Epigeneticka regulacija odgovora biljaka na stres

Grgic¢, Miran

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:897323

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-28

W £,
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% E_;' Repository of the Faculty of Science - University of
2 & Zagreb
% &
< N
Op. o

\‘
Yo _ e

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:897323
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:10952
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:10952
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:10952

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet
Bioloski odsjek

Miran Grgic

Epigeneticka regulacija odgovora biljaka na

stres

Zavrsni rad

Zagreb, 2022.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Miran Grgic

Epigenetic regulation in plant stress

Fresponses

Bachelor thesis

Zagreb, 2022.



Ovaj zavr$ni rad je izraden u sklopu studijskog programa Preddiplomski sveucilis$ni studij
Molekularna biologija na Zavodu za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-

matematickog fakulteta u Zagrebu, pod mentorstvom prof. dr. sc. Dunje Leljak-Levanic.



TEMELJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Zavrsni rad

Epigeneticka regulacija odgovora biljaka na stres

Miran Grgic

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Biljke pomocu epigeneti¢kih promjena mogu u stresnim uvjetima regulirati ekspresiju gena. U toj
regulaciji vaznu ulogu ima RNA-usmjerena metilacija DNA kojom se uti$avaju pokretni geneticki
elementi. Osim RNA-usmjerene DNA metilacije, u odgovoru biljaka na stres sudjeluju enzimi koji
postavljaju reverzibilne kemijske modifikacije na histonske repove. Primjer takvih modifikacija su
metilacija, acetilacija, fosforilacija, ubikvitinacija i sumoilacija histonskih repova. Enzimi za
remodeliranje kromatina mogu pomicanjem nukleosoma duz molekule DNA utjecati na ekspresiju
gena. Izlaganje stresnim uvjetima moze dovesti do epigenetickog pamcenja stresa koje ima
potencijal prenijeti se u novu generaciju biljaka. Manipulacijom biljnog epigenoma mogu se
stvoriti biljke otporne na razli¢ite vrste stresa kao $to su toplinski stres, stres izazvan niskim
temperaturama, stres izazvan suSom 1 bioticki stres. Na ovaj nacin mogli bi se povecati prinosi
usjeva i uzgajati biljke na do sada neiskoriStenim povrSinama.

Kljucne rijeci: RADM, histoni, SRNA, kromatin, usjevi

(35 stranica, 2 slike, 0 tablica, 140 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u SrediSnjoj bioloskoj knjiznici

Mentor:

Prof. dr. sc. Dunja Leljak-levani¢



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Bachelor thesis

Epigenetic regulation in plant stress responses

Miran Grgic¢

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia

Plants can use epigenetic changes to regulate gene expression under stressful conditions. RNA-
directed DNA methylation, which silences mobile genetic elements, plays an important role in this
regulation. In addition to RNA-directed DNA methylation, the response of plants to stress involves
enzymes that place reversible chemical modifications on histone tails. Examples of such
modifications are methylation, acetylation, phosphorylation, ubiquitination and sumoylation of
histone tails. Chromatin remodeling enzymes can influence gene expression by moving
nucleosomes along the DNA molecule. Exposure to stressful conditions can lead to an epigenetic
stress memory that has the potential to be transferred to a new generation of plants. By
manipulating the plant epigenome, plants resistant to different types of stress such as heat stress,
low temperature stress, drought stress and biotic stress can be created. In this way, crop yields
could be increased, and plants could be grown on previously unused areas.

Keywords: RdDM, histones, SRNA, chromatin, crops
(35 pages, 2 figures, 0 tables, 140 references, original in: croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Mentor:
Prof. dr. sc. Dunja Leljak-Levani¢



Sadrzaj

LYoo OO SPRTR 1
2. Mehanizmi epigenetiCke regulacije..............ccccveiiiiiiiiiiiiiii e 2
2.1. Kromatin-remodelirajuci KOMPIEKSI ......cveiiiiiiiiiiiiiiieieesesce s e 2
2.2. Posttranslacijske modifikacije NISTONA ..........ccccviiiiiiriiieees e 2
2.3. RazliCite hiStONSKE VAITJANTE. .......ecviitiriieiiitiiie sttt ettt et e 3
2.4. Male nekodirajuce molekule RNA ........cooiiiiiiiiiie e s 5
2.5. Metilacija mOIEKUIE DINA ..o e e be e sreera e resne s 7
2.5.1. Funkcija metilacije molekule DNA ..o 7
2.5.2. Kanonski i nekanonski putevi RNA-usmjerene metilacije DNA.........cccocoveeviviie e, 9
2.5.3. Odrzavanje obrazaca metilacije molekule DNA ........cccccviiiiiiiniein e 13
2.5.4. Demetilacija MOIEKUIE DINA ........ooi ittt sresre et 14

3. Epigeneticka regulacija u biotiCKom Stresu ..............cccooviiiiiiieiiiiiiee e 14
3.1. Male MOIEKUIE RINA ...t 15
3.2. Metilacija MOIEKUIE DINA ... ..ottt 16
3.3. HisStonsKe MOAITIKACITE ......ccveiiiiicicce et sre e sre s 16
3.4. Kromatin-remodelirajuci KOMPIEKSI ........coiriiiriiiiiiiieieieeses e 17
4. Epigeneticka regulacija u abiotiCKom Stresu..............ccoocvviiiiiiiiie i 17
O oo [ 1] S 1 (SO SRSPRRPSPN 17
4.1.1. TransKripCijSKa reQUIACTIA ......c.veveriiriiriesieiieeie s 18
4.1.2. EpigenetiCka reGUIACIJA ......cccuiiiuieiiieiiie ettt 18

4.2. Stres uzrokovan NisKim teMPEratUrama .........c.oieeeereieereeeeee e etee e se e ee e e seesreeeeseeas 19
4.2.1. TransKripCijSKa reQUIACTIA ......c.veveiiiiirieiieiieieee e 19
4.2.2. EpigenetiCka r€ZUIACIIA ......ceoviiriiieiieieee et 20

4.3. Stres uzrokovan NedoStatKOM VOOE ..........ccciiiiiriiieieeieee e 21
4.3.1. TransKripCijSKa regUIACIIA ........eieeiieeee ettt neas 21
4.3.2. EpigenetiCKa TEGUIACIIA ......eeviiviiiieiiieiieie sttt bbbt 21

4.4. Stani¢ni odgovor na apscizinsku KiSElINU..........ccoviveiiiiiiice s 23

5. Strategija i perspektive u zastiti biljaka u stresnom oKoliSu ..................cccoviiiiiiiiiiciene 24
6. ZAKLUCAK ........coooveeveceieeeeee ettt sttt 26
A L L0 - O PO P PO PR PPR PR 26

8. ZEVOLOPIS. ... ...vvevieeeeesteteee et e et et s et s et et et s et et et et et e et et et e s et ettt et e e et et et e b e e st et et et et e e ettt e e e e 35



Kratice

A —adenin

ac — acetilacija

ATP — adenozin trifosfat

C —citozin

CRC — kromatin-remodelirajuc¢i kompleks

easiRNA — epigeneticki aktivirana siRNA

epiRIL — epigenetski rekombinante linije biljaka (engl. epigenetic recombinant inbred lines)
ETI — efektorima-uzrokovana imunost (engl. effector-triggered imunity)

G —gvanin

hetsiRNA — heterokromati¢na siRNA

hp-siRNA — siRNA podrijetlom iz ukosnica (engl. hairpin-derived siRNA)
JA — jasmonska kiselina

me — metilacija

MET1 - DNA METHYLTRASFERASE1

miRNA — mikro RNA

natsiRNA — prirodna antisense siRNA (engl. natural antisense siRNA)

NLR — nukleotid vezujuci proteini s leucinskim ponavljanjima (engl. nucleotide binding

leucine-rich repeat)
nt — nukleotid
PAMP — molekularni obrasci na povr§ini patogena (engl. pathogen-associated molecular patterns)
pb — parovi baza
phasiRNA — fazne siRNA (engl. phased siRNA)
PigmR — Pigm Resistant
PigmS — Pigm Susceptible

Pol — DNA-ovisna RNA polimeraza



PRR — receptori za prepoznavanje antigena patogena (engl. pattern recognition receptors)
PTGS — posttranskripcijsko utiSavanje ekspresije gena

PTI — PAMP-om uzrokovana imunost (engl. PAMP-triggered imunity)

RdDM — RNA-usmjerena metilacija DNA (engl. RNA-directed DNA methylation)
RDR — RNA-ovisna RNA polimeraza

RNS — reaktivni dusikovi oblici

ROS - reaktivni kisikovi oblici

SRNA — male nekodiraju¢e RNA

SA - salicilna kiselina

SiRNA — male interferiraju¢e RNA

T —timin

tasiRNA — trans-djelujuée siRNA (engl. trans-acting siRNA)



1. Uvod

Biljke su viSestani¢ni organizmi Koji nemaju sposobnost kretanja. Promjenjivi i ¢esto ekstremni
okoli$ni uvjeti uzrok su stresa te predstavljaju izazov za prezivljavanje biljaka. Stres se kod biljaka definira
kao stanje koje negativno utjece na metabolizam, rast i razvoj biljke (Lichtenthaler, 1998). Stresni cimbenici
neposredni su uzroci stresa (Lichtenthaler, 1998). Ako je stresni ¢imbenik dio neZive prirode, nastali stres
naziva se abiotickim stresom. Primjeri abiotickog stresa su toplinski stres, stres uzrokovan hladno¢om i
smrzavanjem, svjetlosni stres, stres uzrokovan nedostatkom vode ili visokim osmotskim potencijalom tla,
stres uzrokovan teSkim metalima i drugim $tetnim spojevima te stres uzrokovan manjkom Kisika u rizosferi
(Cramer i sur. 2011). Bioticki stres nastaje kao posljedica interakcije biljaka s virusima, mikroorganizmima,
gljivicama, obli¢ima i kukcima (Igbal i sur. 2021). Posljedica djelovanja abiotickih i biotickih stresnih
¢imbenika na biljku je pojacano stvaranje ROS-ova i RNS-ova koji djeluju kao signalne molekule u
indukciji staniénog odgovora na stres (Mandal i sur. 2022). Pri visokim koncentracijama ROS-ovi i RNS-ovi
nadjacavaju enzimski i neenzimski antioksidacijski sustav stanice, neselektivno oste¢uju bioloske molekule
te stanicu dovode u stanje oksidacijskog stresa (Mandal i sur. 2022) . Biljke su naj¢esée pod istovremenim
utjecajem nekoliko razli¢itih vrsta stresa poput nedostatka vode, toplinskog i oksidacijskog stresa. Da bi se
ucinkovito zastitile od stresa, biljne stanice posjeduju regulatorne sustave koji djeluju na razini epigenetic¢kih
promjena i transkripcije, posttranskripcijskih promjena, translacije te posttranslacijskih promjena (Chung i
sur. 2022).

