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KRATICE

APX - askorbat peroksidaza

CAT - katalaza

COI1 - gen koji kodira protein COI1 (eng. coronatin-insensitive protein 1)

DAMP - molekularni obrasci povezani s o§te¢enjima (eng. damage-associated molecular patterns)
DTT - ditiotreitol

EF1- gen koji kodira protein EF1 (eng. elongation factor 1)

ETI - imunost potaknuta efektorima (eng. effector-triggered immunity)

HR - hipersenzitivni odgovor (eng. hypersensitive response)

INF - biljke krumpira inficirane viroidom PSTVd

JA - jasmonska kiselina

JA-Ile - jasmonoil-izoleucin

JAR1 - eng. jasmonic acid resistantl, gen koji kodira jasmonil-L-izoleucin sintetazu, enzim koji katalizira
pretvorbu JA u JA-lle

JAZ - eng. jasmonate ZIM-domain protein, negativan regulator prijenosa signala u kojem sudjeluje JA
JMT - eng. JA carboxyl methyltransferase, protein koji sudjeluje u pretvorbi JA u JA-lle

LiP - lignin peroksidaza

LOX - lipooksigenaza

MAMP - molekularni obrasci povezani s mikrobima (eng. microbe-associated molecular patterns)
MAPK - mitogenom-aktivirane proteinske kinaze

MeJA - metil jasmonat

NOX - NADPH-oksidaza vezana uz plazmatsku membranu, poznata i kao RBOH (eng. respiratory burst
oxidase homolog)

OPR3 - gen koji kodira protein OPR3 (eng. 12-oxophytodienoate reductase 3)

PAMP - molekularni obrasci povezani s patogenom (eng. pathogen-associated molecular patterns)
POPA - peroksidaza povezana sa suberinom

POX - peroksidaze klase 111

POX12 - peroksidaza 12

PR-proteini - proteini povezani s patogenezom (eng. pathogenesis related)

PRR - receptori koji prepoznaju strukturne obrasce patogena (eng. pathogen related receptors)
PSTVd - viroid vretenastog gomolja krumpira (eng. potato spindle tuber viroid)

PTI - imunost potaknuta PAMP (eng. PAMP-triggered immunity)

R proteini - proteini za rezistenciju (eng. resistance R proteins)

ROS - reaktivni oblici kisika (eng. reactive oxygen species)



SA - salicilna kiselina
SAR - sistemska rezistencija (engl. systemic acquired resistance)
SOD - superoksid dismutaza

wpi - tjedni nakon inokulacije (eng. weeks post inoculation)



1. UvOD

1.1. Viroidi

Viroidi su najjednostavniji subvirusni biljni patogeni koji se sastoje isklju¢ivo od jednolancane cirkularne
RNA veli¢ine 250-450 nt, koja ne kodira proteine. Replikacija viroida odvija se pomoéu stani¢nog
transkripcijskog sustava biljke domacina, a infekcija viroidima u biljkama moze rezultirati promjenom
ekspresije gena. S obzirom na to da je za replikaciju viroida potrebna ziva biljna stanica (Navarro i sur.
2012), viroidi spadaju u biotrofne patogene. Viroidi su, prema sekundarnoj strukturi genomske RNA i
mjestu replikacije u stanici biljke domacina, Klasificirani u dvije porodice: (1) Avsunviroidae koje
karakterizira razgranata sekundarna struktura RNA i koji se repliciraju u kloroplastima, te (2) Pospiviroidae,
koje karakterizira stapicast oblik RNA i koji se repliciraju u jezgri biljke domacina (Katsarou i sur. 2016;
Venkataraman i sur. 2021). Viroid vretenastog gomolja krumpira (eng. Potato spindle tuber viroid, PSTVd),
¢lan porodice Pospiviroidae, je prvi viroid ¢ija je struktura opisana (Venkataraman i sur. 2021). PSTVd je
jedan od najznacajnijih patogena krumpira (Solanum tuberosum) i drugih vaznih usjevnih biljaka, ve¢inom
iz porodice Solanaceae. Infekcija je u poc¢etnim fazama skoro neprimjetna, no u kasnijim fazama dolazi do
sistemske infekcije i pojave simptoma koji ukljucuju zakrzljali rast karakteriziran smanjenom povr§inom
mladih listova i skrac¢enim internodijima u vr$nom dijelu stabljike, uz smanjenje i tipi¢an vretenast oblik
gomolja (Milanovi¢ i sur. 2019a). Invazivniji sojevi viroida PSTVd mogu znatno smanjiti prinos usjeva
krumpira (Venkataraman i sur. 2021). Do sada nisu poznate sorte krumpira s prirodnom rezistencijom na
viroid PSTVd, kao ni kemijska ili biolo§ka sredstva za suzbijanje viroidne infekcije. Razumijevanje
odgovora biljke na infekciju viroidima, ali i mehanizama koji odreduju osjetljivost domacina neizostavni su
za razvoj novih strategija kontrole bolesti i zastite biljaka od infekcije viroidima (Kovalskaya i Hammond
2014).

1.2.  Imunosni sustav biljaka

Biljni imunosni sustav je iznimno kompleksan, a njegova aktivnost regulirana je na vise razina i ovisi o vrsti
interakcije biljke i patogena. Biljke su razvile vise imunosnih mehanizama za obranu od razlicitih patogena.
Bazalni (urodeni) imunosni sustav je prva linija obrane svake stanice u obrani biljke od patogena. Receptori
koji prepoznaju strukturne obrasce patogena (eng. pathogen related receptors, PRR) su transmembranski
proteini biljnih stanica. Oni prepoznaju molekularne obrasce povezane s patogenom (eng. pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs), molekularne obrasce povezane s mikrobima (eng. microbe-
associated molecular patterns, MAMPS) ili molekularne obrasce povezane s oste¢enjima (eng. damage-

associated molecular patterns, DAMPS). Pritom dolazi do aktivacije signalnih puteva i po¢etka obrane od



patogena, takozvana imunost potaknuta PAMP ili PTI (eng. PAMP-triggered immunity) (Pieterse i sur.
2012).

Neki su patogeni razvili faktore virulencije zvane elicitori, kojima prevladavaju bazalni imunosnhi odgovor
biljaka sto povecava infektivnost patogena. Kao odgovor, biljke su razvile dodatnu razinu obrane poznate
kao imunost potaknuta efektorima ili ETI (eng. effector-triggered immunity). Aktivacijom odgovora ETI,
proteini R za rezistenciju (eng. resistance R proteins), koji ve¢inom pripadaju porodici NB-LRR proteina,
prepoznaju efektorske faktore virulencije (Nurnberger i Lipka 2005) i aktiviraju daljnje obrambene
odgovore ukljucujuéi oslobadanje antimikrobnih molekula i hidrolitickih enzima (Nirnberger i Lipka
2005).

PTI i ETI mogu zapog&eti ulaskom Ca?* iona u stanicu, nakupljanjem reaktivnih oblika kisika (eng. reactive
oxygen species, ROS) i endogenih hormona koji djeluju kao signalne molekule, te aktivacijom kaskadnih
signalnih puteva posredovanih mitogenom-aktiviranim proteinskim kinazama (MAPK) i promjenom genske
ekspresije i sintezom proteina povezanih s patogenezom (eng. pathogenesis related, PR-proteini), iako PR-
proteini mogu biti prisutni i u zdravim biljkama, ali u niskim koncentracijama. Do sada je opisano 19
kategorija PR-proteina, svaka sa specifi¢nim svojstvima i aktivnostima ukljuéujuci enzimske aktivnosti,
poput peroksidaza klase 111 (POX) koje pripadaju kategoriji PR-9 i aktivne su u ranim fazama infekcije (dos
Santos i Franco 2023).

Ovisno o vrsti interakcije izmedu biljke i patogena, razvija se lokalni hipersenzitivni odgovor (eng.
hypersensitive response, HR) i/ili sistemski odgovor. Uloga HR je sprje¢avanje Sirenja patogena indukcijom
lokalizirane smrti stanica domacina, stvaranjem ROS i dusikovog oksida toksi¢nih za patogene (tzv.
oksidacijski prasak), te nakupljanjem kaloze, suberina i lignina kao fizicke barijere Sirenju patogena (Dodds
i Rathjen 2010). U sluc¢aju izostanka HR-odgovora na napad patogena, razvija se sistemska infekcija, a u
otpornih biljaka sistemska rezistencija (eng. systemic acquired resistance, SAR). SAR je karakteriziran
sistemskom ekspresijom PR-gena u distalnim dijelovima biljke koji imaju ulogu zastite neinficiranih
dijelova biljke $to rezultira razvojem kratkotrajne ili dugotrajne, pa i trajne otpornosti. Za razliku od HR,
SAR ne rezultira stani¢nom smréu, ve¢ promovira prezivljenje stanica i biljke domacina (Fu i Dong 2013).
PTTi ETT su karakteristi¢ni za odgovor na patogene sloZenije grade, poput bakterija ili gljiva. S druge strane,
postavlja se pitanje na koji na¢in viroidi aktiviraju imunosni odgovor biljke s obzirom na to da viroidi ne
proizvode nikakve do sada poznate PAMP ili elicitore koje bi imunosni sustav biljke mogao prepoznati.
Prilikom infekcije viroidom PSTVd u rajéici je dokazano da dolazi do aktivacije nekih elemenata PT1 i ETI,
te se prilikom infekcije aktivirala ekspresija gena za PR-proteine, gena uklju¢enih u metabolizam biljnih
hormona, ROS, biogenezu stani¢ne stijenke i transport iona (Zheng i sur. 2017). Stoga je jasno da infekcija
viroidom PSTVd uzrokuje aktivaciju imunoshog odgovora, no zbog postojanja odgovora biljaka specifi¢nih

za vrstu i dalje nije razjasnjeno na koji na¢in se to dogada (Sano 2021).



1.3. Reaktivni oblici kisika

U svim zivim organizmima odvijaju se redoks reakcije. Uz njih se vezu ROS, neizostavne signalne molekule
ukljuc¢ene u redoks signalizaciju. U ROS se ubrajaju singletni kisik (*O,), superoksidni radikal (O2"),
vodikov peroksid (H202) i hidroksilni radikal (OH"). ROS djeluju kao signalne molekule aktiviraju¢i
kaskadne puteve MAPK i signalne puteve biljnih hormona uklju¢enih u aktivaciju imunosnog odgovora
(Hasanuzzaman i sur. 2020). Uloga ROS u imunosnom odgovoru biljaka je neizostavna. Stvaranje ROS na
samom pocetku infekcije povezano je s obranom biljke i poboljsanim imunosnim odgovorom domacina, a
proizvodnja ROS u kasnijim fazama infekcije povezana s povetanom virulencijom nekih patogena i
razvojem simptoma (Vuorinen i sur. 2021).

Izvori ROS u stanici ukljucuju lance prijenosa elektrona kloroplasta i mitohondrija, kao i aktivnosti nekih
enzima, poput NADPH oksidaza i POX. NADPH oksidaze, poznate i kao RBOHSs (eng. respiratory burst
oxidase homologs) (Hu i sur. 2020) su proteini vezani za stani¢nu membranu, i sudjeluju u sintezi ROS
prilikom infekcije patogenim organizmima. NADPH oksidaze i POX kataliziraju sintezu O™ koji naknadno
dismutira u H.0,, malu molekulu koja je u usporedbi s drugim ROS, dugog poluZzivota i vazna za prijenos
signala u brojnim molekularnim, biokemijskim i fizioloskim odgovorima u biljnim stanicama (Almagro i
sur. 2009). Poznato je da H,O; sudjeluje u aktivaciji MAPK signalnih puteva i da aktivira proteine
toplinskog Soka (eng. heat shock proteins, HSP), iako nije u potpunosti jasno djeluje li H-O- na aktivaciju
proteina HSP izravno ili je indukcija HSP uzrokovana razmatanjem proteina zbog suviska HO, (Smirnoff
i Arnaud 2019). Mnogo je mehanizama sinteze H2O>. Najvise ROS se proizvodi aktivno$¢u lanaca prijenosa
elektrona u kloroplastima i mitohondrijima. U zelenim dijelovima biljaka veé¢ina ROS nastaje u
kloroplastima, dok su u ostalim dijelovima biljaka glavni izvor ROS mitohondriji.

U kloroplastima je proizvodnja ROS povezana s fotosustavima | i Il, te lancem prijenosa elektrona. Nastanak
10, povezan je s reakcijama fotosustava Il. Kada u stresnim uvjetima dode do prezasi¢enosti fotosintetskog
aparata, ekscitirani klorofil ne moze prenijeti svu apsorbiranu svjetlosnu energiju na P680, tj. za koristenje
u lancu prijenosa elektrona. Ovaj energetski suvisak se rasipa u obliku topline, fluorescencije, a uzrokuje i
nastajanje tripletnog klorofila. Tripletni klorofil moZe reagirati s O i potaknuti nastajanje *O,. Poluzivot 'O,
je kratak, no unato¢ tome moze difundirati izvan kloroplasta i reagirati s unutarstani¢nim molekulama te
interferirati s normalnim stani¢nim signalnim putovima. Mehlerovom reakcijom na fotosustavu | nastaje
0", a superoksid dismutaze (SOD), locirane na membranama strome i tilakoida, kataliziraju pretvorbu O,
u H202. Metaloenzimi kataliziraju pretvorbu O i H.02 u OH" Fentonovom i Haber-Weissovom reakcijom.
OH- je molekula koja difuzijom ne prelazi veée udaljenosti jer ima kratak poluzivot i moZe reagirati S gotovo

bilo kojom molekulom u blizini mjesta nastanka (Hasanuzzaman i sur. 2020).



U mitohondrijima pak O™ nastaje ,,curenjem® elektrona s kompleksa I i 111 lanca prijenosa elektrona. Do
toga dolazi zbog nemogucnosti O, da primi vise od jednog elektrona odjednom. SOD Kataliziraju pretvorbu
02" u H20 (Hasanuzzaman i sur. 2020). Oksidacijski enzimi peroksisoma i glioksisoma, glikolat oksidaza
i acil-CoA oksidaza proizvode O, u procesima fotorespiracije i oksidacije masnih kiselina prilikom klijanja
sjemenki, katabolizma poliamina i purina te sinteze nekih hormona.

