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Hmelj (Humulus lupulus L.) je dvodomna kmetijska rastlina, ki se v najvecji meri
uporablja pri proizvodnji piva. Pridelavo hmelja od leta 1997 v Sloveniji ogroza
bolezen verticilijske uvelosti pri hmelju, ki jo povzroc€a patogena gliva Verticillium
albo-atrum. Namen naloge je bil identificirati obrambno vlogo tarénih genov v
interakciji H. lupulus L. - V. albo-atrum z metodo PCR v realnem casu. Analizirali
smo izrazanje v koreninah in steblih obcutljive sorte Celeia ter odporne sorte Wye
Target v treh Casovnih toCkah po okuZevanju. Preverili smo pomnozevanje 24
tarcnih zaporedji, ki predstavljajo domene potencialnih obrambnih genov. Nadalje
smo uspesno pomnoZili in analizirali 17 tarénih transkriptov, ki smo jim pripisali in
potrdili vlogo na proteinskem nivoju s pomocjo spletnega algoritma BLASTX.
Kolonizacijo glive v koreninah in v steblih dveh kultivarjev hmelja smo analizirali
z metodo qPCR na nivoju DNA in s tem dolo¢ili koli¢ino glive v posameznih
obravnavanjih. V povprecju je bila koli¢ina glive pri odpornem kultivarju manjSa
kot pri obcutljivem. Z delta-delta Ct metodo, smo dolo¢ili relativno diferencialno
izrazanje tar¢nih genov med okuZenimi in neokuzenimi vzorci ter analizirali
izraZzanje v posameznih organih in v dveh kultivarjih. Izrazanje tar¢nih genov smo
normalizirali na osnovi referencnih genov, ki so bili validirani s pomoc¢jo javno
dostopnih algoritmov RefFinder (geNorm, Normfinder, BestKeeper, in delta-delta
Ct method) za izracun stabilnosti izraZanja ter izbrali dva najbolj stabilno izrazena
housekeeping gena CAC in YLS-8. Izrazanje vecine tar¢nih genov je bilo povecano
v steblih okuzenih rastlin v casovni tocki 6 dpi, ekspresija je bila vecja pri
odpornem kultivarju, medtem ko je v koreninah pri vecini analiziranih genov prislo
do utiSanja.



Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015




Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum. \4
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

ND
DC
CX

AU
AA
PP
PB
PY
TY

DT
NO
LA
Al

AB

KEY WORDS DOCUMENTATION

Du2

UDC 633.791:577.2(043.2)

molecular  genetics/hops/Verticillium/pcr/differential gene expression/defence
genes/PCR qPCR/BLAST

SVARA, Anze

STAJINER, Nataga (supervisor)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Biotechnology
2015

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF VERTICILLIUM WILT RESISTANCE
RELATED GENES IN HOP (Humulus lupulus L.)

M. Sc. Thesis (Master Study Programmes)

X1V, 94 p., 10 tab., 28 fig., 6 ann., 199 ref.

sl

sl/en

Hop (Humulus lupulus L.) is dioecious crop, economically important for brewing
industry. Female plant production in Slovenia has been threatened by the first major
outbreak of lethal disease of Verticillium wilt in 1997, caused by Verticillium albo-
atrum. The central objective of the research project was to obtain and identify
defence role of target genes in H. lupulus L. - V. albo-atrum interaction, using
method of RT-qPCR. Analysis included roots and stems of two hop varieties,
susceptible (Celeia) and resistant (Wye Target) obtained from different time points
after inoculation. Amplification of 24 targeted transcripts has been tested. However,
17 targeted transcripts coding protein domains were chosen and studied for their
role in defence mechanisms and plant response upon infection by V. albo-atrum.
Molecular cell function of target sequences has been confirmed using BLASTX
internet search tool. Sequences have been aligned to nucleotide protein database
sequences of related plant species and also hop. Analyses of colonisation pattern
has been studied, using stem and root compartments. The colonization revealed on
average lower amount of fungi in samples of resistant cultivar. Using delta-delta Ct
analysis of target gene amplification, relative differences in expression levels
between infected and non-infected plants were determined. We normalized the
amplification results of target transcripts with validated reference genes, CAC and
YLS-8, which proved to be the most stable. Validation was performed using
RefFinder algorithms (geNorm, Normfinder, BestKeeper, in delta-delta Ct method).
Finally, relative expression of target genes was in most cases up-regulated in
infected stems in time point 6 dpi and increased in resistant variety, and down-
regulated in roots for most target genes.
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KAZALO PRILOG
PRILOGA A Test uspesnosti okuzevanja hmelja z glivo V. albo-atrum

PRILOGA B Seznam vzorcev izolirane DNA s pripadajo¢imi koncentracijami ter
red¢itvami za nadaljno analizo glivne kolonizacije

PRILOGA C RIN test za izolirane RNA vzorce 2-76
PRILOGA D Podatki za zdruzene vzorce hmelja
PRILOGA E Prikaz vrednosti povprecij diferencialnega izraZanja tarénih genov

PRILOGA F Vrednosti relativne koli¢ine glivne DNA za posamezne vzorce v koreninah
(R) in steblih (S) sorte Wye Target (WT) in Celeia (CE) v treh ¢asovnih
tockah (6, 12 in 18 dpi)
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

2-ME 2-merkaptoetanol
ABA Abscizinska kislina (Abscizic acid)

AFLP Dolzinski polimorfizem pomnozenih fragmentov (ang. Amplified fragment
lenght polymorfism)
ATP Adenozin trifosfat (ang. Adenosine triphosphate)

BLAST  Bioinformacijsko orodje za lokalno primerjavo nukleotidnih ali proteinskih
zaporedij s podatkovno zbirko (ang. Basic Local Alignment Search Tool)
BLASTN Nukleotidni BLAST

bp Baznih parov

CE Celeia

CC Ovita vija¢nica (ang. Coiled coil)

CSD Cold-Shock domena (ang. Cold-Shock domain)

Ct PraZni cikel (ang. Cycle treshold)

DArTs Raznolike tehnologije mrez (ang. Diversity Arrays Technologies)

DNA Deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxiribonucleic acid)

dpi Dnevi po inokulaciji (days post inoculation)

dsRNA  Dvoverizna RNA (dublestranded RNA)

EST Oznaka izrazenega zaporedja (ang. Expessed sequence tags)

ET Etilen

GA Giberelinska kislina (ang. Gibberellic acid)

GPCR G protein-coupled receptor-like protein

GRP Z glicinom bogat protein (ang. Glycine Rich Protein)

H>O2 Vodikov peroksid

HK Hisni gen (ang. Housekeeping gen)

HR Hiperobcutljivostni odziv (ang. Hypersensible response)

JA Jasmonska kislina (ang. Jasmonic acid)

LRR Z leucini bogata ponovitev (Leucine rich repeat)

MAS Z oznacevalci posredovana selekcija (ang. Marker assisted selection )

MAMP  Z mikrobi povezani molekularni vzorci (ang. Microbe Associated Molecular
Pattern)

MAPK  Z mitogenom-aktivirana protein kinaza (ang. Mitogene Activated Protein
Kinase)

MO Molekularni oznacevalec

mRNA Sporocilna ribonukleinska kislina (ang. Messenger ribonucleic acid)

NB Nukleotid-vezna domena (ang. nucleotide-binding domain)

PAMP Za patogene znacilni molekularni vzorci (ang. Pathogen-associated molecular
pattern)

PDR Z zajedalcem pogojena odpornost (ang. Parasite derived resistance)



Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

PRR Receptor za prepoznavo patogena (ang. Pathogene Recognition Receptor)

PTGS Post translacijsko utiSanje genov (ang. Post translational gene supression)

QTL lokus(i) kvantitativne lastnosti (ang. Quantitative Trait Loci)

RAPD Naklju¢no pomnozena polimorfna DNA (ang. Randomly amplified polymorfic
DNA)

RIN Integritetno Stevilo RNA (ang. RNA Integrity Number)

RISC Z RNA induciran kompleks utiSanja (RNA-induced silencing complex)

RLK Receptorjem podobne kinaze (ang. Receptor like kinase)

RLP Receptorjem podobni proteini (ang. Receptor like proteins)

RNA Ribonukleinska kislina (ang. Ribonucleic acid)

ROS Reaktivne kisikove zvrsti (Reactive oxigen species)

RRM RNA prepoznavni motiv (ang. RNA-recognition motif)

SA Salicilna kislina (ang. Salicylic acid)

SAR Sistemsko pridobljena odpornost (ang. Systemic acquired resistance)

SCAR S sekvenco okarakterizirana pomnozena regija (ang. Sequence characterized
amplified region)

Ser Serin

SSR Kratka ponovitev zaporedja (ang. Simple sequence repeats)

TIR Toll in interleukinu 1 regijsko podoben receptor (ang. Toll and Interleukin 1
like receptor)

TF Transkripcijski faktor (ang. Trancription factor)

Thr Treonin (ang. Threonin)

WT Wye Target
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1 UVOD

Hmelj (Humulus lupulus L.) je kmetijsko in ekonomsko pomembna rastlina, ki se v veliki
vecini goji za uporabo v pivovarski industriji, v manjsi meri pa se uporablja v farmacevtski
industriji. Pridelava hmelja je ekonomsko najpomembnejSa v drzavah Nemcije, ZDA,
Ceske, Poljske, Anglije in Slovenije. Uspesno pridelavo hmelja oteZujejo rastlinske
patogene glive in plesnivke, ki so stalna in poglavitna groznja svetovni varnosti hrane ter
predstavljajo najve¢jo skupino povzrociteljev bolezni pri rastlinah na svetu. Najbolj
pogosti primeri teh so hmeljeva pepelovka (Podosphaera macularis), hmeljeva
peronospora (Pseudoperonospora humuli) in verticiliska uvelost (Verticillium albo-atrum)
(Mahaffee in sod., 2009). Pridelovalci hmelja se soo¢ajo z agresivno vaskularno boleznijo,
imenovano verticilijska uvelost, ki jo povzroca gliva Verticillium albo-atrum, proti kateri
zaenkrat ne poznamo ucinkovite zaS¢ite. Edina poznana in najucinkovitejSa obramba proti
tej glivi so naravna odpornost gostitelja ter fitosanitarni ukrepi in kolobar z negostitelskimi
rastlinami.

Studije obrambnih sistemov pri rastlinah pridobivajo na pomenu v zadnjih letih. Mnogo
tovrstnih raziskav temelji na osnovi analize genske ekspresije, saj tako pridobimo vpogled
v obrambne mehanizme rastline v razlicnih fazah stresa. Merjenje preseznosti izrazanja
genskih transkriptov pri genih, ki so vpleteni v obrambo rastline z metodo kvantitativne
verizne reakcije s polimerazo v realnem casu, je mogoce pri razliénih vzorcih pri celi vrsti
tarénih genov. Metoda ima visoko obcutljivost za zaznavanje razlik v koli¢ini mRNA,
posledi¢no pa se prav vse variacije pri vzorcenju, laboratorijskem delu, standardnih
postopkih, kvaliteti rastlinskega materiala, ucinkovitosti pomnozevanja in bioloSkih
vzorcih odrazijo na kon¢nem rezultatu. Zavoljo tega smo v magistrski nalogi uporabili
metodo normalizacije diferencialno izrazenih tarénih genov s pomocjo referencnih genov,
katerih izraZanje naj bi bilo v razlicnih eksperimentalnih bioloSkih pogojih skozi cas
konstantno.

Analiza rastlinskih obrambnih mehanizmov na osnovi diferencialno izrazenih genov je
pomemben korak na poti razumevanja odpornosti rastlin na bolezni. V magistrski nalogi
smo ovrednotili pomnozevanje 24 tar¢nih zaporedij, ki predstavljajo domene 18 genov,
potencialno odgovornih za obrambni odgovor in odpornost na verticilijsko uvelost hmelja.
V konéni fazi smo analizirali 17 transkriptov tarénih genov. Pri tem smo ovrednotili
izrazanje 4 referen¢nih genov (CAC, DRH1, SAND, YLSS), ki so se v preliminarnih Studjah
diferencialne ekspresije genov pri hmelju izkazali za potencialno najboljSe referencne gene
ob biotskem stresu (Stajner in sod., 2013). Geni so bili analizirani v koreninah in steblih
pri odporni sorti hmelja Wye Target ter pri obcutljivi sorti Celeia v treh ¢asovnih tockah.
Izmerili smo relativno koli¢ino DNA glive v rastlinah v vseh rastlinskih delih in ¢asovnih
tockah.
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1.1

NAMEN IN CILJI NALOGE

Osnovni namen raziskovalnega projekta je pridobiti boljsi vpogled v mehanizme odgovora
hmelja na okuzbo z glivo Verticilium albo-atrum ter z metodo kvantitativne verizne
reakcije s polimerazo v realnem cCasu identificirati in potrditi vlogo izbranih genov, ki so
potencialno vkljueni v mehanizme odpornosti in obrambe rastline. Identifikacija takSnih
genov bi lahko:

razkrila potencialne tar¢ne gene, ki bi lahko v prihodnosti bili uporabljeni kot
markerski geni v zlahtnjenju hmelja z namenom razvoja odpornosti ter pri razvoju
trajno odpornih sort hmelja,

pridobila nov, splosen vpogled v rastlinske mehanizme odpornosti in obrambe, ki
bi lahko bili osnova za nadaljne podobne Studije pri ostalih sortah, vrstah v
interakciji rastlina-patogen ter razvoj ostalih pristopov za zatiranje.

Cilji naloge:

Kvantitativno ovrednotenje diferencialnega izrazanja tarénih genov, ki so
potencialno vpleteni v obrambne mehanizme hmelja po okuzbi s patogeno glivo V.
albo-atrum.

Ovrednoteje in validacija referencnih genov z namenom identifikacije
najstabilnejSih, ki smo jih uporabili pri procesu normalizacije rezultata
kvantitativnega pomnoZevanja tarénih genov

Preverjanje tar¢nih zaporedij z uporabo spletnega orodja BLAST, z namenom
pridobitve in potrditve informacije o molekularni vlogi pomnoZenega fragmenta v
hmelju in sorodnih vrstah

Kvantifikacija glivne DNA v koreninah in steblu dveh genotipov hmelja v treh
casovnih tockah, s pomocjo kvantitativne reakcije s polimerazo v realnem casu.

Za dosego osnovnih ciljev smo analizirali izrazanje tarénih genov pri dveh kultivarjih
hmelja z razlicno stopnjo odpornosti na verticilijsko hmeljevo uvelost (odporen genotip
Wye Target in obcutljiv genotip Celeia) ter v treh razli¢nih ¢asovnih tockah po inokulaciji
(6, 12 in 18 dpi). Poleg tega smo ovrednotili izrazanje genov tudi v posameznih rastlinskih
organih, in sicer v koreninah ter v steblih, saj se gliva primarno iz prsti raz$irja skozi
korenine in preko Zilnega sistema stebel (ksilema) po rastlini navzgor.
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1.2 HIPOTEZE

Pri¢akujemo visjo izrazanje tarénih genov, ki so odgovorni za odpornost hmelja na glivo V.
albo-atrum. Pri neokuZzenih rastlinah pri¢akujemo znatno nizjo ekspresijo tarénih genov za
odpornost hmelja na glivo V. albo-atrum, kot pri okuzenih rastlinah.

Ekspresija tarénih genov, ki niso odgovorni za odpornost hmelja na glivo V. albo-atrum,
bo ostala na osnovni ravni in ne bo povecana.

Ekspresija tarénih genov, ki so odgovorni za odpornost hmelja na glivo V. albo-atrum, bo
nizja pri neodporni sorti Celeia ter visja pri odporni sorti Wye Target.

Koli¢ina glive bo s ¢asom po inokulaciji hitro narascala in Ze zgodaj upadla v koreninah ter
nara$cala v stebelnih vzorcih. Vzorec kolonizacije bo razli¢en pri odporni sorti Wye Target
in obcutljivi sorti Celeia in sicer bo koli¢ina glivne DNA pri¢akovano niZja v koreninah in
steblu pri odporni sorti Wye Target.
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2 PREGLED OBJAV
2.1  HMELJ (Humulus lupulus L.)

Hmelj (Humulus lupulus L.) je trajna zelnata kmetijska rastlina, ki raste v regijah zmernega
podnebnega pasu po vsem svetu (Neve, 1991). Rod Humulus je eden izmed dveh rodov iz
druzine konpoljevk (Canabaceae) ter zdruzuje tri vrste: H. lupulus L., H. japonicus, (=H.
scandens (Lour.) Merr.) in H. yunnanensis (Small, 1978). Prav vse vrste rodu Humulus so
prisotne na kitajskem. Vrsta H. lupulus L. (Slika 1) obsega pet podvrst (ameriske, japonska
in evropska) (Neve, 1991). Tako H. lupulus L. (Evropski navadni hmelj), kot H. japonicus
(Japonski divji hmelj) sta dvodomni vzpenjajoci se rastlini s spolnimi kromosomi (Winge
1929), pri katerih se spol dolo¢a na podlagi ramerja med avtosomnimi in X kromosomi
(Parker in Clark, 1991; Shepard, 2000). Sicer rastline glede na spol lo¢imo po cvetovih.
Gre za vetrocvetno rastlino. Z namenom komercialne uporabe se goji le Zenske rastline H.
lupulus, ki jih v glavnem uporablja pivovarska industrija ter v manjsi meri farmacevtska
industrija. Zenska socvetja, oziroma storzki, vsebujejo grenke hmeljne smole, esencialna
olja, polifenolne spojine ter tanine. Poglavitna spojina je lupulin, ki vsebuje veliko Stevilo
sekundarnih metabolitovi in nastaja v lupulinskih Zlezah. Glavno vlogo v pivovarstvu
imajo tudi hmeljne smole in eteri¢na olja. Hmeljne smole se po tradiciji delijo med mehke
(v heksanu topne) in trde smole. Med mehkimi smolami so v pivovarstvu najbolj cenjene
alfa-kisline (humulon in analogi). Tekom varjenja piva se izomerizirajo v izo-alfa-kisline,
ki dajejo pivu grenak okus. ManjSi pomen pripisujemo beta-kislinam, ki delujejo
protimikrobno. Eteri¢na olja sestavljajo spojine, katerih nastanek poteka po terpenoidni
metabolni poti in ve¢inoma se uvr§¢ajo med monoterpene in seskviterpene (Neve, 1991).
Karakteristike razli¢énih spojin se v sortah hmelja precej razlikujejo. Kombinacija vseh
nastetih spojin pa da hmelju, oziroma kon¢nemu produktu piva znacilno in raznoliko
aromo, ki je odvisna od okoljskih pogojev tekom rasti ter ¢asa rasti in obiranja storSkov.
Sorte hmelja delimo glede na vsebnost alfa-kislin na aromati¢ne (pod 7 %), grenci¢ne
(med 7 % in 13 %) in visoko grencicne kultivarje (vec kot 13 %) (Neve, 1991). Aromaticni
kultivarji imajo najvisje razmerje med eteri¢nimi olji in beta-kislinami v primerjavi z alfa-
kislinami. Na svetu je poznanih okoli 200 sort hmelja, ki jih gojimo na okoli 80000
hektarjih (Patzak in sod., 2006). V letu 2010 je uradno registrirana svetovna pridelava
okoli 100000 metri¢nih ton hmeljevih storzkov (Pavlovic, 2014).

Kultivacija hmelja se je zacela Ze leta 869. V srednjem veku se je razvila kompeticija med
razli¢nimi rastlinami za varjenje piva, kar pa je v konc¢ni fazi rezultiralo v prevladi vrste H.

lupulus L. v 18. stoletju. Piva so se uporabljala tudi v medicinske namene (Behre, 1999).

Popisovanje in zlahtnjenje hmelja sega v leto 1669, ko je Worlidge pisal v svoji Systema
agricultura, da obstajata dve sorti hmelja, zelena in rjava, izmed katerih zelena nosi
lastnost za boljSo barvo, rjava pa raste hitreje. Skoraj 100 let kasneje je J. Mills v New
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System of Practical Husbandry pisal, da obstaja ve¢ sort hmelja, tudi takSne z visoko
vsebnostjo alfa-kislin (Neve, 1986). V 19. stoletju je naraslo zanimanje za selekcijo
izboljSanih raslinskih vrst hmelja. Leta 1901 je Percivall opisal 20 razli¢nih angleskih sort.
V Nemciji je Wagner opisal 20 bavarskih sort, Braungart pa je nastel 60 evropskih sort
hmelja. Pred in v 19. stoletju so z odbiro divjih akcesij hmelja nastali klasi¢ni aromati¢ni
kultivarji, v zagetku 20. stoletja pa so bili na Ceskem in v Zalcu v Spodnji Savinjski dolini
uvedeni zlahtniteljski programi za ciljno zlahtnjenje s krizanjem. (Neve, 1986). Izhodis¢no
je bilo zlahtnjenje usmerjeno v izboljSevanje arome hmelja, nato pa v povecevanje
odpornosti hmelja na Skodljivce in bolezni, Se kasneje pa v zviSevanje vsebnosti grencic. V
zadnjem casu spada med cilje zlahtnenja tudi zniZevanje viSine hmelja ter vzgoja
kultivarjev z razli¢nimi aromami in vec¢jo vsebnostjo dolocenih spojin s farmakolosko
vrednostjo (Darby in sod., 2003). Najbolj pomembne sorte v Sloveniji so danes Aurora,
Celeia, Bobek, Magnum in Savinjski golding (Kovacevi¢ in Kag, 2002). Ker pridelovalne
povrSine namenjene hmelju v Sloveniji tudi zaradi bolezni upadajo, je pomembno
poznavanje obrambnih mehanizmov rastlin pri domacih kultivarjih. Zaradi tega na
vrednosti pridobivajo lokalni kultivarji, prilagojeni na lokalno rastis¢e (Cerenak in sod.,
2010). Dolgotrajno zlahtnjenje hmelja s konvencionalnimi metodami je bilo pospeseno z
uvedbo modernih biotehnoloskih metod. Tako so na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo
Slovenije (IHPS) v Zalcu izvedli $tevilna krizanja kultivarjev z zaZeleno vsebnostjo alfa-
kislin (kultivar 'Hallertauer Magnum'), ter z odpornostmi na pomembne bolezni (kultivar
'Wye Target') in $kodljivce (hmeljeva listna u§ - kultivar 'Cascade’) (Cerenak in Javornik,
2001).

Slika 1: Nasad trt hmelja
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Pridelavo hmelja moc¢no ovirajo razlicne bolezni. NajpomembnejSe so bolezni gliv in
plesnivk, najbolj na primer hmeljeva peronospora (Pseudoperonospora humuli Miybe in
Takah), hmeljeva pepelovka (Podosphaera macularis Braun) ter verticilijska uvelost
(Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold) (Dolinar in sod., 2002; Mahaffee in sod.,
2009). Znanih je tudi nekaj za hmelj patogenih virusov in viroidov (Pethybridge in sod.,
2008). Prav hmeljeva uvelost je poznana po zahtevni fitofarmacevtski kontroli, zaradi
Cesar je zlahtnjenje in razvoj odpornih sort trenutno najucinkovitejSa moznost kontrole
bolezni (Darby, 2001). Neve (1991) navaja, da so poznani viri odpornosti za vse tri
gliviéne bolezni. Zlahtnjenje kultivarjev hmelja s ciljem izboljsane odpornosti je po¢asno
in delovno zahtevno. Zaradi tega omogoca selekcija z markerji (MAS) ucinkovitejsi in
hitrejsi napredek. Tak$na selekcija zahteva vecje Stevilo genskih oznacevalcev, ali pa izbor
markerjev direktno povezanih z dolo¢eno lastnostjo (Collard in MacKill, 2008). Obstaja
veliko publikacij, ki opisujejo razlicne markerske sisteme, ki so bili uspesno uporabljeni
pri hmelju. Tako je bil objavljen dolZinski polimorfizem pomnoZenih fragmentov (AFLP),
nakljuéno pomnozena polimorfna DNA (RAPD), kratke sekvencne ponovitve (SSR),
razli¢ne tehnologije mrez (DArTs) (Howard in sod., 2011). Poleg markerjev pridobljenih s
pomocjo izrazenega dela hmeljevega genoma, je pridobljenih nekaj genov iz markerjev
STS (Sequence-Tagged Sites) (Patzak in sod., 2007) ter EST sekvence, iz katerih so
pridobljeni SSR markerji (JakSe in sod., 2011). Prav tako so JakSe in sod. (2013) dolocili
lokus za kvantitativne lastnosti v povezavi z odpornostjo na verticilijsko uvelostjo. Kljub
temu se uporaba z markerji posredovane selekcije Se vedno v najvecji meri uporablja za
dolocanja spola rastlin hmelja (Polley in sod., 1997; JaksSe in sod., 2008).

2.2 VERTICILIJSKA UVELOST HMELJA
2.2.1 Taksonomija glive Verticillium albo-atrum

Verticillium je rod gliv v deblu zaprtotrosnih gliv (Ascomycota), ki je anamorfna (ni
prisotnih spolnih oblik) oblika druZine Plectosphaerellaceae. Uvr§¢amo jo v razred
Ascomycetes, podrazred Sordariomycetidae, red Hypocreales in druzino Hypocreaceae.
Rod vsebuje raznolike skupine saprotrofnih in parazitskih gliv. Takson je definiran s
pomocjo Sirokega spektra razli¢nih karakteristik, ki so preproste, a slabo definirane. Rod
po navedeni razdelitvi sestavlja 51 vrst ter je v grobem razdeljen na tri ekolosko razdeljene
skupine (Kirk in sod., 2008). To so mikopatogeni, entomopatogeni ter rastlinski patogeni.
Kljub temu da se v zadnjem Casu veCina entomopatogenih in mikopatogenih gliv uvr§¢a v
nov rod imenovan Lecanicillium, spadajo zajedavci nematod v rod Pochonia in
Haptocillium, nekateri rastlinski patogeni pa v rod Gibellulopsis in Musicillium
(Inderbitzin in sod., 2011).
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Z izvedbo filogenetskih analiz na petih razli¢nih lokusih, ki so regija ITS, kodirajoci gen
za aktin (ACT), elongacijski faktor 1-alfa (EF), gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(GPD) in triptofan sintaza (TS), preuCevanjem morfologije, analizami herbarijev 74
izolatov rodu Verticillium ter Studijo obstojecCe literature so Inderbitzin in sod. (2011)
dolocili taksonomijo gliv rodu Verticillium, ki sedaj sestoji iz desetih vrst, od katerih je pet
vrst na novo dolocenih in do tedaj Se ne poznanih znanosti. Te vrste so: V. albo-atrum, V.
alfalfae, V. dahliae, V. isaacii, V. klebahnii, V. longisporum, V. nonalfalfae, V. nubilum, V.
tricorpus in V. zaregamsianum (Inderbitzin in sod., 2011). Studijo smo izvedli z glivo ki se
po starejsi taksonomski razporeditvi imenuje V. albo-atrum (Kirk in sod., 2008), po
novejsi pa V. nonalfalfae (Inderbitzin in sod., 2011). V nalogi se drzimo navajanja po Kirk
in sod. (2008).

Najbolj poznane vrste so V. dahliae, V. albo-atrum in V. longisporum, ki povzrocajo
bolezen rastlin imenovano verticilijska uvelost pri ve¢ kot 400 rastlinskih vrstah
dvokali¢nic. Verticillium albo-atrum v rastlini proizvaja temen (temno rjav do ¢rn) trajni
melaniziran micelij, kot strukturo za prezivetje v tleh (Zare in Gams, 2001). Gliva tvori bel
in puhast micelij, ki ga tvorijo hialine ali steklasto obarvane hife, kjer se vretenasto
namescajo konidiofori (Slika 2) s fialidami, na katerih se v sluzastih sferi¢nih glavicah
nahajajo konidiji (Slika 3) ali trosi. Slednji so ovalni do elipsoidni ter so enoceli¢ni in so
lahko septirani (Radisek, 2001).

Slika 2: Skupki konidijev glive Verticillium na fialidah, nastali vretenasto okoli konidiofora (Berlanger
in Powelson, 2005)



Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuZbi z glivg Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

V. albo-atrum okuzuje naslednje poljscine, ki veljajo za ekonomsko pomembnejse: hmelj,
krompir, paradiznik, kumare in lucerno. V nekaterih rastlinah encimi (poligalakturonaze,
pektat-liaze in celulaze), ki jih izloCa glivna celina stena, povzro€ijo zamaSitev prevodnih
sistemov z nastankom vaskularnih gelov, ki se tvorijo iz komponent rastlinske celicne
stene (Vander Molen in sod., 1983). V ostalih interakcijah rastlina aktivno zajezi rast in
napredovanje glive po ksilemu s pomocjo tvorbe til, ko rastlina uviha osrednjo lamelo med
sosednjimi celicami parenhima (Agrios, 1997). Poznana in opisana je vrsta glivnih
toksinov, ki povzrocajo venenje rastlin (Wang in sod., 2004; Palmer in sod., 2005).
Rastline se pred zmanjSano transpiracijo branijo na dva nacina. Sorte hmelja, odporne na
okuzbo z glivo V. albo-atrum imajo lahko podaljSano ali obnovljeno aktivnost
sekundarnega kambija. Slednje pripelje do dodatnega formiranja celic ksilema, kar
imenujemo hiperplazija (Talboys, 1958a). Pri drugi strategiji obrambe proti glivi, poskusa
rastlina na razlicne naine zamenjati okuzen, nefunkcionalen ksilem. TakSen nacin je bil
opisan pri nageljnih (Dianthus caryophyllus). Gre za proces celicne dediferenciacije, ki ji
sledi celi¢na diferenciacija v celice s specificnimi nalogami, ki so drugane prvotnim
nalogam. Proces se imenuje transdiferenciacija. Kljub temu pa moramo molekularni
mehanizem pri rastlinah $e natanéneje razumeti (Sugimoto in sod., 2011).

