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1. UvVOD

Kako biljke predstavljaju bogat izvor nutrijenata za mnoge organizme poput bakterija,
gljiva, kukaca i kraljeznjaka, izlozene su napadu istih. lako biljkama nedostaje imunoloski
sustav kakav postoji kod zivotinja, biljke su razvile zapanjujuéi niz strukturnih, kemijskih i
proteinskih oblika obrane, koji su odgovorni za otkrivanje napada patogena te za zaustavljanje
njihovog djelovanja prije nego su u mogucnosti prouzrociti velike Stete. Napad patogena u
biljkama izaziva ekspresiju mnogobrojnih obrambenih mehanizama. Odgovarajuca regulacija
obrambenih odgovora je vrlo vazna za biljke, budué¢i da aktivacija obrambenih odgovora

moze imati Stetan ucinak na rast biljaka (Glazebrook, 2005).

Svaka fiziolo§ka abnormalnost ili znacajan poremecaj zdravlja predstavlja bolest biljke.
Bolest moze biti uzrokovana biotickim ¢imbenicima, ukljucujuéi gljive i bakterije, ili nekim
abiotickim c¢imbenicima kao Sto su nedostatak hranjivih tvari, suSa, nedostatak kisika,
prekomjerna temperatura, ultraljubicasto zracenje ili oneciS¢enje. Kako bi se zastitile, biljke
su razvile Sirok spektar konstitutivnih i induciranih obrana. Konstitutivne obrane ukljucuju
mnoge barijere kao §to su stani¢ne stjenke, vostana epidermalna kutikula i kora, koje ne
omogucuju biljkama samo zastitu od napada, ve¢ im takoder daju i ¢vrstocu i krutost. Osim
prethodno spomenutih barijera, gotovo sve Zive biljne stanice imaju sposobnost otkrivanja
napada patogena te odgovora na napad induciranom obranom, kao $to je proizvodnja otrovnih
kemikalija, enzima koji razgraduju patogene te namjerno ,,ubijanje® vlastitih stanica. Zbog
velikog utroska energije i nutrijenata povezanih s njihovom proizvodnjom i odrzavanjem,
biljke proizvode otrovne kemikalije i obrambene proteine tek kada detektiraju patogene
(Freeman i Beattie, 2008).

lako postoje brojni mikroorganizmi koji u interakciji s biljkama izazivaju bolesti, biljke su
otporne na vecinu patogena. Bolest je iznimka, a ne pravilo u interakciji biljke 1 patogena.
Navedena otpornost se naziva otpornoséu Sirokog spektra. Postoje brojna objasnjenja na

pitanje zasto bi biljke bile neprikladne kao domacini:

1. Biljke ne podrzavaju okupatorski Zivotni stil patogena te stoga nisu dobar supstrat za
njihov rast;

2. Antimikrobni spojevi i konstitutivne barijere sprjecavaju invaziju i Sirenje patogena;

3. Prepoznavanjem patogena u biljkama se inducira njihov unutarnji visekomponentni

obrambeni sustav (Hammond-Kosack i Jones, 1996).



Patogeni Cesto razviju mehanizme kojima nadvladaju biljni obrambeni sustav, $to rezultira
njihovom kolonizacijom biljke. Tada zarazene biljne vrste postaju domacini patogenu. Unatoc
tome, tijekom evolucije neki su kultivari razvili mehanizme prepoznavanja odredenih sojeva
ili vrsta patogena, i u skladu s tim proizveli ucinkovite odgovore koji vode ka specificnoj

otpornosti odredenog kultivara ili vrste (Hammond-Kosack i Jones, 1996).

Prehrana covjeka gotovo iskljucivo ovisi 0 biljkama, osim toga biljke pruzaju mnoge
vazne neprehrambene prozvode poput drveta, boje, tekstila, lijekova, kozmetike, sapuna,
gume, plastike, tinte i industrijskih kemikalija. Razumijevanje na¢ina na koji se biljke brane
od raznih patogena i biljojeda je nuzno kako bi zastitili naSu opskrbu hranom te kako bi
razvili visoko otporne biljne vrste (Freeman i Beattie, 2008). Mnogo truda je posveceno
identifikaciji najranijih odgovora na napad patogena, kao i puteva prijenosa signala koji
prenose primljenu informaciju, takoder i identifikaciji transkribiranih gena koji kodiraju
proteine obrambenih odgovora. Navedene studije ukljuc¢uju biokemijsku i fiziolosku analizu
stanica u kulturi ili analizu cijelih biljaka koje su tretirane patogenima ili prociséenim

elicitorima, kao i kemikalijama koje u biljkama poticu sli¢an obrambeni odgovor.



