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Abscizija ali odpadanje delov rastline je fizioloSki proces, ki je na molekulski ravni zelo slabo
raziskan. Splosno je sprejeto, da je abscizija oblika programirane celi¢ne smrti (PCS), a raziskav in
dokazov za to ni. Predhodne raziskave kazejo, da je v abscizijo vkljucena ribonukleaza LX (RNaza
LX), a kako je prostorsko in ¢asovno razporejena v abscizinskem obmocju ni znano. V diplomskem
delu smo ugotavljali ¢asovno in prostorsko razporeditov izrazanja gena za RNazo LX v abscizinskem
obmodju peclja listov paradiznika, skupaj z genoma za poligalakturonazi TAPG1 in TAPG4, ki naj bi
prav tako sodelovali v procesu abscizije. Rezultati raziskave naj bi pomagali potrditi PCS v
abscizinskem obmodju listov paradiznika. Za analizo izraZanja genov v specifi¢nih celicah posebnih
tkiv paradiznika smo prilagodili metodo PCR v realnem ¢asu. Za raziskavo smo pripravili rastlinski
material, prilagodili protokol izolacije RNA majhnim koli¢inam rastlinskega tkiva, nacrtovali zaCetne
oligonukleotide za doloc¢evanje izrazanja RNaze LX, TAPGI in TAPG4 ter izvedli reakcijo PCR v
realnem Casu. Dokazali smo, da se po 12-urni indukciji abscizije z etilenom na peceljni strani
abscizinskega obmocja koli¢ina transkripta RNaze LX glede na kontrolo ne spremeni, na stebelni
strani pa se sedemkrat zmanjSa. Po 48 urni indukciji se koli¢ina transkripta za RNazo LX na peceljni
strani 30-krat poveca v primerjavi s kontrolo, na stebelni strani pa ostane priblizno enaka kot po 12
urni indukciji. Potrdili smo, da se v procesu abscizije koliCina poligalakturonaznega transkipta
TAPG4 poveca bistveno prej kot TAPG1, dokazali pa smo, da je po 48 urni indukciji abscizije z
etilenom na peceljni strani koli¢ina transkripta TAPGI priblizno 100-krat, TAPG4 pa priblizno 20-
krat vecja kot na stebelni strani. Zaklju¢imo lahko, da se v procesu abscizije RNaza LX specificno
izraza na peceljni strani abscizinskega obmocja, izrazanje poligalakturonaz TAPGI in TAPG4 pa je
na peceljni strani bistveno ve¢je kot na stebelni. Vpeljava metode PCR v realnem ¢asu za detekcijo
izrazanja genov v abscizinskem obmocju listov paradiznika je pomembno prispevala k boljsemu
razumevanju abscizije na molekulski ravni. Skupaj z vzporednimi raziskavami smo pokazali, da se
abscizinsko obmocje razlicno razvija na peceljni in stebelni strani ter da je le peceljna stran povezana
s PCS.
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Abscission or shedding of plant parts is a physiological process, which is not well understood at the
molecular level. It is generally believed that the abscission is a form of the programmed cell death
(PCD), but this has not been studied and proved yet. Preliminary research suggests that ribonuclease
LX (RNase LX) is involved in the abscission. However, its spatial and temporal distribution in the
abscission zone is not known. The aim of this study was to determine the temporal and spatial
expression of genes for RNase LX in the abscission zone of the tomato leaf, together with the
expression of genes encoding polygalacturonase TAPG4 and TAPGI1, which have also been
suggested to be associated with the abscission. To analyze the gene expression in the specific cells
and tissues of tomato plants, a method of the real-time PCR was adapted, primers to determine the
expression of RNase LX, TAPG1 and TAPG4 were designed, and the real time PCR was performed.
We demonstrated that after 12 hours of inducing abscission with ethylene, the quantity of RNase LX
transcript on the leaf side of the abscission zone remained unchanged in comparison with the control.
However, on the stem side the quantity of transcript was about seven-times smaller. After 48 hours of
ethylene treatment, the amount of transcript for RNase LX on the leaf side increased 30-times
compared to the control. At the same time, on the stem side the amount of transcript remains
approximately the same as after 12 hours of ethylene treatment. We confirmed that in the process of
abscission the amount of polygalacturonase transcript 7APG4 significantly increased sooner than
transcript of TAPGI and we demonstrated that after 48 hours of ethylene treatment the amount of
transcript TAPGI is about 100-times more abundant on the leaf side than on the stem side. On the
other hand, the transcript of TAPG4 is about 20-times larger on the leaf side than on the stem side. In
conclusion, our research indicated that in the process of abscission RNase LX was specifically
expressed on the leaf side of the abscission zone and that the expression of polygalacturonase TAPG1
and TAPG4 on the leaf side of abscission zone is substantially larger than on the stem side. The
application of the real time PCR for the detection of gene expression in tomato leaves abscission
zones has significantly contributed to better understanding the abscission at the molecular level.
Together with our parallel studies we showed that the development of the abscission zone is different
on the leaf petiole and stem side and that only the development of the petiole side is associated with
PCD.
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1 UVOD

1.1 UTEMELJITEV PREDLAGANE RAZISKAVE

Odpadanje delov rastline ali abscizija je fizioloski pojav, ki ima velik pomen za kmetijstvo
pri gojenju prehranskih rastlin in pri shranjevanjem pridelkov. Prezgodnja abscizija cvetov
ali mladih plodov zmanjSa koli¢ino pridelka, pospeSitev abscizije pa omogoci strojno
obiranje plodov. PospeSena abscizija pa je na drugi strani tudi nezazelen pojav, npr. pri
¢eSnjevem paradizniku, ki ga obiramo v grozdih. Prezgodnje odpadanje paradiznikov z
grozda med shranjevanjem posledi¢no zmanjsuje kakovost pridelka. Dober nadzor ¢asa in
mesta abscizije bi tako imelo velike prednosti pri pridelavi.

Abscizijo bi lahko nadzorovali, ¢e bi poznali potek procesov, ki so odgovorni za loCitev
tkiva. Zato so raziskovalci vlozili veliko truda v iskanje tarénih encimov procesa in
njihovih regulatorjev. Ugotovili so na primer, da celi¢no steno hidrolizirajo celulaze in
poligalakturonaze. Biotehnoloska inhibicija teh encimov bi pomenila upocasnitev procesa.
V praksi proces nadzorujejo s kemikalijami, povezanimi z rastlinskim hormonskim
sistemom. Etilen npr. spodbuja abscizijo, zato ga aplicirajo pred strojnim obiranjem plodov
sadnega drevja npr. pri jablani, ¢esnji in slivi.

Ceprav je abscizija ze dolgo poznan pojav, pa je na molekulski ravni zelo slabo raziskana.
Za enkrat Se ne poznamo vseh encimov in njihovih regulatorjev, ki so vanjo vpleteni. Prav
tako niso raziskane interakcije med njimi. Predhodne raziskave kazejo, da sta v odpadanje
paradiznikovih listov vkljuceni programirana celi¢na smrt (PCS) in RNaza LX. Za enkrat
pa ni poznano, kako se gen za RNazo LX izraza v abscizinskem obmocju lista in kaks$na je
dejanska povezava RNaze LX s PCS.

Za analizo izraZanja genov je zelo primerna metoda verizne reakcije s polimerazo (PCR) v
realnem casu, ki omogoca koli¢insko ovrednotenje mRNA v vzorcih. Metodo na
Nacionalnem institutu za biologijo uporabljajo za rutinsko diagnostiko razlicnih bakterij ali
izrazanja posameznih genov v izolirani RNA, a Se ni bila vpeljana za dolo¢anje koli¢ine
specificnih mRNA v posameznih tkivih paradiZnika.
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1.2 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA

Cilj diplomskega dela je bil ugotoviti, kako se prostorsko in €asovno izrazajo geni za
RNazo LX in poligalakturonazi TAPG1 in TAPG4 v abscizinskem obmocju listov
paradiznika z metodo PCR v realnem Casu. Za dosega tega cilja smo morali prenesti in
prilagoditi obstoje¢o metodologijo, ki je v laboratoriju Nacionalnega instituta za biologijo
vpeljana za detekcijo razli¢nih patogenih organizmov in za dolocanje razlicnih genov pri
gensko spremenjenih organizmih, a Se ni bila uporabljena za analizo izrazanja gena v
specificnih celicah posebnih tkiv paradiznika. Za uporabo metode smo morali pripraviti
rastlinski material za izolacijo RNA in nacrtovati zacetne oligonukleotide za dolocevanje
izrazanja RNaze LX, TAPGI in TAPG4.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Na podlagi dosedanjih raziskav smo pri¢akovali, da je izrazanje genov za RNazo LX in
poligalakturonazi TAPGI1 in TAPG4 prostorsko in ¢asovno odvisno. Predvidevali smo, da
sta abscizija in izrazanje RNaze LX povezana s procesom programirane celicne smrti.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SENESCENCA IN ABSCIZIJA

Senescenca ali staranje je zadnje razvojno obdobje med zrelostjo in smrtjo rastline ali
njenega dela. OznacCena je kot visoko organiziran, energijsko zahteven in genetsko
nadzorovan proces (Prochizkova in Wilhelmova, 2007). Poteka lahko na ravni celice,
tkiva, organa ali organizma. Na ravni organa je npr. senescenca listov. V tem procesu se
spremeni celicna zgradba lista, metabolizem in izraZanje genov. NajzgodnejSa sprememba
je propad kloroplasta, asimilacijo ogljika nadomesti katabolizem klorofila, proteinov,
lipidov in RNA. Iz celi¢nega materiala se tako sprostijo hranila, ki jih prevzamejo semena
ali drugi rastoCi organi rastline (Lim in sod., 2007). Senescenca poteka v vec stopnjah, v
katerih se mobilizirajo produkti, propadejo komponente, ki vzdrzujejo fizioloSke funkcije
in na koncu sledi abscizija (Prochazkova in Wilhelmova, 2007).

Abscizija je proces, v katerem odpadejo nekateri organi rastline. Je posledica loCitve
specializiranih celic v abscizinskem podroc¢ju. Te in druge rastlinske celice so povezane z
adhezivnim matriksom osrednje lamele, ki ga v veliki meri sestavljajo pektini. Pektini
rastlini dajejo jakost in trdnost. Organ se lo¢i od rastline, ¢e se med specializiranimi
celicami v abscizinskem obmocju zmanjSa adhezija zaradi propada osrednje lamele s
hidroliticnimi encimi (Roberts in sod., 2002). Propad celi¢nih sten v obmocju lo¢itve mora
potekati priblizno soCasno, da je proces abscizije uspesen (Roberts in sod., 2000).

Abcizija je pogosto povezana s senescenco, saj oba procesa sprozi veliko istih razvojnih,
okoljskih in stresnih dejavnikov. Kljub temu procesov ne smemo zamenjevati. Medtem ko
je senescenca povezana s smrtjo organizma ali vsaj enega njenih delov, abscizija zajema
odpadanje starih in bolnih organov ter je velikokrat posledica senescence. Vseeno pa v
nekaterih primerih abscizija poteCe brez senescence (Webster, 1973). Abscizijo listov
lahko povzrocijo neugodne okoljske razmere kot so ekstremne temperature, zmanjSana
koli¢ina in kakovost svetlobe, suSa, pomanjkanje hranil, ozon, ranitev rastline ter napad
patogena (Taylor in Whitelaw, 2001).

2.2 ABSCIZINSKO OBMOCJE

Abscizinsko obmocje je pri listih na bazi listnega peclja, kjer se ta stika s steblom (slika 1)
(Addicott, 1982). Celice so tu manjse in imajo bolj gosto citoplazmo kot sosednje celice.
Ker se v njihove celicne stene nalaga manj snovi, kot je lignin, so stene manj trdne
(Addicott, 1982). Diferencirajo se zgodaj v razvoju rastline in nato ostanejo dolgo v
enakem stanju do abscizije (Taylor in Whitelaw, 2001). V nasprotju z njimi se sosednje
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celice povecajo, razvijejo in vsebujejo velike vakuole (Osborne, 1989, cit. po Roberts in
sod., 2000).

Slika 1: Lokacija abscizinskega obmocja pri listu (Addicott, 1982: 23).

Abscizinsko obmocje (slika 2) sestavljata loCitvena in zas¢itna plast. LocCitvena plast je
velikokrat debela le en celicni sloj (Addicott, 1982). Encimi v lo€itveni plasti razgradijo
pektine osrednje lamele in hidrolizirajo stensko celulozo. Tik ob locitveni je zasc¢itna plast.
Sestavljena je iz skupine celic, ki se lahko delijo in obmocje zapecatijo, vkljucno z
zaprtjem trahejnih elementov. Vse celice na zunanji strani odmrejo in list odpade brez
poskodb. Na mestu locCitve lista je na steblu vidna listna brazgotina (Dermastia, 2007).

= Iogitvena plast

4/ za%Citna plast

Slika 2: Abscizinsko obmocje lista (Addicott, 1982: 24).

2.3 PROGRAMIRANA CELICNA SMRT (PCS)

Programirana celicna smrt (PCS) je normalna fizioloSka oblika smrti. Pri zivalih ima
pomembno vlogo v razvoju zarodka in kasneje v vzdrzevanju tkiv odraslega osebka
(Cooper, 2000). PCS je gensko nadzorovan proces, ki selektivno odstrani dolo¢ene celice.
Pri zivalih vkljucuje izgubo medcelicnih stikov, skrcenje citoplazme, nastajanje
membranskih mehurckov, fragmentacijo DNA, razdiranje jedra in nastanek apoptotskih
telesc. Raziskovanje PCS pri zivalih se je zaCelo leta 1972, ko je Kerr s sodelavci
predstavil nov pojem apoptoze. Vec kot desetletje je bilo potrebno, da so ugotovili bioloski
pomen apoptoze pri rastlinah. Prav tako kot pri Zivalih, igra PCS pomembno vlogo pri
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Stevilnih vegetativnih in reproduktivnih fazah razvoja rastline, kar vkljuCuje senescenco
listov, ksilogenezo, odpadanje cvetnih listov po oploditvi, postembrionalni propad
aleuronskih plasti, razvoj koreninske ¢epice, somatska in zigotna embriogeneza, dolo¢anje
spola, obrambo rastline pred patogeni s preobcutljivostnim odgovorom (Collazo in sod.,
2006). Rastline se odzovejo s PCS tudi na abiotske stresorje: slanost, herbicide, reaktivne
kisikove zvrsti, pomanjkanje vode in na visoko ali nizko temeperaturo (Palavan-Unsal in
sod., 2005). Pri rastlinski in zivalski PCS so opazili nekatere podobnosti v morfologiji,
transdukcijski poti in signalnih molekulah (Collazo in sod., 2006).

