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Sazetak

Diplomskog rada studenta Petra Pavloviéa, naslova

Pseudomonas syringae pv. tomato: Model patogena za utvrdivanje bolesti i fitopatogenih
mehanizama kod uro¢njaka

Pseudomonas syringae pv. tomato je biljni patogen koji moze Zivjeti kao epifit na povrsini
lista ili unutar apoplasta biljke prilikom ¢ega uzrokuje infekciju i bolest. Najc¢es¢i domacin
ovog patogena u prirodnom stanistu je rajcica, ali i biljka model uroénjak (Arabidopsis
thaliana) u laboratoriju. Cilj ovog diplomskog rada je kroz pregled najnovije bibliografije
opisati mikrobioloSku aktivnost patogena Pseudomonas syringae pv. tomato, te istraziti i
prezentirati mehanizme kojima uzrokuje bolesti u poljoprivredno vaznim biljkama, te iznijeti
komparativhe studije o razvoju simptoma, molekularnoj signalizaciji i obrambenim
odgovorima kod urocnjaka. Ova interakcija je od velikog znanstvenog interesa u
molekularnom karakteriziranju mehanizama kojima Pseudomonas syringae pv. tomato
uzrokuje bolest u biljci domacinu. Dostupnost sofisticiranih molekularnih alata i resursa
(sekvencionirani genom) olakSava dubinska istrazivanja mehanizama na kojima se temelji
ova interakcija biljaka-patogen.

Kljucne rije€i: Pseudomonas syringae pv. tomato, patogen,rajica,urocnjak,obrambeni
mehanizmi biljke.



Summary

Of the master’s thesis — student Petar Pavlovi¢, entitled

Pseudomonas syringae pv. tomato: Pathogen model for disease determination and the
phytopathogen mechanisms in Arabidopsis thaliana

Pseudomonas syringae pv. tomato is a plant pathogen that can live as an epiphyte on the
surface of the leaf or inside the apoplast of the plant, causing infection and disease. The
most common host of this pathogen in its natural habitat is the tomato, but also the model
plant, Arabidopsis thaliana, in the laboratory. The aim of this thesis is to describe the
microbiological activity of the pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato through a review
of the latest bibliography, and to investigate and present the mechanisms by which it causes
diseases in agriculturally important plants, and to present comparative studies on the
development of symptoms, molecular signaling and defense responses in Arabidopsis
thaliana. This interaction is of great scientific interest in the molecular characterization of
the mechanisms by which Pseudomonas syringae pv. tomato causes disease in the host
plant. The availability of sophisticated molecular tools and resources (the sequenced
genome) facilitates in-depth investigations of the mechanisms underlying this plant-
pathogen interaction.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. tomato,pathogen,tomato,Arabidopsis thaliana, plant
defense mechanisms.



1.Uvod

Pseudomonas syringae je gram-negativna bakterija koja pripada rodu Pseudomonas,
porodici Pseudomonadaceae. Te Gammaproteobakterije poznate su po svojoj sposobnosti
izazivanja bolesti kod biljaka, ukljuujuc¢i povrée, voce, ukrasno bilje i drugo. Ova bakterija
ima veliku sposobnost prilagodbe razli¢itim uvjetima okolisa, te je vrlo rasprostranjena u
svijetu. Poznata je i po otpornosti na mnoge antibiotike i dezinficijense (Rohmer et al., 2004;
Troisfontaines i Cornelis, 2005).

Bakterije ove vrste su vrlo raznolike i prilagodljive i mogu se naci u raznim stanistima kao Sto
su tlo, biljke, voda, te kod ljudi i Zivotinja. Sire se vodom, kiSom, vjetrom, te preko insekata.
Mogu uzrokovati razne simptome na biljkama kao $to su tamne mrlje na listovima, pojava
nekroze na stabljici i listovima biljke, te trulez i truljenje zaraZenih tkiva Sto moZze rezultirati i
smrcu biljke (Rohmer et al., 2004; Troisfontaines i Cornelis, 2005).

Pseudomonas syringae se dijeli na viSe sojeva (patovara) od kojih su najpoznatiji
Pseudomonas syringae pv. tomato DC 3000 (Pto) i Pseudomonas syringae pv. phaseolicola.
Svaki od njih je patovar na specificnim vrstama biljaka (soj pv. tomato napada izmedu
ostalog rajcicu, Solanum lycopersicum i biljku urocnjaka, a pv. phaseolicola napada grah,
Phaseolus vulgaris L.) (Katagiri et al., 2002).

U ovom radu éemo se fokusirati iskljuivo na podvrstu ove bakterije koja napada rajcicu i
urocnjak (Arabidopsis thaliana). Bakterija Pseudomonas syringae pv. tomato DC 3000 (Pto)
uzrokuje bakterijsku pjegavost rajcice, no moze uzrokovati bolesti na svim biljkama iz
porodice Solanaceae. Bakterija Pto se u plod rajéice moze prenijeti preko zarazenih sjemenki,
kontaminirane vode, kontaminiranog tla i alata za obradu tla, te preko kontakta s drugim
zarazenim biljkama. Simptomi ove infekcije su pojava nekroza na stabljikama rajcice, male
tamnosmede mrlje na listovima, uvijanje i Zuéenje/nekroza listova te sitne crne mrlje na
plodovima rajcice, koje znacajno umanjuju njihovu trzisSnu vrijednost. Ova bakterija je vrlo
znacajan i rasprostranjen patogen u poljoprivredi te moZe uzrokovati velike hranidbene i
ekonomske gubitke ukoliko se ne provedu odgovarajuée mjere prevencije i kontrole bolesti.
U ovome radu ¢emo detaljnije prezentirati kontrolu i prevenciju zaraze biljaka spomenutom
bakterijom. Uporaba zdravog sjemena, to jest koriStenje provjerenog,certificiranog sjemena
za koje smo sigurni da nije zarazeno, redovito ¢iSéenje i dezinfekcija alata i opreme za obradu
tla i sadnju, izbjegavanje sadnje biljaka na istome mjestu nekoliko godina zaredom,
koristenje nekontaminirane i iste vode za navodnjavanje biljaka,uklanjanje i unistavanje
zarazenih dijelova biljke kako bi se sprijecilo Sirenje bolesti, primjena bakrenih preparata ili
drugih baktericida koji mogu pomodi u suzbijanju bolesti, te odabir sorti biljaka koje su
otpornije na bakterijske infekcije samo su neki od nacina dobre prakse u poljoprivredi koji bi
se trebali prakticirati u suzbijanju patogena. Interakcija ove bakterije sa uro¢njakom u
laboratoriju daje mnogo informacija o tome kako se boriti protiv ove bakterije u
poljoprivredi, te kako ucinkovitije zastititi biljke od ovog patogena i bolesti. Ova interakcija je
od velikog znanstvenog interesa, jer je odnos detaljno karakteriziran na molekularnoj razini,
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a pogoduje i generacijsko pracenje bilo kakvih promjena na genomu urocnjaka, koje je
relativno kratkog Zivotnog ciklusa. Lako se uzgaja u laboratorijskim uvjetima, te kako je
manjeg rasta lako se njome manipulira. Osjetljiva je na razli¢ite patogene, a kako je genom
sekvencioniran,  Cini ju idealnom za proucavanje na molekularnoj razini razlicitih
mehanizama koji se odvijaju prilikom interakcije biljka-patogen.

1.1.Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada je kroz pregled najnovije bibliografije opisati mikrobiolosku
aktivnost patogena Pto, te istraziti i prezentirati mehanizme kojima uzrokuje bolesti u
poljoprivreno vazinim biljkama. Cilj nam je takoder i iznijeti pregledne studije prilikom
molekularne signalizacije i obrambenih odgovora kod uroc¢njaka (Arabidopsis thaliana).



2. Urocnjak (Arabidopsis thaliana)

Arabidopsis thaliana (uroc¢njak) (Slika 2.) je jednogodiSnja biljka krstaSica (ponekad
dvogodisnja) koja obi¢no naraste do visine od 20-25 cm. Listovi formiraju rozetu na bazi
biljke, s nekoliko listova takoder na cvjetnoj stapki. Bazalni listovi su zeleni do blago
ljubicasti, dugi 1.5-5 cm i Siroki 2=10 mm, s rubom koji moze biti cijeli ili grubo nazubljen;
listovi na stabljici su manji i sjededi, obi¢no s cijelim rubom. Listovi su prekriveni sitnim,
jednostani¢nim dlac¢icama (trihomima). Cvjetovi su promjera 3 mm, organizirani u cvat;
njihova struktura tipi¢na je za porodicu Brassicaceae. Plod je dug 5—-20 mm, koji sadrzi 20—
30 sjemenki. Korijenov sustav ima jednostavnu strukturu, s jednim primarnim korijenom koji
raste vertikalno prema dolje, kasnije stvarajuc¢i manje bo¢ne korijene. Urocnjak moZze zavrsiti
svoj ciklus Zivota u Sest tjedana. Centralna stabljika koja proizvodi cvjetove pocinje rasti
nakon otprilike 3 tjedna, a cvjetovi se prirodno oprasuju. U laboratoriju se uro¢njak moze
uzgajati u Petrijevim zdjelicama, in vitro posudicama/staklenkama za uzgoj na Murashige i
Skoog (MS) mediju ili hidroponskim sustavima, na fluorescentnim svjetlima (komorama
rasta) (Meinke et al.,1998).

Slika 2.- Uroc¢njak (Arabidopsis thaliana)
Izvor: https://identify.plantnet.org/hr/k-world-

flora/species/Arabidopsis%20thaliana%20%28L.%29%20Heynh./data (pristupljeno 10.06.2024.)



https://identify.plantnet.org/hr/k-world-flora/species/Arabidopsis%20thaliana%20%28L.%29%20Heynh./data
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Urocnjak je prirodno rasprostranjen u Europi, Aziji i Africi, od Mediterana do Skandinavije te
od Spanjolske do Greéke. Autohtona je vrsta u tropskim ekosustavima Afrike. Uroénjak je
rasprostranjen diljem svijeta, ukljucujuc¢i Sjevernu Ameriku gdje se pojavljuje oko 17.
stolje¢a. Nastanjuje stjenovita, pjeskovita i kamenita tla. Opéenito se smatra korovom zbog
svoje rasprostranjene prisutnosti na poljoprivrednim povrSinama, cestama, Zeljeznickim
prugama, zapustenim podrucjima i drugim naruSenim staniStima, iako zbog ograni¢ene
konkurentnosti i male veli¢ine nije klasificirana kao opasni korov. Kao i vecina vrsta iz
porodice Brassicaceae, urocnjak je jestiv za ljude i moZe se konzumirati sirov u salatama ili
kuhan (Rutter et al., 2012).

