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1. UVOD

Aktivacija obrambenih mehanizama biljaka kao odgovor na invaziju patogena znacajna je tema
istrazivanja u biljnoj biologiji, a to se posebno odnosi na ekonomski vazne usjeve poput
krumpira. Jedna od najveéih opasnosti za uzgoj krumpira je viroid vretenastogigomolja
krumpira (engl. Potato spindle tuber viroid, PSTVd), viroidni patogen unutar obitelji
Pospiviroidae koji, ovisno o vrsti biljke domacina i soju viroida, uzrokuje brojne simptome,
ukljucujuéi zastoj u rastu, klorozu i kovréanje listova, sterilnost cvjetova, defarmaciju gomolja
u vidu pucanja i deformacije gomolja, vretenastog oblika gomaolja, i smanjene Klijavosti, koja
u konacnici dovodi do smanjenog prinosa (Kitabayashi i‘sur., 2020; Sun & Matsushita, 2024;
Wiesyk i sur., 2018; Zheng i sur., 2017). Razumijevanje‘ molekularnih odgovora biljaka
krumpira na infekciju PSTVd bitno je za razvoj u€mkovitih strategija upravljanja zastite biljaka
od patogena. Medu razli¢itim signalnim putevima koji se aktiviraju tijekom interakcija biljke i
patogena, salicilna kiselina (SA) i jasmenska kiselina (JA) isti¢u se kao bitni fitohermoni koji
moduliraju obrambene reakcije biljaka protiv, biotskih stresora (Baebler i sur., 2011;»Nath i
sur., 2020).

SA ima vaznu ulogu u‘mehanizmu sistemski ste¢ene rezistencije (engl.. systemic acquired
resistance, SAR), koji biljkama omogucuje snaznu obranu od. naknadnih napada patogena
nakon pocetne/infekcije (Faried i sur., 2017). Akumulacija SA kao odgovor na infekciju
PSTVd u nekim biljnim vrstama pokrece kaskadu transkripeijskih promjena koje pojacavaju
ekspresiju proteina povezanih s patogenezom (PR), koji. subitniza borbu protiv virusnih
patogena (Faried i'sur., 2017; Zheng i sur.; 2017). Nasuprottome, JA prvenstveno je uklju¢ena
u obranu od biljojednih insekata i nekrotrofnih‘patogena; asignalizacija poseredovana JA ¢esto
Jeu interakeiji sa SA, Sto ukazuje na kompleksnu umtezenost signalnih puteva hormona (engl.

crosstalk) koja moze utjecati na ishodinterakcija biljaka i patogena (Baebler i sur., 2011).

Uloga SA i JA u obrani biljaka, posebno je vazna budu¢i da viroid moze utjecati na te
hormonske puteve kako bi osigurao vlastiti opstanak i razmnozavanje unutar domacina (Bao i
sur., 2019; Wigsyk i sur., 2018; Y. Zheng i sur., 2017). Na primjer, ekspresija gena ukljucenih
u biosintezu i signaling SA se mijenja nakon infekcije viroidima, kao $to je viroid hmelja (engl.
Hop stunt viroid, HSVd), sto ukazuje da viroid moze iskoristiti te puteve za smanjenje obrane
biljke domacina (Joubert i sur., 2022; Xia i sur., 2017). Osim toga, interakcija izmedu

signalizacije SA 1 JA moze utjecati na ozbiljnost simptoma koje pokazuju biljke krumpira



inficirane sa viroidima i virusima $to bi moglo utjecati na prinos ili kvalitetu usjeva (Baebler i
sur., 2011; Kochetov i sur., 2021).

Dokazano je da egzogena salicilne kiseline povecava otpornost biljaka rajéicesna razlicite
stresore, ukljucuju¢i one uzrokovane infekcijom egzokortis-viroid agruma (engl. Citrus
Exocortis Viroid, CEVd) ili virus pjegavosti raj¢ice (engl. Tomato Spatted Wilt Virus, TSWV)
(Lbépez-Gresa i sur., 2016). Sli¢no tome, tretman SA tijekom uzgoja krumpira poboljsava
nicanja biljaka na polju, gustocu biljaka po jedinici povrSine, i cvjetanje (Contreras-Liza &
Vargas-Luna, 2022). To sugerira da bi SA i JA mogli imati ulogu uypevecanju otpornosti
biljaka krumpira na viroidne infekcije. Razumijevanje toc¢nih ‘melekularnih mehanizama
kojima SA i JA posreduju u odgovoru biljaka krumpira na PSTVd je vazno za razvoj ciljanih
pristupa koji bi mogli smanjiti osjetljivost krumpira na PSTVd kao $to je dokazano u slucaju

povecane otpornosti krumpira na virus PVY (Baebler I'sur., 2011).

Kako bismo istrazili mehanizam Kojim JA 1 SA moduliraju regulaciju razvoja simptema u
PSTVd inficiranim biljkama krumpira, koristili smo divlju sortu krumpira cv. Désiree i
transgenicne linije cv. Désirce kojesu deficijentne u biosintezi JA isignaliziranju JA(StOPR3-
RNAI i StCOI1-RNAI) te transgeniénu SA-deficijentnu NahG liniju, (Halimuissur., 2009).
Kombiniranjem analize'sckveneiranja RNA (RNASeq), analize hormona i fizioloskih analiza,
istrazeno je dali JA4'SA aktiviraju ili potiskuju ebrambene odgovorefi kako ti fitohormoni tj.
njihov nedoestatak, mijenjanju ove odgovore{w sistémski zarazenim listovima i gomoljima.
Analiza transkriptoma provedena na uzorgima listova sakupljenim 5 tjedana nakon inokulacije
(wpi), je otkrila znacajne promjene u ekspresiji genaspovezanih sa stresom 1 obrambenim
odgovorimay fotosintezom, transportom iona i, signalizacijom fitohormona. Dinamika
odgovora krumpira na PSTVd daljeje pracena u vremenskom intervalu od 4 do 7 wpi, analizom
ekspresije gena pomo¢u RTqPCR i promjenama u koncentracijama endogenih fitohormona
pomoc¢u UHPLC-MS/MS.

Kontinuirano istrazivanje u ovom podrucju je bitno za razjasnjavanje temeljnih mehanizama
patogeneze viroida i za razvoj ucinkovitih strategija za povecanje otpornosti usjeva krumpira

na takve biotske prijetnje.



1.1. Najmanji patogeni, najve¢i izazovi: Viroidi u biljnoj patologiji

Viroidi su najmanji poznati uzrocnici infektivnih bolesti u biljkama. Karakterizirani su
genomom koji se sastoji od jednolancane kruzne RNA duzine 246-434 nukleotida, vrlo
strukturirane, nezasti¢ene i bez sposobnosti kodiranja proteina. Viroidi se razlikuju od, virusa
zbog nedostatka proteinskog omotaca, a njihova replikacija i patogenost ovise/isklju€ivo o
staniénim procesima domacina. Na primjer, viroidi koriste speecificne’, RNA polimeraze,
posebno RNA polimerazu II, za prepisivanje svojih RNA predlozaka, Sto se razlikuje od
mehanizama koje koriste sloZeniji virusi (Navarro i sur., 202%a; Owens & Hammond, 2009;
Zhang i sur., 2024). Do danas je opisano 30-ak vrsta viroida koji su prema bioloskim,

strukturnim i biokemijskim svojstvima svrstani u dvije obitelji, Pospiviroidae i Avsunviroidae.

Replikacija viroida odvija se putem asimetri¢nog kotrljajuc¢eg kruga (engl. asymmetric rolling-
circle mechanizm), koji ukljucuje nekoliko koraka: sintezu RNA lanaca, cijepanje u molekule
jednake duljine i naknadnu cirkularizaciju (Flores i sur., 2009; Srivastava & Prasad;, 2020;
Wang, 2021). U obitelji Pospiviroidaé replikacija se dogada u jezgri putem mehanizma
asimetricnog kotrljaju¢eg/kruga, dok  segx€lanovi obitelji Avsunviroidae repliciraju<unutar
kloroplasta mehanizmom simetricnog kotrljajuéeg kruga (engl. Symmetric. rolling-circle
mechanism) (Florestimsur., 2009; Srivastava & Prasad, 2020; . Sum& Matsushita, 2024; Wang,
2021).

Da bi dovrsili, svoj infektivni ciklus, viroidi se moraju kretati kroz biljku kako bi dosli do
udaljenih organay, Specificne petlje 1 “izboe€ine  w, sekundarnoj stukturi viroidne RNA
stabilizirane nizovima nekanonskih parovabaza; od kojih,neki‘sudjeluju u replikaciji, a drugi
u, kretanjurviroida (Ortold & Daros, 2023; Zhongifsur., 2008). Ove specifi¢ne strukturne
znacajke pomazu viroidima da prolaze kroz plazmodezmije, omogucujuéi prijelaz izmedu
stanica i olakSavajuci Sirenjefviroida na vece udaljenosti kroz vaskularni sustav biljke (Owens
& Verhoeven, 2017; Zhang i sur., 2024).

Nadalje, viroidi pokazuju veliku sposobnost evolucije zbog toga Sto nemaju proteinski omotac
i njihov genom je male veli¢ine. Takva brza evolucija moze omogudéiti pojavu novih sojeva

viroida koji mogu dovesti do izmjena u patogenosti ili preferenciji domacina (Elena i sur.,
2009).



Mnoge bolesti uzrokovane viroidima predstavljaju nuspojavu modernih poljoprivrednih praksi.
Promjene u uzgojnim metodama i intenzifikacija poljoprivrednih aktivnosti dovele su do
povecanja ucestalosti i Sirenja viroidnih infekcija, Sto ukljucuje pojavu novih patogena u
razli¢itim regijama svijeta (Zhang i sur., 2013) (Slika 1.). Mnogi danas poznati vireidi imaju
ekonomski znacajni zbog Steta koje izazivaju na uzgojnim biljkama, kaoSto sulprimjerice
krumpir, agrumi, raj¢ice, kokosove palme, avokado i hmelj (Kovalskaya:& Hammond, 2014).
Makroskopski simptomi infekcije viroidima slice onima povezanim s bolestima koje uzrokuju
mnogi biljni virusi i mogu utjecati na cijelu biljku ili specifi¢ne organe poput listova, cvjetova,
plodova, korijena i skladi$nih organa (Flores i sur., 2021). Pojava,simptoma umnogome ovisi
0 nukleotidnom slijedu viroidnog genoma i molekula RNA biljke. domacina, okolisnim
¢imbenicima te fazi razvoja biljke u trenutku infekclje, pa je pojavnost simptoma u rasponu od

ozbiljnih simptoma do iznimno blagih i asimptomatskih infekcija.

Potato spindle tuber viroid (PSTVDO)

O Present @ Transient

2024-09-16
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Slika 1. Geografska rasprostranjenost PSTVd u svijetu. Zuti kruzi¢i ozna¢avaju podrucja u kojima je
PSTVd prisutan, dok ljubiCastiykruzi¢i oznacavaju podrucja u kojima je eliminiran. Preuzeto sa
https://gd.eppo.int/taxon/PSTVDO0/datasheet.

Istrazivanja, kako na polju tako i u stakleniku, pokazala su da se PSTVd lako prenosi
mehanicki, putem kontakta s kontaminiranim alatima za obrezivanje i poljoprivrednim alatima,
te putem ljudskih ruku i kontakta izmedu biljaka (Owens & Hammond, 2009). PSTVd se
takoder moze $iriti vegetativno cijepanjem, reznicama, i razmnozavanjem gomoljima (Gos,

1926). Vegetativno razmnoZzavanje, osobito u ukrasnim biljkama kao §to su Brugmansia spp. i


https://gd.eppo.int/taxon/PSTVD0/datasheet

Solanum laxum, predstavlja znacajan rizik jer te biljke Cesto ne pokazuju simptome, §to
povecava mogucénost Sirenja infekcije (Verhoeven i sur., 2010). Iako se obi¢no ne smatra da se
prenosi kukcima, zelena breskvina lisna us (Myzus persicae) moze ucinkovito prenositi PSTVd
ako su biljke krumpira ko-inficirane virusom uvijenosti listova krumpira (engl..Potato leafroll
virus, PLRV) (Querci i sur., 1997). Prijenos PSTVd posredstvom pcela’ (Apisémellifera),
bumbara (Bombus terrestris), zapadnoamerickih cvjetnih tripsa (Frankliniella occidentalis) ili

tabaca (Thrips tabaci) nije dokazan (Nielsen i sur., 2012).

Brzina i intenzitet pojave simptoma bolesti uzrokovane vireidima zna€ajno.evise o fizioloSkim
karakteristikama stanice biljke domacina. lako se puno/zna onolekularnim karakteristikama
viroida 1 njihovom mehanizmu replikacije, jo§ uvijek ima mnogo nepoznanica O
komponentama stanicnog odgovora na prisustvo viroidne RNA.U dobro proucenim sortama
krumpira uocena je otpornost na razliCite patogene, no do sada nije otkrivena prirodna

rezistencija na PSTVd (Naoi i sur., 2022).

Najefikasniji nacini kontrole bolesti uztokovanih viroidima ukljucuju preventivne mjere kako
bi se sprijecilo unoSenje inficiranog biljnog materijala na polje ili u staklenik. To ebuhvaca
primjenu stroge higijene, iskorjenjivanje inficiranih biljaka, te nadzor, usjeva radi-otkrivanja
prisutnosti neuobicajenih simptoma. Klju¢ne metode detekeije PSTVd wkljucuju RT-PCR
testovey, koji su visoko oSjetljivi 1 specificni, t€stehnologije poput’ sekvenciranja sljedece
generacije (engl-‘next-generation sequencing), koje pruzaju'dodatne.mogucnosti za otkrivanje
viroidnihvinfekeija (Boonham i sur., 20045 Lenar€i€. i sur.,2013; Visser i sur., 2016; Zhang i
sur., 2013).

Osim koriStenja zdravog biljnog materijala, razli€ite se kemijske tvari (1-5% natrijevog
hipoklorita, 6% vodikovog peroksida, 2% natrijevog hidroksida s 2% formaldehida) koriste za
dezinfekciju povrsina poljoprivrednih alata za rezanje poput nozeva, alata za obrezivanje,
cijepljenje i drugih uredaja kako bisse eliminiralo Sirenje viroida putem kontaminiranog alata
(Singh i sur., 1989). Biotehnoloske metode, ukljuc¢ujuci razvoj transgenicnih biljaka otpornijih
na viroidne infekcije, jos su u fazi istrazivanja i nisu komercijalno dostupne za Siroku primjenu

u poljoprivredi (Kovalskaya & Hammond, 2014; Mehetre i sur., 2021).



1.1.1. Bolest vretenastog gomolja krumpira (PSTVd)
S obzirom na njihovu Siroku rasprostranjenost diljem svijeta, viroidi imaju sposobnost
izazivanja ozbiljnih bolesti u mnogim poljoprivrednim kulturama. Jedna od naj¢es¢e uzgajanih
sorti konzumnog krumpira u Europi, cv. Désirée, Cesto se koristi kao modelni organizam u
istrazivanju interakcija izmedu biljaka i patogena (Baebler i sur.,42011). (Invazivniji sojevi
viroida PSTVd mogu znatno smanjiti prinos usjeva krumpira, ¢esto do 40%, prije svegauslijed

redukcije velicine i broja gomolja (Kochetov i sur., 2021).

Viroid vretenastog gomolja krumpira (PSTVd) prvi je identificiran 1 opisan viroid iz obitelji
Pospiviroidae. Prvi put je otkriven u sorti krumpira Irish Cobbler,(Solanum tuberosum) u
Sjevernoj Americi, a opisni simptomi bolesti bili(su zaostajanje u rastu biljaka i izduzenim
gomoljima, zbog Cega je bolest nazvana ,,vretenast gomolj* (engl. spindle tuber) (Schultz &
Folsom, 1923).

Genom PSTVd sastoji se od 359 /mukleotidasi formira termodinamicki povoljnu stapicastu
sekundarnu strukturu u svom prirodnem in vitro stanju (Gross H.J., 1978)."Ovaj strukturni
model oblika $tapi¢a potviden je mikroskopskim i biofizickim' istrazivanjima (RieSner i sur.,
1979), kemijskim i enzimatskim kartiranjem (Gast i sur., 1996) i istrazivanjima nuklearne

magnetske rezonance (Dingley:i sur., 2003).

Za razlikusod virusa, koji kodiraju vlastite proteine, viroidi moraju izravno ulaziti u interakciju
s transkripcijskim faktorima domacina kako bidebavili sve funkeije potrebne za infekciju,
ukljucujuéi kretanje (Owens & Verhoeven,2017; Zhu isur., 2002). Sistemska infekcija PSTVd
ukljucuje nekoliko bitnih procesa: (1) unos viroida u jezgru, gdje zapocCinje replikacija; (2)
1zvoz progenitorske RNA iz jezgre; (3) kretanje izmedu stanica; i (4) kretanje prema udaljenim
organima, poput gornjih dijelova biljkeii korijena, kako bi se uspostavila nova mjesta infekcije
(Zhang i sur., 2024) (Slika 29).

PSTVd koristi floem kao glavni medij za sistemsko kretanje kroz biljku, ulazak i izlazak
viroidne RNA iz floema strogo su regulirani interakcijama izmedu viroida i ¢imbenika biljke
domacina (Owens & Verhoeven, 2017; Zhang i sur., 2024). Ove specifi¢ne interakcije izmedu
genomske viroidne RNA i faktora domacina (HF, protein ili RNA), bilo na mjestu replikacije
viroida i njegovog nakupljanja u organelu ili u citoplazmi tijekom kretanja viroida, omoguéuju
preciznu kontrolu Sirenja viroida unutar biljke, ¢ime se optimizira infekcija bez prevelikih

oStecenja domacina koja bi mogla ugroziti $irenje patogena (Zhu i sur., 2002).



a) b) C)

Gornja epiderma
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Spuzvasti mezofil

Ovojnica provodnog snopa
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Donja epiderma

® Mijesto ulaska patogena (PSTVd)

— Smijer kretanja-ulazak u stanicu
— Smijer kretanja-izlazak iz stanice

Slika 2. Putevi za sistemsko Sirenje viroida PSTVda u in
koji prikazuje prijenos od prvobitno inficirane epidermalne s
Shematski prikaz kretanja viroida iz i
inficiranim listovima viroid izlazi iz
pomoc¢u BioRender.com.

noj biljci. (a) Prerez inokuliranog lista
ice, floemom do udaljeni

simptome.
du komercijalno

oavaju na ¢lanovima
tnom soju viroida (Singh,

deformaciju koja se o¢ituje u

kazuje na znacajnu fiziolosku jenu izazvanu viroidnom infekcijom (Afanasenko i

Viroidne infekcije uzrokuju Siroke jene u ekspresiji gena domacina koji su ukljuceni u
biljne obrambene mehanizme, signalizaciju hormona i stani¢nu stijenku. Biljke inficirane
viroidom PSTVd pokazuju akumulaciju razli¢itih fitohormona kao sto su JA, indol-3-octena
kiselina (IAA), ali ne dolazi do znacajnog porasta SA ili apscisinske kiseline (ABA) (Milanovié¢
i sur., 2019a). Osim toga, PSTVd aktivira akumulaciju reaktivnih kisikovih ¢estica (ROS) te
pojacava aktivnost antioksidanasa (Kochetov i sur., 2021). Primjerice, viroidne infekcije

uzrokuju promjene u genima povezanima s metabolizmom fitohormona i indukcijom

7



obrambenih odgovora, kao $to su geni za sintezu lignina i formiranje stani¢nih stijenki
(Kitabayashi i sur., 2020; Kochetov i sur., 2021). PSTVd takoder aktivira nakupljanje ROS,
Sto uzrokuje oksidativni stres. Antioksidativni mehanizmi biljke aktiviraju se kao odgovor na
oksidativni stres izazvan infekcijom (Sano, 2021). Viroidne infekcije uzrokuju premjene u
procesima poput sinteze stani¢nih stijenki, metabolizma sekundarnilsspojeva i fotosinteze, dok

se povecava ekspresija gena ukljucenih u sintezu i modifikaciju proteina (Joubert 1 sur.,/2022).

1.2. Op¢i pregled obrambenih mehanizama u/biljkama

Biljke su u svom prirodnom okoli$u neprestano izlozene raznim stresnim ¢imbenicima, kako
abiotskim tako 1 biotskim, i stoga su razvile mnogo obrambenih mehanizama kako bi odrzale
svoju vitalnost (Mickelbart i sur., 2015). Ti se mehanizmi mogu opcenito kategorizirati u
fizicke barijere, kemijsku obranu i signalne puteve koji koordiniraju odgovore na prijetnje. U
prirodnim uvjetima, vrijeme i intenzitet' stresora,mogu varirati, stoga je potrebno da biljke
prilagode obrambene odgovoreskako 'bi seminimalizirali $tetni ucingi na vitalnost biljaka
(Kissoudis i sur., 2016). Nakon“izlaganja abiotskom i/ili biotskom| stresu, aktiviraju se
specifi¢ni ionski kanali i receptor kinaze koje dalje aktiviraju druge signalne puteve (kaskade),
sintezu i nakupljanje: ROS, “ter se akumuliraju i fitohormone, nakon»cega dolazi do
reprogramiranja genetskin mehanizma kako bi se"postigle adekvatne obrambene reakcije uz

koje bi se minimalizirala bioloska ostecenja uzrokovana stresom (Ben Rejeb i sur., 2014).

Obrambeni mehanizmi biljaka nisu staticna, ve¢ dinami€an nacin koevolucije s patogenima i
biljojedima«Biljke fazvijaju nove imunoloske reakeije kako patogeni dolaze do novih strategija
za izbjegavanje obrane biljaka. Ova@ stalno nadmetanje dovodi do pojave razli¢itih obrambenih
strategija kod razlicitih biljnih vrsta,"teé,na taj nacin pridonosi njihovom preZivljavanju u

razli¢itim ekoloSkim nisama (Chisholm i'sur., 2006).

Fizicke barijere su prva linija obrane biljaka. Strukturne komponente biljnih tkiva, kao Sto su
kutikula, stani¢ne stijenke i1 trihomi, sluze za odvracanje biljojeda i sprjeCavanje ulaska
patogena. Kutikula, vostani sloj koji prekriva epidermu, ne samo da smanjuje gubitak vode,
vec¢ takoder djeluje kao prepreka invaziji mikroba. Stani¢ne stijenke, sastavljene od celuloze 1
drugih polisaharida, osiguravaju krutost i mogu se ojacati kao odgovor na napad patogena

talozenjem kaloze i lignina, koji jacaju stijenku i inhibiraju prodor patogena (Bigeard i sur.,



2015). Uz ove reakcije, metabolizam fenilpropanoida rezultira stvaranjem lignina i drugih
fenolnih spojeva koji ojacavaju biljnu stani¢nu stijenku protiv potencijalnih invazija patogena.
Povecanje sadrzaja lignina poboljSava strukturni integritet biljnih tkiva, 1 tako ih ¢ini
otpornijima na biotski stres, ukljucujuéi viroidne infekcije. Istrazivanja pokazaju da PSTVd
inficiran korijen rajcice ima vi$e koncentracije lignina od neinficiranih kontrola, osobito.kada
je inficiran virulentnijim sojevima viroida (Gora-Sochacka i sur.,m2019). Ova pg@jacana
lignifikacija djeluje kao prepreka ne samo Sirenju patogena, nego pridonosi 1 ¢jelokupnoj

obrambenoj strategiji biljke.

Biljke su razvile sofisticirane imunoloske sustave koji mogu prepeznati prodor patogena i
odgovoriti na molekularne obrasce povezane s patogenima (engl. pathogen-associated
molecular pattern, PAMP) putem imuniteta izazvanog obrascima (engl. PAMP-triggered
immunity, PTI). Ovaj po¢etni imunolo$ki odgovor posredovan je receptorima za prepoznavanje
uzorka (PRR) koji detektiraju PAMP; $to dovodi do aktivacije nizvodnih signalnih kaskada i
ekspresije gena povezanih s obranom (Krasileva i sur., 2010). Medutim, meki su patogeni
razvili efektorske proteine kojismogu potisnuti PTI. Zauzvrat, biljke su razvile mehanizme koji
prepoznaju patogene efektore I poticu aktivaciju efektorski aktiviranog imuniteta (engl.
effector-triggered immunity, ETI) kao sekundarnu liniju obrane. ETI je €esto jaci1 specifi¢niji
te moze dovesti do lokalizirane,stani¢ne smrti, ubijajuéifpatogena i sprjecavajuéi njegovo

daljnjeSirenje (Riedlmeier 1 sur., 2017).

Inficirana biljkaposjeduje neke znacajke nrodene imunosti indukcijom niza obrambenih gena.
Na primjer, otkriveno je da se ekspresija gena povezanih sa stvaranjem i nakupljanjem ROS,
proteina povezanih@ patogenezom (PR) i proteinskim kinazama ovisnim o kalciju povecava u
biljkama raj¢ice (Solanum lycopersicum) nakon infekcije PSTVd (Kitabayashi i sur., 2020).
Aktivacija urodenog imuniteta pomaze biljci da prepozna i odgovori na prisutnost viroida, §to
dovodi do uspostavljanja obrambenog jodgovora koji moze ublaziti ozbiljnost simptoma
povezanih s infekcijom. Ipak, prekomjerna aktivacija ovih obrambenih mehanizama moze
uzrokovati odredene Stetne ucinke, poput nekroze, koja dovodi do povecanja ranjivosti i

narusavanja zdravlja biljaka (Kitabayashi i sur., 2020).

Osim toga, vazan dio transkripcijskih promjena otkrivenih u razli¢itim interakcijama biljka-
viroid odnosi se na gene ukljucene u biosintezu i signalizaciju fitohormona. Signalni putevi

koji posreduju obrambenim odgovorima biljaka su slozeni i ukljucuju razlicite fitohormone,



medu kojima SA i JA imaju vaznu ulogu u aktivaciji obrambenih mehanizama (Joubert i sur.,
2022; Owens i sur., 2012b). Stoga se pretpostavlja da simptomi bolesti mogu biti rezultat
viroidom uzrokovanih poremecaja u homeostazi fitohormona u biljci domacinu. Stovise,
promjene u koncentracijama endogenih fitohormona ili osjetljivost uzrokevana, tijekom
infekcije patogenom posreduju cijeli niz odgovora biljaka koji megu odrediti hoce 1i biljke

postati osjetljivije ili otpornije na uljeza (Naoi i sur., 2022).

Sistemska priroda infekcije PSTVd takoder zahtijeva koordinirani odgovor wcijeloj biljci.
Nakon lokalne infekcije, signali se prenose kroz cijelu biljku, Sto. dovodi.dessistemske stecene
otpornosti (SAR), koja priprema neinficirana tkiva da ucinkovitije. odgovore na naknadne
napade patogena. Ovo sustavno signaliziranje ukljucuje kretanje signalnih molekula, poput SA,
koja je vazna za uspostavljanje SAR (Kitabayashi i'sur., 2020)."Sposobnost biljke da uspostavi

sustavni odgovor je vazna za njezinu ukupnu otpornostna, viroidne infekcije.

1.3. Uloga fitohormona uobrambenim odgovorimadiljaka

Fitohormoni imaju srediSnju ulogu u modulaciji obrambenog odgovora biljke domacina na
patogene (Pieterse 1 sur.;2012). Fitohormoni pomazu regulifati ve€inu procesa odgovornih za
rast i fazvoj organizma, kao i diferencijaciju stani¢eytkiva i organa, pomocu kojih biljka reagira
na biotski'1 abiotskistres: Oni pomazu biljkama da postignu fleksibilan odgovor na promjene
U oKoliSu kroz wisoko regulirane 'mreze'/kemijskih, signalnih puteva i imaju vaznu ulogu u
biljnim obrambenim mehanizmima protiv patogena. Hormoni takoder sluZe kao bitni elementi
medustani¢ne komunikacije koji pomazu u skladnom, djelovanju izmedu razli¢itih dijelova

biljke za izbjegavanje stresnih cimbenika (Alazem & Lin, 2015).

Glavni hormoni ukljuéeni u odgovor biljaka,na patogene su SA, JA, etilen (ET) i apscizinska
kiselina (ABA). SA je prvenstvena pevezana s odgovorima na biotrofne patogene, dok JAi ET
reguliraju odgovore na nekrotrofne patogene, a ABA ima sloZeniju ulogu, ¢esto djelujuci kao
modulator koji inhibira ili pojacava obrambene odgovore ovisno o vrsti patogena i uvjetima
okolisa (Alazem & Lin, 2015). Auksini (AUX), brasinosteroidi (BR) i citokinini (CK), hormoni
koji su prvenstveno poznati po svojoj ulozi u regulaciji rasta i razvoja biljaka, takoder su
prepoznati kao vazni regulatori u biljnim interakcijama s patogenima, posebno tijekom stresnih

uvjeta (Alazem & Lin, 2015).
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Uloga fitohormona u obrani biljaka od patogena nije ograni¢ena na pojedina¢ne hormone, ve¢
je rezultat slozenih mreza medusobnih interakcija koje omogucuju biljci da prilagodi svoje
odgovore na specificne izazove iz okoliSa. Istrazivanje takvih interakcija je bitno za
razumijevanje nacina na koji biljke moduliraju svoje obrambene mehanizmé, osebito kod
infekcija viroidima, gdje su promjene u hormonalnoj signalizaciji odposebnevaznosti (Alazem

& Lin, 2015; Navarro i sur., 2021a) (Slika 3.).

Jedna od vaznih znacajki fitohormona je njihova medusobna intérakcija, uglavnom putem
modifikacije ekspresije gena i signalnih puteva hormona,Kroz proces poznat kao hormonski
crosstalk koji biljci omogucuje da prilagodi svoj obrambeni edgovor na uzro¢nika infekcije,
bilo da je rije¢ o virusu, bakteriji, gljivici ili viroidu. Crosstalk fitohormona omoguéava biljci
da precizno regulira svoju imunolosku reakciju nanapad patogena i da koristi svoje resurse na

ekonomican na¢in (Huot i sur., 2014).

Tijekom obrambenog odgovora signalni putevi SA i JA medusobno djeluju (sinergisticki ili
antagonisticki), ali i u interakciji sa signalnim putevima drugih fitohormona (Alazem & Lin,
2015). Promjene u sadrzaju endogenih fitohormona tijekom infekeije patogenima utjeét na niz
adaptivnih odgovora u biljkama, $to kona¢no moze odrediti osjetljivostili otpornest biljaka na

patogene organizme.

Nakupljanje SA prvenstveno je povezano sa SAR, dugetrajnim obrambenim mehanizmom koji
se aktivira naken lokalne infekcije. SAR karakterizira pojacana ekspresija gena povezanih s
patogenezom, (PR)\i proizvodnjom antimikrobnih“spojeva (Carella i sur., 2015). Suprotno
tome, sinteza 1 nakupljanje JA je Cesto povezana s, odgovorima na napad biljojeda i ranjavanje
biljnog tkiva §to aktivira ekspresiju gena uklju€emith u sintezu obrambenih proteina i
sekundarnih metabolita (Vos i sur., 2013). Medudjelovanje ovih signalnih puteva vazno je za
ucinkovit obrambeni odgovor. Na primjer, dok je SA-posredovana signalizacija esencijalna za
otpornost na biotrofne patogene;. JA-posredovana signalizacija je ucinkovitija protiv
nekrotrofnih patogena i biljojeda. Ovakvo medudjelovanje omogucuje biljkama da prilagode

svoje obrambene strategije na temelju prirode prijetnje s kojom se suoc¢avaju (Vos i sur., 2013).
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Hormoni-negativna uloga u
obrani biljke od virusa

Povecana osjetljivost Sistemski
biljke i kretanje = irani
list

Hormoni-pozitivna uloga u
obrani biljke od virusa

Obrana aktivirana i
biljka je upozorena

Lokalno
inficirani
listovi

Pozitivan i negativan utjecaj na
efikasnost obrane biljke od

>

Slika 3. Op¢e djelovanje
obrambene puteve, uklju¢
HR (lokalno) i SAR (siste negativnho utjecCu na

- j obranu biljaka od
inke na obranu od

virusa* ;
virusa. a.C a ili primijeni u kasnijim

i odezmijima i ograniCava ice do stanice, dok s druge
SA put i smanjuje otpor n i ima infekcije potiskujuéi indukciju
odnju ROS i SA, te slab iRNA sustava (adaptirano prema

acija odreduju karakter odgovora biljaka tijekom

izlozenosti stresu. Pri tome, JA 1 djelovati antagonisticki tijekom virusne infekcije,
gdje povecanje jednog hormona potiskuje aktivnost drugog, $to se jasno vidi kod interakcija
biljaka i viroida. U biljkama poput krumpira (Solanum tuberosum), viroidna infekcija moze
izazvati poremecaj u hormonskoj ravnotezi, $to dovodi do simultane indukcije antagonistickih
hormona, kao §to su JA i SA, $to rezultira promjenama u obrambenim mehanizmima biljke

(Milanovi¢ 1 sur., 2019a; Wigsyk 1 sur., 2018).

12



Osim medusobne interakcije, fitohormoni su ukljuceni 1 u sloZzene regulacijske mreze koje
ukljucuju ROS, mitogen-aktivirane proteinske kinaze (MAPK) i druge signalne puteve. ROS,
posebno vodikov peroksid (H20:), djeluju kao sekundarni signalni posrednici koji amplificiraju
hormonske signale i poti¢u brze stani¢ne odgovore na infekciju patogenima (lLukan & Coll,
2022). SA cesto djeluje kao glavni regulator koli¢ine ROS u stanicama, balansirajuéi izmedu

aktivacije obrambenih reakcija i sprjeCavanja oksidativnih oStec¢enja (Alazem & Lin, 2015).

1.3.1. Uloga salicilne kiseline (SA)
SA je jedan od bitnih fitohormona koji ima vitalnu ulogu‘u regulaciji obrambenih mehanizama
biljaka protiv razli¢itih patogena. Ovaj fenolni spoj sintetizirajurbiljke kao odgovor na biotski
stres, prvenstveno na infekcije biotrofnim patogenima, ali takoder ima vaznu ulogu u
abiotskom stresu. SA sudjeluje u signalizaciji koja regulira lokalne i sistemske,odgovore
biljaka, uklju¢ujuci imunitet izazvan PAMP (engl. PAMP-triggered immunity, PTI) Fimunitet
izazvan efektorom (engl. effector-triggered immunity, ETI), dva bitna,oblika, imunoloskih

reakcija koje biljke razvijaju kao odgover na prisutnost patogena (Peng i sur., 2021):

Povijesno gledanosSA je prvi put povezana s obrambenim.edgovorima biljaka na viruse
tijekom proucavanja interakcije izmedu virusa mozaika duhana (éngl..Tobacco mosaic virus,
TMV) 1 biljaka duhana. Pokazano je da SA.inhibira replikaciju TMV 1 sprjecava njegovo
Sirenje-na susjedne stanice, ¢ime potice razvoj sistémske otpornosti. Transgenicne linije duhana
koje ne akumuliraju endogenu SA zbog izrazavanja bakterijskog gena za salicilat hidroksilazu
(NahG) pokazuju pojacanu osjetljivost na TMV infekeiju [ hemogucnost uspostavljanja
sistemske otpornosti, §to dodatno ukazuje na ulogu"SA u obrani protiv virusa (Gaffney i sur.,
1993).

Biljke koriste dva neovisna ‘puta za/proizvodnju SA: put izokorizmat sintaze (engl.
isochorismate synthase, ICS) i put fenilalanin amonij-liaze (engl. phenylalanine ammonia-
lyase, PAL). Put fenilalanin amonij-liaze je jedan od puteva za biosintezu SA, pri ¢emu
fenilalanin sluzi kao polazis$na tocka za sintezu trans-cimetne kiseline (t-CA), koja se potom
modificira u SA. S druge strane, put izokorizmat sintaze omogucéava sintezu SA iz
izokorizmata, a posebno je vazan u biljkama poput Arabidopsis thaliana i duhana (Ding &

Ding, 2020). Ova dva puta omogucuju biljkama prilagodljivu sintezu SA ovisno o stresnim
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uvjetima, Sto rezultira akumulacijom SA na mjestu infekcije i daljnjim Sirenjem signala kroz

biljno tkivo (Slika 4.a.).

Studije su pokazale da je ICS1 lokalno i sustavno inducirana tijekom infekcije pategenom te je
izolirano nekoliko transkripcijskih faktora koji reguliraju ekspresiju ICS1, ukljucujuéi SARD1
i CBPg60, koji se vezu za promotor gena ICS1 i reguliraju njegovuindukciju. Osim toga,
pokazalo se da se WRKY28, iz obitelji WRKY faktora transkripeije, veze na dva W-box
motiva u promotoru ICS1 i aktivira ekspresiju gena, sugerirajuci da bi WRKY28 mogao biti
pozitivan regulator ekspresije ICS1. Indukcija ICS1 dovodi'do nakupljanjasSA, a SA aktivira
NPR1 (engl. nonexpresser of pathogenesis-related genes A), ‘glavni regulator nizvodne
regualcije SA-signalnog puta. Osim aktiviranja gena koji su aktivirani sa SA, NPR1 takoder
djeluje kao negativni regulator ekspresije gena ICS1, éime se zatvara negativna povratna sprega
(Liisur., 2019a).

Transkripcijski koaktivator NPR1 je vazna komponenta u obrambenom signalnom putu SA.
NPRI1 regulira ekspresiju nekoliko obrambenih gena, kao $to su PR geni, afunkecionalnost oveg
gena potrebna je za aktivaCiju obrambenog mehanizma posredovanog SA. NPR I takoder ima
bitnu ulogu u koregulaciji SA s JA i EDi drugim hormonima, a time 1 medukomunikaciji medu
odgovorima biljké na razliCite podrazaje patogena (Spoel &Dong;2024)(Slika 4.b.). SA se
nakuplja nakon infek€ije patogenom, Sto rezultiradaktivacijom NPR1 Koji se zatim lokalizira u
jezgri, gdje stupa u.interakciju s transkripcijskim faktorima TGA, $to u konaénici dovodi do

aktivacije’ PR'gena koji reagiraju na SA (Li i sur:;2019a).
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Slika 4. Biosinteza i signalnigput salicilne kiseline. (a) PredloZzeni model| za biosintezu /SA u
Arabidopsisu. U gornjem redu prikazan je izokorizmatni put (ICS); dok je u donjem redu.prikazan
fenilpropanoidni put (PAL). (b) Pojednostavljeni model za SA-signalnibput. U stanicama's niskom
koncentracijom SA, NPR1 stvara oligomer'i ostaje u citoplazmi, NPR3 i NPR4 vezu rézidualni NPR1
U jezgre za sprjeCavanje funkeije NPR1. U stanici s visokom keneentracijom SA, NPR1 postaje
monomeran i ulazi u jezgrir, gdje se SA veze za NPR3 i NPR4‘kako bi blokirao'njihovu represivnu
transkripcijsku aktivnest. NPR1 stupa u interakcijuss, TGA, Sto dovedi do aktivacije obrambenih
odgovora Koji reagiraju na SA. Kratice: BA2H, 2-hidroksilaza benzojeve Kiseline; ICS, izokorizmat
sintaza; IPLyizokarizmat«piruvat liaza; NPR, neekspresor, gena povezanih s patogenezom; PAL,
fenilalanin amonijliaza; SA, salicilna kiselina; TGA, #GACG-vezujuct transkripcijski faktor. Preuzeto
i adaptirano iz Liisur., 2019a.

U citoplazmi, aktivirani NPR1 negativno regulira ekspresiju gena koji odgovaraju na JA,
vjerojatno inhibirajuci pozitivne regulatore tih gena (JAZ) ili olakSavajuci prijenos negativnih
regulatora u jezgru (Slika 5.)."Supresija gena koji reagiraju na JA moze dovesti do supresije
gena za biosintezu JA, kao $to je LOX2, u konacnici rezultira inhibicijom stvaranja JA (Li i
sur., 2019a). Ova interakcija izmedu NPR1 i JA/SA puteva osigurava da biljka ne aktivira
antagonisticke signalne puteve istovremeno, ¢ime se omogucuje optimalno koristenje

energetskih resursa (Alazem & Lin, 2015; Pieterse i sur., 2012; Wasternack & Hause, 2013).

Umrezavanje signalnih puteva izmedu JA 1 SA takoder ukljucuje WRKY transkripcijske
faktore, posebice WRKY70, koji ima ulogu u inhibiciji JA-signalnog puta kada je SA
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dominantna. WRKY70 je pozitivan regulator putanje povezane s SA, ali istodobno djeluje kao
negativni regulator obrane posredovane JA. Ova dvosmjerna regulacija omogucuje biljkama
da precizno moduliraju svoje odgovore na patogene i druge stresne ¢imbenike (Alazem & Lin,

2015; Pieterse i sur., 2012).

Infekcija patogenom Ranjavanje
Akumulacija SA Akumulacija JA

* aune
# Proteoliza navodnih

represora

t 1' Citoplazma

%

Slika 5. Predlozeni modél za NPR1 kao modulator medudjelovanja (engl. cresstalk) izmedu SA- i JA-
ovisnih. obrambenih<odgovora. Infekcija nekrotiziraju¢im patogefnia rezultira nakupljanjem SA i
aktivacijom NPR1. Aktivirani NPR1 (prikazan kao.ovalni‘oblik zvijezde) se zatim translocira u jezgru
gdje stupa u'interakciju s transkripcijskim faktorima TGA, §to,u konaénici dovodi do aktivacije gena
kojicreagiraju na»SA. Aktivaciju NPR1 kontroliraju SA-posredovane redoks promjene u stanici.
Otzljede, poput onihnuzrokovanih hranjenjem insekata,  rezultiraju, nakupljanje JA. Pretpostavljeni
represor ekspresije gena koji reagira na JA, JAZ, tada je ubikvitiniran kompleksom SCF°" ubikvitin-
ligaza koji cilja proteine za razgradnju pomocu proteasema, Uklanjanje pretpostavljenog represorskog
proteina rezultira aktivacijom gena MYC2, a zatim i aktivacijo nizvodnih gena koji reagiraju na JA.
Inhibicija JA-signalnog puta putem SA regulirana je citosolnom funkcijom NPR1 aktiviranog sa SA,
ali njegovo mjesto djelovanja nije poznato.\Preuzeto i adaptirano iz Pieterse & Van Loon, 2004.

Biljke prilikom napada biotrofnih patogena nacelno sadrze povisene koncentracije salicilne
kiseline (SA) u usporedbi s nenapadnutim biljkama. Posljedice ovog napada manifestiraju se
kroz razli¢ite odgovore s ciljem suzbijanja Sirenja patogena na mjestu infekcije. Ti odgovori
ukljucuju nakupljanje ROS, poticanje hipersenzitivnog odgovora (HR) koji ukljucuje
formiranje kalusa, disorganizaciju tkiva te promjene u veli¢ini 1 obliku kloroplasta, degradacije

proteina i RNA u jezgri i jezgrici (nukleolusu) te programirane stani¢ne smrti (Baebler i sur.,
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2014). SA ima bitnu ulogu i u aktivaciji SAR u udaljenim biljnim tkivima, $to rezultira

smanjenjem uc¢inaka sekundarnih napada (Alazem & Lin, 2015; Lukan & Coll, 2022).

Najvaznija funkcija SA u obrani biljaka je jacanje imuniteta biljaka poticanjem sinteze i
nakupljanja proteina patogeneze (PR), koji imaju vaznu ulogu u jaéanju imuniteta biljaka. PR
proteini sastoje se od nekoliko enzima koji su ukljuceni u razgradnju stani¢nih'stijénki patogena
ili zaustavljanje njihove progresije i vrlo su bitni za lokalizirane obrambene reakcijesSA potice
i uspostavljanje SAR, dugotrajnog obrambenog odgovora koji omogucuje biljkama da razviju

otpornost u udaljenim tkivima nakon pocetne lokalne infek€ije (Ding &DPing, 2020).

U krumpiru (Solanum tuberosum), SA ima jedinstvéne obrambene funkcije koje se razlikuju
od drugih biljnih vrsta. Poznato je da krumpir, za'razliku od duhana i Arabidopsisa, ima visoke
bazalne koncentracije SA , a njegova sinteza u krumpiru kroz PAL put, dok put izokorizmat
sintaze relativno malo doprinosi sintezisSA u ovoj biljci (Coquoz i sur., 1998). Naken izlaganja
nekim patogenima, koncentracija SA povecase u tkivu proksimalno i distalno od infekcije
(Navarre & Mayo, 2004; Yu i sur., 1997).

13.1.1. Egzogenaprimjena SA i njenih analoga u borbi'protiv patogena
Primjena SA ili njegovih sintetickih analoga na osjetljive biljn€ vrste moze znacajno povecati
otpornost biljaka na patogene. Na primjer, tretman SA smanjujewrazine proteinskog omotaca
TMV 1 virusa krumpira X (PVX) u kompatibilnim interakcijama s biljkom Nicotiana
benthamiana, §to dedatno ukazuje na ulogu SA,u povecanju otpornosti na viruse (Lee i sur.,
2011). W-krumpiru ‘koji izrazava NahG transgen, zbog ¢ega nc akumulira SA, pokazana je
povecana osjetljivost na virusne (Baebler i sur., 2011) i gljivi¢ne patogene (Halim i sur., 2007),
dok vanjski tretmani SA ilignjegovim sintetskim analogom moZe smanjiti rast patogena i

obnoviti otpornost biljaka.

Pokazalo se da sintetski analozi, kao $to je 2,6-dikloroizonikotinska kiselina (INA), u¢inkovito
induciraju SAR u biljkama, sli¢no kao SA, ali uz povecanu stabilnost i u¢inkovitost u razli¢itim

uvjetima okoline (Tripathi i sur., 2019).

Sintetski analozi ¢esto pokazuju povoljniji farmakokinetic¢ki profil u usporedbi s prirodnim SA.

Na primjer, objavljeno je da INA ima dulje trajanje djelovanja i dosljedniji odgovor u razli¢itim
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biljnim vrstama, kao $to su raj¢ice i citrusi (Li i sur., 2016a). Osim toga, uporaba sintetskih
analoga takoder moze smanjiti rizik od fitotoksi¢nosti povezane s visokim koncentracijama
prirodnog SA, bududi da se ti spojevi mogu dizajnirati tako da optimiziraju svoju biolosku
aktivnost uz minimiziranje Stetnih ucinaka na rast biljaka (Belkadhi i sur., 2014)s0snovna
razlika izmedu SA 1 INA lezZi u njithovoj kemijskoj strukturi i naknadnoj bioloSkoj aktivnosti.
Dok je SA prirodni fenolni spoj koji ima ulogu u obrani biljaka, INAyje sintetski spoj koji
oponasa djelovanje SA, ali ga biljke ili patogeni ne metaboliziraju/na isti nadin (Aranega-Bou
I sur., 2014). Ova strukturna razlika omogucuje INA-i da ,,zaobide'* putove razgradnje koji
ogranicavaju u¢inkovitost SA 1 aktivira obrambene reakeije u biljkama bez da je degradiraju
patogeni koji obi¢no suzbijaju razine SA, ¢ime se osigurava pouzdanijinacin jacanja imuniteta
biljke protiv bolesti poput HLB-a (Huanglongbing, Zuta bolest citrusa) u stablima citrusa (Li i
sur., 2016a).

Tretman sa SA i njenim analozima'poti¢e se otpornost biljaka na patogene, “aktivirajuci
obrambene mehanizme poput ekspresije/PR ‘proteina, kao $to su p-1,3-glukanaze i hitinaze.
Ovi geni su bitni za obrambeniredgovor, jer pomazu u razgradnji stani¢né stijenke patogena te
pojacavaju lignifikacijuy $to ograniava Sirenje patogena kroz biljku (EI-Gamal i sur.; 2007;
Tripathi i sur., 2019). Istrazivanja su pokazale da INA djeluje kroz aktivaciju stgnala nizvodno
od SA, a u tom procesu bitnu ulogu ima protein NPR1, koji modulira ekspresiju gena povezanih
sa SAR. INA je pokazala da inducira istu otpornost kao i patogen, aktiviraju¢i PR gene i
povecavajuéihobrambene Kapacitete biljaka bez potrebe za akumulacijom SA (Tripathi i sur.,
2029). Poput SAy, INA moze inhibirati aktiynost katalaze i askorbat peroksidaze (APX) i
potaknuti nakupljanje,ROS (Faize & Faize;2018).

U nekoliko istrazivanja, primjena INA potaknula je ekspresiju gena povezanih sa SA-signalnim
putom, bez znacajnog povecanja Koneentracije endogene salicilne kiseline, §to dodatno
naglaSava njenu ulogu u primanju obrambenih odgovora (Huang i sur., 2023). U istrazivanjima
na krumpiru, primjena INA rezultirala je znaCajnim smanjenjem ozbiljnosti bolesti
uzrokovanih gljivi¢nim patogenima kao s§to su Phytophthora infestans i Alternaria solani, gdje
je u kombinaciji s askorbinskom kiselinom doslo do dodatnog smanjenja ozbiljnosti bolesti
(El-Gamal i sur., 2007). Takoder, primjena INA u istrazivanjima na grahu (Phaseolus vulgaris)
pokazala je pojacanu otpornost na patogen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, smanjujuci

simptome bolesti i akumulaciju patogena u biljnim tkivima (Martinez-Aguilar i sur., 2016).

18



INA tretman takoder potice ,,priming* efekt, gdje se biljke pripremaju za brzi i snazniji odgovor
na ponovnu (sekundarnu) infekciju patogenima. Ovaj ucinak priminga omogucuje biljkama da
brze aktiviraju obrambene mehanizme poput sinteze PR proteina i pojacanog stvaranja ROS,
¢ime se ograni¢ava Sirenje patogena unutar biljke (Honig i sur., 2023; Martinez<Aguilar i sur.,
2016). Priming putem INA tretmana takoder pojacava talozenje kaloze i lignifikaciju stani¢nih
stijenki, $to dodatno ograniCava Sirenje patogena i osigurava otpornost biljaka na Sirok spektar

patogena (Bostock i sur., 2001).

1.3.1.2. Transgenic¢na linija NahG
Bakterijski gen za salicilat hidroksilazu izoliran je iz bakterije Pseudomonas putida , a kratica
NahG je izvedena iz ,,gen za naftalen hidroksilazu®. ©vaj gen kodira enzim odgovoran za
pretvorbu salicilne kiseline (SA) u katehol, ¢ime se smanjuju koncentracije SA u biljci
(Gaffney i sur., 1993; Morris i sur./2000;/Van\Wees & Glazebrook, 2003), sto je vrijedan alat
za proucavanje fizioloske 1 obrambene uloge SA u biljkama. Ova transgena, modifikacija
omogucila je razumijevanje slozenih interakcija posredovanih SAw razli€itim odgovetima na

stres kao $to su otpornostna bolesti, tolerancija na oksidativni stres, kao I razvojni,procesi.

Transgene biljke kojé izrazavaju NahG pokazuju porémecent SAR zbog nemoguénosti
nakupljanja SA, §to je bitho za aktiviranje obrambenih odgevora protiv biotrofnih patogena
(McDowell ¥sur., 2000; Morris i sur., 2000). Jedne od glavnih otkrica u vezi s NahG biljkama
jemjihova izmijenjena reakcija na biotski stres. Na primjer, istrazivanja su pokazala da NahG
biljke pokazuju pojacanu osjetljivost na patogene, bakterije P. syringae i Botrytis cinerea.
Razgradnja SA u NahG biljkama dovodi do promijenjenog obrambenog odgovora, §to se
o€ituje smanjenom ekspresijom PR"gena, koji su u osnovi geni povezani s patogenezom, i
temeljne komponente u urodenom imunitetu biljke (Van Wees & Glazebrook, 2003). Na
primjer, ekspresija PR1, dobro“peznatog markera vezanog uz obranu posredovanu SA,
znacajno je niza kod NahG biljaka u usporedbi s biljkama divljeg tipa, Sto ukazuje na vaznu

ulogu SA u aktiviranju obrambenih mehanizama protiv patogena (Lopez-Gresa i sur., 2016).

Djelovanje SA u modulaciji odgovora organizma na oksidativni stres ilustrirano je u brojnim
istrazivanjima na NahG biljkama. Na primjer, u uvjetima koji pogoduju oksidativhom stresu,
divlje biljke A. thaliana su akumulirale vise oksidirane forme glutationa i imale nekroti¢ne

lezije na listovima, dok NahG biljke nisu pokazale vec¢a odstupanja u koncentraciji i formi
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glutationa te izgledu listova, u odnosu na u normalne uvjete rasta, $to ukazuje na ulogu SA u

regulaciji redoks homeostaze (Borsani i sur., 2001).

Istrazivanja na NahG biljkama su takoder dala uvid u hormonalne interakcije keje reguliraju
rast i razvoj biljaka. Koncentracija drugih fitohormona poput JA kao i AUX mijenjaju se zbog
ekspresije NahG gena, tj. smanjenog nakupljanja SA. Na primjer, istrazivanja su pokazala da
nedostatak SA kod NahG biljaka moze dovesti do povecanih koncentracija AUX, koji utjecu
na obrasce rasta kao i na razvojne procese (Abreu & Munné-Bosch, 2009) sto ukazuje n to da
SA nije vazan samo u odgovoru na stres, ve¢ kontrolirasfast i razvojyusazlicitim uvjetima

okoline.

Zbog ovih svojstava, NahG transgeni¢ne biljke se koriste za proucavanje uloge SA u biljnoj
obrani, bilo u okviru pojedina¢nih patogena ili slozen¢interakcije s drugim signalnim putevima

u biljkama.

1.3.2. Uloga jasmonske kiseline (JA)
JA je signalna molekula uklju¢ena u‘razli¢ite obrambene mehanizme biljaka, posebno one
usmjerene protiv nekrotrofnin“patogena (Kloek i sur., 2001), biljojeda (Leon i sur., 2001) i
abiotskog stresa (Sagano | sur., 2003). JA je oksilipin, jedna.od skupina signalnih molekula
izvedenih iz lipida, keje reguliraju brojne aspekte fizioloskih proecesa ukljucujuci rast, razvoj,

reprodukciju i reakcije na stres u biljkama (Leon 1'sur., 2001).

Biosinteza JA zapo€inje oksidacijom linolenske, kiseline putem lipoksigenaza (LOX) u
kloroplastu, $to dovodi do stvar@mja nestabilnih hidroperoksida koji su prekursori JA.
Lipoksigenaza (LOX) ima ulogu u ovoj,signalnoj kaskadi, a mutacije u LOX genima ¢esto
rezultiraju smanjenom sposobnoscu biljaka da odgovore na napade patogena i stres (Huang i
sur., 2019; Joubert i sur., 2022; Leéniitsur., 2001). Krajnji proizvod niza reakcija kataliziranih
lipoksigenazom (LOX), alen oksid sintazom (AOS) i alen oksid ciklazom (AOC) je 12-
oksofitodienska kiselina (OPDA). Pretvorba prekursora JA u bioaktivni oblik, poznat kao
jasmonska kiselina-izoleucin (JA-lle), je bitna za aktiviranje specificnih signalnih puteva
odgovornih za induciranje gena koji sudjeluju u obrambenim mehanizmima. Ova konjugacija
s aminokiselinom izoleucinom omogucava JA da djeluje kroz interakciju s receptorima

SCF/COI1 kompleksom (Li i sur., 2019a; Wasternack, 2014) (Slika 6.a).
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Proteini JAZ su supresori JA-induciranog transkripcijskog odgovora. JAZ proteini su vazni
negativni regulatori transkripcije gena osjetljivih na JA, no oni takoder djeluju kroz interakcije
s brojnim transkripcijskim faktorima uklju¢enim u signalne puteve drugih fitohormona. Zbog
toga se JAZ proteini smatraju centralnim regulatorima koji koordiniraju nes8amo, razlicite
procese nizvodno od JA, ve¢ i medudjelovanje JA s drugim fitohormonima, ukljucujuéi SA,

AUX, gibereline (GA) i ABA (Wasternack & Hause, 2013).