Epigeneti¢ke promjene obuhvacaju sve promjene U strukturi kromatina koje rezultiraju pojacanom
ili smanjenom ekspresijom gena bez promjene u sekvenci molekule DNA. Osnovna gradivna jedinica
kromatina su nukleosomi. Nukleosomi se sastoje od molekule DNA duljine oko 146 pb koja se 1,67 puta
omata oko oktamera proteina histona (H2A, H2B, H3, H4) od kojih svaki dolazi u dvije kopije (Kornberg,
1974; Rosa i Shaw, 2013; Over i Michaels, 2014). Izmedu dvaju nukleosoma nalazi se 0ko 30 pb dugacak
dio molekule DNA (engl. linker DNA) (Chodavarapu i sur. 2010). Gustoc¢a pakiranja nukleosoma u
kromatinu utjeCe na mogucénost vezanja transkripcijskih faktora i bazalnoga transkripcijskog aparata za
specificne sekvence molekule DNA (Li i sur. 2007). Na gustocu pakiranja kromatina utjece i prisutnost
histona H1 koji dodatno stabilizira nukleosome, stiti dio molekule DNA izmedu dvaju nukleosoma i kljucan
je za nastajanje 30 nm Sirokog kromatinskog vlakna (Wu i sur. 2007; Brockers i Schneider, 2019). Kromatin
se moze podijeliti na rijetko pakirani, transkripcijski aktivni eukromatin i na gusto pakirani, transkripcijski

neaktivni heterokromatin.

Epigeneti¢ke promjene temelje se na aktivnosti enzima koji remodeliraju kromatin, na moguc¢nosti

zamjene jedne histonske varijante drugom, kemijskim modifikacijama na molekuli DNA (metilacija) ili na



repovima histona (metilacija, acetilacija, fosforilacija, ubikvitinacija, sumoilacija) (Luo i sur. 2017; Chung
i sur. 2022). U ovom radu predstavljeni su osnovni mehanizmi odvijanja epigeneti¢kih promjena u genomu
biljaka nakon izlaganja stresu. Prikazana je epigeneticka regulacija ekspresije gena u odgovoru na bioticki
stres, toplinski stres, stres izazvan niskim temperaturama i stres izazvan susom. U posljednjoj cjelini rada

navedeni su primjeri upotrebe epigeneti¢ke regulacije ekspresije gena u zastiti usjeva.

2. Mehanizmi epigeneticke regulacije

2.1. Kromatin-remodeliraju¢i kompleksi

Kompleksi CRC koriste energiju oslobodenu hidrolizom molekule ATP-a za promjenu sastava,
pomicanje ili izbacivanje nukleosoma s molekule DNA ¢ime utjecu na ekspresiju gena (Han i sur. 2015).
Cetiri su glavne potporodice CRC-ova kod biljaka; SWI/SNF, ISWI, CHD i INO80 (Chung i sur. 2022).
Svaka navedena potporodica posjeduje ATP-aznu/helikaznu podjedinicu SWI2/SNF2 (Bhadouriya i sur.
2021). Kompleksi CRC zajedno s enzimima koji posttranslacijski modificiraju histone reguliraju ekspresiju

gena u odgovoru na bioticki i abioticki stres (Bhadouriya i sur. 2021).

2.2. Posttranslacijske modifikacije histona

N-Krajevi histona mogu biti mono-, di- i trimetilirani na lizinskim bo¢nim ograncima te mono- ili
dimetilirani na argininskim bo¢nim ograncima (Liu i sur. 2010). U metilaciji histonskih repova sudjeluju
histonske metiltransferaze koje koriste S-adenozilmetionin kao donora metilne skupine (Pontvianne i sur.
2010). Histonske demetilaze uklanjaju metilne skupine s metiliranih repova histona. Metilacije histona H3
kao §to su H3K9mel, H3K9me3 i H3K27mel uglavnom su svojstvene utiSanim transpozonima u
heterokromatinskom podruéju kromosoma (Chung i sur. 2022). Histonska modifikacija H3K27me3 djeluje
represivno na transkripciju u eukromatinskom podru¢ju kromosoma (Bobadilla i Berr, 2016; Chung i sur.
2022). Histonske modifikacije H3R2me2 i H4R3me2 nalaze se u antikorelaciji s poloZajem histonske
modifikacije H3K4me3 te djeluju represivno na transkripciju (Bobadilla i Berr, 2016). U blizini aktivno
eksprimiranih gena u eukromatinskom podru¢ju kromosoma nalaze se histonske modifikacije H3K4me3,
H3K36me2 i H3K36me3 (Chung i sur. 2022). Promjene u metilaciji histona vazan su epigeneticki

regulatorni ¢imbenik u odgovoru biljaka na abioticki i bioticki stres (Bobadilla i Berr, 2016)



Meta acetilacije histona su specifi¢ni lizinski bo¢ni ogranci na N-kraju histona H3 (K4, K9, K14,
K18, K23, K27) i H4 (K5, K8, K12, K16, K20) (Liu i sur. 2016). Acetilacija histona u pravilu povecava
gensku ekspresiju poti¢u¢i dekondenzaciju kromatina (Luo i sur. 2017). U reverzibilnom procesu acetilacije
histonskih repova sudjeluju histonske acetilaze koje kataliziraju prijenos acetilne skupine s molekule
acetil-koenzima A na N-krajeve histona. Histonske deacetilaze uklanjaju acetilne skupine s histona (Luo i
sur. 2017). Sliéno kao i metilacija, acetilacija histona sudjeluje u regulaciji ekspresije transkripcijskih

faktora u odgovoru biljke na bioticki i abioticki stres (Hu i sur. 2019).

Proteinske kinaze najcesce fosforiliraju serinske, treoninske i tirozinske bo¢ne ogranke histona H3
i H2A. Fosforilacija histona H3 ima ulogu u kondenzaciji kromosoma, poticanju ekspresije gena, popravku
o$tecenja molekule DNA (Chung i sur. 2022) i odgovoru na stres izazvan povisenim salinitetom, niskom
temperaturom ili tretmanom ABA-om (Wang i sur. 2015). Fosforilacija histonske varijante H2A.X ima

ulogu u signalizaciji oStecenja molekule DNA (Lei i Berger, 2020).

Monoubikvtinirani histoni nastaju vezanjem C-kraja proteina ubikvitina za bo¢ni ogranak lizina
(Feng i Shen, 2014). Za ubikvitinaciju proteina potrebne su tri skupine enzima; E1-aktiviraju¢i enzim, E2-
konjugiraju¢i enzim i E3-ligazni enzim (Feng i Shen, 2014). Monoubikvitinacija histona H2A povezuje se
s transkripcijskom represijom pod kontrolom kompleksa PRC1. Proteinski kompleks PRC2 sudjeluje u
postavljanju represivne kromatinske modifikacije H3K27me3 koja poti¢e aktivnost kompleksa PRC1 i
monoubikvitinaciju histona H2A (Zhou i sur. 2017). Monoubikvitinacija histona H2B povezuje se s
transkripcijski aktivnim lokusima (Chung i sur. 2022).

Vezanje proteina SUMO za lizinske bo¢ne ogranke histona naziva se sumoilacija i taj proces
kataliziraju enzimi iz skupine E1, E2 i E3. Sumoilacija uzrokuje promijenjenu ekspresiju gena u odgovoru
biljaka na bioticki stres, toplinski stres te stres izazvan nedostatkom vode, niskom temperaturom i

nedostatkom fosfata (Park i sur. 2011).

2.3. Razlic¢ite histonske varijante

Kanonski histoni H2A, H2B i H3 koji su dio nukleosomskoga histonskog oktamera i histon H1 koji
ga dodatno stabilizira mogu imati varijacije u svojoj primarnoj strukturi. Takvi ,,podtipovi® pojedinih
histona nazivaju se histonskim varijantama. Histon H4 jedini je histon koji ne posjeduje histonske varijante
(Henikoff i Smith, 2015). Histoni H2A, H2B, H3 i H4 eksprimirani su u S-fazi stani¢nog ciklusa i vezu se
na molekulu DNA nakon njezine replikacije. Histonske varijante eksprimirane su tijekom cijeloga stani¢nog

ciklusa te mogu zamijeniti osnovne histone u nukleosomu (Jiang i Berger, 2017). Razlicite histonske



varijante imaju razlicit utjecaj na regulaciju genske ekspresije. Najznacajnije histonske varijante kod biljaka

su H2A. X, H2A.Z, H2A.W, H3.3, CenH3, H1.1, H1.2 i H1.3 (Jiang i Berger, 2017).

Sekvence eksprimiranih biljnih gena sadrze kanonski histon H2A i histonsku varijantu H2A.X (Lei
i Berger, 2020). Histonska varijanta H2A.X ima ulogu u signalizaciji oSte¢enja molekule DNA koje moze
nastati zbog svjetlosnog ili oksidacijskog stresa (Nisa i sur. 2019). Proteinske kinaze ATM i ATR sudjeluju
u fosforilaciji histona H2A.X na serinskim bo¢nim ograncima $to predstavlja signal da se na tom mjestu
dogodilo oste¢enje molekule DNA (Lei i Berger, 2020). U istrazivanjima na stanicama sisavaca pokazano
je da histonski Saperon FACT sudjeluje u postavljanju histonskog dimera H2A.Z-H2B u nukleosome, no taj
pronalazak jos nije potvrden kod biljaka (Piquet i sur. 2018; Lei i Berger, 2020). U prilog ovoj tvrdnji ide
otkri¢e da taj histonski Saperon ima ulogu odgovoru na svjetlosni stres jer poti¢e akumulaciju antocijana

(Pfab i sur. 2018).

Histonska varijanta H2A.Z pretezito se nalazi na mjestima pocetka transkripcije transkripcijski
aktivnih gena i duz tijela transkripcijski reprimiranih gena u eukromatinskim regijama molekule DNA (Sura
i sur. 2017; Lei i Berger, 2020). U slucaju da je H2A.Z dio prvog nukleosoma nakon mjesta pocetka
transkripcije (polozaj +1), tada ima ulogu u poticanju transkripcije jer sprje¢ava zastajkivanje Pol II (Sura i
sur. 2017). ATP-ovisni CRC SWR1 sudjeluje u zamjeni dimera H2A-H2B za dimer H2A.Z-H2B u
nukleosomima (Jiang i Beger, 2017). U obrnutom procesu zamjene dimera H2A.Z-H2B za dimer H2A-H2B
sudjeluju ATP-ovisni CRC-ovi iz potporodice INO80 (Han i sur. 2015). Histon H2A.Z ima ulogu u
odgovoru biljaka na osmotski stres, a u uvjetima nedostatka vode uklanja se s induciranih gena (Sura i sur.
2017). U uvjetima toplinskog stresa transkripcijski faktor HSF1 sudjeluje u uklanjanju histona H2A.Z s

gena koji se induciraju pri temperaturi od 27 °C (Cortijo i sur. 2017)

Histonska varijanta H2A.W poti¢e kondenzaciju kromatina i sudjeluje u utiSavanju transpozona u
podruéju pericentromernog heterokromatina (Yelagandula i sur. 2014). Premda je prisutna kolokalizacija
H2A.W s podrué¢jima molekule DNA koja sadrze histonsku modifikaciju H3K9me2 i metilaciju baze C,

mehanizam odlaganja histona H2A.W u nukleosome neovisan je o njima (Yelagandula i sur. 2014).

Kanonski histon H3 jo$ se naziva histonskom varijanatom H3.1 i dominantno se nalazi na podrucju
pericentromernog kromatina gdje sudjeluje u utiavanju ekspresije transpozona (Mito i sur. 2005). Histon

H3 moze se nalaziti i u eukromatinskim podruc¢jima kromosoma (Jiang i Berger, 2017).