Pri razli¢nih tipih rastlinske PCS so opazili skréenje celic, kondenzacijo in skrcenje
citoplazme, kondenzacijo kromatina, zmanjSanje premera jedra, fragmentacijo DNA
(Kladnik in sod., 2004, 2005; Collazo in sod., 2006; Yamada in sod., 2007).

Primer PCS je ksilogeneza ali diferenciacija rastlinskega prevodnega sistema. Trahejni
elementi so zgrajeni iz votlih mrtvih celic, ki nastanejo tako, da se po tvorbi sekundarne
celicne stene razgradi celicna vsebina. Na ultrastrukturni ravni so opazili naslednje
sprememembe: degradacija vakuole, jedra, plastidov, mitohondrijev, endoplazemskega
retikla (ER) in na koncu procesa Se izguba plazemske membrane in delov celi¢ne stene. Pri
tem procesu pa ni priSlo do zmanjSana ali skrcitve jedra in fragmentacije. Po unicenju
vakuole pride do hitre degradacije jedra. Odkrili so, da so v to verjetno vpletene RNaze,
cisteinske in serinske proteaze. Ker so v proces senescence vkljucene proteaze, RNaze in
lipoksigenaze, naj bi bila tudi senescenca oblika PCS (Palavan-Unsal in sod., 2005).

PCS verjetno nastopa v absciziji cvetnih listov pri nekaterih rastlinskih vrstah, saj so jo Ze
opisali pri ostrozniku Delphinium belladonna (Yamada in sod., 2007). Ni pa Se popolnoma
jasno ali nastopa PCS tudi pri absciziji listov. V neobjavljeni podatkih (Lers, osebni
razgovor) so z barvanjem z Evans modrim za preverjanje zivosti celic opazili mrtve celice
okoli abscizinske plasti pred potekom abscizije, kar nakazuje na moznost PCS pri absciziji
listov. Opazili so tudi inducirano proteazno in nukleazno aktivnost v abscizinski plasti. To
podpira hipotezo o PCS, saj je znano, da so v procese PCS vkljuCene proteaze in nukleaze
(Lers in sod., 2006).

Slika 3: Barvanje abscizinskega obmodja lista paradiznika z Evans modrim (Lers, 2009).
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2.4 ETILEN IN AVKSINI

Abscizijo lahko sprozi vrsta dejavnikov, sploSen odziv nanje pa je zmanjSanje sinteze in
transporta hormonov, ki inhibirajo abscizijo (avksini, citokinini), in povecanje koli¢ine
tistth hormonov, ki so povezani z zmanjSano rastjo in senescenco (etilen in abscizinska
kislina). Etilen in avksini so pomembni regulatorji abscizije. Etilen pospeSuje proces,
avksini ga upocasnjuje (Taylor in Whitelaw, 2001).

Avksini so naravni rastlinski hormoni, ki se transportirajo od celice do celice, od organa do
organa, za signalizacijo in koordinacijo rasti ter razvoja. Glavni naravni avksin je indol-3-
ocetna kislina. Primarno se sintetizira v delecih se meristemskih celicah. Avksin je nujen
za delitev celic, asimetri¢no rast pri fototropizmu in gravitropizmu, apikalni dominanci,
razvoju plodov, absciziji, zaCetku lateralne in naklju¢ne rasti korenin, filotaksiji in urejanju
zil. Avksin se v rastlinah sintetizira in shranjuje v obliki konjugatov z aminokislinami,
proteini in sladkorji (Napier, 2003).

Etilen (C,Hy) je plinast ogljikovodik in tudi rastlinski hormon, ki ima velik vpliv na rast in
razvoj rastlin. Uravnava kalitev semen, rast kalic, abscizijo listov in cvetov, senescenco
organov, zorenje plodov, odgovor na stres in patogene. Sintetizira se v nekaj korakih iz
celi¢nih zalog L-metionina. Etilen se z visoko afiniteto veZe na svoje receptorje. Signal se
prevede v seriji ohranjenih proteinov in na koncu sprozi odgovor. Zacetek poti prevajanja
signala je povsod enak, kon¢ni odgovori na etilen pa so razli¢ni. Odvisni so od razvojnih,
okoljskih, tkivno specifi¢nih dejavnikov in se mocno razlikujejo v kinetiki. Vplivi etilena
se lahko pokazejo takoj (npr. inhibicija rasti semenske rastline v 15 minutah) ali pa je zato
potrebnih ve¢ dni (npr. senescenca listov). Da etilen lahko sprozi specificen odgovor, mora
biti pot prevajanja signala povezana in nadzorovana z drugimi potmi. Etilen lahko pospesi
abscizijo in senescenco, vendar oba procesa lahko poteCeta tudi v odsotnosti etilena
(Schaller, 2003).

Po modelu ravnotezja naj bi bila indukcija abscizije odvisna od medsebojnega vpliva
koncentracije hormonov in vpliva dejavnikov, ki spremenijo dovzetnost in obc¢utljivost tkiv
nanje (Sexton in Trawavas, 1987). Dejavniki, ki povecajo dotok etilena iz oddaljenega
organa so opraSitev, senescenca, ranitev, tema, zorenje plodov in ozon. Aktivna rast
oddaljenih tkiv in gnojenje povecata dotok avksinov. Dobava etilena in avksinov iz
oddaljenih tkiv vpliva na njihovo koncentracijo v abscizinskem obmocju. Obcutljivost tega
obmocja na etilen se poveca npr. s starostjo ali pri vodnem stresu, ki ga sprozi obrezovanje.
Nizja temperatura in mladostnost zmanjsajo obcutljivost na etilen (Sexton in Trawavas,
1987).

Medsebojne vplive etilena in avksinov si pri absciziji listov in cvetov predstavljamo tudi z
naslednjim modelom. Med prvo stopnjo je abscizinsko obmoc¢je obcutljivo na avksine in



Lumpert M. Vpeljava metode PCR ... za raziskovanje izrazanja gena za LX RNazo v procesu abscizije pri paradizniku 7
Dipl. delo. Ljubjana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota meoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

neobcutljivo na etilen. Prisotnost avksinov zmanjsa obcutljivost abscizinskega obmocja na
etilen, zato obdelava rastline z etilenom ne sprozi abscizije listov ali cvetov. S staranjem
preide list ali cvet v drugo stopnjo, v kateri je obmocje neobcutljivo na avksin in obcutljivo
na etilen. ZmanjSana koli¢ina avksinov ne more ve¢ preprecCiti abscizije. Posledica je
povecana obcutljivost na etilen in ta lahko pospesi proces abscizije (Taylor in Whitelaw,
2001). S tem modelom si lahko razlozimo opaZanje, da najstarejsi in najnizji listi na rastlini
najhitreje odpadejo (Brown, 1997).

Celice razli¢no zaznavajo hormonske signale in se na njih odzovejo na molekulski in
celi¢ni ravni. Glede na vpliv avksinov in etilena loCimo tri tipe celic (Taylor in Whitelaw,
2001). Celice tipa 2 so tarc¢ne celice abscizinskega obmocja in se povecajo kot odgovor na
etilen, ne pa na avksine. Celice, ki sestavljajo ostalo telo rastline, so celice tipa 1. Avksini
povzrocijo njihovo podaljSanje, etilen pa inhibira rast v to dimenzijo, a pospesuje lateralno
Sirjenje celice. Tako avksini in etilen v celicah tipa 2 predstavljajo regulatorni mehanizem
velikosti in oblike celic. Celice tipa 3 se povecajo v odgovor na oba hormona.

Ker etilen pospesuje rast specifi¢nih celic abscizinskega obmocja in ne njihovih sosed, je
mozno, da posredno povzro¢i mehansko silo, nujno za locitev celic. Pogosto so vidne
zaobljene celice v abscizinskem obmocju, ki se povecajo zaradi turgorja (Brown, 1997).

2.5 PROTEINI V ABSCIZINSKEM OBMOCJU

Gene, ki se izrazajo med abscizijo in njihove proteinske produkte, uvrs¢amo v dve skupini.
V prvi so geni in proteini, ki so odgovorni za locitev celic, v drugi skupini pa so geni in
proteini, odgovorni za varovanje celic pred patogeni (Roberts in sod. 2000).

2.5.1 Poligalakturonaze

Anatomske Studije razpoke, ki nastaja med locitvijo celic v abscizinskem obmodcju, so
privedle do spoznanja, da je primarno mesto locitve celic osrednja lamela (Roberts in sod.,
2000). Ta ugotovitev je spodbudila iskanje encimov, ki razgrajujejo pektine (Roberts in
sod., 2000), katerih delez je v osrednji lameli velik (Dermastia, 2007).

Poligalakturonaze so encimi, ki hidrolizirajo pektine. Pri absciziji listov in cvetov
paradiznika osrednjo lamelo razgrajujejo poligalakturonaze TAPG1 (Kalaitzis in sod.,
1995), TAPG2 in TAPG4 (Kalaitzis in sod., 1997). Podobnost v njihovem
aminokislinskem zaporedju je med 76-93 %, medtem ko je podobnost s poligalakturonazo
TFPG, ki se izraza v plodovih paradiznika, le 38-41 %. Abscizinske poligalakturonaze se
ne izrazajo v plodovih, steblih, listnem peclju in prasnikih popolnoma odprtih cvetov.
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Verjetno so endopoligalakturonaze. Med abscizijo listov in cvetov paradiznika se TAPG4
zacne izrazati veliko prej kot TAPGI in TAPG?2 (slika 4). Predpostavljajo, da TAPG4
sprosti oligosaharide iz celi¢ne stene, ki so nato osnova za koordinacijo procesa locitve v
celicah skorje (Kalaitzis in sod., 1997).

Leaf Absc. Zones
CoHy O 612 2448h

TAPG2

Slika 4: Izrazanje poligalakturonaz TAPGI, TAPG2 in TAPG4 pri absciziji listov paradiznika. Iz vzorcev so
izolirali RNA, naredili hibridizacijo z oznaCenimi sondami in produkt lo¢ili na poliamidni elektroforezi.
Poligalakturonaza TAPG4 se za¢ne izraZati prej kot poligalakturonaza TAPG1 (Kalaitzis in sod. 1997: 1306).

2.5.2 Celulaza

Celulalaza ali B-1,4-glukanaza je bil prvi encim, za katerega so predvidevali vpletenost v
razrahljanje celi¢ne stene. Odkrili so ga v abscizinskem obmocju listnega peclja fizola.
Etilen je povecal sintezo celulaze, avksini pa so jo zmanjsali. Povecano sintezo B-1,4-
glukanaze so odkrili Se pri absciziji listov ¢rnega bezga in bombaza (Mishra in sod., 2007),
cvetovih paradiznika ter listih in cvetovih paprike. Pri paradizniku so nasli Ze vec
izoencimov B-1,4-glukanaz (Roberts in sod., 2000).

2.5.3 Ekspanzini

Ekspanzini zrahljajo celi¢cno steno med rastjo in zorenjem. Potencialno so vpleteni v
degradacijo celi¢ne stene pri absciziji. Njihova aktivnost se povefa v abscizinskem
obmocju, Ce so listice ¢rnega bezga (Sambucus nigra) tretirali z etilenom (Roberts in sod.,
2002).
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2.5.4 Proteini povezani z patogenezo v abscizinskem obmocju

Abscizinsko obmocje predstavlja mozno mesto za vdor patogenov, zato rastlina kopici tam
snovi, ki bi jo zascitile pred njimi (Roberts in sod., 2002). Ko se zacne rahljanje celicne
stene, se v neposredni blizini lo¢itvene plasti diferencira zasScitna plast. Lahko nastane z
nalaganjem lignina in suberina v stene na novo izpostavljenih celic v blizini locitve,
najveckrat pa nastane z delitvijo celic. Ta plast predstavlja fizicno zaScito. Geni za
proteine, ki §c¢itijo celice pred vdorom mikroorganizmov, se izrazajo v neposredni blizini in
prav tako oddaljeno od mesta locitve (Roberts in sod., 2000). Hitinaze in B-1,3 glukanaze
naj bi §citile rastlino pred vdorom gliv in bakterij (Campillo in Lewis, 1991). Pri absciziji
je mozno nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti in proteini podobni metalotioninom, ki se
povecano izrazajo med abscizijo, naj bi rastlino S$¢itili pred prostimi radikali, ki bi se
kopicili v abscizinskem obmoc¢ju. Pri navadnem repnjakovcu so pri absciziji cvetov odkrili
povecano izrazanje biosinteznih encimov jasmonske kisline, ki so povezani z obrambo
rastline (Roberts in sod., 2002).

2.5.5 RNaza LX

Ribonukleaza LX (RNaza LX) iz ceSnjevega paradiznika spada v skupino T2 RNaz
podobnih S-Rnazam (Kock in sod., 2006). Odkrili so jo skupaj s tremi drugimi
intracelularnimi RNazami (RNaze LV 1-3) v celi¢ni kulturi paradiznika po fosfornem
stradanju. RNaze LV 1-3 so bile lokalizirane v vakuolah, RNaza LX pa zunaj teh
organelov, natan¢ne lokacije takrat Se niso dolocili. Izrazanje RNaze LX in RNaz LV 1-3 so
lahko inducirali s fosfornim stradanjem in zavrli z dodatkom fosforja. Loffler in sod.
(1992) menijo, da imajo visje rastline poleg izlo¢anih encimov, ki pridobivajo fosfat iz
okolja, tudi intracelularni sistem, ki reSuje izredna stanja pomanjkanja fosfata (Loffler in
sod., 1992). Kock in sod. (2006) porocajo, da se RNaza LX izraZza na koncih glavne in
latarelnih korenin med njihovo rastjo, ko rastlini primanjkuje fofata. Na vrSickih korenin je
namescena v celicah povrhnjice.

Aminokislinsko zaporedje RNaza LX je 60 % podobno zaporedju RNaze LE (Loffler in
sod., 1993). RNaza LE je zunajceli¢na RNaza paradiznika in jo regulira fosfat (Jost in sod.,
1991). Inducira jo ranitev rastline (Lers in sod., 1998). RNaza LX ima, za razliko od
RNaze LE, na C- koncu zaporedje aminokislin STNDDHDEF (Loffler in sod. 1993).
Zadnje stiri aminokisline (peptid HDEF) na C- koncu proteina delujejo kot signal pri
zadrzevanju proteina v ER pri glivah in rastlinah in omogoci RNazi LX, da se kopic¢i v ER
(Kaletta in sod., 1998; Lehmann in sod., 2001).

