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PRIMJENA RNAi TEHNOLOGIJE U ZASTITI BILJIA
SAZETAK

Unato¢ ucestaloj primjeni insekticida, oko 18 % do 20 % ukupne svjetske
proizvodnje poljoprivrednih proizvoda gubi se zbog Steta koje Cine Stetni kukci.
Smatra se da je glavni uzrok tome rezistentnost kukaca na najcesée
primjenjivane insekticide, zbog ¢ega je presudno vazan pronalazak novih
rieSenja u suzbijanju Stetnih organizama. Zanimljivu perspektivu predstavlja
RNA interferencija (RNAi), tehnologija koja se temelji na utiSavanju gena, a
primjenjuje se u brojnim znanstvenim podrucjima. Primjenjiva je i u suzbijanju
Stetnika jer utiSavanje odredenih gena dovodi do zastoja u rastu i razvoju
kukca, potom i uginuca. Najvaznija je prednost RNAi tehnologije Sto djeluje na
to¢no odredenu vrstu Stetnika, jer cilja specifiCan gen, a mijenjajudi ciljane
gene mogucée je potpuno izbjeéi pojavu rezistentnosti. Do sada se RNAI
pokazao uspjeSnim u suzbijanju Stetnika odredenih redova, no postoje jos
brojni izazovi koje treba svladati kako bi to postala uéinkovita i ekonomski
isplativa mjera zastite. Uspjeh primjene ovisi o brojnim ¢imbenicima, a
najvazniji su izbor ciljanog gena i nacin primjene u praksi. Na temelju
dosadasnjih istrazivanja, RNAi pokazuje velik potencijal u suzbijanju Stetnika, a
bolje razumijevanje mehanizama koji utjecu na ucinkovitost omogudit ¢e razvoj
ove tehnologije koja ¢e, smatra se, u buduénosti postati dio integrirane zastite
bilja.

Klljucne rijeci: integrirana zastita bilja, RNA interferencija, Stetnici, utiSavanje
gena

UvoD

U poljoprivredi Stetni kukci uzrokuju velike ekonomske gubitke, a upotreba
razlicitih mjera zastite dodatno povecava troskove proizvodnje. Tradicionalno
koristene agrotehnicke, mehanicke i bioloske mjere lako su dostupne,
praktiCne za uporabu, ne djeluju Stetno na okolis i kompatibilne su s drugim
mjerama. Medutim, uglavnom djeluju sporo, zahtijevaju kvalificirano osoblje i
mogu se primijeniti na manjem podrucju u odredenu trenutku. Kemijske mjere
djeluju brze i ucinkovitije na Stetnike, te se godinama koriste kao najvaznije
mjere zasStite. Glavni su nedostatci uporabe kemijskih pesticida relativno visok
troSak proizvodnje, negativan ucinak na okolis, korisne organizme i ¢ovjeka
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zbog perzistentnosti i akumulacije u okoliSu, te pojava rezistentnosti Stetnika
zbog Siroke i dugotrajne primjene (Ansari i sur., 2014.). Zbog rezistentnosti
Stetnika na pojedine insekticide, poljoprivredni proizvodaci ne uspijevaju
ucinkovito zastititi poljoprivredne kulture te trpe gubitke, ili moraju
primjenjivati skuplje insekticide, ¢ime se umanjuje rentabilnost proizvodnje
(Bazok i Lemi¢, 2017.). Novije mjere zastite, u kojima se koriste geneticki
modificirani (GMO) usjevi koji proizvode toksine bakterije Bacillus thuringiensis
(B.t.), imaju brojne prednosti u usporedbi s agrotehnickim, mehanickim,
bioloskim i kemijskim mjerama. GMO usjevi kontinuirano proizvode
insekticidne tvari koje su visoko specificne u suzbijanju Stetnika, pa su zbog
postizanja vedih prinosa poljoprivrednicima isplativi. Medutim, sve se viSe javlja
rezistentnost Stetnika i na GMO biljke, pa ni ta mjera zastite viSe nije dovoljno
ucinkovita. S obzirom na to da se mogucnosti uspjeSne zastite bilja s vremenom
smanjuju, vazno je razvijati nove pristupe u suzbijanju Stetnika. Jedno od
mogucih novijih rjeSenja svakako je utiSavanje gena RNA interferencijom
(RNAI).

