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Vloga malih RNK pri odzivu rastlin na okuzbo s patogenimi organizmi

Urban KUNEJ »2 in Ester STAJIC!

The role of small RNA molecules in plant response to patho-
gen infection

Abstract: Plants have evolved diverse and complex mech-
anisms to regulate gene expression. Recently, a new mecha-
nism called RNA interference (RNAi) has been discovered. At
the core of RNAi are small non-coding RNAs (sRNAs), 21-24
nucleotides in length, that prevent the translation of transcripts
into proteins by binding to complementary sites in transcripts.
Because sRNAs are determined by origin, precursor structural
properties, and sequence characteristics, they are classified
into several classes like microRNAs (miRNAs) and secondary
small interfering RNAs (siRNAs), which include tasiRNAs and
phasiRNAs. They play important roles in regulating gene ex-
pression in a wide range of biological processes and in plant
responses to biotic or abiotic stresses. Despite the numerous
conserved SRNAs among plant species and the characterization
of their function, there is still no comprehensive understanding
of their role in plant defense responses against phytopathogens.
This review summarizes the current understanding of Verti-
cillium wilt pathogenesis, plant defense mechanisms against
phytopathogens, and the biogenesis and roles of miRNAs,
tasiRNAs, and phasiRNAs in plant defense responses against
fungal pathogens. Further studies on plant sSRNAs and their
expression in response to various phytopathogens are needed
to clearly define their roles. New sequencing approaches, bioin-
formatic analysis, and prediction of the role of miRNA targets
during infection may allow us to develop new forms of plant
protection in non-model organisms.
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Vloga malih RNK pri odzivu rastlin na okuzbo s patogenimi
organizmi

Izvle¢ek: Rastline imajo razvite raznolike in komple-
ksne mehanizme za regulacijo izraZanja genov. Nedavno je bil
odkrit nov mehanizem, imenovan RNK interferenca (RNKi).
Osrednjo vlogo v RNKi imajo male nekodirajo¢e RNK (sRNK)
dolge od 21-24 nukleotidov, ki z vezavo na komplementarna
mesta v transkriptih preprecijo njihovo prevajanje v proteine.
Ker sRNK definira izvor, strukturne lastnosti prekurzorjev ter
sekvencne lastnosti, jih delimo v ve¢ razli¢nih razredov. mi-
kroRNK (miRNK) ter sekundarne male interferenéne RNK
(siRNK), med katere priStevamo tasiRNK in phasiRNK imajo
pomembno vlogo v regulaciji izrazanja genov v $tevilnih biolo-
$kih procesih ter odzivu rastlin na biotske ali abiotske dejavni-
ke stresa. Kljub $tevilnim ohranjenim sRNK med rastlinskimi
vrstami ter karakterizaciji njihovega delovanja, do danes $e ni
celovitega razumevanja njihove vloge v obrambnem odzivu
rastlin pred fitopatogeni. Ta pregled povzema trenutno razu-
mevanje patogeneze verticilijske uvelosti, obrambnega meha-
nizma rastlin pred fitopatogeni in biogeneze ter vloge miRNK,
tasiRNK ter phasiRNK v obrambnem odzivu rastlin pred gliv-
nimi patogeni. Nadaljnje raziskave rastlinskih sRNK in njihovo
izrazanje v odzivu rastlin na razli¢ne fitopatogene organizme
so potrebne za jasno dolo¢itev njihove vloge. Novi pristopi se-
kvenciranja ter bioinformacijske analize in napovedovanja vlo-
ge miRNK tar¢ v ¢asu okuzb nam lahko pri nemodelnih orga-
nizmih omogocijo razvoj novih nacinov varstva rastlin.

Klju¢ne besede: biotski stres; mikroRNK; Verticillium
nonalfalfae; male RNK
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1 UVOD

Male RNK (sRNA; angl. small RNA) so nekodirajo-
¢e RNK, ki jih glede na sekvenc¢ne in funkcijske lastnosti
delimo v male interferenéne RNK (siRNK), sekundar-
ne male interferenéne RNK (sekundarne sRNK) in mi-
kroRNK (miRNK). Za male RNK je znano, da so vple-
tene v $tevilne bioloske in fizioloske procese rastlin, prav
tako pa imajo pomembno vlogo v odzivu rastlin na de-
javnike abiotskega stresa in tudi v odzivu na biotski stres,
ki ga povzrocajo razli¢ni patogeni organizmi. V zadnjem
¢asu se vse vec $tudij ukvarja z vlogo miRNK v procesih
odziva rastlin na glivne patogene in potencialnih aplika-
cijah miRNK za boj proti glivnim boleznim (Gupta in
sod., 2014).

Patogeni mikroorganizmi rastlin so, skupaj z rastli-
nojedimi zivalmi in pleveli, odgovorni za kar 20 do 40
% izgube svetovne pridelave gospodarsko pomembnih
kmetijskih rastlin (Savary in sod., 2012). K velikemu de-
lezu izgube pridelka prispevajo razli¢na glivna obolenja,
$e posebej pa tista, ki jih povzrocajo talni fitopatogeni,
kot sta glivi Verticillium nonalfalfae Inderbitzin et al. in
Verticillium dahliae Kleb. (Neve, 1991).

V Sloveniji gliva V. nonalfalfae povzroca veliko iz-
gubo v izplenu storzkov Zenskih rastlin hmelja (Humulus
lupulus L.), ki se uporabljajo v pivovarski industriji. Iz-
guba pridelka je Se posebej izrazita od leta 1997, ko smo
v Sloveniji prvi¢ zaznali pojav agresivnejsega, letalnega

.....

danes. Letalna oblika te bolezni je prav tako prisotna
v Angliji, Nem¢iji in na Ceskem. Bolezen verticilijske
uvelosti je bila sprva uvrS¢ena na seznam karantenskih
bolezni, danes pa sodi med glivne bolezni razreda II/
A2, kar pomeni, da so potrebna dodatna prizadevanja za
spremljanje in preprecevanje te bolezni, kar prinasa tudi
vecje stroske pridelave hmelja (RadiSek in sod., 2004;
[HGC, 2019).

