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Abioticki stres uzrokovan okolisnim uvjetima poput suse, povisenog saliniteta, ekstremnih
temperatura ili intenzivnog UV zra¢enja ima negativan utjecaj na rast i razvoj biljaka. Brojni
mehanizmi odgovora na abioti¢ki stres, ukljucujuci regulaciju ekspresije gena posredovanu
molekulama miRNA, omogucuju biljkama prevladavanje nepovoljnih okolisnih uvijeta.
Molekule miRNA su male nekodiraju¢e molekule RNA koje reguliraju ekspresiju gena
uglavnom na posttranskripcijskoj razini. Biosinteza molekula miRNA uklju¢uje transkripciju
gena MIR, procesiranje prekursora molekula miRNA u zrele molekule miRNA pomocu enzima
DCLI1, nanoSenje molekule miRNA na proteine AGO 1 sastavljanje kompleksa miRISC. Na
temelju komplementarnosti s ciljanom sekvencom, kompleks miRISC utisava ekspresiju
ciljanih gena cijepanjem ili inhibicijom translacije transkripata. Molekule miRNA imaju vaznu
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okviru odgovora na stres dok akumulaciju pozitivnih regulatora omogucuju molekule miRNA
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Abiotic stress caused by environmental conditions such as drought, increased salinity, extreme
temperatures or intense UV radiation has a negative impact on plant growth and development.
Numerous abiotic stress response mechanisms, including regulation of gene expression
mediated by miRNA molecules, enable plants to overcome adverse environmental conditions.
Micro RNA (miRNA) molecules are small non-coding RNA molecules that regulate gene
expression mainly at the post-transcriptional level. Biosynthesis of miRNA molecules involves
transcription of MIR genes, processing of miRNA precursor molecules into mature miRNA
molecules by the enzyme DCL1 and loading of the mature miRNAs into AGO proteins to form
the miRNA-induced silencing complex (miRISC). Based on complementarity with the target
sequence, the miRISC silences the expression of target genes by cleaving or inhibiting the
translation of transcripts. miRNA molecules play an important regulatory roles in plant
development and plant - environment interactions, including developmental plasticity, abiotic
and biotic stress responses and interactions with symbionts and parasites. Stress-induced
miRNA molecules downregulate the expression of negative regulators of stress tolerance, while
stress-inhibited miRNA molecules enable the accumulation of positive regulators. This paper
describes the significance of miRNA molecules associated with oxidative, heat, osmotic and
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POPIS KRATICA

ABA (engl. abscisic acid) — apscizinska kiselina

AGO (ARGONAUTE) — RNA-vezujuéi protein ukljucen u utiSavanje ekspresije posredovano
kompleksom miRISC

AMP1 (ALTERED MERISTEM PROGRAM 1) — transmembranski protein u hrapavom
endoplazmatskom retikulumu

ARF (AUXIN RESPONSE FACTORS) — transkripcijski faktori koji reguliraju ekspresiju gena
koji su pod utjecajem hormona auksina

ATP — adenozin trifosfat

CBF (C-REPEAT BINDING FACTOR) — proteini koji poticu ekspresiju gena induciranih
hladno¢om

COR (COLD RESPONSIVE) — geni osjetljivi na hladno¢u

CSD (COPPER/ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE) - antioksidacijski enzim Cu-Zn
superoksid dismutaza

DCL1 (DICER-LIKE 1) - enzim RNaza Il endonukleaza

ER — endoplazmatski retikulum

HD-ZIP 11l (HOMODOMAIN LEUCINE ZIPPER II1) — porodica transkripcijskih faktora
HEN1 (HUE ENHANCER 1) — metiltransferaza malih molekula RNA

HSF (engl. heat shock transcription factor)— transkripcijski faktori toplinskog Soka

HSP (engl. heat shock protein) — protein toplinskog Soka

HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1) — RNA-vezujuéi protein ukljuéen u obradu molekula
pri-miRNA

IAA (engl. indole-3-acetic acid) — indol-3-octena kiselina

LAC (LACCASE) — geni koji kodiraju glikoproteine lakaze

miRISC (MiIRNA-INDUCED SILENCING COMPLEX) — kompleks za utiSavanje induciran
molekulom miRNA

MIiRNA - mikroRNA

MIRNA (MIR) — geni koji kodiraju molekule miRNA

MYB (MYELOBLASTOSIS) — porodica transkripcijskih faktora

NFYA5 (NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y SUBUNIT ALPHA 5) — transkripcijski
faktor

nt - nukleotid

ORF (engl. open reading frame) — otvoreni okvir ¢itanja

pre-miRNA — prekursor molekule miRNA



pri-miRNA — primarni transkripti gena MIR

ROS (engl. reactive oxygen species) — reaktivni kisikovi oblici

SE (SERRATE) - protein s motivom cinkovog prsta uklju¢en u obradu molekula pri-miRNA
SPL (SQUAMOSA PROMOTER MINDING PROTEIN-LIKE) — transkripcijski faktor
TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1) — auksinski receptor

UTR (engl. untranslated region) — netranslatirajuca regija



1. Uvod

Male molekule RNA dijele se u Cetiri skupine s obzirom na podrijetlo: mikroRNA (engl.
microRNA, miRNA), male interferiraju¢e RNA (engl. small interfering RNA, siRNA), PIWI-
vezuju¢e RNA (engl. PIWI interacting RNA, piRNA) i male molekule RNA izvedene iz
prijenosnih molekula RNA, tj. iz tRNA (engl. transfer RNA-derived small RNA, tsSRNA). Male
molekule RNA uti$avaju ekspresiju gena na transkripcijskoj i/ili posttranskripcijskoj razini (Li
i sur., 2017; Wang i sur., 2019.). Molekule miRNA su nekodiraju¢e molekule RNA veli¢ine 20
— 24 nukleotida (nt) koje negativno reguliraju ekspresiju gena u biljaka cijepanjem ciljanih
molekula mRNA ili inhibicijom translacije (Wang i sur., 2019; Yu i sur., 2017b). Molekule
miRNA imaju regulatornu ulogu u brojnim procesima poput razvojne plasti¢nosti biljaka,
odgovoru biljaka na abioticki i biotic¢ki stres te u interakcijama sa simbiotskim i parazitskim
organizmima (Song i sur., 2019). Cilj ovog rada je dati pregled dosadasnjih istrazivanja o

biosintezi molekula miRNA i njihovoj ulozi u odgovoru biljaka na abioticki stres.