Uroc¢njak je mala biljka iz porodice gorusica (Slika 2(2).), te je referentna biljka za istrazivanje
biologije biljaka opéenito. Razumijevanje rasta i razvoja biljaka opcenito postignuta su
istrazivanjem molekularne genetike ove jednostavne kritosjemenjace. Genom urocnjaka,
veli¢ine 120 megabaza sadrzi priblizno 25,500 gena. Vise od 30 megabaza anotirane
genomske sekvence vec je pohranjeno u GenBank-u zahvaljujuéi konzorciju laboratorija iz
Europe, Japana i Sjedinjenih Ameri¢kih DrZava. SaZetak glavnih otkrica opisanih u
revolucionarnom dokumentu, “The Arabidopsis Genome Initiative”, a analiza sekvence
genoma uroc¢njaka objavljena je u ¢asopisu Nature 408, 796-815, u prosincu 2000. godine
(Nature 408, 796-815, 2000).

Jedno od velikih postignu¢a u povijesti znanosti je znanstveno istrazivacka zajednica
urocnjaka ucinila javno dostupnim, $to je omogudilo da urocénjak postane biljka model za
proucavanje biologije biljaka i analizu slozenih organizama opcenito (Meinke et al.,1998).

Uroc¢njak predstavlja modelni sustav za proucavanje biologije biljaka, vec i za komparativnu
genomiku. Sekvencioniranje dviju blisko povezanih vrsta, Arabidopsis lyrata i Brassica rapa,
nadopunjen je genomskim usporedbama izmedu spomenutih vrsta i Arabidopsis thaliane i
akumuliranim mutacijama. Genomika je nadopunjena dodatnim interspecifi¢nim analizama
nekodirajuc¢ih sekvenci, polimorfizmima, transpozona te repetitivnih elemenata koji se
nalaze u heterokromatinkoj regiji DNA. Dinamika genoma urocnjaka prolazi kroz procese
pseudogenizacije ili subfunkcionalizacije sto je znanstveno neophodno (Rutter et al., 2012).



Slika 2(2).- Sadnice urocnjaka uzgojene u laboratoriju
Izvor:https://www.sciencephoto.com/media/442529/view/arabidopsis-seedlings-in-lab (pristupljeno

12.06.2024.)

Botanicari i biolozi poceli su istrazivati uro¢njak u ranim 1900-ima, a prvi sustavni opisi
mutanata izvedeni su oko 1945. godine. Danas se urocnjak Siroko koristi za proucavanje
biljnih znanosti, ukljucujuéi genetiku, evoluciju, populacijsku genetiku i razvoj biljaka. lako
biljka ima malu direktnu vainost za poljoprivredu, urocnjak je kao modelni organizam
revolucionirao nase razumijevanje genetske, stani¢ne i molekularne biologije cvjetnica, jer
dijeli identi¢nost vecine svojih gena sa genima koji posjeduju agrikulturalno vazne biljke. Prvi
modificirani fenotip u uro¢njaka dokumentirao je A.Braun 1873. godine od strane, gdje je
opisao dvostruki cvjetni fenotip (Rutter et al., 2012).

Zbog svoje male veliine genoma od otprilike 157 milijuna baznih parova i diploidne prirode,
urocnjak je izuzetno koristan za geneticko mapiranje i sekvenciranje. Ima pet kromosoma,
Sto ga Cini jednom od biljaka s najmanjim genomom. Ranije se smatralo da ima najmanji
genom medu cvjetnicama, no taj se naslov sada pripisuje biljkama poput Genlisea tuberosa
(Meinke et al., 1998).

Genom urocnjaka sadrzi otprilike 27,600 gena koji kodiraju za proteine i oko 6,500 gena koji
ne kodiraju za proteine. Baza podataka iz proteomike uro¢njaka navodi oko 39.342 proteina
(Rutter et al., 2012).

Upravo zbog veli¢ine genoma,jednostavnog uzgoja u laboratorijskim uvjetima, ¢ine uro¢njak
idealnom biljkom za ciljana znanstvena istraZivanja, koja dalje mogu pomoci u boljem
razumijevanju i prevenciji bolesti i infekcija na biljkama. Genetski modificirani oblici
uro€njaka zavrSavaju svoj zivotni ciklus u otprilike 6 tjedana, od klijanja do sazrijevanja
sjemena (Slika 2(3).). Njena kompaktna veli¢ina olakSava uzgoj u malim prostorima i donosi
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obilje sjemenki. Takoder, njezina moguénost samooprasivanja korisna je u genetickim
eksperimentima. S obzirom da jedna biljka moze proizvesti nekoliko tisuéa sjemenki, sve ove
karakteristike ¢ine Arabidopsis thalianu (uro¢njaka) visoko cijenjenim genetickim modelom u
istrazivanjima (Meinke et al., 1998).

Slika 2(3).- Komusina sa sjemenkama Arabidopsis thaliana
Izvor: Mentor- N.Hulak



3. Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae (Slika 3.) je Stapic¢asta, Gram-negativna bakterija s polarnim bicevima
(Slika 4). Ovaj patogen, moze inficirati Sirok spektar biljnih vrsta i postoji vise od 50 razlicitih
patovara. Pripada rodu Pseudomonas te razredu gama proteobakterija. Rod Pseudomonas je
jedan od najzastupljenijih bakterijskih rodova u svijetu, uz Bacillus i Chlostridium. Ovaj
bakterijski patogen uzrokuje bolesti kultiviranih biljaka i moZe rezultirati znac¢ajnim gubitcima
u poljoprivrednoj proizvodnji. Zbog svoje sposobnosti da uzrokuje bolest kod Arabidopsis
thaliana (urocnjaka), predstavlja izvrstan model za proucavanje interakcije prilikom
infekcijskih procesa. Ova bakterija ima nekoliko karakteristicnih znacajki, ukljucujudi
hemibiotrofnost i polarne biceve, te uzrokuje razli¢ite simptome infekcije kod biljaka. Moze
Zivjeti na povrsini biljke, ili unutar apoplasta u biljci. Apoplast je prostor unutar biljne stanice
koji se sastoji od stanic¢nih stijenki, intercelularnih prostora i vodljivih elemenata kao sto je
prostor floema i ksilema. Infekcija Pseudomonas syringaeom opéenito zapocinje na povrsini
listova gdje bakterije mogu Zivjeti epifitski. One prelaze iz vanjskog okruzenja u medustanicni
prostor kroz razli¢ite vrste otvora na listovima, poznate kao stome (puci) ili jednostavno kroz
rane na povrsini lista. Nakon Sto udu u biljku, Pseudomonas syringae obi¢no se smjesta u
apoplast, prostor izmedu biljnih stanica gdje moze rasti. U tom prostoru, patogen preko
razli¢itih molekularnih mehanizama biljke osigurava potrebne nutrijente za svoj opstanak i
rast. Kljuéni mehanizam koji koristi je sustav sekrecije tipa Ill (T3SS). Putem ovog sustava,
bakterija ubrizgava efektorske proteine izravno u citosol stanica domacina koje okruzuju
mjesto infekcije. Ti efektori su specijalizirani proteini koji mijenjaju molekularno ponasanje
ciljanih stanica, Sto olaksava Sirenje infekcije kroz biljku (Hulak et al.,2016) o ¢emu ¢emo vise
pisati u narednim poglavljima (Zumaquero et al., 2010; Collmer et al., 1997).

Slika 3. — Pseudomonas syringae pod elektronskim mikroskopom
Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Morphological-characteristics-of-Pseudomonas-syringae-pv-
syringae-isolates-observed figl 367968657 (pristupljeno 13.09.2024.)
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Bakterija Pseudomonas syringae ima mnogo podvrsta, koje su vezane za biljku domacina
koje inficiraju. Do sada je opisano barem 50 podvrsta ovog patogena, od kojih su najpoznatiji
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto), pv. phaseolicola, pv. actinidiae te pv. lachrymans.

Sumirane karakteristike vrste Pseudomonas syringae su slijedeée; to su pokretne, ravno ili
blago zakrivljene Stapic¢aste bakterije (sadrze jednu ili viSe polarnih flagela), mnoge vrste
nemaju granule polihidroksibutarata, aerobne su bakterije gdje je kisik terminalni akceptor
elektrona, ali u nekim slucajevima nitrati alternativni akceptori elektrona, vecina vrsta ne
moze rasti u kiselima uvjetima, po nacinu ishrane su fakultativni kemolitotrofi, imaju veliku
metaboli¢ku raznolikost, imaju veliku rasprostranjenost u prirodi, mogu biti patogeni ljudi,
Zivotinja i biljaka (Gomila et al., 2017).

Klasifikacija Pseudomonas syringeaea

Gama proteobacteria
Pseudomonadaceae
Pseudomonas syringae
Pseudomonas syringae pv. tomato

Tablica 1.- Klasifikacija bakterije Pseudomonas syringae kroz 8 kategorija



3.1. Pseudomonas syringae pv. tomato - fiziologija i epidemiologija

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto) je podvrsta iz roda Pseudomonas, koja je patogen na
rajCici (Solanum Lycopersicum Mill) (Imran et al., 2022).

Mehanizmi kojima ova bakterija uzrokuje bolesti detaljno su opisani u laboratorijskim
uvjetima na urocnjaku (Arabidopsis thaliana) (Slike 3.1.1.(2,3,4 i 5) o ¢emu ¢emo u narednim
poglavljima vise pisati. Od pocetka 1980-ih godina, razli¢iti sojevi gram-negativnog
bakterijskog patogena Pseudomonas syringae koriste se kao modeli za proucavanje
interakcija izmedu biljaka i patogena. Godine 1991., otkriveno je da soj Pto, inficira urocnjak,
Sto je okarakteriziralo ovu infekciju kao modelom u proucdavanju interakcije patogena i
domadina. Intenzivna istrazivanja tijekom sljedeé¢ih dvadeset godina razjasnila su
molekularne mehanizme kojima ovaj soj uzrokuje bolest u biljaka. Genomska analiza utvrdila
je da Pto posjeduje Sirok spektar potencijalnih faktora virulencije, ukljucujuéi proteinske
efektore koji se izlu€uju putem sustava sekrecije tip Ill (T3SS) (Alfano et al., 1997).
Proucavanje patogeneze ove bakterije ne samo da je pridonijelo konceptualnim napredcima
u razumijevanju kako bakterijski patogen koristi efektore tip Il za suzbijanje biljnih
imunoloskih odgovora i poticanje osjetljivosti na bolest, ve¢ je takoder omogucilo otkriée
imunoloske uloge biljnih hormona u biljkama. Koncepti izvedeni iz istraZivanja patogeneze
ove bakterije mogu biti korisni za razumijevanje mehanizama patogeneze i drugih slicnih
biljnih patogena (Fang-Xin et al., 2013).