Hmelj se goji predvsem za uporabo v pivovarstvu,
saj storzki Zenskih rastlin vsebujejo snovi, ki pivu zago-
tavljajo znacilen okus in aromo, hkrati pa delujejo kot
stabilizatorji in konzervansi. V zadnjih letih se hmelj
uporablja tudi v farmacevtske namene, saj $tudije kazejo
$tevilne pozitivne u¢inke na zdravje (Steenackers in sod.,
2015; Hrn¢i¢ in sod., 2019). Programi zlahtnjenja hmelja
so osredotoceni predvsem na povecanje donosa, kako-
vosti ter sestavo in vsebnost sekundarnih metabolitov v
storzkih, medtem ko so $tudije odpornosti hmelja proti
verticilijski uvelosti manj ob$irne. Trenutno ni na voljo
ucinkovite metode oziroma fitofarmacevtskega sredstva,
ki bi $irjenje bolezni uspesno omejila. Molekularna pa-
togeneza je premalo poznana zaradi tega je razumevanje
bioloskih procesov, ki so vkljuc¢eni v obcutljivost oziroma
toleranco rastlin ob okuzbi z glivo, izrednega pomena.
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2 PATOGENEZA VERTICILIJSKE UVELOS-
TI

Simptomi bolezni verticilijske uvelosti, ki jo pov-
zroca gliva V. nonalfalfae, se razlikujejo glede na pato-
genost seva. Ob okuzbi rastlin z blagim patotipom lahko
opazimo neznatne simptome uvelosti rastlin, medtem ko
okuzba z letalnim patotipom vodi v pojav simptomov,
kot so kloroze, nekroze, odebelitev stebla in odmiranje
tkiva, kar v kon¢ni fazi patogeneze vodi v propad rastline
oziroma propad celotnega nasada (Neve, 1991; Radisek
in sod., 2006).

Ob zaznavi koreninskih eksudatov gostitelja, gliva
preide iz dormantne v parazitsko fazo in pri¢ne s kolo-
nizacijo korenin. Hife glive prodrejo preko rizoderma
ali eksoderma v primarno skorjo korenine. Endoderm,
kot zadnja plast primarne skorje predstavlja prvo bariero
pred vstopom glive v ksilem, saj so njegove celi¢ne stene
trakasto okrepljene s plastjo lignina in tvorijo tako ime-
novan Kasparijev trak. Prav tako se lahko v endodermal-
nem tkivu nalaga suberin, ki dodatno otezuje prodiranje
glivnih hif proti prevajalnemu sistemu. Ob vstopu hif v
prevajalno tkivo, gliva za¢ne tvoriti konidiospore, katere
se nato s ksilemskim sokom sistemati¢no razsirijo iz ko-
reninskega v stebelno tkivo (Yadeta & Thomma, 2013).
Rastline v tej fazi sprozijo procese za tvorbo razli¢nih
fizi¢nih barier v prevajalnem sistemu, s katerimi posku-
$ajo ustaviti prenos konidiospor. Eden tak$nih procesov
so tiloze, v katerem prihaja do vra$¢anja mehurjastih iz-
rastkov celic parenhimov v traheide in traheje in nastaja-
nja til, ki preprecijo pretok ksilemskega soka in s tem ko-
nidiospor (Talboys, 1958a). Slednji proces je bil opazen
predvsem pri obcutljivih sortah, medtem ko je bil proces
nalaganja suberina v endodermalni plasti bolj intenziven
pri odpornih sortah hmelja (Talboys, 1958a; Cregeen in
sod., 2015). Ko konidiospore naletijo na fizine bariere,
pri¢nejo tvoriti hife, s katerimi lahko zaobidejo bariere in
vstopijo v sosednje Zile, preko katerih se dalje s ksilem-
skim sokom prenasajo kot konidiospore (Chen in sod.,
2004). Tekom kolonizacije gliva izlo¢a razli¢ne hidrolitic-
ne encime, ki razgradijo komponente rastlinskih celi¢nih
sten, kar ji omogoca lazji prehod med Zzilami prevajalne-
ga sistema (Talboys, 1958b). Prav tako pa ji v zadnji fazi
patogeneze encimi omogocajo prehod iz prevajalnega
tkiva v preostala tkiva ter s tem popolno kolonizacijo go-
stitelja, pri ¢emer pri obcutljivih sortah prihaja do pojava
izrazitih simptomov kot so kloroze in nekroze listov in
odmiranje tkiva (Talboys, 1958a).

3 OBRAMBNI MEHANIZEM RASTLIN

Ksilem si lahko torej predstavljamo kot bojis¢e, na
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katerem gliva napada in poskus$a zaobiti bariere, ki jih
ustvarja gostitelj, ta pa prav tako z razlicnimi obramb-
nimi mehanizmi poskusa zaustaviti nadaljnjo koloniza-
cijo glive. Odziv hmelja na okuzbo z glivo sledi modelu
interakcij med rastlinami in patogeni, ki ga predstavlja
vecplastni imunski sistem rastlin (Jones & Dangl, 2006).

Prvi nivo obrambnega odziva tega modela se nave-
zuje na receptorje rastlin za prepoznavo molekularnih
vzorcev (angl. pattern recognition receptors - PRRs), ki
se nahajajo na povrsini celicnih membran in prepoznajo
s patogeni povezane molekularne vzorce (angl. pathogen
associated molecular patterns - PAMPs). PAMP direk-
tno z vezavo na PRR-je ali posredno z vezavo na druge
molekule, ki so v interakciji s PRR-ji, stimulirajo bazalni
imunski odziv rastline, ki vklju¢uje tako fizicno kot ke-
mi¢no obrambo pred patogeni. Patogeni lahko zaobidejo
bazalni imunski odziv in sprostijo t.i. efektorje v apoplast
ali citoplazmo rastlinskih celic. Efektorji so raznolika
skupina sekretornih proteinov, ki jih patogeni prenesejo v
gostiteljeve celice, kjer povzrocajo motnje v signalizaciji,
ter s tem onemogocajo prepoznavo proteinov, s katerimi
patogen napada gostitelja, prav tako pa lahko patogena
obvarujejo pred obrambnimi molekulami gostitelja (Jo-
nes & Dangl, 2006). Njihovo prisotnost v citoplazmi za-
znajo receptorji, imenovani odpornostni proteini oziro-
ma z rezistenco povezani proteini, ki jih kodirajo R geni
(angl. resistance (R) proteins). Slednji obsegajo raznolike
znotrajceli¢ne receptorje, katerim je skupna predvsem
domena za vezavo nukleotidov (angl. nucleotide-binding
domain - NB) ter domena bogata s ponovitvami levcina
(angl. leucine-rich repeat domain - LRR), ki je odgovorna
za prepoznavo efektorskih proteinov (Padmanabhan in
sod., 2009). Imunski odziv rastlin, sprozen z odporno-
stnimi proteini v citoplazmi, je drugi nivo obrambe pred
patogeni in predstavlja moc¢nej$o obliko odziva, ki zago-
tavlja z efektorji sprozeno odpornost (angl. effector-tri-
ggered immunity - ETT) (Jones & Dangl, 2006; Thomma
in sod., 2011).