Slika 3: Konidiofor glive V. albo-atrum (400-kratna povecava, Foto: T. Svetek, 2010)
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2.2.2 Verticilijska uvelost pri hmelju

Reinke in Berthold sta jo leta 1870 prvi¢ opazila in opisala pri krompirju v Nemciji
(Reinke in Berthold, 1879). Povzrocitejica gliva V. albo-atrum napada ve¢ kot 300
razli¢nih rastlin ter se vecC let ohranja v prsti v obliki trajnega micelija. V primeru infekcije
okrasnih rastlin in dreves, kot so javor, vrbe, brest, jesen, bukev, hrast ter druge se prvi
simptomi pojavijo sredi sezone kot uvelost na razli¢nih delih debla ali vej. Obolenje pri
hmeljnih rastlinah so v zacetku pripisovali angleskim hmeljarskim podro¢jem. Prvi pojav
blage oblike bolezni je bil opisan 1. 1924 pri kraju Tonbridge (Harris, 1927, cit. po RadiSek
in sod., 2006), v pokrajini Kent pa je bila leta 1942 Ze zaznana bolj resna, t.i. napredujoca
oz. letalna oblika bolezni (Keyworth 1942, cit. po Talboys, 1958b). V Sloveniji smo prvi¢
zasledili izbruh letalne oblike te bolezni leta 1997 (Dolinar in Simonc¢ic, 1999; Radisek in
sod., 2004). Do leta 2005 je bilo za to boleznijo obolelih Ze 180 ha hmeljis¢ (Radisek in
sod., 2006). Patotipe glive V. albo-atrum razvr§¢amo v skupine virulence M (mila ali
blaga) in PV1 (izolat, ki povzroca letalno uvelost na obcutljivem kultivarju), PV2 (izolat,
ki povzroca letalno uvelost na zmerno obcutljivem kultivarju) in PV3 (izolat, ki povzroca
letalno uvelost na tolerantnem kultivarju) (Brady in Pegg, 2000). V Sloveniji prepoznamo
genotip PG1 (blagi genotip) ter PG2 (nov letalni genotip PV 1) (Radisek in sod., 2006). Na
podlagi diferencialnih AFLP fragmentov (RadiSek in sod., 2003) je bil razvit MO
(molekularni oznacevalec) tipa SCAR (S sekvenco okarakterizirana pomnoZena regija), ki
omogoca nedvoumno lo€evanje obeh virulentnih skupin (Radisek in sod., 2004).

Gliva se znacilno pomika navzgor po rastlini po vaskularnem sistemu, oziroma po ksilemu.
V drevesih je bolezen poznana kot "Black heart" ("¢rno srce") in je pogosta v sadnih
vrstah, ornamentalnih rastlinah, zelenjavi, kot tudi v zelnatih rastlinah (Maurer in sod,
2014). Zaradi dvofaznega Zivljenjskega cikla je Verticillium hemibiotrofni
mikroorganizem z biotrofnim Zivljenjskim obdobjem, kadar je v s hranili revnem okolju ter
z nekrotrofno fazo v aeriranih rastlinskih tkivih (Reusche in sod., 2012). Do blage oblike
bolezni pride ob okuzbi odpornih kultivarjev s PG2 (nov genotip PV1) ali obcutljivih
kultivarjev hmelja s PG1 (RadiSek in sod., 2006). Simptomi bolezni so odpadanje listov,
debeljenje korenine nad nivojem prsti ter kloroza. Rastlina si navadno opomore od bolezni.
Ko se pojavi napredujoca oblika bolezni, ali pri interakceiji letalnih (PG2) sevov V. albo-
atrum in obcutljivih hmeljnih rastlin, rastlini hitro odmrejo vsi poganjki. Do debelitve trte
ne pride, navadno pa do zacetka naslednje sezone odmre Se korenika (Dolinar in Simonc¢ic,
1999). Razvoj interakcij gostitelj-patogen pri okuzbi tipicnega gostitelja s fitopatogenimi
glivami Verticillium spp., je prikazan na slikah 4, 5 in 6.
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Slika 4: Blaga oblika verticilijske uvelosti: odebeljena okuZena rastlina in ovijajo¢a neokuZena (Down
in sod., 2007)

Slika 5: Letalna oblika verticilijske uvelosti: ekstenzivno in hitro razbarvanje ter venenje listov in
stranskih poganjkov (Down in sod., 2007)
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Slika 6: VzdolZni presek hmeljnega stebla, okuZenega z V. albo-atrum (levo): rjavo razbarvanje
celotnega Zilnega sistema je znacilno za letalni patotip glive; vzdolZni prerez zdrave rastline hmelja
(desno) (Down in sod., 2007)

2.2.3 Cikel bolezni

Osnovni zivljenjski cikel glive V. albo-atrum (Slika 7) je podoben kot pri ostalih vrstah
gliv iz rodu Verticillium. Najbolj se razlikujejo v trajnih strukturah, ki jim omogocajo
prezivetje v razlicnih okoliS¢inah. Tako na primer V. albo-atrum tvori trajni micelij, V.
dahliae tvori mikrosklerocije, V. nubilum pa tvori klamidospore, nekatere vrste pa lahko
tvorijo vse tri. Na viabilnost in preZivetveno sposobnost glive in njenih struktur v tleh
vplivajo kemijske lastnosti tal, temperatura, hidracija, mikro-favna, rastlinstvo in poljs¢ine,
ki niso gostiteljske rastline (Luck, 1954). Gliva V. dahliae se nahaja v prsti v obliki z
debelo celi¢no steno, melaniziranim mikrosklerocijem, ki odgovori na prisotnost eksudatov
rastlinskih koreninah s kalitvijo (Mol in van Riessen, 1995). Micelij V. albo-atrum lahko
ostane viabilen vsaj 4 leta, medtem ko lahko miklosklerocij V. dahliae prezivi v zemlji
negostiteljskih rastlin vsaj 10 let (Wilhelm, 1955). Kljub temu, da se s ¢asom viabilnost
zmanjsuje, pa je iz vidika kontrole, pomembna dolga doba prezivetja glive (Agrios, 1997).
Ko se korenine gostiteljske rastline priblizajo trajnim organom glive (na okoli 2 mm),
eksudati rastline zacnejo promovirati kalitev glive iz po€ivajoce strukture proti rastlini.
Gliva po pritrditvi na koreninske laske napreduje proti osrednji korenini ter raste na
povrsini povrhnjice korenine. Nato vstopi v rastlino ter poskusa doseci zilni sistem, kjer
najmocnejSo bariero predstavlja endoderm (Sewell, 1959). Na mestih stikov epidermalnih
celic glivne hife direktno prodirajo med celice brez razvoja posebnih infekcijskih struktur
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(proizvodnja pektinoliticnih encimov - poligalakturonaza, pektat-liaza in pektinesteraza).
Pri tem se pojavljajo nekroze rastlinskega tkiva. Najlazji nacin vstopa so mesta naravnih
poskodb rastlinskega tkiva. Mesto vstopa glive Verticillium je mogoce tudi direktno, preko
zdravega tkiva, vendar pa je verjetnost, da bo gliva dosegla vaskularni sistem precej
manjsa, ko je mesto vstopa skozi koreninske laske (Garber, 1973).

Ko patogen vstopi v rastlinsko tkivo, poskuSa najti pot do vaskularnega sistema,
natan¢neje do ksilema. Rast nadaljuje inter- in intracelularno skozi sredico (korteks)
korenine proti cilindru. V centralnem cilindru V. albo-atrum vstopi v celice ksilema, se
mnozi v zilnem sistemu korenine ter v kasnejSih fazah naseli ksilem hipokotila, stebla in
listov. Gliva se lahko razsiri po sistemu s pomocjo hif in spor. Verticillium proizvaja
konidije na konidioforih, ki se transportirajo navzgor po rastlini s transpiracijskim tokom.
Ko gliva prodre do ksilema, se konidiji sprostijo iz konidioforov v ksilem ter s pomocjo
ksilemskega toka hitro naselijo rastlino. Transport konidijev po rastlini se ustavi ob Zilnih
elementih, pregradah, celi¢nih stenah ter koncih Zil, kjer se tvorijo tiloze in ligninski
gomoljcki. Preko konénih barier konidiji kalijo in tvorijo kalitveno cev ter zrastejo v
sosednjo celico. Konidiji lahko prepotujejo pot do vrha rastline tudi v 24 urah po zacetni
inokulaciji konidijev v rastlino (Presley in sod., 1966). V primeru mocne okuzbe rastlina
podleze bolezni in propade. Ko rastlina propade Verticillium tvori trajne organe, ki se
sprostijo v tla in omogocajo po obdobju doramance ponoven zacetek infekcijskega cikla.

tvorba konidijev

in sistemska kloroza
kolonizacija nekroza in
Zilnega sistema venenje listov
kolonizacija
starajocih
thiv |
kolonizacija i
koreninske sredice razvoj
vstop v mikrosklerocijev
koreninske v mrtvem
laske thivu
“p_':'dhu-'an-le spro&canje
kalitve

mikrosklerocijev

v zemljo - F

mikrosklerocijev

Slika 7: Bolezenski cikel bolezni verticilijske uvelosti (Berlanger in Powelson, 2005)
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Poleg zmozZnosti dolgega ohranjanja v prsti, se lahko V. albo-atrum razsirja na vec
nacinov, veCinoma preko odprte povrSine korenine. Na kmetijskih povrSinah pride do
razSirjanja z obdelavo tal, okuZzenimi sadikami in odpadki. V naravi je obseg Sirjenja
pocasen in se dodaja lokalno z ostanki okuZenih rastlin. MozZen je prenos konidijev po
zraku, vendar pa je takSen prenos tezaven za glivo, saj lahko ima tezave pri razvoju nad
tlemi ter na zdravih rastlinah. V. albo-atrum lahko potuje tudi s tekoCo vodo. Kadar
semena vrtnin niso tretirana s fungicidom, se lahko naseli na povrSini semena, kjer lahko
prezivi tudi 13 mesecev. Tako so lahko okuZzena semena vir inokuluma na neokuZzenem
polju. Kot zadnja moznost transporta se kazejo zuzelke, ki lahko prenesjo konidije glive V.
nonalfalfae, na gostiteljski rastlini pa ustvarijo poskodbo rastlinskega tkiva oziroma
odprtino ter tako omogoc€ijo in pripomorejo k laZzjemu vstopu glive v rastlinsko tkivo
(Easton in sod., 1969).

2.3 OBRAMBNI MEHANIZMI RASTLINE

Rastline so proti patogenim organizmom razvile ve¢ nivojev obrambe. Rastlinsko obrambo
predstavljajo kutikularni voski, antimikrobni encimi ter ostali sekundarni metaboliti, kot
tudi rastlinska celicna stena (Thordal-Christensen, 2003). Mikroorganizmi so se
prilagodili, da lahko zaobidejo te bariere ter uspeSno povzrocijo bolezen, na katero se
rastlina specificno odzove (Slika 8). Rastlina s tem postane gostitelj patogena, odporne
rastline pa so ne-gostiteljske. Posamezne rastline znotraj obcutljivega kultivarja lahko
postanejo odporne, v primeru, ko razvijejo specificne obrambne gene. Genetska povezava
med gostiteljsko rastlino in patogenom je bila prvi¢ podrobno opisana s strani Harolda
Flora v 40. in 50. letih 20. stoletja. Flor je skrbno preucil genetski odnos med sevi glive
lanene rje in razlicnimi sortami lana, z ozirom na dovzetnost ali odpornost gostiteljske
rastline (Flor, 1971). Na podlagi svojega dela je Flor postavil hipotezo, da je odpornost
posledica pravilne kombinacije posameznega genetskega lokusa gostitelja in patogena.
Predpostavil je, da ima rastlina odpornostne gene (R gene), ki delujejo vzajemno s
patogenimi avirulentnimi geni (Avr geni) v odnosu "gen na gen". Tak$ni geni patogena se
imenujejo avirulentni, saj zaradi odpornosti oziroma R gena v rastlini ne povzrocijo
bolezni, rastlina pa je odporna. Avr geni pripomorejo k virulenci v neodpornih rastlinah
(Jones in Dangl, 2006). Ceprav rastline nimajo prilagodljivega imunskega sistema kot
vretencarji, pa so rastlinske celice opremljene s Stevilnimi extra- in intracelularnimi
imunskimi receptorji, ki zaznavajo prisotnost patogenih mikroorganizmov in aktivirajo
obrambne odgovore. Rastlinski receptorji zaznavajo mocno ohranjene ter pocasi
razvijajoCe se dele skupin mikrobov, kot je na primer flagelin, osrednji protein v bi¢ku
bakterij (Gomez-Gémez in Boller, 2002). Aktivacija teh receptorjev inducira izrazanje
obrambnih genov ter proizvodnjo reaktivnih ogljikovih zvrsti (ROS) v rastlinski celici, kar
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omeji rast mikroorganizma. Uspesni patogeni se prilagodijo, da se izognejo rastlinskim
obrambnim mehanizmom ali pa utiSajo obrambno signalizacijo s pomocjo efektorjev, ki so
med infekcijo vneSeni v gostiteljsko celico. Skozi koevolucijo so rastline razvile
intracelularne R proteine, katerih naloga je zaznavanje patogenih efektorskih molekul ter
aktivacija signalnih kaskad, ki vodijo do moc¢nega reprogramiranja, ki omeji rast patogena
(Jones in Dangl, 2006). S konstantnim razvojem tako efektorjev kot patogenov, se cikel
razvoja patogena in gostiteljske rastline ne zakljuci.

f:;'ﬁf::'g > I Verticillium napade korenine ]
1
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Slika 8: Shemati¢ni prikaz gostiteljeve obrambne signalizacije ob napadu glive V. albo-atrum.
Specifi¢ne kaskade vodijo do razli¢nih izidov v interakciji rastlina patogen, ki segajo od bolezenskega
fenotipa rastline brez simptomov (R - resistant) do milih bolezenskih simptomov (T - tolerant) in
letalne oblike (S - susceptible). Toleranca (T) rastline prikazuje fenotip delne odpornosti rastline na
patogena (Fradin in Thomma, 2006).

Talboys (1958b) je na morfoloskem nivoju Studiral interakcije razli¢no virulentnih
hmeljnih izolatov glive V. albo-atrum in razlicno odpornih sort hmelja. Hmeljev odziv je
razdelil na dve fazi. Tako za obcutljive kot za tolerantne rastline naj bi Slo za nespecifi¢ne
obrambne reakcije, le da so v slednjih hitrejSe in mocnejSe (Talboys, 1972). Eden izmed
najbolj odpornih hmeljnih kultivarjev na hmeljevo uvelost je angleski kultivar "Wye
Target', kultivar "Wye Challenger' pa je le zmerno odporen (Darby, 2001; Radisek in sod.,
2006). 'Wye Target' so pridobili s krizanjem ameriSke Zenske rastline hmelja AA 7, ki je
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odporna na hmeljevo uvelost, s kultivarji hmelja, ki so neodpornimi. Tak krizanec vsebuje,
v primerjavi z evropsko, vecinski delez ameriSske dednine (Howard in sod., 2011). Darby
(2001) je predvideval, da visoko mero odpornosti omenjenega kultivarja, tudi na letalne
patotipe hmeljevih izolatov V. albo-atrum, lahko pojasni z modelom dveh
komplementarnih dominantnih lokusov; prvi lokus naj bi izhajal iz ameriskega, drugi pa iz
evropskega prednika (Darby, 2001). Vecina rastlin, ki jih gliva okuzuje, ima odpornostne
vire (Majer in sod., 2014). Pri nekaterih rastlinskih vrstah so bili kartirani QTL (lokus(i)
kvantitativne lastnosti) za odpornost na verticilij. Veronese in sod. (2003) so v asociacijski
Studiji razlicnih ekotipov na toleranco na V. dahliae pri repnjakovcu, dolocili dominanten
lokus VETI, ki je povezan s ¢asom cvetenja rastline in je odgovoren za povisano toleranco.
F1 potomci krizanja hmelja "Wye Target' x BL2/1 so bili rangirani glede ravni odpornosti
na V. albo-atrum PG2 (JakSe in sod., 2013), rezultati pa so omogocili dolocitev
potencialnega QTL molekularnega oznacevalca.

2.3.1 Gen Vel podaja odpornost na verticilij pri paradizniku

Monogenski obrambni mehanizem pri paradizniku se pojavi s prisotnostjo Vel gena. S
pomocjo RAPD genetske karte, je bil omenjeni lokus izoliran iz genomske knjiznice
paradiznika. Produkt Vel gena, ki poseduje odpornost na V. dahliae po primarni
beljakovinski strukturi spada med R proteine tipa RLP (receptorju podobni proteini)
(Kawchuk in sod., 2001). Vendar pa so se ze pojavili sevi verticilija, ki so patogeni za
takSno sorto paradiznika (O'Neill, 2002).

2.3.2 Z mikrobi povezani molekularni vzorci in receptorji za prepoznavo MAMP

Rastline prepoznajo moc¢no ohranjene dele mikroorganizmov, poznane kot z mikrobi
povezani molekularni vzorci (MAMPs), ki so kljuéni za normalno prezivetje mikrobov in
zaradi tega niso podvrzeni mutacijam. To jih naredi idalne tare za prepoznavo s strani
rastlinskih obrambnih receptorjev. Rastline na primer zaznavajo prisotnost po Gramu
negativnih bakterij preko zaznavanja prisotnosti lipopolisaharidov (LPS), ki jih najdemo v
njihovi zunanji membrani (Dow in sod., 2000). Rastline se odzovejo tudi na ostale
elemente mikroorganizmov, kot so flagelin, elongacijski faktorji, 'cold shock' protein,
sladkorje ter komponente glivne celi¢ne stene (hitin in peptidoglikan). Tako so rastline
razvile nacin za loCevanje med lastnimi deli in deli ostalih organizmov, kot opozorilni
sistem pred potencialno okuzbo (Niirnberger is sod., 2004). Pomembno vlogo pri
prevajanju signala preko membrane po zaznavi MAMP imajo tudi transmembranskim
kinazam podobni receptorji (RLKs). Na ekstracelularnem delu imajo RLK, udelezeni v
prepoznavo, MAMP domeno, z leucinom bogate ponovitve (LRR domena) ter citosolno



16
Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

serin/treonin kinazno domeno (Zipfel, 2008). Rastline se na prisotnost MAMP odzovejo
hitro, s spremembami v izrazanju genov, spremembami v celi¢ni steni, kopic¢enju
antimikrobnih proteinov in ostalih molekul, spremeni se apoplastni pH, ki zavira rast
mikrobne populacije do neke mere, kljub temu pa vefinoma takSen nacin obrambe ni
zadosten (Gomez-Gomez in Boller, 2000).

Zaznava MAMP je natanc¢no posredovana s strani z mitogenom-aktivirano protein kinazo
(MAPK) signalne kaskade. MAPK je uporabljen kot pretvornik signala v vseh eukariontih
in je element imunskega odziva rastline (Niirnberger et al. 2004). Kaskade so aktivirane s
fosforilacijo. MAPK kaskada, lahko na odpornost pozitivna ali pa negativna, je aktivirana
po zanavi patogena s strani receptorjev za prepoznavo patogena (PRR-Pathogene
Recognition Receptor). Tako lahko aktivacija oziroma fosforilacija razlicnih MPK
proteinov spodbuja odpornost rastline, ali pa jo inhibira. Dokaz za tak$no delovanje so
mutanti z izbitim genom (angl. knock-out mutante) za dolo¢ene MPK gene. Kljub vsemu,
pa biokemijske poti zaznave signala ter delovanja pozitivne in negativne regulacije, Se niso
povsem raziskane, predvideva pa se, da je signal uravnan glede na naravo signala, ki pride
iz okolice (Suarez-Rodriguezin in sod., 2006). Po aktivaciji MPK se inducira prepisovanje
z obrambo povezanih genov preko WRKY transkripcijskih faktorjev (TF) (Ulker in
Somssich, 2004; Petitot in sod., 2013).

2.3.3 S strani patogenov pridobljena odpornost

Izrazanje mehanizmov za utiSanje genov, kot so majhne molekule RNA, je nacin, kako
prepreciti bolezen rastline. Tehnologija je bila uporabljena pri utiSanju izrazanja genov
specifiénih patogenih organizmov, kot so Fusarium verticillioides, Blumeria graminis in
Puccinia striiformis f.sp. tritici. Koncept s patogenonom pogojene odpornosti (PDR) sta
razvila pred 30 leti Sanford in Johnston (1985), z namenom kontrole rastlinskih bolezni.
Pri PDR gostitelj ovira izrazanje genov, ki so povezani z rastjo in razmnoZevanjem
patogena v rastlini, kar rezultira v pove€ani odpornosti na bolezen. UtiSanje tarénih RNA
molekul velja za kljuéno komponento mnogih odgovorov rastline v odnosu med rastlino
ter virusi, insekti, bakterijami, nematodami in glivami (Huang in sod., 2006). Gre za
utiSanje genov s strani gostitelja, kar omogoca kontroliranje §kodljivih organizmov. Pojav
pri rastlinah imenujemo ko-supresija (Lee in sod., 1993).

Post translacijsko utiSanje genov (PTGS) je v sploSnem za zaporedje specifi¢en regulatorni
mehanizem utiSanja genov, ki ga povzrocijo dolge dvoverizne molekule RNA (dsRNA) ali
pa lasnice RNA. Te molekule se preoblikujejo v 21-35 nukleotidov dolga zaporedja RNA,
vkljuena v usmerjen proces utiSanja RNA, preko od RNA induciranega kompleksa za
utiSanje (RISC) in komplementarnega parjenja mRNA z malimi RNA, ¢emur sledi
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razgradnja ali preprecitev translacije. (Esquela-Kerscher in Slack, 2006). Obstajajo razli¢ni
razredi majhnih RNA molekul. To so male interferencne RNA (siRNA), mikro RNA
(miRNA), s tRNA pridobljeni RNA fragmenti (tRF) in s piwi proteini povezane RNA
(piRNA). Za najbolj obetavni obrambni sistem pri rastlinah veljata siRNA in miRNA.
Kljub temu, da se njune poti procesiranja razlikujejo, pa se nastanek obeh zacne v jedru,
kjer se dicer in ribonukleaza III (RNase III) vezeta na lasnice in dvoverizne RNA ter jih
procesirata do siRNA ali miRNA. Slednji sta nato preneseni iz jedra s pomoc¢jo proteinov v
jedrnih porah (Katahira in Yoneda, 2011).

Primerov aplikacij utiSanja RNA v interakcijah gliva-rastlina je vse ve¢. Pomembno je
poznavanje mehanizmov, ki so udelezeni pri vnosu efektorskih molekul iz patogena v
rastlino. Tako je lahko prenos posredovan na razli¢ne nacine, tudi preko plazmodezem in
floema (Melnyk in sod., 2011).

2.3.4 Reaktivne Kisikove zvrsti (ROS)

Rastlinske vrste reagirajo relativno hitro na okuzbo s patogeno glivo na nacin, da za¢nejo
proizvajati reaktivne kisikove zvrsti (ROS), kot so vodikov peroksid (H20:) in superoksid
(O2). Ta pojav imenujemo oksidacijski razcvet. Te molekule so lahko dalje pretvorjene v
Se bolj reaktivne, kot sta na primer prosta kisikova radikala HO;™ ter OH". ROS igrajo
pomembno vlogo v hipersenzitivnem odgovoru in so tako povezani s to¢no dolo¢enimi
simptomi. Oksidativni razcvet se obi¢ajno pojavi v kultivarjih z dolo¢enimi poglavitnimi R
geni, vendar je lahko povezan s prepoznavo PAMP (za patogene znacilni molekularni
vzorci). Po napadu patogena se za¢nejo akumulirati dolo¢eni proteini, ki imajo nalogo
za$cititi rastlino pred ROS. ROS lahko delujejo tudi kot signalne molekule za indukcijo
nadaljnih, tudi bolj specifi¢nih obrambnih mehanizmov (Lamb in Dixon, 1997; Torres in
sod., 2006).

2.3.5 Obrambni proteini

Znanje o obrambnih proteinih pri modelnih rastlinah (kot so na primer repnjakovec, riz,
pSenica in tobak) v primeru okuzbe s patogeni, je lahko uporabljeno kot osnova za
raziskovanje obrambnih mehanizmov pri hmelju (Kim in Kang, 2008).

Tekom indukcije obrambnega mehanizma so nekateri geni oziroma proteini regulirani
navzgor ali navzdol. Ta inducirani odgovor je sproZen s strani prepoznave specifi¢nih
patogenov ali kot del sploSnega obrambnega odgovora. Nekateri geni in proteini se
izrazajo konstitutivno ter so tako stalno prisotni. Za posamezne kultivarje je znacilna
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konstantna visoka izrazenost dolo€enih genov in proteinov, medtem ko so lahko pri ostalih
kultivarji visoko izrazeni le v prisotnosti patogena ob okuzbi (Gau in sod., 2004).
Sprozitev in vzdrZzevanje obrambnih mehanizmov zahteva relativno veliko energije
rastline, zato je vzdrzevanje obrambne funkcije v odsotnosti patogena za rastlino slabost
(Monaghan in sod., 2009).

2.3.5.1 S patogenezo povezani proteini (PR)

S patogenezo povezani poroteini, oziroma PR proteini se kopicijo v rastlini kot rezultat
biotskega ali abiotskega stresa. Imajo pomembno vlogo pri obrambi pred patogenimi
organizmi ter pri prilagajanju na stresne razmere (Edreva, 2005; van Loon in sod., 2006).
Nekateri PR proteini so bili preizkuSeni v $tudiji izrazanja genov pri hmelju, okuzenim z V.
albo-atrum (Cregeen in sod., 2014).

2.3.5.2 R proteini

Ceprav efektorji v veéini primerov delujejo kot virulentni faktorji v dovzetnih rastlinah,
lahko nekateri efektorji delujejo kot avirulentni faktorji, e so prepoznani s strani rastline,
oziroma njenith R proteinov. Aktivacija R proteinov sprozi imunski odziv rastline, ki je
precej mocnejsi, kot tisti, sprozen s pomoc¢jo PRR. Aktivacija R proteinov vodi do
znatnega ionskega toka, indukcije s patogenezo povezanih genov (PR geni), akumulacije
signalne molekule salicilne kisline (SA) ter oksidacijskega razcveta, ki vodi do
akumulacije reaktivnih kisikovih zvrsti. TakSne fizioloske spremembe ustvarijo neprijazno
okolje za rast patogenega organizma, poleg tega pa so pogosto povezane tudi s pojavom
programirane celicne smrti. TakSen odziv je poznan kot hipersenzitivni odziv (HR), pri
katerem ogrozene celice nartno propadejo, da omejijo rast patogena. HR je u€inkovit proti
patogenom, ki za uspeSno rast potrebujejo zivo tkivo gostitelja, saj v mrtvem tkivu ne
dobijo vseh potrebnih hranilnih snovi za svojo rast. Pri rastlinah poznamo ve¢ razredov R
proteinov. Najbolj pomemben je razred NB-LRR, ki vsebuje centralno nukleotidno
vezavno domeno (nucleotide-binding domain, NB) ter na C-C terminalnem delu moc¢no
variabilne z levcinom bogate ponovitve (leucine rich repeat, LRR). Ta skupina se razdeli
na dva dela, glede na strukturne razlike na N-terminalnem koncu. CC-NB-LRR, vsebuje
domeno z ovito vijac¢nico (CC), medtem ko TIR-NB-LRR, vsebuje regijo podobno TIR
(Toll in interleukinu 1 regijsko podoben receptor). Slednji se obi¢ajno nahajajo v sesal¢jih
imunskih receptorjih (Takeda in sod., 2003). Proteini z LRR so poleg obrambe udelezeni v
mnogih celi¢nih funkcijah. LRR imajo vlogo proteinov posrednikov pri eukariontih,
posebej pri R proteinih pa se predvideva, da specificno prepoznavajo Avr faktorje. NB
domena se nahaja pri mnogih proteinih, tudi pri ATPazah, G-proteinih in apoplastnih
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regultorjih (Monaghan in sod., 2009). Predvideva se, da ta domena regulira aktivnost R
proteina preko vezave in hidrolize ATP (Tameling in sod., 2006). CC in TIR domena
delujeta kot signalni domeni, predvsem kot CC- in TIR-NB-LRR poznejsih signalnih poti.
Mozno je, da domeni delujeta specificno pri prepoznavi dolocenih tar¢. Poleg nasStetih
razredov R proteinov, je Se nekaj drugih poznanih razredov obrambnih R proteinov. To so
Cf proteini, Xa proteini, Pto proteini ter nekateri bolj nenavadni, kot je RRS1 (Monaghan
in sod., 2009).