2. Biosintetski put molekula miRNA

Biosinteza i aktivnost biljnih molekula miRNA najdetaljnije su istrazene u modelne
biljke uro¢njaka (Arabidopsis thaliana). Biljni genomi sadrze stotinu do nekoliko stotina gena
MIRNA (MIR) koji kodiraju molekule miRNA (Nozawa i sur., 2012). DNA-ovisna RNA
polimeraza Il (Pol I1) prepisuje gene MIR, pri ¢emu nastaju primarni transkripti MIR gena (pri-
miRNA). Molekule pri-miRNA stabilizirane su dodatkom 7-metilgvanozinske kape na 5' kraj i
poliadeninskim repom na 3' kraju (Xie i sur., 2005). Stabilizirane molekule pri-miRNA
formiraju nepravilnu sekundarnu strukturu te se doraduju u kompleksu za procesiranje do zrele
dvolan¢ane molekule miRNA/miRNA* (dupleks miRNA/miRNA*) u dva koraka. Za razliku
od Zivotinjskih molekula miRNA koje procesiraju enzimi RNAze III endonukleaze dviju
razli¢itih porodica, Drosha u jezgri i Dicer u citoplazmi (He i Hannon, 2004), u biljaka oba
koraka katalizira enzim RNaza Ill endonukleaza DICER-LIKE 1 (DCL1), homolog enzima
Dicer, u jezgri (Kurihara i Watanabe, 2004). Enzim DCL1 prepoznaje nepravilnu strukturu
molekule pri-miRNA te ju uz pomo¢ RNA-vezujuceg proteina HYPONASTIC LEAVES 1
(HYL1) i proteina s motivom cinkovog prsta SERRATE (SE) obraduje u prekursor molekule
MIRNA (pre-miRNA) strukture ukosnice (Yu i sur., 2017). Enzim DCL1 dalje prevodi
molekule pre-miRNA u nepravilne dvolanéane molekule MIRNA/MIRNA* (dupleks
MIRNA/MIRNA*) koji se sastoji od regije dupleksa i 3' strSecih krajeva duljine 2 nt (Rogers i
Chen, 2013). Metiltransferaza malih molekula RNA, HUE ENHANCER 1 (HEN1), zamjenjuje



protein SE i veZze se na kompleks DCL1/HYL kataliziraju¢i 2'-O-metilaciju na 3' krajevima
dupleksa miIRNA/mIRNA* (Baranauské i sur., 2015) Sto Stiti zrele molekule miRNA od
razgradnje (Yu i sur., 2005). Tijekom sastavljanja kompleksa za utiSavanje posredovanog
molekulama miRNA (engl. miRNA-induced silencing complex, miRISC), metilirani dupleks
MiIRNA/MIRNA* se odmotava i lanac vodi¢, miRNA, se nanosi na protein ARGONAUTE 1
(AGO1) dok se lanac putnik, miRNA*, otpusta (Mi i sur., 2008). Molekularni Saperon HEAT
SHOCK PROTEIN 90 (HSP90) neophodan je za sastavljanje kompleksa AGO-miRISC (Iki i
sur., 2010). AGO1 tvori kompleks s dimerom proteina HSP90, a vezanjem molekule adenozin
trifosfata (ATP) nastaje konformacijska promjena proteina AGO1 §to omogucuje ukljucivanje
dupleksa miRNA/miRNA* u kompleks AGO1-HSP90. Hidrolizom molekule ATP-a dolazi do
disocijacije proteina AGO1 i HSP90 uz konformacijsku promjenu proteina AGO1 kojom se
otpusta lanac putnik (Iki i sur., 2010). Jezgrin lokalizacijski signal i jezgrin izvozni signal (engl.
nuclear export signal, NES) omogucuju prijenos proteina AGOL1 iz citoplazme u jezgru gdje
dolazi do nanoSenja molekula miRNA (Bologna i sur., 2018). Prije nanosenja molekula
miRNA, NES proteina AGO1 je skriven te je protein AGO1 lokaliziran u jezgri. Nakon
nanoSenja, NES dolazi do izraZaja i omogucuje izlaz proteina AGO1 iz jezgre pomocu proteina

CRMI1/EXPORTIN1 (Bologna i sur., 2018) (Slika 1).

m:EEO molekula pri-miRNA
HY'

o

= gen MIR

lSE
[ITIT dupleks miRNA/miRNA*
HEN1
HASTY
0(}_ kompleks miRISC
MiRNA

Slika 1 Shematski prikaz biosintetskog puta miRNA u biljaka. DCL1 - DICER-LIKE 1, HYL1 -
HYPONASTIC LEAVES 1, SE - SERRATE, HEN1 - HUA ENHANCER 1, RISC — miRNA-
INDUCED SILENCING COMPLEX, AGO - ARGONAUTE 1 (prilagodeno prema Ding i sur. 2013).



3. Mehanizam djelovanja i regulacija aktivnosti molekula miRNA

Biljne molekule miRNA reguliraju ekspresiju ciljanih gena na posttranskripcijskoj
razini cijepanjem transkripta ili spreCavanjem translacije ciljanog gena (Chen, 2005; Rogers i
Chen, 2013) i na transkripcijskoj razini mehanizmom metilacije molekule DNA ovisne o
molekulama miRNA (Wu i sur., 2010; Teotia i sur., 2017). Mehanizam djelovanja malih
molekula RNA (engl. small RNA, sRNA) odreden je stupnjem komplementarnosti izmedu
sekvenci molekula sRNA i njihovih ciljanih molekula. Utvrdeno ja da mehanizam cijepanja
transkripta podrazumijeva gotovo potpunu komplementarnost izmedu biljnih molekula miRNA
i ciljanin molekula mRNA (Hutvagner i Zamore, 2002). Budué¢i da visok stupanj
komplementarnosti ne  iskljuuje  mehanizam  spreCavanja  translacije,  Stupanj
komplementarnosti ne odreduje mehanizam djelovanja molekula miRNA kod biljaka (Li i sur.,
2013; Yu i sur., 2016). Protein HYL1 ukljucen u biosintezu molekula miRNA neophodan je za
mehanizam cijepanja ciljanih molekula mRNA dok protein DOUBLE-STRANDED RNA
BINDING 2 (DRB2) sprecava ekspresiju proteina HYL1 i aktivira mehanizam sprecavanja

translacije ciljanih molekula mRNA (Reis i sur., 2015).

