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1. UVOD

Rastuéa ljudska populacija izmedu ostaloga zahtjeva i sve veéu proizvodnju biljaka
kao jednog od glavnih izvora hrane. Brojnost ljudske vrste se vise nego udvostrucila u
posljednjih pedeset godina, a predvida se kako ¢e taj broj do 2050. godine premasiti 9
milijardi. S tim na umu, kao glavno medunarodno politicko pitanje nameée se globalna
sigurnost opskrbe hranom. Na stranu danas gorucih problema u distribuciji hrane poput
siromastva 1 ekonomske nestabilnosti, kao problem bliske budu¢nosti smatra se potreba
povecanja sustavne agrikulturalne proizvodnje, posebice Zitarica poput rize, pSenice i
kukuruza. Iako se to ¢ini jednostavnim, sama proizvodnja nailazi na brojne poteskoce i
izazove s obzirom da promjene klimatskih uvjeta i okolisnih ¢imbenika koji sa sobom nose
I pojavu novih sojeva patogena. Oni su najce$ée otporniji te ranije u¢inkoviti obrambeni
odgovori biljaka postaju neadekvatni prilikom infekcije geneti¢ki poboljsanim patogenom.
Primjerice, 1999. godine se na podrucju istocne Afrike pojavio novi soj crne zitne hrde
(Puccinia graminis), gljivice koja uzrokuje bolesti na pSenici, ali i na drugim biljkama iz
porodice trava. Uzrokovala je velike Stete na gospodarskim usjevima bez problema
zaobilazec¢i obrambene odgovore pSenice. Nedugo zatim, 2000. godine, u SAD — u Se pojavio
jo§ agresivniji soj Zzute zitne hrde (Puccinia striiformis) koji se brzo prosirio po srednjoj
Americi. Navedeni razlozi u svijetu znanosti poti¢u pokuSavanje Sto brzeg shvaéanja
interakcija izmedu biljaka 1 patogena kako bi se ste€eno znanje moglo primijeniti na
agrikulturalnu proizvodnju (Boyd 2013). Osim za prehranu, biljke se primjenjuju u brojnim
drugim poljima kao $to su medicina, farmacija, proizvodnja kozmetike 1 gradevinska
industrija. One se brane od napada patogena aktivirajuci niz obrambenih odgovora nakon
infekcije. Osiguravaju¢i da su aktivirani potrebnom brzinom, ovi odgovori biljaka su
generalno visoko ucinkoviti u spreavanju Sirenja patogena. S obzirom na uspjesSnost,
znanstvenici pokazuju veliki interes kako bi razumjeli signalne puteve koji kontroliraju
aktivaciju obrambenih odgovora kod biljaka (Glazebrook 2001). Dio takve inducirane
obrane su i s patogenezom povezani (PR, od engl. Pathogenesis-Related) proteini. Izazvani
infekcijom, neki djeluju antifungalno i1 antibakterijski napadaju¢i molekule u stani¢noj
stjenci nametnika, dok drugi djeluju kao signalne molekule koje Sire vijest da je infekcija u
blizini. Infekcija takoder uzrokuje unakrsno povezivanje molekula u stani¢ni zid 1 taloZenje
lignina, Sto dovodi do stvaranja lokalnih barijera koje usporavaju Sirenje patogena do drugih
dijelova biljke. Nadalje, PR proteinima se smatraju svi oni proteini koji su nanovo