Histonska varijanta H3.3 preteZito se nalazi u sastavu nukleosoma aktivno transkribiranih gena u
eukromatinskom podrucju. Telomerna podrucja takoder sadrze histon H3.3 (Jiang i Berger, 2017). Mjesta
terminacije transkripcije sadrze najvecu koncentraciju histona H3.3 §to korelira s povecanom ekspresijom

tih gena (Jiang i Berher, 2017; Wollman i sur. 2017). Geni koji sadrZe histone H3.3 samo u promotorskim
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podrucjima slabije su eksprimirani i podlijezu snaznoj regulaciji njihove ekspresije (Jiang i Berger, 2017).
Histonski Saperon HIRA sudjeluje u odlaganju histona H3.3 u nukleosome (Nie i sur. 2014). Prisutnost

histona H2A.Z u genima antikorelira s prisutnosti histona H3.3 (Nie i sur. 2014; Jiang i Berger, 2017).

Histonska varijanta CenH3 nalazi se u nukleosomima centromernog podru¢ja kromosoma te ima

kljuénu ulogu u nastajanju kinetohornog kompleksa tijekom stanicne diobe (Kegeli i sur. 2020).

Histonske varijante H1.1 1 H1.2 konstitutivno su eksprimirane u svim stanicama te ¢vrsto vezu dio
molekule DNA izmedu nukleosoma ne dopustajuéi metiltransferazama da pristupe molekuli DNA (Jiang i

Berger, 2017).

Histonska varijanta H1.3 u normalnim je uvjetima eksprimirana samo u stanicama zapornicama
gdje je zaduzena za pravilno otvaranje puci (Rutowicz i sur. 2015). Ekspresija histonske varijante H1.3
inducira se u uvjetima nedostatka vode ili nakon tretmana ABA-0m i nije vi$e ograni¢ena samo na stanice
zapornice (Jiang i Berger, 2017). Smatra se da histon H1.3 uzrokuje hipermetiliranost molekule DNA jer za
razliku od histonskih varijanti H1.1 i H1.2 omoguéava metiltransferazama pristup sekvencama koje trebaju
biti metilirane (Rutowicz i sur. 2015; Jiang i Berger, 2017).

2.4. Male nekodirajuce molekule RNA

Molekule sRNA sudjeluju u procesima RdDM-a i PTGS-a (Borges i Martienssen, 2015; Huang i
Jin, 2022). Prema postanku i strukturi SRNA dijele se na molekule miRNA koje su najéesc¢e duge 21 — 22 nt
(Axtell i Meyers, 2018) i na molekule siRNA koje su najéesée duge 21 — 24 nt (Borges i Martienssen, 2015).
Molekule siRNA se prema postanku i funkciji dijele na hetsiRNA, hp-siRNA, natsiRNA i na sekundarne
SiRNA.

Molekule miRNA nastaju iz transkripata miRNA-kodiraju¢ih gena pomoc¢u Pol Il. Transkripti
formiraju strukturu kratke ukosnice koje zavrsavaju petljom i nazivaju se primarnim miRNA molekulama
(Wang i sur. 2019). Ukosnice s petljom cijepa ribonukleaza DCL1 te nastaje prekursorska miRNA. Enzim
DCL1 ponovno cijepa prekursorsku miRNA pri ¢emu nastaju dvolan¢ane molekule miRNA duljine 21 — 22
nt (Wei i sur. 2021). Molekule miRNA modificiraju se na svojim 3' krajevima. Metilaza HEN1 metilira
hidroksilnu skupinu na 2' ugljikovu atomu terminalnih 3' riboza $to stabilizira molekule miRNA i stiti ih od
poliuridilacije (Borges i Martienssen, 2015). Metilirane molekule miRNA zatim ulaze u kompleks s
proteinom AGO1. Pritom nastaje kompleks RISC koji sudjeluje u PTGS-u. Molekula SRNA u kompleksu
RISC prepoznaje ciljnu molekulu mRNA, a protein AGO1 ju zatim cijepa (Guo i sur. 2016). Kompleks
RISC takoder sudjeluje u inhibiciji translacije bez cijepanja molekule mRNA (Iwakawa i Tomari, 2013).
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Nemetilirane molekule miRNA monouridiliraju se djelovanjem uridilil-transferaze URTL1 ili se
poliuridiliraju djelovanjem enzima HESO1 (Borges i Martienssen, 2015). Poliuridilirane molekule miRNA
razgraduju nukleaze koje prepoznaju poliuridinski rep (Borges i Martienssen, 2015). Neke monouridilirane
MiRNA duge 22 nt ulaze u kompleks s proteinom AGO1 te sudjeluju u PTGS-u i stvaranju molekula
sekundarnih siRNA koje sudjeluju u nekanonskim putevima RdDM-a, opisanom u poglavlju 2.5.2. (Borges
i Martienssen, 2015).

Molekule hp-siRNA potjecu iz transkripata Pol II koji formiraju duge ukosnice koje zatim
procesiraju proteini DCL1-4. Smatra se da su hp-siRNA evolucijska prete¢a miRNA koja takoder sudjeluje
u PTGS-u (Borges i Martienssen, 2015).

Molekule natsiRNA duge 21 — 24 nt nastaju hibridizacijom transkripata razli¢itih lanaca istog
lokusa molekule DNA (tzv. cis-natsiRNA) ili hibridizacijom transkripata visokog stupnja homologije koji
potje¢u s razli¢itih lokusa molekule DNA (tzv. trans-natsiRNA) (Moldovan i sur. 2010; Borges i
Martienssen, 2015). Smatra se da natsiRNA nastaju transkripcijom pomocu Pol ITi/ili Pol IV. Na djelomi¢no
hibridizirane transkripte vezu se polimeraze RDR2/4 koje sudjeluju u sintezi dugacke dvolan¢ane molekule
RNA koju zatim cijepaju proteini DCL1-3 (lvanova i sur. 2022). Molekule natsiRNA sudjeluju u regulaciji
biosinteze stani¢ne stijenke, regulaciji ekspresije katalaze te u odgovoru biljke na poviSeni salinitet i

bakterijske infekcije putem PTGS-a (Moldovan i sur. 2010).

Molekule sekundarnih siRNA mogu se podijeliti na molekule tasiRNA, phasiRNA i easiRNA.
Biosinteza phasiRNA zapocinje transkripcijom pomocu Pol II s lokusa PHAS koji sadrze transpozone,
protein-kodiraju¢e i protein-nekodiraju¢e sekvence (Borges i Martienssen, 2015). Nastali transkript
prepoznaje kompleks RISC koji se sastoji od molekule miRNA i proteina AGOL1 te dolazi do odcjepljivanja
5' kraja transkripta (Borges i Martienssen, 2015; Liu i sur. 2020). Protein SGS3 stiti pocijepani transkript
od razgradnje egzonukleazama (Deng i sur. 2018). Polimeraza RDR6 prepoznaje protein AGO1 te se veze
na 3' kraj transkripta i sintetizira drugi lanac molekule RNA. Ribonukleaza DCL4 pomoc¢u proteina DRB
iterativno cijepa dvolancani RNA prekursor ¢ime nastaju sekundarne SiRNA duljine 21 nt (Liu i sur. 2020).
U biosintezi phasiRNA moze sudjelovati i enzim DCL2 te u tom slucaju nastaju phasiRNA duljine 22 nt
(Borges i Martienssen, 2015; Liu i sur. 2020). Molekule phasiRNA podrijetlom iz lokusa koji sadrze gene
koji kodiraju proteine NLR, proteine s pentatrikopeptidnim ponavljanjima te transkripcijske faktore iz
porodica MYB, NAC i ARF sudjeluju u regulaciji ekspresije tih proteina. 1z navedenoga slijedi da
phasiRNA djeluju kao negativni regulatori u sirokom spektru razvojnih procesa, kao i u odgovoru biljaka

na mehani¢ke ozljede, bioti¢ki stres i stres izazvan manjkom vode (Liu i sur. 2020).



Molekule tasiRNA mogu se smatrati podvrstom phasiRNA koje se prepisuju s lokusa TAS1-4 koji
sadrze nekodiraju¢e sekvence. Molekule tasiRNA, za razliku od phasiRNA, djeluju in-trans, odnosno
sudjeluju u razgradnji transkripata prepisanih s drugih lokusa (Deng i sur. 2018). Biosinteza tasiRNA koje
potjecu s lokusa TAS1,2,4 ne razlikuje se od biosinteze phasiRNA. Biosinteza tasiRNA koja potjece s lokusa
TAS3 zahtijeva vezanje dvaju kompleksa RISC koji sadrze protein AGO7 na 5' i 3' kraj transkripta. Pritom
se cijepanje dogada samo na 3' kraju transkripta (Deng i sur. 2018). Biljke izlozene toplinskom stresu imaju
smanjenu koli¢inu TAS1 tasiRNA $to uzrokuje povec¢anu akumulaciju transkripata gena HTT1 i HTT2 koji
su zasluzni za termotoleranciju (Li i sur. 2014). Molekule tasiRNA podrijetlom s lokusa TAS3 sudjeluju u
regulaciji ekspresije transkripcijskih faktora iz porodice ARF (Deng i sur. 2018).

Molekule easiRNA duge 21 nt nastaju ekspresijom epigeneticki aktiviranih transpozona u
vegetativnoj jezgri peludnog zrna, u dediferenciranom kalusnom stanicju te u mutantima sa smanjenom
ekspresijom gena DDM1 i MET1 (Creasey i sur. 2014). Biosinteza easiRNA sli¢na je biosintezi drugih
sekundarnih RNA te ukljucuje biosintetski put Pol IFAGO1-RDR6-DCL4. Smatra se da je biosintetski put
easiRNA, koje utiSavaju transpozone putem PTGS-a, kompetitivan s kanonskim RdDM-om da bi se izbjegla

metilacija DNA u zametnim stanicama (Creasey i sur. 2014)

Molekule hetsiRNA sudjeluju u procesu kanonskog RdDM-a te je njihova biosinteza i

funkcija opisana u cjelini 2.5.2.

2.5. Metilacija molekule DNA

2.5.1. Funkcija metilacije molekule DNA

Ucinak metilacije molekule DNA ovisi o poziciji i funkciji metilirane sekvence. Metilacijom
genskih promotora uglavnom se uti$ava ekspresija gena koji se nalazi pod kontrolom toga promotora (Zhang
i sur. 2018), no postoje iznimke poput promotora gena ROS1 koji kodira DNA demetilazu ROS1 (Lei i sur.
2015; Williams i sur. 2015). Najéesce je zbog metilacije onemoguéeno vezanje transkripcijskih aktivatora,
a pospjeSeno je vezanje represora transkripcije (Kumar i Mohapatra 2021) te se na taj nacin utiSava
ekspresija gena. Takoder, metilacija promotorskih regija moze utjecati na stvaranje posttranslacijskih
modifikacija repova histona koje inhibiraju transkripciju (Zhang i sur. 2018). Metilacija intragenskih
sekvenci svojstvena je konstitutivno eksprimiranim genima te se uglavnom odvija unutar egzona na
dinukleotidima CG udaljenim od pocetka i zavrSetka transkripcije (Bewick i Schmitz 2017). Histonska
varijanta H3.3 regulira metilaciju intragenskih sekvenci na nacin da smanjuje vezanje histona H1 za

nukleosome $to olak$ava metiltransferazama da pristupe molekuli DNA i metiliraju je (Wollmann i sur.
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2017; Zhang i sur. 2018). Smatra se da je glavna uloga metilacije intragenskih sekvenci smanjivanje razlika
u ekspresiji gena jer sprjecava vezanje histonske varijante H2A.Z koja utjece na ekspresiju gena u ovisnosti
0 razvojnom stadiju biljke i okolisnim signalima (Zilberman i sur. 2008; Zhang i sur. 2018). Metilacija

introna moze utjecati na alternativno procesiranje transkripata mRNA (Zhang i sur. 2018).

