MAPK signalling is one of the key regulators
of plant response to pathogen attack. It is triggered in a form of a cascade,
where three kinases are sequentially phosphorylated, which results in activation
of defence genes and proteins. Negative regulators of the cascade are MAPK
phosphatases. We analysed phylogenetic relationship of potato MAPKSs in
comparison to the model plant species A. thaliana and observed poorer
representation of MAPKs in potato. The expression results of the non-
transgenic potato cv. Rywal and transgenic NahG-Rywal in defence response
against PVY show three different expression patterns. Most commonly, the
genes are repressed in Rywal and induced in NahG-Rywal. We selected three
differentially expressed genes for further functional analysis: MAP kinase
kinase 6 (MKKG6), MAP kinase (wound-induced protein kinase, WIPK) and
MAP kinase phosphatase 1 (MKP1). Protein StMKK®, under the control of its
native promoter, accumulated in nucleus after the infection. Using bimolecular
fluorescent complementation (BiFC), we did not find any substrates of StMKKG6
protein. Additionally, silencing of StWIPK in the transiently transformed plants
of S. venturii did not have any effect on the spread of the GFP-marked PVY.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

6K1 — prvi protein, z velikostjo 6 kDa (first 6 kDa protein)

6K2 — prvi protein, z velikostjo 6 kDa (second 6 kDa protein)

ATP — adenozin tri fosfat (adenosine triphosphate)

Avr — avirulencni (gen)

bp - bazni par (base pair)

BiFC — bimolekularna fluorescen¢na komplementacija (bimolecular fluorescent
complementation)

BSA — goveji serumski albumin (bovine serum albumine)

CaMK — od Ca?*/kalmodulina odvisna proteinska kinaza (Ca®*/calmodulin-dependent
protein kinase)

CaMV — mozaicni virus cvetace (cauliflower mosaic virus)

CcDNA - komplementarna DNA (complementary DNA)

CFP — modri fluorescenéni protein (cyan fluorescent protein)

CI — citoplazemski inkluzijski protein (cytoplasmic inclusion protein)

CMV - virus mozaika kumar (cucumber mosaic virus)

CP — plas¢ni protein (coat protein)

Cq - cikel PCR v realnem c¢asu, kjer fluorescenca preseze nastavljeni prag

CTRL1 — gen konstitutivnega trojnega odgovoral (constitutive triple response 1)
EDRL1 — gen povecane odpornosti na bolezni 1 (enhanced disease resistance 1)
cv. — sorta (cultivar)

ddH,0 — bidestilirana voda

DAMP — molekulski vzorec, povezan s poskodbo (damage-associated molecular
pattern)

DNA - deoksiribonukleinska kislina (deoxiribonucleic acid)

dpi — dni po okuzbi (days post infection)

DsPTP — dvojnospecifi¢na proteinska tirozinska fosfataza (dual specificity protein
tyrosine phosphatase)

dsRNA — dvojnovijaéna RNA (double-stranded RNA)

ER — ekstremna rezistenca (extreme resistance)

ETI —z efektorji sprozena imunost (effector-triggered immunity)

GFP — zeleni fluorescencni protein (green fluorescent protein)

HC/HC-Pro — proteinaza s pomozno komponento (helper component)

HR - preobcutljivostni odgovor (hypersensitive resistance)

INA - 2,6-dikloro-izonikotinska kislina (2,6-dichloroisonicotinic acid)

IBR — indol-3-butiri¢na kislina-odzivna fosfataza (indole-3-butyric acid-response
phosphatase)

JA — jasmonska kislina (jasmonic acid)

MAPK - z mitogeni aktivirana proteinska kinaza (mitogen-activated protein kinase)

Xl
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MKK - MAP kinaza kinaza

MKKK - MAP kinaza kinaza kinaza

MEKK - podskupina MAP kinaz kinaz kinaz

MKP — fosfataza MAP kinaz

MRNA - informacijska RNA (messenger RNA)

NahG — salicilat-hidroksilaza (salicylate hydroxylase)

Nla —mali jedrni inkluzijski protein (small nuclear inclusion protein)

NIb — veliki jedrni inkluzijski protein (large nuclear inclusion protein)
NO — dusikov monoksid

NPR1 — angl. »nonexpresser of PR genes 1«

P1 — prvi protein (first protein)

P3 — tretji protein (third protein)

PAMP — s patogenom povezan molekulski vzorec (pathogen-associated molecular
pattern)

PCR - verizna reakcija s polimerazo (polimerase chain reaction)

PHS1 — propizamid-preobcutljivostna fosfataza 1 (propyzamide hypersensitive
phosphatase 1)

PR — s patogenezo povezan (pathogenesis-related)

PRR — receptor za prepoznavo vzorcev (pattern recognition receptor)
PTGS — posttranslacijsko utisanje gena (post-translational gene silencing)
PTI —s PAMP-i sprozena imunost (PAMP-triggered immunity)

PTK — tirozinska proteinska kinaza (protein tyrosine kinase)

PTP — proteinska tirozinska fosfataza (protein tyrosine phosphatase)
PSTP — serinsko-treoninska fosfataza (serine-threonine phosphatases)
PVY - krompirjev virus Y (Potato virus Y)

PVYN™ - nekrotiéni razli¢ek krompirjevega virusa Y

RAF — podskupina MAP kinaz kinaz kinaz

RFP — rdeci fluorescencni protein (red fluorescent protein)

RISC kompleks — RNAi kompleks za utiSanje (RNAI silencing complex)
RNA - ribonukleinska kislina (ribonucleic acid)

ROS — aktivni kisikovi radikali (reactive oxygen species)

R protein — rezisten¢ni protein (resistance protein)

gPCR — verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (quantitative polymerase chain
reaction)

SA - salicilna kislina (salicylic acid)

SAG - O-f-glukozid

SAR - sistemsko pridobljena rezistenca (systemic acquired resistance)
SIPK — proteinska kinaza, ki jo inducira salicilna kislina (salicylic acid-induced protein
kinase)

SiIRNA — mala interferenéna RNA (small interfering RNA)

SSRNA — enovija¢na RNA (single-stranded RNA)

X1
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TAE - raztopina Trisa, acetata in EDTA

TE — raztopina Trisa in EDTA

Tm - temperatura, pri kateri se 50% molekul dvoverizne DNA razpre (melting
temperature)

TRV - virus tobacnega mozaika (Tobacco rattle virus)

YFP — rumeni fluorescencni protein (yellow fluorescent protein)

VIGS - uti$anje gena, inducirano z virusom (virus induced gene silencing)

Vpg - protein, povezan z genomom virusa (viral protein genome-linked)

WIPK - z ranitvijo inducirana proteinska kinaza (wound-induced protein kinase)

Standardne kratice za nukleinske baze:
A - adenin
C - citozin

G - gvanin
T —timin

Standardne enoc¢rkovne in triérkovne kratice za aminokisline:

A Ala alanin

R Arg arginin

N Asn asparagin

D Asp asparaginska kislina
C Cys cistein

E Glu glutaminska kislina
Q GIn glutamin

G Gly glicin

H His histidin

I lle izolevcin

L Leu levcin

K Lys lizin

M Met metionin

F Phe fenilalanin

P Pro prolin

S Ser serin

T Thr treonin

W Trp triptofan

Y Tyr tirozin

Vv Val valin

XV
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1UVvOD

Rastline so v okolju podvrzene biotskim in abiotskim stresnim dejavnikom. Biotske
stresne dejavnike predstavljajo herbivori ter rastlinski patogeni, kot so virusi, glive in
bakterije. Glede na tip patogena so rastline na okuzbo obcutljive ali odporne. V obeh
primerih so ti odzivi zelo kompleksni, saj vkljuCujejo preplet signalnih poti (Baena-
Gonzalez in Sheen, 2008).

Ena pomembnejsih interakcij med patogenom in rastlinskim gostiteljem, ki jih je
pomembno razumeti, je tudi povezava med krompirjevim virusom Y (PVY) in
njegovim rastlinskim gostiteljem krompirjem (Solanum tuberosum), saj je PVY
ekonomsko najpomembnejsi krompirjev virusni patogen in je razsirjen po vsem svetu
(Pompe-Novak in sod., 2005). Ker je krompir tretja ekonomsko najpomembnejsa
kulturna rastlina na svetu, je razumevanje poteka okuzbe in odziva gostitelja na okuzbo
zelo pomembno, saj pripomore k razvoju rastlin, ki so bolj odporne na virus.

Krompirjev virus Y uvr§¢amo v druzino Potyviridae in obsega ve¢ razlickov, najbolj
agresiven je PVYN™. Nekaj dni po okuzbi se na listih ob&utljive sorte krompirja
pojavijo primarni simptomi, ki se izrazijo kot kloroze in nekroti¢ne lise. Kasneje, ko se
virus razsiri po celotni rastlini, se pojavijo $e sistemski simptomi, med drugim tudi
obrockaste nekroze gomoljev. Bolezen so prvi¢ opisali na Madzarskem, konec 80-ih pa
je povzrocila hudo epidemijo tudi v Sloveniji (Kus, 1995). Odporne sorte krompirja se
pred virusom obranijo s t.i. preobcutljivostnim odgovorom, kar je simptomaticno
opazno kot lezije na povrSini listov, virus pa se izven teh nekroz ne $iri naprej
(Desender in sod., 2007). S tovrstnim mehanizmom se pred okuzbo s PVY brani tudi
krompir sorte Rywal, medtem ko je transgeni krompir NahG-Rywal, z okvarjeno
sintezno potjo salicilne kisline, na okuzbo obcutljiv (Baebler in sod., 2014). Obcutljive
sorte se pred sistemsko okuzbo ne uspejo braniti in zbolijo.

V odziv krompirja na okuzbo je vkljuc¢en Sirok spekter obrambnih molekul, ki se
sintetizirajo kot rezultat zapletenega sistema signalnih poti. Med tovrstne komponente
signalizacije Stejemo tudi signalizacijo s kaskadami od mitogenov odvisnih proteinskih
kinaz (MAPK) in z njimi povezano aktivacijo sinteze rastlinskih obrambnih hormonov
(Meng in Zhang, 2013).

MAPK so specifi¢éna in tekom evolucije zelo ohranjena skupina proteinskih kinaz,
signal pa se obicajno prenasa v obliki kaskade (Hamel in sod., 2006). MAPK kaskade
lahko zasledimo v skoraj vseh evkariontskih organizmih in se izrazajo v vecini tkiv. V
rastlinah regulirajo odzive na okuzbo s patogeni, Skodljivci, odzive na abiotski stres,

procese normalne celi¢ne rasti, delitve, diferenciacije in celicne smrti (Rodriguez in
sod., 2010).
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MAPK kaskado sestavljajo tri zaporedno aktivirane proteinske kinaze, na dnu kaskade
pa zadnja MAPK fosforilira transkripcijske faktorje, ostale kinaze ali druge encime
(Bardwell in Shah, 2006). Negativni regulatorji MAPK kaskad so fosfataze MAPK, Ki
substratu odvzamejo fosfat (Theodosiou in Ashworth, 2002). V signalizacijo z MAPK
se lahko vkljuéijo tudi efektorji patogenov, ki regulirajo kaskado in vplivajo na potek
signalizacije na razli¢nih stopnjah prenosa signala (Colcombet in Hirt, 2008).

V odzivu rastline na okuzbo so najbolj aktivne naslednje MAPK: MAPKS, -4, in -6 ter
MKK1, -2, -4 in -5. Te MAPK so osrednji faktorji signalizacije tako v biotskem kot v
abiotskem stresu (Rodriguez in sod., 2010). Najve¢ modulov MAPK in informacij o
njihovi regulaciji je znanih za odzive na glivne, oomicetne ali bakterijske patogene,
medtem ko je podatkov o odzivu na okuZzbe z virusi bistveno man;.

Katere in kaks$no vlogo imajo MAPK v odzivu rastline na okuzbo s PVY doslej Se ni
bilo raziskano. Namen tega doktorskega dela je raziskati viogo MAPK v krompirju, Ki
se na okuzbo s PVY odzove s preobcutljivostnim odzivom in s pomocjo prehodne
transformacije rastlin preuciti vlogo izbranih genov v tem odzivu.

1.1 CILJI DOKTORSKE NALOGE

e Preuciti dinamiko izrazanja MAPK Vv preobcutljivostnem odzivu krompirja na
okuzbo s PVY ter izbrati nekaj genov za nadaljnje funkcijske Studije.

e Analizirati zastopanost izbranih genov v genomu krompirja in v drugih
rastlinskih vrstah.

e Preuditi odziv izbranih MAPK in fosfataz MAPK na razli¢ne okoljske strese.

e Preuciti vpliv okuzbe s PVY na lokalizacijo preuc¢evanih MAPK in fosfataz
MAPK.

e Na gensko spremenjenih sortah krompirja z zmanj$anim izrazanjem gena
StWIPK (angl. »wound-induced protein kKinase«) preveriti, ali je mogoc¢e na tak
nacin povecati odpornost obc¢utljivih sort na okuzbo s PVY.

1.2 HIPOTEZE

Rastline reagirajo na biotske in abiotske stresne dejavnike z aktivacijo signalnih poti
MAPK in drugih efektorjev. Spremembe v izrazanju MAPK so odkrili tudi v odzivu
rastlin na okuzbo z rastlinskimi virusi, vendar pa vkljucitev signalizacije MAPK v odziv
krompirja na okuzbo s krompirjevim virusom Y doslej Se ni bila raziskana.
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Aktivacija MAPK je klju¢en dejavnik signalizacije rastlin pri obrambi pred
patogeni. Tudi v odzivu krompirja na okuzbo s PVY pricakujemo dinamicen
odziv MAPK in predvidevamo, da so diferencialno izrazene MAPK v krompirju
po okuzbi del gostiteljevega preobcutljivostnega odgovora.

Rezultat u¢inkovitega obrambnega odziva je hitra prepoznava patogena in hiter
odziv z regulacijo prepisovanja obrambnih genov. Predvidevamo, da okuzba s
PVY vpliva na spremembo lokalizacije MAPK oziroma MAPK fosfataz.

Povecanje ali zmanjSanje izrazanja klju¢nih obrambnih genov lahko vodi v
ucinkovitej$i odgovor rastline na okuzbo ali celo do odpornosti. Predvidevamo,
da zmanjSanje izrazanja klju¢nih komponent obrambe vpliva na hitrost Sirjenja
virusa po transgeni rastlini.



Lazar A. Vloga genov... pri okuzbi krompirja (Solanum tuberosum L.) s krompirjevim virusom Y.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2 PREGLED OBJAV

2.1 DRUZINA PROTEINSKIH KINAZ

Fosforilacija proteinov je proces, s pomocjo katerega poteka znotrajceli¢na
komunikacija in drugi kompleksni procesi. Vsi procesi fosforilacije v evkariontih
potekajo znotraj velike druzine proteinov, proteinskih kinaz (Manning in sod., 2002).
Evkariontske proteinske kinaze definiramo kot skupino encimov, ki uporabljajo y-fosfat
iz adenozin tri fosfata (ATP) za fosforilacijo serinskih, treoninskih ali tirozinskih
ostankov proteinov. Proteinskim kinazam je skupna protein-kinazna domena, dolga
dvesto petdeset do tristo amino kislin in odgovorna za prenos fosfata (Hanks in Hunter,
1995). Ob objavi genoma modelne rastline Aarabidopsis thaliana L. So identificirali
preko tiso¢ proteinskih kinaz (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Analiza
¢loveskega genoma pa je razkrila petsto osemnajst proteinskih kinaz (Manning in sod.,
2002). Proteinske kinaze tako kodira 1-2 % vseh funkcionalnih genov, kar kaze na
pomembnost te skupine proteinov v celiéni regulaciji evkariontov. V rastlinah so
proteinske kinaze komponente mnogih signalnih poti, kot je odziv na biotski stres,
svetlobo, rastlinske hormone in okoljske spremembe. Imajo tudi vlogo pri regulaciji
cirkadianega ritma, celicnega cikla, razvojnih procesov, znotrajcelicCnem in
medceli¢nem transportu in regulaciji celicnega metabolizma (Lehti-Shiu in Shiu, 2012).
V rastlinah je priblizno petkrat ve¢ proteinskih kinaz kot v kvasovki (Saccharomyces
cerevisiae) in dva- do trikrat ve¢ kot v drugih evkariontskih organizmih, vkljuéno s
sesalci. Rastlina A. thaliana pa v rastlinskem kraljestvu niti ne spada med vrste z najvec
geni za proteinske kinaze; od vseh doslej sekvenciranih rastlinskih genomov sta riz in
topol vrsti z najve¢ proteinskimi kinazami; imata jih namre¢ preko tiso¢ petsto (Ding in
sod., 2009; Lehti-Shiu in sod., 2009; Shiu in sod., 2004). Glavni mehanizem ekspanzije
proteinskih kinaz v rastlinah v primerjavi z drugimi evkarionti so tandemske podvojitve
in podvojitve genoma (Zhang, 2003).

Proteinske kinaze so razdeljene na tiste, ki fosforilirajo serin in/ali treonin ter na tiste, Ki
fosforilirajo tirozin. Na osnovi filogenetske analize je druzina rastlinskih proteinskih
kinaz razdeljena v pet skupin: (a) skupina »AGC« (cikli¢ne nukleotidno-odvisne kinaze
in kalcij-fosfolipidno odvisne kinaze), (b) skupina »CaMK« (od kalcija/kalmodulina
odvisne proteinske kinaze in SNFI/AME aktivirane proteinske kinaze), (c) skupina
»CMGC« (ciklinske kinaze, MAPK, GSK-3 in CKII kinaze), (d) skupina »PTK«
(tirozinske proteinske kinaze), (e) ostale proteinske kinaze (RLK, CTR1, Tsl) (Hanks in
Hunter, 1995).
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2.1.1 MAPK

Od mitogenov odvisne proteinske kinaze (MAPK) so evolucijsko ohranjene
signalizacijske molekule v vseh evkariontih. Njihova osnovna funkcija je prenos
zunajcelicnega signala preko membranskih receptorjev v notranjost celice vzdolz
kaskade MAPK in regulacija celi¢nega odziva na okoljske spremembe. Rastlinske
MAPK imajo klju¢no vlogo pri regulaciji razvojnih procesov in odziva na stres,
vklju¢no z odzivom na okuzbo s patogeni, ranitvijo, temperaturnim stresom, suso,
slanostjo, UV sevanjem, ozonom in aktivnimi Kkisikovimi radikali (Meng in Zhang,
2013).

V splosnem modelu kaskade MAPK se kaskada za¢ne z aktivacijo najvisje kinaze v
kaskadi, MAPK kinaze kinaze (MKKK), ki jo s fosforilacijo aktivira membranski
receptor. MKKK nadalje fosforilira mesto serina ali treonina v MAPK kinazi (MKK) in
sicer na S/T-X3-5-S/T aminokislinskem motivu. MKK aktivira spodnjo MAPK s
fosforilacijo treonina in tirozina na ohranjenem T-X-Y motivu aktivacijske zanke
(Rodriguez in sod., 2010). Aktivirana MAPK prenese signal naprej, do drugih
proteinskih kinaz, elementov citoskeleta, ribosomskih proteinov ali transkripcijskih
faktorjev.

Rastline imajo vzdolz celotnega rastlinskega kraljestva zelo razli¢no Stevilo MAPK.
Stevilo je vedje predvsem pri kopenskih rastlinah, saj se je kompleksnost signalizacije
ob prehodu rastlin na kopno precej povecala, v prvih vaskularnih rastlinah (Selaginella
moellendorfii), v mahovih (Physcomitrella patens) in vse do cvetnic (Robert Déczi in
sod., 2012).

Genom modelne rastline A. thaliana kodira 60 MKKK, 10 MKK in 20 MAPK
(Ichimura in sod., 2002). Vsaka izmed MKKK ali MKK lahko aktivira ve¢ razli¢nih
substratov, zato je mozno Stevilo modulov MAPK veliko. Tako je signalizacija
organizirana v ve¢ tiso¢ specifi¢nih kombinacij MKKK-MKK-MAPK z dolo¢eno mero
redundantnosti. Da ne prihaja do navzkrizne aktivacije pa so posamezne komponente
strogo regulirane (Andreasson in Ellis, 2010).

Skupina MKKK je razdeljena v dve veliki podskupini: MEKK in RAF. V rastlini A.
thaliana je 10 predstavnikov druzine MEKK, medtem ko imajo zgodnejse rastline, kot
so vrste iz rodu Physcomitrella in Selaginella, od Sest do osem predstavnikov. MEKK
sodelujejo pri MAPK signalizaciji, kjer aktivirajo spodnje MKK. Gen AtMEKK1 je
najbolj preucevana rastlinska MKKK. Vkljucena je v signalizacijo odziva na suso in
slanost (Teige in sod., 2004) ter v signalizacijo imunskega odziva (Su in sod., 2013;
Suarez-Rodriguez in sod., 2007). lzmed kinaz RAF pa sta najbolj preucevani kinazi
CTR1 in EDR1, za kateri je znano, da sodelujeta pri signalizaciji etilena med
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obrambnim odzivom, vendar ne kot del MAPK kaskadne signalizacije (Huang in sod.,
2003; Kieber in sod., 1993).

MKK so v rastlini A. thaliana razdeljene v Stiri skupine na osnovi sekvencne
podobnosti: A (MKK1, -2 in -6), B (MKK3), C (MKK4 in -5) in D (MKK?7, -8, -9 in -10)
(Hamel in sod., 2006; Ichimura in sod., 2002). AtMKK1 in -2 aktivirata AtIMAPK4 pri
odzivu na mraz, slanost in odzivu na patogene (Qiu in sod., 2008; Teige in sod., 2004).
AtMKKG6 sodeluje pri citokinezi in regulaciji celi¢nega cikla (Takahashi in sod., 2010).
AtMKKS aktivira AtMAPKG6 pri regulaciji jasmonske kisline (JA) (Takahashi in sod.,
2007a) in je vkljuCena v odziv na patogene (Ddczi in sod., 2007); povecano izraZanje
AtMKK3 vodi do izrazitejse odpornosti na sol in povecane obcutljivosti na abscizinsko
kislino (Hua in sod., 2006). AtMKK4 in -5 aktivirata AtMAPK3 in -6 v regulaciji
rastlinskega razvoja in obrambe pred patogeni (Asai in sod., 2002; Cho in sod., 2008;
Meng in Zhang, 2013). AtMKK9 je vklju¢ena Vv signalizacijo etilena (Yoo in sod.,
2008), senescenco listov (Zhou in sod., 2009), AtMKK7 pa sodeluje pri rastlinski
bazalni in sistemski rezistenci (Zhang in sod., 2007).

Skupina MAPK je razdeljena v stiri podskupine (A-D); pri skupinah A, B in C je
fosforiliran aminokislinski motiv TEY, pri skupini D pa motiv TDY (Ichimura in sod.,
2002). Skupina A vkljucuje dve najbolj preuc¢evani MAPK: MAPK3 in MAPKG®.
Vklju€eni sta v razvojne procese ter v odziv na abiotske in biotske strese (Beckers in
sod., 2009; Mauller in sod., 2010; Wang in sod., 2007).

Na koncu MAPK kaskade MAPK nadalje aktivirajo transkripcijske faktorje (WRKY,
EIN3, ERF104, VIP1, SPEECHLESS, ACS6), elemente citoskeleta ali druge encime
(Andreasson in Ellis, 2010).

2.2 FOSFATAZE MAPK

Pri signalizaciji MAPK je odziv celice odvisen od jakosti in trajanja aktivacije MAPK,
ki pa je pogojena z defosforilacijo kaskadnih komponent. To regulirajo fosfataze
MAPK, podskupina dvojno specificnih fosfataz, ki so negativni regulatorji MAPK.
Regulatorno vlogo imajo v mnogih celi¢nih procesih, kot je na primerbreorganizacija
citoskeleta ter tudi v odzivu na stres in v signalizaciji z rastlinskimi hormoni (Bartels in
sod., 2010). MAPK deaktivira odvzem fosfata (defosforilacija) na treoninu in/ali
tirozinu v aktivacijskem mestu. To funkcijo v rastlinah opravljajo proteinske tirozinske
fosfataze (PTP), serinske treoninske fosfataze (PSTP) ali dvojnospecifi¢ne (Ser/Thr in
Tyr) fosfataze (DSP) (Keyse, 2008). Ker je za popolno deaktivacijo MAPK proteinu
treba odvzeti oba fosfata, so dvojno specificne fosfataze MAPK (MKP)
najpomembnejsa skupina negativnih regulatorjev signalizacije MAPK (Camps in sod.,
2000; Theodosiou in Ashworth, 2002). Rastlina A. thaliana ima pet dvojno specifi¢nih
fosfataz MAPK: dvojno specificna proteinska tirozinska fosfataza 1 (DsPTP1),
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fosfataza MAPK 2 (MKP2), indol-3-butiri¢na kislina-odzivna fosfataza 5 (IBR5),
propizamid-preobcutljiva fosfataza 1 (PHS1) in fosfataza MAPK 1 (MKP1) (Gupta in
sod., 1998; Lee in Ellis, 2007; Lee in sod., 2009).

DsPTP1 je edina fosfataza, katere aktivnost Se ni bila dokazana in vivo. In vitro
deaktivira MAPK4 (Gupta in sod., 1998), njeno izrazanje pa preko kalmodulina regulira
kalcij (Yoo in sod., 2004). MKP2 je pozitivni regulator oksidativnega stresa v kriznicah
in in vitro defosforilira MAPKS3 in -6 v odzivu na ozon (Lee in Ellis, 2007). IBR5 je
pozitivni regulator odzivov na avksin in abscizinsko kislino (Monroe-Augustus in sod.,
2003; Strader in sod., 2008). Edini znani substrat proteina IBR5 je AtMAPK12, ki je
negativni regulator signalizacije avksina (Lee in sod., 2009). Fosfataza PHS1 je
vklju€ena v organizacijo mikrotubulov (Naoi in Hashimoto, 2004) in defosforilira
MAPK12 in -18 (Walia in sod., 2009). PHS1 je tudi negativni regulator signalizacije z
abscizinsko kislino (Quettier in sod., 2006). Fosfataza MKP1 je vklju¢ena v odziv na
razlicne okoljske strese, kot so UV sevanje, slanost, ranitev in odziv na okuzbo s
patogeni (Bartels in sod., 2009; Kalbina in Strid, 2006; Katou in sod., 2005a; Seo in
sod., 2007; Ulm in sod., 2001; Ulm in sod., 2002).

Poleg tega Se dve skupini fosfataz negativno regulirata MAPK: PP2C serin-treonin
proteinske fosfataze in protein tirozin fosfataze (PTP).

Ker stevilo MAPK mo¢no presega Stevilo fosfataz MAPK, lahko en tip fosfataze
defosforilira ve¢ MAPK oyiroma nasprotno lahko eno MAPK deaktivira ve¢ razli¢nih
fosfataz. Kljub temu je do sedaj znanih le pet interakcij MAPK z dvojno specificnimi
fosfatazami.

2.3 RASTLINSKI IMUNSKI SISTEM

Pri rastlinah poznamo dva osnovna mehanizma obrambe pred patogeni (patogeni virusi,
bakterije, glive in oomicete): imunost, ki jo sprozijo s patogenom povezani molekulski
vzorci ali PTI (angl. »pathogen-associated molecular pattern«, PAMP; angl. »PAMP-
triggered immunity«, PTI) oziroma bazalna imunost ter z efektorji sprozena imunost
(angl. »effector-triggered immunity«, ETI). Prvi mehanizem temelji na prepoznavi s
patogeni povezanih molekulskih vzorcev preko transmembranskih receptorjev PRR
(angl. »pattern recognition receptor«). Po rastlinski prepoznavi specificnega PAMP-a
(npr. bakterijski flagelin, lipopolisaharidi, elongacijski faktor Ef-Tu, peptidogligani,
hitin) se sprozi produkcija aktivnih kisikovih radikalov, spremembe zunajceli¢cnega pH
v bazi¢no in fosforilacija s povezano regulacijo genov, ki omeji rast patogena (Gomez-
Gbmez in sod., 1999; Rasmussen in sod., 2012; Zipfel in sod., 2006). PTI oziroma
bazalna odpornost je SibkejSa kot ETI in kljubuje SibkejSim patogenom. Nekateri
patogeni v celice gostiteljske rastline spro$¢ajo tudi efektorske proteine, ki pa jih
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rastline v procesu ETI prepoznajo z rezisten¢nimi proteini (proteini R). Tovrstni
imunski odziv poteka znotraj celice in rezultat je odpornost na bolezen in
preobcutljivostni odgovor (angl. »hypersensitive resistance«, HR).

Preobcutljivostni odgovor se izraza kot lokalna celicna smrt z vidnimi nekrozami na
mestu vdora mikroorganizma. Na molekulskem nivoju tovrstni odgovor spremlja vdor
kalcija v celico, porast koncentracije aktivnih kisikovih radikalov, signalizacija z
dusikovim oksidom ter sinteza salicilne kisline (SA), kar vodi v programirano celi¢no
smrt (Mur in sod., 2008). Del preobcutljivostnega odgovora so tudi interakcije med
proteini R gostitelja in avirulen¢nimi proteini (avr) patogena. Od nekaj ur do ve¢ dni po
razvoju HR neinokulirani deli rastline pogosto izrazajo povecano koli¢ino proteinov PR
(angl. »pathogenesis-related protein«), kar sprozi razvoj dolgo trajajoCe in
Sirokospektralne sistemske rezistence SAR (angl. »systemic acquired resistance«) (Vlot
in sod., 2009). Fenotip in ¢asovni okvirji razvoja preobcutljivostnega odgovora lahko v
odvisnosti od kombinacije rastlinskega gostitelja in tipa patogena precej variirajo
(Holub in sod., 1994; Krzymowska in sod., 2007). Razlike so posledica razli¢nih
mehanizmov okuzbe s patogeni (oomicete, glive, bakterije ali virusi).

Sistemska odpornost je induciran, Siroko spektralen imunski odziv rastline, nespecificen
za tip zacetne okuzbe. Patogen, ki na mestu okuZzbe sprozi programirano celi¢no smrt,
lahko sprozi SAR s pomocjo serije signalov, akumulacije SA in sinteze PR proteinov.
Posledi¢no je celotna rastlina zasc¢itena za obdobje enega tedna ali vec¢ih mesecev. SAR
se lahko z epigenetskimi spremembami celo prenasa na potomce. Glavni regulator SAR
v rastlini A. thaliana je gen NPR1 (angl. »nonexpresser of PR genes 1«), ki ga
neposredno regulira SA (Fu in Dong, 2013).