U nedostatku JA, JAZ proteini regrutiraju transkripciju korepresor. TPL putem, interakcije s
premosnim proteinom Novel Interactor of JAZ (NINJA). Nakonstresa, nakupljeni JA-Ile veze
se za F-box protein COI1 kako bi se olaksalo stvaranje COI1-dAZs kompleks. COI1 je vazna
komponenta JA-signalnog puta, djeluju¢i kao_[receptor/za bioaktivni oblik jasmonata,
jasmonsku kiselinu izoleucin (JA-Ile). Ova interakeija pokrece kaskadu dogadaja koja dovodi
do razgradnje JAZ (Jasmonate ZIM-domena) proteina, koji djeluju kao represori gena
osjetljivih na JA. COI1 protein je E<box protein koji ¢ini dio SCF (Skp1-Cullin=F-box) E3
ubikvitin ligaznog kompleksa, omogucujuci ubikvitinaciju i proteasomalnurazgradnjunJAZ
proteina, ¢ime se omogucéujeekspresija gena osjetljivih na JA (He i sur., 2012; Liisur., 2019b;
Zhao i sur., 2024).

JA-signalni put pizvodne od COI1-JAZ moze se podijeliti udvije razliCite)grane: granu MYC
i granhERF. MY C_granadje uglavnom odgovorna,za signalni put JA izazvan ranjavanjem i
insektima. ©vu granu kentroliraju osnovni<transkripeijski. faktorishelix-loop-helix leucine
zipper MYC2, MYC3 1 MYC4. U nedostatku JA, JAZ represori stupaju u interakciju s MYC
proteinima idegrutiraju korepresor TPL. Nedavno istrazivanje pokazalo je da JAZ interakcija
sa MYC proteinom kompetitivno blokira njegevu, interakeiju s MED25 podjedinicom
transkripcije. Aktivacija MY C-granenakon uklanjanja JAZ dovodi do ekspresije velikog skupa
gena koji reagiraju na JA, ukljuéujuci gen za sintezu JA LOX2 i JA-signalni represor geni JAZ
(L1 i sur., 2019a; Zhao i sur., 2024) (Slika 6.b).
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Slika 6. Biosinteza jasmonata (JA) i put prijenosa.signala. (a) Model za JA put biosinteze. Intermedijer
OPDA se sintetizira u kloroplastima. JA se sintetizira u peroksisomima i izvozi seu citoplazmu;,gdje
se pretvara u druge bioaktivne derivate'(tj. JA-Ile). Klju¢ni enzim AOS oznacen je narancastom bojom.
(b) Model za prijenos JA signala putem MY Cad Arabidopsisu. U neinduciranim stanicama (lijevo,
niska koncentracija JA, stanje mirovanja), MYC2 aktivnost je potisnuta JAZ proteinima koji stupaju u
interakciju s NINJA-om<ako bi regrutirali transkripcijski represor TPLAU stanici_stimuliranoj JA
(desno, visoka koncentracijaJA, JA stimulacija), JAZ proteini se razgraduju posredstvom SCFC°'126S-
proteosom. MY C2sse oslobada kako bi stupio u interakciju s transkripeijskim posrednikom kako bi
aktivirao ekspresiju gena koji.odgovara JA. Kratice: a-LA - a-linolenska kiselina; ACX1 - acil-CoA-
oksidazar1; AOC - alen oksid ciklaza; AOS - alen oksid sintaza; COI1 - karonatin neosjetljiv 1; JA -
jasmonskackiselina; JA-lle/- konjugat jasmonske kiseline i izoleucina, jasmonil-izoleucin; JAR -
jasmonate-resistant; JAZ=jasmonat ZIM domena; IMT - JA'metil transferaza; LOX - 13-lipoksigenaza;
MeJA - metil jasmonat; MED - posrednik; NINJA — novel inhibitor of JAZ; OPDA - 12-oksofitodienska
kiselina; OPR3 - OPDA reduktaza 3; TPL - TOPKES. Preuzeto i-adaptirano iz Li i sur., 2019a).

Jasmonati, poput JA, djeluju kao pozitivni regulatori vlastite sinteze kroz pozitivnu povratnu
petlju. Takva se petlja moze @bjasniti djelovanjem SCF(COI1)-JAZ kompleksa, u kojem COI1
ima sredi$nju ulogu kao glavni regulater JA-signalnog puta (Katsir i sur., 2008). Kompleks
SCF/COI1 oznacava JAZ represorske proteine za uniStenje i stoga omogucuje faktorima
transkripcije poput MYC2 da aktiviraju gene koji reagiraju na JA 1 pokre¢u obrambene
odgovore (Devoto & Turner, 2005; Wasternack, 2014). S ovim mehanizmom, biljka moze brzo
odgovoriti na napad patogena i tako fino regulirati obrazac ekspresije gena za biosintezu i
percepciju JA.
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JA 1njeni derivati takoder su ukljuceni u odgovore biljaka na razli¢ite abiotske stresove, poput
suSe, UV zraCenja i1 ozljeda. Njihova modulacija stani¢nih procesa kao $to je sinteza
antioksidativnih enzima i obrambenih proteina ¢ini ih vaznom komponentom prilagodbe
biljaka na stresne uvjete (Rao i sur., 2000; Sugano i sur., 2003). Aktivacija JA ubiljkama moze
pojacati aktivnosti antioksidativnih enzima poput SOD i APX koji uklanjaju’ROS Koje nastaju
uslijed stresa, ¢ime se smanjuje oksidativno oSte¢enje tkiva (Mittler i sur, 2004). Takoder, JA
znacajno utjece na ekspresiju gena, djelujuéi sinergisticki ili antagonisticki wodnosu na druge

biljne hormone poput SA, AUX, ET i ABA (Wasternack & Hause; 2013).

U kontekstu viroidnih infekcija, uloga JA jo$ uvijek nije potpuno razjasnjena, ali postoje dokazi
0 njezinoj znacajnoj ulozi u odgovoru biljaka na wiroidnu/infekciju. Istrazivanja na PSTVd
inficiranoj raj¢ici (Solanum lycopersicum) pokazala su pojacanu ekspresiju gena ukljucenih u
biosintezu i signalizaciju JA, $to sugerira da je ovaj, hormon uklju¢en u obrambenim
mehanizmima protiv viroida (Wigsyk'i surs, 2018). Osim toga, prethodno je pokazano da JA
ima ulogu u imunoloskim odgovorima biljaka protiv virusa (Clarke i sur., 2002; Love isur.,
2005).

Istrazivanja su pokazala da infekcija PSTVd u krumpiru dovodi do znacajnog nakupljanja JA,
dok SA nije bila znagajno ‘akumulirana u inficiranim tkivima (Milanovi¢ i sur., 2019a).
Dodatno, analiza ekspresije gena povezanih s JA-signalnim putem pokazala je da je biosinteza
JA bila Znacajno pojacana u inficiranim biljkama krumpira, $to je dodatno potvrdeno
poviSenom ekspresijom gena poput LOX, OPRS3, i COW, koji su bitni za biosintezu i
signalizaciju’ JA. Owi nalazi naglasavaju vaznost JA wu regulaciji obrambenih mehanizama

krumpira protiv PSTVd (Milanovi¢ i sur., 2019b).

Nedavna istrazivanja su pokazala daskombinirano djelovanje ET s JA moze sinergisticki
potaknuti ekspresiju obrambenog gena protiv biljojeda i patogena (Zhu i sur., 2023). Osim
toga, utvrdeno je da na ekspresiju PR-1b, marker gena za SA-signalni put, utjecu JA i ET u
biljkama krumpira inficiranim P. infestans (Alaux i sur., 2020). Ovo ukazuje na to da JA ne
samo da aktivira vlastiti skup obrambenih gena, ve¢ je takoder povezan sa SA-signalnim putom

kako bi fino podesio odgovor biljke na patogene.
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1.3.2.1. Egzogena primjena JA i njenih analoga u borbi protiv patogena
Metil jasmonska kiselina (MeJA) je hlapljivi mirisni spoj izdvojen iz biljke Jasminum
grandiflorum, koji za razliku od JA, djeluje na udaljene dijelove biljke. Zajedno s JA i ostalim
jasmonatima, MeJA sudjeluje u razvojnim fazama poput klijanja sjemena, razvoja,korijena,
sazrijevanja plodova, gravitropizma te senescencije listova. Osim toga, JA i MeJA su povezani
s regulacijom stresa u biljkama uslijed poticanja ekspresije obrambenih gena, aktivacijom
antioksidacijskih enzima, nakupljanjem obrambenih molekula poput fenala te regulacijom

antioksidacijskog odgovora, fotosinteze i zatvaranja puci (Yu i sur., 2019).

MeJA nastaje iz JA djelovanjem JA-karboksi-metiltransferaze (JMT) koja se nalazi u
citoplazmi, a pojacana ekspresija JMT gena povezana je S ve¢om otpornos¢u biljaka na
odredene patogene. S druge strane, biljka moze iskoristiti egzogeno dodani MeJA tako da ga
pretvara u bioaktivni JA-lle (Tamogami i sur., 2008). Pored toga, u uvjetima biotskog stresa,
egzogeno dodan MeJA poti¢e sistemsku, obranu biljaka i povezana je sa ‘Smanjenjem
umnazanja PVY-PVX virusa (Gar€ia-Marcos i'sur., 2013). Sli¢na istraZivanja pokazala su da
je ekspresija gena osjetljivihena JA promijenjena u ranim fazama infekcije, npr. kod virusa
mozaika cvjetace (engl. Cauliflowermosaic virus, CaMV) u Arabidoepsis thaliana (Love i sur.,
2005). Utisavanje AOS (ARLLENE OXIDE SYNTHASE), gena za biosintczu JA, pojacava
otpornost, a egzogena primjena,MeJA smanjuje lokalnufotpornost na TMV 1 omogucava
sistemski prijenos,&to implicira da takav tretman ukida otporost gena N na virus mozaika
duhana (Okai sur., 2043). Ovi rezultati ukazuju na to da uloga JA.ubrani biljaka od patogena

nijé posve razjasnjena i moze ovisiti o vrstipatogenante fazi infekcije.

MeJA, moze modulirati fizioloSke procese u ‘biljkama 1 poboljSati otpornost na abiotske
stresove, poput suse i saliniteta, povec¢anjem aktivnosti antioksidativnih enzima i nakupljanjem
spojeva, kao $to su prolin i ugljikohidrati. U MeJA tretiranom kukuruzu dolazi do povecanja
sinteze endogenih hormona, poput ABA, te je zabiljezeno i smanjenje oksidativnog stresa i

poboljsanje antioksidativnih odgoveratijekom suse (Tayyab i sur., 2020).

U pSenici MeJA tretman inducira otpornost na Fusarium culmorum, povecavajuci aktivnost
enzima kao $to su peroksidaza i fenilalanin amonijak-lijaza (Akbari-Vafaii i sur., 2014). MeJA
pomaze kontrolirati gljivicu Tilletia controversa, uzro¢nika patuljastog snijeta, inducirajuci

obrambene gene, poput PR-10a i katalaze (CAT) (Muhae-Ud-Din i sur., 2020).
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Tretman MeJA u Arabidopsis thaliana znac¢ajno povecava aktivnosti antioksidativnih enzima,
ukljucujuéi CAT i peroksidazu (POD), ¢ime se smanjuje oksidativni stres (Jung, 2004). U rizi
MeJA tretman poboljSava otpornost na insekte, poput rizinog vodenog ziska (Lissorhoptrus
oryzophilus), iako istovremeno smanjuje rast biljke i masu zrna (Bhavanam & Stout, 2021).
MelJA tretman takoder inducira otpornost na Botryosphaeria dothidea u Kiviju, aktivirajuci
enzime povezane s fenilpropanoidnim 1 jasmonatnim putevima, ukljuujuéi fenilalanin
amonijak-lijazu i peroksidazu, te poti¢e nakupljanje fenolnih spojeva i flavenoida (Li i sur.,
2022a; Pan i sur., 2020).

Kod mungo graha, MeJA tretman potice otpornost na Mungbean yellow mosaic India virus
(MYMIV) pojacanjem biokemijskih odgovora (povezanih s obrambenim mehanizmima
(Chakraborty & Basak, 2019). Takoder je primijeéeno da MeJA moze inducirati epigeneticke
promjene, poput modifikacija histona, §to moze ubrzatini pojacati odgovor na bududi stres

(Bertini i sur., 2018).

1.3.2.2. Transgenicne linije opr3 i coil
Uloga proteina COlLy(Coronatine Insensitive 1) i OPR3 (12-oksephitodienoat reduktaza 3) u
signalnim putevima biljaka, posebno u odnosu na JA i njézine dérivate, izazvala je znacajnu

paznju posljednjih’ godina.

Prateini COI1 1 OPR3 nisu samo ukljuceniu odgovor na obranu, takoder sudjeluju u nekoliko
razlicitih razvojnih  procesa. Na primjer, ‘pokazano je da COIl regulira plodnost polena i
sekundarni‘metabolizam biljaka (Wang i sur., 2021a)4©dnos izmedu COI1 i drugih signalnih
puteva, kao $to su oni koji ukljuuju AUX i GA, dodatno pokazuje sloZzenost hormonske
komunikacije u razvoju biljaka (Jia i sur.;2013). Takva komunikacija pomaze u koordinaciji
rasta 1 obrambenih strategija biljaka, omogucuju¢i im prilagodbu promjenjivim okoliSnim

uvjetima.

Razli¢iti aleli i mutacije koji mogu dodatno utjecati na njihovu aktivnost dodatno naglasavaju
slozenost funkcija COIl1 i OPR3. Na primjer, specificne mutacije u dijelovima gena koji
kodiraju protein COI1l mogu modulirati akumulaciju i funkciju imunoloskih receptora, ¢ime
utjeCu na imunitet biljaka (He i sur., 2012). Slicno tome, identifikacija intragenskih

supresorskih mutacija u COIl ukazuje na razlicite u¢inke genetske varijacije na JA-signalni
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put i odgovore biljaka na stres (Song i sur., 2021). Ova otkri¢a naglaSavaju da evolucijska
dinamika COI1 i OPR3 nije vazna samo za razumijevanje obrambenih strategija biljaka, ve¢ i

za programe uzgoja usmjerene na povecanje otpornosti usjeva na stres.

Istrazivanja su pokazala da je COIl vazan za razli¢ite odgovore biljaka na okolisSni, stres,
ukljucujuci napade biljojeda i infekcije patogenima. Na primjer, coll-1 mutant/Arabidopsisa
potpuno je neosjetljiv na JA odgovore, Sto ga ¢ini podloznim raznim patogenima i biljojedima
(He i sur., 2012). Ova osjetljivost pripisuje se nesposobnosti mutanta da percipira JA i aktivira
signalne puteve u kojem sudjeluje JA, koja je vazna za aktivaciju obrambenih mehanizama.
Nasuprot tome, biljke divljeg tipa mogu pokrenuti ucinkovite. obrambene odgovore,
uklju¢ujuc¢i proizvodnju sekundarnih metabolita i proteina povezanih s patogenezom, kao
odgovor na JA-signalni put. S druge strane, OPR3 ima uloguu biosintezi JA jer katalizira
konverziju OPDA u JA. Mutanti A.thaliana bez OPR3, kao §to je opr3-2, pokazuju
promijenjene odgovore na biotski stres, §to ukazuje da je OPR3 nuzan za u¢inkovité @brambene

odgovore posredovane JA (Scalschi i surs 2015).

Interakcija izmedu COIl 1 OPR3 0sebito jeocita u istrazivanjima keja ispituju odgovore biljaka
na patogene. Na primjer, pokazalo »se da opr3-2 mutant ima‘ povecanuwoetpornost na
nekrotrofnog pategena B. cingrea, unato¢ nesposobnosti zafproizvednju JA (Scalschi i sur.,
2015)¢Smatra se da je ovaotpornost posredovana.aktivacijom signalnih puteva ovisnih o COI1,
koji ne ovise iskljucivo obiosintezi JA. Iako j& poznato da COIL obi¢no prepoznaje JA u obliku
JA-lle, postoje dokazi da COIl moze percipirati i, druge jasmonate, poput Cis-OPDA, koji
takoder imaju uloguu prijenosu signala. Dodatno, postoje i COI1-neovisni signalni putevi koji

mogubiti angazirani u obrambenim odgovorima biljke (Wasternack i sur., 2012).

Nadalje, regulacija rasta 1 obrane putem JA precizno je podeSen proces. Signalizacija
posredovana COI1 daje prednest obrambenim odgovorima u odnosu na rast, osobito pod
stresnim uvjetima. To je vidljivosu kompeticiji izmedu signalnih puteva JA i GA, gdje
signalizacija JA moze inhibirati puteve GA koji poticu rast, ¢cime biljke premjestaju resurse

prema obrani, dok koce rast tijekom stresnih uvjeta (Li i sur., 2022a; Yang i sur., 2012).
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1.3.3. Interakcija fitohormona u obrambenom odgovoru
Interakcije izmedu fitohormona, bilo da su sinergisti¢ke ili antagonisticke, su vazne za biljne
prilagodbe na biotske i abiotske stresove. Sinergija izmedu JA i ET omogucuje biljkama da se
ucinkovitije brane protiv nekrotrofnih patogena, dok antagonizam izmedu SA« JA esigurava
specifi¢ne odgovore na biotrofne 1 nekrotrofne napade. ABA, AUX idrugi fitohormonitakoder
imaju ulogu u modulaciji ovih odgovora, omogucujuci biljkama da balansiraju rast i/branu
ovisno o uvjetima. Povezivanje signalnih puteva izmedu ovih hormona omogucuje biljkama
da dinamicki prilagode svoje fizioloske procese u sloZenim i promjenjivim okoli§nim uvjetima

(Alazem & Lin, 2015; Pieterse i sur., 2012).

Jedan od najpoznatijih primjera antagonizma izmedu JA i SA moze se vidjeti u obrambenim
odgovorima na virusne infekcije. Istrazivanja na Nicotiana benthamiana pokazala su da su oba
hormona potrebna za razvoj sistemske otpornosti na virus mozaika duhana (engl. Tobacco
mosaic virus, TMV). Blokiranje JA biosinteze znacajno smanjuje naknadno nakupljanje SA,
Sto ukazuje da JA posredno potice SA-signalnibput u ranijim fazama virusne,infekcije (Zhu i
sur., 2014). Ovaj pojava sesobjasnjava potrebom biljke da koordinird svoje edgovore na
razli¢ite faze infekcije, gdje JA pomaze u ranom obrambenom odgovoru, dok SA“preuzima

kontrolu u kasnijim fazama kada je potrebno sprijeciti daljnje Sirenje patogena.

UmreZavanje signalnih puteva izmedu JA 1 SACwkljucuje WRKY ¢transkripcijske faktore,
posebice WRKY70, koji<ima ulogu u inhibiciji JAssignalnog putakada je SA dominantna.
WRKY70 je pozitivan regulator SA-signalnog  puta, alivistodobno djeluje kao negativan
regulator obrane postedovane djelovanjem JA. Ova dvesmjerna tegulacija omogucuje biljkama
da preciznoimoduliraju svoje odgovore na patogene. i druge stresne cimbenike (Alazem & Lin,

2015; Pieterse i sur., 2012).

Uc¢inak infekcije viroidom “PSTVd na' signalne puteve JA i SA takoder se odrazava u
fizioloskim odgovorima inficiranih biljaka. Na primjer, usporeni rast i izmijenjena morfologija
listova uoceni u biljkama inficiranim PSTVd mogu se pripisati poremecaju hormonskih
signalnih puteva, ukljucujué¢i one koji ukljuc¢uju JA i SA (Lv i sur., 2016). Medudjelovanje
ovih hormona je vazno za odrZavanje rasta i razvoja biljke, a svaki poremecaj moze dovesti do

znacajnih fenotipskih promjena.

U istrazivanju na biljkama raj¢ice inficiranim s PSTVd otkriveno je da su oba glavna

obrambena hormona, SA 1 JA, ukljuc¢ena u regulaciji odgovora na viroidnu infekciju. Prema
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rezultatima analize transkriptoma rajcice inficirane viroidom PSTVd (Wigsyk i sur., 2018),
Biljke rajcice inficirane s PSTVd pokazale su aktivaciju prijenosa signala SA i JA. Stoga,
pojacana ekspresija gena poput LOX i MYC2 koji su povezani s JA, kao i poja¢ana ekspresija
gena povezanih s SA, sugeriraju da infekcija viroidom moze potaknuti sloZzen odgovor koji
ukljuéuje oba hormona. Zanimljivo je da je u ovom slu¢aju, za razliku od krumpira, uloga SA
bila jednako vazna kao 1 JA, §to moze ukazivati na razli¢ite mehanizmeobrane specifiéne za

vrste biljaka.

Istrazivanja pokazuju da infekcija PSTVd moze dovesti do znacajnihypromjena u ekspresiji
gena povezanih s metabolizmom i signalizacijom hormona. Na‘primjer, istrazivanje Wigsyka i
sur.h naglasava da je tijekom infekcije PSTVd viSe od 140 gena/ukljucenih u metabolizam
hormona i signaliziranje pokazalo izmijenjene razine,ekspresije, sto ukazuje na dubok utjecaj
na hormonalnu ravnotezu unutar biljke (Wigsyk i sur., 2018). Ovaj poremecaj je posebno vazan

buduci da suiJA i SA vazni u orkestriranju,obrambenih odgovora biljaka protiv pategena.

Vrijeme aktivacije hormonskih odgovaora tijekom infekcije PSTVd takoder je vrijedno paznje.
Gora-Sochacka i sur. proveli sunanalizu® transkriptoma korijena koja je otkrilanglobalne
promjene izazvane sistemskom infekcijom PSTVd isticu¢i vremensku dinamiku- ekspresije
gena ukljucenih i hormenske signalizacije tijekom procesasinfekeije (Géra-Sochacka i sur.,
2019)¢To sugerira da b1 vrijeme aktivacije putevaJA i SA moglo biti kriticno u odredivanju

ishoda infekcije, bilo da dovodi do tolerancije'ili osjetljivosti.

Dok SA i JA Cesto, djeluju antagonisticki, JA i ET djeluju u sinergiji kako bi koordinirali
obrambene mehanizme, posebno protiv nekrotrofnih patogena. Ova sinergija je vazna za
induciranu sistemsku otpornost (engl. induced systemic resistance, ISR), proces kojim biljke
aktiviraju obrambene mehanizme u cijelom organizmu nakon lokalne infekcije (Ebrahimi-
Zarandi i sur., 2022). JA i ET, zajednickinreguliraju ekspresiju gena odgovornih za sintezu
obrambenih proteina i spojeva koji jacaju stanicne stijenke, ukljuc¢ujuci kalus i lignin (Thaler i
sur., 2012). Primjer ove sinergije moze se vidjeti u obrani biljaka A. thaliana od gljivi¢nog
patogena B. cinerea, gdje oba hormona zajedno aktiviraju ekspresiju gena poput PDF1.2, koji
kodira proteine za inhibiciju rasta patogena (Pieterse i sur., 2012).

ABA ima ulogu u prilagodbi biljaka na abiotske stresove, poput suse i slanosti, ali takoder ima
slozenu ulogu u regulaciji biotskih stresova. ABA ¢esto djeluje kao negativan regulator SA-

signalnog puta, posebno tijekom infekcija biotrofnim patogenima. Ovo antagonistiCko
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djelovanje izmedu ABA 1 SA omogucuje biljkama da prilagode svoje odgovore ovisno o
prirodi stresa. Na primjer, kod infekcija biljkama P. syringae, zabiljezeno je da ABA potiskuje
SA-signalni put, ¢ime patogen moze lakse izbjeci biljne obrambene mehanizme. lako je ABA
vazna za zatvaranje puci kako bi se sprije¢io ulazak patogena, njezina inhibicija’SA=signalnog
puta moze smanjiti sposobnost biljaka da se obrane od patogena keji prodiru krez otverene
puci (Ton i sur., 2009).

Stovise, analiza transkriptoma biljaka paprike inficiranih viroidoem PSTVdhotkrila je da
infekcija PSTVd pojacava ekspresiju gena povezanih s proizvodnjom ET;,$te’je usko povezano
s JA-signalnim putem (Hadjieva i sur., 2021). Pojacana regulacija gena ACO, odgovornog za
biosintezu ET, sugerira da PSTVd moze potaknuti reakcijé na stres posredovane ET, §to bi
moglo neizravno utjecati na put JA. Poznato je da ET stupa u interakciju s JA-signalnim putem,
Cesto pojacavaju¢i obrambeni odgovor biljke protiviraznih biotskih stresova, ukljucujuci
viroidne infekcije (Joubert i sur., 2022). Ova interakcija naglasava slozenost hormonskog
signaliziranja tijekom infekcije PSTVd¢ gdje promjena u jednom hormomu moze izazvati

lan¢ane reakcije u drugim sigmalnim putevima.

Dodatna istrazivanja na Arabidopsisu ukazuju na slozene medusobne ednose izmedu SA, JA,
ET i ABA u regulacijiodgovorana infekcije patogenom. Na primjer,u prisutnosti virusa, poput
Cauliflower mosaicyirus (CaMV), JA i ET aktivitaju ekspresiju’ gena ukljucenih u sistemsku
otpornost; dok ABA inhibira SA-signalni put; smanjujucéi u€inkovitest obrambenih odgovora
(Thalerisur.,2012).

AUX se opéenito smatra hormonom rasta i razvoja biljaka, ali u novijim istraZivanjima doslo
se, do spoznaje da AUX takoder moze biti ukljuéen u obrambene reakcije, osobito u
modificiranju interakcija izmedu “biljaka 1 njihovih patogena. AUX mogu djelovati
antagonisticki sa SA jer inhibiraju odredene SA-signalne puteve, kao S§to su indukcija
ekspresije PR1 gena, dopustajuct patogenima da kontroliraju hormonsku ravnotezu biljke do

tocke u kojoj je rast potaknut na ustrb obrambenih odgovora (Kong i sur., 2020).
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1.4. Uloga ROS u obrambenim odgovorima biljaka

ROS ima viSestruku ulogu u obrambenim mehanizmima biljaka, djeluju¢i kao signalne
molekule i kao toksicni agensi. Ova dualnost ROS kao obrambenog signala i potencijalnog

izvora oStecenja stanica ilustrira sloZzenost obrambenih strategija biljaka.

ROS su molekule koje ukljuc¢uju slobodne radikale poput superoksida (Os:), hidroksil radikala
(OH?), nereaktivne Cestice poput H20- 1 singletni kisik (*O2). U niskim koneentracijama, ROS
djeluju kao signalna molekula koja aktivira obrambene mehanizme, dok u visim
koncentracijama moze uzrokovati stanicnu smrt i oSte¢efija molekula poput proteina, lipida i

nukleinskih kiselina (Tripathy & Oelmiiller, 2012).

Prepoznavanje molekularnih uzoraka povezanih s‘patogenom (PAMP) pomocu receptora za
prepoznavanje uzorka (PRR) aktivira nizvodne signalne‘puteve koji kulminiraju proizvodnjom
ROS, sto je bitno za aktivaciju obrambenih gena i sintezu antimikrobnih spojeva (Jiang i sur.,
2022; Sheikh i sur., 2022). Nakon prepoznavanja patogena u biljkama, zapocinjey niz
oksidativnih reakcija koje dovode do brzog povecanja koncentracije ROS, 0sobito H20: i
superoksidnih radikala (©2"), $to je poznato kao oksidativni prasak (Lee 1 sur., 2011; L1 i sur.,
2020) cesto povezan s HR'I lokaliziranom stani¢nom smrc¢u koja ograni€ava sirenje patogena
(Xue i sur., 2017). Vaznost ROS»dodatno je naglaSena rezaltatima istrazivanja koja pokazuju
da prijenos signlana u kojima sudjeluje ROS moze modulirati ekspresiju gena povezanu s
obrambenim ‘odgoverima, ukljucujuci aktivaciju genaypovezanih s patogenezom (PR) i

nakupljanje bioaktivnih sekundarnih metabolita, fitoaleksina (Jiang i sur., 2022).

Kako 'bi_ublazile ‘potencijalnu Stetu uzrokovanmu, prekomjetnim ROS, biljke su razvile
sofisticirani antioksidativni sustavhkoji ukljuuje neenzimske antioksidanse ukljucujuci
askorbat-glutationski ciklus, flavonoide i karotenoide, te antioksidativne enzime kao §to su
SOD, CAT, APX i POD (Soares i sur., 2010). Ovi enzimi djeluju na uklanjanje ROS i
odrzavanje redoks homeostaze, cime §tite stanicne komponente od oksidativnog ostec¢enja (Ali
i sur., 2024; De Gara i sur., 2003). Na primjer, aktivnost SOD je bitna za pretvaranje
superoksidnih radikala u H202, koji se zatim moze dalje detoksificirati katalazom i
peroksidazama. RavnoteZa izmedu proizvodnje i uklanjanja ROS vazna je za odrZavanje
homeostaze ROS i zdravlje biljaka, jer i nedovoljne i prekomjerne koncentracije ROS mogu

dovesti do poremecenih obrambenih sposobnosti.
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Osim toga, poznata je povezanost nakupljanja ROS s aktivacijom prijenosa signala pomocu
SA 1JA tijekom obrambenog odgovora biljaka. S druge strane, SA 1 JA mogu biti uklju€eni u
regulaciju ekspresije gena uklju¢enih u proizvodnju ROS i antioksidacijsku obranu (Berens i
sur., 2017). Na primjer, aktivacija SA puta povezana je s povecanim nakupljanjem ROS i
aktivacijom antioksidacijskih odgovora, $to povecava otpornost biljke na razlicite patogene
(Jiang i sur., 2022; Sharma i sur., 2018). Nasuprot tome, JA se ¢esto povezuje(s regulacijom
obrambenih odgovora u obrani od biljojeda i nekrotrofnih patogena, gdje ROS takoder ima
znacajnu ulogu pri ¢emu nakupljanje JA moze potaknuti aktivaciju enzima poput peroksidaza
i proteaza te sintezu spojeva poput JA Kkoji imaju ulogu u jacanju biljnih obrambenih
mehanizama (Goggin & Fischer, 2022; Pitino i sur., 2015). (Shka 7.)

PSTVd

JA-lle

Aktivacija
odgovora
J& gena

Resursi usmjereni na obranu

Slika 7. Shema prikazuje molekularni. mehanizam obrane biljke na infekciju PSTVd, prikazani su
unutarstaniéni procesi koji se, aktiviraju makon infekcije: infekcija PSTVd uzrokuje povecanje
produkcije reaktivnih kisikovih'€estica (ROS), koje posljedi¢no aktiviraju ekspresiju gena odgovornih
za sintezu antioksidativnih enzimaj, ukljucujuéi katalazu (CAT), askorbat peroksidazu (APX) i
peroksidazu (POD). Ovi enzimi imaju ulegu u neutralizaciji oksidativnog stresa uzrokovanog s ROS.
Infekcija takoder inducira biosintezu JA kroz aktivaciju lipooksigenaze (LOX), enzima ukljucenog u
pocetne korake oksidacije lipida, Sto vodi do formiranja prekursora JA. Enzim OPR3 katalizira
pretvorbu prekursora u JA, koja se dalje moze konjugirati s aminokiselinom izoleucinom, tvore¢i
bioaktivni kompleks JA-lle. Aktivirani JA-lle kompleks prepoznaje SCF/COIL proteazni kompleks,
koji degradira reprimirajuci protein JAZ. Degradacijom JAZ proteina oslobadaju se transkripcijski
faktori, poput TF-MYC2, koji aktiviraju ekspresiju gena ukljuenih u obrambene odgovore ovisne o
JA. Kao rezultat, biosinteza JA i kasnija aktivacija signalnih puteva reguliranih JA vodi do povecane
sposobnosti biljke za obranu protiv viroidne infekcije, preusmjeravaju¢i metabolicke resurse prema
sustavima obrane. Slika je izradena pomoc¢u BioRender.com.
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SA takoder djeluje u sinergiji s ROS kako bi aktivirala antioksidativne enzime poput askorbat
peroksidaze (APX) i superoksid dismutaze (SOD). Ovi enzimi neutraliziraju Stetne ucéinke
oksidativnog stresa uzrokovanog nakupljanjem ROS tijekom infekcije. Aktivacija ovih enzima
posebno je vazna u kontekstu virusnih i viroidnih infekcija, gdje oksidativni 'stres ima
neizostavnu ulogu u aktivaciji obrambenih odgovora u biljkama, (Alazem & Ain, 2015;
Kovalskaya & Hammond, 2014).

Kontrola koncentracije ROS tijekom obrambenih odgovora regulirana je preciznim prostorno-
vremenskim mehanizmima. Na primjer, tijekom interakcije biljke iypatogena, dolazi do
bifaznog nakupljanja ROS. Prva faza je brza, kratkotrajna povezana s prepoznavanjem
patogena, dok je druga faza dugotrajnija i povezana s aktivacijom gena uklju¢enih u obranu

(Torres i sur., 2006).

Nedavna istrazivanja pokazala su da manipulacija koncentracije ROS moze biti petencijalna
strategija za poboljSanje otpornosti biljakasna bolesti i okolisne stresove. Poveéanjem
proizvodnje ROS genetskim inZenjeringom ili egzogenom primjenom elicitorayistrazivaci su
uspjeli potaknuti urodene obrambene mehanizme biljke (Peters i'sur., 2017; Pitino 1surs; 2015).
Na primjer, pokazano ‘je, da primjena MeJA povecava koncentraciju ROS, i aktivira
antioksidativne enzime,¢ime se;povecava otpornost biljke natazli€ite patogene (Sharma i sur.,
2018;¢Soares isur., 2010)¢ Ova;j pristup naglasavapotencijal ROS kao cilja za biotehnoloske
intervencijéyusmjerene na poboljSanje otpofnesti usjeva kroz aktivaciju antioksidacijskog

odgevora:
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1.5. CILJ I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Glavni je cilj istraziti ulogu fitohormona u regulaciji obrambenog odgovora biljke krumpira na

infekciju viroidom PSTVd. Specifi¢ni ciljevi su:

1) analiza dinamike razvitka sistemske infekcije i pojave simptoma kao §to sumakupljanje

vodikovog peroksida (H20>) i kaloze;

2) analiza ucinka infekcije na sadrzaj endogenih fitohormona, ‘te analiza' ekspresije gena
ukljuenih u metabolizam 1 signalne puteve fitohormona, posebice SA=i JA povezanih s

odgovorom na stres;

3) analiza uCinka egzogenog tretmana s 2,6-dikloro izonikotinskom kiselinom (INA),

analogom SA, te metil jasmonatom (MeJA) na dinamikuSirenja infekcije;

4) analiza ekspresije gena ukljucenih u drugeivazne regulatorne procese tijekom odgovora na

infekciju viroidom PSTVd.
Hipoteze istrazivanja:

1. Infekcija viroidom PSTVd uzrokuje oksidativne promjened promjene u ekspresiji gena ¢ime

aktivita'mehanizme©brange na biotski stres Sto dovedi do razvoja simptoma.

2. Transgenicnelinije krumpira sa smanjenom spesebnoséunakupljanja SA ili JA imaju razlicit
stupanj osjetljivostina infekciju viroidom u.odnosu na wt biljke. Razlika u stupnju osjetljivosti

ovisiho koncentraciji endogenih fitohormona i ekspresiji gena.

31 INA ili MeJA egzogeni tretman ublaziti ¢e ili pojacati razvoj simptoma u inficiranim wt
biljkama. Nadalje, egzogenidretman s INA.ili MeJA nadomjestit ¢e nedostatak fitohormona u
SA- odnosno JA-deficijentnim transgeni€nim biljkama i uzrokovati promjene u odgovoru na

infekciju viroidom u odnosu na netretirane transgenicne biljke.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Pripremanje viroidnog inokuluma

Za pripremu inokuluma izolirana je ukupna biljna RNA iz listova biljaka rajéicesprethodno
inficiranih dobro karakteriziranim izolatom PSTVd (GenBank pristupni/broj KF418768)
(Milanovi¢ 1 sur., 2014). Ukupna biljna RNA izolirana je pomoc¢u ‘RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) 1 kvantificirana pomoc¢u Nanodrop UV/VIS spektrofotometraNanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). Prisutnost PSTVd viroida potvrdena je metodom RTqPCR u
jednom koraku, koristenjem TagMan kemije i specifi¢nih poéetnica 1 sondiza PSTVd vVdRNA
(Boonham i sur., 2004), u reakcijskom volumenu od 20 pl, s L4l biljne RNA i 10 pl 2x glavne
mjesSavine (Agilent Brilliant III Ultra-Fast RTgQPCR). Za kvantitativnu RTqPCR analizu,
koncentracija svih uzoraka RNA je ujednacena na'8 ng/ul. Uvjeti za RTqPCR test bili su: 50
°C tijekom 10 min, 95 °C tijekom 3 min i 40 ciklusa‘ad,95 °C tijekom 15 sekundi i 60 °C
tijekom 20 sekundi. Kako bi se odrZala ujednacena razina kvalitete inokuluma u razli¢itim
eksperimentima, broj kopija viroidne RNA (VvdRNA) odreden je za svaki izelat koriStenjem
RTgPCR metode u skladu ssproetokolom zaapsolutnu kvantifikaciju DNA/RNA.(Pabinger i
sur., 2014). Ukratko, standardna krivulja dobivena je linearnom regresijskom analizom Ct
vrijednosti (prag ciklusa) za niz razrjedenja poznato pozitivnog uzorka (1 ng viroidne cDNA),
u rasponu od 10 do 10**pocetne koncentracije. Izradun bréja kopija viroidne cDNA izradunat
je u svakom razrjedenju. Naknadno je na temelju dobivenih €t vrijednosti za svaki pojedini
izolat odreden broj Kopija vdRNA po pg ukupne biljne “RNA." Pripremljeni inokulum
zadovoljavajuce kvalitete, s ujednacenim brojem kopija VARNA (~ 8x10® kopija/ug ukupne
RNA) pohranjen je na-80 °C do daljnje uporabe.

2.2. Propagacija biljaka

U istrazivanju su koristeni razli¢iti genotipovi krumpira (Solanum tuberosum) sorte Désirée:
biljke divljeg tipa (wt), transgeni¢ne biljke StNahG koje nemaju sposobnost nakupljanja SA
(Halim i sur., 2004) te transgeni¢ne biljke s nemogucénosti sinteze JA (StOPR3-RNAI), te biljke
neosjetljive na JA (StCOI1-RNAI). Nodalni segmenti stabljike koriSteni su za umnazanje in
vitro kultura presadivanjem u 1xMS hranjivu podlogu s dodatkom 0,8% agara i 2% saharoze,
u intervalu od 30 dana. Cetiri tjedna stare in vitro regenerirane biljke presadene su u

hortikulturni supstrat (Klasmann S1) te uzgajane 2 tjedna u plasti¢nim ¢asama promjera 6 cm,

34



a potom joS 2 tjedna u posudama promjera 15-19 cm. Biljke su uzgajane u mjeSavini
hortikulturnog supstrata (Klasmann Potgrond H 90) i perlita (3:1). Nakon presadivanja iz in
Vitro uvjeta u supstrat, biljke su prosle proces aklimatizacije u kojem su prekrivene plasticnom
vrec¢icom ili plasti¢nim poklopcem kako bi im se omogucilo postupno privikavanjéna manju
vlaznost zraka u klima komorama. Biljke su uzgajane u klima komorama u sljede¢im uvjetima:
60% relativne vlaznosti, 180 umol m?s? osvjetljenja, 21 °C na svjetlu i,18 °C/u mraku kroz

16-satni fotoperiod.

2.3. Mehanicka inokulacija

Pokus inokulacije viroida i pracenje razvoja simptoma provoden je na najmanje 30 biljaka po
tretmanu (mock i infekcije s PSTVd). Biljke krumpira koje su rasle u mjesavini supstrata i
perlita 4 tjedna, inokulirane su izolatom viroidne RNA ili H.O (mock inokulacija, kontrola)
kada su dosegle visinu od oko 10-12 cmj odnosno razvile 3 do 4 lista povrine > 4 cm?)Dva
potpuno formirana lista popraséna su prahomdFilter Agent Celite.® 454 (Sigma-Aldrich,JJSA)
i mehanicki inficirana 82 pl inokuluma (~ 8x108 kopija/ug ukupne RNA). Nakon 5 min,
preostali karborundum i tnokulum uklonjeni su ispiranjem deioniziranom vodom. Nakon
inokulacije, biljke su_rasle u klima-komori pri 23-24 °C na syjetlu i 20°C u mraku, pri

relativnoj ylaznosti‘od 60%, osvjetljenju od 180 umol m2stid6-satnom fotoperiodu.

2.4 INA il MeJA tretman

Za pokuse sprejanja listova otopinem,analogom SA, biljke krumpira prskane sus 1 mM INA
(98% 2,6-dikloroizonikotinske kiseline, Aldrich, Dorset, UK) otopljene u destiliranoj H20 ili
samo s destiliranom H>O (kontrela) u dva navrata: jedan dan prije mehanicke inokulacije
(Baebler i sur., 2011) i 6 dana nakon pocetne inokulacije (LOpez-Gresa i sur., 2016) (Slika 8.)
U pokusu je inokulirano 20-25 biljaka po liniji i po tretmanu. Biljke su potom uzorkovane jedan

dan nakon drugog prskanja s INA/H20 , odnosno 7 dana nakon inokulacije viroidom/H-O.

Za pokuse s MeJA tretmanom biljke krumpira prskane su s ImM MeJA u destiliranoj vodi ili
samo s destiliranom H2O (kontrola) jedan dan prije mehanic¢ke inokulacije, te 6 dana nakon

pocetne inokulacije. Tijek tretmana bio je jednak kao i za INA tretman.
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Slika 8. Shematski prikaz dizajna INA ili MeJA tretmana prije | nakon inokulacije viroida PSTVd ili
H>O (mock). Biljke su tretirane sa 1 mM INA, MeJA ili H.O u dvije vremenske tocke: jedan dan prije
inokulacije (dbi, engl. day before inoculation) te 6 dana nakon inokulacije (dpi, engl. days post
inoculation). Uzorci su sakupljani u intervalima od 7<dana (engl. weekpost inoculation, wpi) od 1 do 6
wpi. Slika je izradena pomocu BioRender.com.

2.5. Uzorkovanje biljnog tkiva za analize

Morfoloska mjerenja, fotografiranje i prikupljanje uzoraka za‘doedatne analize provedena su
svakih 7 dana (engl. week post inoculation; tjedan nakon inokulacije iliwpi)tijekom 8 tjedana,
ili 6 tjedana za INATili\MeJA tretirane biljke,. Morfoloski parametri praéeni tijekom pokusa
bili suavisina biljke,amasatsistemski inficiranih listova (Li-L3)4e masa vrsnih listova (VLs-
VLe). Napravljena je datoteka digitalnih slika,za svaku biljku. Pri uzorkovanju su sa svake
biljkesodvojenosakupljani neinokulirani, sistemsKirlistovi neposredno iznad mjesta inokulacije
(La-L3) (Slika9.), te.vrsni listovi (VL3-VLg). Mock I'biljke inficirane s PSTVd uzorkovane su
istogrdana. Dobivenl materijal je odmah zamrznut u tekuc¢em dusiku i drzan na -80 °C do
daljnje analize (za izolaciju RNA, analizu ekspresije gena, itd.). Uzorci koriSteni za
mikroskopsku detekciju nakupljanja. H.O> i kaloze odmah su stavljeni u otopinu 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) za detekciju H202)i 95% EtOH za detekciju kaloze.
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Slika 9. Svjeze sakupljeni listovi (Li-L3) sa mock biljaka divljegitipa(wt) 6 tjedana nakon inokulacije
(6 wpi). Strelicama su naznacene liske koriStene za naznacene amalize, ostali neoznaceni listiéi
upotrijebljeni su za izolaciju RNA.

2.6. lzolacija ukupne RNA

Prije izolacije RNA sva je oprema' steriliziraha, a sve su povrSine obrisane deterdzentom za
uklanjanje RNAse (20% SDS, 10 M NaOH, 0,5 M EDTA). Uzorci tkiva iz svjeze sakupljenih
listova krumpira (Solanum‘tuberasum cv. Désirée) pohranjeni na-80 °C usitnjeni su ufini prah
upotrebom hladnog tucka i tarionika 1 tekuceg dusika. Ukupna RNAizdvojenajeiz,0,2 g praha
zamrznutog tkiva‘pomijesanogis 0,8 ml TRI Reagensa® (Zymo Researchy, [rvine, CA, USA)
pomoéu, kompleta Ditrectzol RNA Mini Prep Plusi((Zymo Research, lrvine, CA, USA), prema
preporukama proizvodaca uz manje izmjene<Koncefitracija i CistocalRNA (omjeri apsorpcije
A260/A280 1"/A260/A230) procijenjeni susspektrafotometrijski upotrebom Nanodrop UV/VIS
spektrofotometra “NanoDrop 2000 (Thermo, Fisher »Scientific). Uzorci izdvojene RNA

pohranjene su na -80 °C do upotrebe za daljnju analizu.

2.7. RNASeq analiza

Za izradu cDNA biblioteka koriSteni su uzorci ukupne RNA iz listova krumpira sakupljeni 5
tjedana nakon inokulacije (wpi). Nakon izolacije pomoc¢u Zymo Direct Plus kompleta za
izolaciju RNA uz tretman DNazom (Zymo Research, Irvine, CA, USA) uzorci ukupne RNA
dodatno su proc¢is¢eni primjenom Zymo RNA Clean & Concentrator kompleta (Zymo

Research, Irvine, CA, USA). Cisto¢a i integritet izolirane RNA procijenjena je na temelju
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vrijednosti RIN (engl. RNA integrity number) pomo¢u uredaja 2100 Bioanalyzer), te su uzorci
s RIN > 7 odabrani za RNASeq analizu.

Ukupno su napravljene 24 knjiznice cDNA, iz uzoraka RNA iz listova trijuameck- i triju
PSTVd-inokuliranih biljaka za svaku liniju (wt, NahG, opr3 i coil) sakupljenih 5 wpi. Sve
knjiznice su pripremljene koristenjem TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (lllumina)
prema standardnim postupcima servisa Macrogen (Seul, Juzna Koreja), dok je sekvenciranje
izvrSeno na Illumina NovaSeq 6000 platformi s obostranim (engl. paired-end) ocitanjima
sekvenci duljine 100 bp. Kvaliteta ocCitanja provjerena jefalatom FastQCs‘a uredeni podaci
nakon uklanjanja sekvenci za adaptere, mapirani su na referentni genom, SolTub_3.0
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000226075.4/) pomocu  HISAT2
(https://ccb.jhu.edu/software/hisat2/index.shtml). “Transkripti su sastavljeni koristenjem
Stringtie, dok su za svaki uzorak izracunati broj o¢itanja, EPKM (engl. Fragment per Kilobase
of transcript per Million mapped reads, fragmenti po kilobazi transkripta po milijun mapiranih

o¢itanja) i TPM (engl. Transcripts/Per Kilobase,Million, transkripti po kilobazi milijun).

Identifikacija diferencijalno eksprimiranih‘gena (DEG) i funkcionalna analiza ontologije gena
(engl. gene ontology, GO) provedena je u servisu Macrogen. Za analizu DEG upetrijebljen je
alat DESeq2, dok jenza ‘GO funkcionalnu analizu, DEG" primijenjen alat gProfiler
(httpsifbiit.cs.ut.ee/gprofiler/orth). GO termini s¢prilagodenom«(engls adjusted) p-vrijednosti

< 0,05 smatrani su znacajno obogacenima. Daljnja funkcionalna analiza DEG s |log2FC|>2 i
p-veijednosti < 0,05 provedena je koristenjem onlinezbirke baze podataka Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG, httpdiwww.genome.jp/kegg/), uz pomo¢ R paketa
KEGGREST. Za vizualizaciju puteva diferencijalno,eksprimiranin gena tijekom infekcije

PSTVd koristen je MapMan program (https://mapman.gabipd.org/mapman), dok je za

konverziju ID gena koriSten alat gProfiler alat (https:/biit.cs.ut.ee/gprofiler/convert). Za

kreiranje Vennovih dijagrama koristen je R paket VennDiagram.

2.8. Izrada pocetnica za pracenje ekspresije gena

Pocetnice za pracenje ekspresije gena u vrsti Solanum tuberosum kreirane su na temelju
nukleotidnih sekvenci za DEG identifiranih analizom transkriptoma listova krumpira.

Pocetnice za umnazanje cDNA konstruirane su pomocu programa Primer3Plus (Untergasser i
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sur., 2012). Prilikom izrade pocetnica pazilo se na faktore koji omogucuju efikasno i specifiéno
umnazanje Zzeljenog cDNA fragmenta metodom gPCR, ukljucujué¢i optimalnu duljinu
pocetnica (18 - 25 pb) i temperaturu taljenja (55 - 65 °C, ne vise od 2 °C razlike izmedu para
pocetnica). Za provjeru specifi¢nosti konstruiranih pocetnica za ciljni gen, svaki parpocetnica
poravnat je s mRNA sekvencama homolognih gena pomoc¢u programa Clustal Omega (Sievers
i sur., 2011). Kao referentni gen (engl. housekeeping gene) koristen je'gen zafaktor elongacije
lo (EFal) (Exposito-Rodriguez i sur., 2008). Pocetnice su sintetizirane u servisu Macrogen

Europe B.V. (Amsterdam, Nizozemska).

2.9. One-step RT-PCR za detekciju viroidne RNA

Reakcijska smjesa za duplex One-step RTqPCR za detekciju viroidne RNA sadrzavala je
ukupnu biljnu RNA ekstrahiranu iz tkiva lista, pocCetnice 1 probu specificnu za vireid, PSTVd
(Boonham i sur., 2004), pocetnice 1 probu za biljni gen koji kodira citokrom, oksidazu (€ox)
(Weller i sur., 2000) za pra¢énje umnazanja i provjeru integriteta uzotaka biljne cDNA, te

mjesavinu reagensa Brilliant I1I - Real-Time PCR Master Mix (Agilent).

U reakcijskim ploc¢ama §,96 jaZica postavljene su TagMan PCR reakcije, a,svaka reakcija od
10 plsadrzavala je: 2 ul RNA (koncentracije 20 nghul), 5 ul 2xgRT-PCR MasterMix (Agilent
Brilliant I Ultra-Fast RTqPCR), 0,4 ul seta po€etnica PSTVd 231FE/296R MIX (10 uM), 0,15
ul séta pocetnica,cox F/R MIX (10 uM),/0,4 ul PSTVd sonde 251T (FAM) (5 uM), 0,15 pl
cox probe (HEX) (5,uM) (Tablica 1.), 0,4 uh 100 NMADTT 1 dH20 u volumenu do 1,3 ul.
Testovi.su_provedeni na Bio-Rad CFX96 PCR nstrumentu ustvarnom vremenu (BioRad) u
sljede¢im uvjetima ciklusa: 10 minina 50 °C, 3 min na 95 °C, 40 ciklusa od 5 min na 95 °C, i
1/min na 60 °C.
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Tablica 1. Pocetnice koristene za kvantifikaciju PSTVd upotrebom one step RT-gPCR

Naziv pocetnice/ sonde Nukleotidna sekvenca 5'-3" Referenca
PSTVd-F GCCCCCTTTGCGCTGT

PSTVd-R AAGCGGTTCTCGGGAGCT T Boonham i sur., 2004
PSTVd - Sonda FAM-5"-CAGTTGTTTCCACCGGGTAGTAGCCGA-3° TAMRA

COX-F CGTCGCATTCCAGATTATCCA

COX-R CAACTACGGATATATAAGRRCCRRACCTG Weller i sur., 2000
COX - Sonda HEX-5"-AGGGCATTCCATCCAGCGTAAGCA3" TAMRA

F - Uzvodna pocetnica

R - Nizvodna pocetnica

Koncentracija ciljne viroidne RNA odredena je na temelju usporedbe rezultata amplifikacijskih
krivulja uzoraka s rezultatima standardne krivulje. Standardna krivulja izradena je koriStenjem
serijskih razrjedenja umnozene viroidne ds eEDNA (PCR produkta) poznate koncentracije u
rasponu od 10 do 108, a njena efikasndst i linearni raspon potvrdeni su visokom korelacijom
(R?) (Slika 10.). KoriStenjém jednadzbe regresijske linije standardne krivulje, na temelju Ct
vrijednosti (vrijednost ‘praga ciklusa,.engl. threshold cycle) uzoraka (0swy),.izracunata je
koli¢ina viroidne RINAy,izrazena u pikogramima po mikrolitrusizzkoje je izracunat broj kopija
viroidne RNA/ Ovajpristup omogucuje preciznu, kvantifikaciju’ viroidne RNA u razlic¢itim

uzorcimagesiguravajuci pouzdanost i ponovljivost rezultata.

Standard Curve

35 J.... e
30 4
§ 253

20 4

Log Starting Quantity

© Standard
> Unknown

FAM E=104.3% R"*2=0.597 Slope=-3.222 y-im=326.53%

Slika 10. Standardna krivulja za kvantifikaciju viroidne RNA u RT-qPCR analizi: izradena na temelju
serijskih razrjedenja standarda poznate koncentracije (u rasponu razrjedenja od 10 do 10%). Slika
preuzeta iz programa Bio-Rad CFX Maestro nakon analize.
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2.10. Sinteza cDNA (reverzna transkripcija)

Za sintezu cDNA koriStena je SuperScript IV reverzna transkriptaza (Thermo Fisher
Scientific). Uz nekoliko prilagodbi, proces je izveden prema uputama proizvodaca. Pocetni
korak bio je vezanje pocetnica na RNA matrice. 5 ug uzorka RNA, 1 ul ANTP mjesavine (10
mM) i 1 pl Oligo dT (50 uM) pomijesano je s vodom bez nukleaze donl2 ul(ukupni volumen
reakcije A). Nakon kratkotrajnog centrifugiranja, smjesa je zagrijavanana 65 °C'S min; a zatim
je ohladena 1 min na ledu. Reakcijska mjeSavina za reverznu transkripciju napravljena je u
drugom koraku mijeSanjem 4 pl 5xSSIV pufera, 1 pl DTE(100 mM), 1 ul SuperScript IV
reverzne transkriptaze (200 U/ul) i 1 pl inhibitora RNaze (ukupni volumen mjesavine B 7 pl.
Nakon dodavanja 7 pl mjesavine B u 13 ul mjesavine A (ukupni volumen RT reakcije 20 ul) u
svaki uzorak, oni su centrifugirani. Koriste¢i Applied Biosystems Gene Amp 2700 PCR
System (Applied Biosystems, Massachusetts, SAD), reakcija inkubacije je provedena prema
sljede¢em protokolu: prvo je inkubiran® fia 42 °C tijekom 60 min; zatim 10 min na\70 °C ; te
je naposlijetku drzano na 4 °C do daljnjih koraka. Na kraju RT reakcije, molekule ¢eDNA
razrijedene su 50 puta kako _bi se postigla Kona¢na koncentracija od 5(ng/ul'¢DNA. Tako

pripremljeni cDNA uzorci pohranjeni su'na-20 °C do upotrebe.