Pto uzrokuje mnoge promjene na biljci i plodu rajCice. NajéeS¢e spomenuta bolest je
bakterijska pjegavost rajcice (Slika 3.1.), no moZe uzrokovati bolesti na svim biljkama iz
porodice Solanaceae. Bakterija se u plod rajéice moZe prenijeti preko zarazenih sjemenki,
kontaminirane vode, kontaminiranog tla i alata za obradu tla, te preko kontakta s drugim
zarazenim biljkama. Simptomi ove infekcije su pojava nekroza na stabljikama rajéice, male
tamnosmede mrlje na listovima, uvijanje i Zuéenje listova te sitne crne mrlje na plodovima
rajcice (Slika 3.1.), koje znacajno umanjuju njihovu trzisnu vrijednost (Preston et al., 2000).

a8
Slika 3.1. — Plod rajcice zarazen patogenom Pseudomonas syringae pv. tomato
Izvor: https://news.cornell.edu/stories/2016/09/collaboration-identify-new-disease-resistance-tomato
(pristupljeno 07.06.2024.)
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3.1.1 Virulencija

Filosfera, povrsina lis¢a biljaka, predstavlja dinamiéno i izazovno staniSte za bakterijske
zajednice zbog promjenjivih okolisnih uvjeta i raznolike dostupnosti hranjivih tvari. Ovi uvjeti
stvaraju selektivno okruZenje u kojem bakterije s boljom sposobnoséu suocavanja s
nepovoljnim uvjetima i pronalazenja hranjivih tvari imaju ve¢u mogucnost prezivljavanja.
Mnogi bakterijski patogeni koriste filosferu kao izvor hranjivih tvari koje se oslobadaju iz
unutrasnjosti biljke putem ispiranja, gutacije, rana na osteéenim listovima ili kroz stomate.
Stomate su takoder glavni ulazni punktovi za mnoge fitopatogene bakterije u apoplast biljke.
Jednom kad udu u apoplast, zapocinje patogena faza. Stoga, razvoj bolesti ovisi o
sposobnosti bakterija da prezive i prilagode se u filosferi, kao i da uinkovito udu u apoplast
biljke. Kemotaksija igra kljuénu ulogu u oba procesa, omogucujuéi bakterijama da osjete i
odgovore na signale iz biljaka i okoline.(Santamaria-Hernando et al., 2022.)

Kemotaksija je proces kojim mikroorganizmi, ukljuujuc¢i bakterije, usmjeravaju svoje
kretanje prema ili od specifi¢nih kemijskih podrazaja u okolisu. To znaci da se bakterije mogu
kretati prema povoljnim kemijskim tvarima, poput hranjivih tvari, ili udaljavati od
nepovoljnih ili toksi¢nih tvari. (Slika 3.1.1.)

Bakterije koriste kemotaksiju kako bi prezivjele i napredovale u razli¢itim okoliSima. Kemijski
podrazaji se prepoznaju pomodu receptora na povrsini bakterijske stanice. Ovi receptori
detektiraju koncentraciju kemijskih spojeva u okolisu i Salju signale unutrasnjim dijelovima
bakterije, koji zatim koordiniraju kretanje flagela (bi¢eva) kako bi se usmijerile u
odgovaraju¢em smjeru. Kretanje moze biti prema visoj koncentraciji korisne tvari (pozitivna
kemotaksija) ili prema nizoj koncentraciji Stetne tvari (negativna kemotaksija). U kontekstu
infekcije biljaka, kemotaksija olakSava pristup bakterijama do apoplasta kroz stomate ili rane
i klju¢na je za osiguravanje ucinkovite infekcije. Relevantnost kemotaksije takoder se ogleda
u Cinjenici da oko 90% fitopatogenih bakterija posjeduje gene za kemosenzoriku, dok se takvi
geni nalaze u samo 47% ukupnih bakterija. Osim toga, fitopatogene bakterije u prosjeku
imaju 27 gena za kemoreceptore, Sto je znatno iznad bakterijskog prosjeka od 13 gena.
(Santamaria-Hernando et al., 2022.)

- GABA Slika 3.1.1. — Ulazak bakterije u
v, g ™ P .
- /‘ ,’MO biljku pomodéu kemotaksije
PsPto-PscC
SRl Chemoreceptor lzvor:
g & - CPIPHYTIC STAGE

“a Lacter asa https://www.google.com/url?sa=i&url=
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rary.wiley.com%2Fdoi%2Ffull%2F10.111
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SlegRCP1InGNAaHmM7&ust=17267449020

27000&source=images&cd=vfe&opi=89
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(pristupljeno 20.09.2024.)
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Slika 3.1.1.(2)- Arabidopsis thaliana 24 sata nakon zaraze patogenom Pseudomonas syringae
Izvor: Mentor- N.Hulak

Slika 3.1.1.(3)- Arabidopsis thaliana 48 sata nakon zaraze patogenom Pseudomonas syringae
Izvor: Mentor-N.Hulak
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Slika 3.1.1.(4)- Arabidopsis thaliana 72 sata nakon zaraze patogenom Pseudomonas syringae
Izvor: Mentor-N.Hulak

Slika 3.1.1.(5)- Arabidopsis thaliana 96 sata nakon zaraze patogenom Pseudomonas syringae
Izvor: Mentor-N.Hulak
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3.2. Pseudomonas syringae pv. tomato - patogeneza

Infekcija urocnjaka (Arabidopsis thaliana) bakterijom Pseudomonas syringae pv. tomato
(Pto) Siroko se koristi za proucavanje biljnih imunoloskih odgovora i bakterijske patogeneze.
Proucavanje virulentnih faktora ove bakterije takoder se pokazalo korisnim u otkrivanju i
razjasnjavanju temeljnih mehanizama u biologiji biljaka. Posebno je zanimljivo $to ova
bakterija proizvodi fitotoksin koronatin, koji ima veoma sli¢énu strukturu aktivnog oblika
biljnog hormona jasmonata, zaduzenog za obranu organizma od bolesti (Yao et al., 2013).

Od ranih 1980-ih, razni sojevi gram-negativnog bakterijskog patogena Pseudomonas syringae
sluzili su kao modeli za proucavanje interakcija izmedu biljaka i bakterija. Godine 1991.
otkriveno je da soj Pto moZe zaraziti ne samo svoju prirodnu domacinsku biljku, rajicu, vec i
modelnu biljku uroc¢njak (Arabidopsis thaliana) u laboratorijskim uvjetima. Ovo otkrice
pokrenulo je opseina istrazivanja tijekom sljedeéih dvadeset godina kako bi se bolje
razumjeli molekularni mehanizmi koji omogucuju ovom soju da uzrokuje bolesti u biljkama.
Genomska analiza pokazala je prisutnost velikog broja potencijalnih ¢imbenika virulencije,
ukljuCujudi proteinske efektore koji se izlucuju putem tipa Il sekrecijskog sustava, kao i
poliketidni fitotoksin koronatin, koji strukturno imitira biljni hormon jasmonat. Istrazivanje
patogeneze ovog patogena donijelo je nekoliko vazinih otkri¢a, uklju¢ujuéi nacin na koji
bakterija koristi efektore tipa Ill za suzbijanje biljnih imunoloskih odgovora i povecéanje
osjetljivosti na bolesti. Takoder, ovo istraZzivanje dovelo je do otkri¢éa imunoloske uloge
stomata i kljuénih komponenti signalizacije putem jasmonata u biljkama. (Xin et al., 2013).

U daljnjem tekstu éemo navesti glavne mehanizme kojima ova bakterija uzrokuje bolesti kod
rajCice i uroCnjaka, te ¢emo takoder istraziti i glavne odgovore imuniteta koje urocnjak i
biljke opéenito daju u borbi protiv ove bakterije.

3.2.1. Mehanizmi patogeneze

Pseudomonas syringae je patogena bakterija na velikom broju biljnih vrsta. Za infekciju
domacdina i napredovanje bolesti, sojevi ove bakterije koriste tip Il sekretirane efektore i
druge faktore virulencije, ukljucuju¢i male sekretirane molekule kao Sto je poliketidni
fitotoksin koronatin, koji oponasa i inhibira djelovanje biljnog hormona jasmonata.

(Dudnik et al., 2014).
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3.2.1.1. Koronatin i sinteza koronatina

Koronatin (KO) (Slika 3.2.1.1.) je fitotoksin koji proizvodi bakterija Pseudomonas syringae. To
je molekula koja ima kljuénu ulogu u patogenezi ove bakterije, jer omoguduje bakteriji da
kolonizira i uspjesno izazove bolesti u biljkama domadinima. Ko u biljkama izaziva odgovor
imuniteta koji se dogada kada biljke bivaju napadnute insektima, te se mehanizam obrane
biljke lazno odvodi u drugom smjeru i negativno regulira mehanizme obrane imuniteta u
biljke zaduZene za obranu od bakterija i gljiva. (Geng et al., 2012). KO je strukturno sli¢an
jasmonatima, biljnim hormonima koji reguliraju razli¢ite aspekte rasta biljaka, razvoja i
obrambenih odgovora.

KO imitira djelovanje jasmonata, posebice jasmonske kiseline, koja je uklju¢ena u regulaciju
gena odgovornih za obrambene reakcije biljaka. Na taj nain KO ometa normalne
obrambene mehanizme biljaka, ukljucujuci sintezu proteina koji su vazni za otpornost na
patogene (Mittal et al., 2015).

Supresijom obrane biljaka, odnosno djelovanjem na jasmonatne signalne putove, KO
potiskuje obrambene odgovore biljaka. To ukljucuje smanjenje proizvodnje salicilne kiseline,
koja je klju¢na za obranu protiv mnogih patogena, ukljucujuéi bakterije, gljivice i viruse (Geng
etal., 2012).