U apoplastu je flavoprotein NADPH oksidaza (NOX) glavni izvor ROS. NOX aktivnost poticu PAMP,
DAMP, hormoni ili izvanstaniéni ATP. NOX je enzim vezan na membranu koji katalizira prijenos elektrona
s NADPH na O, uz formaciju O2". O2" pri niskoj pH vrijednosti apoplasta reagira s H* uz nastanak HO,"
koji je stabilniji, reaktivniji i lakSe prolazi kroz membrane od O.". O i HO."dismutiraju u H>O> na
prethodno opisan nacin, posredstvom enzima SOD. Ovaj je korak vazan prilikom prijenosa signala
posredovanog enzimima NOX zbog kratkog poluzivota nastalog O," i permeabilnosti membrane za njega.
U apoplastu H202 moze nastati i djelovanjem lipooksigenaza (LOX) i peroksidaza tipa Il (POX). Enzimi
POX su funkcionalni pri povisenoj pH vrijednosti i primarno su povezani s uklanjanjem suviska H.O,, no
ovisno o kemijskom okolisu, mogu ga i proizvoditi. Sudjeluju i u unakrsnom vezanju polimera stani¢ne
stijenke te u imunosnom odgovoru biljaka (Smirnoff i Arnaud 2019). Za vrijeme napada patogenim
organizmom, u biljci dolazi do prepoznavanja PAMP, DAMP i MAMP, ¢ime se potice aktivnost
NOX/RBOH i POX, sto rezultira nastankom ROS. ROS nadalje mogu aktivirati razne signalne puteve, §to
rezultira lokalnom ili sistemskom aktivacijom obrambenog odgovora modulacijom ekspresije gena (Mittler

i sur. 2022; Torres 1 sur. 2006). Sazet prikaz patogenom inducirane sinteze ROS dan je na Slici 1.
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Slika 1. Sazet prikaz aktivacije ROS-signalnih puteva u odgovoru na infekciju patogenim organizmima. Napad

patogena potic¢e aktivnost NOX i POX, koje sudjeluju u nastanku ROS. Stani¢ni organeli, poput mitohondrija,
kloroplasta i peroksisoma takoder su ukljuceni u proizvodnju ROS. Promjena redoks stanja uzrokovana nakupljanjem
ROS dovodi do promjene genske ekspresije, a posljedicno i do odgovora biljke na bioticki stres. NOX - NADPH-
oksidaza vezana uz plazmatsku membranu, POX — peroksidaze klase 111, ROS — reaktivni oblici kisika. Prilagodeno iz

Muittler i sur. (2022) i Torres i sur. (2006). Izradeno u programu BioRender.

Unato¢ iznimnoj vaznosti ROS u razvoju biljnog organizma, prevelika koncentracija ovih molekula rezultira
oksidacijskim stresom. Do oksidacijskog stresa dolazi kada se poremeti ravnoteza nastanka i uklanjanja
ROS u stresnim uvjetima. Pritom dolazi do oSte¢enja DNA i proteina, do lipidne peroksidacije, i promjena
u metaboli¢kim procesima §to za biljku moze biti pogubno. Stoga je koncentracija ROS u biljkama strogo
regulirana raznim enzimskim i ne-enzimskim mehanizmima antioksidacijskog odgovora. Ne-enzimski
mehanizmi ukljucuju razne molekule od kojih ¢u istaknuti samo askorbinsku kiselinu, glutation, alkaloide,
flavonoide i karotenoide. U enzimske mehanizme ubrajamo enzime katalazu (CAT), askorbat peroksidazu
(APX), POX i mnoge druge. CAT je enzim koji uklanja suvisak H>O,. Lokaliziran je u peroksisomima gdje
je zbog niskog afiniteta za H>O> prisutan u visokim koncentracijama. APX je takoder enzim koji sudjeluje
u uklanjanju suvisnog H,O, lokaliziran u peroksisomima, ali se izoforme ovog enzima nalaze u svim

stani¢nim odjeljcima (Smirnoff i Arnaud 2019).



1.4. Peroksidaze klase 111

Peroksidaze klase 111 (POX) su relativno maleni (30 — 45 kDa) oksidoredutazni glikoproteini locirani u
vakuoli i na stani¢noj stijenci biljnih stanica. Specifi¢ne su za biljke i kataliziraju redoks reakcije s H20O:
kao akceptorom elektrona. Sadrze hem b kao prosteticku skupinu i dva Ca?* iona sa strukturnom ulogom.
U osnovnom oksidacijskom stanju je Zeljezo u molekuli hema prisutno u obliku Fe**, a koordinirano je
dusikovim ionima molekule hema i proksimalnog histidina na pet mjesta, dok je Sesto mjesto slobodno.
Velik broj izoformi proteina POX osigurava preciznu regulaciju aktivnosti ovih enzima, ukljucenih u
procese lignifikacije, elongacije stanica, toleranciju stresa i klijanje sjemenki.

Bioticki ili abioti¢ki stresni uvjeti induciraju ekspresiju specificnih izoenzima peroksidaza ¢ija je uloga
povecanje tolerancije i obrana biljke. Prilikom napada patogenim organizmima, peroksidaze ograni¢avaju
Sirenje infekcije stvaranjem strukturnih barijera unakrsnim povezivanjem elemenata staniCne stijenke te
formacijom lignina i suberina oksidacijom specifi¢nih prekursorskih molekula. Peroksidaze sudjeluju i u
stvaranju toksi¢nog okoliSa za patogene organizme regulacijom sinteze ROS i reaktivnih oblika dusika (eng.
reactive nitrogen species, RNS). Lignifikacija je proces specifican za provodna tkiva, a suberinizacija je
karakteristicna za podzemne dijelove biljke. Proces lignifikacije u stani¢noj stijenci posredovan lignin
peroksidazom (LiP) ukljuéuje oksidaciju ligninskih monomera (monolignola) uz H.O, kao oksidans. Pritom
nastaju radikali monolignola, a medusobnom reakcijom nastalih radikala formira se heteropolimer lignin.
Lignifikacija stanica ksilema posebno je vazna u obrani od patogenih organizama (Almagro i sur. 2009).
Suberinizacija je proces modifikacije stani¢ne stijenke stvaranjem polimera fenolnih spojeva nastalih
fenilpropanoidnim putem i alifatskih spojeva nastalih procesom razgradnje masnih kiselina. Ovaj se proces
dogada prilikom rasta i razvoja kore, sjemenki i podzemnih dijelova, ali i u stresnim uvjetima kada je vazan
za u¢vrséivanje staniéne stijenke, primjerice radi spre¢avanja gubitka vode ili Sirenja patogena. Peroksidaza
povezana sa suberinom (POPA) sudjeluje u polimerizaciji fenolnih monomera (Woolfson i sur. 2022). Osim
oksidacijskih reakcija, neke POX poput enzima peroksidaze 12 (POX12) sudjeluju i u reakcijama vaznim
za regulaciju razine ROS u stanici.

Pretpostavljeni kataliticki ciklus POX zapog&inje inaktivnom formom enzima u kojoj je Zeljezo u obliku Fe®".
U reakciji s enzimom, H2O se razlaze do molekule vode i atoma kisika. Nastali atom kisika veze se na hem
skupinu POX pri ¢emu nastaje oksidiran iznimno reaktivan oblik ovog enzima nazvan Spoj | i porfirinski
kation. U Spoju I Zeljezo je u Fe** obliku. Zbog navedenih svojstava, Spoj | ima sposobnost oksidacije jedne
molekule supstrata pri ¢emu se on sam reducira. Reducirani oblik enzima naziva se Spoj Il. U njemu je
Zeljezo i dalje u Fe** obliku, ali je reduciran porfirinski kation. Druga molekula supstrata reducira Spoj I,
Zeljezo se vraca U Fe3 oblik i kataliticki ciklus se zatvara. Upravo je reaktivnost i sposobnost Spoja | da

stvori radikale vazna za prethodno opisan proces lignifikacije i detoksikaciju Stetnih molekula. Osim



Spojeva | i 11, postoji i Spoj 111 koji je reaktivni intermedijer koji nastaje kada O, reagira s POX u osnovnom
stanju. U prisustvu suviska H,O2 Spoj 11l moze Fentonovom reakcijom generirati OH'. Dva su mehanizma
kojima POX kataliziraju nastanak O,", a posljedi¢no i H,O,. Prvi uklju¢uje disocijaciju Fe** i O,™ iz Spoja
III prilikom kataliti¢kog ciklusa POX. Disocirani O," dismutira u H2O.. Drugi mehanizam ukljucuje
oksidaciju pogodne molekule u radikal koji moze reagirati s Oz i stvoriti O,™ (Shigeto i Tsutsumi 2016).

Dakle, ovisno o kemijskom okolisu, POX mogu generirati O2™, OH" ili H2O, dismutacijom O,".

1.5. Jasmonska kiselina i metil-jasmonat

Unato¢ tome §to su primarno okarakterizirani kao regulatori rasta i razvoja biljaka, hormoni su nezaobilazni
dio biljnog imunosnog sustava. Hormoni uklju¢eni u obrambene odgovore biljaka su jasmonska kiselina
(eng. jasmonic acid, JA) i jasmonati, salicilna kiselina (eng. salicylic acid, SA), etilen (ET), apscizinska
kiselina (eng. abscisic acid, ABA), giberelini, citokinini i auksin. Nijedan hormon nije samostalno zasluzan
za obranu biljke nakon infekcije, ve¢ prilagodba biljaka na stresne uvjete uvelike ovisi 0 njihovoj
medusobnoj interakciji i aktivaciji nizvodnih signalnih puteva (Pieterse i sur. 2012).

JA i jasmonati, poput metil jasmonata (eng. methyl jasmonate, MeJA) su lipidni spojevi koji reguliraju rast,
razvoj i starenje biljaka, a u stresnim uvjetima interakcijom s ostalim hormonima i molekulama sudjeluju u
aktivaciji obrambenih mehanizama biljaka, uklju¢ujuéi aktivaciju ROS signalnih puteva (Yu i sur. 2019).
MeJA je hlapljivi mirisni spoj identificiran iz biljke Jasminum grandiflorum, a za razliku od JA, moze
utjecati na dijelove biljke udaljene od mjesta proizvodnje. Uz JA i ostale jasmonate, MeJA je ukljucen u
vazne razvojne procese kao $to su klijanje sjemena, razvoj korijena, dozrijevanje plodova, gravitropizam te
kretanje i senescenciju listova. Osim toga, JA i MeJA povezani su s regulacijom stresa u biljkama
indukcijom ekspresije obrambenih gena, aktivacijom antioksidacijskih enzima, akumulacijom obrambenih
molekula poput fenola te regulacijom antioksidacijskog odgovora, fotosinteze i zatvaranja puci (Yu i sur.
2019).

Vecina biosinteze JA odvija se u kloroplastima i peroksisomima oktadekanoidnim putem. Proces zapocinje
cijepanjem lipidne okosnice membrane kloroplasta fosfolipazom D. Nastala a-linolenska kiselina (C18:3)
se oksidira 13-lipooksigenazama (LOX) uz nastanak 13-hidroperoksi-linolenske kiseline koja uz alen oksid
sintazu i alen oksid ciklazu prelazi u 12-okso-fitodienoinsku kiselinu. LOX6 je enzim povezan s najranijom
akumulacijom JA nakon izlaganja biljke stresnim uvjetima (Chauvin i sur. 2013). 12-okso-fitodienoinska
kiselina prelazi u peroksisom gdje ju 12-oksofitodienoat reduktaza 3 (OPR3) i 3 B-oksidacijske reakcije
prevode u JA (Slika 2).
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Slika 2. Pojednostavljen shematski prikaz biosinteze jasmonske Kiseline (JA). a-linolenska kiselina, nastala cijepanjem
lipidne okosnice membrane kloroplasta konvertira se u OPDA posredstvom enzima LOX, AOS i AOC. Nastala OPDA
prenosi se u peroksisom, gdje se uz pomo¢ enzima OPR3 i slijedom B-oksidacijskih reakcija konvertira u JA. LOX —
lipooksigenaze, AOS — alen oksid sintaza, AOC — alen oksid ciklaza, OPR3 - 12-oksofitodienoat reduktaza 3, OPDA
- 12-okso-fitodienoinska kiselina, JA — jasmonska kiselina. Prilagodeno iz Wasternack i Hause (2019). Izradeno u

programu BioRender.

Nastala JA se u citoplazmi moze konjugirati s izoleucinom u reakciji kataliziranoj jasmonil-L-izoleucin
sintetazom (JAR1) (Wasternack i Song 2017) u bioloski aktivan jasmonoil-izoleucin (JA-1le) koji moze
pro¢i kroz jezgrinu membranu i u jezgri se vezati na coronatin-insensitive protein 1 (COI1), kljucan
regulator signalizacije posredovane JA. Vezanjem JA-lle s COI1 nastaje kompleks SCF®°'" koji se veze na
protein JAZ (represor signalizacije posredovane JA) i inducira njegovu ubikvitinaciju i proteasomalnu
razgradnju. Uklanjanjem represorskog proteina JAZ, aktivira se ekspresija nizvodnih gena u prijenos signala
u kojem sudjeluje JA, koja moze biti posredovana transkripcijskim faktorima MYC, ERF i MYB (Slika 3)
(Kolupaev i sur. 2023; Wasternack i Hause 2016). MYC2/3/4 su transkripcijski faktori koji koji sadrze
bHLH domenu i djeluju i kao aktivatori i kao represori u prijenosu signala u kojem sudjeluje JA, a njihova
ekspresija ovisi o sadrZaju JA u stanici i ekspresiji kofaktora JAZ na naéin ovisan o COI1 (Wasternack i
Song 2017).
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Slika 3. Pojednostavljen shematski prikaz aktivacije prijenosa signala posredovanog s JA. Enzim JAR1 u citoplazmi
katalizira konjugaciju JA i izoleucina, pri ¢emu nastaje JA-lle. JA-Ile prelazi u jezgru gdje se veze na protein COI1 pri
¢emu nastaje kompleks SCFC0't, Kompleks SCF°'" inducira proteasomalnu razgradnju represora JAZ1, pri ¢emu se
transkripcijski aktivator MYC2 oslobada i aktivira transkripciju nizvodnih gena, poput gena MYC i JAZ. JAR1 -
jasmonil-L-izoleucin sintetaza, JA - jasmonska kiselina, JA-lle - jasmonoil-izoleucin, COI1 - coronatin-insensitive

protein 1, JAZ1 - jasmonate ZIM-domain. Prilagodeno iz Wasternack i Song (2017). Izradeno u programu BioRender.

Dodatne komponente regulacije dobivene su karakterizacijom signalizacije povezane s Ca?*,
transkripcijskih faktora povezanih s JA i mitogenom-aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK). U uro¢njaku
(Arabidopsis thaliana), AtMYC2 razli¢ito regulira dvije grane u JA signalnom putu. Jedna od tih grana,
koju pozitivno regulira AtMY C2, inducira ekspresiju gena uklju¢enih u odgovor na ranjavanje (mehanicko
ili biotsko). Druga grana, koju negativno regulira AtMYC2, potrebna je za ekspresiju obrambenih gena od
patogena (Wasternack i Hause 2013).