2.11. Umnozavanje cDNA i analiza ekspresije gena metodom RTqPCR

Specifi€nost 1 ucinkovitost dizajniranihjpocetnica za analizu ekspresije gena ispitana je
metodom RTGPCRy Smjesa za svaku RTQPCR reakeiju sastojala se od 5 pl SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix (2x) i 2,9 phdvostruko destilirane vode (engl. double-
distilled water, ddH20). Ova otopina nadopunjena je sa 0,1 pl pripremljene mjesavine
pocetnica za razliCite ispitivane gene (30,uwmol/l). Zatim, za RTqPCR, 2 pl razrijedenog uzorka
cDNA (5 ng/ul) 1 8 ul reakcijske,smjese (ukupni volumen reakcije 10 pl) stavljeno je u jazice
mikrotitarske ploce. Tri neovisna ponavljanja reakcije za isti uzorak cDNA kopije svakog
uzorka nanesene su na plocu. Zatim je koristena FastGene Plate Centrifuge (Nippon Genetics)
za centrifugiranje ploCe. Za izvodenje svih RTqPCR reakcija koriSteni su C1000 Touch
Thermal Cycler i CFX96 Real-Time PCR Detection System tvrtke Bio-Rad. Uvjeti ciklusa bili
su sljede¢i: 30 sekundi pocetne denaturacije na 95 °C, 40 ciklusa denaturacije na 95 °C po 10
sekundi 1 20 sekundi vezanja pocetnica i1 elongacije na 60 °C. Zatim je u temperaturnom

rasponu od 65 do 95 °C izvedena analiza za generiranje krivulje taljenja.
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U sistemski inficiranim listovima mjerena je ekspresija marker gena koji su povezani sa
signalnim putevima za biosintezu i signaling JA (LOX - lipoxygenase; OPR3 - 12-
oxophytodienoate reductase 3; JARL - jasmonate resistant 1; COI1 - coronatine insensitive
protein 1; JAZ1 - jasmonate zim domain protein 1; MYC2 - MYC-like transcriptionfactor 2),
za biosintezu i signaling SA (SARD - SAR DEFICIENT 1; ICS - isoehorismate synthase;PAL
- phenylalanine ammionalyase; NPR1 - nonexpressor of pathogenesis-related gene 1;/SCMT
- Salicylic acid carboxyl methyltransferase), za biosintezu i signaling ostalih fitohormona
(DWF4 - citokrom P450 90B1; ROTS3 - rotundifolia3; ILR1 - ILR1-like 1; ARF8 - auxin
response factor 8; CYP707A1 - cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 1;
PYL4 - pyrabactin resistance-like 4) regulaciju antioksidacijskog odgoevora i MAPK signaling
(POD - cell wall associated extracellular peroxidase; APX - ascorbate peroxidase; CAT -
catalase; CalS12 - callose synthase 12; MPK - mitogen activated protein kinase) i odgovora
na patogene (PR1 - pathogenesis related protein 1; PR2 = pathogenesis related protein 2; PRQ
- pathogenesis-related protein Q). Lista po€etnica koristenih za RTqPCR analize ekspresije

gena nalazi se u Prilogu 1.

Metoda 224¢T (delta-delta Ct) kori§tena je za izracun relativne ekspresije specifiénih gena
(engl. fold change, FC) uzpomoc¢ softvera CFX Maestro v1.1 (Bio-Rad) (Livak & Schmittgen,
2001). Omjer zastupljenosti transkripta pojedinog ciljnog/gena u odnosu na referentni gen,
elongaeijski faktorde (EFal), u inficiranim (PSTVd) biljkama, normaliziran je u odnosu na
mock biljke (kontrolniguzorak). Promjena ekspresije specificnogsgena u odnosu na referentni
gen, izrazena kao, FC, §to je rezultat 2"48€T (delta-delta Ct), vrijednosti, otkriva promjene u
ekspresiji gena u usporedbi s referentnim génoms, Vrijednost FC 0oznacava da nema promjena,
vrijednostifvece od 0 oznaCavaju pojacanu regulaciji; a vrijednosti nize od 0 oznacavaju
smanjenu regulaciju ciljnog gena“u usporedbi s referentnim. Rezultat ekspresijskih analiza

prikazani su kao promjena uregulaciji ekspresije (fold regulation (FR) = log2 promjene FC).

2.12. Detekcija nakupljanja H20- u tkivu listova

U reakciji s bojom 3,3-diaminobenzidinom (DAB), H20O. stvara talog smede boje u biljnim
tkivima. Akumulacija H202, najstabilnije ROS i glavne signalne molekule u aktivaciji
antioksidativnog odgovora, analizirana je u svjeze sakupljenim sistemskim listovima (L1-L3).

Listovi su obojeni otopini DAB koja je pripremljena otapanjem 50 mg DAB u 45 ml sterilne
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H>0 zakiseljenoj (pH < 3) s nekolko kapi 0,2 M HCI. Otopinu DAB potrebno je ¢uvati u tami
zbog njezine fotosenzitivnosti. Paralelno je pripremljena 200 mM otopina NaHPO4 otapanjem
1,78 g Na2HPO4 u 50 ml vode. Zatim je 2,5 ml te otopine dodano u otopinu DAB zajedno s 25
pl otopine Tween 20. Zatim, dodavanjem 2,5 ml 200 mM NaHPO4 u 47;5 ml sterilne
deionizirane vode, pripremljena je 10 mM Na2HPO4 otopina kojage koristena za‘inkubaciju
kontrolnih listova. Nakon inkubacije, listovi su pohranjeni u 95%-tnom etanolu kako bi se
uklonio klorofil, prema protokolu Daudi i sur. (2012). DAB polimerizirane crvenkasto-smede
mrlje, koje su nastale na mjestima gdje je doSlo do nakupljanja H>O> u“lisnom tkivu,
promatrane su pod stereo mikroskopom Zeiss Stereo Discovery V20. Akumulacija H20>
definirana je kao ukupni broj piksela u definiranom' podrucju ‘digitalne slike analizirane
pomocu Imagel v1.46. Analiza je provedena na tri bioloska ponavljanja po uzorku lista svake

biljke (mock i inficirane biljke).

2.13. Lokalizacija i kvantifikacija kaloze

Svjeze sakupljeni sistemski listovi (L.1-L3) pohranjeni su u 95% etanolu _kako bi se uklonio
klorofil, koji bi inate mogao utjecati na rezultate detekcije i kvantifikacije kaloze na nacin da
izaziva pozadinsku fluarescencijur i smanjuje kontrast izmedu ciljnih struktura i okolnog tkiva,
¢ime bt oteZao preeiznu analizu. Bojanje anilinskim modrilomg’kao i naknadna analiza naslaga
kaloze pomoéu programa Fiji (Slika 11.), provedene su prema protokolu Mason i sur. (2020) s
manjim izmjenama. Listovi odbojani u 95% EtOH rehidrirani.su u 67 mM K>;HPO4 puferskoj
otopini i inkubirani'u 0,01% otopini anilin‘plaveg u 67" mM K>HPO4 puferskoj otopini 12 sati
(preko noéi). Dva do tri lista po tretmanu promatrana su pod Olympus BX51 fluorescentnim
mikroskopom opremljenim Olympus DP70 kamerom, koriste¢i DAPI filter (ekscitacija 340-
380 nm, emisija 435-485 nm)x Slike flugrescencije (F) i svijetlog polja (BF) snimljene su pri
10x povecanju i vremenu ekspozieije od 1/55 sekunde. Postupak kvantifikacije ukljucivao je
obrezivanje slike (mi€u se dijelovi slike koji nisu pogodni za analizu poput presavijenih ili
potrganih dijelova lista, vanjskog ruba preparata, i sl.), segmentaciju i analizu signala, a
konac¢na slika je prikazivala analizirane kalozne naslage na obradenoj (izrezanoj) povrsini lista.
Mjerenja su se temeljila na analizi najmanje 6 slika po uzorku po biljci. Za statisticku analizu
koristeni su jednosmjerna analiza varijance (One-way ANOVA) i post-hoc Tukey HSD test (p
<0,05).
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Slika 11. Koraci u kvantifikaciji kaloze pomo¢u programa Fiji.

2.14. UHPLC-MS/MS analiza hormona stresa

Analiza profila fitohormona napravljena je u,_listovima (Li-L3) i gomeljima sistemski
inficiranih biljaka i njihovihneinficiranih kontrola za sve ispitane biljne linije krumpira. Uzorci
su sakupljeni u 4 vremenske tocke (435, 6 17 wpi) kroz 2 pokusa 1 najmanje tri bioloske replike
po biljci po tretmanu. Analiziran je seta fitohormona ukljucenih u edgovor na stresa: SA,
jasmonati (cis-(+)-12-okso-fitadienske kiseline (cis-OPDA), JA_ 1 jasmonoil-izoleucin (JA-
lle)), ABA i AUX. Usporedno, ali uz primjenu razliite<metode, analiziran je sadrzaj

brasinosteroida- kastasterona (CS), bioaktivnuformu BR:

Analiza fitohormona,napravljena je u Laborateriju za regulatore rasta, Centre of the Region
Hana for Biotechnological and Agricultural Researeh, Institute©@f Experimental Botany ASCR

i Sveuciliste Palacky, Olomouc, Republika Ceska.

2.14.1. Analiza hormona stresa
Ekstrakti za analizu fitohormona (i metabolita opc¢enito) pripremaju se neposredno prije same
analize, kako ne bi doSlo do njihove razgradnje. Pripremljeni su ekstrakti iz 380 uzoraka listova
te 189 uzoraka gomolja. Od svakog uzorka odvagano je oko 10-12 mg tkiva u Cistu, sterilnu
tubicu. Odvaga se napravila Cetiri puta za svaki uzorak-napravljene su dvije tehnicke replike

za ekstrakciju hormona stresa, i dvije tehnicke replike za ekstrakciju BR.
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Analiza hormona stresa sastojala se od nekoliko koraka, ekstrakcije, purifikacije te filtracije i
prijenosa na inserte. Svi koraci morali su biti odradeni u hladnim uvjetima pa su koristeni
rashladni blokovi, uzorci su nakon odvage pohranjeni na -80 °C, a sve otopine na 4 °C
neposredno prije koriStenja. Pripremljene su otopine metanola (MeOH) za korake ekstrakcije i
purifikacije, ukljucujuci 10% 1 80% otopine MeOH. Za pripremu ovihotopina koristen je 100%
MeOH (Supelco, gradient grade for liquid chromatography) i deionizirana voda/(Milli-Q).

Svjeze zamrznuto tkivo listova i gomolja usitnjeno je pomocu tekuceg dusika u tarioniku do
finog praha. Uzorci (10-12 mg tkiva) su homogenizirani uwkuglicnom mling (10 min, 27 Hz,
Retsch GmbH, Haan, Njemacka) uz dodatak cetiri keramicke kuglice (cirkonij oksid, 2 mm) u
1 ml hladnog ekstrakcijskog pufera 10% MeOH te 10 il internih standarda (za hormone stresa).
Interni standardi za hormone stresa ukljucuju izotopno obiljezene oblike hormona, koji
omogucuju preciznu kvantifikaciju u analizama. Koristeni standardi ukljucuju D2-JA-lle 5
pmol/10pl, D4-SA 20 pmol/10ul, D6<JA, D5-OPDA, D6-ABA, i 13 C6-1AA 10 pmel/10pl, a
svi su oznaceni deuterijem ili izotopimadigljika kako bi se koregirale varijaeije u ekstrakciji,
pripremi uzoraka i analizi. Qvisstandardi sluze za pracenje koncentracijadiormonastresa poput
JA, SA, ABA, IAA i drugih, omogu¢ujuct tocnu kvantifikaciju uuzorcima. Alikvoti internog
standarda pohranjeni su na-20 °C. Po zavrsetku, homogenati su centrifugirani (15 min, 20 000
rpm, 4 °C).

Supernatanti su procis¢eni na SPE (engl. Solid Phase‘Extraction) MAX kolonama za anionsku
izmjénu (1 ce/30 mg Oasis®, Waters, Milford, MA, SAD). SPE procis¢avanje uzoraka
obuhvacalo je idu¢e korake: 1) kondicioniranje kolone,s 2x Ihml 100% MeOH te 1x 1 ml
deionizirane/(Milli<Q) H20; 2) nanosenje uzorka na kolonu (oko 960 uL); 3) ispiranje kolone
s 1x 1 ml 10% MeOH; 4) elucija s8x 1 ml 80% MeOH. Eluati iz koraka 1 do 3 se odbacuju i
nisu ukljuceni u analizu, dok se eluat'iz koraka 4 skupio u oznacenu staklenu epruvetu (Slika

12.). Uzorci su upareni u vakuum, uparivacuna 37 °C i pohranjeni na -20 °C do analiza.
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Slika 12. Shema procis¢avanja ekstrakta na SPE kolonama. Slika jé izradena’pomocu BioRender.com.

Neposredno prije analize uzorci su proc¢isceni filtriranjemina SPE koloni i preneSeni u inserte.
Evaporirani uzorak (talog) otopljenjé u40,ul mobilne faze (20% acetonitril u deioniziranoj
(Milli-Q) vodi). Uzorci su zatim sonicirani 5 min te vorteksirani. Nakon toga profiltrirani su
kroz Micro-spin® filtere (0527um, Grace; 3 min pri 8000 rpm) i 10 @uL svakog uzorka je
injektirano u RP kolonu«Kinetex €18 100A; 2,1 x 50 mm, 1,7 pum; Phenomenex).

Analiza hormona stresaiprovedena je koristenjem 6550 ESI-Q-TOF (Agilent Technologies,
Njemacka) povezanog sal 1260 Infinity UHPLE sustav (Agilént Téchnologies, Njemacka)
prema metodi Flokova i-sur. (2014) uz manje‘modifikacije.

2:14.2. Analiza brasinosteroida (BR)
Analiza BR sastojala se od nekoliko keraka, ekstrakcije, purifikacije te filtracije i prijenosa na
inserte. Uzorci tkiva su nakonodvage pohranjeni na -80 °C, a sve otopine na 4 °C neposredno

prije analize. Pripremljeni su 60% acetonitril (ACN) i interni standardi za BR.

Biljni materijal usitnjen je pomocu tekuéeg dusika u tarioniku do finog praha. Uzorci (10-12
mg tkiva) su homogenizirani u kuglicnom mlinu (5 min, 27 Hz, Retsch GmbH, Haan,
Njemacka) uz dodatak tri keramicke kuglice (cirkonij oksid, 2 mm) u 1 ml hladnog
ekstrakcijskog pufera 60% ACN te 25 pl internih standarda (za BR) koji su stabilni, izotopom

oznaceni interni standardi za BR otopljeni u 100% MeOH. Homogenati su inkubirani u
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ultrazvucnoj kupelji 3 min te ekstrahirani preko noc¢i na laboratorijskom rotatoru (17 rpm, 4

°C, Stuart, Staffordshire, UK).

Nakon toga uzorci su centrifugirani (15 min, 20 000 rpm, 4 °C) 1 supernatanti susprebaceni u
Ciste sterilne borosilikatne staklene tubice (5 ml). Supernatanti su procis¢eni na SPE,(engl.
Solid Phase Extraction) kolonama (50 mg Discovery®, DPA-6S kolone, Sigma-Aldrich Co.
LLC). SPE procis¢avanje uzoraka ukljucuje kondicioniranje kolong’s 1x 1 ml 100% MeOH te
1x 1 ml 60% ACN nakon ¢ega se uzorak nanosi na kolonu (1 ml). Eluat je sakupljen u oznacenu
staklenu epruvetu. Uzorci su upareni u vakuum uparivacua 37,°C 1 pohranjeni na -20 °C do

analiza.

Analiza BR izvrSena je na uredaju Acquity UPLC® System(Waters, Milford, MA, SAD)
povezanom na XevoTM TQ MS trostruko kvadripolni spektrometar masa (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) i opremljenom s elektronskim ionizatorom (ESI) prema
metodi Tarkowska i Strnad (2017)‘uz manje modifikacije uz dodatak internih standarda koji

sadrze izotop za nekoliko razli¢itih BR{prema'(Oklestkova i sur., 2017).

2.15. Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka'ebrada podataka napravljena je u programiXLSTAT 2016 (Addinsoft, New York,
SAD)wzprimjenu analize varijance (engl.,analysisiof variance - ANOVA) i Tukey HSD (engl.
honest significant difference) post hoc testa visestrukog usporedivanja. Statisticki znacajne

razlike prikazane surazli¢itim slovima uz razinu znacajnosti od p < 0,05.

Studentov t-test koristen je za usporedbu srednjih vrijednosti izmedu tretiranih i kontrolnih
skupina nakon prethodne normalizacijeypodataka. Statisticki znacajne razlike uz razinu
znacajnosti od 0,05 (p < 0,05) prikazane su zvjezdicama pri cemu *, ** 1 *** odgovaraju

redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p > 0,001; i p < 0,001.

Svi rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti + standardne pogreske (SE) gdje je u opisu

slike za svako mjerenje naveden broj ponavljanja.
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3. REZULTATI
3.1. Fizioloski i biokemijski odgovori biljaka krumpira na infekciju PSTVd

3.1.1. Razvoj simptoma u SA-deficijentnim biljkama
Prvi vidljivi simptomi pojavili su se u 4 wpi na malom broju (4 od 10),NahG biljakad wt biljaka
inficiranih viroidom PSTVd. U 5 wpi, na svim inficiranim NahG i wt biljkama/pojavili su se
blagi simptomi, poput smanjene veli¢ine vr$nih listova koji rastu prema gore (Shka13.a). U
kasnijoj fazi infekcije (6 do 8 wpi), simptomi poput deformacije, Zu€enja i opadanja listova bili
su izrazeniji na NahG biljakama u usporedbi s biljkama divljeg tipa (Slikar13.b). Nisu uoceni

simptomi kod nezarazenih biljaka inokuliranih viroidom (mogk kontrela).

Visina biljaka tijekom svih tjedana bila je slicna za mock biljkeu obje tretirane linije, dok su
inficirane biljke bile visi od mock biljaka u obje linijeaU 4 do 8 wpi vidljiva je statisticka
znacajnost u prosjecnoj visini biljaka ked wt linije, dok je kod NahG linije statisticka

znacajnost u prosjec¢noj visini biljaka vidljivaws 1 6 wpi (Slika 13.c).
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Slika™13. Ucinak,\PSTVd na izgled i rast inficiranil'i mneinficiranih wt i NahG biljaka krumpira. (a)
Prikaz simptoma naxmock i PSTVd inficiranim biljkama u5 wpii (b) 8 wpi. Crna crta duga je 15 cm.
(c¢) Ucinak infekcije PSTVd na visinu kod mockiinficiranin'biljaka keumpira wt i NahG linije krumpira.
Visina biljaka mjerena je od 4 do 8 wpi. Zvjezdice 0znacavaju statisticki znacajne razlike u usporedbi
s pripadaju¢om kontrolom (£SE, n=4-6) (* p < 0,05, ** p<0;01, ***p < 0,001 u Studentovom t-testu).

Stmptomi infekcije PSTVd na'sistemski inficiranim vr$nim listovima (VLs) krumpira i mock
listovima krumpira wt i transgeniénih NahG linija vidljivi su kao Siljasti vrhovi listova te
kovrcanje lista (Slika 14.a). Osim vidljivih simptoma mjerili smo i masu vrsnih listova te je iz
grafa vidljivo da je u 5 wpi statisticka znacajnost prisutna u usporedbi inficiranih biljaka sa

kontrolom kod obje linije. Statisti¢ka znacajnost vidljiva je i u 6 wpi te 8 wpi kod NahG biljaka
(Slika 14.b.).
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Slika 14. Uc¢inak PSTVd na izgled vr$nih listova i njihovu masu kod inficiranth i neinficiranih wt i
NahG biljaka krumpira a) Simptomi infekcije PSTVd na sistemskidnficiranim vr$nim listovima (VLs)
krumpira i mock listovima wt i NahG linije krumpira, 6 wpi Crnacrta duga je 3 cm. b) Graf s prikazom
dinamike promjene u masi vr$nih listova sistemski inficiranih PSTVd.i‘mock listova wt i NahG linija
krumpira. Masa svjezih listova izmjerena je od 4 do 8'wpi. Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne
razlike u usporedbi s pripadaju¢om kontrolom (+SE, n=4-6) (* p < 0,05, ** p < 0,01 u Studentovom t-
testu).
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Na gomoljima PSTVd inficiranih biljaka krumpira vidljive su karakteristi¢ne promjene kod
obje testirane linije. Gomalji na inficiranim biljkama su nepravilnoiizduzeni te imaju svijetliju

boju. Inficirani gomolji su manji veli€inom i imaju nizu kvalitetu prinesa (Slika15. i Tablica
2).

iN?*% 08 % e

psTvd @ & 5"_ o3 &2 -

Slika 15. Razvoj simptoma viroidne bolesti‘vretenastog gomolja krumpira (PSTVd) na gomoljima wt,
i NahG biljaka, 7 wpi. Na slikama je vidljivo smanjenje rasta i deformacija gomolja kod zarazenih
biljaka. Crna crta duga je 3 cm.
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Tablica 2. Prikaz promjene u masi i broju gomolja inficiranih i mock biljaka wt i NahG linija krumpira.
Masa i broj gomolja izmjerene su od 5 do 8 wpi. Zvjezdice oznacavaju statistiCki znacajne razlike u
usporedbi s pripadaju¢om kontrolom (n=4-6).

tjedni nakon inokulacije (wpi)

parametar tretman 5 6 7 8
wt mock 5,00 1,00 10,00 14,00

BROJ GOMOLJA wt PSTVd 0,00 1,00 10,00 10,00
NahG mock 6,00 8,00 6,00 15,00

NahG PSTVd 0,00 5,00 7,00 0,00

wt mock 6,29 1,00 17,75 20,16

UKUPNAMASA  wtPSTVd 0,00 1,80 7,39 7.60*
GOMOLJA(g) NahG mock 5,85 14,30 24,01 23,00
NahG PSTVd 0,00 1.94* 6.73* 0,00

wt mock 2,95 1,00 3,95 4,74

PROMJER wt PSTVd 0,00 1,20 3,53 2.62*
GOMOLJA(cm)  NahG mock 2,43 3,45 4,20 5,93
NahG PSTVvd 0,00 2,30 2,90 0,00

* p < 0,05 u Studentovom t-testu

3.1.2. Dinamika nakupljanjaviroidne RNA u SA-deficijentnim biljkama
Dinamika nakupljanja viroidne RNA»u sistemski inficiranim listovima (prvimiznad mjesta
inokulacije) biljaka divljeg tipa (wt) i NahG biljaka, odrédenay4 do '8 wpi apsolutnom
kvantifikacijom pomocu One-step RTqPCR, uzdupotrebu speecificnih pocCetnica i sonde za
PSTVd i€COX ‘gen. Pocetnice prikazane u dablici<ly Sve mock inokulirane biljke bile su
negativne (Slika,16.).

Znagajne razlike u dinamici amplifikacije viroidne RNA» zapazene su u 4 i 5 wpi, kada je
kolicina viroidne RNA u NahG biljkama bile dvestruko vece nego u biljkama divljeg tipa
(Slika 16.). Biljke divljeg tipa (wt), Smanjim koli¢inama viroida, pokazivale su manje izraZzene

simptome na listovima.

51



——wt PSTVd
=e—=NahG PSTVd
3k %k ¥k
B * %k
E 3 3

* %k

brojnost kopija viroidne RNA
O R N W A OO N W
1

4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi 8 wpi

Slika 16. Dinamika akumulacije viroidne RNA u listovima wt i NahG linija odredena je 4 do 8 wpi
pomocu RTgPCR u jednom koraku (One-step RT-qRCR). Vrijednosti pokazuju srednji logaritamski
broj kopija viroidne RNA po pg ukupne RNA izolirane iz 6 pojedinaénih biljaka. Sve mock inokulirane
biljke bile su negativne. (£SE, n=4-6, normalizirano na ekspresiju COX gena). Zvjezdice (*) oznacavaju
statistiCki znacajnu razliku izmedu mock i inficiranih biljakaniste linije temeljene na Studentovom t-
testu (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001:u, Studentovom t-testu).

3.1.3. Razvoj simptoma.u JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim biljkama
Inficirane biljke linija opr3, coil i biljke divljeg tipa (wt) pokazale'sublage.simptome u 5 wpi,

poput izduzenja stabljike 1 smanjene veli¢ine vr$nih listova kojirastu prema gore (Slika 17.a).

Visina biljaka 'od 3‘do 8 wpi kod mock biljaka“abje tretiranelinije bila je jednaka, dok su
inficirane biljke imalesvécu visinu od mock biljaka kod epr3-i coiddinije. U 7 i 8 wpi vidljiva
je statisticka zna€ajnost kod wt linije, dokyje kod 0pr3 linije, statistiCka znacajnost vidljiva u

svim tjednima. Lintjacoil takoder pokazujé statisticku znacajnost u svim tjednima, osim 6 wpi
(Slika L:7:b):
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Slika 17. Uc¢inak PSTVidma izgled i rast inficiranih i neinficiraniheWt, '0pr3, coid biljaka krumpira. a)
Prikaz simptoma'na moek 1 PSTV@ inficiranim biljkama krumpira wt, JA-deficijentnih (opr3) i JA-
neosjetjivih (coil) linijau 5twpi. Crna crta duga je 1§ em. b) Uéinak infeKeije PSTVd na visinu kod
mock i infieiranih biljaka krumpira wt, opr3 i coil linija kreumpira:Visina biljaka izmjerena je od 3 do
8 wpi (xSE, n=4-6). Zvjezdice oznacavaju statisticki zna€ajne razlikesti usporedbi s pripadaju¢om
kontrelom (* p <0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu).

Listovi. wi biljaka inficiranin s PSTVd biljaka“pokazali su izrazene simptome viroidne
infekcije, poput smanjenja veli¢ine 1 promjene u boji, kao i transgeniéne linije opr3 i coil. Ovi
simptomi, ukljucujuéi formiranje $iljastih wrhova listova, kovréanje (uvijanje) lista te tamniju
boju listova, jasno su vidljivi na sistemski inficiranim vr$nim listovima (VLs) biljaka krumpira

(Slika 18.a).

Osim vizualnih simptoma, mjerena je i masa vrsnih listova u razdoblju od 3 do 8 tjedana, pri
¢emu su rezultati pokazali opadanje mase listova u svim linijama biljaka, neovisno o mock ili
infekciji PSTVd. Iako je opadanje mase listova uo¢eno u svim linijama, listovi inficiranih coil
biljaka bili su manji od listova neinficiranih kontrola kroz sve tjedne, a statisti¢ki znacajna

razlika u masi inficiranih i neinficiranih listova uocena je u 6 wpi, dok je kod opr3
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transgeni¢nih biljaka znaCajna razlika prisutna tek u 8 wpi gdje je masa inficiranih listova veca

od neinficiranih kontrola (Slika 18.b).

Kod wt biljaka, infekcija PSTVd uzrokuje postupno smanjenje mase vrsnih listova, osobito u

kasnijim fazama infekcije (6 1 7 wpi), Sto je u skladu s vidljivim morfoloskim promjenama i

smanjenjem velicine listova.
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Slika 18. Uc¢inak PSTVd na izgled vr$nih listova i njihovu masu kod inficiranih i neinficiranih wt, opr3
i'coil biljaka krumpira a) Simptomivinfekcije PSTVd na sistemski inficiranim vr$nim listovima (VLs)
krumpira i mock listovima krumpira wipepr31 coil linija krumpira, 6 wpi (£SE, n=4-6). Crna crta duga
je 3 cm. b) Graf s prikazom dinamike promjene u masi vrnih listova sistemski inficiranih PSTVd i
mock listova wt, opr3 i coil linija krumpira. Masa svjeZih listova izmjerena je od 3 do 8 wpi. Zvjezdica
oznacava statisticki znacajnu razliku u usporedbi s pripadaju¢om kontrolom (* p < 0,05 u Studentovom
t-testu).
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Na gomoljima PSTVd inficiranih biljaka krumpira vidljive su karakteristicne promjene u
obliku kod svih testiranih linija. Gomolji su nepravilno izduzeni te imaju svijetliju boju.

Inficirani gomolji su manji velicinom (Slika 19. i Tablica 3.).

wt opr3 coil

SR DY TR 1y
PSTVd“‘f?"‘% 8#0‘.‘\

Slika 19. Razvoj simptoma viroidne bolesti vretenastog gomolja krumpira (PSTVd) na gomoljima wt,
opr3 i coil biljaka, 8 wpi. Na slikama je vidljivo smanjenjexasta i deformacija gomolja kod zarazenih
biljaka. Crna crta duga je 3 cm.

|Qr

Tablica 3. Prikaz promjene u masi i broju'gomolja inficiranih i mock wt, opr3.i coil linija krumpira.
Masa i broj gomolja izmjerene su od 4 do 8 wpi. Zvjezdice oznacayaju statisticki zna€ajne razlike u
usporedbi s pripadaju¢om kontrolom (4-6).

tjedni nakon inokulacije (wpi)

parametar tretman 5 6 7 8
wt mock 3,00 3,00 7,00 7,00

wt PSTVd 0,00 6,00 5,00 11,00

opr3 mock 2,00 6,00 6,00 7,00

BROJ GOMOLJA opr3 PSTWd 0,00 4,00 9,00 11,00
coil mock 0,00 0,00 7,00 9,00

coil PSTVd 0,00 6,00 15,00 9,00

wt mock 1,85 3,82 8,43 12,27

wt PSTVd 0,00 4,03 8,80 6,19

UKUPNA MASA  opr3 mock 3,40 4,71 11,82 18,56
GOMOLJA(9) opr3 PSTVd 0,00 3,24 11,26 14,93
coil mock 0,00 0,00 6,29 7,81

coil PSTVd 0,00 4,40 9.97* 7,04

wt mock 1,33 1,23 1,46 1,74

wt PSTVd 0,00 1,26 1,58 1,31

PROMJER opr3 mock 1,10 1,30 1,56 1,98
GOMOLJA(cm)  opr3 PSTVd 0,00 1,32 1,50 1,62
coil mock 0,00 0,00 1,36 1,18

coil PSTVd 0,00 0,93 1,24 1,40

* p < 0,05 u Studentovom t-testu
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3.1.4. Dinamika nakupljanja viroidne RNA u JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim
biljkama

Kvantifikacija viroidne RNA u JA-deficijentnim i wt biljkama inficiranim viroidom provedena
je kako bi se utvrdila dinamika nakupljanja viroidne RNA. Analiza je napravljenamna sistemski
inficiranim listovima (prvi list iznad mjesta inokulacije) od 3 do 8 wpi upotrebom specificnih
pocetnica i sonde za PSTVd i cox gen (Tablica 1.), koriste¢i One-step RT-gPCR metodu. Sve
mock inokulirane biljke bile su negativne (Slika 20.). Nakupljanje viroidne"RNA u Li.»
listovima biljaka krumpira moze detektirati u 5 wpi, kada transgeni¢ne biljke pocinju

pokazivati povisene koncentracije viroidne RNA u odnosuma wt biljke:

wt biljke inficirane s PSTVd pokazuju postupnufakumulaciju viroidne RNA s najveé¢im
porastom u 7 i 8 wpi, $to ukazuje na progresiju infekcije i akumulaciju viroida unutar biljnog
tkiva. S druge strane, opr3 biljke inficirane s PSTVd poekazuju brzu akumulaciju viroidne RNA
u ranijim fazama infekcije (4 do 6 wpiymusporedbi s wt biljkama, no koli¢ina vigdidne RNA
izmedu ove dvije linije se ujednacuje u kasnijim fazama. Kod coil biljaka inficiranih SPSTVd,
akumulacija viroidne RNA manja je nego kod'opr3 linije, ali veca nego kad wt linije, pri ¢emu
je najniza koli¢ina viroidné RNA zabiljezena u 7 wpi. U kasnijim fazama doslo je do plato faze
u nakupljanju viroida u sistemski zarazenim listovima te se viroid nastawvio Siriti prema mladim,

vrSnim listovimas

—e—wt PSTVd =e—opr3 PSTVd coil PSTVd

=
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i
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e
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]
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Slika 20. Dinamika akumulacije viroidne RNA u wt, opr3 i coil liniji odredena je 3 do 8 wpi pomocu
RTgPCR u jednom koraku (One-step RT-gPCR). Vrijednosti pokazuju srednji logaritamski broj kopija
viroidne RNA po pg ukupne RNA izolirane iz 6 pojedinacnih biljaka. Sve mock inokulirane biljke bile
su negativne. (£SE, n=4, normalizirano na ekspresiju COX gena).
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3.2. U¢inci egzogenog tretmana hormonima na simptome i rast biljaka

inficiranih viroidom

3.2.1. Udinci INA tretmana na razvoj simptoma
Da bi dobili odgovor na pitanje o tome je li pojac¢ana osjetljivost NahG biljaka na PSTVd u
vezi s njihovojm nesposobnosti da akumuliraju SA, biljke smo tretirali $,.1 mM otopinom INA,
sintetskim analogom SA. INA tretman imao je pozitivan u¢inak na rast biljaka, pesebice na
razlike u visini inficiranih biljaka (PSTVd) u odnosu na ‘tretirane inficirane biljke
(PSTVd+INA). INA tretirane biljke imale su svijetlije listove, dok susnetretirane inficirane
NahG biljke prve pocele razvijati simptome u obliku kloroze donjihilistova te tamnijih vr$nih

listova.

Simptomi su se pojavili u 4 wpi i bili su manje izrazeninna listovima biljaka tretiranih INA u
usporedbi s netretiranim biljkama infieiranim s PSTVd. U 5 wpi, pozitivni u¢inak{@NA bio je
jasno vidljiv (Slika 21.a); lisne ploge bileSu znacajno vece i manje uvijene na INA-tretiranim
NahG biljkama u usporedbi_s netretiranim /biljkama. Nakon 6 wpi, razlikasu intenzitetu

simptoma izmedu INA-tretiranih'i netretiranth NahG biljaka se smanjila.

Visina biljaka mjerena,je od 2,do 6 wpi (Slika 21.b). NajvecCasprosjecna visina zabiljezena je
kod PSTVd+INA biljaka, dok je najveca statisticka znacajnost utjecaja tretmana INA na rast
inficiranihy biljaka u odnosu na netretirang, inficirane biljke zabiljeZena kod PSTVd 1

PSTVd+INA biljakauobje (Slika 21.b).
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Slika 21. Uc¢inak INA na izgled i rast inficiranih i neinficiranih NahG i wt biljaka krumpira. a) Prve
dvije slike lijevo prikazujucijele wt biljke krumpira, nakon ega s desne strane slijede analogni prikazi
NahGsbiljaka krumpira u 6 wpi (£SE, n=4-6). Crna crta duga je,15 cm. b) Utjecaj infekcije PSTVd te
INA tretmana na'dinamiku promjene visine kadkontrolnih,biljaka (mock), kontrolnih tretiranih biljaka
(mock+INA){ biljakaninficiranih s PSTVd (PSTVd) te ‘tretiranih, biljaka inficiranih s PSTVd
(PSTVd+INA) biljaka divljeg tipa (wt) i transgeniénih. NahGlinija krumpira. Visina biljaka izmjerena
je od 2,do6 wpi. Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike u usporedbi s pripadaju¢om
kontrolom (mock vs mock+INA, te PSTVd vs PSTVd+INA) (* p < 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001 u
Studentovom t-testu).

Simptomi infekcije PSTVd na sistemski inficiranim i mock vr$nim listovima (VLeg) krumpira
wt i NahG INA tretiranih linija prikazani su na Slici 22.a. Kod PSTVd inficiranih biljaka uo¢eni
su karakteristi¢ni simptomi poput Siljastih vrhova listova i uvijenosti lisne plojke. Medutim,

kod INA tretiranih biljaka inficiranih s PSTVd ti simptomi su bili zna¢ajno smanjeni.

Uz vizualnu procjenu simptoma, mjerili smo masu vrsnih listova od 2 do 6 wpi, kako bi

kvantitativno procijenili utjecaj INA tretmana na rast listova u inficiranih i neinficiranih
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biljaka. Rezultati pokazuju da tretman INA povecava masu listova kod inficiranih wt biljaka,
Sto je vidljivo iz razlike izmedu PSTVd i PSTVd+INA tretmana gdje je masa PSTVd
inficiranih listova bila znac¢ajno manja u odnosu na masu PSTVd inficiranih netretiranih listova
u 4wpi (Slika 22.b).

Veli¢ina listova na inficiranim NahG biljakama bez tretmana je manja u odngsu na listove
inficiranih NahG biljaka s INA (Slika 22.a). Statisti¢ki znacajne razlike v masi listova uocene
su u 2 i 4 wpi u tretiranih inficiranih u odnosu na netretirane inficirane NahG, biljke (Slika
22.b). Statisticka znacajnost kod mase vrsnih listova zabiljezena je upusporedbi inficiranih

biljaka (PSTVd) s inficiranim tretiranim biljkama (PSTYd+INA) kod, obje linije (Slika 22.b).

2) mock PSTVd  mock+INA PSTVd+INA

¢he

+ e

NahG
b)
wt S - NahG

59 ® ®
= 4 F = 2] * P
K - * B mock
3 I I g 3 F [
& 3 4 I I _g * % ® mock+INA
r & | 1 I PSTVd
3 2 9 S 2
< 3 W PSTVd+INA
3 2

B o =
0 - 0 -
2 wpi 3 wpi 4 wpi S wpi 6 wpi 2 wpi 3 wpi 4 wpi S wpi 6 wpi

Slika 22. Opis slike na slijedecoj stranici.
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Slika 22. U¢inak INA na izgled vrinih listova i njihovu masu kod inficiranih i neinficiranih NahG i wt
biljaka krumpira. a) Simptomi infekcije PSTVd na sistemski inficiranim vr$nim listovima (VLg)
krumpira i mock listovima krumpira wt i NahG linija krumpira sa ili bez tretmana s INA u 6 wpi (£SE,
n=4-6). Crna crta duga je 3 cm. b) Graf s prikazom dinamike promjene u masi vrsnih listova sistemski
inficiranih PSTVd i mock listova wt i NahG linija krumpira. Masa svjezih listova izmjerena je od 2 do
6 wpi. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti (xSE; n > 6 po tretmanu i vremenskoj to¢ki) iz dva
eksperimenta. Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike u usporedbi s pripadaju¢om kontrolom
(* p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001 u Studentovom t-testu).

3.2.2. Dinamika nakupljanja viroidne RNA u SA-deficijentnim biljkama
tretiranih s INA

Rezultati One-step RTQPCR analize pokazali su da je akumulagija viroidne RNA bila znac¢ajno
smanjena u INA-tretiranim u usporedbi s netretiranim NahG/biljkama (2 do 6 wpi). NahG INA
tretirane biljke u 3 i 4 wpi sadrzavale su tri puta manje viroidne RNA nego netretirane NahG
biljke, $to je odgovaralo manje izrazenim simptomima. ‘Pozitivan uc¢inak INA takoder je bio
uoen u odgovoru biljaka divljeg tipa na,PSTVd, ali u manjoj mjeri; sporije ‘nakupljanje
viroidne RNA najizrazenije je u 2 i 3 wpi{(Slika 23.).

—e—wt PSTVd —e—wt PSTVd+INA NahG PSTVd =e=NahG PSTVd+INA

-k ok * k%

brojnost kopija viroidne RNA
o [ N w E~Y (9, ] [e)] ~ 2]
T
brojnost kopija vircidne RNA
o = N w E~ (S, ] [e)] ~ co

lwpi 2wpi 3wpi 4wpi 5Swpi  6wpi lwpi 2wpi 3wpi 4wpi Swpi 6wpi

Slika 23. Dinamika akumulacije viroidne RNA tijekom INA tretmana u wt i NahG liniji odredena je 1
do 6 wpi pomocu RTqPCR u jednom koraku (One-step RT-qPCR). Vrijednosti pokazuju srednji
logaritamski broj kopija viroidne RNA po pg ukupne RNA izolirane iz 6 pojedinacnih biljaka. Sve
mock inokulirane biljke bile su negativne. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti dva
eksperimenta (xSE; n > 6 po tretmanu i vremenskoj tocki) iz dva eksperimenta (+SE, n=12,
normalizirano na ekspresiju COX gena). Zvjezdice oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike u usporedbi
s pripadaju¢om kontrolom (netretiranim inficiranim biljkama) (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
u Studentovom t-testu).
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3.2.3. U¢inci MeJA tretmana na razvoj simptoma
Egzogeni tretmani s 1 mM MeJA provedeni su kako bi se istrazile razlike u osjetljivosti
transgeni¢nih biljaka (StOPR3-RNAI i StCOI1-RNAIi) na PSTVd u usporedbi s biljkama
divljeg tipa, povezane s njihovom nesposobnosc¢u da nakupljaju JA ili prenose JA-posredovane
signale. MeJA tretirane biljke su pokazivale svjetlije listove, dokssu netretirane/corl biljke
inficirane s PSTVd prve pocCele razvijati simptome, ukljuc¢ujuéi klorozu denjih listova i tamnije

vrsne listove, $to je ukazivalo na napredovanje infekcije.

Slika 24.a prikazuje wt, opr3 i coil biljke tretirane sa ili bezMeJA i inficiraneé s PSTVd. MeJA
tretman znacajno je utjecao na prosje¢nu Vvisinu biljaka, osobito kod wt i opr3 linija, gdje je
MeJA tretman donekle kompenzirao smanjenje (rasta uzrokovano viroidnom infekcijom.

Tretman s MeJA imao je slab u¢inak na JA-neosjetljive coil biljke (Slika 24.a i b).

Najpovoljniji uéinak MeJA tretmana zabiljezen je kod wt biljaka. Inficirane wt biljke, koje nisu
bile tretirane s MeJA, bile su niske, sa Siljastim vrhovima listova dignutim prema gore;, te su
pokazivale izrazena kloroticna 1 nekroticna/ podrucja. Medutim, PSTVd mficirane MeJA
tretirane biljke divljeg tipa pokazale su znacajno smanjenje simptoma, ukljucujuciveci rast,

sire lisne plojke i manje dignute listove)(Slika 24.a i b).

a)

wt opr3 coil

mock hmock+MeJA PSTVd  PSTVd+MelA mock, ~ mock+MeJA ZWPSTVd “PSTVd+MelA mock mock+MeJA PSTVd PSTVd+MelA

= wt mock
B wt mock+MeJA
20 wt PSTVd

® wt PSTVd+MelA

visina biljaka (cm)

2wpi 3wpi 4wpi Swpi 6wpi

Slika 24. Opis slike na slijedeéoj stranici.
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Slika 24. U¢inak MeJA na izgled i rast inficiranih i neinficiranih wt, opr3 i coil biljaka krumpira. a)
Prve dvije slike lijevo prikazuju cijele wt biljke krumpira, nakon ¢ega u sredini slijede analogni prikazi
opr3 biljaka, te s desne strane slijede analogni prikazi coil biljaka krumpira u 6 wpi (+SE, n=4-6). Crna
crta duga je 15 cm. b) Utjecaj infekcije PSTVd te MeJA tretmana na dinamiku promjene visine kod
kontrolnih biljaka (mock), kontrolnih tretiranih biljaka (mock+MeJA), biljke inficirane s PSTVd
(PSTVA) te tretirane biljke inficirane s PSTVd (PSTVd+MeJA) biljaka divljeg tipa (wt) i transgeni¢nih
opr3i coil linija krumpira. Visina biljaka izmjerena je od 2 do 6 wpi. Zvjezdice oznacavaju statisticki
znacajne razlike u usporedbi s pripadajutom kontrolom (mock vs mock+MeJA, te PSTVd, vs
PSTVd+MelA) (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu):

Simptomi infekcije PSTVd na sistemski inficiranim vr$nimdistovima(VLe)/krumpira i mock
listovima krumpira wt i transgeni¢nih opr3 i coil linija MeJA tretiranih vidljivi su u 6 wpi
(Slika 25.a). U biljkama inficiranim s PSTVd uoceni su listoyi sa Siljastim vrhom i smanjenom
lisnom plojkom, dok su ti simptomi ublazeni kad \PSTVd+MeJA. Listovi opr3 biljaka ne
pokazuju znacajnu razliku u izgledu i promjeni mase kod.PSTVd i PSTVd+MeJA biljaka, dok
je kod coil biljaka vidljivo smanjenje"mase vrsnih listova, ali ono nije statistiéKi,znacajno
(Slika 25.b) Mock biljke sa i bez tretmana s MeJA ne pokazuju znacajniju razliku u velicini i
obliku listova (Slika 25.a i 25.b.). Prikazi na slikama u skladu su s dobivenim rezultatima
mjerenja mase vrsnih listova od 2 de 6 wpi, a iz rezultata se moze uociti statisticka znacajnost

u 5 i 6 wpi u biljkama divljeg tipa (Shka 25.b.).
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Slika 25. Ucinak tretmana's MeJ A na izgled vrs$nihTistova 1 njihovu'masukod inficiranih i neinficiranih
wt, 0pr3 i coil biljaka krumpira. a) Simptemi infekeije PSTVd na sistemski inficiranim vr$nim
listovima (VLs) krumpira i mock listovima Krumpira wt, opr3 1°coil linija krumpira sa ili bez MeJA
tretmana u 6 wpi (£SE,n=4-6). Crna crta duga‘je 3.cm. b) Graf s prikazom dinamike promjene u masi
vrsnih, listova' sistemski inficiranih PSTVd i mock listova wt'1 NahG linija krumpira. Masa svjezih
listova izmjerena je od 2 do 6 wpi. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti dva eksperimenta (xSE;
N =6 po tretmanu i vremenskoj to¢ki) iz dva eksperimenta. Zvjezdice ozna¢avaju statisticki znac¢ajne
razlike u usporedbi s pripadaju¢om kontrolom (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom
t-testu).
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3.2.4. Dinamika nakupljanja viroidne RNA u JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim
biljkama s MeJA tretmanom

Uc¢inak MeJA na nakupljanje viroidne RNA u infciranim wt biljkama bio je manji u odnosu na
transgeni¢ne linije, sa sporijim nakupljanjem viroidne RNA u inficiranimwit biljkama

zabiljezenim u 5 wpi (Slika 26.).

Kod opr3 linije koli¢ina viroidne RNA ne pokazuje znacajne razlike izmedu, tretiranih i
netretiranih biljaka, dok s druge strane MeJA tretman znacajno [smanjuje koli¢inu viroidne

RNA u liniji coil od 2 do 4 wpi (Slika 26.).

——wtPSTVd —e—wt PSTVd+MelA opr3 PSTVd opr3 PSTVd+MelA ‘ —e—coil PSTVd coil PSTVd+MelA

12 4

o ) | |~

brojnost kopija viroidne RNA
o N B O
S S
)
-
—

1wpi 2wpi 3wpi 4dwpi Swpi bwpi lwpi 2wpi 3woi 4wpi Swpi 6wpi 1wpi 2 wpi 3wpi  dwpi 5 wpi 6 wpi

Slika 26. Dinamika akumulacije viroidne RNA'tijekom MeJA tretmana uwt, opr3 i coil liniji odredena
je 1 do 6 wpi pomo¢u RTGPCR u jednom, koraku (One-step RT-qPCR)."Vrijednostispokazuju srednji
logaritamski broj kopija viroidne RNA po pg ukupne RNA izolirane iz 6 pojedinacnih biljaka. Sve
mock inokulirane<biljke »bile “su, negativne. Podaci su predstavljeni kao srednja vrijednost dva
eksperimenta (£SE, n=12; normalizirano na ekspresiju COX gena). Z¥jezdice oznacavaju statisticki
znacajnerazlikeu usporedbi's pripadaju¢om kontrolom (netretiranimdnficiranim biljkama) (* p < 0,05,
**p < 0,00,*** p < 0,001 uStudentovom t-testu)
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3.3. Nakupljanje H2O: i kaloze u listovima biljaka kao odgovor na infekciju
viroidom PSTVd

3.3.1. Nakupljanje H202 u NahG i wt biljkama inficiranim viroidom:PSTVd
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Slika 27. Nakupljanje i IokalizaciMemskim listovima wt i NahG biljaka krumpira inficiranih
s PSTVd. a) Lokalizacija H>O; ispitana je mikroskopski pomocu Zeiss Stereo Discovery V20 stereo
mikroskopa opremljenog kamerom pri povecanju od 9,4x nakon bojenja s 3,3’-diaminobenzidinom
(DAB). Na slikama su prikazi 6wpi. Crna crta duga je 2 mm. b) Akumulacija H20, u sistemskim
listovima wt i NahG biljaka definirana je kao ukupni broj piksela u definiranom podrucju digitalne slike
analizirane koriStenjem ImageJ v1.46, Fiji. Analiza je provedena na dva lista po biljci pri ¢emu je od
svakog lista snimljeno 4 do 6 slika (mock i PSTVd inficirane biljke). Kutijasti dijagram (engl. box plot)
prikazuje raspodjelu i raspon podataka iz dva eksperimenta te graf prikazuje medijan, interkvartilni
raspon (Q1-Q3) te raspon podataka kroz brkove (engl. whiskers), dok su outlier (ekstremna odstupanja)
prikazani kao tocke izvan brkova. Sredi$nja linija unutar kutije predstavlja medijan, dok kutija
obuhvaca 50% podataka.
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U listovima wt i NahG biljaka inficiranih s PSTVd, RTgPCR analiza ekspresije gena povezanih
s antioksidacijskim odgovorom (POD, CAT, APX, CalS12) pokazuju blagi trend porasta
ekspresije gena u 4 do 6 wpi, dok je u 7 wpi prisutan blagi pad ekspresije navedenih gena. Kod
NahG biljaka tijekom 4 wpi porast ekspresije gena nesto je jaci nego kod wt biljaka (Slika 45.,
Prilog 6.).

3.3.2. Nakupljanje H202 u opr3, coil i wt biljkamasinfictranim viroidom PSTVd
Uloga JA u regulaciji sadrzaja H>O. kod PSTVd inficiranih biljaka ispitana je bojenjem s
diaminobenzidinom (DAB) u sistemski inficiranimedlistovima wt, opr3 i coil biljaka 4, 6 i 8
wpi (Slika 28. a, b).

U ovim pokusima akumulacija H20: kod wt biljaka varira’kroz tjedne, s najve¢im taloZzenjem
primije¢enim u 6 wpi kod inficirapih wt biljke u odnosu na pripadajué¢u mock kentrolu. U

ostalim tjednima vidljivo je veée talozenje H-02 kod mock biljaka (Slika 28b.)

S druge strane, opr3 linija, koja Je deficijentna u biosintezi JA, pokazuje slabije nakupljanje
H20: tijekom razvoja infekeije. Kroz'sve tjedne koncentracija H.O.u uzorcima je veca kod
mock biljaka, nego kod PSTVd inficiranih (Slika 28.b.).

Medutim; zanimljivo jeprimijetiti da su koneentracije H:202 bile #18¢ u JA-otpornim coil
biljkama nego u, JA-deficijentnim opr3 jili wt biljkama; te da su u 6 wpi pokazivale vece
talozenje kod mock biljaka nego kod PSTVd inficiranihy(Slika 28.b.).
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Slika 28. Nakupljanje i
inficiranih s PSTVd. a

Akumulacija H20,

ma su prikazi 6 wpi. Crna .
definirana je kao ukupni

3 i coil biljaka krumpira inficirz

do 6 slika (mock i PSTVd
spodjelu i raspon podataka iz dva
te raspon podataka kroz brkove
tocke izvan brkova. SrediS$nja

opr3 i coil transgeni¢ne linije pokazale su smanjenu ekspresiju gena za peroksidazu povezanu
sa suberizacijom (POD) u usporedbi s divljim tipom biljkama, $to sugerira da bi JA mogao biti
ukljucen u regulaciju suberinizacije u PSTVd izazvanim odgovorima. Ekspresija gena za
katalazu CAT, smanjena je u 4 i 5 wpi, ali pojacana od 6 do 7 wpi u transgen¢nim biljkama
deficijentnim u JA, kao i u biljkama divljeg tipa (Slika 48., Prilog 9.).
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Gen za peroksidazu POX12 kod linije opr3 pokazuje znacajan porast ekspresije kroz sve tjedne,
dok je kod coil prisutan znacajniji pad ekspresije tog gena. Linija divljeg tipa pokazuje
znacajniji porast ekspresije u 4 wpi, te lagani pad u idu¢im tjednima. Nakon infekcije,
ekspresija gena za lignin-formiraju¢u anionsku peroksidazu (LiP) pojacanaqe unlistovima
inficiranih opr3 i coil biljaka od 5 do 7 wpi, a smanjena u wisbiljkama, u usporedbi s

korespondiraju¢im kontrolama (Slika 48., Prilog 9.).

3.3.3. Nakupljanje kaloze u NahG i wt biljkama inficiranim viroidom PSTVd
Nakupljanje kaloze u sistemskim listovima biljaka divljeg tipa i SA-deficijentnih NahG mock
i biljaka inficiranih s PSTVd promatrano je “u tkivu obojanom bojom anilin blue pod

fluorescentnim mikroskopom pomoéu DAPI filtra (Slika 29.a).

Na slikama moZemo primijetiti flugtescentne, zelene tocke koje predstavljaju naslageskaloze,
obrambenog polisaharida koji se nakuplja u biljei kao odgovor na stres ili infekeiju (Slika 29.a).
Nakupljanje kaloze predstavlja vazan indikator obrambenoggodgovora biljaka ma biotske

stresore, ukljucujuéi viroidne infekeije (Luna i sur., 2011).

Rezultati pokazdju da su,’nakon infekcije PSTVd obje skupine biljaka, wt'i NahG, pokazivale
slicne obrasce nakupljanjakaloze tijekom 4 do 6 wpi. Medutimg tijekom svih tjedana, taloZenje

kaloze bilo jeznacajnevece u listovima biljaka divljeg tipa negowNahG biljkama (Slika 29.b).

Kod wt mock biljaka, nakupljanje kaloze je blago i pestepeno raste od 4 do 8 wpi, s najvisim
konecentracijama kaloze u 6 wpi, dok kod wt PSTEVd.inficiranih biljaka primje¢ujemo veéu
akumulaciju kaloze, osobito u 6 wpiys§to ukazuje na snaznu aktivaciju obrambenih mehanizama
kao odgovor na viroidnu infekciju. Kaod, NahG mock biljaka, nakupljanje kaloze je takoder
blago, ali u NahG biljkama ‘inficiranim s PSTVd vidljivo je manje nakupljanje kaloze u

usporedbi s wt biljkama inficiranim S PSTVd. Najvecée naslage zabiljezene su u 6 wpi.