sintetizirani infekcijom, ne nuzno u patoloskom stanju. Termin se Koristi za one proteine koji
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nisu toliko detektirani u zdravim tkivima, nego im je akumulacija zabiljezena tijekom
patoloskih stanja izazvanih kombinacijom dva, pa ¢ak i viSe biljnih patogena. Pojam
patolosko stanje u ovom slucaju se koristi kako bi se ukazalo na direktan patoloski napad od
strane razli¢itih izvora, ukljucujuéi gljive, bakterije, viruse, insekte i herbivore. Ulaskom
patogena u biljku, njegovo stetno djelovanje se smanjuje kao rezultat obrambenog odgovora
biljke. Najucinkovitiji je hipersenzitivni odgovor (HR, od engl. Hypersensitive Response),
tijekom kojeg u stanicama oko mjesta infekcije dolazi do nekroze. Takvom odgovoru
prethodi niz koordiniranih metabolickih promjena koje su temelj stvaranja otpornosti na
patogene i smanjenja mogucénosti buducih infekcija. Dio tog stanja su i PR proteini. Oni se
ne nakupljaju samo lokalno, na zarazenim listovima, nego se smatra da su povezani s
razvojem sustavno stecene otpornosti (SAR, od engl. Systemic Acquired Resistance) prema

buducim infekcijama gljivica, bakterija i virusa (Van Loon i1 Van Strien 1999).

2. BILINI PATOGENI

Biljku smatramo bolesnom kada dolazi do poremecaja njezinih biogenih procesa pod
utjecajem biotickih ili abiotickih ¢imbenika, a oni se oCituju u obliku anatomsko —
morfoloskih ili fiziolo§ko — biokemijskih promjena. Dok u abioticke ¢imbenike svrstavamo
temperaturu ili pH ¢ija promjena uzrokuje navedene reakcije biljke, ¢eSée su istrazivani
bioti¢ki ¢imbenici ¢iji mehanizam interakcije s biljkama i dalje nije potpuno razjasnjen.
NajceSce su to gljivice, bakterije, virusi, nematode ili herbivori. Uz njihovo Stetno djelovanje
na gospodarske usjeve, tretiranje istih pesticidima takoder dovodi do smanjenja kvalitete
prinosa i razvoja globalnog zagadenja okoliSa. Odnos izmedu patogena i biljke moze se
opisati kao antagonisticki ili kompeticijski, prilikom kojega jedan od organizama ili ¢ak oba
imaju negativan ishod. Borba za nutrijente rezultira smanjenjem rasta, aktivnosti ili plodnosti
organizma (Pal 2006). Nadalje, nametnici uzrokuju bolesti na biljkama otpustajuéi razne
enzime, toksine, regulatore rasta i druge aktivne supstance ometajuéi strukturni integritet i
metabolizam biljnih stanica i tkiva. Hranjive tvari zatim koriste za vlastiti rast, umnazanje i
Sirenje na druge jedinke. Neki takoder uzrokuju bolesti tako §to se umnazaju i rastu unutar
ksilema ili floema biljke, blokiraju¢i tako protok vode i minerala u gornje dijelove biljke, a
Se¢era prema donjim dijelovima biljke. Vecinu biljnih patogena ¢ine gljivice, uzrokuju
priblizno 70% svih biljnih bolesti. Njih vise od 10 000 vrsta od poznatih 70 000 uzrokuje
zaraze na biljkama. Pojedine gljivice su obligatni paraziti (biotrofi), a ostali se svrstavaju u
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skupinu neobligatnih parazita koji se mogu umnazati i rasti na uginuloj materiji (nekrotrofi)
jednako kao i na zivoj, ili Zivog domadara zahtijevaju samo za dio svog zivotnog ciklusa.
Uspjesna infekcija patogenima takoder ovisi i o interakciji odgovarajucih gena prisutnih u
biljci i patogenu. Neki patogeni mogu zaraziti sve ili gotovo sve biljke neke vrste, roda ili
nekoliko biljnih porodica, dok postoje i oni patogeni koji mogu inficirati samo jednu biljnu
vrstu. Nakon gljivica, drugi naj¢es¢i uzrocnik biljnih bolesti su virusi i viroidi, njih viSe od
2000. Iako su znatno manji i gradom jednostavniji od ostalih patogena, ¢eS¢e uzrokuju niz
simptoma na biljkama koje inficiraju. S obzirom na njihovu veli¢inu, u vrijeme otkri¢a prvih
virusnih bolesti nije ih bilo moguée detektirati prema strukturi, nego prema unutarnjim
amorfnim ili kristalnim inkluzijama koje stvaraju unutar citoplazme jezgre pojedinih stanica.
Te inkluzije su karakteristicne za pojedine rodove virusa i danas se takoder koriste u detekciji

i identifikaciji virusa (Agrios 2009).