Eden od signalizacijskih mehanizmov rastlinske obrambe pred okuzbo je utiSanje
virusne RNA, mehanizem, ki omeji sintezo, stabilnost in prepisovanje RNA molekul.
Utisanje RNA deluje tar¢no in je specificno za dolo¢eno sekvenco RNA. Ta mehanizem
zniza nivo izraZzanja genov na tri nacine: z razgradnjo transkriptov oziroma mRNA,
inhibicijo translacije mMRNA in metilacijo DNA (Carr in sod., 2010). Utisanje RNA ima
vlogo pri signalizaciji SA pri obrambi rastline pred virusno okuzbo in pri inhibiciji
izrazanja virusnih genov ter pomnozevanju med preobc¢utljivostnim odzivom. Tovrstni
mehanizem je aktiven tudi med ohranjanjem bazalne odpornosti na PVY
(Rakhshandehroo in sod., 2009).

Rastline sintetizirajo male RNA, ki so komplementarne sekvenci taréne RNA.
Mehanizem utiSanja genov z regulacijo RNA imenujemo tudi post-transkripcijsko
utisanje genov (PTGS). Sprozitelj PTGS v gostiteljski rastlini je dsRNA, ki je
podvojena iz virusne ssSRNA. dsRNA cepijo »Dicer« proteini na krajSe fragmente -
siRNA (mala interferencna RNA), dolge 21-24 nukleotidov. Te so kot enovijacne
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molekule vklju¢ene v RISC kompleks (angl. »RNAIi silencing complex«), ki
prepoznava in uni¢uje RNA, komplementarno siRNA. To utiSanje se nadalje sistemsko
Siri po rastlini (Becker in Lange, 2010).

Naravna selekcija pa v oboroZeni vojni z gostiteljem usmerja patogene, da zaobidejo
rastlinski obrambni sistem tako, da spremenijo svoje efektorske proteine do te mere, da
jih rastlinski receptorji ne prepoznajo ve¢ ali kako drugace zavrejo rastlinski obrambni
sistem (Jones in Dangl, 2006). Tako se mora gostiteljski odziv ETI vzpostaviti ponovno.

2.4 SALICILNA KISLINA

Salicilna kislina je v rastlinah sintetizirana spojina s fenolnim obro¢em in hidroksilno
skupino (Halim in sod., 2006). V rastlinah je vkljucena v vec razli¢nih procesov: kalitev
semen, razvoj mlade rastline, celi¢no rast, respiracijo, zapiranje listnih rez, senecscenco,
odziv na abiotske strese, termotoleranco, nodulacijo v strocnicah, zorenje semen,
termogenezo in je klju¢na za imunski odgovor na napad patogenov (Vlot in sod., 2009).

Salicilno kislino lahko rastlina sintetizira po dveh encimskih poti, obakrat preko
metabolita horizmata (Wildermuth, 2006). Horizmat je lahko pretvorjen v SA preko
vmesnih intermediatov benzoata ali kumari¢ne kisline ali pa je lahko pretvorjen v SA
preko izohorizmata (Wildermuth in sod., 2001). Vec¢ino SA, ki se sintetizira v rastlini,
pretvori encim SA glukoziltransferaza v SA O-f-glucozid (SAG) (Dean in Mills, 2004;
Dean in sod., 2005). Sinteza SA najverjetneje poteka v kloroplastih (Garcion in sod.,
2008), SA glukoziltransferaza pa se nahaja v citoplazmi. SA O-f-glucozid se aktivno
transportira iz citosola v vakuolo, kjer sluzi kot zaloga in se lahko pretvarja nazaj v SA
(Dean in sod., 2005).

Salicilna kislina je kljuéni regulator rastlinske odpornosti na glive, bakterije in viruse.
Tretiranje rastlin s SA inducira izrazanje genov PR in posledi¢no vzpostavi odpornost
na virusne, bakterijske in glivne patogene v gostiteljski rastlini. Poleg tega sproZi prepis
istih genov, ki so aktivni tudi med sistemsko rezistenco (Vlot in sod., 2009).

Pri preucevanju vloge SA v rastlinski obrambi se uporabljajo transgene rastline z
okvarjeno sintezno potjo SA. To so rastline z vnesenim bakterijskim genom NahG, ki
kodira protein salicilat-hidroksilazo. Ta encim metabolizira SA do neaktivnega katehola
in tako preprecuje akumulacijo aktivne SA v transgeni rastlini (Halim in sod., 2007). Po
okuzbi s patogenom takSne rastline niso sposobne vzpostaviti u¢inkovitega obrambnega
sistema, kot je sistemska odpornost, ali prepisati gene PR, zato so bolj obcutljive na
patogene (Gaffney in sod., 1993). Po tretiranju NahG transgenih rastlin z analogom SA,
2,6-dikloro-izonikotinske kisline (INA), pa se rastlinam povrne zmoznost sistemske
odpornosti in prepisovanja genov PR (Vernooij, 1995).



Lazar A. Vloga genov... pri okuzbi krompirja (Solanum tuberosum L.) s krompirjevim virusom Y.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Indukcija genov s signalizacijo SA je lahko hitra, v roku 30-ih minut (Horvath in sod.,
1998) ali kasnejsa, preko indukcije gena PR-1 (Lebel in sod., 1998). Promotor gena PR-
1 vsebuje regulatorne domene za vezavo transkripcijskega faktorja TGA (Lebel in sod.,
1998), ki je poleg proteinov WRKY, ERF in R2R3-MYB eden najpomembnejsih
transkripcijskih faktorjev v regulaciji SA (Eulgem, 2005; Kesarwani in sod., 2007).

Znano je, da je SA vkljucena tudi v navzkrizno signalizacijo z drugimi rastlinskimi
hormoni. Najbolje raziskana je navzkrizna signalizacija SA in jasmonske kisline (JA).
Oba hormona sta vkljuena v obrambo pred patogeni, vendar sta specializirana za
razli¢ne strategije Skodljivcev; signalizacija SA se prednostno sprozi pri obrambi pred
biotrofnimi patogeni in virusi, medtem ko signalizacija JA rastlino sc¢iti pred
nekrotrofnimi patogeni in zuzelkami (Pieterse in sod., 2012). Glavna negativna
regulacija poteka s strani JA proti SA (Glazebrook in sod., 2003). Rezultat vzajemnega
u¢inkovanja SA in JA je optimiziran imunski odgovor na specifi¢ni patogen. Ob okuZzbi
rastline z bakterijo Pseudomonas syringe sta v zacetnih fazah imunskega odgovora
stimulirana oba hormona (Spoel in sod., 2003), vendar v naravi rastlini vedno grozi ve¢
kot en sam S$kodljivec, vsak s svojim nac¢inom okuZzbe oziroma napada. Zato je
prilagoditev rastline na tip patogena z vzajemno komunikacijo SA in JA smiselna, saj
lahko tako prilagodi signalizacijo glede na tip patogena (Pieterse in sod., 2012).

Poleg povezanosti signalnih poti SA z JA pa je signalizacija SA povezana tudi z
drugimi rastlinskimi hormoni; giberelinska kislina vpliva na ravnovesje med SA in JA v
imunskem odzivu (Navarro in sod., 2008). Rastni hormon avksin povefa dovzetnost
rastline za okuzbo s patogenom, SA pa ga zavira (Wang in sod., 2007). Tudi
abscizinska kislina je vklju€ena v signalizacijo SA. Primarno regulira odziv na abiotski
stres, vendar tudi signalizacijo med SA in JA v odzivu na biotski stres (Mauch-Mani in
Mauch, 2005).

2.5 MAPK VKLJUCENE V RASTLINSKI OBRAMBNI SISTEM

V rastlini A. thaliana so najpomembnejse MAPK, vklju¢ene v imunski odziv,
AtMAPKS3, -4 in -6. AtMAPKS in -6 pozitivno regulirajo signalizacijo SA, medtem ko
je AtMAPK4 negativni regulator signalizacije SA (Colcombet in Hirt, 2008). Povezavo
med SA in MAPK signalizacijo so prvi¢ odkrili med Studijem dveh tobakovih
proteinskih kinaz SIPK (ortolog AtMAPK®6) (Zhang in Klessig, 1997) in WIPK (ortolog
AtMAPK3). Za gen SIPK so ugotovili, da ga regulira SA (SIPK, angl. »salicylic acid-
induced protein kinase«), WIPK pa aktivira ranitev rastline (WIPK, angl. »wound-
induced protein kinase). Gena SIPK in WIPK sta vklju¢ena v odziv na biotski stres
(okuzba) in abiotski stres (ranitev, mraz, susa, UV sevanje in ozon) (Zhang in Klessig,
2001). Utisanje AtMAPK3 vodi k dovzetnosti rastline na okuzbo z biotrofnimi patogeni
(Menke in sod., 2004), aktiven protein pa je del sistemske rezistence, prav tako
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AtMAPKG (Beckers in sod., 2009). Tretiranje rastlin z analogom SA inducira kopicenje
neaktivne oblike AtMAPKS3 in -6, ob dodatnem stresu pa sta ti fosforilirani in aktivirani,
tako kot tudi izrazanje gena PR-1 (Beckers in sod., 2009). MAPK pa so lahko tudi del
pozitivne povratne zanke SA; povecano izrazanje MKK7 vodi v odpornost na biotrofne
patogene, povecano izrazanje gena PR-1 in sistemsko rezistenco (Zhang in sod., 2007).
MAPK AtMAPK4, pa skupaj s substrati MKS1, WRKY25 in/ali WRKY33 zavira
signalizacijo SA in aktivira JA (Andreasson in sod., 2005; Petersen in sod., 2000).
AtMAPK4 je aktivirana tudi pri okuzbi rastline z bakterijo P. syringe ali s tretiranjem
rastline z elicitorjem flg22 iste bakterije; je regulator navzkrizne signalizacije SA in JA
(Colcombet in Hirt, 2008; Vot in sod., 2008). Poleg MAPK4 je v s PAMP-i sprozeno
signalizacijo vkljuéen tudi gen MAPK11 vkljucen (Bethke in sod., 2012).

Ne glede na to, da so MAPK3, -4 in -6 najpomembnejse MAPK v obrambnem odzivu
rastlin pred patogeni (Slika 1), pa so razli¢no regulirane Ze na nivoju transmembranskih
receptorjev; receptorski kinazi BAK1 in BKK1 prepoznata PAMP-e in sprozita
obrambno signalizacijo preko povezave s transmembranskimi receptorji preko MAPK3
in -6, medtem ko negativno regulirata MAPK4 (Roux in sod., 2011; Schwessinger in
sod., 2011). Studij signalizacije ob rastlinski zaznavi elicitorja flg22 je razkril celotno
kaskado MAPK, ki se sprozi ob obrambnem odzivu. Kaskado sestavljajo MEKK1
(MKKK), dve MKK4/5 in MAPK3/6 (Asai in sod., 2002). Kasneje so odkrili $e eno
signalizacijsko pot MAPK, ki jo tvorijo MEKK1, MKK1/2 ter MAPK4 (Gao in sod.,
2008; Qiu in sod., 2008).
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Slika 1: Signalizacija MAPK v odzivu na napad patogenov
Kaskade MAPK se sprozijo v odzivu rastlin na PAMP-e na z ranitvijo povezane molekularne vzorce

(angl. »damage-associated molecular patterns« DAMP) in v odzivu ETI. PAMP-e in DAMP-e prepoznajo
receptorji PRR (angl. »pattern recognition receptors«), kar vodi v PTI. Patogeni sku$ajo z efektorskimi
molekulami zavreti imunski odziv gostitelja. Rastline v citoplazmi zaznajo efektorje s proteini R, kar vodi
v odziv ETI. Aktivacija MAPK kaskade je eden prvih dogodkov rastlinske obrambe pri mehanizmih PTI
in ETI. Preko fosforilacije tar¢nih proteinov, kot so transkripcijski faktorji in encimi, MAPK nadzorujejo
sintezo in signalizacijo obrambnih hormonov, aktivacijo obrambnih genov, sintezo antimikrobnih
metabolitov, zapiranje listnih rez in HR. Patogeni so razvili mehanizme zaviranja rastlinske signalizacije
MAPK preko tarcenja najzgodnejSih komponent kaskade ali preko tarcenja kon¢nih substratov MAPK.
Negativni regulatorji MAPK so proteinske fosfataze (AP2C1, PP2C5, PTP1, MKP1 in MKP2), ki
defosforilirajo in posledi¢no deaktivirajo MAPK. Na tak nacin tudi regulirajo jakost in trajanje kinazne
signalizacije (povzeto po Meng in Zhang, 2013).

Figure 1: MAPK signalling in response to pathogen attack

Activation of MAPK cascades is part of plant response to PAMPs, DAMPs (damage-associated
molecular patterns) and of ETI. PAMPs and DAMPs are recognised by PRR (plant pattern recognition)
receptors, which leads to PTI. Pathogens use effector molecules to interfere with host defense response.
In the cytoplasm of the infected plant cell, R proteins recognise pathogen effectors, which leads to the
ETI response. Activation of MAPK cascade is one of the first responses in the PTI and ETI. Through the
phosphorylation of the target proteins, such as transcription factors and enzymes, MAPKSs control the
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synthesis and signalling of defence hormones, the activation of defence genes, the synthesis of
antimicrobial metabolites, the stomatal closure, and HR-like cell death. Pathogens have developed
mechanisms to suppress MAPK signalling through targeting MAPKSs or final substrates of the cascade.
Negative regulators of MAPK cascades are protein phosphatases (AP2C1, PP2C5, PTP1, MKP1 and
MKP2) which dephosphorylate MAPKs and stop the cascade. In that way they regulate magnitude,
duration and physiological outcome of MAPK activation (Meng and Zhang, 2013).

2.6 KROMPIRJEV VIRUS Y

Krompirjev virus Y (PVY) je najbolj agresiven krompirjev virus in hkrati eden izmed
desetih ekonomsko najpomembne;jsih rastlinskih virusov (Scholthof in sod., 2011).
Uvrs¢éamo ga v druzino Potyviridae in ima Sirok spekter rastlinskih gostiteljev,
ve¢inoma iz druzine razhudnikovk (Solanaceae). Prenasa se preko okuzenega
semenskega krompirja, preko zuzel¢jih prenasalcev, listnih usi ali mehansko (Kogovsek
in Ravnikar, 2013). Genom PVY je enoverizna, pozitivno usmerjena molekula RNA,
dolga 9700 nukleotidov (nt) in tvori en polipeptid. Ta se nadalje cepi v vec
funkcionalnih proteinov: prvi protein (angl. »first protein« P1), proteinazo s pomozno
komponento (angl. »helper component-proteinase«, HC-Pro), tretji protein (angl. »third
proteing, P3), prvi protein z velikostjo 6 kDa (angl. »first 6 kDa proteing, 6K1),
citoplazemski inkluzijski protein (angl »cytoplasmic inclusion proteing, CI), drugi
protein z velikostjo 6 kDa (angl »second 6 kDa protein«, 6K2), protein, povezan z
genomom virusa (angl. »viral protein genome-linked«, Vpg), mali jedrni inkluzijski
protein (angl. »small nuclear inclusion protein«, Nla), veliki jedrni inkluzijski protein
(angl. »large nuclear inclusion protein«, NIb) in plas¢ni protein (angl. »coat proteing,
CP) (Kerlan, 2006).

Najbolj agresivna seva virusa PVY sta PVY® in PVY". Podskupina seva PVY",
imenovana PVYN™ na gomoljih krompirja povzro¢a najhujso obliko simptomov PVY,
obrocasto nekrozo gomoljev, kar vodi v veliko izgubo pridelka (Beczner in sod., 1984).
PVYNW prvic opisan na primeru poljske sorte Wilga, pa povzroda nekrozo Zil v tobaku
Nicotiana tabacum L., sorti Samsun, in simptome mozaika na listih krompirja
(Chrzanowska, 1991). PVYNW™' je v primerjavi s PVYN™ bolj infektiven, vendar
povzroca §ibkejse simptome, obrockasto nekrozo gomoljev pa le izjemoma (Piche in
sod., 2004).

Gostiteljske rastline lahko z virusom PVY vzpostavijo kompatibilne ali nekompatibilne
interakcije. V rastlini, kjer se virus ne more pomnozevati in §iriti, je rastlina z virusom v
nekompatibilni interakciji, torej neob&utljiva oziroma odporna. Ce se v gostitelju virus
lahko pomnozuje in $iri, pa temu pravimo kompatibilna interakcija (Valkonen, 1994),
rastlina je za okuzbo z virusom dovzetna. Rastline, dovzetne za okuzbo, so lahko
tolerantne in ne razvijejo bolezenskih simptomov (npr. sorta Pentland Squire), ali pa so

13



Lazar A. Vloga genov... pri okuzbi krompirja (Solanum tuberosum L.) s krompirjevim virusom Y.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

obcutljive in simptome razvijejo (npr. sorta Igor). V tolerantnih rastlinah se lahko virus
neovirano razmnozuje, vendar v rastlini bolezni ne bo povzrocil.

Po vstopu virusa v rastlino se virus po zacetnem pomnozevanju na mestu vstopa Siri
med celicami preko plazmodezem, na daljSe razdalje pa preko zil (Carrington in sod.,
1996). Pri Sirjenju virusov iz druzine Potyviridae sodelujejo virusni proteini, kot je
plas¢ni protein (CP) (Dolja in sod., 1994).

2.6.1 Odziv rastline na okuzbo s PVY

Obcutljive sorte krompirja na mestu okuzbe razvijejo lokalne simptome, na delih
rastline, kjer ni prislo do neposrednega stika z virusom, pa rastline razvijejo sistemske
simptome. Lokalni simptomi so kloroze, nekroti¢ne lezije, rumenenje in odpadanje
listov ter obrockaste nekroze gomoljev, obseg simptomov pa je odvisen tudi od
okoljskih dejavnikov kot so svetloba, temperatura in vlaznost (Draper in sod., 2002;
Kus, 1995). Na celi¢nem nivoju v obéutljivih sortah virus PVYN'™ vpliva na strukturo
kloroplastov, ki so v sredini nekroze skréeni, tilakoidne membrane razpadajo, poleg tega
razpada tudi vakuola, citoplazma je zgosc¢ena, celi¢na stena zgubana, skréi se celotna
celica. To vodi v popolno uni¢enje celice in je del procesa apoptoze, ki spremlja razvoj
simptomov po okuzbi z virusom PVY (Poljsak-Prijatelj in Ravnikar, 1992; Pompe-
Novak in sod., 2002).

Pri krompirju poznamo dva tipa odpornosti na PVY, ekstremno rezistenco (ER) in
preobcutljivostni odgovor (HR). V obeh primerih se razvijejo nekroti¢ne lezije, ki
omejijo Sirjenje virusa. Posledica ekstremne rezistence je omejitev pomnoZevanja virusa
v zgolj prvotno okuzenih celicah, omejitev Sirjenja na zgolj nekaj sosednjih celic ter
malo ali nobenih bolezenskih simptomov (Kogovsek in Ravnikar, 2013). Za ekstremno
rezistenco na virus PVY je odgovoren gen Ry (Valkonen, 1994), ki se pojavlja v treh
razli¢nih vrstah rodu Solanum: S. tuberosum andigena (RYadg), S. stoloniferum (Rysto) in
S. chacoense (Rycnc), Vsi pa so zelo pomembni za vzgojo novih odpornih sort.

Za preobcutljivostni odziv na PVY je odgovoren gen Ny-1, ki sprozi HR po okuzbi z
virusnimi razlicki PVY®, PVYN, PVY"W in PvYN™ (Szajko in sod., 2008). S
preobcutljivostnim odgovorom na PVY se odzove tudi krompir sorte Rywal kjer se HR
kaze v obliki nekroti¢nih lezij na inokuliranih listih 3 dni po inokulaciji (dpi), omejeno
je pomnozevanje in Sirjenje virusa. Odziv je odvisen tudi od temperature, saj rast rastlin
pri vi§jih temperaturah (28 °C) prepre¢i HR in omogoc¢i virusu sistemsko Sirjenje
(Szajko in sod., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 ANALIZA PODATKOVNIH BAZ

3.1.1 Analiza rezultatov ekspresijskih mikromrez v odzivu na okuzbo s PVY

Rezultate izrazanja genov po okuzbi s PVY smo pridobili iz predhodno objavljenih
rezultatov mikromrez. Eksperiment je bil izveden na netransgenem krompirju sorte
Rywal s preobcutljivostnim odgovorom na okuzbo s PVY"™ ter na obcutljivem
transgenem NahG-Rywalu z okvarjeno sintezno potjo SA (Baebler in sod., 2014).

Iz rezultatov mikromrez smo na osnovi anotacije poiskali vse diferencialno izrazene
MAPKKK, MAPKK, MAPK in MKP ter pripadajoe sonde ter jih povezali s
pripadajo¢imi ortolognimi, PGSC ali iTAG geni krompirja (Ramsak in sod., 2014).

3.1.2 Analiza rezultatov izrazanja izbranih genov iz baz »The eFP browser« in
»Genevestgator«

Vrednosti izrazanja mRNA izbranih genov v netretiranih tkivih krompirja in v biotskem
in abiotskem stresu smo pridobili iz podatkovne baze »The-Bioanalytic Resource for
Plant Biology«, natan¢neje iz orodja »The Potato eFP Browser« (Winter in sod., 2007).
Orodje prikaze izrazanje gena v vseh vegetativnih in reproduktivnih organih rastline ter
po tretiranjih z razli¢nimi abiotskimi in biotskimi stresi. Za vsak gen so bile doloCene
FKPM vrednosti RNA signala. Vrednosti izraZzanja genov so bile dolocene s
sekvenciranjem RNA krompirja S. tuberosum Phureja, klon DM (Massa in sod., 2011)
ter S. tuberosum Tuberosum, klon RH (Potato genome sequencing consortium, 2011).
Rezultate izrazanja ortologov posameznih genov v rastlini A. thaliana smo pridobili tudi
iz podatkovne baze Genevestigator (Hruz in sod., 2008). Vse rezultate, pri katerih je
bila razlika v izrazanju gena v primerjavi s kontrolo vsaj dvakratna, smo steli za
signifikantne.

3.1.3 Filogenetska analiza

Z algoritmom tBLASTx (Altschul in sod., 1990) smo celotnim nukleotidnim
zaporedjem MKK, MAPK in MKP iz vrste A. thaliana (Ichimura in sod., 2002) iskali
podobne sekvence v krompirju (Potato genome sequencing consortium, 2011). Druzino
genov MKK iz vrste A. thaliana smo dodatno primerjali tudi z geni v tobaku (N.
tabacum), paradizniku (Solanum lycopersicum L.), vrsti Nicotiana attenuata ter vrsti
Nicotiana benthamiana. Gene smo poimenovali z imeni njihovih ortologov v vrsti A.
thaliana. Dodatno smo raziskali tudi baze NCBI (angl. "National Center for

15



Lazar A. Vloga genov... pri okuzbi krompirja (Solanum tuberosum L.) s krompirjevim virusom Y.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Biotechnology Information™), UniProt (angl. "Universal Protein Resource™), "Plant
GDB", "Potato Oligo Chip Iniciative” (POCI), "The Gene Index Project” in "TIGR
Plant Transcripts Assemblies".

Aminokislinske poravnave smo izvedli s pomocjo algoritma MAFFT verzije 7 (Katoh
in Standley, 2013). V programu MEGA5 (Tamura in sod., 2011) smo z metodo
"Neighbour joining" (Saito in Nei, 1987) na podlagi aminokislinskih poravnav
konstruirali filogenetska drevesa. Podporo filogenetskega drevesa smo izracunali z
metodo "Bootstrap™ s tiso¢ ponovitvami.

Analizo regulatornih domen izoliranih promotorjev smo izvedli s programom PlantCare
(Lescot in sod., 2002).

Seznam moznih substratov proteina STMKK6 smo pridobili iz znanstvenega clanka
"Arabidopsis Interactorme Network Map" (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium, 2011).

3.2 POMNOZEVANJE IZBRANIH GENOV

Preucevali smo MAPK in MAPK fosfataze iz krompirja sorte Rywal. Izbrali smo sedem
genov: StMKK6, StWIPK (ortolog vrste A. thaliana AtMAPK3), StMAPKA4 1,
StMAPK4 2, StMAPK6, StMAPK13 in StMKP1. Kot osnovo za konstruiranje
oligonukleotidnih zacetnikov smo uporabili nukleotidno poravnavo pripadajocih
sekvenc unigenov iz eksperimenta POCI mikromrez (“POCI”), PGSC (Potato genome
sequencing consortium, 2011), »The Gene Index Project«, »TIGR Plant Transcripts
Assemblies« in NCBI (“National Center for Biotechnology Information”).

3.2.1 Konstruiranje zacetnih oligonukleotidov

Na osnovi poravnave obstojecih sekvenc smo konstruirali zafetne oligonukleotide
(Preglednica 1) za pomnozevanje genov StMKK6 (POCI sonda MICRO.17148.C1),
StWIPK (POCI sonda MICRO.633.C4), StMAPK4_1 (POCI sonda MICRO.7088C2),
StMAPK4 2  (POCI sonda MICRO.5536.C1), StMAPK6 (POCI sonda
MICRO.633.C4), StMAPK13 (POCI sonda MICRO.1181.C1), ter za StMKP1 (POCI
sonda BF LBCHXXXX 0041H12 T3M.SCF). Oligonukleotidne zacetnike smo
konstruirali tako, da smo pokrili celoten gen od start (ATG) do stop (TAA) kodona. Da
bi klonirali gene v plazmid pENTR™/D-TOPQ®, smo prvemu oligonukleotidu pred
start kodon dodali zaporedje CACC, na koncu zaporedja pa odstranili stop kodon. Da bi
klonirali promotor v destinacijski plazmid, smo levi in desni oligonukleotid konstruirali
tako, da je bilo prvih oziroma zadnjih 27-30 nt komplementarnih sekvenci
destinacijskega plazmida na mestu, kamor je bil promotor kloniran.
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Preglednica 1: Seznam oligonukleotidnih zadetnikov, ki smo jih uporabili za pomnoZevanje genov

in promotorjev

Seznam je razdeljen na seznama oligonukleotidnih zaCetnikov za pomnoZevanje genov ali promotorjev iz

cDNA ali genomske knjiznice ter oligonukleotidnih zacetnikov za pomnozevanje fragmentov za nadaljnje
kloniranje. Pod¢rtani deli sekvenc oligonukleotidnih zacetnikov za kloniranje predstavljajo sekvenco, ki
je komplementarna sekvenci destinacijskega plazmida ali sekvenco za prepoznavo restrikcijskega encima.

PomnoZzevanje genov

Ime zadetnika Zaporedje

WIPK_F 5-ATGGTTGATGCTAATATGGGT-3
WIPK_R 5-GCACACAAGCTAGCACGAAC-3
MKK6_F 5-ATGAAGACGACGAAGCCATT-3
MKK6_R 5-TTTTTGCTGCTAAGTAATTCATTCA-3
MKP1_F 5-ATGTTGGAGGTAGATGAGAAGGA-3
MKP1_R 5-GGTATCCGCGGTGTTTTTAT-3

MICRO.7088.C2 MAPK4_1F

5-TCCATTTTGGGGTTGATTTC-3

MICRO.7088.C2 MAPK4_1R

5-TCTTTCAATGAGTTGGATCAGG-3

MICRO.5536.C1 MAPK4_2 F

5-ATGGAGGCAAGTTTAGGTGA-3

MICRO.5536.C1 MAPK4_2 R

5-TCTCTCAGTGAGTTGGATCTGG-3

MICRO.3797.C3 MAPKG6_F

5-ATGGATGTTTCAGCTCCGCAAA-3

MICRO.3797.C3 MAPK6_R

5-TTCACATGCGCTGGTATTCA-3

TA35254 4113 MAPK13_F

5-AGAGCAGAAATGGATGCTGAA-3

TA35254_4113 MAPK13_R

5-TCACTTGGTTGTATCGGGATCAAAC-3

PomnoZevanje promotorjev

Ime zacetnika

Zaporedje

MKK6prom_AP1

5-TGAAGATCTATCTCCTTAGTTTCTGA-3

MKK6prom_AP2

5-TGAGTCTGAGTCCTTTCTGGTTCA-3

WIPKprom_AP1

5-GATTTTCTTAACTGCAACCATCT-3

WIPKprom_AP2

5-GCCAATAGGCATGATAGGAGGTCT-3

MKP1_AP1

5-CAGTTGGTCTAGTAATGGAAAGAG-3

MKP1_AP2

5-GCTTTGCTGTTCCATTGTGGTTT-3

F_PGSC_MKPprom

5-TGTCTGCCTTTCCAGTGAGTT-3

F_PGSC_MEKprom

5-TGTCTTCGAATGGCTCCAAC-3

F_PGSC_WIPKprom

5-TTGAAAAAGGTAGAACTTCTTGAAAAT-3

Kloniranje

Ime zacetnika Zaporedje

WIPK_GW_F 5-CACCATGGTTGATGCTAATATGGGT-3
WIPK_GW_R 5-AGCATATTCAGGATTCAACGCCAA-3
MKP1 GW_F 5-CACCATGTTGGAGGTAGATGAGAA-3
MKP1 GW_R 5-CTTGACCCCAACATCTAATGC-3
MKK6_GW_F 5-CACCATGAAGACGACGAAGCCATT-3
MKK6_GW_R 5-TCTTGGAAAATTTACTGGTGGTTCC-3

MAPKprom-YFP__F

5-
GCTAAGCTTGAGCTCTCCCATATGGTCACTATAGGGCACGCGT
GGT-3

WIPK_VIGS_F

5-AATTTGCCCTCAGAAACTAAGGAG-3

WIPK_VIGS_ R

5- TAAGCTCCATGAAGATGCAACTAG-3
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3.2.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Gene smo pomnozili iz cDNA vzorca krompirja sorte Rywal, Ze izolirane in uporabljene
v Baebler in sod., 2014. Promotorje smo pomnozili iz genomske DNA vzorca sorte
Rywal ter iz genomske knjiznice sorte Santé.

V vsaki PCR reakciji je bil konéni volumen reakcijske zmesi 10 pl.