3.1. Cijepanje ciljanih molekula mMRNA

Sparivanje molekula miRNA s ciljanim molekulama mRNA rezultira cijepanjem
molekula mRNA unutar regije sparivanja ¢ime nastaju 5'i 3' fragmenti cijepanja (Addo-Quaye
i sur., 2008). Cijepanje molekula mRNA katalizira PIWI domena proteina AGO koja formira
strukturu nalik RNAazi H (engl. RNase H-like fold) i djeluje egzonukleazno (Mi i sur., 2008;
Maunoury i Vaucheret, 2011). Proces cijepanja ciljanih molekula mRNA odvija se na
membrani hrapavog endoplazmatskog retikuluma (ER) (Brodersen i sur., 2012; Li i sur., 2016).
Razli¢ite egzonukleaze degradiraju 3'i 5' fragmente nastale cijepanjem molekula mRNA. 3'
fragmente degradira 5'-3' egzonukleaza EXORIBONUCLEASE 4 (XRN4) (Souret i sur., 2004)
dok enzimi HESO1 i URT1 kataliziraju poliuridilaciju 5' fragmenata (Wang i sur., 2015) koje
potom razgraduje enzim RISC-INTERACTING CLEARING 3'-5' EXORIBONUCLEASE 1
(RICEL) (Zhang i sur., 2017). Produkti cijepanja transkripata koji su mete molekula miRNA
veli¢ine 22 nt ne razgraduju se ve¢ stabiliziraju proteinom SUPPERESSOR OF GENE
SILENCING3 (SGS3) i prevode u dvolancane molekule RNA enzimom RNA-ovisna RNA
polimeraza 6. Dvolancane molekule RNA potom doraduje protein DCL4 i nastaju fazne

sekundarne molekule siRNA (engl. phased secondary siRNA, phasiRNA) koje mogu, kao i



molekule miRNA, navoditi protein AGOL1 na cijepanje ciljanih molekula mRNA (Fei i sur.,
2013).

3.2. Zaustavljanje translacije

Mehanizam zaustavljanja translacije posredovan kompleksom AGO1-miRISC ovisi o
polozaju ciljanih mjesta unutar molekule mMRNA. Kompleks AGO1-miRISC koji djeluje na 5'
netranslatiraju¢u regiju (engl. untranslated region, UTR) onemogucuje prihvaéanje ribosoma
za molekulu mRNA i inicijaciju translacije dok kompleks AGO1-miRISC koji djeluje na
otvoreni okvir ¢itanja (engl. open reading frame, ORF) onemogucuje pomicanje ribosoma i
elongaciju translacije. Za razliku od 5' UTR vezujué¢eg kompleksa AGO1-miRISC, 3' UTR
vezuju¢i kompleks AGO1-miRISC spre¢ava samo translaciju ovisnu o 7-metilgvanozinskoj
kapi (engl. cap-dependent translation) (lwakawa i Tomari, 2013). Faktori koji reguliraju
zaustavljanje translacije su proteini KATANIN, VARICOSE (VCS), SUO, i ALTERED
MERISTEM PROGRAML1 (AMP1) (Song i sur., 2019). AMP1 je transmembranski protein
hrapavog endoplazmatskog retikuluma (ER) koji spre¢ava udruzivanje ciljanih transkripata s
polisomima na membrani ER-a (Li i sur., 2013). Proteini VARICOSE i SUO ukljuceni su u
proces uklanjanja 7-metilgvanozinske kape dok protein KATANIN regulira dinamiku
mikrotubula (Brodersen i sur., 2008). Vaznost proteina AMP1 u mehanizmu zaustavljanja
translacije ukazuje da se proces odvija na membrani ER-a. Takoder, uklju¢enost proteina
lokaliziranih u P-tjelescu (engl. P-body), poput proteina VCS i SUO, u procese uklanjanja
7-metilgvanozinske kape i zdruzivanja proteina AGO1 s hrapavim ER-om i P-tjelescima

upucuje da su i P-tjeleSca moguca mjesta zaustavljanja translacije (Li i sur., 2013).

3.3. Metilacija molekule DNA posredovana molekulama miRNA

Pokazano je da su molekule miRNA ukljucene u navodenje metilacije molekule DNA
¢ime reguliraju ekspresiju ciljanih gena na razini transkripcije. Dugacke molekule miRNA
veli¢ine 24 nt nastaju iz molekula pri-miRNA djelovanjem enzima DCL1 i DCL3 te se nanose
na protein AGO4. Na temelju komplementarnosti s genima ciljanih transkripata, dugacke
molekule miRNA u kompleksu s proteinom AGO4 navode metilaciju molekule DNA (Wu i
sur., 2010; Teotia i sur., 2017).



