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Netzwerk der Kartoffel - Genexpression

aktiviert durch verschiedene Photoperioden
J. RODEWALD, F. TROGNITZ und B. TROGNITZ

Einleitung

Die Kontrolle der Kraut- und Knol-
lenfaule der Kartoffel ist weltweit und
in Osterreich nur durch teuren Pflan-
zenschutzmittel-Einsatz gewihrleistet.
Dauerhafte Resistenz der Pflanze, deren
Wirkung unabhédngig von den Rassen
des Erregers ist, wire eine alternative
Kontrollmethode; diese ist jedoch in
der Praxis noch von geringer Bedeutung
infolge ihrer engen Korrelation mit der
fiir die Produzenten ungiinstigen Spét-
reife im Langtag. Durch Hybridisierung
von mRNA-Populationen verschiede-
ner Kartoffelsorten mit einem cDNA-
Microarray sollen Schliisselelemente
genetisch- physiologischer Wechselwir-
kungen und die Verkniipfung von Ta-
gesliangenreaktion, Reife und Resistenz
untersucht werden.

Material und Methoden

Produktion des Microarrays

3860 cDNA-Klone der Knollenfaule-
infizierten Kartoffelsorte Yungay wurden
auf Luria Bertani- Medium kultiviert und
die transgenen Plasmide mittels Templi
phi rolling circle Amplifikation vermehrt.
Durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden die in den Plasmiden enthaltenen
Kartoffel-Inserts amplifiziert und die
Produkte mittels Gelelektrophorese
auf Nukleotidlange, Konzentration und
Reinheit untersucht. Die drei groflen
Literaturdatenbanken PubMed, Current
Contents/Agriculture, Biology & Envi-
ronmental Sciences und Scirus wurden
nach Informationen iiber Gene und
Proteine mit erwiesener Bedeutung fiir
Reife, Tagesldngenreaktion oder Re-
sistenz durchsucht, welche gemeinsam
mit komplementdrer Information aus
den Sequenzdatenbanken des National
Center for Biotechnology Information,
NCBI, in einen Excel- Index aufge-

nommen wurden. Die Sequenzen der
gelisteten Gene wurden gegen die TIGR
Kartoffelklon-Datenbank geblastet,
verfligbare Klone wurden bestellt, und
die Inserts wurden entsprechend oben
beschriebenem Verfahren multipliziert.
Aufbeschichteten Objekttrigern wurden
1177 der indizierten ESTs und zusétzlich
3475 PCR Produkte der normalisierten
cDNA-Bibliothek, welche das Transkrip-
tom der Knollenfaule-infizierten Sorte
Yungay représentiert, gespottet.

Klimakammer-Pflanzenversuch

Um das unterschiedliche Knollenfdule-
Resistenzverhalten verschiedener Ge-
notypen nach unterschiedlichen Pho-
toperioden zu untersuchen wurde ein
Klimakammerversuch durchgefiihrt. 8
verschiedene Sorten unterschiedlicher
Resistenz und Photoperiodensensitivitat
wurden Photoperioden von 8h bzw. 15h
ausgesetzt und anschlieend mit viru-
lenten Phytophthora infestans- Stimmen
inokuliert.

Transkriptomanalyse

Gesamt-RNA aus 24h p.i. geernteten
Blattern wurde isoliert und zur Quali-
tatskontrolle elektrophoriert. Um Gen-
expressions- Vergleiche durchzufiihren
wurde der mRNA- entsprechende cDNA
auf den Array hybridisiert. Die Reprodu-
zierbarkeit wurde sichergestellt durch
Errechnung der log ratio Korrelationen
technischer Replikate innerhalb und
zwischen den Labelingmethoden.

Ergebnisse und Ausblick

Um aus den Expressionsdaten Aussagen
iiber physiologische Ereignisse ableiten
zu konnen, haben wir eine lokale Da-
tenbank mit Kontextinformation iiber
die Targets eines thematischen cDNA
Microarray erzeugt. Der hergestellte
Microarray umfasst 4671 Sonden fiir

3487 unterschiedliche Transkripte und
wird genutzt um die Wechselwirkungen
der metabolischen Pfade zu untersuchen,
auf welchen die beiden 6konomisch
bedeutsamen Eigenschaften Resistenz
und Tageslangensensitivitit der Kartoffel
basieren. PCR und Cy-Labeling erhohte
gegeniiber Alexa-Labeling in techni-
schen Replikaten M-Wert-Korrelation
ausgewdhlter Gene und die Sensitivitét
mit einer Detektion von 474 anstelle von
12 Genen bei P<0,003. Die tagesldngen-
sensitive Kartoffelsorte MF-II reagierte
auf kurze Tagesldngen unter Anderem
mit differenzieller Regulation von 4
Calmodulin- und einem Calmodulin-
dhnlichem Gen. Wir hoffen, durch die
Auswertungen zur Erkldrung des postu-
lierten Zusammenhangs zwischen cyto-
plasmatischem Calcium (BALAMANTI et
al. 1986), differentieller Regulierung von
Calmodulinen (TAKEZAWA et al. 1995)
und der Induktion der Knollenbildung
beizutragen.
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