3. INDUCIRANA OTPORNOST

Biljke su, kao i ljudi, konstantno okruzene raznim mikroorganizmima te su morale razviti
mehanizme kojima bi se od njih prema potrebi branili. Tijekom evolucijskog razvoja one su
prilagodavale mehanizme koji ostaju inaktivirani ili utiSani sve dok ne dode do njihove
aktivacije tijekom izlaganja ili kontakta s induciraju¢im agensima. Jasmonska kiselina (JA
od engl. jasmonic acid ) je biljni hormon koji nastaje kao produkt oktadekanoidnog puta,
jednog od najbolje poznatih mehanizama u obrani biljke tijekom razdoblja stresa. .)JA
predstavlja signalnu molekulu ¢ija prisutnost u biljci oznacava nepovoljno stanje i dovodi
do stvaranja inducirane sustavne otpornosti (ISR, od engl. induced systemic resistance). S
druge strane, prilikom infekcija patogenom dolazi do dramati¢nih promjena u aktivnosti
stanica u blizini ulaska patogena u biljku. Taj tip inducirane otpornosti naziva se
hipersenzitivni odgovor (HR, od engl. hypersensitive response) te unato¢ tome §to je i taj
mehanizam obrane poznat dulji niz godina, nije jasno je li on posljedica signalnih
mehanizama koji dovode do suzbijanja djelovanja patogena i ima li stani¢na smrt direktnu
ulogu u stvaranju otpornosti. lako detaljniji mehanizmi i povezanost nisu jasni, zna se da HR
prethodi indukciji PR proteina te u konacnici stvaranja Sustavno stecene otpornosti (SAR,
od engl. systemic acquired resistance) (Oliveira i sur. 2016). Pri tome, SAR oznacava
poboljSanu mogucnost obrambenog odgovora biljke protiv mnogih, ali ne svih patogena koja

je uzrokovana stvaranjem lokalnog nekroti¢nog tkiva od strane istog (Maleck 1999).



3.1. INDUCIRANA SUSTAVNA OTPORNOST

Za razliku od SAR-a koji je povezan s akumulacijom salicilne kiseline i sinteze PR
proteina, ISR ovisi etilenu i jasmonskoj Kkiselini i ne dovodi do sinteze PR proteina. Do
pojave ovog oblika otpornosti takoder mogu dovesti nepatogene rizosferne bakterije. Ipak,
ova dva oblika otpornosti podudaraju se na molekularnoj razini, $to je pokazano na primjeru
talijinog uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) gdje su obje otpornosti uvjetovane prisutno$éu
regulatornog proteinaNPR1, ¢iju ekspresiju poti¢e povecana koncentracija salicilne kiseline
(Van Loon 1997). ISR je fenotipski slican SAR-u, jer se takoder ispoljava nespecifi¢no
prema taksonomski razli¢itim patogenima (Van Loon 1997). Dok se SAR moze razviti u
velikom broju dikotiledonih i monokotiledonih biljaka, ISR je ograni¢ena na nekoliko biljnih
porodica. Takoder je zanimljivo da ISR nije zabiljezena kod monokotiledonih biljaka
(Pieterse i sur. 1998). Nadalje, do pojave ISR dolazi samo kada populacija bakterija prede
odredeni prag koncentracije, koja na primjer u slucaju bakterije Pseudomonas fluorescens
sojeva WCS375 i WCS417 iznosi 105 CFU/g korijena. Pri nizim koncentracijama ne dolazi
do pojave ISR-a. Nasuprot SAR-u, ¢ije je djelovanje vidljivo prema stvaranju nekroti¢nog
tkiva, rizosferne bakterije ne izazivaju vidljive simptome na biljkama u ¢ijem okruzenju zive
(Kloepper i sur. 1980).