68



55 M4 wpi M6wpi W8wpi
a-d

=
N
!

d-g

o
o
L

naslage kaloze / mm?

o
>
:

o
<)

NahG

Slika 29. Nakupljanje.i lokalizacija kaloze u listovima wt i NahGbiljaka krumpira mock i inficiranih s
PSTVd. a) Lokalizacija kaloze ispitana je mikroskopski pod,fluoresecentnim mikroskopom pomocu
DAPIfiltra nakon bojenja anilin modrilom. Na slikama su prikazi 4 wpi. Zuta crta duga je 100 pm. b)
Analiza naslaga kaloze u sistemskim listovima mock-i biljaka inficiranih s PSTVd ispitana je pod
fluorescentnim mikroskopom nakon 4; 6.1 8 wpi. Slike su analizirane pomoc¢u ImagelJ v1.46, Fiji tako
$to je kvantificiran intenzitet talozenja kaloze kao broj fluorescentnih piksela koji odgovaraju kalozi u
odnosu na ukupni broj piksela paslici. Analiza je provedena na dva lista po biljci pri ¢emu je od svakog
lista snimljeno najmanje 6 slika‘po, uzorku po biljci po tretmanu (mock i inficirane biljke). Srednje
vrijednosti oznacene istim slovom nemaju statisticki znacajne razlike pri p < 0,05, prema Tukeyevom
testu.
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3.3.4. Nakupljanje kaloze u opr3, coil i wt biljkama inficiranim viroidom PSTVd
Fluorescentni signali jasno prikazuje naslage kaloze u vaskularnim elementima biljaka, pri
¢emu se razli€it intenzitet talozenja primjecuju ovisno o liniji biljaka. PSTVd inficirane i mock
tretirane biljke pokazuju znacajne razlike u koli¢ini nakupljene kaloze. Akumulacija kaloze
bila je prisutna kod svih linija, a najizrazenija u kasnim fazama infekcije (Slika 30:a). ' Koed wt
biljaka uoc¢ena je znacajna akumulacija kaloze, dok su opr3 linija, deficijentna u/biosintezi JA,
I coil, deficijentna u JA-signalnom putu, pokazale smanjene naslage kaloze, osobito nakon
infekcije PSTVd.

Akumulacija kaloze bila je slabija u inficiranim coil biljkama u‘usporedbi s opr3 i wt biljkama,
medutim, smanjena akumulacija kaloze u c0il nije utjecala na dinamiku sistemskog Sirenja

viroida (Slika 20.).

Na slici 30.b nalazi se prikaz naslaga.kaleze u wt, opr3,1 coil linijama u 4, 6, i 8wpi. U wt
PSTVd inficiranim biljkama, naslage kaloze,opadaju s vremenom, s najveéim talozenjem
opazenim u 4 wpi, a najmanjim u 8 wpil Kod opr3 talozenje kaloze pokazuje stabilniji obrazac,
ali je opCenito nize nego kod wt biljaka. Naslage kaloze kod coil su takoder nize u 6dnosu na

wt i opr3 liniju i ne pokazuju znac¢ajne promjene kroz vrijeme.

Nakon, infekcije, ekspresija CalS12 gena pojacana je u opr3 i coil biljkama, a smanjena u

biljkama divljeg tipa 5 i 7, wpi (Slika 48., Prilog 9.).
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Slika 30. Nakupljanje i lokalizacija“kaloze u listovima wt, opr3 i coil biljaka krumpira mock i
inficiranih s PSTVd. a) Lokalizacija kaloze ispitana je mikroskopski pod fluorescentnim mikroskopom
pomocu DAPI filtra nakon bojefija anilin modtilom. Na slikama su prikazi 8 wpi. Zuta crta duga je 100
pm. b) Analiza naslaga kaloze u sistemskim listovima mock i i biljaka inficiranih s PSTVd ispitana je
pod fluorescentnim mikroskopom nakon 446 i 8 wpi. Slike su analizirane pomoc¢u ImagelJ v1.46, Fiji
tako Sto je kvantificiran intenzitet talozenja kaloze kao broj fluorescentnih piksela koji odgovaraju
kalozi u odnosu na ukupni broj piksela po slici. Analiza je provedena na najmanje 6 slika po uzorku po
biljci po tretmanu (mock i inficirane biljke). Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nemaju
statisti¢ki znacajne razlike pri p < 0,05, prema Tukeyevom testu.
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3.3.5. Nakupljanje kaloze u NahG i wt biljkama inficiranim viroidom PSTVd
nakon tretmana s INA

Nakupljanje kaloze u sistemskim listovima biljaka krumpira nakon INA tretmana promatrano
je tijekom 5 i 6 wpi (Slika 31.a). | wt i NahG biljke pokazale su sli¢ne obrascemakupljanja
kaloze, s povecanjem kaloze nakon infekcije PSTVd i INA tretmana, Medutim, u promatranim
biljkama kroz oba tjedna, nakupljanje kaloze bilo je znacajno vece u'wt biljkama u usporedbi

s NahG biljkama, neovisno o vrsti tretmana. (Slika 31.a, b).

Kod wt mock biljaka uoc¢eno je blago nakupljanje kaloze, dok wt biljke inficirane s PSTVd
pokazuju znacajno vece nakupljanje kaloze kao odgovor na viroeidanu infekciju. INA tretman
dodatno povecava nakupljanje kaloze, osobito kod®PSTVd/dinficiranth biljaka, Sto se ocituje

kroz intenzivniji fluorescentni sjaj, posebno izrazen kod wt PSTVd+INA biljaka.

U sluéaju NahG biljaka nakupljanje kaloze je generalno’ manje izrazeno u usporedbi s wt
biljkama. Infekcija PSTVd kod NahG biljakauzrokuje blago povecanje nakupljanja kaloze, no

INA tretman nije imao znacajan ucinaka pojacanje ovog odgovora.
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Slika 31. Nakupljanje I lokalizacija kaloze u listovima'wt i NahG biljaka Krumpira tretiranih s INA i
inficiranih@sPSTVd &) Lokalizacija kaloze ispitanaje mikroskopski pod fluorescentnim mikroskopom
pomoéu DAPI filtra nakon bojenja anilin modrilom. Na slikama su prikazi 5 wpi. Zuta crta duga je 100
pm«b) Analiza naslaga kaloze u sistemskim listovima mock I*biljaka inficiranih s PSTVd ispitana je
pod fluorescentnim mikroskopom nakon 5 i 6 wpi. Slike su analizitane pomocu Imagel v1.46, Fiji tako
$to je kvantificiran intenzitet talozenja kaloze kao broj fluoreseentnih piksela koji odgovaraju kalozi u
odnasu,na ukupni brej piksela po slici. Analiza je provedena na najmanje 6 slika po uzorku po biljci po
tretmanu (mock i inficirane biljke). Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nemaju statisticki
znacajne razlike pri p < 0,05, prema Tukeyevom testu.
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3.3.6. Nakupljanje kaloze u coil i wt biljkama inficiranim viroidom PSTVd
nakon tretmana s MeJA

Nakupljanje kaloze u sistemskim listovima krumpira analizirano je nakon MeJA tretmana u
inficiranim i neinficiranim biljkama wt i coil linija tijekom 5 i 6 wpi (Slika 32:a). U ovom
istrazivanju, nakon MeJA tretmana i infekcije s PSTVd, obje linije, wt i coil, pokazale suslicne
obrasce nakupljanja kaloze od 5 do 6 wpi. Medutim, taloZenje kaloze bilo je zna¢ajno vece u
listovima biljaka divljeg tipa u usporedbi s coil biljkama za sve trefmane, ukljucujuéi mock i
infekcije PSTVd.

Inficirane i neinficirane wt biljke tretirane s MeJA pokazuju smanjenje naslage kaloze u
usporedbi s netretiranim biljkama, osobito u 5 wpi. Kod ¢oil transgeni¢nih biljaka, MeJA
tretman nema znacajan ucinak na talozenje kaloze U inficiranimbiljkama. Porast koncentracije
kaloze nakon MeJA tretmana zabiljeZen je kod obje linije u 6 wpi u usporedbi s 5 wpi, (Slika
32.a, b). Nakupljanje kaloze u PST\duinficiranim opr3 biljkama tretiranim sdMeJA nije

analizirano zbog nedostatka materijala zaprovedenje eksperimenta.
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Slika 32. Nakupljanje,i lokalizacija kaloze u listovima wt'i coil biljaka krumpira tretiranih s MeJA i
inficiranih,s PSTVd a) Lokalizacija kaloze ispitana je‘mikroskopski pod fluorescentnim mikroskopom
pomocéu DAPI filtra.nakon bojenja anilin modrilon, Na slikama swyprikazi 5 wpi. Zuta crta duga je 100
pm. b) Analiza naslaga kaloze u sistemskim listovima biljaka inficiranih s PSTVd ispitana je pod
fluorescentnim mikroskopom nakon 5 i 6 wpi. Slike su analizirane pomoc¢u ImagelJ v1.46, Fiji tako Sto
je kvantificiran intenzitet talozenja kaloze kao broj fluorescentnihpiksela koji odgovaraju kalozi u
odnosu na ukupni broj piksela po slici.<Analiza je provedena na najmanje 6 slika po uzorku po biljci po
tretmanu (mock i inficirane biljke). Srednje vrijednosti oznaCene istim slovom nemaju statisticki
znacajne razlike pri p < 0,05, prema Tukeyevom testu.

75



3.4. Analiza transkriptoma i identifikacija diferencijalno eksprimiranih

gena

Kako bi se dodatno istrazio doprinos SA, JA 1 drugih fitohormona sistemskom.edgovoru na
PSTVd, promjene transkriptoma u listovima divljeg tipa i biljaka krumpira NahG, opr3.i coil
analizirane su 5 tjedana nakon inokulacije s PSTVd koristenjem RNASeqs Ukupno su
napravljene 24 knjiznice cDNA, iz uzoraka RNA iz listova triju mock- i trijurPSTVd-
inokuliranih biljaka za svaku liniju (wt, NahG, opr3 i coil) sakupljenih 5 wpi.

Visoki udio (89,76%) ocitanja transkripta pronadenih/u zarazenim 1 kontrolnim biljkama
mogao bi se pripisati referentnom genomu krumpira'SolTub3.0. Infekcija PSTVd pokrenula
je diferencijalnu ekspresiju 20 493 uobicajenih genana odabranu grani¢nu vrijednost (Jlog2fc|
> 1, p <0,05) u svim genotipovima. Dok je na granicnoj,vrijednosti od (|log2fc| > 2, p < 0,05),
popis DEG smanjem i sastoji se od 6250,gena, ukljuc¢ujuc¢i 1203 DEG u divljematipu, 1325
DEG u NahG, 1070 DEG u opr3 i 2652 DEG u coil kao odgovor na PSTVd.

3.4.1. Funkcionalna analiza‘ontologije gena (GO) za NahG i wt linije
Analiza transkriptoma listova krumpira inokuliranih viroidem PSTVd provedena je kako bi se
razjasnili slozeni mehanizmi regulacije ekspresije gena ukljuc¢enih u metabolizam fitohormona
i prijenos signala u kejem sudjeluju fitohormont tijekom edgovorasna sistemsku infekciju ovim

patoégenom.

GO funkcionalna analiza DEG (|log2FC| > 2, p'<0,05) u uspaeredbi ,,wt PSTVd vs. wt mock
kontrola™ pokazala je znacajan brej gena u terminima vezanim uz bioloske procese (engl.
biological processes, BP) kao $to su odgovor na kemijski i abioticki podrazaj, fotosintezu, te
odgovor na zracenje. Dodatne, znacajno su obogaceni BP termini kao $to su odgovor na
temperaturni podrazaj (toplinski stres), te odgovor na oksidativni stres i H2O. (Slika 33.a,
Prilog 2.). Najobogaceniji GO termini vezani uz stanicne komponente (engl. cellular
components, CC) biljaka divljeg tipa bili su povezani s fotosintetskim aparatima, ukljucujuci
plastidne membrane, tilakoide i kloroplaste, dok su geni vezani uz molekularne funkcije (engl.
molecular function, MF) zastupljeni u terminima kao §to su vezanje klorofila i vezanje

nepravilno presavijenih proteina (Slika 33.a, Prilog 2.).
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U usporedbi ,,NahG PSTVd vs. NahG mock kontrola®, detektiran je znacajan broj gena u BP
terminima kao $to su transport iona i odgovor na gljivice (Slika 33.b, Prilog 2.). Veéina gena u

CC terminima bilo je vezano uz plazmatske membrane, integralne komponente membrane te

bilo te stoga nisu prikazani.

Geni za obje linije u svim navedenim terminima uglavnom su bili

obogac¢enih GO termina u NahG biljkama u usporedbi
PSTVd.
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Slika 33. Opis slike na slijedecoj stranici.
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Slika 33. Funkcionalna klasifikacija genske ontologije (GO) svih DEG izmedu biljaka inficiranih s
PSTVd i kontrolnih (mock) biljaka. (&) GO funkcionalna analiza DEG u wt liniji nakon infekcije s
PSTV(d, te (b) GO funkcionalna analiza DEGwu NahG liniji nakon infekcije s PSTVd. Glavni GO termini
(oni s najvise DEG) pripadaju kategorijama bioloskog procesa (engl. biological process, BP), stani¢ne
komponente (engl. cellular compoenent, CC) i molekularna funkcija (engl. molecular function, MF).
GeneRatio (x-os) izracunava se kao omjer‘izmedu broja gena prisutnih u GO izrazu i ukupnog broja
gena u kategoriji. U Prilogu 1. nalazi se tablica sa engleskim nazivima termina te brojem pojacanih
(engl. up) i smanjenih (engl. down) eksprimiranih gena, kao i korigiranim p-vrijednostima.
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Prikaz dijagrama diferencijalne analize ekspresije gena u usporedbi wt PSTVd inficiranih u
odnosu na wt mock kontrolu i NahG PSTVd inficiranih u odnosu na NahG mock kontrolu za
skupove podataka RNA-seq (Slika 34.). Ukupno je identificirano 1047 DEG (p <0,05) izmedu
wt PSTVd inficiranih biljaka i wt mock kontrolnih uzoraka, od toga 622 gepa s pejacanom
ekspresijom i 425 gena sa smanjenom ekspresijom. Ukupno 1136 DEG (p <0,05) izmedu NahG
PSTVd inficiranih biljaka i NahG mock kontrolnih uzoraka, od toga'383 gena s pojacanom
ekspresijom i 753 gena sa smanjenom ekspresijom, §to pokazujé znac¢ajnoysmanjenje broja

aktiviranih gena u usporedbi s wt biljkama.

UP, DOWN regulated count
FC>=2 & raw.p<0.0%

oUP
wt PSTVd vs. 622 = DOWN
wt mock 425
NahG PSTVd vs. 383
NahG mock 753

0 200 400 600 800

Slika 34. Prikaz DEG u biljkama divljegtipa te trangeni¢noj liniji NahG inficiranoj PSTVd.u usporedbi
s odgovarajuéom kontrolom (mock biljke). Zuti stupci predstavljaju-pojacano eksprimirane DEG, a
plavi predstavljaju smanjeno eksprimirane DEG (|log2FC| > 2; p < 0,05), dok,su njihovi brojevi
naznaceni.

Mégdusobna usporedba DEG ([log2FC| > 2, p.<0.,05) izmedu biljaka divljeg tipa i NahG PSTVd
inficiranih biljaka otkrila je da su ova dva genotipa dijelila,237 gena (12,17%, od ukupno 1946
DEG) uusporedbi, dok je 810 DEG (41,62%) pokazalo specificno promijenjenu ekspresiju u
biljkama divljeg tipa, a 899 DEG (46,19%) imalo specificno promijenjenu ekspresiju u NahG
biljkama (Slika 35.).
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wt UP wt down
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Slika 35. Vennov dijagram prikazuje broj diferencijalno eksprimiranibhgene ([log2FC| > 2, p < 0,05),
specifiénih i zajednickih za wt i NahG liniju u odgovoru na infekciju viroidom PSTVd. Venn diagram
napravljen je u programu R pomocu paketa VennDiagram. NahG{UP — pojacano eksprimirani geni u
komparaciji NahG_PSTVd vs NahG_mock; wt UP- pojacano eksprimirani geni u komparaciji
wt_PSTVd vs wt_mock; wt down- smanjeno eksprimirani geni u kamparaciji wt_PSTVd vs wt_mock;
NahG down — smanjeno eksprimirani geni u komparacijiilNahG_PSTVd vs NahG_mock.

3.4.2. Funkcionalna analiza ontologije gena (GO) za wt, opr3 i ceil linije
Usporedba rezultata GO funkeionalne analize za tri tipa biljaka (wts opr3“i:coil) nakon
infekcije PSTVd otkrile 'su promjene u bioloSkim procesima, stani¢nim komponentama i
molekularnim funkcijama, ¢ime je dobiven uvid u nacin na koji nedostatak u JA biosintezi

(opr3) i JA signalizaciji (coil) utjece na obrambene odgoveare na PSTVd u krumpiru.

GO funkeionalna analizaDEG (|log2FC| > 2,4p:< 0,05) detektiranih u'usporedbi ,,0pr3 PSTVd
vs. opr3 mock kontrola“ pokazala je znagajan brojigena Urterminima vezanim uz BP koji su
pojacano eksprimirani, kao Sto su odgovor na pedrazaj, tazvojneprocese te odgovor na hormon
(Shka,36.a,/Prilog¢3.). Najobogaceniji GO termini vezani uz CC opr3 biljaka koji su bili
pojacano eksprimirani povezani sufs izvanstani¢cnom regijom te stanicnom stijenkom, dok su
smanjeno eksprimirani geni u CC terminima bili povezani s fotosustavom I i Il. Kod opr3
biljaka unutar MF zabiljeZeni su pojacano’ eksprimirani geni kod promjena u katalitickoj

aktivnosti, regulatornoj aktivnosti transkripcije te aktivnosti acetiltransferaze.

Transgeni¢na linija coil, deficijentna u JA signalizaciji, takoder je, kao i wt linija biljaka,
pokazala aktivaciju fotosintetskih procesa i odgovora na svjetlost, kao i odgovora na podrazaj
(kemijski 1 abioticki) koji su smanjeno eksprimirani, ali su prisutni brojni geni u terminima
povezanim s metabolicki procesi, ukljucujuéi poliaminske metabolicke procese 1 negativnu

regulaciju ET-signalnog puta koji su uglavnom pojac¢ano eksprimirani. Termini unutar CC
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povezani s fotosustavom I, te kloroplastnim strukturama (kao $to su membrana tilakoida,
kloroplastni tilakoid i fotosintetska membrana) bili su smanjeno eksprimirani. NajizraZenije
MF obogacene smanjeno eksprimiranim DEG ukljucivale su termine za vezanje klorofila i

kinazne aktivnosti (kataliticka i oksidoreduktivna aktivnost) (Slika 36.b, Prilo

GO funkcionalna analiza opr3-i
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biosintetski proces kutina (G0:0010143)
transport tiosulfata (GO:0015709)
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kataboli¢ki proces diterpenoida (GO:0016115)
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aktivnost aciltransferaze (GO:0016746)
rijenos acilnih'skupina uz pretvorbu u alkilne skupine (G0O:0046912)

regulatorna aktivnost transkri

vezanje nepravilno presavijenog

aktivnost giberelin 2-beta-dioksigen.
aktivnost transmembranskog prijenosnika oksaloacetata (GO:0015131)
aktivnost oksidaze dugolancanih alkohola (G0O:0046577)
aktivnost transmembranskog prijenosnika sukcinata (G0:0015141)
aktivnost fosfoetanolamin N-metiltransferaze (G0:0000234)
aktivnost tiramin N-feruloiltransferaze (GO:0050366)
vezanje nepravilno presavijenog proteina (G0:0051082)
vezanje tetrapirola (GO:0046906)
aktivnost glicerol-3-fosfat 2-O-aciltransferaze (GO:0090447)

Slika 36. Opis slike na stranici 83.
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Slika 36. Opis slike na slijedecoj stranici.
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Slika 36. Funkcionalna klasifikacija genske ontologije (GO) svih DEG izmedu biljaka inficiranih s
PSTVd i kontrolnih (mock) biljaka. (a) GO funkcionalna analiza DEG u opr3 liniji nakon infekcije s
PSTV(d, te (b) GO funkcionalna analiza DEG u coil liniji nakon infekcije s PSTVd. Glavni GO termini
(oni s najvise DEG) pripadaju kategorijama bioloskog procesa (engl. biological process, BP), stani¢ne
komponente (engl. cellular component, CC) i molekularna funkcija (engl. molecular function, MF).
GeneRatio (x-os) izracunava se kao omjer izmedu broja gena prisutnih u GO izrazud ukupnog broja
gena u kategoriji. U Prilogu 2. nalazi se tablica sa engleskim nazivima termina te' brojem pojacanih
(engl. up) i smanjeno (engl. down) eksprimiranih gena, kao i korigiranim{-vrijednostima:

Prikaz dijagrama diferencijalne analize ekspresije gena pokazala je znacajno vise DEG u coil
liniji, u odnosu na wt i opr3 (Slika 37.). Ukupno je identificirane, 906 DEG (p <0,05) izmedu
opr3 PSTVd inficiranih biljaka i opr3 mock kontrolnih uzoraka, od toga 575 gena s pojacanom
ekspresijom i 331 gena sa smanjenom ekspresijom. Nadalje, identificirano je ukupno 2509
DEG (p <0,05) izmedu coil PSTVd inficiranih biljakai coil mock kontrolnih uzoraka, od toga

1215 gena s pojacanom ekspresijom i 1294 gena sa smanjenom ekspresijom.

UP, DOWN regulated count
FC>=2 & raw.p<0.05
wt PSTVd vs. 622 a ngm
wt mock 425

opr3 PSTVdvs. [ gy5

opr3 mock [ 331
coid PSTVd vs. 1 1215
coit mock | 12+
0 200 400 600 800 1000 1200
Slika37. Prikaz DEG u biljkama divljeg tipa te trangeni¢nim linijama krumpira opr3 i coil inficiranim
PSTVd wusporedbi s odgovaraju¢om kontrolom (mockebiljke). Zuti stupci predstavljaju pojacano

eksprimirane DEG, a plavi predstavljaju smanjeno eksprimirane DEG (]log2FC[>2, p<0,05), dok su
njihovi brojevi naznaceni.

Medusobna usporedba DEG (Jlog2F€= 2, p < 0,05) izmedu biljaka divljeg tipa, opr3 i coil
biljaka dodatno je analizirana, pri ¢emu su identificirani zajednicki i specifi¢no eksprimirani
geni za svaku liniju. Identificirano je 59 pojac¢ano i 60 smanjeno eksprimiranih zajednickih
gena (3,14%, 119 DEG od 3789 ukupnih DEG), a rezultati su prikazani Vennovim dijagramima
(Slika 38.).
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Navedena tri genotipa kod pojacano eksprimiranih gena dijele 59 DEG (2,88%), dok je 375
DEG (18,31%) pokazalo specifi¢éno promijenjenu ekspresiju u biljkama divljeg tipa, 352 DEG
(17 19%) imala su spec1ﬁcn0 promijenjenu ekspresuu u 0pl‘3 biljkama, te 1016 DEG (49 61%)

enjenu ekspresiju

r3 linije je 50 (2,87%),

u coil biljkama. Broj DEG smanjene ekspresije dijelj
izmedu wt i coil je 102 (5,86%), dok je izmedu

i coil

A

opr3 down

coil down

i ovi du’graml prikazuje broj dlfevrenchnmer gene (Jlog2FC| > 2, p <0.05),
ifiénih 1 zajednickih za wt, opr3 i geil liniju u odgo na infekciju viroidom PSTVd. Slika lijevo
azuje pojacano eksprimirane DEG slika desno prikazuje smanjeno eksprimirane DEG kod sve
ijje. Venn diagram napravljen j u R pomocu paketa VennDiagram. wt UP — pojacano

primirani geni u komparac wt_mock; opr3 UP — pojacano eksprimirani geni u

0i1 UP — pojacano eksprimirani geni u komparaciji

coil_PSTVd vs 00|1 mock; wt do anjeno eksprimirani geni u komparaciji wt_PSTVd vs
wt_mock; opr3 down — smanjeno eksprimirani geni u komparaciji opr3_PSTVd vs opr3_mock; coil
down — smanjeno eksprimirani geni u komaraciji coil_PSTVd vs coil_mock.
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3.4.3. KEGG putevi i MapMan analiza biotskog stresa za NahG i wt komparacije
KEGG analiza provedena je kako bi se dodatno razjasnile funkcionalne razlike izmedu gena
specifi¢nih za genotip i zajednickih DEG u biljkama divljeg tipa i NahG PSTVd inficiranim
biljkama (Tablica 4.).

Nakon provedene KEGG funkcionalne analize, dobili smo detaljniji uvid u funkciju
zajednickih i specifiéno eksprimiranih DEG, odnosno njihovuf zastupljenost i vaznim
metaboli¢kim putevima. KEGG analizom 149 specifi¢no poja¢ano eksprimiranih DEG (fc >
2) uwt liniji anotirano je u 49 funkcionalnih puteva. U TabliCi 4. prikazane je'S puteva s najvise
DEG, koji ukljucuju 72 specifi¢no pojacano eksprimirana gena u-signalnim putevima biljaka
divljeg tipa. Ovi putevi uklju¢uju MAPK signalni put, signalnu transdukciju fitohormona i
interakciju biljka-patogen. Pojacano eksprimirani geni kod wt biljaka obogaceni su za signalne

puteve povezane s obrambenim odgovorom, ukljucujuéi biosintezu fenilpropanoida.

S druge strane, KEGG analizom 130 specifiéno smanjeno eksprimiranih DEG (fc >2) u wt
liniji anotirano je u 50 funkcionalnih puteva. U Tablici 4. prikazano je 5 puteva sinajvise DEG,
koji ukljucuju identificirano je 45 specificno smanjeno eksprimiranih gena urPSTVd
inficiranim biljkama divljeg tipa. Ovi putevi ukljucuju fotosintezu,, procesitanje proteina,
biosintezu flavonoida infiksaciju ugljika (Tablica 4.). Smanjeno eksprimirani geni ukljucuju

proteine povezane s fotosintezom i flavonoidnoméiosintezom.

Nadalje;, KEGG analizom 88 specifi¢no pojacane,cksprimiranth' DEG (fc > 2) u NahG liniji
anotirano je u.55funkcionalnih puteva. U Tablici 4. prikazanoyje 5 puteva s najvise DEG, koji
ukljucuju 20 specifiéno pojacano eksprimiranih gena u signalnim putevima NahG biljaka koji
ukljucuju biosintezu zeatina, metabolizam Skroba 1 saharoze te biosintezu kutina, suberina i

voska (Tablica 4.).

Nasuprot tome, KEGG analizom 107 specificno smanjeno eksprimiraninh DEG (fc > 2) u NahG
liniji anotirano je u 54 funkcionalnaputa. U Tablici 4. prikazano je 5 puteva s najvise DEG,
koji ukljuc¢uju 31 specifiéno smanjeno eksprimirani gen u NahG PSTVd inficiranim biljkama
pripisuje se signalnim putevima povezanim s interakcijom biljka-patogen, signalnom
transdukcijom fitohormona, biosintezom fenilpropanoida i MAPK signalnim putem (Tablica
4.).
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Zajednicki (engl. common) pojacano eksprimirani DEG kod wt i NahG biljaka u ovom

istrazivanju zastupljeni su u 7 funkcionalnih puteva sa 10 DEG. U Tablici 4. prikazano je 5

puteva s najvise DEG, koji su povezani s putevima prijenosa signala fitohormona, te

metabolizma amino Secera i nukletoida, kao i taurina i hipotaurina. Zajednicki 'smanjeno

eksprimirani DEG rasporedeni u 19 puteva sa 24 DEG, od kojih je,u Tablici 4. prikazano 5

puteva s najviSe DEG povezanih s putevima interakcijame biljka-patogen (te bioSinteze

terpenoida.

Tablica 4. KEGG analiza genotip-specifi¢nih i zajedni¢kih gena pojacane ili smanjeno eksprimiranih

u biljkama wt i NahG linijama, nakon infekcije s viroidom PSTVd. Prikazano je 5 funkcionalnih puteva

s najve¢im brojem pripadaju¢ih DEG (|log2FC| > 2). AnalizaKEGG provedena je u program R pomoc¢u

paketa KEGGREST.

Kod Broj genau

signalnog signalnom
puta KEGG signalni put Svi DEG putu p-wrijednost
sot04016 MAPK signaling pathway-plant 19 0,0017
Specificni wt sot04075 Plant hormone signal transduction 16 0,0002
up sot04626 Plant-pathogen interaction 149 14 0,3518
s0t00940 Phenylpropanoid biosynthesis 12 0,6134
s0t00360 Phenylalanine metabolism 11 0,1747
s0t00908 Zeatin biosynthesis 6 0,3103
... . sot00500 Starchand sucrose metabolism 5 0,6636
Sﬁ;ﬁgﬁ?‘; s0t00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 88 3 0,0433
sot00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 3 0,4801
s0t04016 MAPK signaling pathway-plant 3 0,6784
sot00196 Photosynthesis-antenna proteins 16 0,9912
. sot04141 Protein processing endoplasmic reticulum 13 0,0125
Spefjlﬁcm w sot00941 Flavonoid biosynthesis 130 6 0,9411
own sot00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 5 0,1688
sot00195 Photosynthesis 5 0,8378
sot04626 Plant-pathogen interaction 10 0,5393
Specificni sot04075 Plant hormone signal transduction 7 0,5794
NahG down s0t00940 Phenylpropanoid biosynthesis 107 5 0,6726
s0t00999 Biosynthesis of various plant secondary metabolites 5 0,7541
s0t04016 MAPK signaling pathway-plant 4 0,8654
s0t04075 Plant hormone signal transduction 3 0,5459
Zajednicki s0t00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 2 0,9657
up s0t00430 Taurine and hypotaurine metabolism 10 1 0,2800
sot00500 Starch and sucrose metabolism 1 0,2000
s0t04016 MAPK signaling pathway - plant 1 0,4800
sot04626 Plant-pathogen interaction 3 0,4238
.. ... sot00900 Terpenoid backbone biosynthesis 2 0,2947
Zaj de;\;ln?kl sot00910 Nitrogen metabolism 24 2 0,0131
sot04712 Circadian rhythm - plant 2 0,7355
s0t00196 Photosynthesis - antenna proteins 1 0,9600
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S obzirom na to da fitohormoni imaju vaznu ulogu u odgovoru biljaka na patogene (Alazem &
Lin, 2015), dodatno smo analizirali doprinos hormona povezanih gena obrambenom odgovoru
na PSTVd tako $to smo sve DEG (|log2FC| > 2, p < 0,05) podvrgnuli funkcionalnoj MapMan
klasifikaciji. Diferencijalno eksprimirani geni (DEG) u wt i NahG linijama klasificirani su u
kategorije povezane s biotskim stresom (MapMan biotic stress overview) (Slika 39,). Op¢€enito,
podaci su pokazali da je veéina prikazanih DEG u NahG liniji smanjeno.eksprimirana; dok je
kod wt linije pojacano eksprimirana. Najvece razlike izmedu wt i NahG linija u“broju DEG
nalaze se u procesima kao §to su signaling, transkripcijski faktori, (WRKY, " MYB, bZIP),
signaling hormona, posebice ET, AUX, JA, te u procesusvezanom uz stani¢nu stijenku (engl.

cell wall).
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Slika 39. Vizualizacija DEG (Jlog2FC| > 2) ukljucenilihu odgovor na biotski stres, prema program
MapMan. Prikazani su DEG u wt i NahG biljkama nakon infekcije:PSTVd. Odgovor biljke na napad
patogena ukljucuje nekoliko koraka: prepoznavanje,signala patogena pomocu pripadajuéih receptora
(engl.hR genes, R geni); aktivacija transkripcije kaskade imunoleSkog sustava biljke, ukljucujuci
promjene u oksidativnom stresu; prijenos signala koji vodi do proizvodnje obrambenih molekula,
ukljucujuc¢i PR-proteine, sekundarne‘metabolite i proteine toplinskog Soka. Kvadrati¢i predstavljaju
gene, oznaceni crvenom bojom za aktivaciju (pojacano eksprimirani), a plavom bojom za inhibiciju
(smanjeno eksprimirani). Tamfesivi kruZi¢ihoznaavaju da nijedan izraZeni gen nije mogao biti
pridruzen odgovarajucoj podjeli. ABA, apscizinska kiselina; MAPK, mitogen-aktivirana protein
kinaza; SA, salicilna kiselina; JA, jasmenska kiselina; HSPs, proteini toplinskog Soka.

RTgPCR analizom potvrdeni su RNASeq rezultati. Rezultati su pokazali da su obrasci
ekspresije 16 odabranih DEG dobro korelirali s RNASeq rezultatima. Na grafu je prikazan
Pearsonov koeficijent korelacije (P) koji mjeri snagu i smjer linearne korelacije izmedu

ekspresije gena dobivene RTgPCR metodom i RNASeq analizom, a on je iznosio 0,93 (Slika
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40.). R?, koeficijent determinacije, prikazuje koliko varijacije u podacima moze biti obja$njeno
linearnos¢u izmedu tih dviju metoda. Visi Pearsonov koeficijent i R? ukazuju na snaznu

korelaciju izmedu metoda, Sto potvrduje pouzdanost RNASeq podataka u ovom istrazivanju.

wt
RTGPCR  RNASeq

e R2=0.883 >

SARD Pearson = 0.939666 4

MPK7 3

MPKK6

WRKY o 2

PRQ b 1
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MYC2-like EU § A -1

LOX6 = -2

MAPK3 3
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CAT -4

APX 5

POD

OPR3 RNASeq (Log2FC)

Slika 40. Validacija rezultata RNASeq analize pomoc¢u metode RTqPCR. Trend ekspresije 16 DEG u
RNASeq podacima i rezultatima“debivenim metodom RTgPCR™iz,wt inficiranih “vs»wit mock
komparacija. X-os prikazuje rezultat RTgPCR analize, a y-o0s predstavljawrelativau razinu ekspresije
DEG dobivene RNSASEq analizom. P~- Pearsonov koeficijent korelacije; R2 -"koeficijent
determinacije

3.4.4. KEGG putevi i MapMan analiza biotskog stresa za opr3, coil i wt
komparacije

Kako bi se dodatno razjasnile funkcionalne razlike izmedu gena specificnih za genotip i
zajednickih DEG u biljkama divljeg tipa, opr3 i coil PSTVd inficiranim biljkama provedena
je KEGG analiza (Tablica 5.).

Nakon provedene KEGG funkeionalne’ analize, dobili smo detaljniji uvid u zajednicke i
specificno eksprimirane DEG odnosno njihovu =zastupljenost u vaznim metaboliCkim
putevima. KEGG analizom 113 specificno pojacano eksprimiranih DEG (fc > 2) u wt liniji
anotirano je u 42 funkcionalna puta. U Tablici 5. prikazano je 5 puteva s najvise DEG, koji
ukljucuju 49 specifi¢no pojacano eksprimiranih gena u signalnim putevima biljaka divljeg tipa,
povezanih putevima koji ukljuCuju interakciju biljka-patogen, metabolizam i biosintezu
fenilalanina, MAPK signalni put te prijenos signala fitohormona. S druge strane, KEGG

analizom 96 specificno smanjeno eksprimiranih DEG (fc > 2) u wt liniji anotirano je u 54
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funkcionalna puta. U Tablici 5. prikazano je 5 puteva s najvise DEG, koji ukljucuju 24
specifi¢no smanjeno eksprimiranih gena u PSTVd inficiranim biljkama divljeg tipa povezanih
s putevima koji ukljucuju procesiranje proteina u endoplazmatskom retikulumu, interakciju

biljka-patogen, endocitozu, biosintezu fenilpropanoida i flavonoida (Tablica 5.):

Takoder KEGG analizom 89 specifi¢no pojacano eksprimiranih DEG, (fc > 2)fu opr3 liniji
anotirano je u 42 funkcionalna puta. U Tablici 5. prikazano je 5 puteva's majvise'DEG, koji
ukljucuju 32 specifi¢no pojac¢ano eksprimiranih gena u signalnim putevima opr3 biljaka od
kojih su najobogaceniji bili prijenos signala fitohormona; MAPK signalni put, interakcija
biljka-patogen, biosinteza kutina, suberina i voska, te metabolizam glicerolipida. Osim toga,
KEGG analizom 96 specificno smanjeno eksprimiranth DEG (fc >/2) u opr3 liniji anotirano je
u 50 funkcionalnih puteva. U Tablici 5. prikazano je 5,puteva snajvise DEG, koji ukljucuju 25
specificno smanjeno eksprimiranih gena u opr3 PSTVd inficiranim biljkama od kojih su
najobogaceniji bili uklju€eni u procesitanje proteina u endoplazmatskom “retikulumu,
biosintezu fenilpropanoida, razgradnju valina, leucina i izoleucina, interakciju biljka-patogen,
te MAPK signalni put (Tablicas5.).

Nadalje, KEGG analizom 403 specifiéno pojacano eksprimirana DEG (fc =2)pu- coil liniji
anotirano je u 94¢funkcionalnaputa. U Tablici 5. prikazanefje 5 puteva sinajvise DEG, koji
ukljuétiju 83 specifiéno pojacano eksprimirana geéna otkrivena.su u signalnim putevima coil
biljaka, od kojih 'sunajobegaceniji bili oni za metabolizam cisteina i metionina, MAPK signalni
putZprijenost: signala fitohormona, razgradnju“wvalina, “leucina 1 izoleucina, te biosintezu
fenilpropanoidnog puta. Osim toga, KEGG analizom 341 specifi¢cno smanjeno eksprimiranih
DEG (fc > 2) u coil liniji anotirano je u 92 funkcionalna puta. U Tablici 5. prikazano je 5
puteva s najvise DEG, koji ukljucuju 66 specificno smanjeno eksprimiran gen u coil PSTVd
inficiranim biljkama u putevima za fotosintezu, prijenos signala biljnim hormonima,
oksidativnu fosforilaciju, biesintezu razmith sekundarnih metabolita biljke, oksidativna
fosforilacija te fotosinteza-proteini-antenskog kompleksa (Tablica 5.).

KEGG analizom 15 zajednic¢ka (engl. common) pojacano eksprimiranih DEG (fc > 2) za wt,
opr3 i coil anotirano je u 6 funkcionalnih puteva. U Tablici 5. prikazano je 5 puteva s najvise
DEG koji su povezani s MAPK signalnim putevima, putevima prijenosa signala fitohormona,
te metabolizma Skroba i saharoze. KEGG analizom 33 zajednicka (engl. common) smanjeno

eksprimirana DEG (fc > 2) za wt, opr3 i coil anotirano je u 16 funkcionalnih puteva, od kojih
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je 5 puteva s najviSe DEG prikazano u Tablici 5. ukljucujuci fotosintezu, glikolizu i

glukoneogenezu te metabolizma piruvata.

Tablica 5. KEGG analiza genotip-specifi¢nih i zajednic¢kih gena pojacano ili smanjeno.eksprimiranih
u biljkama wt, opr3 i coil linije, nakon infekcije s viroidom PSTVd. Prikazano je'5 funkeionalnih
puteva s najve¢im brojem pripadajuc¢ih DEG (|log2FC| > 2). Analiza KEGG provedena je u program R
pomocu paketa KEGGREST.

Kod Broj genau
signalnog puta KEGG signalni put Svi DEG signalnom putu p-vrijednost
sot04626  Plant-pathogen interaction 12 0,1798
... . s0t00360 Phenylalanine metabolism 11 0,1116
Specifi¢ni A .
Wt up sot00940  Phenylpropanoid biosynthesis 113 10 0,3292
sot04016  MAPK signaling pathway 9 0,0012
s0t04075  Plant hormone signal transduction 7 0,0004
sot04075  Plant hormone signal transduction 9 0,4709
... . sot04016 MAPK signaling pathway - plant 6 0,1573
Specifi¢ni - .
opr3 up sot04626  Plant-pathogen interaction 89 6 0,6323
sot00073  Cutin, suberine and wax biosynthesis 6 0,7138
sot00561  Glycerolipid metabolism 5 0,3322
s0t00270  Cysteine and methionine metabolism 21 0,2593
Soecificni sot04016  MAPK signaling pathway - plant 20 0,1052
Iggicll 1:m sot04075  Plant hormone signal transduction 401 16 0,0144
P sot00280  Valine, leucine and isoleucine degradation 13 0,8157
s0t00940  Phenylpropanoid biosynthesis 13 0,9350
sot04141  Protein processing in endoplasmic reticulum 7 0,0483
... . sot04626 Plant-pathogen interaction 5 0,4751
Specifi¢ni .
Wt down sot04144  Endocytosis 96 4 0,0697
sot00940  Phenylpropanoid biosynthesis 4 0,9247
s0t00941  Flavonoid biosynthesis 4 0,9506
sot04141  Protein processing in endoplasmic reticulum 7 0,3806
Specifiéni  s0t00940  Phenylpropanoid biosynthesis 6 0,8360
opr3 sot00280  Valine, leucine and isoleucine degradation 96 4 0,1149
down sot04626  Plant-pathogen interaction 4 0,3609
s0t04016  MAPK signaling pathway 4 0,8177
s0t00195  Photosynthesis 19 0,9995
... . soto4075  Plant hormone signal transduction 13 0,1456
Specifi¢ni - .
coil down sot00190  Oxidative phosphorylation 341 12 0,9995
sot00999  Biosynthesis of various plant secondary metabolitt 11 0,0167
s0t00196 Photosynthesis - antenna proteins 11 0,1081
sot04016  MAPK signaling pathway - plant 6 0,2297
. . ... sot04075 Plant hormone signal transduction 4 0,6356
Zajednicki .
up sot00500  Starch and sucrose metabolism 15 2 0,7808
sot00904  Diterpenoid biosynthesis 1 0,6487
so0t00940  Phenylpropanoid biosynthesis 1 0,9468
sot00196  Photosynthesis - antenna proteins 15 0,9994
. . ... sot00010 Glycolysis/ Gluconeogenesis 2 0,0188
Zajednicki .
down sot00620  Pyruvate metabolism 33 2 0,2616
sot04712  Circadian rhythm - plant 2 0,3327
s0t00030  Pentose phosphate pathway 1 0,0666
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Dodatno smo analizirali doprinos hormona povezanih gena obrambenom odgovoru na PSTVd
tako da smo sve DEG (|log2FC| > 2, p < 0,05) podvrgnuli funkcionalnoj MapMan klasifikaciji
u kategoriji biotskog stresa (Slika 41.). 1z dobivenih podataka vidljivo je da linija coil ima
najveci broj DEG u svakoj kategoriji, pri ¢emu su vecina gena znacajno pojacano ililsmanjeno
eksprimirani. Najvece razlike u broju DEG primijec¢ene su u procesima signalizacije; proteolize
i hormonske signalizacije, osobito ET. Linija opr3 pokazuje najblazu aktivaciju DEG u0dnosu

na sve tri testirane linije.

opr3 PSTVd vs. opr3 mock c@id PSTVdvs. coil mock

ne(ombon
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" Hormors sgnaing
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;
i
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£

Slika 41. Vizualizacija DEG (Jlog2FC| > 2) ukljucenih u odgover nawbiotski stres, prema program
MapMan. Prikazani su DEG u wt, opr3 i coil biljkama nakon‘infekcije viroidom PSTVd. Odgovor
biljke‘na napad patogena ‘ukljuuje nekoliko koraka: prepoznavamje §ignala patogena pomocéu
pripadajucih, receptora (engl. R genes, R geni); aktivacijattranskripcije kaskade imunoloskog sustava
biljke, ukljucujuci promjenc u oksidativnom stresu; prijenos signala’ koji vodi do proizvodnje
obrambenih molekula, ukljuuju¢i PR-proteine, sekundarne metabolite i proteine toplinskog Soka.
Kyadrati¢i predstavljaju gene, oznaceni crvenem’ bojom,za aktivaciju (pojacano eksprimirani), a
plavom bojom za inhibiciju (smanjeno eksprimirani). Tamneosivi kruzié¢i ozna¢avaju da nijedan izrazeni
gen nije mogao biti_pridruzen odgovarajucoj podjelis, ABA,“apscizinska kiselina; MAPK, mitogen-
aktiviranasprotein kinaza; SA, salicilna kiselina; JA,"Jasmonska kiselina; HSPs, proteini toplinskog
Soka.

Dodatno, provedena je RTqgPCRuanaliza DEG kako bi potvrdili rezultate RNASeq analize.
Komparativna analiza rezultata RNA=seq i RT-gPCR za wt, opr3 i coil biljke pokazala je da
obrasci ekspresije 19 odabranih DEG dobro koreliraju s rezultatima RNASeq. Na grafu je
prikazan Pearsonov koeficijent (P) korelacije koji mjeri snagu i smjer linearne korelacije
izmedu ekspresije gena dobivene RTqQPCR metodom i RNASeq analizom, aon je iznosio 0,939
(Slika 42.). Visi Pearsonov koeficijent i R? ukazuju na snaznu korelaciju izmedu metoda, $to

potvrduje pouzdanost RNASeq podataka u ovom istraZivanju.
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Slika 42. Validacija rezultata RNASeq analize pomocu meto
RNASeq podacima i rezultatima dobivenim metodom
mock, opr3 inficiranih vs opr3 mock i coil inficirani 0s prikazuje rezultat RTqPCR
analize, a y-os predstavlja relativnu razinu ekspresije DE ivene RNSASEq analizom. P- Pearsonov

koeficijent korelacije; R?- koeficijent determinacije.
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3.5. Promjene u sadrzaju fitohormona i ekspresiji gena kao odgovor na
infekciju viroidom PSTVd

3.5.1. Odgovori fitohormona i gena na infekciju viroidom PSTVdskod NahG

biljaka
Kako bismo bolje razumjeli dinamiku nakupljanja hormona u kontekstu sistemske infekeije
PSTVd u krumpiru, provedeno je ciljano profiliranje 6 stresom povezanih, fitohormena (SA,
ABA, AUX, cis-OPDA, JA-Ilei CS) 4, 5, 6 1 7 wpi pomoéu UHPLC-MS/MS. Uz to, promjene
u ekspresiji odabranih diferencijalno izrazenih gena (DEG) ukljucenih u biosintezu i
metabolizam fitohormona pra¢ene su metodom RT-qPCR. Ekspresija gena analizirana je samo
u uzorcima listova jer su oni primarno mjesto aktivacije PTI 1 sinteze hormona. U ranoj fazi
razvoja gomolja bilo je tesko iskljuciti u¢inak rastairazvitka od u€inka infekcije na nakupljanje

hormona.

Kasna faza infekcije (6 do 7 wpi) Karakterizirana je zna¢ajnom akumulacijom JA, jasmonil-
izoleucin (JA-lle) i njegovog prekursora cis-OPDA u uzorcima listova oba ispitivana genotipa
(wt i NahG) (Slike 31). Znacajnija razlika.ukoncentraciji JA vidljiva je kod NahGhbiljaka u 6
wpi, nakon ¢ega konceéntracija u moek uzorcima opada, dok u inficiranim,raste u 7 wpi.
Primijetili smo dasNahG biljke imaju visu bazalnu koncentraciju cis=OPDA u usporedbi s
biljkama divljeg tipadU skladu's time, aktivacija gena ukljucenih udbiosintezu jasmonata i
metabolizam jasmonata (LOX6, OPR3 i JAR1)zabiljeZena je u listovima oba genotipa tijekom
6 wpistsinficiranim biljkama (Slika 45.,, Prilogé6.). Uz to, pojac¢ana ekspresija gena COI1,
glavnog regulatora JA-signalnog puta, zabiljézena je wlistovima biljaka divljeg tipa, ali ne i u
NahG biljkama nakoen infekcije PSTVd, Sto sugerira aktivaciju JA-signalnog puta. U uzorcima
gomolja(Slika 44., Prilog 5.) kod wt biljaka uoc¢ena je povecana akumulacija JA u 7 i 8 wpi,
te je uocena razlika u odnosu na uzorke listova u kasnijim tjednima uzorkovanja gdje je vidljiva
veca koncentracija JA u NahG biljkama'inficiranim s PSTVd (Slika 4.). Koncentracije JA-lle
i cis-OPDA bile su podjednake u oba.tipa uzoraka (listovima i gomoljima) (Slika 43., Slika
44.).

Promjene u sadrzaju SA u listovima izmedu inficiranih 1 kontrolnih biljaka divljeg tipa 4 do 6
wpi nisu bile znacajne. Medutim, nakon 7 wpi, sadrzaj SA u inficiranim biljkama divljeg tipa
je smanjen (Slika 43., Prilog 4.). Svi testirani geni povezani sa SA bili su smanjeno
eksprimirani u listovima biljaka inficiranih s PSTVd u usporedbi s listovima kontrolnih biljaka

divljeg tipa u 4 wpi. Aktivacija gena za biosintezu SA ICS, PAL9 i SCMT, gen za SA karboksil
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metiltransferazu koja je ukljucena u sintezu MeSA, zabiljezena je u 5 1 6 wpi, dok je aktivacija
gena koji kodira NPR1, glavnog regulatora SA-posredovane obrane biljaka, zabiljeZena u 7
wpi u inficiranim biljkama divljeg tipa. U inficiranim NahG biljkama, pojacana ekspresija gena
ICS, PAL9, SCMT i NPR1 bila je prisutna u 4 do 6 wpi, dosegnuvsi maksimumyu 6 wpi.
Infekcija PSTVd nije utjecala na sadrzaj SA u NahG biljkama (Slika 45:, Prilog 6.)»Kod
gomolja je u 7 i 8 wpi uocena razlika izmedu wt i NahG mock i biljakainficiranih's PSTVd wt
I NahG biljaka, gdje je u 7 wpi uocena povecana akumulacija u biljkama inficiranim's PSTVd,
dok je u 8 wpi obrnuta situacija i poveéana je akumulacija kod mockbiljaka (Slika 44., Prilog
5.).

Koncentracija endogene 1AA porasla je u listovima PSTVd inficiranih biljaka divljeg tipa u
odnosu na kontrolne biljke tijekom 5 do 6 wpi. Medutim, kasnije, u 7 wpi, koncentracije IAA
su se izjednacile (Slika 43., Prilog 4.). U NahG biljkama nije bilo znacajne razlike u
koncentraciji IAA u listovima biljakadnficiranih s PSTVd i kontrolnih biljaka (Slika43., Prilog
4.) Ekspresija gena ILR1, koji kadira enzim tAA-amino-kiselinsku hidrolazu, znacajno je
pojacana u listovima biljkamardivljeg tipa tijekom 4 do 5 wpi, dok je u NahG biljkama porast
ekspresije zabiljezen izmedu 5 1 7wpi (Slika 45., Prilog 6.). Takoder, pojacana ekspresija gena
za faktor odgovora na auksin/ARF38 tijekom 4 do 6 wpi ukazuje na aktivaciju AUXsignalizacije
u oba genotipa‘nakon infekcije,PSTVd. U uzorcima gomolja wt»i posebno NahG linije,
zabiljezen je porastsadrzaja IAA u gomoljima biljaka inficiranih's PSTVd tijekom 7 wpi, dok
su se kasnijeyu 8 wpipkoncentracije IAA izjednacile (Slika 44., Prilog 5.).

Akumulacija’ABA bila je priblizno jednaka u listovimaPSTVd inficiranih biljaka u usporedbi
s koantrolnim biljkama oba genotipa, osim manje razlike u 6 wpi kod wt biljaka, te 4 wpi kod
NahG biljaka gdje su PSTVd inficitane biljke pokazale vecu statisticki zna¢ajnu akumulaciju
(Shka 43., Prilog 4.). Pored toga, ekspresija gena povezanih s ABA signalizacijom, ukljucujuci
CYP707A1 (ABA hidroksilaza) nBPYL4 (ABA receptor), bila je smanjena u listovima inficiranih
biljka divljeg tipa, dok je u NahG biljkama bila blago povisena (Slika 45., Prilog 6.). Identi¢an
trend akumulacije ABA bio je prisutan i u gomoljima istih testiranih biljaka (Slika 44., Prilog
5.).

Nakupljanje CS, glavnog bioaktivnog brasinosteroida, u listovima wt biljaka nije pokazalo
znacajne razlike izmedu biljaka inficiranih s PSTVd i kontrolnih biljaka. S druge strane, linija

NahG je pokazala statisticki zna¢ajno povecanje akumulacije CS u 6 i 7 wpi u biljkama
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inficiranim s PSTVd. Takoder je zabiljeZena pojac¢ana ekspresija gena DWF4 (citokrom P450
90B1), ranog gena biosinteze BR, u vremenskom periodu od 4 do 7 wpi, dok je indukcija gena

ROT3 (rotundifolia 3, CYP90D1), koji regulira produkciju CS, zabiljezena od 5 do 7 wpi u
je ROT3

inficiranim biljkama divljeg tipa. U NahG biljkama, DWF4 je bio povisen 6 w,

bio uglavnom smanjen u odnosu na kontrolne NahG biljke (Slika 43z, Prilo
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Slika 43. Koncentracija endogenih h alicilne kiseline (SA), apscizinske kiseline (ABA), indol-
3-octene kiseline (1AA), cis-(+)-12-okso-fitodienske kiseline (cis-OPDA), jasmonoil-izoleucina (JA-
lle) i kastasterona (CS) u Li-Ls listovima biljaka krumpira nakon infekcije PSTVd. Sadrzaj fitohormona
analiziran je u listovima mock- i PSTVd-inokuliranih wt i NahG biljaka krumpira u razdoblju od 4 do
7 wpi koristenjem LC-MS/MS. Prikazane su srednje vrijednosti dva eksperimenta (+SE; n = 6-8 po
vremenskoj tocki). Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike u usporedbi s pripadaju¢om
kontrolom (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu). Statisti¢ki podaci o

rezultatima dati su u Prilogu 4.
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Slika 44. apscizinske kiseline (ABA), indol-3-octene kiseline (IAA), cis-(+)-12-okso-fitodienske
kiseline (cis -1le) u gomoljima biljaka krumpira nakon infekcije PSTVd. Vrijednosti kastasterona

nosti dva eksperimenta (£SE; n = 6-8 po vremenskoj tocki). Zvjezdice oznacavaju
5, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu). Statisticki podaci o rezultatima

statisti¢ki znacajne raz usporedbi s pripadaju¢om kontrolo

dati su u Prilogu 5.
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Slika 45. Profili je bilj na ukljucenih u biosinte
25e povezane s obrambvn janjem ROS, analizirani
ima (L1-Ls) wti NahG linij e karte (engl. heatmaps)
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na odgovaraju¢u ko i ne biljke). Statisticki podaci o
ilogu 6.

su u siste
prikazuju
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genase 3; LOX6 - lipoxygenase 6,
; JARL - probable indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.5; COI1 - coronatine
iption factor 2; ICS - isochorismate synthase, chloroplastic-
; SCMT - Salicylic Acid Carboxyl Methyltransferase;

PAL9 - phenylalanine al
R1 - nonexpressor of PR ge
protein 2; PR1b - pathogenesis-re
amino acid hydrolase ILR1-like 3; auxin response factor 8-like; CYP707AL - Cytochrome
P450, Family 707, Subfamily A, Polypeptide 1; PYL4- Pyrabactin Resistance-Like 4; POD -
peroxidase; APX1 - ascorbate peroxidase; CAT - catalase; CalS12 - callose synthase 12.
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3.5.2. Odgovori fitohormona i gena na infekciju viroidom PSTVd kod opr3 i coil

biljaka
Kasna faza infekcije (6 do 7 wpi) karakterizirana je akumulacijom cis-OPDA, prekursora JA,
u listovima sva tri ispitivana genotipa (wt, opr3, coil) (Slike 34). coil biljkeqpokazuju nesto
nizu akumulaciju cis-OPDA od wt i opr3 linija. Rezultati za sadrzaj JA' u listovimaynisu
prikazani jer su vrijednosti bile ispod razine detekcije (engl. limit of detection,/LOD).
Koncentracije cis-OPDA kod gomolja imaju sli¢an obrazac onoj ufuzrocima listova (Slika 46.,
Prilog 7.). Dok je koncentracija JA u listovima bila ispod razine ocitanja za sve linije, u
uzorcima gomoljima imamo rezultat za wt i coil liniju, gdje se ve¢akoncentracija JA pojavljuje
u uzorcima gomolja kod wt linije u oba tretmana, tesraste udnficiranim uzorcima (Slika 47.,
Prilog 8.). Koncentracija JA kod opr3 linije bila je LOD; a ked JA-Ile uocavamo najnize

koncentracije za sve tri linije u uzorcima gomolja (Shika 47., Prilog 8.).