KO uzrokuje nekroti¢ne lezije na biljkama, koje sluZe kao ulazna tocka za bakteriju i
omogucuju Sirenje infekcije. Te lezije su rezultat stani€ne smrti izazvane disruptivnim
djelovanjem KO na stani¢ne procese (Mittal et al., 2015).

KO uzrokuje fenotipske promjene na biljkama gdje dolazi do kovréanja listova, stvaranja
tumora i hipersenzitivne reakcije. Te promjene dodatno oslabljuju biljku i omoguc¢uju lakse
Sirenje patogena (Mittal et al., 2015).

Prilikom istrazivanja uloge koju ima fitotoksina KO u virulenciji bakterije Pto u biljci
Arabidopsis thaliana (uro€njaku) uoceni su vrlo jasni simptomi bolesti, umnazanje bakterija u
biljci te indukcija gena povezanih s obranom kod urocnjaka. U istraZzivanju objavljenom 2015.
godine biljke urocnjaka su se inokulirale sa sojem Pto koji nije producirao KO (ACOR-), te
sojem koji je bio wild type (producira KO). Dokazano je da sojevi koji proizvode KO uzrokuju
teze i izrazenije simptome bolesti te se umnazaju za 10*10° CFU/ml nakon inokulacije
infiltracijom ili umakanjem metodom ,,dippinga“. S druge strane, soj koji nije proizvodio KO,
nije uzrokovao simptome bolesti i umnaZao se samo za 10*-10* CFU/ml metodom
»dippinga“, dok je uzrokovao blage simptome i umnazao se za 10° CFU/ml nakon infiltracije
tiiekom 4-dnevnog eksperimentalnog perioda. Slicni rezultati dobiveni su i na rajcici
(Mittal,Davis,2015). Ovi rezultati ukazuju da je proizvodnja KO klju¢na za uspjesSnu infekciju
biljke uro¢njaka od patogena Pto. Takoder sugeriraju da KO moZe odigrati vaznu ulogu
tijekom ranih faza infekcije suprimirajuéi aktivaciju gena povezanih s obranom u biljci

14



domacinu. KO je vazan virulentni faktor jer pridonosi vecoj patogenosti Pto, te time Ptto
zaobilazi obrambene mehanizme biljke domacina, izazove bolest i kolonizira biljno tkivo.
Razumijevanje kako KO i sli¢ni fitotoksinidjeluju pomaze u razvoju strategija za sprecavanje
biljnih bolesti uzrokovanih ovim patogenom (Mittal et al., 2015.).
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Slika 3.2.1.1.- Struktura koronatina
Izvor: https://www.scientificlabs.ie/product/bioreagents/C8115-1MG (pristupljeno 20.06.2024)

Sinteza koronatina

Pseudomonas syringae proizvodi KO putem sloZzenog biosintetskog puta koji ukljucuje dva
glavna klastera gena, a to su koronafinska kiselina i koronaminska kiselina. Geni za biosintezu
tih kiselina nalaze se u klasterima na bakterijskom kromosomu. Enzimi kodirani genima u
koronafinskom i koroaminskom klasteru pretvaraju prekursorske molekule u koronafinsku i
koronaminsku kiselinu kroz niz enzimatskih modifikacija, poput amidacije i hidroksilacije.
Nakon sinteze te dvije kiseline se spajaju u kompletnu molekulu KO, Sto je takoder
katalizirano specificnim enzimima (Geng X. et al., 2012).

Ekspresija gena za biosintezu KO regulirana je proteinima poput Hrpl, sigma faktora koji
aktivira transkripciju gena povezanih s virulencijom, ukljucujuéi gene za biosintezu KO. HrpL
je sigma faktor specifican za bakterije roda Pseudomonas, od klju¢ne vaznosti za regulaciju
gena povezanih s virulencijom. Sigma faktori su podjedinice RNA polimeraze koje prepoznaju
promotorske sekvence na DNK, inicirajuci tako transkripciju odredenih gena (Brooks et al.,
2004). U Pseudomonas syringae, HrpL regulira ekspresiju gena koji kodiraju komponente tipa
Il sekrecijskog sustava (T3SS), kljucne za isporuku efektorskih proteina u biljne stanice
domacdina. T3SS omogucuje bakterijama suzbijanje obrambenih mehanizama biljaka i
poticanje patogeneze.HrplL aktivira transkripciju ciljnih gena prepoznavanjem specificnih
promotorskih sekvenci, poznatih kao hrp box, smjestenih uzvodno od gena uklju¢enih u TTSS
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i druge virulentne faktore, ukljucujuci biosintezu fitotoksina poput KO. Na taj nacin HrpL
uskladuje ekspresiju kljuénih gena koji omogucuju Pseudomonas syringae uspjesnu infekciju
biljaka domadina (Geng X. et al., 2012).

3.2.1.2. Sekrecijski sistem tip Il

Sekrecijski sistem tip Il (T3SS) (Slika 3.2.1.2.) je sofisticirani mehanizam koji koriste mnoge
gram-negativne bakterije, ukljuujuéi patogene kao Sto su Pseudomonas syringae,
Salmonella, Shigella i Escherichia coli za transport specificnih proteina (efektora) iz
bakterijske stanice direktno u stanice domacina. Ovi proteini, poznati kao efektori, igraju
klju€nu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju infekcije. T3SS se sastoji od nekoliko podjedinica,
koje se pak sastoje od priblizno 20 bakterijskih proteina koji formiraju strukturu sli¢nu igli.
Ova struktura prolazi kroz unutarnju i vanjsku membranu bakterije, a produzetak ove
strukture omoguduje bakteriji da direktno isporuci efektore u citoplazmu stanice domacina.
T3SS je vaZan za virulenciju mnogih bakterijskih patogena jer omogucuje preciznu isporuku
efektora koji manipuliraju bioloSkim procesima domacina na nacine koji pogoduju
bakterijskoj infekciji i razvoju bolesti. Najvazniji su efektorski proteini koji se prenose kroz
T3SS u stanice domacdina, gdje preuzimaju razli¢ite funkcije, uklju¢ujuéi suzbijanje
imunoloSkog odgovora domacdina, manipuliranje signalnim putevima, induciranje stani¢ne
smrti, i omogucavanje bakterijskog rasta (Cunnac et al., 2009).

Sposobnost Pseudomonas syringae da uzrokuje bolesti u biljkama ovisi o injektiranju vise
efektorskih  proteina u stanice biljaka putem T3SS. Genomski omogucene
bioinformaticke/eksperimentalne metode sveobuhvatno su identificirale repertoare
efektora i srodnih T3SS supstrata za Pto i tri druga sekvencirana soja. Repertoari efektora su
raznoliki i unutarnje redundantni. Uvidi u funkcije efektora dobivaju se kroz konstrukciju
mutanata koji nemaju jedan ili viSe gena za efektore, Sto moze smanijiti njihov rast u biljci, te
kroz testove za sposobnost pojedinih efektora da suzbiju urodenu imunolosku obranu biljke,
manipuliraju signaliziranjem hormona, izazivaju staniénu smrt i/ili pokazuju biokemijske
aktivnosti na proteinskim metama biljaka ( Zumaquero et al., 2010).

Kao Sto je ve¢ spomenuto, T3SS je kljucan za ucinkovito uspostavljanje infekcije. Radi se o
vrlo sofisticiranoj strukturi, sastavljenoj od otprilike 20 razli¢itih proteina, koji omogucuju
sekreciju kroz obje membrane bakterije u citoplazmu eukariota. Vaznost ovog sustava je
toliko velika da mutacije koje ometaju njegovu funkciju znacajno utjeCu na sposobnost
patogeneze. Poznato je da su geni koji kodiraju komponente T3SS grupirani u klastere. Dok
se u nekim drugim vrstama mogu naci na plazmidima specificnim za patogene bakterije, to
nije sluc¢aj kod nepatogenih sojeva. U slucaju Pto, kao i kod nekih drugih vrsta cCini se da je
genski klaster za T3SS stecen horizontalnim prijenosom i nalazi se iskljuc¢ivo na kromosomu.
Ovi geni kodiraju tri grupe funkcionalnih proteina: strukturne proteine, efektorske proteine,
koji se unose u stanicu domacina kako bi potaknuli infekciju suzbijanjem obrane biljke, i
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Saperone, koji Stite efektore od agregacije i degradacije te ih usmjeravaju prema
sekrecijskom aparatu. U nekim sojevima Pseudomonas syringae postoje dodatni kodirani
proteini koji se izlu€uju na nacin ovisan o T3SS i pomazu efektorima da se translociraju preko
stanicne membrane biljke. Postoji nekoliko grupa gena koji kodiraju efektore T3SS, s 31
potvrdenim i jos 19 predvidenih. Ovi efektori su opisani kao “Hop” proteini (proteini vanjske
patogenosti i HR-a) ili “AVR” proteini (avirulentnost), i oni su klju¢ni za uspjesnu infekciju,
kao Sto je dokazano za njih 28. Kombinacija svih T3SS efektora je kljuéna za prevladavanje
obrane domacdina, rast ili izazivanje simptoma u biljkama, iako se pojedinac¢na uloga efektora
u patogenezi jo$S uvijek utvrduje i iscrpno istrazuje, te se mutanti pojedinih bakterijskih
efektora uspjesno koriste u istrazivanju, zbog sinergije sa ostatkom patogene masinerije
prilikom infekcije, proces utvrdivanja direktne uloge pojedinog efektora je dugotrajan (
Cunnac et al., 2009; Hulak et al., 2015.).

stani¢na membrana
domacdina

vanjska membrana 9% { 06000000
patogena ¥
bazalno tijelo
unutarnja membrana 9986664 POSEOLE

patogena ' {0

efektor ‘ j

Slika 3.2.1.2.- Translokacija proteina efektora u stanicu domacdina putem T3SS
Izvor: https://jb.asm.org/content/197/4/672 (pristupljeno 13.09.2024.)
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3.2.1.3. Efektorski proteini

Efektorski proteini su specijalizirani proteini koje patogene bakterije, poput Pseudomonas
syringae, koriste za manipulaciju stani¢nim procesima domacina kako bi omogucile infekciju i
prezivljavanje bakterije. Ovi proteini se Cesto isporucuju direktno u stanice domadina putem
sekrecijskog sustava tip Ill.