Za pomnozevanje genov iz cDNA ter za pomnozevanje genov iz plazmidov pJET smo
uporabili polimerazo Velocity (Bioline). Vsaka reakcijska meSanica je vsebovala 1x
HiFi pufer (vsebuje 10 mM Mg?*; Bioline), 500 uM raztopino dNTP-jev, 0.9 uM
vsakega od oligonukleotidnih zacetnikov in 0.5 enote Velocity DNA polimeraze
(Bioline). Uporabili smo aparaturo za PCR, GenAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). VeriZna reakcija s polimerazo je potekala po sledecem programu:

96 °C 2 minuti zaCetna denaturacija

96 °C 30 sekund denaturacija

65 °C* 30 sekund 15 ciklov  prileganje zacetnih oligonukleotidov
72 °C 1 minuta/kbp podaljSevanje verige

96 °C 30 sekund denaturacija

45 °C 30 sekund 20 ciklov  prileganje zacetnih oligonukleotidov
72 °C 1minuta/kbp podaljsevanje verige

72 °C 10 minut konéno podaljsevanje verige

4°C inkubacija po koncani reakciji

*- v vsakem ciklu je bila temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov za 1 °C nizja

Za pomnoZevanje promotorjev iz genomske DNA smo uporabili polimerazo Phusion®
High-Fidelity (New England Biolabs®). Vsaka reakcijska mesanica je vsebovala 1x
Phusion HF pufer (vsebuje 10 mM Mg®*; New England Biolabs®), 250 uM raztopino
dNTP-jev, 0.5 uM vsakega od oligonukleotidnih zacetnikov in 0.3 enote polimeraze
Phusion® High-Fidelity (New England Biolabs®). Uporabili smo aparaturo za PCR
GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Verizna reakcija s polimerazo je
potekala po sledeCem programu:

96 °C 2 minuti zaCetna denaturacija

96 °C 30 sekund denaturacija

65 °C* 30 sekund 15 ciklov prileganje zacetnih oligonukleotidov
72 °C 1 minuta/kbp podaljSevanje verige
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96 °C 30 sekund denaturacija

50 °C 30 sekund 20 ciklov prileganje zacetnih oligonukleotidov
72 °C 1 minuta/kbp podaljSevanje verige

72 °C 5 minut kon¢no podaljSevanje verige

4°C inkubacija po koncani reakciji

*- v vsakem ciklu je bila temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov za 1 °C nizja

Za pomnozevanje promotorjev iz genomske knjiznice smo uporabili polimerazo
Advantage 2 Polymerase Mix (Clonetech Laboratories, Inc.). Vsaka reakcijska
mesanica je vsebovala 1x Advantage 2 PCR pufer, 500 uM raztopino dNTP-jev, 0.2 uM
vsakega od oligonukleotidnih zacetnikov in 1x Advantage 2 Polymerase Mix. Uporabili
smo aparaturo za PCR GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Izvedli smo
dvostopenjsko verizno reakcijo s polimerazo, ki je potekala v dveh korakih: primarna in
sekundarna PCR reakcija. V sekundarno PCR reakcijo smo prenesli 50x red¢ino

primarne PCR reakcije.

Primarna PCR reakcija:

94 °C 15 sekund _ denaturacija
_ 7 ciklov
72 °C 3 minute podaljSevanje verige
94 °C 15 sekund _ denaturacija
] 5 ciklov
72 °C* 3 minute podaljSevanje verige
94 °C 15 sekund ) kon¢no podaljSevanje verige
27 ciklov

67 °C 3 minute

inkubacija po koncani reakciji

67 °C 4 minute
4°C

kon¢no podaljSevanje verige

inkubacija po koncani reakciji

*- v vsakem ciklu je bila temperatura za 1 °C niZja

Sekundarna PCR reakcija:

94 °C 15 sekund _ denaturacija
] 5 ciklov
72 °C* 3 minute podaljSevanje verige
94 °C 15 sekund kon¢no podaljsevanje verige
30 ciklov

65 °C 3 minute

inkubacija po konc¢ani reakciji
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67 °C 4 minute kon¢no podaljSevanje verige

4°C inkubacija po konc¢ani reakciji

3.2.2.1 Gelska elektroforeza

Prisotnost in dolzino pomnozenih fragmentov smo preverili na 1-odstotnem agaroznem
gelu. Agarozo smo segreli v pufru TAE (40mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0).
Raztopljeni agarozi smo dodali 0.75 pl etidijevega bromida in vse skupaj vlili v nosilec
za gel. Ohlajen gel smo prenesli v banjico za elektroforezo. V prvo vdolbino smo
nanesli 5 pl oznacevalca velikosti Mass Ruler (Thermo Scientific). RNA ali DNA
vzorec smo pred nanosom na gel zmesSali z nanasalno raztopino v razmerju vzorec :
nanasalna raztopina — 1:3. NanaSalno raztopino sestavlja 100ul 6x Loading Dye
(Fermentas), 500 ul glicerola in 500 pl ddH,0. Gelska elektroforeza je potekala 45-60
minut pri napetosti 100 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).

3.2.2.2 Cis&enje produktov PCR
Produkte PCR smo ogistili s kompletom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

A

(Promega) po navodilih proizvajalca. Oc¢is¢ene produkte PCR smo uporabili za pripravo
plazmidnih vektorjev.

3.3 PCR V REALNEM CASU (qPCR)

Z metodo PCR v realnem casu smo dolocevali izrazanje genov StMKKG6, StWIPK in
StMKP1 iz predhodno izolirane RNA krompirjev sorte Rywal in transgenih krompirjih
NahG-Rywal. Uporabili smo oligonukleotidne zacetnike iz Preglednice 2.

Preglednica 2: Seznam oligonukleotidnih za¢etnikov za qPCR

gPCR

Ime zadetnika | Zaporedje Referenca

MKK6_F qPCR | 5-AGCAGATCAATTTTCCCCAGAA-3 Lazar in sod., 2014

MKK6_R gqPCR | 5-GACTCAAAAGGTCCAAAGCTGAA-3 Lazar in sod, 2014
FAM/5-TCTGTTCGTTTGTTTCTGCTTGCATTCAAA- .

MKK®6_S gPCR 3/Zen lowa BlackTM FQ Lazar in sod, 2014

Ime zadetnika | Zaporedje Referenca

MKP1_F gPCR | 5-CAAGGCAGAATGGATGGAGTAGA-3 Baebler in sod., 2014

MKP1 R gPCR | 5-GGAAGCTGTGATAAATTCTTTCATTATTCCA-3 Baebler in sod., 2014

MKP1_SgPCR | FAM/5-TTGAGACGGAAATTTT-3/NFQ Baebler in sod., 2014

WIPK_F gPCR | 5-TCATGTAAATCCATTAGCCATTGATCTTGT-3 Petek, 2012

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2: Seznam oligonukleotidnih zac¢etnikov za qPCR

WIPK_R qPCR | 5-GGTATGGATGAGCTAATGCTTCCT-3 Petek, 2012
WIPK_S qgPCR | FAM/5-ACCCTACTAGAAGAATTAC-3/MGB Petek, 2012

COX_F 5-CGTCGCATTCCAGATTATCCA-3 Weller in sod., 2000
COX_R 5-CAACTACGGATATATAAGRRCCRRAACTG-3 Weller in sod., 2000
COX_S FAM /5-TGCTTACGCTGGATGGAATGCCCT-3/TAMRA | Weller in sod., 2000
EF1_F 5-GGAAGCTGCTGAGATGAACAAGA-3 Baebler in sod., 2009
EF1_R 5-CTCACGTTCAGCCTTAAGTTTGTC-3 Baebler in sod., 2009
EF1_S FAM/5-TCATTCAAGTATGCCTGGGTGCT-3/TAMRA Baebler in sod., 2009

Za vsak vzorec smo vzporedno izvedli reakcijo za doloCanje tar¢nega in referencnega
gena. Vse vzorce smo testirali z dvema ponovitvama in dvema red¢enjema in za vse
reakcije uporabili TagMan kemijo (Applied Biosystems). qPCR reakcije smo izvedli na
inStrumentu ABI PRISM 9700 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) v
opti¢nih plos¢ah formata 384, ki smo jih prekrili z opti€nimi adhezivnimi folijami
(Applied Biosystems). Reakcijo smo izvedli pri sledecih pogojih pomnoZevanja:

50 °C 2 minuti
95 °C 10 minut
95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta

40 ciklov

Vzorce cDNA slepo inokuliranih in s PVY okuZenih rastlin sorte Rywal in NahG-
Rywal smo testirali z amplikonom, specifiénim za preucevani gen, ter z amplikonom za
endogeno kontrolo, citokrom oksidazo, COX (Weller in sod., 2000) ali elongacijski
faktor 1a, EF1 (Baebler in sod., 2009).

Analizo PCR reakcije smo izvedli v programu SDS 2.3 (Applied Biosystems).
Fluorescenco signala smo izradunali po formuli: ARn= Rn" - Rn", kjer Rn" predstavlja
emisijo fluorescence produkta v dolo¢enem ¢asu in Rn” emisijo. Razlika v fluorescenci
predstavlja signal naSega vzorca z odstetim signalom ozadja (ROX). Program za vsako
posamezno luknjico izriSe krivuljo naraS¢anja fluorescence signala v casu (ciklih
pomnozevanja, Ct). Izmerjeno vrednost fluorescence, ki je prebila ozadje (Cq, angl.
»treshold cycle), smo uporabili kot privzeto vrednost v programu. Vrednost Cq je
obratno sorazmerna koli¢ini taréne DNA v vzorcu, zato lahko na osnovi te vrednosti
izraCunamo relativno vsebnost DNA v vzorcu.

Izrazanje genov StWIPK in StMKP1 smo preverjali z 10- in 100-kratnim red¢enjem ter
izrazanje gena StMKKG6 z 10- in 30-kratnim red¢enjem.
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3.4 KLONIRANJE IZBRANIH GENOV

3.4.1 Kloniranje v plazmid pJET1.2

Ociscen gen smo vstavili v plazmid pJET1.2 (Slika 2) s pomocjo kompleta CloneJET
PCR Cloning Kit (Thermo Scientific). S tem sistemom smo pripravili fragment za
nadaljnje pomnozevanje v plazmide sistema Gateway.

2362 624

BovCl, v
722
739

2215

2075 761

892
Faul 951
Bsax| 955
979

Ordl 1204
BeeAl 1588

1513 1406

Slika 2: Shema plazmida pJET1.2
Figure 2: Scheme of the pJET1.2 plasmid

3.4.2 Kloniranje v vstopna plazmida Gateway

Po pomnozevanju genov iz plazmida pJET in ¢is€enju produktov PCR smo ocis¢ene
gene vstavili v plazmid pENTR™/D-TOPO® (Slika 3) s pomo&jo kompleta pENTR™
Directional TOPO® Cloning Kit (Invitrogen) ali v plazmid pCR8®/GW/TOPO® (Slika
4) kompleta pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen). Plazmida sta del
sistema Gateway, ki omogoc¢a usmerjeno kloniranje genov v Gateway destinacijske
plazmide preko kompatibilnih vstopnih plazmidov pENTR ali pCR8. Protokol
kloniranja smo izvedli po navodilih proizvajalca. V reakcijski mesanici je bilo razmerje
plazmida in gena 1:1, dodali smo tudi raztopino soli (24 mM NaCl in 1.2 mM MgCl,).
Po koncu reakcije smo pridobili plazmide pENTR_MKK6, pENTR_WIPK,
pENTR_MKP1, pCR8_MKK6, pCR8_MAPK4 1, pCR8_MAPK4 2, pCR8_MAPK6
in pPCR8_MAPK13.
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Slika 3: Shema plazmida pENTR ™/D-TOPO®
Figure 3: Scheme of the pPENTR ™/D-TOPO® plasmid

pPCR®8/GW/TOPQ°®
2817 bp

Slika 4: Shema plazmida pCR®8/GW/TOPQO®
Figure 4: Scheme of the pCR®8/GW/TOPO® plasmid
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3.4.3 Transformacija bakterije Escherichia coli

S produkti reakcij kloniranja genov v plazmide pENTR in pCR8 smo transformirali
kemijsko kompetentne celice bakterij E. coli seva One Shot® TOP 10 (Invitrogen). V
epruveto s 50 pl kompetentnih celic smo dodali 2 pl plazmida in meSanico na ledu
inkubirali 30 minut. Nato smo celice prenesli za 30 sekund v vodno kopel s temperaturo
42 °C in jih tretirali z vrocinskim Sokom. Po Soku smo celice takoj prenesli nazaj na led
in jim dodali 250 pl S.O0.C. medija (Invitrogen) in epico inkubirali na 37 °C v
inkubatorju s stresanjem (250 rpm). Suspenzijo bakterij smo nato enakomerno
razmazali na selekcijsko gojis¢e LB (10 g/l bakto triptona, 5 g/l kvasnega ekstrakta, 5
o/l NaCl, 15 g/l agarja) s kanamicinom (50 pg/ml) za bakterije transformirane s
plazmidi pENTR ter s spektinomicinom (75 pg/ml) za bakterije transformirane s
plazmidi pCR8. Naslednji dan smo preverili prisotnost plazmidov z vkljuéenimi geni v
zraslih bakterijskih kolonijah z reakcijo PCR. Uporabili smo polimerazo KAPA2G
Robust HotStart (Kapa Biosystems), protokol, ki smo ga uporabili za PCR, je opisan v
spodnji tabeli. Prisotnost fragmentov prave dolzine smo preverili na agaroznem gelu.

95 °C 10 minuti zaCetna denaturacija

95 °C 30 sekund denaturacija

Tm 30 sekund 30 ciklov prileganje zacetnih oligonukleotidov
72 °C 1 minuta/kbp podaljSevanje verige

72 °C 5 minut kon¢no podaljSevanje verige

4°C inkubacija po koncani reakciji

3.4.4 Izolacija plazmidov in sekvenciranje

Uspesno transformirane bakterije smo €ez no¢ namnozili v 5 ml gojis€a LB s
kanamicinom (plazmidi pENTR) ali spektinomicinom (plazmidi pCR8). Po 16-ih urah
mnoZenja smo iz bakterij izolirali plazmide s kompletom Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega) in sledili navodilom proizvajalca.

Sekvenco vklju¢kov v izoliranih plazmidih smo preverili s sekvenciranjem v podjetju
GATC Biotech. Pridobljena zaporedja smo s programom Bioedit primerjali s
sekvencami, uporabljenimi za zacetno konstruiranje oligonukleotidnih zacetnikov.
Izkljucili smo vse plazmide, ki so imeli vkljucke z nepravilnim zaporedjem.
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3.4.5 Kloniranje v ekspresijske plazmide za Studij lokalizacije in interakcij

Potrjene plazmide pENTR_MKK®G6, pENTR_WIPK in pPENTR_MKP1 smo vstavili v
ekspresijska plazmida pH7YWG2 (Slika 5) in pH7CWG2 (Slika 6) (Karimi in sod.,
2005) za fuzijo gena z YFP ali CFP. S kompletom Gateway® LR Clonase™ Il Enzyme
Mix (Invitrogen) smo po navodilih proizvajalca izvedli rekombinazno reakcijo med
vstopnimi pENTR plazmidi ter ekspresijskima plazmidoma. Rezultati reakcij so bili
ekspresijski  plazmidi pH7YWG2_MKKS6, pH7YWG2_WIPK, pH7YWG2_MKP1,
pH7CWG2_MAPKKS6, pH7CWG2_WIPK in pH7CWG2_MKPL.

Potrjeni plazmid pCR8_MKK®6 smo vstavili v ekspresijski plazmid p35S_SPYCE (Slika
7) za fuzijo gena s C-terminalnim koncem YFP. Potrjene plazmide pCR8_MAPK4_1,
pCR8 MAPK4 2, pCR8 MAPKG6 in pCR8 MAPK13 smo vstavili v ekspresijski
plazmid p35S_SPYNE (Slika 8) za fuzijo gena z N-terminalnim koncem YFP. Rezultati
reakcij so bili ekspresijski plazmidi p35S_SPYCE_MKKS®6, p35S_SPYNE_MAPK4 1,
p35S_SPYNE_MAPK4_2, p35S_SPYNE_MAPKG in p35S_SPYNE_MAPK13.

Po rekombinazni reakciji smo s plazmidi transformirali bakterije E. coli, kot je opisano
v poglavju 3.4.3, ter jih izolirali kot je opisano v poglavju 3.4.4. Plazmide, pripravljene
za biolisticno bombardiranje, smo namnozili v 50 ml gojis¢a LB. Po 16-ih urah
mnoZenja smo iz bakterij izolirali plazmide s kompletom Wizard® Plus SV Midipreps
DNA Purification System (Promega) in pri tem upostevali navodila proizvajalca.
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Slika 5: Shematski prikaz binarnega ekspresijskega plazmida za fuzijo gena z YFP (pH7YWG2)
Figure 5: Scheme of the binary expression plasmid (pH7YWG2) with the fusion protein YFP
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Slika 6: Shematski prikaz binarnega ekspresijskega plazmida za fuzijo gena s CFP (pH7CWG2)
Figure 6: Scheme of the binary expression plasmid (pH7CWG2) with the fusion protein CFP
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Slika 7: Shematski prikaz binarnega ekspresijskega plazmida za $tudij interakcij med proteini z N-
terminalnim koncem proteina YFP (p35S_SPYNE)

Figure 7: Scheme of the binary expression plasmid (p35S_SPYNE) with the N-terminal end of the
YFP protein for the interaction studies
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Slika 8: Shematski prikaz ekspresijskega plazmida za S$tudij interakcij med proteini s C-
terminalnim koncem proteina YFP (p35S_SPYCE)
Figure 8: Scheme of the binary expression plasmid (p35S_SPYCE) with the C-terminal end of the

YFP protein for the interaction studies

3.4.6 Kloniranje v ekspresijski plazmid za §tudij utiSanja gena StWIPK z metodo
VIGS

Gen StWIPK smo v krompirju vrste Solanum venturii utisali z metodo VIGS oziroma »z
virusno induciranim utiSanjem gena« (angl. »virus-induced gene silencing). Fragment
za utisanje gena WIPK, dolzine 519 bp, smo pomnozili iz plazmida pJET z
oligonukleotidnimi zacetniki iz Preglednice 1 (WIPK_VIGS_F in WIPK_VIGS_R).
Levemu oligonukleotidnemu zacetniku smo dodali Stiri nukleotide za prepoznavo z
restrikcijskim encimom EcoRI ter desnemu za prepoznavo z encimom Xbal. Fragment
smo Kklonirali v ekspresijski plazmid za utisanje pTRV2 (Slika 9).

Restrikcija plazmidov pJET in pTRV2:

Plazmida pTRV2 in pJET s fragmentom gena StWIPK smo razrezali z restrikcijskima
encimoma Xbal in EcoRl. V reakcijo smo dodali 8 pl plazmida pTRV2 (100 ng/ul), 1
ul encima Xbal (New England Biolabs), 1 pl encima EcoRI (New England Biolabs), 2
ul 10x NEB pufra 2.1 (New England Biolabs), 0.2 pl 100x BSA in 7.8 pl ddH,0.
Reakcijo smo inkubirali 1 uro pri 37 °C in jo nato prekinili z inkubacijo pri 65 °C za 20
minut. Produkte restrikcije smo ocistili po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.2.2.

Ligacijska reakcija:
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Ligacijo izrezanega in ocis¢enega fragmenta WIPK in plazmida pTRV2 smo izvedli v
reakcijski meSanici s 3 pl plazmida pTRV (40 ng/pl), 1 pl fragmenta WIPK (25 ng/ul),
10x pufra za ligacijo (Fermentas), 0.25 pl T4 DNA ligaze (Fermentas) in 13.75 pl
ddH,0. Reakcijo smo 10 minut inkubirali pri 22 °C.

Za transformacijo bakterij E. coli smo uporabili 5 pl ligacijske reakcije. Prisotnost
fragmentov v bakterijskih celicah smo preverili z reakcijo PCR. Postopka sta opisana v
poglavju 3.4.3.

Po uspe$ni transformaciji smo plazmide pTRV2 WIPK namnozili in odistili po
postopku, opisanem v poglavju 3.4.4. Z ocis¢enimi plazmidi smo transformirali
bakterije vrste Agrobacterium tumefaciens.

a pTRVI

LB
—— 2x3558

16K RE

Rikp | [ ] [refnos}<—
]

v

b pTRV2
LR

- RB
—{2x3ss|_[cp] mcs [Re[ NOS -G

Slika 9: Shematski prikaz ekspresijske kasete v plazmidu za utiSanje tarénega gena s sistemom
VIGS
(a) Ekspresijska kaseta pTRV1 s komponentami virusa TRV. (b) Ekspresijska kaseta pTRV2 z mestom za

kloniranje fragmenta.

Figure 9: Scheme of the plasmid expression cassette for the VIGS
(a) Expression cassette pTRV1 with parts of the TRV virus. (b) Expression cassette pTRV2 with multiple
cloning site (MCS).

3.4.7 Transformacija bakterije Agrobacterium tumefaciens z ekspresijskimi
plazmidi

Ekspresijske  plazmide za  preuCevanje lokalizacije  (pH7YWG2_MKKS6,
pH7YWG2_WIPK, pH7YWG2_MKP1, pH7CWG2 _MKK6, pH7CWG2_WIPK,
pH7CWG2_MKP1), interakcij (p35S_SPYCE_MKK®6, p35S SPYNE_MAPK4 1,
p35S_SPYNE_MAPK4 2, p35S_SPYNE_MAPKG6, p35S_SPYNE_MAPK13) in
utiSanja (pTRV2_WIPK) smo elektroporirali v elektrokompetentne celice A.
tumefaciens, sev GV3101. Pripravili smo tudi bakterijo A. tumefaciens s plazmidi,
uporabljenimi v eksperimentih kot kontrole: plazmida pH7YWG2 in pH7CWG2 za
lokalizacijske eksperimente, p35S_SPYNE-bZIP in p35S_SPYCE-bZIP za preucevanje
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interakcij med proteini in plazmide pTRV2_PDS, pTRV2 in pTRV1 za eksperimente
utiSanja gena StWIPK.

V epruveto s kompetentnimi celicami bakterije A. tumefaciens smo dodali 1 pl plazmida
(oziroma najve¢ 150 ng) in meSanico prenesli v ohlajeno Kiveto. Bakterije smo
elektroporirali 4-5 milisekund z napetostjo 2 kV. Takoj po elektroporaciji smo dodali 1
ml gojis¢a YM (0.4 g/l kvasnega ekstrakta, 10 g/l manitola, 0.1 g/l NaCl, 0.2 g/l
MgSOsx7H,O in 0.5 g/l K;HPO4x3H,0) in suspenzijo prenesli v centrifugirko.
Bakterijsko suspenzijo smo inkubirali na stresalniku (250 rpm) 3 ure pri 30 °C. Po
koncani inkubaciji smo suspenzijo razmazali na selekcijsko gojis¢e YM z antibiotikoma
rifampicinom (25 pg/ml) in kanamicinom (50 pg/ml) za ekspresijske plazmide za
lokalizacijske S$tudije in Studije utiSanja (VIGS) ter na selekcijsko gojis¢e YM z
antibiotikoma rifampicinom (25 pg/ml) in spektinomicinom (75 pg/ml) za ekspresijske
plazmide za Studij interakcij. UspeSnost transformacije bakterij smo preverili po dveh
dneh. Prisotnost plazmidov z vkljucki smo preverili z reakcijo PCR, opisano v poglavju
3.4.3.

Uspesno transformirane bakterije smo ¢ez no¢ namnozili v tekocem gojis¢u LB s
primernimi antibiotiki. Po 16-ih urah gojenja smo iz dela suspenzije pripravili trajno
kulturo (750 pl bakterijske suspenzije in 750 ul 50-odstotnega glicerola), in jo shranili v
zamrzovalniku pri -80 °C. To kulturo bo nadalje uporabili za prehodno transformacijo
rastlin z agroinfiltracijo.

3.5. RASTLINSKI MATERIAL ZA FUNKCIJSKE ANALIZE GENOV

3.5.1 Priprava krompirjev sorte Rywal za analizo izraZanja genov z mikromreZami

Eksperiment odziva krompirja na okuzbo s PVY je bil izveden na krompirju sorte
Rywal in transgenem krompirju NahG-Rywal, z vneSenim transgenom NahG, ki kodira
encim salicilat hidroksilazo. Rastline obeh genotipov so rastle v kontroliranih pogojih
(16/8 h dnevno-noénega cikla pri 20 °C). Stiri tedne stare rastline so bile inokulirane s
homogenatom tobaka vrste Nicotiana tabacum, sorte Samsun, okuZene z razlickom
virusa PVY, PVYNWI%®  Trije spodnji listi rastlin so bili poprieni s kremencevim
peskom in podrgnjeni z gazo, predhodno pomoceno v homogenat s PVY okuZenega
tobaka. Po 10-ih minutah so bili listi sprani z vodo iz vodovoda. Slepo inokulirane
rastline so bile namesto z okuzenim homogenatom podrgnjene samo z vodo iz
vodovoda (Baebler in sod., 2014).

Inokulirani listi so bili pobrani v treh ¢asovnih tockah: 1, 3 in 6 dni po inokulaciji. 1z
okuzenih listov je bila izolirana RNA po protokolu, opisanem v Baebler in sod. 2009.

Izrazanje genov je bilo analizirano s pomocjo POCI (POCI, angl. »Potato Chip Oligo
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Iniciative«) mikromrez (Agilent) (Kloosterman et al., 2008). Ekspresija genov v
okuzenih listih je bila primerjana s kontrolo - ekspresijo genov v slepo inokuliranih
listih.

3.5.2 Priprava rastlin vrste N. benthamiana in vrste S. venturii za funkcijsko
analizo genov s prehodno transformacijo

3.5.2.1 Priprava rastlin vrste N. benthamiana za preucevanje lokalizacije izbranih
proteinov in za preucevanje interakcij

Rastline vrste N. benthamiana smo tri do $tiri tedne vzgajali v rastni komori v sledecih
pogojih: pri 75+2-odstotni relativni zra¢ni vlaznosti in pri temperaturi 22+2 °C tekom
16-urne svetlobe in pri 20£2 °C tekom 8-urne teme. Gostota pretoka fotonov v komori
je bila 120-150 pmol m?s™ (zarnica Osram L36/W77). Rastline smo zalivali z vodo iz
vodovoda.

Z virusom PVYN™ smo inokulirali tri tedne stare rastline, osem dni po inokulaciji pa
smo inokulirane liste $e agroinfiltrirali s konstrukti za sledenje proteinov ali s konstrukti
za preverjanje interakcij.

Za mehansko inokulacijo smo rastline razdelili v tri skupine:
- neinokulirane,
- slepo inokulirane in
- rastline inokulirane s PVY.

Rastline smo inokulirali s homogenatom tkivnih kultur krompirja sorte Pentland, in

sicer s homogenatom zdravih rastlin ter s homogenatom rastlin, okuZenih z virusom
pyYNTN

Rastlinski material smo homogenizirali v pufru za mehansko inokulacijo (2.6 mM
NaH,POg4, 15.2 mM Na;HPO,, 0.1 odstotka polivinilpirolidona, pH 7.6). Pufru smo
dodali rastlinski material v razmerju 5 ml pufra na 1 g sveze rastlinske mase. Pred
uporabo smo homogenat 5 minut inkubirali.

Rastlinam smo oznacili tri spodnje liste in jih poprsili s karborundom. Nato smo z 1.5
ml pasteurjevo kapalko vsak list pokapali s tremi kapljami homogenata in ga s prsti
nezno vtrli v list. Po 10-ih minutah inkubacije smo liste sprali z vodo iz vodovoda.

Prehodna transformacija rastlin z agroinfiltracijo:

Osem dni po mehanski inokulaciji rastlin smo inokulirane liste Se agroinfiltrirali z
bakterijami A. tumefaceins, transformiranimi z ekspresijskimi plazmidi za sledenje
lokalizacije proteinov ali z ekspresijskimi plazmidi za preverjanje interakcij.
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Bakterije A.tumefaciens smo 16 ur mnozili v 5 ml gojis¢a LB s primernimi antibiotiki.
Nato smo 500 pl kulture prenesli v 50 ml svezega gojis¢a LB z antibiotiki in bakterije
gojili ¢ez no¢. Ko je kultura dosegla opticno gostoto ODggy med 0.8-1.2 smo jo
centrifugirali 10 minut pri 4 °C in 10 000 rpm. Celice smo resuspendirali v 10 ml
gojis¢a LB in jih inkubirali na ledu 10 minut. Ponovili smo centrifugiranje in celice
znova resuspendirali v 0.2 mM acetosiringonu (39.3 mg/ml acetosiringona
raztopljenega v DMSO za 200 mM zalozno raztopino) do ODgoo 0.8. Do agroinfiltracije
smo suspenzijo inkubirali na ledu.

Za testiranje interakcij smo pripravili meSanice agrobakterj z razlicnimi kombinacijami
konstruktov: p35S_SPYCE_MKKG6 in p35S_SPYNE_MAPK4_1,
p35S_SPYCE_MKK6 in p35S_SPYNE_MAPK4 2, p35S_SPYCE_MKKG6 in
p35S_SPYNE_MAPKG6 ter p35S_SPYCE_MKKG6 in p35S_SPYNE_MAPK13.
Kombinacija plazmidov p35S_SPYNE-bZIP in p35S_SPYCE-bZIP nam je sluzila kot
pozitivna kontrola interakcije.

Bakterije smo v liste agroinfiltrirali s pomocjo siringe preko listnih rez spodnje
povrhnjice. Infiltrirali smo celotno povrsino lista. Agroinfiltrirali smo liste treh intaktnih
rastlin, treh slepo inokuliranih rastlin ter liste rastlin, inokuliranih s PVYN™. 72 ur po
agroinfiltraciji spodnje povrhnjice listov vrste N. benthamiana smo epidermalne celice
listne povrhnjice opazovali pod konfokalnim mikroskopom.

3.5.2.2 Priprava rastlin vrste N. benthamiana in S. venturii za preucevanje vpliva
utiSanja gena StWIPK (VIGS)

Eksperiment ucinka utiSanja gena StWIPK na Sirjenje virusa PVY smo izvedli na vrstah
N. benthamiana in S. venturii.

Rastline krompirja S. venturii smo razmnozili z nodijsko kulturo in gojili v epruvetah v
10 ml MS gojis¢a (Murashige in Skoog, 1962). Tkivne kulture smo vzgajali v rastni
komori v slede¢ih pogojih: pri 75+2-odstotni relativni zrac¢ni vlaznosti in temperaturi
1942 °C tekom 16-urne svetlobe in pri temperaturi 17+2 °C tekom 8-urne teme. Gostota
pretoka fotonov je bila 120-150 pmol m™?s™ (Zarnica Osram L36/W77).

Rastline smo vzgajali tri do stiri tedne v rastni komori pri 75+2-odstotni relativni zra¢ni
vlaznosti in pri temperaturi 22+2°C tekom 16-urne svetlobe in 20+2°C tekom 8-urne
teme. Gostota pretoka fotonov v komori je bila 120-150 pmol m?s™ (Zarnica Osram
L36/W77). Rastline smo zalivali z vodo iz vodovoda.
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Eksperimentalne rastline smo inokulirali s homogenatom listov vrste Nicotiana
clevlandii, okuzene z virusom PVYN, oznacenim z zelenim fluorescen¢nim proteinom
(PVYN-GFP) (Rupar in sod., 2014).