Ko rastline preko zgoraj opisanega mehanizma za-
znajo patogena v ksilemu, se sprozijo obsezne metabolne
spremembe v celicah parenhima, ki se nahajajo v nepo-
sredni blizini okuzenega prevodnega sistema in povzro-
¢ijo akumulacijo razliénih proteinov ter sekundarnih
metabolitov v rastlinskem ksilemu ali tvorjenje til. Zna-
no je, da lahko $tevilne molekule in spojine, ki se tvorijo
v Casu patogeneze, prispevajo k obrambi rastlin in po-
polnoma zavrejo ali upocasnijo razrast in $irjenje glive v
rastlini (Gayoso in sod., 2010). Nekatere spojine, ki se po
okuzbi nakopicijo v ksilemskem soku, spremenijo mor-
fologijo ksilemskega tkiva in s tem zavrejo vertikalno in
lateralno Sirjenje patogena po rastlini, medtem ko druge
nakopicene spojine delujejo protimikrobno in tako tudi

eliminirajo povzroditelja bolezni (Yadeta & Thomma,
2013).

Pomembno vlogo pri regulaciji izrazanja genov
ob okuzbi, ki se odvija pred ali med prepisom DNK v
mRNK, imajo transkripcijski faktorji in sekven¢ni motivi
ali regulatorne regije, ki se nahajajo pred zac¢etkom gena.
Nekateri izzovejo zacetek transkripcije, drugi pa delujejo
kot njeni aktivatorji ali represorji. Nov nacin regulaci-
je genske ekspresije je bil potrjen z odkritjem sRNK, ki
delujejo na post-transkripcijskem nivoju in vplivajo na
stabilnost transkriptov (mRNK). Slednje je bilo pri pro-
karjontih opisano v devetdesetih letih prej$njega stole-
tja, njena funkcija, tako v homeostatskih procesih, kot v
procesih odziva na razli¢ne biotske in abiotske dejavnike,
pa je bila pri evkariontih potrjena Sele desetletje kasneje
(Wagner & Simons, 1994). Danes vse procese regulaci-
je izrazanja genov z sRNK uvr§¢amo v mehanizem in-
terference RNK (RNKi), ki jo vodita obe glavni skupini

sRNK, mikroRNK in siRNK (Saurabh in sod., 2014).

4 BIOGENEZA mIRNK, tasiRNK IN pha-
siRNK TER Z NJIMI VODENA INTERFER-
ENCA RNK

miRNK so nekodirajo¢e RNK molekule, ki so v
svoji zreli oziroma aktivni obliki dolge 20-24 nukleoti-
dov (nt). Geni miRNK (MIR) so v rastlinskih genomih
kodirani ve¢inoma v med-genskih regijah, redki pa so
locirani tudi v intronskih regijah protein kodirajoc¢ih
genov. MIR geni spadajo v razred II genov, kar pomeni,
da so samostojne transkripcijske enote, ki se v primar-
ne transkripte (pri-miRNK) prepisujejo s pomocjo RNK
polimeraze II (Lee in sod., 2004). Pri-miRNK so podob-
no kot protein-kodirajo¢i geni stabilizirani z 7-metilgva-
nozinsko kapo na 5‘koncu in poli(A) repom na 3 koncu
ter zviti v obliko lasni¢ne zanke, ki meri do 1000 nukle-
otidov. Proces zorenja rastlinske pri-miRNK do kon¢ne
zrele in aktivne oblike miRNK v celoti poteka v celi¢cnem
jedru, kjer ga usmerja veé-proteinski kompleks v dvo-
stopenjskem procesu. Slednjega sestavlja encim RNaza
III Dicer-ju podobni protein (DCL1), ki je odgovoren
za razrez pri-miRNK v krajse, prav tako v lasnico zvi-
te prekurzorske miRNK (pre-miRNK) ter spremljajoca
proteina HYL1 (angl. HYPONASTIC LEAVES 1) in SE
(angl. SERRATE). V drugem koraku procesiranja struk-
turne in sekvenéne lastnosti pre-miRNK lasnice proteinu
DCLI narekujejo mesta za endonukleoliticno cepljenje
stebla lasnice pre-miRNK iz katerega nastane dvoverizni
dupleks sestavljen iz zrele miRNK ter njene komplemen-
tarne miRNK*. Za nastali dupleks je znacilen 3‘-strleci
konec z dvema nukleotidoma. Za ve¢jo stabilnost oziro-
ma preprecitev razgradnje dupleksa, ga metiltransferaza
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HENI1 (angl. HUA ENHANCER 1) na 3° §trlecem koncu
metilira (Song in sod., 2010). V naslednjem koraku se
nato metiliran dupleks s pomocjo proteina HST1 (angl.
HASTY) prenese v citoplazmo (Yang in sod., 2006; Ren
in sod., 2014), kjer se nalozi v kompleks RISC (z RNK
induciran kompleks uti$anja genov, angl. RNA-induced
silencing complex), ki je sestavljen iz razli¢nih proteinov.
Med njimi protein Argonavt (AGO) razcepi komplemen-
tarno verigo dupleksa in jo usmeri v pot razgradnje v ek-
sosome, zrela oblika miRNK, vezana v kompleks RISC,
pa le-tega vodi na njej komplementarno mesto v tar¢nem
transkriptu. Ob vezavi na tar¢no mesto protein AGO,
ki predstavlja glavno kataliticno komponento, izvede
cepitev tar¢nega transkripta (Khraiwesh in sod., 2012).
Druzina proteinov Argonavtov ima torej osrednjo vlo-
go v procesih uti$anja RNK, pri ¢emer vsak protein kaze
preferen¢no vezavo dolo¢enih miRNK in s tem delno na-
rekuje vlogo miRNK v dolocenih procesih; npr. procesih
rasti, razvoja, obrambnih odzivih, z malimi RNK vodeni
metilaciji DNK in podobno (Henderson in sod., 2006).

Za razliko od interakcij med miRNK in tarco pri Zi-
valih, kjer je dopusceno neujemanje, je za interakcije pri
rastlinah znacilno skoraj popolno ujemanje. Prepoznava
vezavnega mesta temelji na ohranjenosti nukleotidnega
zaporedja tar¢e in miRNK, kar omogoca, da lahko eno
tarco regulira ve¢ miRNK ter obratno, torej ena miRNK
regulira ve¢ tar¢ s podobno ohranjenim mestom vezave
(Axtell & Meyers, 2018). Na podlagi ohranjenosti nu-
kleotidnega zaporedja in posledi¢no podobnosti njihove
vloge pri razli¢nih rastlinskih vrstah, lahko miRNK uvr-
$¢amo v druzine. Po drugi strani pa v $tevilnih $tudijah
opisujejo tudi vrstno-specificno ali tkivno-specificno
pojavljanje miRNK, tako v fizioloskih procesih, kot tudi
obrambnih odzivih na abiotske in biotske dejavnike stre-
sa (Dezulian in sod., 2005).