3. 2. HIPERSENZITIVNI ODGOVOR

HR induciran na napad patogena smatra se izrazito jakim odgovorom u biljci.
Uzrokovan je fenomenom gen-za-gen komplementarnosti izmedu biljke i patogena. U
prisutnosti odgovaraju¢eg dominantnog alela za virulenciju patogena i biljnog gena za
obranu od infekcije, nastupa prepoznavanje i biljka odgovara na infekciju HR-om. Formiraju
se nekroti¢ne lezije oko pocetnog mjesta ulaska, odnosno penetracije patogena. Kao rezultat,
patogen je ograniCen na zonu stanica okruzenih nekroticnim lezijama, zbog izrazito jakog
obrambenog odgovora induciranom u tom krugu stanica. U slu¢aju HR-a duhana na virus
mozaic¢ne bolesti duhana (TMV), podruéja odgovora mogu se lako detektirati UV svjetloscu.
Nekroti¢ne lezije akumuliraju derivate fenil-propanoida, od kojih su neki fluorescentni te
omogucavaju otkrivanje obrambenih stanica. Druge komponente s manjom molekulskom
masom takoder se dobro akumuliraju u ovim stanicama. One imaju antimikrobno djelovanje

1 nazivaju se fitoaleksinima. No, takoder dolazi 1 do brojnih promjena unutar same stanice.
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Na primjer, stani¢ni zid se ojacava premjeStanjem brojnih makromolekula kao $to su
ugljikohidrati (kaloza), proteini i hidroksiprolinom bogati glikoproteini, aromati¢ni polimeri
poput lignina, ligninu sli¢nih komponenti, te brojnih jo§ nedefiniranih fenolnih komponenti.
Jo$ jedna vazna promjena, detektirana u fluorescentnim stanicama, jest pojava PR proteina
koji nakon nekoliko dana od inokulacije mogu ¢initi i do 10% sadrzaja lista u proteinima.
Neki od ovih proteina se javljaju samo lokalno, na podrucju infekcije, dok se neki mogu
detektirati i u neinficiranim dijelovima biljke. Nakon HR-a, koja je izrazito snazan odgovor

biljke na infekciju, slijedi SAR kao sustavni obrambeni odgovor biljke (Stintzi 1993).

3.3. SUSTAVNO STECENA OTPORNOST

PR proteini prvi puta su detektirani 1970-ih godina u listovima duhana (Nicotiana
tabacum) uzrokujuc¢i HR na TMV (Van Loon i sur. 1999). To je bioloski sustav po kojem
mnos$tvo znanstvenika i danas radi te prema kojemu su otkriveni i okarakterizirani brojni
novi PR proteini (Stintzi 1993). A. F. Ross je izuCavao otpornost na biljci zarazenoj
spomenutim virusom, te je tada prvi put upotrijebio izraz ,,sustavno ste¢ene otpornosti kako
bi opisao induciranu otpornost otkrivenu u distalnim, netretiranim listovima duhana (Ross
1961). SAR predstavlja poboljsanu otpornost koju biljka pokazuje prema vecini, ali ne i
prema svim patogenima. Pokrenuta je lokalnim nekrozama uzrokovanim prisutnoséu
patogena, odnosno HR-om koji je rezultat kompatibilne reakcije i prepoznavanja patogena
od strane biljke. Ve¢ nakon nekoliko sati od stvaranja lokalnog nekroti¢nog tkiva, biljka
pocinje eksprimirati PR proteine lokalno, na mjestu infekcije, i sustavno kroz cijelu biljku.
Proteini ukljuceni u SAR imaju antimikrobno djelovanje, no nije svima jasna to¢na funkcija.
Pojava SAR-a u neinficiranim dijelovima biljke povezuje se s povecanom sposobno$cu
odgovora na izvor zaraze. Nadalje, u mnogim biljkama kao $to su duhan i uro¢njak, klju¢nu
ulogu u stvaranju SAR-a ima koncentracija salicilne kiseline (Maleck 1999). lako je ovaj
»sustavni“ odgovor slabiji od lokalnog, on 1 dalje predstavlja snaZznu obrambenu reakciju
prilikom odgovora cijele biljke. Ako je dio biljke ve¢ reagirao hipersenzitivno na patogena,
nezarazeni dijelovi te biljke razvijaju stanje povecane otpornosti koje je vidljivo po razvitku
manjih lezija i boljeg odgovora na infekciju, inokulira li se isti ili neki drugi nepovezani
patogen koji uzrokuje nekroze. Sama indukcija PR proteina odvija se paralelno s pojavom
SAR-a. Oni takoder predstavljaju zanimljiv i1 osjetljiv marker za istraZivanje signala koji se
kre¢u od primarnih nekroti¢nih dijelova biljke do udaljenih dijelova gdje su istodobno

