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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji



Trends in Molecular Biology

S

1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Silicijum kao antistres element za biljke izloZene toksi¢nim koncentracijama bakra

Dragana Bosni¢, Dragana Nikoli¢, Jelena Samardzic¢

Laboratorija za molekularnu biologiju biljaka, Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo,
Univerzitet u Beogradu

Kontakt: dragana.bosnic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt: Bakar (Cu) je esencijalan mikroelement za biljke ali ukoliko je prisutan u visku ima fitotoksi¢no
dejstvo izazivajuci oksidativni stres. Silicijum (Si) ne spada u esencijalne ali je jedini element koji ispoljava pro-
tektivan efekat na biljke u uslovima stresa. Primena silicijumove kiseline kod biljaka tretiranih toksi¢nim kon-
centracijama bakra ublazava Stetna dejstva i povecava toleranciju na prisustvo bakra u visku. Mehanizmi
delovanja silicijuma kod biljaka krastavca su detaljno prouceni i obuhvataju: smanjenje akumulacije Cu u
biljkama preko snizene ekspresije gena odgovornih za njegovo usvajanje, imobilizaciju Cu u celijskim zi-
dovima, povecanje sinteze Cu-liganada: organskih kiselina (citrat, malat i akonitat) i aminokiselina (nikoci-
janamin i histidin) koji smanjuju koncentraciju slobodnih, reaktivnih jona Cu unutar ¢elije. Primena Si je
uslovila smanjenje ekspresije mikro RNK (miR398 i miR408) koje predstavljaju glavne regulatore ekspresije
gena i proteina koji sadrze Cu kao kofaktor. Posledi¢no, akumulacija Cu-proteina Cu/Zn superoksid-dismu-
taze i plastocijanina koji vezujuci Cu doprinose skladistenju viska jona Cu u biljnim ¢elijama, je izrazenija
kod biljaka gajenih sa silicijumom. Razumevanje uloge i mehanizama delovanja Si u biljkama ¢e doprineti
njegovoj sirokoj prakti¢noj primeni u cilju povecanja rezistencije i tolerancije biljaka na stres.

Kljucne reci: silicijum, toksi¢nost bakra, oksidativni stres, Cu-ligandi, Cu-proteini, mikro RNK

Silicon as an anti-stress element for plants exposed to toxic copper

Dragana Bosni¢, Dragana Nikoli¢, Jelena Samardzi¢

Laboratory for Plant Molecular Biology, Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering,
University of Belgrade

Correspondence: dragana.bosnic@imgge.bg.ac.rs

Abstract: Although copper (Cu) is an essential microelement for plants, if present in excess it has a phyto-
toxic effect causing oxidative stress. Silicon (Si) is not essential, but it is the only element with protective ef-
fect to plants under stress. Application of silicic acid to plants treated with toxic concentrations of copper
alleviates the harmful effects of excess copper, which results in increase tolerance in these plants. The pro-
tective mechanisms of Si in cucumber plants have been studied in more details and include a decrease in
accumulation of Cu by downregulation of genes responsible for Cu uptake in plants, immobilization of Cu
in the root cell walls as well as higher biosynthesis of Cu-ligands: organic acids (citrate, malate and aconitate)
and amino acids (nicotianamine and histidine) that decrease the concentration of free, reactive Cu ions
within the cell. The application of Si caused lower expression of microRNAs (miR398 and miR408) which are
the main regulators of the expression of genes and proteins containing Cu as a cofactor. Consequently, the
accumulation of Cu-proteins: Cu/Zn superoxide dismutase and plastocyanin, which are buffering sinks for
excess Cu ions in plant cells, is more pronounced in plants grown with silicon. Better understanding the Si-
mediated mechanisms in plants exposed to stress will contribute to its wider agronomic application in order
to increase plant resistance and tolerance to stress.

Key words: silicon, Cu toxicity, oxidative stress, Cu-ligands, Cu-proteins, micro RNAs



Zarast, razvice i reprodukciju biljaka, pored vode, ugljen-dioksida i sun¢eve svetlosti, neophodno je 14 esencijalnih
elemenata. Esencijalnost podrazumeva njihovu direktnu ulogu u metabolizmu koja ne moze biti u potpunosti za-
menjena nekim drugim elementom [1]. lako su fizioloski gledano podjednako vazni, prema sadrzaju u biljkama ele-
menti su podeljeni na makro- i mikroelemente. Makroelementi su u biljkama zastupljeni u relativno visokim
koncentracijama (>0,1% suve mase), dok su mikroelementi prisutni u znatno manjim koli¢cinama (<0,01% suve mase).
Mikroelementima, izmedu ostalih, pripadaju metali bakar (Cu), gvozde (Fe), cink (Zn) i mangan (Mn), koji imaju ulogu
kofaktora u metaloproteinima, koji ¢ine trecinu ukupnih proteina [2]. Metaloproteini obavljaju raznovrsne funkcije u
Celiji i u ovu grupu spadaju transkripcioni faktori, metaloenzimi, kao i proteini koji u¢estvuju u elektron-transfer reak-
cijama. S obzirom na ulogu metala u biljkama, odrzavanje njihove homeostaze je krucijalno za pravilno funkcionisanje
osnovnih ¢elijskih procesa.

SILICUUM U BILJKAMA

Pored esencijalnih, u biljkama postoje i drugi elementi koji iako ne zadovoljavaju sve kriterijume esencijalnosti,
povoljno uticu na fizioloske procese i oznaceni su kao korisni elementi [3]. Za posebne grupe biljaka ili pod odrede-
nim uslovima, ovi elementi ¢ak mogu imati esencijalnu ulogu. Takve karakteristike poseduje silicijum (Si). Si je esenci-
jalan za alge dijatomeje kao i biljke familije rastavica, ali kod vecine biljaka koje Zive u optimalnim uslovima nije bila
poznata njegova direktna uloga u metabolizmu stoga je izostavljen iz grupe esencijalnih elemenata. Kod nekih vrsta
i rodova sadrzaj Si je narocito visok, ¢ak do 10% suve mase, prevazilazedi najzastupljenije makroelemente. Smanjen sa-
drzaj Si kod odredenih vrsta dovodi do abnormalnosti u rastenju i razmnozavanju, $to ukazuje da se Si ne moze pot-
puno iskljuciti kao esencijalan za biljke [4]. Si je jedini element koji ima protektivan efekat na biljke izloZzene razli¢itim
stresnim faktorima pa se moze posmatrati kao ,antistres” element.

