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�=�D�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N���� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��auksina u stanicama je strogo regulirana transportom i 
metabolizmom auksina. Konjugati auksina �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���V�N�O�D�G�L�ã�Q�X���L�O�L��razgradnu formu auksina. 
Auksinske amidohidolaze su enzimi koji hidroliziraju konjugate �W�H�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X�� �D�N�W�L�Y�Q�L�� �R�E�O�L�N��
auksina���� �8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� odredio sam relativnu ekspresiju gena za auksinske 
amidohidrolaze ILR1, ILL2 i IAR3 u nadekspresorskim linijama ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 
25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4 vrste Arabidopsis thaliana, ekotipa 
Wassilewskija�����,�V�W�U�D�å�L�R���V�D�P���X�W�Mecaj solnog (150 mM NaCl), osmotskog (300 mM manitola) i 
�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�R�J���V�W�U�H�V�D�����������ƒ�&�����Q�D���S�U�R�G�X�å�Q�L���U�D�V�W���L���U�D�]�Y�R�M���N�R�U�L�M�H�Q�D���N�R�G��nadekspresora i mutanata 
(ilr1 -2, ill2 -1, iar3-2, ill2 -1iar3-2 i ilr1 -2ill2-1iar3-2) auksinskih amidohidrolaza. Uz to, 
analizirao sam lokalizaciju rekombinantnog proteina ILL2-GFP u korijenu biljke 
nadekspresora ILL2 8.2 uzgajanih u uvjetima solnog, osmotskog i temperaturnog stresa. 
Nadekspresorske linije ILR1 3.1, ILR1 13.3 i ILL2 27.2 imale su 731.17, 182.5 odnosno 350.93 
�S�X�W�D�� �Y�H�ü�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �J�H�Q�D��auksinske amidohidrolaze u odnosu na divlji tip. 
�1�D�Y�H�G�H�Q�H���O�L�Q�L�M�H���V�X���L�P�D�O�H���L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���S�U�R�P�M�H�Q�X���X���D�U�K�L�W�H�N�W�X�U�L���N�R�U�L�M�H�Q�D���X���X�Y�M�H�W�L�P�D���V�R�O�Q�R�J���V�W�U�H�V�D���X��
odnosu na divlji tip. U uvjetima solnog i osmotskog stresa nakupljanje proteina ILL2 bilo je 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �X�� �]�R�Q�L�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �N�R�U�L�M�H�Q�D���� �G�R�N�� �V�H�� �X�� �Y�U�ã�N�X�� �N�R�U�L�M�H�Q�D�� �Q�L�M�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�O�R�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
kontrolne uvjete.   
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korijena 
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The sensitivity of Arabidopsis thaliana auxin amidohydrolase 
mutants and overexpressors on salt, osmotic and temperature 

stress 

Matko Tudor 
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Auxins act in concentration dependant manner, that is tightly controled by auxin metabolism 
as well as its transportation. Auxin conjugates are storage or degradable forms of auxins. Auxin 
amidohydrolases are enzymes that hydrolyse conjugates and release the active form of auxin. 
In this research, I measured relative expression of auxin amidohydrolases ILR1, ILL2 i IAR3 in 
Arabidopsis thaliana, ecotype Wassilewskija, overexpressing lines ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 
25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 and IAR3 13.4. To reveal function of auxin 
amidohydrolases in plant stress response I investigated the influence of salt (150 mM NaCl), 
�R�V�P�R�W�L�F�� ���������� �P�0�� �P�D�Q�Q�L�W�R�O���� �D�Q�G�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� �V�W�U�H�V�V�� �������� �ƒ�&���� �R�Q�� �J�U�R�Z�W�K�� �D�Q�G�� �G�H�Y�H�O�R�S�P�H�Q�W�� �R�I��
roots in overexpressing lines and auxin amidohydrolase mutants (ilr1 -2, ill2 -1, iar3-2, ill2 -
1iar3-2 i ilr1 -2ill2-1iar3-2). Further, I analysed localisation of recombinant protein ILL2-GFP 
in the overexpressing line ILL2 8.2, grown in conditions of salt, osmotic and temperature stress. 
Overexpressing lines ILR1 3.1, ILR1 13.3 and ILL2 27.2 had 731.17, 182.5 and 350.93 times 
higher expression of corresponding native gene compared to wild type, respectively. The root 
architecture of those overexpressing lines was significantly changed in salt stress condition, 
compared to wild type. In salt and osmotic stress, the accumulation of ILL2 was significanly 
increased in the root maturation zone and did not change in the root tip compared to the control 
conditions. 
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(53 pages, 11 images, 7 tables, 5 supplements, 62 citations, original in: Croatian) 
Thesis is deposited in Central Biological Library. 
 
Mentor: �'�U�����V�F�����1�D�W�D�ã�D���%�D�X�H�U�����$�V�V�R�F�����3�U�R�I 
Reviewers:  
 
 
 
Thesis accepted: 8.9.2022. 
 

 



 
 

S�����Z�•���: 
 

1. UVOD ................................................................................................................................................ . 1 

1.1. METABOLIZAM AUKSINA .............................................................................................................. . 2 

1.1.1. Biosinteza IAA ........................................................................................................................ . 2 

1.1.2. �^�l�o�����]�“�š���v�i�����]���•�l�o�����]�“�v�]���}���o�]���]���/���� ........................................................................................... . 5 

1.1.3. Inaktivacija i razgradnja IAA ................................................................................................... . 7 

1.2. AUKSINSKA SIGNALIZACIJA ........................................................................................................... . 8 

1.3. PRIJENOS AUKSINA ....................................................................................................................... . 9 

1.4. �W�Z�K���h�•�E�/���Z���^�d���^�d���E�/�����Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�X. 10 

1.5. UTJECAJ AUKSINA NA RAZVOJ KORIJENA ..................................................................................... .11 

1.6. ARHITEKTURA KORIJENA U STRESNIM UVJETIMA ........................................................................ .13 

1.6.1. �&�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]���]�����]�}�l���u�]�i�•�l�]���}���P�}�À�}�Œ�����]�o�i���l�����v�����•�}�o�v�]���]���}�•�u�}�š�•�l�]���•�š�Œ���• ........................................... .13 

1.6.2. �&�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]���]�����]�}�l���u�]�i�•�l�]���}���P�}�À�}�Œ����iljaka na temperaturni  stres ............................................. .14 

2. CILJEVI �/�^�d�Z���•�/�s���E�:�� ...................................................................................................................... .16 

3. MATERIJALI I METODE ..................................................................................................................... .17 

3.1. MATERIJALI ................................................................................................................................... .17 

     3.1.1. ���]�o�i�v�]���u���š���Œ�]�i���o�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y..�Y�X�í�ó 

               �ï�X�í�X�í�X�í�X�����]�o�i�l�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�]�����µ�l�•�]�v�•�l�]�Z�����u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�����Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�í�ó 

               3.1.1.�î�X�����]�o�i�l�����u�µ�š���v�š�������µ�l�•�]�v�•�l�]�Z�����u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�����Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y���í�ô 

3.1.2. Hranjivi mediji za uzgoj biljaka ............................................................................................... .19 

    3.1.3�X���W�}�����š�v�]�������Ì�����W���Z���]���‹�W���Z�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�X�X20 