Efektorski proteini su klju¢ni za patogenost jer omogucuju bakterijama da preuzmu kontrolu
stanica domacina i uspostave uspjesnu infekciju. Bez efektoriskih proteina, bakterijski rast bi
bio zaustavljen pomoc¢u obrambenih mehanizama domacina.

Klju¢ne karakteristike i funkcije efektorskih proteina ukljucuju:

1. Suzbijanje imunoloskog odgovora biljke, kako bi inhibirali ili izbjegli obrambene
reakcije biljke koje bi mogle unistiti bakteriju i sprijediti infekciju

2. Manipulacija signalnim putevima mijenjajuéi stani¢ne procese kako bi pogodovali
bakterijskoj infekciji i rastu

3. Indukcija stani¢ne smrti pomocu nekih efektora koji mogu izazvati programiranu
stani¢nu smrt u stanicama domacina, Sto moZe pomoci bakteriji u Sirenju na nova
tkiva ili izbjegavanju imunoloskog nadzora

4. Biokemijska aktivnost pomodu kojih mogu direktno modificirati proteine, lipide, ili
druge molekule unutar stanice domadina, mijenjajuci njihovu funkciju

5. Omogucéavanje bakterijskog rasta pomocu kojih mogu prilagoditi okolis stanice
domadina kako bi olaksali pristup hranjivim tvarima ili stvorili uvjete pogodne za
bakterijski rast.

(Hoom et al., 2008.)
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4. Imunitet biljke domacina u patogenezi

Biljke su podloZne bolestima, a njihova sposobnost odgovora na infekcije uzrokovane
patogenima i Stetnicima kljuéna je za njihovo preZivljavanje. U poljoprivredi, bolesti biljaka
uzrokuju gubitke prinosa i mogu imati razorne posljedice kako za mala gospodarstva, tako i
za industrijaliziranu poljoprivredu, Sto utjeCe na opskrbne hranidbenih lanaca, ali i diktira
trziSnu vrijednost proizvoda (Anderson et al., 2010). Mnogi mikroorganizmi koji su u
interakciji sa biljkama su patogeni te mogu imati negativan ucinak na rast i razvoj biljaka.
Kako bi se uspjednije nosile sa prisutno$¢u takvih mikroorganizama biljke su razvile vrlo
ucinkovite obrambene mehanizme (Slika 4.). Biljke imaju nekoliko razina imunoloske obrane
protiv patogena. Prva razina mehanizama obrane vrlo je uinkovita, ne specificna i detektira
molekule koje su zajednicke mnogim vrstama mikroorganizama, ukljuc¢ujuéi i nepatogene te
razne insekte. Druga razina mehanizama obrane je specificna i odgovara na virulentne
molekule patogena (efektore), bilo izravno ili putem njihovog djelovanja na mete unutar
biljke. Imunoloski sustav biljaka, zajedno s patogenim molekulama na koje djeluje,
predstavlja slozenu molekularnu interakciju u stani¢noj biologiji i dinami¢nu ko-evoluciju.
Imunoloski sustav biljaka od velikog je znanstvenog interesa bududéi ima vazinu ulogu za
prijeko potrebno unapredivanje poljoprivrednih usjeva (Jones i Dangl, 2006).Imunoloski
sustav biljaka nalikuje u mnogocemu imunoloSkim sustavom Zivotinja. No, bududi da
bilikama nedostaje adaptivni imunoloski sustav, one se oslanjaju isklju¢ivo na urodeni ili
nativni imunitet za prepoznavanje mikrobnih patogena i Stetnika. Biljni imunitet moze se
konceptualno podijeliti na imunitet na povrsini stanica, prilikom ¢ega je mikroorganizam
epifitican i unutar stani¢ni imunitet (apoplast biljke), gdje mikroorganizam u vedini sluc¢ajeva
bude patogen (Slika 5.). Oba nacina interakcije sa mikroorganizmima alarmira imunitet,
prilikom ¢ega moze dodi i do preklapanja izmedu prvog (nativnog) i drugog (sekundarnog)
imuniteta. Vazno je naglasiti da oba imuniteta djeluju sinergijski u svrhu sto bolje i uspjesnije
obrane (Bentham et al., 2020).
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Slika 4.- Prikaz aktivacije receptora za imunost biljaka
Izvor:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7606695/ (pristupljeno 25.06.2024.)
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4.1. Primarni i sekundarni imunitet biljaka

Primarni imunitet biljaka (Slika 4.1.), poznat i kao prvi krak urodenog imuniteta, je
obrambeni mehanizam biljaka koji prepoznaje i reagira na opée patogene obrasce koji su
zajednicki mnogim mikroorganizmima, ukljucujuci i nepatogene mikroorganizme te insekte.
Ovaj oblik imuniteta ukljuuje prepoznavanje mikrobioloskih molekula specificnih za
patogene ( eng. PAMPs - pathogen-associated molecular patterns), kao Sto su flagelin ili
lipopolisaharidi, preko receptora koji su prisutni na povrsini biljnih stanica. Kada se PAMP
prepoznaju, aktivira se obrambeni odgovor biljke, koji ukljuCuje proizvodnju antimikrobnih
spojeva, jacanje stanicnih stijenki i druge reakcije koje pomazu u sprje¢avanju daljnjeg
Sirenja infekcije (Ngou et al., 2022).

Sekundarni imunitet biljke, poznat i kao efektorski-inducirana obrana imuniteta ( eng.
Effector-triggered immunity, ETI), predstavlja drugu liniju obrane biljaka protiv patogena. Za
razliku od primarnog imuniteta, koji prepoznaje patogene na generalnoj razini, sekundarni
imunitet prepoznaje specificne molekule koje patogeni koriste za potiskivanje obrambenih
mehanizama biljke prilikom infekcije. Te specificne molekule koje ¢ine glavnu interakciju
patogen-biljka u sekundarnom imunitetu cine efektori i R-proteini ( eng. Resistance
proteins). Efektori su molekule koje patogeni izlu€uju kako bi potisnuli primarni biljni
imunoloski odgovor te kako bi omogucili snazniju i specificnu infekciju unutar biljke, a R-
proteini su specifiéni proteini unutar biljke domacina koji prepoznaju prisutnost odredenog
bakterijskog efektora, te uspjeSno zaustavljaju njegovo djelovanje unutar biljke (Piasecka et
al., 2015).

Sekundarni biljni metaboliti igraju kljuéne uloge u interakcijama izmedu biljaka i mnogih
drugih organizama. OpseZna istraZivanja na uroCnjaku znadajno su unaprijedila nase
razumijevanje molekularnih mehanizama koji upravljaju biosintezom i aktivacijom
obrambenih sekundarnih metabolita potaknutih prisutstvom patogena.

Unato¢ dokazanom znacaju sekundarnih metabolita u biljnoj reakciji na patogene
mikroorganizme, precizni mehanizmi koji ¢ine osnovu njihovog doprinosa biljnom imunitetu
josS uvijek su slabo razumljivi, buduéi je ova interakcija vrlo dinamic¢an proces koji evoluira
(Jones i Dangl, 2006).

lako su mnogi sekundarni metaboliti poznati po svojoj antimikrobnoj aktivnosti in vitro,
Cesto se pretpostavlja da ovi spojevi djeluju kao in planta antibiotici u obrani biljaka.
Medutim, istraZzivanja sugeriraju da neki od ovih spojeva mogu imati alternativne uloge,
ukljucujuéi kontrolu nekoliko imunoloskih odgovora koji su evolucijski o¢uvani u biljnom
kraljevstvu, kao Sto su taloZenje kaloze, zatvaranje puci i stoma, te programirana stanicna
smrt (Piasecka et al., 2015).
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Slika 4.1.- Nacin aktivacije primarnog i sekundarnog imuniteta biljke

Izvor: Original

4.1.1. R geni

R geni ( eng. Resistance genes) su geni u biljkama koji kodiraju za proteine koji su klju¢ni za
otpornost na patogene, poput bakterija, gljiva i virusa. Ovi geni igraju vazinu ulogu u
imunitetu boljke jer omogucuju biljkama da prepoznaju prisutnost patogena i pokrenu
specificne obrambene mehanizme. Prepoznaju specificne molekule patogena ili njihove
efektore (McDowell et al., 2003).

Nakon prepoznavanja patogenog efektora, R geni aktiviraju niz dogadaja u biljci koji
ukljucuju brzu proizvodnju antimikrobnih tvari, kao Sto su fitoalexini ili antimikrobni peptidi,
te aktivaciju signalnih putova koji dovode do hipersenzitivhog odgovora ili sustavo ste¢ene
rezistencije.

Cesto su prisutni u videstrukim kopijama u biljnom genomu, a njihova raznolikost doprinosi
varijabilnosti u biljnoj otpornosti na razli¢ite patogene sojeve. Polimorfizam R gena u
populaciji biljaka omogucdava prilagodbu na lokalne patogene i evolucijski pritisak.

R geni su klju¢ni element u razumijevanju biljnog imunoloskog sustava i igraju vaznu ulogu u
razvoju biljnih sorti s poboljSanom otpornoséu na bolesti putem selekcijskih i biotehnoloskih
pristupa (McDowell et al., 2003).
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4.2. PAMPs /MAMPs molekule

PAMP ( eng. Pathogen-Associated Molecular Patterns)/MAMP ( eng. Microbe-Associated
Molecular Patterns) su evolucijski ocuvani molekularni obrasci karakteristi¢ni za
mikroorganizme kao $to su bakterije, virusi, gljivice i paraziti. Stanice urodenog imunoloskog
sustava prepoznaju PAMPs pomoclu receptora za prepoznavanje ( eng.PRR- Pattern
recognition receptors), ukljucujuc¢i Toll-like receptore (TLR), NOD receptore (NLR) i RIG
receptore (RLR).

Primjeri PAMP molekula su: lipopolisaharidi iz vanjske membrane gram-negativnih bakterija,
dvostruko lanéana RNA virusa, protein bakterijskih biceva-flagelin, te peptidoglikan iz
stani¢ne stijenke gram pozitivnih bakterija.

Kada PRR prepoznaju PAMPs, aktivira se imunoloski odgovor koji ukljucuje upalne procese i
druge obrambene mehanizme za neutralizaciju i uklanjanje patogena. PAMPs igraju klju¢nu
ulogu u pokretanju imunoloskog odgovora i odrZzavanju homeostaze organizma. (Tang et al.,
2012.)