4. Uloga miRNA u odgovoru na abioticki stres

Biljke su, kao sesilni organizmi, tijekom rasta i razvoja izloZeni raznim ¢imbenicima
abiotickog stresa poput suse, visokog saliniteta, ekstremnih temperatura ili intenzivnog UV
zracenja. Razumijevanje sposobnosti biljaka da prevladaju nepovoljne okolisne uvjete vazan je
segment u proucavanju biljne fiziologije. Saznanja na podruéju fiziologije stresa predstavljaju
prvi korak u osmisljavanju novih kultivara otpornijih na sve izrazenije nepovoljne klimatske
uvjete. Poremecaj stani¢nih funkcija izazvan abiotickim stresom zahtijeva brzo reprogramiranje
stanice na molekulskoj razini koje omogucuje aktivaciju odgovora na stres. Reprogramiranje
stanice je rezultat transkripcijske, posttranskripcijske i translacijske regulacije gena induciranih
stresom (Megha i sur., 2018). Regulacija ekspresije gena posredovana molekulama miRNA brz
je, u¢inkovit i tkivno-specifi¢an mehanizam u odgovoru biljaka na abioticki stres (Sunkar i sur.,
2012). Medutim, pojedine molekule unutar konzerviranih porodica molekula miRNA, koje
reguliraju ekspresiju homolognih regulatora stresa, ¢esto imaju suprotan u¢inak medu razli¢itim
vrstama. Razli¢it ucinak slicnih molekula miRNA je posljedica razlike u razvoju biljaka,
uvjetima rasta te duljine trajanja i intenziteta stresa (Ding i sur., 2013).

Mnogi okoli$ni ¢imbenici koji uzrokuju abioticki stres kod biljaka dovode do povecanja
sadrzaja reaktivnih kisikovih oblika (engl. reactive oxygen species, ROS) u biljnoj stanici
(Mittler i sur., 2004). U skupinu ROS-ova se ubrajaju slobodni radikali poput superoksidnog
radikala (O2*"), hidroksilnog radikala (OH®), perhidroksilnog radikala (HO2*) i alkoksilnih
radikala (RO®) te molekularni oblici poput vodikovog peroksida (H202) i singletnog kisika
(!02) (Gill i Tuteja, 2010). Od svih spomenutih ROS-ova molekula H20> je najstabilnija i
jednostavno se prenosi preko stani¢nih membrana (Uchida i sur., 2002). Klju¢na je sastavnica
stani¢nih signalnih kaskada (Mittler i sur., 2004) i nezamjenjiv sekundarni glasnik u odgovoru
biljaka na bioticki i abioticki stres (Pastori i Foyer, 2002). Molekula H202 uglavnom nastaje u
mitohondriju, peroksisomu, kloroplastu, apoplastu i plazmatskoj membrani (Lv i sur., 2016),
medutim, U povisenim koncentracijama uzrokuje programiranu stani¢nu smrt (Quan i sur.,
2008). Antioksidacijski sustav stanice, koji se sastoji od antioksidacijskih enzima i neeznimskih
antioksidansa, odrzava sadrzaj ROS-0va u stanici stabilnim. Ukoliko sadrzaj ROS-ova nadilazi

kapacitet antioksidacijskog sustava, nastupa stanje oksidacijskog stresa (Chaki i sur., 2020).



4.1. Toplinski stres

Visoke temperature uzrokuju oStecenja stani¢énih membrana, utjecu na stani¢nu diobu i
sintezu proteina te uzrokuju oksidacijski stres (Ahmed i sur., 2020). Brojne molekule miRNA
sudjeluju u odgovoru biljaka na toplinski stres tako Sto reguliraju ekspresiju gena ukljucenih u
brojne fizioloske procese poput ponovnog Smatanja proteina, aktivacije antioksidacijskog
sustava, odrzavanja fotosintetskog sustava, zastite reproduktivnih tkiva, regulacije perioda
cvjetanja i same biosinteze molekula miRNA (Ding i sur., 2020).

Kljuéne komponente odgovora na toplinski stres su proteini HSP inducirani aktivacijom
transkripcijskih faktora toplinskog Soka (engl. heat shock transcription factors, HSF) (Kotak i
sur., 2007). Proteini HSP imaju ulogu molekulskih Saperona klju¢nih za procese smatanja,
sastavljanja, translokacije i degradacije proteina (Wang i sur., 2004). Molekule miRNA
posreduju u odgovoru na toplinski stres kroz regulaciju ekspresije gena HSF i indukciju sinteze
proteina HSP koji pomazu ponovno smatanje proteina. Molekula miR398 je kod uro¢njaka
ukljucena u opéi odgovor na toplinski stres (Guan i sur., 2013) (Slika 2). Transkripcijski faktori
HSF inducirani toplinskim stresom potic¢u ekspresiju gena MIR398 i sintezu molekule miR398
koja utiSava ekspresiju ciljanih gena COPPER/ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE (CSD1 i 2)
i COPPER CHAPERONE OF CSD (CCS) ukljuéenih u regulaciju sadrzaja ROS-ova u stanici.
Promijenjeno oksidacijsko stanje stanice dovodi do akumulacije transkripcijskih faktora HSF i
indukcije gena HSP (Guan i sur., 2013). Pojacana ekspresija molekula miR156, miR160 i
miR169 takoder potice ekspresiju gena HSP dok molekule miR166 i miR300 utisavaju
ekspresiju gena HSP. Molekula miR166 utisava ekspresiju gena SALT TOLERANCE DURING
GERMINATION 1 (STG1) i sprecava sintezu proteina STG1 koji regulira odgovor na toplinski
stres vezanjem na gene HSP (Ding i sur., 2020).

Pored proteina HSP, enzim PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE (PDI) i proteini PDI-
LIKE (PDIL) sudjeluju u smatanju proteina u ER-u kod biljaka (Ali Khan i Mutus, 2014) tako
Sto kataliziraju nastanak, redukciju i izomerizaciju disulfidnih veza u proteinu (Han i sur.,
2012). Molekula miR5144-3p utisava ekspresiju gena OsPDIL1;1 kod rize, no sinteza molekule
miR5144-3p je uslijed toplinskog stresa smanjena, a transkript gena OsPDIL1;1 se akumulira

Sto rezultira ve¢im udjelom proteina s disulfidnim vezama i veCom tolerancijom na stres (Xia i

sur., 2018).