2.3.6 Prepoznava efektorjev patogena

V preteklosti je bilo odkritih kar nekaj sorodnih R-Avr parov, vendar pa razmerje med temi
pari Se ni dobro okarakterizirano in razumljeno na molekularnem nivoju. Preprost model
predvideva, da so R proteini receptorji za Avr ligande. Na primer R protein Pto direktrno
interreagira z sorodnim efektorjem AvrPto. Tak$na interakcija je pomembna oziroma nujna
za vzpostavitev odpornosti (Tang in sod., 1996). Kljub temu, da je poznanih nekaj
podobnih primerov, pa v vecini primerov vezave niso tako specificne To nakazuje na
dejstvo, da so v prepoznavo efektorjev vpleteni Se nekateri ostali proteini. Tako se protein
R ne veze direktno na efektor, temve¢ da zasCiti, oziroma nadzoruje tarCe efektorjev
(Dangl in Jones, 2001). Pri tem modelu R proteini iScejo modificirane gostiteljeve
efektorske proteine, ki so inducirani s strani patogena ter sprozijo imunski signal. Ze
detekcija enega izmed mnogih molekul v rastlini izzove izraZanje R proteina ter razvoj
imunskega odgovora, kar spremeni patogena v avirulentnega (Belkhadir in sod., 2004).

2.3.7 Aktivacija R proteinov

Pri R proteinih v rastlinah je signifikantna razlika v fizioloskih in metabolnih posledicah v
povezavi z deregulacijo. Tako na primer tockovna mutacija v TIR-NB-LRR tipu R gena
lahko povzro¢i konstitutivno izraZanje, kar posledi¢no privede do stalne aktivnosti proteina
in imunske signalizacije, kljub temu, da ne pride do okuZbe s patogenim organizmom
(Zhang in sod., 2003). Tak$na mutacija privede do odpornosti rastline na patogena, vendar
pa je fitnes rastline precej nizji, kajti poveca se koncentracija SA, rastline pa so posledicno
pritlikave (Li in sod., 2001). Ostale mutacije, povezane z deregulacijo odpornosti na
bolezni, se odrazijo v pojavljanju spontanih HR-podobnih lezijah. Primer tak$ne mutacije
je pridobitev funkcionalne mutacije v TIR-NB-LRRR proteinu. V izogib tak$nim
energetsko potratnih pojavom imajo rastline mo¢no regulirane obrambne biosintezne poti,
R proteini so v celici v represirani obliki, kadar patogeni niso prisotni. Represija je
inducirana s pomocjo inhibitornega zvijanja ali pa z negativnimi regulatorji (Marathe in
Dinesh-Kumar, 2003). Zvitje proteina usmerjajo Saperoni, ki so odgovorni tudi za premike
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R proteinov v celici (Seo in sod., 2008). Tako se lahko NB-LRRR proteini transportirajo
tudi v jedro celice, (Dangl in Jones, 2001). Ker u¢inkujejo nekateri efektorji patogenov v
jedru gostiteljske celice, pa je verjetno, da se tam nahajajo tudi R proteini. To nakazuje na
uporabo istih obrambnih programov, tako patogena, kot gostitelja, hkrati pa predstavlja
taksSna lokalizacija R proteinov alternativno in bolj direktno pot modulacije obrambnega
odgovora rastline, kadar jo ogrozajo avirulentni patogeni (Shen in sod., 2007).

2.3.8 Signalizacija R proteinov

R proteini posiljajo signal preko razli¢nih poti, ki se v kasnejsi fazi, ko se preko razli¢nih
signalnih molekul pretvori in aktivira obicajne obrambne odgovore. Posledica taksnega
delovanja je kopicenje SA ter prenos signalov, ki jih proizvajajo ROS (Wiermer in sod.,
2005). Prisotnih je tudi mnogo negativnih regulatorjev, kar nakazuje na aktivno in strogo
kontrolirano okolje (Glazebrook, 2001). Kot odporni molekuli proti herbivorom in
nekrotrofnim patogenom pri rastlinah, delujeta tudi jasmonska kislina (JA) in etilen (ET),
medtem ko je SA povezana z odpornostjo na biotrofne organizme. JA in SA sta v
signalizaciji antagonisti¢éni molekule, saj si njuna signalna omrezja nasprotujeta. Okuzba z
biotrofnimi patogeni vodi do lokalnega kopienja SA, kar sprozi signalizacijo na daljSe
razdalje. V odgovor na to signalizacijo ostale celice zac¢nejo kopiciti SA ter izrazati
obrambne gene, kar jih efektivno brani pred potencialnimi napadi patogenov. TakSen pojav
je poznan pod imenom sistemsko pridobljena odpornost (SAR; Durrant in Dong, 2004).
SA je po infekciji sintetizirana iz korizmata s pomo¢jo encima izokorizmat sintaze
(Nawrath in Métraux, 1999). Mutanti, ki niso zmozni sinteze ali akumulacije SA,
postanejo bolj dovzetni za okuzbo s patogeni (Nawrath in Métraux, 1999), SA je povezan s
povecanjem koncentracije reaktivnih kisikovih zvrsti, kar ima za posledico spremembe v
celicnem redoks potencialu. Spremembe v redoks potencialu zaznavajo v celici receptorji
(NPR1) (Slika 9), ki aktivirajo PR gene za sintezo hitinaz, glukanaz, proteinaz ter RNAz
(Mou in sod., 2003). Prav vsi Ze imajo dokazano antimikrobno aktivnost in vitro. Knock-
out mutacije so pokazale, da je od SA neodvisna pot obvezna za normalno funkcioniranje
bazi¢ne in z R proteini posredovane obrambe (Monaghan in sod., 2009).
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Slika 9: Signalni dogodki, ki so vpleteni v imunost rastline. a) Pri odpornih rastlinah citoplazmatski
odpornostni (R) proteini in z membrano povezani odpornostni (R) proteini direktno ali indirektno
sproZijo imunski odziv (zaradi efektorjev sproZen imuski odziv), s pomo¢jo nadziranja dolo¢enih
rastlinskih proteinov. Aktivirani R proteini posledi¢no sproZijo genetsko reprogramiranje in izvedejo
fizioloske spremembe v okuZeni celici, kar se kaZe v odpornosti. b) Prikaz nekaterih kljucnih
komponent, ki so aktivirane ob CC- in TIR-NB-LRR R proteinsko posredovani odpornosti (Monaghan
in sod., 2009).

2.4 KVANTITATIVNI PCR V REALNEM CASU (QPCR)

Pri dolo¢anju odpornosti rastline lahko s konvencionalnimi metodami dolo¢amo odpornost
rastline na patogena posredno, vizualno ter s pomocjo opazovanja rasti. Da bi obsh
konvencionalne metode, ki so nenatancne, pocasne, tezavne, ob tem pa ne omogocajo
doloCanja izrazanja tar¢nih genov, moramo uporabiti metode, ki omogocajo direktno
merjenje rasti tudi ob odsotnosti znakov bolezni. Za kvantitativno merjenje izrazanja
genov se uporabljajo metode, ki so osnovane na prepoznavanju zaporedja nukleinskih
kislin, kot so RNA-hibridizacija (Mahe in sod., 1992) in semi-kvantitativni PCR (Hu in
sod., 1993; Lamar in sod., 1995). Vendar pa imajo omenjene metode precej slabosti, kot na
primer dolgi Casi analize in delovna zahtevnost (Qi in Yang, 2002; Brouwer in sod., 2003).
Razvoj verizne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem casu je bil pomemben korak naprej,
ko gre za natan¢nost kvantifikacije izraZzanja genov (Heid in sod., 1996). PCR v realnem
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casu se od obi¢ajne PCR metode razlikuje v samem spremljanju koli¢ine pomnozka
(amplikona) v vsakem ciklu pomnozevanja, na osnovi merjenja flourescence.
Kvantifikacija se izvede na osnovi vrednosti praznega cikla (Ct), ki je izmerjena oziroma
doloc¢ena v zgodnji fazi procesa pomnozevanja (Mackay in sod., 2002). Verizna reakcija s
polimerazo omogoc¢a natancno kvantifikacijo, saj je zaradi visoke senzitivnosti obcutljiva
in primerna za sledenje izrazanja tarénih genov tudi pri majhnih koli¢inah pomnozka.

Poznanih je ve¢ nacinov sledenja koli¢ine tar¢ni produktov s pomocjo kemikalij za
detekcijo pomnozkov v verizni reakciji v realnem casu. V primeru specificne detekcije
pomnozka (npr. TagMan tehnologija) (Tyagi in Kramer, 1996; Whitcombe in sod., 1999)
je prednost visoka specifi¢nost proizvedenega flourescencnega signala, vendar pa je
slabost zahteva po specifi¢nih sondah, ki so potrebne za detekcijo razlicnih pomnozkov. V
nasprotju s temi imajo nespecificne metode (Morrison in sod., 1998), kot je npr. SYBR
Green I tehnologija, prednost, da niso potrebne specifi¢ne sonde, saj se fluorofor veze
nespecificno v dvoverizno DNA. Taksna tehnologija je lahko problemati¢na, saj se
fluorofori lahko povezujejo z dimeri zacetnih oligonukleotidov, in ostalimi pomnozenimi
nespecifiénimi produkti, kar lahko resno zmoti interpretacijo rezultatov. V primeru, da
vklju¢imo v analizo talilno krivuljo (Tm) v povezavi s pomnozkom na koncu
namnozevanja, lahko ovrednotimo natan¢nost pomnozevanja PCR (Ririe in sod., 1997;
Schena in sod., 2004).

Metoda RT-qPCR je bila v zadnjem casu pogosto uporabljena za karakterizacijo odziva
rastlin na patogene v interakciji H. lupulus L. - V. albo-atrum. Tako je bilo npr.
ovrednoteno izrazanje referenénih genov pod razli¢nimi vplivi, s ¢imer so Stajner in sod.
(2013) ter Maloukh in sod. (2009), dolocili nabolj stabilne gene (endogene kontrole) pri
hmelju, ki so lahko uporabljeni kot referencni geni. Vrsta poskusov se je nanaSala na
kvantifikacijo glive V. albo-atrum pri okuzbah lucerne (Larsen in sod., 2007), Spinace
(Duressa in sod., 2012), krompirja (Pasche in sod., 2013), hmelja (Maurer in sod., 2014) in
v tleh (Bilodeau in sod., 2012). Metoda je bila uporabljena tudi za preverjanje uspeSnosti
transformacije in izraZanja transformiranega gena v H. lupulus L. (Batista in sod., 2008) ter
za analizo genov, ki so vkljuceni v regulacijo izraZanja tar¢nih genov (Gatica-Arias in sod.,
2013). Prav tako je bila metoda uporabljena s strani Cregeen in sod. (2014), ko so
ovrednotili izrazanje obrambnih genov pri hmelju po okuzbi z V. albo-atrum.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

V poskusu smo uporabili rastlinski material hmelja (H. lupulus L.), ki smo ga pridobili na
Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). Rastline so bile dveh sort, in sicer
na verticilijsko uvelost odporna sorta hmelja Wye Target ter na verticilijsko uvelost
obcutljiva sorta Celeia. Rastline so bili 1-letni ukoreninjenci, ki so rastli v sterilnem
komercialnem substratu rastne komore v Zalcu. Rastlinski material je bil inokuliran z glivo
V. albo-atrum, letalnim patotipom PV1 (genotip PG2), z namakanjem korenin v inokulu
koncentracije 5*10° konidijev/mL. Tak$na inokulacija zagotavlja najmanj 80 % uspesnost
okuzbe. Inokuliranih je bilo po 20 rastlin za vsako ¢asovno toc¢ko sorte Wye Target ter 14
rastlin sorte Celeia, medtem ko je bilo 10 rastlin ob vsaki ¢asovni tocki neinokuliranih pri
obeh sortah ter so v poskusu sluzile kot kontrolne rastline. Po 6., 12. in 18. dneh (Casovne
tocke vzorcenja) je bil rastlinski material (skupaj 54 rastlin; glej preglednico 1) dostavljen
z Indtituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Zalcu na Oddelek za
agronomijo Biotehniske fakultete v Ljubljani. Ob ¢asovni tocki 18. dni sta dve z glivo
inokulirani rastlini propadli, tako je bilo Stevilo inokuliranih rastlin 18. Rastlinski material
smo na dan vzorcenja (6, 12 in 18 dni po inokulaciji) o€istili (odstranitev zemlje), narezali
na manjse dele in lo¢ili posamezne rastlinske dele. Tako smo locili korenine, stebla in liste.
Rastlinski material smo shranili v aluminjasti foliji ter v trenutku zamrznili v tekocem
dusiku (okoli -200 °C). Zamrznjeno rastlinsko tkivo smo shranili v zamrzovalniku pri
temperaturi -80 °C. Ratlinski material, ki je bil shranjen v zmrzovalniku pri temperaturi -
80 °C smo zmleli v terilnici ob stalnem hlajenju s teko¢im duSikom ter zmleti material
shranili v plasti€nih posodicah v zmrzovalniku pri temperaturi -80 °C.

Preglednica 1: Stevilo vzor&enih rastlin v posameznih ¢asovnih to¢kah po inokulaciji z glivo

Sorta Casovne to¢ke

6 12 18
WT okuZeno 20 20 20
CEL okuzeno 14 14 14
WT neokuZeno 10 10 10
CEL neokuzeno 10 10 10

Skupaj 54 54 54
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3.1.1 Izolacija DNA

Iz rastlinskega materiala, ki je bil shranjen v zmrzovalniku pri temperaturi -80 °C, smo
izolirali DNA glive V. albo-atrum po modificirani metodi CTAB (Kump in sod., 1992).
Ratlinski material smo prenesli iz plasticnih posodic v centrifugirke ter mu dodali 700 puL
na 68 °C segretega CTAB ekstrakcijskega pufra [2 % (w/v) CTAB: 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA (pH 8.0), 100 mM TRIS-HCI (pH 8.0)]. Po dodatku ekstrakcijskega pufra CTAB,
smo centrifugirke postavili na mesalo vortex za 10 sekund in intenzivno mesali. PremeSane
vzorce smo postavili v vroco kopel, segreto na 68 °C ter inkubirali 1,5 h. Po inkubaciji
smo vzorcem dodali 700 pL topila kloroform:izoamil alkohol (24:1) ter intenzivno
premesali vzorec na vortex meSalu za 5 sekund. PremeSane vzorce smo centrifugirali na
14000 rpm v centrifugi Eppendorf 5810R (Rotor: 48 x 1.5/ 2.0mL (FA-45-48-11, Aerosol-
tight)) za 10 min. Supernatant smo prenesli v novo centrifugirko (1.5 mL) ter sedimentu
dodali 700 pL sveZzega topila kloroform: izoamil alkohol. Ponovno smo intenzivno
premesali vzorec na vortex meSalu za 5 sekund. PremeSane vzorce smo centrifugirali na
14000 rpm v centrifugi Ependorf 5810R za 10 min. Supernatant smo dodali Ze
shranjenemu supernatantu ter zavrgli sediment. Shranjenemu supernatantu smo dodali na -
20 °C ohlajen izopropanol v razmerju 1:10 ter NaAcetat v razmerju 1:100. Raztopino smo
nato nezno premesali ter vzorce shranili na -20 °C za eno uro ali ¢ez no¢. Po precipitaciji
smo vzorce centrifugirali na 14000 rpm v centrifugi Ependorf 5810R za 10 min.
Odpipetirali smo raztopino izopropanola, na kratko centrifugirali ter odstranili Se poslednje
ostanke raztopine. Peletu smo dodali 70 % etanol, odlepili pelet ter centrifugirali na 14000
rpm v centrifugi Ependorf [specifikacije] za 10 min. Nato smo odstranili etanol (70 %) ter
ponovno centrifugirali na kratko ter odpipetirali Se zadnje ostanke etanola (70 %). Pelet
smo nato posusili na sobni temperaturi 10 min ter ga raztopili v TE pufru (10 mM Tris-
HCl, 1 mM dinatrijev EDTA, pH 8.0) ter takoj izmerili koncentracijo DNA v pufru. Po
merjenju koncentracije smo vzorce DNA shranili na -80 °C.

Koncentracijo izolirane DNA smo izmerili s pomo¢jo naprave NanoDrop (NanoVue Plus
Spectrophotometer). Napravo smo umerili s TE pufrom (10 mM Tris-HCI, 1 mM
dinatrijev EDTA, pH 8.0). Iz zaloZne raztopine smo odpipetirali 1 pL raztopine ter nanesli
na merilno napravo.

3.1.2 Izolacija RNA

Celokupna izolacija RNA je bila izvedena s kitom za izolacijo RNA Spectrum Total Plant
RNA Extraction Kit proizvajalca Sigma-aldrich. Izolacija je potekala po protokolu Sigma-
Aldrich, z vklju¢enim delom razgradnje prisotne DNA.
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V posamezno biolosko ponovitev smo zdruzevali rastlinski material iz treh zmletih
vzorcev (posameznih rastlin), kot je navedeno v preglednici 11, ter 150 mg vzorca prenesli
v 2-ml mikrocentrifugirko, ki je bila predhodno ohlajena na ledu. V nadaljevanju smo
uporabili raztopino za liziranje celic (ang. lysis solution), kateri smo pred uporabo dodali
2-merkaptoetanol (2-ME). Na 1 ml raztopine za liziranje celic smo dodali 10 pl 2-ME in
dobro premesali. Nato smo na 500 ul meSanice dodali 150 mg zdrobljenega vzorca in vse
skupaj vrtincili 30 sekund. Vzorce smo nato inkubirali v vodni kopeli na 56 °C 5 minut.
Vzorce smo centrifugirali pri maksimalni hitrosti 3 minute, da so se celi¢ni ostanki usedli
na dno. Filtrirne kolone (ang. filtration column) smo vstavili v 2-ml zbirne tubice (ang.
collection tube), ter odpipetirali supernatant po liziji v filtrirno kolono. Pri pipetiranju smo
pazili, da nismo v kolono prenesli tudi delov celi¢ne usedline. Filtrirne kolone smo zaprli
in jih centrifugirali 5 minut pri maksimalni hitrost, da smo se znebili preostalih celi¢nih
ostankov. Lizat, ki je Sel preko kolon, smo shranili v zbirnih tubicah. Vzorce smo nato 15
min inkubirali z Amplification Grade DNase I (Deoxyribonuclease I) raztopino (1X) ter po
inkubaciji dodali "stop raztopino". Nato smo vzorcu dodali 750 pl raztopine za vezavo
(ang. binding solution) in vse skupaj takoj premesali s pomocjo pipete. Kolone za vezavo
(ang. binding tube) smo vstavili v 2-ml zbirne tubice, ter 700 pl vzorca nanesli na kolono.
Kolone smo zaprli in jih centrifugirali 1 minuto, da se je RNA vezala na silicijevo
membrano. Tekocino, ki je priSla ¢ez kolone v zbirne tubice, smo odlili, ter postopek
ponovili s preostankom vzorca. Na kolone smo nato dodali 500 pl raztopine za izpiranje 1
(ang. wash solution 1) in jih centrifugirali pri maksimalni hitrosti 1 minuto. Tekoc¢ino, ki je
prisla skozi kolone smo odstranili, kolone pa ponovno vrnili v zbirne tubice. Nato smo na
kolone dodali 500 pl raztopine za izpiranje 2 (ang. wash solution 2), ki smo ji predhodno
dodali 100 % etanol, kakor so zahtevala navodila za pripravo kita. Kolone smo zaprli in jih
zopet centrifugirali pri maksimalni hitrosti 30 sekund. Tekocino, ki je priSla ¢ez kolone
smo odstranili in Se enkrat ponovili spiranje z raztopino za izpiranje 2. Tekocino, ki je
prisla skozi kolone smo zopet odstranili. Kolone smo ponovno centrifugirali 1 minuto, da
smo jih popolnoma osusili. Nato smo osuSene kolone prenesli v nove, Ciste 2-ml zbirne
tubice. To¢no na sredino kolone smo odpipetirali 50 pl elucijske raztopine (ang. elution
solution) zaprli kolone in pocakali 1 minuto. Nato smo kolone centrifugirali pri
maksimalni hitrosti 1 minuto, da se je RNA izprala iz membrane in presla skozi kolono v
zbirno tubico. Oc¢is¢eno RNA smo tako pridobili v 50 pl elucijske raztopine in jo shranili
pri -80 °C do nadaljne uporabe.

Koncentracijo izolirane RNA smo izmerili s pomoc¢jo naprave NanoDrop (NanoVue Plus
Spectrophotometer). Napravo smo umerili z TE pufrom. Iz zaloZzne raztopine smo
odpipetirali 1 pL raztopine ter nanesli na merilno napravo ter dobili podatke o
koncentraciji, razmerju A260/280 in A260/230 (preglednica 11).
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3.1.3 Preverjanje integritete RNA z gelsko elektroforezo in RIN testom

Izolirano RNA smo nanesli na 1,2 % gel, iz zalozne koncentracije smo nanesli 200 pg
RNA. Elektroforezo smo zagnali pri napetosti 140 V in 45 mA ter jo pustili te¢i 45 min
(Priloga D). Prav tako smo integriteto RNA preverili s pomoc¢jo naprave Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer instrument ter RNA analyses kit opremo. Analiza
preverjanje integritete RNA je potekala po prilozenem protokolu. Izmerjena integriteta
izoliranih RNA vzorcev je navedena v preglednici 11.

3.2 ANALIZA USPESNOSTI INOKULACIE Z GLIVO Verticillium albo-atrum

3.2.1 PomnoZevanje DNA fregmentov z oligonukleotidnimi zacetniki, specifi¢nimi
za Verticillium albo-atrum

Glivne DNA fragmente smo pomnozevali s pomocjo oligonukleotidnih zacetnikov
specifi¢nih za glivo V. albo-atrum (preglednica 2). S to metodo smo poskusili pomnoziti
glivno DNA v okuzenih vzorcih, medtem ko pri neukuzenih rastlinah pomnozevanja nismo
pricakovali, vendar smo preverili tudi slednje. Specificni oligonukleotidni zacetniki so
sledeci:

Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidni zacetniki specificni za pomnoZevanje glivne DNA (V. albo-
atrum)

PRIMER-3 dolZina tm gc %  Pricakovana dolzina
amplikona
Vaa-ITS 2-F TCATAACCCTTTGTGAACCATA 22 51,6 36,36
432 bp
Vaa-ITS 2-R CACGAGGCGGGCTTGTAG 18 58,7 66,67

PomnoZevanje je potekalo s PCR metodo v 0,2 mL reakcijske meSanice v PCR tubicah. V
posamezni tubici je bilo 5 ul DNA nered¢enega vzorca izolirane DNA ter 15 pl reakcijske
mesanice. Sledilo je kratko meSanje in centrifugiranje ter prenos tubic v PCR napravo za
cikliéno termostatiranje (Applied Biosystems 270). PomnoZevanje je poteklalo pri
temperaturi 94°C, 5 min; 13 ciklov, 93°C, 35 s; 53°C, 55 s; 72°C 45 s; 13 ciklov, 93°C, 35
s, 53°C, 55 s, 72°C, 59 s; 9 ciklov, 93°C 35 s, 53°C, 55s, 72°C 118s; zaklju¢ni cikel, 72°C
10 min.

3.2.2 Gelska elektroforeza in locevanje pomnoZenih fragmentov

Izolirano in pomnoZzeno DNA smo po pomnoZevanju analizirali z metodo gelske
elektroforeze na agaroznem gelu. Uporabili smo 1,2 % agarozne gele, ki smo jih pripravili
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z uporabo 1 x TBE pufra (44,5 mM Tris HCI, 44,5 mM borove kisline in ImM EDTA, pH
8,0). Gel smo za konc¢no analizo obarvali z 0,5 pg/ml (iz zaloZzne koncentracije raztopine
10 mg/ml) koncentracijo etidijevega bromida.

Elektroforetsko loCevanje vzorcev je potekalo s pomocjo horizontalne elektroforetske
naprave SubCell Model 192 (Bio-Rad, ZDA) pri konstantni napetosti 130 V proti anodi v
0,5 x TBE elektroforetskem pufru. V vzorce analizirane DNA smo pred nanaSanjem v
agarozni gel dodali nanasalno barvilo v razmerju 1:5 (12,5-odstoten (W/v) Ficoll tip 400,
0,2-odstoten (w/v) brom fenol modro). Za oceno dolzine fragmentov smo naneSenim
vzorcem na gelu dodali Se 100 ng DNA markerja (GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder,
Fermentas, Litva). Po konc¢ani elektroforezi smo gel prenesli na transluminator TFM-30
(UVP Inc., Anglija), opremljen z virom dolgovalovne UV svetlobe (312 nm) in dobljene
rezultate fotografirali z digitalnim fotoaparatom (Nikon CoolPix, Japonska).

3.3 ANALIZA DIFERENCIALNE EKSPRESIJE GENOV
3.3.1 Izdelava oligonukleotidnih zacetnikov specificnih za tar¢ne gene

Kandidatne gene hmelja smo dolocili na osnovi nukleotidnih zaporedij diferencialno
izrazenih genov, ki smo jih pridobili z Gene Snare in ¢cDNA analizo prikaza izrazanja
(Javornik-Cregeen, 2010) ter na osnovi literaturnih podatkov (GER3, PRX52, PRX34
(Floerl in sod., 2012), PALI (Gayoso in sod., 2010) ter MPKI, MPK2, PRXIIF in WAKI
(Weiberg in sod., 2013). Tar¢ne regije kandidatnih genov (Preglednica 3) v hmelju smo
identificirali in nadalje potrdili in s pomoc¢jo BLASTN algoritma glede na EST bazo
hmeljnega transkriptoma, ki je na voljo v laboratoriju (Pokorn, neobjavljeno) in s
poravnavo na nedavno objavljen genom hmelja kultivarja ShinshuWase (Natsume in sod.,
2015). Oligonukleotidne zacetnike specificne za pomnoZevanje tarénih regij pri
kandidatnih genih hmelja (preglednica 4) smo izdelali s pomocjo racunalniS$kega programa
Primer Express Software v3.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Za vsako
potencialno tar€o smo izdelali vsaj 2 para oligonukleotidnih zacetnikov. Izmed dobljenih
smo izbrali najbolj primernega (najboljse specifikacije v zgradbi in vezavi). Tako smo za
vsako tarc¢o narocili po en oligonukleotidni zafetnik. Seznam izdelanih oligonukleotidnih
zacetnikov je v preglednici 4. Oligonukleotidne zacenike smo primerjali z zaporedjem
genoma hmelja (H. lupulus L.) s spletnim orodjem BLASTn ter tako preverili, ali se kateri
izmed oligonukleotidnih zacetnikov veckrat pojavi v DNA zaporedju, kar bi lahko motilo
specificno pomnoZevanje z metodo kvantitativnega PCR.
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3.3.2 Postopek prepisovanja RNA v cDNA

Postopek prepisovanja izolirane RNA v ¢cDNA je bil izveden s pomoc¢jo High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, ZDA), po prilozenih
navodilih proizvajalca. Kit vsebuje naklju¢no prilegajoce heksamerne oligonukleotidne
zacetnike ter inhibitor RNAz. Reakcija reverzne transkripcije je potekala 10 min pri 25 °C,
60 min pri 37°C, 5 s pri 85 °C ter se koncala pri 4 °C. Iz 1000 ng RNA smo tako pridobili
1000 ng cDNA v 50 ul kon¢nega volumna. Pomnozena cDNA je bila shranjena v
zmrzovalniku pri -20 °C.

34 VERIZNA REAKCUA S POLIMERAZO V REALNEM CASU (qPCR)

Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem casu je bila izvedena s pomoc¢jo Fast
SYBR Green tehnologije na napravi ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Mastermix je bil pripravljen s FastStart Universal
SYBR Green Master (Rox) reagenti (Roche company, Branford, Connecticut USA).
Reakcija je bila izvedena na plos¢ah za 96 PCR reakcij (ena ploséa je predstavljala eno
casovno tocko), koncna reakcija, v skupnem volumnu 10 pl je bila sestavljena iz: 2 pl - 25
ng/ul cDNA, oziroma DNA. Prav tako smo dodali specificne oligonukleotidne 0,6 pl
zacetnike s koncentracijo 600 nM ter 5 pl SYBR Green mastermixa. Dodali smo 1,8 pl
Rnase free ddH20. Sledil je program pomnozevanja specificnega DNA zaporedja: 10 min
pri 95°C in 40 ciklov pri 95 °C za 10 sek ter 30 s pri 60°C. Ob koncu tega programa je bila
izvedena tudi reakcija za analizo talilne krivulje, pri kateri je temperaturni gradient potekal
od 60 °C do 95 °C. Disociacijska krivulja nam je dala podatek o specificnosti
namnozevanja ter informacijo o pomnozevanju nespecificnih produktov. Poleg tega je
vsaka reakcija potekala v treh tehni¢nih ponovitvah, na posamezno ploS¢o pa smo vkljucili
tudi po Stiri negativne kontrole (slepe vzorce), ki so poleg obicajne reakcijske meSanice
vsebovali destilirano vodo namesto cDNA. Slednje je sluzilo kontroli navzkrizne
kontaminacije med vzorci ter reakcijske meSanice. Prav tako smo lahko opazili morebitno
prisotnost tvorjenih dimerov oligonukleotidnih zac¢etnikov. NamnoZevanje z metodo qPCR
je za doloceno tar¢no sekvenco in casovno to¢ko potekalo na posamezni plos¢i. Relativna
koli¢ina pomnozka je bila dolocena s pomocjo Ct vrednosti, ki predstavlja Stevilo ciklov
PCR reakcije, pri kateri doseze prazno vrednost signala, ki ga oddaja pomnoZena reakcija
(Walker, 2002).
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3.4.1 Analiza pomnoZenih regij

V analizi smo testirali 24 tar¢nih produktov na osnovi 48-ih oligonukleotidnih zacetnikov.
Za gPCR analize smo uporabili zdruZzene vzorce, kot je nevedeno v poglavju 3.1.2
Izolacija RNA. Izvedli smo serijo redCitev (6-krat, 36-krat, 216-krat in 1296-krat) ter
zdruzene vzorce pomnozili z metodo qPCR z vsemi oligonukleotidnimi zacetniki
(Preglednica 4), specificnimi za tar¢ne gene. Po pomnozevanju smo dolocili optimalne
redcitve vzorcev za pomnozevanje v qPCR reakciji, ter izlocili tiste tar¢ne gene, ki se pri
nobenem od red¢enih vzorcev niso pomnozili. Tako smo dobili kon¢ni izbor 18. tarénih
genov, ki smo jih uporabili v analizi.