Transkripcijska aktivacija gena ukljucenihu biosintezu jasmonata i metabolizam: jJasmonata
(LOX3, LOX6, OPR3 i JAR1) bila je najizrazenija u listovima inficiranih biljaka coil od'5 do
7 wpi, dok je kod opr3 vidljivassmanjena ekspresija od 4 do 6 wpi u odn@su na wii coil diniju.
Gen LOX6 pokazuje pojacanu ekspresiju U sve tri testirane linije. Wz to, pojacana ekspresija
gena COI1, jednog od glavnih regulatora JA-signalnog puta, zabiljeZena je u coil biljkama,
nesto slabije ufbiljkama divljeg tipa, dok je kod opr3 biljaka pokazala» blago smanjenu
ekspresiju_nakon, infekcije PSTVd (Slika 48., Prilog 9.). Pejacana/ ekspresija MYC2 gena
uocena je kodwt 1 0pr3biljaka, pri cemu je znacajnije pojacanje prisutno kod opr3 biljaka, dok
biljke coil pokazuju smanjenu ekspresiju. GemJAZL pokazuje slican obrazac ekspresije u wt i
opr3 biljkama, dok je u biljke coil izrazenu manjoj mjeriy(Slika 48., Prilog 9.).

Vidljiva je pojacana ekspresija MYE2 gena kod wt 1 opr3 biljaka sa snaznijim pojacanjem
prisutnim kod opr3 linije, dok coil biljke pokazuju smanjenu ekspresiju. Gen JAZ1 ima sli¢an

obrazac ekspresije u wt i opr3-hiljkama, dok'je u coil biljkama slabije eksprimiran.

U ovom pokusu, promjene u sadrzaju SA u uzorcima listova biljaka inficiranih s PSTVd i
kontrolnih biljaka divljeg tipa zabiljeZene su u 5 wpi, dok u ostalim tjednima nije uocena veca
razlika. Statisti¢ki znacajna razlika u nakupljanju SA u inficiranim vs. mock listovima linije
coil uocena je u 7 wpi. Kod linije opr3 vidljiva je statisticki znacajna razlika u 5 wpi. Nakon
toga, u 6 i 7 wpi dolazi do porasta koncentracije SA u inficiranim i kontrolnim uzorcima, ali

bez znacajne razlike medu njima (Slika 46., Prilog 7.). Kod uzoraka gomolja wt i coil linija
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imaju vrlo slican trend kao i kod uzoraka listova, dok opr3 linija pokazuje znacajniji porast SA
u inficiranim uzorcima gomolja u 8 wpi (Slika 47., Prilog 8.). Vecina testiranih gena povezanih
sa SA bili su smanjeno eksprimirani u listovima inficiranih u usporedbi s kontrolnim biljkama
divljeg tipa u 4 wpi, uz iznimku ICS gena koji je pokazao blago pojacanje ekspresije. Aktivacija
gena za biosintezu SA ICS, PAL9 i SCMT, zabiljezena je u 5 i 6 wpi, dok je aktivacijasgena
koji kodira NPR1, glavnog regulatora SA-posredovane obrane biljaka, zabiljezena u 7 wpi u
inficiranim biljkama divljeg tipa. U inficiranim opr3 biljkama, pojacana ekspresija'gena ICS,
PAL1, NPR3 i SARD1 bila je prisutna u 5 do 7 wpi, dosegnuvsi maksimum u 6 do 7 wpi (Slika
48., Prilog 9).

SA i JA signalni put su vazni u obrani biljke od patogena. Mnogi primjeri MAPK kinaza, koje
su ukljucene vise ili manje izravno u JA, SA ili 1 JA 1 SA signalizaciju, pokazuju vaznost ove
suradnje za biljke kao odgovor na ranjavanje (Jagodzik isur., 2018). Nakon infekcije vidljiva
je pojacana ekspresija gena za MAPK gene u listovima kod sve tri linije u 7 wpi.SnazZnija
pojacana ekspresija Vvidljiva je kod opr3 linije.u 6 i 7 wpi za sve MAPKagene. U divljim
tipovima PSTVd inficiranihsbiljaka, 'blago/smanjena ekspresija gena’za MPK4 i MPK3
zabiljeZena je u 4, 51 6 wpi (Slika 48., Prifog 9.), dok su geni za MKKG6 I MPK7 bili‘pojacano
eksprimirani od 4 do 6 wpi. Linija opr3 pokazuje blagu smanjenu ekspresiju u'4wpi za MPK4,
MPK3 i MPK7 4dok linija coil pekazuje blagu smanjenu ekspresiju u 4 wpihza MKK6, MPK4
i MPK3.

Proteini vezani uz patogenezu (PR) smatraju se klju¢nim molekularnim markeri za pojaanu
obranu biljaka zbag, indukcije SAR-a (Vlot i sur.,"2009). ‘Geni koji kodiraju PR proteine
pokazuju brzo nakupljanje nakon PTI 1 ETIL te im je ckspresija Cesto regulirana SA 1 JA.
Aktivacija ekspresije PR-1b zabiljeZena je u svim tjednima u listovima wt biljaka. Kod linije
0pr3 prisutna je snaznija aktivacija genau prvim tjednima, dok je linija coil pokazala smanjenu
ekspresiju u 4 i 5 wpi. PR-2 (B-2;,3-glukanaza) i PR-Q gena bili su jace eksprimirani kod opr3
i coil linije nego u biljkama divljeg tipa (Slika 48., Prilog 9.).

Endogena koncentracija IAA nije bila znac¢ajno razlicita u listovima biljaka divljeg tipa i linije
opr3. Podjednaka koncentracija IAA izmjerena je kroz sve testirane tjedne i kod inficiranih i
kod kontrolnih biljaka. U liniji coil, koncentracija IAA je visoka do 4 wpi, nakon Cega slijedi
pad od 5 do 7 wpi. Nema znacajnih razlika izmedu inficiranih i kontrolnih biljaka, osim u 7

wpi kada je zabiljeZzena je statisti¢ki znacajna razlika, pri ¢emu su inficirane biljke imale manju
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koncentraciju IAA u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 46., Prilog 7.). Za uzorke gomolja,
linije opr3 i coil pokazuju isti trend nakupljanja hormona kao i uzorci listova, dok wt linija
ima vecu koli¢inu IAA u uzorcima gomolja (Slika 46., Prilog 7.), dok je u uzorcima listova

situacija je obrnuta.

Ekspresija gena ILR1, koji kodira enzim IAA-amino-kiselinsku hidrolazu, blagoje pojacana u
biljkama divljeg tipa od 4 do 6 wpi, dok je u kod opr3 i coil linije vidljivo znacajnijespojacanje
ekspresije gena ILR1 kroz sve testirane tjedne (Slika 48., Prilog 9.). Blago pojac¢ana ekspresija
gena za faktor odgovora na AUX ARF8 tijekom 4 do 6 wpi,ukazuje.na aktivaciju AUX
signalizacije u divljem tipu nakon infekcije PSTVd, dok je kod linija opr3 i coil prisutna
smanjena ekspresija gena ARF8 u gotovo svim tjednima, s iznimkom 5 wpi kod coil linije
(Slika 48., Prilog 9.).

Akumulacija ABA bila je podjednaka uuzercima listova PSTVd inficiranih biljakawusporedbi
s kontrolnim biljkama divljeg tipa, $ manjim statisticki znac¢ajnim razlikama u 5 i 6 wpi. U liniji
opr3 uoceno je nakupljanje ABA u biljkama/inficiranim s PSTVd, posebno'u4. i 6. tjednu,
gdje je prisutna statisticki znaCajna razlika. S druge strane, linija c0il pokazalarje vecu
koncentraciju ABA i statisticki znacajnu razliku izmedu inficiranih1 kontrolnihsbiljaka u 4. i
7. tjednu. U objedinije kencentracija ABA je u padu nakon 4wpi(Slika 46, prilog 7.). Vezano
uz tog ekspresija gema povezanih s ABA signalizacijom, ukljucuju¢i CYP707A1 (ABA
hidroksilaza) i PYL4 (ABA receptor), bila je blago pojacano eksprimirana u 4 i 5 wpi, dok je u
6 1 Z2wpi bila‘blago smanjeno eksprimirana u listovima inficiranih biljaka divljeg tipa. Za gen
PYL4 imama suprotne podatke kod opr3 i coil linija, kod opr3 linije u 4 do 6 wpi imamo blago
smanjenu ekspresiju, da bi u 7 wpi imali blago pojac¢anu ekspresiju, dok je kod linije coil
vidljiv suprotan u¢inak. Takoder, @YP707Al je blago pojacano eksprimiran kod opr3 linije u
5do 7 wpi, dok je kod coil linije blago pojac¢ano eksprimiran samo u 7 wpi (Slika 48., Prilog
9.). Akumulacija ABA u uzorcima gomoljabila je vrlo sli¢na onoj u listovima (Slika 47., Prilog
8.)

Akumulacija CS bila je sli¢na u listovima sve tri testirane linije, pri ¢emu je kod wt linije
koncentracija bila minimalno veca u kontrolnim biljkama. Za linije opr3 i coil, zabiljezeni su
promjenjivi vrhovi koncentracija u inficiranim i kontrolnim biljkama, ovisno o tjednu (Slika
46., Prilog 7.). Takoder je zabiljezena pojacana ekspresija gena DWF4 (citokrom P450 90B1),
ranog gena biosinteze BR, te indukcija gena ROT3 (rotundifolia 3, CYP90D1), koji regulira
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produkciju CS, zabiljezena u periodu 4 do 7 wpi, u inficiranim biljkama divljeg tipa. U opr3
biljkama, DWF4 je bio blago smanjeno eksprimiran u 5 i 6 wpi, dok je ROT3 pokazivao
pojacanu ekspresiju U 4 1 6 wpi, a smanjenu ekspresiju u 5 i 7 wpi. Linija coil pokazuje up
i (Slika

su vrijedno ispod

regulaciju u 5 do 7 wpi za gen DWF4, te smanjenu ekspresiju za gen ROT3 u

48., Prilog 9.). Rezultati za sadrzaj CS u gomoljima nisu prikazani j
razine detekcije (engl. limit of detection, LOD) (Prilog 8.).
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Slika 46. Koncentracija endogenih hormona salicilne kiseline (SA), apscizinske kiseline (ABA), indol-
3-octene kiseline (1AA), cis-(+)-12-okso-fitodienske kiseline (cis-OPDA), jasmonoil-izoleucina (JA-
lle) i kastasterona (CS) u Li-Ls listovima krumpira nakon infekcije PSTVd. Sadrzaj fitohormona
analiziran je u listovima mock- i PSTVd-inokuliranih wt, opr3 i coil biljaka krumpira u razoblju od 4
do 7 wpi pomoc¢u LC-MS/MS. Prikazane su srednje vrijednosti (£SE; n = 6-8 po vremenskoj tocki) dva
eksperimenta. Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike u usporedbi s pripadaju¢om kontrolom

(* p<0,05, ** p<0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu). Statisti¢ki podaci o rezultatima dati su
u Prilogu 7.
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Slika 47. Konce g ih hor salicilne kiseline (SA), apscizin iselin B ndol-3-octene kiseline (IAA), cis-(+)-12-okso-fitodienske

kiseline (cis-C j i A) i jasmonoil-izoleucina (JA IIe) ug a biljaka krumpira nakon infekcije PSTVd. Vrijednosti kastasterona

opr3 i coil 4 do 7 wpi pomoc¢u LC-MS/MS. azane su srednje vrijednosti (xSE; n = 6-8 po VremenskOJ tocki) dva eksperlmenta
Zvjezdice o0z j 1 znacajne razlike u usporedbi i ¢om kontrolom (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u Studentovom t-testu).
Statisti¢ki podaci o ima dati su u Prilogu 8.
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; OPR3 - 12-oxophytodienoate
0 synthetase GH3.5; COI1 - coronatine
Transcription Factor 2; ICS - isochorismate synthase,
monia-Lyase 1; NPR1 - regulatory protein NPR1; NPR3
d Protein 1; PR-1b - pathogenesis-related protein 1b;
-2 - pathogenesis-related pr pathogenesis-related protein Q; MKK®6 - mitogen-
activated protein kinase kinase 6; mitogen-activated protein kinase 4; MPK3 - mitogen-
activated protein kinase 3; MPK7 - mitogen-activated protein kinase 7; DWF4 - cytochrome P450
90B1; ROT3 - 3-epi-6-deoxocathasterone 23-monooxigenase; ILR1 - IAA-amino acid hydrolase ILR1-
like 3; ARF8 -auxin response factor 8-like; CYP707A1 - ABA 8'-hydroxylase CYP707A1; PYL4 -
abscisic acid receptor PYL4-like; CAT2 - catalase; APX1 - ascorbate peroxidase; POD - peroxidase;
POX12 - peroxidase 12; LiP - lignin peroxidase; CalS12 - callose synthase 12.

gulatory protein NPR3; SA
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3.6. Promjene u ekspresiji gena u biljkama tretiranim s INA ili MeJA prije
infekcije viroidom PSTVd

3.6.1. Promjene u ekspresiji gena povezanih s fitohormonima, nakon INA
tretmana

Da bismo razumjeli kako INA utjeCe na sustavne obrambene odgovorema Infek€iju PSTVd u
krumpiru, pratili smo ekspresiju odabranih gena uklju¢enih u MAPK" signalne kaskade,
odgovore PR proteina, procese uklanjanja ROS i modificiranja stani¢nog zida te biosintezu i
signalizaciju hormona SA, JA, AUX i BR. Ekspresijski proftli odabranih-gena mjerili smo u
donjim sistemski inficiranim i neinficiranim listovima u fazi prije pojave simptoma (2 wpi) i

tijekom pocetka razvoja simptoma (4 i 6 wpi) pomoc¢u RT-qPCR (Slika 49., Prilog 10.).

U eksperimentu s INA tretmanom u divljem tipu biljaka,inficirnaih s PSTVd ekspresija gena
za biosintezu JA (LOX6, OPR3 i JARL) i, signalizaciju JA (COI1 i JAZ1) bila jessmanjeno
eksprimirana, dok je gen za MYCZ2, glavni pozitivni regulator putanje signalizacije"JA, bio
pojacano eksprimiran od 2 do.6 wpi (Slika 49.). U netretiranim NahG biljkamayinficiranim s
PSTV(d, aktivacija OPR3,JAR1, JAZ1 iMYC2 zabiljezena je u 6. wpi (Slika 49.). INA tretman
povecao je ekspresiju JAZL,ali smanjioekspresiju MY C2 u inficiranim biljkama oba ispitivana
genotipa. Osimd toga, INA “tretman, pracen infekcijomsPSTVd, rezultirao je snaznom
aktivacijom gena zadbiosintezu JA u NahG biljkama, ali ne i u divljim tipovima biljaka (Slika
49., Prilog 10.).

Geni za biosintezu SA, ICS, SCMT i PAL9, zajedno s.genom SARD1 koji je regulator biosinteze
SA, uglavnom su bili smanjeno eksprimirani u‘razdobljued 2 do 6 wpi, dok su NPR3 i NPR1
pokazali ublago pojacanu ekspresiju (Slika 49., Prilog 10.). U NahG biljkama otkrivena je
snazna aktivacija SARD1, uz blagu aktivaciju NPR1, NPR3 i PAL9 u 6 wpi, §to je bilo u skladu
$ nakupljanjem viroidne RNA iizrazavanjem simptoma (Slika 20.). INA tretman doveo je do
aktivacije vecine ispitivanih SA-relavantnih gena, osim SCMT u NahG biljkama i ICS u oba
tipa PSTVd inficiranih biljaka (Slika 49., Prilog 10.). Rezultati ukazuju na to da INA tretman
potice snaznu aktivaciju gena ukljucenih u biosintezu i signaling SA u wt i NahG biljkama, 2
do 6 tjedana nakon inokulacije viroidom. Suprotno tome, u netretiranim wt i NahG biljkama
do aktivacije SA-povezanih gena dolazi tek u 6 wpi. Nadalje, uocena je jaca aktivacija SA-

povezanih gena u NahG biljkama u odnosu na biljke divljeg tipa.
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U netretiranim wt biljkama inficiranim s PSTVd opazena je blaga aktivacija gena za MAP
kinazu 6 (MKK6), MPK7 i MPK3 u 6 wpi, dok su geni za MPK4 i WRKY®6 bili smanjeno
eksprimirani od 2 do 6 wpi (Slika 49., Prilog 10.). U netretiranim NahG biljkama inficiranim s
PSTVd, MPK7 i MKK®6 bili su snazno poja¢ano eksprimirani u 2 wpi, a zatim je njihova
ekspresija smanjena u 4 i 6 wpi. Osim toga, MPK4 je bio privremene,aktiviran u 4 Avpt, dek su
MPK3 i posebno WRKY®6 bili poja¢ano eksprimirani u 6 wpi. INA tretman doveo je do ranije
(2 wpi) 1 jace aktivacije MPK3, MPK7 i WRKY®6, dok je ekspresijadMKK6 1'MPK4'smanjena u
inficiranim biljkama oba ispitivana genotipa (Slika 49., Prilog 10.). Nadalje, provedena je
analiza ekspresije gena za PR-1b, PR-2 i PR-Q (hitinaza PR-3 klase) i svi su'pokazali pojacanu

ekspresiju nakon INA tretmana i naknadne infekcije PSTVd u oba ispitivana genotipa.

Analiza ekspresije gena odgovornih za uklanjanje ROS u netretiranim divljim tipovima PSTVd
inficiranih krumpira pokazala je da su geni za katalazu(CAT?2), askorbat peroksidazu (APX1),
klasu 111 peroksidaza POX12 i lignin‘peroksidazu (LiP) bili aktivirani od 4 do 6"wpi, dok je
gen za POD bio smanjeno eksprimiran od 2'do.6 wpi (Slika 49., Prilog 10.). Suprotno tome,
rana aktivacija (2 wpi) POX124,LiP zabiljezena je u netretiranim inficicanim NahG biljkama.
INA tretman, pracen infekcijom PSTVd, povecao je ekspresiju'POX12, LiP i POD, dok je
ekspresija CAT2 bila smanjeno eksprimirana u oba tipa biljaka nakon 2 do 6 wpt (Slika 49.,
Prilog 10.). Osim toga, privremena aktivacija APX1 zabiljezena je w2 wpi u NahG biljkama,

ali ne tu divljim tipovima biljaka.

Primjena INA takoder je povecala ekspresiju gena povezanih s AUX, kao $to su ILR1 i ABP19
(proteini koji vezu AUX), gena za ekspansin EXP te'gena povezanih s BR kao $to su DWF4,
ROT3,i BRI1, u 4; 6 wpi (Slika 49., Prilog10.), §to ukazuje na aktivaciju AUX i BR

signalizacijskih odgovora u INA-tretiranim inficiranim biljkama oba ispitivana genotipa.
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3.6.2. Promjene u ekspresiji gena povezanih s fitohormonima, nakon MeJA
tretmana

U eksperimentu s MeJA tretmanom ekspresija gena za biosintezu JA (LOX3, LOX6, OPR3 i
JAR1) i signalizaciju JA (COI1, JAZ1) u divljim tipovima PSTVd inficiranih‘biljaka bila je
pojacano eksprimirana od 2 do 4 wpi, dok je gen za MYC2, glavnipezitivni regulator putanje
signalizacije JA (Song i sur., 2022), bio pojacano eksprimiran u 2 wpi. Tijekom 6 wpi svi geni
bili su smanjeno eksprimirani. U opr3 biljkama inficiranim s PSTVd, zabiljezena je znacajna
aktivacija svih gena povezanih sa JA u 6 wpi. Kod opr3 linije nije zabiljezena ckspresija gena
OPRS. Linija coil uglavnom je smanjeno eksprimirana, Jp0sebno kroz 6-wpi, dok je pojacana
ekspresija vidljiva kroz 2 wpi za LOX3 i LOX®, te kroz 2 do 4wpi za COI1 i JAZ1, te za MYC2
kroz 4 do 6 wpi (Slika 50., Prilog 11.). Tretman s'MeJA smanjio.jé ekspresiju gena povezanih
s JA kroz sve tri linije $to je najvidljivije kod wt hiljaka u 2 wpi. Kod opr3 linije snazna

pojacana ekspresija ocituje se U 4 wpi, dok je u netretiranim biljkama primjetna tek u 6 wpi.

Geni ukljuceni u regulaciju biosinteze SA, kao'sto su ICS, PAL9 i SARD1uglavnom su, bili
pojacano eksprimirani, npr,4wpi u biljkamadivljeg tipa, te posebno pojacano eksprimirani u
6 wpi kod opr3 linije biljaka. Genotip coil pokazao je uglavnom smanjenu ekspresiju kroz
tjedne s izuzetkom gena PALQ i SARD1 u 6 wpi, te blago pojacanu ekspresiju za ICS i SARD u
4 wpi. Gen NPR1 pokazao je blago pojacanu ekspresiju udiljkama divljeg tipa i opr3 linije,
dok je“kod coil linije dobiven rezultat suprotanonome'kod opr3 linije, a to je smanjena

ekspresija kod,2 14 wpi; te blago pojacana ekspresija U 4wpi(Slika 50., Prilog 11.).

Nadalje, u netretiranim inficiranim biljkama divljeg tipa blaga aktivacija gena za MPK4, MPK3
i, MPKY zabiljezena je u gotovo svim tjednima naken inokulacije (wpi) kod wt i opr3 biljaka,
dok su kod coil linije svi ti geni smanjeno eksprimirani u svim tjednima (Slika 50., Prilog 11.),

MeJA tretman nije doveo do znacajnije promjene u aktivaciji gena.

Analiza ekspresije gena za PR-1 1 PR-2/pokazala je jednaku ekspresiju nakon MeJA tretmana
i naknadne infekcije PSTVd u svim ispitanim genotipovima. Gen PR-1 bio je znacajnije
eksprimiran u svim linijama kroz sve tjedne, dok je PR-2 kod coil i wt linije smanjeno

eksprimiran, a kod opr3 u 4 do 6 wpi pojac¢ano eksprimiran (Slika 50., Prilog 11.).

Analiza ekspresije gena za enzime ukljucene u uklanjanje ROS u netretiranim coil linijama
PSTVd inficiranih krumpira pokazala je da su geni CAT2, APX1, i POD bili smanjeno
eksprimirani u svim tjednima. Za iste gene wt linija biljaka pokazivala je blago pojac¢anu

109



ekspresiju u 2 wpi, dok je opr3 linija u 6 wpi pokazala znac¢ajnu pojacanu ekspresiju tih gena
(Slika 50., Prilog 11.).

ekspresije svih gena povezanih sa uklanjanjem R! jG pojacana ekspresija istih tih

gena u 6 wpi zabiljezena kod opr3 biljaka bez tre

Q

ON
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Slika 50. Opis slike na slijedecoj stranici.
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Slika 50. Profili ekspresije biljnih gena uklju¢enih u biosintezu i signalizaciju hormona osjetljivih na
Infekciju PSTVd, kao i u procese povezane s obrambenim odgovorima i uklanjanjem ROS, analizirani
su u sistemski inficiranim listovima (Li-Ls) u wt, opr3 i coil linijama krumpira nakon infekcije
viroidom PSTVd u ovishosti 0 MeJA tretmanu, u odnosu na mock kontrole. Toplinske karte (engl.
heatmaps) prikazuju relativnu ekspresiju gena analiziranu 4, 5, 6 i 7 wpi sa two-step RTqPCR u
sistemski inficiranim (L:-L3) listovima koji su prethodno tretirani s MeJA ili H>O, analizirani na 2, 4 i
6 wpi. Koli¢ina transkripta normalizirana je u odnosu na ekspresiju EFol i odgovarajucu kontrolnu
vrijednost (mock). Fold change izraGunava se metodom 242CT (delta-delta,Ct). Vrijednosti pokazuju
srednju log2 fold change (xSE, n=9). Statisticki podaci o rezultatima dati suu Prilogu 11.

LOX3 - lipoxygenase 3; LOX6 - lipoxygenase 6, chloroplastic-like; OPR3 - 12-oxephytodienoate
reductase 3; JARL - probable indole-3-acetic acid-amido synthetase"GH3.5; COI1 - coronatine
insensitive protein 1; MYC2 - MYC Transcription Factor 2; I€S -“isochorismate synthase,
chloroplastic-like; SARD1 - SA-Activated Protein 1; NPR1 - regulatery protein NPR1; PAL9 -
Phenylalanine Ammonia-Lyase 9; PR1 - pathogenesis-related protein 1; PR2 - pathogenesis-related
protein 2; MPK4 - mitogen-activated protein kinase 4; MPK3 + mitogen-activated protein kinase 3;
MPK7 - mitogen-activated protein kinase 7; CAT2 - catalase; APX1 - ascorbate peroxidase; POD -
peroxidase; POX12 - peroxidase 12; LiP - lignin peroxidase; CalS12 - callose synthase 12; MPK -
mitogen activated protein kinase) i odgovora na patogene (PR4 - pathogenesis related protein 1; PR2 -
pathogenesis related protein 2; PRQ - pathogenesis-related protein Q) (Prilog 1.)

112



4. RASPRAVA

Obzirom na nekodiraju¢u prirodu viroidnog genoma, sve viroidne funkcije, ukljucujuci
patogenost, posredovane su isklju¢ivo RNA sekvencom i strukturnim signalimas(Kovalskaya
& Hammond, 2014). U osjetljivim biljkama, PSTVd moze znacajno poremetiti metabolizam
domacina i globalnu ekspresiju gena. Infekcija PSTVd biljaka rajcice (Selanum lycopersicum)
dovodi do promjene u ekspresiji mnogobrojnih gena povezanih s imunitetom biljke,
ukljucujuéi gene ¢iji su produkti ukljuceni u antioksidativni odgover, metabolizam proteina,
komponente stani¢ne stijenke i kloroplasta, PR gene ifdruge, (Itayawizsur., 2002). Osim
navedenih, transkripcijske promjene inficirane raj¢ice ukljucujusi opsezne promjene u
biosintezi, metabolizmu i signalnim putevima fitohormona, ukljucuju¢i hormone koji sudjeluju
u biljnom obrambenom odgovoru kao $to su SA i JA (Owens 1 sur., 2012b). Podaci ukazuju na
snazan utjecaj infekcije viroida na signalne puteve fitohormona, ali podruc¢je nije posve

istrazeno (Joubert i sur., 2022; Zhao& L1, 2021).

Ova studija pruZa detaljnu analizu dinamike odgovora krumpira na infekciju viroidom PSTVd,
koriste¢i razlicite pristupe kao Stoisu analiza transkriptoma mRNA i fitohormona, s ciljem
sticanja dubljeg uvida u fitohormonske'odgovore na ovu infekciju. Fokus je'na razumijevanju
uloge fitohormona u regulaciji biljne obrane, u progresiji bolesti‘i manifestaciji simptoma. S
ciljem’ dobivanja dubljeg uvida u kompleksne® interak¢ije, jorovedeni su eksperimenti u
razli¢itim “ veemenskim <intervalima, tijekom rkojih' Se pratila_dinamika razvoja bolesti,
akumulacija viroidne RNA, promjene u endogenim, koncentracijama fitohormona (SA, cis-
OPDA, JA,JA-lle, ABA, 1AA, CS), te analiza ekspresije gena u krumpiru nakon infekcije
PSTVd-om;

Integrirana analiza transkriptoma i “fitohormonskih profila u kontrolnim i transgeni¢nim
biljkama krumpira omogucila je dublje razumijevanje slozenih interakcija izmedu razli¢itih
fitohormonskih puteva unutar obrambene mreze signalizacije biljaka. Osim toga, rezultati ove
studije pruzaju vazan uvid u bioloske uloge JA 1 SA u interakcijama izmedu krumpira i viroida
PSTVd, ¢ime se doprinosi boljem razumijevanju njihovih uloga u biljnoj imunosti 1 progresiji

bolesti.

113



4.1. SA-deficijentne i JA-deficijentne biljke su pojacano osjetljive na
infekciju viroida PSTVd

Rezultati ove studije ukazuju na to da postoje razli¢ite promjene izmedu biljnih linija s
aktivnim SA- i1 JA-signalnim putevima, poput divljeg tipa (wt), i linijatkod Kojih je ta
signalizacija inhibirana, kao $to su SA-deficijentne (NahG), te JA-deficijentne/(opr3) 1JA-
neosjetljive (coil) biljke. Kroz analize ekspresije gena i akumulacije fitohormona, zabiljeZene
su specificne promjene u regulatornim mrezama i obrambenim odgovorima, ukljucujuci
razli¢ite reakcije u biosintezi hormona, aktivaciji PR proteifia i MAPK signalnim kaskadama,
Sto ukazuje na ulogu tih signalizacijskih puteva u biljnoj obrani. Interakcija izmedu ovih
hormona je vazna za odredivanje tezine simptoma gpazenihkod inficiranih biljaka (Prol i sur.,
2021; Zheng i sur., 2017).

U ovom istrazivanju uocena je razlikausdinamici nakupljanja viroidne RNA medutestiranim
linijjama (s razli¢itim sadrZzajem endogene SA i1 JA). PSTVd inficirane biljke divljeg tipa
pokazuju postupno povecanje akumulacije viroidne RNA s najve¢im porastom 7 i 8 wpl, §to
ukazuje na progresiju infeketje 1 akumulacijuviroida unutar biljnegtkiva. Ovaj rezultatukazuje
na to da viroidna infekcija,postaje sve, intenzivnija s vremenom, 0sobito u kasnijim fazama
(Flores i sur., 2047; Owens 1 sur., 2012a). NahG linija, deficijentna u SA-signalnom putu,
pokazuju ubrzanu akumulaciju RNA u ranijim fazama (u'4 i 5wpi)sdvostruko vecu nego u
biljkama divljeg tipa, Sto ukazuje na vecu osjetljivost biljaka's manjkom SA i naglasava vaznost
SA u'suzbijanju,rane faze infekcije od raznih patogena (Baebler 1 sur., 2014; Lépez-Gresa i
sur., 2019).«Na primjer, NahG biljke krumpira zbog ugrozene sposobnosti nakupljanja SA
imaju, smanjenu otpornost na ucinkovit obrambeni odgovor ma virus PVY (Baebler i sur.,
2014). Slicno tome, intaktni SA-signalni put vazan je za obranu krumpira od nekrotrofne
gljivice Alternaria solani, pri ¢emu wt biljke pokazuju uéinkovitu otpornost u usporedbi s
NahG biljkama, kojima nedostaje funkcionalni SA-signalni put (Brouwer i sur., 2020). Isto
tako, NahG biljke zarazene CEVdd pokazuju znacajne promjene u svom metabolomu, §to
ukazuje na ugrozen obrambeni odgovor u usporedbi s biljkama divljeg tipa (Lopez-Gresa i sur.,
2019).

S druge strane, rezultati ove studije ukazuju na to da PSTVd inficirane JA-deficijentne opr3 i
coil linije, deficijentne u JA-signalnom putu, pokazuju brzi porast akumulacije viroidne RNA
u ranijim fazama infekcije (5 i 6 wpi) u usporedbi s wt biljkama, no razlika u koli¢ini viroidne

RNA se gubi u kasnijim fazama. Rezultati sugeriraju da su JA-deficijentne opr3 transgeni¢ne
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biljke podloznije brzem Sirenju viroidne RNA u ranijim fazama infekcije, Sto ukazuje na
vaznost JA u kontroli Sirenja infekcije (Pieterse i sur., 2012). Prethodno istraZivanje na rajéici
pokazalo je da je utiSavanje OPR3 gena rezultiralo povecanom osjetljivos¢éu na B. cinerea,
podrzavajuéi ideju da je netaknuti put JA vazan za u¢inkovitu obranu od nekrotrofnihypatogena
(Scalschi i sur., 2015). Studije su pokazale da coil trangeni¢ne biljke, neosjetljive na JA,
pokazuju povecanu osjetljivost na razli¢ite patogene. U prethodnom istrazivanju pokazano je
da je mutacija u alelu coil-40 u Arabidopsisu povecala osjetljivost na signale patogena,
sugeriraju¢i da neosjetljivost na JA ugrozava obrambene sposobmosti biljke (Dobon i sur.,
2013). Osim toga, biljake krumpira s nemoguénos§cu sinteze JA, (opr3) pokazuju poveéanu
osjetljivost na patogenu bakteriju Erwinia cartovora, budué¢i da me uspijevaju aktivirati
potrebne obrambene mehanizme koji su inducirani JA-signalnim‘putem (Halim i sur., 2009;
Montesano i sur., 2005). Biljke krumpira neosjetljive na JA (coil) pokazuju poremecene
odgovore slicne onima kod opr3 biljaka, ali kroz drugaciji mehanizam. Poremecaj u biosintezi
i signalizaciji JA dovodi do nemoguénosti aktiviranja obrambenih gena kao odgovor na napad

biljojeda ili patogena Sto rezultira pove¢anom 0sjetljivoséu na patogene (Halim i sur., 2009).

Infekcija PSTVd povezana je s pojavom razlicitih simptoma bolesti, a oni ukljucujuszastoj u
rastu, epinastiju lista i klorozu, koji zajedno doprinose smanjenju visine biljke: Imunoloski
odgovori aktivirani tijekem infekcije PSTVd mogu dovesti definhibicije rasta, buduci da biljka
preraspereduje raspolozive resurse za borbu protit,patogena, a ne zagoticanje rasta (Zheng i
sur., 2017).\Prijasnja istrazivanja na viroidom (PSTVdi CEVd) inficiranim biljkama raj¢ice i
patlidzana pokazuju znacajno smanjenje visine @ usporedbi s kontrolnim biljkama, osobito u
kasnijim tjednima (7. i 8 wpi) (Owens & Hammond, 2009; Prel i sur., 2021). Ovi simptomi
vjerojatno su povezani s poremecajem hormonalnih puteva i ebrambenih reakcija (Baebler i
sur., 2014; Owens & Hammond, 2009; Prol i sur., 2021). Istrazivanja na raj¢ici su pokazala da
infekcija PSTVd dovodi do znacajnih'promjena u ekspresiji gena ukljucenih u metabolizam i
Signalizaciju hormona, posebno enih povezanih s JA, GA i BR signalnim putevima (Wiesyk i
sur., 2018). Ekspresija gena povezanih's biosintezom GA ¢esto je smanjena tijekom infekcije
PSTVd, sto dovodi do smanjenog rasta i visine inficiranih biljaka (Mishra i sur., 2018). To je
osobito vidljivo u istraZivanjima u kojima inficirane biljke pokazuju izrazito smanjenje duljine

izdanaka i internodija, kao i promjene u morfologiji lista (Katsarou i sur., 2016).

U mojim istrazivanjima infekcija PSTVd znacajno utjeCe na rast i razvoj biljaka krumpira, §to

je osobito izrazeno izmedu 5 i 8 wpi gdje su biljke s nizim koli¢inama viroida, pokazivale
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manju promjenu visine u odnosu na svoju kontrolu, $to sugerira da je uc¢inak infekcije na
fenotip usko povezan s koli¢inama viroidne RNA. Jedan od simptoma infekcije u biljkama bilo
je smanjenje mase listova, karakteristi¢no formiranje listova s usiljenim vrhovima, te uvijenost
lisne plojke, osobito u vrsnih listova, §to je u ovom istrazivnju najizrazenije izmeduS i 6 wpi.
Vidljive su promjene u listovima biljaka koji pokazuju promjene usvelicini; boji i‘obliku, Sto
dodatno ukazuje da viroidna infekcija ometa fizioloske procese biljke, a sli¢ng je opazeno u
prijasnjim istrazivanjima na A. thaliana, rajcici i patlidzanu (Navarro i sur.;2008; Owens &
Hammond, 2009; Prol i sur., 2021).

Simptomi su ja¢i u NahG inficiranim u odnosu na wt inficirane biljke. Biljke wt rastu unatoc¢
infekciji, dok je zastoj u rastu NahG inficiranim biljkama jasne vidljiv (u odnosu na pripadajuce
kontrole), $to ukazuje na vecu osjetljivost NahG_ biljaka na"PSTVd. Masa vrsnih listova
smanjena je 8 tjedana nakon infekcije, vise u NahG nego wwt (u odnosu na njihove pripadajuce
kontrole). Nakon pojave prvih simptoma NahG biljake brze propadaju zbog opcenito slabije
otpornosti uzrokovane nemoguc¢no$cu nakupljanja SA. Ova razlika u fenotipu sugerira da je
SA-signalni put vazan za manifestaciju simptoma viroidne infekcije, ukljucujuéi smanjenje
rasta i promjene u strukturi listova (Baebler i sur., 2011, 2014; Prol i sur., 2021). Osim toga,
kod INA tretiranih wt i NahG biljaka‘inficiranih s PSTVd u ovom istrazivanju ti sSimptomi su
bili znacajno smanjeni, §to ukazuje na potencijalni zastitni a¢inak INA tretmana na smanjenje
fenotipskih simptoma viroidne infekcije pokazan u prethodnimdstrazivanjima (EI-Gamal i sur.,
2007; Martinez-Aguilari sur., 2016). Ovi rezultati naglasavaju vaznost SA u regulaciji biljnih
odgovora na viroidnu infekciju i rast te ukazuje na to da,INA moze djelomi¢no ublaziti

negativne ucinke vitoidne infekcije na rastiljaka (Ding & Ding; 2020).

Kod transgeni¢nih biljaka s uti$anifa genom za OPR3 i s utisanim genom za COI1, infekcija
viroidom PSTVd nije zaustavila rast stabljike biljaka, kao ni u biljkama divljeg tipa. Sli¢no
tome, u inficiranim opr3 i wt biljkama nije’bilo zastoja u rastu vrsnih listova, sude¢i prema
vrijednostima za svjezu masu vr$nih listova izmjerenu do 8 wpi. Ovi rezultati ukazuju na to da
utiSavanje gena OPR3 nema znacajniji ucinak na razvoj simptoma PSTVd u inficiranim
biljkama krumpira. Jedan od primarnih razloga za nedostatak znacajnog u¢inka na simptome
PSTVd u biljkama s utiSanim OPR3 je postojanje alternativnih puteva za biosintezu JA.
Istrazivanja su pokazala da se OPDA (12-oksofitodienska kiselina), prekursor JA, moze
pretvoriti u JA 1 kroz alternativni put koji zaobilazi OPR3. Ovaj alternativni put ukljucuje -

oksidaciju i djelovanje drugih OPR izoenzima, kao $to su OPR1 i OPR2, koji mogu djelomi¢no
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nadoknaditi gubitak funkcije OPR3 (Chini i sur., 2023; Koo i sur., 2006). Posljedi¢no, ¢ak i u
nedostatku OPR3, biljke jos uvijek mogu proizvoditi dovoljne razine JA kroz ove alternativne
rute, ¢cime odrZavaju svoju Sposobnost postavljanja obrambenog odgovora protiv PSTVd. Osim
toga, ne moze se zanemariti uloga OPDA u obrambenim odgovorima biljaka,Pokazalo se da
sama OPDA ima signalne sposobnosti koje mogu aktivirati obrambene odgovoreneovisno o
JA. Na primjer, istrazivanje je pokazalo da OPDA moze inducirati ekspresiju gena reguliranih
i nereguliranih JA, sugerirajuci da bi mogao imati ulogu u posredovanju odgovora biljaka na
razli¢ite stresove, ukljucuju¢i napad patogena (Zhang & Turner, 2008). To ukazuje da ¢ak i u
nedostatku funkcionalnog OPR3, prisutnost OPDA jos uvijek moze olakSati odredenu razinu
obrambenog odgovora protiv PSTVd. U ovoj studiji nakupljanje cis-OPDA dokazano je u opr3
i coil biljkama krumpira nakon infekcije s PSTVd, §to ¢e biti diskutirano kasnije.

Medutim, u inficiranim coil biljkama uoc¢en je znacajan zastoj u rastu vr$nih listova, u odnosu
na listove inficiranih biljaka divljegdtipa, na Sto ukazuje pad vrijednostima za Svjezu masu
vrs$nih listova. Poremecaj u signalingu JA moZze uzrokovati poremecaja u signalingu drugih
hormona, §to moze rezultirati promjenama razvoju simptoma pad tako U, nedostatku
funkcionalnog COI1, ravnoteza se pomice prema SA, koji moze potisnuti JA-posredovanu
inhibiciju rasta i obrambene edgovore, §to u konaénici dovodi do promjena u razveju simptoma
tijekom infekcije patogenom (Kloek i sur., 2001). Osim toga; studije su pokazale da JA-signalni
put daje prednost obrani nad rastom, $to dovodi do zastoja urastu kao odgovor na stres (Yang
i sur., 2012)..Ovo Jepesebno vazno u kontekstu infekeije patogenom, gdje biljka rasporeduje
restrse na obrambene mehanizme, a ne na,rast. Buduci da je coil neosjetljiv na JA, mozda
nece uspjeti pokrenuti odgovarajuée odgovoresinhibicije rasta koji bi se tipi¢no dogodili u
biljkama.divljeg tipa pod napadom patogena, §to rezultira drugacijim fenotipom rasta (Yang i
sur., 2012).

Nakon infekcije s PSTVd u svim, testiranim linijama uoc¢ene su promjene na gomoljima, koje
ukljucuju smanjenje njihove veli¢ineibroja, izduZeni rast te promjenu boje kore gomolja. Ove
promjene sugeriraju utjecaj eksperimentalnih uvjeta, odnosno infekcije PSTVd, na razvoj
gomolja. Medutim, kako bi se postigao znacajniji razvoj i manifestacija promjena na
gomoljima, potrebno je provesti istraZivanje u vremenskom periodu duZzem od 8 tjedana, Sto bi
omogucilo preciznije pra¢enje dugorocnih efekata 1 bolje razumijevanje dinamike njihovog

rasta.
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4.1. Promjene u transkriptomu listova biljaka krumpira nakon infekcije
viroidom PSTVd

Funkcionalna analiza diferencijalno izrazenih gena (DEG) omogucdila je detekciju gena
povezanih s obranom i fitohormonima u signalnim putanjama koji se aktivifraju kao edgovor
na infekciju PSTVd, ovisnim ili neovisnim o SA ili JA. Fizioloske promjene ubiljkama tijekom
patogenih infekcija nisu ograni¢ene samo na vidljive simptome. Istrazivanja su pokazala da su
metabolic¢ki putovi ukljueni u proizvodnju i raspodjelu energije takoder pogodeni. Infekcija
dovodi do znacajnih promjena u transkriptomu biljke, Sto je'vazno za razumijevanje temeljnih

mehanizama razvoja simptoma bolesti (Zheng i sur., 2017).

Funkcionalna GO karakterizacija DEG koji odgovaraju nawinfekciju PSTVd u biljkama
krumpira divljeg tipa identificirala je DEG znacajno zastupljene u BP terminima, kao $to su
fotosinteza, odgovor na svjetlost, temperaturni stres te presavijanje proteina. Unutannavedenih
GO termina, prevladavali su smanjeno eksprimirani geni $to znaci da je infekcija PSTVd kod
wt biljaka utiSala gene potrebne za funkeiju navedenih bioloskih procesa.(BP).sRanije studije
su pokazale da viroidne infekcije dovode do smanjene funkcije‘kloroplasta i gena povezanih s
fotosintezom u biljkama raj¢ice (Wigsyk i sur., 2018). Ova regulacija je vjérojatno strateski
odgovor biljke da'sacuva energiju, preusmjeravajuci je prema imunoloskim odgovorima, a ne
premagprocesima rasta, PSTVd moze komuniciratis faktorima domacina koji utje¢u na njegovu
replikaciju, $to neizravnoditjece na fotosintetsku uc¢inkovitost biljke (Jiang i sur., 2018). Sli¢no,
eksprésija genaukljucenih u fotosintezu ijprimarnimetabolizam Cesto je smanjena u biljkama
inficiranim wirusima, Sto dovodi do smanjene uéinkovitosti fotosinteze i, posljedi¢no,
smanjenog rasta (Di Carli i sur., 2010). Ova smanjena regulacija moze rezultirati Smanjenom
masom listova i smanjenom visinem biljke, buduci da biljke ne mogu ucinkovito pretvoriti
suncevu svjetlost u energiju zbog stresa izazvanog virusnom infekcijom. FizioloSko
obrazloZenje iza toga je da aktiviranje obrambenih odgovora moZe biti energetski skupo, pa
stoga smanjenje fotosintetske aktivnosti moze pomoci biljci da ucinkovitije upravlja svojim

energetskim rezervama tijekom infekcije viroidima (Joubert i sur., 2022).

Dodatno, funkcionalna GO karakterizacija pokazala je znacajno obogacenje procesa povezanih
s odgovorom na ROS i sastavljanjem proteinskih kompleksa, koji su ve¢inom bili smanjeno
eksprimirani u inficiranim u odnosu na neinficirane biljke, $to ukazuje na uklju¢enost odgovora

na oksidativni stres u obrambenim mehanizmima biljke (Zhang i sur., 2016). Analiza stani¢nih

118



komponenti otkrila je obogacenje termina, sa uglavnom smanjeno eksprimiranim genima,
povezanih s plastidima, tilakoidima 1 kloroplastima, dodatno naglasavaju¢i vaznost
fotosintetskog aparata u posredovanju obrambenih odgovora protiv infekcije viroidima (Naoi
i sur., 2020). Viroidna infekcija moze modificirati strukturu ili sintezu kloroplasta, koji utje¢u
na ucinkovitost fotosinteze. Postoje mnoge studije koje pokazuju da infekciya virusom
potiskuje fotosintezu u domacinu (Li i sur., 2016b). Organski spojevi I energija potrebni za rast
biljaka dolaze od fotosinteze, a ograni¢avanje fotosinteze moze potisnuti rast iirazvey, Sto moze
biti jedan od uzroka smanjenog rasta uocenog u inokuliranim biljkama krumpira. Ovo je u
skladu s prijasnjim istrazivanjem na biljkama krastavaca inficiranih s viroidom HSVd, kod

kojih je uoc¢en smanjen rast (Xia i sur., 2017).

Funkcionalna GO analiza NahG PSTVd inficiranih biljaka krumpira pokazala je promijenjeni
izraz brojnih gena povezanih s procesima prijenosa iona i strukturom stani¢ne membrane, pri
¢emu je uoCena smanjena ekspresija svih tih termina, Sto bi moglo biti povezano s
imunoloskih odgovora. Uklju¢enost prijenosa iona u obrambene mehanizme biljaka dobro je
utvrdena, budu¢i da ima/ulogu u odrzavanju stanicne homeostaze i olakSavanju signalnih
puteva koji aktiviraju obrambene odgovore (Miller i sur., 2015; Owens & Hammond, 2009).
Konkretno, regulacija ionskih kanala i transportera povezana je sa sposobnos¢u biljke da
odgovori na biotske stresore, ukljucujuci viroide (Kasai i'Sur4 2013; Navarro i sur., 2021b).
Nadalje, povecana aktivacija procesa popravka DNA 1 transkripeije mRNA u NahG biljkama
moZze implicirati edgovor na genotoksicniistres 1zazvan mfekcijom PSTVd. Ovo naglasava
visestruku prirodu odgovora biljaka na viroidneinfekcije pri ¢emu se inducira nekoliko puteva
kako biyse‘smanjila Steta i obnovila stani¢na homeeS$taza. Takva interakcija s primarnim i
sekundarnim metabolizmom, u kombinaciji s indukcijom razli¢itih puteva koji reagiraju na
stres, naglaSava sloZenost obrambenih ‘mehanizama biljaka protiv PSTVd i sli¢nih patogena
(Lépez-Gresa i sur., 2016). Zanimljivo je primijetiti da je sli¢na funkcionalna raspodjela gena
zapazena izmedu smanjeno eksprimiranih NahG-specifi¢nih i pojacano eksprimiranih wt-
specificnih gena, Sto naglaSava klju¢ne razlike u aktivaciji obrambenih odgovora izmedu ovih

dvaju genotipa, uvjetovane njihovim razli¢itim bazalnim koncentracijama SA signalizacije.

Funkcionalnom GO analizom u opr3 liniji biljaka krumpira inficiranih s PSTVd uocene su
znacajne promjene u diferencijalno eksprimiranim genima (DEG) povezanim s morfogenezom

anatomske strukture, posebno onima povezanim s promjenama u stani¢noj stijenci, gdje je
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ve¢ina DEG bila pojacano eksprimirana, te tilakoidnoj membrani kloroplasta, gdje je vecina
DEG bila smanjeno eksprimirana. Aktivacija procesa vezanih uz stani¢ne stijenke i
ekstracelularne strukture sugerira da opr3 vise ovise o fizickim barijerama kao obrambenom
mehanizmu. Istrazivanje na mutantu opr3-1 otkriva da nedostatak JA u tim biljkamadovodi do
promjena u obrambenim odgovorima, §to sugerira da transgene biljke.opr3 mogu kempenzirati
smanjenu kemijsku obranu ja¢anjem fizi¢kih barijera (Qi i sur., 2020). GO/ funkcionalna
analiza induciranih gena u BP terminima pokazala je pojacanu ekSpresiju u veéini termina, a
istaknuti su odgovor na hormon i odgovor na podrazaj. Na primjer, pojacano eksprimirana
kataliticka 1 aciltransferazna aktivnost ukazuju na pfomjene, u biosintezi sekundarnih
metabolita, $to je vazan dio obrane kada JA biosinteza nije aktivna (Stintzi & Browse, 2000).
Uloga JA u razvoju biljaka i odgovorima na stres,dobro je prikazana, sto ukazuje na to da su
signalni putevi JA presudni za regulaciju razliCitih, fizioloskih procesa, ukljuc¢ujuéi one

povezane sa stani¢nom arhitekturom i integritetom (Baebler i sur., 2011; Navarro i sur., 2021b).

Funkcionalna GO analiza biljaka linije ¢oil takoder pokazuju promjene u DEG vezanim uz
fotosintezu, stani¢ne kompemente povezane uz fotosintetske aparateskao Stonsu plastidi,
tilakoidi 1 fotosintetske .membrane, dok je u domeni molekularnithyfunkeija vecina pripadala
vezanju klorofila. Ovo zapazanje u kojemu je vecina povezanih termina Smanjenoeksprimirana
u skladu je s nalazima iz razli€itih transkriptomskih istrazivanja, koja su'dosljedno izvijestila
0 smanjenoj fotosintetskoj aktivnosti u biljkama inficiranim viroidima (Owens i sur., 2012b;
Suzuki i sury, 2019)wKloroplasti kao mjesta fiksacijenugljikagproizvodnje ROS i sinteze
fitehormona povezanih s obranom, imaju tlogu,u imunoloskom odgovoru biljke (Bittner i sur.,
2022). Ostecen razvoj kloroplasta mogao b1 stoga dovesti do meravnoteze u regulaciji biljne
imunostizzali i do simptoma poput kloroze listovasi‘usporenog rasta. Uz njih uo¢avamo i
povecanu aktivaciju intrizi¢nih 1 inteégralnih komponenti membrane, kao i1 periferiju stanice 1
plazmatsku membranu kod kojih je veéi, broj smanjeno eksprimiranih DEG. Najizrazenije
molekularne funkcije obogac¢ene DEG ukljucivale su termine za vezanje klorofila i kinazne
aktivnosti (kataliticka i oksidoreduktivna aktivnost), §to implicira promjene u signalnim
putevima povezanima s fosforilacijom proteina. Medudjelovanje izmedu aktivnosti kinaze i
vezanja klorofila takoder sugerira sloZzenu regulatornu mrezu gdje su fotosintetska uc¢inkovitost
1 signalizacija stresa medusobno povezani. Na primjer, fosforilacija proteina ukljuenih u
sintezu i razgradnju klorofila moze modulirati sposobnost biljke da se prilagodi razli¢itim
svjetlosnim uvjetima i stresu (Nolan i sur., 2017). Ovo naglasava znacaj fosforilacije proteina

kao regulatornog mehanizma koji integrira signale iz okoli$a s metaboli¢kim odgovorima.
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Nakon provedene KEGG funkcionalne analize, dobili smo detaljniji uvid u zajednicke 1
specificno eksprimirane DEG odnosno njihovu zastupljenost u vaznim metabolickim
putevima. KEGG analizom pojacano eksprimiranih DEG (fc > 2) specifi¢nih za wt liniju
anotirano je 149 gena u 49 funkcionalnih puteva. U ovom radu prikazano jef72 specificno
pojacano eksprimirana gena u signalnim putevima biljaka divljeg tipa, povezanih,s 5
najobogacenijih KEGG puteva. Ovi putevi uklju¢uyju MAPK Ssignalni put, signalnu
transdukciju fitohormona i interakciju biljka-patogen, $to ukazuje ma aktivaciju PTT'odgovora
posredovanih hormonima u biljkama divljeg tipa nakon infekcije \PSTVd (Navarro i sur.,
2021a). Pojacano eksprimirani geni kod wt biljaka obogaéeni su za signalne puteve povezane
s obrambenim odgovorom, ukljucujuéi biosintezu_fenilpropanoida, $to ukazuje na snaznu
aktivaciju imunoloskih procesa u cilju borbe protiv viroidne infekcije. Fenilpropanoidi su
bioaktivni sekundarni metaboliti koje biosintetiziraju biljke iz esencijalna aminokiselina
fenilalanin katalizirana enzimom PAL (fenilalanin amonijak-liaza), koji je dio Sikimatnog puta.
Biosinteza fenilpropanoida pridonosi jacanju imunoloskog odgovora u biljkama Stvaranjem
razli¢itih spojeva koji imaju ulogu u oebrambenimymehanizmima. Put se aktivira kada patogeni
probiju stani¢nu stijenku biljke, §to dovedido proizvodnje antimikrobnih spojevai sighalnih
molekula koje jacaju imunitet biljke. Ti spojevi ukljucuju lignin,nkojispovecava cvrstocu
stani¢nih stijena i.djeluje kao,fizicka barijera protiv patogenaste flavonoide i kumarin, koji
imaju .antimikfobna svojstva. Takoder, salicilna kiselina regulira aktivaciju obrambenih
odgovoragdoprinesi sistemskoj otpornosti i mobilizira zastituprema neinficiranim dijelovima

biljke (Yadav isur."2020).

S'druge strane, KEGG analizom wt-specificnih, smanjeno eksprimiranih DEG (fc > 2) u wt
linijianetirano je 130 gena u 50 funkcionalnih puteva.J ovom radu prikazano je 45 specifi¢no
smanjeno eksprimiranih gena u PSTVd inficiranim biljkama divljeg tipa u 5 puteva s najvise
DEG, koji ukljuCuju fotosimtezu, proeesiranje proteina, biosintezu flavonoida i fiksaciju
ugljika. Ova obogacenja sugerirajusuzbijanje bazalnog metabolizma, pri ¢emu biljke smanjuju
energiju za rast i razvoj kako bi preusmjerile resurse prema obrambenim mehanizmima.
Dobiveni rezultati KEGG analize za wt biljke u skladu su s rezultatima GO analize i MapMan
analize, sto ukazuje na konzistentnost u identificiranim bioloskim procesima i molekularnim

putevima.