MEHANIZAM DJELOVANJA

U normalnom procesu u stanicama gen proizvodi glasni¢cku RNA (mRNA) koja
se potom prepisuje u protein. Mehanizam djelovanja RNAi-a temelji se na
utiSavanju gena, zbog cega ne dolazi do stvaranja proteina. UtiSavanje gena
postize se unosom kratke dvolanéane RNA (dsRNA) u stanice kukca. Nakon
ulaska u stanicu, dsRNA vezZe se na komplementarnu mRNA koju proizvodi gen i
razgraduje ju. Unistenjem mRNA-a viSe ne dolazi do stvaranja proteina. Bududi
da dsRNA ometa ili interferira mRNA, proces je nazvan RNA interferencija. Radi
se o visokoocuvanu prirodnu procesu kod eukariota, jer se njime reguliraju
geni, a sluZi i kao poseban oblik obrambenog mehanizma protiv virusa i
transpozona (Cooper i sur., 2018.). Zbog specificna mehanizma djelovanja
kojim se utiSava gen, RNAI najviSe se koristi u temeljnim istrazivanjima funkcije
i regulacije gena raznih organizama. Buduci da je RNAi prisutan kod kukaca,
utiSavanje gena ukljucenih u razne fizioloSke procese negativno utjece na rast i
razvoj kukaca, $to dovodi do smanjenja vitalnosti ili do uginu¢a kukca. Upravo
to svojstvo moze se iskoristiti u suzbijanju Stetnika (Agrawal i sur., 2003.).

NACINI UNOSA

Osim odabira kljuénoga gena koji se Zeli utiSati, vrlo je vazan i nacin unosa
dsRNA-a u stanice kukca. Pokazalo se da RNAi ima razli¢itu ucinkovitost s
obzirom na nacin unosa, odnosno jedan nacin moze biti uéinkovit za odredenu
vrstu Stetnika, a za neku drugu vrstu nije ucinkovit. To je iznimno vazno sa
stajalista primjene RNAi-a u poljoprivrednoj praksi. Unos dsRNA-a u stanicu
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moze se provesti mikroinjektiranjem, inkubacijom, oralnom primjenom,
tretiranjem biljaka, ishranom na GMO biljkama koje stvaraju dsRNA, razvojem
transgenih kukaca i drugim metodama (Yang i sur., 2011.).

Mikroinjektiranjem se dsRNA unosi iglicom izravno u tkivo kukca, i to je jedan
od najucinkovitijih nac¢ina unosa i utiSavanja gena. Medutim, mikroinjektiranje
pojedinih jedinaka kukaca u svrhu suzbijanja nije izvedivo u poljoprivrednoj
praksi, a i oStecuje tijelo kukca. Metoda ima vaznost uglavnom u istraZivanjima
funkcije gena zbog svoje ucinkovitosti. Inkubacija se izvodi natapanjem tkiva ili
stanica u otopini koja sadrzava dsRNA. Prikladna je za odredene stanice i tkiva
te odredene stadije kukaca, pa se koristi u temeljnim istraZivanjima i nije
primjenjiva u praksi.

U usporedbi s prethodne dvije metode, unos dsRNA-a oralnim putem
(hranom) jednostavan je i lakSe primjenjiv na sitnim kukcima ili mladim
razvojnim stadijima. Pokazao se uspjesnim u utiSavanju gena kod raznih vrsta iz
redova Hemiptera, Coleoptera i Lepidoptera. Molekule RNA-a mogu se
proizvesti in vitro, u kvascu ili u bakterijama te primijeniti mijeSanjem s hranom
ili otopinom. U novije vrijeme istraZuje se i , pakiranje” dsRNA-a u liposome ili
nanocestice koje molekulama RNA-a daju vecu stabilnost, te se takoder
mijeSaju s hranom. Medutim, kod nekih se vrsta (Spodoptera littoralis),
utiSavanje gena ne dogada kada se dsRNA unese oralno, a mikroinjektiranjem
istoga dsRNA-a u stanice postiZe se uspjeh (Rajagopal i sur., 2002.). Kod nekih
je kukaca (Glossina morsitans) oralna primjena ucinkovita na gene koji se
nalaze u probavilu, ali geni u masnim stanicama nisu utiSani zbog nedostatka
prijenosa RNA molekula izmedu tkiva (Walshe i sur., 2009.). Ovi primjeri
ukazuju na to da nisu svi kukci jednako osjetljivi na oralnu primjenu dsRNA-a.
Uspjeh RNAi-a ovisi i o koncentraciji dsRNA-a unesena hranom, no ne zna se
tocno koja koli¢ina molekula ude u stanice. Unos ishranom moguc¢ je i putem
GMO biljaka koje imaju ugraden gen za stvaranje specificna dsRNA-a. Prednost
je takvih modificiranih biljaka Sto kontinuirano proizvode stabilan dsRNA
materijal kojim djeluju na sve Stetnike koji se njima hrane. Ovaj nacin unosa
praktican je za uporabu u praksi.

Osim u biljke, geni koji proizvode dsRNA mogu se unijeti i u kukce (transgeni
kukci); nastaju sterilne jedinke koje bi se mogle koristiti u SIT tehnici. RNAI
moze se potaknuti i unosom dsRNA-a putem virusa. Taj se nacin tek istrazuje,
no prednost mu je u tome Sto se virus brzo Siri i uzrokuje RNA interferenciju
unutar cijele populacije.