MeJA nastaje iz JA djelovanjem JA-karboksi-metiltransferaze (JMT) lokalizirane u citoplazmi, a povisena
ekspresija gena JMT povezana je s otporno$¢u biljaka na neke patogene. S druge strane, biljka moze
iskoristiti egzogeno dodani MeJA obradom do bioaktivhog JA-lle (Tamogami i sur. 2008). Osim toga, u
uvjetima biotiCkog stresa, egzogeno dodan MeJA inducira sistemsku obranu biljaka (Yu i sur. 2019), a
primjena MeJA na biljkama povezana je s inhibicijom umnaZzanja nekih virusa (Garcia-Marcos i sur. 2013).
Stoga je MeJA znacajan za istrazivanja mehanizama ukljucenih u toleranciju biljaka na stresne uvjete

(Cheong i Choi 2003; Yu i sur. 2019).



1.6. Interakcije ROS i jasmonata u uvjetima stresa

Sve je vise istraZzivanja usmjereno na medusobne interakcije biljnih hormona, kao i njihove interakcije s
drugim sudionicima imunosnog odgovora. Ovo je klju¢no jer nijedan dio imunosnog sustava ne djeluje sam
za sebe, ve¢ su svi isprepleteni. Pokazano je da JA utjece na akumulaciju ROS $to ukazuje na to da ROS
djeluju kao medijatori prilikom JA-posredovanih obrambenih odgovora. Indukcijom akumulacije ROS, JA
posredno aktivira antioksidacijski sustav §to moze sprije€iti nastanak oste¢enja uslijed oksidacijskog stresa
i povecati toleranciju na stresne uvjete.

Egzogeni tretman s MeJA prije infekcije povezan je s indukcijom otpornosti na patogene organizme
(Demiwal i sur. 2024). Ova stecena otpornost rezultat je modulacije metabolizma ROS posredovanog MeJA.
Mehanizam modulacije homeostaze ROS egzogenim MeJA ukljuéuje aktivaciju antioksidacijskih enzima,
Sto rezultira smanjenjem sadrzaja ROS poput H2O; (Dai i sur. 2023; Demiwal i sur. 2024).

Utjecaj JA na ROS i antioksidacijske enzime je uzajaman. Veca koli¢ina ROS, ukljuc¢ujuci H20>, kao i neke
antioksidacijske molekule u biljci, mogu inducirati sintezu JA i MeJA (Kolupaev i sur. 2023) $to vodi
jacanju obrambenog odgovora. U usporedbi s ostalim ROS, H,O: je stabilniji i moze se §iriti biljkom kao
signalna molekula, pa indukcijom biosinteze JA u distalnim tkivima moze potaknuti SAR (Xia i sur. 2015).
Osim toga, JA regulira biosintezu raznih bioaktivnih sekundarnih metabolita i u interakciji s ostalim
hormonima regulira obranu biljke u uvjetima biotickog stresa (Chen i sur. 2019). Medudjelovanje JA i ROS
u stresnim uvjetima ovisi 0 eksperimentalnom sustavu kao i o0 vrsti stresnog uvjeta, te je i dalje predmet

istrazivanja.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja je pojasniti ulogu JA u odgovoru biljaka krumpira (Solanum tuberosum) na infekciju
viroidom PSTVd. Prvi cilj ovog rada je objasniti doprinos JA regulaciji antioksidacijskog odgovora na
infekciju viroidom PSTVd u krumpiru. Kvantifikacijom sadrzaja H,O; u razli¢itim vremenskim tockama
nakon infekcije bit ¢e pokazano kako i kada dolazi do aktivacije antioksidacijskog odgovora u biljkama
divljeg tipa, JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim biljkama. Drugi cilj je povezati infekciju i nakupljanje H20O-
s ekspresijom gena za antioksidacijske enzime i marker-gena ukljucenih u biosintezu JA i prijenos signala
u kojem sudjeluje JA. Treéi cilj je utvrditi moze 1i egzogeni tretman s MeJA prije infekcije povecati
antioksidacijski kapacitet u inficiranim JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim biljkama, u odnosu na biljke
divljeg tipa. Bolje razumijevanje uloge JA u odgovoru biljaka krumpira na infekciju viroidom PSTVd moze

doprinijeti razvoju novih strategija zastite od ovog patogena.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJAL

U eksperimentima sam koristila listove biljaka krumpira (Solanum tuberosum L. cv. Désirée) triju linija —
biljke divljeg tipa (WT), JA-deficijentne biljke opr3 (linija A3) i JA-neosjetljive biljke coil (linija X5).
Biljkama linije A3 je utiSan gen OPR3 uklju¢en u biosintezu JA (Kolupaev i sur. 2023) a biljkama linije X5
utisan je gen COI1 Kkoji sudjeluje u prijenosu signala u kojem sudjeluje JA. Dio biljaka bio je inficiran
viroidom PSTVd (INF), a drugom je dijelu inokulirana voda (M). Osim toga, dio biljaka je pretretiran
prskanjem 1 mM MeJA jedan dan prije i Sest dana nakon inokulacije viroidne RNA ili vode, a preostale
biljke su pretretirane vodom. Uzorci sistemski inficiranih (neozlijedenih) listova koji se nalaze neposredno
iznad inokuliranih listova, sakupljeni su prije pojave simptoma (2. i 4. tjedan nakon inokulacije) i nakon
pojave simptoma (6. tjedan nakon inokulacije). Uzorci su pohranjeni i ¢uvani u oznacenim aluminijskim
folijama u plasti¢nim vre¢icama na -80 °C. Navedeni eksperimenti na biljkama i sakupljanje uzoraka za
analizu sadrzaja H,O; i ekspresije gena u sistemski inficiranim listovima s viroidom PSTVd provedeni su

prije pocetka izrade mog diplomskog rada.

3.2. METODE

3.2.1. Kvantifikacija sadrzaja vodikova peroskida

Sadrzaj H.O; u listovima krumpira odreden je spektrofotometrijskom metodom prema Mukherjee i
Choudhuri (1983). Listove krumpira usitnila sam u ohladenom tarioniku uz dodatak teku¢eg dusika. Radila
sam brzo kako se tkivo ne bi otapalo Sto bi moglo utjecati na rezultate. U ohladene mikroepruvete
(Eppendorf, Njemacka, safelock) volumena 2 ml koje su sadrzavale 1 mL acetona, stavila sam 50-100 mg
smrvljenog biljnog tkiva i promuckala. Zabiljezila sam to¢nu masu kako bih mogla izra¢unati molarnu
koncentraciju prilikom obrade podataka. Mikroepruvete sam dobro zatvorila da aceton ne bi hlapio i do
daljnje upotrebe sam ih drzala na ledu. Za svaki uzorak imala sam tri bioloske replike. Homogenat u acetonu
sam centrifugirala u centrifugi (Eppendorf 5415R, Njemacka) ohladenoj na 4 °C, 5 min pri 10000 xg.
Supernatant (1 mL) sam prebacila u ¢istu mikroepruvetu i dodala 400 pL titanova (IV) sulfata (TiSOa,
Kemika, Hrvatska) i 500 pL amonijaka (NH4OH, Kemika, Hrvatska). Takoder sam pripremila i dvije slijepe
probe dodatkom 1 mL acetona, 400 pL TiSO4 i 500 uL NH4OH u dvije zasebne mikroepruvete. Uzorke i
slijepe probe sam centrifugirala u centrifugi ohladenoj na 4 °C pri 10 000 xg 10 min. Supernatant sam
bacila, a talogu sam dodala 1 mL 2 M H,SO4 i mijesala na tresilici dok se nije odvojio od mikroepruvete.
Zatim sam talog otapala 10 minuta na sonikatoru (Sonorex RK 255 H, Bandelin, Njemacka). Dobivenu
otopinu sam centrifugirala na 4 °C pri 12 000 xg 10 min. Uzorke sam nanijela na plo¢icu s 96 jazica pri
¢emu sam za svaki uzorak nanijela tri tehnic¢ke replike i zatim myjerila apsorbanciju ¢itacem mikrotitarskih
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plocica (Labsystems Multiskan MS, Thermo Scientific, SAD) pri 405 nm. Podatke sam prikupila koristeé¢i
program Ascent software for Multiskan, v2.6 (Thermo Scientific, SAD).

Standardnu krivulju za odredivanje sadrzaja H,O; izradila sam mjerenjem apsorbancije osam uzoraka
poznatih koncentracija H,O, (Kemika, Hrvatska) u rasponu od 0,031 mM do 2,0 mM, koje sam tretirala
istim postupkom kao i ekstrakte biljnog tkiva. U programu Microsoft Excel sam na temelju dobivene
jednadzbe pravca izracunala sadrzaj H.O i rezultate izrazila kao molarnu koncentraciju H.O» u masi svjezeg

biljnog tkiva (mM/g svjeze mase).
3.2.2. Izolacija RNA iz listova krumpira

Za izolaciju ukupne RNA iz listova krumpira koristila sam komercijalni komplet Direct-zol RNA Miniprep
Kit (ZymoResearch, SAD) prema uputama proizvodaca. U ohladene mikroepruvete volumena 2 ml koje su
sadrzavale 12 kuglica za lizu, dodala sam 50-100 mg smrvljenog biljnog tkiva i teku¢i dusik. Uzorke sam
tri puta po jednu minutu homogenizirala koriste¢i homogenizator (Retsch MM 400, Njemacka). U dobiveni
homogenat sam dodala 800 pL reagensa TRIzol® i 800 pL 96%-tnog etanola. Uzorke sam temeljito
promijeSala i prebacila u Zymo-Spin™ [ICR kolone u mikroepruvetama za sakupljanje filtrata. Nakon
centrifugiranja na 4 °C pri 13 000 xg 30 s, iz mikroepruvete sam uklonila filtrat, a RNA zaostalu u koloni
isprala sam dodatkom 400 pl pufera RNA Wash Buffer i centrifugiranjem na 4 °C pri 13 000 xg 30 s. Zatim
sam napravila DNazni pretretman RNA dodatkom 80 ul otopine DNaze I (5 UL DNaze | i 75 pL pufera
DNA Digestion Buffer iz kompleta, prethodno pomijeSanih u zasebnoj mikroepruveti oslobodenoj od
RNaza). Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi, kolone sam dvaput isprala dodatkom 400 pL
otopine Direct-zol™ RNA PreWash i centrifugiranjem na 4 °C pri 13 000 xg 30 s. Zatim sam dodala 700
uL otopine RNA Wash Buffer na kolone i centrifugirala ih na 4 °C pri 13 000 xg 1 min kako bih uklonila
sav pufer. Kolonu s RNA sam prebacila u novu mikroepruvetu oslobodenu od RNaza te eluirala RNA
dodatkom 50 pL vode bez DNaza i RNaza (iz kompleta). Cisto¢u i koncentraciju uzoraka RNA izmjerila
sam koriste¢i uredaj NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, SAD).
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3.2.3. Reverzna transkripcija

Za reverznu transkripciju (RT) Koristila sam reverznu transkriptazu Superscript IV (Thermo Scientific,
SAD) prema uputama proizvodaca. Prvo sam napravila smjesu za prianjanje pocéetnica na RNA koja se
sastojala od pocetnica Oligo(dT)12-18, mjesavine ANTP, 5 pg prethodno izolirane RNA i H>O oslobodene od
nukleaza (Smjesa A, Tablica 1). Ukupni volumen Smjese A je iznosio 13 pL za jednu reakciju, kako bi
nakon mijesanja sa 7 uL Smjese B ukupni volumen RT reakcije iznosio 20 pL. Smjesu A sam promijesala
pipetiranjem, centrifugirala na 4 °C pri 10 000 xg 10 s, inkubirala 5 min na 65 °C u uredaju za PCR Applied
Biosystems PCR System 2700 te prebacila (minimalno 60 s) na led do dodavanja Smjese B.

Tablica 1. Sastav Smjese A za jednu reakciju RT.

Komponenta Volumen / pLL
pocetnice 50 uM Oligo(dT)12-18 1
10 mM dNTP mix 1
5 ug prethodno izolirane RNA do 11
H>0 oslobodena od nukleaza do 13

U zasebnoj mikroepruveti napravila sam reakcijsku smjesu za RT koja se sastojala od pufera SSIV
(SuperScript™ |V RT Reaction Buffer), DTT-a, reverzne transkriptaze i inhibitora RNaze (Smjesa B,
Tablica 2). Ukupni volumen Smjese B je iznosio 7 pL za jednu RT reakciju. Smjesu B sam promijesala
pipetiranjem, centrifugirala na 4 °C pri 10 000 xg 30 s, dodala u Smjesu A i inkubirala uzorke na 55 °C 10
minuta, a zatim na 80 °C 10 minuta kako bih inaktivirala enzim i zaustavila reakciju RT. Dobivenu cDNA
razrijedila sam 50 puta u vodi oslobodenoj od nukleaza kako bih postigla konacnu koncentraciju 5 ng/pL.

Razrijedenu cDNA sam pohranila u zamrzivaé na -20 °C do daljnje upotrebe.

Tablica 2. Sastav Smjese B volumena 7 pL za jednu reakciju RT.

Komponenta Volumen / pL
5 x SSIV pufer 4
100 mM DTT
RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor 1
SuperScript 1V reverzna transkriptaza (200 U/uL) 1
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3.24. Lancana reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (qPCR)

U istrazivanju sam analizirala relativnu ekspresiju gena za askorbat peroksidazu 1 (APX1), katalazu (CAT2),
lignin peroksidazu (LiP), peroksidazu povezanu sa suberinom (POPA), peroksidazu 12 (POX12),
lipooksigenazu 6 (LOXG6), jasmonil-L-izoleucin sintetazu (JAR1), i MYC2, lan¢anom reakcijom polimeraze
u stvarnom vremenu (qPCR). Ekspresija gena izraZena je kao promjena ekspresije u odnosu na referentni
gen Elongacijski faktor 1 (EF1) ¢ija uloga je da ispravi razlike u pocetnoj koncentraciji uzoraka.

Za analizu ekspresije navedenih gena koristila sam specificne pocetnice navedene u Tablici 3. Pripremila
sam reakcijsku smjesu koja se sastojala od otopine SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-
Rad, SAD), uzvodnih i nizvodnih pocetnica i destilirane vode oslobodene nukleaza (Tablica 4). Ukupni
volumen za jednu reakcijsku smjesu iznosio je 10 uL. Reakcijsku smjesu sam drzala na ledu do upotrebe.
Uzorke cDNA (5 ng/pL) sam prije upotrebe odledila i promijesala na tresilici. Na mikrotitarsku plocicu za
gPCR sam nanijela 8 pL reakcijske smjese (Tablica 4) i 2 uL cDNA uzorka pri ¢emu sam za svaki uzorak
nanijela tri tehnicke replike. Plo¢icu sam centrifugirala koriste¢i FastGene Plate Centrifuge (Nippon
Genetics, Njemacka). Reakcije gqPCR sam provodila u uredaju CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, SAD). Program se sastojao od kratke aktivacije polimeraze i poéetne denaturacije cDNA
(30 s na 95 °C), te 40 ciklusa denaturacije cDNA (10 s na 95 °C) i prianjanja pocetnica i elongacije (20 s
na 60 °C) (Tablica 5). Za analizu krivulje taljenja koristila sam jedan ciklus zagrijavanja brzine 0,1 °C/s uz
raspon temperatura od 65 do 95 °C.

