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1. Uvod
1.1. Interferencija RNA

Promjene u ekspresiji gena nuzne su za uspjeSan rast i razvoj svih stanica zivih organizama. Kod
viSestani¢nih eukariota, ekspresija gena razlicita je u razlicitim tkivima i razli¢itim fazama razvoja.
Regulacija genske ekspresije sloZen je proces koji se odvija na vise razina i u koji je ukljucen veliki
broj mehanizama. Interferencija RNA (eng. RNA interference, RNAI) pojava je koja obuhvaca
veliki broj visoko konzerviranih procesa u kojima male nekodiraju¢e molekule RNA duge 20-30
nukleotida reguliraju ekspresiju gena u biljaka, gljiva i zivotinja (Matzke i Mosher 2014).
Procesima RNAI utiSava se ekspresija gena i aktivnost transkripata ukljucenih u bitne biokemijske
i fizioloSke procese (Kaur i sur. 2021). Proces u kojem do vidljivih promjena fenotipa dolazi zbog
utiSavanja ciljnih gena uslijed ekspresije njima komplementarnih sekvenci opisan je po prvi puta u
biljkama i nazvan ko-supresijom (Napoli i sur. 1990). Nakon toga, ovaj mehanizam opisan u
gljivama nazvan je gusenjem (eng. quelling) (Romano i Macino 1992). Mehanizam koji je danas
poznat pod nazivom interferencija RNA u potpunosti je opisan u obli¢u Caenorhabditis elegans
(Fire i sur. 1998). Svojstvo na kojem se temelje svi procesi RNAI je komplementarnost male
molekule RNA sa ciljnom molekulom mRNA ili DNA (Hung i Slotkin 2021). Svega 2% ukupne
transkribirane eukariotske RNA ¢ine mRNA koje kodiraju za proteine. Ostatak ¢ine nekodirajuce
RNA koje imaju razne regulatorne uloge na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini (Tiwari i
Rajam 2022). U procesu transkripcijskog utiSavanja gena (eng. transcriptional gene silencing,
TGS), male RNA u jezgri prepoznaju komplementarne dijelove DNA, poticu¢i na njima
epigeneticke promjene poput metilacije DNA i histona, s ciljem inhibicije ekspresije ciljnih gena
(Movahedi i sur. 2018). U procesu post-transkripcijskog utiSavanja gena (eng. post-transcriptional
gene silencing, PTGS), male RNA komplementarno se sparuju s ciljnim molekulama mRNA u
citoplazmi, poticu¢i njihovu degradaciju ili sprjecavajuéi njihovu translaciju (Matzke i Mosher
2014; Movahedi i sur. 2018).

1.2. Interferencija RNA u biljaka

Posljedica sesilnog nacina zivota biljaka je sposobnost da brzo i uc¢inkovito mijenjaju svoj
transkriptom kao odgovor na Ceste promjene uvjeta u okoliSu. Neprestano izlaganje razli¢itim
izvorima biotickog i abiotiCkog stresa zahtijeva ucestale i znacajne promjene genske ekspresije

koje rezultiraju adaptacijom (Secié¢ i sur. 2021). Vaznu ulogu u toj regulaciji imaju epigeneticki
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mehanizmi koji promjenom strukture kromatina mijenjaju ekspresiju gena (Kaur i sur. 2021). Uz
metilaciju DNA i modifikaciju histona, vazan epigeneticki mehanizam u biljkama upravo su
procesi RNAI koji potic¢u brzi i efikasni odgovor biljke na abioticki i bioticki stres, omogucujuci
JOj prezivljavanje raznih nepovoljnih uvjeta u okolisu (Kaur i sur. 2021; Tiwari i Rajam 2022).
RNAI ima ulogu u obrani od biljnih patogena, kontroli razvoja patogenih tumora, te povecanju
otpornosti biljke na abioticki stres (Matzke i Mosher 2014). Osim u odgovoru na stres, u biljaka je
RNAI prisutna i u brojnim razvojnim procesima, poput oc¢uvanja metilacijskih obrazaca u genomu,
oCuvanja stabilnosti genoma utiSavanjem transpozona, medustani¢ne komunikacije na male i
velike udaljenosti, stvaranja epialela i specifikacije stanica gametofita (Matzke i Mosher 2014;
Hung i Slotkin 2021).

2. Male molekule RNA u biljaka

Male molekule RNA ukljucene u procese biljne RNAI dijele se na mikroRNA (miRNA) i male
interferiraju¢e RNA (eng. small interfering RNAS, siRNA), a podjela se vrsi na temelju podrijetla
dvolan¢ane RNA od koje nastaju (Kaur i sur. 2021). U procesu nastanka malih molekula RNA
sudjeluje skupina biljnih proteina Dicer-like (DCL), RNAza tipa Il koje sadrze helikaznu i dvije
RNAzne domene (Tiwari i Rajam 2022). Dok animalni proteini Dicer djeluju u citoplazmi, biljni
proteini DCL djeluju u jezgri, gdje se odvija veci dio biosinteze miRNA. Zrele male molekule
RNA ostvaruju izravne interakcije s proteinima iz visoko konzervirane porodice Argonaute (AGO),
formiraju¢i kompleks RISC (eng. RNA-induced silencing complex) unutar kojeg ih navode na
ciljnu molekulu mRNA ili DNA (Slika 1) (Sashital i Doudna 2010).

Slika 1. Kristalna struktura proteina Argonaute (AGO) iz bakterije Pyrococcus furiosus u kompleksu sa
molekulom siRNA i ciljnpom mRNA. Preuzeto iz Hutvagner i Simard (2008).



Glavni biljni modelni organizam u molekularnoj biologiji, uro¢njak (Arabidopsis thaliana), ima

Cetiri proteina iz porodice DCL, te ¢ak deset proteina iz porodice AGO (Matzke i Mosher 2014).

2.1. Biogeneza i mehanizam djelovanja mikroRNA

MikroRNA (miRNA) su nekodirajuée jednolan¢ane molekule RNA duge 18-21 nukleotida koje u
citoplazmi sudjeluju u procesu post-transkripcijskog utiSavanja gena (Matzke i Mosher 2014,
Meister 2013). Na temelju komplementarnosti prepoznaju ciljne molekule mMRNA, oznacavajuéi ih
za degradaciju ili sprijeavajuéi njihovu translaciju u protein (Se¢i¢ i sur. 2021). Molekule miRNA
endogenog su podrijetla (Kaur i sur. 2021). Njihova biosinteza po€inje transkripcijom s jezgrinih
gena MIR aktivnos¢u RNA polimeraze 11, ¢ime nastaju primarne molekule miRNA (eng. primary
miRNAs, pri-miRNA) (Movahedi i sur. 2018). Transkripti pri-miRNA formiraju sekundarnu
strukturu ukosnice (Slika 2) koja se sastoji od terminalne omce, gornje i donje regije dvolancane
RNA slabije komplementarnosti (gornja i donja peteljka) izmedu kojih se nalazi dvolancana regija
mMiIRNA:MIRNA* visoke komplementarnosti, te bazalnih jednolanCanih segmenata
(Zhu i sur. 2013a). Donja peteljka sadrzi unutarnju omcu i predstavlja vezno mjesto za protein
Dicer-like 1 (DCL1) (Movahedi i sur. 2018).
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Slika 2. Struktura primarne molekule RNA iz koje daljnjim procesiranjem nastaju male regulatorne
molekule miRNA. Kratice: 7mG — 7-metilgvanozin, pre-miRNA — prekursorska mikroRNA, pri-miRNA —
primarna mikroRNA. Preuzeto i prilagodeno prema Movahedi i sur. (2018).