2. OPCI DIO
2.1. Biljni patogeni

Biljni se patogeni prema zivotnom stilu ¢esto dijele na biotrofe i nekrotrofe. Biotrofi tvore
¢vrstu vezu sa svojim domacinom kako bi potisnuli obranu biljke 1 potaknuli otpuStanje
hranjivih tvari. Za razliku od biotrofa koji se hrane nutrijentima Zivih domacina, nekrotrofi su
patogeni koji ubiju tkivo domacina te se hrane nutrijentima mrtvih ili umirucih stanica
(Agrios, 1997). Najbolji primjer biotrofa je oomiceta Phytophthora parasitica ¢iji je domacin
uro¢njak (Koch i Slusarenko, 1990). Dobri primjeri su takoder gljive Erysiphe orontii i
Erysiphe cichoracearum. Kompatibilni izolati ovih gljiva inficiraju epidermalne stanice
urocnjaka, razvijaju haustorije te obilno sporuliraju, ali pri tome ne uzrokuju smrt stanica
domacina (Reuber i sur., 1998). Primjeri nekrotrofa su patogene gljive Botrytis cinerea i
Alternaria brassicicola. Obe patogene gljive ubijaju stanice domacina u vrlo ranim fazama
infekcije 1 uzrokuju opsezna oStecenja tkiva. Patogene gljive proizvode razlicite fitotoksine
koji vjerojatno poti¢u smrt stanica domacina (MacKinnon i sur., 1999). Biljni mehanizmi
obrane protiv bitrofnih i nekrotrofnih patogena znatno se razlikuju. Do ucinkovite obrane
biljke od biotrofnih patogena dolazi uslijed programirane stani¢ne smrti koja je povezana s
aktivacijom obrambenih odgovora reguliranih signalnim putem ovisnim o salicilnoj kiselini.
Nasuprot tome, nekrotrofne patogene ne sprjecava stani¢na smrt, ve¢ drugaciji obrambeni
odgovor aktiviran signalnim putem ovisnim o jasmoni¢noj kiselini i etilenu (Gazebrook,

2005).

Neki patogeni su isklju¢ivo biotrofi ili nekrotrofi, medutim mnogi drugi se ponasaju i kao
biotrofi i kao nekrotrofi, ovisno o uvjetima u kojima se nadu ili o fazi Zivotnog ciklusa. Takvi
se patogeni nazivaju hemi-biotrofi. Mnoge gljive koje se uobicajeno smatraju nekrotrofima su
zapravo hemi-biotrofi, budu¢i da imaju biotrofnu fazu u ranom stadiju infekcije. Primjer
takvog patogena je bakterija Pseudomonas syringae. Bakterija inficira tkivo preko rane, te se
umnaza u medustanicnom prostoru. U ranim fazama infekcije ne dolazi do smrti stanica
domacina, dok u kasnijim fazama infekcije dolazi do kloroze i nekoze tkiva (Thaler i sur.,

2004).

Mnogi biotrofni i hemi-biotrofni patogeni mogu uzrokovati bolesti kod relativno malog
broja biljaka zato Sto svaka interakcija izmedu patogena i domacina zahtijeva razlicit set

specijaliziranih gena i molekularnih mehanizama. Opseg domacina se odnosi na biljne vrste



kod kojih je patogen sposoban uzrokovati bolest. Na primjer, brom mozai¢ni virus (BMV)
moze zaraziti travu, ali ne i mahunarke. Biljne vrste koje ne pokazuju zarazu nakon infekcije
patogenom nisu domacini tim patogenima. Oragnizmi koji ne uzrokuju bolesti kod niti jedne
biljne vrste kao S$to je saprotrofna bakterijska vrsta Pseudomonas putida, nazivamo

nepatogenima (Freeman i Beattie, 2008).

2.2. Prepoznavanje patogena i inducirani obrambeni odgovor

Inducirana obrana je fenomen koji biljka posjeduje bez mijenjanja osnovne geneticke
konstitucije, a jednom odgovarajuce stimulirana pokazuje poja¢anu otpornost na inokulaciju
patogena. Induciraju¢e sredstvo je nuzno za pojaCanu obrambenu sposobnost (van Loon,
1997). Visekomponentni obrambeni odgovor, induciran nakon napada patogena, zahtijeva
znaCajan angazman stanica, ukljucuju¢i opsezno geneticko reprogramiranje, buduci je
inducirana ekspresija velikog broja obrambenih gena nuznih u borbi protiv napada patogena.
Mnogi geni povezani s obranom kodiraju proteine koji posjeduju antifungalnu i antimikrobnu
aktivnost ili kodiraju enzime koji kataliziraju obrambene metabolite. Prema tome, obrambeni
odgovori su pod ¢vrstom genetiCkom kontrolom te se aktiviraju tek kada je strano tijelo
detektirano u biljci. Biljke, za razliku od Zivotinja, nemaju povlasticu cirkulacijskog sustava
antitijela, stoga prepoznavanje patogena mora biti sposobnost svake stanice u biljci
(McDowell i Woffenden, 2003).