inducirani SAR i PR proteini (Stintzi 1993).



4. PR PROTEINI

4.1. INDUKCIJA | SVOJSTVA

Od otkrica prvih PR proteina u duhanu, mnogi su drugi proteini sa sli¢nim fizikalno
kemijskim svojstvima bili izolirani kako iz duhana tako i iz drugih biljnih vrsta, ukljucujuci
I jednosupnice i dvosupnice. PR proteini se stvaraju tijekom odgovora biljaka na infekciju
virusima, viroidima, bakterijama ili gljivama. Clanovi su razli¢itih porodica PR proteina,
inducirani tijekom tretiranja kemikalijama kao S$to su poliakrilna kiselina, derivati
aminokiselina, soli teskih metala, acetil salicilna i salicilna kiselina (SA) i zagadivaci zraka.
Uz to, neki su inducirani i djelovanjem fitohormona, osmotskog stresa i poveéane razine
soli. Fitohormon etilen se, kao stresni hormon, takoder smatra induktivnim ¢imbenikom za
stvaranje PR proteina. Osim toga, pokazalo se da su PR proteini prisutni i u zdravom biljnom
tkivu, u ve¢im koli¢inama u korijenu i starijim listovima, te tijekom cvjetanja biljke. S
obzirom na to da su PR proteini takoder inducirani brojnim drugim ¢imbenicima, ¢esto se
postavlja pitanje je li naziv ,,s patogenezom povezani* proteini uistinu prikladan. No, budu¢i
da je najveci raspon spomenutih proteina induciran patogenima, naziv je ipak zadrzan.
Tijekom nekroticne infekcije, metabolicki odgovor biljke ukljucuje izluéivanje etilena i
abscisinske kiseline, sintezu i migraciju salicilne kiseline kao pobudivaca PR proteina, te
promjene u balansu izmedu auksina i1 citokinina. Stoga, ne zacuduje kako se tijekom
obrambenog odgovora inducira Sirok spektar PR proteina.

PR proteine karakteriziraju specifi¢na fizikalno-kemijska svojstva, ¢ije poznavanje
pomaze tijekom izolacije 1 prepoznavanja pojedinog proteina:

1. Ostaju stabilni i pri vrlo niskom pH

2. Relativno su otporni na djelovanje proteolitickih enzima

3. Monomeri su, uz nekoliko izuzetaka, vrlo male molekularne mase (8-50 kDa)

4. Lokalizirani su u dijelovima stanice poput vakuole, stani¢ne stjenke i apoplasta
Vidljiva je povezanost pojedinih osobina, odnosno stabilnost pri niskoj vrijednosti pH
1 otpornost prema djelovanju proteolitickih enzima omoguéava im opstanak u

negostoljubivim dijelovima stanice u kojima prevladavaju (Stintzi 1993).

10



4.2. KLASIFIKACIJA

PR proteini su podijeljeni u devetnaest porodica, ovisno o0 strukturnoj
kompatibilnosti, nac¢inu djelovanja tijekom obrambenog odgovora ili brzini kretanja kroz u
poliakrilamidnom gelu tijekom elektroforeze (Tablica 1). Takoder, prilikom svrstavanja
proteina u podgrupe, kao vazan parametar razvrstavanja PR proteina uzima se njihova
izoelektri¢na tocka. Sedamnaest porodica je poredano kako su i otkrivene, pri cemu se kao
prvi ¢lan porodice najées¢e se uzima onaj protein koji je najzastupljeniji, a ostali se nizu

prema morfoloskoj podudarnosti (Sudisha i sur. 2012).