Takoder, KEGG analizom 88 specificno pojacano eksprimiranih DEG (fc > 2) u NahG liniji

anotirano je u 55 funkcionalnih puteva. U ovom radu prikazano je 5 puteva s najvise DEG, koji
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ukljucuju 20 specifi¢no pojac¢ano eksprimiranih gena u signalnim putevima NahG biljaka.
Najobogaceniji putevi ukljucuju biosintezu zeatina, metabolizam Skroba i1 saharoze te
biosintezu kutina, suberina i voska. Ovo obogacenje ukazuje na to da NahG biljke, koje imaju
inhibiran SA-signalni put, prioritet daju strukturalnim promjenama i< metabolizmu

ugljikohidrata, a ne aktivaciji obrambenih signalnih puteva poput wibiljaka;

Nasuprot tome, KEGG analizom 107 specificno smanjeno eksprimiranth DEG (fe¢>2) u NahG
liniji anotirano je u 54 funkcionalna puta, a u ovom radu prikazana je 5 puteva sinajvise DEG,
koji uklju¢uju 31 specifiéno smanjeno eksprimirani gen,a pripisuju se.signalnim putevima
povezanim s interakcijom biljka-patogen, signalnom transdukeijom fitohormona, biosintezom
fenilpropanoida i MAPK signalnim putem, §to ukazuje na smanjenu aktivaciju obrambenih
procesa. Dobiveni rezultati KEGG analize za NahG biljke u skladu su s rezultatima GO analize
i MapMan, pri ¢emu je u svim analizama uo¢ena povec¢an broj smanjeno eksprimiranih gena
koji se pojavljuju unutar istih signalnih“puteva i funkcionalnih skupina. Ovi putevi i funkcije
uglavnom su povezani s interakcijom biljke i‘patogena, prijenosom signala biljnih hormona te
biosintezom sekundarnih biljnih,metabolita.

Mali postotak zajedni¢kih DEG (12,17%, 237 DEG od ukupno 1946 DEG)rod,kojih je 75
pojacano eksprimirano(4,39%), a 122 smanjeno eksprimirano (7;13%) ukazuje na znacajne
razlike¢'w transkriptomskim odgovorima izmedu divljeg tipa i SA-deficCijentnih NahG biljaka,
Sto se moze pripisati 4azlikama u bazalnim koneentracijama «SA i nefunkcionalnom
imunoloskom odgovoru kod SA-deficijentnih biljaka (Avifia-Padillai sur., 2018; Baebler i sur.,
2011; Wigsyk i sury, 2018). KEGG analizom, dobiveni su Zajednicki pojacano i smanjeno
eksprimirani‘ (engl.ccommon) DEG kod wt i NahG,biljaka, neevisni o sadrzaju SA (u slucaju
komparacije NahG vs wt) pa se promjena u njihovoj ekspresiji moze pripisati opem ucinku
infekcije na stani¢ne procese kao $to su putevi prijenosa signala fitohormona, te metabolizma
amino Secera i nukletoida, kao i taurina i hipotaurina kod pojacano eksprimiranih, dok su
smanjeno eksprimirani putevi povezani's interakcijama biljka-patogen, biosintezom terpenoida
te fotosintezom. Diferencijalna ekspresija ovih gena naglasava slozenu interakciju izmedu

infekcije viroidima i signalnih puteva imunoloSkog odgovora biljaka.

Nadalje, usporedba diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) izmedu biljaka divljeg tipa, opr3
i coil PSTVd inficiranih biljaka otkrila je da ova tri genotipa dijele vrlo mali postotak
zajednickih gena (3,14%, 119 DEG od 3789 ukupnih DEG), od kojih je 59 pojacano
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eksprimirano (2,88%), a 60 smanjeno eksprimirano (3,45%). Jednako niski postotci vidljivi su
i izmedu wt i opr3 linije (4,12%) te izmedu wt i coil linije (4,85%). To takoder ukazuje na
znacajne razlike u transkriptomskim odgovorima izmedu divljeg tipa i JA-deficijentnih (opr3),
odnosno JA-neosjetljivih (coil) linija, $to je najvjerojatnije uzrokovano razlikama wbazalnim
koncentracijama JA i poremecaju u prijenosu signala u kojima posreduje JA. Ovoge u skladu
s prethodnim nalazima o ulozi JA-signalnog puta u aktivaciji obrambenihrodgovara u biljkama,
osobito u kontekstu patogenih i viroidnih infekcija (Gora-Sochacka i sur., 2049; Suzuki i sur.,
2019).

KEGG analizom 113 specifi¢no pojacano eksprimiranih DEG (f¢ >2),u wt liniji liniji, u odnosu
na opr3 i coil linije, anotirano je u 42 funkcionalna puta. U ovom radu prikazano je 49
specifi¢no pojacano eksprimiranih gena u signalnim putevima biljaka divljeg tipa, povezanih s
5 najobogacenijih KEGG puteva, ukljucujuci interakeiju biljka-patogen, metabolizam i
biosintezu fenilalanina, MAPK signalni-put te prijenos signala fitohormona. S druge strane,
KEGG analizom 96 specifi¢no smanjeno€ksprimiranih DEG (fc > 2) u wt liniji liniji, u'@dnosu
na opr3 i coil linije, anotiraneje.u 54 funkcionalna puta. U ovom radu prikazanoyje 5 puteva s
najvise DEG, koji ukljuéuju 24 specificno Smanjeno eksprimiranihgena u PSTVd inficiranim
biljkama divljeg tipa obogaceno je u 5 najobogacenijih KEGG puteva, ukljucujuéiprocesiranje
proteina u endeplazmatskom “retikulumu, interakciju biljka-patogen, endogcitozu, biosintezu
fenilpropanoida i flavonoida. Rezultati KEGG analize za wi«biljke pokazuju uskladenost s

rezultatima GO analizesi'MapMan analize.

Takoder, KEGG analizom 89 specifi¢no pojacano cksprimiranih DEG (fc > 2) u opr3 liniji
lintji, u odnasu na wit T coil linije, anotirano je u42,funkcionalna puta. U ovom radu prikazano
Je 5 puteva s najvise DEG, kojidukljucuju 32 specificno pojacano eksprimirana gena u
signalnim putevima opr3 biljaka, povezanih s 5 najobogacenijih metaboli¢kih puteva, od kojih
su najobogaceniji bili prijenos signala fitohormona, MAPK signalni put, interakcija biljka-
patogen, biosinteza kutina, suberina ivoska, te metabolizam glicerolipida. Osim toga, KEGG
analizom 96 specifi¢cno smanjeno eksprimiranih DEG (fc > 2) u opr3 liniji anotirano je u 50
funkcionalnih puteva. U ovom radu prikazano je 5 puteva s najvise DEG, koji ukljucuju 25
specifi¢no smanjenih eksprimiranih gena u opr3 PSTVd inficiranim biljkama pripisano je 5
najobogacenijih KEGG puteva, ukljucuju¢i procesiranje proteina u endoplazmatskom
retikulumu, biosintezu fenilpropanoida, razgradnju valina, leucina i izoleucina, interakciju

biljka-patogen, te MAPK signalni put. Rezultati KEGG analize za opr3 biljke pokazuju
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uskladenost s rezultatima GO analize 1 MapMan analize, Sto sugerira dosljednost u

identificiranim bioloskim procesima i molekularnim putevima.

Nadalje, KEGG analizom 403 specifi¢éno pojacano eksprimirana DEG (fc > 2)qu.coil liniji
liniji, u odnosu na wt i opr3 linije, anotirano je u 94 funkcionalna puta. U ovom radu prikazano
je 5 puteva s najvise DEG, koji ukljucuju 83 specifi¢no pojacano eksprimirana gena otkrivena
su u signalnim putevima coil biljaka, povezano s 5 najobogacenijih metabeolickihputeva, od
kojih su najobogaceniji bili oni za metabolizam cisteina 1 metionina, MAPK, signalni put,
prijenost signala fitohormona, razgradnju valina, leucina »i izoleucina, te biosintezu
fenilpropanoidnog puta. Osim toga, KEGG analizom 341 specifiéne. sSmanjeno eksprimirana
DEG (fc > 2) u coil liniji anotirano je u 92 funkcionalna puta. U ovom radu prikazano je 5
puteva s najvise DEG, koji ukljucuju 66 specificno. smanjenth eksprimiranih gena u coil
PSTVd inficiranim biljkama pripisano je 5 najobogacenijih KEGG puteva, ukljucujuci
fotosintezu, prijenos signala biljnim<ormonima, oksidativnu fosforilaciju, biosintezu raznih
sekundarnih metabolita biljke, oksidativna“fosforilacija te fotosinteza-preteini antenskog
kompleksa. Rezultati KEGGranalize za coil biljke pokazuju uskladenost s rezultatima GO
analize i MapMan analize, pri- €emu bih istaknula rezultat' o, ve€em brojusmanjeno
eksprimiranih DEG unutar signalnih puteva povezanih s fotosintezom, u coil trusporedbi s wt
ili opr3 linijom¢nakon infekcije's PSTVd, $to ukazuje naaznost JA signalinga u regulaciji

ovih procesa.

Usporedba zajednickih DEG medu wt, epr3 i“coil linijjama otkrila je vrlo mali postotak
zajednickih gena, §to sugerira znacajne razlike u njthovim transkriptomskim odgovorima na
infekeiju PSTVd. Qve razlike mogu biti rezultat warijacija u bazalnim koncentracijama JA i
poremecenim imunoloskim odgovetima u JA-deficijentnim i JA-neosjetljivim linijama. KEGG
analizom 15 zajednickih (engl. comman),pojacano eksprimiranih DEG (fc > 2) anotirano je u
6 funkcionalnih puteva, a najviSe pojac¢ano eksprimiranih zajednickih (engl. common) DEG
kod wt, opr3 i coil biljaka u ovom'istrazivanju povezano je s MAPK signalnim putevima,
putevima prijenosa signala fitohormona, te metabolizma skroba i saharoze, dok je KEGG
analizom 33 zajednicka (engl. common) smanjeno eksprimirana DEG (fc > 2) anotirano je u
16 funkcionalna puta, a najvise Smanjeno eksprimiranih zajednickih DEG povezano s putevima

fotosinteze, glikolize i glukoneogeneze te metabolizma piruvata.
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Ovi rezultati ukazuju na to da razliCite biljne linije, ovisno o njihovoj osjetljivosti na JA 1 SA,
imaju razliite transkriptomske odgovore na infekciju PSTVd, s razli¢itim aktivacijama
obrambenih putova i metabolic¢kih procesa. Razlike u transkriptomskim odgovorima takoder
sugeriraju da JA- i SA-signalni putevi imaju ulogu u regulaciji obrambenih odgovora biljaka,

osobito u kontekstu patogenih i viroidnih infekcija.

4.2. Regulacija antioksidacijskih odgovora tijekominfekeije viroidom
PSTVd

ROS djeluju kao signalne molekule koje imaju ulegu u aktivaciji obrambenih gena u odgovoru
na patogene infekcije (Torres i sur., 2006). Pored njihove primarne uloge u obrambenim
reakcijama, ROS takoder sudjeluju u interakciji s drugim signalnim putevima, ukljucujuci
biljne hormone poput SA i JA, kao ¥MAPK signalnim kaskadama (Martin i sur., 2022). Osim
toga, nakupljanje ROS uslijed infekcije patogenom dovodi do promjena u metabolizmu
specifi¢nih obrambenih spojeva ukljucujuéikalozu koja je vazna,za jacanje stanicne stijenke i
ogranicavanje Sirenja patogena (Wang,i sur., 2021b). Sli¢no ukazuju rezultati GO funkcionalne
analize prikazane u,ovom radu, gdje su termini poput ‘odgovor.na oksidativni stres', ‘odgovor
na vodikov peroksid'‘odgovor na spojeve koji sadrze kisik', i ‘oksidoreduktazna aktivnost'
obogacenitDEG. Kao jedna od glavnih ROS isti¢e se HoO.. Nakupljanje H20- tijekom infekcije
PSTVd paprike pokazalo se kao okida¢ za aktivaeiju signalnih puteva koji vode do pojacanih
obrambenih odgovora, ukljucujuéi sintezu kaloze, polisaharida koji jaca stani¢ne stijenke i
ogranic¢ava kretanje patogena kroz kanale plazmedezmijay(Hadjieva i sur., 2021). Regulacija
ovih mehanizama usko je povezana sa signalnim putevima fitohormona, osobito onima kojima
posreduju SA i JA (Yiisur., 2014).

4.3.1.Regulacijaantioksidacijskih odgovora u wt i SA-deficijentnim biljkama
tijekom infekcije viroidom PSTVd

U divljem tipu biljaka (wt), infekcija PSTVd uzrokuje znacajan porast nakupljanja H20-, §to
se najvise ocituje tijekom kasnije faze infekcije. Ovi rezultati ukazuju na snazan oksidativni

odgovor wt biljaka kao dio njihovih obrambenih mehanizama. Nakupljanje H.O> u wt PSTVd
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biljkama odrazava prirodnu aktivaciju ROS odgovora, vaznog za ograniCavanje S$irenja

infekcije (Hernandez i sur., 2016).

SA-deficijentna NahG linija nakuplja manje H20- u listovima tijekom infekcije ususporedbi s
wt biljkama, sude¢i prema rezultatima analize digitalne slike uzoraka obojenih $»DAB.
Suprotno tome, rezultati analize sadrzaja H.O. dobiveni spektrofatometrijskom analizom
pokazuju da NahG PSTVd inficirane linije krumpira akumuliraju s7e¢e koncentracije H-O- u
usporedbi s neinficiranim NahG kao i inficiranim wt biljkama (Kumek, 2023). Rezultati
variraju ovisno o metodi detekcije i broju analiziranih®uzoraka, apuvfijezeno je da je

spektorfotometrija vise kvantitativna metoda.

Jace nakupljanje H.O: u NahG biljaka krumpira inficiranthwwiroidom PSTVd, ukazuje na
njihovu povecanu osjetljivost na viroidnu infekciju.” Ta pojava je povezana sa smanjenom
sposobnos§cu regulacije hormonskih odgovora i kontrole oksidativnog stresa u NahG, biljkama.
Sli¢no rezultatima moje studije, ja¢e nakupljanje H-O- izmjereno je kod NahG biljaka krumpira
inficiranih virusom PV X, u usporedbi s wt biljkama (Sanchez i sur., 2010):.0vi rezultati
podrzavaju hipotezu da endogenaykoncentracija SA ima zastitnu ulogu u biljci domacinu,
sprjeCavaju¢i oksidativna osStecenja izazvana pretjeranim nakupljanjem ROS. Vazno je
napomenuti da krampirdivljegtipa ima izrazito visoke bazalne konecentracije SA, u usporedbi
s vrstama kao| Sto st Arabidopsis thaliana i duhan, dok pategenima inducirana infekcija
uzrokuje tek.blagi porast koncentracije SA (Baebler isur., 2014). U tom kontekstu, nakupljnaje
H>Oz3 1 indukeija antioksidacijskih odgevora ‘megla binimati vaznu ulogu u aktivaciji

obrambenih@dgovora na PSTVd u biljkama krumpira.

Egzogeni tretman s INA povecao je akumulaciju H202 u biljnom tkivu linija wt inficiranih
viroidom PSTVd, sto moze biti rezultat,pretjerane reakcije na primijenjenu koncentraciju INA
(1 mmol/l), budu¢i da SA 1 mjezini derivati mogu inducirati oksidativne procese (Kumek,
2023). Suprotno tome, u NahG liniji, INA tretman smanjio je akumulaciju H20>, §to sugerira
da endogeni SA ima ulogu u regulaciji odgovora biljaka na infekciju (Kumek, 2023). Ovi
rezultati podrzavaju ranija istraZivanja koja ukazuju na poboljSanu otpornost biljaka s
deficijencijom endogenog SA na patogene kada se tretiraju sintetskim analozima SA (Baebler
i sur. 2011; Lépez-Gresa i sur. 2016). Dakle, dobiveni rezultati upucuju da SA ima vaznu ulogu

u modulaciji oksidativnog odgovora biljaka na infekciju viroidom PSTVd.
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Relativna ekspresija gena za katalazu (CAT) kod wt i NahG linija pokazala je blagu aktivaciju
U pocetnim tjednima infekcije, dok u kasnijim tjednima infekcije (6 wpi) vidimo smanjenje
aktivacije u obje linije. Dok je relativna ekspresija gena za katalazu (CAT) u listovima
inficiranih biljaka wt i NahG linija u pokusu s INA tretmanom, bila smanjena.tijekom cijelog
trajanja eksperimenta. Znacajan negativan ucinak INA tretmana na ekspresiju CAT gena u
skladu je s prethodnim istrazivanjima, koja su pokazala da SA i njezin'sintetski analog INA
mogu inhibirati ekspresiju katalaze u biljkama poput Arabidopsis thaliana, raj¢ice 1 krastavca
(Dalakouras i sur., 2010; Lamb & Dixon, 1997).

Peroksidaze klase III, ukljucuju¢i POX12 i LiP, poznate su po ulozi u jacanju obrambenog
odgovora biljaka putem regulacije proizvodnje ROS ili fenolnih'radikala, koji djeluju kao
antimikrobni agensi i signalni posrednici, te kroz stvaranje strukturnih barijera, poput lignina i
suberina (Almagro i sur., 2009). U ranim fazama infekelje, PSTVd bez INA, biljke divljeg tipa
pokazale su blagi porast ekspresije gena POX12, dok su kasnije faze infekcije karakterizirane
indukcijom gena za askorbat peraksidazu (APX) i lignin peroksidazu (LiP). Buduci da su
peroksidaze vazni enzimimpmetabolizmu H202, imaju vaznu ulogu u ebrambenim
mehanizmima biljaka ka0 odgovor, na oksidativni stres uzrokowvan biotskim i abiotskim
¢imbenicima (Gora-Sochacka i sur., 2019; Mansoor i sur., 2022). Njithova ekspresija Cesto je
inducirana kao dio odgovora biljke na patogene, ukljucujuéi viruse iviroide, Sto je u skladu s
istrazivanjima kojafsu ukljuc¢ivala infekciju krumpira virusom PVY (Baebler i sur., 2014) i
interakciju Citrus 'medica s viroidom CEVd (Naoi i sury, 2020;Rizza i sur., 2012). Rezultati
ove studije pokazali su snaznu inhibiciju ekspresije svih ispitanih gena za peroksidaze u NahG
biljkama u ranoj fazi infekcije s PSTVd. U'kasnijim fazama infekcije zabiljezena je indukcija
gena POXa21 LiP, sto je slicno opazanjima iz istrazivanja o interakciji NahG biljaka krumpira
swirusom PVY (Baebler i sur., 2014):

U ovom istrazivanju infekcija PSTVd bez INA tretmana dovela je do smanjenja ekspresije svih
testiranih MAPK gena u pocetnim fazama infekcije PSTVd kod biljaka divljeg tipa, dok je kod
NahG linije vidljiva aktivacija MPKK6 i MPK7. U kasnijim fazama infekcije dolazi do blage
aktivacije MAPK3, MPK7 i MPKK6 kod obje linije. Tretman s INA inducirao je aktivaciju
MAPK3, MAPK7 i MKKG®, a istovremeno inhibirao ekspresiju gena MAPK4 u biljkama divljeg
tipa i NahG linijama, sto ukazuje na SA-ovisnu aktivaciju MAPK kao odgovor na infekciju
PSTVd. Ekspresija MAPKS3 porasla je tijekom kasnijih faza infekcije u wt i NahG biljkama,

§to je u skladu s istrazivanjima koja sugeriraju da je MAPK3 induciran u obrambenim
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odgovorima biljaka na patogene (Zhang & Zhang, 2022) te se smatra pozitivnim regulatorom
obrambenih odgovora posredovanih SA (Jagodzik i sur., 2018). Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da tretman s INA i PSTVd takoder pojacava ekspresiju MAPK3 u wt biljkama
krumpira (vise ili jednako kao) u odnosu na infekciju bez INA tretmana. Ovi‘rezultati su u
skaldu s tvrdnjom da SA aktivira MAPK3 u duhanu tijekom SA tretmana (Zhang/& Klessig,
1997). Aktivnost Arabidopsis AtMPK3 i ZmMPK3 kukuruza osjetljiva‘jena nekoliko signalnih
molekula, ukljucuju¢i SA ili JA (Wang i sur., 2010; Smekalova i sur., 2013)."Pojacana
ekspresija gena za MAP kinaze, poput MAPK3, MAPK7 i MKKG, te kalmodulinskih proteina
u biljkama krumpira divljeg tipa inficiranim s PSTVd, us$kladu je s rezultatima na raj¢icama
inficiranim s PSTVd, §to upucuje na SA-ovisnu aktivacijuMMAPK i,Ca*" signalnih puteva
(Géra-Sochacka i sur., 2019).

Osim toga, rezultati ove studije pokazali su smanjenu-ekspresiju MAPK4 u biljkama divljeg
tipa, bez obzira na INA tretman, a uqrethodnim radovima pokazalo se da je kaskada MPK4
negativni regulator SAR i SA signalizacije u Arabidopsisu (Petersen i sur., 2000.). Oksidativni
stres izazvan egzogenim H20 takoder moze aktivirati MAPK3, MAPK4 i, MAPK7 u
Arabidopsisu, sugerirajuci da ROShdjeluje uzvodno od ovih kaskada MAPK (Doezi i sur.,
2007; Samajova i sur., 2018). U naSem istraZivanju, pojatana ekspresija MAPK7 i MKK6
koindicira s nakupljanjem H>Oz u biljkama zarazenim PSTVd, sto sugerira da bi H.O> mogao
biti jedna od signalbth molekula koje aktiviraju MAPK71 MKK6 kao odgovor na infekciju
PSTVd. Ovi rezultatiszajedno ukazuju na to da SA-signalni putiimaulogu u modulaciji ROS i
MAPK “signalinga tijekom odgovora biljaka, krumpira ‘na, PSTVd, slicno primjerima za
interakcije drugih biljaka i viroida (Huang 1sur., 2019; Lukan & Coll, 2022). Rezultati ove
studije suqu skladu's ranijim istrazivanjima koja suistaknula ulogu ROS i MAPK signalnih
puteva u obrambenim reakcijama ‘biljaka na patogene (Itaya i sur., 2007; Lian i sur., 2018).
Prepoznavanje PAMP pomoéu odgovarajucih receptora pokrece PTI i dodatne obrambene
mehanizme, ukljucujuéi aktivaciju, signalizacije u kojoj sudjeluju ROS i kalcijevi ioni (Ca*"),
akumulaciju SA, aktivaciju MAPK kaskada te poja¢anu ekspresiju gena povezanih s obranom

(Navarro i sur., 2021b).

Kaloza, polisaharid koji se talozi na kriticnim mjestima u stani¢nim stijenkama, pomaze u
jacanju barijera i smanjenju $irenja patogena kroz plazmodezmije (Flores, 2016; Hiickelhoven,
2008). U A. thaliana, zatvaranje plazmodezmata izazvano mehanickom stimulacijom ili

infekcijom patogena povezano je s poticanjem talozenja kaloze pomocu H2O> putem aktivacije
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gena za kaloza sintazu CalS8 (Cui i sur., 2016). Kod wt biljaka inficiranih s PSTVd uocena je
veca akumulacija kaloze u odnosu na wt mock biljke, osobito u 6 wpi, $to upucuje na aktivaciju
obrambenih mehanizama kao odgovor na viroidnu infekciju. Ovo pojacano talozenje kaloze u
inficiranim wt biljkama moze se povezati s aktivacijom SA-signalnog puta_d‘nakupljanjem
H202 nakon infekcije. Kod NahG biljaka inficiranih s PSTVd vidljivo je manje nakupljanje
kaloze u usporedbi s wt biljkama inficiranim s PSTVd. Ovaj rezultat pokazuju da biljke kojima
nedostaje SA-signalni put imaju smanjenu obrambenu reakciju, §to dodatnewukazuje na to da
talozenje kaloze ovisi o SA (Nishimura i sur., 2003). INA tretman dodatho povecava
nakupljanje kaloze i ekspresiju CalS12, osobito kod PSTVd inficiranih biljaka. Sinergijski
uc¢inak INA tretmana i viroidne infekcije naglasava ulogu SA-signalnog puta u odgovoru na
infekciju. NahG biljke pokazuju znacajno smamjenje taloZenja' kaloze u usporedbi s wt
biljkama, ¢ak i nakon INA tretmana. Ovaj rezultat jasno ukazuje na ulogu SA-signalnog puta
u nakupljanju kaloze kao mehanizma obrane (German i sur., 2023; Pieterse i sur., 2012; Wang
i sur., 2021b; Dong i sur., 2008). U‘mojem istrazivanju pojac¢ana ekspresija gena koji. kodira
kaloza sintazu CalS12 i nakupljanje kaloze u biljkama divljeg tipa zarazenimma RSTVd ukazuju
na aktivaciju kasnih obrambenih, odgovora’ povezanih s remedeliranjem staniéne stijenke.
Nakupljanje kaloze i lignina moze imati pozitivan ucinak na usporavanje nakupljanja viroida,

iako ne moze sprijeéiti,sustavno Sirenje viroidne bolesti (Flores;2016).

4.3.2. Regulacija antioksidacijskih odgovora u JA-deficijentim i JA-neosjetljivim
biljakatijekom infekcije viroidomPSTVd

Ranija istrazivanja  pokazala su da infekcija PSTVd u krumpiru dovodi do povecane
akumulaeije H:O: i aktivaciju gena povezanih s regulacijom ROS u kasnijim fazama infekcije
(Milanovi¢ i sur., 2019b). Ova pojava podudara se s akumulacijom JA i pojavom simptoma u
biljkama divljeg tipa, sugerirajuci da JA ' moze imati ulogu u regulaciji ROS tijekom odgovora
na infekciju PSTVd. Rezultati “prikazani u ovom doktorskom radu pokazuju smanjenu
akumulaciju H20: u opr3 (JA-deficijentnim) biljkama 6 i 8 wpi, §to dodatno ukazuje na vaznost

JA u regulaciji ROS, osobito u kasnijim fazama infekcije (Zheng i sur., 2017).

Istrazivanje na biljkama krumpira pokazalo je da transgene linije s poremecajem U biosintezi
JA pokazuju smanjene razine H20O> nakon izlaganja patogenu. Istrazivanje je pokazalo da je

JA vazan za aktivaciju imunolo§kog odgovora, ukljuc¢ujué¢i ROS, koji ima ulogu u signalizaciji
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i obrambenim mehanizmima (Nietzschmann i sur., 2019). Ovo dodatno podupire tvrdnju da je

biosinteza JA esencijalna za stvaranje H.O: potrebnog za u¢inkovitu obranu biljaka.

Medutim, zanimljivo je primijetiti da su u JA-neosjetljivim coil biljkama koncentracije H.0-
bile vise nego nego u JA-deficijentnim opr3 ili wt biljkama u 8 wpi. U istfazivanju na coil
biljkama A. thaliana izloZenim abiotskom stresu doslo je do nakupljanja vise H20> u odnosu
na wt biljke (Yuan i sur., 2017). Ovaj rezultat ukazuje na to da JA-signalniput mozemodulirati
koncentracije H-O- tijekom kasne faze infekcije, a inhibicija JA-signalnog puta kod coil linija

moze dovesti do poremecene regulacije oksidativnog odgovora (Li I SUr:;2022a).

Aktivnost enzima koje kodiraju geni povezani s Hz0. bilaje niska u sve tri testirane linije
tijekom pocetnih faza infekcije (4-5 wpi). Ekspresijagena CATpsmanjena je tijekom 4 i 5 wpi,
ali je pojacana tijekom 6 i 7 wpi u JA-transgenim biljkama, kao i u divljim biljkama. Ekspresija
gena za peroksidazu povezanu sa suberizacijom (POD) je bila slabija kod opr3 i coid.transgene
linije nego kod divljeg tipa, Sto sugerira da jeJA ukljucen u regulaciju odgovora povezanih s
POD (npr. proizvodnja suberina). /Ekspresija klase 1l lignin-formirajuéih anionskih
peroksidaza (LiP) bila je povisenawu opr3iicoil biljkama u razdaeblju od 5. do 7. tjedna nakon
infekcije, u usporedbi s biljkama divljeg tipa, Sto sugerira da je JA, uklju€enyu regulaciju

odgovora povezanih's LiP i procesima biosinteze i razgradnje lignina.

Gen POX22 u liniji opr3 pokazuje znacajan porast ekspresijetijekom svih tjedana, dok u liniji
coil delazi dovizrazenog smanjenja ekspresije tog,gena, Sto sugerira da signaliziranje JA ima
ulogu u regulaciyiaktivnosti POX12 u odgevoru nasinfekelju PSTVd. U liniji divljeg tipa
zabiljezen je/izrazeniji porast ekspresije POX12w 4 wpi, dok u sljedeé¢im tjednima dolazi do
postupnog smanjenja ekspresije. Rezultati mog istrazivanja pokazuju da nedostatak SA ili JA
potice nakupljanje H202, a u prethodnom istrazivanju na kukuruzu pokazano je da nedostatak
JA ili SA znatno povecava ekspresiju POX12 u odnosu na wt (Hemetsberger i sur., 2012). U
tom istrazivanju akumulacija H202 koindicira s pojacanom ekspresijom POX12 u kukuruzu na
mjestu ulaska mutiranog elicitora proteina. Suprotno tome, nativni elicitor suprimira ekspresiju
POX12 i tako sprje¢ava HR (Hemetsberger i sur., 2012). Opcenito, rezultati sugeriraju da su
akumulacija JA i signaliziranje JA ukljuceni u regulaciju enzima koji formiraju ROS i enzima

koji razgraduju ROS u odgovoru na PSTVd infekciju u krumpiru.

Nakupljanje kaloze bilo je smanjeno kod opr3 linija u usporedbi s wt biljkama, $to ukazuje da

je biosinteza JA vazna za poboljsanje sinteze kaloze i, posljedi¢no, otpornosti biljaka na napade
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patogena (Li i sur., 2023). Ovo je vidljivo u istrazivanju koje ukljucuje transgene biljke rajéice
gdje je utiSavanje gena OPR3, vazne komponente u putu biosinteze JA, rezultiralo pove¢anom
osjetljivos¢u na nekrotrofni patogen B. cinerea. Nalazi upucuju na to da nakupljanje JA
sudjeluje u aktiviranju obrambenih odgovora, budu¢i da su transgenim biljke pokazivale
smanjenu sposobnost taloZenja kaloze. Zanimljivo je da tretman OPDA, ali‘ne i JA, obnavlja
bazalnu otpornost na B. cinerea i inducira talozenje kaloze u transgenimybiljkama SIOPR3-1 i
SIOPR3-2. To sugerira da bi, osim JA, i cis-OPDA mogla imati ulogu u regulaciji-nakupljanja
kaloze u biljkama krumpira inficirnaim s PSTVd.

Nadalje, talozenje kaloze kod coil biljaka bilo je znatno smanjeno,u usporedbi s opr3 i wt
biljkama jer ove biljke ne mogu transducirati JA signal zbog nedostatka funkcionalnog COI1
receptora, Sto ukazuje na to da je funkcionalan“JA-signalni“put esencijalan za adekvatnu
aktivaciju ovog obrambenog mehanizma (Thaler i sur.;2012). MeJA tretman nije imao veliki
utjecaj na nakupljanje kaloze kod coid linija krumpira zarazenih s PSTVd (ova studija), $to je
u skladu s rezultatima istrazivanja na A. thaliana gdje predtretman s MeJA ima relativno'slabi
ucinak na oksidativni odgoverizazvan sa flg22, fragmentom bakterijskog flagelina (Yi sur.,

2014).

Ekspresija CalS12 genapojacana je u opr3 i coil biljkama, dokje Smanjena.u biljkama divljeg
tipa 547 wpi. Ovo epazanje sugerira da akumula€ija JA ili signaliziranje JA nisu potrebni za
aktivaciju ekspresije gena CalS12 u biljkamayinficiranim PSTVd viroidom. Rezultati ovog
istrazivanja na biljkama krumpira tretiranim s INA,pokazali su da nakon tretmana dolazi do
pojacanja ekspresijexCalS12 gena $to sugerira ovisnost 0. SA-signalnom putu. No, u regulaciji
biosinteze kaloze sudjeluje vise CalS gena, na primjer u'soji (Glycine max) je pronadeno 24
CalS gena ukljucenih u regulaciju biosinteze kaloze. Od njih 24, CalS17 i CalS19 pokazali su
jacu ekspresiju u odgovoru na solni stres, ukazujuci na njihovu vaznost u otpornosti na stres
(Zaynab i sur., 2024). Stoga bi rezultati sveukupnih CalS gena unutar biljke krumpira mogli
dati siru sliku o regulaciji biosinteze kaloze tijekom infekcije s PSTVd. U rezultatima RNASeq
analize provedene u ovom istrazivanju identificirano je 10 gena povezanih sa sintezom kaloze.
Vecina tih gena pokazala je pojacanu ekspresiju u opr3 liniji, dok je u coil liniji primjecen
suprotan ucinak, s ve¢inom gena koji su smanjeno eksprimirani. Stoga, dobiveni rezultati
upucuju da su ukljuceni mehanizmi regulacije nakupljanja kaloze povezani s JA, ali 1 s drugim

JA-neovisnim mehanizmima, poput SA i ROS signalizacije, u obrani krumpira od PSTVd.
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4.4. Infekcija PSTVd utjece na ekspresiju gena za fitohormone i sadrzaj

fitohormona

U prethodnim radovima istrazeni su fizioloski i biokemijski aspekte infekcije viroidom PSTVd
u razli¢itim biljnim vrstama, kao $to su krumpir, raj¢ica, petunija i Solanum laxum (Milanovic¢
i sur., 2014, 20193, 2019b). Rezultati tih istrazivanja na krumpiru pokazali su'da yiroid PSTVd
aktivira znacajne promjene u endogenim koncentracijama JA, brasinosteroida (CS)ri auksina
(IAA) u krumpiru cv. Désirée, osam tjedana nakon inokulacije. Ove promjene bile su povezane
S pojacanom ekspresijom gena koji su ukljuceni u biosintezu ivsignalizacija JA, $to sugerira
vaznu ulogu ovih fitohormona u odgovoru biljke na/infekeiju (Milanovic¢ i sur., 2019b).
Medutim, nije potpuno razjasnjena dinamika tih promjena tijekom/razvoja infekcije. Stoga su
eksperimenti za ovu studiju dizajnirani s ciljem da se pratiti dinamika progresije bolesti kroz
razli¢ite faze infekcije i usporedi promjene u hormonskom statusu s viroidnim napadom i
ekspresije gena u krumpiru nakon infekcije s PSTVd. Dobiveni rezultati mogu doprinijeti
boljem razumijevanju molekularnth mehanizama koji podupiru odgovor krumpira na,ovu

specifi¢nu infekciju.

Rezultati analiza provedenih u ovoj studiji, u Sirokom vremenskom tasponu 0d:2.do 8 tjedana
daju uvid u dinamiku promjene u ekspresiji gena i1 sadrzaju hormona, obuhvacajuéi faze
infekcije prije I poslije pojave simptoma. Komparacija rezultatad@analize hormona i ekspresije
gena ukljuéenih'u regulaciju hormonskih putéva omogucila je bolje‘razumjevanje fizioloske
uloge”nakupljanja hormona tijekom odgovora ‘na,infekciju viroldom PSTVd. Istrazivanje
Zheng (2017), otkrilo je znacajne promjene. u kongentracijama ovih hormona u PSTVd
inficiranim _biljkama rajcice $to ukazuje na promjene “signalizacije hormona i regulaciju
odgovora biljke na stres uzrokovanaviroidom (Zhengt sur., 2017). Promjene u ekspresiji gena
povezanih s fitohormonima i njihovim_koncentracijama mogu biti izravno ili neizravno
povezane s razvojem simptomasbolesti 1 prilagodbom biljaka na viroidnu infekciju u rajcici
(Wiesyk i sur., 2018).

4.4.1. Salicilna kiselina: koncentracija SA i ekspresija gena u listovima SA- i JA-
deficijentnih biljaka

Razina SA nije se znacajno promijenila u biljkama divljeg tipa nakon infekcije PSTVd, Sto je

u skladu s prethodno objavljenim rezultatima (Milanovic i sur., 2019b). Podaci o transkriptomu
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iz interakcija drugih biljaka domacina i viroida pokazuju da regulacija gena za biosintezu i
signaling SA uvelike ovisi o specifi¢noj interakciji biljka-viroid (Owens i sur., 2012b; Wiesyk
I sur.,, 2018; Xia i sur.,, 2017). U ovom istrazivanju NahG biljke pokazuju smanjene
koncentracije SA u odnosu na wt biljke, no nisu vidljive znacajnije razlikedizmedu NahG
biljaka inficiranih s PSTVd i mock (kontrolnih) biljaka. Istrazivanja su pokazala da su
normalne koncentracije SA kljucne za koordinaciju obrambenih mehanizama u biljkama
divljeg tipa, dok smanjene koncentracije SA u NahG biljkama rezultiraju povecanom
osjetljivoscu na infekciju patogena PVY i oslabljenom obrambenom sposobnoscu (Baebler i

sur., 2014).

Geni ukljuceni u biosintezu i signalizaciju SA uglavnom su bili potisnuti u ranim fazama
infekcije PSTVd u biljkama divljeg tipa krumpira, dok je kod'NahG linije vidljiva je pojacana
ekspresija gena povezanih sa biosintezom i signalizacijpm SA kroz sve tjedne. Promjena u
ekspresiji gena uklju¢enih u biosintezu 1 signalizaciju SA dogodila se u 5 i 6 wpi, kada je
otkrivena slaba aktivacija ICS i jaku aktivaciju gena PAL i PR-proteina. Osim toga, ekspresija
NPR1 i NPR3 gena bila je blago pojacana, $to ukazuje na aktivaciju SA-signalnog puta kao
odgovor na PSTVd infekelju u obastestirana genotipa. Vrijeme aktivacije ekspresije gena u

skladu je s nakupljanjem vireidne RNA i pojavom simptoma.

Sadrzaj SA u biljkama'podlijeZe i pozitivnoj i negativnoj povratnoj sprezi (Peng i sur., 2021;
Spoel & Dong, 2024). NPR1 djeluje ne samo, nizvodno od SA kako bi aktivirao SAR, ve¢ i
uzvodno od'SA kakobi'potisnuo ekspresiju ICS1ld tako inhibirao biosintezu SA (Zhang i sur.,
2010). Rezultati'ovog istrazivanja sugerirajuida’pojacana ekspresija NPR1 moze biti uklju¢ena

u regulaciju razina SA u krumpiru nakon infekcije PSTVd:

Tijekom istraZivanja zabiljeZena je'specifi¢na pojacana ekspresija gena PR obitelji, ukljucujuci
PR-1b, PR-2 i PR-Q, kod svihitestiranihlinija nakon infekcije PSTVd, sto ukazuje na aktivaciju
PTI obrambenog odgovora. Putevi prijenosa signala u kojima sudjeluje SA poticu ekspresiju
PR gena, zbog Cega su PR geni Siroko koriSteni za pracenje SA-induciranih imunoloskih
odgovora i SAR (Makarova i sur., 2018). Aktivacija ekspresije PR-2 (B-1,3-glukanaza) i PR-
1b gena dogodila se ranije i snaznije u NahG nego u biljkama divljeg tipa. Ovi rezultati su u
skladu s nalazima drugih istrazivanja (Joubert i sur., 2022; Owens i sur., 2012b). Promijenjeni
profil ekspresije gena za SA signalizaciju u NahG biljkama mogao bi biti vazan za raniju i
snazniju aktivaciju PR-2 i PR-1b gena. Manjak SA signalinga nadoknadi se putem drugih

signalnih puteva, kao $to su JA ili ET, §to moze dovesti do brze ekspresije odgovora na stres.
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Ovi rezultati sugeriraju da NahG biljke mogu koristiti alternativne mehanizme signalizacije

kako bi odrzale efikasan odgovor na patogene, cak i u odsutnosti SA.

Nakon infekcije krumpira virusom PVY, aktivacija ekspresije gena NPR1, glavneg.regulatora
SA signalizacije vjerojatno je inducirana posredstvom ET signalnog /modula 1,EIN3,
negativnog regulatora biosinteze SA (Peng i sur., 2021; Ramsak i sur.; 2018). Rezultati mog
istrazivanja sugeriraju da aktivacija ET signalnog puta moze biti ukljuéena wiregulaciju
biosinteze SA i signalnih odgovora na infekciju viroidom PSTVd u krumpiru, na $to ukazuje
pojacana ekspresija gena (kao Sto su ERF1, ERF5, ACQ). Aktivacija.sighalnog puta ET
primije¢ena je u nekoliko interakcija biljke i viroida, ali nedostaju,podaci o sadrzaju ET u
zarazenim biljkama (Joubert i sur., 2022). Da bi se saznalo vise/o ulozi ET u odgovoru na

PSTVd u krumpiru potrebno je analizirati sadrzaj ET:

Moje istrazivanje pokazalo je da smanjene koncentracije SA u NahG biljkama rezultiraju
povecanom osjetljivos¢u na infekciju s PSTVd. Sli¢no tome, istrazivanje na biljkama krumpira
inficiranim virusom PVY pokazalo jeda je'doslo do promjena u biosintezi, fitohormona i
proizvodnji specifi¢nih metabolita Sto je istaknulo ulogu normalne koncentracije SA.u biljkama
divljeg tipa krumpira, koje su od presudne vaznosti za koordinaciju ebrambenih mehanizama

protiv virusa PVY (Baebleri sur., 2014).

S druge strane, koneentracije SA u JA-transgenim biljkama opr3 1 coil vise su nego u biljkama
divljeg tipa kod moeksi‘biljaka inficiranih s PSTVd."JA i SA ¢esto djeluju antagonisti¢ki u
oblikovanju odgovora biljaka na razli¢itenoblike stresa (Adkar-Purushothama & Perreault,
2019). U slucaju da je biosinteza ili signalizacija JA poremecenas povecanje koncentracije SA
pomogle.bi'biljci da razvije obrambeni mehanizam koji se ne'oslanja samo na put JA. Visa
koncentracija SA u ovim transgeni€nim biljkama moze odrazavati kompenzaciju za nedostatak
JA, ¢ime se pojacava imunoleski odgover protiv patogena (Géra-Sochacka i sur., 2019). Na
primjer, pokazano je da blokiranje JA-signalnog puta moze dovesti do poveéanja SA
signalizacije u duhanu (Zhu i sur., 2014), a takoder je istaknuto da postoji povezanost izmedu
koncentracija ovih dvaju hormona tijekom obrambenih odgovora na patogene u Arabidopsisu
(Clarke i sur., 2000).

Ekspresija PR-2 i PR-Q gena bila je snaznija kod opr3 i coil linija nego u biljkama divljeg tipa
Sto moze biti vezano Sa aktivacijom SA signalnog puta u tim linijama. Neki PR proteini,

ukljuc¢ujué¢i PR-2 i PR-3 (endohitinaze) aktiviraju se posredstvom JA, pri ozljedivanju ili
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odgovoru na nekrotrofne patogene (Jain & Khurana, 2018). Dodatno, pojac¢ana ekspresija
NPR1, koji je sredi$nji regulator SA signalizacije, ukazuje na pojacani imunoloski odgovor

opr3i coil linija.

4.4.2. Jasmonska kiselina: koncentracija JA i ekspresija-gena u listovima SA- i
JA-deficijentnih biljaka

Jasmonati, kao klasa oksigeniranih lipidnih fitohormona, imajutulogu u regulaciji biljnih
razvojnih procesa i obrambenih reakcija (Wasternack & Song, 2017)."Moja istrazivanja Su
pokazala da se JA-lle nakuplja u wt i NahG biljkama.u kasnijoj fazi infekcije viroidom PSTVd,
Sto ukazuje na ulogu JA u odgovoru na patogenea Dok kod 0pr34 coil linija nije zabiljezena
znacajnija promjena i koncentracije JA-lle su niskejer bez funkcionalne JA signalizacije
biljkama nedostaje mehanizam za aktivaciju obrambenih odgovora koji ukljucuju JA-Ile. 1z
rezultata se moze zakljuciti da nakupljanje JA-Ile moze biti povezano s manjom osjétljivosti
na stres na temelju rezultata vdRNA, Jer biljkers normalnim JA odgovorom (wt i NahG)
akumuliraju JA-lle, dok biljke"koje nemaju<funkcionalan JA puty(opr3 i coil) ne pokazuju to
nakupljanje. Ovo sugerira da JA signalizacija, a samim time i JA-lle, ima klju¢nu ulogu u
regulaciji otpornostisbiljaka. Koncentracije cis-OPDA kod wt, NahG i coil linija su podjednake
te prikazuju blagi rasttkod PSTVd inficiranih biljaka, dok/inija epr3 prikazuje znacajniji rast

u odnosu_na ostale, posebno u 6 i 7 wpi.

Biljke divljeg tipa obi¢no pokazuju snaznopovecanje razine JA i JA-lle nakon infekcije
patogenima, $to je bitno za aktiviranje obrambenih gena iputova: Na primjer, nakon infekcije
S\P. syringae, wt biljke pokazuju znacajnu regulaciju gena za biosintezu JA, §to dovodi do
povecanih razina JA i JA-lle, koji SUyvazni za postizanje ué¢inkovitog obrambenog odgovora
(Sheard i sur., 2010). Brza akumulacijajjasmonata u biljkama divljeg tipa (wt) uvelike se
razlikuje od transgeni¢nih biljaka, kod Kojih je ova regulacija poremecena zbog genetskih
modifikacija koje utjeu na biosintezu jasmonata ili signalne putove povezane s jasmonatom.
U prethodnim istrazivanjima na liniji neosjetljivoj na JA-lle, coil, pokazuje promijenjene
razine ovih jasmonata tijekom infekcije Arabidopsis biljaka patogenom P. syringae, kao $to su
smanjena ekspresija obrambenih gena i povecana osjetljivost na patogene, unato¢ tome §to su
prisutne niske razine JA i JA-lle (Kloek i sur., 2001). U istrazivanjima na NahG Arabidopsis
biljkama pokazano je da je medudjelovanje izmedu JA i SA bitno za uravnoteZenje obrambenih

reakcija biljaka (Spoel i sur., 2003). U NahG biljkama nedostatak SA moze rezultirati
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prekomjernom aktivacijom JA-signalnog puta, $to potencijalno moze rezultirati promijenjenim

koncentracijama JA i JA-lle tijekom napada patogena.

Moje istrazivanje pokazalo je da infekcija PSTVd inducira ekspresiju gena_za,biosintezu
jasmonata (JA), kao §to su LOX, OPR3 i JAR1 §to prethodi nakupljanju cisZOPDAIJA-lle u
listovima biljaka krumpira divljeg tipa, SA-deficijentnim NahG biljkama te'JA4neosjetljivim
coil biljkama. Regulacija biosinteze JA u biljkama krumpira linije‘opr3 bila je porémecena,
vidljiva je smanjena ekspresija za te navedne gene, $to ukazuje na oslabljenu biosintezu
jasmonata (Pieterse i sur., 2012). Sli¢na istrazivanja pokazala suda mnfekcija biljaka krumpira
i S. laxum viroidom PSTVd izaziva aktivaciju gena uklju€enihar biesintezu JA, uz nakupljanje
JA u kasnijoj fazi infekcije (Milanovi¢ i sur. 2019a, 2019b). Pojacanje ekspresije gena za
biosintezu JA-Ile u ovim biljkama povezano je s povecanjem razine JA-lle. U istrazivanju na
Arabidopsis biljakama tretiranih s NaCl razine JA-Ile u'korijenu povecale su se priblizno sedam
puta, $to je bilo povezano i sa indukeijom gena u signalnom putu JA i JA-lle (Thurew i sur.,
2020).

Pojacana ekspresija gena za transkripcijskifaktor MY C2, koji je‘glavni regulator JA=signalnog
puta i ima ulogu u regulaciju fizioloskih biljnih procesa i specijalizirane sinteze-metabolita
(Luo i sur., 2023) kao ihedredenih JA-ovisnih gena povezanih's obranom,sugerira aktivaciju
JA-signalnog puta nakon infekcije PSTVd kod wtd'posebng kod.opr3 biljaka. 1zrazito poja¢ana
ekspresija MY C2 gena u® wpi kod linije opf3,moze biti povezana s pojatanom ekspresijom
gena‘'za peroksidazu (POX12). Na primjer, pojatana ekspresija MYC2 u biljci ¢aja Camellia
sinensis cv.¢Shuchazao nakon osmotskog stresa rezultirala je povecanjem sadrzaja JA i
peroksidazne aktivaosti (Zhu i sur., 2024). Kod coid biljkaka vidimo smanjenu ekspresiju gena
MYC2, sto je ocekivano. U normalnim uvjetima, COI1 posreduje u razgradnji JAZ proteina,
koji djeluju kao represori MYC2, a kada,je COI1 nefunkcionalan, JAZ proteini ostaju stabilni
I nastavljaju potiskivati MY C2, sprjeavajuéi njegovu ekspresiju i aktivaciju nizvodnih gena
uklju¢enih u JA-posredovane odgovere (Devoto i sur., 2005; Luo i sur., 2023). Podaci o
transkriptomima drugih biljaka zarazenih viroidima pokazali su da infekcija ovim
nekodiraju¢im patogenima utjeCe na ekspresiju gena Koji su ukljuceni u biosintezu i prijenos
signala u kojem sudjeluje JA, a da je regulacija ovih gena ovisna o interakciji viroida i
domacina (Joubert i sur., 2022). Tako je utiSavanje gena LOX uoceno u biljkama rajcice
inficiranim s PSTVd (Wigsyk i sur., 2018) (Wigsyk 1 sur., 2018), a ekspresija gena JAR1 je
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bila pojacana u osjetljivom kultivaru raj¢ice, a utiSana u tolerantnom kultivaru (Owens i sur.,

2012b; Wiesyk i sur., 2018).

Promjena u JA signalizaciji ima zna¢ajan utjecaj na osjetljivost biljaka na PST\dsBiljke koje
nemaju funkcionalan JA signalni put, poput opr3 i coil mutanata, pokazuju Smanjeneirazine
JA i JA-Ile, $to dovodi do slabijeg obrambenog odgovora i poveéane osjetljivosti na PSTVd
infekciju vidljivu kroz rezultate vdRNA, u odnosu na biljke divljeg'tipa. Ovi nalazipodupiru
hipotezu da JA signalizacija, ukljucujuci JA-Ile, igra klju¢nu ulogu u regulaeiji otpornosti
biljaka na viroidne patogene. Osim toga, ekspresija PR-2 iPR-Q,gena bilajé snaznija u opr3 i
coil linijama nego u biljkama divljeg tipa, Sto sugenira da‘postoji aktivacija obrambenih
odgovora u tim linijama, neovisna o JA. JA signalizacija funkcionalno aktivira PR proteine
koji imaju antimikrobno djelovanje, a koji mogu izravno inhibirati rast patogena ili potaknuti
otpornost biljaka na naknadne infekcije (Ali i sur., 2018)..Konkretno, JA signalizacija inducira
ekspresiju nekoliko PR proteina, ukdjuéujuci PR-1, PR-2 i PR-5, koji su kljuéni za obranu
biljaka protiv razli¢itih patogena (Ali i sur, 2018). Ovi nalazi podupiru vaznost JA signalizacije
u regulaciji ekspresije genakoji su kljucni za bazalnu obranu biljaka, ukljucujuéi zastitu od

viroidnih i drugih patogena.

4:4.3. Auksini, ABA i BR: koncentracija hormaona 1 ekspresija gena u listovima
SA- i JA-deficijentnih biljaka

Aux/1AA proteiniimaju ulogu u auksinskoj signalizaciji kae negativni regulatori ekspresije
gena, pri cemu njihova stabilnost ovisi o keneentraciji- AUX. Pri niskim razinama AUX, ovi
protemivinhibiraju ekspresiju gena koji reagiraju na AUX putem interakcije s ARF - faktorima
odgovora na AUX (Tiwari i sur., 2001). Na primjer, ARF8, ¢lan obitelji ARF faktora, regulira
u€inke AUX na rast i razvojdbiljaka, pri €emu je njegova ekspresija pod strogom kontrolom
razina AUX, a aktivnost ovisi o'interakcijama s Aux/IAA proteinima koji potiskuju auksinsku
signalizaciju (Tiwari i sur., 2001). Moje istrazivanje pokazalo je da je pojacana ekspresija ILR1
i ARF8 gena u korelaciji s priviemenim nakupljanjem IAA u 5 do 6 wpi kod wt i NahG biljaka,
Sto ukazuje na pojaCan metabolizam AUX 1 prijenos signala u kojima sudjeluje AUX u
odgovoru na infekciju PSTVd. Kod linija opr3 i coil uocena je smanjena ekspresija ARF8
gena, dok je ekspresija ILR1 gena pojacana kroz sve tjedne sto ukazuje na to da utiSavanje JA
puta moze dovesti do promjena u homeostazi auksina, §to moze naknadno utjecati na ekspresiju
ARF8. Na primjer, ako je JA-signalni put ugrozen, povratni mehanizmi koji reguliraju
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biosintezu i transport AUX mogu se promijeniti, $to potencijalno dovodi do smanjene razine
AUX 1, posljedi¢no, smanjene ekspresije ARF8. Protein COIIl kriticna je komponenta JA-
signalnog puta, a njegov nedostatak u coil biljkama moze dovesti do znacajnih promjena u
ekspresiji gena ukljucenih u JA i AUX signalizaciju. Na primjer, COI1-ovisni JA=signaling
regulira ekspresiju razli¢itih gena ukljucenih u sintezu sekundarnih, metabolita i0brambene
odgovore, §to moze neizravno utjecati na ekspresiju ARF8 i drugih gena povezanih § AUX
(Devoto i sur., 2005). Ovo sugerira da je meduigra (crosstalk) izmeduyJA 1 auksinske
signalizacije slozena i moze dovesti do razli¢itih obrazaca ekspresije, ARF8 u mutantima coil

u usporedbi s biljkama divljeg tipa.

U inficiranim opr3 biljkama MapMan analizom uoceni su pojacano eksprimirani geni
povezanim s AUX, dok je kod ostalih testiranih linija ekspresija gena povezanih s AUX
smanjena. JA i AUX pokazuju antagonisticke funkcijetijekom obrane biljaka (Pieterse i sur.,
2012). U normalnim uvjetima, JA inhibira'signalizaciju AUX kao dio obrambenog edgovora
na patogene, medutim, u 0pr3 biljkama, gdje je signalizacija JA oslabljena, delazi do pejacane
aktivacije puteva povezanihsssAUX. To moze dovesti do povecane osjetljivosti biljaka na
patogene jer visoke razine AUX petic€u rast stanica, Sto olakSava mvaziju patogena, a smanjuje
sposobnost biljke da aktivira, obrambene odgovore posredovane JA (Mazonni-Putman i sur.,
2021). S druge’ strang, smanjepa signalizacija AUX meéze usporiti rast, i razvoj biljke,
potencijalno smanjujué¢i moguénost patogenog napada, ali imsegativno utjecati na vitalnost
biljke, ukljuéujuci usperavanje oporavka od mfekcije (Mazonni=Putman i sur., 2021). Stoga,
raynoteza izmedwJA 1 AUX signalizacije/moZze biti klju¢na za pravilnu reakciju biljke na stres

uzrokovan infekcijama poput PSTVd.