Prehodna transformacija rastlin z agroinfiltracijo:

2 ml gojis¢a LB s primernim antibiotikom smo inokulirali z A. tumefaciens,
transformiranimi s plazmidi pTRV2_WIPK, pTRV2_PDS, pTRV2 in pTRV1. Bakterije
smo inkubirali 16 ur pri 30 °C v inkubatorju s stresanjem (200 rpm). Po koncani
inkubaciji smo izmerili ODggo. Izradunali smo vrednost »z« po formuli »z= 80000/24"2,
kjer »t« predstavlja ¢as (v urah) inokulacije v LB gojis¢u. Nato smo izracunali Se
vrednost »x« po formuli »x= z/ODgg. Izracunan volumen suspenzije (x) smo prenesli v
15 ml gojisc¢a YEB (5 g/l govejega ekstrakta, 5 g/l bakto peptona, 5 g/l saharoze, 1 g/l
kvasnega ekstrakta, 2 ml 1M MgSQ,). Suspenzijo smo inkubirali 16 ur pri 30 °C v
inkubatorju s stresanjem (200 rpm). Bakterije smo centrifugirali 5 minut na 5000 rpm.
Pelet smo resuspendirali v gojis¢u MMA (200 g/l saharoze, 5g/1 MS soli brez vitaminov
(Duchefa Biochemie), 1.95g/1 MES, 1 ml 200 mM acetosiringona; pH=5.6) do opti¢ne
gostote ODgpo=0.3. Pripravili smo meSanice suspenzij s pTRV2 WIPK in pTRVI,
pTRV2_PDS in pTRV1 ter pTRV2_prazen in pTRV1. Suspenzije smo inkubirali 1 uro
pri sobni temperaturi.

Bakterije smo s siringo infiltrirali v spodnje 3 liste sledecih serij rastlin:

- v 2 rastlini vrste N. benthamiana bakterije z meSanico plazmidov pTRV2_PDS in
pTRV1,

- v 2 rastlini vrste N. benthamiana bakterije z mesSanico plazmidov pTRV2_prazen in
pTRV1,

- v 3 rastline vrste S. venturii bakterije z mesanico plazmidov pTRV2_WIPK in pTRV1
(za inokulacijo z virusom PVY-GFP),

- v 3 rastline vrste S. venturii bakterije z meSanico plazmidov pTRV2_prazen in pTRV1
(za inokulacijo z virusom PVY-GFP),

- v 3 rastline vrste S. venturii bakterije z meSanico plazmidov pTRV2_WIPK in pTRV1
(za slepo inokulacijo),

- v 3 rastline vrste S. venturii bakterije z meSanico plazmidov pTRV2_prazen in pTRV1
(za slepo inokulacijo) in

- v 3 rastline vrste S. venturii bakterije z mesanico plazmidov pTRV2_PDS in pTRV1
(za slepo inokulacijo).

Treh rastlin vrste S. venturii nismo agroinfiltrirali, ampak zgolj okuzili s PVY-GFP, 2
rastlini vrste S. venturii pa smo pustili neinfiltrirani in neinokulirani.
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Rastline smo po treh tednih mehansko inokulirali s sokom listov rastline N. clevlandii,
okuzene s PVYN-GFP. Sirjenje virusa v zgornjih, neinokuliranih listih, smo preverili s
konfokalnim mikroskopom v ¢asovnih toc¢kah 18 dpi, 21 dpi in 27 dpi.

3.5.3 Konfokalna mikroskopija

S konfokalnim mikroskopom smo tekom Studije lokalizacije spremljali lokalizacijo
proteinov StMKK®6, StWIPK in StMKP1 ter Sirjenju virusa PVYN-GFP tekom 3tudije
utiSanja gena StWIPK.

Pri spremljanju lokalizacije proteinov smo tretirane liste pobrali 48 do 72 ur po
agroinfiltraciji in fluorescenc¢ni signal preuc¢evanih proteinov opazovali s konfokalnim
ur po agroinfiltraciji in fluorescen¢ni signal preucevanih proteinov opazovali s
konfokalnim mikroskopom. Pri spremljanju Sirjenja virusa PVYN-GFP tekom $tudije
utiSanja gena StWIPK smo tretirane liste pobrali in opazovali pod konfokalnim
mikroskopom v treh casovnih tockah: 18, 21 in 27 dpi.

Delo z mikroskopom je potekalo na Kemijskem institutu v Ljubljani. Vzorce smo
opazovali z laserskim konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5, povezanim z Leica
DMI 6000 CS invertnim mikroskopom (Leica Microsystems) z HC PL FLUOTAR
10.0x0.30 DRY objektivom. Flourescen¢ne proteine smo ekscitirali z argonovim (CFP,
GFP, YFP) ali helij/neonovim laserjem (RFP). Nastavljene valovne dolZine za
ekscitacijo in detekcijo fluorescence v posameznih proteinih so v Preglednici 3.
Autofluorescenco smo spremljali v obmoc¢ju med 690-750 nm. Slike smo obdelali v
programu Leica LAS AF Lite (Leica Microsystems).

Preglednica 3: Seznam uporabljenih fluorescen¢nih proteinov z ekscitacijsko in emisijsko valovno
dolZino

Fluorescen¢ni protein Ekscitacija [nm] Emisija [nm]
CFP 458 475-495
GFP 488 505-520
YFP 514 525-550
RFP 543 570-630
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4 REZULTATI
4.1 ANALIZA REZULTATOV 1Z PODATKOVNIH BAZ

4.1.1 Diferencialno izrazene krompirjeve MAPK, MKK in MKP v
preobcutljivostnem odzivu na PVY

Iz Ze objavljenih rezultatov eksperimenta mikromrez na odzivu krompirja sorte Rywal
in transgenega krompirja NahG-Rywal (okvarjena sintezna pot SA) na okuzbo z
virusom PVY (Baebler in sod., 2014), smo na podlagi anotacije genov, ki jih tar¢ijo
sonde mikromrez, izbrali vse diferencialno izrazene MKKK (Slika 10A), MKK (Slika
10B), MAPK (Slika 10C) ter MKP (Slika 10D).

V skupini MKKK (Slika 10A) smo nasli osemnajst sond, ki tar¢ijo Stirinajst skupin
diferencialno izrazenih potencialnih paralogov (Fito ID). Prepoznati je mogoce tri
vzorce izrazanja tekom vseh treh opazovanih ¢asovnih tock: skupino genov, ki ima v
primerjavi s slepo inokulirano kontrolo sorte Rywal vi§je izrazanje v prvem in tretjem
dnevu po okuzbi (1 in 3 dpi, angl. »days post infection) in niZje izrazanje v 6 dpi v
transgenih NahG-Rywal rastlinah. Druga skupina genov ima v primerjavi s kontrolo
nizje izrazanje v 1 dpi in 3 dpi v sorti Rywal in 1 dpi v transgenem krompirju NahG-
Rywal, nato pa v 6 dpi visje v transgenem NahG-Rywalu. Zadnja skupina genov ima v
primerjavi z neokuzenimi kontrolami visje izrazanje v vseh treh ¢asovnih tockah, tako v
Rywalu kot v NahG-Rywalu, vendar najmo¢neje v 1 in 3 dpi pri Rywalu ter 3 in 6 dpi
pri NahG-Rywalu.

Skupino MKK (Slika 10B) predstavljajo tri diferencialno izrazene sonde, ki tarcijo tri
gene. Trije geni (StMKK1/2, StMKK4/5 in StMKK7/9) imajo v primerjavi s kontrolo
vi§je izrazanje v vseh Casovnih toCkah, dva najmocneje v transgenem NahG-Rywalu
(StMKK1/2 in StMKK7/9), medtem ko je StMKKA4/5 razmeroma enakomerno visje
izrazen v vseh treh ¢asovnih tockah obeh genotipov. Najvecje razlike v izrazanju med
okuzenimi in neokuZenimi rastlinami imata gena StMKK3 in StMKK®6, z nasprotnima
vzorcema izrazanja v sorti Rywal.

Skupino MAPK predstavlja triindvajset diferencialno izrazenih sond, ki tarcijo enajst
skupin potencialnih paralogov, s tremi razlicnimi vzorci izrazanja (Slika 10C). Ena
skupina genov ima v primerjavi s slepo inokuliranimi kontrolami nizje izrazanje v prvih
dveh casovnih tockah v Rywalu (1 in 3 dpi), v NahG-Rywalu pa le v zadnji, 6 dpi,
¢asovni tocki. Druga skupina ima podoben vzorec izrazanja kot prva, vendar je v NahG-
Rywalu izrazanje genov zavrto v 1 dpi. Izrazanje tretje skupine genov je vecinoma
zavrto v primerjavi s kontrolo, a je najmoc¢nejse v 1 in 3dpi v Rywalu in 1 dpi v NahG-
Rywalu.
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V skupini MKP (Slika 10D) smo nasli samo tri sonde, ki tar¢ijo le eno izmed petih
MAPK fosfataz, StMKP1. Vse tri sonde kazejo mo¢no nizje izrazanje kot v kontroli v
Rywalu pri 1 in 3 dpi, v zadnjih dveh tockah NahG-Rywala (3 in 6 dpi) pa je izrazanje
gena mocno inducirano.

35

A
Rywal NahG-Rywal
Sonda Gen Fito 1D 1dpi  3dpi Gdpi 1dpi 3Idpi Gdpi
bf_suspeooo_0008G12 £3m.scf SerThr kinaza Sotub05g015860 -0.99 -0.66 055 -0.52 0.05 1.11
cSTB4509TH SerThr kinaza Sotub01g041560 044 0AT7 0.19 -0.31 0.41 1.12
bf_ivroota_0036d10.t3m.scf SerThr kinaza Sotub02g031850 0.1& 0.40 024 020 1.15
MICRO.15470.C1 kinezinfMAPKKKS Sotub01g036760 1.44 1.42 030 040 075 162
cSTS11C3TH SerThr kinaza Sotub07g029020 1.14 0.73 D45 013 068 -1.20
MICRO.13514.C1 SerfThr kinaza Sotub06g024110 122 096 -0.37 043 047 105
POAES29TP SenThr kinaza Sotub07g019110 0.26 0.50 -0.31 044 101 160
MICRO.16983.C1 SerThr kinaza Sotub02g032430 -0.35 075 0897 007 D92 -2.02
MICRO.92592.C1 SerThr kinaza/MAPKKK Sotub11g005440 -2.84 -319 037 1410 0.69
MICRO.16036.C1 SerThr kinaza Sotub07g024290 -2.24 -2.88 D08 1.51 0.00
POAEDE4TP SerfThr kinaza Sotub06g015880 -2.56 3146 007 .80 035 1.32
cSTS22M2ATH Tir-nbsrr rezistenéni protein Sotub11g014870 239 228 037 446 047 | 406
cSTB44115TH SerThr kinaza Sotub08g029230 -2.31 240 029 1418 0.00 1.33
MICRC.9710.C3 SerThr kinaza Sotub05g005910 -85 243 024 409 003 142
PPCAQ18TH SerThr kinaza Sotub06g015880 -1.82 -233 050 101 034 053
bf_ivrootix_0018c¢07.43m.scf SerfThr kinaza Sotub06g015880 1.22 1.32 020 061 009 0.9
MICRO.14866.C1 SerThr kinaza Sotub07g019110 1.24 022 0.81 -0.06 061
MICRO.17670.C1 SerThr kinaza Sotub02g031850 1.03 0.93
B
Rywal MahG-Rywal
Sonda Gen Fito ID 1dpi 3dpi 6dpi 1dpi 3dpi  Gdpi
MICRC.6723.C1 MEK1/2 Sotub12g010200 016 010 025 047 | 0.85  0.95
MICRO.610.C1 MEKK3 Sotub03g024510 41.23 4149 002 037 002 077
MICRO.14487.C2 MEK4/S Sotub03g034170 050 0.65 085 039 039 0.66
MICRO.17148.C1 MEKE Sotub03g033030 017 | 090 077 0.65
MICRO.12818.C1 MKKT/2 Sotub03g022560 038 D15 0.48 027 | 096  1.01
C
Rywal NahG-Rywal
Sonda Gen Fito ID Adpi 3dpi 6Gdpi 1dpi 3Idpi  Gdpi
MICROQ.5536.C1 MAPK4_2 Sotub01g032370 -0.58 0.67 052 002 4157 166
MICRO.E33.C4 WIPK PGSCO003DMG400030058 1.26 027 049 040 097 | 254
MICRO.1181.C1 MAPK13 Sotub05g021030 163 14 011 097  1.02 1.63
MICRO.2875.C1 MAPK1/2 Sotub04g034130 125 123 0.24 027 068 230
MICRO.2875.C2 MAPK1/2 Sotub04g034130 127 125 067 021 0.3 20
bf_mixifoc:_0053f09.t3m.scf MAPKEAT Sotub04g005940 -1.25 093 -03&% 015 0.81 1.03
cPRO22A22TH MAPKAT Sotub04g005540 -1.20 -0%8 -0.62 -0.3% 007 1.14
MICRO.695.C5 MAPKAT Sotub04g005540 -1.63 161 -0 -0.52 0.18 1.60
bf_arraywo 0044012 t3m scf MAPKAT Sotub04g005540 -1.33 156 091 142 0.96 272
MICRO.13026.C1 MAPKE/S15M16 PGSCOD030OMG400002452 -1.55 1.5 0.59 145 0.67 2.29
cSTA3413TH MAPKE/MS15M17 Sotub06g0255910 -1.38 105 004 113 0.56 1.78
cSTA13014TH MAPKAT Sotub04g005540 -1.04 079 020 -0.81 0.54 1.77
MICRO.4979.C1 MAPKA/TI14 Sotub04g034130 -1.85 -223 052 0.7z -D.42 0.36
MICRO.2155.C1 MAPKSE/M9 Sotub10g007660 -1.38 -211 007 140 023 0.39
MICRO.13167.C1 MAPKE/M9 Sotub10g007EED -1.52 -21% 035 407 033 0.24
MICRO.2954.C1 MAPKE/M9 Sotub10g007EED -0.84 1.7 D.06 -1.32  -0.56 D7
MICRO.5763.C1 MAPKE/S15M16 Sotub01g022770 -1.43 -247 005 095 -01% 0.60
MICRO.7088.C2 MAPK4_1 Sotub05g022310 180 093 093 084 045 113
MICRO.3258.C1 MAPKS/M&/12(15 PGSCO003DMG400002452 | 238 205 134 097 034 055
MICR(Q.3258.C2 MAPKE//12M15 PGSCO003DMG400002452 103 4128 063 062 019 0.40
MICRO.E95.C3 MAPKAT Sotub04g005940 0.80 4148 143 040 103 150
MICRO.B95.CT MAPKAT Sotub04g005540 0.69 1.30 0.79 0.33 0.97 1.46
D
Rywal MahG-Rywal
Sonda Gen Fita ID R1 R3 R6 nah1 nah3 nahf
MICRO.1622.C1 MKF1 Sotub05g014680 -4.2T  -2.80 131 116
MICRO.7822.C1 MEP1 Sotub05g014680 <386 246 167 109
BF_LBCHXXXX_0041H12_T3M.SCF  MKP1 Sotub05g014680 -2.55 -0.64 131 006
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Slika 10: Diferencialno izraZeni geni druzine MKKK (A), MKK (B), MAPK (C) in MKP (D) v
krompirju sorte Rywal in transgenem krompirju NahG-Rywal v treh ¢asovnih to¢kah 1, 3 in 6 dpi
(Baebler in sod., 2014)

Vsaki sondi je pripisan opis gena in Fito ID (Ramsak in sod., 2014). Prikazane so log, vrednosti razlik

med izrazanjem v slepo inokuliranih rastlinah in s PVY inokuliranih rastlinah. Statisti¢no znacilne razlike
(p<0,05) so odebeljene. Navzdol regulirane vrednosti so obarvane rumeno in navzgor regulirane modro.

Figure 10. Differential expression of MKKKs (A), MKKs (B), MAPKSs (C) and MKP (D) in potato
cv. (cultivar) Rywal and NahG-Rywal in three time points, 1, 3 and 6 dpi (Baebler in sod., 2014)
Each probe has assigned gene description and Fito ID (Ramsak in sod., 2014). Log, fold changes of PVY
inoculated vs. mock-inoculated plants are indicated for each time point. Statistically significant
differences (FDR corrected p < 0.05) are in bold. Up-regulated values are in blue and down-regulated
values are in yellow.

4.1.2 Potrditev rezultatov mikromrez za gene StMKK6, StWIPK in StMKP1 s gPCR

Za nadaljnjo funkcionalno analizo smo izbrali tri gene: StMKK6, StWIPK in StMKP1.
IzraZanje vseh treh genov smo potrdili s gPCR (Preglednica 4).

Preglednica 4: Potrditev rezultatov mikromreZ s qPCR za gene StMKK®6, StWIPK in StMKP1

Da bi potrdili rezultate mikromrez, smo analizirali iste vzorce RNA, kot so bili uporabljeni za
eksperiment z mikromrezami. V tabeli so logaritmirane vrednosti razmerja izrazanja gena med okuzenimi
in slepo inokuliranimi rastlinami sorte Rywal in transgene NahG-Rywal 1, 3 in 6 dpi. Statisti¢no znadile
razlike (p < 0.05) so odebeljene.

Rywal NahG-Rywal
1 dpi 3dpi 6 dpi 1 dpi 3 dpi 6 dpi
Hmreza gPCR pmreza gPCR pmreza gPCR pmreza gPCR pmreza gPCR pmreza gPCR
StMKK6 1.40 0.37 1.74 1.29 -0.17 0.14 0.90 0.21 0.77 1.18 0.65 2.54
StWIPK -1.08 -1.75 0.36 -0.15 0.43 0.06 0.10 -0.79 1.15 0.40 2.18 2.43
StMKP1 -2.55 -2.70 -0.64 -0.13 131 -0.01 -0.06 -0.78 2.66 1.62 4.24 2.95

4.1.3 Izrazanje krompirjeve druzine MKK ter genov StWIPK in StMKPL1 v razli¢nih
tkivih in v odzivu na stres

V bazi The Bio-Analytic Resource for Plant Biology smo z orodjem The eFP Browser
za celotno druzino krompirjevih MKK (natan¢neje za gen StMKK®6) ter za gena StWIPK
in StMKP1 raziskali, kako se ti izrazajo Vv tkivih ter po tretiranju rastlin z razli¢nimi
abiotskimi in biotskimi stresi.

Izrazanje genov v tkivih pri druzini MKK se je razlikovalo med dvema podvrstama
krompirjev: S. tuberosum Phureja, klon DM, ter S. tuberosum Tuberosum, klon RH. V
sploSnem je analiza izrazanja za gena StMKK1/2 in StMKK4/5 pokazala uniformno
izrazanje v vseh tkivih z najvecjim izrazanjem v gomoljih in Zivicah. Gen StMKK3 je
bil najmoc¢neje izrazen v venc¢nih listih in pesti¢u, medtem ko je bil gen StMKK7/9
izrazen v gomoljih in cvetovih ter zgolj v klonu DM tudi v koreninah. Gen StMKK®6 je
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bil najmoc¢neje izrazen v gomoljih in kalusu ter najSibkeje (pod mejo detekcije) v
cvetovih pri klonu DM, medtem ko je bil pri klonu RH mo¢no izrazen tudi v poganjkih.

V biotskih in abiotskih stresnih pogojih je bila po ranitvi listov, v primerjavi z
netretirano kontrolo, pri vseh MKK najmanj dvakratna razlika v izrazanju, razen pri
StMKK4/5. Izrazanje gena StMKK6 pa je, v primerjavi s kontrolo, nizje tudi po
tretiranju z elicitorjem butiri¢no kislino (Slika 11). V bazi Genevestigator je ortolog
MKKG v vrsti A. thaliana induciran v razvojnih procesih (tvorba kalusa in kalitev) ter po
tretiranju z inhibitorjem translacije cikloheksamidom ter s hormonom avksinom.
Izrazanje AtMKKG je inducirano tudi po tretiranju z bakterijskim elicitorjem flagelinom
22 ter po tretiranju z biotskim stresom (mraz, slanost, kisel pH ter anoksi¢ni pogoji).
Izrazanje gena AtMKKG6 pa je v primerjavi s kontrolo nizje po tretiranju z abscizinsko
kislino ter kombinacijo abscizinske Kisline z JA ali SA.

Izrazanje gena MKK6 v biotskem in abiotskem stresu

Signal RNA

Kontrola - biotski stres

P. infestans
Salicilna kislina

Elicitor butiricna kislina

Tretiranje listov

Ranitev primarnih listov

Ranitev sekundarnih listov

Stres

Kontrola - slanost, manitol

Slanost
Manitol
Kontrola - vrotina

Vrogina

Kontrola - hormoni

Avksin

Tretiranje celotne rastline

Abscizinska kislina

Giberelini

Citokinini

Slika 11: IzraZanje gena StMKKG6 v biotskem in abiotskem stresu
Gen ima v primerjavi s kontrolami dvakrat niZje izrazanje po tretiranju z glivnim elicitorjem butiri¢no

kislino ter po ranitvi sekundarnih listov.

Figure 11: Expression of StMKKG6 in biotic and abiotic stress
Comparing to the controls, StMKKG6 is down-regulated after treatment with the fungal elicitor butyric acid
and after wounding of the secondary leaves.

Gen StWIPK je najmocneje izrazen v zivicah, ostala tkiva imajo primerljivo koli¢ino
RNA. V stresnih pogojih je izrazanje gena StWIPK v primerjavi z netretirano kontrolo
dvakrat niZje po ranitvi primarnih in sekundarnih listov, mo¢no pa naraste po tretiranju
rastlin s hormoni citokinini (Slika 12).
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Slika 12: Izrazanje gena StWIPK v biotskem in abiotskem stresu
Gen ima v primerjavi s kontrolami dvakrat nizje izrazanje po ranitvi primarnih in sekundarnih listov.

Figure 12: Expression of StWIPK in biotic and abiotic stress
Comparing to the controls, StWIPK is down-regulated after wounding of the secondary leaves.

Gen StMKPL1 je najmoc¢neje izrazen v cvetu, zivicah in gomoljih. Prav tako kot ostala
dva analizirana gena je tudi StMKP1 reguliran zgolj v biotskem stresu in sicer
najmocneje po ranitvi primarnih in sekundarnih listov, kjer je izrazanje StMKP1 v
primerjavi s kontrolo za priblizno osemkrat nizje, ter po tretiranju s SA, kjer je izraZanje
dvakrat nizje (Slika 13).
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Slika 13:1zraZanje gena StMKP1 v biotskem in abiotskem stresu
Gen ima v primerjavi z netretirano kontrolo osemkrat nizje izrazanje po ranitvi primarnih in sekundarnih

listov ter dvakrat niZje izrazanje po tretiranju s SA.

Figure 13: Expression of StMKP1 in biotic and abiotic stress
Comparing to the control, StMKP1 is strongly down-regulated after wounding of primary and secondary
leaves and less severely down-regulated after the SA-treatment.

4.2 SEKVENCNA ANALIZA DRUZIN MKK, MAPK IN MKP V KROMPIRJU

4.2.1 Analiza druzine MKK v krompirju

Analizirali smo druzino MKK v genomih petih vrst iz druzine razhudnikovk (krompir,
paradiznik, tobak ter vrsti N. benthamiana in Nicotiana attenuata) ter v rastlini A.
thaliana. V krompirju, paradizniku in vrsti N. attenuata smo identificirali pet genov iz
druzine MKK, v tobaku §tiri ter v vrsti N. benthamiana osem. V vrsti A. thaliana je
identificiranih deset MKK (Ichimura in sod., 2002). Na osnovi aminokislinske
poravnave sekvenc in filogenetskega drevesa (Slika 14) smo gene uvrstili v §tiri skupine
in jim pripisali ortologe rastline A. thaliana. V skupino A se uvrséajo po trije geni
rastlin A. thaliana in N. benthamiana, ostale vrste imajo po dva gena; v skupini B ima
zgolj rastlina N. benthamiana dva gena, ostale vrste imajo po enega, v skupini C sta po
dva gena rastlin A. thaliana in N. benthamiana medtem ko imajo krompir, paradiznik in
rastlini N. attenuata in N. tabacum po en gen. V skupini D so Stirje geni rastline A.
thaliana, ostale vrste pa imajo po enega, razen tobaka, ki tukaj nima predstavnika.
Izmed petih analiziranih vrst iz druzine razhudnikovk je N. benthamiana edina vrsta, ki
ima domnevne paraloge v druzini MKK. Ti so MKK3 (NbS00014007g0022.1,
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NbS0003756690012.1), MKK4/5 (NbS00012713g0030.1, NbS000066099g0002.1) in
MKK6 (NbS0000685790015.1, NbS0004503690007.1).

Pri vrstah s petimi predstavniki druzine je le dvema genoma mogoce pripisati po en
ortolog iz rastline A. thaliana, medtem ko so ostali trije v filogenetskem drevesu
uvrSceni tako, da jim lahko pripiSemo po dva mozna ortologa. Za dva gena vrste A.
thaliana AtMKKS8 in AtMKK10 nismo nasli krompirjevih ortologov.
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Slika 14: Filogenetsko drevo genov iz druzine MKK v razhudnikovkah in rastlini A. thaliana
Geni MKK iz rastline A. thaliana (At), krompirja (Sotub), paradiznika (Solyc) in rastlin N. benthamiana,

N. attenuata (Na) in N. tabacum (Nt) so razvr$¢eni v $tiri skupine: A (zelena), B (rde¢a), C (modra) in D
(oranzna). Krompirjevi geni so oznadeni s &rnimi pikami. Stevilke na razcepih vej spredstavljajo stopnjo
zaupanja po metodi »bootstrap«. Merilo predstavlja dolZzino veje, ki je sorazmerna z 0.06 zamenjave
aminokisline na mesto.

Figure 14: Phylogenetic tree of MKK family in five Solanaceae species and A. thaliana

The species are A. thaliana (At), potato (Sotub), tomato (Solyc), N. benthamiana (Nb), N. attenuata (Na)
and Nicotiana tabacum (Nt). Genes are grouped into 4 groups: A (green), B (red), C (blue) and D
(orange) (Ichimura in sod., 2002). Potato genes are marked with dots. The numbers on the nodes are
percentages from a bootstrap analysis of 1000 replicates. The scale bar indicates the branch length that
corresponds to 0.06 substitutions per site.

4.2.2 Analiza druzine MAPK v krompirju

Iz druzine krompirjevih MAPK smo izbrali pet genov za natan¢nejSo analizo. Vseh pet
se na osnovi filogenetskega drevesa (Slika 15) uvrs¢a v dve izmed Stirih podskupin
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MAPK — podskupini A in B rastlinskih MAPK. Predstavniki skupine A v vrsti A.
thaliana so AtMAPKS3, -6 in -10. V krompirju so to geni StMAPK6 in StWIPK s
pripadajo¢imi ortologi iz podvrste Phureja, klona DM (sekvence PGSC in Sotub).
Predstavniki skupine B v vrsti A. thaliana so AtMAPK4, -5, -11, -12 in -13 in v
krompirju StMAPK4 1, -4 2, -6 in -13 s pripadajo¢imi ortologi podvrste Phureja, klona
DM (PGSC in Sotub).

Gen StMAPK4 _1 iz sorte Rywal se od ortologa PGSC0003DMP400037535 razlikuje v
1 amino kislini (polarnost amino kisline se ne spremeni), medtem ko sta StIMAPK4_2 in
StMAPK13 identi¢na ortologom iz podvrste Phureja. Gen StMAPKG6 iz Rywala se od
ortologa v podvrsti Phureja razlikuje v 16 amino kislinah.
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Slika 15: Filogenetsko drevo MAPK iz skupine A in B v krompirju in rastlini A. thaliana
MAPK iz krompirja (Sotub, PGSC in St) in rastline A. thaliana (At), uvrs¢ene v skupino A in B na osnovi

klasifikacije celotne druzine MAPK (Ichimura in sod., 2002). V filogenetsko drevo so vkljuceni geni, ki
smo jih izolirali in sekvencirali iz sorte Rywal (oznaceni s pikami), njihovi ortologi iz krompirjeve
podvrste Phureja, klon DM (PGSC in Sotub) in vsi geni iz rastline A. thaliana, ki so uvr§¢eni v skupino A
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(oranzna &rta) in B (rdeGa ¢rta). Stevilke na razcepih vej predstavljajo stopnjo zaupanja po metodi
»bootstrap«. Merilo predstavlja dolzino veje, ki je sorazmerna z 0.05 zamenjave aminokisline na mesto.

Figure 15: Phylogenetic tree of potato and A. thaliana MAPKSs from group A and group B

Potato (Sotub, PGSC and St) and A. thaliana (At) MAPKSs from group A and group B as was already
proposed by Ichimura et al. 2002. Besides the potato sequences from the S. tuberosum Phureja, clone DM
(Sotub and PGSC) the tree also includes four MAPKs from cv. Rywal (marked with dots). Group A
MAPKSs is marked woth orange line and group B MAPKSs with the red line. Numbers on the branches
indicate the support, calculated by the bootstrap method. The scale bar indicates the branch length that
corresponds to 0.06 substitutions per site.

4.2.3 Analiza druZine dvojno specifi¢nih fosfataz v krompirju

V vrsti A. thaliana je identificiranih pet dvojno specifiénih fosfataz, ki regulirajo
aktivnost in trajanje  MAP Kkinazne kaskade: MKP1 (AT3G55270), DsPTP1
(AT3G23610), MKP2 (AT3G06110), IBR5 (AT2G04550) in PHS1 (AT5G23720)
(Bartels in sod., 2010). Dvojno specifi¢nim fosfatazam iz modelne rastline A. thaliana
smo poiskali ortologe v krompirju (Ramsak in sod., 2014) in nasli ortologe trem
fosfatazam: StMKP1 (Sotub05g027740 in Sotub05g014680), StIBR5 (Sotub07g018590
in Sotub129011740) ter StPHS1 (Sotub03g031790). Za gena DsPTP1 in MKP2 v
Krompirju nismo nasli ortologov.

4.3 SEKVENCNA ANALIZA IZOLIRANIH GENOV StMKK6, StWIPK IN StMKP1

Gene StMKKG6, StWIPK in StMKP1 smo izolirali iz sorte Rywal, gen StWIPK pa tudi iz
sorte Désirée. NaSe sekvence smo primerjali z zZe objavljenimi celotnimi sekvencami v
genski banki (angl. »GenBank«) ali z objavljenim genomom v bazi Potato Genomics
Resource (Potato genome sequencing consortium, 2011).