Tablica 1. Ostale porodice PR proteina, njihova obrambena svojstva i simboli gena (Preuzeto
I modificirano iz Van Loon 2006).

PORODICA SVOISTVA SIMBOL GENA
PR-1 Nepoznato Ypri

PR-2 B-1,3-glukanaze Ypr2, [Gns2 (‘GIb’)]
PR -3 Hitinaze Ypr3, Chia

PR -4 Hitinaze Yprd, Chid
PR-5 Taumatinima sliéni Yprs

PR-6 Inhibitori proteinaza Ypr6, Pis (‘Pin’)
PR-7 Endoproteinaze Ypr7

PR -8 Hitinaze Ypr8, Chib

PR -9 Peroksidaze Ypr9, Prx
PR-10 Ribonukleazama sliéni Ypri0

PR -11 Hitinaze Ypril, Chic
PR-12 Obrana Ypri2

PR-13 Tionin Ypri3, Thi

PR - 14 Lipid - transferni Ypri4, Lip
PR-15 Oksalat oksidaze Ypris

PR-16 Oksalat oksidazama sli¢ni Yprio

PR 17 Nepoznato Ypri7
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4.2.1. PR-1 PROTEINI

PR-1 je porodica strogo konzerviranih proteina koji se pojavljuju u svim biljnim
vrstama, medutim njihovo je djelovanje najmanje poznato. Svi proteini te porodice dijele
vrlo sli¢nu strukturu, ¢ija je podudarnost od 35 do vise od 90%. Morfoloski gledano, imaju
cetiri a-heliksa i Cetiri B-lanca te dijele jednak broj izrazito konzerviranih ostataka, od kojih
je Sest cisteinskih (Slika 1) (Van Loon 2006). Topljivi su u kiselim puferima i izrazito su
male molekulske mase (14 — 16 kDa), a rasporedeni su u dva razreda, kiseli i bazi¢ni, ovisno
o njihovoj izoelektricnoj tocki. Do sada je identificirano 16 PR-1 proteina, medu kojima su
i tri kisela (la, 1b, 1c) i jedan bazi¢ni (1g) protein razli¢itih svojstava, ranije otkriveni
prilikom infekcije duhana TMV-om. S druge strane, homolozi kiselih 1a, 1b i 1c proteina u
rajcici su bazi¢ni, Sto ukazuje da strukturno sli¢ni proteini iste porodice mogu imati razlicita
svojstva i uloge. Smatra se da imaju antifungalno djelovanje, medutim molekularni
mehanizam jo§ uvijek nije potpuno jasan (Sudisha i sur. 2012). Proucavanje proteina u
drugim organizmima otkrilo je proteine homologne PR-1 porodici te bi njihovi mehanizmi
djelovanja mogli ujedno rasvijetliti i djelovanje ove biljne porodice proteina. Jedan takav je

kod sisavaca cisteinom bogat CRISP protein (Kitajima i Sato 1999).
4.2.2. PR-2 PROTEINI

PR-2 je porodica proteina poznata po svojoj B-1,3 glukanaznoj aktivnosti. Oni
kataliziraju hidroliti¢ko cijepanje 1,3 B-D-glukozidnih lanaca u -1,3 glukane. Kao i ostali
PR proteini, uglavnom su monomeri molekulske mase 25-35 kDa. Siroko su rasprostranjeni
u biljnim vrstama, a povezuju se sa stvaranjem kaloze, te dlaka na listovima i stabljikama.
Najcesce su lokalizirani u epidermi prizemnih listova i korijenu biljke. f-1,3 glukanaze su
prisutne kao izoformni oblici koji se razlikuju u veli€ini, izoelektri¢noj tocki, primarnoj
strukturi i obliku regulacije. Pronadeni su u rajc€ici, Zitu, je¢mu, prosu, slanutku, kukuruzu i
rizi. Podijeljeni su u Cetiri razreda na osnovi razlika u aminokiselinskim sljedovima (Sudisha
1 sur. 2012). Iako ovi proteini mogu razarati komponente stani¢ne stijenke patogena, njihova