Vazna funkcija metilacije molekule DNA je utiSavanje transpozona. Transpozoni su geneticki
elementi koji se mogu izrezati s jednog mjesta u genomu i premjestiti na drugo mjesto u genomu (tzv. DNA
transpozoni) ili se kopirati i premjestiti na drugo mjesto u genomu bez izrezivanja (tzv. RNA transpozoni)
(Hsu i sur. 2021). Svojim kretanjem po genomu transpozoni izazivaju mutacije koje pridonose nestabilnosti
genoma (Colonna Romano i Fanti, 2022). Transpozoni mogu pozitivno utjecati na ekspresiju nizvodnih
gena djelujuéi kao kripticki promotori ili cis-regulatorna mjesta za vezanje transkripcijskih faktora.
Metilacijom transpozona smanjuje se ekspresija nizvodnih gena (Hirsch i Springer, 2017). RdDM zajedno
s kromatin-remodeliraju¢im proteinom DDMI1 sudjeluje u utiSavanju transpozona (Matzke i Mosher, 2014;
Zhang i sur. 2018). U stanju stresa se zbog inaktivacije mehanizma RADM aktiviraju transpozoni $to dovodi
do promjene u ekspresijskim obrascima gena te do moguce aktivacije ekspresije gena koji sudjeluju u
odgovoru na stres (slika 1) (Matzke i Mosher, 2014).

Metilacija DNA u pericentromernim regijama kromosoma ima ulogu u kromosomskim

interakcijama (Zhang i sur. 2018).
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Slika 1. Aktivacija transpozona (TE) pod djelovanjem stresa. A) RNA-usmjerena metilacija DNA (RADM)
utisava transpozone u normalnim uvjetima rasta. Gen 1 nalazi se pod transkripcijskom kontrolom utiSanog
transpozona. Geni 2 i 3 su eksprimirani. B) U stanju stresa inhibira se RdADM mehanizam $to dovodi do
aktivacije transpozona i ekspresije gena 1. Transpozon se premjesta po genomu i ugraduje ispred gena 2 §to
poti¢e njegovu ekspresiju. Ugradnjom transpozona u gen 3 prekida se njegova ekspresija. C) Povratkom u
normalne uvjete, RADM ponovno utisava transpozone metilacijom sto dovodi do prekida ekspresije gena 1
i 2. (Prilagodeno prema Matzke i Mosher, 2014)

2.5.2. Kanonski i nekanonski putevi RNA-usmjerene metilacije DNA

Metilacija molekule DNA de novo kod biljaka se odvija na prethodno nemetiliranom petom
ugljikovom atomu C u sekvencama CG, CHG i CHH (H oznacava dusi¢nu bazu A, T ili C) (He i sur. 2011;
Zhang i sur. 2018; Chung i sur. 2022). RADM predstavlja glavni mehanizam de novo metilacije novih lokusa

molekule DNA kod biljaka (Erdmann i Picard, 2020). Druga vazna uloga RdDM-a je odrZzavanje
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metilacijskih obrazaca na lokusima s prethodno metiliranim dusi¢nim bazama C (Erdmann i Picard, 2020).
Ovisno o funkciji i mehanizmu odvijanja, proces RADM-a moze se odvijati kanonskim ili nekanonskim
putem. Kanonski RADM sudjeluje u odrzavanju metilacijskih obrazaca, a razli¢iti nekanonski mehanizmi
RdDM-a sudjeluju u metilaciji molekule DNA de novo (Erdmann i Picard, 2020).

Kanonski put RdDM-a (slika 2) zapocinje transkripcijom ponavljajucih i transpozonskih sekvenci
s heterokromatinskih lokusa molekule DNA pomoc¢u Pol IV (Matzke i Mosher, 2014). Pol IV nalazi se u
interakciji s proteinom SHH1 koji prepoznaje H3K9me2 i H3K9meO0 (Law i sur. 2013; Zhang i sur. 2013).
Proteini CLSY1-4 djeluju kao tkivno-specifiéni i ATP-ovisni kromatin-remodeliraju¢i proteini Koji
sudjeluju u prepoznavanju represivnih kromatinskih modifikacija (Zhang i sur. 2018; Erdmann i Picard,
2020 ). Protein CLSY1 ili CLSY2 posreduje u interakciji izmedu Pol IV i proteina SHH1 te sudjeluje u
prepoznavanju H3K9me2 na krakovima kromosoma. Protein CLSY3 ili CLSY 4 ulazi u interakciju samo
s Pol 1V i prepoznaje 5-meC u dinukleotidima CG pericentromernog podrué¢ja kromosoma (Erdmann i
Picard, 2020; Zhou i sur. 2022). 1z navedenoga slijedi da kanonski RADM ima ulogu u odrzavanju ve¢
postoje¢ih metilacijskih oznaka. Transkripcijom pomocu Pol IV nastaju jednolanéani RNA transkripti
duljine izmedu 30 i 45 nt (Erdmann i Picard, 2020). U interakciji s Pol IV nalazi se polimeraza RDR2 koja
sintetizira drugi lanac nastalog transkripta RNA u 5' - 3' smjeru sluZeci se postoje¢im lancem kao kalupom
(Singh i sur. 2019). RDR2 na 3' kraj novosintetiziranog lanca RNA nasumi¢no dodaje jedan nukleotid
(Singh i sur. 2019). Svaki lanac nastale dvolancane molekule RNA cijepa ribonukleaza DCL3 tako da na 3'
kraju lanca koji je sintetizirala Pol 1V ostanu dva strSeca nukleotida u odnosu na 5' kraj lanca koji je
sintetizirala RDR2. Nakon cijepanja pomocu proteina DCL3, lanac koji je sintetizirala Pol IV dug je 24 nt,
a lanac koji je sintetizirala RDR2 dug je 23 nt (Singh i sur. 2019). Metilaza HEN1 metilira hidroksilnu
skupinu na 2" ugljikovu atomu terminalnih 3' riboza ¢ime se stabilizira dvolancani prekursor hetsiRNA (Ji i
Chen, 2012). Protein AGO4 i/ili protein AGO6 vezu 24 nt dugacéak lanac hetsiRNA i odvode ga do mjesta
aktivne transkripcije koju vr$i Pol V (Zhang i sur. 2018). U germinativnim stanicama tu funkciju vr$i protein
AGO9 (Erdmann i Picard, 2020).

Pol V preferentno se veze na eukromatinska podru¢ja genoma koja sadrze transpozone u
intergenskim podrucjima, promotorima ili tijelu gena. Transkripcijom pomoc¢u Pol V nastaje duga
nekodiraju¢a molekula RNA bez poliadenilacije na svojem 3' kraju, koja djeluje kao strukturna okosnica za
vezanje siRNA u kompleksu s proteinima AGO (Wierzbicki i sur. 2008). U vezanju Pol V na molekulu
DNA posreduju histonske metiltransferaze SUVH2/9 koje prepoznaju metilacijske oznake na molekuli
DNA (Matzke i Mosher, 2014). Kompleks DDR koji se sastoji od kromatin-remodeliraju¢eg proteina
DRD1, proteina DMS3 iz porodice SMC te proteina RDM1 interagira s Pol V i proteinima SUVH2/9 te na
taj naéin posreduje u pozicioniranju Pol V (Wongpalee i sur. 2019). Proteini RDM1, DMS3 i ATP-aza
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MORCS6 sudjeluju u razmatanju i stabilizaciji razmotane uzvojnice molekule DNA kako bi Pol V mogla
vrsiti transkripciju (Matzke i Mosher, 2014). Protein AGO4 pozicionira se uz Pol V pomocu interakcija s
C-terminalnom domenom najvece podjedinice Pol V (Matzke i Mosher, 2014) i interakcija s elongacijskim
faktorom KTF1 (He i sur. 2009). Protein RDM1 zajedno s kompleksom siRNA-AGO4 (Matzke i Mosher,
2014) sudjeluje u pozicioniranju DNA-metiltransferaze DRM2 koja preferentno metilira dvolan¢anu
molekulu DNA (Zhong i sur. 2014). Pol V takoder posreduje u procesima remodeliranja kromatina. Na dugi
nekodirajuéi transkript Pol V veze se proteinski kompleks IDN2-IDP . Taj kompleks zatim dolazi u
interakciju s CRC-om iz potporodice SWI/SNF koji je zasluzan za transkripcijsko utiSavanje transpozona
(Zhang i sur. 2018). Proteini koji sudjeluju u postavljanju represivnih modifikacija na histone takoder
djeluju u sklopu RdDM-a. Primjer takvih proteina su histonska deacetilaza HDAG, metilaze SUVH4-6,
demetilaza JIMJ14 i proteaza UBP26 koja deubikvitilira histone H2B (Matzke i Mosher, 2014).
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Slika 2. Kanonski mehanizam RNA-usmjerene DNA metilacije. Transkripcijom pomoc¢u Pol IV nastaju
molekule heterokromati¢nih malih interferiraju¢ih molekula RNA koje se u kompleksu s proteinom AGO4
vezu na dugi nekodirajuci transkript koji nastaje transkripcijom pomoc¢u Pol V. Ova interakcija usmjerava
metilacijske enzime i enzime koji modificiraju strukturu kromatina prema molekuli DNA. Oznake: SHH1
(SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOGUE 1); Pol IV (RNA polimeraza 1V), CLSY1 (CLASSY 1);
RDR2 (RNA-ovisna RNA polimeraza 2); DCL3 (DICER-LIKE 3); HEN1 (HUA ENHANCER1); AGO4
(ARGONAUTE 4); KTF1 (KOW DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1); RDM1
(RNA-DIRECTED DNA  METHYLATION 1); DRM2 (DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2); Pol V (RNA polimeraza V); CTD (C-terminalna domena); DRD1
(DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1); DMS3 (DEFECTIVE IN MERISTEM
SILENCING 3); SUVH (SUPPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOG); MORCS6
(MICRORCHIDIA 6); IDN2-IDP (INVOLVED IN DE NOVO 2-IDN2 PARALOGUE); SWI/SNF
(SWITCH/SUCROSE NON FERMENTABLE); UBP26 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 26);
JMJ14 (JUMONJI 14); HDA6 (HISTONE DEACETYLASE 6). (Prilagodeno prema Matzke i Mosher,
2014)

Nekanonski putevi RdADM-a poveznica su izmedu privremenog uti$avanja transpozona pomocu
molekula sSRNA i dugotrajnog utiSavanja transpozona pomocu kanonskog RdDM-a (Erdmann i Picard,
2020). Glavna razlika izmedu kanonskog i nekanonskih puteva RdADM-a je u postanku sSRNA koje ulaze u
kompleks s proteinima AGO. Mehanizam miRNA-usmjerene metilacije DNA odvija se na nacin da

prekursorsku miRNA cijepa enzim DCL3 te tako nastaju 24 nt duge siRNA koje ulaze u kompleks s
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proteinom AGO4. U ovom mehanizmu umjesto prekursorske miRNA moze sudjelovati i mRNA s dugim
ukosnicama (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). Mehanizam RDR6-RdDM odvija se na nacin da nastale 21 — 22
nt duge sekundarne siRNA ulaze u kompleks s proteinom AGO6 (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). Mehanizam
RDR6-DCL3-RdDM, za razliku od mehanizma RDR6-RADM, kao supstrate za enzim DCL3 Koristi
dvolan¢ane RNA prekursore sekundarnih siRNA koji su nastali djelovanjem enzima RDR6. Nastale 24 nt
duge siRNA ulaze u kompleks s proteinima AGO4 ili AGO6 (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). Mehanizam
Pol IV-NERD-RdDM koristi dvolancane RNA prekursore sekundarnih siRNA koji su nastali djelovanjem
enzima RDR6 kao supstrate za enzime DCL2-4. Nastale siRNA ulaze u kompleks s proteinom AGO?2 koji
se veze na kromatin u interakciji s proteinom NERD (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). Mehanizam RdDM-a
neovisan o proteinima DCL koristi dvolancane RNA nastale djelovanjem polimeraza RDR2 i RDR6. Takve
dvolan¢ane molekule RNA ulaze u kompleks s proteinom AGO4 i naknadno se skra¢uju na 3' kraju pomocu
egzonukleaza (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016).