3.2. METODE ........................................................................................................................................ .21 

     3.2.1. Priprema hranjivih medija za uzgoj biljaka ............................................................................ .21 

3.2.2. Sterilizacija sjemenki ............................................................................................................... 21 

3.2.3. Uzgoj biljaka nadekspresora i mutanata za auksinske amidohidrolaze ................................. 22 

 3.2.3.1. Uzgoj biljaka na krutom mediju MS0 i mediju MS s dodatkom higromicina b ............. 22 

 3.2.3.2. Uzgoj biljaka u zemlji i prikupljanje sjemenki ............................................................... 22 

            3.2.3.3. Uzgoj biljaka u stresnim uvjetima�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y..23 

3.2.4. �D�i���Œ���v�i�������µ�o�i�]�v�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]���}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�� .......................... 24 

3.2.5. Izolacija ukupne RNA .............................................................................................................. 25 

3.2.6. Reverzna transkripcija ............................................................................................................. 26 

3.2.7. Metoda PCR ............................................................................................................................ 26 

3.2.8. Metoda qPCR .......................................................................................................................... 27 

3.2.9. Fluorescencijska mikroskopija i kvantifikacija proteina ILL2-GFP ........................................... 29 



 
 

3.2.10. �^�š���š�]�•�š�]���l�����}���Œ���������‰�}�����š���l�� ................................................................................................. 29 

4. REZULTATI ........................................................................................................................................  30 

4.1. �K���Z�����/�s���E�:�������<�^�W�Z���^�/�:�����'���E�����h���d�Z���E�^�'���E�/���E�/�D�����/�>�:�<���D�����^���E�������<�^�W�Z���^�/�:�K�D���'���E����
ILR1, ILL2 i IAR3 .......................................................................................................................... 30 

4.2. �W�Z�K�s�:���Z�����,�K�D�K�•�/�'�K�d�E�K�^�d�/���>�/�E�/�:�����E�������<�^�W�Z���^�K�Z�����/���h���/�E���<���^�d���Z�/�>�/�•�����/�:�����E���� 
KLIJAVOST SJEMENKI ................................................................................................................  32 

4.3. ARHITEKTURA KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA I MUTANATA U UVJETIMA  
BEZ STRESA ................................................................................................................................ 32 

4.4. UTJECAJ TEMPERATURNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA  
I MUTANATA .............................................................................................................................. 32 

4.5. UTJECAJ SOLNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESEORA  
I MUTANATA .............................................................................................................................. 33 

4.6. UTJECAJ OSMOTSKOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA  
I MUTANATA .............................................................................................................................. 37 

4.7. NAKUPLJANJE PROTEINA ILL2 U KORIJENU BILJAKA NADEKSPRESORA ILL2 8.2 UZGAJANIH  
U UVJETIMA SOLNOG, OSMOTSKOG I TEMPERATURNOG STRESA ........................................... 37 

5. RASPRAVA ........................................................................................................................................  39 

6. �•���<�>�:�h�����< .......................................................................................................................................  46 

7. LITERATURA  .....................................................................................................................................  47 

8. �•�/�s�K�d�K�W�/�^�� .......................................................................................................................................  52 

9.PRILOZI..�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�Y�X53 

 

  



 
 

KRATICE 
 

AUX �t Auksinska permeaza  

GH3 �t GRETCHEN HAGEN 3  

IAA �t Indol-3-octena kiselina  
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1. UVOD 
Auksini su skupina biljnih hormona koji imaju bitnu ulogu u rastu i razvoju biljaka te odgovoru 

���]�o�i���l���� �v���� �À���v�i�•�l���� �µ�À�i���š���X�� �/�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� ���µ�l�•�]�v���� �Ì���‰�}�����o�}�� �i���� �l�Œ���i���u�� �����À���š�v�����•�š�}�P�� �•�š�}�o�i�������U�� �l�������� �•�µ��

Charles i Francis Darwin i�•�š�Œ���Î�]�À���o�]���(�}�š�}�š�Œ�}�‰�v�]���}���P�}�À�}�Œ���š�Œ���À����Phalaris canariensis�X���h���•�À�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�U��

�����Œ�Á�]�v�]���•�µ���‰�Œ�����À�]���i���o�]���•�µ���‰�}�•�š�}�i���v�i�����l���u�]�i�•�l�}�P���•�‰�}�i�����µ���l�}�o���}�‰�š�]�o�µ���l�}�i�����‰�}�š�]�������‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š���•�š���v�]�������v����

zasjenjenoj strani koleoptila trave P. canariensis (Darwin i Darwin, 1896). Kasnije je ova tvar izolirana, 

�}�l���Œ���l�š���Œ�]�Ì�]�Œ���v���� �]�� �v���Ì�À���v���� �P�Œ���l�}�u�� �Œ�]�i�����i�µ��auxein, �“�š�}�� �Ì�v�����]�� �^�‰�}�À�������š�]�_�� �]�o�]�� �^�Œ���•�š�]�_�� �~�d���]�Ì��i sur., 2015). 

�����v���•���Ì�v���u�}�����������µ�l�•�]�v�]���v�����•�µ���i���o�µ�i�µ���•���u�}���µ���(�}�š�}�š�Œ�}�‰�]�Ì�u�µ�U���À�������]���µ���u�v�}�P�]�u�����•�‰���l�š�]�u�����Œ���•�š�����]���Œ���Ì�À�}�i����

���]�o�i���l���U���l���}���“�š�}���•�µ �‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š�����]�o�i�v�]�Z���•�š���v�]�����U�����]�}�����U���}�Œ�P���v�}�P���v���Ì�����•�š�����o�i�]�l�����]���l�}�Œ�]�i���v���U���“�š�}���µ�l�o�i�µ���µ�i����

�]�� ���‰�]�l���o�v�µ�� ���}�u�]�v�����]�i�µ�U�� �Œ���Ì�À�}�i�� �(�o�}���u���� �]�� �l�•�]�o���u���U�� ���]�(���Œ���v���]�i���o�v�]�� �Œ���•�š�� �š�l�]�À���� �µ�� �š�Œ�}�‰�]�Ì�u�]�u���� �]�š���X�X�� �d���l�}�����Œ�U��

���µ�l�•�]�v�]���]�u���i�µ���À���Î�v�µ���µ�o�}�P�µ���µ���•���v���•�����v���]�i�]�����]�o�i���l���U���}���P�}�À�}�Œ�µ���v�����]�v�(��kcije patogenima te odgovoru biljaka 

na abiotske stresove i ostale vanjske uvjete (Simon i �W���š�Œ���“���l�U 2011). Auksini su kemijski raznolika 

�•�l�µ�‰�]�v�����•�‰�}�i���À���U���v�}���v�i�]�Z�}�À���µ�š�i�������i���v�����Œ���•�š�U���Œ���Ì�À�}�i���]���(�]�Ì�]�}�o�}�P�]�i�µ�����]�o�i�����i�����•�o�]�����v�X���<���u�]�i�•�l�����•�o�]���v�}�•�š���}�P�Œ���v�]�����v����

je na a�Œ�}�u���š�•�l�]���‰�Œ�•�š���v���µ���•�Œ�����]�“�š�µ���š�����l���Œ���}�l�•�]�o�v�µ���•�l�µ�‰�]�v�µ���l���}�����}���v�]���}�P�Œ���v���l���~���v�����Œ�•���]���^�š�Œ�������Œ�U���î�ì�í�ñ�•��

(Slika 1.�•�X���W�}�Ì�v���š�}���i�������������]�o�i�l�����•�]�v�š���š�]�Ì�]�Œ���i�µ�������š�]�Œ�]�����v���}�P���v�������µ�l�•�]�v���W���]�v���}�o-3-octena kiselina (IAA), indol-

3-�u���•�o�����v�����l�]�•���o�]�v�����~�/�����•�U���ð-klorindol-3-octena kiselina (4-Cl-IAA) i feniloctena kiselina (PAA) (Simon i 

�W���š�Œ���“���l�U �î�ì�í�í�•�X���K�����v�i�]�Z�U���v���i�Ì���•�š�µ�‰�o�i���v�]�i�����i�����]���v���i�À�����]���(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]���µ���]�v���l���]�u�����/�������š�����������•�����µ���v���•�š���À�l�µ���š���l�•�š����

raspravljati o toj formi auksina. Ostali navedeni oblici auksina nisu zastupljeni kod svih biljaka i imaju 

�‰�µ�v�}�� �•�o�����]�i�]�� ���µ�l�•�]�v�•�l�]�� �µ���]�v���l�� �}���� �/������ �~�����•���v�}�À��-�^�����Ì���]�� �s�}�˜., 2019). Danas postoji i mnogo sintetskih 

�}���o�]�l���� ���µ�l�•�]�v���U���l�}�i�]�� �•���� �����•�š�}���l�}�Œ�]�•�š���� �µ���‰�}�o�i�}�‰�Œ�]�À�Œ�����]�� �µ���}���o�]�l�µ���P�v�}�i�]�À���� �]�� �Z���Œ���]���]�����X���E���l�]�� �}���� �v�i�]�Z���•�µ���î�U�ð-

diklorofenoksioctena kiselina (2,4-D), 1-naftalen octena kiselina (NAA), 2-metoksi-3,6-

���]�l�o�}�Œ�}�����v�Ì�}�]���v�����l�]�•���o�]�v�����~���]�����u�����•���]���ð-amino-3,5,6-trikloro-2-piridinekarboksilna kiselina (picloram) 

(Chandrasekaran, 2015). 
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Slika 1. Kemijske strukture prirodnih (indol-3-octena kiselina (IAA), 4-klorindol-3-octena kiselina (4-Cl-
IAA), feniloctena kiselina (PAA) iindol-3-�u���•�o�����v���� �l�]�•���o�]�v���� �~�/�����•�•�� �]�� �•�]�v�š���š�•�l�]�Z�� ���µ�l�•�]�v���� �~�î�U�ð-
diklorofenoksioctena kiselina (2,4-D), 1-naftalen octena kiselina (NAA), 2-metoksi-3,6-
���]�l�o�}�Œ�}�����v�Ì�}�]���v�����l�]�•���o�]�v�����~���]�����u�����•���]���ð-amino-3,5,6-trikloro-2-piridinekarboksilna kiselina (picloram)) 
(preuzeto od Chandrasekaran, 2015). 

 

1.1. METABOLIZAM AUKSINA 

Za optimalni rast, razvoj i odgovor biljaka na vanjske uvjete, koncentracija IAA u biljnim 

stanicama strogo je regulirana. Prevelika ili pr���u���o�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����/���������}�À�}���]�����}���‰�}�Œ���u�������v�}�P���Œ���•�š���U��

�Œ���Ì�À�}�i�����]���}���P�}�À�}�Œ�������]�o�i���l�����v�����À���v�i�•�l�����µ�À�i���š���X���Z���P�µ�o�����]�i�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����/�������µ�����]�o�i�v�]�u���•�š���v�]�����u�����‰�}�•�š�]�Î����

�•�����u���š�����}�o�]���l�]�u���‰�Œ�}�����•�]�u�����~�•�]�v�š���Ì�}�u�U���•�l�o�����]�“�š���v�i���u���]���Œ���Ì�P�Œ�����v�i�}�u�•���š�����š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�}�u���]�Ì�u�����µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z��

organa ili tkiva (Casanova- �^�����Ì��i sur., 2019). Navedeni procesi ukratko su opisani u nastavku teksta.  

1.1.1. Biosinteza IAA 

���]�}�•�]�v�š���Ì�����/���������}�P���������•�����µ���P�}�š�}�À�}���•�À�]�u�����]�o�i�v�]�u���š�l�]�À�]�u���U���v�}���µ���v���i�À�����}�i���u�i���Œ�]���•�������}�P���������µ���o�]�•�v�]�u��

primordijima i mladim listovima. IAA �•�����u�}�Î�������]�}�•�]�v�š���š�]�Ì�]�Œ���š�]���v�����Œ���Ì�o�]���]�š�����v�����]�v���X�����]�}�•�]�v�š���š�•�l�]���‰�µ�š���À�]���/������

se mogu podijeliti na triptofan ovisne i triptofan neovisne. U triptofan ovisnim biosintetskim putevima 

�/������ �P�o���À�v�]�� �‰�Œ���l�µ�Œ�•�}�Œ�� �i���� �š�Œ�]�‰�š�}�(���v�U�� �u�����µ�š�]�u�� �}�À�]�� �u���š�����}�o�]���l�]�� �‰�µ�š���À�]�� �Œ���Ì�o�]�l�µ�i�µ�� �•���� �‰�Œema derivatima 

triptofana (indol-3-piruvatna kiselina (IPyA), indol acetaldoksim (IAOx) i indol acetamid (IAM)) iz kojih 

se IAA sintetizira (Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., �î�ì�í�õ�•�X���W�µ�š���/�W�Ç�����i�����v���i���}�o�i�����]�•�š�Œ���Î���v���š�Œ�]�‰�š�}�(���v���}�À�]�•�v�]�����]�}�•�]�v�š���š�•�l�]��

put IAA te se sastoji od svega dva koraka (Casanova-�^�����Ì���]�� �s�}�˜., 2019). U prvom koraku sudjeluju 

enzimi triptofan aminotransferaze TAA i homolozi TAR1 i TAR2, koji kataliziraju pretvorbu triptofana 

u IPyA. Ovi enzimi kataliziraju prijenos amino skupine s triptofana na piruvat te nastaju IPyA i jedna 

aminokiselina. Drugi korak ovisan je o molekularnom kisiku i NADPH te ga kataliziraju flavinske 

monooksigenaze YUCCA (YUC) koji pretvaraju IPyA u IAA (Zhao, 2012) (Slika 2.). Regulacija ovog 

biosintetskog puta je raznolika. Poznato je, na primjer, da se ekspresija gena iz porodica TAA i YUC 

�µ�À�i���š�}�À���v�����À���v�i�•�l�]�u���µ�À�i���š�]�u���U���l���}���“�š�}���•�µ���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���U���‰�Œ�]�•�š�µ�‰�����v�}�•�š���Z�Œ���v�i�]�À�]�Z���š�À���Œ�]�U���l�}�o�]���]�v�����•�À�i���š�o�}�•�š�]��
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�]�� �š���l�}�� �����o�i���X�� �d���l�}�����Œ�U�� �‰�µ�š�� ���]�}�•�]�v�š���Ì���� �/�W�Ç���� �Œ���P�µ�o�]�Œ���v�� �i���� ���u�]�v�}�š�Œ���v�•�(���Œ���Ì�}�u�� �s���^�í�� �l�}�i���� �l���š���o�]�Ì�]�Œ����

pretvorbu IPyA natrag u triptofan (Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019).  