Smanjena sinteza molekule miR164 u uvjetima toplinskog stresa kod kukuruza (Zea
mays) dovodi do akumulacije transkripcijskih faktora NAM, ATAF1,2 i CUC2 (NAC) koji
sudjeluju u odgovoru biljke na oksidacijski stres izazvan ROS-ovima (Fang i sur., 2015).
Molekula miR172 negativno regulira ekspresiju transkripcijskog faktora APETALA 2 (AP2)
koji sudjeluje u razvoju uro¢njaka izlozenog toplinskom stresu (Chen i sur., 2016). Biljke stje¢u
visu toleranciju na toplinski stres prilikom izlaganja umjerenom stresu u procesu aklimatizacije
¢emu kod uro¢njaka doprinosi modul miR156-SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE (SPL). Ponovni toplinski stres poti¢e sintezu molekule miR156 koja odrzava
memoriju toplinskog stresa dok protein SPL djeluje kao transkripcijski represor spre¢avajuci

ekspresiju gena uklju¢enih u memoriju stresa (Stief i sur., 2014).

Toplinski stres

> miR398

1

CSD1 CSD2 CCS

1

o

miR166
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L P iR160
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miR6300 miR169
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Tolerancija na
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Slika 2 Uloga molekula miRNA u regulaciji ekspresije gena HSF i HSP uslijed toplinskog stresa.
CSD1,2 - COPPER/ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE, CCS - COPPER CHAPERONE OF CSD,
ROS — reaktivni kisikovi oblici, HSF — transkripcijski faktori toplinskog Soka, HSP — proteini toplinskog
Soka, STG1 - SALT TOLERANCE DURING GERMINATION 1 (prilagodeno prema Ding i sur.,
2020).



4.2. Hladnoc¢a i smrzavanje

Niska temperatura utjeCe na stani¢ne diobe, ucinkovitost fotosintetskog sustava i
transport vode kroz biljku te moze dovesti do dehidracije uslijed smrzavanja vode u biljnom
tkivu (Beck i sur., 2007). Geni regulirani hladno¢om ukljucuju gene osjetljive na hladnocu
(engl. cold-responsive, COR), inducirane hladno¢om (engl. cold-induced, KIN), inducirane
niskom temperaturom (engl. low-temperature induced, LTI) i osjetljive na dehidraciju (engl.
responsive to dehydration, RD) (Megha i sur., 2018). Geni regulirani hladno¢om obuhvacaju
gene C-REPEAT BINDING FACTOR (CBF) ¢iji produkti poti¢u ekspresiju gena COR (Gilmour
i sur., 1998). Aktivacija signalnog puta ovisnog o proteinu CBF ¢est je odgovor biljke na stres
izazvan hladno¢om (Guo i sur., 2018). Produkti gena reguliranih hladno¢om dijele se u dvije
kategorije: prva skupina ukljucuje proteine LATE EMBRYGENESIS ABUNDANT (LEA),
HSP, antifriz proteine, dehidrine te proteine ukljuene u prijenos lipida i biosintezu
kompatibilnih osmolita (Megha i sur., 2014), dok drugu skupinu ¢ine transkripcijski faktori koji
reguliraju prijenos signala i ekspresiju gena KIN (Sanghera i sur., 2011). Hladnoéa izaziva
promjenu fluidnosti membrane i povecéani ulazak iona kalcija (Ca®") u stanicu. Povisena
koncentracija iona Ca?* aktivira enzime proteinske kinaze koji pak aktiviraju proteine
INDUCER OF CBF EXPRESSION 1 (ICE1). Protein ICE1 inhibira transkripcijski faktor
MYELOBLASTOSIS 15 (MYB15) i potice ekspresiju gena CBF ukljuenog u regulaciju
ostalih gena COR (Megha i sur., 2018).

Molekula miR398 utisava ekspresiju gena COPPER/ZINC SUPEROXIDE
DISMUTASE (CSD), no akumulacija ROS-ova izazvana niskom temperaturom inhibira sintezu
molekule miR398 i potiCe sintezu antioksidacijskog enzima Cu-Zn superoksid dismutaze
(CSD) (Wang i sur., 2014). Molekula miR408 utisava ekspresiju gena metaloproteina koji
sadrze atome bakra (engl. cuproproteins) poput proteina kupredoksina, plantacijanina i
uklacijanina (Abdel-Ghany i Pilon, 2008). Smanjenje sadrzaja kupredoksina dovodi do porasta
sadrzaja iona bakra potrebnih drugim metaloproteinima uklju¢enim u odgovor na stres poput
enzima CSD (Ma i sur., 2015).

Uslijed stresa izazvanog hladno¢om, molekule miR408 i miR397 utiSavaju ekspresiju
gena LACCASE (LAC) koji kodiraju glikoproteine lakaze uklju¢ene u biosintezu lignina
(Abdel-Ghany i Pilon, 2008; Liang i sur., 2006; Sunkar i Zhu, 2004). Smanjena akumulacija
lignina u stani¢noj stijenci povecava elasti¢nost stanice i sprecava pucanje stijenke uslijed rasta
kristala leda (Ji i sur., 2015). Molekula miR397 takoder sudjeluje u regulaciji ekspresije gena

CBF poticu¢i njegovu ekspresiju u uvjetima stresa izazvanog hladno¢om (Dong i Pei, 2014).



Molekula miR319 djeluje kao pozitivan regulator tolerancije na hladno¢u kod Secerne
trske (Saccharum officinarum) i rize (Oryza sativa) utiSavajuci ekspresiju gena TEOSINTE
BRANCHED1/CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACTOR (TCP) sto potice ekspresiju
gena CBF (YYang i sur., 2013). Molekula miR139 kod divljeg prosa (Panicum virgatum) utiSava
ekspresiju gena receptora za auksin, TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN
BINDING F-BOX (TIR1/AFB), i potice ekspresiju gena uklju¢enih u odgovor biljke na stres

izazvan hladno¢om (Liu i sur., 2017).