Budu¢i da se Pol V preko proteina SUVH2/9 veze za ve¢ postoje¢e metilne skupine na molekuli
DNA, postavlja se pitanje na koji nacin dolazi do de novo metilacije molekule DNA kad nisu prisutne
metilne skupine na sekvencama koje trebaju biti metilirane. Smatra se da Pol V nasumi¢no transkribira duge
nekodiraju¢e molekule RNA s razlicitih dijelova genoma, ali je frekvencija takve transkripcije znacajno
manja od transkripcije na prethodno metiliranim dijelovima DNA (Tsuzuki i sur. 2020). Ugradnjom novog
transpozona ili ponovnom aktivacijom ve¢ ugradenog transpozona stimulira se nastajanje siRNA koje se
zatim mogu vezati na dugi nekodirajuci transkript koji je nastao nasumi¢nom transkripcijom. Prema ovom

modelu proteini SUVH2/9 imaju vise funkcija od prepoznavanja metilnih skupina.

2.5.3. Odrzavanje obrazaca metilacije molekule DNA

Nakon replikacije molekule DNA novosintetizirani lanac ne sadrzi metilacijske oznake te ga je
potrebno metilirati prema oznakama na roditeljskom lancu. Metilaciju dinukleotida CG odrzava
DNA-metiltransferaza MET1 koja ostvaruje interakciju s histonskom deacetilazom HDAG. Ova dva enzima
djeluju sinergisticki na represiju transpozona (Liu i sur. 2012). Metilaciju sekvence CHG odrzavaju
kromometilaza CMT3 i u manjoj mjeri kromometilaza CMT2 koje prepoznaju histonsku modifikaciju
H3K9me2 nastalu djelovanjem enzima SUVHA4/5/6 (Zhang i sur. 2018). Metilaciju asimetri¢ne sekvence
CHH dominantno odrzava DNA-metiltransferaza DRM2 koja djeluje u sklopu metilacije molekule DNA
RdDM-om (Law i Jacobsen, 2010). Kromometilaza CMT2 preuzima ulogu RdDM-a u odrzavanju

metilacijskih obrazaca na heterokromatinskim podru¢jima koja sadrze histon H1 zbog ¢ega je onemoguceno
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odvijanje RADM-a (Zhang i sur. 2018). Mehanizam RdDM-a takoder sudjeluje u odrzavanju metilacijskih
obrazaca u sekvencama CG i CHG (Erdmann i Picard, 2020).

2.5.4. Demetilacija molekule DNA

Demetilacija molekule DNA vazan je mehanizam regulacije ekspresije gena, aktivnosti
transpozona i odgovora biljaka na stres. Pasivna demetilacija dogada se tijekom replikacije molekule DNA
zbog inaktivacije ili smanjene koncentracije enzima koji sudjeluju u odrzavanju metilacije (Li i sur. 2018).
Aktivna demetilacija nastaje zbog aktivnosti DNA-glikozilaza DME, ROS1 i DML2/3 koje aktivno izrezuju
5-meC (Li i sur. 2018). Protein DME dominantno je eksprimiran u sredi$njoj stanici zenskoga gametofita i
u vegetativnoj stanici muskoga gametofita, a proteini ROS1 i DML2/3 eksprimirani su u vegetativnim
stanicama biljke (Zhang i sur. 2018). Protein DME demetilira male transpozone bogate A-T parovima baza
u eukromatinskim regijama genoma $to utjece na ekspresiju gena pod kontrolom tih transpozona (Zhang i
sur. 2018). Protein ROS1 demetilira transpozone koji se nalaze u blizini protein-kodiraju¢ih gena ¢ime se
sprjeava Sirenje metilacijskih oznaka na njih (Tang i sur. 2016). Isti autori navode da ROS1 djeluje
antagonisti¢ki s velikim brojem lokusa koji su podlozni RADM-u. Iz tog razloga ROS1 ima vaznu ulogu u
aktivaciji transpozona i indukciji gena koji sudjeluju u odgovoru na stres (Yang i sur. 2022). Metilacija
promotora gena ROS1 poti¢e ekspresiju proteina ROS1. Na ovaj na¢in metilacija molekule DNA pomocu
RdDM-a i DNA-metilaze MET1 te demetilacija pomo¢u ROS1 tvore povratnu spregu. Poveéana razina
metilacije molekule DNA potice ekspresiju ROS1 koji ponistava u¢inak RdDM-a na velikom broju lokusa
(Lei i sur. 2015; Williams i sur. 2015; Zhang i sur. 2018).

3. Epigeneticka regulacija u biotickom stresu

Biljke su meta napada velikoga broja virusa, bakterija i gljiva. Premda nemaju imunosni sustav kao
zivotinje, biljke posjeduju brojne druge mehanizme za obranu od patogena (Huang i Jin, 2022). Biljne
stanice posjeduju membranske receptore PRR koji sudjeluju u prepoznavanju molekula PAMP-a na povr$ini
patogena. Interakcija izmedu PAMP-a i PRR-a pokrece nespecifi¢nu imunost PT1 (Huang i Jin, 2022). Ovaj
je tip imunosti svojstven svim varijetetima neke biljne vrste (Niirnberger i Kemmerling, 2018). Patogeni
mogu zaobi¢i PTI sintezom efektorskih molekula koje modificiraju ekspresiju gena uklju¢enih u obranu
biljke. Biljke imaju sposobnost prepoznati efektorske molekule patogena pomocu receptorskih proteina

NLR $to aktivira specifiénu imunost ETI (Huang i Jin, 2022). ETI je specifican za pojedini varijatet biljke
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(Niirnberger i Kemmerling, 2018). Programirana stani¢na smrt i hipersenzitivni odgovor biljke najcesce su
rezultat djelovanja ETI (Gao i sur. 2015). Lokalni odgovori biljke na napad patogena poticu biosintezu SA
koja putuje floemom do drugih biljnih tkiva djelujuéi kao signal za indukciju obrambenog odgovora. Ova
se pojava naziva Sistemska steCena rezistencija (engl. systemic acquired resistance) (Gao i sur. 2015).
Simbioza biljke s nepatogenim bakterijama u podruéju korijena (npr. bakterije roda Rhizobium) dovodi do
indukcije biosinteze etilena i JA koji floemom putuju do drugih biljnih tkiva. Ovaj SA-neovisni put
aktivacije obrambenog sustava biljke naziva se inducirana sistemska rezistencija (engl. induced systemic
resistance) (Choudhary i sur. 2007). Sistemska rezistencija i inducirana sistemska rezistencija dovode do
povecane otpornosti biljke na ponovni napad patogena (Choudhary i sur. 2007; Gao i sur. 2015). Smatra se
da je sinteza SA kao signalne molekule uéinkovita u obrani od biotrofnih organizama koji ne ubijaju stanice,
ve¢ ih koriste za dobivanje energije. Sinteza etilena i JA ucinkovitija je u obrani od nekrotrofnih organizama

koji u ubijaju biljne stanice (Ramirez-Prado i sur. 2018).

3.1. Male molekule RNA

Molekule sRNA imaju viSestruku ulogu u odgovoru na napad patogena. Molekule sSRNA sudjeluju
u regulaciji signalizacije posredovane biljnim hormonima kao §to su auksin, ABA, SA i JA. Primjerice,
molekula miR393 zasluzna je za razgradnju transkripata auksinskih receptora. Na taj naéin biljka svoje
stani¢ne resurse, UMjesto za rast i razvoj, koristi za obranu od patogena (Zhang i sur. 2011; Huang i sur.
2016). Druga funkcija SRNA je obrana od patogena putem PTGS-a. Mutanti rdr6 i dcl2-4 koji imaju
nefunkcionalne enzime biosintetskog puta siRNA pokazuju smanjenu otpornost na napad gljive Botrytis
cinerea. Smatra se da se siRNA vezikulama transportiraju u stanice patogena i ondje posttranskripcijski
utiSavaju transkripte gena za virulenciju (Cai i sur. 2018). Transkripti virusa s jednolancanim RNA
genomom ulaze u interakciju s polimerazama RDR. Sintetiziranu dvolanc¢anu RNA zatim cijepaju proteini
DCL. U slucaju infekcije virusima s dvolan¢anim RNA genomom, molekule RNA odmah cijepaju proteini
DCL. Nastale molekule SRNA virusnog podrijetla sudjeluju u PTGS-u virusnih transkripata (Huang i sur.
2016). U slucaju infekcije virusima s DNA genomom, biljne stanice koriste njihov genom kao kalup za
sintezu molekula SRNA koje sudjeluju u RdDM-ovisnom TGS-u pomoc¢u kojega se utiSavaju geni virusa.
Takoder, molekule SRNA koje poticu iz virusnih genoma mogu povecati svoju brojnost djelovanjem

polimeraza RDR te sudjelovati u PTGS-u (Huang i sur. 2016).
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3.2. Metilacija molekule DNA

Mehanizam RdDM sudjeluje u regulaciji ekspresije gena tijekom bioti¢kog stresa. Istrazivanja na
rizi (Oryza sativa) pokazala su da lokus Pigm kodira za receptore NLR. Receptor PigmR biljkama daje
svojstvo otpornosti na gljivicu Magnaporthe oryzae, ali smanjuje rast i prinos biljke. Protein PigmsS djeluje
kao negativan regulator receptora PigmR-a. U promotoru gena koji kodira za PigmS nalaze se dva
transpozona s kratkim inverznim ponavljanjima koji kontroliraju njegovu ekspresiju. Mutanti sa smanjenom
ekspresijom enzima koji sudjeluju u RADM-u imaju smanjenu metilaciju tih transpozona $to uzrokuje

povisenu ekspresiju PigmS-a (Deng i sur. 2017).