Relativnu ekspresiju pojedinog gena odredila sam metodom 2*A°T (Livak i Schmittgen 2001) pomoéu
programa CFX Maestro v1.1 (Bio-Rad, SAD). Omjer zastupljenosti transkripata ciljnog gena i referentnog
gena EFal u inficiranim biljkama normalizirala sam u odnosu na pripadajucu neinficiranu i netretiranu
kontrolu. Vrijednost 22T poznata je i kao faktor promjene ekspresije gena (eng. fold change — fc) koji

opisuje kako je ekspresija gena od interesa promijenjena u odnosu na referentni gen.
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Tablica 3. Pocetnice koristene za RTQPCR analize ekspresije gena.

Duljina umnoZenog

1D gena (NCBI) Ime gena Naziv poetnice Nukleotidna sekvenca 5'-3 PCR produkta (pb)
APX-F* ACCAATTGGCTGGTGTTGTT
102586473 APX1 147
APX-R TCACAAACACGTCCCTCAAA
CAT-F* TGCCCTTCTATTGTGGTTCC
102577720 CAT2 144
CAT-R GATGAGCACACTTTGGAGGA
POD-F* CAGCAACCAAGGTATAATGTTT
102577694 POPA 140
POD-R CGCGGATGGAGGCAAGTCT
POX-lignin-F** ACGTAGAGATGTTCGAGCCG
102588050 LiP 200
POX-lignin-R CACCAGGGCACTCATTTTCC
POX12-F** CACAGAAGCTCAAAGGCCTG
102586327 POX12-like 179
POX12-R CACACCCCTGAACAAAGCAA
LOX6-F** TGTGTCACACCCTTCTTTTCTTC
102583480 LOX6 119
LOX6-R AAGTGGAGTGGATCTTGATTGAG
JAR1-F*** CCATTCAGTTCCCAGAAGATCACG
102578750 JAR1 115
JAR1-R TGGAGGCAGCAGCACAGC
MY C2-F** CGGCCCAATTTCAGCTTCAT
102590233 MYC2 112
MYC2-R GACCCTAATTCGAACACGCC
EF1-F**** TACTGGTGGTTTTGAAGCTG
544055 EFal 166
EF1-R AACTTCCTTCACGATTTCATCATA

* (Jiang i sur. 2020)

** pocetnice kreirane u LKB, IRB (neobjavljeno)
*** (Saubeau i sur. 2016)

**** (Exp6sito-Rodriguez i sur. 2008)

Tablica 4. Sastav jedne reakcijske smjese (10 uL) za analizu relativne ekspresije gena metodom qPCR.

Komponenta Volumen / pLL
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 5,0
(2%)
Uzvodne pocetnice (30 pmol/ pL) 0,05
Nizvodne pocetnice (30 pmol/ pL) 0,05

Destilirana voda oslobodena nukleaza 2,9




Tablica 5. Program koristen za analizu relativne ekspresije gena uredajem CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, SAD). Dodatno, za analizu krivulje taljenja koristila sam jedan ciklus
zagrijavanja brzine 0,1 °C/s uz raspon temperatura od 65 do 95 °C.

Temperatura/°C Vrijeme /s Broj ciklusa
Aktivacija polimeraze i
pocetna denaturacija 95 30 1
cDNA
Denaturacija cDNA 95 10
Prijanjanje pocetnica i 60 20 40
elongacija
3.2.5. Statisticka analiza

Rezultate dobivene izolacijom vodikova peroksida iz listova biljaka krumpira sam statisticki obradila
programom XLSTAT u sklopu programa Microsoft Excel Duncanovim testom visestrukih raspona (eng.
Duncan'’s Multiple Range Test, DMRT) i analizom varijance (ANOVA). Za odredivanje znacajnosti utjecaja
pretretmana MeJA na gensku ekspresiju u inficiranim biljkama sam koristila Studentov t-test. Statisti¢ki

znaCajnima smatrala sam rezultate pri p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Sadrzaj H202 u listovima biljaka krumpira zaraZenim viroidom PSTVd, u

ovisnosti o pretretmanu s MeJA

Za odredivanje u¢inka infekcije viroidom PSTVd i pretretmana s MeJA na nakupljanje ROS u listovima
krumpira, izmjerila sam sadrzaj H.O; u svjezem tkivu listova neinficiranih netretiranih biljaka (MO),
inficiranih netretiranih biljaka (INFO), neinficiranih biljaka pretretiranih s MeJA (MT) i inficiranih biljaka
pretretiranih s MeJA (INFT) (Slika 4). Sadrzaj H,O izmjeren je u neozlijedenim listovima koji su se nalazili
neposredno iznad inokuliranih listova.

U biljkama divljeg tipa (WT), razina H-O; je porasla nakon infekcije (WTINFO0) u odnosu na zdrave biljke
(WTMO) u svim promatranim vremenskim to¢kama: 2, 4 i 6 tjedana nakon inokulacije (eng. weeks post
inoculation, wpi), pri ¢emu je navedeni porast bio statisticki znacajan u 4. i 6. wpi (Slika 4a). Inficirane
biljke pretretirane s MeJA (WTINFT) u usporedbi s biljkama WTMO imale su znac¢ajno vise H.0, u 2. i 4.
wpi, dok je u 6. wpi sadrzaj H.O> u ove dvije skupine bio priblizno jednak. Tretman s MeJA prije infekcije,
u biljkama WT (WTINFT) rezultirao je porastom sadrzaja H,O, u ranoj (2. wpi), a smanjenjem u kasnoj (6.
wpi) fazi infekcije, u odnosu na netretirane inficirane biljke (WTINFO). Usporedbom neinficiranih biljaka
WT pretretiranih s MeJA (WTMT) s WTMO, uoceno je da je sadrzaj H.O, porastao u WTMT u 2. wpi, a
smanjio se u 6. wpi, $to je sli¢no ucinku pretretmana s MeJA na inficirane biljke (usporedba WTINFT s
WTINFO).

Infekcija viroidom u JA-deficijentnim biljkama linije opr3 (A3INFO) smanjila je razinu H,O, u 2., i posebice
6. wpi, a povecala u 4. wpi, u usporedbi s neinficiranim biljkama (A3MO) (Slika 4b). Inficirane biljke
pretretirane s MeJA (A3INFT) imale su povecan sadrzaj H.O- u odnosu na A3MO u 2. wpi, a u 4. i 6. wpi
sadrzaj H,O, u A3INFT i A3MO bio je jednak. Pretretman s MeJA u inficiranim JA-deficijentnim biljkama
uzrokovao je nakupljanje H-O. u 2. i 6. wpi, a smanjenje sadrzaja H,O, u 4. wpi, u odnosu na netretirane
inficirane JA-deficijentne biljke (usporedba A3INFT s A3INFO), sto je uo¢eno i u neinficiranim biljkama
tretiranim s MeJA (usporedba ASMT s A3MO).

Infekcija i pretretman s MeJA u JA-neosjetljivoj biljnoj liniji X5 s utiSanim genom COI1 nisu imali
statisticki znaCajan utjecaj na sadrzaj H>O2 u 2. i 4. wpi, iako se mogao uociti blagi porast sadrzaja H>O,
nakon infekcije (usporedba X5INFO s X5MO0) i smanjenje sadrzaja H>O> u inficiranim biljkama
pretretiranim s MeJA (usporedba X5INFT s X5INFO) (Slika 4c). Sli¢no je uoceno i u 6. wpi, uz statisticki
znacajnu razliku. Rezultati sugeriraju da unato¢ slaboj osjetljivosti biljaka coil na JA, egzogeno dodan
MeJA izaziva smanjenje sadrzaja H.O. u inficiranim biljkama coil, posebice u kasnoj fazi infekcije.
Ukratko, rezultati ukazuju na to da infekcija viroidom ima specifi¢an u¢inak na nakupljanje H2O- u ovisnosti

o endogenom sadrzaju JA i funkcionalnosti JA-posredovanog signalnog puta (Slika 4). Inficirane JA-
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deficijentne i JA-neosjetljive biljke imale su veéi sadrzaj H>O, u 4. odnosno 6. wpi, u odnosu na inficirane
biljke WT. Pretretman s MeJA izazvao je porast sadrzaja H,O; u ranoj fazi infekcije WT i JA-deficijentnih
biljaka, te smanjenje sadrzaja HO, u WT i JA-neosjetljivim biljkama u kasnoj fazi infekcije, $to ukazuje i

na razli¢it u¢inak MeJA u razli¢itim fazama infekcije.
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Slika 4. U¢inak MeJA na nakupljanje H>O» u biljkama krumpira inficiranim viroidom PSTVd. Sadrzaj H.O, u
listovima krumpira divljeg tipa (WT) (a), opr3 biljkama (linija A3) (b) i coil biljkama (linija X5) (c) odreden je 2., 4.
i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd ili H,O (mock-kontrolne biljke). Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran
s 1 mM MeJA, a dio s H2O. Prikazane su srednje vrijednosti tri do Cetiri bioloske replike + standardna pogreska (SE).
Statisti¢ki znacajne razlike prikazane su razli¢itim slovima prema Tukey testu (p<0,05). wpi — tjedan nakon inokulacije
(eng. weeks post inoculation), M — neinficirane biljke (mock-kontrolne biljke), INF — biljke inficirane viroidom
PSTVd, 0 — netretirane biljke, T — biljke pretretirane MeJA.
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4.2.  Analiza ekspresije gena
4.2.1. Ekspresija gena u biljkama divljeg tipa

U biljkama divljeg tipa inficiranim viroidom PSTVd (WTINFO), ekspresija gena za askorbat peroksidazu
(APX1) bila je blago pojac¢ana u 2. wpi u odnosu na zdrave biljke divljeg tipa (WTMO), dok je u 4. i 6. wpi
ekspresija APX1 bila priblizno jednaka u inficiranim i neinficiranim biljkama (Slika 14a). Pretretman s
MeJA u inficiranim biljkama WT (WTINFT) pojacao je ekspresiju APX1 u 2. wpi, nakon ¢ega je ekspresija
gena APX1 opala u 4. i 6. wpi, iako je i dalje bila pojacana u odnosu na WTMO (Slika 14a), a sli¢no je
uoceno i usporedbom WTINFT s WTINFO (Slika 5a). Rezultati sugeriraju pojacanu antioksidacijsku
aktivnost u WTINFT u odnosu na WTINFO u 2. i 4. wpi. Pretretman s MeJA u neinficiranim biljkama WT
(WTMT) u odnosu na WTMO je pojacao ekspresiju APX1 samo u drugom tjednu nakon inokulacije (Slika
14a).

Ekspresija gena za katalazu (CAT2) u WTINFO je bila jednaka u 2. wpi, pojac¢ana u 4. wpi, a Smanjena u 6.
wpi u odnosu na WTMO (Slika 14a). Tretman s MeJA prije infekcije je smanjio ekspresiju gena CAT2 u
inficiranim biljkama u 4. wpi, a nije imao znacajniji uc¢inak na ekspresiju CAT2 u 2. i 6. wpi (usporedba
WTINFT s WTINFO) (Slika 5b). Pretretman zdravih biljaka s MeJA (WTMT) bio je povezan s pojaéanom
ekspresijom CAT2 u odnosu na WTMO u 2. wpi (Slika 14a). Razli¢iti obrasci ekspresije gena CAT2 u
inficiranim i neinficiranim biljkama tretiranim s MeJA (usporedba WTINFT s WTINFO i WTMT s WTMO,
Slika 14a) ukazuju na to da JA sudjeluje u regulaciji ekspresije gena CAT2 tijekom infekcije.
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Slika 5. Relativna ekspresija gena za antioksidacijske enzime APX1 (a) i CAT2 (b) u listovima krumpira divljeg tipa
(WT). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd. Prije inokulacije,
dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H,0O. Relativna ekspresija gena izraunata je metodom 222V, Vrijednosti
za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu EFla i pripadajucoj kontroli mock kojoj je
umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl. fold change) tri bioloske replike
(xSE). wpi — tjedan nakon inokulacije (eng. weeks post inoculation), M — neinficirane biljke (mock-kontrolne biljke),
INF — biljke inficirane viroidom PSTVd, 0 — netretirane, MeJA — pretretirane metil jasmonatom. * oznacava razinu
statistiCke znacajnosti dobivenu t-testom (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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Ekspresija gena za peroksidazu povezanu sa suberinom (POPA) nakon infekcije biljaka WT bila je nesto
smanjena u 2. wpi, a pojacana u 4. i 6. wpi, u odnosu na biljke WTMO (Slika 6a). Suprotno tome, biljke
WTINFT su pojac¢ano eksprimirale POPA u 2. i 6. wpi, a slabije u 4. wpi, u odnosu na biljke WTMO.
Tretman s MeJA prije infekcije je u inficiranim biljkama uzrokovao pojacanu ekspresiju POPA u 2. wpi uz
smanjenje u 4. wpi, dok u 6. wpi pretretman s MeJA nije imao utjecaj na ekspresiju gena POPA (usporedba
WTINFT s WTINFOQ, Slika 6a). U neinficiranim biljkama pretretman s MeJA nije imao utjecaj na ekspresiju
gena POPA (usporedba WTMT s WTMO) (Slika 14a).

Infekcija viroidom inducirala je pojacanu ekspresiju gena LiP u biljkama WT u svim ispitanim vremenskim
tockama (usporedba WTINFO s WTMO), a ekspresija gena LiP bila je najjaca u ranoj fazi infekcije i opadala
je s vremenom (Slika 6b). Slicna promjena u profilu ekspresije LiP je uo¢ena u WTINFT u odnosu na biljke
WTMO, iako je ekspresija LiP bila jaca u biljkama WTINFO nego u WTINFT, §to ukazuje na to da
pretretman s MeJA smanjuje ekspresiju gena LiP u biljkama krumpira divljeg tipa inficiranim viroidom
PSTVd. Sli¢no biljkama WTINFT, biljke WTMT su u pocetnim fazama infekcije (2. i 4. wpi) imale
pojacanu, a u 6. wpi smanjenu ekspresiju gena LiP, u odnosu na biljke WTMO (Slika 14a).