Silicijum je drugi element po zastupljenosti u zemljinoj kori, gde se najcesce nalazi u vidu silicijum-dioksida ili mi-
nerala silikata. U zemljisnom rastvoru i u vodi, Si je u prisutan kao nenaelektrisana ortosilicijumova kiselina, H4Si04, Sto
je jedini hemijski oblik Si koji biljke mogu da usvajaju [4]. Sadrzaj Si u biljkama varira u zavisnosti od biodostupnosti Si
alii od filogenetske pozicije u okviru biljnog carstva. Vrste koje hiperakumuliraju Si (sadrze >4% suve mase), pripadaju
monokotilama iz familije trava (ostrice, Zitarice, a narocito pirinac). Dikotile uglavhom sadrze manje Si, ali se pojedine
familije, kao sto je fam. Cucurbitaceae (npr. krastavac), isticu visim sadrzajem (2-4%) i pripadaju umerenim akumula-
torima Si. Ostale vrste koje imaju <0,5% Si oznacene su kao neakumulatori (npr. paradajz i arabidopsis) [5].

Visoka zastupljenost Si posledica je aktivhog usvajanja Si putem specifi¢nih transportera. Za influks Si u celije ko-
rena odgovoran je Lsi1 (eng. Low silicon 1), membranski protein sli¢can akvaporinima. Dalje sprovodenje Si iz korena
ka nadzemnom delu, obavlja efluksni tip transportera Lsi2, po principu protonskog gradijenta. Lokalizacija i polaran
raspored ovih transportera u odredenim tipovima Celija korena su presudni faktori odgovorni za usmeren transport i
visoku akumulaciju Si, kao $to je slucaj kod pirinca [6]. Kod krastavca (Cucumis sativus L.) su za razliku od onih u pirin-
Cu, Lsil i Lsi2 rasporedeni uniformno u celijama korena, bez polarnosti, $to ¢ini ovu vrstu umerenim akumulatorom Si
[7].

Proces transpiracije obezbeduje protok Si ksilemom, a distribuciju u ¢elije listova omogucavaju drugi tipovi trans-
portera. Terminalni dogadaj jeste polimerizacija silicijumove kiseline i formiranje silicijumskih tela odnosno fitolita
(Si02:nH20), koji svojom rigidnoscu pruzaju mehanicku podrsku biljkama [4].

ULOGA SILICIJUMA U ZASTITI BILJAKA OD BIOTICKOG | ABIOTICKOG STRESA

Uprkos visokoj zastupljenosti, metabolic¢ka uloga silicijuma u biljkama predstavljala je svojevrsnu enigmu za
naucnike jos od pocetka XX veka [8]. Zapazanja da dodavanje Si u vidu silikatne sljake povoljno uti¢e na rast i pro-
duktivnost biljnih vrsta od znacaja za poljoprivredu i hortikulturu, otvorilo je novu eru istrazivanja [9]. Pojedine biljne
vrste pokazuju izuzetne razlike u prinosu u zavisnosti od kolicine dostupne forme Si u zemljiSnom rastvoru [10].
Zemljista u tropskim regionima se karakterisu ogranicenom koli¢cinom rastvorljivog Si, dok su intenzivna poljoprivreda
i uklanjanje zetvenih ostataka doprineli konstantnom smanjenju biodostupnog Si u zemljistu [11]. Fitoliti iz reciliranih
ostataka biljaka mogu biti dragoceni izvor Si ali i dodavanije silicijuma u vidu dubriva je potpuno opravdano, imajuci
u vidu i da Si nije toksi¢an za biljke ¢ak ni ukoliko je prisutan u visku [4].

Korisno dejstvo silicijuma na biljke narocito se uo¢ava u uslovima stresa. S obzirom da se prisustvo stresnih fak-
tora u prirodi teSko moze izbedi, usvajanje Si se moze posmatrati kao adaptivna osobina biljaka koja je uslovljena
sredinskim izazovima i stoga, ako Si i nije per se esencijalan, za biljke je od ogromnog znacaja [12].

Mnogobrojne publikacije u poslednje dve decenije posvecene su razjasnjenju mehanizama delovanja Si kod bilj-
aka izlozenih razli¢itim bioti¢kim i abioti¢kim stresnim faktorima. Depoziti silicijuma u biljkama predstavljaju fizicku
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barijeru za napad herbivora, nematoda, kao i za Sirenje patogenih gljiva i bakterija. Pored toga, istraZivanja su poka-
zala da Siima i aktivnu ulogu u zastiti biljaka jer stimulise endogene odbrambene mehanizme biljaka [13].

Primena silicijuma redukuje efekte abiotickih stresnih faktora, kao $to su fizicki faktori (UV zracenje, susa, poleganje,
niske i visoke temperature) i hemijski faktori stresa (zaslanjenost, nedostatak hraniva, toksi¢nost metala). Kao meha-
nicka podrska listovima i stabljikama, Si ih odrZzava u uspravnom poloZaju i time smanjuje mogu¢nost poleganja bilj-
aka. Depozicija Si u kutikuli lista sprec¢ava gubitak vode transpiracijom i povecava otpornost na susu ali i uti¢e na
smanjenje transmisije UV zracenja na epidermis [13].

Nasuprot tome, korisni efekti Si kod biljaka suocenih sa nedostatkom ili viskom esencijalnih elemenata ne mogu
se objasniti isklju¢ivo njegovom mehanickom ulogom. Kod biljaka koje rastu u uslovima nedostatka Fe, pokazano je
da Si utice na efikasnije iskoris¢avanje apoplastnih rezervi gvozda, povecavajuci njegov sadrzaj u listovima i smanju-
juci hlorozu listova sto je uslovljeno promenom ekspresije gena odgovornih za ove procese [14,15]. Nedostatak fosfora
moze biti ublazen primenom Si, a sam mehanizam delovanja obuhvata stimulaciju jedinjenja koja vrse mobilizaciju i
usvajanje fosfora povecavajudi njegov sadrzaj u biljkama [16].

Uloga Si u ublazavanju toksi¢nosti metala u biljkama obuhvata razlicite spoljadnje i unutrasnje mehanizme delo-
vanja, Sto zavisi od vrste metala i intenziteta stresa (Slika 1). Stimulacija rasta biljaka uprkos prisustvu metala u visku,
poboljsanje fizioloskog stanja i smanjenje toksi¢nih efekata metala dokumentovano je kod razlicitih biljnih vrsta ga-
jenih sa Si. Mehanizmi delovanja Si su proucavani kod toksi¢nosti kadmijuma, aluminijuma, cinka, mangana, natri-
juma [17]. Bakar je esencijalni element, ali kada je prisutan u visku znatno je toksicniji za biljke od pomenutih metala
i stoga zahteva posebnu paznju [18].