Mikrobni patogeni biljaka gotovo uvijek okupiraju izvanstani¢ne prostore. Usprkos
tome, nutrijenti koji omogucuju rast patogena dolaze iz stanica domacina. Citoplazma i
stanicni organeli biljke domacina vrlo su vazni za molekularnu interakciju. Biljke su razvile
dvije strategije za detekciju patogena (Slika 1). Na vanjskoj strani stanice domacina su
konzervirani mikrobni elicitori - molekularni uzorci povezani s patogenom (PAMP), koje
prepoznaju receptori prepoznavanja molekularnin uzoraka (PRR). PAMP molekule su
esencijalne komponente patogena, kao npr. bakterijski flagelin ili hitin giljiva. Biljke takoder
odgovaraju i na unutarstanicne molekule koje otpustaju patogeni tijekom invazije, kao sto su
fragmenti stani¢nih stjenki ili kutikule. Takve molekule nazivamo molekularni uzorci
povezani s oStecenjem (DAMP). Stimulacija PRR receptora dovodi do imunosti potaknute
PAMP molekulama (PTI). Drugi oblik percepcije ukljuuje prepoznavanje patogenih

virulentnih molekula (efektora) unutarstanicnim receptorima. Ovaj oblik prepoznavanja



inducira imunost potaknutu efektorima (ETI). Navedeni model prepoznavanja dovodi do
koevolucijske dinamike izmedu biljaka i patogena koji se dosta razlikuje od PTI imunosti. Za
razliku od PAMP molekula, efektori su promijenjivi i fakultativni. Unutar i izmedu vrsta
prisutna je ekstremna diverzifikacija ETI receptora i efektora patogena, dok su neke funkcije
PRR molekula o¢uvane siroko medu porodicama. Opcenito, PTI i ETI daju sli¢éne odgovore,
iako je ETI kvalitativno jaci i brzi te ¢esto ukljucuje oblik lokalizirane smrti stanice koji se
naziva hipersenzitivni odgovor (HR). PTI je opcenito ucinkovit protiv neprilagodenih
patogena u fenomenu koji se naziva ne-domacinska otpornost, dok je ETI aktivan protiv
prilagodenih patogena. Ti odnosi nisu iskljucivi te ovise o molekulama elicitora u svakoj

infekciji zasebno (Dodds i Rathjen, 2010).
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Slika 1. Nacela biljne imunosti. Bakterijski patogeni biljaka Sire se iskljuéivo u
izvanstani¢énim prostorima biljnih tkiva. Veéina gljivicnih patogena i oomiceta takoder
pruzaju svoje hife u izvanstani¢ne prostore, iako neki od njih stvaraju specijalizirane
hranidbene strukture — haustorije, koji prodiru kroz stani¢nu stjenku domacina, ali ne i kroz
plazma membranu. Druge gljive pruzaju svoje hife u biljnu stanicu, ali opet ne prolaze
membranu domacina. Molekule otpuStene iz patogena u izvanstani¢ne prostore kao $to su
lipopolisaharidi, flagelin i hitin (PAMP molekule) prepoznaju PRR receptore i izazivaju PTI
imunost. PRR receptori se sastoje od izvanstanicne domene bogate leucinom (LRR; plavo) i
od unutarstani¢ne kinazne domene (crveno). Vecina PRR molekula stupa u interakciju s
srodnim BAK1 (engl. brassinosteroin intensive 1-associated kinase 1) proteinima kako bi
potaknula signalni put PTI. Bakterijski patogeni donose efektorske proteine unutar stanice
domacina putem sekrecijskog pilusa, dok gljive i oomicete efektore donose iz haustorija ili
drugih unutarstani¢nih ~ struktura dosada jo$ nepoznatim mehanizmom. Navedeni
unutarstani¢ni efektori ¢esto potiskuju PTI imunost. Veéina njih prepoznaju unutarstani¢ni
nukleotid-vezajuéi receptori ((NB)-LRR) koji poti¢u ETI imunost. NB-LRR proteini sadrze
LRR domenu na karboksi-terminalnom kraju (svijetloplavo), srediSnju NB domenu
(narancasto u obliku polumjeseca) koji vezu ATP ili ADP (okruglo zuto), a na amino-
terminalnom kraju sadrze Toll, interleukin-1 receptor, protein otpornosti (TIR) ili domenu u
obliku dvostruke zavojnice (CC; ljubicasto). Preuzeto i modificirano prema Dodds i Rathjen,
2010).
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2.2.1. lzvanstani¢no prepoznavanje putem PRR receptora

Prepoznavanje podrazaja stanica podrazumijeva fiziCku interakciju podrazaja sa
stani¢nim receptorima. Bez izuzetka, receptori su proteini. Funkcija receptora podrazumijeva
prepoznavanje podrazaja i naknadnu aktivaciju nizvodnih elemenata signalnih prijenosnih
puteva. Medu zadacima efektora su transformacija i pojac¢avanje signala. Efektori se obi¢no
ne mijenjaju vezanjem receptora. Receptori mogu biti smjesteni u membrani, plazmi i u jezgri
ili u stani¢noj stijenci. Podrazaj najées¢e dolazi izvana te ne moze prodrijeti kroz plazma
membranu pa proces ukljuCuje prijenos informacije preko plazma membrane. To je
omoguceno vezanjem liganada za proteine integrirane u plazma membrani, membranski
lokaliziranim receptorima. Neke hidrofobne molekule mogu prodrijeti kroz plazma membranu

i kroz receptore na povrsini ili receptore unutar stanice (Trewavas, 2000).