DNA izolirano iz korenin in stebel rastlin sort Celeia in Wye Target v treh ¢asovnih to¢kah
(6, 12, 18 dpi) smo red¢ili do koncentracije 25 ng/uL (Glej prilogo B, kjer so podane
koncentracije DNA) in pomnozili s pomocjo glivno specifi¢nih oligonukleotidnih
zacetnikov  9-1gs  (9-1gs-F-GGTAACGTCATCGAACGACATC in  9-1gs-R-
CACACGCTACATATCAAACAGCATAT (Cregeen in sod., 2014; Radisek in sod.,
2004)). Tako smo dolocili relativno koli¢ino glivne DNA v vzorcu.

3.4.2 Analiza pomnoZenih sekvenc s pomoc¢jo spletnega orodja BLAST

Za analizo pomnozenih zaporedji smo uporabljali tri nacine validacije pomnoZenih
zaporedij. Uporabili smo NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), kjer smo
preverili specificnost zaporedja z nukleotidnim blastom (BLASTN) ter s proteinskim
blastom (BLASTX). Uporabili smo prednastavljene parametre poravnave. V podatkovni
zbirki verticilija (http://vert.fri.uni-lj.si/blast/blast link.cgi) smo uprabili orodje BLASTN,
s prednastavljenimi parametri poravnave, prav tako pa v podatkovni zbirki nedavno
objavljenega genoma hmelja kultivarja ShinshuWase (Natsume in sod., 2015), katerega
zaporedje genoma v fasta formatu smo pripravili v obliki lokalne blast podatkovne
baze, na osnovi katere smo pregledovali zaporedja. Podatkovno bazo verticilija
(http://vert.fri.uni-lj.si/blast/blast link.cgi) smo uporabili za poravnavo tar¢nih zaporedij z
glivo, da smo preverili specificnost pomnozkov za hmelj in izloc¢ili nespecifi¢no
pomnozevanje pri glivi V. albo-atrum, glede na to, da smo pomnozevali tarCe v okuZenih
vzorcih.
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3.4.3 Validacija housekeeping genov s spletnimi algoritmi

Gene za normalizacijo dobljenih rezultatov izrazanja tar¢nih genov smo pridobili na
podlagi preteklih poskusov preverjanja izrazanja HK genov (Stajner in sod., 2013). Tako
smo iz literature izbrali in ovrednotili izrazanje gena CAC (clathrin adaptor complex),
DRHI (DEAD-box RNA helicase 1), SAND in YLSS (Yellow leaf specific gene 8, oz.
thioredoxin-like protein).

Navedene gene smo validirali ter izbrali dva najprimernejSa ter z njima normalizirali
podatke dobljene na osnovi pomnozevanja tarénih genov. Validacija genov je potekala s
pomocjo javno dostopnih algoritmov RefFinder (Xie in sod., 2011), delta Ct, BestKeeper,
NormFinder in geNorm (http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference).


http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO
4.1 BLAST NA HMELJNI GENOM

Nukleotidne sekvence pomnozenih regij smo s pomocjo spletnega orodja BLASTN
poravnali s podatkovno zbirko nedavno objavljenega genoma hmelja kultivarja
ShinshuWase (Natsume in sod., 2015). S poravnavo smo preverili, ¢e je bilo
pomnozevanje specificno samo za naSe tar¢no zaporedje, ali pa smo pomnozevali vec
odsekov hmeljnega genoma. Ugotovili smo, da je bilo pomnozevanje specifi¢no pri 16.
genih, pri 2. genih pa smo dobili 2 enaka zadetka. Dva zadetka smo verjetno dobili zaradi
primerjave na preliminarni genom, ki smo ga uporabili za poravnavo.

4.2 BLAST NA VERTICILIJEV GENOM

Nukleotidne sekvence pomnozenih regij smo s pomocjo spletnega orodja BLASTN
poravnali s podatkovno zbirko V. alboatrum TABOR2 build2 NUC 10/4/2013. S
poravnavo smo preverili, ¢e je bilo pomnoZevanje specifi¢cno samo za hmelj, ali pa smo
morda pomnozevali tudi kakSnega izmed odsekov genoma glive V. albo-atrum (odsek
gena, z enakim zaporedjem kot zaporedje tarCnega gena), glede na to, da smo pomnozevali
tar¢ne gene v okuZzenih rastlinah. Ugotovili smo, da je bilo pomnoZevanje specifi¢no pri
vseh tar¢nih zapored;jih, glivne regije pa nismo pomnoZili.

4.3 BLAST V ZBIRKI NCBI

Celotna zaporedja amplikona hmelja, uporabljena za izdelavo oligonukleotidnih
zacetnikov smo poravnali z NCBI podatkovno zbirko na proteinskem nivoju s spletnim
orodjem BLASTX. Tako smo pridobili informacijo o vlogi tar¢nih zaporedij na
proteinskem nivoju, glede na anotacijo pri sorodnih vrstah, saj je hmeljni genom slabo
anotiran. Pri BLASTX analizi celotnih sekvenc amplikonov smo z vsemi tar¢nimi
zaporedji dobili pri¢akovane zadetke na nivoju proteinov, glede na predhodne analize in
literaturne podatke na osnovi katerith smo izbrali taréne gene (preglednica 3). Tako smo
dokazali, da je vloga analiziranih genov specifi¢na, saj kodirajo Zelen protein.
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Preglednica 3: Poravnava tar¢nih zaporedij genov z NCBI podatkovno zbirko na proteinskem nivoju s spletnim orodjem BLASTX

St. Kratica Homologni lokus Akcesijska BLASTx BLASTX E Zaporedja za izdelavo zacetnih oligonukleotidov

tarce gena (Rastlina) Stevilka vrednost

1 HO059224  protein ref]lXP 002534559.1 335 5,00E- TCGTATCGCTTGGAGTTTGGATGACAACTTTGCTTTC
phosphatase, bits(860) 111 TTCATAAGTTTTTGGAAGGAATCCCAACAATGTATAG
putative [Ricinus GAACCAACCAACATAG
communis|

2 HO059063  cysteine-rich reflXP_008240249.1 632 0 GCCTTTGTGCCACCAGTGTATCCACTACTGGGGTTTG
receptor-like bits(1630) TATTTGTAAAAGCTGAAGTAGAGGCAGTCGTCGTCC
protein kinase 10 ATCGTCCTACACGACCC
isoform X1

[Prunus mume]

3 HO059122 E3 ubiquitin- ref|[XP_010088436.1 590 0,00E+0 TGACCTGACGTTTAGCATGGATGCTGATGAAGAAAA
protein ligase bits(1520) 0 ACACATTCTTTATGAGAAAAACCAGGTCACTGATCA
UPL1 [Morus TGAACTCAAACCTGGAGG
notabilis]

4 HO059225 glycine-rich ref]lXP_002305429. 96.3 6,00E-21 GGGATTTGGATTCGTCACTTTCAATAACGAAAAGGC
RNA-binding 1 bits(238) GATGAGAGATGCCATCGAGGGCATGAACGGCCAAG
family protein ATCTTGATGGACGTAACATCACCGTAAACGAGG
[Populus
trichocarpal

5 HO059229 Zinc finger reflXP 010110891. 253 5,00E-79 TGCAAGAGTTACTGAGCAGGATTTAAGAGATAACTT
CCCH domain- 1 bits(647) TTATGCTCATGGGGAGATTGAATCCGTTCGGATGGTA
containing protein CTACAGCGAGCATGTGC
40 [Morus
notabilis]

»se nadaljuje«


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/703069184?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=P10CZ0TW014
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»nadaljevanje preglednice 3: Poravnava tar¢nih zaporedij genov z NCBI podatkovno zbirko na proteinskem nivoju s spletnim orodjem BLASTX

St. Kratica Homologni lokus Akcesijska BLASTx BLASTX  Zaporedja za izdelavo zacetnih oligonukleotidov

tarce gena (Rastlina) Stevilka score E value

6 HO059238 cinnamic acid 4- gbJACM69364.1 139 3,00E-35 AGAAGGAGCTGCCCTGGTATCATTCTTGCTTTGCCAA
hydroxylase bits(349) TTCTTGGCATCACTATTGGACGTTTGGTGCAGAACTT
[Humulus CGAGCTCTTGCCACCA
lupulus)

7 HO059256 PREDICTED: XP 008348578.1 146 9,00E-40 CAGGTGATAGAGAATTCCGTGATGCTGCTATAGAAG
lanC-like protein bits(368) CAGGAGAAGTAGTGTGGAAGAATGGGTTAGTGAAG
GCL1 [Malus AAGGTTGGACTGGCTGATG
domestica]

8 HO059263 cycloartenol 118 5,00E-29 GCGACTGCATACATTGAAAGGACTCAAGCTTCAGAT
Synthase  [Vitis ref]lXP_002264289.  bits(296) GGTTCATGGTATGGTTCATGGGGTGTTTGTTTTACTT
vinifera) 1 ACGCTACATGGTTTGGGGTCAAAGGGCTG

9 HO059234  Gibberellin ref]lXP_003627647. 187 7,00E-55 ATGGTGGCCGTGGAGATGAGAGGATCCAACGGCTGC
receptor GID1 1 bits(476) CGAGGTGTCTGGTCACCGGGCATAGAGGGGACCCAC
[Medicago TCATTGATCGGCAGGAGGA
truncatula]

10 HO059267 Receptor-like 134 5,00E-33 TCAAAATAAAGGGTGAGGACGAAGTCGCTTTAATGT
protein kinase reflXP_010099327.  bits(336) ACAGTAACAGTAACACCGACTGGGCATATAATAATT
FERONIA 1 ATAGCTCGGAAGACGGGA

[Morus notabilis]

»se nadaljuje«



34
Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

»nadaljevanje preglednice 3: Poravnava tarénih zaporedij genov z NCBI podatkovno zbirko na proteinskem nivoju s spletnim orodjem BLASTX

St. Kratica Homologni lokus Akcesijska BLASTx BLASTX  Zaporedja za izdelavo zacetnih oligonukleotidov
tarce gena (Rastlina) Stevilka score E value
11 PAL1 AR phenylalanine gb|AEE81750.1 1333 0.0 CTTCCGCCATCACATTTGAAAAGCTAACTTTTTTCTC
ATH1156 ammonia lyase bits(3449) TCCAAATCCACCTATATAACACCCACATACCTTCTCC
[Morus alba var. CTCTACTTCCAAGAAA
multicaulis]
14 PRX52171  peroxidase 52 ref[NP_196153.1 449 1,00E-151 CGAGCTAATTAAGAGTTGCAAGCATATATATCCCCT
03 [Arabidopsis bits(1155) ATAGAAACAAGAGAAAACACTATAAACACTTTCTTA
thaliana] ATAAATAATAAACAACTAGTTAATAATTTGCCTATAT
AGCTCTCCTTCG
17 PRX34681 class IIT  gblJAHL39106.1 436 2,00E-146 AGGGAAGAAAAGTCTTAGCAGACAATAAAAGTTTGT
5 peroxidase bits(1120) TCAACACACGCTTATATATCACACTACCATAAATTGA
[Populus AGCCTTATTCGTGGTGT
trichocarpal
18 GER34511 Germin-like emb|CAC34417.1 274 6,00E-87 TCTTTCGGAGCCGTCCAAGACTTTTGCGTGGCGGACC
protein  [Pisum bits(701) TCTCTGGTCCTCAAGGCCCCGCTGGCTACTCCTGCAA
sativum] GAACGCGAATAAGGTT
20 MPK1161  Mitogen-activated 647 0.0 CTAACTTGAATGCTCAGGCTCCTTATCAATATGAAAA
36 protein kinase 1 reflXP_007017621. bits(1670) ATAGAAGGAAAGGCTATTATATGCACAAACAACATA
[Theobroma 1 GCCCACTTCAGCCAGCA
cacao)

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preglednice 3: Poravnava tarénih zaporedij genov z NCBI podatkovno zbirko na proteinskem nivoju s spletnim orodjem BLASTX

St. Kratica Homologni lokus Akcesijska BLASTx BLASTX E Zaporedja za izdelavo zacetnih oligonukleotidov
tarce gena (Rastlina) Stevilka score value
21 MPK1762  putative MAPK2 gbl/ABO84840.1 665 0.0 TCAAATGCTGAGGTAGTAGTTCATAGAAAAATAATA
1 [Catharanthus bits(1717) GTAGATAGAAGGTACTGCTGGTTCCAAAAGCTCATT
roseus| AAGAGAAGCAACACAAGT
22 PRXIIF85  PREDICTED: 363 3,00E-122 TCCTGAAGAGGCAAAGTTTGTTCTGATAAAAAGAAC
56 peroxiredoxin-2F, reflXP_004296922.  bits(931) GAATTTTATAACATTGGCATGATACAAAGTAACTTTT
mitochondrial 1 CAACTTAATTCAGAAGGTTAGTGAGCCC

[Fragaria vesca
subsp. vesca]




36

Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Preglednica 4: Seznam izdelanih 22-ih parov oligonukleotidnih zacetnikov za pomnoZevanje z metodo
kvantitativne PCR reakcije

IME ZAPOREDJE (F-5'-3'; R-3'-5")
HO059224F1 TCGTATCGCTTGGAGTTTGGA
HO059224R1 CTATGTTGGTTGGTTCCTATACATTGTT
HO059063F1 GCCTTTGTGCCACCAGTGTA
HO059063R1 GGGTCGTGTAGGACGATGGA
HO059122F1 TGACCTGACGTTTAGCATGGAT
HO059122R1 CCTCCAGGTTTGAGTTCATGATC
HO059273F1 CTAGGCTCGAGACCCCAGTTG
HO059273R1 TTCGTGCCACAGAACCCATA
HO059225F1 GGGATTTGGATTCGTCACTTTC
HO059225R1 CCTCGTTTACGGTGATGTTACG
HO059229F1 TGCAAGAGTTACTGAGCAGGATTT
HO059229R1 GCACATGCTCGCTGTAGTACCA
HO059238F1 AGAAGGAGCTGCCCTGGTATC
HO059238R1 TGGTGGCAAGAGCTCGAAGT
HO059256F1 CAGGTGATAGAGAATTCCGTGATG
HO059256R1 CATCAGCCAGTCCAACCTTCTT
HO059263F1 GCGACTGCATACATTGAAAGGA
HO059263R1 CAGCCCTTTGACCCCAAA
HO059234F1 ATGGTGGCCGTGGAGATG
HO059234R1 TCCTCCTGCCGATCAATGAG
HO059267F1 TCAAAATAAAGGGTGAGGACGAA
HO059267R1 TCCCGTCTTCCGAGCTATAATTA

PAL1_ARATHI1156F1
PAL1_ARATHI1156R1
PAL1_ARATHS226F1
PAL1_ARATHS226R1
PAL1_ARATH3022F1
PAL1_ARATH3022R1

PRXS52F1
PRXS52R1

PRX5217103F1
PRX5217103R1
PRX5235592F1
PRX5235592R1
PRX3462688F1
PRX3462688R1

PRX346815F1
PRX346815R1
GER34511F1

CTTCCGCCATCACATTTGAA
TTTCTTGGAAGTAGAGGGAGAAGGT
CAGCTGTTCGCCCGTTTATT
CTGGCAGCCATTAAGTTATCTGAA
GTCTTTAAGCAAATACATTCCAAGTTTTC
TTTCAAATGGTACCGTGGATTTT
CAAGGGCGAAATCAGAAAGAA
AAAGCAAAACACACAACGTTGATTA
CGAGCTAATTAAGAGTTGCAAGCA
CGAAGGAGAGCTATATAGGCAAATTATT
GCACATCGGATATGACAAGTTTTT
ATTTCTGCTCTTTAGTTTTTGCCTTT
TTTGTGGTTGGAGGGTTTGC
TTGAATGACCCCTCGTACAATG
AGGGAAGAAAAGTCTTAGCAGACAAT
ACACCACGAATAAGGCTTCAATTT
TCTTTCGGAGCCGTCCAA

»se nadaljuje««
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»nadaljevanje preglednice 4: Seznam izdelanih 22-ih parov oligonukleotidnih zacetnikov za
pomnoZevanje z metodo kvantitativne PCR reakcije

IME ZAPOREDJE (F-5'-3'; R-3'-5")
GER34511R1 AACCTTATTCGCGTTCTTGCA
GER32174F1 CATGCATGAAACAGCTGAAACC
GER32174R1 TGTGCATGATTTTATGTCTAGTACGTGTA
MPK116136F1 CTAACTTGAATGCTCAGGCTCCTT
MPK116136R1 TGCTGGCTGAAGTGGGCTAT
MPK17621F1 TCAAATGCTGAGGTAGTAGTTCATAGAAA
MPK17621R1 ACTTGTGTTGCTTCTCTTAATGAGCTT
PRXIIF8556F1 TCCTGAAGAGGCAAAGTTTGTTC
PRXIIF8556R1 GGGCTCACTAACCTTCTGAATTAAGT
WAK124197F1 TCGAACCACATTCAAGATCAAAA
WAK124197R1 TTCCATAGAAGAAAAGGAATACTTGCT
WAK18562F1 CGGCTCCCAAGTCTTTTATTTATTA
WAK18562R1 TTTTGTTGATCTTTTAGCCGCTTA

4.4 GLIVNA DNA
4.4.1 Test uspesSnosti inokulacije

Inokulacija je bila relativno uspesna, saj smo po testu pomnoZevanja glive V. albo-atrum s
specifinimi rezultati elektroforeze od 160 testiranih rastlin potrdili 22 laZzno negativnih
vzorcev, 0 lazno pozitivnih, pri sedmih vzorcih pa nismo uspeli pojasniti rezultata. Za
vsako obravnavanje pa smo uspeli pridobiti vsaj 8 vzorcev, ki so bili primerni za nadaljne
analize kvantifikacije glivne DNA v hmeljnih rastlinah ter jih uporabili v postopku
izolacije RNA (preglednici 5 in 6).
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Preglednica 5: OkuZeni vzorci v testu uspesnosti okuZevanja hmelja sorte Celeia in Wye Target z
metodo PCR s specifiénimi oligonukleotidnimi zacetniki za V. albo-atrum po kon¢nem locevanju na
agaroznem gelu (Ime zdruZenih vzorcev pove: Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18). Kultivar hmelja
(CE - Celeia; WT - Wye Target), okuZen ali neokuZen vzorec (+ okuZen; - neokuZen), del rastline (R -
korenine; S - steblo). Stolpec "Test": Levi stolpec predvidena okuzba, desno dejanska okuzZba po testu
na elektroforezi: 1 - zaznali glivno DNA; 0 - glivne DNA nismo zaznali; ? - ni znano ali je priSlo do
okuzbe ali ne).

Vzorec St. Vzorca Test Vzorec St. Vzorca  Test Vzorec St. Vzorca Test
06CE+03R 126 11 12CE+10R 109 11 12WT+08R 44 10
06CE+04R 127 11 12CE+11R 110 11 12WT+09R 31 10
06WT+01R 21 11 12CE+12R 111 11 12WT+12R 40 10
06WT+02R 25 11 12CE+13R 112 11 12WT+15R 39 10
06WT+03R 149 11 12CE+14R 113 11 12WT+16R 37 10
06WT+04R 19 11 12WT+01R 33 11 12WT+17R 48 10
06WT+05R 150 11 12WT+04R 35 11 12WT+20R 38 10
06WT+06R 155 11 12WT+05R 43 11 18CE+02R 76 10
06WT+08R 153 11 12WT+07R 30 11 18CE+04R 73 10
06WT+09R 156 11 12WT+10R 36 11 18CE+07R 78 10
06WT+10R 24 11 12WT+11R 27 11 18CE+08R 74 10
06WT+12R 159 11 12WT+13R 29 11 18CE+09R 65 10
06WT+13R 151 11 12WT+14R 28 11 18CE+10R 69 10
06WT+15R 160 11 12WT+19R 32 11 18CE+12R 72 10
06WT+16R 157 11 18CE+01R 66 11 18CE+14R 77 10
06WT+18R 23 11 18CE+05R 68 11 18WT+01R 60 10
06WT+19R 152 11 18CE+06R 67 11 18WT+02R 52 10
06WT+20R 154 11 18CE+11R 70 11 18WT+04R 57 10
06CE+05R 128 11 18CE+13R 71 11 18WT+06R 61 10
06CE+06R 129 11 18WT+03R 51 11 18WT+07R 46 10
06CE+07R 130 11 18WT+05R 53 11 18WT+08R 47 10
06CE+08R 131 11 18WT+10R 49 11 18WT+09R 56 10
06CE+09R 132 11 18WT+17R 63 11 18WT+12R 50 10
06CE+10R 133 11 18WT+18R 54 11 18WT+13R 64 10
06CE+11R 134 11 06CE+01R 124 10 18WT+14R 55 10
06CE+12R 135 11 06CE+02R 125 10 18WT+15R 58 10
06CE+13R 136 11 06WT+11R 20 10 18WT+16R 59 10
12CE+01R 114 11 06WT+14R 26 10 12CE+04R 117 1?
12CE+02R 115 11 06WT+17R 158 10 12WT+02R 42 1?
12CE+03R 116 11 06CE+14R 123 10 12WT+18R 34 1?
12CE+05R 118 11 06WT+07R 22 10 18CE+03R 75 1?
12CE+07R 120 11 12CE+06R 119 10 18WT+11R 62 1?
12CE+08R 121 11 12WT+03R 41 10

12CE+09R 122 11 12WT+06R 45 10
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Preglednica 6: NeokuZeni vzorci v testu uspesnosti okuZevanja hmelja sorte Celeia in Wye Target z
metodo PCR s specifinimi oligonukleotidnimi zacetniki za V. albo-atrum po kon¢nem locevanju na
agaroznem gelu (Ime zdruZenih vzorcev pove: Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18). Kultivar hmelja
(CE - Celeia; WT - Wye Target), okuZen ali neokuZen vzorec (+ okuZen; - neokuZen), del rastline (R -
korenine; S - steblo). Stolpec "Test": Levi stolpec predvidena okuZzba, desno dejanska okuzba po testu
na elektroforezi: 1 - zaznali glivno DNA; 0 - glivne DNA nismo zaznali; ? - ni znano ali je priSlo do
okuZzbe ali ne)

Vzorec St.Vzorca  Test Vzorec St. Vzorca Test Vzorec St. Vzorca  Test
06CE-01R 99 00 12WT-08R 14 00 18CE-02R 84 00
06CE-02R 100 00 12CE-01R 98 00 18CE-03R 85 00
06CE-03R 101 00 12CE-02R 95 00 18CE-04R 80 00
06CE-04R 102 00 12CE-03R 91 00 18CE-05R 88 00
06CE-05R 103 00 12CE-04R 92 00 18CE-06R 87 00
06CE-06R 104 00 12CE-05R 93 00 18CE-07R 83 00
06CE-07R 105 00 12CE-07R 89 00 18CE-08R 82 00
06CE-08R 106 00 12CE-08R 90 00 18CE-09R 86 00
06CE-09R 107 00 12CE-09R 96 00 18CE-10R 81 00
06CE-10R 108 00 12CE-10R 97 00 18SWT-01R 15 00
06WT-01R 139 00 12WT-01R 148 00 18SWT-02R 13 00
06WT-02R 143 00 12WT-02R 8 00 18WT-03R 14 00
06WT-03R 146 00 12WT-03R 1 00 18WT-04R 12 00
06WT-04R 142 00 12WT-04R 7 00 18WT-05R 16 00
06WT-05R 137 00 12WT-05R 5 00 18SWT-07R 10 00
06WT-06R 140 00 12WT-06R 3 00 18SWT-08R 11 00
06WT-07R 145 00 12WT-07R 6 00 18SWT-09R 18 00
06WT-08R 138 00 12WT-09R 2 00 18SWT-10R 9 00
06WT-09R 144 00 12WT-10R 4 00 12CE-06R 94 0°?
06WT-10R 141 00 18CE-01R 79 00 18WT-06R 17 0°?

4.4.2 Kvantifikacija glivne DNA v okuZenih rastlinah

Rezultat pomnoZevanja relativne koli¢ine glivne DNA v treh Casovnih tockah v delih
korenin in stebel rastline, prikazujeta preglednica 7 in slika 10.

Preglednica 7: Prikaz relativne koli¢ine DNA glive, izolirane iz koreninskih (R) in stebelnih (S) vzorcev
hmelja sorte Celeia (CE) in Wye Target (WT), v ¢asovnih to¢kah 6, 12 in 18 dpi (dni po okuZevanju).

Sorta in 6dpi 12dpi 18dpi
rasgi'l“ki Povpredje  St.Dev  Povprefje St.Dev  Povpreéje  St. Dev
e
CE, R 0,599 0,567 0,896 0,077 0,485 0,481
WT, R 0,153 0,052 0,371 0,278 0,008 0,005
CE, S 0,020 0,004 0,045 0,010 0,310 0,213

WT, S 0,007 0,008 0,043 0,060 0,180 0,046
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Slika 10: Prikaz povprecéja treh ponovitev in standardnih odklonov od povprecja relativne kolifine
DNA glive, izolirane iz koreninskih (R) in stebelnih (S) vzorcev hmelja sorte Celeia (CE) in Wye
Target (WT), v ¢asovnih to¢kah 6, 12 in 18 dpi (dni po okuZevanju).

Ugotovili smo, da je koli¢ina glivne DNA v koreninah najvecja v ¢asovni tocki vzorcenja
12 dpi v obeh sortah hmelja ter da se zmanjsa v tocki 18 dpi. Koli¢ina glivne DNA pa je v
vseh Casovnih toCkah vi§ja pri obcutljivi sorti Celeia, kot pri odporni sorti Wye Target
(Slika 11). S tem smo potrdili rezultat Cregeen in sod. (2014), ki so dokazali, da koli¢ina
glive v koreninah s ¢asoma zacne upadati, saj se gliva seli v visje dele rastline. Relativna
koli¢ina glivne DNA v steblih obcutljive sorte je bila tekom kolonizacije malo vi§ja kot pri
odporni sorti. Sest dni po inokulaciji je bila razlika v koligini glive v steblih med sortama
majhna ter je ostala na enakem nivoju v 12 in 18 dpi. Pri 18 dpi opazimo izrazito
povecanje relativne koli¢ine glive v stebelnih vzorcih.. Podoben rezultat je bil prikazan s
strani Cregeen in sod. (2014), kjer je bila relativna koli¢ina glive do 15 dpi nizka, nato pa
je skokovito narasla, medtem ko je v koreninah v tej ¢asovni tocki Ze upadla. Razliko v
koli¢ini DNA lahko pripiSemo odpornosti posamezne sorte na glivo. Odgovor rastline na
kolonizacijo glive v obliki fizi¢nih ovir je bil opazen tudi pri patosistemu hmelj-V. albo-
atrum, kot ekstenzivno, zgodnje formiranje tiloze ter sinteza in nalaganje premazov okoli
okuzenih zil (Agrios, 1997). Cregeen in sod (2014) navajajo, da je pojav posebej
intenziven v obcutljivih rastlinah, medtem ko odporne sorte kazejo manj tiloze ter zilnega
premaza. ZmanjSana relativna koli¢ina glive v odpornih sortah v primerjavi z obcutljivimi
je bila prikazana tudi v ostalih Studijah z glivami rodu Verticillium. Primeri so oljna repica,
oljke, solata in bombaz, kjer so dolocili relativno koli¢ino glivne DNA ter fizi¢ne odzive
rastlin, kot je debeljenje celicne stene, nalaganje lignina ter sinteza fenolnih spojin tekom
kolonizacije (Eynck in sod., 2007; Markakis in sod., 2009; Zhang in sod., 2013; Vallad in
Subbarao, 2008).
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4.4.3 Analiza udinkovitosti pomnoZevanja tarcénih produktov z RT-qPCR

Dolocili smo ucinkovitost pomnoZevanja, ki je definirana z naklonom regresijske premice
standardne umeritvene krivulje. Analizirali smo S§tiri zaporedne redCitve zdruzenih vzorcev
(6-kratna, 36-kratna, 216-kratna in 1296-kratna redCitev) in izraCunali ucinkovitost
pomnozevanja v programu ABI 7500 SDS 2.0.4 (Applied Biosystems) (glej preglednico
8). Sprejemljiva ucinkovitost pomnozevanja je med 80 % in 110 %. Ucinkovitost je bila v
normalnih mejah pri vseh tar¢ah z izjemo koreninskih vzorcev genov HO0059229
HO059256 in GER34511.