povezanost je dokazana samo kod malog broja ¢lanova (Elmorsi 2015).
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Slika 1. Trodimenzionalni prikaz grade proteina PR-1b raj¢ice. o - heliksi su brojevima | do
IV prikazani crvenom i Zutom bojom, a Cetiri B-lanca su slovima A do D oznaceni zelenom
bojom. Ostale polipeptidne sekvence oznac¢ene su slovima N i C te sivom bojom. Preuzeto

iz Van Loon 1999.

423.PR-3,4,8i11 PROTEINI

Ova porodica pripada hitinazama, koje kao i glukanaze liziraju stjenku patogena. One
hidroliziraju B-1,4 veze izmedu N-acetilglukozaminskih ostataka hitina. Iz tog razloga se joS$
nazivaju i endo B-1,4 glukozaminidazama. Razredi ovih porodica odijeljeni su prema
strukturnoj sli¢nosti 1 prisutnosti ili odsutnosti hitin vezuju¢e domene (CBD). CBD je a-

heliks koji sadrzi kataliticku domenu s dva glutamata (Sudisha i sur. 2012).

4.2.4. PR -5PROTEINI
Ovi proteini se nazivaju jo§ 1 taumatinu slicnim proteinima jer su njihovi
aminokiselinski sljedovi visoke slicnosti onima kod taumatina, proteina izoliranog iz vrste

katemfa (Thaumatococcus danielli). Ovoj porodici se prikljucuje i osmotin, bazi¢ni protein
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do ¢ije ekspresije dolazi prilikom tretiranja biljke etilenom (Kitajama i Sato 1998).

Detektirani su uglavnom u mladim listovima biljaka

4.3. EKSPRESIJA

Fitopatogeni proizvode molekule, takozvane efektore, koje kodiraju avirulentni geni
Avr. Oni se izlu¢uju u stanice biljke ve¢ u pocetnim stadijima kolonizacije. Prepoznavanje
prisutnosti tih proteina u biljci regulirano je prisutnos¢u gena R povezanih s otpornosti
biljaka na patogene. Interakcijom poteina R i Avr i prepoznavanjem dolazi do HR-a u biljci
(Slika 2) (Gururani 2012). Povecéanje broja patogena unutar biljke rezultira proizvodnjom
reaktivnih kisikovih tvari (ROS), SA, etilena i jasmonata. SA ima vaznu ulogu u reakciji
odgovora biljaka na patogene, aktivirajuéi obrambene odgovore. Metil salicilat, ester
salicilne kiseline, mobilni je signal koji putem floema dolazi do sekundarnih tkiva u biljci
gdje se veze za salicilat-vezujuci-protein 2 (SABP2) koji ga prevodi u salicilat. Poveéanje
koncentracije salicilata biljci signalizira stanje stresa povecanjem ROS-a i reaktivnih
dusikovih tvari unutar stanice, mijenjajuc¢i njezino redoks stanje. Salicilati u konaénici
dovode do redukcije proteina NPR1, pri ¢emu oni postaju monomerni, i kao takvi se
translociraju u jezgru i predstavlja njegov aktivirani oblik. Aktivnost jezgrenog proteina
NPR1 regulirana je fosforilacijom. Proteini NPR1 u interakciji s transkripcijskim faktorima
TGA poticu transkripciju gena koji odgovaraju na salicilat, kao $to su geni PR-1. Aktivacija
PR proteina posljedi¢no uzrokuje i stvaranje SAR-a (Slika 3). Nakon izvrSavanja funkcije,
monomer NPR1 se prenosi natrag u citoplazmu gdje se nitrozilira natrag u oligomer i vise
nema moguénost povratka unutar jezgre (Derksen 2013). Nasuprot PR proteinima i SAR-u,
ISR ne ovisi 0 SA i aktivaciji gena PR, nego o jasmonskoj kiselini (JA) i etilenu. Oni su
signal za stvaranje proteina NPR1 u ovom signalnom putu, dovodeéi do stvaranja ISR-a
(Sudisha 1 sur. 2012). Medutim, ova dva puta otpornosti nisu potpuno odvojena i neovisna
(Slika 3). Ta pojava naziva se jo$ i antagonistickim djelovanjem. Ranija istrazivanja
pokazala su da se egzogenim djelovanjem SA moze sprijeciti ekspresija gena uzrokovana