Prvi korak u doradi pri-miRNA (Slika 3a) je formacija strukture d-tijela (eng. d-body, dicing-
body), kompleksa sacinjenog od proteina DCL1 i njegovih kofaktora, od kojih su kljucni protein s
motivom cinkovih prstiju SE (eng. serrate) i DNA-vezujuci protein HYL1 (eng. hyponastic leaves
1) (Wang i sur. 2019). Protein CBP20/80 (eng. Cap binding protein) veze se na 5’ kapu pri-miRNA,
a Citav kompleks d-tijela dodatno je stabiliziran proteinom DAWDLE (Zhu i sur. 2013a; Movahedi
I sur. 2018), ¢ija je aktivnost regulirana djelovanjem specifi¢nih kinaza i fosfataza (Kaur i sur.
2021). DCL1 cijepa pri-miRNA u podruéju donje peteljke, te nastaje prekursorska miRNA
(pre-miRNA). U sljede¢em koraku, DCL1 iz pre-miRNA odcjepljuje gornju peteljku i terminalnu
omcu, te preostaje samo nestabilni dupleks miRNA:miRNA* (Movahedi i sur. 2018; Kaur i sur.
2021). Jezgrina metiltransferaza HEN1 (eng. Hua enhancer 1) zatim metilira 3’ krajeve oba lanca
dupleksa za zaStitu od degradacije egzonukleazama. Zasti¢eni dupleksi izlaze iz jezgre u
citoplazmu pomocu proteina HASTY, gdje ulaze u interakciju sa kompleksom RISC (Movahedi i
sur. 2018). Protein Argounaute 1 (AGOL) ulazi u direktnu interakciju s vode¢im (eng. guide)
lancem miRNA, dok njemu komplementarni putnicki (eng. passenger) lanac miRNA* disocira i
podlijeze razgradnji posredovanoj enzimom SDN (eng. SRNA degrading enzyme) (Kaur i sur.
2021). U nekim slucajevima, miRNA* takoder moze imati odredenu funkciju u stanici
(Meister 2013). U sklopu nastalog kompleksa RISC-miRNA (RImR), miRNA navodi protein
AGOL1 do ciljne mRNA. Ukoliko se miRNA komplementarno sparuje s nekodiraju¢om 3’-UTR
regijom mMRNA, inhibira se translacija mRNA u protein. Ukoliko se sparivanje dogada u
kodirajucoj regiji, kompleks RImR potic¢e degradaciju ciljne mMRNA uz pomo¢ proteina SQN i
HSP90 (Movahedi i sur. 2018). S obzirom da se prepoznavanje ciljne mRNA zasniva isklju¢ivo na
temelju komplementarnosti sekvenci, ¢esto jedna miRNA prepoznaje vise razli¢itih mRNA, ili pak
vise razli¢itih miRNA ciljno prepoznaje i utidava istu molekulu mRNA (Segi¢ i sur. 2021).
Pocijepani fragmenti mRNA mogu posluziti kao kalup za ponovnu biosintezu prekursorskih
dvolanc¢anih RNA (dIRNA) iz kojih nastaju sekundarne molekule siRNA, pri ¢emu se
mehanizmom pozitivne povratne sprege pojac¢ava u¢inak RNAi na razini translacije (Hung i Slotkin
2021). Obrasci ekspresije miRNA visoko su konzervirani u svih eukariota, a uvelike ovise o
razvojnom stadiju organizma i vrsti tkiva (Se¢i¢ i sur. 2021). Prema bazi podataka miRbase (v22.1,
pristupljeno 27.7.2021.) do danas je opisano 428 zrelih miRNA iz uro¢njaka (A. thaliana), 164 iz

duhana (Nicotiana tabacum) te cak 738 iz rize (Oryza sativa).
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Slika 3. Biosinteza malih molekula RNA i mehanizam interferencije RNA u biljaka. a) Biosinteza i
mehanizam djelovanja miRNA. b) Biosinteza i mehanizam djelovanja siRNA. Kratice: AGO — Argonaute,
Aux — pomocni proteini (eng. auxiliary proteins), DCL1 - Dicer-like 1, dsRBP — dIRNA-vezujuéi proteini,
dIRNA — dvolan¢ana RNA, HEN1 — eng. HUA enhancer 1, hpRNA — RNA strukture ukosnice, HYL1 —
eng. hyponastic leaves 1, MIR — geni koji kodiraju za mikroRNA, mRNA — glasnicka RNA, pre-miRNA —
prekursorska mikroRNA, pre-RISC — prekursorski utiSavaju¢i kompleks induciran molekulom RNA,
pri-miRNA — primarna mikroRNA, RNA Pol Il — RNA polimeraza 1l, SDN1 — enzim koji razgraduje male
molekule RNA, SE — eng. serrate, SIRNA — mala interferiraju¢ca RNA. Preuzeto i prilagodeno iz Kaur i
sur. (2021).

2.2. Biogeneza i mehanizam djelovanja malih interferirajuc¢ih molekula RNA

Male interferiraju¢e molekule RNA (siRNA) su nekodirajuce jednolan¢ane molekule RNA duge
21-24 nukleotida koje sudjeluju u raznim procesima biljne RNAI (Kaur i sur. 2021). Prekursorske
dvolanc¢ane RNA iz kojih nastaju molekule siRNA mogu biti virusnog, transpozonskog ili
transgeni¢nog podrijetla, ili pak aberantne mRNA nastale preuranjenom terminacijom transkripcije
ili krivim izrezivanjem introna (Kaur i sur. 2021). Ipak, dIRNA najée$¢e nastaju u jezgri,
transkripcijom DNA u oba smjera (sense i antisense), ili pak transkripcijom inverznih ponavljanja
dugih 200-300 pb izmedu kojih se nalazi intronska razmaknica, te nastaju dIRNA strukture
ukosnice (Kaur i sur. 2021). Inverzne repeticije komplementarne su dijelovima genskih sekvenci,
i daljnjim procesiranjem takvih ukosnica nastaju siRNA koje utiSavaju ekspresiju ciljnih gena
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(Kaur i sur. 2021). Protein Dicer, endoribonukleaza tipa I11, cijepa prekursorske dIRNA do kratkih
dupleksa siRNA (Slika 3b). U sljedecem se koraku lanci dupleksa razdvajaju. Vodeci ili antisense
lanac siRNA sa efektorskim proteinom AGO stvara kompleks RISC, dok sense ili putnicki lanac
SiIRNA podlijeze razgradnji. Antisense siRNA u sklopu kompleksa RISC navodi protein AGO do
komplementarne sekvence u genomu te potice supresiju ciljnog gena (Kaur i sur. 2021). Ovisno o
putu sinteze i funkciji, biljne SIRNA mogu se dalje podjeliti na trans-djelujuce siRNA (ta-SiRNA),
phasiRNA (eng. phased siRNAs), heterokromatinske siRNA (hc-siRNA), nat-siRNA (eng. natural
antisense transcript-derived siRNASs), i duge siRNA (IsiRNA) (Huang i Jin 2022).