Preglednica 8: Prikaz ulinkovitosti pomnoZevanja tarcnih sekvenc pri zdruZenih vzorcih posebej
korenin (S) in stebel (R) z metodo qPCR

EFFICIENCY (%)
TARGET S R
YLS8 100,0 95,0
DRHI 95,1 96,0
SAND 89,8 82,1
CAC 100,3 101,7
HO0059224 95,8 104,9
HO059063 100,4 109,9
HO059122 90,2 107,5
HO0059225 105,8 98,0
HO0059229 98,3 69,5
HO0059238 101,4 102,5
HO0059256 97,5 72,1
HO0059263 104,2 80,5
HO0059234 106,6 96,6
HO059267 1105 85,4
PAL1 ARATHI156 109,7 89,6
PRX5217103 95,6 96,7
PRX346815 97,9 90,5
GER34511 95,2 155,0
MPK 116136 107,0 104,9
MPK 17621 102,3 106,3
PRXIIF8556 98,5 102,7

4.5 1ZBOR IN VALIDACIJA REFERENCNIH GENOV

Za najbolj primerna referencna gena sta se izkazala gena CAC in YLS-8 (Preglednici 9 in
10), ki sta bila uporabljena v nadaljni analizi. Iz nadaljne analize je bil izvzet gen SAND,
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ker se je njegovo pomnozevane v hmeljni cDNA izkazalo za nespecifi¢no, saj smo dobili 2
izrazita vrhova pri talilni krivulji v disociacijski analizi s qPCR.

Preglednica 9: Vrednosti normalizacije izraZanaja referen¢nih genov z algoritmi Delta CT,
Bestkeeper, Normfinder, Genorm ter skupna validacija pri steblih. Geni z niZjo vrednostjo se bolj
stabilno izrazajo

STEBLA Delta CT Bestkeeper Normfinder Genorm Comperhensive
CAC 2,112 1,018 0,439 1,348 1,19
DRH1 2,994 2,106 2,84 1,611 3

YLS-8 2,232 0,756 1,277 1,348 1,414

Preglednica 10: Vrednosti normalizacije izraZanaja referencnih genov z algoritmi Delta CT,
Bestkeeper, Normfinder, Genorm ter skupna validacija pri koreninah. Geni z niZjo vrednostjo se bolj
stabilno izrazajo

KORENINE Delta CT Bestkeeper Normfinder Genorm Comperhensive
CAC 2,296 2,191 1,745 1,623 1,86
DRH1 2,643 2,082 2,403 2,303 2,71
YLS-8 1,97 1,491 0,811 1,623 1

Referen¢ni geni naj bi imeli konstantno izrazanje v razli¢nih tkivih ob razli¢nih pogojih.
Kljub temu lahko njihovo izrazanje niha tekom razvoja rastline ter pod dolofenimi
okoljskimi pogoji (Li in sod., 2011; Vandesompele in sod., 2002). V takSnem primeru
rastlinski geni niso nujno vpleteni le v osnovni celiéni metabolizem, temvec tudi v ostale
celicne procese. Raziskave kazZejo, da se referencni geni ponavadi stabilno izrazajo le
znotraj posameznih vrst ali sort in pri dolocenih stresnih dejavnikih, ter le v specifi¢nih
organih rastline. Poleg tega so lahko specifi¢ni tudi za razvojno fazo ali pa glede na
posamezne vplive okoljskih dejavnikov (Chen in sod., 2014). Zaradi tega moramo
referencne gene preizkusiti in validirati, glede na stabilnost njihovega izraZanja v
posameznem poskusu (Guénin in sod., 2009). Validacija genov je pomembna zato, da
izberemo gene, ki se pri analiziranih vzorcih v okviru danega poskusa najbolj stabilno
1zrazajo, ne glede na obravnavanja, stresne dejavnike in pogoje rasti ter tkivo oz. rastlinske
organe. V naSo Studijo smo vkljucili dva referen¢na gena, da bi s tem izni¢ili vpliv
nestabilnega izraZzanja enega in drugega (Vandensompele in sod., 2002), kot posledice
biotskega stresa in ne le razli¢ne koli¢ine in kakovosti analiziranega RNA vzorca.

Gen DRHI spada v superdruzino RNA helikaz ter ima vlogo odvijanja RNA, zacetka
translacije, procesiranja RNA in zlaganja ribosomov. Ker so se helikaze ob stresu izkazale
za nestabilne (Tomashow, 2001), je mogoce, da se podoben vzorec pojavi pri nasi Studiji.
Pri hmelju do sedaj ni bilo podatka o stabilnosti izrazanja za koreninske vzorce (Stajner in
sod., 2013), zato je verjetno da je pri naSem poskusu prislo do interakcij z glivo, ki ne dajo
stabilnega izrazanja DRH] gena.
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Gen CAC kodira protein za klatrin, ki je udelezen v celicnem transportu veziklov. Delno
manj stabilno izrazanje med posameznimi vzorci je lahko posledica razlicne kakovosti
RNA vzorcev, v manjsi meri tudi razlicega odziva na okuzbo. Tekom razvoja rastline v
razli¢nih obdobjih namre¢ pride do intenzivnejSe endocitoze in sekrecije veziklov kar je
lahko povezano z razli¢nim izrazanjem klatrinskih genov (Santuari in sod., 2011).

Gen YL-S8 kodira mitotski protein in je vpleten v senescenco listov ter propadanje
kloroplastov. V §tudiji se je izkazal za najbolj stabilnega. Delno nestabilno izrazanje pri
posameznih vzorcih je lahko posledica razlicne kakovosti RNA, ali pa senescence po
infekciji z glivo (Biswal in sod., 2003). Se pa je YLS-8 za bolj stabilnega izkazal v
izrazanju v koreninah kot pa v steblih, kar je zaradi odsotnosti klorofila pric¢akovano.

Tekom analize smo opazili, da je bila stabilnost izrazanja referencnega gena CAC v
koreninah nizja kot v steblih (preglednica 9 in preglednica 10), prav tako tudi pri genu
YLS8 v primeru analize z algoritmoma GeNorm in Bestkeeper. Izolacija RNA je potekala
uspesno, saj smo po analizi integritete RNA z RIN testom potrdili dobro integriteto RNA
(glej Priloga C in D). Integriteta in Cistost RNA lahko mo¢no vplivata na rezultat qPCR
analize (Chen in sod., 2014a). Razlog za vecjo nestabilnost pomnoZevanja referencnih
genov v koreninskih vzorcih bi lahko bil tudi v integriteti izolirane RNA (Priloga D), ki je
sicer bila v vecini primerov dobra. Izrazanje nizje stabilnosti v koreninskih vzorcih se je
pojavila pri 4. thaliana (Remans in sod., 2008), Lolium multiflorum (Wang in sod., 2015),
Cynodon dactylon (Chen in sod., 2014a), ne pa tudi pri Cucumis melo. L (Kong in sod.,
2014). Zaklju€imo, da gre za tkivno specifi¢no izrazanje v stresnem odzivu rastline.

4.6 ANALIZA DIFERENCIALNO IZRAZENIH GENOV

Spremembe v transkriptomu hmelja v obdobju zgodnje kolonizcije do razvoja simptomov
po inokulaciji s patogeno glivo V. albo-atrum so bile analizirane z diferencialno analizo
gPCR. Primerjava izrazanja tar¢nih transkriptov je bila narejena med neokuzenimi
(kontrolnimi) in okuzenimi rastlinami obcutljivega kultivarja Celeia (CE, kompatibilna
intereakcija) ter odpornega kultivarja Wye Target (WT, inkopatibilnostna intereakcija) v
Casovnih tockah 6, 12 in 18 dpi. Na obravnavanje smo analizirali tri vzorce in v vsakem od
vzorcev so bile zdruZene po dve - tri bioloske ponovitve (glej prilogo D). V analizi smo
posebej obravnavali koreninske (R) ter stebelne vzorce (S). Ekspresija po posameznih
tar¢nih genih je predstavljena kot razlika (log2-kratnik) med okuZeno in obcutljivo sorto,
kar pomeni, da je v primeru prikazane negativne ravni izrazanja na grafu v posameznem
obravnavanju prislo do vi§je ravni izrazanja pri neokuZzenem vzorcu kot pri okuZzenem in
obratno. Z disociacijsko analizo smo potrdili pomnoZevanje le enega tarénega produkta in
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tako izkljucili nespecifiéno pomnozevanje pri vseh analiziranih genih. Na sliki 12 lahko
vidimo primer talilne krivulje za tar¢ni gen cinamat-4-hidroksilaze.

V nadaljevanju bomo predstavili rezulte diferencialne qPCR analize posameznih tar¢nih
genov (Priloga E) in komentirali rezultate glede na literaturne podatke.
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Slika 11: Talilna krivulja disocaiacijske qPCR analize za tar¢ni gen cinnamate 4-hydroxylase
prikazuje en vrh disociacije pri temperaturi 77,4 °C za vse analizirane vzorce



45
Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

4.6.1 Proteinska fosfataza 2¢ 57

Zaporedje transkripta HO059224 kaze najveCjo podobnost s proteinom za domnevno
proteinsko fosfatazo (Protein phosphatase 2¢ 57; XP 002534559). Transkript je s tem
proteinom v poravnavi kazal 82 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v
genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim
zaporedjem (> 95 %). Gen za encim spada v druzino serin-treoninskih fosfataz. Katalitska
aktivnost encima ob prisotnosti vode odcepi fosfatno skupino iz proteina z serinom in
treoninom. V podenoto aktivnega mesta se vezeta dva kofaktorja, ki sta dva manganova ali
magnezijeva iona. Protein je vpleten v prenos signala abscizinske kisline, kot negativni
regulator, kar je Se posebej jasno v celicah listnih rez (Leonhardt in sod., 2004).
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Slika 12: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059224 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih toc¢kah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Trend izrazanja v koreninah je enak pri CE in WT in sicer pride do zviSanja ravni izraZanja
Sele v zadnji Casovni tocki (18 dpi), medtem ko je bil viSek kolonizacije v koreninah pri
obeh sortah v 12 dpi. V stebelnih vzorcih imamo izrazito razli¢no izrazanje med CE in WT
in sicer pri obcutljivi sorti CE v vseh to¢kah opazimo zmanjSano raven izraZanja v
okuzenih vzorcih, pri tolerantni sorti WT pa v vseh tockah opazimo povecano raven
izrazanja. To nakazuje na manjSo obrambno vlogo tarénega gena v obcutljivi sorti.

Diferencialno povecano izrazanje v pretekli raziskavi (Javornik-Cregeen, 2010) je bilo
identificirano v stebelnih vzorcih neokuzene sorte Celeia, v Casovni tocki 10 dpi, kar se ni
ponovilo v naSem primeru. Rodriguez (1998) navaja, da se abscizinska kislina (ABA)
kopic¢i v obdobju senescence, tako je poveCano izrazanje gena pricakovano v zgodnejSih
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fazah kolonizacije. Kot negativni regulator ABA je izrazanje gena upadlo v kasnejsih fazah
(stebla Celeie). Predpostavljamo da se to zgodi, ko je gliva ze precej razsirjena po rastlini,
procesi, ki preprecujejo razsirjanje glive pa so v polnem razmahu. Ko nastopi sinteza ABA
izrazanje proteina upade (Gosti in sod., 1999).

4.6.2 G-tip lektinski S-receptor, serin/treonin proteinska kinaza 120

Zaporedje transkripta HOO059063 kaze najvecjo podobnost s proteinom za G-tip
lektinskega S-receptorja, serin/treonin proteinske kinaze 120 (G-type lectin S-receptor-like
serine/threonine-protein kinase B120; XP_008240249). Transkript je s tem proteinom v
poravnavi kazal 82 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu
hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem
(> 95 %). Kim in sod. (2009) navajajo, da G-tip lektinskega S-receptorja, serin/treonin
proteinske kinaze 120 represira signalno pot odgovorno za odpornost na bolezni, ki se
sprozi v odgovoru na bakterijskega patogena (primer: Pseudomonas syringae Vv
paradizniku).
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Slika 13: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059063 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Trend izrazanja gena, ki kodira G-tip lektinskega S-receptorja, serin/treonin proteinske
kinaze 120 je v koreninah enak pri CE in WT in sicer pride do zviSanja ravni izrazanja
Sele v zadnji ¢asovni tocki (18 dpi), medtem ko je utiSanje izrazito v prvih dveh ¢asovnih
tockah obeh sort. V stebelnih vzorcih imamo izrazito razli¢no izraZzanje med CE in WT in
sicer pri obcutljivi sorti CE le v prvi Casovni tocki opazimo rahlo povecano izrazanje,
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kasneje pa zmanjSano raven izrazanja, pri tolerantni sorti WT pa v vseh to¢kah opazimo
povec€ano raven izrazanja. Pri odporni sorti se izrazanje poveca hitreje in intenzivneje kot
pri neodporni. Pri slednji je izrazanje gena v steblih s ¢asom od 6 dpi do 18 dpi utiSano.
Tako lahko predpostavimo, da gliva sprozi utiSanje ekspresije gena le v obcutljivi sorti, kar
pomeni da signalna pot odgovorna za odpornost v tem primeru ni represirana. IzraZzanje je
v 6 in 12 dpi v okuzenih koreninah in steblih neodporne sorte moc¢no utiSano, kar bi lahko
pomenilo, da ima rastlina moznost za odziv na V. albo-atrum in obrambno v koreninskih
vzorcih in stebelnih pri kompatibilni rekaciji. Rezultat je v skladu s poskusom pri
paradizniku (Kim in sod., 2009), pri katerem je izrazanje gena utiSano.

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala v stebelnih
vzorcih okuzene hmeljne sorte Celeia, v ¢asovni toc¢ki 10 in 20 dpi. V nasem primeru
obcutljiva sorta Celeia ni kazala povecanega izrazanja po okuzbi, ampak je bilo povecano
izrazanje zabelezeno pri sorti WT v stebelnih vzorcih.

4.6.3 E3 ubikvitin proteinska ligaza

Zaporedje transkripta HO059122 kaze najvecjo podobnost s proteinom za domnevno E3
ubikvitin proteinsko ligazo (E3 ubiquitin protein ligase HECT type; XP 010088436).
Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 97 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja
smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana
podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Proteini, ki na C-terminalnem koncu vsebujejo
ubikvitinsko proteinsko ligazo so udeleZeni v regulaciji ubikvitinacije CDC2S5, oziroma
oznacevanju proteinov za razgradnjo znotrajceli¢nih proteinov. Encim v kon¢ni fazi ligira
eno ali ve¢ molekul ubikvitina na tar¢ni protein (Vierstra, 2009). Sledi degradacija
tarCnega proteina na proteosomu. Protein je udelezen v proces represije endoreduplikacije
v celi¢ni morfogenezi trihomov (Huibregtse in sod., 1995), kakor tudi mnogi drugi encimi
udelezeni v ubikvitinacijo (Dhawan, 2009; Ewan in sod., 2011; Marino in sod., 2012).
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Slika 14: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059122 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Izrazanje tar¢nega gena HO059122, ki kodira E3 ubikvitin proteinsko ligazo je v koreninah
pri CE najvisje v drugi ¢asovni tocki, torej takrat ko je kolonizacija v koreninah najvedja,
medtem ko je odziv pri WT bolj zgoden, ze v prvi ¢asovni tocki. V stebelnih vzorcih je
trend izraZzanja med kultivarjema podoben, le da je izrazanje pri odporni sorti v primerjavi
z obcutljivo bolj intenzivno Ze v prvi ¢asovni tocki.

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih neokuZene hmeljne sorte Celeia v asovni tocki 20 dpi, okuZene sorte Wye Target
v Casovnih toc¢kah 20 in 30 dpi ter neokuzene sorte Wye Target v asovnih to¢kah 20 in 30
dpi. TakSen trend izrazanja delno sovpada z nasim poskusom, le da je bil odziv rastline v
naSem poskusu hitrejSi, kar je lahko posledica razlicno hitre kolonizacije glive v
posameznih rastlinah obeh poskusov. Evan in sod. (2011) so nakazali na negativho
regulacijo hipersenzitivnega odziva pri rastlinah, kar delno pojasni zmanjSano izraZanje
gena v koreninah odporne in neodporne sorte hmelja po 6 dpi v Celei ter 18 dpi pri obeh
sortah hmelja. Ubikvitinacija je vpletena v mnogo celi¢nih procesov, tudi v rastlinske
obrambne odzive (Furlan in sod., 2012), kjer je pomembna predvsem v rastlinski
hormonalni signalizaciji (Santner in sod., 2009) in v akumulaciji receptorjev tipa
nukleotid-veznih z leucinom bogatih ponovitev (Cheng in sod., 2011).



49
Svara A. Izrazanje odpornostnih genov pri hmelju ... po okuzbi z glivo Verticillium albo-atrum.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

4.6.4 Z glicini bogat RNA vezni protein

Zaporedje transkripta HO059225 kaze najvecjo podobnost s proteinom za domnevno z
glicini bogat RNA vezni protein (GRP) (Glycine-rich RNA-binding protein;
XP_002305429). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 90 % identi¢nost. Obstoj
tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila
identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Zanj je znacilna prisotnosti z
glicinom bogate domene ((Gly)n-X ponovitve) in je poznan ze vec kot 20 let zaradi svoje
specifi¢ne ekspresije pod vplivom doloc¢enih biotskih in abiotskih dejavnikov (Mangeon in
sod., 2010). Protein ima vlogo v prepisovanju RNA ter procesiranju tekom stresa. Veze
RNA in DNA, preferenc¢no enoverizne molekule ter je udelezen v alternativni izrez mnogih
tar¢nih molekul. UdeleZen je tudi pri odgovoru na biotski stres v prirojeni imunosti. V
doloc¢en razred se ti proteini delijo glede na specificne motive, ekspresijske vzorce,
modulacije in subceli¢ne lokalizacije. Razred IV GRP je poznan pod imenom RNA-vezni
GRP. Poleg z glicinom bogate regije lahko vsebuje S¢ RNA-prepoznavni motiv (RRM) ali
cold-shock domeno (CSD). Poleg tega v strukturi ob¢asno vsebujejo CCHC cinkove prste.
Na podlagi raznolike domenske sestave, je razred IV GRP razdeljen v IVa (vsebuje en
RRM motiv poleg z glicinom bogate domene), IVb (vsebuje eno RRM in CCHC cinkov
prst), IVe (vsebuje cold-shock domeno ter dva ali ve¢ cinkovih prstov) ter IVd (vsebuje
dve RRM). Protein, ki vsebuje RNA prepoznavni motiv in se veze z RNA molekulami ima
zato tudi obrambno vlogo proti rastlinskim patogenom (primer Arbidopsis thaliana in
Pseudomonas syringae) (Mangeon in sod., 2010).
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Slika 15: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059225 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)
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Relativna koli¢ina transkripta HO059225, ki kodira z glicini bogat RNA vezni protein je
bila v koreninskih vzorcih sorte Celeia negativno izrazena glede na kontrolne rastline, pri
odporni sorti WT pa ima gen povecano izrazanje predvsem v 3. ¢asovni tocki. V stebelnih
vzorcih je raven izrazanja pri obeh sortah povecana, le da je izrazanje pri odporni sorti ze v
prvi tocki po okuzevanju znatno vecje kot pri obcutljivi sorti. V obeh organih gre torej za
vecii in hitrtejSi odziv odporne sorte. Izrazanje gena v neodporni sorti v steblih do 18 dpi ni
znatno povecano. Relativno visok standardni odklon v koreninah sorte Wye Target v
casovni tocki 18 dpi je odraz visoke variabilnosti pri glivni kolonizaciji. Tako smo
preverili ter povezali posamezni vzorec kolonizacije z izrazanjem zaporedja v istih
vzorcih. Najvisja relativna koli¢ina glive sovpada z mo¢nim izrazanjem gena in obratno.

Diferencialno pove€ano izraZanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala v stebelnih
vzorcih neokuzene hmeljne sorte Wye Target, v ¢asovni tocki 10 dpi. TakSen rezultat ne
sovpada z naSimi rezultati, saj je bilo povecano izrazanje gena zabelezeno v okuzenih
vzorcih stebel WT, v zaCetni fazi kolonizacije. Razli¢no raven izrazanja gena v koreninah
in steblih lahko povezemo z njegovo vlogo, saj se je protein specificno za razli¢ne
patogene izkazal tako za negativnega, kot pozitivnega regulatorja obrambnih mehanizmov
(Lee in sod., 2012).

4.6.5 Protein 40, ki vsebuje ccch domeno cinkovega prsta

Zaporedje transkripta HO059229 kazZe najvecjo podobnost z proteinom 40, ki vsebuje ccch
domeno cinkovega prsta (Zinc finger ccch domain-containing protein 40-like;
XP_010110891). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 90 % identi¢nost.
Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer
je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Mnogo sorodnih proteinov je
bilo identificiranih v vecih rastlinskih vrstah. Rastlinski protein se najpogosteje pojavlja v
obliki, ki vsebuje posebno domeno, ki vsebuje z argininom bogat motiv (RR motiv).
Poznano je, da RR motiv proteina lokalno veze procesno telo in stresne granule (dva nova
citoplazemska agregata - sporocCilni ribonukleoproteinski kompleks), ki imajo kriti¢no
vlogo pri rasti rastline, razvoju in odgovoru na stres preko regulacije RNA molekul
(Bogamuwa in Jang, 2014).
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Slika 16: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059229 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Izrazanje tega gena smo testirali le v stebelnih vzorcih, saj koreninskih vzorcev nismo
analizirali zaradi prenizke u¢inkovitosti pomnozevanja (glej preglednico 8). Pri stebelnih
vzorcih je izraZzanje gena po okuzbi relativno povecano, razen pri kompatibilni reakciji v
casovni tocki 12 dpi, kjer je zabeleZeno zmanjSanje izrazanja pri okuZenih vzorcih.
IzrazitejSi odziv sorte WT vidimo v 6 dpi, kjer je ekspresija v okuZenih vzorcih znatno
vecja kot v neokuzenih in kar 3,6-krat vecja kot pri sorti Celeia. Izrazanje v steblu je v tem
primeru konstitutivno, ter nakazuje razli¢en odgovor stebelnih vzorcev na patogenezo pri
analiziranih sortah.

Diferencialno povecano izraZzanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih okuZene hmeljne sorte Wye Target, v ¢asovni tocki 10 dpi. TakSen rezultat se
ujema z rezultati pri sorti Wye Target v naSem eksperimentu. Tudi nekateri ostali poskusi
so prikazali pozitivno regulacijo v primeru bakterijskih bolezni (Deng in sod., 2012).
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4.6.6 Cinamat-4-hidroksilaza

Zaporedje transkripta HO059238 kaze najveCjo podobnost s proteinom za domnevno
cinamat-4-hidroksilazo (Cinnamate 4-hydroxylase, ACM69364). Transkript je s tem
proteinom v poravnavi kazal 100 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v
genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim
zaporedjem (> 95 %). Encim spada v druzino oksidoreduktaz, kot parni donor s kisikom
(O2) kot oksidant, ki vkljuci kisik ali pa reducira kisik in je odgovoren za prvo encimsko
pretvorbo v Cyt P450-odvisni monooksigenazni fenilpropanoidni poti. Povecano izrazanje
gena je bilo opazeno v Arabidopsis thaliana. Protein se je akumuliral ob prisotnosti
svetlobe. Izrazanje je povecano v dolo¢enih tkivih, e posebej v koreninah, ki so v procesu
lignifikacije. Prav tako se gen mocneje izraza v ranitvenem tkivu (Bell-Lelong in sod.,
1997). Protein zavira kopi¢enje SA in ga je mogoce utisati s pomogjo inhibitorjev. Ce je
izrazanje v koreninah utiSano, to potencialno pripelje do kopi¢enja SA in indukcije
prirojene imunosti (Schoch in sod., 2002).
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Slika 17: Prikaz diferencialno izrazenega zaporedja HO0059238 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Relativna koli¢ina transkripta je bila v koreninskih vzorcih hmelja v 6 dpi izrazito nizka,
nizka v primerjavi s kontrolnimi rastlinami predvsem pri obcutljivi sorti. Interpretiramo, da
je zaradi prisotnosti patogene glive priSlo do utiSanja izraZanja gena ze v zgodnji fazi
kolonizacije. V stebelnih vzorcih pa je izrazanje gena po okuzbi pozitivno ze v tocki 6 dpi,
vendar je pri odporni sorti ekspresija kar 3-krat vecja kot pri neodporni sorti. Odgovor
sorte Celeia je v steblih podoben konstitutivnemu izrazanju (kompatibilna reakcija),
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medtem ko inkompatibilna rekacija nakazuje specificnen, hiter in izrazit odgovor na
okuzbo.

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih okuzene sorte Celeia, v ¢asovni tocki 20 dpi. TakSen rezultat sovpada tudi z nasim
rezultatom, saj smo v tocki 18 dpi dobili 3-krat visje izrazanje pri Celei kot pri sorti Wye
Target, ni pa bilo v predhodni raziskavi potrjeno diferencialno izraZanje v koreninah
kultivarja CE in steblih kultivarja WT .

4.6.7 Proteinska fosfataza GPCR

Zaporedje transkripta HO059256 kaze najveCjo podobnost s proteinom za proteinsko
fosfatazo GPCR (G protein-coupled receptor-like protein; XP_008348578). Transkript je s
tem proteinom v poravnavi kazal 92 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi
v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim
zaporedjem (> 95 %). G-protein-coupled receptor-like protein spada v eno izmed najvecjih
druzin proteinov pri ¢loveku in zivalih, vendar pa so manj Stevil¢ni pri ostalih organizmih
(Kulkarni in sod., 2005). VpraSanje ali GPCR-ji obstajajo pri rastlinah je bilo temeljno
biolosko vprasanje, zaradi njihove pomembnosti v celi¢ni signalizaciji. V rastlinah so
odkrili 56 GPCR proteinov (Taddese in sod., 2014). Zaradi njihove vloge v signalizaciji je
mozno, da imajo vlogo tudi v imunskem odgovoru na okuzbo z glivo.
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Slika 18: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059256 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih to¢kah 6, 12 in 18 dpi v
steblih (S)
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Izrazanje tega gena smo testirali le v stebelnih vzorcih, saj koreninskih vzorcev nismo
analizirali zaradi prenizke ucinkovitosti pomnozevanja (glej preglednico 8). Relativna
kolic¢ina transkripta gena HO059256, ki kodira proteinsko fosfatazo GPCR, je bila po prvi
meritvi (6 dpi) v stebelnih vzorcih obcutljive sorte povecana ter je v sledecih tockah (12
dpi in 18 dpi) znatno upadla, kar nakazuje na zgodnji odgovor rastline in mocnejSo
reakcijo v zgodnjih Casovnih tockah, predvsem pri odporni sorti, kjer je izrazanje tega gena
skoraj 4x vecje v primerjavi z neokuzenim vzorcem in 4,4-krat ve¢je v primerjavi z
okuzeno Celeio v isti tocki. Pri sorti Wye Target je prislo do intenzivnejSega odziva v 6
dpi, ki pa je bil v nadaljnih toc¢kah utiSan.

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih neokuZene hmeljne sorte Celeia, v ¢asovni tocki 30 dpi. Nasi rezultati se delno
ujemajo z omenjenimi rezultati, saj je bilo izrazanje v neokuZzeni sorti Celeia povecano v
primerjavi z okuzeno. Trend izraZanja kaze, da bi bilo v 30 dpi lahko izrazanje Se bolj
povecano, vendar ta Casovna tocka ni bila analizirana v naSem poskusu.