RNaza LX se kopic¢i med kalitvijo v endospermu semena in med senescenco v listih in
cvetovih (Se posebej v cvetnih listih) paradiznika. Predvidevajo, da se RNaza LX kopic¢i v
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kompartmentih nastalih iz ER in se ob pretrganju membrane sprosc¢a v citoplazmo. Tu naj
bi RNaza LX skupaj s proteazami mobilizirala celicne makromolekule (ribonukleinske
kisline in proteine) med kalitvijo in senescenco. Zaznali so jo tudi v nerazvitih trahejnih
elementih, kar nakazuje njeno vlogo pri diferenciaciji ksilema. V tem procesu
programirane celicne smrti z avtolizo nadzorovano propadajo rastlinske celice in se
oblikuje sekundarna stena (Lehmann in sod., 2001).

Lehmann in sod. (2001) predvidevajo, da je uni¢enje membrane ER ali razdelkov, ki
izvirajo iz njega, predpogoj, da RNaza LX lahko razgradi svoj substrat RNA. RNaza LX se
ze pred lizo celic kopi¢i v ER, vendar nima vpliva na celico. Domnevajo tudi, da ima
RNaza LX fiziolosko vlogo v programirani celi¢ni smrti (Lehmann in sod., 2001).

Lers in sod. (1998) so ugotovili, da se gena za RNazi LX in LE izraza pri senescenci listov
in da se gen za RNazo LX moc¢neje izraza kot gen za RNazo LE. Majhno izrazanje genov
za RNaze so opazili pri cvetovih in odrezanih listih z rastline, ki so jim umetno sprozili
senescenco. V steblu, koreninah in plodovih so zaznali bazalno izrazanje. Etilen je aktiviral
izrazanje gena RNaze LX v mladih odrezanih listih.

Pomembna za razumevanje funkcije RNaze LX je raziskava z gensko spremenjenim
paradiznikom, ki je imel s protismiselno tehnologijo inhibiran gen RNaza LX (Lers in sod.,
2006). Pri teh rastlinah se je v primerjavi z divjim tipom protein, ki ga gen kodira pojavljal
le v sledeh. V optimalnih rastnih razmerah se fenotip transgenskih rastlin ni bistveno
razlikoval od divjega tipa. Pri fosfornem stradanju pa je za razliko od divjega tipa prislo do
kopicenja antocianov, ki so pokazatelji stresa. Koncentracija klorofila je bila podobna v
obeh tipih rastlin. Gen za RNazo LX se izraza v listih med senescenco v bolj pozni stopnji
procesa. Pri paradizniku z inhibirano RNazo LX sta zakasnjeni senescenca in abscizija.
Rastlinam, ki so rastle v pomanjkanju fosfata, so brez znakov senescence skupaj s klicnimi
listi odpadli nekateri listi. To se je zgodilo veliko prej pri divjemu tipu kot pri rastlini z
inhibirano RNazo LX. Velikokrat so opazili epinastijo, ki je kazala, da so rastline v
odgovor na stres sintetizirale veliko etilena. Za etilen je znano, da inducira proces abscizije
pri rastlinah. Abscizijo listov so pri mladih rastlinah, ki so rastle v normalnih razmerah,
povzroc€ili z odstranitvijo listnih ploskev in izpostavitvijo rastlin etilenu. Listnih ploskev
niso odstranili kliénim listom. Odstranitev listnih ploskev je zmanjSala pritok avksinov v
listni pecelj in tako pospesila abscizijo le-tega. Opazili so, da so kli¢ni listi bolj obcutljivi
na etilen kot pravi listi, saj so odpadli prej. Pri paradizniku z inhibirano RNazo LX je prislo
do zakasnitve in manj odpadanja klicnih listov. V locenem poskusu, pri katerem so
abscizijo povzroc€ili le z odstranitvijo listnih ploskev, so dodatno opazili, da je ¢asovni
vzorec abscizije odvisen tudi od namestitve lista. Pri divjem tipu in rastlinah z inhibirano
RNazo LX so mlajsi, vi§je namesSCeni listi s procesom abscizije odpadali kasneje od
starejSih. Tako je med obema tipoma rastlin s staranjem listov prislo Se do vecji razlik v
absciziji listnih pecljev. Verjetno je izraZzanje RNaze LX v starejSih listih vecje, zaradi vecje
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obcutljivosti na etilen. V isti raziskavi so tudi ugotovili, da se gen za RNazo LX izraza v
abscizinskem obmocju zrelih rastlin v listnem peclju in plodu paradiznika, ne pa v
abscizinskem obmocju listnega peclja mladih rastlin. Pri rastlinah z inhibirano RNazo LX
se v primerjavi z divjim tipom RNaza LX skoraj ne izraza in okolisSko tkivo vsebuje malo
ali ni¢ odgovarjajoCega proteina.

Specifi¢na funkcija RNaze LX ni znana. Hipoteti¢no je lahko vpletena v PCS pri absciziji
listov, ¢eprav Se ni trdnih dokazov da PCS pri abciziji listov sploh potece. Nekatere druge
RNaze imajo vlogo pri PCS v razli¢nih fizoloskih procesih npr. v ze omenjeni ksilogenezi,
smrti alevronskih celic (Rogers in Rogers, 1999) in v razvoju endosperma (Young in
Gallie, 2000). RNaza LX naj bi bila vkljucena v te procese, saj se izraZzanje gena, ki jo
kodira, poveca med kalitvijo semena in ksilogenezo (Lehmann in sod., 2001).

2.6 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU

Verizna reakcija s polimerazo v realnem cCasu (PCR v realnem casu) temelji na metodi
verizne reakcije s polimerazo (PCR), ki jo je razvil Kary Mullis v osemdesetih letih
prejSnega stoletja (Valasek in Repa, 2005). PCR je ena najmocnejSih tehnologij v
molekulski biologiji (Invitrogen, 2008). Specificen del DNA lahko pomnozimo z DNA
polimerazo in specificnimi zacetnimi oligonukleotidi in tako lahko naredimo ve¢ kot
milijardo kopij. DNA polimerazi, ki se obiajno uporabljata sta termostabilna encima
polimerazi DNA Tagq in Pfu (Valasek in Repa, 2005).

PCR reakcijo in PCR v realnem casu sestavljajo trije glavni koraki, ki obicajno potekajo v
40 ciklih (Invitrogen, 2008). (1) Denaturacija: dvoverizno DNA razklenemo v dve verigi s
poviSanjem temperature na 95 °C; (2) naleganje: reakcijsko zmes ohladimo, da zacCetni
oligonukleotidi lahko nalegajo na enoverizno DNA matrico. Temperatura naleganja je 5 °C
pod temperaturo taljenja zacetnih oligonukleotidov (Ty); (3) podaljSevanje: DNA
polimeraza sintetizira novo verigo in nastane dvoverizna DNA. Aktivnost DNA
polimeraze je pri 72 °C optimalna. Hitrost nastajanja nove verige je 100 baznih parov na
sekundo.

V vsakem ciklu imamo teoreticno dvakrat ve¢ produkta kot v predhodnem ciklu. V
realnosti to ne drzi, ker se po nekaj ciklih med reakcijo reaktanti porabijo in reakcija
doseze plato. DNA se ucinkovito podvaja samo do platoja, zato ne moremo izracunati
zacetne koli¢ine DNA iz izmerjene koli¢ine produkta po 40 ciklih reakcije. Z metodo PCR
v realnem casu merimo produkt v eksponencialni fazi, ko je pomnozevanje DNA Se
ucinkovito. Meritve produkta so sorazmerne zacetni koli¢ini DNA, zato PCR v realnem
¢asu omogoca kvantifikacijo. Pomnozeno koli¢ino DNA merimo po vsakem ciklu s
pomocjo florescenénih barvil (Valasek in Repa, 2005). Metoda PCR v realnem casu tako



Lumpert M. Vpeljava metode PCR ... za raziskovanje izrazanja gena za LX RNazo v procesu abscizije pri paradizniku 12
Dipl. delo. Ljubjana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota meoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

zdruzuje podvojevanje DNA in detekcijo pomnozenih produktov, zato za detekcijo
produkta gelska elektroforeza ni ve¢ potrebna (Bustin, 2005).

2.6.1 Metode zaznavanja pomnoZenih produktov pri veriZni reakciji s polimerazo v
realnem ¢asu

2.6.1.1 Nespecifi¢ne metode zaznavanja pomnoZenih produktov

Intrekalirajoca barvila so najbolj obiajna metoda za detekcijo pomnozene DNA.
Absorbirajo svetlobo nizje valovne dolzine in oddajajo svetlobo visje valovne dozine (slika
5). Njihova flourescenca se moc¢no povecCa pri vezavi na dvovijacno DNA (ds DNA).
Intenziteta signala je odvisna od prisotne koli¢ine dsDNA. Ve¢ kot je dsDNA, vecja je
fluorescenca (Invitrogen, 2008). Na zacetku se je uporabljal etidijev bromid, vendar ga je
kmalu zamenjalo barvilo SYBR green I, ker ima vec¢jo afiniteto do dvoverizne DNA
(Gachon in sod., 2004). SYBR green I se veZe na mali jarek DNA in oddaja tisoCkrat vec¢jo
fluorescenco kot v raztopini. Barvila, ki se tudi uporabljajo, so BEBO, YOYO-1, TOTO-1
(Valasek in Repa, 2005). Metoda s fluorescentnimi barvili je nespecificna, ker se barvilo
veze na dsDNA neodvisno od nukleotidnega zaporedja produkta (Invitrogen, 2008). Vecjo
specificnost metode se zagotovi z analizo disociacijske krivulje pomnozenega produkta in
dolocitvijo talis¢a produkta. V primeru vec taliS¢, pomnozevanje ni bilo specifi¢no in pri
reakciji se je pomnozevalo ve¢ amplikonov (Valasek in Repa, 2005). Specifi¢nost procesa
lahko preverimo Se z gelsko elektroforezo in dolo¢evanjem nukleotidnega zaporedja
pomnozenega produkta (Gachon in sod., 2004). Prednost nespecificne metode je
enostavnost na¢rtovanja sond in poskusa. Razen dragih aparatov so materialni stroski nizki
(Bustin, 2005).

2.6.1.2 Specificne metode zaznavanja pomnozenih produktov

Pri specifi¢nih metodah zaznavanja imamo poleg dveh zacetnih oligonukleotidov v reakciji
Se sondo, ki se komplemetarno veze s tarénim zaporedjem med oba zacetna
oligonukleotida. Sonde so specificne za dolo¢eno zaporedje in imajo 5' in 3' konce
oznacene s fluorescentnima barviloma. Na enem koncu ima sonda porocevalec (ang.
reporter), na drugem pa dusilec (ang. quencher). Ob vezavi sonde na tar¢no zaporedje sta
fluorescentni barvili blizu skupaj in duSilec lahko absorbira porocevalski signal. Pojav
imenujemo prenos fluorescentne resonancne energije (FRET, fluorescent resonance energy
transfer). Energija se prenese od donorskega (porocevelec) k akceptorskemu (dusilec)
fluoroforu (Valasek in Repa, 2005). Oddaljenost med fluoroforoma je lahko nekaj
nanometrov (Gachon in sod., 2004). Med podaljSevanje verige polimeraza DNA z
nukleazno aktivnostjo 5' hidrolizira sondo. Barvili sta nato v raztopini dovolj oddaljeni, da
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dusilec ne absorbira elekromagnetnega valovanja porocevalca (slika 5). Porocevalski
signal lahko tako z detektorji zaznamo iz izmerimo. Fluorescentna barvila, ki se
uporabljajo kot dusilci, so TAMRA, DABCYL in BHQ, kot poro¢evalec pa FAM, VIC, in
NED. Te vrste sond se imenujejo hidrolizne sonde, na trgu jo na primer predstavlja sonda
TagMan®. Natancnost metode s hidroliznimi sondami in SYBR green 1 metode je
podobna, prva metoda pa je bistveno bolj specifi¢na, saj izmerimo samo koli¢ino produkta
sekvencno specificnega podvojevanja (Valasek in Repa, 2005).

Na trzis¢u obstajajo tudi druge metode zaznavanja pomnoZenih produktov kot so
molekulske svetilke (Molecular Beacons), zacetni oligonukleotidi Scorpion. Delujejo
podobno kot hidrolizne sonde, torej na osnovi poro¢evalca in duSilca (Gachon in sod.,
2004).

Za vsako tar¢no zaporedje je potrebno nacrtovati specificne oligonukleotidne zacetnike in
sondo. Uporaba te metode zaznavanja pomnozenih produktov je ekonomic¢na samo, Ce se
naredi na isti tarci veliko eksperimentov (Gachon in sod., 2004).

480

4@5 >

& . S~~~
£ Taq

Slika S: Princip delovanja SYBR green I in TagMan sonde pri metodi PCR v realnem casu (Valasek in Repa,
2005: 153).

2.6.2 Aparatura za PCR v realnem ¢asu

Za vzbujanje fluorescence imajo naprave razlicne vire svetlobe kot so laser, diode LED in
zarnice (volfram halogenske ali kvar¢ne volfram halogenske). Detektorski sistem
predstavljajo kamera CCD ali fotodiode. Pomemben del aparature je tudi sistem, ki
cikli¢no spreminja in vzdrzuje enako temperaturo vseh reakcijskih zmesi (Valasek in Repa,
2005). Hitrost spreminjanja temperature je limitni dejavnik, ki dolocCa trajanje reakcije
(Gachon in sod., 2004). Naprave to omogocijo z grelnim blokom, s temperiranim zrakom
ali s kombinacijo obeh sistemov (Valasek in Repa, 2005). Light Cycler™ uporablja
namesto cevk kapilare, ki jih namesto z grelim blokom segreje s svetlobo. Cas potreben za

segrevanje reakcijske zmesi se obCutno zmanjsa (iz 15 s na 1-2 s).
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2.6.3 Oblikovanje zacetnih oligonukleotidov

Izbira dobrih zacetnih oligonukleotidov je najbolj pomemben parameter uspesnosti metode
PCR v realnem casu. Pri oblikovanju zacetnih oligonukleotidov je priporocljivo: (1) da je
dolzina pomnozenega odseka DNA od 80 do 250 baznih parov; daljsi odseki se na
pomnozujejo ucinkovito; (2) da so zacetni oligonukleotidi dolgi od 18 do 24 baznih parov,
kar je pomembno za primerno temperaturo naleganja; (3) da so zacetni oligonukleotidi
specifi¢ni za tar¢no zaporedje in ne vsebujejo notranjih sekundarnih struktur; (3) da ima
par zacetnih oligonukleotidov podobno temperaturo taljenja (dovoljena odstopanja so
priblizno 5 °C) in vsebnost GC priblizno 50 % (Invitrogen, 2008).