2.3. Metilacija DNA posredovana malim molekulama RNA

Bitan epigeneticki mehanizam u kojem sudjeluju molekule siRNA je metilacija DNA posredovana
malim molekulama RNA (eng. RNA-directed DNA methylation, RdADM) (Kaur i sur. 2021). U tom
biljno-specificnom procesu, prvi put primje¢enom u odgovoru biljke na infekciju RNA virusima,
sudjeluju dvije DNA-ovisne RNA polimeraze, Pol 1V i Pol V (Matzke i Mosher 2014; Kaur i sur.
2021). Ova dva enzima evoluirala su iz eukariotske RNA polimeraze II koja vrsi transkripciju
prekursorskih molekula mRNA (Matzke i Mosher 2014). Jo$ uvijek nije najjasnije na koji se na¢in
Pol IV i Pol V navode na ciljna mjesta u genomu, no istrazivanja su pokazala kako one najcesce
djeluju u podru¢ju eukromatina, specificnije, na mjestima malih 1 aktivnih transpozona ili
ponavljaju¢ih sekvenci (Matzke i Mosher 2014). Transkripti RNA polimeraze 1V duge su
jednolanc¢ane molekule RNA (jJIRNA) koje sluze kao kalup RNA-ovisnoj RNA polimerazi 2
(RDR2) koja sintetizira i drugi lanac RNA. Nastaju duge molekule dIRNA koje protein Dicer-like
3 (DCL3) cijepa na krace prekursorske siRNA od 24 nukleotida. Nakon metilacije njihovih 3’-OH
krajeva metiltransferazom HEN1, stabilizirane molekule siRNA odlaze u citoplazmu. Vode¢i lanac
SiRNA u citoplazmi stvara kompleks sa proteinom Argonaute 4 (AGO4), koji se zatim vraca u
jezgru (Matzke i Mosher 2014). Osim AGO4, u kanonskom putu RADM u uroénjaka sudjeluju jo$
AGO6 i AGO9 (Matzke i Mosher 2014). RNA polimeraza V djeluje na ciljnom mjestu za
metilaciju de novo, proizvodeci duge, nekodirajuc¢e potporne RNA (eng. scaffold RNA) koje se
komplementarno sparuju sa molekulama siRNA iz kompleksa siRNA-AGO4/6/9. Jedan od
proteina iz kompleksa DDR koji omogucuje vezanje Pol V na kromatin i njezinu transkripciju je
protein RDM1 (eng. RNA-directed DNA methylation 1), koji istovremeno stupa u interakciju s

AGO4/6/9 i metiltransferazom DRM2 (eng. Domains rearranged methyltransferase 2), navodeci



DRM2 na asimetri¢nu metilaciju ciljnog mjesta u molekuli DNA de novo (Matzke i Mosher 2014).

Ovo rezultira utiSavanjem transkripcije ciljnih gena, transpozona ili ponavljajucih sekvenci.

3. Uloga interferencije RNA u odgovoru na bioticki stres

Bioticki stres u biljaka podrazumijeva infekcije patogenim mikroorganizmima poput bakterija,
gljiva, oomiceta i virusa, te napade nametnika poput oblic¢a, li¢inki i kukaca. Biljke posjeduju
membranske receptore pomocu kojih prepoznaju visoko konzervirane molekularne obrasce
patogenog podrijetla, PAMP (eng. pathogen-associated molecular patterns), sto izaziva opéi,
nespecifiéni imunosni odgovor PTI (eng. PAMP-triggered immunity) (Huang i Jin 2022). Primjer
PAMP-a je bakterijski peptid flagelin 22 (flg22) koji inducira promjenu ekspresije brojnih biljnih
mMiRNA (Se¢i¢ i sur. 2021). Takoder, patogeni u biljnu stanicu alju brojne efektorske molekule
koje prepoznaju biljni receptori s nukleotid-vezuju¢om domenom i protein-vezuju¢om domenom
bogatom leucinom (eng. nucleotide-binding leucine-rich repeat receptors, NLRS), izazivajuéi brzi
i snazni imunosni odgovor ETI (eng. effector-triggered immunity) (Se¢i¢ i sur. 2021; Huang i Jin
2022). Biljni obrambeni odgovor na infekcije ukljucuje brze promjene genske ekspresije regulirane
na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini, a veliku ulogu u njima imaju procesi RNAI (Huang

i Jin 2022). Najintenzivnije promjene dogadaju se na razini hormonske signalizacije, posebno

signalizacije salicilnom kiselinom (SA), jasmonskom kiselinom (JA) i etilenom (Huang i Jin 2022).

3.1. Uloga mikroRNA u odgovoru na bioticki stres

Uginak biotickog stresa na ekspresiju miRNA moze biti pozitivan ili negativan (Se¢i¢ i sur. 2021).
Prva miRNA ¢ija je regulacija povezana sa biotickim stresom je MiR393 iz uroénjaka. Njezinu
ekspresiju potice infekcija bakterijskim patogenom, preciznije, bakterijski peptid flg22 (Navarro i
sur. 2006; Se¢i¢ i sur. 2021). MiR393 utisava transkripte gena za auksinske koreceptore TIR1 (eng.
transport inhibitor response 1) i AFB (eng. auxin-signalling F-box) (Navarro i sur. 2006). To su
proteini koji u prisutnosti auksina posreduju u ubikvitinaciji inhibitora auksinskog odgovora iz
porodice AUX/IAA (eng. auxin/indol acetic acid proteins) i na taj nacin omogucavaju transkripciju
gena auksinskog odgovora (eng. auxin responsive genes) (Slika 4) (Se¢i¢ i sur. 2021). Dakle,
posljedica ekspresije miR393 je represija auksinske signalizacije, koja dovodi do povecéanja sinteze