Ekspresija gena za peroksidazu 12 (POX12) u inficiranim biljkama WT rasla je s vremenom bez obzira na
pretretman s MeJA, ali je relativna ekspresija bila nesto jata u WTINFO nego u WTINFT, u odnosu na
WTMO (Slika 6¢). Aktivacija gena POX12 u inficiranim biljkama WT u skladu je s povecanjem sadrzaja
H20: u kasnijim tjednima infekcije (4. i 6. wpi) (usporedba WTINFO s WTMO, Slika 4a). Pretretman s
MeJA je u inficiranim i neinficiranim biljkama WT rezultirao smanjenjem ekspresije gena POX12, u odnosu
na WTMO (usporedba WTINFT s WTINFO, Slika 6¢ i WTMT s WTMO, Slika 14a).
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Slika 6. Relativna ekspresija gena za peroksidaze klase I11: POPA (a) LiP (b) i POX12 (c) u listovima krumpira divljeg
tipa (WT). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd. Prije inokulacije,
dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H2O. Relativna ekspresija gena izradunata je metodom 2622¢0. Vrijednosti
za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referenthom genu EFlo i pripadajucoj kontroli mock kojoj je
umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl. fold change) tri bioloske replike
(£SE). Opis kratica kao na Slici 5.

Gen za lipooksigenazu 6 (LOX6), koja je ukljuéena u pocetne korake biosinteze JA, bio je najjace
eksprimiran u 2. wpi u WTINFO nakon ¢ega ekspresija opala u 4. i 6. wpi (Slika 7a). Ekspresija gena LOX6
u biljkama WTINFT je bila pojacana u odnosu na WTMO u 2. i 6. wpi. Inficirane biljke pretretirane s MeJA
imale su slabiju ekspresiju gena LOX6 u 2. i 4. wpi, ali ne u 6. wpi (WTINFT u odnosu na WTINFO, Slika
7a). Pretretman s MeJA u zdravim biljkama uzrokovao je poja¢anu ekspresiju gena LOX6 u 2. wpi i
smanjenu ekspresiju u 4. i 6. wpi, u odnosu na WTMO (Slika 14a).

Ekspresija gena JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1) za jasmonil-L-izoleucin sintetazu koja konvertira JA
u JA-lle, bila je najjaca u pocetnim fazama infekcije i opadala je s vremenom u odnosu na WTMO (Slika
7b). Sli¢no tome, pad ekspresije JARL uocen je i u WTINFT u odnosu na WTMO. Ipak, WTINFT je imao
upola slabiju ekspresiju gena JAR1 u odnosu na WTINFO u 2. wpi (Slika 7b), $to sugerira da pretretman s

MeJA ima negativan u¢inak na ekspresiju gena JAR1 u ranoj fazi infekcije biljaka WT.
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Sliéno kao LOX6 i JARL, gen MYC2 je bio jace eksprimiran u poéetnoj fazi infekcije (2. wpi), neovisno o
pretretmanu s MeJA (Slika 7¢). Medutim, u 4. i 6. wpi, ekspresija MYC2 bila je znatno slabija u WTINFT
u odnosu na biljke WTMO i WTINFO (Slika 7c). Pretretman s MeJA uzrokovao je smanjenu ekspresiju gena
MYC2 i u neinficiranim biljkama (usporedba WTMT s WTMO) u 4. i 6. wpi (Slika 14a).
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Slika 7. Relativna ekspresija gena za enzime uklju¢ene u biosintezu JA - LOX6 (a) i JAR1 (b), te prijenos signala u
kojem sudjeluje JA - MYC2 (c) u listovima krumpira divljeg tipa (WT). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i
6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H0.
Relativna ekspresija gena izracunata je metodom 2(4A%Y, Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su
prema referentnom genu EF [« i pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane
su srednje vrijednosti fc (engl. fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao na Slici 5.

4.2.2. Ekspresija gena u JA-deficijentnoj liniji opr3

U JA-deficijentnim biljkama opr3 (linija A3), ekspresija gena APX1 bila je pojacana u inficiranim biljkama
(A3INFQ) u odnosu na zdrave biljke (A3MO0) u 6. wpi. U inficiranim biljkama pretretiranim s MeJA
(A3INFT), ekspresija gena APX1 bila je jaca nego u biljkama A3MO u svim promatranim vremenskim
tockama. Pretretman s MeJA pojacao je ekspresiju APX1 u tretiranim u odnosu na netretirane inficirane JA-

deficijentne biljke u 2. i 4. wpi, no bez statisticke znac¢ajnosti (A3INFT u usporedbi s A3INFO, Slika 8a,
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14b). Pretretman s MeJA blago je pojacao ekspresiju APX1 u zdravim biljkama linije A3 u 2. wpi (usporedba
A3MT s A3MO, Slika 14b).

Infekcija viroidom PSTVd pojacala je ekspresiju gena CAT2 samo u 6. wpi (usporedba A3INFO s A3MO,
Slika 8b), §to je u skladu s rezultatima analize sadrzaja H.O. prema kojima je u Sestom tjednu sadrzaj H.O-
bio znac¢ajno manyji u biljkama A3INFO nego u A3MO (Slika 4b). U biljkama A3INFT, ekspresija gena CAT2
je bilajaca u 4. wpi u odnosu na A3MO. Pretretman s MeJA je blago pojacao relativnu ekspresiju gena CAT2
u 4. wpi, a smanjio u 6. wpi u A3INFT u odnosu na A3INFO, normalizirano prema A3MO (Slika 8b).
Pretretman s MeJA pojacao je ekspresiju CAT2 u zdravim biljkama A3 u 2. wpi (usporedba A3MT s A3MO,
Slika 14b), sli¢no kao i ekspresiju gena APX1.

=z

a) APX1

1l Iil o
) = N

ASINFO ASINFT A3INFO A3INFT

CATZ2

w
=]
o

T & L,
n B o

n =

Relativna ekspresija gena
[ I T I

Relativna ekspresija gena

= o b
= n o

2wpi mdwpi m6wpi 2wpi m4dwpi mEwpi

Slika 8. Relativna ekspresija gena za antioksidacijske enzime: APX1 (a) CAT2 (b) u listovima krumpira JA-
deficijentnih opr3 biljaka (linija A3). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom
PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H20. Relativna ekspresija gena izraunata je
metodom 2(2ACY. Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu EFla i
pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl.
fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao na Slici 5.

Infekcija viroidom pojacala je ekspresiju gena POPA i LiP u A3INFO u odnosu na A3MO u 6. wpi (Slika
9a, b), sto sugerira aktivaciju procesa suberinizacije i lignifikacije u kasnijim fazama infekcije u JA-
deficijentnim biljkama. Pretretman s MeJA potaknuo je ekspresiju gena POPA i LiP u u inficiranim JA-
deficijentnim biljkama u 4. wpi, a smanjio u 6. wpi. Izgleda da je pretretman s MeJA povezan s ranijom
aktivacijom ekspresije gena POPA i LiP u tretiranim u odnosu na netretirane inficirane biljke A3 (usporedba
A3INFT s A3INFO, Slika 9a, b). Pretretman s MeJA u neinficiranim biljkama A3 inducirao je pojacanu
ekspresiju gena POPA ve¢ u 2. wpi, a gena LiP u 6. wpi, §to ukazuje na pozitivan u¢inak MeJA na aktivaciju
gena POPA i LiP u JA-deficijentnim biljkama (usporedba A3MT s A3MO, Slika 14b).

Nadalje, infekcija s PSTVd u JA-deficijentnim opr3 biljkama rezultirala je pojacanom ekspresijom gena
POX12 u kasnijim fazama infekcije (6. wpi) (usporedba A3INFO s A3MO, Slika 9c), sto je u skladu s
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pojacanom ekspresijom ostalih ispitanih POX gena (POPA i LiP) (Slika 14b). Pretretman s MeJA u
inficiranim JA-deficijentnim biljkama rezultirao je ranijom (4. wpi) aktivacijom gena POX12 (usporedba
A3INFT s A3INFO, Slika 9c, 14b). Osim toga, pretretman s MeJA u neinficiranim biljkama linije A3
(A3MT) potaknuo je raniju (2. wpi) ekspresiju gena POX12 u odnosu na A3SMO (Slika 14b), sto sugerira

bitno razli¢itu dinamiku ekspresije gena POX12 u ovisnosti o infekciji s PSTVd.
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Slika 9. Relativna ekspresija gena za peroksidaze klase I11: POPA (a) LiP (b) i POX12 (c) u listovima krumpira JA-
deficijentnih opr3 biljaka (linija A3). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom
PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H20. Relativna ekspresija gena izraunata je
metodom 2(2ACY. Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu EFla i
pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl.
fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao na Slici 5.

Gen LOX6 je bio jace eksprimiran u tretiranim i netretiranim inficiranim JA-deficijentnim biljkama
(A3INFO i A3INFT) u odnosu na A3MO, u svim promatranim vremenskim tockama (Slika 10a). Ekspresija
gena LOX6 u A3INFO bila je najvisa u 6. wpi, a u A3INFT u 4. wpi, $to sugerira da pretretman s MeJA
potice raniju aktivaciju gena LOX6 u inficiranim JA-deficijentnim biljkama. Medutim, intenzitet ekspresije
LOX6 bio je slabiji u pretretiranim inficiranim u odnosu na netretirane inficirane biljke A3 (usporedba
A3INFT s A3INFO, Slika 10a). K tome, sdm pretretman s MeJA je blago povecao ekspresiju LOX6 u
neinficiranim biljkama A3 samo u 2. wpi (usporedba A3SMT s A3MO, Slika 14b), sto ide u prilog

pretpostavci da infekcija znacajno pridonosi aktivaciji ekspresije LOX6 u 4. 1 6. wpi.
25



Gen JARL je bio jace eksprimiran u inficiranim JA-deficijentnim opr3 biljkama (A3INFO) u odnosu na
neinficirane biljke A3MO, u svim promatranim vremenskim to¢kama, a najjace u 2. wpi (Slika 10b). S
vremenom je ekspresija gena JAR1 u biljkama A3INFO bila sve slabija, iako ve¢a u odnosu na biljke A3MO.
Egzogeni tretman s MeJA smanijio je ekspresiju JARL u inficiranim biljkama opr3 u odnosu na netretirane
inficirane biljke (usporedba A3INFT s A3INFO0) u 2. i 6. wpi, a pojacao ekspresiju u 4. wpi (Slika 10b, 14b).
Inficirane JA-deficijentne biljke pojacano su eksprimirale gen MYC2 u svim promatranim vremenskim
tockama u odnosu na A3MO, a najjace u 6. wpi (usporedba A3INFO s A3SMO, Slika 14b). Inficirane biljke
linije opr3 pretretirane s MeJA su u pocetnoj fazi infekcije imale jednaku ekspresiju gena MYC2 kao i
netretirane inficirane biljke opr3, dok je u kasnijim fazama infekcije (4. i 6. wpi) ekspresija MYC2 bila
slabija u biljkama A3INFT u odnosu na A3INFO (Slika 10c).

LOX6 JAR1
16 5.0 =
a) b) f 1
14 45 I
€1 g0
& & 35
L L3
" FED
g8 5§25
w v 20
P © 2,0
s° £
2, B
£ I & 10 1
: ] ol ™ 5 ]
A3INFO A3INFT A3INFO A3INFT
2wpi E4wpi EEwpi 2wpi B4wpi WG wpi
MYC2
C) 45
4,0
235
&
® 30
& 25
w20
E I 1
215
=
10
05
0,0
A3INFO ASINFT

2wpi mdwpi m6wpi

Slika 10. Relativna ekspresija gena za enzime ukljucene u biosintezu JA - LOX6 (a) i JAR1 (b), te prijenos signala u
kojem sudjeluje JA - MYC2 (c) u listovima krumpira JA-deficijentnih opr3 biljaka (linija A3). Relativna ekspresija
gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM
MeJA, a dio s H,0. Relativna ekspresija gena izraGunata je metodom 222%). Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena
normalizirane su prema referentnom genu EFlo i pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA
inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (eng. fold change) tri bioloske replike (£SE). Opis kratica kao na
Slici 5.
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4.2.3. Ekspresija gena u JA-neosjetljivoj liniji coil

Infekcija s PSTVd je u JA-neosjetljivim biljkama coil (linija X5) rezultirala slabijom ekspresijom gena
APX1 u odnosu na zdrave biljke (X5M0) u 2. i 4. wpi, dok je u 6. wpi ekspresija APX1 bila skoro jednaka
u inficiranim i neinficiranim biljkama (usporedba X5INFO s X5MO, Slika 14c). Pretretman s MeJA u
inficiranim biljkama coil (X5INFT) uzrokovao je blagi porast ekspresije gena APX1 u odnosu na X5INFO
samo u 2. wpi (Slika 11a).

Gen CAT2 je u biljkama X5INFO bio jednoliko eksprimiran u svim vremenskim tockama, ali slabije u
odnosu na biljke X5MO (Slika 14c). Ekspresija gena CAT2 se u inficiranim biljkama nije promijenila nakon
egzogenog pretretmana s MeJA (usporedba X5INFT s X5INFO, Slika 11b).
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Slika 11. Relativna ekspresija gena za antioksidacijske enzime: APX1 (a) CAT2 (b) u listovima krumpira JA-
neosjetljivih coil biljaka (linija X5). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom
PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H,O. Relativna ekspresija gena izraunata je
metodom 2(22CY Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu EFlo i
pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl.
fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao na Slici 5.

Ekspresija gena POPA je bila slabija u X5INFO u odnosu na X5MO u svim promatranim vremenskim
tockama, posebice u 4. i 6. wpi (Slika 14c). Nakon pretretmana s MeJA, ekspresija gena POPA blago je
pojacana u inficiranim biljkama u 4. i 6. wpi (usporedba X5INFT s X5INFO0, Slika 12a), ali je i dalje bila
slabija nego u biljkama X5MO0.

Gen LiP je bio slabije eksprimiran u inficiranim u odnosu na neinficirane biljke coil (usporedba X5INFO s
X5MO, Slika 14c). Inficirane biljke pretretirane s MeJA su imale poja¢anu ekspresiju gena LiP (usporedba
X5INFT s X5INFO, Slika 12b), no ona je i dalje bila slabija od ekspresije LiP u X5M0 biljkama. Ekspresija
LiP u X5MT bila je ja¢a u odnosu na X5M0 samo u 6. wpi (Slika 14c), $to sugerira da infekcija viroidom

oslabljuje ekspresiju LiP u biljkama coil.
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Ekspresija gena POX12 bila je najjaca u inficiranim biljkama coil u 6. wpi, neovisno o pretretmanu s MeJA
(Slika 14c). Zanimljivo, sadrzaj H-O- je takoder veéi u 6. wpi u odnosu na 2. i 4. wpi u biljkama X5INFO
(Slika 4c). Ekspresija POX12 u tretiranim i netretiranim inficiranim biljkama coil bila je jednaka u 2. i 4.
wpi, ali je smanjenje ekspresije POX12 uo¢eno u 6. wpi u X5INFT u odnosu ha X5INFO (Slika 12c). U
tretiranim neinficiranim biljkama coil nije bilo promjene u ekspresiji gena POX12 (usporedba X5MT s
X5MO, Slika 14c), sto sugerira da je gen POX12 uklju¢en u odgovor na infekciju, neovisno o tretmanu s
MeJA. Takoder, rezultati upuéuju na to da je aktivacija gena POX12 izazvana infekcijom jaca u JA-
neosjetljivim biljkama nego u biljkama WT, u odnosu na njihove odgovarajuce kontrole (Slika 143, c).
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Slika 12. Relativna ekspresija gena za peroksidaze klase I11: POPA (a) LiP (b) i POX12 (c) u listovima krumpira JA-
neosjetljivih coil biljaka (linija X5). Relativna ekspresija gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom
PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H>O. Relativna ekspresija gena izracunata je
metodom 2(24CY, Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu EFlo i
pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl.
fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao na Slici 5.