PRR receptori

Dosada poznati PRR receptori dijele se u dva razreda receptora: transmembranske
receptorske kinaze i transmembranski proteini sli¢ni receptorima. Porodica gena receptorskih
kinaza prosla je veliku ekspanziju u biljkama; na primjer, oko 610 ¢lanova prisutni su u
genomu biljke Arabidopsis thaliana, a mnogi od njih su osjetljivi na bioticki stres. Ista biljka,

sadrzi 57 ¢lanova razreda receptora nalik proteinu (Dodds i Rathjen, 2010).

PAMP molekule koje prepoznaju biljke su raznolike 1 ukljuuju proteine,
ugljikohidrate, lipide i male molekule kao Sto su adenozin-tri-fosfat (ATP). Prepoznavanje
PAMP molekula najbolje je prouceno kod receptorske kinaze osjetljive na flagelin 2 (flagellin
sensing 2, FLS2) vrste A. thaliana, koja izravno veze bakterijski flagelin te zatim sklopi
aktivni signalni kompleks. lako koncept PAMP molekula obuhvaca zamisao da bi sve PAMP
molekule trebale biti prepoznate od strane svih vrsta, dokazano je da to nije uvijek slucaj
(Dodds i Rathjen, 2010).

BAK1- srediSnji regulator PTI imunosti

Vecini poznatih PRR receptora za rad potrebna je receptor kinaza bogata leucinom
(LRR) neosjetljiva na brasinosteroid (engl. brassinosteroin intensive l-associated kinasel,
BAKL; Slika 2). lzuzetak je receptor hitina gljiva - hitin elicitor receptor kinaza 1 (CERK1),
koji takoder odgovara na bakterijsku PAMP molekulu. BAK1 je dio porodice koja se sastoji
od pet somatskih embriogenetskih receptorskih kinaza (SERK) te je poznat i kao SERKS.

BAKL1 nema izravnu ulogu u prepoznavanju elicitora, ali FLS2 brzo nakon elicitacije tvori

11



kompleks s BAK1. Navedena interakcija rezultira fosforilacijom oba proteina koja doseze
vrhunac 30-60 sekundi nakon elicitacije. Jedan potencijalni regulator kompleksa FLS2-BAK1
je citoplazmatski protein - kinaza potaknuta botritisom 1 (BIK1). BIK1 je identificiran kao
potencijalni regulator, budu¢i je gen bakl aktiviran nakon tretiranja listova biljke A. ithaliana
patogenima ili elicitorima. BIK1 reagira s FLS2 i s BAKL prije elicitacije te disocira nakon
elicitacije. BAK1 ima ulogu i u percepciji s drugim elicitorima, vjerojatno takoder
heterodimerizacijom s PRR receptorima. Kao takav, BAKI je sredi$nji regulator imunosti

biljaka i stoga je meta viSe efektroskih molekula zaraze patogena (Dodds i Rathjen, 2010).

Apoplast

Bilina stanica

Slika 2. Stvaranje aktivnog PRR kompleksa. a) Infektivni patogeni kao $to su bakterije,
prebacuju PAMP molekule (rozi, zuti i ljubicasti oblici) u apoplast gdje ih prepoznaju PRR
receptori. b) Odmah nakon vezanja liganda, PRR receptor tvori aktivni kompleks s kinazom
BAKL. ¢) To rezultira transfosforilacijom kinazne domene PRR i BAKL. Signaliziranje
putem ovog aktivnog kompleksa moze biti posredovano izravno s BIK1 ili s protein kinazama
aktiviranih mitogenom (MAPKSs) ili protin kinazom ovisnom o kalciju (CDPKs). Ovo je op¢i
model koji se temelji na receptoru bakterijskog flagelina (FLS2). Preuzeto i modificirano
prema Dodds i Rathjen, 2010).
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2.2.2. Virulencija patogenskih efektora

Uspjesni patogeni su u moguénosti potisnuti PTI odgovore i tada se umnozavaju i
uzrokuju bolest. Potiskivanje odgovora postizu pomocu proteina efektora. Individualni sojevi
fitopatogena kodiraju 20-30 efektora koji su znatno regulirani te se izlucuju izravno u
citoplazmu domacina posebnom igli¢astom strukturom (sekrecijski sustav tip 3, TTSS).
Opseg individualnih efektora drasti¢no varira medu usko povezanim bakterijskim sojevima.
Mnogi efektori izravno interferiraju s PT1 odgovorima, a mutanti bakterija kojima nedostaje
TTSS sustav nisu patogene. Velik broj primjera pokazuje kako transgena ekspresija pojedinog
tip-3 efektora u biljci domacinu vraéa moguénost rasta bakterijskih mutanata, $to upucuje na

to da patogenost bakterija zahtjeva samo potiskivanje PTI odgovora (Dodds i Rathjen, 2010).