Kada se PRR-ovi vezu na PAMPs, pokrecu unutarstani¢ne signalne odgovore. Ove molekule
koordiniraju rani odgovor domacina na infekciju i nuzne su za kasniju aktivaciju i oblikovanje
adaptivnog imuniteta. Kako bi se sprijeCila imunopatologija, sustav je strogo reguliran
endogenim molekulama koje ograni¢avaju intenzitet i trajanje upalnog odgovora. Patogeni
mikroorganizmi razvili su sofisticirane strategije za izbjegavanje obrane domacdina, ometajuci
molekule uklju¢ene u upalne signale (Mogensen, 2009).

4.3. PAMP-inducirana imunost( PTI)

PAMP-inducirana imunost (PTI) pocinje kada biljke prepoznaju PAMP putem receptora za
prepoznavanje (PRR) . PAMPs su molekule povezane s raznim patogenima, a biljke s
odgovaraju¢im PRR-ovima mogu otkriti prisutnost patogena pri vrlo niskim koncentracijama
(Newman, 2013). Najpoznatiji PAMP-PRR sustav ukljuCuje prepoznavanje dijela bakterijskog
flagelina, koji sluzi za izgradnju flagela kojim se Pto pokrece (Slika 4.3.). Flagelin ili flg22 je
epitop sacinjen od 22 aminokiseline. Ovaj konzervirani dio flagelina je klju¢an za bakterijski
flagelin, Sto upudéuje na to da su biljke razvile sustav za prepoznavanje Sirokog spektra
patogena, smanjujuéi mogucnost da bakterije izbjegnu detekciju mutacijom PAMP-a. Ostali
konzervirani PAMP i MAMP koje biljke prepoznaju uklju€uju hitin, osnovni gradivni element
staniénih stijenki gljiva, molekulu za kvorum-senzing iz patogena Xanthomonas oryzae koji
napada rizu, glukan iz Phytophthora megasperma i bakterijski Tu-elongacijski faktor
(Anderson et al., 2010).

PTI inducira brojne obrambene reakcije, ukljuCujué¢i molekularne, morfoloske i fizioloSke
promjene. Rane promjene, koje se dogadaju u roku od nekoliko sekundi do minuta, ukljucuju
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protok iona preko plazma membrane, oksidativni stres, aktivaciju mitogen-aktiviranih
proteina kinaza i fosforilaciju proteina. Slijedi znac¢ajna transkripcijska reprogramacija unutar
prvog sata PTI, koja ukljuuje do 3% transkriptoma u urocnjaku. Postoji snazan dokaz za
znacajno preklapanje odgovora na razlicite PAMP, pri ¢emu molekula obrambenog signala
salicilna kiselina igra vaznu ulogu. Kasnije promjene ukljucuju taloZenje kaloze, koja sluzi kao
fizicka barijera na mjestima infekcije, i zatvaranje stoma. Stome, koje su glavni ulaz za mnoge
biline patogene, kod Arabidopsis thaliane zatvaraju se unutar jednog sata kao odgovor na
PAMP (Mogensen, 2009). Evolucija PTI dogodila se rano, bududi da FLS2 homolozi postoje u
svim sekvenciranim viSim biljkama. Funkcionalna konzervacija FLS2 dokazana je ekspresijom
gena FLS2 iz rize u mutantu Arabidopsis thaliana fls2, Sto upucuje da su povezani signalni
putevi takoder konzervirani. Medutim, daljnja evolucija PTI vidljiva je u prepoznavanju EF-Tu
(elongation factor) pomocu receptorske kinaze (RLK) proteina EFR, koja se javlja samo u
Brassicaceae (kupusnjacama).

Mnogi bakterijski efektori, ukljucujuéi flg22, HrpZ i EF-Tu, mogu koristiti isti nizvodni signalni
put koji ukljuéuje MAP kinaza kaskadu i RLK BAK1. lako PTI induciran gljivicnim PAMP-om
hitinom koristi barem neke razli¢ite nizvodne komponente, jer je neovisan o BAK1, aktivnost
MAP kinaza je jo$ uvijek zabiljezena 10 minuta nakon tretmana hitinom. Gimenez-lbanez i
suradnici su otkrili da PTI interakcija bakterijskog patogena Pto takoder ukljuéuje put
neovisan o BAK1 i ovisi o CERK1 iz hitinske PTI putanje. Ovi rezultati sugeriraju da su biljke
razvile sposobnost prepoznavanja raznih signala povezanih s patogenima s odredenim
stupnjem redundantnosti, tako da jedan patogen moZe pokrenuti nekoliko neovisnih ili
povezanih PTI putanja. Situacija u kojoj jedan patogen moze aktivirati nekoliko PTI putanja,
svaka s nizom obrambenih odgovora, moZe doprinijeti Sirokoj ucinkovitosti PTl. U nekim
slu¢ajevima, svaka PTI signalna putanja moze se konvergirati kako bi aktivirala uglavhom
konzervirani obrambeni odgovor. (Anderson et al., 2010).

a3

Slika 4.3.- Test motiliteta (kretanja). Bakterijski sojevi su inkubirani 2 dana na 23°C na mekom
agaru, King's B koji sadrzi 10 mM MgCI2 plocu. Slika prikazuje 3 neovisne bioloske replike za
svaki soj (Pto DC3000; al, a2, a3 i AfliC; b1, b2, b3)

Izvor: Hulak N.- diplomski rad
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4.4. Zig-zag model

Zig-zag model (Slika 4.4.) je konceptualni okvir koji opisuje interakciju izmedu biljaka i
patogena, te kako biljke razvijaju svoj imunoloski odgovor kada su napadnute patogenom.
Ovaj model objasnjava kako se biljke bore protiv patogena kroz dvije glavne faze: PTI (PAMP-
triggered immunity) i ETI (effector-triggered immunity). Godine 2006., Jones i Dangl su
predloZili ovaj jednostavan model interakcije izmedu biljaka i patogena, te ga nazvali 'zigzag'
modelom. Prva grana obrane prepoznaje konzervirane molekule koje dijele mnoge vrste
mikroorganizama (molekularni obrasci povezani s patogenima ili mikroorganizmima, PAMPs
ili MAMPs), te se iz tog razloga naziva PAMP inducirani imunitet (PTIl). Druga grana
prepoznaje i odgovara na virulencijske faktore nazvane efektorima, koji u modelu sluze za
suzbijanje PTl-a. Ova grana se naziva imunitet induciran efektorima (ETI). PredloZeni model
je imao velik znanstveni odjek u patologiji biljaka te se pokazao kao vrlo dobar model za
razumijevanje interakcija izmedu biljaka i patogena (Jones i Dangl, 2006).

U prvoj fazi, PAMPs (ili MAMPs) budu prepoznati od strane PRR-ova (Pattern Recognition
Receptor), Sto rezultira imunitetom pokrenutim PAMPs (PTI) koji moZe zaustaviti daljnju
kolonizaciju patogenima. U fazi 2, uspjesni patogeni zatim koriste efektore koji doprinose
veéoj virulentnosti patogena. Efektori mogu ometati PTI, oni ju prijeu, Sto rezultira
osjetljivos¢u pokrenutom efektorima (ETS). U fazi 3, odredeni efektor je 'specificno
prepoznat' od strane jednog od NB-LRR proteina.

NB-LRR proteini prepoznaju efektore i pokrecu Effector Triggered Immunity ili ETI.
Prepoznavanje je ili neizravno, ili kroz izravno NB-LRR prepoznavanje efektora. ETI je ubrzani
i jac¢i od PTI odgovora, Sto rezultira otpornoS¢u na bolesti i, obi¢no, hipersenzitivnim
odgovorom Sto rezultira sa smrti stanice (HR) na mjestu infekcije, Sto se smatra kao
uspjeSnom obranom biljke. U fazi 4, prirodna selekcija tjera patogene da izbjegavaju ETI ili
odbacivanjem ili diverzifikacijom prepoznatog gena efektora, ili stjecanjem dodatnih
efektora koji suzbijaju ETI. | time se pri¢a nastavlja.

Vecina molekularnih procesa opisanih u zigzag modelu vjerojatno se dogada tijekom jedne
interakcije biljke s jednim ili vise biotrofi¢nih patogena.

Medutim, faza 4 u originalnom opisu modela (gubitak i/ili dobivanje efektora) dogada se u
zigzag modelu eksplicitno kao rezultat selekcijskog pritiska, koji djeluje na razini populacije i
tijekom duzih vremenskih razdoblja, ko-evolucije.

Zigzag model ocito nije bio namijenjen predstavljanju uredenog niza dogadaja tijekom
jednog dogadaja infekcije niti opisivanju procesa koji se dogadaju tijekom infekcije na nacin
da bude interpretativni okvir za izravni eksperiment u tom kontekstu (Pritchard, Birch, 2014).
Ipak je Zigzag model izrazito Siroko prihva¢en model koji ¢ak to¢no aproksimira evolucijski
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redoslijed razvoja komponenti biljnog imunoloskog sustava. On dobro ilustrira opéenitu
prirodu nekih tipova molekularnih interakcija izmedu biljaka i mikroorganizama, ali ne pruza

kvantitativne ili prediktivne informacije (Jones i Dangl, 2006).

High PTI ETS 3 ET
'y
Threshold for HR
@
e Pathogen
% effactors
o
G
@ Avr-R
g
=2 (]
= =00
E
B R e e e e P
Threshold for
effective resistance
Low ¢ o '
0% “pamps

Slika 4.4.- Zig-zag model objasnjen od strane Jonesa i Dangla

lzvor: https://www.researchgate.net/figure/A-zig-zag-model-illustrates-the-quantitative-output-of-the-plant-
immune-system-5_figl 287996237 (pristupljeno 18.07.2024.)
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5. Uloga hormona stresa u biljaka

U posljednjih 25 godina intenzivno se istraZivala uloga koju imaju biljni hormoni u otpornosti
biljaka na patogene. Biljni hormoni imaju jednu od najvaznijih uloga u borbi biljaka protiv
patogena i imunitetu biljaka.

Tocnije, imaju klju¢nu ulogu u regulaciji razvojnih procesa i signalnih mreza koje sudjeluju u
reakcijama biljaka na razne bioticke i abioticke stresove. Identifikacija klju¢nih komponenti i
razumijevanju uloge salicilne kiseline, jasmonata i etilena u reakcijama biljaka na bioticke
stresove unaprijedila je znanstvena istrazivanja te je dala uvid u molekularne mehanizme
koje oni imaju. Istrazivanja isticu da i drugi hormoni poput apscizinske kiseline, auksina,
giberelinske kiseline, citokinina, brasinosteroida i peptidnih hormona takoder igraju ulogu u
signalnim putovima obrane biljaka, ali je njihova uloga u obrani manje poznata (Bari et al.,
2009).