4.3.1 Analiza gena StMKK6

Izolirane in sekvencirane gene smo primerjali z razpoloZljivimi celotnimi sekvencami iz
podatkovnih baz ter preverili, kako ohranjene so med razli¢nimi sortami krompirja. Gen
StMKKG6 smo pridobili s pomocjo oligonukleotidnih zaetnikov, konstruiranih na osnovi
POCI sonde MICRO.17148.C1 in iz razpoloZljivih baz pridobili Se en dodaten gen:
Sotub03g033030.1. Sekvenci se razlikujeta v treh nukleotidih ter v eni amino Kislini
(Slika 16). Razlike niso del protein kinaznega aktivnega mesta, ki se nahaja med 69. in
329. amino kislino.
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Slika 16: Aminokislinska poravnava dveh sekvenc proteina StMKKG6 iz krompirja sorte Rywal ter
krompirja podvrste Phureja, klon DM
Sekvenci StMKKG® iz sorte Rywal in S. tuberosum Phureja, klon DM. se razlikujeta v Cetrti aminokislini

(izoleucin ali alanin), vendar sta obe aminokislini nepolarni.

Figure 16: Alignment of two amino acid sequences of the protein StIMKKG6 from potato cv. Rywal
and potato S. tuberosum Phureja, clone DM
Sequences are different in fourth amino acid (isoleucine and alanine), which are both non-polar.

4.3.1.1 Ortologi gena StMKKG®6 v rastlinskem kraljestvu

Ugotovili smo, da je v krompirju samo ena kopija gena MKK6, nato pa smo Zeleli Se
preveriti, kako je ta gen predstavljen v drugih rastlinskih vrstah. Krompirjev gen MKK6
smo z algoritmom tblastx primerjali s sekvencami v bazi Uniprot. Kot ortologe smo
identificirali devetintrideset genov (Slika 17). Vecina ortologov izvira iz kritosemenk,
eden iz golosemenk ter eden iz druzine mahov. Gen MKK6 ve¢inoma nima paralogov v
rastlinskih genomih, saj vseh devetintrideset genov pripada enaintridesetim vrstam.
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Slika 17: Filogenetsko drevo krompirjevega gena MKKG6 in ortologov v rastlinskih vrstah
Vrsta, iz katere je bil gen dolocen, je oznacena z akronimom na zaéetku imena: Cr, Capsella rubella; Aly,

Arabidopsis lyrata; At, Arabidopsis thaliana; Br, Brassica rapa; Bn, Brassica napus; Gh, Gossypium
hirsutum; Pp, Prunus persica; Mt, Medicago trunculata; Gm, Glycine max; Pt, Populus trichocarpa; Rc,
Ricinus communis; Vv, Vitis vinifera; Oo, Origanum onites; St, Solanum tuberosum; Le, Lycopersicum
esculetum/Solanum lycopersicum; Nt, Nicotiana tabacum; Na, Nicotiana attenuata; Nb, Nicotiana
benthamiana; Ma, Musa acuminata; Hv, Hordeum vulgare, Ata, Aegilops tauschii; Tu, Triticum urartu;
Bd, Brachypodium distachyon; Os, Oryza sativa, Og, Oryza glaberrima; Ob, Oryza brachyantha; Si,
Setaria italica; Sh, Sorghum bicolor; Zm, Zea mays, Ps, Picea sitchensis; Sm, Selaginella moellendorffii.
MKK®6 iz krompirja je oznacen z rdeco piko. Na desni strani so imena redov, kamor so posamezne
rastlinske vrste uvrséene. Stevilke na razcepih vej predstavlja stopnjo zaupanja po metodi »bootstrap«.
Merilo predstavlja dolzino veje, ki je sorazmerna z 0.05 zamenjave aminokisline na mesto.
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Figure 17: Phylogenetic tree of potato MKK6 and its orthologues in different plant species, divided
into classes

The species of origin for each MKK is marked by species acronym before the protein name: Cr, Capsella
rubella; Aly, Arabidopsis lyrata; At, Arabidopsis thaliana; Br, Brassica rapa; Bn, Brassica napus; Gh,
Gossypium hirsutum; Pp, Prunus persica; Mt, Medicago trunculata; Gm, Glycine max; Pt, Populus
trichocarpa; Rc, Ricinus communis; Vv, Vitis vinifera; Oo, Origanum onites; St, Solanum tuberosum; Le,
Solanum lycopersicum (Lycopersicum esculetum); Nt, Nicotiana tabacum; Na, Nicotiana attenuata; Nb,
Nicotiana benthamiana; Ma, Musa acuminata; Hv, Hordeum vulgare, Ata, Aegilops tauschii; Tu,
Triticum urartu; Bd, Brachypodium distachyon; Os, Oryza sativa, Og, Oryza glaberrima; Ob, Oryza
brachyantha; Si, Setaria italica; Sb, Sorghum bicolor; Zm, Zea mays, Ps, Picea sitchensis; Sm,
Selaginella moellendorffii. Potato MKK6 is marked with red dot. The numbers on the nodes are
percentages from a bootstrap analysis of 1000 replicates. The scale bar indicates the branch length that
corresponds to 0.06 substitutions per site.

4.3.2 Analiza gena StWIPK

Na osnovi POCI sonde MICRO.344.C4 smo konstruirali oligonukleotidne zacetnike in
izolirali gen StWIPK iz dveh sort krompirja: Rywal in Désirée. 1z razpolozljivih baz
smo pridobili Se tri sekvence: StWIPK (AB206552.1) iz baze GenBank ter sekvenci
PGSC0003DMC400052344 in PGSC0003DMC400052345 iz baze »Potato Genomics
Resource (Potato genome sequencing consortium, 2011)«. Slednji sta kodirajoci
sekvenci gena PGSC0003DMG400030058, vendar kodirata razliéno dolga proteina
(sekvenca PGSC0003DMC400052345 je krajSa za 47 amino kislin). Po poravnavi vseh
petih sekvenc in primerjavi zaporedij smo ugotovili, da se nukleotidne sekvence
razlikujejo na 9 mestih, aminokislinske poravnave pa na treh mestih, razen v primerjavi
s krajSo sekvenco, ki ima zadnjih 10 aminokislin druga¢nih od ostalih §tirih sekvenc
(Slika 18). Protein kinazna domena se nahaja med 43. in 327. amino kislino in vecina
razlik v aminokislinskem zaporedju je del te domene. Menjava 296. amino kisline
(alanina -A z valinom -V) ohrani nepolarnost aminokisline, medtem ko zamenjava
alanina -A s treoninom —T na 327. mestu, povzro¢i spremembo polarnosti na zadnji
amino kislini protein kinazne domene. Pri sekvenci PGSC0003DMC400052345 je
protein kinazna domena za 10 amino kislin krajSa v primerjavi z ostalimi sekvencami.
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Slika 18: Aminokislinska poravnava petih sekvenc proteina WIPK iz krompirja sort Désirée in
Rywal, sekvence krompirja iz genske banke (Genbank: AB206552.1) in krompirja podvrste
Phureja, klona DM

Sekvence Désirée StWIPK, Rywal StWIPK, StWIPK AB206552.1, PGSC0003DMC4000052344 in
PGSC0003DMC4000052344 se razlikujejo v treh aminokislinah, dodatno pa se sekvenca
PGSC0003DMC4000052345 od ostalih razlikuje $e v zadnjih 9 aminokislinah.

Figure 18: Alignment of five amino acid sequences of the protein WIPK from potato cultivars
Désirée and Rywal, GenBank WIPK (Genbank: AB206552.1) and S. tuberosum Phureja, clone DM
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Sequences Désirée StWIPK, Rywal StWIPK, StWIPK AB206552.1, PGSC0003DMC4000052344 and
PGSC0003DMC4000052344 are different in three amino acids, while additonaly the sequence
PGSC0003DMC4000052345 is different in additonaly 9 amino acids.

4.3.3. Analiza gena StMKP1

Gen StMKP1 smo pridobili s pomo¢jo oligonukleotidnih zaéetnikov, konstruiranih na
osnovi POCI sonde BF_LBCHXXXX_0041H12_T3M.SCF. Dodatno smo nasli $e dva
gena - StMKP1 (GenBank: BAE44440.1) in sekvenci PGSC0003DMC400020786 ter
PGSC0003DMC400020787, ki  pripadata genu PGSC0003DMG400011726.
Aminokislinska zaporedja se razlikujejo na 42 mestih (Slika 19), sekvenca
PGSC0003DMC400020787 je krajsa za priblizno 60 bp. Aminokislinska zaporedja se
razlikujejo v 17 amino kislinah, vendar ne na aktivacijskih mestih, ki sta v MKP1 dve:
katalitska domena dvojno specifi¢ne fosfataze (123. - 254. amino kislina) ter gelsolinska
domena (292. — 355. amino kislina).
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Slika 19: Aminokislinska poravnava §tirih sekvenc proteina StMKP1 iz krompirja sorte Rywal,
sekvenc krompirja iz genske banke (GenBank: BAE4444) ter krompirja podvrste Phureja, klon
DM

Sekvence se razlikujejo v 17 amino kislinah, vendar nobena sprememba ni del aktivacijskega mesta

proteina.

Figure 19: Alignment of four amino acid sequences of the protein StMKP1 from potato cv. Rywal,
GenBank MKP1 (GenBank: BAE4444) and S. tuberosum Phureja, clone DM
Sequences are different in 17 smino acids but none is not a part of the protein activation site.

4.4 SEKVENCNA ANALIZA PROMOTORJEV GENOV StMKKS6, StWIPK IN
StMKP1

Geni StMKK®G, StWIPK in StMKP1 so glede na vzorec izrazanja krompirja sorte Rywal,
okuzenega s PVY, vkljuceni v preobcutljivostni odziv na okuzbo s PVY. Poleg Studije
izrazanja genov pa lahko mehanizme njihove regulacije in procese v katere so vkljuceni,
preucujemo tudi preko promotorjev teh genov.

Izolirali in sekvencirali smo promotorje genov StWIPK, StMKK®6 in StMKP1 ter njihove
sekvence analizirali, da bi identificirali njihove domene. Analizirali smo sekvence, Ki
smo jih pridobili iz dveh sort, odpornih na PVY: Santé in Rywal, ter iz objavljenega
genoma krompirja (Potato Genome Sequencing Consortium, 2011)

Na osnovi domen, ki jih na promotorju najdemo, lahko sklepamo o razvojnih procesih
in odzivih na okoljske spremembe, v katere je lahko gen vkljucen.

4.4.1 Promotor gena StMKKG6

Analizirali smo promotorje gena tMKK6 iz sort Santé (256 bp), Rywal (899 bp) in
podvrste Phureja (902 bp). Sekvenci promotorjev iz Rywala in Phureje sta identi¢ni,
promotor iz Santéja pa se od ostalih dveh razlikuje v 34 bp-dolgi regiji. S pomo¢jo
analize sekvenc promotorja iz Rywala (Slika 20) smo nasli domene, povezane z
odzivom na svetlobo (Box 1, GA, GT1, Spl, Gap-box, L-box), vro¢inski stres (HSE) in
ranitev (WUN), vkljucenost v razvoj endosperma (Skn-1, GCN4), cirkadiani ritem ter
signalizacijo z giberelini (P-box) in salicilno kislino (TCA).
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Slika 20: Predvidene regulatorne domene promotorja gena StMKK®6 iz sorte Rywal
Domene, ki regulirajo odziv na stres ter vkljucenost v razvojne procese, SO domene CCAAT (rumena),

GCN4 in Skn-1 (razvoj endosperma, roza in vijolicna), HSE (odziv na vro€ino, rjava), P-box
(signalizacija giberelinov, modra), TCA (signalizacija salicilne kisline, zelena), WUN (ranitev, rdeca),
cirkadiana ura (siva). PusCica kaze zafetek 5'UTR regije, rdeCe pobarvano zaporedje ATG pa prvi
nukleotid kodirajoce regije gena StMKKG6.

Figure 20: Predicted regulatory domains of StMKK6 native promoter from cv. Rywal

The domains that regulate stress responses and development are CCAAT-box (MYBHvV1 binding site;
yellow), GCN4 motif (endosperm expression; pink), HSE (heat stress; brown), P-box (gibberellins; blue),
Skn-1 motif (endosperm expression; purple), TCA element (salicylic acid; green), WUN motif
(wounding; red) and circadian motif (control of circadian clock; grey). The arrow indicates the predicted
beginning of the 5° UTR region and the red shaded ATG indicates the start of StMKKG6 coding region.

4.4.2 Promotor gena StWIPK

Analizirali smo promotorja gena StWIPK iz sorte Rywal (888 bp) ter iz podvrste
Phureja, klona DM (1025 bp). Sekvenci obeh promotorjev se razlikujeta v 30
nukleotidih. Analiza domen promotorja gena StWIPK iz sorte Rywal je pokazala na
domene, ki so povezane z odzivom na svetlobo (3-AF1, GA, GAG, GATA, I-box,
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MRE), na toplotni stres (HSE), izrazanje v endospermu (GCN4, Skn-1) in meristemu in
na odziv na glivne elicitorje (Box-W1). Poleg nastetih domen v promotorju sorte Rywal
ima promotor iz podvrste Phureja $e dve dodatni: domeno, povezano z odzivnostjo na
gibereline ter domeno za vezavo transkripcijskega faktorja MY B.

4.4.3 Promotor gena StMKP1

Analizirali smo promotorje gena StMKP1 iz sort Santé (379 nt), Rywal (743 bp) ter iz
podvrste Phureja, klona DM (810 bp). Sekvenci iz Rywala in Phureje se razlikujeta v 14
nukleotidih, medtem ko se promotor iz Santeja od ostalih dveh razlikuje v najve¢ petih
nukleotidih. Analiza domen promotorja gena StMKP1 iz sorte Rywal je pokazala na
domene, ki so povezane z odzivom na svetlobo (ACA, ACE, Box 4, CAG, G-box, I-
box, chs-CMAZ2B), na toplotni stres (HSE), izraZzanje v endospermu (Skn-1), odziv na
glivne elicitorje (Box-W1), odziv na stres (ponovitve TC), signalizacijo z giberelini
(motiv TATC) in vkljuenost v regulacijo cirkadianega ritma.

4.5 SUBCELICNA LOKALIZACIJA PROTEINOV StMKKG, StWIPK IN StMKP1

Gene StWIPK, StMKKG6 in StMKP1 smo klonirali v plazmida s fuzijo s fluorescen¢nima
proteinoma CFP in YFP ter preverili ali virus PVY"™ vpliva na njihovo lokalizacijo.
Proteine smo opazovali v celicah spodnje povrhnjice listov rastline N. benthamiana, 11
dni po okuzbi s PVYN™ oziroma tri dni po prehodni transformaciji rastlin s
fluorescenéno oznalenimi geni. Poleg listov, okuZenih z virusom PVYN™ smo v
eksperiment vkljucili tudi rastline s slepo okuzenimi listi ter rastline, ki smo jih zgol]
agroinfiltrirali brez predhodne inokulacije. Prikazane so slike lokalizacije proteinov v

slepo inokuliranih celicah ter v celicah okuzenih s PVYNTN,

Izrazanje vseh treh proteinov je bilo regulirano z mo¢nim promotorjem CaMV 35S
(angl. »Cauliflower mosaic virus«), lokalizacijo proteina StMKK6 pa smo spremljali
tudi pod kontrolo nativnega promotorja iz sorte Santé.

Uspesnost agroinfiltracije smo preverili s prehodno transformacijo eksperimentalnih
rastlin s plazmidi s fluorescen¢nim markerjem CFP ali YFP (Slika 21) brez vnesenih

preucevanih genov.

Lokalizacijo proteina StMKK6 smo spremljali pod kontrolo dveh razli¢nih promotorjev:
promotorja CaMV 35S in nativnega, 265 bp-dolgega promotorja.

V listih, kjer je bilo izraZzanje gena pod kontrolo promotorja CaMV 358, se je protein
nahajal v istih subceli¢nih razdelkih pri vseh treh opazovanih eksperimentih: listih brez
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inokulacije, slepo inokuliranih in okuzenih s PVY (Slika 22, 23). Razlik med proteini s
fuzijo s CFP (Slika 22) ali YFP (Slika 23) ni bilo.

v//i % J ] ‘ : : 2 h
Slika 21: Lokalizacija fluorescen¢nih markerjev CFP in YFP pod mo¢nim virusnim promotorjem

(CaMYV 35S) brez fuzije s preucevanimi geni
Oba fluorescenéna proteina, CFP (levo) in YFP (desno), se nahajata v citoplazmi prehodno transformiranih

epidermalnih celic vrste N. benthamiana.

Figure 21: Localisation of fluorescent markers CFP and YFP under strong viral promoter (CaMV35S)
without fusion of studied genes

Both fluorescent proteins, CFP (left) and YFP (right) are localised in cytoplasm of the transiently
transformed epidermal cells of N. benthamiana.

Slika 22: Lokalizacija proteina StMKK6 pod moénim virusnim promotorjem (CaMV 358) s fuzijo s
CFP
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Protein se nahaja v citoplazmi in v jedru tako v slepo inokuliranih listih (levo) kot v listih, okuzenih s
PVY (desno).

Figure 22: Localisation of protein StMKK6 under strong viral promoter (CaMV35S) fused with
CFP

Protein is localised in cytoplasm and nucleus in mock-inoculated leaves (left) as well as in PVY -infected
leaves (right).

Slika 23: Lokalizacija proteina StMKK6 pod mo¢nim virusnim promotorjem (CaMV 358) s fuzijo
zYFP
Protein se nahaja v citoplazmi in v jedru tako v slepo inokuliranih listih (levo) kot v listih, okuzenih s

PVY (desno).

Figure 23: Localisation of protein StMKK6 under strong viral promoter (CaMV35S) fused with
YFP

Protein is localised in cytoplasm and nucleus in mock-inoculated leaves (left) as well as in PVY-infected
leaves (right).

Analiza lokalizacije proteina StMKKG6 s programom PredictProtein je predvidela
lokalizacijo v jedru in citoplazmi, prav tako za ortolog iz rastline A. thaliana, AtMKKG®.
Ko smo protein opazovali pod nativnim promotorjem v slepo inokuliranih listih,
fluorescence ni bilo (Slika 24) oziroma je bila Sibkej$a od ozadja. V listih, okuZenih s
PVYN™ pa se je protein StMKK6 nahajal v citoplazmi in jedru, vendar je bila
fluorescenca jedra bistveno moénejsa od Sibke fluorescence citoplazme (Slika 24).
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Slika 24: Lokalizacija proteina StMKKG6 pod nativnim promotorjem s fuzijo z YFP
V slepo inokuliranih listih fluorescence YFP nismo opazili (levo), v listih, inokuliranih s PVY, pa vidimo

mo¢no fluorescenco v jedru ter zelo Sibko v citoplazmi (desno).

Figure 24: Localisation of protein StMKK®6 fused with YFP under control of native promoter
In mock-inoculated leaves no YFP fluorescence was observed (left), while in PVY-infected leaves weak
fluorescence is observed in cytoplasm and strong in nucleus (right).

Protein StWIPK se je v listih, ki so bili samo agroinfiltrirani brez predhodne
inokulacije, nahajal v citoplazmi in v jedru. V istih subceli¢nih razdelkih se je nahajal
tudi v slepo inokuliranih celicah in v celicah, okuzenih s PVYN™ (Sliki 25 in 26).
Lokalizacija proteina je bila enaka tako s fuzijo s CFP (Slika 25) kot s fuzijo z YFP
(Slika 26).
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Slika 25: Lokalizacija proteina StWIPK pod moé¢nim virusnim promotorjem (CaMV 35S) s fuzijo s
CFP
Protein se nahaja v citoplazmi in v jedru tako v slepo inokuliranih listih (levo) kot v listih, okuzenih s

PVY (desno).

Figure 25: Localisation of protein StWIPK under strong viral promoter (CaMV35S) fused with
CFP

Protein is localised in cytoplasm and nucleus in mock-inoculated leaves (left) as well as in PVY-infected
leaves (right).

Slika 26: Lokalizacija proteina StWIPK pod mo¢nim virusnim promotorjem (CaMV 35S) s fuzijo z
YFP

Protein se nahaja v citoplazmi in v jedru tako v slepo inokuliranih listih (levo) kot v listih, okuzenih s
PVY (desno).

Figure 26: Localisation of protein StWIPK, under strong viral promoter (CaMV35S), fused with
YFP
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Protein is localised in cytoplasm and nucleus in mock-inoculated leaves (left) as well as in PVY-infected
leaves (right).

Protein StMKP1 smo opazovali pod kontrolo promotorja CaMV 35S. V primeru fuzije z
YFP se je nahajal v citoplazmi in v jedru v slepo inokuliranih in s PVYN™ okuZenih
rastlinah (Slika 27). V primeru fuzije s CFP je bila fluorescenca zelo $ibka tako v slepo
inokuliranih kot v okuzenih listih, zato je sploh nismo zaznali.

RETTIT R

Slika 27: Lokalizacija proteina StMKP1 pod mo¢nim virusnim promotorjem (CaMV 35S) s fuzijo z
YFP
Protein se nahaja v citoplazmi in v jedru tako v slepo inokuliranih listih (levo) kot v listih, okuzenih s

PVY (desno).

% V

Figure 27: Localisation of protein StMKP1 under strong viral promoter (CaMV35S) fused with
YFP

Protein is localised in cytoplasm and nucleus in mock-inoculated leaves (left) as well as in PVY-infected
leaves (right).

4.6 INTERAKCIJE MKK6 IN MAPK

Na osnovi objavljenih rezultatov proteinskih interakcij rastline A. thaliana (Arabidopsis
Interactome Mapping Consortium, 2011) smo preverili, ali tudi v krompirju pride do
interakcij med enakimi proteini. Rezultati eksperimenta Yeast two-hybrid so pokazali,
da so substrati AtMKK6 najverjetneje AtMAPK4 (AT4G01370), AtMAPKG6
(AT2G43790), AtMAPK11 (AT1G01560), AtMAPK12 (AT2G46070), AtMAPK13
(AT1G07880) in TCH3 (AT2G41100) (Arabidopsis Interactome Mapping Consortium,
2011). Ortologe AtMAPK4, AtMAPK®6, AtMAPK12 in AtMAPK13 smo izolirali iz
krompirja sorte Rywal in klonirali v plazmide za testiranje interakcij z metodo BiFC
(angl. »Bimolecular flourescence complementation«). Poimenovali smo jih
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StMAPK4_1, StMAPK4_2, StMAPKG6 in StMAPK13. Za vsakega od njih smo izvedli
eksperiment, s katerim smo preverjali, ¢e gre za substrat proteina StMKKG6.
Fluorescenco smo opazovali v rastlinah N. benthamiana, v slepo inokuliranih listih in
listih, okuzenimi s PVY (Slike 28-31). Pozitivha kontrola eksperimenta je bila
interakcija med proteinoma bZIP, ki se v jedru sestavita v dimer, kar vidimo kot rumeno
fluorescirajoce jedro (Slika 28).

Slika 28: Pozitivna kontrola eksperimenta BiFC
Rumena fluorescenca jedra je rezultat interakcije dve proteinov bZIP, ki se v jedru sestavita v dimer.

Figure 28: Positive control of the BiFC experiment
In the nucleus the bZIP proteins interact in a way that they form dimers.

Za nobenega izmed parov proteinov nismo uspeli potrditi interakcije, vsa opazovana
fluorescenca je bila autofluorescenca rastlinskega tkiva (Slika 29). Opazili smo
avtofluorescenco trihomov in celi¢ne stene (Slika 29b levo), fluorescenco listnih rez
(Slika 26¢ in d levo) in fluoescenco neznanih vkljuckov, ki bi lahko bili kristali apnenca
na spodnji povrhnjici lista (Slika 26d).
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(a) StIMKKS6 in StMAPK4 1

58



Lazar A. Vloga genov... pri okuzbi krompirja (Solanum tuberosum L.) s krompirjevim virusom Y.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

(c) StMKKS6 in StMAPKG6

Slika 29: Nepotrjena interakcija med proteinoma StMKKG6 in StMAPK4 1 (a), StMAPK4 2 (b),
StMAPKS (c) and StMAPKZ13 (d).

Celice brez opazene fluorescence YFP kot rezultat interakcije med proteinom StMKKGS6 in testiranimi
MAPK: StMAPK4_1 (a), StMAPK4_2 (b), StMAPK6 (c) in StMAPK13 (d) v listih rastline N.
benthamiana, ki so bili slepo inokulirani (levo) in okuZeni s PVY (desno).

Figure 29: Unconfirmed interaction between StMKK6 and StMAPK4 1 (a), StMAPK4 2 (b),
StMAPKGS (c) and StMAPK13 (d).

Cells without observed YFP as a result of an interaction between StMKK6 and tested MAPKSs:
StMAPK4_1 (a), StMAPK4_2 (b), StMAPKS6 (c) and StMAPK13 (d) in leaves of N. benthamiana, mock-
inoculated (left) and PVY-infected (right).

Ker se je metoda BiFC izkazala za nezanesljivo metodo preverjanja interakcij med
proteini, smo interakcije preverili z metodo Yeast two-hybrid, eksperimente je opravila
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dr. Anna Coll (Lazar in sod., 2014). Potrdili smo tri izmed §tirih interakcij in ugotovili,
da so substrati krompirjevega proteina StMKK6: StMAPK4 2, StMAPKG6 in
StMAPK13 (Preglednica 5). Dodatno smo preverili tudi, ali je protein StWIPK substrat
proteina StMKK6 (Preglednica 5). Do interakcije ni prislo.

Preglednica 5: Rezultati testiranih interakcij proteina StMKK®6 s proteini StWIPK, StMAPK4_1,
StMAPK4_2, StMAPK®6 in StMAPK13.
Rezultati so prikazani za metodi BiFC in Yeast two-hybrid. Pozitivne interakcije so oznacene s »+«.

BiFC Yeast two-hybrid
MKK6-WIPK - -
MKK6-MAPK4 1 - -
MKK6-MAPK4 2 - +
MKK6-MAPKG6 - +
MKK6-MAPK13 - +

Glede na rezultate mikromreZ s PVY okuZenega krompirja sorte Rywal in transgenega
krompirja NahG-Rywal se vzorci izrazanja genov StMAPK4 2, StMAPKG6 in
StMAPK13 razlikujejo od vzorca izrazanja gena StMKKG6 (Slika 10B in Slika 30). Gen
StMAPK4_2 ima v primerjavi s slepo inokulirano kontrolo vi§je izrazanje v transgenem
krompirju NahG-Rywal, prav tako gen StMAPK13, vendar v manjsi meri (Slika 30).
Tretji potrjen substrat, StMAPK®, ni diferencialno izrazen.

Rywal NahG-Rywal
y Ortolog vrste A. R . . _ . .
Sonda Gen Fito ID thaliana 1 dpi 3 dpi 6 dpi 1 dpi 3dpi 6 dpi
MICRO.5536.C1 StMAPK4_2 PGSC0003DMG401000057 AtMAPK4 -0.58 0.67 0.52 <02 [
MICRO.3797.C3 StMAPKS Sotub08g010260* AIMAPKS 0.04 0.11 0.16 0.18 0.26 0.55
MICRO.2352.C1 StMAPK13 PGSC0003DMG400025366 AtMAPK13 0.36 0.71 0.76 -0.07 0.66 1.00

Slika 30: IzraZzanje potrjenih substratov proteina StMKK6 v krompirju sorte Rywal in NahG-
Rywal, 1, 3 in 6 dpi (Baebler in sod., 2014)
Vsaki sondi je pripisano ime gena, ortolog iz krompirja S. tuberosum Phureja, klon DM-Fito ID (Ram$ak

in sod., 2014) in ortologi iz vrste A. thaliana. Prikazane so log, vrednosti razlik med izraZanjem v slepo
inokuliranih in s PVY inokuliranih rastlinah. Zvezdica (*) pri Fito ID imenu gena za StMKK6 nakazuje,
da ta gen nima svojega PGSC modela. Statisticno znacilne razlike (p<0,05) so odebeljene. Navzdol
regulirane vrednosti so obarvane rumeno in navzgor regulirane modro.

Figure 30. Gene expression pattern of confirmed interactions of StMKK®6 in cv. Rywal and NahG-
Rywal, 1, 3 and 6 dpi (Baebler et al., 2014)

To each probe name of the gene, orthologue from potato S. tuberosum Phureja, clone DM-Fito ID
(Ramsak in sod., 2014) and A. thaliana orthologues are assigned. Log2 of gene expression differences
between PVY-infected and mock-inoculated plants are indicated for each time point. Statistically
significant differences (p<0.05) are given in bold. The star (*) for StMAPK6 PGSC gene ID indicates that
the gene was not predicted in PGSC gene model. Up-regulated values are in blue and down-regulated
values are in yellow.

Preverili smo tudi logaritmirane vrednosti izrazanja potrjenih substratov StMKKG6 in
vrednosti izrazanja gena StMKKG6 v slepo inokuliranih rastlinah (Slika 31). Vsi trije geni
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imajo visje vrednosti v primerjavi z genom MKKG®6, kar nakazuje na zadostne koli¢ine
razpoloZzljivega substrata za interakcijo s proteinom StMKKG®.

Rywal NahG-Rywal
MName Microarray probe ID R1_1 R1_2 R1_3 R1_4 nah1_1 nahi_2 nahi_3 nah1_4
StMKKE MICRO.17148.C1 6.76 6.46 651 6.49 6.75 6.80 6.73 5.69
StMAPKE MICRO.3797.C3
StMAPK13 MICRO 2352 C1 6.78 773 755 775 733 TAT 748 735

Slika 31: Jakost izrazanja genov StMKK6, StMAPK4 2, StMAPKG6 in StMAPK13 1dpi v slepo
inokuliranih listih krompirja

Vkljucene so §tiri rastline netransgenega Rywala (R) in §tiri rastline transgenega NahG-Rywala (nah). V
obeh skupinah rastlin je izrazanje gena StMKKG6 najnizje.

Figure 31. Expression values of StMKK6, StMAPK4_2, StMAPK6 and StMAPK13 genes in mock-
inoculated plants, 1dpi

The expression is shown for four mock treated Rywal (R) and NahG-Rywal (nah) plants. In both sets of
plants the expression of the StMKK®6 interacting MAPKSs is higher than of StMKK6. Calculated are
differences in the expression between Rywal and NahG-Rywal plants.

4.7 Z VIRUSOM INDUCIRANO UTISANJE GENA StWIPK (VIGS)

Ker je gen StWIPK diferencialno izrazen v sorti Rywal po okuzbi s PVY, sklepamo, da
je vklju¢en v odziv krompirja na okuzbo. Z eksperimentom utiSanja gena StWIPK s
sistemom VIGS smo zeleli preveriti, ali utiSanje gena vpliva na ucinkovitost Sirjenja
virusa. Rastline vrste S. venturii smo agroinfiltrirali s konstrukti za utiSanje gena
StWIPK in po treh tednih iste liste e inokulirali z virusom PVY", oznagenim z zelenim
fluorescenénim proteinom (GFP); PVYN-GFP (Rupar in sod., 2014). V treh ¢asovnih
tockah smo preverjali intenzivnost Sirjenja virusa v zgornje, neinokulirane liste rastline.