Bakterijski efektori

Bakterijski efektori imaju molekularne ili enzimske aktivnosti koje odreduju njihovu
sposobnost modificiranja meta u domacinu i njihovo unutarstani¢no prepoznavanje pomocu
ETI receptora. Otpustanje receptora je prikazano kod efektora Pseudomonas syringae, AvrPto
i AvrPtoB ¢ija je meta FLS-BAK1 kompleks. Opcenito je prihvaceno da AvrPtoB Kkoristi
dvostruku strategiju za potiskivanje rada kinaze: domena koja cilja kinazu dovoljna je za
potiskivanje odgovora flagelinom, a njegova E3 ligazna domena moze oznaciti protein kinaze
s ubikvitinom kako bi ih usmjerila na razgradnju. AvrPtoB cilja pet kinaza domacina iz
razreda kinaza povezanih s Pto/interleukinskim receptorom (IRAK). Isto tako, AvrPto
potiskuje PRR receptor kinaze, vjerojatno djelujuci kao inhibitor kinaza. Ovi efektori su dio

bakterijske strategije koja nespecifi¢no cilja kinaze biljke domacina (Dodds i Rathjen, 2010).

Eukariotski efektori

Podaci o eukariotskim efektorima i njihova funkcija su manje poznati u usporedbi sa
bakterijskim. Gljiviéni i oomicetalni patogeni proizvode efektore koji se izlucuju kroz
endomembranski sustav te ulaze u stanicu domacina zasad nepoznatim mehanizmima.
Efektori oomiceta sadrze motiv Arg-X-Leu-Arg (RXLR; gdje je x bilo koja aminokiselina)
koji im je potreban za ulazak u biljnu stanicu. Masivan porast u opsegu eukariotskih efektora,
u odnosu na opseg bakterijskih efektora, moze ukazivati na zahtjeve razli¢itih funkcija
efektora od strane eukariotskih patogena, vjerojatno kako bi podrzali stjecanje specijaliziranih
hranidbenih strategija (Dodds i Rathjen, 2010).
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2.2.3. Unutarstani¢no prepoznavanje efektora

ETI je drugi mehanizam prepoznavanja patogena u biljkama a temelji se na
unutarstani¢cnom prepoznavanju efektorskih proteina. Prepoznavanje je najcesce posredovano
razredom receptorskih proteina koji ukljucuju NB domenu i LRR domenu (Slika 1). Biljni
NB-LRR proteini potvrdili su otpornost na razli¢ite patogene, ukljucujuci gljive, oomicete,
bakterije, viruse i insekte. Mnogi biljni NB-LRR proteini takoder sadrze na amino-
terminalnom kraju TIR (Toll, interleukin-1 receptor, protein rezistencije) domenu. Drugi
uobicajeni razred NB-LRR proteina na amino-terminalnom kraju sadrzi CC domenu, dok

ostali nemaju konzerviranu amino-terminalnu regiju (Dodds i Rathjen, 2010).

Izravno i neizravno prepoznavanje

NB-LRR proteini mogu prepoznati efektore patogena ili izravno fizickim
povezivanjem ili neizravno putem pomoc¢nog proteina, koji je dio NB-LRR proteinskog
kompleksa (Slika 3). Opcenito, izravno prepoznavanje pokazano je metodom kvascevog

sustava dvaju hibrida (Y2H), u nekim slu¢ajevima i in vitro analizom proteinskih interakcija .

Neizravno prepoznavanje efektora promatrano je u mnogobrojnim sluc¢ajevima. Kod
najbolje opisanih modela, interakcija efektora je posredovana pomoénim proteinom koji
predstavlja metu patogenske virulencije ili je strukturna imitacija jednog. Efektor uzrokuje
promjene pomoc¢nog proteina Sto omogucuje prepoznavanje pomocénog proteina NB-LRR
proteinom. Ova strategija zaobilazi evolucijsku prilagodbu brzeg razvoja patogena te domacin
iskoriStava tu strategiju kako bi uspjesno prepoznao patogena. Kod izravnog prepoznavanja,
izvrsitelj pokrece prijenos signala tako Sto se fizicki veze na receptor. Kod modela ,,éuvar/
mamac” izvrSitelj modificira pomoéni protein koji moze biti njegova meta zaraze ili
strukturalno oponasa metu (mamac). Promijenjeni pomoéni protein prepoznaje NB-LRR
receptor. Kod modela ,,mamac®, vezanje efektora s pomoénim proteinom olakSava izravno

prepoznavanje s NB-LRR receptorom (Slika 3; Dodds i Rathjen, 2010).
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Izravno prepoznavanje Model ,,éuvar/mamac” Model ,,mamac”

Slika 3. Modeli izravnog i neizravnog prepoznavanja patogenskih efektora. Preuzeto i

modificirano prema Dodds i Rathjen, 2010.