Biljni hormoni mogu regulirati metilaciju molekule DNA. Tretman biljaka SA-om izaziva
smanjenu metilaciju transpozona i povec¢anu ekspresiju gena pod njihovom kontrolom (Huang i Jin, 2022).
Hormon ABA uzrokuje poveanu razinu metilacije u tkivu tumora vrata korijena biljke Arabidopsis
thaliana nakon infekcije bakterijom Agrobacterium tumefaciens (Gohlke i sur. 2013). Smatra se da ABA,
koja je vazan regulator odgovora na abioticke stresove, djeluje negativno na obrambeni sustav biljke jer

inhibira stani¢ne odgovore na regulatore rasta SA, JA i etilen (Huang i Jin, 2022).

Demetilacija molekule DNA posredovana demetilazom ROS1 sudjeluje u aktivaciji transkripcije
gena koji kodiraju za neke receptore iz skupine PRR i NLR u odgovoru na infekciju bakterijom
Pseudomonas syringae. Ovo otkri¢e upuéuje na vaznost aktivne demetilacije u obrambenom odgovoru
biljke (Halter i sur. 2021; Huang i Jin, 2022).

3.3. Histonske modifikacije

Histonske acetiltransferaze i histonske deacetilaze vazne su za epigeneticku regulaciju ekspresije
gena u odgovoru na napad patogena. JA i etilen induciraju ekspresiju histonske deacetilaze HDA19 (Zhou
i sur. 2005; Ramirez-Prado i sur. 2018). Opcenito, histonske deacetilaze djeluju represivno na signalizaciju
u odgovoru na SA. Mutanti hdal9 i hda6 imaju poviSenu razinu acetilacije histona H3 u genima PR1 i PR2
¢ija je ekspresija inducirana SA-signalnim putem (Ramirez-Prado i sur. 2018). Takoder, HDA19 interagira
s transkripcijskim faktorima WRKY38/62 koji sudjeluju u represiji SA-ovisnih gena (Ramirez-Prado i sur.
2018). Tretman biljaka pomocu SA dovodi do inhibicije HDA19 (Mengel i sur. 2017). Uoceno je da mutanti
hdal9 i hda6 pokazuju povecanu otpornost na zarazu bakterijom Pseudomonas syringae. Histonska
deacetilaza HD2B, s druge strane, djeluje kao pozitivan regulator obrane biljke od bakterije Pseudomonas

syringae (Ramirez-Prado i sur. 2018).
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Metilacija histona zajedno s acetilacijom regulira obrambeni odgovor biljke. Primjerice, demetilaza
JMJ27 pozitivan je regulator odgovora biljke na infekciju bakterijom Pseudomonas syringae. JMJ27
demetilira H3K9me2 i H3K9mel te potice ekspresiju transkripcijskih faktora WRKY 25/33 (Ramirez-Prado
i sur. 2018). Slicnu ulogu u obrani od ove bakterije ima demetilaza IBM1 koja, osim §to uklanja metilacijske
oznake s H3K9me2, negativno regulira metilaciju molekule DNA na sekvencama CHG unutar gena (Huang
i Jin, 2022).

3.4. Kromatin-remodelirajuéi kompleksi

Zamjenu histona H2A za histonsku varijantu H2A.Z katalizira CRC SWR1. Ovime se suprimiraju
SA-ovisni obrambeni geni i sistemska ste¢ena rezistencija (March-Diaz i sur. 2007). Takoder, mutanti s
nefunkcionalnim kompleksom SWR1 pokazuju naruSeni obrambeni odgovor posredovan etilenom i JA
(Berriri i sur. 2016). SYD je podjedinica CRC-a koja suprimira ekspresiju gena SNCL1 ¢iji je genski produkt
protein iz skupine NLR. Budu¢i da nije otkriveno nikakvo vezno mjesto za protein SYD na molekuli DNA,
smatra se da bi smanjenje ekspresije gena SNC1 mogla biti posljedica indirektne regulacije pomocu proteina
SYD (Huang i Jin, 2022). Osim proteina SYD, kromatin-remodeliraju¢a ATP-aza DDM1 takoder negativno
regulira ekspresiju gena SNC1 (Ramirez-Prado i sur. 2018). Pozitivni regulator gena SNC1 je kromatin-
remodelirajuci faktor CHR5 (Ramirez-Prado i sur. 2018). Autoimuni odgovor biljke u normalnim uvjetima
rasta sprjeava podjedinica SWP73 koja se nalazi u CRC-u iz potporodice SWI/SNF. Protein SWP73
suprimira neke receptore iz skupine NLR. Nakon §to biljku napadne bakterija Pseudomonas syringae, SRNA
podrijetlom iz bakterije posttranskripcijski utiSavaju transkripte gena SWP73 (Huang i Jin, 2022). Sli¢nu

ulogu u sprje¢avanju autoimunog odgovora biljke ima i protein BRHIS1 koji se veZe na monoubikvitinirane

histone u promotorima obrambenih gena rize (Li i sur. 2015).

4. Epigeneticka regulacija u abiotickom stresu

4.1. Toplinski stres

Izlaganje biljaka temperaturama koje su 10 do 15 °C vise od optimalne temperature za njihov rast
uzrokuje toplinski stres (Wahid i sur. 2007). Ostecenja membrana i citoskeletnih proteina, pogresno
smatanje proteina i smanjena aktivnost enzima neposredna su posljedica djelovanja poviSene temperature
na stanice. Takve promjene na molekularnoj razini uzrok su smanjene stope fotosinteze i stani¢nog disanja,

nastajanja ROS-ova te usporavanja rasta i razvoja biljke (Zhao i sur. 2020; Chung i sur. 2022).
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4.1.1. Transkripcijska regulacija

Transkripcijski faktor HSFAL glavni je transkripcijski regulator odgovora na toplinski stres. U normalnim
uvjetima rasta HSFA1 nalazi se u interakciji sa Saperonima HSP70 i HSP90. Protein HSFA1 disocira nakon
izlaganja toplinskom stresu i potic¢e ekspresiju nizvodnih transkripcijskih faktora DREB2A, HSFA2,
HSFA7, HSFB i MBF1C (Zhao i sur. 2020). Porast broja pogresno smotanih proteina u endoplazmatskom
retikulumu dovodi do aktivacije odgovora nesmotanih proteina (engl. unfolded protein response) koji
rezultira odvodenjem transkripcijskih faktora bZIP17/28/60 u jezgru (Bao i Howell, 2017). U percepciji
toplinskog stresa takoder sudjeluju i drugi transkripcijski faktori kao $to su MYB30 i transkripcijski faktori
iz porodice WRKY (Zhao i sur. 2020).

4.1.2. Epigeneticka regulacija

U stanju toplinskog stresa sintetiziraju se proteini HSP koji djeluju kao proteinski $aperoni, ali i
antioksidacijski enzimi poput askorbat-peroksidaze koji sudjeluju u uklanjanju ROS-ova. Histoni u blizini
gena APX2 i HSP18/22.0/70 nakon izlaganja toplinskom stresu dobivaju posttranslacijske modifikacije
H3K9Ac i H3K4me3 koje dovode do ekspresije tih gena (Miryeganeh, 2021).

Histonske deacetilaze HDA6 i HD2C sudjeluju u odgovoru na toplinski stres. HDAG6 utiSava
ekspresiju gena u okviru RADM-a, ali moze djelovati i neovisno 0 RADM-u (Popova i sur. 2013). Toplinski
stres inducira ekspresiju HD2C (Buszewicz i sur. 2016) koja utiSava gene koji su aktivirani pod utjecajem
toplinskog stresa (Zhao i sur. 2020). HD2C interagira s HDA6, HDA19, DNA-metiltransferazom DNMT2
te s CRC-om iz potporodice SWI/SNF koji sadrzi kataliticku podjedinicu BRM (Buszewicz i sur. 2016). Iz
navedenoga proizlazi da bi deacetilacija histona mogla biti funkcionalno povezana s remodeliranjem
kromatina (Chung i sur. 2022).

Histonska acetiltransferaza GCN5 sudjeluje u postavljanju permisivnih histonskih modifikacija
H3K9ac i H3K14ac (Hu i sur. 2015) na promotor gena HSFA3 koji regulira ekspresiju HSP-ova (Schramm
i sur. 2007) i na promotor gena UVH6 koji sudjeluje u popravku oste¢enja molekule DNA (Liu i sur. 2003).
Mutanti gcn5 imaju smanjenu ekspresiju gena UVH6, MBF1C i HSFA2/3 zbog ¢ega im je naruSena

termotolerancija (Hu i sur. 2015).

Mutanti s nefunkcionalnim kanonskim putem RdDM-a osjetljivi su na toplinski stres (Popova i sur.
2013). Kod biljke Arabidopsis thaliana toplinski stres dovodi do pove¢ane metilacije genoma, no kod drugih

biljaka je moguce postojanje razli¢itih obrazaca metilacije DNA u odgovoru na toplinski stres (Chung i sur.
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2022). Gen SDC u normalnim je uvjetima rasta utiS$an pomo¢u RdADM-a (Miryeganeh, 2021). Toplinski stres
aktivira ekspresiju proteina SDC $to dovodi do aktivacije gena koji sudjeluju u odgovor na dugotrajni

toplinski stres i do oporavka od stresa (Chang i sur. 2020).

Istrazivanja na rizi (Oryza sativa) pokazala su da toplinski stres aktivira ekspresiju endospermalnog
proteina FIE1 koji je dio kompleksa PRC2. Povecana ekspresija proteina FIE1 dovodi do smanjenog
prinosa. Smatra se da je ekspresija gena FIE1 regulirana metilacijom DNA i histonskim modifikacijama
H3K9me2 (Folsom i sur. 2014; Miryeganeh, 2021). Istrazivanja na biljci Arabidopsis thaliana pokazala su
da je za prestanak rasta biljke u uvjetima toplinskog stresa zasluzan kromatin-remodelirajuéi protein CHR12

(Mlynarova i sur. 2007; Chung i sur. 2022).

Kao $to je navedeno u cjelini 2.4, molekule tasiRNA sudjeuju u PTGS-u transkripata HTT1 i HTT2
u normalnim uvjetima rasta. Proteini HTT1 i HTT2 akumuliraju se u toplinskom stresu i zasluzni su

termotoleranciju (Li i sur. 2014).

4.2. Stres uzrokovan niskim temperaturama

Ovisno o0 okolisnoj temperaturi, dvije su vrste stresa izazvanog niskim temperaturama. Stres
uzrokovan hladno¢om (engl. chilling stress) nastaje pri temperaturama u rasponu od 0 °C do 20 °C, a stres
uzrokovan smrzavanjem (engl. freezing stress) nastaje pri temperaturama nizim od 0 °C (Ritonga i Chen,
2020). Hladno¢a izaziva smanjenu fluidnost membrana koja dovodi do prokapavanja membrana i porasta
koncentracije kalcijevih iona u citosolu, smanjene ucinkovitost membranskog prijenosa elektrona pri cemu
nastaju ROS-ovi i smanjene aktivnost enzima (Theocharis i sur. 2012). Pri temperaturama nizim od 0 °C
nastaju kristali¢i leda u apoplastnom prostoru §to uzrokuje oteZzano primanje vode i velika oStec¢enja

membrana (Ritonga i Chen, 2020).