Najprakticniji je i u praksi primjenjiv nacin unosa dsRNA-a folijarno tretiranje
biljaka. Isprva se smatralo da ¢e se molekule RNA-a razgraditi na povrsini biljke,
no uspjesno provedena suzbijanja potvrdila su da je folijarna primjena moguca.
U istrazivanju na krumpirovoj zlatici pokazalo se da je dsRNA nakon susenja bio
stabilan, pa je postignuta ucinkovita zastita tijekom 28 dana od primjene
(Miguel i Scott, 2016.). Sli¢ni rezultati dobiveni su i prilikom suzbijanja
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patogenih gljiva i virusa. lzravnim tretiranjem gusjenica vrste Ostrinia furnalalis
postignuta je ucinkovitost od 40 % do 100 %. Zbog Cvrstog egzoskeleta kukaca,
smatra se da dsRNA primijenjen folijarno zapravo ulazi u kukca ishranom ili
disSnim putem, a neki smatraju da moze proci i kroz koZu. Za razliku od
tretiranja biljaka koje zahtijeva veci utrosak RNAI insekticida, postoje ideje i o
uporabi kombinacije otopine dsRNA-a s atraktantom, koji bi se mogli
postavljati u obliku dispenzora, pa ne bi trebalo tretirati vece povrsine.

PRIMIJERI PRIMJENE

Brojna su istrazivanja pokazala ucinkovitost RNA interferencije u zastiti bilja
od stetnih kukaca. Prvi uspjesan primjer bio je suzbijanje kukuruzne zlatice
(Diabrotica virgifera virgifera) na GMO kukuruzu koji je proizvodio dsRNA.
Li¢inke zlatice zaostajale su u razvoju i ugibale, a Stete su bile visSestruko manje
nego na nezasti¢enu kukuruzu (Baum i sur., 2007.). Zbog uspjesSne primjene,
Europska agencija za okolis (EPA) registrirala je 2017. godine prvo genski
modificirano sjeme na bazi RNAi-a (SMARTSTAX PRO). | drugi kornjasi
(Coleoptera) pokazali su osjetljivost na RNAi putem ishrane: Diabrotica
undecimpunctata, Leptinotarsa decemlineata, li¢éinke Tribolium sp. Primjera iz
reda Lepidoptera jo$S je viSe: Helicoverpa armigera, Ostrinia nubilalis,
Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda, Plutella xylostella, Bombyx mori,
Manduca sexta, Epiphyas postvittana, Diatraea saccharalis i neke druge vrste
(Swevers i Smagghe, 2012.). Leptiri pokazuju vecu varijabilnost u osjetljivosti na
RNAI. Razna istraZivanja pokazala su razli¢it uspjeh primjene RNAi-a kod leptira
s obzirom na nacin unosa dsRNA-a u stanice, stadij kukca, koli¢inu primijenjena
dsRNA-a, ciljani gen i tkivo u kojemu se gen nalazi. Od ostalih Stetnika, RNAI
tehnologijom uspjesno su suzbijene vrste iz reda Hemiptera (Myzus persicae,
Acyrthosiphon pisum, Bemisia tabaci, Nilaparvata Iugens, Laodelphax
striatellus). Potencijalno se, s pomoéu RNAi-a mogu suzbijati i vrste iz redova
Orthoptera, Isoptera, Dictyoptera, Hymenoptera i Diptera jer pokazuju
osjetljivost na RNAi. Premda ne pripadaju razredu kukaca, RNAi uspjeSno je
proveden i na grinjama Ixodes scapularis te, jo$ vaZznije, na koprivinoj grinji
(Tetranychus urticae).

ZAKUUCAK

lako u pocetcima razvoja, tehnologija RNA interferencije pokazuje velik
potencijal primjene u suzbijanju raznih vrsta Stetnika. No, potrebna su jos
mnoga istrazivanja prije nego $to primjena RNAi-a u poljskim uvjetima postane
uCinkovita i ekonomski isplativa mjera zastite. Genomi mnogih kukaca,
ukljucujuci i ekonomski vazne stetnike, sekvenciraju se i postaju dostupni za
bolje razumijevanje RNAi procesa i identifikaciju novih ciljanih gena. Uspjeh
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primjene trenutacno je ograni¢en razlicitom ucinkovitosti na razli¢ite vrste
Stetnika, i posljedica je nedovoljna poznavanja ¢imbenika koji na nju utjecu.
Jedan je od vaznijih ¢imbenika nacin primjene, odnosno nacin unosa RNA
molekula u stanice kukaca. Bolje poznavanje ciljanih gena, nacina primjene,
oCuvanja i prijenosa RNA molekula unutar organizma nuZni su za bolje
razumijevanje mehanizama koji utjecu na uspjeh primjene RNAi-a. Trenutacna
istraZivanja usmjerena su na zastitu bilja od Stetnih kukaca, a mnogi smatraju
da bi u buduénosti RNAi mogao postati dio integrirane zastite bilja te se
primjenjivati i za suzbijanje korova, nematoda, bakterija i gljiva.
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