Aktivacija NB-LRR

NB-LRR predstavlja prekida¢ koji se sastoji od veéeg broja domena koje prevode
izravni ili neizravni signal patogena u op¢i imuni odgovor. Dosadasnja geneticka istrazivanja
su pokazala kako LRR domena cesto kontrolira specifi¢nost prepoznavanja, s tim da LRR
posreduje efektorskoj interakciji u ovim sustavima. Cesto su LRR domene koje sudjeluju u
neizravhom prepoznavanju konzervirane, te se smatra da izravni i neizravni odgovor
ukljucuju bitno razli¢it NB-LRR proces aktivacije. U odsutnosti efektora, NB-LRR proteini se
odrzavaju u suzdrzanoj konformaciji. U nekim neizravnim sustavima prepoznavanja,
negativna regulacija NB-LRR pomo¢nim proteinom pokreée Se pomocu efektora, Sto je
dovoljno za aktivaciju ETI odgovora. U drugim sluc¢ajevima NB-LRR molekule su
autoinhibirane, odnosno unutarmolekularna interakcija drzi protein u neaktivnoj konformaciji
dok nije narusena efektorom. Vezanje nukleotida s NB domenom presudno je za funkciju svih
biljnih NB-LRR proteina, a aktivacija signala moze ukljucivati pretvorbu ATP-a u ADP na

vezajucoj strani. (Dodds i Rathjen, 2010).

2.2.4. Signalni putevi i posljedi¢ni odgovori

Poznati su brojni stani¢ni dogadaji povezani s PTI i ETI odgovorima, koji su u
korelaciji. To ukljucuje brzi ulaz iona kalcija iz vanjskih pricuva, eksploziju aktivnih
kisikovih jedinki, aktivaciju protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPKS), reprogramiranje
ekspresije gena, odlaganje kalozne stani¢ne Stjenke na mjestu pokusaja infekcije te Cesto
lokalizrana stani¢na smrt (HR). Postoje opsezna preklapanja medu obrascima ekspresije gena
izazvanih PAMP molekulama. Ekspresija gena uglavnom je slicna kod PTI i kod ETI

odgovora, ukazujuci na slicnost u ukupnom odgovoru, dok se razlikuje u opsegu. Signalni
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putevi su vazni za razumijevanje imunosti biljaka. Oni se aktiviraju odmah nizvodno od

aktivacije PRR i NB-LRR proteina (Dodds i Rathjen, 2010).

Signalizacija kinazama

MAPK putevi signalizacije su sveprisutne prijenosne signalne komponente u eukariota
te prenose signal od izvanstani¢nih receptora do stani¢nih odgovora. MAPK kaskada reakcija
se obi¢no sastoji od kompleksa sastavljenog od MAPK kinaza kinaze (MAPKK) koja
fosforilira MAPK kinazu (MAPKK), a koja zatim fosforilira MAPK. Taj put regulira
aktivnost razli¢itih supstrata kao Sto su transkripcijski faktori i protein kinaze. Vazno je

napomenuti da su MAPK kaskade reakcija ukljucene i u PTIiu ETI (Dodds i Rathjen, 2010).

Imunitet potaknut efektorima

Vecina gena identificiranith kao ETI supresori su geni ili specifini za sustav
prepoznavanja, kao §to su pomocni proteini za prepoznavanje, ili su ¢lanovi $aperonskog
kompleksa potrebnog za funkciju veéine NB-LRR proteina. Samo je nekoliko pravih
signalnih proteina identificirano. Protein poboljsane osjetljivosti na bolesti (EDS1 protein)
potreban je za signaling svih TIR-NB-LRR molekula do sada ispitivanih, $to upucuje na
njegovu specificnu ulogu u prijenosu signala TIR domene. Jednako tako, integralni
membranski protein otpornosti na bolesti nespecifi¢ne za soj (NDR1 protein) potreban je za
signaling CC-NB-LRR molekula koje su povezane membranom, medutim koraci mehanizma
spajanja nisu poznati. Vrlo je mali broj elemenata neophodnih u signalingu ETI imunosti, te
postoji mogucénost da neki putevi signalni putevi djeluju paralelno. Unato¢ poteSkoc¢ama kod
identificiranja komponenti, nedavno je predloZzen zanimljiv model ETI signalinga. Prema
tome modelu, aktivacijom se NB-LRR molekule premjeste u jezgru, gdje dolazi do interakcije
s nuklearnim faktorima kako bi se potaknule promjene u ekspresiji gena (Dodds i Rathjen,
2010).

Posljedi¢ni odgovori

Neki od posljedi¢nih odgovora na PTI i ETI su bolje prouceni nego signalni putevi.
Hormonski putevi salicilne kiseline (SA) i etilen (ET)/jasmoni¢ne kiseline (JA) vazni su u
regulaciji ekspresije obrambenih gena. Ova dva puta djeluju antagonisticki. SA put sudjeluje
u otpornosti na biotrofne patogene, a JA-ET put ukljucen je u odgovore na nekrotrofne
patogene. lako je puno razlika u ekspresiji gena izmedu ova dva puta, osim toga nekoliko
gena su specifiéni markeri aktivacije SA ili JA-ET puta, postoje i sli¢nosti medu njima.