Izbrano zaporedje je potrebno analizirati, da prepre¢imo komplementarno hibridizacijo na
3' koncu znotraj samega in med zacetnimi oligonukleotidi. Na trgu je veliko plac¢ljivih in
neplacljivih racunalniskih programov, ki po svojih algoritmih izratunajo pomembne
lastnosti zacetnih oligonukleotidov in na ta nacin ocenijo njihovo ustreznost. Tako
uporabniki teh programov lahko izberejo zaCetne oligonukleotide z dobrimi osnovnimi
lastnostmi. Oblikovanje dobrih zaetnih oligonukleotidov je Se posebej pomembno, ko
uporabljamo interkalirajoa barvila kot metodo zaznavanja pomnoZenih produktov
(Invitrogen, 2008).

2.6.4 Analiza podatkov pri PCR v realnem ¢asu

Med potekom reakcije merimo fluorescenco reakcijske zmesi. Ce izriSemo krivuljo
odvisnosti fluorescence od Stevila cikla reakcije dobimo graf pomnozevanja, ki prikazuje
kopicenje produkta v Casu (Invitrogen, 2008). Na grafu so vidne tri faze reakcije: bazna
linija, eksponentna faza in plato (slika 6). Med fazo bazne linije je fluorescenca produkta
nizja od signala ozadja in traja priblizno 3 do 15 ciklov. Ko akumulacija produkta doseze
kriti¢ni prag, je fluorescenca produkta vecja od ozadja. Fluorescenca nato v eksponentni ali
logaritemsko-linearni fazi narasca linearno nekaj naslednjih ciklov. Iz te faze pridobimo
podatke potrebne za izracun kon¢nih rezultatov eksperimenta. Med zadnjo plato fazo
fluorescenca doseze zgornjo najvis§jo vrednost. Reaktantov zacne primanjkovati in
podvajanje ni ve¢ ucinkovito. Koli¢ina produkta zato ni ve¢ proporcionalna zacetni kolic¢ini
DNA. Ta faza ni ve¢ primerna za pridobivanje podatkov (Wang in sod., 2006).

V analizah rezultatov, pridobljenih s PCR v realnem casu, pozitivno reakcijo detektiramo
s kopic¢enjem fluorescencnega signala. Prag je koli¢ina signala, ki kaZe na statisti¢no
znacilno povecanje signala glede na signal bazne linije. Obicajno ga inStrumenti
samodejno nastavijo na vrednost, ki je desetkrat vecja od standardne deviacije vrednosti
fluorescence v bazni liniji. Lahko pa je nastavljena rocno na poljubno vrednost. Prazni
cikel (ang. treshold cycle, Cy) je cikel, pri katerem fluorescenca preseze nastavljeni prag.
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Vrednost C; je obratno sorazmerna zacetni koli¢ini DNA (Invitrogen, 2008). To pomeni, da
nizja kot je vrednost Ct, ve¢ nukleinske kisline je v vzorcu. Pri 40 ciklih pomnozevanja
vrednosti Ct, ki so manjSe od 29, pomenijo mo¢no pozitivno reakcijo z veliko prisotne
taréne nukleinske kisline; vrednosti med 30 in 37 pomenijo pozitivno reakcijo, z zmerno
koli¢ino tar¢ne nukleinske kisline; medtem ko vrednosti med 38 in 40 pomenijo Sibko
reakcijo, ki lahko nakazuje zelo nizko koli¢ino tar¢ne nukleinske kisline ali celo
kontaminiran vzorec.
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Slika 6: Graf pomnozevanja tar¢nega zaporedja z metodo PCR v realnem casu (Arco, 2004: 217).

2.6.4.1 Kvantifikacija

Kvantifikacijsko obmocje je Siroko do sedem velikostnih redov. Zato v vzorcu lahko
dolo¢imo ekstremno nizke in visoke koncentracije taréne DNA (Gachon in sod., 2004).
Poznamo absolutno in relativno kvantifikacijo. Z absolutno kvantifikacijo dolo¢imo
koli¢ino DNA oz. stevilo kopij taréne DNA v vzorcu (Invitrogen, 2008). IzraCunamo jo iz
umeritvene krivulje (Gachon in sod., 2004). Z relativno kvantifikacijo pa dolo¢imo razliko
Vv izraZzanju gena v enem vzorcu v primerjavi z drugim.

Matematiéni model relativne kvantifikacije je 2 ' (t.i. expression ratio) (Livak in
Schmittgen, 2001). Vrednost C; tar¢nega gena je normalizirana z vrednostjo C;
referen¢nega gena v vzorcu (enacba 2). Izrazanje referencnega gena se med poskusom ne
sme spreminjati, ne glede na obdelavo vzorcev. Za referencne gene so primerni standardni
vzdrZevalni geni, med katere sodijo citokrom c¢ oksidaza (COX), p-aktin in rRNA.
Predstavljajo endogeno kontrolo, katere namen je izenacCitev vzorcev glede na zacetno
koli¢ino DNA v reakciji. V nacrt eksperimenta moramo vkljuciti kalibratorski vzorec, ki ga
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najveckrat predstavlja neobdelana kontrola. AC; kalibratorskega vzorca uporabimo za
izratun vrednosti AAC; (enagba 3). Nato lahko za vzorce izratunamo vrednost 2 A
(enacba 1), ki je vecCkratnik ekspresije izbranega gena normaliziranega z referen¢nim
genom glede na neobdelano kontrolo. Predpogoj za uporabo tega metematicnega modela je
identi¢na ucinkovitost pomnoZevanja tarcnega in referenc¢nega gena (Livak in Schmittgen,
2001; Invitrogen, 2008).

. . v oo -AACt
Relativno izrazanje = 2 (D)
ACt vzorec = Ct tarcni gen, vzorec — Ct referencni gen; vzorec - (2)
AA Ct: A Ct vzorec ~ A Ct kalibrator e (3)

2.6.5 Uporaba metode PCR v realnem ¢asu za detekcijo patogenih
mikroorganizmov in gensko spremenjenih organizmov

Uporaba metode PCR v realnem ¢asu za kvantifikacijo stopnje okuZzbe rastlin s patogenimi
mikrobi se povecuje od prvega porocila leta 1999 (Gachon, 2004). Ta nacin je hitresi, bolj
specifi¢en in obcutjiv v primerjavi s tradicionalnimi protokoli, ki temeljijo na opazovanju
bolezenskih znamenj in Stetju kolonij. Pri detekciji patogenov za izolacijo nukleinskih
kislin ni potrebna predhodna izolacija patogena v Cisti kulturi, ampak lahko iz rastlinskega
materiala izoliramo celokupno DNA ali RNA in nato detektiramo specificno patogenovo
(Andersen in sod., 2006). Najbolj pomembno pa je, da metodo lahko prenesemo na
katerikoli sistem patogen- rastlina (Gachon, 2004).

Hitri testi zuporabo PCR vrealnem c¢asu dajejo tocne informacije o prisotnosti,
infektivnosti, toksicnosti patogena in o njegovi biomasi, omogocajo hitrejse in bolj uspesne
odloCitve o izvajanju ukrepov varstva rastlin pri pojavu bolezni. Hitro in natan¢no
doloCanje je Se posebej pomembno pri karantenskih patogenih, ki jih skuSajo drzave
omejiti in izkoreniniti (Weller in sod., 2000, Gachon in sod, 2004). Pravilna in hitra
identifikacija je nujna tudi pri zagotavljanju varnosti zivil (Gachon in sod., 2004, Andersen
in sod., 2006).

Na Oddelku za biotehnologijo in sistemsko biologijo Nacionalnega instituta za biologijo je
PCR v realnem casu standardna metoda za rutinsko detekcijo gensko spremenjenih
organizmov v hrani in krmi (Buh GaSpari€ in sod., 2010). V diagnostiko so uvedli razli¢ne
protokole za PCR v realnem casu za detekcijo virusov (Kogovsek in sod., 2008, Gutiérrez-
Aguirre in sod. 2008, 2009). Pomembni so novi protokoli za detekcijo patogenih bakterij,
vklju¢no s karantenskimi (Dreo in sod. 2007; Hren in sod. 2007; Pirc in sod. 2009; Nikoli¢
in sod. 2010) v razli¢nih rastlinah.
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Z metodo PCR v realnem casu so raziskovalci Nacionalnega inStituta za biologijo ze
izvedli ve¢ raziskav sprememb v genskem izrazanju v krompirju (Baebler in sod. 2009) in
vinski trti (Hren in sod. 2009a,b), okuzenih z razli¢nimi povzrocitelji. Pokazalo se je, da je
za uspesno uporabo metode nujno prilagoditi veC stopenj protokola, Se posebej samo
izolacijo nukleinske kisline, saj se tkiva rastlin zelo razlikujejo po vsebnosti razli¢nih
inhibitorjev, tako znotraj rastline kot med rastlinskimi vrstami.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 GOJENJE PARADIZNIKA

Semena paradiznika (Lycopersicon esculentum Mill.) sorte VF36 smo dobili od dr.
Amnona Lersa z Departmnet of Postharvest Science v Volcani Center v Izraelu. Semena
smo povrsinsko sterilizirali z raztopino NaClO (varekina). V ¢asi smo redCili 25 ml
varekine z 75 ml vode in dodali semena. Raztopino smo mesali na magnetnem mesalu 15
minut. Semena smo nato sprali z vodo. Kalili smo jih v stekleni petrijevki, ki je imela na
dnu moker papirnat robcek, nad njim pa filterski papir. Po priblizno §tirih dneh, ko so
semena skalila, smo kalice posadili v loCke napolnjene s prstjo, tako da sta bili v enem
loncku dve rastlini. Rastline smo pred indukcijo abscizije listov gojili od pet do Sest tednov
v rastni komori.

3.2 INDUKCIJA ABSCIZIJE

Abscizijo smo inducirali tako, da smo najprej rastlinam odrezali listne ploskve prvih §tirih
ali petih listov (zaceli smo pri spodnjem najstarejSem listu in nadaljevali rezanje navzgor
proti mlajsim listom). Nato smo Cez 36 ur rastline izpostavili etilenu v 20-literski
anaeorobni komori, opremljeni s sistemom za izmenjavo atmosfere. Atmosferski zrak smo
zamenjali z etilenom do koncentracije etilena 5 pl 1" z nekajkratnim ponavljanjem
izsesavanja zraka in polnjenjem komore z etilenom. Rastline smo pustili v komori z
etilenom do vzorcCenja, do pojava znamenj abscizije ali 6, 12, 24 ali 48h.

3.3 VZORCENIJE

3.3.1 Prva metoda vzorcenja

Vzorcili smo abscizinska obmocja listov, na meji med listnim pecljem in steblom. Nastala
so pri tistih listih, kjer smo listu odrezali listno ploskev in je ostal samo Se pecelj, ki se je
pod vplivom etilena znacilno ukrivil (pojav epinastije).

Ker smo v poskusu Zeleli dokazovati mRNA za RNazo LX, smo pri delu morali paziti na
kontaminacijo rastlinskega tkiva z vsepovsod prisotno RNazo, ki bi lahko razgradila iskano
mRNA. Pri delu smo uporabljali rokavice, saj so nezeleni encimi tudi na kozi. Za rezanje
smo uporabljali skalpel, ki smo ga med delom c¢istili z 70-odstotnim etanolom, ki inhibira
RNaze in prepreci kontaminacijo tkiva z njimi. Sprotno ¢iScenje skalpela je bilo potrebno
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tudi za prepreCevanje kontaminacije vzorcev z drugimi vzorci in njihovo mRNA. S
skalpelom smo rezali peceljno in stebelno stran abscizinskega obmocja (slika 7) loceno ali
pa skupaj. Primerjalni kos¢ek vzorcnega tkiva, ki ni bil locen na pecljni in stebelni del, je
tehtal med 120 in 260 mg. Po rezanju smo vzorce takoj ohladili v teko¢em dusiku, jih
zavili v alumnijasto folijo in jih zopet prestavili v teko¢ dusik, dokler jih po kon¢anem delu
nismo shranili v zmrzovalni skrinji pri -80 °C.

3.3.2 Druga metoda vzorcenja

Oznacili smo 2-ml centrifugirke z varnostnim zapiranjem z etiketo z imenom vzorca in jo
prelepili z lepilnim trakom. Okoli abscizinkega obmocja (slika 7) smo zajeli manj
okoljnega tkiva. Pri nekaterih listth smo z rezilom locili stebelno in peceljno stran
abscizinskega obmocja in dobili za eno abscizinsko obmocje lista dva vzorca. Oznacili
smo steblo in pecelj. Vzorcev nismo tehtali, primerjalni je imel okoli 14 mg.

3.3.3 Tretja metoda vzorcenja

Pri tretjem poskusu smo si izbrali Sest casovnih tock in za si vsako pripravili tri rastline.
Oznacili smo 2-ml centrifugirke z varnostnim zapiranjem z etiketo z imenom vzorca in jo
prelepili z lepilnim trakom. Pokrove centrifugirk smo preluknjali z injekcijsko iglo, da smo
omogocili izenacCevanje tlakov med ohlajanjem in taljenjem vzorca. Vsako centrifugirko
smo stehtali. Loceno smo vzor¢ili peceljni in stebelni del abscizinskega obmocja (slika 7).
Koscke tkiva smo rezali z skalpelom, ki smo ga pri vsakem vzorcenju ocistili z etanolom.
Vzorce smo shranili v stehtano centrifugirko in jih pred zamrznitvijo v teko¢em dusiku
ponovno stehtali. Tako smo lahko izracunali maso vsakega vzorca. Njihova masa je bila od
6 do 45 mg. Po kon¢anem delu smo vzorce shranili v zamrzovalni skrinji pri -80 °C.

Obmocje abscizije

Slika 7: Vzorcenje abscizinskega obmocja lista paradiZnika.
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3.4 HOMOGENIZACIJA VZORCEV

Vzorce smo homogenizirali z napravo Tissuelyser (Qiagen). Tkivu v 2-ml centrifugirke z
varnostnim zapiranjem smo dodali Zelezno kroglico. Eppendorfove centrifugirke smo
nalozili v posebne bloke, ki so bili pred delom shranjeni pri -80 °C. Bloke smo vstavili v
napravo Tissuelyser (Qiagen) in jih najprej stresali 1 minuto pri 20 Hz, nato smo vzorce
obrnili in jih stresali Se 1 minuto pri 20 Hz.