4.6.8 Cikloartenol sintaza

Zaporedje transkripta HO059263 kaze najvecjo podobnost s proteinom za cikloartenol
sintazo (Cycloartenol synthase, XP 002264289). Transkript je s tem proteinom Vv
poravnavi kazal 82 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu
hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem
(> 95 %). Njegova vloga je pretvorba oksidoskvalena v cikloartenol in parkeol. Protein je
pomemben pri biogenezi plastidov in funkcioniranju moSkega gametofita ter je udeleZen
pri biosintezi sterolov, ki imajo v rastlinah obrambno vlogo (Zhu in sod., 2012). Fitosteroli
imajo vlogo strukturne komponente membranskih sistemov rastlin, triterpenoidi pa so
pogosto udeleZeni kot komponenta rastlinske obrambe pred patogenimi mikroorganizmi
(Zhu in sod., 2012).
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Slika 19: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059263 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih toc¢kah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

log-2 - kratna razlika

Genski transkript HO059263 je ob zacetnem merjenju (6 dpi) kazal relativno povecano
regulacijo in izraZzanje v steblih obeh sort hmelja. V ¢asovni tocki 12 dpi se relativna
koli¢ina tar¢nega transkripta poveca v vzorcih sorte Wye Target, v sorti Celeia pa pride do
utiSanja. Rezultat kaze na intenzivnejsi odgovor odporne sorte hmelja v 12 dpi v steblih,
pri neodporni pa se pojavi cikliéni odziv na glivo, z vchom v 18 dpi. Rezultat nakazuje, da
gre za nekustitutivno izrazene odpornostne gene, ki se specifi€no intenzivneje izrazijo ob
prisotnosti patogena. Ucinkovitost pomnoZevanja je bila pri koreninah relativno nizka, kar
nakazuje na inhibicijo v koreninah (glej preglednico 8). Velika variablnost med bioloskimi
ponovitvami predvsem pri CE, v 12 dpi, je posledica variabilne kolonizacije v bioloSkih
ponovitvah. Zaradi velike variabilnosti pri posameznih obravnavanjih teZzko opredelimo
trend izraZanja analiziranega gena.

Diferencialno povec€ano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih neokuzene hmeljne sorte Celeia v ¢asovni tocki 20 dpi, kar se delno ujema z
naSimi vzorci, ko je bilo izrazanje v neokuzenem kultivarju obcutljive sorte povecano ze v
12 dpi, kar je lahko posledica razli¢e kolonizacije v rastlinah.

4.6.9 Giberelinski receptor gid1
Zaporedje transkripta HO059234 kaZe najvecjo podobnost s proteinom za giberelinski

receptor (Gibberellin receptor gidl; XP_003627647). Transkript je s tem proteinom v
poravnavi kazal 62 % identicnost. Specificnost zaporedja smo potrdili tudi v genomu
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hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem
(> 95 %). GIDI1 deluje kot topen giberelinski receptor. Giberelin se na receptor veze z
visoko afiniteto v biolosko aktivnih oblikah (GA1, GA3 in GA4) ter se nanj ne veze, kadar
je v biolosko inaktivirani obliki. GA regulira rast in razvoj rastline. ZmanjSana
koncentracija GA v celici znizuje obcutljivost na stres, signalizacija preko GA pa je
povezana z odzivom na biotski in abiotski stres (Colebrook in sod., 2014).
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Slika 20: Prikaz diferencialno izraZzenega zaporedja HO059234 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Relativna koli¢ina transkripta gena HO059234 je bila v koreninskih vzorcih obeh sort
relativno zmanjS$ana, najmocneje v 6 dpi, in sicer je utiSanje izrazito v obcutljivi sorti, kar
6-kratno v primerjavi z neokuZenimi vzorci. Nekoliko drugacen je odziv odporne sorte, saj
je izraZanje v koreninah v 18 dpi povecano. IzraZanje genov v stebelnih vzorcih obeh sort
je relativno povecano v 6 dpi ter nato upade, izrazito pri kompatibilni interakciji.

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih neokuZene hmeljne sorte Celeia, v ¢asovni tocki 10 dpi. TakSen rezultat se deloma
sklada z nasimi rezultati, ko smo dobili povecano izraZanje gena v prvi ¢asovni tocki pri
Celei. Z GA tretirane rastline so v preteklosti Ze pokazale druga¢no defenzivno obnasSanje,
v primerjavi z netretiranimi. GA metabolna pot je udeleZena le v nekatere, specifi¢ne
obrambne odgovore (Fabisch, 2013). Specifi¢na obramba je pogojena z razvojem bolezni.
Pojavnost sprememb hormonalne homeostaze korelira z vsesploSno zmanjSano prirojeno
imunostjo. Navarro in sod. (2008) navajajo, da se je v primeru zmanjSanja zaznave
giberelinov glivna biomasa v koreninah zniZala, bazalna obrambna aktivnost pa povecala,
ob povecanju izrazanja specificnih PR proteinov v Alternaria brassicola. Tak$na razlaga
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predvideva direktno povezavo med GA signalizacijo in SA/JA specifi¢nim odzivom
(Navarro in sod., 2008; Schéfer in sod., 2009). GA deluje kot pozitivni regulator
obrambnega odziva rastline. Za takSnega se je izkazal pri interakciji riza z nekrotrofno
patogeno glivo P. graminicola (De Vleesschauwer in sod., 2012). Tako se je v nasprotju z
repnjakovcem, je¢menom in pSenico, pri rizu uveljavil GA kot promotor odpornosti na
nekrotrofne glive (De Bruyne in sod., 2014). Iz S$tudij je razvidno, da je v regulaciji in
obrambni vlogi GA Se veliko dvomov, kako rastlina odreagira v prisotnosti patogena, saj
se rastlina na povecano koncentracijo GA odzove z razvojem bolezenskih simptomov, spet
drugi¢ pa sprozi obrambne mehanizme ter prepreci razvoj bolezni. GA lahko sprozi vec
odzivov, ki niso odvisni le od rastlinske vrste in vrste patogena, temvec tudi od specifi¢nih
lastnosti posamezne interakcije.

4.6.10 Feronija receptor podobna kinaza

Zaporedje transkripta HO059267 kaze najve€jo podobnost s proteinom za domnevno
feroniji receptor podobno kinazo (Feronia receptor-like kinase; XP_010099327).
Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 60 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja
smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana
podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Gen posreduje in kontrolira moske gamete pri
rasti preko pelodne cevke in funkcijo razvoja korenin. Prav tako je gen odgovoren za
posredovanje in regulacijo obcutljivosti na patogene (hmeljeva pepelovka). Feronia
receptor like kinaza represira abscizinsko kislino in promovira rast, ter zavira penetracijo
hmeljeve pepelovke v gostiteljsko celico. Regulacija poteka preko lokalizacije proteinov,
po podobnem principu kot poteka lokalizacija pri rasti pelodne cevke pri oploditvi. Feronia
receptor-like kinase torej igra pomembno vlogo pri odpornosti na patogene organizme, ob
tem pa izvaja signalizacijo s pomocjo kontroliranja proizvajanja ROS (Greeff in sod.,
2012).
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Slika 21: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja HO059267 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih toc¢kah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

V koreninskih vzorcih hmelja sorte Celeia je opaziti trend povecanja relativne koli¢ine
genskega transkripta v primerjavi z neokuZenimi rastlinami v vseh ¢asovnih toc¢kah. Sorta
Wye Target se v koreninskih vzorcih odzove z utiSanjem gena v vseh treh ¢asovnih tockah.
V vzorcih stebel v ¢asovni tocki 6 dpi je do 3,5-krat pove€ano izraZanje pri obeh sortah v
primerjavi z neokuzenimi vzorci. Pri odporni sorti Wye Target je prislo do utiSanja gena po
12 dpi, eskspresija pa je ostala poveCana pri okuZenith vzorcih neodporne sorte.
Ucinkovitost pomnozevanja pri koreninah je bila relativno nizka, kar nakazuje na mozno
inhibicijo v koreninah (glej preglednico 8).

Diferencialno povecano izrazanje je Javornik-Cregeen (2010) identificirala pri stebelnih
vzorcih neokuZene hmeljne sorte Wye Target, v Casovni tocki 20 dpi. Rezultat lahko
potrdimo pri nasih vzorcih, ko je bilo izraZanje tarcnega gena okuzene rastline Wye Target
v ¢asovni tocki 18 dpi niZje kot v neokuZenih rastlinah. Protein feronia receptorju podobna
kinaza ima vlogo v celi¢ni signalizaciji preko nadzorovanja proizvodnje ROS, po zaznavi
PAMP (Greeff in sod., 2012) in deluje kot povrSinski regulator celice za specifi¢na
molekuarna stikala celice, preko katerih aktivira proizvodnjo ROS. Slednji so aktivatorji za
vrsto specifi¢nih in nespecifi¢nih celi€nih procesov, tudi obrambnega odziva (Cheung in
Wu, 2011). Upustevajo¢ obrambno vlogo tarénega proteina, je ob okuzbi hmelja, povecano
izrazanje v prvi ¢asovni toc¢ki (6 dpi) pri¢akovano.
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4.6.11 PAL1_ARATH

Zaporedje transkripta PAL1 ARATH kaze najve¢jo podobnost s proteinom za domnevno
fenilalanin amonijevo liazo 1 (AEE81750). Transkript je s tem proteinom v poravnavi
kazal 89 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume
in sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Protein
se nahaja v citoplazmi rastlinske celice in je odgovoren za obrambni odgovor na
oksidativni stres in poskodbe tkiva. Ima vlogo klju¢nega encima rastlinskega metabolizma,
ko gre za katalizo prve reakcije biosinteze Sirokega spektra naravnih produktov iz L-
fenilalanina, kateri so sestavljeni iz ogrodja te aminokisline (fenilpropanoidi) (Wanner in
sod., 1995).
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Slika 22: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja PAL1 ARATH v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

V koreninskih vzorcih, v ¢asovni tocki 6 dpi obeh sort smo izmerili nizjo relativno koli¢ino
transkripta PAL1 ARATH v primerjavi z neokuZenimi vzorci. Do povecane ekspresije je
prislo Sele v casovni tocki 12 dpi. IzraZanje gena v stebelnih vzorcih je relativno povecano,
v kompatibilni reakciji ter zmanjSano v inkompatibilni interakcij v 6 dpi. Sledi cikli¢ni
odziv pri neodporni sorti (Celeia) ter konstitutivno zmanjSano izraZanje pri odporni sorti
(Wye Target).

Geni kot je PALI so presezno izrazeni v neodpornih rastlinah. Gen za encim PAL je
udeleZen v sintezo suberina in lignina. Gen ni vpleten samo v biosintezo, temvec¢ tudi v
signalizacijo kot poglavitni regulatorni encim sinteze SA ter s tem sistemsko pridobljene
odpornosti (SAR) (Fradin in Thomma, 2006). Slednje pojasni povecano izrazanje gena za
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PAL v tocki 6 dpi v steblih obcutljivega kultivarja hmelja. Vloga v odporni sorti ni bila
potrjena, saj se kaze utiSanje genov po okuzbi ali pa izrazanje ni spremenjeno. V
paradizniku, je odpornost na glivo V. albo-atrum dolo¢ena primarno s prisotnostjo Ve
lokusa. V primeru, da sta se dve sorodni sorti, ki sta se razlikovali v lokusu za odpornost,
primerjali, je bilo opazeno bistveno hitrejSe nalaganje suberina v ksilem odporne sorte.
Slednje je mocno koreliralo z izrazanjem gena za encim PAL, ki je osrednji v mehanizmu
suberinizacije. Prav tako je bilo rahlo zmanjSanje opazno pri okuzeni odporni sorti, kar
nakazuje na zmoznost glive, da utiSa izrazanje tarénega obrambnega gena rastline (Lee in
sod., 1992). Ob prisotnosti patogena je PAL gen zaCasno induciran, posebej v zgodnjih
fazah po inokulaciji (Trevisan in sod., 1997). Navkljub vsemu je bilo izrazanje v koreninah
relativno nizko (Gayoso in sod., 2010). Z naStetimi eksperimenti so se naSi rezultati
relativno dobro ujemali, s ¢imer lahko potrdimo diferencialno izrazanje gena PALI, ki je
povezano z odpornostjo na patogeno glivo in njeno prisotnost v neodporni sorti Celeia. Ne
moramo pa reci, da smo zabelezili vse pomembne odzive, saj je bila stimulacija aktivnosti
PAL pri paradizniku opazena med 1 h po inokulaciji do 144 h po inokulaciji (Xu in sod.,
2011). Tako kot pri Xu in sod. (2011), se je pri nas pojavila visoka bioloska variabilnost, ki
jo pripisujemo poznim meritvam, ko odgovor rastline ni ve¢ tako izrazit. Predvidevamo, da
smo opazili le zadnji del intenzivnega bujnega odziva v steblih, pri sorti Wye Target pa
smo ga zamudili.

4.6.12 Peroksidaza 52

Zaporedje transkripta PRX5217103 kaZe najvecjo podobnost s proteinom za domnevno
rastlinsko peroksidazo 52 (NP_196153). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal
71 % identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in
sod., 2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %).
Peroksidaze vsebujejo heme in so kodirane z vefimi paralognimi geni ter katalizirajo
razgradnjo oziroma redukcijo vodikovega peroksida (H202) s prenosom elektronov iz
razliénih donorskih molekul (lignin, fenolne spojine ali sekundarni metaboliti). Rezultat
tega je poveCana koncentracija reaktivnih kisikovih zvrsti in celi¢ne elongacije. PRXS52
gen kodira prekurzorski protein za ostale peroksidaze (Passardi in sod., 2004).
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Slika 23: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja PRX5217103 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Relativna koli¢ina transkripta peroksidazo 52 je bila povecana le v 12 dpi pri odporni sorti,
medtem ko je bilo izrazanje v tej ¢asovni tocki obcutljive sorte utiSano v primerjavi z
neokuzeno sorto. V stebelnih vzorcih je bilo izrazanje neznatno povecano v 6 in 12 dpi pri
sorti Celeia, medtem ko je sorta Wye Target tekom eksperimenta izkazala konstanto
negativno izraZanje. Velika variablnost med bioloSkimi ponovitvami predvsem pri WT, je
posledica variabilne kolonizacije v bioloskih ponovitvah.

Rastlina se po okuzbi obogati s protiglivnimi proteini. Floerl in sod. (2012) navajajo, da pri
glivah rodu Verticillium glivni proteini povzroc¢ijo specificno povecano izrazanja PRX52
gena, ki ima vlogo v obrambi in modifikaciji celi¢ne stene. TakSen rezultat delno potrdimo
s poveCanim izrazanjem Vv steblih kompatibilne interakcije in koreninah inkopatibilnostne
interakcije.

4.6.13 Peroksidaza razreda II1

Zaporedje transkripta PRX346815 kaze najvecjo podobnost s proteinom za domnevno
peroksidazo razreda III (AHL39106). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 66
% identi¢nost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod.,
2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Peroksidazni
protein 34 je vpleten v kisikove reakcije v celici ter regulacijo reaktivnih kisikovih zvrsti v
celici. Prav tako je vpleten v odgovor rastline na okuzbo z glivami. V primeru, da je gen
PRX34 utiSan, so rastline bolj obcutjive za okuzbe z virusnimi in glivnimi patogeni. Prav
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tako je utiSanje gena PRX34 povezano z motnjo v obrambnem hormonskem signaliziranju,
Se posebej bioloskih poti povezanih s SA in JA. Ob tem ne pride do motnje
hipersenzitivnega odziva v primeru utiSanja gena PRX34, vendar je izrazanje gena
potrebno za ucinkovit obrambni odziv rastline na patogeno glivo (Mammarella, 2010).

PRX346815
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Slika 24: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja PRX346815 v primerjavi med neokuZeno in
okuzeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih toc¢kah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

log-2 - kratna razlika

Genska domena, oziroma transkript PRX346815 se v koreninah izraza konstitutivno
zmanjS$ano, z izjemo Casovne tocke 12 dpi pri obcutjivi sorti Celeia, kjer pa je bila
variabilnost med bioloSkimi ponovitvami zelo velika. Tak$no izraZanje sovpada z vrhom
glivne kolonizacije v koreninah (glej sliko 11). V stebelnih vzorcih obeh hmeljnih sort je
izrazanje po 6 dpi relativno povecano, izrazitejSe pri inkompatibilni interakciji, ko je
izrazanje poveCano 2-krat glede na neokuzene vzorce. Izrazanje pri obeh interakcijah je
zmanjSano v 12 dpi ter se ponovno poveca (0,75-krat) v kompatibilni interakciji v 18 dpi.

Gen PRX34 se je izkazal za odgovornega v procesu lignifikacije stebla A. thaliana.
Rastlina se po okuZbi obogati s protiglivnimi proteini. Hmeljne celi¢ne kulture so kazale
povecano peroksidacijo in izrazanje peroksidaznih genov v primeru tretiranja kultur z
ekstrakti V. albo-atrum. Podobno se pokaZe pri paradizniku, kjer je aktivnost peroksidaz
povecana v steblih in koreninah nekaj ur po okuzbi z V. dahlie (Xu in sod., 2011).
Peroksidaze so povezane s celicno steno, kjer sprozijo oksidativni razcvet, njihovo
izrazanje pa se je po okuzbi bistveno povecalo tudi v koreninah odporne sorte paradiznika
(Gayoso, 2010). V nasem primeru takSnega rezultata ne potrdimo v koreninah, v steblih pa
v cCasovni tocki 6 dpi, ko je izraZanje znatno povecano predvsem v inkompatibilni
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interakciji. Zaradi specifi¢ne vloge lignifikacije, ki ni poglavitna v obrambnem odzivu v
koreninah predvidevamo, da je gen v veliki meri utiSan v primeru okuzbe.

4.6.14 Germin podoben protein 3

Zaporedje transkripta GER34511 kaze najve¢jo podobnost s proteinom za germin podoben
protein (XP_010051456). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 77 %
identicnost. Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod.,
2015) in sicer je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Germin geni so
odgovorni za razvoj rastline. Imajo oksalat oksidazno aktivnost, kar tvori H>O> ob
oksidaciji oksalata, ki je mediator in inhibitor hipersenzitivnega odgovora ter tako
pripomore v razvojnih in obrambnih funkcijah, Se posebej, kadar je oksalat prisoten kot
toksin (Lane, 2002). Spadajo v razred razvojnih glikoproteinov vendar zelo verjetno
nimajo oksidazne aktivnosti. Poglavitno vlogo imajo v zigotni in somatski embriogenezi,
odpornosti na visoko slanost in tezke kovine ter pri odstranjevanju patogenov (Patnaik in
Khurana, 2001).
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Slika 25: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja GER34511 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
steblih (S)

IzraZanje tega gena smo testirali le v stebelnih vzorcih, saj koreninskih vzorcev nismo
analizirali zaradi previsoke ucinkovitosti pomnoZevanja. IzraZzanje je po okuzbi v sorti
Celeia v casovni toc¢ki 6 dpi neznatno povecano v primerjavi z neokuzenimi rastlinami,
nato je v Casovnih tockah 12 dpi in 18 dpi izraZanje utiSano. Pri sorti Wye Target pa je
izrazanje nekoliko povecano v 12 in 18 dpi. Veliko variabilnost pripisujemu v tem primeru
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veliki raznolikosti bioloskih oziroma kolonizacijskih profilov (slika 11) ter nespecificnosti
odgovora glede na glivno kolonizacijo.

Germin podobni proteini imajo vlogo indukcije oksidativnega razcveta, ter so v drugih
vrstah (Brassica napus) prikazali vi§jo odpornost s produkcijo H>O> in vivo. Kljub temu ni
poznano ali je gen vpleten tudi v z R proteini posredovano odpornost. Kaksna je posledica
specifi¢ne indukcije oksidativnega razcveta, je Se potrebno raziskati (Rietz in sod., 2012).
Mandelc in sod. (2013) so zaznali konstitutivno povecano izrazanje tar¢nega proteina v
odporni in obcutljivi sorti hmelja. V nasem primeru se je izkazal trend utiSanja izrazanja
transkripta v steblu pri obcutljivi sorti in trend povecevanja ekspresije pri odporni sorti.
GER proteini so raznolika skupina proteinov, ki sodelujejo v razvojnih in obrambnih
procesih rastline hmelja, njihova specifi¢na funkcija pa ni poznana, lahko pa inducirajo
mnogo razredov PR proteinov (Mandelc in sod., 2013).

4.6.15 Z mitogenom aktivirani proteinski kinazi 1 in 2

Zaporedji transkriptov. MPK116136 ter MPKI17621 kazeta najvecjo podobnost s
proteinoma za domnevni z mitogenom aktivirani proteinski kinazi 1 in 2. Transkript
MPK116136 je s proteinom 1 v poravnavi kazal 88 % identicnost (XP_007017621),
MPK17621 pa 85 % identicnost s proteinom 2 (gb|ABO84840.1). Obstoj teh zaporedja
smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer je bila identificirana
podobnost vsakega od njiju z enim zaporedjem (> 95 %). MPK I in 2 spadata v skupino C
MAPK kinaz. Vloga gena MPK je bila preverjena s pomocjo izklu¢evanja gena in pa dviga
njegovega izraZanja in koncentracije proteina. Ugotovljeno je, da vi§ja toleranca na stres
korelira s povecano koncentracijo MPK v celici, prav tako je v tem primeru povecana
koncentracija H>O,. V primeru izklopa gena se zmoZnost uspesnega odgovora na bolezen
rastline mo¢no zmanj$a (Nie in sod., 2013).
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Slika 26: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja MPK116136 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Gen za MPK1 smo analizirali s pomocjo transkripta MPK116136. Ugotovili smo, da je gen
v koreninah sorte Celeia utiSan tekom celotne kolonizacije v obeh sortah. Transkript kaze
povecano izrazanje v steblih po 6 in 18 dpi v CE. V stebelnih vzorcih WT je izrazanje
povecano po okuzbi z glivo v vseh treh casovnih tockah.
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Slika 27: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja MPK17621 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)
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Gen za MPK?2 (transkript MPK17621) je v vseh casovnih tockah koreninskih vzorcev
kazal zmanjSano izrazanje po okuzbi. V steblih kompatibilne interakcije je bilo izrazanje
povecano konstitutivno, prav tako pa v 6 dpi inkompatibilne interakcije. Izrazanje v steblih
WT, je bilo utiSano v 12 in 18 dpi.

MPK gen je aktiviran z MKK3, ki je aktivator mnogih PR genov, MAPK signalizacija pa
ima pomembno vlogo v obrambnem signaliziranju in obrambnem odzivu rastline. Studija
aktivacije omenjene skupine kinaz, ki so udelezene v odgovoru na mehanske poskodbe
rastlinskega tkiva, je pokazala povecano aktivnost v odgovoru na ranitev, ki je bila
blokirana s cikloheksimidom. JA aktivira gen MPK, ¢e ni ranitve. V odsotnosti JA
izrazanje MPK aktivira ABA in H>O; (Ortiz-Masia in sod., 2007). Tudi v nasi $tudiji smo
pokazali, da pride do povecanega izrazanja genov MPK [ in 2 po okuzbi hmelja z V. albo-
atrum v €asovni tocki 6 dpi v steblih obeh testiranih sort. Pri MPK 2 je veliko bolj izrazito
povecano izrazanje pri odporni sorti, medtem ko je v koreninah gen utiSan.

4.6.16 Peroxiredoksin IIF

Zaporedje transkripta PRXIIF8556 kaze najvecjo podobnost s proteinom za peroxiredoksin
(XP_004296922). Transkript je s tem proteinom v poravnavi kazal 89 % identi¢nost.
Obstoj tega zaporedja smo potrdili tudi v genomu hmelja (Natsume in sod., 2015) in sicer
je bila identificirana podobnost z enim zaporedjem (> 95 %). Protein je lokaliziran v
mitohondrijskem matriksu in je vpleten v redoks homeostazo. UdeleZzen je v funkcije
razvoja, prilagajanja in bolezni, saj lahko funkcionira antioksidativno z redukcijo Sirokega
spektra strupenih peroksidov ter prilagaja celicno redoks signalizacijo in antioksidativni
metabolizem (Finkemeier in sod., 2005).
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Slika 28: Prikaz diferencialno izraZenega zaporedja PRXIIF8556 v primerjavi med neokuZeno in
okuZeno rastlino hmelja pri sorti Celeia (CE) in Wye Target (WT) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi v
koreninah (R) in steblih (S)

Koli¢ina genskega transkripta PRXIIF8556 je v koreninskih vzorcih obeh sort hmelja
kazala zmanjSanje izrazanja v 6 dpi v primerjavi z neokuZenimi rastlinami. Obcutljiva
sorta Celeia kaZe zmanjSano izraZanje tekom vseh toc¢k analize, medtem ko je izraZanje
sorte Wye Target povecano v 12 in 18 dpi. V stebelnih vzorcih obeh sort je gen mo¢no
izrazen po okuZzbi, izjema je casovna tocka 12 dpi v inkompatibilni interakciji, ko pride do
utiSanja, odziv sorte pa je ciklicen. Odgovor stebla v casovni tocki 6 dpi pri odporni sorti je
mnogo bolj izrazit, kot pri neodporni.

V A. thaliana je bilo ob abiotskem stresu povecano izrazanje proteina PRXIIF, kar jasno
kaZe na vlogo PRXIIF v antioksidativni obrambi rastlinskih mitohondrijev na stres. Siroka
(a nepopolna) paleta stresov, ki vplivajo na povecano izrazanje PRX gena, predstavlja
zanimivo korelacijo med razlicnimi okoljskimi spremembami in nekaterimi raziskavami
genske ekspresije gena PRX. Mutant A. thaliana PRXIIF je izkazal povecano toleranco na
stres - povecano rast v prisotnosti kadmija (Finkmeier in sod., 2005). Mutanti s poviSano
ekspresijo PRX genov so se izkazali za uspeSne tudi ob biotskem stresu (vi§ja toleranca na
Botrytis cinerea) (Kiba in sod., 2005), ko so s pomoc¢jo SA inducirali poviSano izraZanje
taréne peroksidaze.
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4.7 KOMENTAR REZULTATOV

Geni, ki smo jih analizirali, pogojujejo v veliki vecini sistemski odgovor rastline na okuzbo
s patogeno glivo, saj so vklju¢eni v splet mehanizmov, ki v kon¢ni fazi privede do visje ali
nizje tolerance na patogen organizem. Ti mehanizmi po okuzbi z glivo niso lokalizirani,
temvec se izrazajo diferencialno po celotni rastlini, tako v koreninah kot v steblih. V nasi
raziskavi nismo odkrili gena, za katerega bi lahko rekli, da pogojuje monogensko
odpornost. Dana$nje raziskave so namre¢ usmejene k iskanju genov odgovornih za
monogensko odpornost na patogene organizme. TakSna odpornost poseduje v veliki meri
preprecitev kolonizacije v rastlini. V zadnjih 70 letih je bilo porocano o mnogih genih,
odgovornih za odpornost na verticilijsko uvelost pri rastlinskih vrstah, pridobljenih iz
programov Zlahtnenja. Sistemska odpornost na Verticillium se kaze v hitri aktivaciji
anatomskih in biokemijskih odgovorov v steblu. Naredi se u€inkovita zapora, ki prepreci
prehod patogena po zilah ksilema, ter s tem zajezi glivo v predhodno okuzenih Zilnih
elementih (Gao in sod., 1995). Prepreci se sistemska okuzba. Glivna biomasa pri tem
ostane na nizkem nivoju. V nasem poskusu, smo kvantitativno dolo¢ili relativno koli¢ino
glive v kultivarjih in le-to povezali s toleranco kultivarjev hmelja Celeia in Wye Target na
patogeno glivo V. albo-atrum. Opazili smo, da se je gliva skozi obdobje po inokulaciji
razsirila tudi v stebla, visoke koli¢ine DNA pa so bile opazene ze v ¢asovni toc¢ki 6 dpi v
koreninah. Ovrednotili smo koli¢ino glive in relativno izraZzanje genov v koreninskih in
stebelnih vzorcih obeh sort hmelja, vendar pa nismo povezali podatkov s simptomi pri
obeh sortah. V nekaterih Studijah navajajo meritve simptomov, kot so Stevila plodov, teZe
produkta, uvelostne motnje, ki se vefinoma tockujejo semi-kvantitativno, z uporabo
bolezenskega indeksa (Robison in sod., 2001; Veronese in sod., 2003; Rob in sod., 2007)
ali preko odstotka listov, ki kazejo simptome (Robb in sod, 2007). Nivo okuZenosti rastline
ter koli¢ino glive lahko merimo s pomoc¢jo izdelave tkivnih prerezov ter izolacijo na
mikroskopija, ki da semi-kvantitativno meritev, katera korelira s simptomi. VeriZna
reakcija s polimerazo (PCR) predstavlja nabolj priljubljeno metodo za kvantifikacijo glive.
PomnoZevanje vmesnih prepisanih regij (ITS) se ze dalj casa uporablja za diagnozo
okuzenosti rastline z V. albo-atrum (Nazar in sod., 1991).

V naSem poskusu smo pri primerjavi kolonizacije pri odpornem in ob¢utljivem kultivarju
bistveno razliko med njima opazili v ¢asovni tocki 18 dpi v koreninah, ko se je v primeru
odporne sorte koli¢ina glive znatno zmanjsala, in sicer kar 37-krat, v primeru obcutljive
sorte pa le 2-krat. Sicer pa se je koloniziralo v povprecju (vse Casovne tocke, korenine in
stebla) 4-krat manj glive v odpornem kultivarju kot v obcutljivem. Torej je bila v
koreninah interakcija izrazito razli¢no intenzivna med sortama, medtem ko se v vseh
tockah stebelnih vzorcev izrazi podobna interakcija. Gao in sod. (1995) navajajo, da
mehanizmi ki so udeleZeni pri zajezitvi razSirjanja glive, predstavljajo lokalizacijske
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mehanizme, ki delno preprecijo napredovanje glive po rastlini. Lokalizacijske mehanizme,
ki so locirani v razli¢nih predelih rastline, rastlina uporabi, da usmeri razsirjenost glive.
TakSna kombinacija mehanizmov rastline deluje v konc¢ni toCki obrambe pred
bolezenskimi simptomi (Robb in sod., 2007).