Istrazivanja su pokazala da SA i JA-ET putevi djeluju sinergisticki kod PTI imunosti kako bi
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pojacali odgovor. To moze objasniti zasto je veéina efektora patogena u mogucnosti suzbiti
PTI odgovor u interakciji s razli¢itim metama. Buduci da je signal sam po sebi slab,
blokiranje samo jedne komponente dovoljno je za zbunjivanje odgovora. ETI odgovor je jaci i
ukljucuje aktivnosti SA 1 JA-ET puta. Tako, ¢ak i u nedostatku SA signaliziranja, JA-ET
odgovor doprinosi odrzavanju znacajne razine otpornosti na patogene. Unato¢ broju promjena
u ekspresiji gena, koje su rezultat aktivacije PTI ili ETI odgovora, klju¢ne promjene koje
rezultiraju sprje¢avanjem rasta patogena nisu jasne u svim sustavima. Moguce je da mnogi
odgovori pojedina¢no imaju mali uéinak, te je individualni doprinos tesko kvantificirati, ali je
vjerojatno i da postoje razli¢iti odgovori, u¢inkoviti protiv razli¢itih vrsta patogena (Dodds i
Rathjen, 2010).

2.3. Hipersenzitivni odgovor

Hipersenzitivni odgovor (HR) je odgovor na napad patogena koji se pojavljuje na
mjestu infekcije. Ovaj odgovor moze biti odgovoran za otpornost na bolest ili posljedica
aktivacije drugih obrambenih odgovora. HR ukljucuje brzu lokaliziranu nekrozu zarazene
biljne stanice i/ili tkiva. Svrha samozrtvovanja je liSiti patogena hranjivih tvari ili otpusStanje
mikrobiocidnih spojeva umiruéih stanica kako bi se ograniCilo §irenje patogena na mala
podrugja, okruzujuéi prvu zarazenu stanicu. HR moze ukljucivati samo jednu stanicu ili moze
prouzrociti smrt opseznih regija tkiva. Drugi dogadaj tijekom hipersenzitivnog odgovora je
proizvodnja signalnih molekula kao §to su etilen, jasmoni¢na 1 salicilna kiselina, koje pomazu

u prijenosu signala u druge dijelove biljke i induciraju sustavno ste¢enu otpornost (Dangl i
sur., 1996).

2.4. Sustavno steCena otpornost

Izraz sustavno steCena otpornost (SAR) je prvi upotrijebio A. F. Ross 1961. godine
kako bi opisao induciranu otpornost koju je otkrio u distalnim, netretiranim listovima biljaka
zarazenih virusom mozaika duhana (TMV). Sustavno steCeni odgovor odnosi se na poseban
put prijenosa signala koji je aktiviran stvaranjem lokalnih nekroti¢nih lezija u obliku HR u
nekompatibilnim reakcijama, ili kao simptom bolesti u kompatibilnim reakcijama. lzazivanje
sustavno steCene otpornosti §titi biljku od Sirokog spektra patogena, te se moze detektirati
ekspresija barem devet porodica gena nazvanih SAR-geni. Za mnoge bioloska funkcija nije
poznata, ali neki imaju neposrednu ulogu u stvaranju otpornosti kodiranjem proteina s

poznatom antimikrobnom ili degradacijskom aktivnos¢u kao i s moguénosti poticanja brzeg
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obrambenog odgovora stanice u odnosu na neinduciranu biljaku. Analiza produkta gena SAR
otkrila je kako mnogi od njih pripadaju razredu proteina povezanih s patogenezom (PR). SAR
proteini mogu biti korisni molekularni markeri SAR-a. Salicilna kiselina se pojavljuje kao

vazan dio prijenosa signala vodeéeg lanca ekspresije PR proteina (Maleck i Dietrich, 1999).

2.5. Utjecaj biljnih bolesti na agrokulturu

Ljudska populacija je porasla za vise od duplo u proteklih pedeset godina, a do 2050. se
predvida porast preko devet bilijuna. Porast ljudske populacije zahtijeva sve veci porast
proizvodnje u agrokulturi. Taj izazov jo$ je viSe otezan zbog Cinjenice da promjene u
klimatskim i okoli$nim uvjetima, pod kojima se uzgajaju usjevi, rezultira pojavom novih
bolesti, s obzirom na to da promjene unutar patogena rezultiraju gubitkom prethodno
ucéinkovitih izvora otpornosti. Da bi se nosili s tim izazovom, upotrjebljavaju se napredne
geneticke i statistiCke metode kako bi se identificirali novi otporni geni, te se rade studije o
odnosu izmedu biljaka i patogena kako bi se otkrili mehanizmi kojima se postiZe otpornost na

bolesti.