SA, sto biljci omogucuje rezistenciju na infekciju brojnim biotrofnim i hemibiotrofnim



mikroorganizmima ukljucujuéi oomicete, gljive i bakterije (Fahlgren i sur. 2007; Naseem i sur.
2015; Se¢i¢ i sur. 2021). S druge strane, infekcija nekrotrofnim mikroorganizmima, poput gljive
Verticillium dahliae, ima suprotan, negativni u¢inak na ekspresiju miR393 (Yang i sur. 2013).
MiR393 takoder pozitivno utjeCe na sintezu velikog broja sekundarnih biljnih metabolita, od kojih
mnogi imaju antimikrobna svojstva i time uvelike pridonose biljnoj obrani od patogena i nametnika
(Se¢i¢ i sur. 2021). Regulacija auksinske signalizacije aktivnoséu miRNA udestala je strategija
biljaka u odgovoru na infekciju patogenima (Slika 4) (Se¢i¢ i sur. 2021). Osim miR393, bakterijski
peptid flg22 potice i ekspresiju miR160 i miR167, ¢ije su mete transkripcijski faktori iz porodice
ARF (eng. auxin response factors). Nadalje, flg22 potice i ekspresiju miR164 koja regulira
ekspresiju transkripcijskih faktora s domenom NAC (eng. NAM - no apical meristem, ATAF1/2 -
Arabidopsis transcription activation factor, CUC - cup-shaped cotyledon) (Rhoades i sur. 2002;
Segi¢ i sur. 2021). Suprotno od miR393, ekspresija miR164 pozitivno je regulirana prilikom
infekcije biljke s nekrotrofnom gljivom V. dahliae (Slika 4, desno) pri ¢emu dolazi do degradacije
transkripata za proteine NAC §to doprinosi rezistenciji biljke na infekciju gljivom (Guo i sur. 2005;
Setié i sur. 2021). Bakterijske infekcije uro¢njaka dovode do pojadane ekspresije transkripcijskog
faktora NAC4, cije su mete negativni regulatori hipersenzitivnog odgovora (HR), oblika
programirane stani¢ne smrti (Lee i sur. 2017). MiR164 svojom aktivnos¢u negativno regulira

aktivnost NAC4, i na taj nafin smanjuje stopu programirane stani¢ne smrti, omogucujuci biljci
prezivljavanje infekcije patogenom (Lee i sur. 2017; Se¢i¢ i sur. 2021). Kljuénu ulogu u odgovoru
na bioticki stres i regulaciji hormonske signalizacije ima miR169, koja se u uro¢njaku pojavljuje u
&ak 4 zrele izoforme (Zhang i sur. 2017; Secié i sur. 2021). Njezinu ekspresiju takoder potice flg22.
Meta miR169 je transkripcijski faktor HAP2 (eng. heme activator protein 2) koji djeluje kao
supresor gena YUC2 (eng. Yucca 2) ukljucenog u biosintezu auksina (Zhang i sur. 2017). U
kukuruzu zarazenom gljivom Colletotrichum graminicola smanjena ekspresija miR169 dovodi do
pojacane ekspresije enzima AOS (eng. allene oxide synthase) koji je ukljucen u sintezu jasmonske
kiseline. Ovo ukazuje da je u uvjetima bez biotickog stresa uloga miR169 supresija signalizacije
jasmonskom kiselinom (Balmer i sur. 2017). Nadalje, miR166 sudjeluje u odgovoru na infekcije
patogenima u korijenju pamuka, uroénjaka i soje (Se¢i¢ i sur. 2021). Zanimljivo je da prisutnost
miR166 i miR159 primjecena u hifama V. dahliae nakon infekcije pamuka dovodi do utiSavanja

gena klju¢nih za virulenciju gljive (Zhang i sur. 2016), Sto ukazuje na moguénost prijenosa biljnih



miRNA u organizam patogena sa ciljem smanjenja njegove virulentnosti. Protein AGO1, klju¢an
u velikom broju procesa RNAI, sam je reguliran aktivnoséu kompleksa miRNA-AGO1. Njegovu
aktivnost regulira miR168, na taj nacin utjecuci na razinu ekspresije ¢itavog niza transkripata koji
su pod regulacijom kompleksa miRNA-AGO1(Vaucheret i sur. 2006). Mnoga istrazivanja ukazuju
na pozitivnu ekspresiju miR168 u odgovoru na infekciju patogenima (Se¢i¢ i sur. 2021). Mete
miR398 su enzimi iz porodice superoksid dismutaza (SOD), koji u uvjetima oksidativnog stresa
prevode Stetne superoksidne ione (O2) do vodikova peroksida i molekularnog Kkisika
(Jagadeeswaran i sur. 2009). Prilikom infekcije uro¢njaka bakterijom Pseudomonas syringae,
flg22 utiSava ekspresiju miR398 i na taj nadin pojacava ekspresiju SOD, poti¢uc¢i obrambeni
odgovor biljke na bakterijsku infekciju (Jagadeeswaran i sur. 2009). Citav niz miRNA u normalnim
uvjetima ciljno uti§ava gene za rezistenciju (geni R) koji kodiraju za receptore NLR (Segié i sur.

thlioomiceta i gljiva, poti¢uéi biljni odgovor na infekciju (Seci¢ i sur. 2021).
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Slika 4. Suprotni ucinci infekcije hemibiotrofnom bakterijom Pseudomonas syringae (lijevo)
nekrotrofnom gljivom Verticillium dahliae (desno) na ekspresiju i djelovanje miR160, miR164, miR167 i
miR393 u regulaciji auksinske signalizacije. Crvenom bojom oznafene su miRNA C¢ija je ekspresija
pojacana, a plavom miRNA ¢ija je ekspresija utiSana prilikom infekcije. Kratice: AFB -
eng. auxin-signalling F-box, ARE — eng. auxin responsive element, ARF — eng. auxin response factors,
Aux/IAA — auksin/indol-3-octena kiselina, miR — mikroRNA, NAC — eng. NAM - no apical meristem,
ATAF1/2 - Arabidopsis transcription activation factor, CUC - cup-shaped cotyledon, TIR1 —eng. transport
inhibitor response 1. Preuzeto i prilagodeno iz Se¢i¢ i sur. (2021).



Infekcija rajcice bakterijom P. syringae, infekcija pamuka gljivom V. dahliae i infekcija soje
oomicetom Phytophthora sojae pokazuju negativnu regulaciju ekspresije miR482, inducirajuéi
time ekspresiju gena R $to omogucuje obrambeni odgovor biljke (Shivaprasad i sur. 2012; Zhu i
sur. 2013b; Wong i sur. 2014). Mnoge 22 nukleotida duge miRNA regrutiraju enzime RDR6 i
DCL4 za proizvodnju sekundarnih, 21 nukleotid dugih molekula siRNA na temelju kalupa
putni¢kog lanca miRNA*, amplificirajuéi svoj uéinak utiSavanja gena R (Se¢i¢ i sur. 2021). Neke
od njih su ve¢ spomenuta miR482, te miR1507, miR2109 i miR2118 (Zhai i sur. 2011; Wong i sur.
2014).