ABA ima dvojaku ulogu u obranifbiljaka protiv virusa, pokazujuéi i pozitivne 1 negativne
uéinke (Alazem & Lin, 2015). Analiza u ovom istrazivanju je pokazala diferencijalnu
ekspresiju gena koji su regulirani s ABA, ukljucuju¢i CYP707Al (gen koji kodira ABA
hidroksilazu, i ukljucen je u inaktivaciju hormona ABA) (Yasuda i sur., 2025) i PYL4 (gen koji
kodira PYRL1-like 4 protein, receptor za ABA). Nakupljanje ABA, kao i ekspresija gena
ukljucenih u ABA signaling su pojacani u linijama NahG, opr3 i coil u odnosu na wt sto
ukazuje da su biljke bez SA i JA osjetljivije i viSe izloZene stresu, u odnosu na wt biljke. Iako
promjene u sadrzaju ABA nisu bile statisticki znacajno razli¢ite u inficiranim biljkama u

usporedbi s kontrolnim biljkama, uoceno je privremeno nakupljanje ABA u NahG, opr3 i coil
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biljkama tijekom 4 wpi, $to bi moglo biti povezano s njihovom vecom osjetljivos¢u na razliCite

oblike stresa.

BR su sterolni fitohormoni koji poti€u otpornost ili toleranciju biljaka na razli€ite viruse,
neovisno o signalizaciji putem SA (Alazem & Lin, 2015). U ovom istrazivanju otkriveno je da
infekcija viroidom PSTVd aktivira ekspresiju gena za biosintezu BRy poput gena DWF4, u
biljkama divljeg tipa, NahG te coil biljaka. Nadalje, ekspresija gena ROT3 je pojac¢ana kod wt
biljaka u kasnijim fazama $to je u skladu s povec¢anjem nakupljanja CS u biljkama divljeg tipa
(ova studija) kao i prethodno provedenim istrazivanjima ma biljkama ksumpira inficiranim s
PSTVd (Milanovi¢ i sur., 2019b). Kod NahG biljaka imamo slabiju aktivaciju ROT3 gena, no
nakupljanje CS je znacajnije kod NahG biljaka u odnosu na/biljke divjeg tipa. U pokusu s JA-
transgeni¢nim biljkama pojac¢ana ekspresija gena \ROT3 dovela je do neSto znacajnijeg
nakupljanja CS kod wt biljaka, za razliku od opr3 i coil trangeni¢nih linija kod kojih vidimo
nizu koncentraciju CS i slabiju ekspresiju, gena ROT3. Ova dinamika ukazuje“na, slozene
interakcije izmedu razlicitih signalnih putevay, ukljuc¢uju¢i BR puteve koji su povezani s

regulacijom razvoja biljke i etpernosti/na stres (Vriet i sur., 2012).

BR povecéavaju toleranciju,biljaka napatogene poticanjem proizvodnje ROSuisaktivacijom
antioksidativnogssustava,(Dengi sur., 2016). BR, kao i JA, poticu sintezu prekursora lignina i
fenolnih kiselina, Stoddoprinosi jacanju stani¢ne stijenke i obrambenihdehanizama (Han i sur.,
2023). U‘ovom istrazivanju otkrili smo da jé kod JA-deficijentnih.i JA-neosjetljivih biljaka
smanjena akumulacija BR, odnosno CSjpracena i, smanjenom proizvodnjom H:0., dok je
povecano nakupljanje CS u NahG biljkama inficiranim s \PSTVd praceno poveéanom
proizvodnjom H:Qa, §to sugerira da bi aktivacija BR' signalizacijskog puta mogla biti
alternativni obrambeni mehanizamskod SA-deficijentnih biljaka krumpira tijekom viroidne
infekcije (Zhang i sur., 2015).

4.4.4. PSTVd infekcija mijenja sadrzaj fitohormona u gomoljima SA- i JA-
deficijentnih biljaka

U ovom istrazivanju uocene su promjene na gomoljima u vidu njihovog oblika, boje 1 mase.
Gomolji svih linija biljaka inficirani s PSTVd su bili manji, izduZenijeg oblika i svijetlije boje,
u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu, odnosno neinficiranu biljku. Osim toga, zabiljezena je

znacajna razlika u ukupnoj masi gomolja, naro€ito u kasnijim fazama (7 i 8 wpi). U prethodnim
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istrazivanjima opisani su simptomi na gomoljima krumpira zarazenim PSTVd-om, ukljucujuci
promjenu oblika od zaobljenog do izduzenog, bez znacajnih promjena u veli¢ini u usporedbi s
nezarazenim biljkama. Ovaj ucinak postaje izraZeniji u kasnijim fazama infekcije, kada su
primijecene dublje 'o¢i' i kvrzice na gomoljima (Katsarou i sur., 2016). Osimstogas, zarazeni
gomolji su pokazivali svjetliju smedu boju pokoZzice u odnosu na kentrolne biljke(Katsarou i

sur., 2016), kao §to je vidljivo i u ovom istrazivanju.

Koncentracije JA i JA-lle u gomoljima biljaka divljeg tipa (wt) u ovom istrazivanju su nize
nego u listovima, no opet su znacajno povisene u prisutnosti PSTVd, Ste,ukazuje na sustavno
povecanje sadrzaja endogene JA u gomoljima inficiranih biljaka, u.ednosu na kontrolne biljke,
§to je u skladu s prethodnim istrazivanjima na(biljkama krumpira inficiranim s PSTVd
(Milanovi¢ i sur. 2019b). Osim toga, znac¢ajno poveéanje koncentracije JA i JA-lle vidljivo je
u 7 i8wpizaPSTVd inficirane biljke NahG linije. Koneentracija SA u gomoljima su znac¢ajno
povisene u inficiranim u odnosu naKontrolne wt biljke, sto sugerira da nakupljanje, SA ima
vaznu ulogu u obrani, ne samo u nadzemfiim dijelovima biljke nego i u podzemnim organima
(Vlot i sur., 2009). Transgeni¢ne linije 0pr3 i'€oil pokazuju sli¢ne trendéve u gomoljima kao
u listovima, s nizom bazalnom kongeentracijom JA i njenih derivatay(JA:lle i cis-OPDA) i SA,
te slabijim nakupljanjem-ovih hormona nakon infekcije s PSTVd, $to ukazuje na vecu
osjetljivost tih biljaka na stres w nedostatku funkcionalnog JA-signalnaeg,puta (Devoto &
Turner, 2005).

Analiza sadrzaja, fitohormona u tkivu gomolja krumpira uwrazdoblju od 4 do 8 wpi u ovom
istrazivanju {okazala je varijacije u rezultatima koje,su vjerojatno povezane s prirodnim
procesima rasta gomolja, jer fitohormoni imaju i'ulegu u regulagiji osnovnih razvojnih procesa,
kao Sto su tuberizacija i1 rast gomolja. U pocetnim fazama infekcije, promjene u razini
fitohormona mogu biti rezultat fizioloskih procesa vezanih uz rast gomolja, dok su specifi¢ni
ucinci PSTVd-a na sadrzaj fitohormona postali izrazeniji tek u kasnijim fazama infekcije.
Mogucée rjeSenje za bolje razumijevanje tih promjena bilo bi provodenje analize u kasnijim
analiza mogla bi pruziti bolji uvid u biolosku ulogu nakupljanja fitohormona tijekom razvoja

simptoma vretenastog gomolja, specificnih za PSTVd infekciju.
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4.5. U¢inci egzogenog tretmana INA ili MeJA na obrambene odgovore u

interakciji krumpira i PSTVd

4.5.1. U¢inak INA na ekspresiju gena u wt i SA-deficijentnim linijamakrumpira
u interakciji krumpir-PSTVd

Egzogeni tretmani salicilnom kiselinom (SA) i njenim derivatima, poznati su po ' Svojoj
sposobnosti da induciraju lokalnu i sistemsku senzibilizaciju biljnih.stanica, cime se ubrzava i
pojacava induciranje obrambenih odgovora protiv patogena §to u komacnici rezultira
povecanom otpornoS¢u biljaka na abiotski 1 biotski stres.amusporedbi s nesenzibiliziranim
biljkama (Martinez-Aguilar i sur., 2016). INA, kao stabilan analog SA, u¢inkovito aktivira
obrambene mehanizme biljke, smanjujuéi replika€iju viroida i time olakSavajuci kontrolu

infekcije (Lopez-Gresa i sur., 2016; Urban i sur., 2022).

U provedenom istrazivanju, dio ispitivanih biljaka bio je tretiran s egzogenom INA, sto je
provedeno u dva navrata: jedan dan prije inokulacije i 6 dana nakon PSTVd inokulacije.
Vrijeme primjene egzogenog tretmanage vazno pa tako primjena SA prije inekulacije moze
pojacati otpornost biljakafa predstojeciystres (Baebler i sur.42011), dok se tretman<nakon
inokulacije pokazao dobar za sprje€avanje replikacije patogena i mjihoveg Sirenja unutar
domacina (LOpez-Gresa i sur;, 2016). Dvokratni tretman primjenjen je,s ciljem postizanja
pojacane ucinkovitosti INA kodindukcije SAR-a.

Ovo istrazivanje pokazalo je da je INA tretman imao pozitivan uginak na rast biljaka, posebice
nadrazlike u visinitretiranih inficiranih NahG_biljakawu odnosu na netretirane inficirane NahG
biljke. Biljke tretirane's INA imale su svjetlije listove, doksu netretirane inficirane NahG biljke
prve pocele razvijati simptome (kloroticne doljnje listove, tamnije vrSne listove). Takoder,
uoceno je da je prosjecna svjeza masa vrsnih listova veca u tretiranih nego u netretiranih biljaka

(mock i inficiranih).

Osim toga, INA tretman je usporio-nakupljanje viroidne RNA i odgoditi razvoj simptoma u
NahG biljkama krumpira inficiranim s PSTVd. Rezultati ovog istrazivanja snazno upucuju na
to da je velika osjetljivost NahG biljaka krumpira posljedica nedostatka SA, buduci da se moze
oslabiti tretmanom INA-om. Osim toga, tretman INA-om takoder je usporio nakupljanje
viroida u divljem tipu krumpira, ali u manjoj mjeri nego u NahG biljkama, §to sugerira da INA

ima sposobnost zastite krumpira od PSTVd. Medutim, zastitni u¢inak INA se s vremenom
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smanjivao. Sli¢no tome, tretman BTH-om privremeno je smanjio Sirenje CEVd-a u biljkama

NahG rajcice, ali nije sprijecio daljnje Sirenje sistemske infekcije (LOpez-Gresa i sur., 2016).

Aktivacija gena povezanih s biosintezom SA (ICS, PAL9) bila je smanjeno eksprimirana kod
svih linija. INA djeluje na mjestu signalizacije posredovane SA nizvodno ad biosinteze SA.
Kod Arabidopsisa, indukcija otpornosti na bolesti pomocu INA' zahtijeva/signalni put
posredovan SA i NPR1, ali ne i JAili ET (Xue i sur., 2017; Yun i sur., 2024). Pokazali smo da
tretman INA-om povecava ekspresiju gena ukljuc¢enih u SA-signalni put i nizvodne obrambene
odgovore. Rezultati ekspresije gena dobiveni u ovom istrazivanjuukazujunato da INA tretman
potice snaznu aktivaciju gena ukljuéenih u signaling SA (SCMT, NPR1, NPR3, SARD) u wt i
NahG biljkama, 2 do 6 tjedana nakon inokulacije viroidom/Suprotno tome, u netretiranim wt

i NahG biljkama do aktivacije SA-povezanih gena dolazi tek u6 wpi.

Sistemska otpornost potaknuta s INAspoekazala je pojacanu ekspresiju gena PRyproteina i
povezanih obrambenih odgovora u razli¢itim biljnim vrstama (Dann i sur., 1996; Bostock i
sur., 2001). INA ucinkovito oponasa ucinke SA, poticuci ekspresiju gena povezanih s obranom,
poput PR proteina (B-1,3-glukanaza.i hitinaza). Ekspresija PR gena.u ovom istraZivanju u svim
INA tretiranim inficiranim, linijama pokazala je jacu aktivaciju ‘Uhsodnosurnasnetretirane
inficirane linije. Netretirane mficirane biljake wt linije pokazujuslabiju aktivaciju PR proteina
u 6 wpiy dok inficirane NahG linija ima snazniju aktivaciju genavezanih uz PR proteine ve¢ u
4 wpi. Rezultati ukazuju nato da SA ima vaznd ulogu regulaciji ekspresiji PR gena i odgovora

biljaka krumpira,na patogen PSTVd.

INA je takoder povecala ekspresiju nekih gena‘povezanth 8 AUX i BR, pojacala ekspresiju JA
biesintetskth gena, sto je u skladu s ucincima egzogenog tretmana SA na biljke krumpira
(Zheng i sur., 2020). S druge strane, INA je povecala ekspresiju gena za biosintezu JA (LOX3,
LOX6, OPR3) i JA signalizaciju (JARL, €OI1, JAZ1), na §to ukazuje pojacano regulirana
ekspresija gena JAZ1 i smanjena ekspresija MYC2 u biljkama zarazenim PSTVd oba testirana
genotipa krumpira. SA-inducirani NPR1 ne samo da orkestrira imunoloski odgovor kroz
aktivaciju gena reguliranih s SA gena, ve¢ takoder djeluje kao korepresor gena reguliranih s
JA, kao §to je MYC2, sto utjee na modulaciju ekspresije nizvodnih JA-induciranih

gena/proteina (Nomoto i sur., 2021).

Ekspresija veéine gena Koji kodiraju peroksidaze bila je promijenjena u wt i NahG linijama
nakon INA tretmana. INA tretman povecava ekspresiju gena za peroksidaze u inficiranim i
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neinficiranim wt biljkama, sto je u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja koja su pokazala
indukciju POD gena tretmanima SA (Almagro i sur., 2009; Baebler i sur., 2014). Ovi rezultati
ukazuju da su peroksidaze bitne komponente imunoloskog odgovora krumpira na infekciju
PSTVd, a njihova ekspresija usko je povezana s koncentracijom endogene SA¢ Istrazivanjem
se uocila aktivacija LiP u wt i NahG biljkama tretiranih INA. Ove peroksidaze imajuulegu u
sintezi lignina, gdje H-0:-posredovane reakcije formiraju krizne veze izmedu lignina, suberina
i drugih komponenti stani¢ne stijenke, stvarajuci fizicku barijeru/protiv pategena (Baebler i

sur., 2014; Li i sur., 2022b; Pandey i sur., 2017).

Porast ekspresije peroksidaza je dio bazalnog odgovora i rezultati ukazuju na pozitivan u¢inak
egzogenog tretaman INA na modulaciju ekspresije peroksidaza i odgovoru na oksidativni stres
infekcije PSTVd. Pojacana ekspresija gena peroksidaza rezultirala je smanjenjem sadrzaja
H202 u INA-tretiranim u usporedbi s netretiranim inficiranim NahG biljkama, 2 i 6 wpi, $to
ukazuje na antioksidativni u¢inak INA nasinficirane NahG biljke. Suprotno tonie,pojacana
ekspresija gena peroksidaza u INA-tretiranim divljim tipovima biljaka korelira s privremenim

poveéanjem sadrzaja H2O> (2:d0.4 wpi).

Proteini MAPK imaju ulegu u prijenasu signalnih informacija vezanih,uz obrambeni odgovor
biljaka na patogene (Jagedzikisur., 2018; Sun & Zhang, 2022). U wit.i NahG. ispitanim linijama
ekspresija MARPK3 i MPKT je porasla nakon INA tretmana, dok je'ekspresija MPKK6 i MAPK4
smanjena‘urodnosu,na netretirane linije. Ekspresija‘™MAPKS Inducirana je INA tretmanom u
linijitbiljaka divljeg tipa, sto je u skladu siistrazivanjem koje pokazuje da SA moze aktivirati
MAPKS3 (Zhang & Klessig, 1997).

Pojacana ekspresija WRKY transkripcijskih faktora, poput WRKY6, dodatno ukazuje na
ukljucenost ovih signalnih puteva uposredovanje obrambenih odgovora biljaka (Naoi i sur.,
2020). Kod Arabidopsisa, “WRKY6 pozitivno regulira aktivnost promotora PR-1 gena,
povezanog sa senescencijom i obrambenim odgovorom na patogene, vjerojatno posredstvom
NPR1 (Lv i sur., 2016; Robatzek & Somssich, 2002). Ovi podaci su uskladeni s prethodnim
istrazivanjima koja su pokazala zna¢ajnu pojacanu ekspresiju WRKY gena povezanih sa SA- i
JA- signalnim putevima u rajéici inficiranoj s PSTVd (Suzuki i sur., 2019; Wigsyk i sur., 2018)
te CBCVd-inficiranom hmelju (Nath i sur., 2019). Aktivacija WRKY®6 putem INA i SA moze

dodatno pojacati obrambene odgovore biljaka na infekcije te smanjiti osjetljivost.

143



Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju sugeriraju da INA-posredovana aktivacija SA i MAPK
signalizacije, ROS-a i PR proteinskog odgovora, te INA-posredovana represija JA-signalnog

puta doprinosi povecanju tolerancije krumpira na PSTVd.

4.5.2. U¢inak MeJA na ekspresiju gena u wt i JA-deficijentnim,i JA-neosjetljivim
linijama krumpira u interakciji krumpir-PSTVd

Primjena egzogenog MeJA ispitana je kako bismo dobili odgovor, na pitanje o tome je li
poveéana osjetljivost transgeni¢nih biljaka (opr3 i coi) na PSTVd povezana s njihovom
nesposobnoscu da nakupljaju JA. Egzogeni tretman.s MeJA provedensje u dva navrata: jedan
dan prije inokulacije i 6 dana nakon PSTVd inokulacije. Istrazivanja drugih autora ukazuju na
to da MeJA tretiranje biljaka jedan dan prije inokulacije moze inducirati lokalnu i sistemsku
senzibilizaciju biljnih stanica, poja¢avajuéi njihovu spremnost za odgovor na napade patogena
(Zhang i sur., 2023). Sli¢no, primjena MeJAy6 dana nakon inokulacije pokazala je povecanje
nakupljanja spojeva povezanih s obranom, dodatno jacaju¢i obrambene mehanizme biljke

(Dorado i sur., 2025).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da su MeJA tretirane biljke op€enito pokazivale manje
izrazene simptome infekcije, ali wt PSTVd inficirane MeJA tretirane ‘biljke pokazale su
znaajno smanjenje simptoma, ukljucujuéi veci rast, Sire lisne/plojke i manje dignute listove,
Sto ukazuje na pozitivno djelotvoran uc¢inak MeJA tretmana na suzbijanje simptoma infekcije.
MeJA tretman nije doveo do znacajnog pobeljsanja urastu stabljike i listova inficiranih biljaka
opr3 i coil linije, stoyje ocekivano jer coil biljke nisu osjetljive na JA (svojevrsna negativna
kontrolasupokusu). Nadalje, istrazivanje je pokazale‘da MeJA tretman gotovo da nije imao
u€inak na akumulaciju viroidne RNAyu inficiranim wt i opr3 biljkama. Iznenadujuce, MeJA
tretman je smanjio nakupljanje viroida utretiranim u odnosu na netretirane inficirane coil
biljke od 2 do 5 wpi, iako ne statisticki znacajno, $to ukazuje na to da coil biljke nisu sasvim
neosjetljive na jasmonate. Ovaj rezultat podrzava hipotezu da JA signalizacija ima ulogu u

regulaciji odgovora na infekciju viroidima.

Nakon MeJA tretmana, u ranoj fazi infekcije PSTVd u biljkama divljeg tipa, zabiljezena je
smanjena ekspresija gena ukljucenih u biosintezu (LOX3, LOX6, OPR3) i signalizaciju (JAR1,
COI1, JAZ1, MYC2) JA, u odnosu na inficirane biljke bez tretmana. Sli¢no, istrazivanje s JA

tretmanom na biljkama krumpira inficiranim patogenom P. infestans, dovelo je do aktivacije
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gena ukljucenih u prijenos signala posredovan s JA 12 sati nakon tretmana, a sam tretman je
rezultirao boljom tolerancijom biljaka na infekciju (Yang i sur., 2022). Kod opr3 linije biljaka,
MeJA tretman djelomi¢no nadoknaduje nedostatak endogene biosinteze jasmonata, buduci da
egzogena JA inducira gene poput JAR1 i COI1, sto rezultira aktivacijom JA signalizacije koja
se dogodila ranije (4 wpi) nego u biljkama bez tretmana (6 wpi). Pristome je u 4 wpi uoéena i
smanjena ekspresija MYC2, sto sugerira uklju¢enost nekih drugih signalnih puteva u regulaciju
antioksidacijskih odgovora posredovanu s MeJA. Biljke linije’ coil pokazujusmanjenu
ekspresiju veéine gena povezanih s JA, posebno u kasnijim tjednima. Rezultati kod coil biljaka
su sli¢ni onima dobivenim bez MeJA tretmana iz ¢ega bise mogao izvu€i zakljucak da MeJA

tretman nema ucinak na biljke linije coil.

Predtretman s MeJA cesto je povezan s aktivacijom obrambenth puteva, §to dovodi do sinteze
zaStitnih spojeva koji pomazu smanjiti replikaciju pategena i poboljsati kontrolu infekcije u
usporedbi s nesenzibiliziranim biljkama (ki i sur., 2018; Nahar i sur., 2011). EkSpresija PR-
gena nije znacajno smanjena u MeJA tretiranim PSTVd inficirnaim biljkama u odnosu na
netretirane inficirane biljkessEkspresija PR-1 i PR-2 gena izgleda nije regulirnana s JA,

medutim, JA moze modulirati ekspresiju nckih drugih PR gena kaownpr. peroksidaze.

Sposobnost MeJA da pojaca obrambene odgovore biljaka debro jerprikazana u istrazivanjima
koja pokazuju da moze dovesti do povecanja aktivfiosti antioksidativnih enzima, poput katalaze
i askorbat peroksidaze, koji su vitalni za detoksikaciju ROS generiranih tijekom napada
patogenar(Yang.i sur., 2012). U ovomistrazivanju, €gzegeni MeJA tretman potisnuo je
ekspresiju gena CAT2 kod wt i coil, ali je inducirao ekspresiju gena APX1 u wt i opr3 PSTVd
inficiranim biljkama krumpira u odnosu na netretirane inficirane biljke. Prethodno istrazivanje
na biljkama krumpira pokazalo je.da u prisutnosti patogena Phytophthora infestans primjena
MeJA tretmana pojacava antioksidativaikapacitet, odnosno aktivnost CAT (Yang i sur., 2022).
Takoder, primjena MeJA je povezana s povecanom aktivnoscu CAT, kao 1 APX, u biljkama
rajéice nakon infekcije nematodama;u odnosu na netretirane biljke (Bali i sur., 2020). U
istrazivanju na raj€ici inficiranoj gljivicom Fusarium oxysporum, biljke divljeg tipa imale su
pojacanu, a JA-neosjetljive biljke (coil) slabiju ekspresiju gena za antioksidacijske enzime,
ukljucujué¢i gen APX (Kadam & Barvkar, 2024).

Rezultati ukazuju na to da je tretman s MeJA kratkotrajno umanjio nedostatak JA u opr3 liniji

1 potaknuo raniju aktivaciju gena za peroksidaze. Ranija aktivacija ekspresije gena ukljucenih
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u metabolizam HO; koincidirala je sa smanjenjem sadrzaja H2O> u tretiranim inficiranim opr3
biljkama (Luli¢, 2024). Rezultati ove studije potvrdili su ukljucenost JA u odgovor na PSTVd
I regulaciju statusa H>O> tijekom odgovora biljaka krumpira na infekciju viroidom PSTVd. (Li
i sur., 2022a; Teng i sur., 2023).

U inficiranim coil biljkama, ekspresija POD i LiP gena blago s¢ pevecava makon MeJA
tretmana. U wt biljkama, MeJA tretman dovodi do smanjene eksprestje POD i LiPsu odnosu
na nentretirane biljke. Primjena MeJA u biljkama krumpira inficiranim gljivicom P. infestans
rezultirala je transkripcijskom aktivacijom gena POD u pocetnoj fazivinfekeije i pojacanom

otpornosti krumpira (Yang i sur., 2022), sto je takoder u skladu/s rezultatima ovog istrazivanja.

POX12 pripada Klasi Il peroksidaza iz superobitelji biljnib~ hem-ovisnih peroksidaza.
Zabiljezeno je da su peroksidaze klase Il uklju¢ene u @dgovor biljaka na napad patogena i u
proizvodnji ROS-a tijekom pocetne faze,oksidativne reakcije (Hemetsberger i sur., 2012).
MeJA tretman uzrokovao je smanjenu ekspresiju gena POX12 u kasnoj fazi infekeije u wt
biljkama. U opr3 i coil linijama nije vidljiva znacajnija promjena u ekspresiji POX22.
Egzogeno primijenjen MeJA nabiljkama krumpira inficiranim patogenom P.uinfestans
povezan je s aktivacijomukupnih POX»i poja¢anom otpornoséu biljaka krumpirama navedenu
infekciju (Yang ifsur., 2022). Bez obzira na statusu endogene JA iyprijenosa signala u kojem
sudjelyje JA, aktivaeija POX12 takoder je stimulirana u PSTVd infi€iranim, sto upucuje na
zaklju¢akida infekeija vitoidom aktivira ekspresiju‘gena POX12 neovisno o putu prijenosa
signalau kojemsudjeluje JA. MeJ A predtretman Stoga nije imao ucinak na promjenu ekspresije
POX12 u coil PSTVd inficiranim biljkama

Tretman's MeJA potaknuo je raniju aktivaciju gena za MAPK u PSTVd inficiranim opr3
biljkama u odnosu na netretirane PSTVd inficirane opr3 biljke. Ekspresija MAPK gena u
PSTVd inficiranim wt biljkama, bila je utiSana nakon MeJA tretmana $to ukazuje na moguéu
povezanost MeJA (JA) i MAPK signalnih puteva, s naglaskom na negativnu regulaciju MAPK
signalnih puteva posredovanu JA. U tretiranim PSTVd inficiranim coil biljkama ekspresija
MAPK gena ostala je uglavnom nepromijenjena, s izuzetkom prolazne aktivacije MAPK3 i
MAPK4 (ne u isto vrijeme) kod netretiranih biljaka, $to sugerira da coil biljke nisu u
potpunosti neosjetljive na MeJA. Jedan od razloga izostanka potpune neosjetljivosti biljaka
coil na MeJA moglo bi biti nepotpuno utiSavanje gena COI1 jer u krumpiru ima vise alela

(Halim i sur., 2009).
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Analizirani su i geni ukljuceni u biosintezu (ICS i PAL9) i signalizaciju SA (NPR1 i SARDL1).
Nakon MelJA tretmana, kod wt PSTVd inficiranih biljaka ekspresija ICS, NPR1 i PAL9 gena
je smanjeno eksprimirana u odnosu na netretirane biljke, dok SARD1 ima identi¢nu ekspresiju

jasmonate u tkivu listova, §to moze pozitivno utjecati na pojacavanj
sudjeluje SA. Rezultati ukazuju na to da MeJA tretman

regulaciji SA-gena.
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5. ZAKLJUCCI

Interakcija izmedu PSTVd viroida 1 biljaka domacina predstavlja dinamican 1 slozen proces
koji duboko utjece na fiziologiju, genetiku i obrambene mehanizme biljaka. Infekcija PSTVd
uzrokuje znacajne promjene u biljkama krumpira, ukljucujuci oksidativni str€s, akumulaciju
H:0: i kaloze te promjene u ekspresiji gena uklju¢enih u obrambene reakcije. Ovi‘'mehanizmi

ukazuju na aktivaciju bazalnog odgovora na biotski stres kod krumpira.

Utvrden je mali postotak zajednickih diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) izmedu divljeg
tipa i SA-deficijentnih NahG biljaka, kao i izmedu biljaka divljeg tipa, 0pr31 coil. Navedeni
rezultati ukazuju na specifi¢nost transkriptomskih odgovora‘u kontekstu PSTVd infekcije,

povezano s regulacijom SA i JA.

Funkcionalne GO i KEGG analize pokazale su wutiSanu ekspresiju gena povezanih s
fotosintezom 1 procesima povezanim.s tilakoidima i kloroplastima, a pojaanu ekspresiju gena
ukljucenih u procese povezane s odgovorom nahormone, aktivaciju procesagpopravka DNA i
transkripcije mRNA, te katalitickom i aciltransferaznom aktivnos$éu u inficiranim,u odnosu na
neinficirane biljke. Ovi [procesi” povezani su s interakcijama  izmedu biljke 1 patogena,
prijenosom hormona te bioesintezom' sekundarnih metabolita koji“igraju kljuénu ulogu u

obrambenom odgovoru biljke.

Transgeni€ne linije deficijentne u SA (NahG) JA (0pr3 i'coil) pokazale su razliit stupanj
osjetljivosti na RSTVd infekciju u odnosu,na biljke divljeg.tipa (wt). NahG linija je pokazala
izrazenije simptome i vecu akumulaciju viroidne” RNA, §te ukazuje na vaznost SA u
obrambenom odgovoru. Nasuprot tome, opr3 1°coil linije, deficijentne ili neosjetljive na JA,
pokazuju brzi porast akumulacije yiroidne RNA u ranijim fazama infekcije, no ne dolazi do

pojave izraZenijih simptoma.

PSTVd infekcija u biljkama divljeg tipa (wt) izaziva znacajan porast nakupljanja H20-, $to
ukazuje na snazan obrambeni mehanizam. Linije opr3 i coil, koje imaju smanjenu akumulaciju
ROS, pokazuju sporiji razvoj simptoma u odnosu na wt biljke, Sto sugerira ulogu JA

signalizacije u regulaciji enzima koji stvaraju i razgraduju ROS.

U ranim fazama infekcije, wt biljke pokazuju porast ekspresije gena POX12, dok kasnije dolazi

do indukcije gena APX i LiP, sto upucuje na pokusaj jacanja stani¢nih stijenki i ograni¢avanja
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Sirenja patogena. NahG biljke imaju smanjenu ekspresiju gena za peroksidaze, $to dodatno

ukazuje na ulogu ROS u obrambenom odgovoru na PSTVd infekciju.

Tijekom PSTVd infekcije, u wt i NahG biljkama dolazi do diferencijalne ekspresije gena koji
kodiraju MAPK, uz pojac¢anu ekspresiju MAP kinaza i kalmodulinskih proteina u divljem tipu,
Sto sugerira SA-ovisnu aktivaciju MAPK i Ca?" signalnih puteva, kljucnth za obrambene

reakcije biljaka.

Kod NahG PSTVd-inficiranih biljaka zabiljezeno je smanjenesnakupljanje kaloze u odnosu na
wt biljke, Sto sugerira da nedostatak SA signalizacije/oslabljujerobrambeni odgovor. INA
tretman povecava nakupljanje kaloze, dok NahG bhiljke T dalje pokazuju smanjenje talozenja,

ukazujuci na ulogu SA signalizacije u regulaciji taloZenja kaloze'kao zastite.

Nakupljanje kaloze bilo je smanjeno u opr3 i coil liniji wusporedbi s wt biljkama, §to sugerira
da JA signalizacija ima ulogu u sintezi kaloze. Tretman s MeJA nije imao znacajan utjecaj na

kalozu kod coil linije.

Nakon PSTVd infekcijegrazine SA injegovih derivata nisu se zna€ajno mijenjale, ali'dolazi do
aktivacije SA signaling u kasnoj fazr infekcije, usporedno s nakupljanjem viroidne RNA i
pojavom simptoma. U opr3 i coil inficiranim i neificiranimdiljkama; koncentracije SA bile su
viSe Unego u biljkama divljeg tipa, Sto sugerira kompenzacijsku aktivaciju SA signalizacije u

nedostatkuJA.

PSTVd infeKcija 1zaziva nakupljanje JA-lle u kasnijimnfazamaw biljkama divljeg tipa (wt) i
NahG; dok u opr3 i‘coil linijama koncentracija JA-lle,ostaje niska. PSTVd infekcija inducira
ekspresiju gena za biosintezu jasmonata, no kod opr3 biljaka ta ekspresija je smanjena, §to
ukazuje na oslabljenu biosintezu jasmonata. Pojacana ekspresija MY C2 sugerira aktivaciju JA
signalizacije u wt i opr3 biljkama, dok je kod coil smanjena zbog nefunkcionalnog COI1

receptora.

Pojacana ekspresija ARF8 i ILR1 gena u biljkama divljeg tipa sugerira pojacan metabolizam i
signalizaciju AUX u odgovoru na PSTVd infekciju. U opr3 i coil linijama, smanjena ekspresija
ARF8 i povisena ekspresija ILR1 ukazuju na to da inhibicija JA puta utjee na homeostazu

auksina i ekspresiju ARF8.
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Ekspresija ABA signalizacije bila je pojacana u linijama NahG, opr3 i coil u odnosu na wt,

Sto sugerira da biljke bez SA 1 JA signalizacije imaju vecu osjetljivost na stres.

Infekcija PSTVd viroidom aktivira ekspresiju gena za biosintezu BR, $to dovodide znac¢ajnog
nakupljanja kastasterona (CS) u SA-deficijentnim NahG biljkama, ali ne u wt biljkamasU JA-
transgeni¢nim opr3 i coil biljkama, ekspresija ROT3 gena i nakupljanje CS'je slabije nego u

wt biljkama, nakon infekcije viroidom.

INA tretman ublazio je simptome i smanjio akumulaciju vireidne RNA u inficiranim NahG i

wt biljkama.

Tretman INA-om povecava ekspresiju gena akljucenih'u, SA signalizaciju, obrambene
odgovore i PR proteine, te gena povezanim s AUX, BR i biosintezom JA. Takoder, potice
ekspresiju gena za peroksidaze, a ucinak je jaci na NahG liniju, sto ukazuje na pozitivan ué¢inak

INA tretmana u modifikaciji odgovera na oksidativni stres tijekom PSTVd infekcije.

MelJA tretman nije znacajnopobeljsao rast stabljike i listova u inficiranim‘opr3.coil biljkama,

a nije imao znacajan u¢inka na akumulaciju viroidne RNA u wt, 0pr3 i ¢0il biljkama.

Nakon MeJA tretinana, u ranoj fazi infekcije, doslo je do smanjengekspresije gena povezanih
s biosintezom (1 signalizacijom JA u wt biljkama u odnosu na netretirane biljke. U opr3
biljkama,"MeJA"je,djelomicno nadoknadio fiedostatak, biosinteze JA, te je doslo do ranije
aktivacije’ JAsignalizacije, u odnosu na biljke bez tretmana. Kod coil biljaka, MeJA tretman

nijé imao znacajan ucinak.

Ovi rezultati ukazuju na ulogu fitohormona SA 1'JA"u obrambenom odgovoru krumpira na
viroidne infekcije, te sugeriraju potencijalnu primjenu egzogenih tretmana za poboljSanje
otpornosti biljaka na patogene.sPodaci istiéu vaznost ravnoteze izmedu signala posredovanih
SA i JA u odgovoru na PSTVd infekeiju, a tretmani poput INA i MeJA mogu pomoci u

smanjenju simptoma i kontroli infekcije.
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7. SAZETAK

Viroid vretenastog gomolja krumpira (PSTVd) uzrokuje znaCajne promjene u biljkama
krumpira, ukljucuju¢i morfoloSke promjene, pojavu oksidativnhog stresa te promjene u
signalizaciji fitohormona. U ovom doktorskom radu istrazen je utjecaj infeketje PSTVd na
divlji tip (wt) i transgeni¢ne linije krumpira deficijentne za salicilnu kiselinu (NahG),
deficijentne za JA (opr3) te neosjetljive na JA (coil). Cilj istrazivanja.bioje istraziti ulogu SA
i JA u biljnom odgovoru na viroidnu infekciju te utvrditi kako tretmani s analegom SA (INA)

i metil jasmonskom kiselinom (MeJA) utje¢u na simptome i akumulagiju viroidne RNA.

Rezultati su pokazali da nedostatak SA u NahG biljkama pevecavaiesjetljivost na infekciju
PSTV(d, sto se ocitovalo u ja¢im simptomima i vecoj akumulaciji«viroidne RNA u odnosu na
wt biljke. INA tretman znac¢ajno je smanjio simptomeiinfekcije, smanjio akumulaciju viroidne
RNA 1 oksidativni stres, $to ukazuje na ulogu SA u otpornosti biljaka na viroidne infekcije. S
druge strane, JA-transgenicne biljkef0pr31 coil, pokazale su manju akumulaciju ROSii sporiji

razvoj simptoma, dok je MeJA tretman smanjio simptome i akumulaciju virgidne RNA.

Ekspresija gena povezanih sa SAyi JA signalizacijom pokazala je razlike izmedu wt i
transgeni¢nih linija, pri ¢emu su SA-"i JA-signalni putevi vazni za aktivaciju obrambenih
odgovora na PSTVd. Osim toga, akumulacija ROS i kaloze takoder je bila regulirana
fitohormonima, naglasavaju¢i vaznost ovih signalnih puteva i obrani biljaka od viroidnih

patogena.

Owvi rezultatifistiéu waznost kombinacije SA-.1 JA-signalih puteva u odgovoru krumpira na
viroidne infekcije ste sugeriraju da tretmani fitohormonima mogu pruziti strategiju za
ublazavanje simptoma i smanjenjeSirenja infekcije. Ovo istrazivanje doprinosi razumijevanju
molekularnih mehanizama obrane biljaka te nudi potencijalne smjernice za razvoj otpornijih

kultivara krumpira.

182



8. SUMMARY

Potato spindle tuber viroid (PSTVd) causes significant changes in potato plants, including
morphological alterations, oxidative stress, and hormone signaling disruptions. In this
dissertation, the impact of PSTVd infection on wild-type (wt) and transgenic potato lines
deficient in salicylic acid (NahG), jasmonic acid (opr3) and plants, that @are inSensitive, to
jasmonic acid (coil). The objective was to explore the roles of salicylic.acid (SA) and jasmonic
acid (JA) in the plant response to viroid infection and determine how treatments with an SA
analogue (INA) and methyl jasmonate (MeJA) influence symptoms and viroid RNA

accumulation.

The results showed that SA deficiency in NahG' plants increased susceptibility to PSTVd
infection, resulting in more severe symptoms and higher viroid RNA accumulation compared
to wt plants. INA treatment significantly reduced infection symptoms, lowered viroid RNA
accumulation, and mitigated oxidative stress, highlighting the crucial role of SAnin plant
resistance to viroid infection. On the other hand, JA-transgenic plants, opr3 and.coil, exhibited
reduced ROS accumulation and slower symptom development, while MeJA treatment
alleviated symptoms andireduced vireid RNA accumulation.

Gene expression‘analysesrevealed differences between wt and transgenic lines, indicating that
SA and JA signaling pathways are essential for activating .defense responses to PSTVd.
Additionally; ROS and.callose accumulation were regulated by.phytohormones, emphasizing

thedmportance of these signaling pathways,in plant defense against viroid pathogens.

These findings accentuate the significance of SAand JA signaling in potato's response to viroid
Infection and suggest that hormongstreatments can offer strategies to mitigate symptoms and
limit the spread of infection. This study contributes to the understanding of molecular defense
mechanisms in plants and offers potential guidelines for developing more resistant potato

cultivars.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Lista pocetnica koristenih za RTqPCR analize ekspresije gena

Duljina
ID gena . e . 060 umnozenog
(NCBI) Ime gena Naziv pocetnice Nukleotidna sekvenca 5°'-3 PCR
produkta (pb)
LOX3-F GCAGAAAGCCAACAAAAGCA
102577714 LOX3 159
LOX3-R* CGGGGATAAGGAACTGAACA
LOX6-F TGTGTCACACCCITCTTTTECTTC
102583480 LOX6 119
LOX6-R AAGTGGAGTGGATCTTGATTGAG
OPR3-F° CCAGGGATTITCACAAAGGA
102586989 OPR3 206
OPR3-R" TGAGTTCCATCAGGCATCAG
JAR1-F CCATTCAGITCCCAGAAGATCACG
102578750 JAR1 115
JARL-R* TGGAGGCAGCAGCACAGC
COI1-F TTGTGTTTGGATTCGGTTTT
102584101 coll 152
COIL-R* ATCTGCCACCACCTCTTGC
JAZ1-F* TTCATCATCGTCATCGICGT
102580049 JAZ1 235
JAZ1-R? GGGGTTTTGTTTGTTGGCTA
MYC2-F CGGCCCAATTTCAGCTTCAT
102590233 MYC2 112
MYC2-R GACCCTAATTCGAACACGCC
ICS-F ATGTGCATCAACGGAGCTTC
102589572 ICS 185
ICS-R TCGGCTGTTGECATCAAATCG
PAL9-F TGCTGATGATCCCTGCAGTTCA
102596017 PAL9 204
PAL9-R GGGTTGCCACTTTCAAGCATAG
PAL2-F GCTTCAAGGCTACTCTGGCATTAG
102596891 PAL1 111
PAL1-R® CCTGAGGCAGTGACCGTTCC
SCMT-F AGAGGTAGCAAGGGAAAACGG
102590256 SCMT 142
SCMT-R GTGAGCCAGCATTGATTCTTGG
NPR1-F° GGTGCACCGATGCATTTTGT
102592156 NPR1 146
NPR1-R° AATAGGCGAGCACACTGACC
NPR3-F ACTTCATTCTGTCACAGCAAGC
102601928 NPR3 72
NPR3-R GTGGAAGAAAGCTGCAGTCTG
102604313 SARD1 SARD1-F GCGTAATTGCTTGTTGTTTGATG 72
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SARD1-R ACTTTTTGCCCCTCTCTTTATGG
PR1b-F¢ TGGTGATTTCACGGGGAGGGCA
102577780 PR-1b 100
PR1b-RY TCCGCACACTTGTCCGCTTGCA
PR1-F GGGAGAAGCCAAACTACAACTATG
102577780 PR-1 116
PR1-R? ACGAGCCCGACCACAACC
PR2-F? GATGGAACGAACAGGAGGAG
102577444 PR-2 150
PR2-R? GGCTTTCTCGGACTACCTTC
PRQ-F GCTTGACTACGCGCTGTTTA
102605428 PRQ 192
PRQ-R TCAATGGACGTECAATTGCCC
MKK6-F TAGCAGTCCACCACCTTCTG
102594623 MKK6 180
MKK6-R AGGCTACTGACAAGGATGCT
MAPK4-F TTTGGTCAGTGGGTTGCATA
102584056 MAPK4 222
MAPK4-R? GGGGAGATGAATTTGGGAAT
MAPK3-F CAGCAACCAAGGTATAATGTTT
102585585 MAPKS3 90
MAPK3-R! CTGTCATATTCTCGTITCTCTAGG
MAPK?7-F CGGTAGCTGTCGTGTTETTG
102592852 MAPK7 192
MAPK7-R GGGGTTCACGCAATCAAAAT
WRKYG6-F AACAGAGCAATCGAAGGGTT
102577893 WRKY®6 196
WRKY6-R CAACCGGCGTAGTGATGATG
DWF4-F° TTGGCTCTTGGAAACAGGAT
102603786 DWF4 167
DWF4-R® TGGAGCAGAAACCACTCCTT
ROT3-F° TGGACCCTGGAGAAGAATTG
102598106 ROT3 239
ROT3-R® CCCATCAGCATTCCCTAAGA
ILR1-F® AAATGGTTGACTGGGAGCAC
102582416 ILR1 254
ILR1-RP CAAAGGAAAGTTGGGATGGA
ARF8-F ACAGATGTTCGGGATCGAAG
102597643 ARF8 264
ARF8-R° AGTCCGGACATGAAATCTCG
PYLA-F CGAGTCTGTTCAAAGTTTGCTTG
102602772 PYL4 97
PYL4-R GATGACCTCAATTCCCCCAATTC
CYP707Al-F GACAACAAGCATCGCACGAG
102577541 CYP707A1 98
CYP707Al1-R TGCCTGGTTGTGCTTTTTGG
102577694 POD POD-F® CAGCAACCAAGGTATAATGTTT 140
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POD-R® CGCGGATGGAGGCAAGTCT
APX1-F¢ ACCAATTGGCTGGTGTTGTT
102586473 APX1 147
APX1-Re TCACAAACACGTCCCTCAAA
CAT2-F TGCCCTTCTATTGTGGTTCC
102577720 CAT2
CAT2-R® GATGAGCACACTTTG
CalS12-F CGAGGAGGCACTGAAAATG
102594698 Cals12
CalS12-R CGGATTTTCAGGGGG
POX12-F
102586327 POX12 179
POX12-R
LiP-Ff
102588050 LiP 200
LiP-Rf
CalS12-F CGAGGA TGAAAATGAGGAAC
102594698 cals12
CGGATTTTCAGGGGGTTGGCT
ACTGGTGGTTTTGAAGCTG
102577640 EFal

F - Uzvodna pocetnica

R - Nizvodna pocetnica

a (Saubea' isur., 201
b (Milanovic¢ i sur., 20

AACTTCCTTCACGATITCATC

\ 4
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Prilog 2. Funkcionalna klasifikacija genske ontologije (GO) svih DEG izmedu biljaka inficiranih s‘'PSTVd i kontrolnih mock inokuliranih biljaka (a) divljeg
tipa (wt), te transgeni¢nih biljaka (b) NahG inficiranim PSTVd: glavni GO termini (oni s najvise DEG) pripadaju kategorijama bioloskog procesa (engl.
biological process, BP), stani¢ne komponente (engl. cellular component, CC) i molekularnayfunkeija. (engl. molecular function, MF). GeneRatio (x-0s)
izraCunava se kao omjer izmedu broja gena prisutnih u GO izrazu i ukupnog broja gena u Kategorijia Tabliéni prikaz rezultata prikazanih na Slici 33.

a)

b)

broj UP- broj DOWN-
ID termina Naziv GO termina (engleski) p-vrijednost reguliranih  [reguliranih

NahG gena gena
Biological Process GO:0006817 |phosphate ion transport 0.01144 5 15
Biological Process G0:0015698 |inorganic anion transport 0.01144 5 18
Biological Process G0:0009620 |response to fungus 0.01144 5 24
Biological Process G0:0050832 |defense response to fungus 0.03672 3 19
Biological Process GO:0006820 |anion transport 0.03672 5 20
Biological Process G0:0006811 |ion transport 0.03672 11 28
Cellular Component |GO:0005886 |plasma membrane 0.00009 20 52
Cellular Component [GO:0071944 |cell periphery 0.00112 23 54
Cellular Component [GO:0016021 |integral componént of membrane 0.00454 44 148
Cellular Component [GO:0005887 |integral component of plasma membrane 0.03198 1 7
Cellular Component  [GO:0031226 |intrinsic component of plasma membrane. 0.04853 3 11
Cellular Component  [GO:0016020_[membrane 0.04853 54 166

broj UP- broj DOWN-
ID termina Naziv GO termina (engleski) p-vrijednost reguliranih  [reguliranih

wt gena gena
Biological Process G0:0015979 |photosynthesis 6.98716E-09 1 28
Biological Process G0:0009628 |[response to abiotic stimulus 6.98716E-09 10 36
Biological Process G0:0009416 |response to light stimulus 9.65356E-07 3 22
Biological Process G0:0009266 |[response to temperature stimulus 1.71753E-06 6 15
Biological Process G0:0009314 |response to radiation 1.81760E-06 3 22
Biological Process G0:0048511 [rhythmic process 5.66444E-06 8 2
Biological Process G0:0042752 |regulation of circadian rhythm 2.39033E-05 6 1
Biological Process G0:0007623 |circadian rhythm 2.39033E:05 8 1
Biological Process G0:0009765 [photosynthesis, light harvesting 1.78911E-03 0 16
Biological Process G0:0110102 |ribulose bisphosphate carboxylase complex assembly 4.13332E-03 1 2
Biological Process G0:0009409 |response to cold 4.13332E-03 5 5
Biological Process G0:0009408 |[response to heat 4.13332E-03 1 10
Biological Process G0:0042221 |response to chemical 4.13332E-03 28 32
Biological Process G0:0050896 |response to stimulus 4.13332E-03 83 69
Biological Process G0:0035966 |[response to topologically incorrect protein 4.66487E-03 1 7
Biological Process G0:0015977 |carbon fixation 4.73258E-03 1 4
Biological Process G0:0042542 |response to hydrogen peroxide 5.05557E-03 0 7
Biological Process G0:0006457 |protein folding 5¢(58238E-03 1 16
Biological Process G0:0051259 |protein complex oligomerization 1.02258E-02 1 6
Biological Process G0:0006558 [L-phenylalanine metabolic process 2.62835E-02 4 0
Biological Process G0:0006986 |[response to unfolded protein 2.84398E-02 0 5
Biological Process G0:0006979 |[response to oxidative stress 2.84398E-02 6 10
Cellular Component [GO:0009534 |chloroplast thylakoid 1.89100E-13 1 31
Cellular Component [GO:0042651 |thylakoid membrane 6.10405E-13 1 28
Cellular Component |G0:0009522 |photosystem | 8.26278E-12 0 16
Cellular Component [G0:0042170 |plastid membrane 1.73464E-10 2 30
Cellular Component |G0:0009526 |plastid envelope 1.89146E-10 2 35
Cellular Component |G0:0009579 |thylakoid 2.64748E-10 1 34
Cellular Component  [GO:0034357 |photosynthetic membrane 1.50328E-09 1 29
Cellular Component  [GO:0009536  |plastid 5.55493E-09 9 58
Cellular Component |GQ:0009507 |chloroplast 6.76086E-09 8 55
Cellular Component |G0:0009523 |photosystem |1 1.43713E-08 0 15
Cellular Component |G0:0031975 |envelope 2.25560E-06 4 38
Cellular Component  [G0:0009521 |photosystem 4.45554E-06 0 18
Cellular Component |G0:0031984 |organelle subcompartment 4.38837E-05 4 33
Cellular Component  [G0:0009570 |chloroplast stroma 3.53801E-02 3 10
Molecular Function |GO:0044183 |protein folding chaperone 2.11535E-04 1 7
Molecular Function  |G0:0016168,, | chlorophyll binding 3.58092E-03 0 13
Molecular Function |G0O:0051082 |unfoldedsprotein binding 1.13651E-02 0 12
Molecular Function  |G0:0051787 "|misfolded protein binding 2.70901E-02 0 5

187



Prilog 3. Funkcionalna klasifikacija genske ontologije (GO) svih DEG izmedu biljaka inficiranih s PSTVd 1 kentrolnith-mock inokuliranih transgeniénih biljaka
(@) opr3, (b) coil inficiranim PSTVd: glavni GO termini (oni s najvise DEG) pripadaju kategorijama bioloSkog procesa (engl. biological process, BP), stani¢ne
komponente (engl. cellular component, CC) i molekularna funkcija (engl. molecular function, MF): GeneRatig (X-os) izracunava se kao omjer izmedu broja
gena prisutnih u GO izrazu i ukupnog broja gena u kategoriji. Tabli¢ni prikaz rezultata prikazanih na Slici36:

a)

b)

broj UP- broj DOWN- broj UP- broj DOWN-
IDtermina | Naziv GO termina (engleski) p-vrijednost reguliranih | reguliranih e IDtermina  [Nazi/ GO termina (engleski) p-vrijednost reguliranih |reguliranih

opr3 gena gena gena gena
Biological Process G0:0042221 |response to chemical 9.41657E-06 39 27 B?ological Process GO: 00134 wphotosynthes?s - - 6.63958E-15 o 59
Biological Process GO:0010033 [response to organic substance 1.24446E-05 34/ 18 B!o\og!cal Bgcess G0:0009765 phOlcsynlhef's' Iwgr.\t harvesting 6.01304E-12 0 21
Biological Process | G0:0009628 |response to abiotic stimulus 1.74609E-04 5 19 E:ZE::EZ: s (00 :Z’::i’:‘s_i::o'rfz:‘t;'r“eul'_":‘iage Pty : b
Biological Process _|G0:0009416_response to light stimulus 1.84100E-04 ’ 13/ giological Process |G0:0009628  |response to abiotic stimulus 7.51323€-09 21 60
Biological Process  1GO:0009765_|photosynthesis, light harvesting 6.04101€-04 0 8|l Biological Process . |60:0019684 |photosynthesis, light reaction 3.34392E-05 0 32
Biological Process G0:0070887 |cellular response to chemical stimulus 2.89088E-03 18 17 Biological Process 60:0015995 |chlorophyll biosynthetic process 2.82468E-03 1 8
Biological Process G0:0071310 |cellular response to organic substance 9.12038E-03 15 11 Biological Process 60:0042221 |response to chemical 3.15461E-03 65 63
Biological Process  |G0:0050896 |response to stimulus 1.23060E-02 81 54/ IBiological Process  |G0:0015994 |chlorophyll metabolic process 4.37469E-03 2 9
Biological Process G0:1901362 |organic cyclic compound biosynthetic process 1.34708E-02 66! 23|Igjological Process G0:0033013 |tetrapyrrole metabolic process 7.33623E-03 2 12
Biological Process  |G0:0015744 |succinate transport 2.75469E-02 2 0| Biological Process  [G0:0050896 |response to stimulus 1.20082€-02 144 197
Biological Process G0:0015709 |thiosulfate transport 2.75469E-02 2 OflBiological Process G0:0006779 | porphyrin-containing compofind biosynthetic process 1.43221E-02 1 10
Biological Process G0:0010143 |cutin biosynthetic process 2.75469E-02 4 0||Biological Process G0:0048511 |rhythmic process 1.67251E-02 2 8
Biological Process G0:0009725 |response to hormone 2.75469E-02 25 7||Biological Process GO:0033014 |tetrapyrrole biosynthetic process 2.19696E-02 1 10
Biological Process G0:1902969 |mitotic DNA replication 2.76558E-02 0 3||Biological Process GO:0006091 |[generation of preclirsor metabolites and energy 4.30563E-02 9 41
Biological Process G0:0009653 |anatomical structure morphogenesis 2.76558E-02 12 3||Biological Process G0:0010105¢ [negative regulation of ethylene-activated signaling pathway 4.54121E-02 5 0
Biological Process G0:0045487 |gibberellin catabolic process 3.30049E-02 2 1 Bio:cgica: Process G0:0070298 nelgative regulali;)rll of phosphorelay signal transduction system 4.54121E-02 5 0
Biological Process  |GO:0016115 |terpenoid catabolic process 3.30049E-02, 2 1||Biological Process  1G0:0006595 _{pOlygiiilla,metaboliifocess 4.54121E-02 4 3
Bio\o:ical Process G0:0009699 phepnylpropanoid bioiyn(hetic process 3.30049E-02 9 3 B?u\ogical Process G0:1901700 respor\se to oxygen-containing.compound 4.54121E-02 20 31
Biological Process G0:0032502 |developmental process 3.65210€-02 25 1 B!O\cgfcal Process G0:0006082 |organic acid metabolic p.rocess 4.54121E-02 62 33
Biological Process G0:0000727 |double-strand break repair via break-induced replication 4.14535E-02 0 3/Biological Process G0:0044281 |small molecHEIMERALGIic process 4.54121E-02 89 45
rn oGt oagee T .
B!o\ogfcal Process G0:0009698 |phenylpropanoid nr‘leta.bohc process 4.61971E-02 10 4 Cellular C <o shylakoid 5.47942E-15 3 9
Biological Process G0:0044786 |cell cycle DNA rgpllcatlon 4.87685E-02 2 3 Cellular C @0:0034357 " 4.29550E-14 3 55
Cellular Component  |G0:0005576 |extracellular region 1.40005E-04 33 4| ceflular ¢ G0:0009523 |ph I 2.27762E-13 0 28
Cellular Component  |G0:0009522 |photosystent(] 1.95682€-03 0 8| Gellular Component  |G0:0042170|plastid membrane 1.56024E-12 6 50
Cellular Component |G0:0009523 |photosystem Il 2.89047E-03 0 9/ cellular Component |G0:0009579  |thylakoid 4.64860E-12 4 58
Cellular Component  |G0:0005618 |cell wall 1.30025E-02 14 1| cellular C G0:0009521 1.68367E-11 0 39
Cellular Component  |G0:0005788 |endoplasmic reticulum lumen, 1.68342E-02 0 4||cellular Component |GO:0009526,, |plastid envelope 2.03800E-11 9 55
Cellular Component  [GO:0055035 |[chloroplast thylakoid membrane, 1.68342E-02 1 11||cellular C G0:0009507 1.67756E-08 26 91
Molecular Function  [G0:0046912 |acyltransferasesactivity, acyl'groups,converted into-alkyl on transfe 1.53564E-02 0 5||Cellular Component |G0:0009536 |plastid 1.67756E-08 31 94
Molecular Function  [GO:0016746 |acyltransferase activity 1.53564E-02 17 8||Cellulan,C G0:0009538 | reaction center 4.60927E-05 0 6
Molecular Function  [GO:0015117 |thiosulfate transmembrane transporter activity 2.56898E-02 2 0||Cellular C G0:0031975 | 2.57980E-04 14 57
Molecular Function  [G0:0072328 |alkehe binding 2.56898E-02 3 0/|Cellular Component |GO:0031984 |organelle subcompartment 5.56423E-04 10 56!
Molecular Function  [GO:0051740 |ethylene binding 2.56898E-02 3 0f[Cellular Component  |GO:0005886 (plasma membrane 1.98042E-03 64 66
Molecular Function |G0O:0044183 |protein folding chaperone 2.56898E-02 1 Cellular C GO:0005549 space 3.01875E-03 7 10
Molecular Function  [G0:0140110 tpra:secI:i:):ion rgegulaptor activity 2.56898E-02 20 ; Cellular Component  |G0:0098807' |chloroplast thylakoid membrane protein complex 9.15149E-03 0 3
MolecularFunction | GO:0003824% | catalytic activity 3.07376E-02 141 10p||Cellutar Component £}G0:00719447 jcell periphery 9.79746E-03 7 s
Moleculfar Function |G0:0052634 |Cx19 gibberellin 2:beta-diéxygenase activity 3.104736-02 2 1| CElBlaRCompinent | GO:0016024tegral component of membrane 2.32993E-02 201 211
Molecular Function  [GO:0050366 [tyramine N-feruloyltransferase activity 3.67787E-02 2 0 CNGEMERIRRP©rt |G0:0031224" fintrinsic Compo"_em of membrane 2.37717E-02 203 216
Molecular Function  [GO:0000234 [phosphoethanolamine N-methyltransferase activity 3.67787E-02 0 2 CellularComponent |GO:0005576 _|extracellular region 2.98326E-02 8 34
~ - — Cellular C G0:0030093 ph 3.34883E-02 0 2
Molecular Function  [GO:0015141 |succinate transmembrane transporter activity 3.67787E-02 2 0 Molecular Function _|GO:0003824 |catalytic activity 3.020736-03 334 323
Molecular Function  [G0O:0046577 |[long-chain-alcohol oxidase activity 3.67787E-02 0 2 Molecular Function  |GO:0016168 |chlorophyll binding 9.32829E-03 0 21
Molecular Function |G0:0015131 |oxaloacetate transmembrane transporter activity 3.67787E-02 2 O|[Molecular Function  |GO:0016630 protochlorophyllide reductase activity 2.36120E-02 0 3
MolSgliBREunction |GO:0045543 |giBEElin 2-beta-dioxygenase activity 3.67787€-02 2 1 Molecular Function  |G0:0016703 |oxidoreductase activity, acting on single donors with incorporation 2.36120€-02 1 3
Molecular Function  |G0:0051787 |misfelded protein binding 3.67787€-02 0 4| Molecular Function ~ [G0:0000155 |phosphorelay sensor kinase activity 2.36120E-02 4 3
Molecular Function  |G0:0016491«|oxidoreductase activity 3.67787E-02 33 31| Molecular Function |G0:0004673 |protein histidine kinase activity 2.36120E-02 4 3
Molecular Function |G0:0051082 [unfolded protein binding 4.52608E-02 0 9|[Molecular Function  |GO:0038199 |ethylene receptor activity 2.95074E-02 4 0
Molecular Function' [GO:0090447 |glycerol-3-phosphate 2-O-acyltransferase activity 4.97532E-02 3 0/|Molecular Function |GO:0016491 |oxidoreductase activity 2.95074E-02 69 89
Molecular Function  |G0:0046906 |tetrapyrrole binding 4.97532E-02 7 22|[Molecular Function  |G0:0051740 |ethylene binding 4.55638E-02 4 0
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Prilog 4.Promjene u koncentraciji endogenih hormona u mock i PSTVd-inokuliranim listovima divljih (wt) i transgenicnih biljaka NahG krumpira (statisticka
analiza rezultata prikazanih na Slici 43.). Fitohormoni su kvantificirani 4 do 7 wpi, pomo¢u UHPLC-MS/MS. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti (+SE;
n=6-8 po vremenskoj tocki) iz dva eksperimenta. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnerrazlikeizmedu tretmana (p < 0,05, prema Tukeyevom testu).