3.5 1ZOLACIJA CELOKUPNE RNA

3.5.1 Izolacija s kompletom RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Homogeniziranemu vzorcu v mikrocentrifugirki smo dodali 450 ul pufra RLT iz kompleta
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), zmes premesali in tri minute inkubirali pri 56 °C. Nato
smo zmes prenesli na kolono QIAshreeder, vstavljeno v 2 ml-centrifugirko in centrifugirali
2 min pri 14000 vrtljajih na minuto. 400 pl supernatanta smo prenesli v novo
mikrocentrifugirko in mu dodali 200 ul 96-odstotnega etanola. Vzorec smo prenesli v
kolono RNeasy mini spin in centrifugirali 30 sek pri 14000 vrtljajih na minuto. Zgornji del
kolone smo prenesli v novo 2 ml-centrifugirko, dodali 600 pl pufra RW1 iz kompleta
(RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)) in centrifugirali 30 sek pri 14000 vrtljajih na minuto.
Kolono smo nato prenesli v novo 2 ml-centrifugirko brez pokrovcka, dodali 500 pl pufra
RPE in centrifugirali 30 sek pri 14000 vrtljajih na minuto. Kolono smo ponovno prenesli v
novo 2 ml-centrifugirko brez pokrovcka, dodali 500 pl pufra RPE in centrifugirali 2 min
pri 14000 vrtljajih na minuto. Kolono smo Se enkrat prenesli v novo 2 ml-centrifugirko in
centrifugirali 1 min pri 14000 vrtljajih na minuto. Na koncu smo kolono prenesli v 1,5 ml-
centrifugirko in dodali 50 pl vode RNase free water segrete na 56 °C in inkubirali pri sobni
temperaturi. Po 15 minutah smo kolono v 1,5 ml-centrifugirki centrifugirali 1 minuto pri
14000 vrtljajih na minuto. Izolirano RNA smo shranili pri 80 °C.

DNA smo iz vzorcev odstranili v encimom Dnaza I (Invitrogen). Vzorcem na ledu smo
dodali reakcijsko mesSanico, ki je vsebovala Dnazo I, pufer in destilirano vodo. Inkubirali
smo 15 min in vmes nekajkrat vzorec mo¢no premesali. Na koncu smo dodali EDTA in
inkubirali 10 min pri 65 °C.
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3.5.2 Izolacija s kompletom RNeasy Micro Kit (Quiagen)

Pufer RPE iz kompleta (RNeasy Micro Kit (Quiagen)) smo pripravili tako, da smo 11 ml
koncentriranega pufra redCili z 44 ml 100-odstotnega etanola. 80-odstotni etanol smo
pripravili z redcenjem 100-odstotnega etanola z vodo Rneasy free water v razmerju 1:4.
Raztopino DNaze smo pripravili z raztapljanjem liofilizirane DNaze s predpisanim
volumnom (550 ml) vode Rneasy free water. DNazo smo shranili pri -20 °C.
Homogenizranemu vzorcu smo dodali 350 pl pufra RLT iz kompleta RNeasy Micro Kit
(Quiagen), ga dobro premesali in centrifugirali 3 min pri 14000 vrtljajih na minuto.
Supernatant smo prenesli novo 2 ml-centrifugirko, mu dodali 175 pl 70-odstotnega etanola
in ga premesali z pipetiranjem. Vzorec brez precipitata smo prenesli na kolono RNeasy
MinElute in centrifugirali 30 sekund pri 14000 vrtljajih na minuto. Nato smo kolono
prenesli v novo 2 ml-centrifugirko, dodali 350 pL pufra RW1, centrifugirali 30 sekund pri
14000 vrtljajih na minuto in kolono ponovno prenesli v novo 2 ml-centrifugirko. Pred
izolacijo ali med izolacijo smo si pripravili reakcijsko mesanico DNaze I iz kompleta
RNeasy Micro Kit (Quiagen). Za vsak vzorec smo naredili 80 ul reakcijske mesanice iz 10
pl delovne raztopine Dnaze I in 70 pl pufra RDD iz kompleta RNeasy Micro Kit
(Quiagen). 80 ul reakcijske meSanice smo nanesli na membrano kolone in inkubirali 15
minut pri sobni temperaturi. Dodali smo 350 pL pufra RW1 iz kompleta RNeasy Micro Kit
(Quiagen), centrifugirali 30 sekund in prenesli kolono v novo 2 ml-centrifugirko. Potem
smo dodali 500 pL pufra RPE, centrifugirali 30 sekund pri 14000 vrtljajih na minuto in
prenesli kolono v novo 2 ml-centrifugirko. Dodali smo 500 uL 80-odstotnega etanola,
centrifugirali 2 minuti pri 14000 vrtljajih na minuto in prenesli kolono v novo 2 ml-
centrifugirko. RNA smo posusili tako, da smo odprli pokrovcke kolone in centrifugirali 5
minut. Kolono smo prenesli v novo 1,5 ml-centrifugirko in dodali 14 pl vode brez RNaz.
Pred elucijo smo pocakali 10 minut in nato centrifugirali 10 minut pri 14000 vrtljajih na
minuto. Kolone smo zavrgli in zaprli pokrovcke 1,5 ml-centrifugirk. Vzorce smo shranili
pri -80°C.

3.6 KONTROLA KAKOVOSTI IZOLIRANE RNA

3.6.1 Merjenje koncentracije izolirane RNA

Koncentracijo izolirane RNA smo izmerili spektrofotometri¢no z inStrumentom Nanodrop
1000. Aparat smo priklopili na racunalnik in preko raCunalniskega programa oddajali
ukaze za meritve. V zaCetnem meniju smo izbrali moZznost merjenja koncentracije RNA.
Aparat smo umerili z vodo, ki ni vsebovala RNaz in nato izmerili koncentracijo RNA v
posameznem vzorcu. Za posamezno meritev smo porabili 1 pl vzorca.
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3.6.2 Agarozna gelska elektroforeza

V erlenmajerici smo pripravili 1,5 % agarozni gel, tako da smo v mikrovalovni pecici
raztopili agarozo v pufru TAE. Raztopini agaroze smo dodali barvilo SYBR Safe
(Invitrogen) v razmerju 1 pl barvila na 10 ml raztopine agaroze. Vsebino erlenmajerice
smo prelili v elektroforetsko banjico, vstavili v njo glavnicek, jo pokrili z aluminjasto
folijo in pocakal 45 minut. Ko je nastal kompakten gel, smo glavnicek odstranili in nanesli
vzorce (3pl) redCene z nanasalnim pufrom (3pl) in oznacevalec velikosti (100bp). Banjico
smo namestili v elektroforetsko komoro, v njo dodali toliko pufra TAE, da je prekril gel, jo
pokrili s pokrovom, nastavili pogoje elektroforeze (¢as 30 min, tok 500 mA, mo¢ 250W,
napetost 80V) in zagnali elektroforezo.

3.7 OBRATNO PREPISOVANIJE RNA ZA PCR V REALNEM CASU

Celokupno RNA smo v postopku obratnega prepisovanja prepisali v komplementarno
verigo, imenovana komplementarna DNA (cDNA). Uporabili smo komplet High Capacity
cDNA archive kit (Applied Biosystems). Naredli smo 50 pl reakcije obratnega
prepisovanja.

V prvi stopnji smo denaturirali totalno RNA. V 0,5 ml-mikrocentrifugirki smo zmesali 2 pl
25xdNTP in 5pl 10x nakljuénih heksamerov. Nato smo dodali 9,5 ul RNA in 20,5 pl
DEPC vode in vsebino Se enkrat premesali in nato centrifugirali. Mikrocentrifugirke smo
postavili v GenAmp” PCR System 9700 (Perkin Elmer) in inkubirali 5 minut pri 95 °C.
Nato smo jih postavili na led za 5 min.

Med tem smo si pripravili reakcijsko meSanico za obratno prepisovanje.

Sestava reakcijske meSanice:
e 4,5 ul DEPC voda
e 5l 10x RT pufer
e | pl inhibitor RNAze
e 2.5ulMulV transkriptaza

V drugem koraku smo izvedli reakcijo obratnega prepisovanja. V 0,5 ml-
mikrocentrifugirki smo zdruzili 13 pl reakcijske meSanice za obratno prepisovanje in
denaturirano RNA , ki smo jo v prvi stopnji postavili na led. Vsebino smo premesali in
centrifugirali. Mikrocentrifugirke smo postavili v GenAmp® PCR System 9700 (Perkin
Elmer) in inkubirali najprej 10 min pri 25 °C in nato 120 min pri 37 °C. Na koncu smo
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vkljucili Se korak za vzdrzevanje vzorcev pri 4 °C. Po kon¢anem obratnem prepisovanju
smo sintetizirano cDNA shranili pri -20 °C.

3.8 PCR V REALNEM CASU

Z metodo PCR v realnem cCasu smo dolocali izrazanje genov za RNazo LX in
poligalakturonazi TAPGI in TAPG4. Za normalizacijo podatkov smo izbrali gen za
citokrom C oksidazo (COX). Za COX smo uporabili metodo zaznavanja pomnozenih
produktov TagMan. Produkte RNaze LX smo zaznavali z metodo SYBR Green I.

3.8.1 Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov za RNaze LX

Za dolocanje izrazanja RNaze LX smo nacrtovali zaCetne oligonukleotide na podlagi
zaporedja gena, ki smo ga nasli v javno dostopni bazi podatkov GenBank. Zaporedje smo
odprli s programom Primer3 Output in upostevali prednastavljene parametre nacrtovanja,
ki so se nanasali na delez G in C nukletotidov (20-80 %), T, (57-60 °C), dolzino zacetnih
oligonukleotidov (optimalna dolzina je 20 nukleotidov). Izmed ponujenih moznost smo
izbrali dve, ki smo ju Se sami oblikovali, da smo parametre optimizirali. S programom
PrimerExpress' ™ 2.0 smo dodatno preverili, da izbrani zaGetni oligonukleotidi ne tvorijo
sekundarnih struktur in dimerov. Specificnost zacetnih oligonukleotidov za RNazo LX smo
preverili z javno dostopnim programom Basic Local Alignment Tool (BLAST). Vnesli
smo zaporedje zacetnega oligonukleotida in naredili primerjavo z znanimi zaporedji v
bazah podatkov. Se posebej smo bili pozorni, da zaGetni oligonukleotid ne prilega znanim
genom paradiznika, npr. Rnazi LE, katere zaporedje je zaporedju RNaze LX 60-odstotno
podobno (Loffler in sod., 1993).

Prvi par zacetnih oligonukleotidov (oznaka: RNaza LX-1)
e FIL:5-TCTATGGCCAAACTACAAAGATGGT-3'
e RI1:5-AGAACTCAGATTCATCCAAAGAGCTT-3'

Drugi par zacetnih oligonukleotidov (oznaka: RNaza LX-2)
o F2:5-CCTATTTCCAAACTGCACTTGACTT-3'
e R2:5-CCTTGGGTTTAATCCCTGCATTG-3'
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3.8.2 Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov za TAPG1 in TAPG4
Zacetni oligonukleotidi za poligalakturonazo TAPGI1:

o F:5-AGGCTGGAAACAACAAGAGTTAGG-3'
e R:5-CCCAAGTTTTAACTCTCACACCATT-3'

Zacetni oligonukleotidi za poligalakturonazo TAPG4:

o F:5-GAATCCCAAGAGCAAGGAGTACAA-3'
e R:5-CATTGCTAGGTCTTGCCCATGT-3'

3.8.3 Izvedba PCR v realnem ¢asu

PCR v realnem ¢asu smo izvedli v 5 pl reakcijah. Vsaka reakcija je vsebovala 2 ul cDNA
in 3 pl reakcijske mecanice. Uporabljali smo nered¢eno, 10 krat in 100 krat redceno
cDNA. Reakcijsko mesanico za COX smo pripravili v mikrocentrifugirki iz reagenta
TagMan PCR Universal Master Mix (Applied Biosystems), sonde in zacetnih
oligonukleotidov. Za RNazo LX in poligalakturonazna gena TAPGI ter TAPGS pa smo
pripravili reakcijsko meSanico iz SYBR mastermix (Applied Biosystems) in zaetnih
oligonukleotidov.

Reakcijske meSanice za:

cox

0,075 ul ddH,O

2,5 ul 2xTagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

0,125 pl 10 uM sonde (koncna koncentracija je bila 250 nM)

0,15 ul 30 uM smiselnega (F) in protismiselnega (R) zacetnega oligonukleotida
(kon¢na koncentracija je bila 900nM)

e 2ulcDNA

RNazo LX, poligalakturonazi TAPGI in TAPG4

0,2 pl ddH,O

2,5 ul SYBR mastermix (Applied Biosystems)

0,15 pl 30 uM smiselnega (F) in protismiselnega (R) zacetnega oligonukleotida
(kon¢na koncentracija je bila 900nM)

2 ul cDNA
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Vzorce smo nanaSali na opticno plos¢ico formata 96 (Applied Biosystems) po v naprej
pripravljenem nacrtu. Najprej smo na plosco nanesli v vse luknjice 2 pl cDNA. Nato smo
nanesli ustrezne reakcijske mesanice. Kon¢éni volumen v vsaki luknjici je bil 5 pl. Vsak
vzorec smo na plosCico nanesli v treh ponovitvah. Pred zaCetkom in na koncu nanaSanja
vzorcev za posamezni taréni gen smo na posebno mesto nanesli namesto cDNA
sterilizirano dH,O, ki nam je sluzila kot kontrola kontaminacije (NTC — ang. no template
control). Ploi¢ico smo pokrili z lepljivo folijo (ABI PRSM®™ Optical Adhesive Covers,
Applied Biosystems) in jo centrifugirali 1 min pri 1000 g.

PCR reakcijo smo izvedli v aparaturi ABI PRISM® 7900 HT Fast Real-Time PCR pri
standardnih pogojih pomnoZevanja:

e 2 minuti pri 50 °C
e 10 minut pri 95 °C (aktivacija polimeraze)
e 45 ciklov pri pogojih
0 10 sekund pri 95 °C (denaturacija DNA)
0 | minuta pri 60 °C (vezava zaCetnih oligonukleotidov in pomnozevanje
DNA)
e 15 sekund pri 95 °C, 15 sekund pri 60 °C, 15 sekund pri 95 °C (disociacijska
krivulja)

3.8.4 Analiza podatkov

Analizo zacetnih podatkov reakcij PCR v realnem ¢asu smo izvedli v programu SDS 2.3
(Applied Biosystems), s katerim smo preverili uspesnost podvojevanja cDNA posameznih
reakcij. Glede na nastavljeno linijo fluorescencnega praga (treshold) nam je program
izracunal vrednosti Ct. Te vrednosti smo izvozili v tekstovno datoteko in jih obdelali s
programom Microsoft Excel.

Za vsak vzorec smo izraCunali vrednost ACt, ki je razlika med vrednostima Ct tarénega
gena (RNaza LX, TAPGI, TAPG4) in normalizatorskega gena (COX).

ACt vzorec — Ct tarcni gen ~ Ct cox (4)
Nato smo za kalibratorske vzorce dolocili peceljno in stebelno stran obmocja abscizije pri

intaktni kontroli z neporezanimi listi (K0) in izracunali vrednost AACt, ki je razlika med
vrednostjo ACt vzorca in intaktne kontrole.