Inficirane biljke coil su jace eksprimirale gen LOX6 u 2. i 4. wpi, ali slabije u 6. wpi u odnosu na neinficirane
biljke (usporedba X5INFO s X5MO0 i X5INFT s X5MO, Slika 14c). Pretretman s MeJA je blago pojacao
ekspresiju gena LOX6 u inficiranim biljkama linije coil (usporedba X5INFT s X5INFO, Slika 13a). Sli¢no
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je uoeno i u tretiranim neinficiranim biljkama X5MT, koje su takoder poja¢ano eksprimirale LOX6 u
odnosu na netretirane neinficirane biljke (usporedba X5MT s X5MQ, Slika 14c). Medutim, ekspresija gena
LOX6 u X5MT je jacala s vremenom, $to je suprotno od rane aktivacije ekspresije LOX6 u inficiranim
biljkama X5INFO 1 XSINFT. Ovi rezultati ukazuju na to da infekcija doprinosi pojacanoj ekspresiji gena
LOX6 u biljkama coil, neovisno o pretretmanu s MeJA. Sli¢an obrazac ekspresije uocen je i za gen JAR1 U
biljkama coil (Slika 14c).

U JA-neosjetljivim biljkama linije coil, pojacana ekspresija gena MYC2 uocena je u 4. i 6. wpi (usporedba
X5INFO s X5MO0, Slika 14c). Pretretman s MeJA nije imao znacajan utjecaj na ekspresiju gena MYC2 u
inficiranim JA-neosjetljivim biljkama (usporedba X5INFT s X5INFO, Slika 13c).
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Slika 13. Relativna ekspresija gena za enzime ukljuéene u biosintezu JA - LOX6 (a) i JAR1 (b), te prijenos signala u
kojem sudjeluje JA - MYC2 (c) u listovima krumpira JA-neosjetljivih coil biljaka (linija X5). Relativna ekspresija
gena odredena je 2., 4. i 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd. Prije inokulacije, dio biljaka je tretiran s 1 mM
MeJA, a dio s H-O. Relativna ekspresija gena izradunata je metodom 2440, Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena
normalizirane su prema referentnom genu EFlo i pripadajucoj kontroli mock kojoj je umjesto viroidne RNA
inokulirana voda. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl. fold change) tri bioloske replike (+SE). Opis kratica kao
na Slici 5.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da inficirane JA-neosjetljive biljke linije coil u usporedbi s neinficiranim

biljkama slabije eksprimiraju gene za antioksidacijske enzime APX1 i CAT2 te peroksidaze klase I11 (POPA
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i LiP). Suprotno tome, inficirane u odnosu na neinficirane biljke linije coil pojacano eksprimiraju gen
POX12. Ekspresija gena za biosintezu JA (LOX6) i prijenos signala posredovan JA (MYC2) je bila blago

pojacana u inficiranim u odnosu na neinficirane biljke coil.

Sazet prikaz promjene ekspresije gena u sve tri linije u ovisnosti o infekciji s PSTVd i pretretmanu s MeJA
dan je u Slici 14. Rezultati ukazuju na to da infekcija viroidom PSTVd u biljkama WT rezultira aktivacijom
antioksidacijskog odgovora u kojem sudjeluje JA. U JA-deficijentnim biljkama linije opr3, infekcija aktivira
antioksidacijski odgovor, kao i poja¢anu ekspresiju gena POX i gena ukljucenih u biosintezu JA i prijenos
signala u kojem sudjeluje JA. Nakon pretretmana s MeJA, ekspresija svih promatranih gena je ranije
aktivirana, u tretiranim inficiranim u odnosu na netretirane inficirane biljke linije opr3. U inficiranim JA-
neosjetljivim biljkama coil, ekspresija gena za antioksidacijske enzime i gena povezanih s odgovorom na

JA je u vecini slucajeva bila smanjena.
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Slika 14. Ucinak MeJA na relativnu ekspresiju gena APX1, CAT2, POPA, LiP, POX12, LOX6, JAR1 i MYC2 u
listovima krumpira: divlji tip (WT) (a) opr3 (linija A3) (b) i coil (linija X5) (c). Relativna ekspresija gena odredena je
2., 4.1 6. tjedan nakon inokulacije viroidom PSTVd ili H,O (mock-kontrolne biljke). Prije inokulacije, dio biljaka je
tretiran s 1 mM MeJA, a dio s H,0. Relativna ekspresija gena izradunata je metodom 2624CY pomocu programa CFX
Maestro v1.1 (Bio-Rad, SAD). Vrijednosti za relativnu ekspresiju gena normalizirane su prema referentnom genu
EFlo i pripadajucoj kontroli mock. Prikazane su srednje vrijednosti fc (engl. fold change) tri bioloske replike (+SE).
Opis kratica kao na Slici 5.
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5. RASPRAVA

Infekcija viroidima povezana je s nakupljanjem ROS i aktivacijom gena ukljucenih u obranu biljke,
ukljucuju¢i PR-proteine i peroksidaze (Zheng i sur. 2017). Osim toga, infekcija viroidima uzrokuje
promjene u biosintezi i metabolizmu nekih biljnih hormona, ukljuuju¢i JA (Joubert i sur. 2022). Uloga JA
u odgovoru na infekciju patogenim organizmom je visestruka. JA sudjeluje u regulaciji ekspresije gena za
biosintezu 1 metabolizam obrambenih sekundarnih metabolita, kao i gena ukljucenih u proizvodnju ali i
eliminaciju ROS, §to rezultira promjenom redoks stanja u biljci i odgovorom biljke na stresne uvjete (Du i
sur. 2021). U ranijem istrazivanju interakcije krumpira i viroida PSTVd pokazano je da inficirane biljke s
razvijenim simptomima nakupljaju vece koli¢ine JA i H20. u odnosu na zdrave biljke (Milanovi¢ i sur.
2019a), sto ukazuje na moguénost da JA sudjeluje u regulaciji nakupljanja H>O. u odgovoru na infekciju s
PSTVd. U ovom radu istrazila sam u¢inak infekcije viroidom PSTVd na dinamiku promjene u sadrZzaju
H20; i ekspresiji gena za antioksidacijske enzime u sistemski inficiranim listovima krumpira, u ovisnosti o
endogenom sadrzaju JA i egzogenom tretmanu s MeJA. Analize su napravljene u tri vremenske tocke (2.,

4.16.wpi).

5.1. U biljkama divljeg tipa infekcija s PSTVd uzrokuje nakupljanje H202 u kasnijim

fazama infekcije, a tretman s MeJA smanjuje sadrzaj H202

Funkcija H202 u bioti¢kom stresu ovisi o vrsti patogena i biljke domacina, ali uspjeSan imunosni odgovor
biljaka na infekciju biotrofnim patogenima ukljucuje nakupljanje H.O. (Almagro i sur. 2009). Proizvedeni
H>0, moze imati razne funkcije u biljci, ukljucujuéi izravno antimikrobno djelovanje ili signalnu ulogu pri
¢emu se induciraju antioksidacijski i ostali obrambeni odgovori (Jermy 2012). U ovom istraZivanju,
infekcija viroidom PSTVd u biljkama divljeg tipa (WT) izazvala je nakupljanje H.O- u listovima u 2., 4. i
6. wpi, §to ukazuje na to da infekcija viroidom PSTVd u biljkama krumpira izaziva oksidacijski stres.

Ovi rezultati u skladu su s rezultatima ranijeg istrazivanja interakcije krumpira i viroida PSTVd (Milanovié¢
i sur. 2019a). Rezultati mog istrazivanja u skladu su i s rezultatima istrazivanja utjecaja infekcije viroidima
na nakupljanje H-O- u drugim biljnim vrstama. Infekcija rajéice viroidom PSTVd rezultirala je aktivacijom
gena ukljucenih u biosintezu H20> (Zheng i sur. 2017). U istrazivanju koje su proveli Wigsyk i sur. (2018)
uoceno je da u rajéici ROS, ¢ije je nakupljanje uzrokovano infekcijom viroidom PSTVd, mogu uzrokovati
ostecenja klorofila i kloroplasta. Moguce je da je povecan sadrzaj ROS u sistemski inficiranim listovima
krumpira zaraZenog s PSTVd povezan s razvojem simptoma kao Sto su razgradnja klorofila i Zu¢enje listova,
s obzirom na to da su kloroplasti vazna mjesta sinteze H.O (Hasanuzzaman i sur. 2020), no analiza klorofila

nije provedena u ovom istrazivanju.

32



Dinamika nakupljanja H20- u stresnim uvjetima ovisi o eksperimentalnom sustavu kao i 0 vrsti patogena.
U istrazivanju koje su proveli S&nchez-Rojo i sur. (2011), infekcija krumpira fitoplazmama uzrokovala je
nakupljanje H»O, u pocetnim fazama infekcije, $to je rezultiralo boljom tolerancijom infekcije.
Istrazivanjem uéinka infekcije Y virusa krumpira (eng. Potato virus Y, PVY) na biljke krumpira, uoceno je
da je ekspresija gena ukljucenih u antioksidacijske aktivnosti bila smanjena u pocetnim fazama infekcije 1
povecala se u kasnijim fazama Sto ukazuje na to da se u krumpiru za vrijeme virusne infekcije ROS
nakupljaju u pocetnim fazama infekcije, a u kasnijim fazama se uklanjaju aktivacijom antioksidacijskih
enzima (Kogovsek i sur. 2016). Navedeno je u skladu s rezultatima mog istrazivanja, iako je porast H,O, u
listovima krumpira inficiranog s PSTVd mjerljiv u tjednima, a ne u danima kao $to je slu¢aj u krumpiru
inficiranom virusima i fitoplazmama. Treba napomenuti da je dinamika Sirenja navedenih patogena u
krumpiru bitno razli€ita, §to se odrazava na vrijeme aktivacije obrambenih odgovora.

Poznato je da su jasmonati usko povezani s aktivacijom signalnih puteva u kojima sudjeluju ROS (Yu i sur.
2019). Utjecajem na reprogramiranje genske ekspresije i nakupljanje antioksidacijskih molekula, MeJA
sudjeluje u regulaciji nakupljanja ROS i omogucava prilagodbu biljaka na stresne uvjete ukljucujuéi i
obranu od patogenih organizama. Pretretman s 1 mM MeJA je u biljkama krumpira WT inficiranim s PSTVd
povecao sadrzaj H.O, u 2. wpi, a smanjio sadrzaj H,O, u 6. wpi $to ukazuje na to da primijenjena
koncentracija MeJA u kratkom vremenskom periodu nakon tretmana povecava, ali dugoroéno (6. wpi)
smanjuje oksidacijski stres i aktivira antioksidacijski odgovor u inficiranim biljkama krumpira u odnosu na
netretirane inficirane biljke. Sam tretman s MeJA nije imao u¢inak na sadrzaj H,O. u neinficiranim biljkama
krumpira, $to ukazuje na potencijal MeJA da regulira antioksidacijski odgovor u krumpiru inficiranom
viroidom PSTVd. Sli¢no, HOnig i sur. (2023) su pokazali da su biljke raj¢ice inficirane patogenom
Rhizoctonia solani imale smanjenu proizvodnju ROS, ako su bile tretirane s MeJA. Nadalje, u rajéici je
pretretman s MeJA uzrokovao promjene u regulaciji proizvodnje ROS i smanjio lezije truleZi uzrokovane
nekrotrofnim patogenom Botrytis cinerea sto je rezultiralo boljom tolerancijom biljaka na infekciju nakon
primjene MeJA (Yu i sur. 2019). Osim toga, tretman s MeJA je povezan i sa smanjenjem sadrzaja H,O; u
biljkama rajcice inficiranim nematodama (Bali i sur. 2018) kao i u klijancima A. thaliana izlozenim stresu
ozljedivanjem ili herbicidom (Denness i sur. 2011). Suprotno tome, infekcija biljaka jabuke hemibiotrofnim
gljivi¢nim patogenom Venturia inaequalis rezultirala je nakupljanjem ROS, a tretman s MeJA je smanjio
ekspresiju gena CAT i pojacao nakupljanje H-O- u inficiranim u odnosu na neinficirane biljke jabuke, sto je
u konaénici povecalo otpornost jabuke na infekciju (Demiwal i sur. 2024). Ovo ide u prilog tezi da funkcija

H>O> u odgovoru na stres ovisi o vrsti patogena i biljke domacina (Mapuranga i sur. 2022).
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5.2. U biljkama divljeg tipa infekcija s PSTVd uzrokuje promjene u ekspresiji gena za

peroksidaze

Nakupljanje H,0; i ostalih ROS u biljkama uzrokovano infekcijom patogenim organizmima moze rezultirati
znacajnim oste¢enjima pogubnim za biljku. Kako bi sprijecile oste¢enja uzrokovana nakupljanjem ROS,
biljke aktiviraju razne enzimske i ne-enzimske mehanizme ukljuc¢ene u uklanjanje suviska ROS (Smirnoff
i Arnaud 2019). Antioksidacijski enzimi poput APX i CAT imaju brojne i medusobno isprepletene puteve
djelovanja koji ovise o vanjskim signalima i biljnim hormonima (Mittler i sur. 2004). U ovom istrazivanju
je infekcija viroidom PSTVd u biljkama krumpira WT rezultirala privremenom aktivacijom gena CAT2 u
4. wpi, nakon Cega je u 6. wpi doslo do smanjenja njegove ekspresije u odnosu na neinficirane biljke.
Ekspresija gena APX1 ostala je priblizno nepromijenjena nakon infekcije. Navedeni rezultati su u skladu s
prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano da infekcija krumpira viroidom PSTVd nije znacajnije
utjecala na aktivnost enzima APX, ali je smanjila aktivnost CAT (Milanovi¢ i sur. 2019a). Sli¢no tome,
infekcija biljke Solanum laxum viroidom PSTVd tek je blago pojacala aktivnost enzima APX, dok je
aktivnost CAT ostala nepromijenjena (Milanovic¢ i sur. 2019b). Analiza diferencijalne ekspresije gena nakon
infekcije raj¢ice X virusom krumpira (eng. Potato virus X, PVX) i raznim sojevima PVY, pokazala je da su
geni CAT i APX uglavnom slabije eksprimirani u biljkama zarazenim virusima u odnosu na zdrave biljke
(Liang i sur. 2016). Suprotno tome, infekcija S virusom krumpira (PVS0) uzrokovala je pojacanu ekspresiju
CAT u biljkama krumpira (Kirgizova i sur. 2023), dok je infekcija mozai¢nim virusom krastavca (eng.
Cucumber mosaic virus, CMV) ili zutim mozai¢nim virusom tikvice (eng. Zucchini yellow mosaic virus
ZYMV) uzrokovala pojacanu aktivnost enzima APX i CAT u biljkama krastavca (Cucumis sativus) i
bundeve (Cucurbita pepo) (Riedle-Bauer 2000).