5.1. Salicilna kiselina

Salicilna kiselina (SA) (Slika 5.1.(2)), je biljni hormon koji ima klju¢nu ulogu u poticanju
obrane biljaka protiv raznih biotickih i abioti¢kih stresova (Slika 5.1.) putem morfoloskih,
fizioloskih i biokemijskih mehanizama. SA signalizira u biljci domadinu otpornost na
hemibiotrofne ili biotrofne patogene kakav je i Pto. U nekoliko istraZivanja nastojao se
procijeniti biokemijski odgovor biljaka na razli¢ite koncentracije SA. Biljke brzo reagiraju na
salicilnu kiselinu pri koncentraciji od 1.5 mM. Biljke tretirane SA pri koncentraciji od 2 mM
pokazuju fitotoksi¢ne simptome.

Slika 5.1.- Biljka u laboratoriju mijenja boju pod utjecajem stresa nedostatka hranjiva
Izvor: Jin-Zheng ang et al., 2022.
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Rezultati isti¢u da je SA pri koncentraciji od 1.5 mM sigurna za biljke i mozZe se koristiti za
poticanje obrambenih mehanizama. Egzogena primjena SA mijenja razlicite fizioloSke,
biokemijske i molekularne procese u biljkama, ukljuéujuéi aktivnosti antioksidativnih enzima
(Jin-Zheng Wang et al., 2022).

SA regulira vlastiti signalni put i sudjeluje u medusobnoj komunikaciji s drugim signalnim
putevima koji su zaduZeni za otpornost biljaka. Utje¢e na rast biljaka pod stresom kroz unos
hranjivih tvari, regulaciju stoma i fotosintezu. Regulira aktivnosti razliCitih enzima,
ukljucujuci peroksidazu, polifenol oksidazu, superoksid dismutazu i fenilalanin amonijak
liazu, koji su kljuéni za induciranu obranu biljaka protiv bioti¢kih i abioti¢kih stresova.
Peroksidaze Cine vaznu grupu obrambenih enzima koji Stite biljke od razlicitih stresova.
Polifenol oksidaze takoder igraju klju¢nu ulogu u obrani biljaka. Fenolni spojevi biljaka su
najzastupljenija i najvaznija grupa obrambenih spojeva koji posreduju obranu biljaka (War et
al., 2011).

Slika 5.1.(2)-Strukturna formula salicilne kiseline
Izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Salicylic-Acid (pristupljeno 22.06.2024.)
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5.2. Etilen

Etilen (ET) (Slika 5.2.) je klju¢ni biljni hormon koji regulira razli¢ite aspekte rasta i razvoja
biljaka tijekom cijelog Zivotnog ciklusa biljke, od klijanja do senescencije. Osim toga, ovaj
hormon je kljuan za regulaciju odgovora na stres i pruzanje otpornosti na stres. Stresni
uvjeti rezultiraju poveéanim razinama ET u biljaka. ET koji se proizvodi pod utjecajem stresa
djeluje kao signal koji pokrece prilagodljive odgovore i takoder utjee na druge hormonalne
signalne puteve . Zbog svojih mnogobrojnih ucinaka na fenotip biljaka, povecane razine ET
mogu izazvati kontradiktorne ucinke, poput inhibicije rasta i kasnijeg cvjetanja , osim
Zeljenog odgovora na stres. Stoga je precizna kontrola razine ET u stanicama klju¢ni aspekt
biljne fiziologije (Ravanbakhsh et al., 2018).

Slika 5.2.- Strukturna formula etilena
Izvor: https://www.znanje.org/i/i25/05iv02/05iv0211fll/index6.htm (pristupljeno 22.06.2024.)

Sinteza ET u biljkama (Slika 5.2.(2)) zapocinje vaznim korakom: enzim ACC sintaza (ACS)
katalizira pretvorbu 1-aminociklopropan-1-karboksilne kiseline (ACC) u etilen (vidi Sliku 20).
Nakon Sto biljka detektira stres, ACS posreduje u sintezi ACC-a, prekursora etilena, koji se
zatim transformira u etilen uz pomo¢ enzima ACC oksidaze (ACO) (Ravanbakhsh et al.,
2018).

ET se veZe na svoje receptore Sto potice izrazavanje gena koji su nizvodno u signalnom putu.
U odsutnosti etilena, receptori etilena aktiviraju CTR1, koji djeluje kao negativni regulator
etilen signalizacije. ET veZe receptore, ¢ime inaktivira CTR1 i uklanja inhibiciju EIN2,
pozitivnog regulatora ET signalizacije. Nizvodno od EIN2, djeluju transkripcijski faktori EIN3
(etilen-insenzitivan 3) i njegov homolog EIL1 (etilen-insenzitivan 3-slican 1), koji su kljucni
posrednici transkripcijskih odgovora na ET. Ti transkripcijski faktori potic¢u ekspresiju faktora
transkripcije koji su osjetljivi na etilen (ERF), Sto dovodi do etilenom posredovanih stresnih
odgovora u biljkama.

Aktivacija ET ukljucuje i aktivaciju imuniteta biljke , metabolicke i morfoloske prilagodbe na
poplave, susu, salinitet, te pomazZe biljci da se adaptira na Zivot na tlima sa puno teskih
metala (Ravanbakhsh et al., 2018).
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Slika 5.2.(2)-Sinteza etilena u biljkama
Izvor: https://microbiomejournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40168-018-0436-1/figures/1
(pristupljeno 22.06.2024.)
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5.3. Jasmonska kiselina

Jedan od mehanizama kojima se biljke mogu braniti od biotickih i abiotickih stresova je i
pomocu biljnog hormona jasmonata (JA) (Slika 5.3.). Hormon JA je vrlo vaZzan i u obrani
biljaka od bolesti koje uzrokuje Pseudomonas syringae, ali i drugi patogeni. Jasmonatna
kiselina se ipak najé¢esée asocira sa nekrotrofnim patogenima buduci se sintetizira prilikom
njihova napada. JA i njegovi derivati su hormoni na bazi lipida koji imaju klju¢nu ulogu u
regulaciji mnogih procesa u biljkama, ukljucujudi rast, fotosintezu i reproduktivni razvoj. Neki
derivati JA kao hlapljivi organski spojevi, omogucuju biljkama medusobnu komunikaciju, te
tako mogu upozoriti biljke protiv zajednickih prijetnji.

JA takoder reguliraju procese poput sazrijevanja peluda i odgovora na ozljede kod biljke
modela Arabidopsis thaliana (urocnjaka). Medutim, postoje znacajne razlike izmedu
predloZenih signalnih puteva kojima se jasmonati aktiviraju kod rajéice i uro¢njaka, te jos
nije razjasnjeno jesu li te razlike povezane sa mehanizmima obrane ili se radi o neem
drugom. Mutanti uro¢njaka sa impedimentima u biosintezi ili percepciji JA pokazuju manjak
obrambenih odgovora i sterilnost, dok mutanti rajCice sa impedimentima u biosintezi ili
percepciji JA imaju oslabljen obrambeni sustav, ali su fertilni. Takoder, sistemska indukcija
JA u rajcici odvija se putem dobro karakteriziranog signalnog puta sistemina, dok kod
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uro¢njaka nema dokaza za postojanje ekvivalentnog puta, iako se sistemska signalizacija
moZe dokazati (Turner et al., 2002).

Signalni put JA ukljucuje nekoliko vrsta prijenosa signala:

-percepciju primarnog signala ozljede ili stresa i prijenos signala lokalno i sistemski
-percepciju signala i indukciju biosinteze JA

-percepciju JA i indukciju odgovora

-te integraciju signalizacije JA s izlaznim signalnim putevima SA i ET.

Signalizacija JA moZe biti inducirana razli¢itim abiotskim stresovima, ukljuujuéi osmotski
stres, ozljede, suSu i izlozenost hitinima, oligosaharidima, oligogalakturonidima, te
ekstraktima kvasca. Kod urocnjaka, biosinteza JA je takoder regulirana signalima iz
razvijajucih prasnika, gdje je JA nuZan za razvoj peluda. Medutim, jo$ uvijek nije jasno kako
se ovi stresovi ili razvojni signali percipiraju. Jedan pristup u istrazivanju bio je identificirati
najraniji odgovor na stres, koji bi mogao biti klju¢na komponenta u putu percepcije stresa i
prijenosa signala (Turner et al., 2002).

Kod rajéice, kada su listovi oSteceni biljojedima ili jednostavnim mehanickim ozljedama, JA
signalizacija i ekspresija obrambenih gena sustavno se aktivira unutar nekoliko sati.
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Slika 5.3.- Strukturna formula jasmonata
Izvor: https://www.wikiwand.com/sl/Jasmonat (pristupljeno 27.06.2024.)
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5.3.1. Biosinteza jasmonske kiseline

Lipidni biljni hormon jasmonat (JA) igra klju¢nu ulogu u regulaciji rasta i razvoja biljaka,
sekundarnom metabolizmu, obrani od napada insekata i patogena, te toleranciji na abiotske
stresove poput ranjavanja, UV zradenja, suSe,te prekomjernog zaslanjivanja tla. Od svog
prvog otkrica 1962. godine, a posebno od 1980-ih, brojna istraZzivanja su prosirila nase
razumijevanje fizioloskih funkcija, biosinteze, distribucije, metabolizma, percepcije,
signalizacije i medudjelovanja JA u biljci. Biljke reagiraju na promjenjive okolisSne uvjete i
unutarnje signale kroz sloZenu organizaciju biosinteze (Slika 5.3.1.(2)) i inaktivacije JA.
Jasmonati se sintetiziraju iz a-linolenske kiseline (a-LeA) koja se nalazi u membranama
kloroplasta, kroz oksidativhe procese unutar razli¢itih grana lipooksigenaznog puta. Kao
rezultat toga, JA su dio obitelji oksilipina (Wasternack et al., 2017).