4.2.1. Transkripcijska regulacija

Povisena koncentracija kalcijevih iona u citosolu aktivira transkripcijske faktore CAMTAZ3/5 koji
sadrze kalmodulinsku domenu. Navedeni transkripcijski faktori aktiviraju ekspresiju gena koji kodiraju za
transkripcijske faktore CBF iz porodice transkripcijskih faktora DREB (Medina i sur. 1999). Niske
temperature takoder poti¢u premjestanje transkripcijskih faktora RVE4/8 iz citosola u jezgru gdje aktiviraju
ekspresiju nizvodnih transkripcijskih faktora CBF (Kidokoro i sur. 2021). Proteini CCA1 i LHY djeluju

represivno na transkripciju gena CBF u normalnim uvjetima rasta, a nakon izlaganja biljke niskim
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temperaturama se razgraduju (Kidokoro i sur. 2021). Dodatna razina regulacije ekspresije gena CBF
postignuta je represivnim djelovanjem transkripcijskog faktora PIF3 koji postaje stabilan pri niskim
temperaturama (Jiang i sur. 2017). lako se prethodno smatralo da je protein ICEL vazan transkripcijski

aktivator gena CBF, nova istrazivanja pokazala su da on nema takvu ulogu (Kidokoro i sur. 2021).

Transkripcijski faktori CBF glavni su transkripcijski regulatori odgovora na niske temperature koji
sudjeluju u aktivaciji gena COR. Geni COR zasluzni su za toleranciju biljaka na niske temperature (Chang
i sur. 2020). Osim regulatornog puta CBF-COR, u odgovoru na niske temperature sudjeluje i biljni hormon
ABA koji inducira ekspresiju gena CBF i COR (Kidokoro i sur. 2021).

4.2.2. Epigeneticka regulacija

Protein PKL je kromatin-remodeliraju¢i faktor koji sudjeluje u CBF-ovisnom odgovoru na stres.
Mutanti pkl imaju smanjenu ekspresiju gena CBF3 i gena COR te pokazuju preosjetljivost na niske
temperature (Yang i sur. 2019). Mutanti pkl imaju smanjenu metilaciju na velikom broju ciljnih lokusa
RdDM-a, no samo je mali broj takvih lokusa pokazao prestanak utiSavanja transpozona. Predlozen je model
u kojem PKL potpomaze odvijanju RADM-a (Yang i sur. 2019). Protein PKL suraduje s kompleksima PRC2
i SWR1 u postavljanju represivne histonske modifikacije H3K27me3 u blizini gena koji sadrze histonske
varijante H2A.Z (Carter i sur. 2018). Smanjeni broj H3K27me3 u promotorima dvaju gena COR, COR15A
i GOLS3, nakon tretmana biljaka niskim temperaturama povezuje se s pam¢enjem izlaganja stresu (Kwon i
sur. 2009).

Povisena ekspresija histonske deacetilaze HD2D pospjesuje toleranciju biljaka na tretman niskim
temperaturama. U tretiranim biljkama zabiljeZena je smanjena koli¢ina malondialdehida koji je indikator
oStecenja stani¢nih membrana u odnosu na divlji tip biljaka (Han i sur. 2016). Histonska deacetilaza HD2C
se nakon izlaganja stresu razgraduje pomocu proteina HOS15 koji je dio E3-ubikvitin ligaznog kompleksa.
Proteasomalna razgradnja ubikvitinirane deacetilaze HD2C uzrokuje povecanu razinu acetilacije u
promotorima gena COR $to doprinosi aktivaciji njihove ekspresije. Takoder, protein HOS15 dovodi
transkripcijski faktor CBF na promotore gena COR §to dodatno pojacava njihovu ekspresiju (Chang i sur.
2020).

Tretiranje kukuruza (Zea mays) niskim temperaturama inducira povisenu ekspresiju histonskih
deacetilaza $to dovodi do smanjene acetilacije repetitivnih sekvenci u heterokromatinskom podrucju

genoma. Smanjena acetilacija povezana je sa smanjenom razinom metilacije DNA i smanjenim brojem
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represivnih histonskih modifikacija H3K9me2 u tom dijelu genoma. Produljeno izlaganje biljaka stresu

uzrokovalo je ponovnu uspostavu metilacijskih obrazaca (Hu i sur. 2012).

Aktivacija transpozona nakon izlaganja niskim temperaturama moze utjecati na ekspresiju gena.
Najpoznatiji primjer je gen RUBY ¢ija je ekspresija pod kontrolom transpozona. Genski produkti gena RUBY
sudjeluju u biosintezi antocijana koji daju karakteristicnu grimiznu boju plodovima krvave narance (Chang
i sur. 2020).

4.3. Stres uzrokovan nedostatkom vode

Nedostatak vode u tlu ili poviSeni osmotski potencijal tla uzrokuje otezano primanje vode u biljku.
Da bi se uspjesno nosile s nedostatkom vode, biljke induciraju se ekspresiju gena u biosintetskom putu
ABA-e sto dovodi do porasta koncentracije ABA-e i ekspresije ABA-ovisnih gena. Takoder, dogada se
promjena u ekspresiji brojnih gena koji nisu pod regulacijskom kontrolom ABA-e.

4.3.1. Transkripcijska regulacija

Glavni transkripcijski regulatori ABA-ovisne reakcije na stres su proteini AREB iz porodice
transkripcijskih faktora bZIP koji se mogu vezati na regije DNA ABRE i potaknuti ekspresiju ABA-ovisnih
gena (Liu i sur. 2018). Osim transkripcijskih faktora AREB, ABA-ovisna regulatorna mreza odgovora na
stres ukljucuje djelovanje transkripcijskih faktora MYB/MYC, WRKY, NAC i NF-Y (Singh i Laxmi, 2015).
Glavni transkripcijski regulatori ABA-neovisnog puta odgovora na stres su transkripcijski faktori DREB2A
i ZFHD te transkripcijski faktori NAC koji sudjeluju u ABA-ovisnoj i u ABA-neovisnoj regulatornoj mrezi
(Singh i Laxmi, 2015). Transkripcijski faktor DREB2A veze se na veznu domenu DRE u genima ¢iju
ekspresiju aktiviraju (Singh i Laxmi, 2015).

4.3.2. Epigeneticka regulacija

Izlaganje stresu poveéava ekspresiju enzima 9-cis-epoksikarotenoid dioksigenaze koji sudjeluje u
biosintezi hormona ABA-e. Do poveéane ekspresije dolazi zbog nakupljanja histonskih modifikacija
H3K4me3 u tijelu gena NCED3 koji kodira za taj enzim. U postavljanju H3K3me3 sudjeluje
metiltransferaza ATX1 (Chung i sur. 2022).
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Smatra se da geni kao §to su RD29A, LTI65, RD22 i RAP2.4 ¢ija se ekspresija inducira u uvjetima
nedostatka vode dobivaju aktivirajuce histonske modifikacije H3K4me3 i K3K9ac u svojim promotorskim
regijama (Chang i sur. 2020). Broj navedenih histonskih modifikacija sve se vise povecava §to je izlaganje
stresu dugotrajnije i §to je stres intenzivniji. Tijekom perioda oporavka od stresa navedene se histonske

modifikacije uklanjaju (Chang i sur. 2020).

U normalnim uvjetima rasta represivnu histonsku modifikaciju H3K27me3 prepoznaje kompleks
PRC1-LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN1 koji utisava ekspresiju stresom-aktiviranih gena iz
porodice transkripcijskih faktora NAC. Nakon izlaganja stresu H3K27me3 uklanja se s tijela gena ¢ime se
omogucuje genska ekspresija. Mutanti prcl-like heterochromatin proteinl imaju smanjenu metilaciju na
H3K27, povecanu osjetljivost na ABA-uU, vec¢u otpornost na susu, smanjenu koli¢inu SA-e i manju otpornost
na napad patogene bakterije Pseudomonas syringae u odnosu na biljke divljega tipa (Ramirez-Prado i sur.
2019). Osim metilacije, acetilacija histona regulira ekspresiju nekih susom-induciranih gena. Kod biljke
Populus trichocarpa transkripcijski faktor AREB1 veze se za motiv ABRE u genima koji kodiraju za
transkripcijske faktore NAC i regrutira histonsku acetiltransferazu GCN5. Histonska modifikacija H3K9ac

aktivira ekspresiju transkripcijskog faktora NAC u odgovoru na nedostatak vode (Chang i sur. 2020).

Metilacija molekule DNA jo$ je jedan vazan ¢imbenik odgovora biljaka na stres izazvan
nedostatkom vode. Izlaganje stresu povec¢ava metilaciju genoma biljke P. trichocarpa u odnosu na divlji tip
biljaka ¢ime se regulira ekspresija brojnih transkripcijskih faktora. Metilacija gena koji kodiraju za
transkripcijske faktore u pravilu je povecéala njihovu ekspresiju, dok je smanjena metilacija snizavala stopu
transkripcije (Liang i sur. 2014) U istrazivanju na rizi (Oryza sativa) uoceno je da su kultivari osjetljivi na
nedostatak vode hipometilirani, a kultivari otporni na susu imaju hipermetilaciju genoma (Gayacharan i

Joel, 2013).

U istrazivanju na P.trichocarpa uoceno je da 65 % ispitivanih transpozona koji se nalaze u
promotorima gena koji kodiraju za transkripcijske faktore hipometilirano u odgovoru na nedostatak vode, a
preostalih 35 % transpozona je hipermetilirano (Liang i sur. 2014). U istrazivanju na kukuruzu (Zea mays)
otkriveno je da transpozoni reguliraju 33 % gena koji sudjeluju u odgovoru na stres. Medutim, ne djeluju
svi transpozoni aktivirajuée na gene koje reguliraju (Makarevitch i sur. 2015). Primjerice, kukuruz (Zea
mays) u promotoru gena NAC111 sadrzi transpozone S inverznim ponavljanjima koji kontroliraju njegovu
ekspresiju. Metilacija transpozona pomo¢u RdDM-a i odlaganje represivne histonske modifikacije
H3K9me2 uzrokuju vecéu osjetljivost kukuruza na susu. Kod mutanata s pojacanom ekspresijom gena

NAC111 uocena je otpornost na manjak vode (Mao i sur. 2015).
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Sli¢no kao i u odgovoru na toplinski stres, protein CHR12 sudjeluje u privremenom prekidu rasta

biljke nakon izlaganja stresu (Chang i sur. 2020).

4.4. Stani¢ni odgovor na apscizinsku kiselinu

Stresni uvjeti kao §to su suSa, niske i visoke temperature te povecani salinitet tla induciraju
biosintezu biljnog hormona ABA-e (Vishwakarma i sur. 2017). ABA se moze vezati za receptore
PYR1/PYL/RCAR c¢ime se inhibira djelovanje enzima iz porodice fosfataza PP2C. Posljedica inhibicije
PP2C-ova je otpustanje i aktivacija proteinskih kinaza SnRK2 (Chang i sur. 2020). Aktivnost kinaze SnRK2
vazna je za regulaciju transkripcije, procesiranja molekula RNA, postavljanja epigenetickih modifikacija i

za regulaciju vremena cvjetanja (Wang i sur. 2013; Chang i sur. 2020).