AACt:ACt vzorec ~ ACvtK() (5)
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Na koncu smo izracunali Se relativno izrazanje RNaze LX po naslednji enacbi:

. . v . -AACt
Relativno izraZanje = 2

.(6)
Relativno izrazanje (ang. expression ratio) je razmerje Stevila kopij mRNA za tar¢ni gen v
vzorcu in intaktni kontroli. Vrednost relativnega izrazanja 1 pomeni, da je v vzorcu
prisotno enako 3tevilo kopij mRNA kot v intaktni kontroli. Ce je izrazanje dolotenega
gena v vzorcu vecje kot v kontroli, je vrednost vec¢ja kot 1. Konkretno pomeni izracunana
vrednost relativnega izrazanja veckratnik Stevila kopij v vzorcu v primerjavi z intaktno
kontrolo. Pri vrednostih med 0 in 1 pa se tar¢ni gen izraza v manjSem Stevilu kopij v
vzorcu kot v intaktni kontroli, njegovo relativno izrazanje je manjse.
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4 REZULTATI

4.1 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

Za poskus izrazanja RNaze LX smo vzgojili rastline paradiznika. Po petih do Sestih tednih
smo inducirali abscizijo listov tako, da smo rastlinam odrezali listne ploskve prvih §tirih
listov (od spodnjega najstarejSega lista navzgor) in nato po 36 urah izpostavili rastline
etilenu v brezzrac¢ni komori (slika 9) do vzor€enja. Slike od 8 do 13 prikazujejo rastline pri
tretjem poskusu dolocitve izrazanja RNaze LX v zaCetku februarja 2009.

Slika 8: Dve kontrolni rastlini paradiznikaz neporezanimi listi (intaktna kontrola- K0) in kontrolna rastlina
paradiznika s porezanimi listi po12h (K12).

Slika 9: Indukcija abscizije listov paradiznika z etilenom.
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Slika 10: Rastline paradiznika po indukciji abscizije listov paradiznika z etilenom po 12h (E12).

Slika 12: Rastline pradiinika po indukciji abscizije listov z etilenom po 48h, vidna je epinastija.

Slika 13: Rastline péradiinika po indukciji abscizije listov z etilenom po 48h, primerjava velikosti listnih
peceljev.
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Pri paradizniku, ki je bil vzgojen v oktobru 2008, smo abscizijo inducirali z rezanjem
listnih ploskev in izpostavitvijo rastlin etilenu 48h. Kontrolne rastline so bile intaktne in s
porezanimi listi. Vzor¢ili smo na prvi nacin (glej Materiali in metode). Iz vzorcev tkiva
smo izolirali RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in odstranili DNA z DNazo I.
Kakovost izolirane RNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (slika 14) in z
merjenjem koncentracije RNA z inStrumentom Nanodrop 1000 (preglednica 1).

Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmocja listov paradiznika
s kompletom RNeasy Plant Mini Kit. Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-
oznacevalec velikosti (100 bp), 2- neporezana kontrola, 3- porezana kontrola (napaka pri nanasanju), 4-
stebelni del in 5- listni del abscizinskega obmocja (rastlina obdelana z etilenom 48h), 6- stebelni in listni del
abscizinskega obmocja skupaj (rastlina obdelana z etilenom 48h), 7- listni del abscizinskega obmocja
(rastlina obdelana z etilenom 48h) pred dodatkom Dnaze I, 8 - porezana kontrola ponovni nanos.

Preglednica 1: Meritve koncentracije izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmodja listov paradiznika z
in§trumentom Nanodrop 1000.

Vzorec abscizinskega obmocja paradiZnika koncentracija RNA (ng/ul)
neporezana kontrola 203,9
neporezana kontrola pred dodatkom Dnaze | 421,2
porezana kontrola (napaka pri nanaSanju) 92,4
stebelni del abscinskega obmocja (etilen 48h) 141,3
listni del abscizinskega obmocja (etilen 48h) 9.4
stebelni in listni del absc. obmocja skupaj (etilen 48h) 187,1

listni del absc. obmocja pred dodatkom Dnaze I (etilen 48h) 19,0
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Ker smo domnevali, da se RNaza LX izraZza samo v eni ali nekaj plasteh celic, smo v
nadaljnjih poskusih spremenili na¢in vzorcenja. Pri novem nac¢inu vzorcenja smo pobirali
manjSe kose rastlinskega materiala. Posledi¢no smo morali za izolacijo RNA zamenjati
protokol in uporabiti komplet RNeasy Micro Kit. Ponovno smo si pripravili rastlinski
material. Rastline so rastle od zacetka novembra do sredine decembra 2008. Abscizijo smo
inducirali z rezanjem listnih ploskev in izpostavitvijo rastlin etilenu za 24 ali 48h.
Kontrolne rastline so bile intaktne. Vzorce smo pobirali po drugi metodi vzocenja (glej
Materiali in metode), za izolacijo RNA uporabili komplet RNeasy Micro Kit. Kakovost
izolirane RNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (sliki 15 in 16) in z
merjenjem koncentracije RNA z in§trumentom Nanodrop 1000 (preglednici 2 in 3).

Slika 15: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmocja listov paradiznika
s kompletom RNeasy Micro Kit. Vzoreci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-oznacevalec
velikosti (100 bp), 2- stebelni in listni del abscizinskega obmocja skupaj - 5. list (rastlina obdelana z
etilenom), 3- stebelni in listni del abscizinskega obmocja skupaj — 4. list (kontrolna rastlina).

Preglednica 2: Meritve koncentracije izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmodja listov paradiznika z
inS§trumentom Nanodrop 1000; izolacija s kompletom RNeasy Micro Kit.

Vzorec abscizinskega obmocja paradiZnika koncentracija RNA (ng/pl)
stebelni in listni del absc. obmocja skupaj -5.list (etilen 48h) 165,9
stebelni in listni del absc. obmocja skupaj -4. list (kontrola) 56,6
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Slika 16: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmocja listov paradiznika
s kompletom RNeasy Micro Kit (Qiagen). Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-
oznacevalec velikosti (100 bp), 2- stebelna stran abscizinskega obmocja -3. list (kontrola), 3- listna stran
abscizinskega obmogja - 3. list (kontrola), 4- stebelna stran abscizinskega obmocja - 3. list (etilen), 5- listna
stran abscizinskega obmocja - 3. list (etilen).

Preglednica 3: Meritve koncentracije izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmodja listov paradiznika z
inS§trumentom Nanodrop 1000; izolacija s kompletom RNeasy Micro Kit.

Vzorec abscizinskega obmocja paradiZznika koncentracija RNA (ng/ul)

stebelni del absc. obmocja -3. list (kontrola) 96,5
listni del absc. obmocja -3. list (kontrola) 8,9
stebelni del absc. obmocja -3. list (etilen 24h) 29,1
listni del absc. obmocja -3. list (etilen 24h) 4,2

Pri obeh poskusih smo dobili iz listnega peclja manj RNA kot iz stebla. Ker je bil mozen
vzrok tudi premajhna koli¢ina peceljnega tkiva, smo se odlocili, da vse vzorce stehtamo.
Naredili smo bolj natancen nacrt vzorcenja (glej Materiali in metode). Za poskus smo si
izbrali Sest Casovnih tock in si za vsako pripravili tri rastline. Rastline smo vzgojili do
zacetka februarja 2009. Abscizijo listov smo sporozili tako, da smo rastlinam odrezali
listne ploskve prvih stirih listov in jih izpostavili etilenu za 6, 12 ali 48h. Kontrolne rastline
so predstavljale prve tri Casovne tocke. Prva je bila intaktna kontrola (oznaka KO), ki ni
imela odrezanih listov. Ponovno smo vzor¢ili 12 in 36h po rezanju listnih ploskev (oznaka
K12 in K36). Rastline, ki so bile izpostavljene etilenu, so predstavljale naslednje tri
casovne tocke (oznaka E6, E12 in E48). Pri eni rastlini smo RNA izolirali iz abscizinskega
obmocja tretjega lista. Uporabili smo komplet RNeasy Micro Kit. Kakovost izolirane RNA
smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (sliki 17 in 18) in z merjenjem koncentracije
RNA z instrumentom Nanodrop 1000 (preglednica 4).
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Slika 17: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmocja listov paradiznika.
Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-oznacevalec velikosti (100 bp), 2- KO-1-L3S,
3- KO-1-L3P, 4- K12-1-L38, 5- K12-1-L3P, 6- K36-1-L3S, 7- K36-1-L3P. Razlaga oznake vzorcev: KO-1-
L3S (Kontrola, Oh, 1. Rastlina, List, tretji (3), Steblo), KO-1-L3P (Kontrola, Oh, 1. Rastlina, List, tretji (3),
Pecelj). Podobno so oznaceni ostali vzorci.

Slika 18: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmodja listov paradiznika.
Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-oznacevalec velikosti (100 bp), 2- E6-1-L3S,
3- E6-1-L3P, 4- E12-1-L3S, 5- E12-1-L3P, 6- E48-1-L3P, 7- E48-1-L3S. Razlaga oznake vzorcev: E6-1-
L3S (Etilen, 6h, 1. Rastlina, List, tretji (3), Steblo). Podobno so oznaceni ostali vzorci.
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Preglednica 4: Meritve koncentracije izolirane RNA iz vzorcev abscizinskega obmodja listov paradiznika z
in§trumentom Nanodrop 1000.

vzorec- abs.o. paradiznika koncentracija RNA (ng/ul) masa tkiva (mg)

KONTROLA | KO-1-L3S 4343 37
KO-1-L3P 74,0 24
K12-1-L3S 57,8 21
K12-1-L3P 35,5 17
K36-1-L3S 78,7 17
K36-1-L3P 56,4 13
ETILEN E6-1-L3S 131,4 34
E6-1-L3P 93,1 37
E12-1-L3S 100,9 14
E12-1-L3P 100,3 17
E48-1-L3S 7289 45
E48-1-L3P 59,2 20

42 1ZRAZANJE GENA RNAZE LX

Oba para nacrtovanih zacetnih oligonukleotidov sta bila specificna za pomnozevanje
RNaze LX in nista tvorila dimerov, kar smo preverili z disociacijsko krivuljo (slika 19).

RNaza LX-1 RNaza LX—2__

ek

f i f i
|
.ll

Slika 19: Disociacijski krivulji cDNA RNaze LX. Uporabljena sta bila dva para zacetnih oligonukleotidov,
RNaza LX-1(levo) in RNaza LX-2 (desno).
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Za normalizatorski gen smo izbrali COX. Kot rezultat reakcije smo dobili vrednosti Ct za
RNazo LX in COX, iz katerih smo izrac¢unali ACt (enacba 4) (slika 20), AACt (enacba 5) in
2exp(-AACt) (enacba 6) (slika 21).

Z metodo PCR v realnem Casu smo preverili izrazanje RNaze LX v intakni kontroli in po
indukciji abscizije z etilenom 6 in 12h v tretjem najstarejeSem listu na steblu. Izrazanje je
bilo ve¢je v intaktni kontroli (KO) kot pri rastlinah z inducirano abscizijo (E6 in E12) (slika
21).
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Slika 20: Vrednosti ACt za stebelno in peceljno stran abscizinskega obmocja po indukciji abscizije z
etilenom po 6 in 12h v tretjem najstarejSem listu na steblu paradiznika. Uporabili smo dva para zacetnih
oligonukleotidov, RNaza LX-1 in RNaza LX-2. Nizje vrednosti ACt pomenijo ve¢jo koli¢ino mRNA gena
RNaza LX v vzorcu.
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Slika 21: Relativno izrazanje RNaze LX v stebelnem in peceljnem delu abscizinskega obmocja tretjega
najstarejSega lista paradiznika po indukciji abscizije z etilenom po 6 in 12h v tretjem najstarejeSem listu na
steblu glede na kontrolo pred indukcijo (K0). Uporabili smo dva para zacetnih oligonukleotidov, RNaza LX-
1 in RNaza LX-2. Prikazane so vrednosti 2exp(-AACt) na logaritemski skali z osnovo 10. Vrednosti 2exp(-
AACt) med 0 in 1 pomenijo manjSe izrazanje RNaze LX kot pri kontrolni rastlini. Vrednosti vecje kot 1 bi
pomenile vecje izrazanje gena.
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V nadaljnjem poskusu smo za vsako ¢asovno tocko (KO, K12, E6, E12, E48) izolirali RNA
iz iz peceljne in stebelne strani abscizinskega obmocja najstarejSega lista pri dveh
rastlinah. Uporabili smo komplet RNeasy Micro Kit. Kakovost izolirane RNA smo
preverili z agarozno gelsko elektroforezo (slike 22, 23, 24) in z merjenjem koncentracije
RNA z inStrumentom Nanodrop 1000 (preglednica 5).

Preglednica 5: Meritve koncentracije izolirane RNA iz abscizinskega obmocja najstarejsega lista
paradiznika z in§trumentom Nanodrop 1000.

Vzorec abs. o. pradiznika koncentracija RNA (ng/ul) masa tkiva (mg)

KONTROLA |KO0-1-L1S 27,2 9
KO-1-L1P 3,6 5
K0-2-L1S 19,8 19
K0-2-L1P 27,2 10
KO-3-L1S 25,5
KO-3-L1P 12,5
K12-1-L1S 14,5 21
K12-1-L1P 11,0 9
K12-2-L1S 21,5 16
K12-2-L1P 15,5 8

ETILEN |E6-1-Lls 339,2 27
E6-1-L1p 30,2 24
E6-3-Lls 37,8 16
E6-3-Llp 9,0 9
E12-2-Lls 14,7 19
E12-2-Llp 5,0 10
E12-3-Lls 26,2 13
E12-3-Llp 7.7 9
E48-1-Lls 274,0 28
E48-1-L1p 6.9 15
E48-3-L1s 45,1 21
E48-3-Lp 5.2 10
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Slika 22: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz peceljne in stebelne strani abscizinskega obmocja
najstarejSega lista paradiznika. Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-oznacevalec
velikosti (100 bp), 2- KO-1-L18, 3- KO-1-L1P, 4- K0-2-L1S, 5- K0-2-L1.

Slika 23: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz iz peceljne in stebelne strani abscizinskega
obmocdja najstarejSega lista paradiznika. Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-
oznadevalec velikosti (100 bp), 2- KO-3-L18, 3- KO-3-L1P, 4- K12-1- L1S, 5- K12-1-L1P, 6- K12-2-L18S,
7-K12-2-L1P.
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Slika 24: Agarozna gelska elektroforeza izolirane RNA iz peceljne in stebelne strani abscizinskega obmocja
najstarejSega lista paradiznika. Vzorci si sledijo iz leve proti desni v naslednjem zaporedju: 1-oznacevalec
velikosti (100 bp), 2- E6-1-Ll1s, 3- E6-1-L1p, 4- E6-3-L1s, 5- E6-3-L1p, 6- E12-2-L1s, 7- E12-2-L1p, 8-
E12-3-Lls, 9- E12-3-L1p, 10- E48-1-L1s, 11- E48-1-L1p, 12- E48-3-L1s, 13- E48-3-LI1p.