Pretretman s MeJA je oslabio ekspresiju gena CAT2, a pojacao ekspresiju gena APX1 u biljkama krumpira
inficiranim s PSTVd u odnosu na netretirane inficirane biljke u 2. i 4. wpi, vjerojatno zbog povecanog
sadrzaja H2O2. Tome ide u prilog i rezultat pojacane ekspresije gena APX1 u zdravim biljkama krumpira
tretiranim s MeJA (u 2. i 4. wpi) kada je sadrzaj H,O> bio ve¢i u odnosu na netretirane biljke. Istrazivanja
utjecaja primjene MeJA na ekspresiju gena za antioksidacijske enzime u krumpiru su oskudna, no uo¢eno
je da je pretretman s MeJA povecao antioksidacijski kapacitet (poja¢ao aktivnost CAT) u krumpiru
inficiranom patogenom Phytophthora infestans (Yang i sur. 2022). Poznato je i da tretman s MeJA u
uvjetima infekcije u raj¢ici moze aktivirati antioksidacijski sustav i smanyjiti Stetu uzrokovanu oksidacijskim
stresom (Hernandez-Carranza i sur. 2023). Takoder, primjena MeJA je povezana s povecanom aktivno$cu
CAT i APX u biljkama raj¢ice nakon infekcije nematodama, u odnosu na netretirane biljke (Bali i sur. 2020).
Primjena MeJA na zdrave biljke A. thaliana i Solanum melongena takoder je inducirala ekspresiju gena

CAT (Jung 2004; Sudhamoy 2010). lako pojacana transkripcija ne podrazumijeva i aktivnost samog enzima,
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smatram da je i promjena u aktivnosti enzima u uvjetima infekcije i tretmana s MeJA iz drugih istrazivanja
i eksperimentalnih sustava korisna za usporedbu u ovom istrazivanju, u nedostatku istrazivanja koji se
fokusiraju iskljuéivo na gensku ekspresiju. Navedena literatura, u skladu s mojim rezultatima sugerira da
infekcija patogenim organizmima i pretretman s MeJA rezultiraju diferencijalnom ekspresijom gena APX i
CAT u raznim eksperimentalnim sustavima.

Antioksidacijski enzimi APX1 i CAT2 nisu jedini koji mogu utjecati na sadrzaj H.O; u biljkama za vrijeme
infekcije. POX, poput LiP, POPA i POX12, mogu biti ukljucene u stvaranje i uklanjanje H>O>, ovisno o
kemijskom okolisu (Smirnoff i Arnaud 2019). LiP je peroksidaza klase III ukljucena u biosintezu lignina
koja za svoju aktivnost koristi H20, kao oksidans. Ligninski polimeri uévrs¢uju biljno tkivo $to ih ¢ini
vaznima u strukturi ksilemskih i provodnih tkiva (Almagro i sur. 2009), ali lignifikacija nije ograni¢ena
samo na funkciju u¢vrséivanja. Moze biti potaknuta i napadom patogenim organizmima pri ¢emu ima ulogu
u zastiti biljke (Denness i sur. 2011). Ekspresija gena LiP je nakon infekcije biljaka WT viroidom PSTVd
bila pojacana (posebno u pocetnoj fazi infekcije), pa je indikativno da LiP sudjeluje u ranom odgovoru
biljaka krumpira na infekciju patogenom PSTVd. Ekspresija LiP je poja¢ana nakon infekcije patogenima u
nekim drugim biljnim vrstama i povezuje se s boljom tolerancijom bioti¢kih stresnih uvjeta. Primjerice,
infekcija biljaka pSenice gljiviénim hemibiotrofnim patogenom Fusarium graminearum pojacala je
ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu lignina (Bi i sur. 2011), kao i infekcija biljaka A. thaliana biotrofnim
patogenom Xanthomonas campestris (Denness i sur. 2011). Sli¢no, infekcija biljaka paprike
hemibiotrofnom patogenom gljivom Verticillium dahliae bila je popra¢ena nakupljanjem lignina (Pomar i
sur. 2004).

Ucinak egzogeno dodanog MeJA na proces lignifikacije ovisi o biljnoj vrsti, tipu stresa ali i primijenjenoj
koncentraciji MeJA. Odnos JA i ROS u regulaciji procesa lignifikacije tijekom odgovora na stres detaljno
je opisan u istrazivanju na Klijancima A. thaliana (Denness i sur. 2011). U navedenom istrazivanju proces
lignifikacije prilikom odgovora na ozljedivanje ili herbicid bio je slabiji u mutantima A. thaliana
neosjetljivim na ROS, a ja¢i u mutantima s manjim sadrzajem JA-lle, $to sugerira da H20- funkcionira kao
pozitivan, a JA kao negativan regulator procesa lignifikacije izazvane stresom. Osim toga, u mutantima
neosjetljivim na ROS, uocen je porast sadrzaja JA-Ile, §to dodatno ukazuje na negativnu povratnu spregu
izmedu H>O; i JA u regulaciji biosinteze lignina. Medutim, uo¢eno je da razli¢ite koncentracije MeJA imaju
razli¢it u¢inak na sadrzaj H»O; i depoziciju lignina. Tako je pretretman s 1 mM MeJA izazvao ektopi¢no
nakupljanje H20- i poja¢ano nakupljanje lignina 12 sati nakon tretmana, dok je pretretman s 0.1 mM MeJA
smanjio nakupljanje H>O; i biosintezu lignina (Denness i sur. 2011). U mom istrazivanju, pretretman s 1
mM MelJA privremeno je izazvao pojac¢ano nakupljanje H20, ali je dugoro¢no uzrokovao smanjeno

nakupljanje H2O; i smanjenu ekspresiju gena LiP u biljkama krumpira inficiranim s PSTVd. Rezultati mog
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istrazivanja su dakle u skladu s tezom da je ekspresija gena ukljucenih u regulaciju lignifikacije tijekom
odgovora na stres negativno reguliran s JA, a pozitivno reguliran s H2O.

Enzim POPA sudjeluje u biosintezi suberina i koristi H2O; kao oksidans prilikom stvaranja polimera, sli¢no
kao i LiP za biosintezu lignina (Woolfson i sur. 2022). Suberin je, kao i lignin, kompleksni biopolimer koji
se ugraduje u stani¢nu stijenku biljke nakon ranjavanja ili infekcije biljaka patogenom (Razem i Bernards
2002) pri ¢emu tvori zastitnu barijeru u epidermalnim i peridermalnim stjenkama stanica visih biljaka.
Suberinizacija je uglavnom ograni¢ena na podzemne dijelove biljke (gomolje), endodermu i stanice kore
biljaka, ali se moze na¢i i u drugim dijelovima biljke (Almagro i sur. 2009). U ovom istraZivanju je
ekspresija gena POPA u biljkama WT inficiranim viroidom PSTVd bila blago pojacana u kasnijim fazama
infekcije u odnosu na neinficirane biljke, §to ukazuje na to da je POPA uklju¢ena u odgovor na infekciju
biljaka krumpira viroidom PSTVd. Pojacana ekspresija POPA u inficiranim biljkama WT koicidirala je s
nakupljanjem H,O,. Rezultati mog istrazivanja su u skladu s rezultatima prethodnog istrazivanja u kojem je
infekcija krumpira viroidom PSTVd aktivirala ekspresiju gena za POPA (poznatu i kao POD) (Milanovi¢ i
sur. 2019a). Pretretman s 1 mM MeJA takoder je inducirao raniju aktivaciju gena POPA u inficiranim
biljkama krumpira, vjerojatno posredno putem poticanja nakupljanja H.O, (Denness i sur. 2011). U drugom
istrazivanju primjena MeJA u biljkama krumpira inficiranim gljivicom P. infestans rezultirala je
transkripcijskom aktivacijom gena POPA u pocetnoj fazi infekcije i pojacanom otpornosti krumpira (Yang
i sur. 2020), sto je takoder u skladu s rezultatima mog istraZivanja. Promjene u sadrzaju suberina i lignina i
njihovu ulogu u odgovoru krumpira na infekciju viroidom PSTVd treba dalje istraziti.

U ovom istrazivanju je ekspresija gena POX12 u biljkama WT inficiranim viroidom PSTVd bila pojac¢ana
u kasnoj fazi infekcije (6. wpi), usporedno s porastom H;O, §to ukazuje na to da je POX12, kao i POPA,
ukljucena u kasni odgovor biljaka krumpira na infekciju viroidom PSTVd, vjerojatno u vezi s nakupljanjem
H20.. Pretretman s MeJA uzrokovao je smanjenu ekspresiju gena POX12 u kasnoj fazi infekcije u biljkama
WT, usporedno sa smanjenjem sadrzaja H.O,. Navedeno ukazuje na to da je smanjenje sadrzaja H.O, nakon
tretmana s MeJA vjerojatno povezano s negativnom regulacijom ekspresije POX12 u krumpiru inficiranom
s PSTVd. Od oskudnih literaturnih podataka dostupnih o enzimu POX12, izdvojila bih primjere uloge
POX12 specifiénih za biljnu vrstu U odgovoru na patogene. Cai i sur. (2023) su svojim istrazivanjima na
topoli pokazali da je infekcija hemibiotrofnim gljiviénim patogenom Botryosphaeria dothidea inhibirala
ekspresiju gena POX12, a rezultat je bio povecanje sadrzaja H,O; i veéa otpornost biljke, $to ukazuje na to
da u topoli POX12 ima ulogu uklanjanja H20.. S druge strane, u kukuruzu inficiranom gljivi¢nim
patogenom Ustilago maydis, POX12 sudjeluje u proizvodnji ROS (Jermy 2012).

Veéina podataka iz literature ne odnosi se specifiéno na promjene u ekspresiji i aktivnosti POPA, LiP i
POX12, ve¢ generalno na ukupne mjerljive POX. lzdvojila bih da su rezultati drugih grupa pokazali da

nakon infekcije raznih sorti krumpira virusom PVSO0 dolazi do aktivacije POX (Kirgizova i sur. 2023).
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Istrazivanja i na drugim eksperimentalnim sustavima pokazala su pove¢anu POX aktivnost u biljkama
krastavca i bundeve inficiranim virusima CMV ili ZYMV (Riedle-Bauer 2000). Inokulacija bakterije
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus u suspenzije stanica osjetljive sorte krumpira rezultirala je
poja¢anom de novo sintezom POX i njihovom pojacanom aktivnosti (Graskova i sur. 2004). Dakle, sli¢no
mom istrazivanju, istrazivanja drugih grupa ukazuju na to da je nakon infekcije sinteza i1 aktivnost POX
pojacana u biljkama krumpira i da je ukljucena u obrambeni mehanizam biljaka. Egzogeno primijenjen
MeJA na biljkama krumpira inficiranim patogenom P. infestans povezan je s aktivacijom ukupnih POX i
pojacanom otpornosc¢u biljaka krumpira na navedenu infekciju (Yang i sur. 2022). Osim toga, tretman s
MeJA je povecao aktivnost POX u zdravim biljkama A. thaliana (Jung 2004), i u biljkama rajéice
inficiranim biotrofnim nematodama (Bali i sur. 2020). Rezultati mog istrazivanja pokazali su da je u¢inak
MeJA na ekspresiju gena za pojedine peroksidaze klase Il u biljkama WT razli¢it te da doprinos svake

peroksidaze u odgovoru krumpira na infekciju PSTVd treba pojedinacno ispitati.

5.3. JA-posredovan odgovor je uklju¢en u odgovor biljaka krumpira na infekciju
viroidom PSTVd

Radi boljeg uvida u povezanost biosinteze JA i prijenosa signala u kojem sudjeluje JA s aktivacijom
ekspresije gena za peroksidaze, provela sam i analizu ekspresije marker gena za biosintezu JA (LOXG6 i
JAR1) i prijenos signala u kojem sudjeluje JA (MYC2). Regulacija biosinteze JA odredena je pozitivnom
povratnom spregom, dostupnoséu supstrata i specifi¢no$¢u tkiva (Wasternack i Hause 2013). Svi geni koji
kodiraju enzime ukljucene u biosintezu JA su JA-inducibilni (Wasternack 2007). U biljkama WT
inficiranim viroidom PSTVd, ekspresija gena LOX6 i JAR1 je najjaca u pocetnoj fazi infekcije nakon Cega
opada u 4. i 6. wpi. Geni LOX su ukljuceni u regulaciju biosinteze JA pri ¢emu reagiraju na JA-lle, ali i na
napad patogena (Wasternack i Hause 2013, Chauvin i sur. 2013). Nakupljanje JA potice transkripcijsku
aktivnost gena JAR1 koji je ukljucen u posljednji korak sinteze JA-lle (Staswick i sur. 2002). Nakupljanje
JAJA-lle zatim poti¢e proteasomalnu degradaciju negativnog transkripcijskog regulatora JAZ, §to
omogucuje pozitivnom transkripcijskom regulatoru MYC2 da aktivira gene za biosintezu JA i prijenos
signala u kojem sudjeluje JA, ukljucujué¢i gene MYC i JAZ (Wasternack i Song 2017). Pojacana ekspresija
gena LOX6, JARL i MYC2 ukazuje na aktivaciju biosinteze JA i prijenosa signala u kojem sudjeluje JA u
ranoj fazi infekcije biljaka krumpira divljeg tipa viroidom PSTVd. Mjerenjem nakupljanja JA-lle u
listovima krumpira inficiranog viroidom PSTVd uoceno je da do nakupljanja JA-lle u listovima krumpira
inficiranog viroidom PSTVd dolazi u kasnoj fazi infekcije (6.-8. wpi), ali sadrzaj JA-lle nije mjeren u vrlo
ranoj fazi infekcije (2. wpi) (neobjavljeni rezultati). U regulaciji ekspresija gena LOX i MYC tijekom
odgovora na infekciju viroidom, osim JA sudjeluju i druge signalni putevi, uklju¢uju¢i MAPK i biljni
hormoni etilen i salicilna kiselina (Wasternack i Hause 2013). U A. thaliana, MKK3 (eng. MAP KINASE
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3) i MAPKG®6 su aktivirane posredstvom JA sto dovodi do negativne regulacije ekspresije MYC2 i gena
ukljucenih u biosintezu JA (Takahashi i sur. 2007). U drugim istrazivanjima, infekcija biljaka krumpira i S.
laxum viroidom PSTVd rezultirala je aktivacijom gena uklju¢enih u biosintezu JA i nakupljanjem JA u
kasnoj fazi infekcije (Milanovic¢ i sur. 2019a, 2019b). Takoder, istraZivanja genske ekspresije za vrijeme
infekcije raj¢ice viroidom PSTVd ukazala su na promjenu ekspresije gena uklju¢enih u biosintezu i
metabolizam hormona, ukljuéujuéi i JA (Owens i sur. 2012). Podaci o transkriptomima biljaka zarazenih
viroidima pokazuju da infekcija ovim nekodiraju¢im patogenima utje¢e na ekspresiju gena ukljucenih u
biosintezu i prijenos signala u kojem sudjeluje JA (Joubert i sur. 2022), a da je regulacija signalnih puteva
u kojima sudjeluje JA ovisna o interakciji viroida i domacina. Tako je transkripcijska aktivacija gena LOX
uocena u biljkama hmelja inficiranim viroidom HSVd i HLVd (Kappagantu i sur. 2017), a utiSavanje u
biljkama hmelja inficiranim viroidom HLVd i CBCVd (Pokorn i sur. 2017) i biljkama rajéice inficiranim s
PSTVd (Wiesyk i sur. 2018). Ekspresija gena JAR1 je bila pojac¢ana u osjetljivom kultivaru raj¢ice, a utiSana
u tolerantnom kultivaru (Owens i sur. 2012; Wigsyk i sur. 2018). Iako u navedenim istrazivanjima nije
analiziran sadrzaj endogene JA, rezultati ukazuje na ukljucenost JA u odgovoru ona infekciju u raznim
interakcijama biljaka i viroida.