V zadnjih letih je prislo do izrednega napredka pri
razumevanju malih RNK pri rastlinah. Karakterizacija
genov, ki kodirajo komponente poti RNKi, kot sta prote-
ina DCL in AGO ter od RNK-odvisna RNK polimeraza
(RDR), je potrdila obstoj ve¢ razli¢nih poti uti$anja, ki jih
vodijo sRNK. siRNK so druga skupina sRNK, za katero
je znadilno, da nastajajo iz popolnoma ujemajoce prekur-
zorske dvoverizne RNK (dsRNK). Te pa izvirajo s prepi-
som protismiselne verige ali pa z obratnim prepisom z
miRNK razrezanega transkripta s pomoc¢jo RDR. Slednje
uvr$¢amo med sekundarne siRNK, saj njihov nastanek
povzro¢i delovanje specificnih miRNK. Sekundarne
siRNK delimo glede na njihov izvor oziroma biogene-
zo in delovanje na fazne siRNK (angl. phased siRNA;
phasiRNA) in trans-delujo¢e male interferencne RNK
(tasiRNK). phasiRNK nastajajo iz RNK, ki se prepisejo
iz PHAS lokusov (lahko so kodirajo¢i ali ne kodirajoci),
njihovo biogenezo pa sprozijo specifiéne miRNK, ki raz-
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rezejo transkripte PHAS lokusov. Po razrezu transkripta
se le-ta obratno prepise s pomocjo RDR6, DCL4 pa nato
nastalo dvoverizno RNK razreze na 21-24 nukleotidov
dolge fragmente, s ¢imer nastajajo popolnoma ujemajoci
se dsRNK dupleksi (Fei in sod., 2013). Enako kot pri de-
lovanju miRNK, se ena od verig inkorporira v AGO pro-
teine, ki phasiRNK usmerjajo na transkripte PHAS loku-
sov iz katerih izhajajo, torej delujejo v cis nac¢inu (Axtell &
Meyers, 2018). V eksperimentalnih in bioinformacijskih
Studijah ugotavljajo, da phasiRNK nastajajo iz genov, ki
kodirajo proteine vpletene v imunski odziv (z rezistenco
povezani geni), transkripcijske faktorje iz druzine MYB
ter proteine, vpletene v signalizacijo z avksinom (angl.
transporter inhibitor response/auxin F-box gene - TIR/
AFB) (Yu in sod., 2019). Za razliko od phasiRNK, trans-
-delujoce siRNK izhajajo izklju¢no iz ne-kodirajocih lo-
kusov TAS (angl. trans-acting siRNA) in kot njihovo ime
nakazuje, delujejo v trans nac¢inu, kar pomeni, da uti$ajo
transkripte iz katerih same ne izhajajo. miRNK, ki spro-
Zijo cepitev TAS lokusov, so ve¢inoma vezane v AGO7
ali AGO2. Najbolj natan¢no je karakterizirana biogeneza
tasiRNK, ki izhajajo iz lokusa TAS3. Te imajo pomemb-
no funkcijo v regulaciji izrazanja dejavnikov odziva na
avksin (angl. auxin response factors; ARF). Njihovo bio-
genezo povzro¢i miR390 vezana v AGO7 (Montgomery
in sod., 2008). Po cepitvi z miR390-AGO?7 se 3'-konec
razrezanega TAS transkripta obratno prepi$e s pomocjo
RDRG6, s ¢imer nastane popolnoma ujemajoc¢a dsRNK, ki
jo nadalje protein DCL4 zaporedno razreze v 21 nt dolge
fragmente, s ¢cimer nastajajo tasiRNK, ki dodatno ojacajo
utisanje z RNKi (Cuperus in sod., 2010) (Slika 1).

5 miRNKV OBRAMBNEM ODZIVU RAST-
LIN PRED GLIVNIMI PATOGENI REGU-
LIRAJO HORMONSKO SIGNALIZACIJO

Ena izmed prvih opisanih druzin miRNK, ki sode-
luje pri odzivu na biotski stres, je bila miR393. Navarro
in sod. (2006) so dokazali, da peptid, ki izvira iz flagelina,
povzroci izrazanje rastlinske miRNK, ki negativno urav-
nava transkripte za receptorje avksina TIR1 (angl. tran-
sport inhibitor responsel), AFB2 in AFB3 (angl. auxin-
-signalling F-Box corepressor). Utisanje signalizacije z
avksinom vodi v omejevanje rasti bakterije Pseudomo-
nas syringae Van Hall, 1904 pri navadnem repnjakovcu
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), kar nakazuje, da je
avksin odgovoren za dovzetnost na bolezen, pri cemer z
miRNK-posredovano uti$anje signalizacije avksina vodi
v odpornost (Navarro in sod., 2006).

Hormonska signalizacija modulira odziv rastlin na
biotski stres ter posredno ali neposredno narekuje kom-
promis med primarno rastjo in odzivnimi mehanizmi
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Slika 1: Shematski prikaz biogeneze miRNK, tasiRNK in phasiRNK. Po prepisu MIR genov v primarne miRNK, se le-ta zvi-

je v delno komplementarno obliko lasnice, ki se v vec¢ih korakih z Dicer-ju podobnimi proteini procesira do nastanka deloma
ujemajocega dupleksa. Ena od verig slednjega se inkorporira v AGOL1 protein, ki predstavlja glavno kataliti¢cno komponento RISC
kompleksa. miRNK vodi celoten kompleks na njej komplementarno mesto v tarénem transkriptu ter s pomoc¢jo AGO1 proteina
izvede razrez (miRNK-inducirano uti$anje genov). V primeru izrazanja specifi¢cnih miRNK (npr. miR390), se lahko te inkorpori-
rajo v druge AGO proteine (npr. AGO?7) ter povzrocijo razrez nekodirajo¢ih TAS transkriptov ali kodirajo¢ih PHAS transkriptov
(miRNK-inducirana biogeneza sekundarnih malih interferen¢nih RNK - tasiRNK ali phasiRNK). Za te transkripte je znacilno, da
se obratno prepi$ejo s pomocjo RDR v dsRNK. Tako nastalo dsRNK DCL4 razreze v popolnoma ujemajoce se duplekse, katerih
ena od verig se inkorporira v AGO protein in dodatno ojaca signal utiSanja genov, ki je znacilen za siRNK