V vsaki ¢asovni toc¢ki smo preverili po tri liste za posamezno kombinacijo agroinfiltracij
in inokulacije (samo PVYN-GFP, agroinfiltracija s praznim plazmidom in PVY"N-GFP,
agroinfiltracija s konstruktom za utisanje in PVY"N-GFP, agroinfiltracija s praznim
plazmidom in slepa inokulacija, agroinfiltracija s konstruktom za utiSanje in slepa
inokulacija). Fluorescenco virusa PVYN-GFP smo v zgornjih, neinokuliranih listih
opazili Ze v najzgodnejsi ¢asovni tocki, 18 dpi (Sliki 32 a in b), in sicer v vseh okuzenih
listih, ne glede na tip predhodne agroinfiltracije (z ali brez utisanega StWIPK). Sibko
fluorescenco virusa smo videli tudi v listih, kjer je bil predhodno utisan gen StWIPK
(Slika 32 b). V slepo inokuliranih listih je fluorescenco povzrocala avtofluorescenca
celi¢nih sten ali rez spodnje povrhnjice (Slika 32 c, levo).

Virus se je Se dodatno namnozil in razsiril tudi v kasnejsih ¢asovnih tockah, tako v
utiSanih kot v neutiSanih rastlinah: v 21 dpi (Slika 32c desno, brez utiSanja gena
StWIPK in Slika 32d, z utisanim genom StWIPK) ter v 27 dpi (Slika 32e desno, brez
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utiSanja gena StWIPK in Slika 32f desno, z utiSanim genom StWIPK). V slepo
inokuliranih rastlinah smo zaznali le avtofluorescenco (Slike 32c levo, 32f levo).

V vseh treh Gasovnih tockah sta bili jakost in razsirjenost fluorescence virusa PVY™-
GFP primerljiva med listi z utiSanim genom StWIPK in listi brez utiSanja.
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(d).
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Slika 32: Sirjenje virusa PVYN-GFP v zgornjih, neinokuliranih listih rastline S. venturii po uti$anju
ali brez utiSanja gena StWIPK, v treh ¢asovnih tockah: 18, 21 in 27 dpi
Primerjali smo &irjenje virusa PVYN-GFP po zgornjih listih med rastlinami vrste S. venturii brez

utiSanega gena StWIPK in rastlinami z utiSanim genom StWIPK. (a) Listi rastline S. venturii, brez utiSanja
gena StWIPK in okuzene s PVY, 18 dpi.Virus PVY se je razsiril v zgornje, neinokulirane liste rastline.
(b) Listi rastline S. venturii, z utiSanim genom StWIPK, in okuZene s PVY, 18 dpi, Kjer je opazna Sibka
fluorescenca virusa. (c) Listi brez utiSanja gena StWIPK v slepo inokuliranih rastlinah in z virusom PVY
okuzenih rastlinah vrste S. venturii, 21 dpi. V slepo inokuliranih rastlinah (levo) vidimo avtofluorescenco
gobastega tkiva, v okuzenih rastlinah (desno) pa vidimo virus, razsirjen po celi povrsini lista. (d) Listi
rastline S. venturii, z utiSanim genom StWIPK, in okuzene s PVY, 21 dpi. Virus je razSirjen po celi
povsini lista. (e) List rastline S. venturii brez utisanja gena StWIPK in okuZene s PVY, 27 dpi. V
zgornjem, neinokuliranem listu se virus $iri po celem listu iz Zile naprej proti robovom lista. (f) List
rastline S. venturii z utisanim genom StWIPK v slepo inokuliranih rastlinah in z virusom PVY okuZenih
rastlinah vrste S. venturii, 27 dpi. V slepo inokuliranih rastlinah (levo) ni fluorescence, v okuzenih
rastlinah (desno) pa je virus razsirjen po celi povrsini lista.

Figure 32: Spread of the virus PVYM-GFP in the upper, non-inoculated leaves of S. venturii with or
without the silencing of StWIPK in three time points: 18, 21 and 27 dpi

We compared viral spread of the PVYN-GFP in the upper leaves of S. venturii between the non-silenced
and silenced plants. (a) Leaves of S. venturii infected with PVY without the silencing of StWIPK, 18 dpi.
The PVY has spread in the upper, non-inoculated leaves. (b) Leaves of S. venturii, infected and with the
silencing of StWIPK, 18 dpi where the weak fluorescence of the virus can be observed. (c) Leaves
without the silencing of StWIPK in mock-inoculated plants and plants, infected with PVY, 21 dpi. In
mock-inoculated plants (left) the autofluorescence of the sponge tissue can be observed, while in the
infected plants (right) the virus has spread through the whole leaf. (d) Leaves of S. venturii with the
silencing of StWIPK and infected with PV, 21 dpi. Virus has spread through the whole leaf. (e) Leaves
of S. venturii without the silencing of StWIPK and infected with PVY, 27 dpi. In the upper leaf the PVY
has spread through the whole leaf from the veins to the edges. (f) Leaves of S.venturii with the silencing
of StWIPK in mock-inoculated plants and in plants, infected with PV, 27 dpi. In mock-inoculated plants
(left) no fluorescence was observed, while in infected plants (right) the virus has spread through the
whole leaf.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V doktorskem delu smo raziskali vklju¢enost MAPK v obrambni odziv krompirja na
okuzbo s PVY. Osredotocili smo se na krompir sorte Rywal, ki se na PVY odzove s
preobc¢utljivostnim  odgovorom.  Pridobili smo nabor enaintridesetih  skupin
diferencialno izraZenih potencialnih paralogov, ki so vsi komponente kaskade MAPK. Z
nadaljnjo analizo smo raz¢lenjevali, kako so ti geni vpleteni v imunski odgovor
krompirja na PVY in se osredoto¢ili na tri gene: StMKK6, StWIPK in StMKP1. V
krompirju smo analizirali druzino MAPK, MKK in MKP. Sledila je analiza izrazanja
izbranih genov v krompirjevih tkivih in v odzivu na tretiranje rastlin z razli¢nimi
biotskimi in abiotskimi stresi. Preverili smo tudi, kje se nahajajo fluorescentno oznaceni
preucevani proteini pred in po okuzbi s PVY, za protein StMKK®6 tudi pod kontrolo
nativnega promotorja. Poleg tega smo preucili Se vpliv utiSanja gena StWIPK na Sirjenje
virusa PVY.

5.1.1 Krompir ima v primerjavi z modelno rastlino A. thaliana manj predstavnikov
MAPK

Na osnovi primerjave sekvenc krompirjevih genov iz krompirja sorte Rywal ter
krompirja podvrste Phureja s sekvencami modelne rastline A. thaliana, smo ugotovili,
da ima krompir manj predstavnikov MAPK, MKK in dvojno specifi¢nih fosfataz.

Vrsta A. thaliana ima v druzini MAPK dvajset genov, ki so razvrs¢eni v §tiri skupine,
od A do D (Ichimura in sod., 2002). Nasa analiza je obsegala zgolj predstavnike skupin
A in B, saj so tja uvrS€eni geni, ki smo jih, po analizi izrazanja MAPK v krompirju po
okuzbi s PVY (Slika 10C) in analizi potencialnih substratov proteina StMKKS6, izolirali
iz sorte Rywal. Izmed petih izoliranih genov (StWIPK, StMAPK4 1, StMAPK4_2,
StMAPK®6, StMAPK13), so se geni StWIPK, StMAPK4 1, in StMAPK4_2 diferencialno
izrazali v odgovoru na okuzbo. V vrsti A. thaliana je v skupino A in B uvr§éenih osem
genov, v krompirju pa zgolj Sest (Slika 15). Analiza genov StWIPK, StMAPKA4 1,
StMAPK4 2, StMAPK®6 in StMAPK13 je razkrila, da obstajata v krompirju zgolj dva
ortologa genov AtMAPK4, -11 in -13, in sicer StMAPK4 1 in -4_2, gen AtMAPK10 pa
ortologa v krompirju nima.

Tudi v drugih rastlinskih vrstah je stevilo genov celotne druzine MAPK (skupine A, B,
C in D) zalo razli¢no: v murvi je identificiranih deset MAPK (Wei in sod., 2014), v rizu
Sestnajst, Vv trti dvanajst,v soji enaintrideset, v topolu enaindvajset, v papaji deset
(povzeto po Janitza in sod., 2012), v jablani Sestindvajset (Zhang in sod., 2013), v
tobaku sedemnajst (Zhang in sod., 2013) in v paradizniku Sestnajst (Kong in sod.,
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2012). Sklepamo lahko, da ima tudi krompir vseh MAPK okrog Sestnajst, tako kot
njegova bliznja sorodnika tobak in paradiznik.

Se vedja odstopanja smo opazili pri skupini fosfataz MAPK, kjer krompir v primerjavi z
modelno rastlino A. thaliana nima predstavnika za gena MKP2 in DsPTP1. Fosfataza
MKP2 se je domnevno razvila iz fosfataze DsPTP1, specifi¢na je za kriznice, poleg tega
pa je tudi pozitivni regulator tolerance na oksidativni stres z desfosforilacijo MAPK3/6
(Lee in Ellis, 2007), vklju¢ena pa je tudi v negativno regulacijo preobcutljivostnega
odziva rastline ob napadu glivnih patogenov preko defosforilacije MAPKG6 (Lumbreras
in sod., 2010; Vilela in sod., 2010). Funkcija fosfataze DsPTP1 pa je zaenkrat Se
neznana (Bartels in sod., 2010).

Geni druzine MKK so bili doslej dolo¢eni v naslednjih rastlinskih vrstah: v rastlini A.
thaliana je dolo¢enih deset MKK (Ichimura in sod., 2002), v vrsti N. attenuata pet
(Heinrich in sod., 2011), v rizu osem (Singh in Jwa, 2013), v rodu Brachypodium sp.
dvanajst (Chen in sod., 2012), v topolu deset (Nicole in sod., 2006), v jablani devet
(Zhang in sod., 2013) in v oljni ogrséici sedem (Liang in sod., 2013).

Pri krompirju smo analizirali celotno druzino MKK (Slika 14), vklju¢no z geni iz
druzine MKK vrste A. thaliana, treh vrst rodu Nicotiana (N. benthamiana, N. tabacum
in N. attenuata) in iz paradiznika. S sekven¢no analizo smo ugotovili, da je druZina
MKK v razhudnikovkah manj obsezna kot v modelni rastlini A. thaliana; v krompirju in
paradizniku smo identificirali pet predstavnikov druzine MKK in Vv wvrsti N.
benthamiana osem. Pet genov MKK je bilo identificiranih tudi v vrsti N. attenuata, v
tobaku pa eden manj, saj nima ortologa genov MAPK7/8/9/10 (Slika 14). Iz
filogenetskega drevesa druzine MKK v razhudnikovkah in rastlini A. thaliana je
razvidno, da ima zgolj tobak N. benthamiana tri mozne paraloge MAPK kinaz, krompir
in paradiznik pa nimata nobenega. Od analiziranih vrst ima A. thaliana najve¢
pripadnikov druzine MKK, kar je lahko posledica podvojitve genov v predniku A.
thaliana po cepitvi razhudnikovk in kriznic v dve loceni druzini. Posledi¢no trem od
petih krompirjevih MKK ni bilo mogoce pripisati posameznega ortologa vrste A,
thaliana. Ceprav ima A. thaliana naceloma deset genov v druzini MKK, je mozno, da
vsi geni niso funkcionalni; to velja predvsem za AtMKKS8 in AtMKK10. AtMKKS sicer
vsebuje MAPK aminokislinski motiv, vendar za ta gen ni ekspresijskih rezultatov,
medtem ko AtMKK10 nima primernega prepoznavnega mesta v aktivacijski domeni
(Hamel in sod., 2006). Mozno je tudi, da imajo krompirjeve MKK ve¢ raznolikih
funkcij, kar nadomesca manjse Stevilo genov v primerjavi z vrsto A. thaliana.

Problematika iskanja ortologov kaskade MAPK med vrstami je bila izpostavljena Ze v
¢lanku o evoluciji signalizacije MAPK (Doczi in sod., 2012); glavni razlog za ta
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odstopanja naj bi bila hitra ekspanzija in diferenciacija MAPK ter posledi¢no tudi hitra
evolucija signalizacije MAPK.

Glede na vklju¢enost genov WIPK in MKP1 v S$irok spekter razvojnih procesov in
odzivov na stres lahko sklepamo, da imata omenjena gena v signalizaciji MAPK
izjemno pomembno funkcijo in sta najverjetneje tudi evolucijsko dobro ohranjena
vzdolz celotnega rastlinskega kraljestva. Za gen StMKK6 smo opravili podrobnejso
analizo zastopanosti v rastlinskem kraljestvu in nasli devetintrideset ortologov gena
MKK6 (Slika 17). Po sekven¢ni podobnosti je najblizje krompirjevi MKKG6
paradiznikova LeMKKS3, saj se sekvenci razlikujeta v zgolj eni amino Kislini.
Paradiznikovemu ortologu sledijo po podobnosti geni iz ostalih vrst druZine
razhudnikovk, ki se od StMKK6 razlikujejo za najve¢ osem amino kislin. Ortologe
MKKG6 smo nasli tudi pri golosemenkah in mahovih, pri algah pa ne, ¢eprav je znano, da
imajo alge vsaj dva predstavnika druzine MKK (Doczi in sod., 2012). Razs$irjenost gena
MKKG6 vzdolZz rastlinskega kraljestva nakazuje na njegovo pomembno vlogo pri
regulaciji celi¢nih procesov.

5.1.2 Geni StMKK®6, StWIPK in StMKP1 so vkljueni v odziv na ranitev

Na osnovi izrazanja vseh petih krompirjevih MKK po tretiranju rastlin krompirja z
razli¢nimi biotskimi stresi (Massa et al., 2011) vidimo, da so geni StMKK1/2, StMKK3,
StMKKG6 in StMKK7/9 navzdol regulirani po ranitvi listov, SIMKKG6 pa je v biotskem
stresu Se dodatno navzdol reguliran po tretiranju z glivnim elicitorjem butiri¢no kislino
(Slika 11). V splosnem pa je bazalno izrazanje gena StMKKG6 in posledi¢no koli¢ina
MRNA zelo nizka. Zaenkrat ni dodatnih eksperimentalnih dokazov, ki bi podpirali te
rezultate, obstajajo zgolj posredni; promotor gena StMKK®6 iz sorte Rywal ima domeno,
ki regulira odziv na ranitev: domeno WUN (Slika 20).

Tako kot vec¢ina MKK sta tudi gena StWIPK in StMKP1 po ranitvi listov navzdol
regulirana (Sliki 12 in 13), vendar bistveno moc¢neje kot StMKK®G, saj je tudi nivo
njunega bazalnega izrazanja precej vi§ji. Koli¢ina mRNA gena StMKP1 je kar osemkrat
nizja v primerjavi s kontrolo, medtem ko je pri genu StWIPK ta razlika Stirikratna.
Mnogo eksperimentalnih rezultatov podpira vkljucenost genov MKP1 in WIPK v
regulacijo odziva rastline na ranitev, kjer se gen WIPK sprozi ze zelo zgodaj po ranitvi,
MKP1 pa je negativni regulator te sprozene kaskade. V nasprotju z rezultati krompirjeve
WIPK pa rezultati pri drugih rastlinskih vrstah kazejo nasprotno — porast mRNA in
aktivnosti proteina Ze zelo zgodaj po ranitvi. Gen WIPK so poimenovali po njegovi prvi
poznani funkciji (WIPK angl. »wound-induced protein kinase«), saj se njegovo
izrazanje in/ali aktivacija poveca ob ranitvi rastline oziroma objedanju herbivora
(Heinrich in sod., 2011; Klessig in sod., 2004; Meldau in sod., 2012). Pri tobaku N.
tabacum sprozi ranitev porast mRNA gena NtWIPK in tudi aktivne oblike proteina
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NtWIPK ze v prvih 10 — 30-ih minutah po ranitvi, gen pa je reguliran post-translacijsko
(Seo in sod., 1999; Yamakawa in sod., 2004; Yap in sod., 2005). Konstitutivno izrazen
gen NtWIPK vodi v rastlini v povecano izrazanje proteinaznega inhibitorja I in mo¢no
akumulacijo jasmonske Kkisline, glavnega signalnega hormona med odzivom na
herbivorijo (Seo in sod., 1999). V signalizacijo ob ranitvi oziroma herbivoriji je
vkljucen tudi gen MKPL, in sicer kot negativni regulator signalizacije MAPK z
defosforilacijo tobakovih proteinov SIPK/WIPK oziroma rizevih MAPK3/6 (Katou in
sod., 2007; Yamakawa in sod., 2004). Povecano izrazanje gena MKP1 v tobaku v
kombinaciji z ranitvijo vodi v zmanj$ano akumulacijo jasmonske kisline (Seo in sod.,
2007) in inhibicijo genov WIPK in SIPK, utiSanje gena MKP1 v tobaku pa ima
posledi¢no prav nasprotni ucinek; v rastlini se dodatno akumulira tudi hormon etilen
(Oka in sod., 2013). Nasi rezultati (Sliki 12 in 13) kaZejo manjSo koli¢ino mRNA v
primerjavi s kontrolo za gena StWIPK in StMKP1, vzorce listov pa smo v primerjavi z
rezultati iz literature pobrali v kasnejsih ¢asovnih tockah: po 24-ih, 36-ih in 72-ih urah.
Glede na objavljeno literaturo je odziv genov WIPK in MKP1 na ranitev zelo hiter,
vendar se zdi, da tudi kratkotrajen, saj je glede na nase rezultate (Sliki 12 in 13) koli¢ina
mRNA bistveno nizja v primerjavi z netretirano kontrolo ze en dan po ranitvi.

Analiza izrazanja gena StWIPK po tretiranju z razliénimi hormoni (Slika 12) je tudi
pokazala, da se izrazanje gena StWIPK moc¢no poveca po tretiranju s hormoni citokinini,
vendar v literaturi doslej podatkov o tem $e ni bilo. V povezavi s signalizacijo rastlin ob
ranitvi pa so ugotovili, da ranitev tobaka ob tretiranju s citokinini vpliva na nivo
akumulacije JA in SA (Sano in sod., 1996), kar bi lahko posredno vplivalo tudi na gen
WIPK. Analiza domen promotorja gena StWIPK je med drugim razkrila tudi domene,
povezane z delitvijo celic, kar nakazuje na aktivnost citokininov: domeni za razvoj
endosperma in meristema.

Razli¢ne Studije navajajo vkljucenost genov StWIPK in StMKP1 tudi v procese, kjer
podatki v bazi eFP (Massa in sod., 2011) niso pokazali sprememb. Gen AtMAPKS,
ortolog gena WIPK v vrsti A. thaliana, je vkljucen v odziv na suso in signalizacijo z
abscizinsko kislino ter razvoj listnih rez (Gudesblat in sod., 2007; Hamel in sod., 2006;
Wang in sod., 2007), aktivira se tudi po tretiranju listov z vodikovim peroksidom ali
ozonom (Ahlfors in sod., 2004; Kovtun in sod., 2000). V rizu se izrazanje gena
OsMPK3 poveca, kadar je rastlina izpostavljena zmerno nizkim temperaturam (12 °C)
(Xie in sod., 2012). V rastlini A. thaliana in pSenici je tudi gen MKP1 negativni
regulator odpornosti na suso (Ulm in sod., 2002; Zaidi in sod., 2010), kar pomeni, da je
fosfataza MKP1 negativni regulator ortologov gena WIPK v razli¢nih stresnih pogojih
in ne zgolj ob ranitvi.
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Gen MKP1 je na osnovi znanih rezultatov vkljucen tudi v prilagoditev rastline na
povecano UV sevanje, saj se protein kopi¢i ob tretiranju rastlin z UV svetlobo
(Gonzalez Besteiro in Ulm, 2013; Ulm in sod., 2001).

5.1.3 Med okuzbo s PVY se v krompirju sprozi ve¢ kaskad MAPK

Rezultati izrazanja MAPK in fosfataz po okuzbi z virusom PVY so razkrili zelo
dinami¢no MAPK signalizacijo (Slika 10). Opazamo, da imajo diferencialno izrazene
MKKK in MKK in MAPK tri razli¢ne vzorce izrazanja. Najve¢ genov (10 MKKK in 9
MAPK) je navzdol reguliranih v prvem in tretiem dnevu po okuZzbi v netransgenem
krompirju sorte Rywal, v transgenem NahG-Rywalu z okvarjeno sintezo SA, pa so ti
geni navzdol regulirani v prvem dnevu ter navzgor v Sestem dnevu po okuzbi (Baebler
in sod., 2014). Rezultat celotne dinamike v Rywalu je preobcutljivostni odgovor.

Signalizacija MAPK kaskad je zelo kompleksna in tvori prepleteno omrezje. Vsako
kinazo v kaskadi lahko fosforilira ve¢ razli¢nih nadrednih kinaz, hkrati pa se tudi signal
vzdolz kaskade lahko razsiri na ve¢ potencialnih substratov (Lee in sod., 2008). Doslej
so definirali zgolj manjse Stevilo MAPK modulov v rastlinskem imunskem odzivu,
kompleksnost te signalizacije pa je razvidna tudi iz rezultatov mikromrez, ki nakazujejo,
da se poleg glavnega imunskega odziva — preobcutljivostnega odgovora — v krompirju
odvijajo $e drugi spremljajo¢i procesi z druga¢no ¢asovno dinamiko in z izraZzanjem
drugih MAPK.

5.1.3.1 Gena StWIPK in StMKP1 v odzivu na PVY

Gen StWIPK je en dan po okuzbi z virusom PVY navzdol reguliran v sorti Rywal,
njegovo izrazanje pa najbolj naraste v transgenem NahG-Rywalu, v zadnji ¢asovni
tocki, 6 dpi. Vzorec izrazanja gena StMKP1 je podoben, vendar bistveno bolj izrazit. V
Rywalu je reguliran mo¢no navzdol , medtem ko velja za NahG-Rywal ravno
nasprotno.

Tudi v procesih obrambe pred patogeni je gen MKP1 negativni regulator kaskade
MAPK (Bartels in sod., 2010; Ulm in sod., 2001; Vilela in sod., 2010; Zaidi in sod.,
2010). Utisanje gena MKP1 vodi v povecano odpornost na patogene kot so Bortytis
cinerea in P. syringe (Bartels in sod., 2009; Oka in sod., 2013), ob kombinaciji z
ranitvijo pa vodi v povecano sintezo JA in etilena (Oka in sod., 2013). Vlogo gena
WIPK v odzivu na napad patogenov so preucevali v tobaku, rastlini A. thaliana,
paradizniku in rizu. V tobaku se prepisovanje gena WIPK poveca ze v prvih treh urah po
okuzbi z mozai¢nim virusom tobaka (TMV, angl. »Tobacco mosaic virus«) (Yamakawa
in sod., 2004; Yap in sod., 2005), vrh doseze med Sesto in deveto uro po indukciji HR-ja
ter pade na bazalni nivo po dvanajstih urah (Yamakawa et al., 2004). Gen WIPK je tudi
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vkljucen tudi v odpornost preko proteina N (Jin in sod., 2003; Zhang in Klessig, 19983;
b). Pri tretiranju z elicitorjem oomicete vrste P. syringe se aktivnost proteina WIPK
moc¢no poveca (Samuel in sod., 2005) ob okuzbi tobaka z oomiceto vrste P. cichorii, ob
utiSanju gena WIPK se odpornost rastline mo¢no zmanjsa (Sharma in sod., 2003).
Tretiranje vrste N. benthamiana z oomiceto vrste P. infestans vodi v pove¢ano aktivnost
proteina WIPK in interakcijo s transkripcijskim faktorjem WRKY8 (Ishihama in sod.,
2011). V vrsti A. thaliana, ob okuzbi z bakterijo P. syringe, protein HopAl neposredno
defosforilira AtMAPKS3 (ortolog gena WIPK) (Zhang in sod., 2007), tretiranje rastline z
elicitorjem te bakterije pa vodi v aktivacijo kaskade MAPK MEKK1-MKK4/5-
MPK3/6-WRKY22/29 (Asai in sod., 2002). Okuzba vrste A. thaliana z glivo Botryitis
cinerea aktivira prepisovanje AtMPK3 in sintezo kamaleksina (Xu in sod., 2008). V
paradizniku se za¢ne prepisovanje ortologa gena WIPK ze trideset minut po tretiranju z
elicitorjem Avr9 plesni Cladosporium fulvum (Romeis in sod., 1999), v rizu pa hitinski
elicitor vodi v povecanje izrazanja gena OsMPK3 (Kishi-Kaboshi in sod., 2010).

V vse zgoraj nasStete obrambne odzive so vkljuceni tudi hormoni. Gen WIPK je vkljucen
v sintezo SA in JA, vendar za sintezo slednjega sama aktivnost proteina WIPK ni
zadostna (Heinrich in sod., 2011; Meldau in sod., 2012; Seo in sod., 1999; Seo in sod.,
2007), JA pa nasprotno, prepisovanja gena WIPK ne poveca (Kumar in Klessig, 2000).
Gen WIPK je tudi del signalizacije hormona etilena kot del kaskade AtMKK9-
AtMAPK3/6. Aktivacija AtMKK9 vodi v aktivacijo AtMAPK3/6 in v regulacijo genov
v sintezni poti etilena in kamaleksina. Etilen prav tako deaktivira gen CTR1 iz skupine
Raf MAPKKK, kar vodi v aktivacijo kaskade MKK9-MAPK3/6 (Xu in sod., 2008; Yoo
in sod., 2008).

Kljub izjemni pomembnosti gena WIPK v rastlinskem imunskem sistemu, pa nase
utiSanje tega gena Vv divjem sorodniku S. venturii ni imelo vpliva na hitrost $irjenja
virusa PVY (Slika 32). V tobaku se je ob utiSanju gena NtWIPK in ob okuzbi s
fluorescen¢no oznacenim virusom TMV odpornost na virus zmanjsala, vendar pa so
tudi ugotovili, da je v kaskadi NtMEK2-WIPK/SIPK gen SIPK tisti, ki inducira
obrambni odgovor na TMV, WIPK pa le v man;jsi meri (Jin et al., 2003b). 1z literature je
tako razvidno, da utiSanje gena WIPK pospesi Sirjenje virusa, vendar nasi rezultati
mikromrez preobcutljivostneg odgovora na PVY nakazujejo na vlogo WIPK-a kot
negativnega regulatorja HR-ja. Tako bi za nase eksperimente utiSanja gena StWIPK v
krompirju vrste S. venturii pricakovali, da se bo virus §iril po¢asneje. Mozne razloge za
odstopanja dobljenih rezultatov od pri¢akovanih lahko is¢emo Vv eksperimentalni
rastlinski vrsti S. venturii. Slednja je divji sorodnik krompirja s popolnoma nepoznanim
obrambnim mehanizmom, poleg tega pa bi druge casovne tocke, v Kkaterih smo
preverjali fluorescenco Sirjenja virusa, morda pokazale drugacne rezultate. Seveda pa ne
smemo izkljuciti moznosti, da utiSanje gena StWIPK v vrsti S. venturii ni zadostna
motnja imunskega sistema, da bi vplivala na Sirjenje virusa PVY oziroma je tako kot v
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tobaku tudi v krompirju gen StMAPKG6 (ortolog gena NtSIPK) dominantnejsi regultor
odziva.

5.1.3.2 Gen StMKK®6 v odzivu na PVY

Rezultati izrazanja MAPK v krompirju Rywalu po okuzbi s PVY kazejo, da so v
krompirjevo obrambo pred PVY vkljucene tri MAPK kinaze. Te MKK so StMKKS3,
StMKKG6 in StMKK7/9 (Slika 10B). Najmoc¢neje se na okuzbo odzove StMKKG6, te
rezultate smo potrdili tudi s gPCR (Preglednica 4). StMKK®6 je imela v primerjavi s
kontrolo moc¢nejSe izrazanje (3 dpi), nasprotno pa je imela kinaza StMKK3 v isti
Casovni to¢ki nizje izrazanje (Slika 10B).

Doslej je vkljucenost v preobcéutljivostni odziv na patogena znana le za eno krompirjevo
MKK; StMKK1, ortolog gena AtMKKA4/5, ki konstitutivno aktiven pri okuzbi z
oomiceto P. infestans privede do odpornosti z akumulacijo aktivnih kisikovih radikalov
in preobcutljivostnim odgovorom (Katou in sod., 2003, 2005b; Yamamizo in sod.,
2006). V nasih rezultatih je gen StMKK4/5 (ali StMEK1 v drugih $tudijah) zgolj rahlo
navzgor reguliran v vseh ¢asovnih to¢kah, vendar razlika nikjer ni niti dvakratna.

V splosnem je najbolj aktivna MKK v imunskem sistemu rastlin MKK4/5 (Asai in sod.,
2002), v manjsi meri pa tudi MKK9. Gen AtMKKO9 je vkljucen v signalizacijo JA, SA in
abscizinske kisline, v odziv na patogeno bakterijo B. cinerea, vkljucen je tudi v
biosintezo etilena in kamaleksina (Yoo in sod., 2008; Zhou in sod., 2009). Funkcije
krompirjevin MKK se od MKK vrste A. thaliana razlikujejo, predvsem so v vrsti A.
thaliana bolje preucene. Razlik v funkciji posameznih genov druzine MKK ne
poznamo, poznamo le izraZanje; znane razlike pa lahko pripiSemo manjsi koli¢ini
razpolozljivih eksperimentalnih rezultatov krompirja v primerjavi z A. thaliana ali ve¢ji
diverziteti krompirjevega genoma. Izkljuciti ne moremo niti tega, da imajo lahko
ortologi v razli¢nih vrstah razli¢ne funkcije.

Ugotovili smo, da je najmoc¢neje regulirana MKK v preobcutljivostnem odzivu na PVY
StMKK®6 (Slika 10B). Analiza ekspresijskih rezultatov gena StMKKG6 v tkivih krompirja
po tretiranju s stresnimi dejavniki ter eksperimenti lokalizacije proteina StMKK6 v
listih kazejo, da je gen Sibko izraZen v netretiranih listih, medtem ko okuzba s PVY
povzro¢i povecanje izrazanja SIMKKG in koncentracijo proteina v jedru.