4.3. Nedostatak vode u tlu

Kako bi se prilagodile suSnim uvjetima, biljke koriste mehanizme izbjegavanja ili
tolerancije. Izbjegavanje nepovoljnih uvjeta omogucuju morfoloske promjene poput zatvaranja
puci, razvoja dugackog korijenskog sustava i nize stope rasta listova $to rezultira Smanjenjem
ukupne povrsine listova (Ding i sur., 2013). S druge strane, toleranciju susnih uvjeta omogucuju
fizioloski i molekularni mehanizmi poput osmotske prilagodbe i aktivacije antioksidacijskog
sustava (Bartels i Sunkar, 2005). Oba mehanizma podrazumijevaju regulaciju ekspresije gena
osjetljivih na susu (engl. drought inducible genes) gdje vaznu ulogu imaju molekule miRNA
(Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2006).

Apcsizinska kiselina (engl. abscisic acid, ABA) je biljni hormon koji ima kljuénu ulogu
u odgovoru biljaka na nedostatak vode. Prilikom suse dolazi do indukcije sinteze molekule
ABA koja regulira ekspresiju gena osjetljivin na vodni stres i uzrokuje zatvaranje puci
(Koornneef i sur., 1998). Molekula miR159 regulira metabolizam molekule ABA u stresnim
uvjetima utiSavanjem ekspresije gena transkripcijskih faktora MYB33 i MYB101 koji su
pozitivni regulatori signalnog puta molekule ABA (Reyes i Chua, 2007). Pri povisenoj
koncentraciji molekule ABA kod rize (Liu i sur., 2009) i vodnom stresu kod kukuruza (Wei i
sur., 2009), inhibira se sinteza molekule miR167 koja utiSava ekspresiju gena
PHOSPHOLIPASE D (PLD). Enzim PLD je pozitivan regulator tolerancije na susu koji
sudjeluje u regulaciji metabolizma molekule ABA i zatvaranju puci (Zhang i sur., 2005).
Molekula miR169 utiSava ekspresiju gena NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y
SUBUNIT ALPHA 5 (NFYA5) (Li i sur., 2008). Proteini NF-Y su transkripcijski faktori koji
imaju vaznu ulogu u biljnom razvoju i odgovoru na stres (Kumimoto i sur., 2008). Stres izazvan
nedostatkom vode ili tretmanom hormonom ABA kod uro¢njaka dovodi do smanjene sinteze
molekule miR169 i akumulacije transkripcijskog faktora NFY A5 koji regulira ekspresiju gena
osjetljivih na stres poput gena GLUTATHIONE TRANSFERASE (GT) i PEROXIDASE (POD)



(Li i sur., 2008). Kod uro¢njaka, antisense gen NFYA5 ENHANCING RING FINGER (NERF)
gena NFYAS kodira molekule siRNA koje imaju sekvencu slicnu sekvenci molekule miR169
ali ne mogu cijepati transkripte gena NFYAS. Kompetirajuci s molekulom miR169, molekule
NERF siRNA sprecavaju inhibiciju ekspresije gena NFYA5 posredovanu molekulom miR169
(Gao i sur., 2015) (Slika 3).

Auksin je biljni hormon koji regulira brojne razvojne procese ukljucujuci uspostavljanje
strukture korijena i listova (engl. root and leaf architecture), organizaciju organa (engl. organ
patterning) i provodnog sustava (Ding i sur., 2013). Molekula miR393 utiSava ekspresiju gena
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1). Enzim TIRL1 je pozitivni regulator signalnog
puta hormona auksina koji potice ubikvitinaciju proteina AUX/IAA $§to dovodi do
proteasomalne razgradnje (Xia i sur., 2012). Uslijed vodnog stresa, sinteza molekule miR393
je pojacana kod uro¢njaka, rize i SeCerne trske te dolazi do utiSavanja signalnog puta hormona
auksina i usporavanja rasta (Xia i sur., 2012). Proteini AUXIN RESPONSE FACTORS (ARF)
su transkripcijski faktori koji reguliraju ekspresiju gena osjetljivin na hormon auksin i
omogucuju prijenos signala. Molekule miR160 i miR167 imaju vaznu ulogu u medudjelovanju
hormona auksina i ABA (Liu i sur., 2007). Molekula miR160 utisava ekspresiju gena ARF10,
16 i 17 dok molekula miR167 utiSava ekspresiju gena ARF6 i 8. Sinteza molekule miR167 je
pojacana uslijed suse kod urocnjaka (Liu i sur., 2008) dok je smanjena uslijed tretmana
hormonom ABA kod rize (Liu i sur., 2009) $to upuéuje na moguéi utjecaj hormona ABA na
akumulaciju proteina ARF. Takoder, negativna regulacija gena ARF10 pomocu molekule
miR160 smanjuje osjetljivost tkiva na hormon ABA (Liu i sur., 2007). Molekula miR390 ne
djeluje na transkripte protein-kodirajuéih gena ve¢ potice nastanak tasiRNA koje reguliraju rast
lateralnog korijenja i uspostavu polarnosti organa tako $to utiSavaju ekspresiju gena ARF2, 3 i

4 u uvjetima vodnog stresa (Slika 3).
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Vodni stres
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NFYA MYB PLD ARF8 ARF17 ARF10,16 TIR1

, \ ARF2,3,4
GT, POD \ RD22 GH3 NCAl

Tolerancija na osmotski stres Morfologija korijena i lista

Odgovor na vodni stres i stjecanje tolerancije

Slika 3 Uloga molekula miRNA u signalnim putovima hormona auksina i ABA uslijed vodnog stresa
kod biljaka. NFYA - NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y SUBUNIT ALPHA, RD22 -
RESPONSIVE TO DESICCATION 22, PLD - PHOSPHOLIPASE D, ARF - AUXIN RESPONSE
FACTORS, GH3 - GRETCHEN HAGEN 3, NCA1 - NO CATALASE ACTIVITY 1, TAS3 TRANS-
ACTING SIRNA3, TIR1 - TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (prilagodeno prema Ding i sur.,
2013).