Figure 1: Schematic representation of the biogenesis of miRNAs, tasiRNAs, and phasiRNAs. After transcription of MIR genes into
primary miRNAs, the latter is coiled into a partially complementary hairpin form that is processed in several steps by Dicer-like
proteins to form a partially matched duplex. One of the strands of the resulting duplex is incorporated into the AGO1 protein,
which is the major catalytic component of the RISC complex. The miRNA guides the entire complex to its complementary site in
the target transcript and, with the help of the AGO1 protein, performs the cut (miRNA-induced gene silencing). When specific
miRNAs are expressed (e.g. miR390), they can be incorporated into other AGO proteins (e.g. AGO7) and induce cleavage of non-
coding TAS transcripts or coding PHAS transcripts (miRNA-induced biogenesis of secondary small interfering RNAs - tasiRNAs
or phasiRNAs). These transcripts are characterized by their reverse transcription by RDR into dsRNAs. The resulting dsRNA is cut
by DCL4 into perfectly matched duplexes, one strand of which is incorporated into the protein AGO, further amplifying the gene

silencing signal characteristic of siRNA

med patogenezo glivnih obolenj (Bari & Jones, 2009).
Signalizacija posredovana z avksinom temelji na priso-
tnosti ali odsotnosti avksina v jedru celice. Ob odsotnosti
avksina so proteini Aux/IAA (avksin/indolocetna kislina,
angl. auxin/indole acetic acid) vezani na ARF, s ¢imer jih
inaktivirajo. Ob zaznavi avksina se tvori kompleks pro-
teina TIRI ter spremljajo¢ih proteinov AFB1, AFB2 in
AFB3, ki povzroci ubikvitinacijo proteinov Aux/IAA, s
¢imer se slednji sprostijo iz dejavnikov ARE, kar vodi v
aktivacijo (lahko pa tudi represijo — odvisno od vloge
druzine ARF proteinov) transkripcije na avksin odziv-
nih genov (Quint & Gray, 2006). Prav tako pa avksinska

signalizacija utiSa delovanje signalizacije posredovane s
salicilno kislino. To nakazuje, da lahko povecano izraza-
nje miR393 ter s tem utisanje avksinske signalizacije vodi
v kopicenje salicilne kisline, ki dodatno zagotavlja vecjo
odpornost na fitopatogene (Wang in sod., 2007) (Slika 2).

Prav tako v $tudijah opisujejo regulacijo avksinske
signalizacije z drugimi miRNK, ki delujejo na transkripte
razli¢nih genov vpletenih v signalizacijo. Pri navadnem
repnjakovcu miR160 nadzoruje nastanek koreninske
¢epice z uravnavanjem izrazanja genov ARF10 in ARFI6.
Zaradi spremembe v izrazanju ARFI6, ki jo povzroci
miR160, se je pri rastlinah zmanjsala vitalnost ter $tevilo
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Slika 2: Model ,,zig-zag-zig“ rastlinskega imunskega sistema. Izvirni model Jones and Dangl (2006) opisuje stopnic¢ast — ve¢ nivoj-
ski, evolucijski model obrambe rastlin pred patogeni, ki opisuje kvantitativno naravo in molekularno evolucijo odpornosti proti
boleznim pri rastlinah. Z odkritjem regulatorne vloge malih RNK v obrambnem odzivu rastlin so $tevilne mikroRNK in fazne
sekundarne male interferen¢ne RNK (phasiRNK) v ,,zig-zag-zig“ modelu rastlinskega imunskega sistema dobile svoje mesto, bodi-
si na nivoju PTT ali ETT. V razli¢ici tega modela molekularni vzorci, povezani s patogeni (PAMP), povzrodijo izrazanje miRNK, ki
prek hormonske signalizacije sodelujejo v imunosti sprozeni s PAMP (angl. PAMP triggered imunity - PTI). Na primer, tretiranje
s flagelinom poveca izrazanje miR393, ki regulira izraZanje genov, vkljuc¢enih v avksinsko signalizacijo (TIR1, AFB2 in AFB3). Uti-
$anje signalizacije avksina v ¢asu okuzbe posledi¢no izboljsa gostiteljevo PTI. Prav tako pa miR393 sprozi biogenezo phasiRNK, ki
okrepijo aktivnost te miRNK, saj prav tako delujejo na gene, vkljucene v pot signalizacije avksina. Efektorski proteini patogenov
lahko zavirajo delovanje rastlinskih miRNK, kar poveca obcutljivost rastlin na okuzbo. Pri tem lahko rastline aktivirajo drugi nivo
obrambe v katerem sodeluje miR482. Slednja je negativni regulator rastlinskih genov za odpornost (R genov) in se ji ob zazna-

vi efektorjev zmanj$a izrazanje, kar povec¢a odpornost sprozeno z efektorji (angl. effector triggered immunity - ETT). Nekatere
miRNK lahko sprozijo biogenezo phasiRNK, ki izhajajo iz R genov, te phasiRNK pa lahko delujejo sinergisti¢no z miRNK bodisi
v cis ali trans nac¢inu in dodatno zmanjsujejo nivo transkriptov R genov. Nekateri efektorji lahko spodbudijo stabilnost oziroma
izrazanje miRNK z delovanjem na RNKi komponente, vklju¢ene v biogenezo miRNK. Mehanizmi tega modela $e niso popolnoma
razjasnjeni in so v sliki oznaceni z vprasajem. Na primer, ali lahko efektorji aktivirajo izrazanje miRNK vklju¢enih v ETT in s tem
oslabijo imunski odziv gostitelja (povzeto po Fei in sod. (2013), Copyright © 2016 The American Phytopathological Society DOI:
10.1094/MPMI-09-15-0212-FI)