S parom zacetnih oligonukletidov RNaza LX-2 smo analizirali izraZzanje gena RNaza LX v
vzorcih iz petih ¢asovnih tock (KO, K12, E6, E12 in E48) v najstarejsih listih dveh rastlin.
Iz vrednosti Ct vzorcev smo izracunali ACt (enacba 4) in AACt (enacba 5) in 2exp(-AACt)
(enacba 6) (slika 25). Relativno izrazanje RNaze LX na stebelni in peceljni strani
abscizinskega obmocja najstarejSih listov je razlicno (slika 25). V prvih 12h po indukeciji
abscizije z etilenom so vrednosti relativnega izrazanja RNaze LX na peceljni strani glede na
kontrolo (KO) nespremenjene, na stebelni strani so vrednosti 7-krat manjse (E12). Po 48
urni indukciji abscizije z etilenom (E48) ostanejo vrednosti relativnega izrazanja na
stebelni strani nespremenjene, na peceljni strani pa opazimo 30-krat povecano relativno
izrazanje gena RNaza LX glede na kontrolo (KO).
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Slika 25: Relativno izrazanje RNaze LX v stebelnem in peceljnem delu obmocja abscizije pri najstarejsih
listih paradiznika. Prikazane so vrednosti 2exp( -AACt) na logaritemski skali z osnovo 10. Vrednosti
relativnega izraZzanja med O in 1 pomenijo manjSe izraZzanje gena RNaza LX v vzorcu kot pri kontrolni rastlini
(KO0). Vrednosti vecje kot 1 pomenijo vecje izrazanje gena.

4.3 1ZRAZANJE POLIGALAKTURONAZNIH GENOV TAPGI IN TAPG4

Izrazanje poligalakturonaznih genov TAPGI in TAPG4 smo ocenili na peceljni in stebelni
strani obmocja listnega abscizinskega obmocja.

Na sliki 26 so predstavljene disociacijske krivulje za TAPGI. Slika 25 A predstavlja
negativno kontrolo, ki smo jo nanesli na plos¢o pred zacetkom in na koncu nanaSanja
vzorcev za tarcni gen TAPGI. Na posebno mesto na plosci smo namesto cDNA TAPG1
nanesli sterilizirano vodo. Disociacijska krivulja teh vzorcev ima pri nizji temperaturi vrh,
ki predstavlja dimere zacetnih oligonukleotidov. Dimeri so bili prisotni pri vzorcih KO,
K12, E6 in E12 (slika 26 B, C, D in E). Pri vzorcih K12 st prisotna 2 vrha, tisti pri nizji
temperaturi zaradi dimerov, dodaten vrh pa zaradi pomnozenega produkta cDNA TAPG1
pri reakciji (slika 26 C). Podobno kot v vzorcih K12 sta dva vrhova prisotna Se v vzorcih
E6 in E12 (slika 26 D, E). Pri vzorcih E48 je viden en vrh (slika 26 F), ki je nastal zaradi
pomnozevanja odseka produkta cDNA TAPG]1 pri reakciji. V vzorcih te casovne tocke je
bilo prisotne dovolj matricne DNA, na katero so lahko nalegali zacetni oligonukleotidi. Pri
ostalih ¢asovnih tockah v vzorcih ni bilo dovolj matricne DNA in posledi¢no so lahko
zacetni oligonukleotidi tvoril dimere.
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Slika 26: Disociacijske krivulje cDNA

T(CC)

TAPGI1. Vzorci si sledijo zgoraj od leve proti desni:

kontrola (A), KO (B), K12 (C),E6 (D), E12 (E) in E48 (F).

negativna
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Na sliki 27 so predstavljene disociacijske krivulje za cDNA TAPG4. Pri negativni kontroli
(slika 27 A) je pri nizji temperaturi vrh, ki predstavlja dimere zacetnih oligonukleotidov.
Prav tako so dimeri prisotni pri vzorcih KO in K12 (slika 27 B,C). Pri vzorcih K12 sta
prisotna 2 vrha (slika 27 C), dodaten vrh je nastal zaradi pomnozevanja odseka produkta
cDNA TAPGH4 pri reakciji. Pri vzorcih E6, E12 in E48 je prisoten le en vrh (slika 27 E, D,
F), ki pripada pomnoZenemu produktu reakcije.
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Slika 27: Disociacijske krivulje cDNA TAPG4. Vzorci si sledijo od leve proti desni: negativna kontrola (A),
KO (B), K12 (C), E6 (D), E12 (E) in E48 (F).



Lumpert M. Vpeljava metode PCR ... za raziskovanje izrazanja gena za LX RNazo v procesu abscizije pri paradizniku 41
Dipl. delo. Ljubjana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota meoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2010

Poligalakturonazi TAPG1 in TAPG4 se izrazata med abscizijo listov pri paradizniku
(Kalaitzis in sod., 1997), zato izrazanja genov, ki ju kodirata, v abscizinskem obmocju pred
zacetkom procesa nismo pricakovali. S predvideno odsotnostjo matricne cDNA TAPGI oz.
TAPG4, na katero bi lahko nalegali zacetni oligonuklotidi, je zelo verjetno povezano
nastajanje dimerov zacetnih oligonukleotidov pri inatktnih kontrolah (slika 26 B) Da smo
lahko kljub temu primerjali izrazanje genov v kontroli in zaCetnih stopnjah po obdelavi
rastlin z etilenom, z izrazanjem istih genov v €asu abscizije, smo vrednostim Ct vzorcev iz
kontrole in zgodnjih asov po obdelavi z etilenom dodelili arbitrarno vrednost 40, pri kateri
detekcija skoraj ni ve€¢ mogoca. Tako korigirane rezultate smo nato uporabili za izraCun
relativnega izrazanja genov (2exp(-AACt)) (slika 28).

Po 6 in 12 wurni izpostavitvi rastlin etilenu opazimo povecano izrazanje
poligalakturonaznega gena TAPG4 (slika 28). Kljub temu, da relativnega izrazanja TAPGI
nismo mogli izracunati zaradi nastanka dimerov zacetnih oligonukleotidov, se verjetno ta
gen v manjs§i meri Ze izraza, kar vidimo iz disociacijskih krivulj (slika 26 D, E). Po 48 urni
izpostavitvi rastlin etilenu se povecCano izrazata oba poligalakturonazna gena TAPGI in
TAPG4 (slika 28). Izrazanje TAPGI je 48 ur po indukciji abscizije z etilenom na peceljni
strani skoraj 100 000-krat vecje kot 12 ur po indukciji.

Po 6 in 12 urni izpostavitvi rastlin etilenu ni bistvenih razlik med vrednostmi relativnega
izrazanja poligalakuronaze TAPG4 med obema stranema abscizinskega obmocja, po 48
urah opazimo, da so vrednosti relativnega izraZanja za ta gen 10 krat vec¢je na peceljni kot
na stebelni strani. Pri poligalakturonazi TAPG! so vrednosti relativnega izrazanja priblizno
100 krat vecje na peceljni kot na stebelni strani (slika 28).
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Slika 28: Prikazane so vrednosti 2exp(-AACt) za poligalakturonazna gena TAPG1 in TAPG4 na stebelni in
peceljni strani abscizinskega obmocja najstarejSega lista paradiznika v porezani kontroli po 12h (K12) in po
izpostavitvi rastlin etilenu za 6, 12 ter 48h (E6, E12 in E48). Vrednosti 2exp(-AACt) so bile izracunane glede
na intaktno kontrolo (K0), ki smo ji dodelili arbitrarno vrednost 40. Arbitrarno vrednost 40 smo dodelili tudi
vsem vzorcem oznacenih z *. Vrednosti vecje kot 1 pomenijo vecje izrazanje gena TAPGlali TAPG4 v
vzorcu kot pri kontrolni rastlini (K0), vrednosti med 0 in 1 pomenijo manj$e izraZzanje gena.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Raziskava diplomske naloge je del skupnega projekta skupine dr. Amnona Lersa z
Departmnet of Postharvest Science v Volcani Center v Izraelu o vlogi RNaze LX pri
absciziji listov, cvetov in plodov c¢eSnjevega paradiznika. V skupini dr. Lersa so Ze
ugotovili, da se pri absciziji listov ceSnjevega paradiznika RNaza LX izraza v abscizinskem
obmocju, mi pa smo skusali natan¢nejSe umestiti to izrazanje v prostorski in ¢asovni okvir.

5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Indukcija abscizije

Abscizijo listov smo inducirali pri pet do Sest tednov starih paradiznikih. Abscizijo smo pri
vseh poskusih sprozili z odstranitvijo listnih ploskev in izpostavitvijo rastlin etilenu (slika
9). Odstranitev listnih ploskev zmanjSa pritok avksinov v listni. Koncentracija etilena in
avksinov ter dejavniki, ki jo spreminjajo, vplivajo na obcutljivost tkiva za ta dva hormona.
Zato zmanjSana proizvodnja avksina v listni ploskvi pri starem listu poveca obcutljivost
abscizinskega obmocja za etilen (Sexton in Trawavas, 1987; Sexton, 1997, cit. po Taylor
in Whitelaw, 2001). Posledi¢no po sprozitvi abscizije na tak nacin starejSi listi hitreje
odpadejo kot mlajsi (Lers in sod., 2006).

5.1.2 Izolacija RNA

V prvem poskusu smo vzorcili relativno velike kose rastlinskega tkiva z maso okrog 100
mg in iz njih izolirali RNA. RNA smo uspesno izolirali le iz vzorcev, ki so zajemali
celotno abscizinsko obmocje ali iz vzorcev na stebelni strani obmocja, medtem ko je bila
izolacija s peceljne strani neuspesna. Kakovost izolirane RNA je bila dobra, saj na gelu
agarozne elektroforeze nismo videli razgrajene RNA, ki bi lahko nastala zaradi protokola
izolacije (slika 14).

Ker smo domnevali, da se RNaza LX izraza le v eni ali nekaj plasteh celic, smo v
nadaljnjih poskusih spremenili na¢in vzorcenja. Pri novem nacinu vzorcenja smo pobirali
manjSe kose rastlinskega materiala. Posledicno smo morali za izolacijo RNA zamenjati
protokol in uporabiti komplet RNeasy Micro Kit, ki je namenjen za izolacijo RNA iz zelo
majhne koli¢ine vzorca. S to nalogo smo komplet tudi uvedli v izolacijske postopke v
laboratorijih Nacionalnega instituta za biologijo, kjer je bilo vecina diplomskega dela
opravljenega. Z novim protokolom smo iz tkiva, ki je zajemalo celotno abscizinsko
obmocje ali samo stebelno stran, lahko izolirali RNA v dovolj visoki koncentraciji (sliki 15
in 16), da smo jo v naslednjem koraku lahko uporabili za metodo PCR v realnem casu.
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Tudi z novim nafinom vzoréenja nismo uspeli izolirati RNA iz peceljne strani
abscizinskega obmocja. Mozen vzrok bi lahko bila premajhna koli¢ina rastlinskega tkiva.
Druga razlaga, bi bila, da izrazena RNaza LX na peceljni strani hidrolizira svoj substrat
RNA in ga zato ne moremo izolirati. Tretji moZzen vzrok neuspeSne izolacije pa bi bila
razgradnje RNA z RNazami, ki so prisotne vsepovsod, in pri prepre¢evanju kontaminacije
vzorcev z njimi nismo bili dovolj uspesni. Koscki tkiva iz peceljne strani so bili majhni,
njihova povrSina pa proporcionalno vecja, kot pri vecjih kosckih tkiva iz stebelne strani.
Tako bi lahko RNaze v vec¢ji meri razgradile mRNA na povr$ini manjSih koSckov.

Zaradi prvega navedenega moznega vzroka neuspesnosti izolacije RNA iz peceljne strani
abscizinskega obmocja, smo se odlocili, da pri naslednjem pobiranju vzorcev vse koscke
tkiva stehtamo. Odlo¢ili smo se, da pri abscizinskem obmocju loceno vzor¢imo stebelno in
peceljno stran, saj smo imeli namen natancneje lokalizirati izrazanje RNaze LX. Pri tretjem
poskusu smo tako naredili natatno shemo pobiranja vzorcev. Izbrali smo Sest ¢asovnih
tock (KO, K12, K36, E6, E12 in E48) in si za vsako smo pripravili tri rastline. Po indukeiji
abscizije in vzor¢enju smo vse vzorce stehtali. Najprej smo izolirali RNA iz tretjega
najstarejSega lista na steblu. Masa vzorcev iz stebelne in peceljne strani je bila od 17 do 45
mg, kar je zadoscalo za izolacijo velike koli¢ine RNA. V nadaljnjem koraku smo RNA
izolirali Se iz najstarej$ih listov, ki so imeli bolj droben listni pecelj kot tretji listi (slika 13)
Posledic¢no so bili tudi koscki tkiva manjsi, z maso od 5 do 28 mg (preglednica 5). Iz teh
vzorcev smo izolirali manjSo koli¢ino RNA kot iz tretjih listov, iz nekaterih vzorcev
peceljne strani samo 5 do 9 ng/ml (preglednica 5). Ceprav RNA, izolirane iz teh vzorcev
nismo zaznali na gelu pri agarozni elektroforezi, s katero smo preverjali njeno kakovost
(slika 24), smo jo dokazali v nadaljevanju poskusa s PCR v realnem casu.

5.1.3 Izrazanje gena RNaza LX

Z analizo disociacijske krivulje smo ugotovili, da sta oba para zacetnih oligonukleotidov za
RNazo LX specifi¢na (slika 19). Ce zaletni oligonukleotidi ne bi bili specifi¢ni, potem bi
namesto enega vrha dobili dva ali ve¢. Dodaten vrh lahko predstavljajo dimeri zacetnih
oligonukleotidov, ki imjo vrhove pri niZjih temperaturah. Ob analizi podatkov tako ni bilo
nespecifiénih pomnoZzevanj, ki bi vplivale na vrednosti Ct.

Za oba para zaetnih oligonukleotidov smo z metodo 2exp(-AACt) dobili primerljive
rezultate (slika 21), Ceprav so vrednosti ACt vseh vzorcev za okoli 2 vecje za prvi par
zaetnih oligonukleotidov kot za drugi (slika 20). Ceprav sta bila oba para zacetnih
oligonukleotidov primerna za nadaljnje raziskave, smo se odlocili za uporabo drugega
para, ker je bil bolj obcutljiv. Vzroki za razli¢no obnaSanje zacetnih oligonukleotidov so
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lahko dostopnost zacetnih oligonukleotidov do matrice, njihove sekundarne strukture,
delez CG in zaporedje baz zacetnih oligonukleotidov.