U cilju prilagodbe susnim uvjetima, biljke mijenjaju strukturu korijena (engl. root
system architecture, RSA) inhibicijom rasta primarnog korijena i razvijanjem lateralnog
korijenja. Akumulacija indol-3-octene kiseline (engl. indole-3-acetic acid, IAA) doprinosi
promjenama RSA poti¢u¢i rast lateralnog korijenja (Benkova i sur., 2009). Suprotno
rezultatima istrazivanja Liu i sur. (2008.) novija istrazivanja su pokazala da je sinteza molekule
miR167 kod uro¢njaka smanjena u uvjetima vodnog stresa. Pri tome se akumulira ciljani
transkript gena IAA-ALA RESISTANT 3 koji kodira enzim IAA-Ala hidrolazu. Enzim IAA-Ala
hidrolaza ukljucen je u prevodenje spremisnog oblika auksina u IAA §to dovodi do akumulacije
IAA i razvoja lateralnog korijenja (Kinoshita i sur., 2012). Molekule miR165/166 su negativni
regulatori tolerancije manjka vode u tlu jer djeluju na transkripte proteina HOMODOMAIN
LEUCINE ZIPPER Il (HD-ZIP I111). Smanjenom sintezom molekula miR165 i miR66 kod
uro¢njaka i rize dolazi do poviSenja razine hormona ABA posredovanog proteinima HD-ZIP

[11, a time i povecanja otpornosti na susu (Yan i sur., 2016).
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4.4. Poviseni salinitet tla

Inhibicija rasta i razvoja biljaka pri povisenom salinitetu tla posljedica je osmotskog
stresa i toksi¢nosti iona (Gupta i Huang, 2014). Vecina kultiviranih biljaka je osjetljiva na
poviseni salinitet tla zbog nemogucnosti regulacije ulaska natrijevih iona u korijen $to rezultira
akumulacijom Na' iona i naru$avanjem procesa primanja i prijenosa vode u biljci (Munns,
2005). Nadalje, ulazak iona Na* u stanicu dovodi do smanjenog unosa iona K*. Osmotski stres
uzrokuje poremecaj funkcije stanicne membrane, neravnoteZzu nutrijenata i smanjenu
antioksidacijsku i fotosintetsku aktivnost (Cheeseman, 2015; Sui i Han, 2014). Kao posljedica
djelovanja osmotskog stresa i povisenog saliniteta dolazi do akumulacije ROS-ova koji
uzrokuju ostecenje brojnih molekula (Gupta i Huang, 2014).

Molekule miR172 i miR393 utisavaju ekspresiju gena koji kodiraju transkripcijske
faktore APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN
(AP2/EREBP9) i auksinski receptor TIR1. Transkripcijski faktori AP2/EREBP reguliraju
ekspresiju gena ukljucenih u rast i razvoj biljaka, signalne putove hormona i odgovor na stres
(Xie i sur.,, 2019). Molekula miR171 utisava ekspresiju gena koji kodiraju proteine
SCARECROW LIKE PROTEIN (SCL) ukljuene u negativnu regulaciju metabolizma
hormona giberelina i auksina dok molekula miR167 utisava ekspresiju gena ARF. Povecana
sinteza molekula miR172, miR393 i miR171 te smanjena sinteza molekule miR167 u uvjetima
poviSenog saliniteta kod rize upucuje na uklju¢enost hormona etilena i auksina u odgovor na
osmotski stres (Parmar i sur., 2020). Molekule miR159, miR164, miR166, miR169 i miR319
negativno djeluju na ekspresiju transkripcijskih faktora NAC, NFYA, TCP, HD-ZIP I11 i MYB
koji reguliraju ekspresiju brojnih gena uklju¢enih u odgovor na stres (Goswami i sur., 2020).
Kod kultivara rize otpornog na poviseni salinitet zabiljeZena je povecana sinteza molekule
miR 12477 koja utiSava ekspresiju gena za enzim L-askorbat oksidazu (engl. L-ascorbate
oxidase, LAQ) (Parmar i sur., 2020). Enzim LAO prevodi antioksidans askorbat, koji uklanja
ROS-ove, u neaktivni monodehidroaskorbat (Venkatesh i Park, 2014). UtiSavanjem ekspresije
gena LAO, molekula miR12477 potice aktivnost antioksidacijskog sustava (Pagano i sur.,
2021).
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4.5. Svjetlosni stres

Svjetlost je je jedan od najvaznijih okolisnih ¢imbenika za biljni razvoj i metabolizam
koji omogucuje odvijanje fotosinteze i fotomorfogeneze (Miiller-Xing i sur., 2014). Ekspresija,
procesiranje i aktivnost biljnih molekula miRNA osjetljivih na svjetlost regulirani su
intenzitetom svjetlosti i fotoperiodom, dok istovremeno brojne molekule miRNA reguliraju
procese ovisne o svjetlosti (Sanchez-Retuerta i1 sur., 2018). Unato¢ tomu, regulatorna uloga
molekula miRNA u odgovoru biljaka na svjetlosni stres nije posve razjas$njena. Svjetlosni stres
uzrokovan je povisenim i snizenim intenzitetom svjetlosti koji odstupa od optimalnih
svjetlosnih uvjeta. Rezultat djelovanja takvih uvjeta je promjena dinamike odvijanja brojnih
metabolic¢kih reakcija - fotosinteze, asimilacije dusika i drugih esencijalnih elemenata te
aktivnosti antioksidacijskog sustava (Nishiyama i Murata, 2014; Wang i sur., 2013).
Najosjetljivija komponenta fotosinteskog sustava je fotosustav Il (engl. photosystem I, PSII) i
pripadajuéi reakcijski centar koji su primarna meta u¢inka povisenog intenziteta svjetlosti $to
dovodi do fotoinhibicije (Dall’Osto i sur., 2017). Uslijed intenzivnog fotoosSte¢enja (engl.
photodamage) PSII dolazi do poremecaja dinamike prijenosa elektrona u lancu prijenosa
elektrona i fotoinhibicije te povecanog nastanka ROS-ova (Roach i Krieger-Liszkay, 2014).
Mehanizmi zastite od previsokog intenziteta svjetlosti (engl. photoprotection) sprecavaju
fotoinhibiciju, a ukljucuju rasipanje apsorbirane suvisSne svjetlosne energije u obliku topline,
regulaciju cikli¢kog toka elektrona (engl. cyclic electron flow, CEF) oko fotosustava I (engl.
photosystem I, PSI) i aktivaciju ksantofilskog ciklusa (Yang i sur., 2019).