Pri analizi korelacije med izrazanjem posameznih transkriptov in kolonizacijo glive smo
ugotovili, da je izrazanje transkriptov HO059122, HO059238, HO059263, PRX346815,
PRXIIF8556 povecano v tocki 12 dpi korenin oziroma 18 dpi stebel ter v pozitivni
korelaciji s kolonizacijo. Medtem je izrazanje transkriptov HO059063, HO059225 in
MPK116136 korelirano negativno. Primer pozitivne korelacije pomeni, da je ekspresija
transkripta najvecja v tistih tockah v katerih je tudi kolonizacija na visku.

Analiza in interpretacija izrazanja obrambnih genov v kultivarju predstavlja velik izziv
zaradi relativno naklju¢nih in variabilnih vzorcev kolonizacije glive po rastlini ter za vsako
rastlino specificnih odgovorov na glivo. Gliva kolonizira ksilemske jamice lateralno v
primeru nastopa rastlinskih obrambnih barier. Pojavi se sporulacija, ki kon¢no pripelje do
totalne kolonizacije in hitrega prenosa spor glive s ksilemskim tokom. V paradizniku npr.
se sistemska okuzba stebla pojavi ze dva do $tiri dni po inokulaciji (Heinz in sod., 1998).
Na zgoden odgovor rastline v koreninah v naSem primeru kazeta transkripta HO059267,
MPK116136, ki sta imela poviSano izrazanje Ze v Casovni tocki 6 dpi. Predhodno opisan
sekundarni proces infekcije, imenovan tudi kon¢na faza II, se obicajno zgodi v valovih
(Heinz in sod., 1998), ki so lahko povezani v Casovno loCeno maksimalno aktivnost
obrambnih odzivov gostiteljske rastline (Veronese in sod., 2003). V naSem primeru se
taks$ni vrhovi izrazanja, ki se pojavijo v valovih, kaZzejo ve€inoma v steblih pri tar¢nih
genih HO059224, HO059063, HO059225, HO059263, HO059267, PAL1 ARATHI1156,
MPK116136, kjer opazimo povecano izrazanje gena v ¢asovni tocki 6 dpi in nato zopet v
18 dpi. V tej tocki tudi tolerantna sorta Wye Target ne zaustavi kolonizacije, mozno pa je,
da bi do zmanjSanja pri odporni sorti priS§lo v naslednji ¢asovni tocki, podobno kot pri
raziskavi Creegen in sod. (2014), ko se kolonizacija pri odporni sorti zmanjSa Sele 30 dni
po inokulaciji. Rezultati kaZejo na to, da je odgovor nekaterih genov v steblu zgodnejsi kot
v koreninah, saj so v vegetativnih delih rastline inducibilni obrambni odgovori posebe;j
dobro izoblikovani in so bolj energijsko ekonomicni kot stalno prisotne obrambne
komponente. Sprozijo se ob prepoznavi elicitorjev patogena. Opisana specificna
prepoznava sprozi kaskado prenosa signala, ki vodi do sinteze endogenih signalnih spojin.
Slednje so sistemati¢no razsirjene po rastlini, tudi v od vira oddaljene organe. Tam sprozijo
prepisovanje genov povezanih z obrambnim odzivom rastline (Thomma in sod., 1998).
Celice ksilemskega parenhima, kamor se ujamejo glivne celice, odgovorijo z izrazanjem
obrambnih genov. Slednje determinira odpornost, obcutljivost in toleranco hmeljne sorte
(Robb, 2007). V primeru nekaterih transkriptov, ki smo jih analizirali v naSem poskusu,
lahko potrdimo predpostavljeni model, saj je bila obramba inducirana, ko bila je gliva v
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steblih omejena (6 dpi). Variabilnost med Studijami lahko do neke mere pojasnimo
predvsem z analizo razli¢nih gostiteljskih rastlin, z razlicnimi fizioloSkimi in bioloskimi
znaCilnostmi ter v manjSi meri z vplivom nekaterih okoljskih dejavnikov, kot so
temperatura, intenziteta osvetlitve, fotoperioda in vlaznost podlage/zemlje (Robb, 2007).

Chen in sod. (2004) so ugotovili, da je nivo kolonizacije paradiznika dosegel vrh ze v
casovni tocki 6 dpi, medtem ko v steblih hmelja kolonizacija nara$¢a do zadnje analizirane
tocke (18 dpi). Chen in sod. (2004) pri paradizniku navajajo Se drugi vrh kolonizacije po
10 dpi, po katerem se kolonizacija ni ve¢ vzpostavila. Gre za tako imenovano cikli¢no
eliminacijo patogene glive. V neodpornih rastlinah se glivna populacija Siri, ker patogen
utiSa gostiteljev povrsinski odgovor, kar omogoci kolonizacijo novih zilnih elementov.
Tekom ciklicne periode si gliva ne samo opomore, temve¢ tudi preseze predhodno
namnozevanje. Tak$na rast ni le posledica rasti, temve¢ tudi sporulacije glive. Pri tem
relativna koli¢ina glivne DNA bolj naraste kot dejanska masa micelija, saj so spore
relativno majhne in vsebujejo relativno veliko DNA. V odpornih rastlinah povrSinski
odgovor gostitelja zaustavi patogena, relativna koli¢ina glive pa je nizja kot v obcutljivih
rastlinah. Sporulacija je tako bistveno kasnejSa, upocCasnjena, ali pa se sploh ne zgodi.

V analizi diferencialnega izrazanja tarénih zaporedij je bilo diferencialno izrazanje
mocnejSe in zgodnejSe pri inokulirani odporni sorti, kot pri inokulirani obcutljivi sorti. V
koreninah je bilo posebej izrazito utiSanje izrazanja velike vecine tar¢nih genov. Znano je,
da patogene glive lahko utiSajo izraZzanje z obrambo povezanih genov rastlin. Tako
patogena gliva Botrytis cinerea s pomoc¢jo sRNA molekul zatre izrazanje genov MPK,
PRXIIF ter WAK v A. thaliana (Weiberg in sod., 2013). V Studiji je bilo prikazano, da je 4.
thaliana z utiSanimi tarénimi geni imel slabsi obrambni odziv na glive iz rodu Verticillium
(Ellendorff in sod., 2009). 1z tega lahko sklepamo, da je tudi za V. albo-atrum znacilen
mehanizem utiSanja obrambnih genov gostitelja ob njegovi kolonizaciji, saj je bil gen
PRXII utiSan v koreninah obcutljive sorte, gena MPK 2 in PRX3 utiSana v koreninah obeh
sorti, v steblih pa je bila pri vseh treh genih izrazito povecana ekspresija v 6 dpi pri
odporni sorte. Ellendorff in sod. (2009) so ugotovili, da obc¢utljivosti na glivo ni mogoce
razloziti s spremembami v arhitekturi rastline, temvec je bistveno bolj verjetna razlaga o
utiSanju genov z RNA interferenco. UtiSanje RNA je bilo prikazano kot pomemben
mehanizem pri razvoju interakcij med bakterijo, fiksatorjem duSika Rhizobium in modelno
rastlino Medicago truncatula (Combier in sod., 2006; Boualem in sod., 2008). Prav tako se
utiSanje tarénih genov z RNA pojavi v interakciji med glivo Verticillium in rastlinami
navadnega repnjakovca (Ellendorff in sod., 2009). Tako lahko razloZimo rezultate
transkriptov HO059224, HO059063, HO059238, HO059263, HO059234, PRX5217103,
PRX346815, MPK116136, MPK 17621, PRXIIF8556, ki so bili utiSani v koreninah in/ali
stebelih, v primerjavi z neokuZenimi vzorci. UtiSanje genov v steblih je razloZeno s
potovanjem interferenénih RNA na dolge razdalje po vaskularnem sistemskem transportu
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ter pojavom sistemskega utiSanja tarénega gena. UtiSanje gena se lahko $iri od celice do
celice ali pa na dolge razdalje (Voinnet, 2005). Verjetno gre za molekule interferencne
RNA, ki jih je potrebno identificirati pri hmelju, kot tudi pri glivi V. albo-atrum.

Pri tar¢nih genih lahko predvsem v ¢asovni tocki 6 in 12 dpi, pri¢akujemo zacetno utiSanje
gena, saj je relativna koliCina glive visoka (slika 10). To se tudi zgodi pri mnogih
analiziranih tar¢nih genih pri obeh sortah v koreninskih vzorcih HO059224, HO059063,
HO059238, HO059263, HO059234, PRX5217103, PRX346815, MPKI116136,
MPK17621, PRXIIF8556 ter v enem primeru tudi v stebelnih (PAL1 _ARATHI1156). V
nekaterih primerih pa do utiSanja pride samo v obcutljivi sorti v steblih (HO059224,
HO059063 ter GER34511) in v koreninah (HO059225, H0O059229, MPK116136 in
PRXIIF8556). Navkljub vsemu je ta pojav utiSanja genov bistveno pogostejsi v koreninah.
Chen in sod. (2014b) so dokazali, da patogen (F. oxysporum) lahko izrazito utiSa
obrambne gene (npr. gen MAPK) v A. thaliana Ze v koreninah ter s tem za nekaj Casa
omogoci lateralno gibanje patogene glive.

Pri paradizniku in bombazu je bilo odkrito, da se v odpornih kultivarjih pojavi hitro
obdajanje s suberinom v ksilemu ter povecanje aktivnosti PAL gena, ki katalizira zacetno
fazo sinteze fitoaleksinov, lignina in salicilne kisline. TakSen obrambni odgovor ima vpliv
na lateralno gibanje glive Verticillium v koreninah in steblih, vendar pa je vseeno relativno
neucinkovit pri zaustavitvi razSirjanja patogena po vertikalni osi gostitelja (Veronese in
sod., 2003). V nasem primeru je bilo izraZzanje PAL gena pri odporni sorti povecano le v
koreninah v tocki 12 dpi, sicer je bilo izraZzanje po okuZzbi utiSano. V primeru obcutljive
sorte pa je bilo izrazanje pove€ano v 12 in 18 dpi v koreninah ter 6 in 18 dpi v steblih).

Lokalni odgovori rastline lahko sprozijo sistemsko pridobljeno odpornost. Po okuzbi
korenin z glivo iz rodu Verticillium se sprozi obrambni odgovor rastline na ranitev, kjer sta
poleg lokalnega in sistemskega povecanja endogenega nivoja SA, izraZena tudi JA in ET.
IzraZzanje omenjenih metabolitov je znatno prekrivajoce in inducira izraZanje specifi¢nih
obrambnih genov, med drugim tudi PR genov (Johansson in sod., 2006). S tem sovpada
tudi izraZanje genov, ki so odgovorni za obrambni odgovor rastline. Po zgodnjem izraZanju
(6 dpi) tarcnih genov, ki so vpleteni v zacetne nespecifi¢ne reakcije, pride do odziva na
sistemski ravni - pri sintezi PR proteinov, kot je bilo prikazano v predhodni raziskavi, ko je
bilo izrazanje PR genov po okuzbi povecano v vseh treh ¢asovnih tockah (0, 20 in 30 dpi)
(Cregeen in sod., 2014).

Taréni gen GER34511 ni kazal diferencialnega izrazanja v steblih tekom merjenja. Razlogi
so lahko razli¢ni, najbolj verjetno pa takSen gen ni vpleten v obrambni mehanizem rastline.
Mozen je pojav nespecifi€nega odziva rastline na okuzbo, saj se je v prejSnjih Studijah
paradiznika (Gold in sod., 1996) izkazalo, da ni vedno direktne korelacije med kapaciteto
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glivne kolonizacije ter patosistemom Verticillium-gostitejska rastlina. Tako je stopnja
kolonizacije, ki se je ujemala z odpornostjo rastline v enem patosistemu, izkazala ravno
nasproten odziv v drugem sistemu. Po drugi strani pa Gold in sod. (1996) ugotavljajo, da je
zmanjSana moznost kolonizacije patogena predpogoj za gostiteljevo odpornost. To je v
nasi raziskavi vidno pri kolonizaciji hmeljnih korenin (slika 10), kjer je jasno vidna razlika
v kolonizaciji obeh sort hmelja, in sicer je v koreninah odporne sorte, 6 in 12 dni po
inokulaciji priblizno 3-krat manj glivne biomase kot v obc¢utljivi sorti, 18 dni po inokulaciji
pa kar 48-krat manj. Stebelni vzorci kazejo manj izrazite razlike v kolonizaciji pri
posameznih sortah, saj je v prvih dveh to¢kah kolonizacija Se neznatna, v tretji tocki pa se
poveca, vendar je pri odporni sorti le priblizno 2x manjsa kot pri obcutljivi. V tem primeru
bi za natan¢no analizo potrebovali Se dodatna vzorcenja v kasnejSih terminih po
okuzevanju z glivo.

Zaradi relativno velike bioloSke variabilnosti med bioloskimi ponovitvami, je ustrezna
metoda vzoréenja najpomembnejsi del dobro zastavljenega raziskovalnega projekta. Ze v
predhodnih Studijah (Heinz in sod., 1998) se je pokazalo, da so nekateri pristopi bolj
primerni kot drugi. Metode sekcij tkiva, oziroma lokalizacija, se je izkazala za nepopolno,
saj tezje opazimo, kako se je rastlina v celoti odzvala. Ker se patogen pojavlja v vecini
delov rastline (spodnji in zgornji del stebla), rastlina pa ne kaze simptomov povsod, je
smiselno vzorciti zdruzene, velike vzorce, ki prikazejo trende celotne rastline, kar pa
pripelje do vecje raznolikosti (Pegg in Street, 1984; Heinz in sod., 1998). V nasi Studiji
smo zdruZevali vzorce po rastlinskih delih, torej loeno korenine in stebla, ker nas je
zanimal trend Sirjenja glive po posameznih organih, kot tudi specifi¢no izraZzanje genov,
vendar pa kljub zduZevanju vzorcev nismo zmanjSali variabilnosti med bioloskimi
ponovitvami, saj smo z analizo kolonizacije glive potrdili veliko variabilnost med
posameznimi analiziranimi vzorci. Biolosko variabilnost lahko pripriSemo relativno
variabilnemu Sirjenju glive po rastlini kar posledi¢no vpliva tudi na raznoliko ekspresijo
genov pri posameznih bioloSkih ponovitvah. Za primer lahko navedemo transkript
PAL ARATHI1156, pri katerem je bila koli¢ina glive relativno nizka v 6 dpi pri bioloski
ponovitvi WT,R2 (priloga F), v primerjavi z ostalima dvema vzorcema, ki sta imela vi§jo
in relativno izenaceno koli¢ino glive. Posledi¢no je izrazanje gena v ekvivalentnem vzorcu
RNA nizko. Z razli¢nimi vzorci razsirjanja glive je tako relativno mo¢no pogojena tudi
velika bioloska variabilnost izrazanja nekaterih genov.
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5 SKLEPI

V nalogi smo predstavili Studijo interakcij med hmeljem in patogeno glivo V. albo-atrum.
Zilni patogen mo¢no ovira hmeljno pridelavo. Raziskave se osredoto¢ajo na analizo
patogenih mehanizmov in rastlinskih obrambnih mehanizmov. V primeru okuZevanja z
glivo Verticillium spp. se veCina raziskav rastlinskih odzivov osredotoca na tri faktorje, ki
vplivajo na zmoznost razSirjanja po zilnem sistemu rastline. Prvi je anatomski vidik
rastline, drugi so faktorji, ki pogojujejo rastlinsko sintezo protimikrobnih snovi in
pripomorejo k eliminaciji glive in zadnja skupina faktorjev so rastni regulatorji in signalne
molekule (Robb, 2007). V nalogi smo se osredotocili na izrazanje genov iz zadnjih dveh
skupin. Opazovali smo, kako so v interakcije vpleteni geni, ki potencialno poligensko
prispevajo k odpornosti gostiteljske rastline, ali pa so vpleteni v signalne poti za
prepoznavo patogena in obrambo hmelja (Robb, 2007). V vseh rastlinskih patosistemih je
izrazanje interakcij v obcutljivih, odpornih ali tolerantnih genotipih odvisno od prepleta
molekularnih mehanizmov, ki jih usmerjata rastlinski in glivni genom v interakciji s
spreminjajo¢imi se okoljskimi pogoji. Zaradi kompleksnosti moznih dejavnikov je povsem
mogoce, da je vsak patosistem unikum, kar Se posebej drzi pri raznolikih patogenih, kot so
glive rodu Verticillium spp., s Sirokim razponom gostiteljev (Inderbritzin in sod., 2011).
Rastlina ima na voljo mnogo mehanizmov, da blokira ali okrne kolonizacijo Zilnega
sistema ter eliminira patogena. To je vodilo do razvoja patogenih sevov, prilagojenih, da
zaobidejo variabilne obrambne mehanizme. Nekatere od teh mehanizmov smo testirali z
analizo genov, ki naj bi bili potencialno vpleteni v specificne mehanizme rastlinske
obrambe. V analizi diferencialnega izraZzanja genov je bilo potrebno uporabiti
najprimernejSe referencne gene za normalizacijo rezultatov. Tako smo tudi sami naredili
analizo Stirth (CAC, SAND, YLSS in DRH]) ter izbrali dva najprimernejSa, CAC in YLS-8,
ki smo jih uporabili v kon¢ni analizi normalizacije rezultatov ekspresije tar¢nih genov.

V ve¢ primerih analize tarénih genov smo potrdili diferencialno izraZenje tako med
okuzenimi in neokuZenimi vzorci kot tudi med odporno in neodporno sorto in tako
identificirali gene, ki so v doloCeni meri vpleteni v obrambne mehanizme in so v doloceni
fazi odziva pokazali povecano izraZanje ali pa je priSlo do izrazitega utiSanja.

Z opazovanjem kolonizacijskega vzorca glive ter s podrobno analizo ekspresijskih vzorcev
diferencialno izraZenih fragmentov, ki so bili predhodno selekcionirani ter izolirani iz
obcutljivega in odpornega kultivarja hmelja tekom Casovno pogojenega eksperimenta
(Javornik-Cregeen, 2010), smo v nekaterih primerih potrdili predhodne rezultate (Javornik-
Cregeen, 2010), v drugih pa ne. To si lahko razlagamo z razli¢no hitro kolonizacijo glive v
dveh ekspreimentalnih pogojih in s tem da v poskusih nismo zajeli enakih ¢asovnih tock,
ki bi bile relevantne za primerjavo. Izmed 24 predhodno selekcioniranih diferencialno
prepisanih fragmentov smo jih nadalje analizirali 18, ker so se le-ti ustrezno pomnozevali s
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PCR v realnem casu. Nekateri izmed odkritih in testiranih rastlinskih transkriptov so
pokazali, da bi lahko imeli funkcijo v obrambnem odgovoru hmelja na patogeno glivo. To
so HO059225, HO059063, HO059122, HO059229, HO059238, HO059256, HO059263,
HO059234, HO059267, PRX346815, MPK116136, MPK 17621, PRXIIF8556. Geni, ki so
imeli spremenjeno izrazanje v kompatibilni in inkompatibilni interakciji, bi morali biti Se
dodatno testirani za njihove funkcije v rastlini (proteomska in metabolna analiza), da bi
lahko pridobili bolj popolno sliko njihove vloge v analizirani interakciji obrambnega
mehanizma. Geni s pove€anim izraZzanjem v stebelnih vzorcih ter z zmanjSanim izraZzanjem
v koreninah, so udelezeni predvsem v procesih oksidativnega razcveta, ubikvitinacije
proteinov, celi¢ne signalizacije, peroksidacije, hidroksilacije ter biosinteze metabolitov.
Gen, ki kodira germin podoben protein in je udelezen v procese razvoja rastline, ni pokazal
specifi€nega povecanega odgovora po okuzbi s patogeno glivo. Tako potrdimo hipotezo o
nespremenjenosti izraZanja, ko gen ni udeleZen v analizirano interakcijo. SploSen vzorec v
steblih je kazal na najmocnej$i obrambni odgovor v 6 dpi, ko je bila kolicina glive
relativno visoka v koreninah rastline. Kompatibilna intreakcija je pokazala podoben vzorec
izrazanja kot inkopatibilna pri transkriptih HO059238, PRX346815, MPK17621. Odziv
sorte Wye Target je bil v vecini tar¢nih genov izrazitejsi, hitrejsi in bolj intenziven.

V analiziranih ¢asovnih tockah smo dobili vzorec pomnozevanja glivne DNA, oziroma
kolonizacije glive, ekvivalentno poskusu Cregeen in sod. (2014). Razlike so bile opazne
pri kolonizaciji odporne sorte, ko je bila relativna koli¢ina glivne DNA v naSem poskusu
nekoliko vi§ja v primerjavi z obc¢utljivo sorto, vendar pa nismo zajeli enakih ¢asovnih tock
in tudi ne nadaljnih ¢asovnih tock, kjer bi lahko videli, ¢e se trend eliminacije glive v
koreninah ter poveCanja glive v steblih nadaljuje. Hipotezo o kolonizaciji glive lahko
potrdimo do te mere, da je bil potek kolonizacije pri€akovan, vecja koli¢ina glive pa je bila
prisotna v koreninskih vzorcih kompatibilne interakcije. Koli¢ina glive v odporni sorti naj
bi bila bistveno niZja kot v obcutljivi sorti. V na$i Studiji je bila koli€ini glive v steblih
odporne sorte v 18 dpi le 1,7-krat manjSa kot pri obcutljivi sorti, vendar predvidevamo da
gliva v tej toCki Se ni dosegla vrha kolonizacije. V raziskavi, kot je naSa, kjer smo
analizirali rastlino v umetnih pogojih, vedno obstaja vpraSanje, do kak$ne mere opaZanja
pri teh poskusih odraZajo dejanski potek dogodkov, ki bi se zgodili v rastlini v naravi
(Gold in sod., 1996).

Z analizo korelacije med izrazanjem genov pri posameznih vzorcih in kolonizacijo glive
v teh vzorcih smo ugotovili, da so veliki standardni odkloni posledica variabilnega
razSirjanja glive po rastlini. Na primer, relativno visok standardni odklon pri tarénem genu
HO059225 v koreninah sorte Wye Target, v casovni tocki 18 dpi je odraz visoke
variabilnosti glivne kolonizacije v posameznih bioloskih ponovitvah analiziranega
obravnavanja (priloga F). Tako smo preverili ter povezali posamezni vzorec kolonizacije z
izrazanjem zaporedja v istem vzorcu. Najvi§ja relativna koli¢ina glive sovpada z mo¢nim
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izrazanjem gena in obratno. Glede na izrazito variabilno kolonizacijo med posameznimi
bioloskimi ponovitvami, bi v prihodnje bilo bolje izbirati vzorce za analizo na nacin, da bi
najprej analizirali kolonizacijo in izbrali takSne, ki izrazajo podobne trende kolonizacije.

Nasa Studija izrazanja obrambnih genov in glivne kolonizacije rastline v kompatibilni in
inkompatibilni reakciji hmelja z glivo V. albo-atrum kaze na relativno zgodnji odziv
rastline na okuzbo z glivo. Deset (PRXIIF8556, MPK17621, PRX346815, HO59256,
HO059238, HO059229, HO059225, HO059122, HO59063 in HO59224) od 17 tar¢nih
zaporedij se je izrazalo izrazito diferencialno v primerjavi stebelnih delov odporne in
obcutljive sorte v zgodnji fazi glivne kolonizacije rastline (6 dpi). Pri navedenih genih je
bilo izrazanje izrazito intenzivnejSe pri sorti Wye Target, kot pri sorti Celeia. Izrazanje
tar¢nih zaporedij je bilo v koreninah pri vecini analiziranih genov utiSano (HO059224,
HO059063, HO059238, HO059263, HO059234, PRX5217103, PRX346815, MPK 116136,
MPK17621, PRXIIF8556), z izjemo Casovne tocke 18 dpi, kjer je v nekaterih primerih
izrazanje tudi povefano. Navedeni geni, pri katerih je prislo do izrazito diferencialnega
izrazanja, so vpeti v procese oksidativnega razcveta, ubikvitinacije proteinov, celi¢ne
signalizacije, peroksidacije, hidroksilacije ter biosinteze metabolitov. Kljub temu, da je
bila glivna kolonizacija v steblih najve¢ja v 18 dpi, pa se glede na vzorce izrazanja
nekaterih genov aktivacija obrambnih mehanizmov zacne ze bistveno prej, predvsem pri
odpornem kultivarju, kar omeji prosto razsirjanje glive po rastlini.

Kljub temu, da je poznan gen, ki pogojuje monogensko odpornost rastlin na glive rodu
Verticillium (Kawchuk in sod., 2001), je potrebno identificirati tudi ostale dejavnike, ki
pogojujejo interakcijo V. albo-atrum - H. lupulus L., saj je patosistem dinamicen.
Poznavanje in razumevanje vseh faz nam bo omogocilo interpretacijo interakcij pri bolezni
verticilijske uvelosti hmelja, k ¢emur je prispevala tudi naSa Studija.

Magistrska naloga je izpolnila pri¢akovane cilje, odprla pa vrsto novih vprasanj, na katera
je v prihodnosti Se potrebno odgovoriti. Rezultat raziskave odpira moZnost implementacije
rezultatov v sorodnih Studijah, pri ostalih ekonomsko pomembnih rastlinskih vrstah in
lahko pripomore k boljSemu poznavanju in razumevanju vloge posameznih genov v
obrambnem mehanizmu patosistema H. lupulus L. - V. albo-atrum v povezavi s
kolonizacijskimi mehanizmi vaskularnega patogena.
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6 POVZETEK

Hmelj (H. lupulus L.) je trajna, kmetijsko in ekonomsko pomembna rastlina, ki se v veliki
vecini goji za uporabo v pivovarski industriji. UspeSno pridelavo hmelja onemogocajo
rastlinske patogene glive, ki so stalna in poglavitna groznja svetovni varnosti hrane in
predstavljajo najvecjo skupino povzrociteljev bolezni pri rastlinah na svetu. Med najbol;j
unicujocimi je tudi verticilijska uvelost (V. albo-atrum), proti kateri zaenkrat ne poznamo
ucinkovite za$€ite, najucinkovitejSa obramba pa je naravna odpornost gostitelja proti
patogenemu organizmu (Nunes in Dean, 2012).

Verticilijska uvelost je uni¢ujoca bolezen hmelja, ki je odgovorna za velike izgube
pridelka. Povzrocata jo glivi V. albo-atrum in V. dahlie. V. albo-atrum je izredno raz§irjena
vrsta, medtem ko je V. dahlie redkejSa. Zaradi dolge obstojnosti glive v zemlji, tudi vec let
(gliva tvori strukture, ki omogocijo mirovanje) in neucinkovite kemijske kontrole,
potrebujemo metode za hitro detekcijo glive. Pojav glive je mogo¢ tudi ob odsotnosti
vidnih simptomov, kar otezuje detekcijo. Moznost nadzora s pomocjo bioloskih kontrolnih
agensov je omejena (Maurer in sod., 2014).

Cilj naloge je bil ovrednotiti vlogo tar¢nih genov v obrambnem mehanizmu hmelja ter
potek kolonizacije v posameznih ¢asovnih tockah po inokulaciji z glivo ter v posameznih
organih (korenine in stebla). Z raziskavo smo nadaljevali poskus Javornik-Cregeen (2010),
v katerem so identificirali diferencialno izraZzene fragmente s pomocjo Gene Snare in
cDNA analize prikaza izrazanja. Nekateri izolirani fragmenti so bili Ze testirani v
predhodni raziskavi (Cregeen in sod., 2014), doloceni geni pa so bili Se nepreverjeni
(HO059224, HO059063, HO059122, HO059225, HO059229, HO059238, HO059256,
HO059293, HO059234 in HO059267). Poleg omenjenih smo za raziskavo izbrali Se
nekatere gene, ki so se izkazali za potencialno aktivne v obrambnem sistemu nekaterih
interakcij rastlina-patogen (PAL ARATH1156, PRX5217103, PRX346815, GER34511,
MPK116136, MPK17621, PRXIIF8556). Tako smo od 24 tar¢nih zaporedij katerih vloga v
obrambnem mehanizmu hmelja na patogeno glivo V. albo-atrum Se ni bila potrjena za
analizo izbrali 17 transkriptov, ki so se uspe$no pomnozZevali s PCR v realnem casu.
IzraZzanje genov smo preverili v vzorcih odporne sorte hmelja Wye Target ter obcutljive
sorte Celeia, v stebelnih in koreninskih vzorcih. Vzorcenje je bilo izvedeno v treh ¢asovnih
toCkah, 6, 12 in 18 dpi. Iz vseh vzorcev smo izolirali DNA in visokokakovostno RNA ter
preverili RIN vrednost vsakega vzorca posebej. Pridobili smo visokokakovostno RNA, ki
je bila primerna za nadaljne analize. PomnoZevanje in relativno izrazanje tarénih genov ter
glivno kolonizacijo smo testirali z metodo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo v
realnem Casu. Diferencialno izrazanje tarénih genov je bilo analizirano s pomoc¢jo delta-
delta Ct metode, glivna DNA pa kvantificirana po delta Ct metodi.
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V prvem delu poskusa smo ovrednotili referencne gene, ki so se v predhodni Studiji
(Stajner in sod., 2013) izkazali za najbolj stabilne ne glede na biotski stres. Tako smo
preverili gene CAC, SAND, YLSS in DRH] ter izbrali najprimernejSa (CAC in YLSS), ki
smo ju uporabili v kon¢ni analizi normalizacije rezultatov ekspresije tarénih genov.