Iako mnogi ¢imbenici doprinose smanjenju proizvodnje hrane Sirem svijeta, uklju¢ujuci
ekonomske 1 socijalne c¢imbenike, Sirenje urbanizacije, proizvodnju bioenergije i
marginalizaciju zemljiSta za agrokulturu, jasno je da sigurnost hrane zahtijeva odrZivu
agrokulturnu proizvodnju, posebno proizvodnju zitarica kao $to su pSenica, riza i kukuruz.
Bioticki stres, ukljucujuéi bakterijske i gljivi€ne patogene, velika je smetnja proizvodnji. Za
pSenicu su se proteklih godina dogodile znacajne promjene u tretiranju patogena. Primjerice,
godine 1999. u isto¢noj Africi novi oblik vrste Puccinia graminis, glavni uzroénik hrde
stabljike, prevladala je specifi¢ni gen otpornosti Sr31 prisutan u 70% slucajeva kultivara
psenice. 2000. godine nova i puno agresivnija vrsta patogena Puccinia striiformis se pojavila
u SAD-u te je uzrokovao epidemiju koja se prosirila srednjim zapadom. Ovi primjeri ukazuju
na potrebu za boljim razumijevanjem interakcija biljaka i patogena, te primjenom tih spoznaja
u agrokulturnoj strategiji. Robert Mclntosh i Zakkie Pretorius su zgodno frazirali: ,, Uzgoj
pSenice za kontrolu bolesti nije potpun, osim ako smo obuhvatili sve aspekte varijabilnosti i
epidemiologije patogena, otkri¢e otpornosti i gensku karakterizaciju, razvoj germplazmi i
zadrzavanje otpornosti u konkurentnim sortama visokog prinosa i velike kvalitete s

dovoljnom prilagodbom za usvajanje u agrokulturi® (Boyd i sur., 2013).
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2.6. Napreci istrazivanja korisnih u agrokulturi

Uzgajivaci biljaka su prepoznali vaznost otpornosti gena na bolesti u poljoprivrednim
kulturama. Mnogi od ovih gena kodiraju ETI receptore, a patogeni mogu nadvladati te gene
kroz gubitak ili izmjenu prepoznatih efektora. Oprezan razvoj gena otpornosti u
poljoprivrednim kulturama, posebice koriste¢i ucinkovite receptore u kombinaciji i S
odabranim ciljanim efektorima koji imaju presudnu virulentnu ulogu, bi trebao omoguciti
znatno trajniju otpornost. Mnogi NB-LRR geni su klonirani §to moze olakSati njihovu
upotrebu u poljoprivredi, bilo putem konvencionalnog uzgojnog pristupa, u kojem se
klonirane sekvence koriste kao molekularni markeri, ili kao transgeno sredstvo. Sekvenciranje
genoma biljnih patogena omogucilo je dug popis proteina efektora koji mogu biti prepoznati
od strane biljnih imunih receptora, $to bi to moglo omoguciti i nove izvore otpornosti. Taj
pristup je ve¢ koriSten, kod divljih krumpira, kod identificiranja novih izvora otpora na
patogen trulezi krumpira Phythophthora infestans. PTI receptori obi¢no nisu varijabilni
unutar vrste te kao takvi nisu znatno doprinijeli tradicionalnim naporima uzgoja (Dodds i
Rathjen, 2010).

Koristenje gena za razvoj sorti otpornih na bolesti su dobra alternativa pesticidima i
drugim kemijskim metodama tretiranja za zaStitu usjeva od bolesti. Prednosti koriStenja gena
otpornosti usjeva ukljucuje uéinkovito smanjenje rasta patogena, minimalno ostecenje stanica
domacina, ne zahtijeva tretiranje pesticidima 1 $to je najvaZznije ekoloski je prihvatljiva

metoda (Gururani i sur., 2012).

3. ZAKLJUCAK

Biljke se ne mogu maknuti kako bi izbjegle ekoloske izazove. Bioticki stres, kojem su
biljke izlozene, rezultat je potencijalnih patogena: bakterija, gljiva, nematoda i insekata koji
sprjecavaju fotosintezu, i virusa koji se na ratun domacina repliciraju. Tako su biljke razvile
mehanizme koji otkrivaju prisutnost patogena i poticu obrambeni odgovor, dok su patogeni
razvili efektorske proteine koji mogu potisnuti obrambene odgovore domacina. Biljni geni
otpornosti imaju sposobnost prepoznavanja napada patogena te omogucuju kontranapad na
patogene. Patogeni konstantno razvijaju otpornost na postojece biljne gene otpornosti te na
pesticide i druge kemikalije kojima se biljni usjevi tretiraju. 1z tog razloga su potrebna daljnja

proucavanja interakcije izmedu biljke i patogena kako bi se biljke mogle na ispravan i
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ucinkovit nac¢in zastititi od uzro¢nika Stete i1 bolesti. Biljke su razvile mehanizme otpornosti
kojima upravljaju geni otpornosti, a proizvodi tih mehanizama mogu izravno ili neizravno
prepoznati patogene i potaknuti obrambeni odgovor, odnosno aktivirati signalne puteve,

odredene receptore 1 molekule koje sudjeluju u obrani.

UnatoC napretku tih molekularnih mehanizama, nase razumijevanje odnosa izmedu
patogena i biljke je jo§ uvijek slabo razvijeno. Iz tog razloga potrebno je puno viSe paznje
posvetiti proucavanju i istrazivanju molekularnih mehanizmima napada patogena i obrane
biljaka kako bi smo u buduc¢nosti mogli razumjeti mehanizme. Razumijevanje tih
mehanizama ¢e omoguciti u¢inkovitu zastitu poljoprivrednih usjeva, a samim time i hrane

koja je danas rastu¢oj ljudskoj populaciji sve vise potrebna.
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