Figure 2: A “zig-zag-zig” model of the plant immune system. The original model proposed by Jones and Dangl (2006) describes a
stepwise, multi-level, evolutionary model of plant defense against pathogens that describes the quantitative nature and molecular
evolution of disease resistance in plants. With the discovery of the regulatory role of small RNAs in plant defense responses, a
number of microRNAs and secondary sRNAs, namely phased small interfering RNAs (phasiRNAs), have found their place in the
‘zig-zag-zig’ model of the plant immune system, either at the PTT or the ETI level. In a version of this model, pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) induce the expression of miRNAs that participate in PAMP-triggered immunity (PTT) via hormonal
signalling. For example, flagellin treatment increases the expression of miR393, which regulates the expression of genes involved
in auxin signalling (TIR1, AFB2 and AFB3). Consequently, suppression of auxin signalling during infection enhances host PTI. In
addition, miR393 triggers the biogenesis of phasiRNAs that enhance the activity of this miRNA, as they also act on genes involved
in the auxin signalling pathway. Pathogen effector proteins can inhibit the activity of plant miRNAs, increasing the susceptibility of
plants to infection. In this context, plants may activate a second level of defense involving miR482. The latter is a negative regulator
of plant resistance genes (R genes) and its expression is reduced when effectors are detected, increasing effector triggered immu-
nity (ETI). Some miRNAs can trigger the biogenesis of R gene-derived phasiRNAs, and these phasiRNAs can act synergistically
with miRNAs in either cis or trans mode to further reduce the level of R gene transcripts. Some effectors may promote miRNA
stability or expression by acting on RNAi components involved in miRNA biogenesis. The mechanisms of this model are not yet
fully understood and are indicated by a question mark in the figure. For example, whether effectors can activate the expression of
miRNAs involved in ETIs and thereby attenuate the host immune response (reproduced from Fei et al. (2013), Copyright © 2016
The American Phytopathological Society DOI: 10.1094/MPMI-09-15-0212-FI)
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stranskih korenin (Wang in sod., 2005). Prav tako pa so
nepravilno rast koreninskega tkiva opazili pri mutantih
navadnega repnjakovca, ki so izrazali razli¢ico ARF17,
na katero miR160 ni imela vpliva. Rastline, ki so izra-
zale razli¢ico ARF17, odporno na miRNK, so imele po-
vecane ravni transkriptov ARFI7 in spremenjeno kopi-
¢enje mRNK GH3-podobnih proteinov (YDK1/GH3.2,
GH3.3, GH3.5 in DFL1/GH3.6), katerih izrazanje indu-
cira avksin in so odgovorni za konjugacijo avksina. Spre-
membe v izrazanju teh genov so povezane z drasti¢nimi
razvojnimi okvarami, vklju¢no z anomalijami simetrije
embrijev in rastocih listov, okvarami oblike listov, prez-
godnjim razvojem socvetja, spremenjeno filotaksijo,
zmanjsano velikostjo cvetnih listov, nenormalnimi stebl,
sterilnostjo in okvarami rasti korenin (Mallory in sod.,
2005). V nasi nedavni $tudiji smo v koreninskih vzorcih
odporne sorte hmelja, ki je bila inokulirana z letalnim
patotipom glive V. nonalfalfae, opazili povecano izra-
zanje hlu-miR160b. V analizi napovedovanja tar¢, smo
tar¢no mesto te miRNK dolo¢ili v transkriptih genov
ARF10 in ARF18 (Kunej in sod., 2021). Za slednjega je
znano, da zavira signalizacijo z avksinom, kar vodi v po-
daljSevanje hipokotilov pri rastlinah, ki rastejo v sen¢nih
razmerah (Jia in sod., 2020). Povecano izrazanje miR160
ter uravnavanje transkriptov ARF je bilo dokazano tudi
med patogenezo bolezni stebelnega raka pri topolu vrste
Populus trichocarpa Torr. & A.Gray ex. Hook. (Zhao in
sod., 2012) in pri krompirju, pri katerem je bilo izrazan-
je StARFI0 utisano. Slednji se veze na promotorje gena
DFL1/GH3.6, ki posreduje v navzkrizni povezavi poti
signalizacije s salicilno kislino in avksinom ter je tako
s tem vpleten v lokalno obrambo in sistemsko pridob-
ljeno odpornost proti krompirjevi plesni (Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary) (Natarajan in sod., 2018). Prav
tako pa so v $tudiji na rizu dokazali, da lahko prekomer-
na ekspresija miR160a ali miR398b poveca odpornost
riza na glivo Magnaporthe oryzae (Li in sod., 2014).

Nasprotno pa so v Studijah na jaj¢evcu (Yang in
sod., 2013) ter oljni ogrs¢ici (Shen in sod., 2014) opazili,
da okuzba z glivama V. dahliae oziroma V. longisporum
povzro¢i zmanj$ano izrazanje miR160. Slednje naka-
zuje, da je izrazanje te miRNK potencialno vrstno- ali
sortno-specifi¢cno oziroma povezano z obcutljivostjo ali
odpornostjo rastlin na glivne patogene. Ve¢ina odpornih
sort kaze povecano izrazanje miR160, medtem ko v ob-
¢utljivih opazimo zmanj$ano ali nespremenjeno izrazan-
je tako miRNK, kot njihovih tar¢ (Yang in sod., 2013; Li
in sod., 2014; Shen in sod., 2014).

Tako kot miR393 in miR160, imajo tudi miR167
vlogo v regulaciji avksinske signalizacije. Za slednje so
pri navadnem repnjakovcu dokazali, da regulirajo izra-
zanje ARF6 in ARF8 (Jones-Rhoades & Bartel, 2004).
Pri rizu, okuzenem z glivo M. oryzae, je obcutljiva sorta

kazala manjse izrazanje miR167a/b/c, odporna sorta pa
znatno povecano, kar nakazuje, da so te miRNK poten-
cialni pozitivni regulatorji odpornosti riza proti omenje-
ni glivi (Li in sod., 2014).

Dodaten nivo regulacije oziroma vzdrzevanja ho-
meostaze avksina zagotavljajo tudi miR164, ki regulira-
jo izrazanje transkripcijskih faktorjev z domenam zna-
¢ilnimi za druzino NAC. Med njimi NAC1 pozitivno
uravnava razvoj stranskih korenin preko signalizacije z
avksinom, pri ¢emer miR164, ki jo inducira avksin, na-
dzoruje raven transkriptov NACI (Guo in sod., 2005).
Regulacijo te miRNK so opazili pri bombazu in rizu kot
odziv na okuzbo z glivama V. dahliae in M. oryzae (Li in
sod., 2014; Hu in sod., 2020). To lahko nakazuje na rast
in razvoj novih stranskih korenin v ¢asu okuzbe, saj rast-
lina z masenjem prevajalnega tkiva (tvorbo til) poskusa
omejiti Sirjenje glive po rastlini (Talboys, 1958a).

Nadaljnja karakterizacija interakcije miR164-
NACI100 pri bombazu je pokazala, da povecano izrazanje
miR164 v odzivu na okuzbo z V. dahliae vodi v neposred-
no cepitev transkriptov NAC100. Prav tako pa so dokaza-
li, da izrazanje miR164 in tudi izbitje NACI100 pozitivno
prispeva k odpornosti na glivo, saj je slednji represor gena
GhPR3 (s patogenezo povezan gen 3; angl. pathogenesis
related gene 3). Slednje nakazuje, da interakcija miR164-
NACI100 igra pomembno vlogo v obrambo rastlin prek
RNKi (Hu in sod., 2020).