Mehanizmi delovanja Siu
stresu teSkim metalima

v

C Explanta ) ( In planta )

| Smanjenje dostupnosti metala za
biljke putem povecanja pH rastvora

— Formiranije fizickih barijera

| Oslobadanje metal-helirajuéih Kodepozicija metala i Si u

jedinjenja iz biljke biljkama
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u nadzemni deo

| Precipitacija metala i Si
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Slika 1. Mehanizmi delovanja silicijuma na ublazavanje toksi¢nosti metala kod biljaka. Slika je modifikovana prema Bhat et al. (2019).

ULOGA BAKRA U BILJKAMA

Bakar je prelazni metal i lako osciluje izmedu oksidovanog Cu?* i redukovanog Cu* stanja $to ga ¢ini idealnim ko-
faktorom proteina u redoks-reakcijama. Ipak, zbog ovog svojstva, Cu je visoko-reaktivan i mocan generator reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS) i otuda potice potencijalna toksi¢nost ovog metala. Bakar je kofaktor u tzv. Cu-proteinima, koji
imaju znacajnu ulogu u metabolizmu ¢elije, a preko stotinu takvih proteina postoji u biljkama [19]. Fotosinteza i res-
piracija su dva najvaznija procesa u biljkama bazirana na reakcijama prenosa elektrona u kojima u¢estvuju Cu-proteini
[3]. Najznacajniji Cu-proteini su plastocijanin, citohrom-c-oksidaza, Cu/Zn superoksid-dismutaza, lakaza [20].

Plastocijanin (PC) je esencijalan za proces fotosinteze kod biljaka i spada u najzastupljenije Cu-proteine. Ima ulogu
u elektron-transportnom lancu fotosistema | (PSI) kao mobilni nosa¢ elektrona u lumenu tilakoida u hloroplastima
[21,22]. Citohrom-c-oksidaza (CCOX) je transmembranski proteinski kompleks koji u¢estvuje u elektron-transportnom
lancu tokom respiracije kod svih eukariota, arhea i bakterija [23]. Superoksid-dismutaza (SOD) je enzim koji ucestvuje




u antioksidativnoj zastiti kod aerobnih organizama. U zavisnosti od metala koji sluzi kao kofaktor, razlikuju se Fe SOD,
Mn SOD i Cu/Zn SOD izoenzimi. lako su funkcionalno komplementarni, Cu/Zn SOD se sa svoje tri izoforme (citosolna
CSD1, plastidna CSD2 i peroksizomalna CSD3) smatraju najvaznijim za proces detoksifikacije od ROS-a [24,25]. Lakaze
(LAQ) pripadaju superfamiliji enzima oksido-reduktaza koji katalizuju oksidaciju mnostva razlic¢itih supstrata (fenoli,
amini i aromati¢ni amini itd.) omogucavajuci njihovu polimerizaciju, a takav tip reakcija je zastupljen u mnogim bio-
loskim procesima [26]. Lakaze kod biljaka u¢estuju u biosintezi lignina, strukturnog konstituenta celijskih zidova, ko-
jima pruza mehanicku i strukturnu potporu. Lignin omogucava funkciju ksilema u sprovodjenju vode i hraniva od
korena navise ali je njegova uloga znacajna i u formiranju mehanicke barijere prema prodoru patogena i teskih me-
tala u biljna tkiva [27].

USVAJANJE I DISTRIBUCIJA BAKRA

Koncentracija bakra u biljkama je u opsegu 2-50 pg/g suve mase, zavisno od biljne vrste i stadijuma razvi¢a [20].
Na varijacije u sadrzaju bakra u biljkama uti¢e bioraspolozivost bakra u zemljistu ali i zastupljenost drugih esencijal-
nih elemenata. Biodostupnost bakra zavisi od fizicko-hemijskih osobina, pre svega pH zemljista kao i bioloskih procesa
u regionu rizosfere. Bakar je uglavnom imobilisan u mineralima a manji procenat ukupnog bakra je u zemljiSnom ras-
tvoru u formi dvovalentnog jona [28]. Mehanizam usvajanja Cu kod dikotila slican je usvajanju Fe, Sto podrazumeva
redukciju jona na plazma-membrani i usvajanje redukovane forme [29]. Clanovi familije metaloreduktaza FRO (eng. Fe-
rric Reductase Oxidase, FRO) obavljaju redukciju Fe** i Cu?*; FRO2 u korenu je najznacajnija za gvozde, dok su FRO4 i
FROS5 uklju¢ene u homeostazu bakra [30,31].

Transport Cu* forme obavljaju visoko-afinitetni transporteri konzervisane familije COPT (eng. COpper Protein
Transporter), koja postoji kod svih eukariota [32]. Najznacajniji za usvajanje Cu* putem korena je plazma-membranski
COPT1 [33]. Za distribuciju Cu unutar ¢elije do ciljnih proteina ¢iji je kofaktor, odgovorni su pomoc¢ni proteini, Cu-3a-
peroni [34]. U transport bakra u ¢elijske kompartmane, eksport bakra iz ¢elije, kao i ubacivanje u ksilem ukljucene su
ATPaze P-tipa odnosno HMA (eng. Heavy Metal ATPases) [35].

Glavni helator Cu u ksilemu koji omogucava translokaciju i distribuciju Cu unutar listova floemskim putem, je ni-
kocijanamin (NA) [36,37]. NA je neproteinska aminokiselina koja vezuje i druge metale osim bakra, a kompleks NA-
metal ulazi u celije putem YSL transportera (eng. Yellow Stripe-Like). Dakle, uloga NA i YSL je u lateralnom transportu,
distribuciji metala u listovima, ali i remobilizaciji metala tokom senescencije i njihovo skladistenje u semenu [37,38].

REGULACIJA HOMEOSTAZE BAKRA U BILJKAMA

Homeostaza bakra se postize odrzavanjem balansa izmedu procesa usvajanja, skladistenja i izlaska Cu iz ¢elije za
Sta su zaduzeni razliciti akteri. Stroga kontrola distribucije Cu je neophodna kako bi se obezbedile trenutne potrebe
biljaka za Cu, ali i da bi se biljke zastitile od stetnog prisustva Cu u visku. Promene ekspresije gena i proteina ukljuce-
nih u homeostazu Cu regulise transkripcioni faktor SPL7 (eng. SQUAMOSA Promoter-binding protein-Like), uklju¢ujudi
i post-transkripcionu regulaciju putem mikro RNK [39]. Biljne miRNK, za razliku od animalnih, nakon komplementar-
nog sparivanja, iRNK vode u degradaciju i na taj nacin ostvaruju ulogu u brojnim bioloskim procesima bitnim za rast i
razvice, odredivanje ¢elijskog identiteta, signalnu transdukciju ali i odgovor na stres [40,41]. Cak i kratkotrajna pro-
mena ekspresije miRNK tokom stresa moze da rezultira znacajnim fizioloskim efektima [42].

miR398 i miR408 su visoko konzervisane u biljkama, a njihova ekspresija zavisi od sadrzaja Cu u biljkama pa su oz-
nacene kao Cu-miRNK [39]. Targeti miR398 su izoforme Cu/Zn SOD citosolna CSD1 i plastidna CSD2, Saperon (CCS) koji
dostavlja Cu ovim enzimima kao i COX5b- 1 subjedinica citohrom-c-oksidaze [40,43]. S obzirom da regulise Cu/Zn SOD,
koja je deo antioksidativne odbrane, miR398 je angazovana u odgovoru na razlicite bioticke i abioticke faktore koji
izazivaju oksidativni stres [42]. Targeti miR408 su lakaze i grupa Cu-proteina oznacena kao fitocijanini [44]. miR408
omogucava pravilan vegetativni razvoj biljaka, ali takode ucestvuje u odgovoru na razlicite stresne faktore [42,45,46].