Egzogeni pretretman s MeJA je u ovom istrazivanju povezan sa smanjenjem ekspresije gena LOX6, JARL i
MYC2 u 2. wpi u odnosu na netretirane inficirane biljke WT. Egzogeno dodanu MeJA biljke mogu pretvoriti
u JA i JA-lle (Tamogami i sur. 2008), §to vjerojatno dovodi do povecanja endogene razine JA-lle u
inficiranim biljkama krumpira, ali navedeno bi trebalo eksperimentalno dokazati. MeJA je hlapiv spoj
podloZan razgradnji zbog ¢ega neposredan u¢inak MeJA tretmana na ekspresiju LOX6, JARL i MYC2 slabi
u 4. i 6. wpi. U¢inak egzogenog tretmana s MeJA na druge biljne vrste inficirane viroidima do sada nije
istrazen. Tretman s JA u biljkama krumpira inficiranim patogenom P. infestans, uzrokovao je aktivaciju
gena LOX i MYC2 i ostalih gena ukljucenih u prijenos signala posredovan s JA 12 sati nakon tretmana, a
tretman je rezultirao boljom tolerancijom biljaka na infekciju (Yang i sur. 2022). Rezultati mog istraZivanja
ukazuju na to da u¢inak MeJA na ekspresiju gena varira ovisno o vremenu proteklom nakon primjene MeJA
te da dugoro¢no pretretman s MeJA negativno utjeCe na ekspresiju gena ukljucenih u prijenos signala

posredovan s JA tijekom odgovora biljaka krumpira divljeg tipa na infekciju viroidom PSTVd.

5.4. JA-deficijentne biljke linije opr3 inficirane viroidom PSTVd su pod veéim
oksidacijskim stresom u odnosu na biljke divljeg tipa

U JA-deficijentnim biljkama krumpira, infekcija viroidom PSTVd je rezultirala ranijim nakupljanjem H2O»
u odnosu na biljke WT (4. umjesto 6. wpi), nakon ¢ega je uslijedilo Smanjenje sadrzaja H,O; u kasnijoj fazi
infekcije (6. wpi). Nedostatak endogene JA, dakle, poti¢e raniju indukciju oksidacijskog stresa u JA-
deficijentnim biljkama u odnosu na biljke WT. Uz to, bazalna razina H.O- je bila visa u JA-deficijentnim u
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odnosu na biljke WT, §to ukazuje na vecu osjetljivost JA-deficijentnih biljaka. Kao odgovor na nakupljanje
H20> u 4. wpi, u JA-deficijentnim biljkama dolazi do aktivacije svih gena ukljuc¢enih u antioksidacijski
odgovor (APX1, CAT2, POPA, LiP i POX12), §to moze biti povezano sa smanjenjem ukupnog sadrzaja
H202 u 6. wpi. Ovi rezultati ukazuju na vaznost hormalne razine endogene JA u regulaciji antioksidacijskog
odgovora biljke krumpira na infekciju s PSTVd.

Nakupljanje H20, u 2. i 6. wpi, uz prolazno smanjenje sadrzaja H>O» u 4. wpi u inficiranim biljkama linije
A3 tretiranim s MeJA, u odnosu na netretirane inficirane JA-deficijentne biljke, sugerira da tretman s MeJA
prije infekcije dodatno povecava oksidacijski stres u JA-deficijentnim biljkama inficiranim viroidom
PSTVd. Pretretman s MeJA inducirao je i raniju ekspresiju gena ukljucenih u antioksidacijski odgovor u
odnosu na ekspresiju u netretiranim inficiranim biljkama (u 4. wpi u odnosu na 6. wpi), §to ukazuje na to da
JA sudjeluje u regulaciji aktivacije antioksidacijskog odgovora. Poja¢ana aktivacija LiP u JA-deficijentnim
biljkama u skladu je s istraZivanjem koje ukazuje na to da je ekspresija gena ukljuéenih u lignifikaciju
negativno regulirana s JA u klijancima A. thaliana (Denness i sur. 2011).

Ocekivano, regulacija biosinteze JA u biljkama krumpira linije opr3 je bila poremecena. Relativna
ekspresija gena LOX6, JARL i MYC2 bila je snazno aktivirana u inficiranim u odnosu na neinficirane JA-
deficijentne biljke, tijekom cijelog trajanja eksperimenta, a najvise u 6. wpi, iako je razina endogene JA-lle
i njenog prekursora cis-OPDA bila niska (neobjavljeni rezultati). Kako je ve¢ spomenuto, u regulaciju
ekspresije gena LOX i MYC, osim JA, mogu biti ukljuéeni i drugi signalni putevi, primjerice MAPK, ROS,
te drugi biljni hormoni (Takahashi i sur. 2007; Wasternack i Hause 2013). Izrazito pojacana ekspresija gena
MYC2 u 6. wpi mogla bi biti povezana s pojatanom ekspresijom gena za peroksidaze u netretiranim
inficiranim biljkama linije opr3. Na primjer, pojacana ekspresija CSMYC2 u biljci A. thaliana povecala
sadrzaj JA i peroksidaznu aktivnost. Takoder, proteini MYC2/3/4 mogu potaknuti ekspresiju gena
ukljucenih u katabolizam klorofila i starenje, te tako ubrzati zuéenje lis¢a (Du i sur. 2017; Zhu i sur. 2015).
Sli¢no tome, overekspresija gena OSMYC2 znacajno je pospjesila razgradnju klorofila u rizi (Uji i sur. 2017).
Nakupljanje HO: i razgradnja klorofila su procesi povezani s razvojem simptoma kloroze listova, pa bi
porast ekspresije MYC2 u netretiranim inficiranim biljkama krumpira opr3 mogao biti povezan s razvojem
simptoma infekcije viroidom.

Pretretman s MeJA smanjio je ekspresiju LOX6 i JARL te gena za antioksidacijske enzime, a povecao sadrzaj
H20: u tretiranim u odnosu na netretirane inficirane biljke linije opr3. Medutim, privremeno povecanje
ekspresije gena LOX6 i JARL uoceno je u 4. wpi, kao i pojacana ekspresija gena za antioksidacijske enzime
te smanjenje sadrzaja H,O> u tretiranim u odnosu na netretirane inficirane biljke linije opr3. Pri tome je u
4. wpi uoCena i smanjena ekspresija MYC2, Sto sugerira uklju¢enost nekih drugih signalnih puteva u

regulaciju antioksidacijskih odgovora posredovanu s MeJA.
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5.5.  JA-neosjetljive biljke linije coil ne pokazuju adekvatan ROS-posredovan odgovor

U JA-neosjetljivim biljkama coil u prva Cetiri tjedna nakon infekcije nije bila vidljiva promjena u sadrzaju
H202 u odnosu na zdrave coil biljke, ali i u odnosu na inficirane biljke WT. Ipak, u 6. wpi dolazi do
nakupljanja H2O> u inficiranim biljkama coil u odnosu na zdrave biljke, na temelju cega se moze zakljuditi
da zbog poremecaja u prijenosu signala u kojem sudjeluje JA biljke pokazuju zakasnjeli ROS-posredovan
odgovor na infekciju. Osim toga, u inficiranim JA-neosjetljivim biljkama uocen je i izostanak odgovora na
pretretman s MeJA u prva Cetiri tjedna. Pretretman s MeJA je imao pozitivan uéinak na smanjenje
nakupljanja H.O, u kasnoj fazi infekcije u biljkama neosjetljivim na JA, sto ukazuje na to da biljke coil nisu
u potpunosti neosjetljive na dodatak MeJA. COI1 je signalni protein vaZan za kontrolu nakupljanja ROS
posredovanu s JA (Kolupaev i sur. 2023) jer regulacijom aktivnosti proteina MY C modulira ekspresiju gena
za antioksidacijske enzime i NOX/RBOH uklju¢ene u proizvodnju ROS (Kadam i Barvkar 2024). Stoga je
bilo o¢ekivano da nakon tretmana s MeJA sadrzaj H20, ostane nepromijenjen u coil liniji s nefunkcionalnim
prijenosom signala u kojem sudjeluje JA. Jedan od razloga izostanka potpune neosjetljivosti biljaka coil na
MeJA moglo bi biti nepotpuno utiSavanje gena COI1 (u krumpiru postoji vise alela), a moguce je i da je
doslo do aktivacije mehanizama nakupljanja H2O2 neovisnih o JA (Halim i sur. 2009).

Izostanak promjene u sadrzaju H,O, odrazio se i na ekspresiju gena za antioksidacijske enzime, APX1 i
CATZ2, ¢ija je ekspresija smanjena u inficiranim biljkama u odnosu na zdrave biljke coil, ali i u odnosu na
inficirane biljke WT, i ne mijenja se pretretmanom s MeJA, $to ukazuje na to da je za aktivaciju
antioksidacijskog odgovora potreban funkcionalan prijenos signala u kojem sudjeluje JA. Sli¢no, u
inficiranim biljkama coil je smanjena ekspresija gena POPA i LiP, u odnosu na zdrave biljke, uz blagi
porast nakon pretretmana s MeJA. Suprotno tome, u biljkama WT se nakon infekcije povecava ekspresija
POPA i LiP $to upucuje na to da je za njihovu aktivaciju potreban funkcionalan prijenos signala u kojem
sudjeluje JA. U istrazivanju utjecaja infekcije hemibiotrofnom gljivicom Fusarium oxysporum na biljke
raj¢ice, biljke divljeg tipa imale su pojacanu, a JA-neosjetljive biljke coil slabiju ekspresiju gena za
antioksidacijske enzime, ukljucujuci gen APX (Kadam i Barvkar 2024). Pretretman zdravih biljaka rajcice
coil s MeJA smanjio je ekspresiju gena APX u odnosu na biljke s normalnom COI1 ekspresijom, §to je
uoc¢eno i u MoOM istrazivanju.

Zarazliku od navedenih gena, ekspresija gena POX12 je bila jaca u 4. i 6. wpi u inficiranim JA-neosjetljivim
biljkama linije coil u odnosu na zdrave biljke, $to je koicidiralo s nakupljanjem H20-, sli¢éno kao i u
inficiranim biljkama WT. Dakle, neovisno o statusu endogene JA i funkcionalnosti prijenosa signala u
kojem sudjeluje JA, u biljkama inficiranim s PSTVd dolazi do aktivacije gena POX12, $to upucuje na

zakljucak da infekcija viroidom aktivira ekspresiju gena POX12 neovisno o putu prijenosa signala u kojem
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sudjeluje JA. Sukladno tome, pretretman s MeJA nije imao u¢inak na promjenu ekspresije POX12 u
biljkama coil inficiranim s PSTVd.

Infekcija s PSTVd u biljkama coil, sli¢no biljkama WT, aktivira ekspresiju gena LOX®6, ali ne i JAR1 §to je
u skladu s niskom razinom endogene JA-Ile u ranoj fazi infekcije (neobjavljeni rezultati). Ipak, u inficiranim
biljkama coil uocen je blagi porast ekspresije MYC2 u 4. i 6. wpi u odnosu na zdrave biljke coil, §to ukazuje

na postupno nakupljanje JA-Ile, ali i mogucu aktivaciju MYC2 nekim drugim signalnim putem.

Unato¢ znacajnim razlikama u nakupljanju H2O2 i promjenama u ekspresiji gena, JA-deficijentne i JA-
neosjetljive biljke imaju priblizno jednak stupanj osjetljivosti na zarazu viroidom PSTVd kao i biljke
krumpira WT (neobjavljeni rezultati). Takoder, pretretman s MeJA ne mijenja znafajno dinamiku
nakupljanja viroidne RNA u sve tri ispitane linije krumpira (neobjavljeni rezultati), $to u kazuje na veliku
sposobnost prilagodbe biljaka u odgovoru na stres, ali i vjerojatnu ukljuc¢enost drugih signalnih puteva, osim

JA, u regulaciju odgovora na infekciju viroidom PSTVd.
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6. ZAKLJUCAK

Ovo je prvo istrazivanje 0 dinamici oksidacijskog stresa i promjene ekspresije gena za antioksidacijske
enzime tijekom infekcije krumpira i PSTVd, u ovisnosti o sadrzaju endogene JA i funkcionalnosti prijenosa
signala u kojem sudjeluje JA. Dobiveni rezultati ukazuju na to da infekcija viroidom PSTVd i tretman
inficiranih biljaka s MeJA poticu oksidacijski stres u biljkama krumpira divljeg tipa. U biljkama linije opr3,
sa smanjenim sadrzajem endogene JA, oksidacijski stres je bio ja¢i u odnosu na biljke WT. Pretretman s
MeJA u inficiranim JA-deficijentnim biljkama bio je povezan s jacanjem oksidacijskog stresa i ranijom
aktivacijom gena za antioksidacijske enzime, $to ukazuje na vaznost normalne razine endogene JA u
regulaciji antioksidacijskog odgovora biljaka krumpira tijekom infekcije viroidom PSTVd. Inficirane biljke
linije coil neosjetljive na JA pokazale su male promjene u sadrzaju H,O> i aktivaciji gena za antioksidacijske
enzime. Tretman s MeJA u biljkama neosjetljivim na JA ocekivano nije imao zna¢ajan ucinak na ekspresiju
gena, §to dodatno ukazuje na vaznost JA i prijenosa signala u kojem sudjeluje JA u odgovoru na infekciju s
PSTVd.
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