LOD-engl. limit of detection, granica detekcije.

ABA IAA SA cis- OPDA JA-lle cs
lnija  tretman  wpi oo SE srednja SE srednja SE srednja o srednja SE srednja SE
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost

4 188.62 + 26.67 ° 102.11 + 1533 ° 1547.92 + 172.59 %' 28009.75 + 6587.47 °f 022 + 003 ° 6439 + 10.17 %
mock 5 162.97 + 1575 °¢ 67.07 + 884 " 2239.78 + 42930 "  66058.31 + 10655.24 " 034 + 004 °© 6863 + 973
6 79.16 + 685 ¢ 4810 + 627 ° 3112.00 + 535.87 ° 21597.01 + 2902.85 °f 010 =+ 002 ° 9631 + 1575 ¢
7 90.26 + 684 6823 + 567 "  6891.23 + 1117.57 ° 84457.50 + 13497.21 °* 122 + 019 °° 14525 + 2407 °°
W 4 179.49 + 1735 °° 79.13 + 1119 * 993.29 + 90.69 °f 16259.23 + 4929.64 ' 010 + 002 °© 5499 + 617 °©
bV 5 137.86 + 829 “' 10210 + 1010 ° 1763.74 + 25216 “° 2283440 + 6927.63 ° 014 + 002 ° 67.02 + 583 °
6 107.34 + 810 °% 7336 + 640 ¢ 245505 + 543.53 " 40503.95 + 6040.95 % 090 + 039 ° 7795 + 716 %
7 99.23 + 1449 7740 + 676 431991 + 510.81 ° 85745.50 + 15690.97 °“ 311+ 134 °° 133.75 + 12.85 °°°
4 17458 + 11.50 °° 5590 + 466 ¢ 76691 + 120.92 °f 38496.72 + 6695.71 020 + 002 °© 51.05 + 472 °
ock 5 163.37 + 1596 °“ 67.63 + 599 " 113120 + 21632 °°  101931.68 + 22730.72 ° <LOD 8236 + 644 °°
6 12812 + 935 °f 5147 + 739 “ 695.56 <+ 198.34 ' 75022.09 + 13588.55 ° 026 + 004 °© 51.74 + 409 °
NahG 7 13159 + 839 60.11 + 528 "  1093.40 + 460.92 °°  102154.76 + 13713.43 ° <LOD 103.28 + 14.19 °¢
4 23339 + 1523 ° 67.00 + 494 P 833.87 + 12640 °°  52417.88 + 8958.89 ' <LOD 5207 + 364 °
bSTVd 5 14475 + 7.84 ¢ 7030 + 418 "™ 877.66 + 106.46 °°  82025.81 + 11941.06 "™ <LOD 8994 + 7.76 ¢
6 11436 + 6.97 °® 65.97 + 530 P 81236 + 18592 °  95201.17 + 9104.02 " 261 + 077 109.33 + 1148 "
7 11894 + 7.46 °F 8054 + 954 553.61 <+ 69.56 148718.54 + 17233.24 ° 399 + 103 ° 17557 + 2653 °
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Prilog 5. Promjene u koncentraciji endogenih hormona u mock i PSTVd-inokuliranim gomoljima divljily(wt) i transgeni¢nih biljaka NahG krumpira (statisticka
analiza rezultata prikazanih na Slici 44.). Fitohormoni su kvantificirani 4 do 7 wpi, pomo¢u WHPLC-MS/MSi Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti (+SE;
n=6-8 po vremenskoj tocki) iz dva eksperimenta. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnefrazlike izmedu tretmana (p < 0,05, prema Tukeyevom testu).
LOD-engl. limit of detection, granica detekcije.

ABA 1AA SA cis- OPDA A JA-lle cs
lnja  tretman  wpi  Srcom@ SE srednja SE srednja SE srednja SE srednja SE srednja SE srednja o
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
6 47.30 + 3.90° 55.20 + 5.50 229.10 + 30.90 *° 9221.90 + 1198.70 ° 27.80 + 4.80 *° 3.60 + 0.90° LOD +LOD
mock 7 92.40 + 7.70 ** 68.30 + 8.00 ¢ 14320+ 2170 6266.90 =  762.40 *° 12.60 + 1.00 ° 1.20 + 0.20°  LOD + 10D
wt 8 78.10 + 4.20 %" 9500 +  11.80 °° 233.80 +  33.40°° 4231.00 + 885.50 ° 14.20 + 1.50 ° 0.70 + 0.10° LOD +LOD
6 61.70 + 450 °° 39.10 + 3.90 € 193.00 +  26.10 °* 5326.70 + 728.20 *° 12.20 + 2.70° 2.00 + 0.50°  LOD +10D
INF 7 102.40 + 8.70° 76.70 + 9.90 °"° 244,50 + 24.90 ° 6593.80 + 488.70 °° 21.40 + 3.10° 1.60 + 0.40° LOD +LOD
8 74.80 +  10.80 *° 100.60 +  10.80 *° 154.20 +  16.20 *“ 7449.10 +  965.00 *° 45.50 + 7.30 *° 5.90 + 1.00°  LOD + 10D
6 77.60 = 10.20 ** 81.70 8.50 2 174.00 + 44.40° 6666.40 +  428.00 °° 16.80 3.50° 2.20 + 0.30° LOD +LOD
mock 7 98.20 + 6.50 ° 60.40 + 420" 33.10 + 450 ¢ 7024.90 +  651.00 *° 21.90 * 1.90 ° 2.30 + 0.40°  LOD + 10D
NahG 8 94.80 + 7.90 °° 93.70 + 5.60 °° 162.10 +  40.00 7280.20 + 812.20 °° 31.50 + 5.80 °° 1.20 + 0.10° LOD +LOD
6 88.10 + 6.80 *° 47.70 + 6.20 *° LOD + Lop ¢ 6220.30 + 785.70 *° 23.40 420" 2.30 + 0.50°  LOD +10D
INF 7 96.10 + 6.90 ° 110.20 + 13.90 * 152.40 + 60.50 ° 8436.00 + 535.00 °° 47.60 + 7.50 ° 4.00 + 0.40° LOD +LOD
8 74.40 + 6.60 *° 93.80 + 10.20 *° LOD + Lop ¢ 6822.90 +  793.90 *° 45.80 + 7.80 ° 2.60 + 0.50 ° LOD +LOD
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Prilog 6. Profili ekspresije gena uklju¢enih u metabolizam fitohormona u divljem tipu i transgeni¢énim NahG biljkama krumpira inficiranim PSTVd (statisticka
analiza rezultata prikazanih na Slici 45.). Metodom two-step RTqPCR analizirana je ekspresija gena'4 do 7 wpi. Vrijednosti pokazuju srednju log2 fold change

(xSE, n=9).
wt PSTVd vs. wt mock NahG PSTVd vs. NahG mock
4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi 4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi
. . Simbol
Signalniput 1" ID gena R+ SE FR + SE R+ SE R+ SE R+ SE FRR + SE R+ SE R+ SE
LOX3 102577714 -1.13 £ 0.39 * 0. + 0.36 34240 + 0.51 1.05 [+ 0.44 138 + 0.23 + 0.2 EAGON + 0.44]
LoX6 | 102583480 | 1.89 +019 135 014 161 +018 158 # 035 118 |+ 018 -145 £009 226 +013 -121 * 017
IA OPR3 | 102586989 | 1.28 +335 118 +020 172 +013 148  * 0.45 104 |£+022 197 +020 240 026 156 * 0.3
JART | 102578750 | -140 + 007 100 +o011 188 + 0.11 360NN + 0.18 .02 [+ 011 142 +012 191 +014 -117 * 0.12
col1 | 102584101 +18 151  £018 291 0. zo 132 +0.18 .05 |£+020 127 #012 -119  #026 101 # 0.17
ICS1 | 102589572 +331 271 +0200 2027 + 018 197 + 0.29 213 |+ 021 215 +019 111 + 034 157 * 0.26
A SCMT | 102590256 118+ 026008461+ 042 173 +018 155 + 0.26 238 |+068 189 +019 35 +012 119 +011
NPRI | 102592156 | -1.87 +007 -153 # 015 -127 +012 179 * 0.2 1.03 [+007 144 +011 332 +008 138 + 017
PAL9 | 102506017 | -1.47  + 0.32[00B06NN + 021 163  + 0.14 +0.24 313 [+ 033 198 +016 7.96 |+ 016 -176  * 0.17
PR1 102577780 1.09 * 022 -1.82 + 016 -108 + 049 -103 * 0.38 £ 020 -143 +030 168 + 036 198 * 0.55
PRs PR2 102577444 <121+ 029005605 |+ 0.17  -1.08 + 0.44 + 0.53 144 |+ 036 150 + 0.33NESMGNN + 0.27 =250 + 0.56
PR1b | 102577780| 166 + 028 102 + 023 194  + 0.54 + 0.60 + 02 76 |+037 113  +035 220  * 049
aR DWF4 | 102603786 + 277, 302 +031 164 +021 226 + 020 125 [£038 120 016/ 580+ 026 128 + 0.20
ROT3 | 102598106 +208 151  +023 453 +020 205 058 139 [+ 021 148 +019 -133 +033  -167 +0.18
AUX ILRT | 102605112 +28) 392 +035 18 tO0. 15 + 0.57 162 [+ 031 155  + 0.09 +014 162 016
ARF8 | 102597704 | 157  +030 205 +022 197 +019 -144 +041] | 553 |+ 090/ 4328 |+ 046 128  + 042 209  * 0.25
nga  CYP707A1] 102577541 [ 170 £ 037 £ 037 -142 +t0. 3 141 0.25 1.98 [+071 125 +087 142 +031 173 ¢+ 013
pyi4 | 102602772 | 151+ 0.30 £018 <179 +024  -187 +036 178 |+ 079 123 017 -137 +031 199  + 028
POD 102577694] 141 £ 031 £013 18 + 036 + 0.44 £ 019 -136 +033 170 + 030 -160 * 0.46
Antioksidativni  APX1 102586473 119 £ 016 156 +013 173 + 034 -114 + 034 223 |+025 127 +024 -1.50 |+ 026 -146 + 0.39
odgovor CAT2 | 102577720 107 #031 129 + 018 203 + 036 -137 * 0.47 204 |+018 -103 +030 125 +036 -1.84 042
Cals12 | 102594698| 1.00  + 0.7 193 £ 015 116  + 035 =250  + 0.45 £+021 102  +029 136  +032[ 19289 1+ 0.37]
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Prilog 7. Promjene u koncentraciji endogenih hormona u mock i PSTVd-inokuliranim listovima (divljih (wt) i transgeni¢nih biljaka opr3 i coil krumpira
(statisticka analiza rezultata prikazanih na Slici 46.). Fitohormoni su kvantificirani 4 do 7 wpi, pomo¢u UHPLC=MS/MS. Vrijednosti predstavljaju srednje
vrijednosti (+SE; n=6-8 po vremenskoj tocki) iz dva eksperimenta. Razli¢ita slova oznacavajusstatisticki znacajne razlike izmedu tretmana (p < 0,05, prema

Tukeyevom testu).

ABA IAA SA cis- OPDA IA-lle cs
lnja  tretman wpi S ed? SE srednja SE srednja SE srednja SE srednja SE srednja SE
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
4 61.56 + 2.05 < 33.37 + 4.83 % 636.55 +  37.82 ¢ 804.33 + 153.79 © 0.16 + 0.01 "¢ 34.71 + 7.98 ¢
ock 5 40.58 + 4.10 :’ 24.63 + 2.40 ¢ 814.79 + 158.41%8 2101.17 + 73212 ° 0.08 + 0.01 ™ 39.12 + 4.03°
6 7465+  14.12 26.82 + 232°¢ 698.48 +  98.44 °f 4885.61 + 1358.56 © 0.30 + 0.05 " 31.78 + 3.03 °bde
wt 7 48.06 + 3.86 :“’ 21.88 + 1.69 ed 2242.71 + 565.25 z _ 12060.68 + 1571.49 “° 0.38 + 0.07 °¢ 44.51 + 4.09°
4 73.07 + 6.50 ¢ 44.25 + 5.91 “e 700.97 + 137.97 °“*"  1068.69 + 415.84 ¢ 0.14 + 0.02 ¢ 20.92 + 2,22 defeh
INF 5 36.61 + 4.91 Z 27.32 + 3.36° 1038.63 +  182.44 ' 5547.07 + 1747.93 % 0.33 + 0.11°° 36.57 + 3.22
6 80.19 + 6.09 37.71 + 5.07 920.10 + 116.67 ' 8929.87 + 3213.69 ° 0.46 + 0.13 ™ 27.22 + 1.78 bedef
7 55.07 + 6.92 P« 27.89 + 4.15 ¢ 3151.06 + 568.53 19731.99 + 4444.86 0.36 + 0.06 ™ 39.34 + 5.00 °
4 48.44 + 3.06 °“ 7311+  21.94° 38536 +  40.14 °° 208.78 +  55.56 ° LOD 14.32 + 1.67 &
rock 5 59.28 +  11.57 :“’ 42.39 + 8.30 1711.83 + 356.71 "*®  56975.01 + 21920.53 *° 0.26 + 0.06 ™ 1531 + 1.77 &
6 66.15 +  10.65 °« 33.42 + 4.71°% 1026.12 + 166.73 ™8 1210.32 + 331.67 ¢ 0.06 + 0.01°¢ 3277 + 2.66 °°«
opr3 7 64.20 + 9.99 E i 29.60 + 3.16 : 2492.24 + 448.85 eLE 18458.46 + 7937.76 ™ 0.23 + 0.02 ¢ 25.29 + 5.96 :de_fg
4 48.04 + 4.96 °° 61.67 + 11.11°° 550.63 * 87.28 ¢ 198.99 + 64.16 © LoD 16.08 + 2.77 &N
INF 5 70.63 +  12.58 :C 34.03 + 4.39 % 1939.55 + 256.51 “*®  45397.00 + 11348.38 ° 0.74 + 032° 20.98 + 2.59 defeh
6 7332 7.57 % 40.30 + 4.58 ©¢ 1324.71 +  222.38 “°fe 5371.64 + 2101.79 ° 0.23 + 0.02 ™ 21.70 + 3.15 defen
7 84.07 + 8.77° 36.59 + 3.48 9 1456.76 +  212.19 “°fe 5515.35 + 2031.89 © 0.31 + 0.04 ™ 34.49 + 1.86 °°
4 52.54 + 6.92 o« 116.86 +  18.01° 757.88 +  92.92° 411.84 +  93.25°¢ LOD 12.26 + 1.80 "
nock 5 65.11 +  10.18 :C" 33.58 + 3.57 % 2107.61 + 610.90 “"  23167.45 + 5358.5 « 0.61 + 0.13 ™ 20.27 + 2.49 _Efg“‘
6 66.55 + 6.21 P 48.76 + 6.63 e 1809.12 + 42079 *°“® 524512 + 1682.63 0.22 + 0.03 ™ 8.00 + 1.56"
coil 7 60.83 + 8.67 :°: 58.16 + 6.63 °« 847.27 + 130.81 *°™ 1699.13 + 677.99 © 1.52 + 0.68: 16.49 + 2.51 :g“f
4 54.93 + 2.70 °° 106.41 + 34.92° 849.71 + 165.81° 1823.87 +  465.08 © 0.28 + 0.03 °° 17.09 + 2.95 &
INF 5 157.92 +  14.88 Z 45.35 + 7.36 ¢ 782.59 +  126.21 2P 92762+  164.8° 0.19 + 0.05 °° 12.90 + 3.95 g“‘_
6 65.81 + 7.70 °° 47.65 + 9.86 ¢ 1468.47 +  288.97 “°f 4161.82 + 1917.99 ° 0.16 + 0.03 ™ 18.45 + 6.29 "€
7 58.08 + 6.58 °< 36.11 + 4.23 < 1070.02 +  154.87 ™8 1848.23 + 358.09 © 0.41 + 0.11°¢ 10.78 + 227"
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Prilog 8. Promjene u koncentraciji endogenih hormona u mock i PSTVd-inokuliranim gomoljima/divljih (wt). i transgeni¢nih biljaka opr3 i coil krumpira
(statisticka analiza rezultata prikazanih na Slici 47.). Fitohormoni su kvantificirani 4 do 7 wpi, pomo¢u UHPLC-MS/MS. Vrijednosti predstavljaju srednje
vrijednosti (+SE; n=6-8 po vremenskoj tocki) iz dva eksperimenta. Razli¢ita slova oznacavaju statisti€ki znac¢ajne razlike izmedu tretmana (p < 0,05, prema
Tukeyevom testu).

ABA IAA SA cis- OPDA A JA-lle cs
lnja  tretman  wpi S0, o srednja o srednja o srednja o srednja o srednja o srednja
vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost vrijednost
6 73.90 + 3.80 ** 98.30 + 4.70 % 34570 +  14.10 *° 7990.80 +  869.30 ° 27.00 * 5.60 3.30 + 0.70 % LoD + 10D
mock 7 62.10 + 6.40 131.70 + 8.50 ¢ 374.00 +  33.40° 5703.80 + 887.20 **“ 21.10 + 3.90 ** 2.60 + 0.40 ¢ LOD + LoD
wt 8 60.90 + 490 ° 116.10 + 430 “° 166.80 + 8.50 5920.00 + 698.30 °"° 26.70 + 6.20 ° 2.20 + 0.40°  LOD + LoD
6 78.50 + 490" 75.50 * 5.90 © 20450 + 1050 ° 5403.30 + 340.70 *°< 20.90 + 3.80 2 3.10 + 0.60 *  LOD + LoD
INF 7 83.50 + 5.40 ** 104.90 + 3.50 % 26320 +  34.00°° 6230.20 = 749.70 *° 25.40 + 410 1.80 + 030° LOD + LoD
8 77.00 + 7.40 *° 97.70 +  10.10 159.00 +  14.50 ° 5954.70 +  666.70 °°° 27.70 + 3.50 ° 2.90 + 0.30 % LOD + LoD
6 73.40 + 2.60 °° 121.20 + 6.40 ¢ 207.20 + 18.60 ° 4466.80 +  699.60 © LOD + LOD 0.70 + 0.10 *** LoD + LOD
mock 7 76.80 + 4.60 °° 141.20 +  12.00 ¢ 171.50 + 6.30° 3455.20 =  290.00 " LOD + LoD 0.90 * 010"  LOD + LoD
opr3 8 69.30 + 5.90 :“ 203.90 +  14.80 °" 179.70 +  18.00° 3474.00 +  229.50 " LOD + LOD 0.40 + 0.10 **“ LoD + LoD
6 67.70 + 2.80 °° 134.00 + 7.40 ¢ 251.20 + 1970 °° 3570.60 =+  474.10 "¢ LOD + LoD 0.90 * 0.20"° LOD +LOD
INF 7 117.30 + 10.50 * 173.40 + 17.70 >« 170.50 + 29.30° 3388.40 +  386.40 " LOD + LOD 0.60 + 0.10 *“® LoD + LOD
8 81.80 + 4.50 *° 148.30 +  24.80 “*° 32380+ 32.70° 3384.00 +  309.00 " LOD * LOD 0.60 * 0.10 *“** LoD +LOD
6 102.60 + 2207 97.10 * 8.50 % 23950 +  13.50 °° 2530.30 + 501.10 "¢ 15.50 + 3.10 ** 3.30 + 0.70 * LoD +LOD
mock 7 73.90 + 5.30 *° 179.60 +  21.90 ° 24250 +  20.50 *° 4311.20 + 566.90 © 17.60 + 0.70 ¢ 4.70 + 0.60 “  LOD + 10D
coi 8 88.60 + 8.40 °™ 251.40 +  39.80 *° 350.60 +  50.00 ° 3696.70 +  495.10 “*° 8.90 + 1.00 2.60 + 0.40 *  LOD +LOD
6 113.30 + 7.40° 151.70 +  18.90 ¢ 180.00 +  15.50° 4636.80 + 797.80 °° 13.80 + 1.30 " 2.70 + 0.60 % LOD + LoD
INF 7 98.10 +  12.00 *° 192.40 + 9.50 °** 24450 + 1130 °° 4417.30 +  512.30 % 13.30 + 1.00 " 2.30 + 0.20°  LOD + LoD
8 82.10 + 5.00 ** 282.90 +  42.60° 19140 +  18.10° 3613.30 +  295.90 *° 17.70 + 2.60 °° 3.80 + 0.70 “  LOD + LOD
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iljkama krumpira inficiranim PSTVd
7 wpi. Vrijednosti pokazuju srednju log2

Prilog 9. Profili ekspresije gena ukljuéenih u metabolizam fitohormona u divljem tipu i transge
(statisticka analiza rezultata prikazanih na Slici 48.). Metodom two-step RTQPCR analizirana je eksf
fold change (£SE, n=9).

wt PSTVd vs. wt mock opr3 PSTVd vs. opr3 mock coil PSTVd vs. coil mock
4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi 4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi 4 wpi 5 wpi 6 wpi 7 wpi
" . Simbol
Signainiput ° 0 ID gena FR + SE FR + SE PR+ SE FR £ SE FR & SE FR FR + SE + SE
Lox3 102577714] 150 |+[0.41] 165  #[0.25[ -194 |+ 0.46] 152 0.41 + 4 +[0.32
toxe | 102583480 | 177 |+ 016| 206 :{o11] 175 [+0.16 0.09 + + +[0.15
OPR3 | 102586989 133 [+{011] 115 #{011] -108 |+ o005 011 + + +{0.08
IA JART | 102578750 | -1.19 [t|o.08| -1.25 ¢ + + + +{0.08
coir | 102584101 113 [t{008| 107 + + + +{0.16
IAZ1 102580049| -1.52 |[t[0.09| 121 + + + 011
myvc2 102590233| 149 |t[0.09| 117 4 + + +[0.20
Ics1 | 102589572 101 |to12[ 112 + + + +[0.18
PALL 102596891 +0.08 + + + + +[0.35
A NPRI | 102592156 +008| 106 ¢+ + + + +{0.10
NPR3 102601928 +0.06] -141 + + + +0.20
SARDI | 102604313 +017] 139 ¢ + + + +[0.24
PR-1b 102577780 +[0.08 + + + + {037
PR PR-2 102577444| 125 |[+[034| 146 + + +{0.20
PR-Q 102605428| -1.16  [+[0.15| 200 '+ + + +[0.43
MKK6 102594623| 165 |£[030] 151 ¢ + 3 1[0.20
MAPK MPK4 102584056| -1.04 |t[0.07| -156 ¢+ + + +{0.09
MPK3 102585585 +0.14] -108 + + +0.09
MPK7 102592852 1.27  |+[0.19| 189 '+ + + +[0.20
BR DWF4 | 102603786 149 |t[o0s] 158 ¢ + + [0.14
ROT3 | 102598106 128 [+{029] 134 + + +[0.31
AUX ILRT | 102605112 195 |t[026] 116 ¢ + 3 + +[0.20
ARF8 | 102597704 122 |t{o10] 102 4 + 4 0. + +|0.14
ABA CYP707A1 | 102577541 + +0.08 + +[0.19
pvi4_ | 102602772 + +0.30 + +|0.50
caT2 + +0.10 + [0.14
APX1 (0 + 0.09 + +0.09 + +{0.06
Antioksidativni POD + 0.22 + +0.18 +| +/0.10
odgovor POX12 + 0.30 + +0.21 + +{0.27
Lip + 0.23 + +0.18 + +{0.20
Cals12 + 032 + +0.22 4 +|0.10

M
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Prilog 10. U¢inak INA na profil ekspresije gena ukljuéenih u metabolizam fitohormona u divljem i nicnim NahG biljkama krumpira inficiranim
PSTVd (statisticka analiza rezultata prikazanih na Slici 49.). Relativna ekspresija gena analiziran inficiranim s PSTvd ili zdravim biljkama
prethodno tretiranim s INA ili H,O u 2, 4 i 6 tjednu nakon infekcije (wpi). Koli¢ina transkr odnosu na ekspresiju EFal i odgovarajucu

wt PSTVd vs. wt mock wt PSTVd INA vs. wt mock 0 NahG PSTVd T vs NahG mock 0
2 wpi 4 wpi 6 wpi 2 wpi 4 wpi 6 wpi 2 wpi 4 wpi 6 wpi
Signalni put S'gz‘::' ID gena PR+ SE R+ SE R+ SE PR SE PR SE R Se PR+ SE R & SE PR SE

L0x3 102577714 142 + 041 154 = 075 194 = + 036 181 : 077 0. 0.29 + 025 + 021 + 026
Lox6 + 018 123 + o019 -122 + o014 [NEEL]+ + 021 212 :+ 014 0. 1.00 0.07 + 021 168 + 013 234 + 016
OPR3 + 140 -130 + 006] -116 * 012 248 & + + o1l 1.60 010 115 014 -101 011 + 033 254 & 013 225 + 012
A JARL + 139 -108 + 006 -143 t 012 112 + + 019 052 -103 009 3.24 0.14 123+ 055 154 t 015 + 022
coi + 141 451 & 014 -107 : o014 146 + + 008 013 113 011  -135 0.07 207 + 011 -119 + 009 128 + 011
IAZ1 + 146 203 & 024] -111 + 017 246 + + 022 060  -1.02 043 298 011 346 + 0570043200 : 033 + 023
mycz + 005| 118 & 012 113 019 188 + + 009 2.36 127 &+ 009 219 + 009 + 022
ics + 020 + 024 022 x + + 015 011 + 023 + 026 + 016
PALY + 018 -149 + 01s| 201 + 022 140 + + 019 0.18 + 015 134 + 024 177 + 022
@ samT + 009 -164 + o010 -130 + 023 219 + + 018 0.48 + 014 -142 & 018 -133 + 014
NPR1 + 141 108 + 017 111+ 006 147 + + 007 012 -182 0.04 + 016 306 + 012 35 + 013
NPR3 + + 006 -117 + 018 250 & + + 007 161 013 112 0.06 0.10 + 015 153 & 006 147 t 007
SARD1 + + 036 114 + 032 299 + + 026 257 -1.47 + 014 + 0,13- + 030
PR-1b : + 035 18 : 018 : + : 022 + 016 : 032 + 017
PR PR-2 + + 041 109 + 013 + + 032 175 + 048 + 034 + 043 303 + 024
PR-Q + + 068 103 + 039 + 063 274 + 032 + 012 + 047 + 023
MPKKG x + 009 176 * o021 . * + 009 -136 * 014 + 149 -169 * 007 012
MAPK4 + 140 -146 + 006| -162 + 008 137 + 010 -125 & 009 + 054 116 + 010 -133 * 016
MAPK MAPK3 + 139 -116 + o014 101 * 024 247 + 015| -123 & 025 + 053 300 + 010 110 * 007
MAPK7 + 150 -156 + 014 175 + 018 176+ + 010 300 t 015 + 143 140 + 010 147 + 014
WRKY6 + 020 -107 + 025 £ 030 + + 029 -162 t 015 + on[l7EeA: 012 + 018
DWF4 + 141 130 007 140 * 020 + + 006] 356 t 024 + 028 222 + 014 38 t 020

BR
ROT3 + 022 122 + 017] 126  * 028 + + + 021 + 036 28 |+ 018 391 + 029
AU ILR1 + 012 125 + 022 131 t 018 + + + 041 + 031 159 * 021 + 036
ARFS + 141] 106 + 006] -140 : 008 + + + 009 + 056 136 + 010 -113 * 012
oA CYP707A1 + 035 232 t o015 + 020 x + + 010 + 018 + 031 + 010
PyL4 + 017 + 012] 18 & 018 + + : 014 + 013 139  + 012 -101 * 014
cAT2 + 143 -134 + oo0s) 111 + o1 + + + 014 + 054 205 + 013 + 018
APX1 + 142 130 + 003 177 + 009 + + + 007 + 053 146 + 009 130 * 007
Antioksidacijski  POD + 142| 134 & 009| -18 + 017 + + + 012 + 054 140 + 010 229 + 022
odgovor POX12 £ 139 + 015| -122 + 034 + + + 024 + 148 235 & 018 275 + 038
Lip + 146 + 022 144 t 033 + + + 033 + 14404875 ]+ o0.48 + 018
cals12 142 + 008 163 + 009 + + + 009 + 018 139 & 014 18 * 013

v
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Prilog 11. U¢inak MeJA na profil ekspresije gena ukljuéenih u metabolizam fitohormona u div tipu
inficiranim PSTVd (statistiCka analiza rezultata prikazanih na Slici 50.). Relativna ekspresija gena analizirana biljkama inficiranim s PSTVd ili zdravim
biljkama prethodno tretiranim s MeJA ili H.O u 2, 4 i 6 tjednu nakon infekcije (wpi). Koli¢i nskripta normalizirana je u odnosu na ekspresiju EFal i
odgovarajucu zdravu kontrolu tretiranu H,O (mock). Vrijednosti prikazuju srednju log2 p +SE, n=9).

sgeni¢nim opr3 i coil biljkama krumpira

wt PSTVd vs. wt mock opr3 PSTVd vs opr3 mock coil PSTVd vs coil mock
2 wpi 4 wpi 6 wpi 2 wpi 4 wpi 6 wpi 2 wpi 4 wpi 6 wpi
Signalni put 5;:::' ID gena PR+ SE PR+ SE PR+ SE FR +SE FR % SE FR o+ SE PR +SE + SE FR & SE
L0x3 102577714 + + 015 171 i 021 168 [+ 023
Lox6 102583480 + + 021 + 016 + 034
OPR3 102586989 + + 032 N/A £ 022 + 058
A JAR1 102578750 + + 019 + + 0.20 + 029
coi 102584101 + + 018 1.68 + + 019 + 031
JAZL 102580049 + + 023 + £ 019 £ 016
mye2 102590233| 144 |+ + 0.23 1.79 + + 027 132 |+ o019
ics 102589572 + + 025 + i 014 i 033
s SARDI | 102604313 + + 0.19 + + 030 + 022
NPR1 102592156 + + 023 + + 022 + 024
PALY 102596017 + + 0.17 + + 029 + 014
R PR-1 102577780 + + 0.20 [ 016 + 031
PR-2 102605560/  1.82 [+ + 0.23 + + + 033 + o015
MAPK4 | 102584056 + + 0.24 + + i 019 i 024
MAPK MAPK3 | 102585585 + + 018 + + + 020 -141 [+ o028
MAPK7 | 102592852 112 |+ + 022 + + £ 017 £ 036
cAT2 102577720] 113 [+ + 023 + + + 018 + 013
APX1 102586473] 119 ¢ + 022 + + + 021 110 [+ 019
Antioksidacijski  POD 102577694 <120 |+ + 021 + + + 012] 157 |t o019
odgovor POX12 | 102586327 + + 0.46 + + + 025 + 024
Lip 102588050 + + 0.17 + + + 034 + 017
Cals12 | 102594698 + + 018 + + + 011 + 014
coil PSTVd+MeJA vs coil mock 0
2 wpi 4 wpi 6 wpi 2 wpi 4 wpi
Signalni put Simbol ID gena FR + SE + SE +
gena
L0x3 102577714 157 |4 + ] 020 + 0.24 + +
Lox6 102583480 + + + 023 + 0.25 + +
OPR3 102586989 117 ¢ + £ 036 + N/A + +
A JAR1 102578750 + + 1 024 + 0.23 + +
coi 102584101 118 |+ + + 022 + 0.17 + +
JAZL 102580049 + + £ 021 + 0.32 + +
myc2 102590233] 170 |+ + + 017 + + 0.20 + +
ics 102589572 + + i 014 + + 0.24 + +
s SARDI | 102604313| 133 |+ + £ 026 + + 0.30 + +
NPR1 102592156 + + + 019 + + 0.22 + +
PALY 102596017 + + + 014 + + + 020 + +
R PR-1 102577780 135 |+ + i 022 + + + 025 + +
PR-2 102605560 + + + 022 + + + 018 + +
MAPK4 | 102584056 1.03 | + i 024 + + i 025 + +
MAPK MAPK3 | 102585585 200 |+ + + 017 + + + 016 + +
MAPK7 | 102592852 121 |+ + £ 024 + + + 024 + +
T2 102577720 -1.04 |+ + i 024 + + i 010 + +
APX1 102586473 + + + 017 + + + 018 + +
Antioksidacijski  POD 102577694 65 |t + £ 020 + + + 011 + +
odgovor POX12 | 102586327| -128 |t + + 038 + + i 021 + +
Lip 102588050 137 ¢ + + 024 + + + 029 + +
Cols12 | 102594698 112 |4 + + 018 + + s 012 + +

196



POPIS KRATICA
ABA

ACN

ANOVA

APX

ARF8
AUX

BR
CalS12
CAT
cDNA
cis-OPDA
CK ‘
COX

C

1
P707A1

DAB
DEG
DNA

dNTP

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.
engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

. castasterone, kastas

abscisic acid, apscizinska kiselina

acetonitrile, acetonitril

analysis of variance, analiza varijance

ascorbate peroxidase, askorbat peroksidaza

auxin response factor 8-like

auxin, auksin @
brassinosteroid, brasinoste

callose synthase 12

catalase, katalaza

mplementarna D

ienoic acid, cis-12-oksif

ABA

3, 3'-diamin idine, 3,3'-diaminobenzidin
differentially expressed genes, diferencijalno eksprimirani geni

deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina

deoxynucleotide triphosphates, deoksiribonukleotidni trifosfati

s

. threshold cycle values, vrij iklusa praga
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DWF4 engl. cytochrome P450 90B1

EFal engl. elongation factor alpha 1, faktor elongacije la

ETI engl. effector-triggered immunity, imunitet aktiviran efektorom

FC engl. fold change, faktor promjene nabora

FPKM engl. Fragment per Kilobase of transcript per Million mapped reads, fragmenti po kilobazi

transkripta po milijun mapiranih o€itanja

GA engl. gibberellic acid, giberelinska kiselina

H,0, engl. hydrogen peroxide, vodikoy:peroksid

HR engl. hypersensitive response, hipersenzitivni (preosjetljiv) odgovor
IAA engl. indole-3-acetic acid, indol-3-octena kiselina

ICS engl. Isochorismate Synthase 1

ILR1 engl.‘ILR1-Like 1,JAA-amino acid hydrolase ILR1-like.4

INA engl. 2,6-dichlero-isonicotinic acid, 2,6-dikloro 1zonikotinskakiselina
JA engl. jasmonic acid, jasmonska kiselina

Jadlle engl. jasmonoyl-isoleucingpjasmonail-izoleucin

JARL engl. Jasmonic Acid Resistance 1

JAZ1 engl. Jasmonate-Zim Domain Protein 1

KEGG engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LiP engl. lignin peroxidase, POX-lignin-like

LOX3 engl. lipoxygenase 3

LOX6 engl. lipoxygenase 6

MAPK engl. mitogen-activated protein kinase

MAPK3 engl. mitogen-activated protein kinase 3
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MAPK4
MKK6

MAPK7

MeJA

MiRNA

MRNA

MYC2

NPR1
NPR3
OPR3
PAL1

PAL9

PCR

PAL
pb
POD
POX12
PR-1
PR-1b
PR-2

PR-Q

PSTVd

PTI

PYL4

engl.
engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

engl.
engl.
engl.
engl.

engl.

engl.

engl.

mitogen-activated protein kinase 4
mitogen-activated protein kinase kinase 6

mitogen-activated protein kinase 7

methyl jasmonate, metil jasmonat

microRNA, mikro RNA

messenger RNA, glasnicka RNA

MYC Transcription Factor 2

nonexpressor of PR genes 4
nonexpressor of PR genes 3
12-Oxophytodienoate,Reductase 3
Phenylalanine Ammonia-Lyase 1

Phenylalanine Ammonia-Lyase 9

polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimeraze

phenylalanine ammonia-lyase; fenilalanin amonijliaze

parova baza

engl.
engl.
engl.
engl.
engl.

engl.

engl.

engl.

engl.

cell-wall-associated extracellular, peroxidases
peroxidase 12, peroksidaza 12
Pathogenesis-Related Protein 1
Pathogenesis-Related Protein 1b
Pathogenesis=Related Protein 2

Pathogenesis-Related Protein Q

potato spindle tuber viroid, viroid vretenastog gomolja krumpira

PAMP-triggered immunity, imunitet pokrenut patogenim molekulama

Pyrabactin Resistance-Like 4, abscisic acid receptor PYL4-like
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gPCR engl.

RNA engl.
RNase engl.
ROS engl.
ROT3 engl.
RT engl.
RT-gPCR engl.

reakcija polimeraze uz povratnu

SA engl.

SAR
SARD1

SCMT
siRNA

SOD ‘

SP

engl.
T l.

SR

guantitative PCR, kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

ribonuclease, ribonukleaze

reactive oxygen species, reaktivne kisikove Cestic

ROTUNDIFOLIA3, 3-epi-6-deoxocathastero

reverse transcription, reverzna trans

guantitative reverse transcri

Transcripts Per Kil illio nskripti,po kilobazi milijun

A izvedena iz viroida
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10. ZIVOTOPIS

Nakon zavrSene Katolicke Klasi¢ne gimnazije s pravom javnosti u Pozegi, upisala sam
preddiplomski studij biologije na Odjelu za biologiju, SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u
Osijeku. Godine 2017. sam i zavrSila prethodno navedeni studij te stekla akademski naziv
sveuciliSne prvostupnice (baccalaurea) biologije i te iste godine na Odjelu za biolegiju upisala
diplomski znanstveni studij biologije. Diplomirala sam na Odjelu za biologiju 2019. godine te
stekla akademski naziv magistra biologije (mag.biol.). Tijekom studiranja, bila sam ¢lan
nekoliko studentskih udruga. Takoder, tijekom 2019. godine u sklopu, ERASMUS+ programa
mobilnosti odradila sam stru¢nu praksu na Institutd za imunologiju i mikrobiologiju
Medicinskog fakulteta u Ljubljani gdje sam u periodu od 3/mjeseca izradila eksperimentalni
dio diplomskog rada kojemu je cilj bio istraziti mélekularni i klini€ki znacaj humanog papiloma

virusa 159 (HPV1259).

Sredinom prosinca 2020. godine zdposlila sam se na Institutu Ruder BoSkovi¢ (Zavod za
molekularnu biologiju, Laboratorij za &emijskuybiologiju) kao asistentica/doktorandica, na
HRZZ istrazivackom projektu ,,Integrativnaanaliza signalnih puteva fitohormona,uklju¢enih
u odgovor biljaka krumpira na tafekciju viroidom vretenastogasgomolja krumpira“ pod
vodstvom dr. sc. Snjezane Mihaljevi¢. U akademskoj godini 2020. /2021, upisala sam doktorski
studij Molekularne bieznanosti'na SveuciliStu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Tijekom
2022. godine ‘u\sklopu [/ERASMUS+ programa mobilnosti provela sam 2 mjeseca u
Laboratoriju za regulafore rasta, Sveudiliste Palacky, Olomoue, Republika Ceska, a u sklopu
DAAD-MZO0, bilaterale provela sam 2 tjednaia struénom usavrSavanju u Leibniz-Institut Fur
Pflanzenbiochemie (IPB) (Institutu za biljnu hiekemiju),»Halle (Saale), Njemacka. U srpnju
2023."godine obranila sam temu doktorskog rada‘pod naslovom: ,,Uloga salicilne kiseline i
jasmonske kiseline u odgovoru biljaka krumpira na infekciju viroidom vretenastog gomolja

krumpira PSTVd®, pod mentorstvom dr. se. Snjezane Mihaljevic.

Sudjelovala sam na nekoliko znanstvenih skupova, medu kojima bih izdvojila 7. Hrvatski
mikrobioloski kongres koji se odrzao u Sv. Martinu na Muri (Hrvatska) 2022. godine, na kojem
sam imala poster izlaganje i bila dobitnica stipendije Hrvatskog drustva biljnih biologa.
Takoder, sudjelovala sam na 14. Hrvatskom bioloskom kongresu s medunarodnim
sudjelovanjem u Puli (Hrvatska) 2022. godine, gdje sam osvojila drugo mjesto za najbolje

izlaganje u kategoriji postera. Osim toga, prisustvovala sam The 2023 Jasmonate Meetingu u
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Halle (Saale) (Njemacka) 2023. godine, gdje sam takoder izlagala poster i bila dobitnica

stipendije za putovanje.
Usavrsavanje tijekom doktorskog studija:

1) sudjelovanje na radionici ,,Excellent Lab book for an Excellent,Career® usorganizaciji

HDBMB, odrzanoj 17-18. prosinca 2020. u on-line formatu

2) sudjelovanje na radionici ,,RjeSavanje sukoba i Mobbing* u organzaciji Bura savjetovanja,

odrzanoj 28. lipnja 2021. 1 01. srpnja 2021. u on-line formatu

3) sudjelovanje na nekoliko tecajeva u organizaciji SveuciliSnog racunskog centra u Zagrebu
(Srce), sve u on-line formatu:
3a) Wordionica ili kako oblikovatisseminarski rad (R101), odrzanoj 04. studenog 2021.

3b) Exceliranje ili kako izraditi tablice, grafikone i formule (R201), odrzanoj 08. studenog
2021.

3c) PowerPointiranje ili kako‘izraditi moc¢ne prezentacije (R301), odrzanoj 16. studenog
2021.

3d) GIMP ili kako besplatnoyfotosopirati slike (R401),/0drzanoj 29. stadenog 2021.

3e) Upoznavanje sasintaksom jezika Ry i njegova primjena u 0snovnoj statistickoj i
grafickoj analizi podataka (S721), odrzangjhyu periodu od 22. studenog 2021. do 30.
studenog,2021:

4) sudjelovanje na teCaju ,,ACS on Campus-Croatia* u organizaciji American Chemical

Society odrzanoj 16. ozujka 2022. u on-line formatu

5) odslusano on-line predavanje Elsevier pod naslovom: ,,ScienceDirect - overview and key

features odrzano 09. studenog 2022.

6) odslusano on-line predavanje Elsevier pod naslovom: ,,Academic Integrity - Plagiarism and

how to avoid it* odrzano 10. studenog 2022.

7) odsluSano on-line predavanje Elsevier pod naslovom: ,,How to write and publish an article.

Elsevier Author Workshop* odrzano 22. studenog 2022.

202



8) odslusano on-line predavanje Elsevier pod naslovom: ,,How to find a journal wisely.

Elsevier Author Workshop* odrzano 23. studenog 2022.

9) odslusano on-line predavanje Elsevier pod naslovom ,Generative Al: New policies,

opportunities, and risks) “ odrzano 05. prosinca 2022.

10) sudjelovanje na radionici odrZanoj uzivo na Institutu Ruder Boskewi¢ 27. ozujka 2023. pod

nazivom ,,Zasto i¢i putem inovacija i komercijalizacije®.

11) pasivno sudjelovanje (bez izlaganja) na kongresu 7th Faculty of Science PhD Student
Symposium odrzanom od 21. do 22. travnja 2023. na Prirodeslovno-matematickom fakultetu

u Zagrebu.

12) sudjelovanje na radionici odrzanoj uzivo na Institutu, Ruder Boskovi¢ 17. svibnja 2023.

pod naslovom ,,Supercomputing in the Natural Sciences*.

13) sudjelovanje on-line na_dogadamju ,,Mental Health in Academia: The,Hot Potato*

odrzanom 05. rujna 2024./a Zagrebu.

14) pasivno sudjelovanje (bezizlaganja) na Simpoziju Hrvatskeg druStva za biljnu biologiju
2024 odrzanom 29. stideneg 2024. na Odjelu za prehrambenu tehnologiju Sveucilista Sjever

u Koprivnici.

15) sudjelovanje na radionici odrzanoj uzivoma Institutu Ruder Boskovi¢ 10. do 11. veljace

2025. u sklopu Zimske Skole otvorene znanosti pod naslovom ,,Otvoreni pristup®.
SUDJELOVANJA U POPULARIZACIJA ZNANOSTI:

1) Sudjelovanje u organizaciji STEM games,2021. kao dio tima ,,Problem solving excercises*-

dizajniranje zadataka za Science arenu.

2) Sudjelovanje u aktivnostima i suradnja u organizaciji Tjedna karijera Sveucilista u Osijeku
koji je odrzan od 9.-13. svibnja 2022. - odrzano predavanje za studente diplomskog studija
Biologija.

Clanica sam Hrvatskog drustva za biljnu biologiju (HDBB) te Hrvatskog drustva za biokemiju

i molekularnu biologiju (HDBMB).
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11. POPIS PUBLIKACIJA

11.1. Popis objavljenih znanstvenih radova

Markovié, Iva; HoSnjak, Lea; Seme, Katja; Poljak, Mario. Molecular characterization of
human papillomavirus type 159 (HPV159) // Viruses, 13 (2021), 8;41668, 13. doi:
10.3390/v13081668

11.2. Popis saZetaka u zbornicima skupova

Jari¢, Bernard; Markovi¢, Iva; Milanovi¢, Jasna; Mihaljevi€,, Snjezana. 'Profiling of
microRNAs and their potential targets in potato leaves in«response to,PSTVd infection and
exogenous SA treatment // Symposium of the Croatian Society, for Plant Biology 2024.
Koprivnica, Hrvatska, 29.11.2024-29.11.2024

Jari¢, Bernard; Markovié, Iva; Milanovi¢, Jasna; Mihaljevi¢; Snjezana. Investigation of
miRNA modulation during infection with potato spindle tuber viroid (PSTVd) upon treatment
with 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA) // Power of Viruses 2024: Book of abstracts / Tabain,
Irena; Jagusi¢, Maja; Ivan¢i¢ Jeleckiydelena, Vilibi¢ Cavlek, Tatjana et al. (ur). Zagreb:
Hrvatsko mikrobiolosko drustvo, 2024. str. 75-75

Jari¢, Bernard; Markovié, Iva; Milanoyi€, Jasna; Mihaljevi¢, Snjezana. MicroRNA expression
profiles in PSTVd infected‘potato: impact.of INA treatment /A 8th Faculty of Seience PhD
Student Symposium: Book of Abstracts / Posari¢, Laura; Gmizi¢yDaria; Ostojic, Tea i sur.
(ur.). Zagreb: Faculty of'Science, University of Zagreb, Zagreb, Croatia, 2024xstr..72-72

Markovié, Ivay Tuli¢, Nina; Frlin, Marta; Jari¢, Bernard;' Mihaljevi¢, Snjezana. ROS i JA
signaling in responseto viroid PSTVd infection injotato //8th Faculty®©f Science PhD Student
Symposium: Book of Abstracts. Zagreb: Faculty of Sciences University of Zagreb, Zagreb,
Croatia, 2024, str. 77-77

Markovié, Iva; Jari¢, Bernard; Milanovi€, Jasna; Habus Jerci¢, Ivanka; KereSa, Snjezana;
Siroka, Jitka; Okle$tkova, Jana; Novak, Ondrej; Mihaljevi¢, Snjezana. Transcriptome analysis
reveals impartance/of jasmonic acid in potato (Solanum tuberosum) during infection with
potato spindle tuber viroid // The 2023 Jasmonate meeting, Halle (Saale), Njemacka,
29.08.2023-01.09.2023

Markovié, Iva; Jari¢, Bernard; Jagi¢, Mateja; Leljak Levani¢, Dunja; Milanovi¢, Jasna;
Oklestkova, Jana; Siroka, Jitkas Novak, Ondiej; Mihaljevié, Snjezana. Transcriptomic
approach reveals salicylic acid-dependent expression of host genes in potato-viroid interaction
/[ Joint Event on Plant Science and Agriculture: Book of Abstracts. Valencia: Magnus Group
LLC, 2023. str. 82-83

Markovié, Iva; Jagi¢, Mateja; Milanovi¢, Jasna; Habu$ JerCi¢, Ivanka; KereSa, Snjezana;
Leljak Levani¢, Dunja; Mihaljevi¢, Snjezana. Profil ekspresije marker gena ukljucenih u
obrambeni odgovor posredovan jasmonskom kiselinom, u interakciji viroida vretenastog
gomolja krumpira (PSTVD) i krumpira // 14. Hrvatski bioloski kongres s medunarodnim
sudjelovanjem: zbornik sazetaka / Caput Mihali¢, Katarina; Miceti¢ Stankovi¢, Vlatka; Urli¢,
Inga i sur. (ur.). Zagreb, 2022. str. 275-276
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Markovié, Iva; Milanovi¢, Jasna; Jagi¢, Mateja; Leljak-Levani¢, Dunja; Mihaljevi¢, Snjezana.
Salicylic acid contributes to basal defense of Solanum tuberosum against potato spindle tuber
viroid (PSTVd) // 7th Croatian Congress of Microbiology: Programme and abstracts / Petri¢
Svili¢i¢, Ines (ur.). Zagreb: Hrvatsko mikrobioloSko drustvo, 2022. str. 87-87

Markovié¢, Iva; Kumek, Lucija; Vojvodi¢, Jelena; Mihaljevi¢, Snjezana. Antioxidative
response of SA-deficient and wild type potato plants (Solanum tuberesum L) to infection,with
potato spindle tuber viroid // Knjiga sazetaka-6. simpozij studenata doktorskth studija PMF-a.
Zagreb, 2022. str. 210-211

11.3. Popis radova u pripremi/postupku recenzije

Markovié, Iva; Jari¢, Bernard; Oklestkova, Jana; Siroka, Jitka; Majsec, Kristina; Jagic,
Mateja; Leljak Levani¢, Dunja; Milanovi¢, Jasna; Ziegler,/Jorg; Novak, Ondfej; Rosahl,
Sabine; Mihaljevi¢, Snjezana. Transcriptome, metabolome and phytohormone analysis reveals
that salicylic acid is required for the basal defense response of potato plants to Potato spindle
tuber viroid.

Markovié, Iva; Jari¢, Bernard; Okleitkova, Jana; Sirokd, Jitka; Jagi¢, Mateja; Milanovic,
Jasna; KereSa, Snjezana; Habu$ Jercié, lvanka; Novak, Ondiej; Mihaljevi¢,” Snjezana.
Transcriptome and hormone analysis provides insights into JA-mediated regulation of.cellular
responses and symptom development in potato during Potato spindle tuber viroid infection:
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