Sinhronizovana regulacija ekspresije gena, koji kodiraju Cu-proteine, putem miRNK ima fizioloski smisao u prio-
ritetnoj raspodeli bakra u biljci, ukoliko su koli¢ine ovog elementa ogranic¢ene (Slika 2). Snizena ekspresija neesenci-
jalnih Cu-proteina omogucava usmeravanje Cu ka plastocijaninu koji je esencijalan za proces fotosinteze [47].
Neesencijalni Cu-proteini se zamenjuju funkcionalnim parnjacima, koji obavljaju istu ulogu, kao $to su Cu/Zn SOD i Fe
SOD izoenzimi. Njihova ekspresija je koordinisano regulisana na transkripcionom nivou u zavisnosti od dostupnosti Cu
odnosno Fe u biljkama. Nivo transkripata i proteina Cu/Zn SOD i Fe SOD, kao i koli¢ina plastocijanina su pouzdani in-
dikatori statusa Cu u biljkama. Kada je Cu u nedostatku, povisena ekspresija miR398 utice na snizenje ekspresije CSD1
i CSD2, dok je istovremeno Fe SOD visoko eksprimirana [44,47]. Takode, miR408 snizava ekspresiju svojih targeta i na
taj nacin ucestvuje u preusmeravanju Cu ka plastocijaninu [45].

I Trendovi u molekularnoj biologiji

183



Trends in Molecular Biology

184

Nasuprot tome, miRNK bi u uslovima bakra u visku mogle da uc¢estvuju ne samo u odbrani od oksidativnog stresa,
nego i u povecanju ekspresije Cu-proteina, koji uz svoju primarnu funkciju, mogu posluziti i kao skladista reaktivnih Cu
jona, i time uticati na smanjenje fitotoksi¢nost [48].
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Slika 2. Regulatorna mreza Cu-miRNK i njihovih targeta zavisno od nivoa Cu u ¢elijama (zeleni pravougaonici oznacavaju povisenu ekspresiju a crveni snizenu). Slika mod-
ifikovana prema Leng et al. (2017).

TOKSICNOST BAKRA KOD BILJAKA

Toksi¢ni efekti bakra na biljke su bili prepoznati pre nego $to je dokazana njegova esencijalna uloga. Fitotoksic-
nost je primetna na morfoloskom, fizioloskom i molekularnom nivou ve¢ pri koncentraciji Cu od 20 pg/g suve mase
[3]. Bakar se prvenstveno akumulira u korenu pa su Stetni efekti Cu izraZeniji u ovom biljnom organu u vidu progre-
sivnog smanjenje rasta, razvoja, grananja i tamne obojenosti korena. U nadzemnom delu simptomi toksi¢nosti obuh-
vataju inhibiciju rasta, hlorozu i nekrozu listova, promene u reproduktivnim organima koje vode ka redukciji veli¢ine
ploda i smanjenoj klijavosti semena [20]. Bakar u visku deluje antagonisti¢ki na usvajanje i tanslokaciju drugih esen-
cijalnih elemenata kao to su Fe, Zn i Mn [49-51]. Na ¢elijskom nivou, Cu visestruko negativno utice na najbitnije pro-
cese, fotosintezu i respiraciju [3,20], i izaziva promene u propustljivosti ¢elijske membrane $to dovodi do curenje
celijskog sadrzaja [52,53]. Bakar ima visok afinitet ka proteinima sa kojima moze direktno da interaguje ili da izmesti
druge esencijalne kofaktore sa svojih mesta, inhibirajuci tako kataliticku, strukturnu ili transportnu ulogu proteina [54].

Visak redoks-aktivnih Cu jona katalizuje produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) $to za posledicu ima oksi-
dativni stres u celijama. ROS visestruko uti¢u na makromolekule, izazivajuéi oStecenje nukleinskih kiselina, inhibiciju
enzima, oksidaciju proteina, peroksidaciju lipida, sto vodi ka aktivaciji programirane celijske smrti [55].

MEHANIZMI ZASTITE BILJAKA OD TOKSICNOG BAKRA

Biljke poseduju razli¢ite mehanizme tolerancije prema toksi¢nim metalima koji su orjentisani ka smanjenju aku-
mulacije reaktivnih jona kako bi se suzbila direktna ostecenja Celijskih struktura. Spoljasnji mehanizmi su usmereni ka
smanjenju usvajanja metala putem formiranja ektomikorize ili kompleksiranjem metala sa ekstracelijskim eksudatima
koji se aktivno izbacuju iz ¢elija korena u rizosferu. Zadrzavanje metala u korenu je mehanizam kojim se ogranic¢ava
translokacija u nadzemni deo, a samim tim i negativan uticaj na fotosintetske organe [19,56]. Unutrasnji, ¢elijski me-
hanizmi odbrane od toksi¢nosti uklju¢uju imobilizaciju metala u ¢elijskom zidu, ogranicen influks kroz ¢elijsku mem-
branu i pojacan efluks iz ¢elije, Sto se postize regulacijom ekspresije transportera odgovornih za ove procese.
Mehanizmi za detoksifikaciju od metala podrazumevaju vezivanje metala za razli¢ite ligande i skladistenje takvih kom-
pleksa unutar celije, u vakuoli, ili u posebnim strukturama kakve su trihome. Jedinjenja koja sadrze tiolnu grupu, kao
$to su metalotioneini i fitohelatini, imaju jak afinitet ka Cu i stoga imaju vaznu ulogu u detoksifikaciji. Sekvestracija
metala u vakuolama vezivanjem za organske kiseline je zna¢ajan mehanizam tolerancije, koji je narocito izrazen kod
biljaka hiperakumulatora metala. Pored toga, akumulacija slobodnih aminokiselina smatra se aktivnim odgovorom
biljaka na stres teSkim metalima. Aminokiseline kao 3to su histidin i nikocijanamin su snazni helatori bakra koji mogu
imati presudnu ulogu u zastiti od toksi¢nosti ovog metala [56-58].