3.2. Uloga malih interferiraju¢ih molekula RNA u odgovoru na bioticki stres

Infekcija biljke patogenima i kolonizacija od strane simbiotskih mikroorganizama rezultiraju
epigenetickim promjenama na razini ¢itavog genoma. To podrazumijeva metilaciju DNA,
modifikacije histona i promjene u strukturi kromatina (Zhang i sur. 2018; Huang i Jin 2022). Takve
promjene mogu se zadrzati i prenijeti na potomstvo, ¢ineéi ga otpornijim na izlaganje sli¢nim
uvjetima (Huang i Jin 2022). Najcesca epigeneticka posljedica zaraze patogenima je hipometilacija
DNA, kao posljedica inhibicije metilacije ili procesa demetilacije (Kaur i sur. 2021). Mjesta na
kojima najces¢e dolazi do hipometilacije su regije kromatina u blizini gena ukljuc¢enih u odgovor
biljke na stres, u njihovim promotorima ili obliznjim transpozonskim elementima (Kaur i
sur. 2021). Takve hipometilacije Cesto dovode do transkripcijske aktivacije gena ukljucenih u
zaustavljene metilacije njegova promotora, omogucujuéi biljci razvijanje tolerancije prema
bakterijskom patogenu Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Akimoto i sur. 2007). Veliku ulogu u
induciranju epigenetickih promjena u odgovoru na bioticki stres imaju molekule siRNA u sklopu
ranije opisanog procesa RADM (Slika 5) (Huang i Jin 2022). Lokusi s genima za receptore NLR i
receptore PRR (eng. pattern recognition receptors) koji prepoznaju elemente PAMP cesto se
nalaze u blizini transpozona ili ponavljaju¢ih sekvenci, stoga je njihova ekspresija regulirana
aktivnoscu hc-SiRNA u procesu RdDM (Huang i Jin 2022). Primjer je lokus Pigm u rizi koji kodira
za skupinu gena NLR (Deng i sur. 2017). Konstitutivno eksprimirani gen PigmR odgovoran je za
rezistenciju rize na infekciju gljivom Magnaporthae oryzae, dok gen PigmS djeluje antagonisticki,

poboljsavajuci prinos rize no smanjujuéi njezinu otpornost na infekciju patogenom.
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Slika 5. Uloga malih molekula RNA i procesa RADM u epigeneti¢koj regulaciji odgovora na bioticki stres.
Dva enzima klju¢na za RADM su RNA polimeraza IV i V. Molekule hc-SiRNA koje nastaju u kanonskom
putu RdDM, za koji su specifi¢ni proteini RDR2, DCL3 i AGO4, ciljno utiSavaju transpozonske elemente
u blizini gena koji sudjeluju u odgovoru biljke na bioti¢ki stres, poput gena za rezistenciju i gena za receptore
NLR i PRR. Osim kanonskog, postoji i nekanonski put RADM koji ukljuuje male RNA nastale od
aberantnin mRNA, invertnih ponavljanja, TE-ncRNA ili pre-miRNA aktivnoséu DCL1/2/4. Ovakve siRNA
takoder sudjeluju u uspostavljanju metilacijskih obrazaca u DNA koji rezultiraju transkripcijski utiSanim
genima i pojacanom odgovoru na bioticki stres. Kratice: AGO — Argonaute, DCL — Dicer-like, DRD1 —
kromatin-remodelirajuéi protein Defective in RNA-directed DNA methylation 1, DRM2 — metiltransferaza
2, hc-siRNA - heterokromatinska mala interferiraju¢a RNA, mRNA - glasnicka RNA, NLR -
eng. nucleotide-binding leucine-rich repeat receptors, PollV — RNA polimeraza IV, PolV — RNA
polimeraza V, pre-miRNA — prekursorska mikroRNA, PRR — eng. pattern recognition receptors, RdDM —
metilacija DNA posredovana malim molekulama RNA, RDR2 — RNA-ovisna RNA polimeraza 2, TE —
transpozonski element, TE-ncRNA —transpozonska nekodiraju¢a RNA. Preuzeto i prilagodeno iz Huang i

Jin (2022).

Ekspresija gena PigmsS pod strogom je regulacijom hc-siRNA na epigeneti¢koj razini, §to osigurava

ravnotezu izmedu rezistencije biljke na zaraze patogenima i prinosa (Deng i sur. 2017). Jos jedan
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primjer iz rize je gen ST1 koji kodira za protein klju¢an u signalnom putu WRKY45, a ¢ija je
ekspresija takoder regulirana aktivno$¢u siRNA (Zhang i sur. 2016). Prepisivanjem
transpozonskog elementa MITE (eng. miniature inverted-repeat transposable element) koji se
nalazi unutar introna u sklopu gena WRKY45-1 nastaje TE-siR815 koja reprimira ekspresiju ST1 i

time smanjuje rezistenciju rize na bakteriju X. oryzae pv. oryzae (Zhang i sur. 2016).

4. Uloga interferencije RNA u odgovoru na abioticki stres

Izrazita fenotipska plasti¢nost biljaka rezultat je potrebe za prezivljavanjem ucestalih i intenzivnih
promjena uvjeta u okoliSu (Abdellatef i sur. 2021; Tiwari i Rajam 2022). Primarni izvori abioti¢kog
stresa, poput suse, saliniteta, toplinskog stresa, UV zraéenja, teskih metala, hladno¢e, smrzavanja
i anoksije u biljci izazivaju sekundarni oksidativni stres. U biljnoj se stanici akumuliraju reaktivni
kisikovi radikali (eng. reactive oxygen species, ROS) poput vodikova peroksida (H20>),
superoksidnih iona (O2) i hidroksilnih radikala, $to rezultira oSte¢enjem stani¢nih struktura i
poremecajem osmotske homeostaze u biljci (Movahedi i sur. 2018; Tiwari i Rajam 2022). Ovo
dovodi do inaktivacije stani¢nih mehanizama te, u konacnici, do smrti biljne stanice. Biljni odgovor
na oksidativni stres temelji se na sintezi antioksidativnih enzima i neenzimskih molekula koje vezu
i inaktiviraju ROS (Movahedi i sur. 2018). RNA. bitan je regulatorni mehanizam koji omoguéuje
biljkama brz i precizan odgovor na promjene abioti¢kih uvjeta u okolisu. Molekule miRNA i
siRNA kljuéni su regulatori koji mijenjaju razinu ekspresije ciljnih gena ukljucenih u odgovor
biljke na abioticki stres, kako na transkripcijskoj, tako i na post-transkripcijskoj razini (Tiwari i
Rajam 2022).