�/�W�Ç���� �‰�µ�š�� ���]�}�•�]�v�š���Ì���� �i���� ���}�u�]�v���v�š�v�]�� ���]�}�•�]�v�š���š�•�l�]�� �‰�µ�š�� �/������ �l�}���� �•�À�]�Z�� �À�]�“�]�Z�� ���]�o�i���l���U�� ���}�l�� �•�µ�� �}�•�š���o�]��

���]�}�•�]�v�š���š�•�l�]�� �‰�µ�š���À�]�� �}�P�Œ���v�]�����v�]�� �v���� �‰�}�i�����]�v���� �‰�}�Œ�}���]������ ���]�o�i���l���X�� �E���� �‰�Œ�]�u�i���Œ�U�� �/���K�Æ�� ���]�}�•�]�v�š���š�•�l�]�� �‰�µ�š�� �/������

���}�P�������� �•���� �•���u�}���µ�����]�o�i�l���u���� �Œ�}������Brassicaceae (Kashara, 2015; Casanova-�^�����Ì���]�� �s�}�˜., 2019). IAOx je 

�Ì���i�����v�]���l�]�� �‰�Œ���l�µ�Œ�•�}�Œ�� �Ì���� �•�]�v�š���Ì�µ�� �/������ �]�� �•���l�µ�v�����Œ�v�]�Z�� ���]�o�i�v�]�Z�� �u���š�����}�o�]�š���� �P�o�µ�l�}���Œ���•�]���]�v���� �]�� �l���u���o���l�•�]�v����

(Kashara, 2015) koji sudjeluju u obrani biljaka roda Brassicaceae od patogena. U ovom biosintetskom 

putu, triptofan se pretvara u IAOx u reakciji kataliziranoj enzimima iz porodice citokrom P450 

monooksigenaza, CYP79B2 i CYP79B3, enzimima prisutnim samo u biljkama roda Brassicaceae. 

�Z�����l���]�i���� �‰�Œ���š�À�}�Œ������ �/���K�Æ���µ���/������ �v�]�i���� �µ�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]�� �Œ���Ì�i���“�v�i���v���U�� �v�}�� �•�u���š�Œ���� �•���� ������ �•���� �}�À���� �Œ�����l���]�i���� �u�}�Î����

�}���À�]�i���š�]�����]�Œ���l�š�v�}�U���l���š���o�]�Ì�}�u���‰�}�u�}���µ�����v�Ì�]�u�������o�����Z�]�����}�l�•�]�����Ì���������K�í�U���]�o�]���‰�}�•�Œ�����v�}���µ���‰�µ�š���À�]�u�����•�]�v�š���Ì����

�]�v���}�o���P�o�µ�l�}�Ì�]�v�}�o���š���X���h���‰�}�•�o�i�����v�i���u���•�o�µ�����i�µ�U���Ì�����v�i�]���l�}�Œ���l���µ�l�o�i�µ���µ�i�����‰�Œ���š�À�}�Œ���µ���]�v���}�o-3-acetonitrila (IAN) 

u IAA, enzimima IAN nitrilazama (NIT 1-3) (Finet i Jaillais, 2012).  

�/���D�����]�}�•�]�v�š���š�•�l�]���‰�µ�š���/�������š���u���o�i�]�š�}���i�����]�•�š�Œ���Î���v���]���}�‰�]�•���v���l�}���������l�š���Œ�]�i���U�����o�]���v�����]��u biljkama te nije 

�‰�}�Ì�v���š�}�����}�P���������o�]���•�����µ�����]�o�i�l���u���X���<�}���������l�š���Œ�]�i���U���}�À���i�����]�}�•�]�v�š���š�•�l�]���‰�µ�š���µ�l�o�i�µ���µ�i�����‰�Œ���š�À�}�Œ���µ���š�Œ�]�‰�š�}�(���v�����µ��

�/���D�� �‰�}�u�}���µ�� ���v�Ì�]�u���� �š�Œ�]�‰�š�}�(���v-2-�u�}�v�}�}�l�•�]�P���v���Ì���� �~�]�����D�•�� �š���� �‰�Œ���š�À�}�Œ���µ�� �/���D�� �µ�� �/������ �‰�}�u�}���µ�� ���v�Ì�]�u����

indol-3-acetamid hidrolaze (iaaH) (Casanova-�^�����Ì���]�� �s�}�˜., 2019; Morffy i Strader., 2020). U biljkama 

�v�]�i���� �‰�Œ�}�v�������v�� �Z�}�u�}�o�}�P�� �P���v�µ��iaaM �š���� �v�]�i���� �‰�}�Ì�v���š�� ���]�Œ���l�š���v�� �v�����]�v�� �‰�Œ���š�À�}�Œ������ �š�Œ�]�‰�š�}�(���v���� �µ�� �/���D�� �~�}�•�]�u��

p�Œ���l�}�� �/���K�Æ�•�X�� ���v�Ì�]�u�� ���D�/�����•���í�� �~���D�/�í�•�U�� �‰�Œ�]�•�µ�š���v�� �l�}���� �À�]�“�]�Z�� ���]�o�i���l���� �]�u���� �]�•�š�µ�� �(�µ�v�l���]�i�µ�� �l���}�� �]�����,�� �l�}����

bakterija te katalizira pretvorbu IAM u IAA in vitro, ali nije dokazana njegova uloga in planta (Kashara, 

2015; Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019; Korasick i sur., 2013; Morfy i Strader., 2020).  

�W�µ�š���š�Œ�]�‰�š���u�]�v���U�� �v���i�u���v�i���� �i���� �‰�}�Ì�v���š�� �‰�µ�š�� ���]�}�•�]�v�š���Ì���� �/������ �]�� �v�]�i���� �‰�}�š�À�Œ�����v�}�� �‰�}�•�š�}�i�]�� �o�]�� �Œ���o���À���v�š�v����

�µ�o�}�P���� �}�À�}�P���� �‰�µ�š���� �µ�� ���]�}�•�]�v�š���Ì�]�� �/������ �µ�� �À�]�“�]�u�� ���]�o�i�l���u���� �~�>�i�µ�v�P�U�� �î�ì�í�ï�•�X�� �W�}�Ì�v���š�}�� �i���� ������ ���v�Ì�]�u�� �š�Œ�]�‰�š�}�(���v��

dekarboksilaza (TDC) pretvara triptofan u TAM te da enzimi iz porodice YUCCA mogu katalizirati 

pretvorbu TAM u N-hidroksitriptamin, iako reakcija pretvorbe TAM u N-hidroksitriptamin nije 

�‰�}�š�À�Œ�����v����in vivo (Mano i Nemoto, 2012). Koraci reakcije pretvorbe N-hidroksitriptamina u IAA nisu 

poznati. 
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Slika 2. Putevi biosinteze indol-3-�}���š���v�����l�]�•���o�]�v�����~�/�����•���}�À�]�•�v�����}���š�Œ�]�‰�š�}�(���v�µ���l�}�����À�]�“�]�Z�����]�o�i���l���X���^�]�v�š���Ì�����•����

�u�}�Î�����}���À�]�i���š�]���µ�������š�]�Œ�]���Œ���Ì�o�]���]�š�������]�}�•�]�v�š���š�•�l�����‰�µ�š���X���E���i�Ì���•�š�µ�‰�o�i���v�]���}�����•�À�]�Z���‰�µ�š���À�����i�����‰�µ�š���]�v���}�o-3-piruvatne 

kiseline (IPyA), dok je put indol acetaldoksima (IAOx) zastupljen samo u biljkama roda Brassicace. Put 

�]�v���}�o�� �������š���u�]���� �~�/���D�•�� �i���� �����š���o�i�v�}�� �]�•�š�Œ���Î���v�� �l�}���� �����l�š���Œ�]�i���U�� ���}�l�� �l�}���� �À�]�“�]�Z�� ���]�o�i���l���� �v�]�i���� �‰�}�Ì�v���š�����v�Ì�]�u�� �l�}�i�]��

�‰�Œ���š�À���Œ�����š�Œ�]�‰�š�}�����v���µ���/���D�X���W�µ�š���š�Œ�]�‰�š���u�]�v�����~�d���D�•���v���i�u���v�i�����i�����‰�}�Ì�v���š���~�‰�Œ���µ�Ì���š�}���]���‰�Œ�]�o���P�}�����v�}���}����Zhao, 

2010).  

 

�/���l�}���•�����•�u���š�Œ�����������i�����š�Œ�]�‰�š�}�(���v���v���i�À���Î�v�]�i�]���‰�Œ���l�µ�Œ�•�}�Œ���Ì�������]�}�•�]�v�š���Ì�µ���/�����U�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]���•�µ���‰�}�l���Ì���o�]��

da biljke mutante za gene odgovorne za sintezu triptofana i dalje mogu sintetizirati IAA (Kashara, 

2015). Mehanizam triptofan neovisnih puteva sinteze IAA i dalje je nepoznat, no smatra se da sinteza 

�/�������u�}�Î�����]���]���]�Ì���]�v���}�o-3-glicerol fosfata koji se pretvara u IAM koji se zatim pretvara u IAA uz katalizu 

���v�Ì�]�u�}�u�����D�/�í���~�D���v�}���]���E���u�}�š�}�U���î�ì�í�î�•�X���/�������š���l�}�����Œ���u�}�Î�������]�š�]���‰�Œ���À�������v�����µ���/�������µ���Œ�����l���]�i���u�����•�o�]���v�]�u��

�t-�}�l�•�]�������]�i�����u���•�v�]�Z���l�]�•���o�]�v�����µ���‰���Œ�}�l�•�]�•�}�u�µ�X���W�}�l���Ì���v�}���i�����������}�À���i���‰�µ�š���v���•�š���v�l�����/�������]�u�����•�‰�����]�(�]���v�µ���µ�o�}�P�µ��

�µ���Œ���•�š�µ���]���Œ���Ì�À�}�i�µ���]�Ì�����v�l�����]���l�}�Œ�]�i���v���X���E���]�u���U���v���•�š���v���l���‰�Œ�]�u�}�Œ���]�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����i���U�����]�v�]���•���U���}�À�]�•���v���}��
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ovom putu nastanka IAA (Casanova-�^�����Ì���]�� �s�}�˜., 2019). Triptofan ovisni i triptofan neovisni putevi 

���]�}�•�]�v�š���Ì�����/���������l�š�]�À�v�]���•�µ���µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���‰���Œ�]�}���]�u�������u���Œ�]�}�v���o�v�}�P���Œ���Ì�À�}�i�������]�o�i���l�����]���µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u�������]�}�š�•�l�]�u��

uvjetima. Na primjer postoje dokazi da se u ranom embrionalnom razvoju mrkve IAA sintetizira 

primarno triptofan neovisnim putem, a nakon uspostave apikalno-bazalne osi, sinteza se nastavlja 

�µ�P�o���À�v�}�u���š�Œ�]�‰�š�}�(���v���}�À�]�•�v�]�u���‰�µ�š���u���~�D�]���Z���o���Ì�µ�l���]���•�µ�Œ�U���í�õ�õ�î�•�X���d���l�}�����Œ�U���‰�}�Ì�v���š�}���i�����������i�����µ���µ�À�i���š�]�u�����v�]�•�l�]�Z��

temperatura primarno aktivan triptofan ovisni put, dok su pri visokim temperaturama aktivni triptofan 

neovisni putevi biosinteze IAA (Rosquete i sur., 2012). 

1.1.2. �^�l�o�����]�“�š���v�i�����]���•�l�o�����]�“�v�]���}���o�]���]���/���� 

���]�}�•�]�v�š���Ì�����/�������v�]�i�����i�����]�v�]���v�����]�v���µ�•�‰�}�•�š���À�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����•�o�}���}���v�}�P���/�������µ�����]�o�i�v�]�u���•�š���v�]�����u�����]��

�š�l�]�À�]�u���U���À�������}�À�]�•�]���]���}�����Œ�µ�P�]�u���u���š�����}�o�]���l�]�u���‰�Œ�}�����•�]�u�����l���}���“�š�}���•�µ���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���/�������]�Ì���}�l�}�o�v�]�Z���š�l�]�À���U���•�š�À���Œ���v�i����

�l�}�v�i�µ�P���š�����/�����U���v�i�]�Z�}�À�����Z�]���Œ�}�o�]�Ì�����v���š�Œ���P���µ���•�o�}���}���v�µ���/�������š���������P�Œ���������]�i�����/�����X���s�]�“�������]�o�i�l�����•�l�o�����]�“�š�����/�������µ��

�}���o�]�l�µ���l�}�v�i�µ�P���š�����/�������]�o�]���µ���}���o�]�l�µ���/�������~�t�}�}���Á���Œ�����]�������Œ�š���o�U���î�ì�ì�ñ�•�X���s�����]�v�����/�������µ����iljkama je inaktivirano 

te je tek 25% IAA u slobodnom obliku (Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019). Neki od konjugata su reverzibilni 

�}���o�]���]���š�����•�����u�}�P�µ���Z�]���Œ�}�o�]�Ì�]�Œ���š�]���‰�Œ�]�������u�µ���v���•�š���i�����•�o�}���}���v�����/�������~�����•���v�}�À��-�^�����Ì���]���s�}�˜., �î�ì�í�õ�•�X���/�������u�}�Î����

biti konjugirana s aminokiseli�v���u���U���‰���‰�š�]���]�u�����]�o�]���‰�Œ�}�š���]�v�]�u�������u�]���v�}�u���À���Ì�}�u�U���•�����“�������Œ�]�u�������•�š���Œ�•�l�}�u��

�À���Ì�}�u���]�o�]���‰���l���u�}�Î�������]�š�]���u���š�]�o�]�Œ���v���X�� 

�E���i�����š���o�i�v�]�i���� �]�•�š�Œ���Î���v�]�� �l�}�v�i�µ�P���š�]�� �/�������•�µ���l�}�v�i�µ�P���š�]�� �/�������]�� ���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v���X�����}�� �����v���•���i���� ���}�l���Ì���v�}��

nekoliko konjugata auksina s aminokiselinama in planta, a to su: IAA-Leu, IAA-Ala, IAA-Asp, IAA-Glu i 