TOKSICNOST BAKRA U ZEMLJISTU KAO AGROEKOLOSKI PROBLEM
| PRIMENA SILICIJUMA KAO RESENJE

Razli¢ite antropogene aktivnosti, a narocito prekomerna upotreba fungicida na bazi Cu, uzrokovale su kontami-
naciju agroekoloskog zemljista i pijacih voda bakrom [59]. Bakar kao perzistentan polutant, ima svojstvo akumulacije
u zivotnoj sredini i ulazi u lance ishrane. Brojna istrazivanja su pokazala da silicijum u biljkama moze redukovati simp-
tome stresa izazvanog toksi¢nim metalima. Korisni efekti delovanja Si ¢esto su specifi¢ni za biljnu vrstu/rod i obi¢no
su izraZeniji kod vrsta koje akumuliraju vece koli¢ine Si u svojim tkivima. Razumevanje uloge i mehanizama delovanja
Siu biljkama ¢e doprineti njegovoj Sirokoj prakti¢noj primeni u cilju povecanja rezistencije i tolerancije biljaka na stres.
Mehanizmi delovanja Si u biljkama izloZzenim stresu toksi¢nim koncentracijama bakra, obuhvataju kompleksne efekte
vidljive na fizioloskom, biohemijskom i molekularnom nivou (Tabela 1).
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Tabela 1. Uticaj silicijuma na ispitivane parametre kod razlicitih biljnih vrsta izlozenih toksi¢cnom bakru

UTICAJ SILICIJUMA NA FIZIOLOSKE PARAMETRE STRESA
KOD BILJAKA IZLOZENIH TOKSICNOM BAKRU

Inhibitorni efekat na rastenje biljaka krastavca primetan je pri tretmanu razli¢itim koncentracijama Cu, od ume-
reno, do srednje i visoko toksi¢ne [60]. Primena Si u vidu 1,5 mM silicijumove kiseline doprinosi povecanju ukupne
biomase biljka, bez obzira na dozu bakra u tretmanu. Analizirajudi pojedinacne organe, Siima vedi uticaj na biomasu
lista krastavca dok na nivou korena nije primecéeno znacajnije poboljsanje [60]. Slican efekat je zabelezen i kod pirinca
[61] i bambusa [62], biljnih vrsta koje se odlikuju hiperakumulacijom Si, ali i kod arabidopsisa, koji nije izrazit Si-aku-
mulator [63]. Inhibitorni uticaj na proces fotosinteze jedan je od glavnih simptoma toksi¢nosti Cu kod biljaka, stoga se
uticaj Si na povecanje biomase lista moze povezati sa ve¢im intenzitetom fotosinteze kod biljaka gajenih sa Si. U skladu
sa tim, izmeren je povecan sadrzaj hlorofila kod krastavca i to u svim listovima razlicite starosti [64]. Kod vrste Spartina
densiflora, koja tolerise visoke koncentracije Cu, pokazano je da primena Si smanjuje inhibitorni uticaj Cu na aktivna
mesta RUBISCO enzima i da povecava koncentraciju biljnih pigmenata, $to je rezultovalo povecanjem intenziteta fo-
tosinteze i biomase tretiranih biljaka [65].

lako Si ne pokazuje znacajniji uticaj na biomasu korena biljaka, doprinosi o¢uvanju strukture i funkcije korena.
Teski metali kakav je bakar narusavaju permeabilnost ¢elijske membrane i izazivaju akutno curenje elektrolita iz ¢elija
korena [53]. Ovaj fenomen je povezan sa otvaranjem razlicitih tipova jonskih kanala i efluksom K*, kao i formiranjem
ROS-3a, $to vodi ka programiranoj ¢elijskoj smrti [66]. Curenje elektrolita iz korena krastavca se detektuje vec u prvim
satima od pocetka tretmana bakrom i vremenom se povecava, dok kod biljaka gajenih sa Si takav efekat izostaje [64].
Na mikroskopskim presecima korena pirin¢a primetna su manja ostecenja celijskih struktura usled prisustva Si, $to
moze da ima uticaj i na samo usvajanje Cu [61].

ROS izazivaju peroksidaciju lipida celijske membrane, ali u prisustvu Si nije zabeleZzeno povecanje nivoa lipidne
peroksidacije u krastavcu [60] i pamuku [67] uprkos povisenim koncentracijama Cu, $to ukazuje na smanjen nivo ok-
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sidativnog stresa. Zajednicka karkteristika vrsta/genotipova tolerantnijih na oksidativni stres uzrokovan teskim meta-
lima jeste efikasna antioksidativna zastita, Sto predstavlja adaptivni mehanizam odbrane od stresa [55]. Protektivno
delovanje Si ostvaruje se i povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima, kao $to su superoksid-dismutaza, askorbat
peroksidaza i katalaza koji smanjuju nivo ROS-a [61,64,67] Poviseni nivo antioksidativne zastite usled primene Si za-
belezen je i u prisustvu drugih stresora: UV zracenje, niske i visoke temperature, zaslanjenost zemljista, susa itd. [17].
Ovakvi podaci ukazuju da je mehanizam delovanja Si i univerzalnog karaktera, bez obzira na uzrok stresa kojem je
biljka izlozena.

UTICAJ SILICIJUMA NA USVAJANJE I DISTRIBUCIJU BAKRA U BILJKAMA

Bitan aspekt korisnog delovanja Si jeste smanjenje koncentracije reaktivnih jona unutar biljke kao posledica sman-
jenog usvajanja, pojacanog izbacivanja ali i efikasnog skladistenja odnosno imobilizacije metala unutar biljke. Aku-
mulacija bakra u korenu tretiranih biljaka krastavca je viSe destina puta povecana, dok primena Si znacajno smanjuje
koncentraciju Cu [60], $to je potvrdeno i u eksperimentima sa pamukom, pirin¢em i cinijom [61,67,68]. Ipak, ovaj efe-
kat se ne moze posmatrati kao opsti mehanizam delovanja Si, jer Si nije uticao na usvajanje Cu kod drugih analizira-
nih biljaka, kao $to su arabidopsis i bambus [62,63,65]. Najznacajniji za proces usvajanja Cu je COPT1, koji je
visoko-afinitetni transporter Cu* forme, i ¢ija se ekspresija regulise putem SPL7 TF a direktno zavisi od nivoa Cu u bilj-
kama [33]. U korenu krastavca ustanovljena je snizena ekspresija COPT1, dok je kod biljaka gajenih sa Si ekspresija
ovog gena dodatno smanjena [64]. Slican profil ekspresije COPT1 zabelezen je u biljkama duvana [69]. Imajudi u vidu
strogu regulaciju i funkciju COPT1 transportera, uticaj Si na ekspresiju COPT1 kod navedenih vrsta dikotila se moze
smatrati odgovornim za smanjenje koncentracije Cu u korenu.