Detektirane su brojne molekule miRNA koje su uklju¢ene u odgovor biljaka na
svjetlosni stres kao i geni Ciju ekspresiju utiSavaju (Slika 4). Molekula miR156 utisava
ekspresiju gena SPL (Axtell i Bowman, 2008). Kompleks miR156-SPL regulira izmjene
razvojnih faza u biljaka (Wang i Wang, 2015) i negativni je regulator izbjegavanja sjene (engl.
shade-avoidance syndrome). lzbjegavanje sjene najcesc¢e ukljucuje rast listova i stabljika u
visinu, smanjeno grananje i smanjenje stope rasta plojke lista te ranije cvjetanje (Casal, 2012).
Kod uro¢njaka koji se nalazi u sjeni, potiCe se ekspresija gena PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR (PIF) ¢iji se produkti vezu za gene MIR156 i utiSavaju njihovu
ekspresiju te dovode do akumulacije proteina SPL (Xie i sur., 2017). Gen PARAXANTHINE
METHYLTRANSFERASE | (PXMT1) eksprimiran u korijenu tijekom ranih razvojnih faza
utiSava molekula miR163 inducirana svjetloS¢u Sto upucuje na ulogu molekula miRNA u
medudjelovanju razvitka biljaka i odgovora na svjetlosni stres (Chung i sur., 2016). Uslijed
UV-B zracenja kod uroc¢njaka, potice se sinteza molekule miR396 koja utiSava ekspresiju gena

GROWTH REGULATING FACTOR (GRF) inhibirajuéi rast listova. Time se zaustavlja stani¢ni

13



ciklus i omogucuje popravak oStecenja molekule DNA izazvanih UV-B zracenjem (Casadevall
i sur., 2013).

Proteini pod utjecajem
molekula miRNA

miR156 SPB

miR164 proteini s domenom NAD

miR171 transkripcijski faktori SCL

miR393 AFB

miR397 lakaze

miR398 CSD

miR403 AGOD2

miR408 proteini nalik plastocijaninn

miR472 proteini otpornosti na bolest

miR529 transkripcijski faktori hZIP

miR1309 transkripcijski faktori ZFP

Molekule miRNA osjetljive na svjetlost
A

Slika 4 Molekule miRNA osjetljive na UV, y zraenja i svjetlost poviSenog intenziteta te produkti gena
¢iju ekspresiju reguliraju. SPB — SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN, NAD -
NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE, SCL — SCARECROW-LIKE, AFB — AUXIN
BINDING F-BOX, CSD — COPPER-ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE, AGO — ARGONAUTE,
bZIP — BASIC LEUCINE ZIPPER, ZFP — ZINC-FINGER PROTEIN (prema Yang i sur. 2019).
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5. Zakljucak

Nepovoljni okolisni uvjeti poput suse, niskih temperatura, poviSenog saliniteta tla 1 UV
zracenja uzrokuju abioticki stres koji ometa optimalan rast i razmnozavanje biljaka. Osjetljivost
biljaka na stresne uvjete rezultira poremecajem stani¢nih funkcija $to moze imati letalne
posljedice za biljni organizam. Sposobnost prevladavanja nepovoljnih okoliSnih uvjeta
omogucuje aktivacija brojnih mehanizama odgovora na stres. Vaznu ulogu u brzom
reprogramiranju stanice na molekularnoj razini imaju molekule miRNA koje reguliraju
ekspresiju gena osjetljivih na stres na transkripcijskoj i posttranskripcijskoj razini. Molekule
miRNA cijepaju transkripte ili sprecavaju translaciju transkripata protein-kodirajuéih i
regulatornih gena. Regulacijom ekspresije gena transkripcijskih faktora mali broj molekula
miRNA moze posredovati u velikom broju razlicitih stani¢nih procesa. Otkrice precizne
kontrole ekspresije regulatora stresa pomoc¢u molekula miRNA usmjerilo je novija istrazivanja
na podrucju fiziologije stresa prema identifikaciji molekula miRNA osjetljivih na stres i njihove
uloge u razli¢itim mehanizmima odgovora na stres. Istrazivanje aktivnosti molekula miRNA
omogucéuju metode uvodenja umjetnih molekula miRNA kao i utiSavanja ili poticanja
ekspresije endogenih miRNA i njihovih ciljanih transkripata. Detaljnije je istraZzen znacaj
molekula miRNA povezanih s oksidacijskim, toplinskim, i osmotskim stresom te nedostatkom
vode dok su istrazivanja na podrucju svjetlosnog stresa za sada malobrojna. Budu¢i da velik
broj stresnih ¢imbenika uzrokuje oksidacijski stres, srediSnju ulogu u odgovoru na stres u
biljaka ima molekula miR398 koja utisava ekspresiju enzima CSD zasluznog za odrzavanje
oksidacijskog statusa stanice. Razne molekule miRNA u uvjetima toplinskog stresa reguliraju
ekspresiju proteina toplinskog Soka koji predstavljaju osnovni mehanizam otpornosti na
toplinski stres. Pri niskim temperaturama, molekule miRNA reguliraju ekspresiju gena CBF
koji je pozitivan regulator odgovora na stres. Signalni putevi auksina i apscizinske kiseline
aktiviraju brojne molekule miRNA koje u uvjetima nedostatka vode reguliraju ekspresiju gena
ARF, transkripcijskih faktora i antioksidacijskih enzima. Daljnja saznanja na podrucju
aktivnosti molekula miRNA mogu doprinijeti kreiranju biljnih kultivara otpornijih na sve

izrazenije nepovoljne klimatske uvjete.
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Zivotopis

Roden sam 2000. godine u Zagrebu. Zavrsio sam XV. gimnaziju u Zagrebu i 2019.
godine upisao Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu, smjer Molekularna
biologija. Tijekom studija sam u okviru Laboratorijske prakse na BioloSkom odsjeku PMF-a

stekao iskustvo u metodama istrazivanja fiziologije stresa u biljaka.