Tretman ABA-om uzrokuje promjenu strukture kromatina posredovanu CRC-ovima. Podjedinica
SWI3B kompleksa iz potporodice SWI/SNF interagira s proteinom HABL koji pripada porodici fosfataza
PP2C. Protein HAB1 u normalnim uvjetima rasta inhibira aktivnost SWI3B ¢ime se onemogucuje ekspresija
ABA-ovisnhih gena. Tretman ABA-om blokira djelovanje HAB1 te SWI3B sudjeluje u aktivaciji ekspresije
ABA-ovisnih gena (Saez i sur. 2008). BRM je podjedinica CRC-a iz porodice SWI2/SNF2 koja djeluje
represivno na ABA-ovisne gene u nedostatku stresnih uvjeta. Kinaze SnRK2 i fosfataze PP2C reguliraju
aktivnost proteina BRM. Inaktivni fosforilirani protein BRM aktivira se fosfataznom aktivnosti PP2C
(Chang i sur. 2020).

Histonske modifikacije imaju ulogu u odgovoru na tretman ABA-om. Promjena u obrascu
acetilacije histona sudjeluje u regulaciji transkripcije ABA-receptora PYL4-6 i nekih ABA-ovisnih gena
poput ABI1/2. Kompleks MSI1-HDA19-SNL sudjeluje u deacetilaciji promotora gena PYL4-6 i inhibira
njihovu ekspresiju (Mehdi i sur. 2016; Chang i sur. 2020). Mutanti hdal9 pokazuju vec¢u otpornost na stres
izazvan nedostatakom vode, stres izazvan poviSenim salinitetom i toplinski stres (Ueda i sur. 2018) sto
ukazuje na to da je histonska deacetilaza HDAL19 negativan regulator odgovora na stres. Histonske
deacetilaze HDAG6 i HD2C sudjeluju u regulaciji ekspresije gena ABI1/2 koji kodiraju proteine iz porodice
PP2C (Chang i sur. 2020). Utvrdeno je da mutanti hda6 i hd2c imaju poveéanu ekspresiju gena ABI1/2 i
smanjenu otpornost na tretman vodenom otopinom natrijeva klorida i ABA-om (Luo i sur. 2017). Metilacija
histona regulira ekspresiju gena SnRK2.8. Ekspresija gena ABI3 inducira se nakon tretmana biljaka
ABA-om. Protein ABI3 aktivira ekspresiju gena koji kodira za histonsku demetilazu JMJ30. Represivne
histonske modifikacije H3K27me3 uklanjaju se s promotora gena SnRK2.8 pomoc¢u JMJ30. Ekspresija
kinaze SnRK2.8 dodatno potice ekspresiju gena ABI3 (Wu i sur. 2019; Chang i sur. 2020). Ova je

regulatorna kaskada vazna u odgovoru mladoga klijanca na nedostatak vode (Wu i sur. 2019). Ubikvitinacija
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histona regulira veliki broj gena povezanih s dormancijom sjemena. Nedostatak E3-ligaznih enzima
HUBL/2 uzrokuje skra¢enu dormanciju sjemena i represiju velikog broja gena medu kojima su NCED9 i
ABI4 (Chang i sur. 2020). Protein NDX ulazi u interakciju s komponentama kompleksa PRC1. Zatim PRC1
monoubikvitinacijom histona H2A utisava ekspresiju ABA-ovisnih gena kao Sto je ABI4 koji kodira
transkripcijski faktor s domenom AP2 (Zhu i sur. 2020). Ekspresija proteina NDX smanjena je pod
utjecajem ABA-e §to omogucuje ekspresiju gena ABI4 (Zhu i sur. 2020).

ABA-ovisni geni regulirani su RADM-om i ROS1-ovisnom demetilacijom molekule DNA. Nakon
tretmana mutanata rosl ABA-om, neki ABA-ovisni geni su hipermetilirani i slabije eksprimirani. Primjer
takvog gena je gen NIC3 ¢iji genski produkt sudjeluje u recikliranju kofaktora NAD* (Kim i sur. 2019).
Osim na ekspresiju gena, metilacija molekule DNA u odgovoru na tretman ABA-om moZe utjecati na
lokalizaciju proteina unutar stanice. Mutanti hd2c te mutanti s nefunkcionalnim mehanizmom RdDM-om
pokazuju pogresnu stani¢nu lokalizaciju RNA-helikaza STRS1/2 (Khan i sur. 2014). Proteini STRS1/2
smanjuju ekspresiju transkripcijskih faktora u odgovoru na stres. Ekspresija helikaza STRS1/2 smanjuje se
nakon tretmana ABA-om, a mutanti strs1/2 pokazuju poveéanu toleranciju na toplinski stres, stres izazvan

nedostatkom vode i stres izazvan povisenom koncentracijom soli (Khan i sur. 2014).

Kao §to je navedeno u cjelini 2.3, tretman ABA-om potice ekspresiju histonske varijante H1.3 ¢ime

se takoder modulira ekspresija gena (Jiang i Berger, 2017).

5. Strategija 1 perspektive u zastiti biljaka u stresnom okolisu

Manipulacija epigenetiCkim mehanizmima otpornosti biljaka na stres mogla bi ¢ovjecanstvu
omoguciti veci prinos usjeva i povecanu otpornost na ekstremne klimatske uvjete. Medutim, ne treba
zanemariti mnoge izazove koje je potrebno savladati prije uspjesSne implementacije novih nacina zastite

biljaka koji se temelje na epigenetickim mehanizmima regulacije ekspresije gena.

Premda je u prirodi moguce pronacdi biljke s razli¢itim epialelima (tj. razli¢itim obrascima metilacije
istih lokusa na molekuli DNA), takva pojava nije Cesta. Smatra se da epialeli nastaju zbog pogresaka u
odrzavanju metilacijskih obrazaca DNA nakon mitotskih dioba (Hofmeister i sur. 2020). Prednost takvih
biljaka jest mejotska stabilnost epialela $to otvara prostor za krizanje biljaka s razli¢itim epialelima u svrhu
dobivanja potomstva S epigeneticki pozeljnim svojstvima (Kakoulidou i sur. 2021). Zbog ¢injenice da je
pojava epialela u prirodi rijetka pojava, razvila se potreba za razvojem tehnologije uredivanja epigenoma

(engl. epigenome editing). Postoji nekoliko pristupa pomocu kojih se moze uredivati epigenom neke biljke.
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Kemijski inducirane promjene epigenoma odnose se na epigenetske promjene uzrokovane
tretmanom inhibitorima DNA-metiltransferaza (¢esce) i histonskih deacetilaza (rjede) (Kakoulidou i sur.
2021). Na taj nacin inducira se ekspresija utiSanih transpozona i gena pod njihovom transkripcijskom
kontrolom. Glavni nedostatak ove metode je nespecifi¢no djelovanje koje zahvaca cijeli genom, a ne samo

ciljani lokus (Kakoulidou i sur. 2021).

Mutacije gena koji sudjeluju u RdDM-u mogu inducirati promjene u epigenomu biljke. Primjerice,
mutanti biljke Populus trichocarpa koji sadrze mutacije u genima drml, drm2 i cmt3 pokazuju pojac¢anu
otpornost na infekciju patogenom bakterijom Pseudomonas syringae tijekom viSe generacija (Luna i Ton,
2012). Biljke s mutacijama u genima ¢iji genski produkti sudjeluju u metilaciji DNA mogu se krizati s
divljim tipom biljaka da bi se dobili epigenetski rekombinantne linije biljaka, tzv. epiRIL-ovi. Postupak se
provodi na na¢in da se potomci u prvoj generaciji krizaju ili povratno s biljkom divljeg tipa ili medusobno.
Selektiraju se one biljke koje su dominantni homozigoti za metilacijske enzime. Selektirane se biljke zatim
samoopraSuju tijekom nekoliko generacija da bi se dobili epialelni homozigoti. Dobivene epiRIL-ove
moguce je selektirati za pozeljna svojstva (Lauss i Keurentjes, 2018). U istrazivanjima na biljci Arabidopsis
thaliana za izradu epiRIL-ova koristeni su mutanti metl ili ddm1. Ovakav pristup problematic¢an je za izradu
epiRIL-ova na usjevima jer uzrokuje smanjenu plodnost ili letalni fenotip (Kakoulidou i sur. 2021). Smatra
se da su mutanti s nefunkcionalnim genom MSH1 dobri kandidati za primjenu ove tehnologije na usjevima
jer dobiveni epiRIL-ovi imaju povecanu biomasu u odnosu na divlji tip biljaka (Virdi i sur. 2015;
Kakoulidou i sur. 2021).

Biljke mogu ,,zapamtiti* prethodnu izlozenost stresu. U mehanizmu pamcéenja stresa sudjeluju dvije
skupine gena. Prvu skupinu ¢ine geni koji ¢e imati promijenjenu ekspresiju zbog epigenetickih promjena
nastalih kao posljedica djelovanje stresa. Drugu skupinu ¢ine geni koji ¢e tijekom ponovnog izlaganja stresu
inducirati brzi i snazniji odgovor biljke (Kakoulidou i sur. 2021). Privikavanje na stres (engl. stress priming)
je postupak u kojem se roditeljske biljke ili biljke u ranim razvojnim stadijima izlazu obi¢no blagim stresnim
¢imbenicima s ciljem stvaranja epigenetickog pamcenja (Liu i sur. 2022). Moguce je da stvoreno
epigeneticko pamcenje uzrokovano jednom vrstom stresa sudjeluje u odgovoru na izlaganje drugoj vrsti
stresa. Ova se pojava naziva visestruka otpornost na stres (engl. cross-stress resistance) (Sun i sur. 2021).
Primjerice, izlaganje biljaka niskim temepraturama uzrokuje uzrokuje ABA-ovisan odgovor i promjenu u
ekspresiji ABA-ovisnih gena. Takve ¢e biljke u buducnosti biti otpornije na susu (Hatzig i sur. 2018). Da
bi se epigeneticke promjene naslijedile kroz vise generacija, potrebno je potomke u svakoj generaciji izlagati
stresnim ¢imbenicima (Kakoulidou i sur. 2021). Odrzavanje epigeneti¢kih oznaka tijekom duljeg
vremenskog perioda uslijed evolucijskih pritisaka moZe dovesti do promjena na razini genotipa $to rezultira

trajnom otpornosti na neki stresni ¢imbenik (Liu i sur. 2022).
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6. Zakljucak

U epigenetickoj regulacija ekspresije gena u odgovoru na abioti¢ki i bioticki stres sudjeluju male
molekule RNA, enzimi koji sudjeluju u RNA-usmjerenoj metilaciji molekule DNA, kromatin-
remodeliraju¢i kompleksi i enzimi koji modificiraju histonske repove. Izlaganje stresu uzrokuje velike
promjene u metilaciji molekule DNA koje poticu aktivaciju transpozona. Promijenjena ekspresija velikoga
broja gena koji sudjeluju u odgovor na stres rezultat je zajednickog ucinka smanjene metilacije DNA,
aktivacije transpozona, promjena u histonskim modifikacijama te promjena u strukturi i sastavu kromatina.
Epigeneticke promjene zadrzavaju se nakon izlaganja stresu i smanjuju posljedice svakog ponovnog
izlaganja stresu. Pamcenje izlozenosti stresu moze postojati u viSe generacija biljaka Sto otvara prostor
koristenju tehnologija kojima se modificira epigenom usjeva s ciljem boljeg prezivljavanja i dobivanja

veceg prinosa.
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