Usvajanju Cu* prethodi hemijska redukcija na plazma-membrani koju vrse FRO reduktaze. Analizom transkrip-
toma u uslovima nedostatka Cu, ustanovljena je izrazito povisena ekspresija FRO4 u korenu arabidopsisa [31]. U lite-
raturi za sada nema podataka o ekspresiji ovog gena kod biljaka izloZzenih povisenim koncentracijama Cu. Rezultati na
krastavcu su pokazali da tretman 10 uM Cu snazno utisava ekspresiju FRO4 u korenu, a primena Si utice na jos iz-
razenije smanjenje ekspresije ovog gena, sli¢no ekspresiji COPTT [64]. Ovakav profil ekspresije nedvosmisleno ukazuje
da je smanjenje akumulacije Cu u korenu krastavca posledica uticaja Si na glavni sistem za usvajanje Cu za koji su
odgovorni zajedno COPT1 i FRO4.

Primena Si takode smanjuje koncentraciju Cu u listu krastavca, ali ta razlika nije toliko zna¢ajna kao u korenu [60].
Kod arabidopsisa nije bilo razlike u koncentraciji Cu u listu izmedu tretmana bez i sa Si [63]. Manji sadrzaj Cu u listo-
vima vrste Erica andevalensis, koja tolerise visoke koncentracije Cu, zabeleZen je u prisustvu Si $to je objasnjeno sma-
njenom translokacijom Cu iz korena u listove [70]. Sprecavanje translokacije metala moze biti posledica Si-stimulisanog
formiranja dodatne kasparijeve trake kao i poja¢ane depozicije lignina u endodermisu korena, koji sluze kao fizicka ba-
rijera za transport metala [71]. Smatra se da je uticaj Si na smanjenu translokacija Cu kod psenice, ostvaren putem Si-
stimulisanog debljanja endodermisa zajedno sa povecanjem adsorbcije Cu na povrsini korena i imobilizacijom Cu u
epidermisu [72].

Akumulacija lignina je rezultat povecane aktivnosti enzima peroksidaza i lakaza koji u¢estvuju u polimerizaciji fe-
nolnih jedinjenja - prekursora lignina, koji se sintetiSu u fenilpropanoidnom putu a prvi i najvazniji enzim u tom putu
je fenilalanin-amonijum-liaza (PAL) [27,73]. Istrazivanja su pokazala da su aktivnost PAL, koli¢ina fenola i lignina u po-
zitivnoj korelaciji sa dozom primenjenog bakra i nivoom stresa [74,75]. Intenzivna lignifikacija u korenu krastavca je de-
tektovana nakon pet dana tretmana Cu. Medutim, biljke gajene sa Si odlikuje nizi nivo lignifikacije, kao i manji sadrzaj
fenola i niza ekspresija PAL, $to ukazuje na smanjeni nivo stresa, i u saglasnosti je sa nizom lipidnom peroksidacijom u
korenu takvih biljaka [60].

Bakar u visku inhibira akumulaciju drugih esencijalnih elemenata, pre svega Fe, Zn i Mn zbog nespecifi¢nih me-
hanizama regulacije selektivnog usvajanja jona u uslovima disbalansa i kompeticije za iste transportere [76]. Narocito
je izrazena antagonisticka interakcija izmedu Cu i Fe koji su oznaceni kao metaboli¢ki parnjaci, $to je posledica sli¢nosti
hemijskih osobina i bliske evolutivne povezanosti metabolickih puteva ovih metala [49,50].

Pored Cu, i Si utice na celokupan mineralni sastav tretiranih biljaka. Kod trave Spartina densiflora, Si povecava kon-
centraciju Mn, koja je zbog tretmana viskom Cu bila smanjena [65]. Takode, antagonisticki efekat viska Cu na sadrzaj
Zn u listovima, je umanjen u odredenoj meri dodatkom Si kod vrste Erica andevalensis [70]. Primena Si je znacajno uti-
cala na povecanje sadrzaja Fe, Zn i Mn u listovima Cu-tretiranog krastavca [77]. U navedenoj studiji je po prvi put po-
kazano da Si smanjuje Cu-indukovani nedostatak gvozda u biljkama. Sa druge strane, uloga Si kod biljaka koje se
primarno suocavaju sa nedostatkom Fe detaljnije je proucena. Pokazano je da Si uti¢e na povecanje apoplastnog
depoa Fe u korenu i stimulise translokaciju Fe do listova zahvaljujuci indukovanoj biosintezi Fe-helirajucih jedinjenja,
kao 3to je citrat [14,78]. Citrat je glavni helator gvozda u ksilemu, a povecanje njegove koncentracije je zabelezeno i kod



biljaka krastavca tretiranih bakrom u prisustvu Si [64]. Ovi podaci potkrepljuju hipotezu o postojanju univerzalnih me-
hanizama delovanja Si bez obzira na vrstu stresa sa kojim se biljka primarno suocava. Glavni simptom smanjenja kon-
centracije Fe zbog prisustva Cu jona u visku, je pojava hloroze listova. Kod biljaka gajenih sa Si, povecani sadrzaj Fe kao
i sadrzaj hlorofila smanijili su hlorozu i doprineli povecanju biomase listova uprkos prisustvu bakra u visku (Slika 3).

Uticaj Si na preraspodelu metala unutar biljke, kao i njegovo direktno vezivanje metala vazni su mehanizmi ko-
jima Si utice na povecanje tolerancije biljaka prema prisustvu metala u visku [17]. Znacajan procenat Cu se nalazi vezan
u Celijskom zidu, ¢ak do 60% ukupnog Cu u celiji, ¢ime se obezbeduje imobilizacija Cu jer su joni metabolicki inaktivi-
rani posto ne ulaze u protoplast celije ve¢ ostaju izvan [79]. U korenu krastavca primena Si doprinosi povecanju zas-
tupljenosti Cu u celijskom zidu, $to uti¢e na procentualno smanjenje sadrzaja Cu unutar Celije [64]. Sli¢ni rezultati su
zabelezeni i kod stresa Cd [71]. Takode, uticaj na distribuciju Mn se smatra glavnim mehanizmom delovanja Si kod pre-
vazilaZzenja toksi¢nosti Mn. Povecanje zastupljenosti Mn u frakciji ¢elijkog zida u listovima biljaka sa Si, direktno uti¢e
na smanjenje sadrzaja ROS i nivoa oksidativnog stresa [80]. U skladu sa tim, povecano vezivanje Cu u ¢elijskom zidu a
smanjeno prisustvo unutar Celije kod biljaka krastavca gajenih za Si doprinelo je smanjenju nivoa oksidativnog stresa
zajedno sa pove¢anom aktivnosti antioksidativnih enzima [64]. lako je pokazano da Siima uticaja na metabolizam Cu
do sada nije dokumentovana njihova kolokalizacija [72].