IAA-Trp. Pretpostavlja se da in planta �‰�}�•�š�}�i���� �i�}�“�� �]�� �/����-Phe i IAA-Val, zbog identifikacije njihovih 

oksidativnih produkata (Sanchez Carranza i sur., 2016). Konjugati IAA i aminokiselina mogu biti 

reverzibilni (IAA-Leu, IAA-Ala, IAA-�W�Z���•�U�����]�i�}�u���•�����Z�]���Œ�}�o�]�Ì�}�u���}�•�o�}�������������l�š�]�À�v�����/�����U���]�o�]���]�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v�]���~�/����-

Glu i IAA-Asp) za koje se smatra da su prekursori za razgradnju IAA (LeClere i sur.; 2002). Ovo je 

dokazano u eksperimentima inhibicije rasta korijena s dodatkom konjugata IAA u medij biljaka A. 

thaliana �~�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v�]�� �}���o�]���]�� �l�}�v�i�µ�P���š���� �•���� �µ�� ���]�o�i�l���u���� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì�]�Œ���i�µ�� �“�š�}�� ���}�À�}���]�� ���}�� �v���l�µ�‰�o�i���v�i���� �/������ �]��

inhibicije rasta korijena, dok se ireverzibilni konjugati ne hidroliziraju te ne dolazi do inhibicije rasta 

korijena). LeClere i sur. (2002) pokazali su da dodatkom konjugata IAA-Glu i IAA-Asp ne dolazi do 

inhibicije rasta korijena, dok konjugati IAA-Leu, IAA-Ala i IAA-�W�Z���� �]�v�Z�]���]�Œ���i�µ���Œ���•�š���l�}�Œ�]�i���v���X���D�����µ�š�]�u�U��

Hayashi i sur. (2021) pokazali su da IAA-Glu i IAA-Asp jesu razgradni oblici konjugata, ali ne i 

�]�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v�]�X�� �d�}�� �i���� ���}�l���Ì���v�}�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�u���� �µ�� �l�}�i�]�u���� �•�µ�� �‰�Œ���š�]�o�]�� �u���š�����}�o�]���l���� �‰�Œ�}���µ�l�š���� �����µ�š���Œ�]�i���u��

�}���]�o�i���Î���vih konjugata IAA-Asp i IAA-Glu. Ustanovili su da u biljkama divljeg tipa A. thaliana dolazi do 

�‰�}�i���À���� �����µ�š���Œ�]�i���u�� �}���]�o�i���Î���v���� �•�o�}���}���v���� �/�����U�� ���}�l��u biljkama mutantama ilr1ill2iar3ill3 deuterijem 

�}���]�o�i���Î���v���� �•�o�}���}���v���� �/������ �v�]�i���� �����š���l�š�]�Œ���v���� �~�,���Ç���•�Z�]��i sur., 2021). IAA-Trp sudjeluje u mehanizmu 

�]�v�Z�]���]���]�i�����(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]�Z���‰�Œ�}�����•�����‰�}�š���l�v�µ�š�]�Z���•���/�����U�����]�i�]���u���Z���v�]�Ì���u���]�������o�i�����v�]�i�����‰�}�Ì�v���š���~�^���v���Z���Ì�������Œ�Œ���v�Ì����i 

sur., 2016). Sinteza konjugata IAA i aminokiselina je posredovana enzimima iz genske porodice 
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GRETCHEN HAGEN 3 (GH3). Ovo je velika porodica �P���v�����•���í�õ�����o���v�}�À�����l�}����A. thaliana, od kojih najmanje 

njih 7 sudjeluje u konjugaciji IAA s aminokiselinama (GH3 geni grupe II) (Ludwig-Muller, 2011). Enzimi 

GH3 �v���� �•�µ���i���o�µ�i�µ���•���u�}���µ���l�}�v�i�µ�P�����]�i�]�� �/�������•�� ���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v���u���U���À������ �u�}�P�µ���l�}�v�i�µ�P�]�Œ���š�]�� ���uinokiseline i s 

���µ�l�•�]�v�}�u���W�����U���i���•�u�}�v�•�l�}�u�U���•���o�]���]�o�v�}�u���]�������v�Ì�}�]���v�}�u���l�]�•���o�]�v�}�u���~�����•���v�}�À��-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019). 

�K�š�l�Œ�]������ �‰�Œ�À�}�P�� �P���v���� �}���P�}�À�}�Œ�v�}�P�� �Ì���� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì�µ�� �l�}�v�i�µ�P���š���� �/������ �]�� ���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v���� �}�š�l�Œ�]�À���v�}�� �i����

eksperimentima izolacije biljaka mutanata vrste A. thaliana kod kojih dodatakom auksinskih konjugata 

�µ�� �u�����]�i�� �v���� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�Z�� �‰�Œ�}�u�i���v���U�� ���}�l�� ���}�����š�l�}�u�� �•�o�}���}���v���� �/������ ���}�o���Ì�]�� ���}�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�Z��

�‰�Œ�}�u�i���v���� �l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]���v�]�Z�� �Ì���� �/������ �~�����Œ�š���o�� �]�� �&�]�v�l�U�� �í�õ�õ�ñ�•�X�� �W�Œ�À�]�� �}�š�l�Œ�]�À���v�]�� �P���v�� ���]�}�� �i����ILR1 �š���� �•�µ�� �‰�}�u�}���µ��

���]�}�]�v�(�}�Œ�u���š�]���l�]�Z�� ���o���š���� �‰�Œ�����À�]�����v�]�� �]�� �����o�i�v�i�]�u�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�u���� ���}�l���Ì���v�]�� ���Œ�µ�P�]�� �P���v�]�� �Ì���� ���µ�l�•�]�v�•�l����

���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���X�� �����v���•�� �i���� �‰�}�Ì�v���š�}�� �•�������u�� ���o���v�}�À����porodice gena ILR1-like u biljci A. thaliana: ILR1, 

ILL1, ILL2, ILL3, IAR3 (ILL4), ILL5 i ILL6 (Sanchez Carranza i sur., 2016). Od navedenih gena, jedino ILR1, 

ILL1, ILL2 i IAR3 �]�u���i�µ���Z�]���Œ�}�o�]�š�]���l�µ�����l�š�]�À�v�}�•�š��in vitro. Auksinska amidohidrolaza ILR1 najefikasnija je u 

hidrolizi IAA-Leu i IAA-Phe, dok su IAR3 i ILL2 najefikasnije u hidrolizi IAA-Ala. ILL3 i ILL6 kodiraju 

hidrolaze koje ne hidroliziraju IAA-aminokiseline in vitro, dok je ILL5 pseudogen (Sanchez Carranza i 

sur�X�U�� �î�ì�í�ò�•�X�� �/���l�}�� ���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �v���i�À�����µ�� �l���š���o�]�š�]���l�µ�� ���l�š�]�À�v�}�•�š�� �]�u���i�µ�� �•�� �}���Œ�������v�]�u��

�l�}�v�i�µ�P���š�]�u���U�� �}�v���� �š���l�}�����Œ�� �u�}�P�µ�� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì�]�Œ���š�]�� �]�� �}�•�š���o���� �•�l�o�����]�“�v���� �l�}�v�i�µ�P���š���� �/������ �]�� ���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v���X To 

�‰�}�l���Ì�µ�i�µ���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����µ���l�}�i�]�u�����•�µ�����]�o�i�l�����u�µ�š���v�š����ilr1, ill2 i iar3 �µ�Ì�P���i���v�����•�����}�����š���]�u�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���l�}�v�i�µ�P���š����

IAA i aminokiselina (Rampey i sur., �î�ì�ì�ð�•�X�� �h�� �}�À�]�u�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�u���� �‰�Œ�������v���� �i���� ���µ�o�i�]�v���� �Z�]�‰�}�l�}�š�]�o���� �]��

primarnog korijena biljaka A. thaliana te je z���l�o�i�µ�����v�}�������� �i���� �i�����]�v�}���/�>�Z�í���v�µ�Î�v�����Ì���� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì�µ���/����-Leu, 

���}�l�� �}�•�š���o���� ���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �u�}�P�µ�� ���]�š�]�� �����Œ���u�� ���i���o�}�u�]���v�}�� �Ì���u�]�i���v�i���v���� ���Œ�µ�P�]�u�� ���µ�l�•�]�v��

���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���u�����µ���‰�Œ�]�•�µ�•�š�À�µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���l�}�v�i�µ�P���š�����/�������]�����u�]�v�}�l�]�•���o�]�v�����~�Z���u�‰���Ç��i sur., 2004).  

Pojedine auksinsk���� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� ���l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���i�µ�� �•���� �µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�u�� �š�l�]�À�]�u���� �š���� �]�u���i�µ�� �•�‰�����]�(�]���v����

uloge u razvoju biljaka. Enzim ILR1 eksprimiran je u ranim stadijima razvoja biljaka u centralnim 

dijelovima kotiledona i hipokotila, u radikuli (klicin korijen) zrelog embrija i u klijancima starim jedan 

dan. Smatra se da je ILR1 glavna auksinska amidohidrolaza za hidrolizu konjugata IAA pri klijanju. 

Ekspresija ILR1 je niska nakon klijanja biljke u svim tkivima. ILL2, zajedno s ILR1, sudjeluje u klijanju 

biljaka, a lokalizira se naj�À�]�“���� �µ�� ���]�•�š���o�v�]�u�� ���]�i���o�}�À�]�u���� �l�}�š�]�o�����}�v���X�� �d���l�}�����Œ�U�� �/�>�>�î�� �•���� �v���l�µ�‰�o�i���� �µ��

�Z�]�����š�}�����u���� �Ì�Œ���o�]�Z�� �o�]�•�š�}�À���U���š���� �•���� �•�u���š�Œ���� ������ �]�u���� �µ�o�}�P�µ�� �µ�� �l���•�v�]�i�]�u�� �(���Ì���u���� �Œ���Ì�À�}�i���� ���]�o�i���l���� �]�� �(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]�u��

�}���P�}�À�}�Œ�]�u���X�� �^�� ���Œ�µ�P���� �•�š�Œ���v���U�� �/���Z�ï�� �•���� �v���� ���l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���� �µ�� �Œ���v�]�u�� �(���Ì���u���� �Œ���Ì�À�}�i���U�� �À������ �š���l�� �l���•�v�]je u 

�À���•�l�µ�o���Œ�v�]�u�� �š�l�]�À�]�u���� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �•�š�����o�i�]�l���X�� �^�u���š�Œ���� �•���� ������ �/���Z�ï�� �]�u���� �À���Î�v�µ�� �µ�o�}�P�µ�� �µ�� �Œ���Ì�À�}�i�µ�� �]�� �}�Œ�P���v�]�Ì�����]�i�]��

vaskularnih tkiva biljaka (Rampey i sur., 2004).  

�<�}�v�i�µ�P���š�]�� �/������ �]�� �“�������Œ���� �š���� �u���š�]�o�]�Œ���v���� �/������ �~�D���/�����•�� �]�u���i�µ�� �À���Î���v�� �µ�š�i�������i�� �v���� ���u���Œ�]�}�v���o�v�]�� �]��

postembrionaln�]�� �Œ���Ì�À�}�i�� ���]�o�i���l���X�� �<�}�v�i�µ�P���š�]�� �/������ �]�� �“�������Œ���� �v���•�š���i�µ�� �µ�� �Œ�����l���]�i�]�� �l���š���o�]�Ì�]�Œ���v�}�i�� �•�‰�����]�(�]���v�]�u��

enzimom uridin-���]�(�}�•�(���š���P�o�]�l�}�Ì�]�o�š�Œ���v�•�(���Œ���Ì�}�u���‰�Œ�}�v�������v�]�u���l�}����A. thaliana (UGT84B1) i kod kukuruza 
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(IAGLU), dok molekularni mehanizam hidrolize esterskih konjugata i dalje �v�]�i���� �Œ���Ì�i���“�v�i���v�� �~�>�µ���Á�]�P-

Mueller, 2011; Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019�•�X���E���i�����“���]���l�}�v�i�µ�P���š���/�������•�����•�š���Œ�•�l�}�u���À���Ì�}�u���i�����/����-glukoza, 

�l�}�i�]�� �i���� �‰�Œ�]�•�µ�š���v�� �µ�� �À���o�]�l�]�u�� �l�}�o�]���]�v���u���� �µ�� �•�i���u���v�l���u���� ���]�o�i���l���X�� �,�]���Œ�}�o�]�Ì�}�u�� �/����-glc dolazi do stvaranja 

auksinskog maksimuma pri klijanju (Ludwig-�D�µ���o�o���Œ�U�� �î�ì�í�í�•�X�� �D���/������ �i���� �š���l�}�����Œ�� �À���Î���v�� �•�l�o�����]�“�v�]�� �}���o�]�l��

�/�����X���D���š�]�o�����]�i�����/���������}�P���������•�����µ���Œ�����l���]�i�]���l���š���o�]�Ì�]�Œ���v�}�i�����v�Ì�]�u�}�u���/�������l���Œ���}�l�•�]�o���u���š�]�o�š�Œ���v�•�(���Œ���Ì�����~�/���D�d�•�U��

���}�l�� �•���� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì���� ���}�P�������� �‰�}�u�}���µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� ���v�Ì�]�u���� �u���š�]�o���•�š���Œ���Ì���� �~�u���š�]�o���•�š���Œ���Ì���� �í�ó�� �~�D���d�í�ó�•�� �lod A. 

thaliana). Biljke mutante iamt1 �‰�}�l���Ì�µ�i�µ�� ���Œ�}�i�v���� �‰�}�Œ���u�������i���� �µ�� �Œ���Ì�À�}�i�µ�� �l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]���v���� �Ì���� ���]�o�i�l���� �•��

�‰�Œ���l�}�u�i���Œ�v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u���/�����U�����}�l�����]�o�i�l�����u�µ�š���v�š����met17 �v�����‰�}�l���Ì�µ�i�µ���Ì�v�������i���v���(���v�}�š�]�‰���Ì���}�P���‰�Œ�]�•�µ�š�v�}�•�š�]��

ostalih metilesteraza koje mogu katalizirati reakciju demetilacije IAA (MES1, 2,3,7,9,16,17 i 18) 

(Casanova-�^�����Ì���]���s�}�˜., 2019; Yang i sur., 2008). 