Glivno DNA iz korenin in stebel odporne sorte hmelja Wye Target in obcutljive sorte
hmelja Celeia smo pomnozili z glivno specificnimi oligonukleotidnimi zacetniki 9-1gs
(Radisek in sod., 2004; Cregeen in sod., 2014). Relativna koli¢ina glivne DNA je v
koreninah po kontrolni tocki 6 dpi narastla do 12 dpi ter upadla v tocki 18 dpi, opazna pa je
bila razlika med sortama Wye Target in Celeia. Odporna sorta Wye Target je vsebovala
relativno manjSo koli¢ino glive. Relativna koli¢ina glive je v stebelnih vzorcih obeh sort
ostajala na podobnem nivoju v kontrolnih tockah 6 in 12 dpi, nato je narasla v 18 dpi.
TakSen odziv je bil pricakovan, vendar ne v tak$ni meri pri odporni sorti, saj je bila
koli¢ina glive le malo manjSa kot v obcutljivi sorti hmelja, vendar pa predvidevamo, da
gliva v tej Casovni tocki Se ni dosegla viska kolonizacije v steblih. Rezultat se je relativno
dobro ujemal z rezultatom Cregeen in sod. (2014).

Izbrana tar¢na zaporedja smo poravnali s podatkovno zbirko NCBI na proteinskem nivoju
s spletnim orodjem BLASTX. Za vse tar¢ne gene smo identificirali tar¢ne proteine, ki so
bili predpostavljeni glede na predhodno Studijo ter tako potrdili identiteto posameznega
tarcnega zaporedja. Prav vsa zaporedja so kot najboljSi zadetek podala iskani protein.
Ujemanje z iskanimi proteini je znaSalo med 60 % in 97 %. Tarénim zaporedjem smo
pripisali vlogo v celicnem metabolizmu. Tako smo ugotovili, da so tar¢na zaporedja
vpletena v procese celicnega oksidativnega razcveta, ubikvitinacije proteinov, celicne
signalizacije, peroksidacije, hidroksilacije, biosinteze fenilalanina, defosforilacije ter
biosinteze metabolitov. Taréna zaporedja so bila poravnana s hmeljnim genomom, z
namenom preverjanja specificnosti pomnoZevanja. Pri vseh tarénih zaporedjih smo dobili
en ujemajo¢ zadetek (> 95 %), z izjemo tar¢nih zaporedij HO059225 in HO059267, pri
katerih smo identificirali dve tar¢ni zaporedji, kar pa je lahko tudi posledica napak v
objavljenem genomu hmelja. Nadalje smo z disociacijsko analizo tekom qPCR reakcije
potrdili, da je bilo pomnoZevanje tarénih zaporedij specificno.

Stebelni vzorci okuzenih rastlin so se najpogosteje odzvali na prisotnost patogena z
izrazitim povecanjem izraZanja genov v primerjavi z neokuZenimi rastlinami. Tak$ni so
bili geni, ki kodirajo protein fosfatazo 2¢ 57, G-tip lektin S-receptor-podoben serin/treonin-
protein kinazo, E3 ubikvitin protein ligazo, z glicinom-bogat RNA-vezni protein, protein
fosfatazo, cinkov prst ccch domeno, cinamat 4-hidroksilazo, G-proteinu podoben receptor,
cikloartenol sintazo, giberelinski receptor GIDI1, feronia receptor-podobno kinazo,
fenilalanin amonijevo liazo 1, peroksidazni protein 52, peroksidazni protein 34, z
mitogenom aktivirano proteinsko kinazo 1 in 2 ter peroksiredoxin-2F. Odgovor hmelja na
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V. albo-atrum je bil v 6 dpi v veliki vecini primerov izrazitejSi v odporni sorti Wye Target,
kot v neodporni sorti Celeia. Pri dolocenih genih je bil prisoten tudi ciklicen odziv na glivo
(Heinz in sod., 1998). Pri takSnem odzivu je v prvi fazi patogena gliva omejena na
koreninski sistem in bazo stebla. V naslednji fazi gliva zaobide rastlinske obrambne
sisteme in intenzivno napreduje v zgornje dele stebla in liste. TakSen cikli¢en odziv je bil
viden pri pomnozevanju genskih transkriptov HO0059224, HO059063, HO059225,
HO059263, HO059267, PAL1 ARATHI1156, MPK116136. Ti kodirajo proteine
imenovane protein fosfatazo 2c 57, G-tip lektin S-receptor-podoben serin/treonin-protein
kinazo, cikloartenol sintazo, z glicinom-bogat RNA-vezni protein, feronia receptor-
podobno kinazo, fenilalanin amonijevo liazo 1 in z mitogenom aktivirano proteinsko
kinazo 1.

V koreninah se je kazalo izrazito utiSanje tar¢nih genov. Taksni so bili geni (HO059224,
HO059063, HO059238, HO059263, HO059234, PRX5217103, PRX346815, MPK 116136,
MPK17621, PRXIIF8556), ki kodirajo protein fosfatazo 2c¢ 57, G-tip lektin S-receptor-
podoben serin/treonin-protein kinazo, cinamat 4-hidroksilazo, cikloartenol sintazo,
giberelinski receptor GID1, peroksidazni protein 52, peroksidazni protein 34, z mitogenom
aktivirano proteinsko kinazo 1, peroksiredoxin-2F.
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PRILOGA A
Test uspesnosti okuzevanja hmelja z glivo V. albo-atrum

Stevila predstavljajo razliéne bioloske ponovitve (navedeno v prilogi B), zeleni pas predstavlja PCR produkte (svetla lisa) znadilne za
glivno DNA, rdeci pasovi predstavljajo jamice, kamor smo nanesli PCR produkt. Skrajno levo in desno se nahaja dolZinski standard

100 bp.

1Ry

Il
|

|

Pril. A1: Reakcija PCR za potrditev okuzbe hmelja z V. albo-atrum
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Pril. A2: Reakcija PCR za potrditev okuzbe hmelja z V. albo-atrum
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PRILOGA B
Seznam vzorcev izolirane DNA s pripadajo¢imi koncentracijami ter redcitvami za nadaljno
analizo glivne kolonizacije

Prvi set vzorcev 1-212 izoliral Svara AnZe; Drugi set vzorcev 1-68 izolirala Marton

Kristina

ID Vzorec Koncentracija DNA [ng/ul] ug DNA uL. H20/1 uLL
DNA

2 12WT-09R 94 188 5,5

4 12WT-10R 118 236 7,4

6 12WT-07R 283 566 20,6

8 12WT-02R 113 226 7

10 18WT-07R 100 200 6

12 18WT-04R 67 134 3.4

14 18WT-03R 124 248 7,9

16 18WT-05R 194 388 13,5

18 18WT-09R 106 212 6,5

20 06WT+11R 87 174 5

22 06WT+07R 54 108 2.3

24 06WT+10R 201 402 14,1

26 06WT+14R 74 148 3,9

28 12WT+14R 215 430 15,2

30 12WT+07R 102 204 6,2

32 12WT+19R 324 648 23,9

34 12WT+18R 117 234 7,4
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36 12WT+10R 252 504 18,2

38 12WT+20R 56 112 2,5

40 12WT+12R 43 86 14

42 12WT+02R 86 172 4,9

44 12WT+08R 44 88 1,5

46 18WT+07R 47 94 1,8

48 12WT+17R 50 100 2

50 18WT+12R 62 124 3

52 18WT+02R 48 96 1,8

54 18WT+18R 50 100 2

56 18WT+09R 30 60 0,4

58 18WT+15R 111 222 6,9

60 18WT+01R 55 110 2,4

62 18WT+11R 40 80 1,2

64 18WT+13R 57 114 2,6

66 18CE+01R 191 382 13,3

68 18CE+05R 100 200 6

70 18CE+11R 90 180 5,2

72 18CE+12R 71 142 3,7

74 18CE+08R 20 40 -0,4

76 18CE+02R 57 114 2,6
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78 18CE+07R 81 162 4,5

80 18CE-04R 143 286 9,4

82 18CE-08R 206 412 14,5

84 18CE-02R 368 736 27,4

86 18CE-09R 286 572 20,9

88 18CE-05R 90 180 5,2

920 12CE-08R 91 182 53

92 12CE-04R 100 200 6

94 12CE-06R 173 346 11,8

96 12CE-09R 135 270 8.8

98 12CE-01R 105 210 6,4

100 06CE-02R 106 212 6,5

102 06CE-04R 167 334 11,4

104 06CE-06R 393 786 29,4

106 06CE-08R 321 642 23,7

108 06CE-10R 64 128 3,1

110 12CE+11R 176 352 12,1

112 12CE+13R 111 222 6,9

114 12CE+01R 204 408 14,3

116 12CE+03R 116 232 7,3

118 12CE+05R 141 282 9,3
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120 12CE+07R 166 332 11,3

122 12CE+09R 198 396 13,8

124 06CE+01R 46 92 1,7

126 06CE+03R 113 226 7

128 06CE+05R 64 128 3,1

130 06CE+07R 127 254 8,2

132 06CE+09R 159 318 10,7

134 06CE+11R 160 320 10,8

136 06CE+13R 148 296 9,8

138 06WT-08R 148 296 9,8

140 06WT-06R 191 382 13,3

142 06WT-04R 255 510 18,4

144 06WT-09R 183 366 12,6

146 06WT-03R 308 616 22,6

148 12WT-01R 234 468 16,7

150 06WT+05R 294 588 21,5

152 06WT+19R 157 314 10,6

154 06WT+20R 191 382 13,3

156 06WT+09R 321 642 23,7

158 06WT+17R 219 438 15,5

160 06WT+15R 198 396 13,8
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162 18CE+01S 320 640 23,6

164 18CE+11S 192 384 13,4

166 18CE+03S 304 608 22,3

168 18WT+16S 232 464 16,6

170 18WT+06S 278 556 20,2

172 18WT+17S 183 366 12,6

174 18CE+12S 415 830 31,2

176 18CE+10S 336 672 24,9

178 18CE+02S 334 668 24,7

180 18CE+05S 159 318 10,7

182 18WT+10S 300 600 22

184 18WT+07S 244 488 17,5

186 18WT+05S 232 464 16,6

188 18WT+14S 457 914 34,6

190 18WT+15S 497 994 37,8

192 18CE-05S 443 886 334

194 18CE-07S 403 806 30,2

196 18CE-03S 517 1034 394

198 18CE-08S 593 1186 45,4

200 18CE-04S 620 1240 47,6

202 18WT-02S 578 1156 44,2
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204 18WT-09S 422 844 31,8

206 18WT-10S 418 836 31,4

208 18WT-08S 655 1310 50,4

210 18WT-07S 467 934 35,4

212 18WT+11S 469 938 35,5

2 06CE+02S 304,0 304,0 11,76

4 06CE+04S 233,5 233,5 8,94

6 06CE+06S 491,0 491,0 19,24

8 06CE+08S 223,0 2230 8,52

10 06CE+10S 432,0 432,0 16,88

12 06CE+12S 387,0 387,0 15,08

14 06CE+14S 389,0 389,0 15,16

16 12CE+02S 521,5 521,5 20,46

18 12CE+04S 440,0 440,0 17,2

20 12CE+06S 425,0 425,0 16,6

22 12CE+08S 340,0 340,0 13,2

24 12CE+10S 364,5 364,5 14,18

26 12CE+12S 589,0 589,0 23,16

28 12CE+14S 199,5 199,5 7,58

30 06WT+02S 202,0 202,0 7,68

32 06WT+04S 3875 387.,5 15,1
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34 06WT+06S 5545 554,5 21,78

36 06WT+08S 496,0 496.,0 19,44

38 06WT+10S 190,5 190,5 7,22

40 06WT+128 319,0 319,0 12,36

42 06WT+14S 441,0 441,0 17,24

44 06WT+16S 274,0 274,0 10,56

46 06WT+18S 300,5 300,5 11,62

48 06WT+20S 201,5 201,5 7,66

50 12WT+02S 270,0 270,0 10,4

52 12WT+04S 2717,5 2717,5 10,7

54 12WT+06S 350,0 350,0 13,6

56 12WT+08S 346,5 346,5 13,46

58 12WT+10S 329.,5 329,5 12,78

60 12WT+12S 5245 524,5 20,58

62 12WT+14S 188,0 188,0 7,12

64 12WT+16S 434.,0 434,0 16,96

66 12WT+18S 236,0 236,0 9,04

68 12WT+20S 493,0 493,0 19,32
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Podatki za zdruZene vzorce

PRILOGA D

Koncentracija izolirane RNA zdruzenih vzorcev ter test RIN. Ime zdruzenih vzorcev pove:
Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18), Kultivar hmelja (CE - Celeia; WT - Wye Target),
Okuzen ali neokuzen vzorec (+ okuzen; - neokuzen), Rastlinski del (R-korenine; S-steblo)

ZdruZeni Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Koncentracija Absorban  Absorban RIN
vzorec [ng/ul] ca ca
260/230 260/280
06CE-R1  06CE-04R 06CE-07R 06CE-10R 171,2 0,289 1,202 8,5
06CE-R2  06CE-09R 06CE-01R 06CE-06R 496,4 1,304 1,961 8,9
06CE-R3  06CE-05R 06CE-02R 06CE-08R 108,2 0,213 1,031 9,2
06CE-S1  06CE-05S 06CE-07S 06CE-08S 252,8 2,469 2,086 8,6
06CE-S2  06CE-10S 06CE-03S 06CE-06S 139,6 1,390 1,876 8,8
06CE-S3  06CE-09S 06CE-04S 06CE-02S 298,8 0,909 1,754 9,8
06CE+R1 06CE+03R 06CE+08R 06CE+13R 309,0 0,708 1,667 9,2
06CE+R2 06CE+05R 06CE+11R 06CE+12R 205,2 0,558 1,474 9,6
06CE+R3 06CE+10R 06CE+06R 06CE+09R 351,6 1,194 1,816 9,6
06CE+S1  06CE+04S 06CE+03S 06CE+12S 546,8 1,543 1,953 83
06CE+S2  06CE+11S 06CE+07S 06CE+08S 331,6 1,357 1,846 9,1
06CE+S3  06CE+05S 06CE+06S 06CE+10S 371,2 1,343 1,852 9,4
06WT-R1 06WT-05R  06WT-02R  06WT-10R 210,8 0,193 0,953 8,1
06WT-R2 O06WT-08R  06WT-0IR  06WT-09R 2428 1,445 1,903 8,3
06WT-R3 06WT-07R  06WT-03R  06WT-06R 2284 0,775 1,779 8,9
06WT-S1  06WT-05S 06WT-08S 285,2 1,901 2,067 7,9
06WT-S2 06WT-06S 06WT-01S 06WT-03S 408,8 1,632 2,032 8,1
06WT-S3  06WT-10S 06WT-02S 559,6 1,776 2,030 8,6
06WT+R1 06WT+03 06WT+12R 06WT+20 686,0 1,849 2,077 7,6
06 WT+R2 O6W1§"+1 6 06WT=+15R O6WI"{F+1 9 707,6 2,033 2,101 8,2
06WT+R3 06W1"{F+O4 06WT+05R O6W1§’+08 448,0 1,672 2,082 8,4
06WT+S1 O6WI”{F+03 06WT+05S 06W1”{l"+09 580,8 1,546 1,949 7,5
S S

»se nadaljuje««
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»nadaljevanje priloge D: Koncentracija izolirane RNA zdruzenih vzorcev ter test RIN.
Ime zdruZenih vzorcev pove: Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18), Kultivar hmelja (CE -
Celeia; WT - Wye Target), Okuzen ali neokuzen vzorec (+ okuzen; - neokuzen), Rastlinski
del (R-korenine; S-steblo)

ZdruZeni Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec3  Koncentracij Absorba Absorban RIN
vzorec a nca ca
[ng/ul] 260/230 260/280
06WT+S2 06WT+08S  06WT+15S 06WT+01S 4572 1,095 1,856 8,7
06WT+S3  06WT+02S  06WT+10S 06WT+04S 446,4 0,889 1,815 9
12CE-R1 12CE-09R 12CE-03R 12CE-05R 23,0 0,343 1,304
12CE-R2 12CE-02R 12CE-01R 12CE-10R 136,8 0,172 0,934 7,7
12CE-R3 12CE-09R 12CE-03R 12CE-05R 372,8 1,983 2,090 7.9
12CE-R1 12CE-07R 12CE-08R 12CE-04R 181,2 1,228 1,911 8,6
12CE-S1 12CE-04S 12CE-08S 12CE-03S 67,6 1,565 1,837
12CE-S2 12CE-07S 12CE-05S 12CE-02S 27,6 0,486 1,302
12CE-S2 12CE-07S 12CE-05S 12CE-02S 119,6 1,574 2,034 2,2
12CE-S1 12CE-04S 12CE-08S 12CE-03S 74,0 0,774 1,623 8,7
12CE-S3 12CE-10S 12CE-09S 12CE-01S 93,6 1,367 1,786 10
12CE+R1  12CE+14R 12CE+07R 12CE+05R 331,6 1,417 1,969 9,6
12CE+R2  12CE+13R 12CE+02R 12CE+03R 363,6 2,230 1,870 9,7
12CE+R3  12CE+01R 12CE+12R 12CE+09R 355,6 1,106 1,796 9,8
12CE+S1 12CE+08S 12CE+13S 12CE+11S 456,0 1,615 1,922 9,4
12CE+S2 12CE+12S 12CE+09S 12CE+01S 391,6 1,561 1,942 9,7
12CE+S3 12CE+02S 12CE+05S 12CE+13S 293,6 2,050 2,073 10
12WT-R1  12WT-10R 12WT-09R 12WT-02R 2472 1,493 1,850 8,2
12WT-R2  12WT-07R 12WT-06R 12WT-01R 196,0 0,636 1,696 8,4
12WT-R3  12WT-04R 12WT-05R 12WT-03R 619,2 1,562 1,969 8,5
12WT-S1 12WT-02S 12WT-01S 12WT-04S 294.8 2,059 2,036 82
12WT-S2 12WT-058 12WT-08S 12WT-10S 451,6 1,991 2,023 8,8
12WT-S3 12WT-03S 12WT-09S 12WT-07S 735,6 2,229 2,095 9,3
12WT+R1  12WT+04R  12WT+07R 12WT+14R 636,0 1,911 2,092 8,3

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje priloge D: Koncentracija izolirane RNA zdruzenih vzorcev ter test RIN.
Ime zdruZenih vzorcev pove: Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18), Kultivar hmelja (CE -

Celeia; WT - Wye Target), Okuzen ali neokuzen vzorec (+ okuzen; - neokuzen), Rastlinski

del (R-korenine; S-steblo)

ZdruZeni Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Koncent Absorba Absorban RIN
vzorec racija nca ca
[ng/ul] 260/230 260/280
12WT+R2 12WT+I10R  12WT+11R 12WT-+05R 559,6 1,959 2,091 8,3
12WT+R3  12WT+0IR  12WT+13R 12WT+19R 891,6 1,853 2,081 8,4
12WT+S1  12WT+01S  12WT+02S 12WT+07S 369,6 1,061 1,863 8,2
12WT+S2  12WT+10S  12WT+04S 12WT+05S 668,0 1,594 1,998 9,4
12WT+S3  12WT+13S  12WT+14S 12WT+11S 930,8 1,764 2,047 9.9
18CE-R1 18CE-05R 18CE-01R 18CE-04R 44,0 0,315 1,170
18CE-R2 18CE-05R 18CE-01R 18CE-04R 266,8 1,088 1,788 9,1
18CE-R3 18CE-08R 18CE-09R 18CE-06R 160,8 0,914 1,787 9,2
18CE-R4 18CE-10R 18CE-07R 18CE-03R 323,6 1,113 1,899 9.4
18CE-S1 18CE-05S 18CE-06S 18CE-04S 214,0 2,624 2,082 8,3
18CE-S2 18CE-09S 18CE-08S 18CE-01S 198,0 2,570 2,080 8,4
18CE-S3 18CE-07S 18CE-10S 18CE-03S 171,6 1,625 1,997 8,6
18CE+R1  18CE+04R 18CE+13R 18CE+11R 457,6 1,663 2,096 8,7
18CE+R2  18CE+03R 18CE+06R 18CE+05R 358,4 1,524 2,032 9,1
18CE+R3  18CE+10R 18CE+07R 18CE+09R 280,0 1,362 2,006 9,4
18CE+S1  18CE+12S 18CE+06S 18CE+14S 499,6 1,922 2,085 8,9
18CE+S2  18CE+05S 18CE+07S 18CE+13S 130,0 1,540 2,070 9,1
18CE+S3  18CE+01S 18CE+03S 18CE+11S 705,6 2,164 2,110 9,3
18WT-R1  18WT-03R 18WT-02R 18WT-01R 262,8 0,615 1,672 8,5
18WT-R2  18WT-07R 18WT-09R 18WT-05R 438,8 1,136 1,935 8,6
18WT-R3  18WT-08R 18WT-10R 18WT-04R 261,6 0,497 1,450 8.9
18WT-S1  18WT-01S 18WT-03S 18WT-07S 241,6 1,598 1,948 8,8
18WT-S2  18WT-09S 18WT-02S 18WT-05S 538,0 2,183 2,085 9,5
18WT-S3  18WT-10S 18WT-04S 18WT-08S 219,6 1,102 1,880 10

»se nadaljuje«
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»nadaljevanje preiloge D: Koncentracija izolirane RNA zdruzenih vzorcev ter test RIN.
Ime zdruZenih vzorcev pove: Stevilo dni po inokulaciji (6, 12 in 18), Kultivar hmelja (CE -

Celeia; WT - Wye Target), Okuzen ali neokuzen vzorec (+ okuzen; - neokuzen), Rastlinski
del (R-korenine; S-steblo)

ZdruZeni Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Koncentracija  Absorban  Absorban RIN
vzorec [ng/ul] ca ca
260/230 260/280
18WT+  18WT+01  18WT+08  18WT+11R 163,6 0,131 0,776 7
R1 R R
18WT+  18WT+09  18WT+13  18WT+R04 616,4 1,999 2,097 8,4
R2 R R
18WT+  18WT+14  18WT+06  18WT+18R 353,6 0,526 1,596 8,4
R3 R R
18WT+S  18WT+05  18WT+09  18WT+10S 120,8 0,493 1,589 8
1 S S
18WT+S  18WT+08  18WT+07  18WT+13S 384,4 1,434 1,930 8
2 S S
18WT+S  18WT+01  18WT+I11 18WT+14S 806,8 2,209 2,121 8,5
3 S S
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PRILOGA E

Prikaz vrednosti povprecij diferencialnega izrazanja tarénih genov

Rezultat diferencialnega izrazanja tarénih genov izraZen kot log-2 izracuna v primerjavi med okuzenimi in neokuzenimi vzorci pri
sortah Celeia (CE) in Wye Target (WT) v koreninah (R) in steblih (S) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi. Izracuni prikazujejo
povprecje treh bioloskih ponovitev ter standardno deviacijo

HO059224 HO059063 HO059122 HO059225 HO059229 HO059238

6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi
CE,R -3,35 0,72 1,27 -197 -2,05 044 -093 359 -092 -141 -091 -124 -238 -093 -1,56 -2,52 -048 -1,60
WT, R -0,90 -2,00 1,54 -0,80 -1,84 1,34 1,46 1,23 -2,06 19 021 488 146 -0,89 045 -1,30 -1,03 -0,77
CE, S -0,39 -0,54 -341 0,17 -0,55 -2,71 0,17 1,91 0,56 037 0,31 1,02 0,82 -1,01 1,17 048 045 0,76
WT, S 2,24 0,24 1,41 1,90 0,08 1,21 1,63 2,18 0,04 333 038 1,78 293 0,75 0,74 197 -0,22 -0,33
stdev
CE,R 0,44 0,05 094 029 055 057 026 030 0,17 094 032 0,09 0,81 0,11 0,30 0,40 0,03 0,32
WT, R 0,14 0,02 1,3 1,11 0,25 1,49 0,12 0,09 141 0,72 0,02 3,43 0,90 1,00 0,12 0,04 086 049
CE, S 0,21 0,16 0,66 0,03 0,32 1,04 0,09 044 0,15 0,17 0,01 0,12 0,78 0,07 047 0,01 0,17 0,40
WT, S 0,01 0,07 1,03 0,18 0,14 09 039 0,19 0,01 0,01 0,02 0,67 036 057 041 031 0,27 0,40

»se nadaljuje««
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»nadaljevanje priloge E: Rezultat diferencialnega izrazanja tar¢nih genov izrazen kot log-2 izraCuna v primerjavi med okuzenimi in

neokuzenimi vzorci pri sortah Celeia (CE) in Wye Target (WT) v koreninah (R) in steblih (S) v ¢asovnih tockah 6, 12 in 18 dpi.

Izracuni prikazujejo povprecje treh bioloskih ponovitev ter standardno deviacijo

HO059256 HO059263 HO059234 HO059267 PAL1_ARATH1156 PRX5217103

6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi
CE,R 1,00 0,32 -1,76 0,01 1,76 -0,26 -590 -0,49 -1,30 3,33 1,23 2,95 -1,17 0,63 0,44 -0,08 -0,86 -0,46
WT, R -0,56 0,85 1,77 -0,35 -099 -0,76 -3,36 -1,85 1,65 -0,88 -0,92 -3,43 -2,02 1,28 -0,54 -1,38 1,38 -1,85
CE, S 1,65 -0,69 -146 1,53 -145 241 1,27  -1,55 0,30 343 0,48 1,91 1,37 -0,84 0,63 041 0,37 -0,55
WT, S 3,79 -1,85 -0,74 1,20 3,43  -0,31 0,97 0,69 -0,07 346 -1,40 -2,01 -1,07 -2,15 -1,01 -1,14 -1,56 -1,00
stdev
CE,R 1,11 0,16 0,29 0,08 1,71 0,19 1,20 0,57 0,09 0,29 0,14 0,07 0,24 0,14 0,32 0,59 0,29 0,57
WT, R 0,77 0,68 0,48 0,13 0,89 0,86 0,73 0,22 0,14 1,21 0,33 0,00 2,23 0,67 0,00 1,86 0,22 0,00
CE, S 0,80 0,82 0,54 0,03 0,77 0,07 0,13 0,50 0,36 1,13 0,01 0,13 0,22 0,68 0,31 0,12 0,24 0,63
WT, S 0,14 0,20 0,32 0,24 0,86 0,34 0,07 0,75 0,05 041 0,14 1,12 0,93 1,52 0,65 0,77 0,37 0,00

PRX346815 GER34511 MPK116136 MPK17621 PRXIIF8556

6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi 6dpi 12dpi 18dpi
CE, R -2,26  -0,07  -1,57 0,00 0,00 -2,18 -1,59 -1,26 -1,47 -1,24 -0,63 -1,65 -1,63 -0,30 -1,51
WT, R -1,07 -1,14 -0,61 0,00 0,00 245 0,66 -1,12 0,60 -1,63 -1,01 -0,42 -0,32 1,17 0,41
CE, S 0,29  -0,69 0,75 0,53 -1,04 -0,80 0,19 0,07 0,22 0,62 0,31 0,30 0,57 0,44 0,60
WT, S 2,01 -0,51 -0,48 0,03 1,10 1,16 0,22 0,37 0,21 2,56 -0,86 -0,54 225 -0,26 0,40
stdev
CE, R 1,06 1,35 0,74 0,00 0,00 0,99 0,19 0,07 0,22 0,11 0,13 0,18 0,65 0,02 0,32
WT, R 0,22 0,40 0,00 0,00 0,00 7,07 0,22 0,37 0,21 0,07 0,41 0,37 0,22 0,47 0,52
CE, S 0,09 0,49 0,75 1,09 0,27 0,65 0,03 0,58 0,05 0,13 0,17 0,17 0,37 0,06 0,10
WT, S 0,54 0,20 0,35 1,82 1,44 343 0,17 0,17 0,14 0,73 0,23 0,20 0,33 0,05 0,40
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PRILOGA F

Vrednosti relativne koli¢ine glivne DNA za posamezne vzorce v koreninah (R) in steblih
(S) sorte Wye Target (WT) in Celeia (CE) v treh ¢asovnih toc¢kah (6, 12 in 18 dpi)

Rastlinski del Casovna tocka
Kultivar, 6 dpi 12 dpi 18 dpi
Vzorec

CE,S1 0,024 0,053 0,195
CE,S2 0,020 0,049 0,179
CE,S3 0,017 0,034 0,556
CE,R1 1,000 0,842 1,000
CE,R2 0,408
CE,R3 0,198 0,951 0,047
WT,R1 0,212 0,334 0,003
WT,R2 0,112 0,114 0,012
WT,R3 0,136 0,666 0,010
WT,S1 0,002 0,005 0,161
WT,S2 0,003 0,111 0,147

WT,S3 0,016 0,011 0,232