K-Si K+Si +Cu-Si +Cu+Si

Slika 3. Biljake krastavaca gajene pri optimalnoj koncentraciji Cu (kontrola, K) bez Si (K-Si) i sa 1,5 mM Si (K+Si), kao i biljaka tretiranih pet dana 10uM Cu bez Si (+Cu-Si)
isa1,5mMSi (+Cu+Si).

UTICAJ SILICIJUMA NA EKSPRESLJU MIR398, MIR408 | Cu-PROTEINA

Lakaze ucestvuju u biosintezi lignina pa je kod biljaka tretiranih bakrom, povecana aktivnost ovog enzima prac¢ena
povecanim sadrzajem lignina u korenu [81]. Lakaza je, kao Cu-protein, uklju¢ena i u homeostazu bakra [44]. Neki pred-
stavnici familije lakaza su konstitutivno eksprimirani i u tkivima koja su minimalno lignifikovana 3to sugerise da imaju
i dodatne uloge [82]. Ekspresija lakaza je post-transkripciono regulisana putem miRNK. Istrazivanja na krastavcu su
pokazala da je miR408 smanjena u korenu biljaka tretiranih bakrom, $to je u saglasnosti sa povisenim nivoom trans-
kripata LAC3, implicirajuci da je ekspresija LAC3 regulisana ovom miRNK kada je Cu prisutan u visku [64]. U odnosu na
njih, kod biljaka gajenih sa Si, zabeleZen je jo3 niZi nivo miR408 koje su posledi¢no imale i visu ekspresiju LAC3. Za-
nimljivo je da ovi rezultati nisu u korelaciji sa nizim stepenom lignifikacije koja je zabeleZzena kod biljaka sa Si [60]. To
sugerise da LAC3 obavlja i druge funkcije u stresu toksi¢nim Cu, koje nisu povezane sa lignifikacijom, a mogu biti u vezi
sa potencijalnom ulogom Cu-proteina u skladistenju viska jona Cu [48], a koje je dodatno stimulisano prisustvom Si.

Silicijum ima uticaj i na ekspresiju drugih Cu-proteina, Cu/Zn SOD izoformi i plastocijanina. Cu/Zn SOD se smatraju
najvaznijim izoenzimima SOD, sa centralnom ulogom u odgovoru biljaka na stres [25]. Citosolna CSD1 i plastidna CSD2
su klju¢ne izoforme u biljnim tkivima [44]. Ipak, CSD1 i CSD2 u uslovima stresa ne odgovaraju na isti nacin. Visok in-
tenzitet oksidativnog stresa ¢esto ne stimulise nego dovodi do inhibicije aktivnosti CSD1 [25,83]. Zapravo, ekspresija
CSD1 izoforme odraZava opsti odgovor biljaka na stres [24]. Upravo je u korenu krastavca pokazano da je koli¢ina CSD1
izrazito sniZzena zbog tretmana bakrom, 3to je u skladu sa nizom aktivnosti SOD enzima i ukazuje na visok intenzitet
stresa kod ovih biljaka [60]. Oc¢ekivano, primena Si je dovela do povecanja CSD1 u korenu, a $to je u saglasnosti sa
ukupnom aktivnosti SOD. Stoga se moze izvesti zaklju¢ak da je stimulacija ekspresije CSD1 vazna komponenta Si-pos-
redovanog mehanizma tolerancije biljaka i ublaZzavanja stresa uprkos prisustvu visoke koncentracije Cu u korenu.
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S druge strane, CSD2 izoforma je bila povec¢ana u korenu kod obe grupe biljaka tretiranih Cu, ali je ipak zastu-
pljenija kod biljaka gajenih sa Si [60]. Smatra se da CSD2 moze da skladisti Cu i na taj nacin obavlja detoksifikaciju od
viska Cu jona. To potvrduju istrazivanja gde je pokazano da CSD2 nije klju¢na komponenta antioksidativne zastite u
hloroplastima [84], kao i da overekspresija CSD2 ne moze znacajno da poboljsa odgovor na stres na nivou cele biljke
[85]. Razli¢iti faktori stresa ne uti¢u na koli¢inu proteina kao i aktivhost CSD2, mada povecavaju nivo transkripata [24].
Izuzetak je stres viskom Cu koji dovodi do povecdanja CSD2 i na transkripcionom i na proteinskom nivou [84]. Kod bi-
liaka krastavca je pokazano da profil ekspresije CSD2 proteina u potpunosti odrazava gensku ekspresiju [64]. Pored
toga, analiza miR398, koja targetuje Cu/Zn SOD izoforme i predstavlja glavni modulator homeostaze Cu, potvrdila je
ovaj rezultat. Smanjen nivo miR398 je u saglasnosti sa viSom ekspresijom CSD2 target gena kod Cu-tretiranih biljaka
sa Si [64]. U navedenom radu, po prvi put je predstavljena paralelna analiza ekspresije gena i proteina i njihove aktiv-
nosti, kao i regulatornih miRNK, u uslovima toksi¢nog bakra i primene silicijuma. Jedino je kod arabidopsisa pokazano
da Si dodatno povecava ekspresiju i CSD1 i CSD2, $to je u saglasnosti sa ukupnom aktivnosti SOD enzima u listovima,
mada u ovom radu nije predstavljen nijedan indikator oksidativnog stresa a razlike u koncentraciji Cu u listovima bez
i sa Si nije bilo [63,86].

Polovina ukupnog bakra unutar ¢elija zelenih tkiva vezana je za tri proteina: CSD1, CSD2 i plastocijanin [22]. Regu-
lacija homeostaze bakra putem miRNK prvenstveno ima za cilj da omogudi distribuciju Cu plastocijaninu, naroc¢ito uko-
liko je ogranicen sadrzaj Cu u celijama. Ekspresija plastocijanina nije regulisana na transkripcionom nivou putem miRNK
i dakle, ne zavisi od statusa Cu u ¢eliji. Medutim, pokazano je da koli¢ina proteina PC prati povecanje sadrzaja Cu od sub-
optimalnog do optimalnog [44]. S obzirom da je relativno mala kolic¢ina funkcionalnog plastocijanina dovoljna za mak-
simalan intenzitet fotosinteze, dodatna akumulacija plastocijanina se zapravo desava kao odgovor na prisustvo Cu [22,44].
Pored toga, plastocijanin moze da vezuje slobodne Cu jone u in vitro uslovima i da tako smanji produkciju opasnog hi-
droksilnog radikala [87]. Rezultati istrazivanja na krastavcu su pokazali da se koli¢ina plastocijanina kod biljaka tretiranih
bakrom povecava, i to u znatno vecoj meri ako su biljke gajene sa Si [60]. Ovi rezultati potvrduju da se plastocijanin aku-
mulira u prisustvu bakra u visku, kao $to je pretpostavljeno u literaturi. Time je po prvi put pokazano da primena Si do-
prinosi akumulaciji PC koji vezuje i skladisti visak Cu u listovima i na taj nacin smanjuje opasnost od reaktivnih Cu jona $to
zajedno sa ostalim mehanizmima delovanja doprinosi boljem fitnesu biljaka gajenih sa silicijumom.