Jedan od prvih izoliranih spojeva JA bio je metil ester jasmonat (Slika 5.3.1.), otkriven kao
mirisna komponenta cvjetova jasmina (Jasminium grandiflorum). Tek dva desetljeé¢a kasnije
opisani su prvi fizioloSki procesi uzrokovani JA ili metil ester jasmonatom, kao S$to su
poticanje senescencije i inhibicija rasta. Krajem 1980-ih i pocetkom 1990-ih, Ccetiri
istrazivacke skupine pruZile su prve dokaze o promjenama ekspresije gena uzrokovanim
jasmonatom:

-Jasmonat-inducirani proteini , koji su se obilno akumulirali tijekom razgradnje osnovnih
proteina, otkriveni su u listovima jeCma

-indukcija vegetativnih skladisnih proteina zabiljeZzena je nakon ranjavanja listova soje

-brza akumulacija alkaloida otkrivena je u biljnih stani¢nim kulturama nakon elicitacije, Sto je
dovelo do povecanja endogenog jasmonata

-akumulacija inhibitora proteinaza u rajcici nakon ranjavanja od strane herbivora, zajedno s
medubilinom komunikacijom putem metil ester jasmonata, postala je najistaknutiji primjer
promjene ekspresije gena uzrokovane aktivacijom JA (Wasternack et al., 2017).
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Slika 5.3.1.- Strukturna formula metil ester jasmonata

Izvor: https://geno-chem.com/es/producto/methyl-jasmonate-mixture-of-isomers/ (pristupljeno 27.06.2024.)

Nakon pocetne identifikacije metil estera jasmonata kao mirisa jasmina ,te jasmonata u
kulturi gljive Lasiodiplodia theobromae, nekoliko JA spojeva otkriveno je u kopnenim
biljkama. Visoke razine JA pronadene su u plodovima. Daljnja istraZivanja otkrila su
prisutnost JA u svim organima koji sadrZze plastide. Osnovna razina JA brzo raste nakon
ranjavanja ili drugih okolisSnih poticaja. Biosintetski put JA iz a-linolenske kiseline
esterificirane u membranama kloroplasta ustanovljen je 1980-ih godina. U pocetku je
proucavana sekvenca koja uklju¢uje LOX, hidroperoksid ciklazu, reduktazu i B-oksidaciju
karboksilne boéne lance. Kasnije je pokazano da je korak hidroperoksid ciklaze zapravo
dvostupanjska reakcija membrane-asocirane alen oksid sintaze , ¢&iji visoko nestabilni
produkt ciklizira alen oksid ciklaza u OPDA. OPDA je oksilipinski spoj koji igra klju¢nu ulogu u
biosintetickom putu JA. OPDA se formira u kloroplastima biljaka tijekom oksidativne
konverzije a-linolenske kiseline putem lipooksigenaznog (LOX) puta. Nakon formiranja, OPDA
se transportira u peroksisome, gdje se reducira i dalje metabolizira kroz niz enzimskih
reakcija, ukljuujuci B-oksidaciju, kako bi se proizveo JA. OPDA je vazan preteca JA i ima
vlastite bioloske aktivnosti koje ukljuuju ulogu u obrambenim odgovorima biljaka na stres.

Svi enzimi odgovorni za stvaranje OPDA nalaze se u kloroplastima. Druga polovica biosinteze
jasmonata odvija se u peroksisomima. U peroksisomima, OPDA se reducira pomoc¢u OPDA
reduktaze, nakon cCega slijede enzimi B-oksidacije: acil-CoA-oksidaza (ACX), multifunkcionalni
proteini (MFP) i L-3-ketoacil-CoA-tioloza (KAT), uz aktivaciju u ko-estere pomocu masne
kiseline CoA-sintetaze i 4-kumarol (Wasternack et al., 2017).
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Slika 5.3.1.(2)- Biosinteza jasmonata
lzvor: https://www.researchgate.net/figure/Pathway-for-the-biosynthesis-of-jasmonates figl 31464647
(pristupljeno 28.06.2024.)

5.4. Apscizinska kiselina

Apscizinska kiselina (ABA) (Slika 5.4.) je biljni hormon koji ima veliku ulogu u razvoju i
regulaciji biljnog organizma. Njena uloga u biljnom organizmu je veoma dobro i detaljno
istrazena zadnjih godina. Ime je dobila po pojmu apscizija, Sto znadi otpadanje cvjetova,
plodova i listova, te se u pocetku smatralo da ABA ima negativan ucinak na biljku. Njena
glavna uloga je regulacija dormantnosti i klijanje sjemena. Jedna od najvaznijih funkcija je
takoder i poticanje starenja te poticanje odgovora biljaka na stresne uvjete. Vrlo vazna
funkcije ABA-e je kontrola zatvaranja i otvaranja puci na listovima ¢ime se regulira turgor i
transpiracija. (Pavlovi¢ I., 2017.)

ABA ima razlicite ucinke na rast i razvoj biljaka, koji ovise o koncentraciji i specifiénim
uvjetima. Inhibira rast sjemenki i hipokotila kod mnogih biljaka u koncentracijama od 10 do
10’ M, dok u niskim koncentracijama potice rast izdanaka rajcice.

ABA takoder ima dva vaZna ucinka na rast korijena. Pri niskim koncentracijama stimulira rast
vrhova korijena biljaka, dok pri visokim koncentracijama inhibira njihov rast. Oba svojstva
sugeriraju da moZe djelovati i kao koc¢nica i kao akcelerator rasta, ovisno o njenoj
koncentraciji.
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ABA potice klijanje pupoljaka i sudjeluje u procesu dormancije. Kada se primijeni na jednu
stranu vrhova korijena, uzrokuje zakrivljenost korijena, $to ukazuje na njenu ulogu u
gravitropizmu. Takoder, inducira promjenu morfologije listova vodenih biljaka iz uronjenog
tipa u plutajudi tip.

ABA opcenito inhibira indukciju cvjetnih pupova, iako poti¢e cvjetanje kod nekih biljaka
kratkog dana. Primjena ABA-e prije izlaganja niskim temperaturama povecava otpornost
biljaka na hladnodu ili smrzavanje. Inducira ili inhibira viSe od 70 proteina i gena (Murofushi
et al., 1999).

Slika 5.4.- Struktura apscizinske kiseline
Izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Abscisic-acid (pristupljeno 06.07.2024.)

ABA je seskviterpenoid po svojoj kemijskoj strukturi i sintetizira se iz karotenoida
zeaksantina. Kao i kod vedéine biljnih hormona, lokalna koncentracija regulirana je procesima
biosinteze, inaktivacije (degradacijom ili konjugacijom), kompartmentalizacije i transporta.
Katabolizam je glavni mehanizam kojim se odrZava homeostaza apscizinske kiseline.

ABA takoder moze biti esterificirana i prisutna kao ABA-glukozil ester. Isprva se smatralo da
je ABA-glukozil ester nepovratni katabolicki oblik ove kiseline, no novija istraZivanja
sugeriraju da on sluzi kao transportni ili skladisni oblik u vakuolama i apoplastu. Kada biljka
dehidrira, ABA-glukozil ester se premjesta u endoplazmatski retikulum, gdje se djelovanjem
B-glukozidaze oslobada apscizinska kiselina, koja tada inducira odgovor na stres (Pavlovi¢ I.,
2017).
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5.5. Aminomaslacna kiselina

Aminomaslacna kiselina (AM) (Slika 5.5.) poznata je po tome S$to povedava otpornost
urocnjaka na bakterijskog patogena Pseudomonas syringae pv. tomato na nacin da pojacava
signalizaciju obrane posredstvom salicilne kiseline, posebno ekspresiju gena. Uz to, AM je
pokazala sposobnost inhibicije na koronatin , koji je poznat po tome da potice virulentnost
bakterija imitirajuéi jasmonsku kiselinu. AM je specificno suprimirala odgovor jasmonata
induciran koronatom, bez utjecaja na druge jasmonatne odgovore u biljkama. Ova supresija
bila je uglavhom neovisna o salicilnoj kiselini, Sto sugerira da nije rezultat negativne
medusobne komunikacije izmedu salicilnih i jasmonatnih signalnih puteva (Tsai et al., 2011).
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Slika 5.5.- Strukturna formula aminomaslacne kiseline
Izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Gama-aminomasla%C4%8Dna_kiselina (pristupljeno 28.06.2024.)
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6. Zakljucak

Pseudomonas syringae pv. tomato koristi napredne mehanizme za inficiranje biljaka,
uklju€ujudi sekrecijski sustav tip Ill koji omoguéava prijenos efektorskih proteina iz bakterije
u biljku domadina. Ovi proteini igraju kljuénu ulogu u sputavanju obrambenih mehanizama
bilijke uro¢njaka, omogucujuéi bakteriji uspjesnu kolonizaciju i izazivanje simptoma bolesti.
Fitotoksin koronatin dodatno povedavaju patogenost bakterije, pridonoseci razvoju
simptoma poput nekroze i pjega na listovima na potpuno zaseban, ali sinergijski nacin od
onog izazvanim efektorima.

Biljni hormoni poput salicilne kiseline, etilena, jasmonata i apscizinske kiseline imaju klju¢nu
ulogu u aktiviranju obrambenih mehanizama biljaka, omoguéujuc¢i im prepoznavanje i
obranu od patogena.

Urocnjak zbog svoje geneticke jednostavnosti i brzog zivotnog ciklusa i rasta, pruza idealan
sustav za proucavanje interakcija izmedu biljaka i patogena. Rezultati dobiveni na ovom
modelu mogu se primijeniti na druge agrikulturno vazne biljke, sto svakako doprinosi razvoju
ucinkovitijih metoda za kontrolu biljnih bolesti.

Interakcija izmedu biljaka i patogena naglasava vaznost integriranog pristupa u borbi protiv
biljnih bolesti. KoriStenje najnovijih molekularnih tehnika i alata neophodno je u detaljnim
analizama patogeneze, Sto otvara nove smjerove istrazivanja u podruéju mikrobne
biotehnologije. Ishodi navedenih istraZivanja imaju primjenu u razvoju novih biotehnoloskih
rieSenja za povecanje otpornosti biljaka, Sto je od velike vazinosti za odrZivu poljoprivredu,
zaStitu usjeva i sigurnost hrane.
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PRILOG- Popis kratica

Kratica Znacenje

Pto Pseudomonas syringae pv. tomato
SA Salicilna kiselina

JA Jasmonatna kiselina
Apscizinska kiselina

ET Etilen

AM Aminomaslacna kiselina

KO Koronatin

Sekrecijski sustav tip lll
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