Povecano izrazanje miR164 so opazili tudi pri od-
pornih sortah riza, okuzenih z glivo M. oryzae, pri ¢emer
so opazili, da ta cepi transkripte gena »s salicilno kislino
induciran protein 19« (angl. Salicylic acid-induced protein
19 - LOC_0Os12g41680). To dodatno nakazuje na vlogo
te miRNK v hormonski signalizaciji in potencialni od-
pornosti na glivne patogene (Li in sod., 2019).

Prav tako pa obstajajo $e druge miRNK, ki so odziv-
ne na okuzbo z glivnimi patogeni in katerih tarce niso
vpletene v hormonsko signalizacijo, ampak lahko po-
sredno vplivajo na odpornost rastlin na okuzbo. Studije
kazejo, da je povecana odpornost rastlin povezana s
povecanim izrazanjem miRNK, ki so vpletene v rast in
razvoj tkiv (Guo in sod., 2005; Mallory in sod., 2005;
Wang in sod., 2005; Singh in sod., 2014). Po drugi strani
pa v studijah opisujejo razli¢no izrazanje miRNK, ki so
posredno ali neposredno vpletene v regulacijo obramb-
nih mehanizmov in imunost (Yi & Richards, 2007; Gupta
in sod., 2012; Zhao in sod., 2012; Wong in sod., 2014).
Pri miRNK, ki so vpletene v obrambne mehanizme, lah-
ko opazimo razli¢no izrazanje, ki je odvisno od patosis-
tema. Medtem ko miRNK, ki so neposredno vpletene v
imunost, t.j. regulirajo izrazanje s patogenezo povezanih
genov ali genov za odpornost proti patogenom, kazejo
znizano izrazanje.
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6 miRNK SO VPLETENE V OBRAMBNE
MEHANIZME

V mehanizme odpornosti vklju¢ujemo tudi nasta-
janje strukturnih barier, sintezo sekundarnih metabo-
litov in protimikrobnih encimov in proteinov. Rastline
lahko $irjenje patogenov omejijo s tvorbo fizi¢nih barier
v prevajalnem tkivu ter nalaganjem lignina v endoderm-
ne plasti. Slednje procese so v odzivu na glivo V. nonal-
falfae opazili pri obcutljivi sorti hmelja, medtem ko so pri
odporni opazili intenzivno nalaganje suberina (Talboys,
1958a; Cregeen in sod., 2015). Omenjeni procesi so zelo
dobro uravnavani na razli¢nih ravneh, pri ¢emer imajo
miRNK pomembno vlogo v njihovi post-transkripcij-
ski regulaciji. Na primer za miRNK iz druzin miR397,
miR398 in miR408 je znano, da so v ¢asu patogeneze
glivnih obolenj preko uravnavanja bakrove superoksidne
dismutaze, lakaz in plantacianinov vpletene v regulacijo
bakra, ki ima biocidno aktivnost (Abdel-Ghany & Pilon,
2008). Se posebej pomembni sta slednji dve skupini, la-
kaze in plantacianini, ki so tar¢e miR408. Ti so klju¢ni
encimi v biosintezi lignina, saj katalizirajo zadnji korak
polimerizacije monolignolov (Huang in sod., 2016). Pri
obcutljivi in odporni sorti pSenice so v odzivu na okuzbo
z glivo Puccinia graminis f. sp. tritici patotip 62G29-1
ugotovili zmanj$ano izrazanje miR408 in miR1138, kar
se je odrazalo v povecanem izrazanju tar¢ in povecani
biosintezi kaloze in lignina v ¢asu preobcutljivostnega
odziva na mestu okuzbe (Gupta in sod., 2012). Karak-
terizacija interakcije ghr-miR397 in njene tarée GhLAC4
je pri bombazu v ¢asu okuzbe z glivo V. dahliae pokazala
njegovo pomembno vlogo v odpornosti. Po okuzbi z glivo
V. dahliae so raziskovalci ugotovili vec¢jo vsebnost lignina
pri rastlinah z izbito miR397 v primerjavi s kontrolnimi
rastlinami, medtem ko je prekomerno izrazanje miR397
in izbitje gena GhLAC4 zmanjsalo vsebnost lignina, pri
¢emer so rastline kazale ve¢jo obcutljivost na okuzbo z
glivo. To nakazuje na pomembno vlogo biosinteze in na-
laganja lignina v ¢asu okuzbe (Wei in sod., 2021).

Nekatere tarce teh miRNK so negativni regulatorji
mehanizmov odpornosti, kar pomeni, da lahko poveca-
no izrazanje miRNK prispeva k manj$emu izrazanju tar¢
in s tem povecani odpornosti rastlin. Na primer, miR166
in miR165 delujeta tar¢no na transkripte genov iz dru-
zine HD-ZIP III (angl. Class III homeodomain-leucine
zipper). Povec¢ano izrazanje miR166 so opazili v apikal-
nem meristemu korenin pri navadnem repnjakovcu ter
opazili vecjo aktivnost apikalnega meristema in rast ko-
renin, hkrati pa tudi razvoj sekundarne celi¢ne stene in
prevajalnega tkiva (Singh in sod., 2014). Progar in sod.
(2017) so primerjali transkriptomska profila odporne in
obcutljive sorte hmelja po okuzbi z glivo V. nonalfalfae
in opazili 2,3-krat manj$e izrazanje genov druzine HD-
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ZIP III v okuzenih rastlinah odporne sorte hmelja Wye
Target Sesti dan po inokulaciji, ¢esar pa niso opazili pri
obcutljisorti Celeia. Slednje nakazuje, da so v proces re-
gulacije genov druzine HD-ZIP III v ¢asu okuzbe poten-
cialno vpletene miR165 in miR166, kar bi lahko botrova-
lo k opazeni ve¢ji odpornosti sorte Wye Target. miR166
je Se posebej zanimiva, saj spada v kategorijo miRKA, ki
se lahko prenasa med kraljestvi. (Zhang in sod.(2016) so
dokazali, da rastline bombaza v odzivu na okuzbo z gli-
vo V. dahliae povelajo izrazanje miR166 in miR159 ter
ju prenesejo v hife glive. Prav tako so tudi dokazali, da
delujeta tar¢no na transkripte glivnih genov Clp-1 (od
Ca”"odvisna cisteinska proteaza) in HiC-15 (izotrihoder-
min C-15 hidroksilaza), ki sta odgovorna za virulenco
glive.