UTICAJ SILICIJUMA NA LIGANDE | HELATORE BAKRA

S obzirom na visoku reaktivnost u ¢eliji ne sme postojati nijedan slobodan jon bakra [88]. Stoga su razli¢iti or-
ganski molekuli uklju¢eni u odrzavanje homeostaze ali i detoksifikaciju od bakra prisutnog u visku. Medu najznacajnijim
su tiolna jedinjenja (S-ligandi), organske kiseline (O-ligandi), kao i aminokiseline (N-ligandi) [56,57].

Bakar ima visok afinitet prema tiolnoj grupi stoga su metalotioneini medu najvaznijim ligandima bakra u biljkama
[58]. Kod krastavca, tretman bakrom dramati¢no povecava ekspresiju MT3 u korenu, vise od 1000 puta, ukazujuéi na
znacajnu ulogu metalotioneina u detoksifikaciji Cu [64]. Medutim, Si nije uticao dodatno na ekspresiju MT3, moguce
zbog manjeg usvajanja a samim tim i manje koncentracije Cu u korenu. Nasuprot tome, ekspresija MT2a i MT2b u listu
arabidopsisa je stimulisana primenom Si [86]. lako kod arabidopsisa nije bilo razlike u koncentraciji Cu izmedu tretira-
nih grupa biljaka, zaklju¢eno je da Si indukuje MT koji mogu da uklone visak Cu [63,86]. Spektroskopske metode su
pokazale da Si pospesuje vezivanje Cu za S-ligande (metalotioneine ili fitohelatine) u listu bambusa [62]. Fitohelatini
vrie detoksifikaciju i skladistenje u vakuolama vezivanjem metala kakvi su Cd ili As, dok u sluc¢aju Cu, tek u odsustvu
drugih odbrambenih mehanizama mogu biti od znacaja [89]. Si nema znacajnijeg uticaja na aktivaciju fitohelatin-sin-
taze, $to je pokazano kod krastavca [64] i arabidopsisa [86].

S druge strane, Si utice na akumulaciju organskih kiselina kao $to su citrat, malat i akonitat [64]. Njihova uloga je
vazna ne samo u transportu metala, vec i u toleranciji prema metalima prisutnim u visku. Povecanje koncentracije ci-
trata u korenu smatra se glavnim odbrambenim mehanizmom kod Cu-tolerantnih vrsta/genotipova [53]. U korenu
bambusa pokazano je da je znacajan udeo ukupnog Cu vezan za malat, kod biljaka i bez i sa Si [62]. Pored akumulacije
citrata i malata u korenu, Si je uticao na akumulaciju akonitata u listu biljaka krastavca [60]. Formiranje kompleksa Cu
[72]. Akumulacija akonitata u listovima krastavca i pSenice ukazuje da je to vazna organska kiselina za zastitu biljaka
od toksi¢nog Cu u prisustvu Si.

Aminokiseline kao sto su histidin (His) i nikocijanamin (NA) formiraju veoma stabilne komplekse sa Cu i njihova
sinteza je indukovana u prisustvu visokih koncentracija Cu kod biljaka [90,91]. NA ima jedinstvenu ulogu u homeostazi
Cu [36,37], dok heliranje metala jakim ligandima, kakav je NA, predstavlja glavnu strategiju za detoksifikaciju kod biljaka
koje nisu tolerantne na prisustvo metala u visku [57,58]. Za razliku od NA, histidin je aminokiselina koja je odgovorna za
hipertoleranciju i hiperakumulaciju metala kod mnogih biljnih vrsta [19].



U listu krastavca detektovana je povecana koncentracija NA i His usled tretmana bakrom u visku, a primena Si je
dodatno pospesila akumulaciju NA i His, $to potvrduju i molarni odnosi NA:Cu i His:Cu koji prema3uju vrednosti kon-
trolnih biljaka [77]. Takode, pokazana je i povecana ekspresija gena koji kodira NA-sintazu (NAS), glavnog enzima u bio-
sintetskom putu NA, kao i YSL3 koji je odgovoran za transport NA-metal kompleksa unutar listova [64]. Kod bambusa
tretiranog bakrom detektovani su kompleksi Cu sa N-ligandima, kao i povecanje akumulacije His u korenu biljaka sa
Si [62]. Heliranje jona pomocu NA i His vazi za vode¢i mehanizam kojim se efikasno kontrolise koncentracija slobod-
nih jona i postize tolerancija prema metalima prisutnim u visku [57]. U skladu sa tim, mozZe se izvesti zakljucak da je sti-
mulacija helatora u cilju povecanja tolerancije prema toksi¢cnom bakru jedan od najvaznijih mehanizama korisnog
delovanja Si u listu biljaka krastavca (Slika 4).
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Slika 4. Mehanizmi delovanja Si na ublazavanje stresa izazvanog toksi¢cnom koncentracijom Cu kod krastavca.
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ZAKLJUCAK

Uobicajeni agroekoloski uslovi, ¢ak i oni koji se definiSu kao povoljni za rastenje biljaka, podrazumevaju prisustvo
bar nekog stresnog faktora koji moZze znacajno uticati na kvalitet i prinos poljoprivrednih kultura. UblaZzavanja efekata
stresa kao i povecanja tolerancije biljaka prema stresu je imperativ u savremenoj poljoprivredi. Upecatljiva i jedin-
stvena uloga silicijuma potpuno opravdava njegovu primenu i u skladu je sa strategijom odrZivog razvoja, koja za-
hteva razvijanje ekoloski prihvatljivih i ekonomi¢nih alternativa za zastitu biljaka od visestrukih faktora stresa. Na trZistu
su prisutne razli¢ite formulacije dubriva bazirane na Si ali je njihova primena i dalje ograni¢ena [17]. Razlog tome je vi-
soka cena ovih dubriva kao i niska efikasnost (biodostupnost Si) posebno u nekim tipovima zemljista. Bolje
razumevanje mehanizama delovanja Si u biljkama izloZenim stresu, omogucice napredak u razvijanju dubriva na bazi
Si i promovisati njihovu Siru upotrebu kao efikasnog sredstva za zastitu biljaka od stresa.
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