4.1. Uloga mikroRNA u odgovoru na abioti¢ki stres

Ekspresija razli¢itih miRNA mijenja se kao odgovor biljke na abioticki stres (Tiwari i Rajam 2022).
Kao i kod biotickog stresa, regulacija ekspresije pojedinih miRNA pod utjecajem abiotickog stresa
moze biti pozitivna ili negativna (Movahedi i sur. 2018). Mnoge miRNA u pojedinoj biljnoj vrsti
imaju veci broj uloga i razlicito su eksprimirane u odgovoru na razlicite stresore (Slika 6). Primjer
je miR393, koja je razli¢ito eksprimirana U uvjetima temperaturnog, solnog i vodnog stresa
(Fileccia i sur. 2017), a opisana je i njena uloga u odgovoru na bioticki stres. Takoder, ista mMiRNA
u razli¢itim vrstama moze imati razlic¢ite uloge (Movahedi i sur. 2018). Najistaknutije miRNA u

regulaciji biljnog odgovora na susu su miR169 i miR160 (Tiwari i Rajam 2022). MiR169 u psenici
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prepoznaje molekulu mMRNA koja kodira za transkripcijski faktor iz porodice CCAAT-box
vezujucih faktora (Gasparis i sur. 2017). Ekspresiju miR169 u rizi reguliraju transkripcijski faktori
DREB (eng. dehydration response element binding factors) (Zhao i sur. 2007). Ciljne mRNA koje
prepoznaje miR160 kodiraju za transkripcijske faktore ARF10 i ARF16 ukljucene u signalizaciju
na razini zajednickog djelovanja auksina i apscizinske kiseline (ABA) u uvjetima suse (Ding i sur.
2013). Regulacija hormonske signalizacije pomoc¢u miRNA prisutna je i u odgovoru biljke na solni
stres (Movahedi i sur. 2018). Ding i sur. (2009) pokazali su pozitivnu regulaciju miR162, miR168
i miR395, te negativnu regulaciju miR164, miR167, miR156 i miR396 iz kukuruza pod utjecajem
solnog stresa. Takoder, miR528 iz rize potice uspjesan odgovor biljke na poviseni salinitet (Yuan
i sur. 2015). Iglesias i sur. (2014) pokazali su da u uvjetima povisenog saliniteta u uro¢njaka dolazi
do ekspresije miR393 koja utiSava ekspresiju gena TIR1 i AFB2, i time inhibira signalizaciju
auksinom. U odgovoru na hladnoc¢u, miR139 iz rize prepoznaje i utiSava gene OSPCF6 i OsTCP2,
Sto rezultira pojacanom tolerancijom biljke na niske temperature (Yang i sur. 2013; Wang i sur.
2014). MiR396 iz suncokreta regulira ekspresiju ciljnog gena HaWRKY6 u ranim stadijima
toplinskog stresa, $to pojacava toleranciju na poviSene temperature. S druge strane, negativni
ucinak u toleranciji biljke na toplinu i oksidativni stres povezan je s miR398, koja utisava ekspresiju
gena CSD1 i CSD2 koji kodiraju za Cu/Zn superoksid dismutazu, pri ¢emu dolazi do akumulacije
Stetnih superoksidnih iona (Guan i sur. 2013) Pri visokim temperaturama aktivna je i miR160 koja
pozitivno regulira ekspresiju nekoliko proteina HSP (eng. heat shock proteins) poti¢uci adaptaciju
na toplinski stres (Lin i sur. 2018). MiR166 djeluje u odgovoru biljke na prisutnost teskih metala u
tlu, utisavajuci translaciju proteina OsHB4 i na taj nac¢in smanjujuci oksidativni stres uzrokovan
povisenom koncentracijom kadmija i akumulaciju kadmija u transgeni¢noj rizi (Ding i sur. 2018).
U biljkama uro¢njaka izlaganim pojatanom UV zrafenju primjecena je pozitivna regulacija 21
miRNA (Zhou i sur. 2007), dok je u transkripcijskoj regulaciji krizanteme (Chrysanthemum
morifolium) pod utjecajem UV stresa primjecena uloga 137 razli¢itih miRNA. Ciljni geni ovih
miRNA vezani su uz glikolizu, te sintetske puteve sekundarnih biljnih metabolita poput flavonoida
i klorogeni¢ne kiseline (Yang i sur. 2020). MikroRNA takoder imaju uloge u regulaciji unosa i
transporta mineralnih tvari, pa je tako aktivnost miR399 pojacana u uvjetima nedostatka fosfata,
miR395 djeluje u uvjetima nedostatka sumpora, a miR398 sudjeluje u regulaciji homeostaze bakra
1 pojacano se eksprimira u uvjetima nedostatka bakra (Jones-Rhoades i sur. 2006; Abdel-Ghany
Pilon 2008; Huang i sur. 2013).
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Slika 6. Shematski prikaz miRNA koje sudjeluju u odgovoru na razli¢ite izvore abiotickog stresa U
uroénjaka (A. thaliana). Preuzeto i prilagodeno iz Movahedi i sur. (2018).

4.2. Uloga malih interferiraju¢ih molekula RNA u odgovoru na abiotic¢ki stres

Veliku ulogu u adaptaciji biljke na abioticki stres ima i epigeneticko remodeliranje genoma (Tiwari
i Rajam 2022). Kao rezultat izlaganja biljaka razli¢itim izvorima abiotickog stresa, primjecena je
pojava razli¢itih metilacijskih obrazaca kako na pojedinim lokusima tako i na razini ¢itavih genoma
(Zhang i sur. 2018). Takvi specifi¢ni metilacijski obrasci, regulirani molekulama siRNA u procesu
RdDM, sluze kao memorija biljci, omogucujuéi joj toleranciju i prezivljavanje prilikom buducih
izlaganja stresnim uvjetima. U nekim je slucajevima moguce i mejotsko nasljedivanje stresom
induciranih promjena u strukturi kromatina na sljedece generacije (Liu i sur. 2020). U regulaciji
odgovora uro¢njaka na solni stres sudjeluje 24 nukleotida duga siRNA poti¢uéi metilaciju
promotorske regije gena koji kodira za transkripcijski faktor MYB74, te na taj na¢in kontrolirajuéi
razinu njegove ekspresije (Xu i sur. 2015). Genom uro¢njaka sadrzi i dva gena, SR05 i PSCDH,
koji takoder imaju ulogu u odgovoru na poviseni salinitet (Borsani i sur. 2005). Okviri ¢itanja ova
dva gena se djelomi¢no preklapaju u molekuli DNA. Gen P5CDH konstitutivno je eksprimiran,
dok se gen SRO5 eksprimira samo u uvjetima solnog stresa, poti¢uéi biosintezu 24 nukleotida duge
SiRNA koja ciljno prepoznaje i poti¢e degradaciju transkripata gena PSCDH (Slika 7).
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Slika 7. Mehanizam post-transkripcijskog utisavanja gena PSCDH pod utjecajem solnog stresa aktivno$c¢u
molekula nat-siRNA u uro¢njaka. Solni stres u biljci izaziva akumulaciju ROS, $to potice ekspresiju gena
SRO5, a time i sintezu 24 nukleotida dugih nat-siRNA, te posljedi¢no i 21 nukleotid dugih sekundarnih
nat-siRNA. Aktivnoscu nat-SiRNA dolazi do razgradnje transkripta PSCDH. Kratice: nat-siRNA — eng.
natural antisense transcript-derived SiRNA, P5C - pirolin-5-karboksilat, P5CDH - eng.
deltal-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, ROS — reaktivni kisikovi spojevi, SRO5 — eng. similar to
RCD one 5. Preuzeto i prilagodeno iz Borsani i sur. (2005).