7 miRNK REGULIRAJO IZRAZANJE
GENOV Z REZISTENCO POVEZANIH
PROTEINOV

V primeru, da patogeni preidejo prvi nivo obram-
be, t.j. PTT in za¢nejo sproscati efektorske proteine v ce-
lice, se aktivira izrazanje znotrajceli¢nih receptorjev, ki
jih kodirajo R geni. Ti prepoznavajo efektorske proteine
in sprozijo ETI (Jones & Dangl, 2006; Thomma in sod.,
2011). Glavna skupina R proteinov je sestavljena iz NB
domene za vezavo nukleotidov in LRR domene boga-
te s ponovitvami levcina. Kodirajo jih NB-LRR R-geni.
NB domena preferen¢no veze ATP/ADP ali GTP/GDP,
domena LRR pa je pogosto vkljucena v interakcije med
proteini (protein-protein) in vezavo ligandov. NB-LRR
R-gene lahko nadalje, glede na vrsto N-terminalne do-
mene, delimo na receptorje z N-terminalno domeno po-
dobno toll interlevkinu-1 (TIR-NB-LRR) in receptorje
z domeno v obliki vija¢nice (CC-NB-LRR) (Knepper &
Day, 2010).

Tako kot v prej$njih poglavjih opisane miRNK, ki so
odzivne na s patogeni-povezanimi molekularnimi vzor-
ci v prvem nivoju odziva rastlin na patogene (PTI) ter
imajo vlogo obrambnih mehanizmih, obstajajo miRNK,
ki neposredno ali posredno - z aktivacijo biogeneze se-
kundarnih siRNK - regulirajo izrazanje R genov in so od-
govorne za uravnavanje prirojene imunosti (Fei in sod.,
2013).

Leta 2007 sta Yi in Richards prva porocala o mo-
rebitnih udinkih post-transkripcijskega utiSanja pri
blazenju prekomernega izrazanja R genov iz komplek-
snega lokusa pri navadnem repnjakovcu. Lokus RPP5
(angl. recognition of Peronospora parasitica 5) pri navad-
nem repnjakovcu vsebuje sedem genov iz TIR-NB-LRR
druzine R genov. Dva gena na tem lokusu, imenovana
RPP4 in SNCI, zagotavljata odpornost proti bakteriji P
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syringae in oomiceti Hyaloperonospora parasitica (Pers.)
Constant., V $tudiji sta potrdila, da endogene male RNK,
ki nastanejo s prepisom protismiselne verige transkrip-
tov SNCI, zavirajo izrazanje ostalih genov tega lokusa.
Pri mutantih z okvarjenimi komponentami RNKi, kot
sta dcl4 in agol, se je povecalo kopic¢enje SNCI (Yi &
Richards, 2007). V nadaljnjih $tudijah pa so odkrili tudi
ostale specificne miRNK, ki posredno, preko indukcije
biogeneze sekundarnih sRNK (phasiRNK), regulirajo
izrazanje NB-LRR genov ter eksperimentalno potrdili in
natan¢neje karakterizirali celotno RNKi pot (Shivapra-
sad in sod., 2012).

Pri paradizniku so opisali 15 lokusov iz katerih
izhajajo phasiRNK, od katerih jih 6 kodira NB-LRR pro-
teine. Avtorji so ugotovili, da miR482 vezana v AGO1
povzroci cepitev mRNK LRR1, proteina tipa CC-NR-
LRR, ki se nato obratno prepise s pomocjo RDR6. Tako
nastalo dsSRNKA nato DCL4 od zacetka mesta cepitve,
ki ga doloca vezavno mesto miR482, v fazah razreze v
21 nt dolge phasiRNK. Ob okuzbi paradiznika z bakteri-
jo P. syringae so opazili zmanj$ano izrazanje miR482 ter
socasno indukcijo R genov, kar potencialno §¢iti rastli-
ne pred napadom patogena (Shivaprasad in sod., 2012).
Povecano izrazanje miR482 so opazili tudi v interakciji
med bombazem in glivo V. dahliae, kar je verjetno vodilo
do de-represije R genov po okuzbi ter s tem specifi¢nega
imunskega odziva - ETI na glivno okuzbo (Zhu in sod.,
2013). Podobno so zmanj$ano izrazanje te miRNK opa-
zili tudi pri soji, okuzeni z oomiceto Phytophthora sojae
Kaufm. & Gerd. (Wong in sod., 2014). Dodatno so avtorji
opisali $e dve miRNK; miR2109, ki se veze na motiv TIR1
v mRNK TIR-NB-LRR in miR1507, ki deluje na motiv
kinaza-2 v mRNK CC-NB-LRR. Za slednji miRNK so
ugotovili, da kazeta povecano izrazanje pri soji okuzeni
z P, sojae, ne pa pri soji inokulirani z neaktivno obliko
seva. To kaze na njuno vlogo uravnavanja ETT odziva, saj
lahko dodatno zmanjsanje izrazanje teh miRNK vodi v
hitro povecanje vsebnosti NB-LRR proteinov ter s tem
$e bolj intenzivnega odziva na okuzbo (Wong in sod.,
2014). Na podlagi teh analiz lahko domnevamo, da je re-
gulacija NB-LRR, ki jo posredujejo male RNK, klju¢na za
imunske odzive rastlin.

8 ZAKLJUCEK

Razumevanje delovanja malih RNK je odvisno od
identifikacije tar¢nih genov ter njihove vloge. Identifika-
cija siRNK in miRNK ter njihovih tar¢ postavlja temelje,
ki so potrebni za boljso karakterizacijo kompleksnega
omrezja regulatornih interakcij, ki nadzorujejo rast in
razvoj ter druge fizioloske procese rastlin in so prav tako
vkljuceni v odziv rastlin na biotske in abiotske dejavni-

ke stresa. Kljub temu, da so bile miRNK odkrite pred
priblizno tremi desetletji, nam je razvoj tehnologije se-
kvenciranja zelo kratkih RNK omogo¢il hitro odkritje in
postavitev modela delovanja poti RNK interference, ki jo
vodijo male interferenéne RNK. Z dobro identifikacijo
delovanja nekaterih sRNK pa se vzpostavljajo metode,
ki kazejo velik potencial za izbolj$ave nekaterih lastnosti
rastlin. Predvsem pa je poudarek na razvoju strategij za
izbolj$anje lastnosti rastlin, ki pripomorejo k ve¢ji od-
pornosti agronomsko pomembnih rastlin, ki nam zago-
tavljajo prehransko varnost.
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