Kljub temu, da o ekspresiji krompirjeve MKK®6 ni veliko znanega, pa vemo vsaj nekaj o
funkcijah njegovih ortologov pri drugih rastlinskih vrstah. Pri koruzi in pri vrsti A.
thaliana je MKK6 vklju¢ena v proces citokineze (Hardin in Wolniak, 1998, 2001,
Takahashi in sod., 2010) ter v tvorbo stranskih korenin (Zeng in sod., 2011). Izrazanje
gena MKKG6 v koruzi (tudi ZmMEK?1) inducirajo polietilen glikol, abscizinska kislina in
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SA, v slanem okolju pa je gen negativno reguliran (Liu in sod., 2012). Rizeva OsMEK1
(ali OsMKKS®6) je vkljucena v signalizacijo rastline pri nizkih temperaturah (Wen in
sod., 2002; Xie in sod., 2012). V tobaku vrste N. tabacum je poleg gena StMEK1,
ortologa StMKKG®, tudi gen NtMEK2 (ortolog genov StMKK4/5) potreben za odpornost
na virus TMV preko rezistenénega proteina N (Jin in sod., 2003; Liu in sod., 2007; Liu
in sod., 2004). Z vidika odpornosti na patogene lahko sklepamo, da v vrsti A. thaliana
ter koruzi in rizu gen MKKG6 ni tako pomemben kot v razhudnikovkah. Nasi rezultati
izrazanja krompirjeve MKKG6 v razli¢nih tkivih krompirja S. tuberosum Phureja kazejo,
da je gen mocno izrazen v tkivih z intenzivno delitvijo celic, podobno kot je znano za
ortologe iz vrste A. thaliana, tobaka in koruze (Hardin in Wolniak, 1998, 2001; Soyano
in sod., 2003; Takahashi in sod., 2010).

Zaradi moé¢ne indukcije izraZzanja v okuzeni netransgeni sorti Rywal in Sibkega
izrazanja v transgenem NahG-Rywalu sklepamo, da je StMKK6 pod vplivom
signalizacije s SA. To trditev podpira tudi analiza domen promotorja StMKKG6 iz
Rywala, kjer smo nasli domene, povezane s SA (Slika 20). Doslej se nobena MKK6 ni
bila povezana s signalizacijo SA; v oljni ogrs¢ici so bile pod vplivom SA inducirane
MKK1, MKK2, MKK4 in MKK9, le izrazanje gena MKK3 se zaradi SA ni spremenilo
(Liang in sod., 2013). Za gen AtMKK3 je znano, da v regulaciji JA aktivira kinazo
AtMAPK®6 (Takahashi in sod., 2007a) in je vkljucena v obrambo pred patogeni (Doczi
in sod., 2007). Povecano izrazanje gena AtMKKS3 vodi v pove¢ano odpornost na slanost
in na abscizinsko kislino (Hwa in Yang, 2008).

V objavljeni mrezi interakcij rastline A. thaliana (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium, 2011) ima MKK6 S§tiri mozne substrate MAPK: MAPK4, MAPK®6,
MAPKI12 in MAPK13. Te interakcije smo skus$ali potrditi tudi v krompirju z metodo
BiFC, vendar smo bili neuspesni (Slika 29 in Preglednica 5). Sklepamo, da je bil razlog
za neuspeh v sami metodi, saj je bila alternativna metoda testiranja interakcij »yeast
two-hybrid« uspesna (Lazar in sod., 2014). Vzroki za neuspe$nost metode BiFC so
lahko sledeci: v celici je bila koncentracija testiranih parov proteinov prenizka in zato ni
prislo do interakcij; proteini se lahko zaradi fuzije s fluorescen¢nim markerjem napacno
zvijejo; protein MKK6 je lahko neaktiven in posledi¢no ne interagira z MAPK; do
interakcij je priSlo, vendar sta se polovici fluorescen¢nega proteina napacno zvili ali se
nista sestavili; do interakcije je prislo, vendar je bila zelo kratkotrajna oziroma se je
zgodila v Casu izven nasSega opazovanja; do interakcije je prislo, vendar je bila zelo
Sibka (majhna koli¢ina proteinov v celici, ki interagirajo) in je jakost avtofluorescence
opazovane celice presegla jakost fluorescence interakcije.

Z alternativno metodo »yeast two-hybrid« smo potrdili tri substrate MKK6 tudi v

krompirju (Preglednica 5): StMAPK4 1 (ortolog genov AtMAPK4, -11 in -12),
StMAPKG6 (ortolog gena AtMAPKG6 in SIPK iz tobaka) in StMAPK13 (ortolog gena
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AtMAPK13 in NTF6/NRK1 iz tobaka). Te interakcije so v rastlini A. thaliana odkrili ze
veckrat (Arabidopsis Interactome Mapping Consortium, 2011; Lin in sod., 2010;
Melikant in sod., 2004). V rizu so substrati ortologa MKK6 (poimenovan OsMEK1 ali
OsMKK®6) OsMAPK1, -3, -5 in -6 (ortologi genov AtMAPK®, -3 in 11/4) (Singh in
Jwa, 2013; Xie in sod., 2012). Pri razhudnikovkah je znan le en substrat proteina
MKKS®, in sicer v tobaku, protein NTF/NRK1 (ortolog gena AtMAPK13) (Soyano in
sod., 2003). Glede na ze objavljene interakcije proteina MKK6 s substrati MAPK lahko
trdimo, da je MAPK modul, v katerem je aktivna MKK®, evolucijsko stabilen in da se
njegove komponente ne spreminjajo. Kljub temu pa obstajajo izjeme, tudi v krompirju:
tukaj je substrat proteina MKK6 samo eden od dveh preverjenih proteinov MAPK4 1
in MAPK4_2 (Lazar in sod., 2014) (skupaj  sta ortologa skupine genov
AtMAPK4/11/12), medtem ko ima v rastlini A. thaliana AtMKKG® tri substrate, riz pa
dva.

Izmed treh proteinov, domnevnih substratov StMKKS®6, na osnovi rezultatov mikromrez
(Slika 10B) nobeden ni diferencialno izrazen v preobcutljivostnem odzivu na PVY. V
transgenem krompirju NahG-Rywalu pa je gen StMAPK4_2 navzgor reguliran v 3 in 6
dpi (Slika 30), podobno kot MKK6 (Slika 10B). Mozno je, da takSen vzorec izrazanja
genov V rastlinah NahG-Rywal sprozijo zakasnjeni obrambni mehanizmi v rastlinah z
okvarjeno sintezno potjo SA.

V splosnem je koli¢ina prepisane RNA vseh treh substratov StMKK6 (StMAPK4_2,
StMAPKG6 in StMAPK13) visja (Slika 30) kot koli¢ina RNA gena StMKK®6. Ti rezultati
nakazujejo na to, da poteka regulacija genov StMAPK4_2, StMAPK6 in StMAPK13 na
nivoju proteinov, s fosforilacijo ali translokacijo.

5.1.4 Geni StMKK®6, StWIPK in StMKP1 so vklju¢eni v preob¢utljivostni odgovor
na razli¢ne patogene

Celoten nabor preu¢evanih MAPK in fosfataz izvira iz rezultatov mikromreZz odziva
krompirja sorte Rywal in transgenega NahG-Rywala na okuzbo z virusom PVY
(Baebler in sod., 2014). Rywal se na okuzbo odzove s preobcutljivostnim odgovorom
(HR), kar vodi v programirano celi¢no smrt, Ki je na listih vidna v obliki nekroti¢nih
lezij, ter omejitev virusa v leziji. Transgeni NahG-Rywal pa tega odziva nima, saj ima
okvarjeno sintezno pot SA, kljuénega hormona za vzpostavitev HR-ja. Glede na
mehanizem odgovora sorte Rywal lahko sklepamo, da so vse MAPK, diferencialno
regulirane v Rywalu po okuzbi s PVY (Slika 10C), del tega odziva, glede na pestrost
vzorcev izrazanja vV krompirju pa dobimo obc¢utek o kompleksnosti tega odziva.

Pojav preobcutljivostnega odziva v rastlinah so Ze obsezno preucevali, tako v odgovoru
na bakterije, glive, oomicete kot v odgovoru na viruse. Gena WIPK in MKP veljata za
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pomembna faktorja pri eksperimentih utiSanja in poveCanja izraZanja ter izrazanja
nadaljnjega pojava HR, programirane celicne smrti in pri regulaciji SA. V tobaku N.
tabacum se ob okuzbi s TMV sprozi HR, kar vodi do indukcije mRNA gena WIPK ze
po treh urah, vrh doseZe po Sestih do devetih urah, nato pa se po dvanajstih urah spusti
nazaj na bazalni nivo. Podobno dinamiko izrazanja tekom HR-ja ima tudi gen NtMKP1,
vendar je plato izrazanja tega gena daljsi, traja Sestintrideset ur, celo dlje kot gen PR1-a,
katerega viSek izrazanja je bil opazen dvanajst ur po indukciji HR-ja (Yamakawa in
sod., 2004). Sintetizirata se tudi sekundarni metabolit fitoaleksin in hormon SA (Jin in
sod., 2003; Mase in sod., 2012; Yang in sod., 2001). V vrsti N. benthamiana gen WIPK
v kombinaciji z genom SIPK, pospesi HR po okuzbi rastline s kombinacijo virusov
PVX in PVY (Garcia-Marcos in sod., 2009). Pri paradizniku je znana Ze celotna HR
kaskada v odzivu na okuzbo z bakterijama rodu Pseudomonas in Xanthomonas:
SIMAPKKKe/SIMAPKKKo—MEK?2  (ortolog ~ MKK4/5)-SIPK/WIPK,  vendar
transkripcijo gena WIPK inducira gen SIPK, oba pa nato skupaj prispevata k celi¢ni
smrti (Liu in sod., 2007; Melech-Bonfil in Sessa, 2010).

Oba gena, WIPK in MKP1 sta tudi regulatorja SA. MKP1 je preko defosforilacije
proteina WIPK negativni regulator sinteze SA in kamaleksina (Bartels in sod., 2009),
povecano izrazanje gena WIPK pa vodi v sintezo SA in njene neaktivne oblike SAG
(Seo in sod., 1995). SA ne vpliva na WIPK preko povratne zanke; dokazano je, da
tretiranje rastlin s SA ne aktivira gena WIPK (Kumar in Klessig, 2000), poleg tega pa je
tudi obramba pred TMV in aktivacija WIPK neodvisna od SA (Zhang in Klessig,
1998a; b). Iz tega lahko sklepamo, da je kinazna kaskada, ki vkljucuje WIPK, ena prvih,
ki se aktivirajo ze v nekaj urah po okuzbi in hkrati tista, ki sprozi sintezo SA. Trajanje
in jakost te kaskade regulira MKP1 in posledi¢no tudi nivo akumulirane SA.

Vendar pa naS$i eksperimentalni rezultati mikromrez preobcutljivostnega odziva
krompirja na okuzbo s PVY kazejo drugac¢no regulacijo genov StWIPK in StMKP1. Oba
gena sta moc¢no navzdol regulirana ze 1 dpi; WIPK v Rywalu samo v tej ¢asovni tocki,
MKP1 pa preide iz mo¢ne negativne regulacije (1 dpi) v pozitivno (6 dpi) (Slika 10C in
D). Iz teh vzorcev izrazanja lahko sklepamo, da sta lahko StWIPK in StMKP1 negativna
regulatorja HR-ja; fosfataza pa v zadnji ¢asovni tocki (6 dpi) pri krompirju Rywal kot
negativni regulator HR kaskade skuSa umiriti sistemski HR. Zaradi redundantnosti
signalnih poti morda v krompirju gen WIPK nima tako izrazitev funkcije v imunskem
odzivu in ga vcasih lahko nadomesca katera izmed drugih MAPK, kot je recimo
StMAPK4_1, ki pa ima v HR-ju v primerjavi s kontrolo vi§je izrazanje. V tobaku je
mocan pozitivni regulator HR-ja tudi NtSIPK, ortolog gena StMAPKS6, ki pa v
krompirjevem HR-ju sploh nima diferencialnega izrazanja.V NahG-Rywalu brez SA,
sta v zadnjih dveh casovnih tockah WIPK in MKP1 navzgor regulirana, izrazanje gena
MKP1 je do desetkrat visje od slepo inokulirane kontrole. NahG-Rywal se preko SA ne
more braniti pred okuzbo, vendar obstajajo drugi, a kasnejsi mehanizmi obrambe, kot je
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signalizacija z JA ali etilenom. Oba hormona v drugih rastlinskih vrstah ne aktivirata
gena WIPK (Kumar in Klessig, 2000), vendar je lahko vklju¢enost gena WIPK v ta
kasnej$i imunski odgovor posredna.

Izmed genov druzine MKK je bil v preobcutljivostnem odzivu najmocneje reguliran gen
StMKKG®, Sibkeje pa tudi preostale MKK (Slika 10B). Druzino MKK so analizirali pri
paradizniku v odzivu na odpornost proti patogenu vrste P. syringe; utiSanje genov
MEK1 (ortolog gena MKKG6) ali MEK2 (ortolog gena MKK4/5) zavre ucinkovito
obrambo pred bakterijo, povecano izrazanje LeMKK2 (ortolog AtMKK4/5) in LeMKK4
(ortolog AtMKK7/8/9) pa vodi v programirano celi¢no smrt (Ekengren in sod., 2003;
Pedley in Martin, 2004). Povecano izrazanje genov LeMKK1 (ortolog AtMKK1/2) in
LeMKK3 (ortolog MKK6) programirane celi¢éne smrti ni povzro¢ilo (Pedley in Martin,
2004). Za rastlino A. thaliana so dokazali, da sta v preobc¢utljivostni odgovor na okuzbo
vklju¢ena dva MAPK modula: MKK4/5 in MKK1/2 (Gao in sod., 2008; Meng in sod.,
2013). V vrsti N. benthamiana je potencialni sprozilec preobcutljivostnega odziva na
okuzbo z oomiceto P. infestans, gen MKK1 (ortolog gena AtMKK7/8/9) (Asai in sod.,
2008; Takahashi in sod., 2007b; Takahashi in sod., 2007c), isti geni se v tovrstni okuzbi
sprozijo tudi pri vrsti A. thaliana (Popescu in sod., 2009). Poleg tega je pri A. thaliana v
signalizacijo HR vkljuéen tudi gen AtMKKS5 (Liu in sod., 2008). Tudi StMKK4/5 je po
okuzbi s PVY navzgor reguliran, vendar v manjs$i meri, pri vrsti N. tabacum pa sta tako
NtMEK?2 (ortolog StMKK4/5) kot NtMEK1 (ortolog MKKG6) potrebna za obrambo proti
mozai¢nemu virusu tobaka (Jin in sod., 2003; Liu in sod., 2007; Liu in sod., 2004).

Medsebojna povezanost kinaz NbMEK1 (ortolog gena AtMKKG6) in NbMEK2 (ortolog
AtMKK4/5) je raziskala del Pozo s sod. (del Pozo in sod., 2004). Pokazali so, da
kombinacija utiSanja gena NDMEK1 in povecanega izrazanja gena NbMEK2 prepreci
programirano celicno smrt tekom HR-ja. V vrsti N. attenuata sta gena MEK1 (ortolog
AtMKKG®) in SIPKK (ortolog AtMKK1/2) vkljucena v regulacijo kopicenja 12-0X0-
fitodienoi¢ne kisline in JA (Heinrich in sod., 2011).

Glede na vzorce izrazanja in znano literaturo predpostavljamo, da gen StMKK6 z
genoma StWIPK in StMKP1 ni del iste signalne MAPK kaskade, vsi trije pa so aktivni v
preobcutljivostnem odgovoru na PVY.

5.1.5V celicah rastlin, okuzenih s PVY, se protein StMKK6 nakopici v jedru

Translokacija proteinov med citoplazmo in jedrom rastlinske celice je v procesu
obrambe rastline pred patogeni klju¢nega pomena. V jedro potujejo efektorski proteini
mnogih patogenov, poleg tega pa tudi kljucni proteini, potrebni za uspesno obrambo —
proteini R, MAPK, transkripcijski faktorji in drugi proteini. Tudi ucinkovitost tega
transporta med drugim doloca rezultat obrambe gostitelja pred patogeni (Deslandes in
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Rivas, 2011). Eno izmed na$ih vprasanj tekom raziskovanja vklju¢enosti MAPK v
odziv na okuzbo s PVY je bilo tudi, ali okuzba z virusom vpliva na lokalizacijo
proteina. To smo preucili pri vseh treh proteinih ob kontroli transkripcije pod mo¢nim
promotorjem 35S: StMKKG6, StWIPK, in StMKP1, pri proteinu StMKKG6 pa tudi ob
kontroli izrazanja pod nativim promotorjem.

Lokalizacijo vseh treh proteinov smo sprva preverili pod kontrolo mo¢nega virusnega
promotorja CaMV 35S in s fuzijo z dvema fluorescenénima proteinoma CFP in YFP.
Vsi trije proteini, SIMKKG6, StWIPK in StMKP1 so se tako v slepo inokuliranih kot v
okuzenih listih rastline N. benthamiana nahajali v citoplazmi in v jedru (Slike 22-23 in
Slike 25-27). Edini protein, za katerega smo preverili tudi lokalizacijo pod nativnim
promotorjem, StMKKG®, pa se je v okuzenih listih nakopi¢il v jedru (Slika 24).

Do danasnjega dne obstaja Ze kar nekaj rezultatov o lokalizaciji proteina WIPK tekom
odziva rastline na razlicne strese, medtem ko so rezultati lokalizacije za MKP1 in
MKKG®6 bistveno bolj skopi. Tobakova WIPK se v epidermalnih celicah ¢ebule nakopici
v jedru, enako velja za transkripcijski faktor NtWIF, substrat proteina WIPK (Yap in
sod., 2005). V epidermalnih celicah rastline N. benthamiana pa se WIPK nahaja v
citoplazmi in v jedru. Tako v primeru epidermalnih celic ¢ebule kot v primeru vrste N.
benthamiana so protein opazovali v intaktnih celicah, ki niso bile izpostavljene
dodatnim stresom. V stresnih pogojih pa se v rastlini A. thaliana, po tretiranju rastline z
ozonom, AtMPK3 premakne v jedro (Ahlfors in sod., 2004), tudi v prosu se po okuzbi z
oomiceto vrste Sclerospora graminicola nakopici v jedru (Melvin in sod., 2014), prav
tako v peterSilju po okuzbi z oomiceto vrste Phytophtora sojae (Ligterink in sod.,
1997).

Pseni¢ni protein MKP1 se v prehodno transformiranih epidermalnih celicah tobaka
nahaja v jedru (Zaidi in sod., 2010), AtMKP1 vrste A. thaliana pa v citoplazmi v
prehodno transformiranih protoplastih; AtMKP1 ostane v citoplazmi tudi ob interakciji
s substratom AtMAPK®6 (Bartels in sod., 2009).

Protein WIPK se ob soocenju rastline s stresom nakopiéi v jedru, v intaktnih rastlinah
pa je v citoplazmi in v jedru. MKP1, negativni regulator proteina WIPK, pa se,
zanimivo, v dveh razli¢nih intaktnih rastlinah obnasa razli¢no. Ob interpretaciji
rezultatov S$tudija lokalizacije proteinov je treba upostevati tudi SirSe okolis¢ine
eksperimenta. Pomembni dejavniki so tip promotorja, pod katerim se je izrazal protein
in posledi¢no koli¢ina proteina v celici; lokalizacija nefosforilirane, neaktivne MAPK,
ki je lahko od fosforilirane drugacna; lokalizacija proteina je pogojena tudi z
razpolozljivostjo njegovega substrata, saj lahko celoten kompleks MAPK - substrat v
celici zaseda druge predelke kot neaktivna kinaza. Pomembno je tudi, pri kateri vrsti je
eksperiment opravljen — pri sami eksperimentalni rastlini, pri celicah cebule ali pri
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protoplastih. Najbolj realno sliko lokalizacije proteina pod dolo¢enimi pogoji nam dajo
eksperimenti lokalizacije pod nativnim promotorjem primerne dolzine ter v dejanski
preucevani rastlini 0ziroma bliznjem sorodniku; v na§em primeru bi to bil krompir sorte
Rywal, ki smo ga za te eksperimente nadomestili z rastlino N. benthamiana, saj je za
tovrstne Studije bolj enostavna.

Protein StMKKG6 se ob izrazanju pod nativnim promotorjem po okuzbi z virusom PVY
nakopici v jedru (Slika 24). Sklepamo, da je celotna MAPK kaskada, katere del je
MKKS®, razpeta med citoplazmo in jedrom. V jedru pa MKKG6 fosforilira svoj substrat,
specificno MAPK. Doslej je objavljen le en eksperimentalni rezultat o lokalizaciji
ortologa MKKG6 in sicer lokalizacija AtMKKG6 med delitvijo epidermalnih celic
korenine. Protein se nahaja v ekvatorialni ravnini fragmoplasta in je edini od ostalih
preverjenih MKK (MKKZ1-5) s tak$no lokalizacijo (Takahashi in sod., 2010). Za vrsto
N. benthamiana je znano, da se NbMKKI (ortolog AtMKK?7/8/9), vkljutena v
preobéutljivostni odziv na okuzbo z oomiceto P. infestans, nakopi¢i v jedru, vendar
stres na lokalizacijo tega proteina ne vpliva (Takahashi in sod., 2007b). V epidermalnih
celicah oljne ogrs¢ice se MKK?2, -3 in -4 nahajajo v citoplazmi in v jedru (Liang in sod.,
2013). Po drugi strani pa rezultati lokalizacije MAPK, ki jih te MKK aktivirajo, kazejo
na lokalizacijo teh proteinov v citoplazmi (Liang in sod., 2013; Takahashi in sod.,
2007b).
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5.2 SKLEPI

Namen doktorskega dela je bil preuciti vlogo in delovanje izbranih genov, vkljucenih v
signalizacijsko pot proteinskih kinaz (MAPK) krompirja ob okuzbi s PVY. S tem
namenom smo analizirali izrazanje druzine MAPK v krompirju sorte Rywal s
preobcutljivostnim odgovorom na okuzbo s PVY ter v transgenemu NahG-Rywalu. S
prehodno transformiranimi rastlinami smo preucevali vpliv virusa na lokalizacijo
proteinov StMKK®6, StMKP1 in StWIPK ter vpliv utiSanja genov na $irjenje virusa. Z
metodo BiFC smo iskali substrate proteina StMKKG®.

- Signalizacija MAPK v preobcutljivostnem odzivu sorte Rywal na PVY je zelo
dinamicna, kar se kaze v razli¢nih vzorcih izrazanja posameznih skupin genov.
Najve¢ genov je navzdol reguliranih v prvih dveh ¢asovnih tockah pri sorti
Rywal, medtem ko se izrazanje istih genov v transgenem NahG-Rywalu poveca
v ¢asovni tocki 6 dpi. Na osnovi teh vzorcev lahko vidimo aktivnost MAPK tako
v prvih fazah odziva na okuzbo kot tudi v kasnej$ih poskusih obrambe pred
virusom, predvsem v NahG transgenem krompirju brez SA.

- Iz filogenetskih dreves je razvidno, da je v krompirju manj predstavnikov
MAPK kot v modelni rastlini A. thaliana, kar je lahko posledica podvojitve
genov Vv predniku A. thaliana po cepitvi razhudnikovk in kriznic v dve lo¢eni
druzini. Ker funkcionalnost vseh MAPK vrste A. thaliana Se ni raziskana, ni
nujno, da krompirju doloCeni geni manjkajo, le tisti prisotni so prevzeli vec¢
funkcij.

- Preucevani gen StMKK6 pripada drugi kaskadi MAPK kot gen StWIPK. Na
osnovi znane literature je gen MKP1 negativni regulator kaskade z genom
WIPK, ki pa je pozitivni regulator SA in posledi¢no tudi pozitivni regulator
obrambe pred patogeni. V rezultatih mikromrez krompirjeve obrambe pred
okuzbo s PVY pa imata oba gena, StMKP1 in StWIPK, v primerjavi z
neokuzeno kontrolo niZje izrazanje, zato domnevamo, da sta gena v krompirju
negativna regulatorja preobcutljivostnega odziva na PVY.

- UtiSanje gena StWIPK pri vrsti S. venturii ni vplivalo na hitrost Sirjenja virusa
PVYN-GFP, kar je lahko posledica presibkega utiianja, vrste gostitelja ali
neprimernih preucevanih ¢asovnih toc¢k. Prav tako je mogoce, da utiSanje gena
StWIPK pri vrsti S. venturii ni zadostna motnja imunskega sistema za vidne
razlike v hitrosti Sirjenja virusa.

- Okuzba z virusom PVY na lokalizacijo proteinov StWIPK, StMKKG6 in StMKP1
ne vpliva, kadar je prepisovanje genov pod kontrolo mocnega Virusnega
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promotorja CaMV 35S, ki lahko vodi v zasi¢enost celice s proteinom. Nasprotno
pa smo opazili velike spremembe v lokalizaciji proteina StMKKG6, kadar je bilo
njegovo izrazanje pod kontrolo nativnega promotorja. Nanj je virus PVY vplival
tako, da se je protein nakopicil v jedru, kjer domnevno fosforilira MAPK
substrate.

- Preobcutljivostni odgovor rastlin na okuzbo ima z vidika signalizacije MAPK
omejen spekter sprozenih kaskad, saj se ortologi dolo¢enih genov v kaskadah
pojavljajo pri ve¢jem Stevilu vrst. Kljub temu tovrsten odziv v okuzeni rastlini
spremljajo $e drugi fizioloski procesi, ki skupaj s signalizacijo MAPK dolocajo
kon¢ni izid obrambe.

Kaskade MAPK v
prirojenem imunskem
odzivu vrste A. thaliana

Patogen
(efektorji, PAMP-i, DAMP-i)
| J
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Slika 33: Shema sproZenih kaskad MAPK v prirojenem imunskem odzivu rastlin (zgoraj) ter
preobéutljivostnem odgovoru krompirja (v sredini) ter tobaka (spodaj)
V splosnem se med prirojenim imunskim odzivom rastline na patogene sprozita dve MAPK kaskadi:

kaskada z MKKA4/5 in kaskada z MKK1/2 (zgornja slika). 1z nasih rezultatov preobcutljivostnega
odgovora krompirja na okuzbo s PVY (srednja slika levo) pa je razvidno, da je kaskada, katere del je gen
StWIPK (MAPK3), negativni regulator HR-ja, kaskada z genom StMKKG6 pa pozitivni regulator HR-ja. Po
okuzbi z oomiceto rodu Phytophtora sp. (srednja slika desno) pa je kaskada z genoma StWIPK (MAPK3)
in StIMEK1(MKK4/5) pozitivni regulator celi¢ne smrti. V nasprotju s krompirjem je v tobaku po okuzbi z
razliénimi patogeni, vkljuéno z virusi, gen WIPK (MAPKS3) pozitivni regulator HR-ja, preko aktivacije s
kinazo kinazo NtMEK2 (MKK4/5) (spodnja slika). V vrsti N. benthamiana je del HR odziva na bakterije
tudi kaskada z genom NbMEK1, ortologom krompirjeve kinaze kinaze StMKK6 (spodnja slika). Kljub
temu, da sta krompir in tobak bliznja sorodnika, pa se dinamika kaskad MAPK tekom njunega
preobcutljivostnega odgovora na patogene razlikuje.

Figure 33: MAPK cascades in the innate immunity (upper picture) HR of potato (middle picture)
and tobacco (lower picture)

In the innate immunity two MAPK cascades are triggered: the MKK4/5 and the MKK1/2 cascades (upper
picture). Our results of the potato HR response in defense against PVY (middle picture left) show that the
StWIPK (MAPK3) cascade negatively regulates, while StMKK®6 positively regulates the HR response. But
in the HR response against Phytophtora sp. the StWIPK (MAPK3) acts as the positive regulator of the HR
response (middle picture right). In contrast to potato, the tobacco WIPK (MAPKS3) acts as the positive
regulator of the HR through NtMEK2 (MKK4/5) (lower picture), against different pathogens, including
the viruses. In N. benthamiana the HR against bacteria is positively regulated also by NbMEK1, the
orthologue of potato StMKK6 (lower picture). To conclude, although potato and tobacco are close
relatives, their MAPK dynamics during the HR response differs at some points.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Krompir je ena najpomembnejsih poljs¢in, vendar ga ogroza po celem svetu razsirjen
krompirjev virus Y (PVY). V obcutljivih sortah povzro¢a PVY na listih kloroze in
nekroti¢ne lise ter obrockasto nekrozo gomoljev. Rastline se lahko na okuzbo s
patogenom odzovejo s SibkejSo bazalno imunostjo ali z uéinkovitejSo, t.i. z efektorji
sprozeno imunostjo. Pomemben del signalizacije v imunskem odzivu rastline je
aktivacija MAPK, Ki se sprozi ze v najbolj zacetnih korakih vzpostavitve ucinkovite
obrambe. Aktivacija MAPK poteka preko zaporedne fosforilacije, v obliki kaskade, kjer
si zaporedoma sledijo MKKK, MKK in MAPK. MAPK kaskade negativno regulirajo
fosfataze MAPK (MKP).

Nekatere sorte krompirja so na okuzbo s PVY odporne in lahko razvijejo t.i.
preobéutljivostni odgovor (HR). Tovrstni nac¢in obrambe se kaze kot lokalna celi¢na
smrt z vidnimi nekrozami na mestu vdora mikroorganizma, na molekulskem nivoju pa
kot porast aktivnih kisikovih radikalov, sinteza SA in omejitev Sirjenja virusa.

Ker v krompirju dinamika preobcutljivostnega odgovora z vidika MAPK $e ni bila
preucena, smo analizirali MAPK po okuzbi s PVY v krompirju sorte Rywal, s
preobéutljivostnim odgovorom na okuzbo in v transgenem NahG-Rywalu, z nepopolno
sintezno potjo SA. Nasli smo $tirinajst diferencialno izrazenih MKKK, tri MKK, enajst
MAPK in eno MKP. Vzorci izraZanja teh genov tekom treh ¢asovnih to¢k (1, 3 in 6 dpi)
kazejo na zelo dinami¢no regulacijo MAPK signalizacije v krompirju tekom HR-ja ter
na vklju€enost ve¢ kinaznih kaskad v odgovor na PVY. V sploSnem pa je najve¢ genov,
v primerjavi s slepo inokulirano kontrolo, navzdol reguliranih v prvih dveh ¢asovnih
tockah pri sorti Rywal, medtem ko se izrazanje istih genov v transgenem NahG-Rywalu
poveca v ¢asovni toc¢ki 6 dpi. Filogenetska analiza dela druzine MAPK in druzine MKK
je nakazala na manjSo zastopanost genov v krompirju v primerjavi z modelno rastlino A.
thaliana, kar je lahko posledica podvojitve genov v predniku A. thaliana po cepitvi
razhudnikovk in kriznic v dve lo¢eni druzini.