stvaranjem rane na rajcici, tako $to se inhibira biosinteza JA (Derksen 2013).
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Slika 2. Interakcija efektora (Avr gena) i R gena dovodi do hipersenzitivne reakcije u biljci i

razvoja otpornosti na patogena. (Preuzeto i modificirano prema Gururani 2012)
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Slika 3. Prikaz prijenosa signala ukljucenih u stvaranje ISR i SAR izazvanih patogenim
sojem u uro¢njaku. LPS — lipopolisaharidi, PR - proteini povezani s patogenezom, Avr —
produkt gena Avr, R — produkt gena R, HR - hipersenzitivni odgovor, SA — salicilna kiselina,
JA — jasmonska kiselina, ET -etilen, NPR1 — regulatorni protein ukljucen u signalizaciju
kod SAR i ISR, SNI — transkripcijski represor gena SAR, TGA — transkripcijski faktori koji
su u interakciji sa SA - induciranim NPR1 genima (Preuzeto i modificirano prema Walters i
Heil 2007).
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5. ZAKLJUCAK

Biljni patogeni su najceS¢e mikroorganizmi poput virusa, gljivica, bakterija,
nematoda 1 sli¢no. Oni napadaju biljke preuzimajuci kontrolu nad nutrijentima, pri tome
uzrokujuci bolesti ili smrt domadara prilikom ispuStanja enzima, toksina i drugih aktivnih
supstanci naruSavajuci strukturni integritet i metabolizam istog. Prisutnost patogena kod
biljaka uzrokuje Stete na usjevima i na kvaliteti samih prinosa $to predstavlja veliki problem,
posebice u prehrambenoj industriji. Posljedi¢no, znanstvenici ulazu velike napore kako bi
shvatili mehanizme odgovora biljaka na patogene i stvaranja otpornosti na buduce infekcije.
Razjasnjeno je kako prilikom ulaska patogena, prvi odgovor biljke nakon pozitivne reakcije
proteina R patogena i proteina Avr biljke jest HR. HR predstavlja lokalni odgovor biljke na
stres stvaranjem barijera, najéeS¢e u obliku nekroti¢nih lezija. Ona dovodi do sinteze PR
proteina koji mogu biti sintetizirani i lokalno i sustavno po cijeloj biljci. lako su detektirani
PR proteini proucavani i jasno je da su dio obrambenog odgovora biljaka te daljnjeg
stvaranja SAR-a, jo$ uvijek nisu potpuno jasni mehanizmi aktivacije i funkcija svih
porodica. Kona¢no stvaranje SAR-a omogucuje biljci adekvatniju borbu prilikom buducih
infekcija patogenom. Detaljnije razumijevanje pojedinih koraka unutar navedenih
mehanizama smatra se vaznim korakom za Citavu ljudsku populaciju jer upravo biljke
predstavljaju jedan od glavnih izvora hrane. Takoder, jedan su od najvaznijih ¢cimbenika u
stvaranju stabilne globalne klime. S tim na umu, jasno je da je dobro poznavanje biljnih
mehanizama, kao i o¢uvanje biljaka, goruce pitanje buducnosti s obzirom da ljudi, ako ne u

potpunosti, onda velikim dijelom ovise o njima.
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