Degradacija transkripata PSCDH poti¢e nastanak 21 nukleotid dugackih sekundarnih siRNA koje
mehanizmom pozitivne povratne sprege pojacavaju ucinak degradacije transkripta gena PSCDH
(Borsani i sur. 2005). U toleranciji kasave na hladno¢u takoder djeluje mehanizam RdDM,
suprimirajuci gen ARF ukljucen u auksinsku signalizaciju (Xia i sur. 2014). Na bitnu ulogu RdDM
u termotoleranciji ukazuje povecana ekspresija podjedinica enzima Pol IV i Pol V u uro¢njaku
izlaganom povisenoj temperaturi (Naydenov i sur. 2015). Takoder, null mutanti uro¢njaka za gene
klju¢ne u procesu RADM, poput nrpd2, ago4, dcl3 i rdr2 izrazito su osjetljivi na akutni toplinski
stres (Popova i sur. 2013). Li i sur. (2014) opisali su dva gena regulirana aktivnoscu ta-SiRNA koja
sudjeluju u odgovoru na toplinski stres, HTT1 i HTT2 (eng. heat-induced TAS1 target). Pojacana
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transkripcija s lokusa TAS1, ¢ime nastaju prekursori ta-siRNA, rezultira smanjenom tolerancijom
uro¢njaka na toplinski stres, dok pojacana ekspresija gena HTT1 i HTT2 rezultira indukcijom

ekspresije gena Hsf (eng. heat stress transcription factors) te pojacanom termotolerancijom.

5. Primjena tehnologije RNA u poljoprivredi

Interferencija RNA, kao jedan od kljuénih mehanizama epigeneticke regulacije u biljaka, danas
predstavlja mocan alat za zastitu poljoprivrednih usjeva od raznih biotic¢kih i abiotic¢kih stresora
koji predstavljaju veliki problem smanjujuci kvalitetu i koli¢inu prinosa (Kaur i sur. 2021).
Dobivanje biljaka otpornih na stresne uvjete pomocu RNAi obecavajuca je strategija jer omogucuje
gensku manipulaciju na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini, pri ¢emu genom biljke ostaje
nepromijenjen (Tiwari i Rajam 2022). Zbog svoje sigurnosti i neinvazivnosti predstavlja ekoloski
prihvatljivu alternativu zastite usjeva, te ima potencijal zamijeniti upotrebu kemijskog tretiranja
usjeva pesticidima koji imaju Stetan utjecaj na ljude i okoli§ (Kaur i sur. 2021). Takoder,
tehnologija RNAI ima potencijal za razvoj kultivara s pozeljnim svojstvima i velikim prinosom
(Tiwari i Rajam 2022). Dvije strategije koje se temelje na tehnologiji RNAI su utiSavanje gena
inducirano domac¢inom (eng. host-induced gene silencing, HIGS) i utiSavanje gena inducirano
prskanjem (eng. spray-induced gene silencing, SIGS) (Segié i sur. 2021). Prvi korak obje strategije
je proizvodnja prekursorskih molekula dIRNA koje na temelju komplementarnosti specifi¢éno
prepoznaju ciljni gen i utiSavaju njegovu ekspresiju u biljci, biljnom patogenu ili nametniku
(Abdellatef i sur. 2021). HIGS podrazumijeva proizvodnju dIRNA u domacinskoj biljci nakon $to
je ona transformirana konstruktom koji kodira Zeljenu dIRNA. Prema tome, ova metoda ukljucuje
promjenu na razini genoma i temelji se na genetickom inzenjerstvu. S druge strane, metoda SIGS
podrazumijeva egzogeno nanosenje dIRNA na povrSinu biljke, a usmjerena je na zaStitu usjeva od
bioti¢kog stresa (Segié i sur. 2021). Ciljni patogen ili nametnik zatim unosi prekursorske dIRNA u
svoj organizam 1, koriste¢i vlastitu masineriju RNAI, procesira i amplificira male RNA koje
utiSavaju njegove ciljne esencijalne gene (Slika 8) (Abdellatef i sur. 2021). Razli¢ite metode RNAI,
uglavnom temeljene na strategiji HIGS, uspjesno se koriste i za dobivanje kultivara otpornih na
abioticki stres, ukljucujuéi promjene u razini ekspresije ciljnih miRNA koje sudjeluju u prirodnom
odgovoru biljke na stres (Abdellatef i sur. 2021; Tiwari i Rajam 2022). Prva kultura odobrena za

trziSte Cija je otpornost na patogene postignuta pomocu tehnologije RNAi bio je kukuruz
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komercijalnog naziva SmartStax PRO (Head i sur. 2017; Se¢i¢ i sur. 2021). Ovaj transgeniéni
kukuruz, osim $to sadrzi i dva insekticidna gena bakterijskog podrijetla, proizvodi molekule dIRNA
¢ija je meta gen DvSnf7 (eng. sucrose non-fermenting 7) patogenog obli¢a Diabrotica virgifera
virgifera (Se¢i¢ i sur. 2021). SmartStax PRO je dobar, no rijedak primjer uspjesno primijenjene
strategije HIGS. Naime, zbog nedostatka metoda transformacije velikog broja poljoprivrednih
kultura te jo§ uvijek prisutnih predrasuda i zabrana prema primjeni genetski modificiranih
organizama (GMO) u poljoprivredi, HIGS je jos uvijek prilicno ogranicena i neiskoristiva metoda
(Abdellatef i sur. 2021). S druge strane, SIGS se kao metoda koja ne zahtijeva uredivanje genoma
domacdinske biljke pokazala mnogo prihvatljivijom strategijom proizvodnje otpornih kultura
pomocu tehnologije RNAi (Se¢i¢ i sur. 2021). Brojna su istrazivanja pokazala u¢inkovitost metode
SIGS u postizanju otpornosti biljke na infekcije virusima, insektima i gljivama (Abdellatef i sur.
2021). U prilog ovoj strategiji ide i svojstvo patogenih gljiva poput Botrytis cinerea i Fusarium
graminearum da u svoje hife unose male molekule jIRNA i dIRNA iz okolisa (Segié i sur. 2021).
Aplikacijom malih dIRNA ¢ije su mete geni DCL1 i DCL2 iz B. cinerea na povrsinu biljnih organa
poput listova, plodova i cvjetova, zapazena je inhibicija rasta gljive i povecana tolerancija biljke
na infekciju (Wang i sur. 2016). Kako bi se ovi biopesticidi na bazi malih RNA prosirili na
komercijalnu upotrebu, potrebno je provesti niz mjera i testova koji bi utvrdili stabilnost povrSinski
nanesenih dIRNA, ucinkovitost i dugotrajnost njihovog djelovanja na zastitu usjeva te neutralni
ucinak na okoli§ (Kaur i sur. 2021). Jedan od najvecih problema koji se namece je nepredvidljivi
utjecaj velikih koli¢ina dIRNA koje bi bile ispustene u okolis na Citave ekosustave tla i potencijalne
nespecifiéne mete (Abdellatef i sur. 2021). 1z tog je razloga potrebno jos§ puno istraZivanja u ovom
podrucju. Jedno od potencijalnih rjeSenja ovog problema je koristenje preciznih bioinformati¢kih
alata za odabir ciljnih gena, esencijalnih za zivot biljnog patogena, te konstrukciju dIRNA koje
prepoznaju odredenu regiju to¢no tih gena, uz izbjegavanje nespecifi¢énih meta (Kaur i sur. 2021).
Kljucno je sprijeciti nespecificno utiSavanje drugih gena s regijama homologije s ciljnim genom,
poput npr. esencijalnih gena korisnih oprasivaca koji bi mogli do¢i u kontakt sa dIRNA (Kaur i sur.
2021; Tiwari i Rajam 2022). Jo§ jedan izazov predstavlja ¢injenica da su poljoprivedni usjevi
konstantno izlozeni ve¢em broju abiotickih 1 biotickih izvora stresa, a medudjelovanje biljnog
odgovora na abioti¢ki i bioti¢ki stres jo$ nije dovoljno dobro istrazeno te je za sada nemoguce