V nadaljnjih Studijah vloge MAPK pri HR odzivu krompirja na PVY smo se
osredotocili na tri gene: StMKK6, StWIPK in StMKPL1. Vsi trije geni so regulirani v
odzivu na ranitev, StMKK6 pa dodatno $e na tretiranje z glivnim elicitorjem, StWIPK na
tretiranje s citokinini ter StMKP1 na tretiranje s SA. V odzivu na okuzbo s PVY ima
gen StWIPK v primerjavi s kontrolo nizje izrazanje v 1dpi v netransgenem Rywalu in
transgenem NahG-Rywalu visje izrazanjev tocki 6dpi. Gen StMKKG6 ima v primerjavi s
kontrolo visje izrazanje V Rywalu, v 1 in 3 dpi, Sibkeje je navzgor reguliran tudi v
NahG-Rywalu. Najmocneje je diferencialno izrazen gen StMKP1, sicer s podobnim
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vzorcem izrazanja kot gen StWIPK, vendar bistveno mocneje. Na osnovi znane
literature je gen MKP1 negativni regulator gena WIPK oziroma celotne kaskade s tem
genom. Na osnovi literature in dinamike izrazanja lahko sklepamo tudi, da gen StMKK6
ni del kaskade, v kateri je aktiven gen StWIPK, na osnhovi znane literature ortologov
tobaka pa je aktivnost obeh kaskad soodvisna.

Gen WIPK je v tobaku del HR kaskade v odzivu na razlicne patogene in pozitivni
regulator sinteze SA, vendar pa se rezultati mikromreZ krompirja ne skladajo s tem, saj
se gen StWIPKv odzivu na PVY kaze kot negativni regulator HR-ja. Na osnovi teh
rezultatov bi pri¢akovali hitrejSe Sirjenje virusa v utiSanih rastlinah, vendar v primerjavi
s kontrolami razlik nismo opazili. Mozni razlogi so v nezadostnem utiSanju in
nepoznanih obrambnih mehanizmih eksperimenatine vrste S. venturii, Kjer utiSanje gena
StWIPK morda ni zadostna motnja imunskega sistema za vidne razlike v hitrosti Sirjenja
Vvirusa.

Z eksperimentom vpliva virusa PVY na lokalizacijo preucevanih treh proteinov smo
ugotovili, da je treba lokalizacijo proteinov spremljati pod kontrolo izrazanja z nativnim
promotorjem in ne pod kontrolo promotorja CaMV 35S. Le tako se izognemo
zasiCenosti celice s proteinom in laznim rezultatom lokalizacije. Lokalizacijo proteina
pod kontrolo nativnega promotorja smo preverili pri proteinu StMKKS6 in ugotovili, da
okuzba z virusom PVY mocno poveca izraZzanje gena, protein pa se nakopici v jedru,
Kjer prenese signal naprej.

Nasa $tudija vkljucenosti MAPK v preobcutljivostni odgovor krompirja na PVY kaze

na moc¢no dinamiko signalizacije, osnovni mehanizmi in kaskade pa so med razli¢nimi
rastlinskimi vrstami relativno stabilni.
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6.2 SUMMARY

Potato is one of the most important crops world-wide, but is threatened by a pathogen
Potato virus Y (PVY). In the susceptible cultivars, the PVY causes necrotic lesions, leaf
chlorosis and necrotic ringspots in tubers. Plants can defend themselves with a weaker,
basal immune response, or with the more effective, the effector-triggered immune
response. The crucial element of the plant pathogen response is also the activation of
MAP kinases (MAPK), a group of protein kinases, active already in the earliest steps of
plant response. The activation of MAPKS is consecutive through phosphorylation of
three kinases, MKKK, MKK and MAPK in a form of a cascade. The negative regulators
of the cascade are MAP kinases phosphatases (MKPs).

Some potato cultivars (cv.) respond to the PVY infection with the hypersensitive
resistance (HR), which manifests itself by programmed cell death in the point of the
viral entry and by synthesis of reactive oxygen species, salicylic acid (SA) and
limitation of the viral spread.

The involvement of MAPKSs in the dynamics of potato HR to PVYY has not been studied
so far. Therefore, we analysed the expression of MAPKSs in PVY-infected potato cv.
Rywal, with HR to PVY, and SA-deficient transgenic NahG-Rywal, susceptible to
PVY. We found 14 differentially expressed MKKKs, 3 MKKs, 11 MAPKs and one
MKP. The different expression patterns in the three observed time points (1, 3 and 6
dpi) show a dynamic MAPK signalling during the HR and also show that in the potato
HR several MAPK cascades are involved. In general, the majority of the genes are
down-regulated in 1 and 3 dpi in cv. Rywal, while the same genes are up-regulated in
transgenic NahG-Rywal, 6 dpi. Phylogenetic analysis of the MAPK and MKK families
in potato revealed weaker representation in potato, comparing to the model plant A.
thaliana. Higher numbers of MKK family members in A. thaliana, compared to potato,
might be the result of gene duplications in the MKK ancestors that occurred after the
divergence into different families.

Further on, we focused on three genes, regulated in the HR-response to PVY: StMKKG6,
StWIPK and StMKP1. All three genes are regulated in response to wounding and
additionally StMKK6 also to the treatment with a fungal elicitor, StWIPK to the
treatment with cytokinins and and StMKP1 to SA. In response to PVY, StWIPK is
down-regulated in 1 dpi in non-transgenic Rywal and and up-regulated in transgenic
NahG-Rywal, 6 dpi. StMKKG6 is up-regulated in Rywal, 1 and 3 dpi, and less strongly
also in NahG-Rywal. The most differentially regulated gene is StMKP1, with similar
pattern than StWIPK, but substantially stronger. It is known, that MKP1 is a negative
regulator of the WIPK cascade. Based on the literature and the dynamics of the gene
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expression, we can conclude that StMKKG® is not part of the same cascade as StWIPK,
but the cascades are still inter-dependent.

Since also in tobacco, WIPK is part of the HR MAPK cascade and a positive regulator
of SA, but the microarray results of potato HR response to PVY indicates that in potato
StWIPK could be the negative regulator of HR. Based on these results we would expect
faster viral spread, compared to the controls in StWIPK-silenced plants, but we did not
observed any differences. The probable cause for these results could be the unsufficient
silencing of the gene or some specific defence mechanisms of the experimental plants,
S. venturii, where silencing of StWIPK is not a sufficient perturbation of the immune
system that would cause changes in viral spread.

Localisation experiments revealed that the localisation is best studied under the control
of gene’s native promoter, instead of the strong, CaMV 35S. In that way we can avoid
the saturation of the protein in the cell and false localisation results. The effect of PVY
infection on localisation of a protein, under native promoter, was studied only for
StMKKS®6, which resulted in strong gene expression and accumulation of the protein in
the nucleus.

Our research of involvement of MAPKSs in HR to PVY implies a strong dynamics of

MAPK signalling with relatively stable mechanisms and cascades among different plant
species.
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PRILOGE

Priloga A: Sekvence genov StMKK®6, StWIPK, StIMAPK4_1, StMAPK4_2, StMAPKG6 in StMAPK13 in
StMKP1, izoliranih iz krompirja sorte Rywal.

Appendix A: Sequences of the genes: StIMKK®6, StWIPK, StMAPK4_1, StIMAPK4_2, StMAPK6 and
StMAPK13 in StMKP1, all isolated from potato cv. Rywal.

>gi1]571331414|gb|KF837127.1| Solanum tuberosum cultivar Rywal mitogen-
activated protein kinase kinase 6 (MKK6) mRNA, complete cds
ATGAAGACGACGAAGCCATTGAAGCAACTTAAGCTCTCTGTACCCGCTCAAGATACTCCCATTTCCAGCT
TCTTGACTGCGAGTGGAACGTTTCATGATGGCGATTTACTTTTGAACCAGAAAGGACTCAGACTCATTTC
TGAAGAGAATGAATCTCTGCCCTCAGAAACTAAGGAGATAGATCTTCAGTTTTCATTGGAAGATCTTGAA
ACCATCAAAGTCATTGGAAAAGGAAGTGGGGGTGTTGTTCAACTTGTTCGTCATAAATGGGTTGGAACAT
TGTTTGCTCTGAAGGTTATCCAGATGAATATACAAGAAGATATTCGTAAGCAGATAGTGCAAGAACTGAA
AATAAATCAAGCATCACAATGTCCACATGTTGTTGTATGCTACCACTCTTTCTATCACAATGGAGCTATA
TCTCTGGTTTTGGAGTATATGGACCGTGGATCTTTAGTTGATGTAATCGGGCAACTTAAGACAATTCTTG
AACCATATCTCGCAGTTGTTTGCAAGCAGGTTTTACAAGGTCTTGTCTACTTGCATCACGAGAGACATGT
TATCCACAGAGACATAAAGCCATCAAACTTGCTAGTGAACCACAAAGGAGAGGTAAAAATTACAGATTTT
GGTGTAAGTGCAATGCTAGCCAGCTCTATGGGTCAAAGGGATACATTTGTTGGAACCTACAATTACATGG
CACCTGAAAGAATAAGTGGAAGTACCTATGACTACAAGAGTGATATCTGGAGCTTGGGCATGGTCATCCT
TGAATGTGCTATTGGACGTTTCCCATACATACAGTCAGAGGACCAGCAAGCTCGGCCTAGCTTTTACGAG
CTTCTGGAGGCTATTGTTAGCAGTCCACCACCTTCTGCTCCAGCAGATCAATTTTCCCCAGAATTCTGTT
CGTTTGTTTCTGCTTGCATTCAAAAGGATCCCAGGGATAGATCTTCAGCTTTGGACCTTTTGAGTCACCC
TTTCATTAAGAAGTTTGAAGACAAAGACATTGATCTCAGCATCCTTGTCAGTAGCCTGGAACCACCAGTA
AATTTTCCAAGATAA

>RyWIPK
ATGGTTGATGCTAATATGGGTGGTGCTCAATTCCCTGATTTTCCTAAAATTGTTACTCATGGTGGACAAT
ATGTTCAGTATGACATTTTTGGTAATTACTTTGAGATTACCAACAAGTATAGACCTCCTATCATGCCTAT
TGGCCGTGGCGCTTATGGAATCGTCTGCTCTGTGTTTAATGCGGAGCTGAATGAGATGGTTGCAGTTAAG
AAAATCGCCAATGCTTTTGATAATTACATGGATGCTAAGAGGACGCTCCGTGAAATTAAGCTTCTTCGCC
ATTTAGACCATGAAAATGTCATTGGTTTAAGAGATGTGATTCCTCCGCCCTTACGAAGGGAGTTTTCTGA
TGTATACATTGCTACTGAACTCATGGATACTGATCTTCACCAAATAATTCGATCGAACCAAGGTTTATCA
GAGGATCATTGCCAGTACTTCATGTATCAGCTTCTCCGTGGGCTAAAGTACATACATTCAGCGCATGTTA
TTCATAGAGATCTCAAACCAAGTAACCTCTTGCTAAATGCAAATTGTGATCTTAAGATATGTGATTTTGG
TCTTGCAAGGCCAAACCTAGAGAACGAGAATATGACAGAATATGTAGTAACCAGATGGTACAGGGCACCG
GAGCTTTTGTTGAACTCTTCAGATTACACTGCTGCCATAGATGTTTGGTCTGTGGGTTGCATCTTCATGG
AGCTTATGAATAGAAAACCTTTGTTTGCTGGAAAAGATCATGTACATCAAATACGCTTGCTAACTGAGCT
TCTTGGCACTCCTACAGAATCTGATCTTAGCTTCCTCCGAAATGAAGATGCAAAAAGATATGTCAGGCAA
CTCCCACAACATCCACGCCAGCAGTTAGCAACAGTGTTCCCTCATGTAAATCCATTAGCCATTGATCTTG
TAGATAAGATGTTGACACTCGACCCTACTAGAAGAATTACAGTTGAGGAAGCATTAGCTCATCCATACCT
TGCAAAGCTCCATGATGCCGCTGATGAACCAGTCTGCCCCATCCCGTTCTCTTTCGACTTTGAGCAACAA
GGGATAGGAGAAGAGCAGATTAAAGACATGATTTATCAAGAAGCCTTGGCGTTGAATCCTGAATATGCTT
AA

>gi11599089090|gb|KJ02759%94.1] Solanum tuberosum cultivar Rywal MAPK4 1
protein mRNA, complete cds



ATGTCTCTTGATTCAAGTTCAGCTGATCATGGTGGGCACAGTAACATTAGAGGAATTCCAACTCATGGGG
GTCGTTATGTTCAGTATAATGTGCACGGCTCTCTGTTTGAAGTTTCAAGAAAATATGTTCCTCCTATTAG
ACCTATTGGTCGTGGAGCTAATGGAATGGTTTGTGCTGCTGTGAACTCAGAGACACGTGAGGAAGTAGCT
ATTAAGAAGATTGGGAATGCATTTGATAATGTAATAGATGCCAAAAGGACATTAAGAGAGATAAAGCTTC
TCAGTCACATGGATCATGAGAATGTGATTGCAATTAAAGATGTTATACGGCCTCCTCAAAAGAAGAATTT
TAATGATGTGTACATTGTTTATGAACTGATGGACACTGATCTTCATCAGATTATTCATTCCAGCCAACAG
CTGACTGATGAACACTGTCGACATTTTCTGTACCAAATATTGCGAGGACTTAAGTACATTCACTCTGCCA
ATATCTTGCATCGTGATTTAAAACCCAGCAATTTGCTTGTCAATGCAAAATGTGACTTAAAGATTGGAGA
TTTTGGGCTAGCAAGGACGACAACTGAGACAGATTTCATGATGGAATATTGTGTGACACGCTGGTACCGT
GCACCAGAGTTGCTACTAAATTGTTCAGAATATACATCGGCAATTGATATTTGGTCAGTGGGTTGCATAC
TCGGTGAAATATTGACAAGACAACCCCTTTTTCCTGGCAGAGATTACGTACACCAGTTGAGACTTATCAC
TGAGCTCATAGGCTCACCAGATGATGCCAGCCTTGGGTTTCTCCGGAGTAATAATGCCCGGAGATACGTT
AGACAACTTCCAAGGTACCCAAGGCAACAATTTGCTGCTAGATTCCCAAATTCATCTCCTCGAGCTGTAG
ATTTGCTTGAAAAGATGCTCATCTTTGATCCAAGCAGGCGTATTACTGCTGATGAAGCTCTCTGTCACCC
ATACTTGGCACCTCTTCATGAAATCAACGAAGAACCTGTTTGTCCGAGGCCTTTCAGTTTGGATTTTGAG
CAGCCATCTCTCACTGAAGATAATATCAAGGAGCTCATCTGGAGGGAAGCTGCAAAATTTAATCCTGATC
CAACTCATTGA

>gi]599089092|gb|KJ027595.1] Solanum tuberosum cultivar Rywal MAPK4 2
protein mRNA, complete cds
ATGGAGGCAAGTTTAGGTGATCATGGTGTCCAAAGTAATTTCAGTGGAGTTCCAACTCATGGGGGTCGTT
ATATGCAGTATAATGTGTATGGTAATCTTTTTGAAGTTTCCAAAAAGTATGTTCCCCTTAGGCCTGTGGG
TCGTGGAGCTTATGGCATCGTTTGTGCCGCTTTGAATTCGGAAACACGTGAGGAAATAGCTATCAAGAAG
ATTGGCAATGCATTTGATAATAGAATAGATGCAAAAAGGACTCTACGAGAGATAAAGCTTCTTCGTCACA
TGGGTCATGACAATGTGATTGCCATTAAAGATATTATAAGGCCACCACAAACTGAGAATTTCAATGATGT
CTACATTATTTATGAACTGATGGACACTGATCTTCATCAGATAATTCGTTCCAACCAACAATTGACTGAT
GATCACTGTCGGTATTTCCTATACCAAATATTACGAGGACTCAAATACATTCACTCTGCCAATGTCCTGC
ATCGTGATCTAAAACCCAGCAATTTGCTTCTCAATGCAAACTGTGACCTAAAAGTTGGAGATTTTGGGCT
TGCAAGGACAACATCTGAAACAGATTTCATGACAGAGTATGTTGTAACACGGTGGTATCGTGCACCGGAG
TTGCTCCTAAATTGTTCAGAATACACAGCAGCAATTGATATCTGGTCAGTTGGTTGCATACTGGGTGAGA
TGATGACACGACAGCCTCTCTTTCCTGGCAGGGATTACGTTCACCAGTTGAAACTTATCACAGAGCTCAT
AGGATCACCTGATGATGCCAGTCTTGGATTTCTCCGGAGTGATAATGCTCGGAGGTATGTTAGACAGCTC
CCACAGTACCCAAGGCAACAATTTGCTGCTAAATTCCCCAATTCATCTCCTGGAGCTGTTGATTTGCTTG
AAAAAATGCTTGTCTTTGATCCAAGCAGGCGTGTTACAGTTGATGAAGCTCTCTGCCACCCCTACTTGGC
ACCTCTTCATGATATCAATGAGGAGCCTGTTTGTCCCATGCCTTTCAGTTTTGACTTTGAGCAGCCATCT
TTTACTGAAGAAAATATCAAGGAGCTCATCTGGAGGGAATCTGTGAACTTTAATCCAGATCCAACTCACT
GA

>g11599089094 |gb|KJ027596.1| Solanum tuberosum cultivar Rywal MAPKG6
protein mRNA, complete cds
ATGGATGTTTCAGCTCCGCAAACGGACACGATGATGCCGGATGTGGCTGCCCCTGCGGTTCAGCAACCAC
CTCCACCACCGCAACCGCTGCCCGGAATGGATAATATTCCGGCGACGTTAAGCCATGGTGGCAGGTTCAT
TCAATACAACATATTTGGTAATATTTTTGAAGTTACTGCTAAGTATAAACCTCCTATTATGCCTATTGGT
AAAGGTGCTTATGGAATCGTTTGTTCTGCTTTGAATTCGGAGACAAATGAAAATGTAGCAATTAAGAAAA
TTGCTAATGCTTTTGATAACAAGATTGATGCTAAGAGGACTTTGAGAGAGATCAAGCTTCTTCGACATAT
GGATCATGAAAACATTGTTGCGATCAGAGATATAATTCCACCACCACAAAGAGAAGCCTTTAATGATGTT
TATATTGCGTATGAGCTTATGGATACTGATCTCCATCAAATTATTCGCTCGAATCAGGGTTTATCTGAGG
AGCACTGCCAGTATTTCTTGTATCAGATCCTCCGTGGGTTGAAATACATACATTCTGCAAATGTTTTGCA
CAGAGACTTAAAGCCTAGCAATCTTCTCTTGAATGCCAACTGTGATTTGAAGATATGTGATTTTGGGCTA
GCTCGTGTCACTTCTGAAACCGACTTTATGACCGAATATGTTGTGACAAGATGGTATCGTCCACCTGAGC
TGTTGTTGAATTCGTCCGACTATACTGCAGCAATTGATGTATGGTCAGTGGGTTGCATCTTCATGGAATT



GATGGACAGAAAACCCCTCTTCCCTGGCAGAGATCATGTACACCAGCTGCGTCTTATTATGGAGTTGATT
GGCACTCCTTCAGAGGCTGAAATGGAGTTTTTAAATGAGAATGCAAAACGCTACATCCGACAACTTCCTC
TTTACCGTCGACAATCATTTACTGAAAAGTTCCCGCATGTAAACCCAGCTGCTATTGATCTTGTCGAGAA
AATGTTGACATTTGATCCCAGAAGGAGAATAACAGTTGAAGACGCACTTGCACATCCTTACCTAACATCG
CTTCATGATAGCAGTGACGAGCCCATTTGCATGACTCCTTTTAACTTCGACTTTGAACAACATGCTCTTA
CAGAGGAACAGATGAAGGAGCTGATTTACAGGGAGTCCATTGCATTTAATCCTGAATACCAGCGCATGTG
A

>gi 599089096 |gb|KJ027597.1] Solanum tuberosum cultivar Rywal MAPK13
protein mRNA, complete cds
ATGGATGCTGAAAACATTGAAAATTCAGTGGAAATCAAAGGAATTCCAACTCGGGATGGCAAATATGTTG
AGTACAATGTTGTGGGTAACTTCTTTGAAGTTACCTCAAAGTATGTCCCTCCAATTCAACCCGTAGGCCG
TGGAGCTTACGGAATCGTCTGCTGTGCTACGAATTCGGAGACGAAGGAGGAGATAGCCATCAAAAAAATT
GGGAGTGCATTTGAAAATAGAATTGATGCAAAGAGGACTCTCCGCGAGATCAAACTTCTTTCTCACATGG
ATCATGAAAATGTCATCAAAATAAAAGATATAGTAAGACCACCAGACAGAGAGGAATTCAATGATGTGTA
TATTGTGTATGAGCTAATGGATACTGATCTGCATCAGATAATACGCTCTTCACAGGCCCTCACAGAAGAT
CATTGTCAATACTTTCTCTATCAATTATTACGTGGACTCAAGTACGTACATTCTGCTAATGTTCTTCACC
GGGATCTGAAACCTAGCAACTTGCTACTCAATGCAAACTGTGACCTCAAGATCTGTGATTTTGGGCTTGC
TAGAACCACTTCAGAGGCAGATTTCATGACAGAGTATGTTGTTACTCGATGGTATAGGGCACCCGAGTTA
CTACTTAATTGTACTGAATATACTTCAGCAATTGATATATGGTCAGTTGGTTGCATTTTGATGGAACTCA
TTAAGAGAGAGCCTCTTTTCCCCGGCAGAGACTATGCTCAGCAATTGGGGCTTATCATTAAGTTATTAGG
TTCACCGGAGGAGTCTGATCTTGGATTCCTAAGGAGTGACAATGCTAGGAAGTACGTCAAGCAGCTGCCT
CAAGTTCCAAAGCAACCATTCTCCGAGCATTTCCCAGATGTGTCTCCTTTAGCTCTTGATCTTGCAGAAA
AGATGTTGGTTTTCGACCCAGCTAAACGCATAACTGTTGAGGATGCATTGAATCATCCATTCATGATAAG
TCTCCATGAGATAAATGAGGAACCAGTTTGCACTTCTCCTTTCAATTTCGACTTTGAACAAGCATCTCTA
AGCGAGGAAGACATTAAGGAGCTCATATGGAACGAGGCTCTTAAGTTTGATCCCGATACAACCAAGTGA

>MKP1

ATGTTGGAGGTAGATGAGAAGGATAGGGTACCAGCTGGTGGGAATCGGAAAACATATGCACGGTCTATTT
CGTGGTCCGATAGGTCCCCTACCAAGTCCAGTGCCAAACCACAATGGAACAGCAAAGCACGGGCTTGTTT
GCCACCCCTTCAGCCTCTTTCCATTACTAGACCAACTGCTGAGGAGTGGCCTAGGGCTGGATCAGATGAT
CTTGGTGTATGGCCTAATCCCTCTACTCCTGGTGTAAGGCTTGGATCATTCAGCACTCATGAAGGTTCAG
CTACTAAGCAGGCTCCGCGAGAATTTGAATTCAAGAAAGATAAGCTTGCTTTCTTCAATAAGGAATGTTC
TAAGATTGTGGATCACATCTATTTAGGAAGTGACACTGTGGCAAAGAATCGAGACATTCTCCGTGAGAAC
GGCATCACTCATGTCTTAAACTGTGTAGGGTTTAGTTGTCCTGAATACTTTAAGGATGATCTTGTATACA
AGACACTTTGGCTGCAGGATAGCCCCACTGAGGACATCACAAGTATTCTTTATGATGTCTTTGATTATTT
TGAAGATGTTCGTGAACAAGGTGGGAGAGTCTTTGTACACTGCTTCCAAGGGGTGTCCCGATCAGCCTCC
TTGGTTATTGCATATCTTATGTGGAAAGAGGGGATGAGCTTTGAAGATGCATTCCAGCATGTCAAAGCTG
CAAGAGGAGTGACAAACCCGAATATGGGTTTTGCTTGCCAATTGTTGCAGTGCCAGAAACGAGTGCATGC
TCAACCTGTAAGTCCTACTTCTGTGCTAAGGATGTACAGGATGGCACCTCACTCCCCATATGATCCCCTT
CATTTGGTGCCAAAGATGCTGAGTGAGCCAGGAGCTGAAGGACTCGATTCTCGTGGAGCCTTCCTTGTTC
TTATTCCTTCTGTTATATACGTGTGGATAGGGAAGCATTGTACCTCGGTAATGTCAGATAATGCCAGGGC
TGCAGCCTTTCAGGTAATCCGCTATGAAAAGGCCCAAGGTCCTGTTTTAATTATCAATGAAGGCAAAGAG
CCTTCTGATTTTTGGAGTGCTCTTAGCCAGGAAAGCTTCTTTTCTGGTGGTTGTGGTAAAGAAAAGACCA
AGGTGGACGCCCGTTTATTAGCTGAAAATGACTTGATTACTGATGATATCAGCCAGTGTATTGGTCAAAA
GAATGAATATGATCTTGATTTTGAAATTTTCTGCAAAGCACTCGCCGGCGGGGTTGTTCCACCTTTTCCA
TTGTCAGGTACTGAATCTGAGACATGTCTTCCCGCAAGGCAGAATGGATGGAGTAGATTGAGACGGAAAT
TTTCCAGTGGAATAATGAAAGAATTTATCACAGCTTCCAAGTTATACAGTCATACTGGCATAACAAGTCC
TGTACTTGATAAGATGGACACAATTAAAGAACTCTCTCCTGCTTTGCCTTCATCACCTTCAAGTCCTCAG
TGTGGATCACCAGATTCTTTCTCTTCTTATGCAACCCGCAGTCCAAGTTGGACAAAGGATCCTTGTAGAG
ATGTGGAAAACCCTGGTCTTGATACAGAACCTGCGCTATCGCCATCTCCTTCATTTAGCTCACTTGATTC
TCTCTCTTGTTTTCTTGTTAGTAAACCAAAGTCTAATACCACATCCCCCTCACTCTCACCTTCAACCTCA



GATTACTCCAGTTCTTTCACCTTTTCTCCCTCCTCTTCCAATTGGTCTGACTTGGCATACCTATCTGCAC
AGCCTTCACCCACGAGATTTGAACATGAGGATCCTAATTTTGCGAAGAATGATTTCTTCAAAGTAAGTTC
ATCTTTACTTTGTAAAGGATCACCCTTTCCAGCAGCAGAGGAAGCATTTCCAACCAGTCGTGCTCTTAGA
CGGGCAAACAGTTGTTTACAGTACAAAGAAACTTCCCCTTCACTAGCAGAGCGTAGAGGCAGTCATCCTC
CTCCTATGATGAAGTTACGTTCCAATGATGATTCCGCTCAAATTTCAGTGAAATTGGTGAGAACATCATC
ATTTTCTCTTCCTAATTTTGAAGACGATACAATGAAGTGTGTCGAGTGTAACAGCCTTAATGACGGAGAT
TTTGTTGATAGTAGTAAAGAGGAGCTAATGTTAGATGCTGAGAATTCGATTACTGACAATCAACTCCAAA
ATGGAGTTCAACCTGTAGATGATGTATCTGGCAGTTTCAATGACCATCCAATTGGCATTCCCATCCGAGT
CGCAGAAACAACTGATATAGGTCTTTATCAATGGCCTTCTATGCATAAATTAGGCTTGTCTTCTGTGGTT
TTCGATTCAAGGTCCGTTTATATCATAGTCATTCCTGACTTGAGTTTAGATGAAAATAGTTCCAGTAGTT
TGTACATCTGGATTGGGCGTGATGTGCAATGGAAGGAAAGTTCAGATCAAGTGATCAACAATGATTCCAT
GTGTGAAGATAATCATGTCCATTGGGAGAAAGTTGGACTCGGTTTTCTTATTCAGAAGGGCCTGGCCACT
AGCTCTCTAGTTCAGATAGTGAAAGAAGGTGAGGAACCTGAGCAGCTTCTTAAGCATCTGCCGTGTTTCT
CATTTGATAAGGCATTAGATGTTGGGGTCAAG



Priloga B: Sekvenci promotorja gena StMKKG®, izoliranega iz krompirja sorte Rywal in Santé.
Appendix B: Sequences of StMKK6 promotor, isolated from potato cv. Rywal and Santé.

>gi 571331417 |gb|KF837129.1| Solanum tuberosum cultivar Sante mitogen-
activated protein kinase kinase 6 (MKK6) gene, promoter region
CGACGGCCCGGGCTGGTAAATAATAAAAAGAATAAAGGATCACTGATTGCTTTGTTTTTATTCAATTTTC
AAAATAAAAATAAAAATGTGTAGGCTAAACATTCAAACCTGTCAGTAATAGAAATAGAATATAATTTTGT
TGGTATTTGTCTGAGTTTGAAAATCAGTGGGTATTTTGGGCGGTTCGTTTCACTTTTCAAAATCTAAAAT
CTCCACTTCCCCTTTCAAACCCTAGTGGATCAAAATT

>gi|571331416|gb|KF837128.1| Solanum tuberosum cultivar Rywal mitogen-
activated protein kinase kinase 6 (MKK6) gene, promoter region
TGTCTTCGAATGGCTCCAACCAAATGCATTTCAAGTTTACAATGAAAGATCAGCTGGGAGAATAGTCATG
CTGTTTAGGCTAGCACTGTTGTTTGGCTTTTCCTTTTGTGTTGTTCGTAAAGATTTGGTAATTGCTAGCA
CTGTTGTTTGGCTTTTCAACCAATTGCTTTATATTTGTAAAGATTTGGTAGCTGGAAATTGATTTCAAGC
CATCTCTACTTGAAACTCAACACGCTTTGGTTTAAATCCAACTATTTGGGCTGGTCGGATAGAATATCAT
GGGTGAACGGGTTATAGTATTTTCGTGCAATTCAACTATTTCATTAGTATTTGCTACATGCATCAATATA
AACATGGAATAACTCTTCCTTCGAAAAACTAGACATCCAAATGAAAAGAAATCACCTCATTTTTATCGGA
AAATTTCACTATATTAGGAGTAACAATTAGGTAACATATGTATGTTCAAGCATTTAGGTGACATATATTT
ATCCCGTTGAGAAGAAAACACAATATATATAAGAAATTTTATATAGGCAAATCTTTTTACAAAGGTAGAA
TCCATCTCAACGTTATTCTTTTTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAGAGAGGATAAAATAGGGGTATAATTGGT
TAATTTTAATAGTTGAAAGATATTTTTAACTTTTCGTTTAAATAATAAAAAGAATAAAGGATCACTGATT
GCTTTGTTTTTATTCAATTTTCAAAATAAAAATAAAAATGTGTAGGCTAAACATTCAAACCTGTCAGTAA
TAGAAATAGAATATAATTTTGTTGGTATTTGTCTGAGTTTGAAAATCAGTGGGTATTTTGGGCGGTTCGT
TTCACTTTTCAAAATCTAAAATCTCCACTTCCCCTTTCAAACCCTAGTGGATCAAAATT