Pri absciziji tretjih najstarejsih listov rastlin, ki so bile izpostavljene etilenu 6 in 12 ur, smo
z metodo PCR v realnem Casu opazili izrazanje RNaze LX, ki je bilo celo manjSe kot pri
kontroli. Kljub temu smo opazili dolocene razlike v izrazanju med stebelnim in peceljnim
delom abscizinskega obmocja. Na peceljni strani je bila koli¢ina transkripta za RNazo LX
nekoliko vecja kot na stebelni strani (slika 21). Kak$no je izrazanje RNaze LX v tretjih
listih po 48h za enkrat ne vemo.

Poskus po 48 urni izpostavitvi etilena smo opravili na najstarejSih listih. Pri teh listih je
bilo izrazanje RNaze LX na peceljni strani abscizinskega obmocja v prvih 12h po sprozitvi
abscizije podobno kot pri kontroli, na peceljni strani pa zelo zmanjsano (slika 25). Po 48h
je raven transkripta na stebelni strani ostala nespremenjena, se pa je znacilno povecala na
peceljni strani (slika 25).

5.1.4 Izrazanje genov TAPG1 in TAPG4

Pri analizi disociacijskih krivulj za poligalakturonazni gen TAPGI smo opazili, da je prislo
do tvorbe dimerov zacetnih oligonukleotidov pri pomnozevanju odseka cDNA TAPGI pri
vzorcih iz ¢asovnih tock KO, K12, E6 in E12 (slika 26 B, C, D, E). Le pri E48 je bila
koli¢ina matricne ¢cDNA TAPGI dovolj velika, da do dimerov ni prislo (slika 26 F).
Disociacijske krivulje za poligalakturonazni gen TAPG4 kazejo, da je ze pri vzorcih iz
casovne tocke E6 dovolj matricne cDNA TAPG4, ki kompetitivno prepreci tvorbo dimerov
zacetnih oligonukleotidov (slika 27 D). Iz rezultatov disociacijskih krivulj vidimo, da se
poligalakturonazni gen TAPG4 zacne izrazati bistveno prej kot TAPGI, kar opazimo tudi
na grafu relativnega izrazanja (slika 28).

Koli¢ina transkripta je za oba poligalakturinazna gena primerljiva 48 ur po indukciji
abscizije z etilenom, a se zelo razlikuje v zgodnejsih stopnjah. Medtem ko se 74PG4 izrazi
ze 6 ur po indukciji, transkripta TAPGI 12 ur po sprozitvi abscizije nismo zasledili na
stebelni strani in le v sledovih na peceljni strani. 48 ur po indukciji se je raven izrazanja
TAPG4 povecala, a primerjalno s TAPGI precej manj. Rezultati poskusa se skladajo s
podatki o teh genih v abscizinskem obmo¢ju lista (Kalaitzis in sod., 1997). Pomemben
prispevke naSe raziskave pa je odkritje, da sta transkripta 7APGI in TAPG4 razli¢no
razporejena na peceljni in stebelni strani.
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5.1.5 Abscizija in programirana celi¢na smrt

Ceprav specifi¢na vloga RNaze LX ni znana, vse ve¢ dokazov potrjuje njeno povezanost s
PCS. Kljub splosnemu prepricanju, da je abscizija oblika PCS, pa to do sedaj Se ni bilo
nedvoumno pokazano. Poskusi v tej diplomski nalogi, skupaj z vzporednimi poskusi nase
raziskovalne skupine kazejo, da je hipoteza o PCS v abscizinskem obmocju pravilna. Z
barvanjem z Evans modrim smo opazili mrtve celice okoli abscizinske plasti pred
zacetkom abscizije (slika 3); prav tako sta se v obmocju sprozili proteazna in nukleazna
aktivnost, ki sta vkljuceni v procese PCS (Lers in sod., 2006).

PCS na peceljni strani abscizinskega obmocja potrjujejo tudi nase vzporedne raziskave na
mikroskopski (slika 29) in ultrastrukturni ravni. Ultrastrukturne spremembe so se pojavile
ze po Stirih urah izpostavitve rastlin etilenu, v polni meri pa so bile izraZzene po izpostavitvi
rastlin etilenu za 48 ur (Tusek s sod. 2009).

Na stebelni strani so bile celice videti metabolno aktivne. Med seboj so bile povezane s
Stevilnimi razvejanimi plazmodezmami (slika 30), vsebovale so zelo veliko ER, veliko
Golgijevih aparatov in Stevilne dobro razvite kloroplaste (slika 31), ki so obdajali
nenavadno oblikovana ameboidna jedra celic (slika 32). Razgradnja pektinskih osrednjih
lamel med celicami je v ¢asovni korelaciji z izrazanjem poligalakturonaznih genov, katerih
proteinski produkti lamele razgrajujejo (slika 33).

Slika 29: Prerez obmocja abscizije pri paradizniku, svetlobni mikroskop (Tusek in sod., 2009).
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Slika 30: Na stebelni strani abscizinskég;t (;f)moéja lista paradiznika so pri treh do petih nizih celic razvite
razvejane plazmodezme, ki so povezane s Stevilnimi Golgijevimi aparati in ER, TEM (Tusek in sod., 2009).

Slika 31: Dobro razvit kloroplast na stebeli strani obmja abscizije al;scizinskega obmogja lista paradiznika,
TEM. (Tusek in sod., 2009).

Slika 32: Ameboidno jedro s Stevilnimi kloroplésti na. stebelni strani abscizinskega obmocja lista
paradiznika, TEM. (Tusek in sod., 2009).
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Slika 33: Na stebelni strani obmocja ébscizije lista paradiznika sez delox-/éinj em poligalakturonaz razgradi
osrednja lamela med celicami in te po lo€itvi ostanejo neposkodovane, TEM (Tusek in sod., 2009).

V nasprotju s stebelno stranjo so celice na peceljni strani propadale z znacilnimi znamenji
PCS, kot je npr. pozitivna reakcija TUNEL in propadajoci kloroplasti (slika 34). Glede na
veliko koli¢ino transkriptov za poligalakturonaze tudi na peceljni strani abscizinskega
obmocja (slika 35) lahko sklepamo, da sodelujejo tudi pri razgradnji pektinskih molekul v
osrednjih lamelah in/ali celi¢nih stenah na strani lista, ki bo propadla v programu PCS.
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Slika 34: Barvanje TUNEL abscizinskega obmogja lista paradiznika. Fluorescirajo jedra, ki so v procesu
PCS. Zaradi avtofluorescence celi¢nih sten, je fluorescentni signal mocan tudi v trahejnih elementih.
(Kladnik A., 2009).

2 pm

Slika 35: Dezintegrirani kloroplasti na peceljni strani abscizinskega obmocja lista paradiznika, TEM (Tusek
in sod., 2009).
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5.2 SKLEPI

Izrazanje gena za RNazo LX med procesom abscizije v listu paradiznika smo raziskovali z
metodo PCR v realnem casu, ki omogoca koli¢insko ovrednotenje mRNA v vzorcih.
Metodo na Nacionalnem inStitutu za biologijo uporabljajo v diagnostiki razlicnih bakterij
ali za proucCevanje izrazanja posameznih genov v izolirani RNA, a Se ni bila vpeljana za
dolocanje koli¢ine specificnih mRNA v posameznih tkivih paradiznika. Z diplomskim
delom smo uspeSno prenesli in prilagodili obstojeCo metodologijo za nove raziskave.
Ponovno smo potrdili, da je metoda PCR v realnem casu bistveno bolj obcutljiva za
detekcijo nukleinskih kislin, saj z njo zaznamo tako nizke koncentracije, ki so za druge
metode pod mejo detekeije.

V nalogi smo potrdili hipotezo, da se RNaza LX izraza v abscizinskem obmocju in pokazali
njeno specificno izrazanje na peceljni strani obmocja.

Vzporedne raziskave potrjujejo, da je abscizija oblika PCS, ki pa poteka le na peceljni
strani abscizinskega obmocja. V to PCS naj bi bila vkljuc¢ena tudi RNaza LX.

Potrdili smo hipotezo, da se koli¢ina transkripta za poligalakturonazi TAPGI in TAPG4
¢asovno spreminja in je v korelaciji z razgradnjo osrednjih lamel med celicami v stebelnem
delu abscizinskega obmocja. Pokazali smo tudi izjemno visoko raven izrazanja genov za
TAPGI in TAPG4 na peceljni strani ter s tem njuno potencialno povezanost s PCS.
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6 POVZETEK

Abscizija ali odpadanje delov rastline je fizioloski proces, ki je na molekulski ravni zelo
slabo raziskan. Splosno je sprejeto, da je abscizija oblika programirane celi¢ne smrti
(PCS), a raziskav in dokazov za to ni. Odpadanje delov rastline je posledica lo€itve celic v
abscizinskem obmocju. Pri listih je to obmocje na bazi listnega peclja, kjer se ta stika s
steblom. Mesto locitve celic je osrednja lamela, ki vsebuje velik delez pektinov.
Hidrolizirajo jih poligalakturonaze, ki so le ene izmed mnogih proteinov, katerih koli¢ina
se med abscizijo na tem obmocju poveca. Predhodne raziskave kazejo, da je v abscizijo
vkljucena ribonukleaza LX (RNaza LX), a kako je prostorsko in ¢asovno razporejena v
abscizinskem obmocju ni znano. V diplomskem delu smo ugotavljali casovno in
prostorsko razporeditov izrazanja gena za RNazo LX v abscizinskem obmocju peclja listov
paradiznika, skupaj z genoma za poligalakturonazi TAPG1 in TAPG4, ki naj bi prav tako
sodelovali v procesu abscizije. Rezultati raziskave naj bi pomagali potrditi PCS v
abscizinskem obmodju listov paradiznika. Za analizo izraZanja genov v specifi¢nih celicah
posebnih tkiv paradiznika smo prilagodili metodo PCR v realnem Casu.

Za raziskavo smo vzgojili 5 do 6 tednov star paradiznik (Lycopersicon esculentum Mill.)
sorte VF36. Abscizijo prvih stirih ali petih najstarejSih listov smo inducirali z rezanjem
listnih ploskev in nato po 36 urah z izpostavitvijo rastlin etilenu za 6, 12, 24 ali 48h. V
prvem poskusu smo s skalpelom rezali peceljno in stebelno stran abscizinskega obmocja
loc¢eno ali pa skupaj. V drugem poskusu smo spremenili vzor¢enje le toliko, da smo okoli
abscizinskega obmocja zajeli manj okoljnega tkiva. V zadnjem poskusu smo vzor¢ili tako,
da smo loceno rezali peceljno in stebelno stran obmocja abscizije, ob tem zajeli manj
okoljnega tkiva in vse vzorce stehtali. Njihova masa je bila med 6 in 45 mg. Rastlinsko
tkivo smo homogenizirali z napravo Tissuelyser (Qiagen). Zaradi spremenjenega nacina
vzorcenja smo prilagodili protokol izolacije RNA. Namesto kompleta RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) smo pri manjSih vzorcih uporabili komplet RNeasy Micro Kit (Quiagen).
Koncentracijo izolirane RNA smo merili z inStrumentom Nanodrop 1000, njeno kakovost
pa preverili z agarozno elektroforezo. RNA smo prepisali v ¢cDNA s kompletom High
Capacity cDNA archive kit (Applied Biosystems). Z metodo PCR v realnem Casu smo
dolocali izrazanje genov za RNazo LX in poligalakturonazi TAPG1 in TAPG4. Za RNazo
LX smo nacrtovali dva para zacCetnih oligonukleotidov, za poligalakturonazi TAPGI in
TAPG4 pa za vsako en par. Med reakcijo smo pomnozene produkte teh genov zaznavali z
metodo SYBR Green I. Za normalizacijo podatkov smo izbrali gen za citokrom C oksidazo
(COX). Zanj smo uporabili metodo zaznavanja pomnozenih produktov TagMan. Iz
pridobljenih Ct vrednosti smo izracunali relativno izrazanje vseh treh tarénih genov med
abscizijo glede na intaktno kontrolo.
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Pri prvem poskusu nismo mogli iz peceljnega dela abscizinskega obmocja izolirati
celokupne RNA. Domnevali smo, da se RNaza izraza samo v nekaj plasteh celic
abscizinskega obmocja zato smo za drug poskus prilagodili vzorcenje in izolacijo RNA.
Tudi tokrat nismo mogli na peceljni strani izolirati RNA. Ker smo mislili, da je za to vzrok
premajhna koli¢ina tkiva iz peceljne strani, smo pri tretjem poskusu vse vzorce stehtali. Pri
tretjih najstarejSih listih smo iz peceljne strani izolirali dovolj visoko koli¢ino RNA, da
smo lahko izvedli PCR v realnem casu. Ugotovili smo, da je bila koli¢ina transkripta
RNaza LX po 6 in 12 urni indukciji z etilenom manjSa na peceljni in stebelni strani
abscizinskega obmocja. Z analizo disociacijskih krivulj smo ugotovili, da sta oba para
zaCetnih oligonukleotidov za RNazo LX specificna. Z obema paroma smo dobili
primerljive rezultate, vendar je bil drugi par boj obcutljiv. Z njim smo nadaljevali
raziskavo v najstarejSih listih paradiznika. Dokazali smo, da se po 12-urni indukciji
abscizije z etilenom na peceljni strani abscizinskega obmocja koli¢ina transkripta RNaze
LX glede na kontrolo ne spremeni, na stebelni strani pa se sedemkrat zmanjsa. Po 48 urni
indukciji se koli¢ina transkripta za RNazo LX na peceljni strani 30-krat poveca v
primerjavi s kontrolo, na stebelni strani pa ostane priblizno enaka kot po 12 urni indukciji.
Z analizo disociacijskih krivulj in relativnega izrazanja smo potrdili, da se v procesu
abscizije koli¢ina poligalakturonaznega transkipta TAPG4 poveca bistveno prej kot
TAPGI, dokazali pa smo, da je po 48 urni indukciji abscizije z etilenom na peceljni strani
koli¢ina transkripta TAPGI priblizno 100-krat, TAPG4 pa priblizno 20-krat vecja kot na
stebelni strani.

Vpeljava metode PCR v realnem cCasu za detekcijo izraZzanja genov v abscizinskem
obmocju listov paradiznika je pomembno prispevala k boljSemu razumevanju abscizije na
molekulski ravni. Skupaj z vzporednimi raziskavami smo pokazali, da se abscizinsko
obmocje razli¢no razvija na peceljni in stebelni strani ter da je le peceljna stran povezana s
PCS.
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