razviti strategiju u¢inkovite zastite usjeva Sirokog spektra djelovanja (Huang i Jin 2022).
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Slika 8. Utisavanje gena inducirano prskanjem (SIGS) i predvideni dugoro¢ni ucinak dIRNA na
transkriptom ciljnog nametnickog insekta. Nakon unosa prekursorskih dIRNA u insekta, one se obraduju
pomoc¢u proteina Dicer do siRNA dugih 21 nukleotid. Zajedno sa proteinom Argonaute (AGO) Cine
kompleks RISC (eng. RNA-induced silencing complex) kojeg navigiraju do ciljnog transkripta ili gena ¢ija
ekspresija biva utiSana. Kao dugoro¢ni ucinak predvidena je akumulacija malih RNA u insektu kroz
nekoliko generacija. Preuzeto i prilagodeno iz Abdellatef i sur. (2021).

6. Zakljucak

Procesi interferencije RNA imaju veliku ulogu u regulaciji eukariotske ekspresije gena na
transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini. U ovim procesima sudjeluju male, nekodirajuce
molekule RNA koje se u biljaka dijele na miRNA i siRNA. Molekule miRNA endogenog su
podrijetla i nastaju transkripcijom jezgrinih gena MIR, dok siRNA mogu biti egzogenog (npr.
virusnog) podrijetla, ili pak nastati prepisivanjem aberantnih mRNA, transpozonskih regija ili
invertnih ponavljanja. U procesiranju malih RNA sudjeluju biljni proteini Dicer-like, po funkciji
RNA-ze tipa Ill. Zrele male molekule RNA formiraju kompleks sa proteinima iz porodice
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Argonaute, ¢ine¢i kompleks RISC koji se na temelju komplementarnosti lanca navodi do ciljne
regije DNA ili mRNA. Rezultat interferencije RNA je epigeneticko utiSavanje genske ekspresije
metilacijom DNA de novo u procesu RdDM, ili pak sprijecavanje translacije i degradacija molekule
MRNA.

Interferencija RNA djeluje u brojnim procesima i fazama biljnog razvoja i fiziologije, poput
stabilizacije genoma utiSavanjem transpozonskih elemenata, specifikacije Zenskih gameta,
uspostavljanja epialela te medustani¢ne komunikacije kako u vegetativnim, tako i u reproduktivnim
tkivima, pa ¢ak i na velike udaljenosti. No, jedna od najznacajnijih i najistrazenijih uloga RNAi u
biljaka je regulacija genske ekspresije u odgovoru na stres. Brojna istrazivanja ukazala su na niz
miRNA 1 siRNA ¢ija se ekspresija mijenja kao rezultat stresnog ¢imbenika, Sto pokreée obrambeni
odgovor biljke koji joj omogucava prezivljavanje nepovoljnih uvjeta. To ukljucuje promjene u
hormonskoj signalizaciji, razini antioksidativnih enzima, te aktivaciju niza gena za rezistenciju
biljke na bioti¢ki i abiotic¢ki stres. Posebno je zanimljivo da su epigeneticki obrasci potaknuti
procesima RNAi u nekim sluc¢ajevima nasljedni, te omogucuju potomstvu bolje prilagodbe na

stresne uvjete.

Saznanja o sloZzenim regulatornim procesima u kojima sudjeluju male molekule RNA omogucila
su razvoj novih, mo¢nih alata za zastitu usjeva od sveprisutnih bioti¢kih i abiotickih ¢imbenika Koji
postaju sve veéi problem za poljoprivredu na globalnoj razini. Strategije HIGS i SIGS imaju veliki
potencijal za zastitu poljoprivrednih kultura od klimatske krize na ekoloski prihvatljiv i odrziv
nacin. Prednosti ovih metoda u odnosu na upotrebu kemijskih agensa su slabija invazivnost, manja
toksi¢nost 1 neutralniji u¢inak na okolis. Metoda SIGS dodatno je pozeljna jer se temelji iskljucivo
na promjenama na razini transkriptoma. Za razliku od toga, HIGS je metoda temeljena na promjeni
genoma ugradnjom konstrukta koji kodira za zeljenu RNA komplementarnu ciljnom genu koji se
nastoji utisati. Zbog toga se ova metoda smatra kontroverznom i jos uvijek nepozeljnom za trziste.
Ipak, metoda HIGS pokazala se ucinkovitim alatom za kontrolu abiotickog stresa. Budu¢i da
ekspresija Zeljene RNA mozZe biti kontrolirana upotrebom specifi¢nih promotora koje induciraju
razliciti abioti¢ki stresori, moguce je dizajnirati konstrukt ¢iju ekspresiju kontrolira promotor koji
je aktivan samo prilikom izlaganja odredenom stresnom ¢imbeniku. Na taj je nacin proces
utiSavanja ciljnog gena stavljen pod vremensku, tj. okolisnu kontrolu. Obje metode imaju

nedostatak temeljen na kompleksnosti i isprepletenosti ucinaka malih molekula RNA, kako u
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odgovoru na stres, tako i u svim razvojnim fazama biljke. U svakom sluc¢aju, kako bi tehnologija
RNAI usla u $iru primjenu, potrebno je pronaci rjeSenja problema kao $to su nespecifi¢éne mete na
okoli$noj razini te na razini genoma i transkriptoma, dugotrajnost u¢inka te dostupnost i cijena ovih

metoda u Sirokoj primjeni.
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