�/�������i�����‰�Œ�]�Œ�}���v�]���}���o�]�l�����µ�l�•�]�v�����l�}�i�]���•�����u���š�����}�o�]���l�]���u�}�Î�����‰�Œ���š�À�}�Œ�]�š�]���µ���/�����U���‰�Œ�}�����•�}�u���t-oksidacije 

�µ���‰���Œ�}�l�•�]�•�}�u�]�u���X�����]�o�i�l�����u�µ�š���v�š�����Ì�������v�Ì�]�u�����}���P�}�À�}�Œ�v�����Ì�����t-oksidaciju �/�����U���]�u���i�µ���Ì�v�������i�v�����Œ���Ì�À�}�i�v����

�‰�}�Œ���u�������i���U���•�o�]���v�����}�v�]�u����u biljkama �•���•�u���v�i���v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u���/�������~�����u�}�����Œ���v���]���^�š�Œ�������Œ�U���î�ì�í�õ�•�X���d�}��

�‰�}�l���Ì�µ�i�����������i�������]�}�o�}�“�l�������l�š�]�À�v�}�•�š���/�������v���i�À�i���Œ�}�i���š�v�]�i�����µ�•�l�}���À���Ì���v�����µ�Ì���‰�Œ���š�À�}�Œ���µ���µ���/�������š�����������•���u�����/������

�v�]�i�������]�}�o�}�“�l�]�����l�š�]�À�v���X���d���l�}�����Œ�U���v���À�������v�������]�o�i�l�����u�µ�š���v�š�����]�u���i�µ���]���v�]�Î�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����/�����U���“�š�}���P�}�À�}�Œ�]��������

�i�����/�������À���Î���v���•�l�o�����]�“�v�]���}���o�]�l���/�������~�����u�}�����Œ���v���]���^�š�Œ�������Œ�U���î�ì�í�õ�•�X 

1.1.3. Inaktivacija i razgradnja IAA 

�Z���Ì�P�Œ�����v�i���� �/������ �i���� �µ�Ì�� ���]�}�•�]�v�š���Ì�µ�U�� �‰�Œ�]�i���v�}�•�� �]�� �•�l�o�����]�“�š���v�i���� ���µ�l�•�]�v���U�� �À���Î�v���� �l���Œ�]�l���� �µ�� �•�š�À���Œ���vju 

optimalne koncentracija IAA za potrebe rasta i razvoja biljaka. Hayashi i sur. (2021) su svojim 

���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�u�����Œ���Ì�o�µ���]�o�]���i�����]�v�•�š�À���v�]���u���š�����}�o�]���l�]���‰�µ�š���Œ���Ì�P�Œ�����v�i�����/�����X���d���l�}�����Œ�U���•�µ�‰�Œ�}�š�v�}���‰�Œ���š�Z�}���v�]�u��

znanjima, pokazali su da razgradne forme IAA konjugata, IAA-Asp i IAA-�'�o�µ�U���v�]�•�µ���]�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v���U���À�������•����

�u�}�P�µ���Z�]���Œ�}�o�]�Ì�]�Œ���š�]�X���Z���Ì�P�Œ�����v�i�����/���������}�P���������•�����‰�}�����l�}�v�š�Œ�}�o�}�u�����v�Ì�]�u�����'�,�ï�U���/�>�Z�í���]�������K�X���<���}���“�š�}���i�����À������

�}�‰�]�•���v�}���'�,�ï���l���š���o�]�Ì�]�Œ�����l�}�v�i�µ�P�����]�i�µ���/�������•�����u�]�v�}�l�]�•���o�]�v���u���U���µ���•�o�µ�����i�µ���Œ���Ì�P�Œ�����v�i�����•�����•�‰���Œ�š���š�}�u���~���•�‰�•���]��

glutamatom (Glu). Enzimi DAO oksidiraju IAA-Asp i IAA-Glu do konjugata oksindol-3-octene kiseline s 

aminokiselinom Asp ili Glu (oxIAA-Asp i oxIAA-Glu). Auksinska amidohidrolaza ILR1 uklanja 

���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v�µ�� �•�� �}�l�•�]���]�Œ���v�}�P�� �l�}�v�i�µ�P���š���� �/������ �š���� �v���•�š���i���� �}�Æ�/������ �l�}�i���� �•���� ���}�����š�v�}�� �u�}�Î���� �}ksidirati do 3'-

hidroksi-oxIAA (DioxIAA) (Slika 3.)�X���^�µ�‰�Œ�}�š�v�}���‰�Œ���š�Z�}���v�]�u���u�]�“�o�i���v�i�]�u�����������•�����/�������]�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v�}���•�š���À�o�i�����v����

put razgradnje konjugacijom s aminokiselinama Asp i Glu, reakcija koju kataliziraju enzimi DAO je 

�]�Œ���À���Œ�Ì�]���]�o�v�����š�����i�����š�}���l�o�i�µ���v�]�����}�P�������i koja usmjerava IAA u razgradnju (Hayashi i sur., 2021). 
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Slika 3. Shematski prikaz nastanka IAA konjugata enzimima GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) i hidrolize 
konjugata IAA (IAA-Glu i IAA-Asp) enzimom ILR1, te put ireverzibilne inaktivacije IAA enzimima DAO i 
ILR1. Kod ireverzibilne inaktivacije IAA nastaju razgradni produkti oksindol-3-octena kiselina (oxIAA) i 
3'-hidroksi-�}�Æ�/�������~���]�}�Æ�/�����•���~�‰�Œ���µ�Ì���š�}���]���‰�Œ�]�o���P�}�����v�}���}�����,���Ç���•�Z�]��i sur., 2021). 

 

1.2. AUKSINSKA SIGNALIZACIJA  

IAA u stanici uzrokuje ekspresiju raznolikih �P���v�����µ�l�o�i�µ�����v�]�Z���µ���Œ���Ì�À�}�i�v�����]���(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�����‰�Œ�}�����•���X���/������

u stanici ulazi u jezgru iz endoplazmatskog retikuluma, u prijenosu facilitiranom transportnim 

�‰�Œ�}�š���]�v�]�u���� �W�/�E�ô���~�s�����o���Ž�}�À����i sur�X�U���î�ì�î�í�•�X���'���v�]�� ���]�i���� �i���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �‰�}���� �µ�š�i�������i���u���/������ �•�����Œ�Î���� �•���l�À���v���µ��

auxin response element (AuxRE) �µ���‰�Œ�}�u�}�š�}�Œ�µ���v�����l�}�i�µ���•�����À���Î�µ���š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�•�l�]���(���l�š�}�Œ�]���]�Ì��porodice auxin 

response factors �~���Z�&�•�X�� �d�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�•�l�]�� �(���l�š�}�Œ�]�� ���Z�&�� �À���Î�µ�� �•���� �v���� ���µ�Æ�Z���� �l���}�� �Z�}�u�}���]�u���Œ�]�� �š���� �Œ���P�Œ�µ�š�]�Œ���i�µ��

�‰�Œ�}�š���]�v�����}���P�}�À�}�Œ�v�����Ì�����Œ���u�}�����o�]�Œ���v�i�����l�Œ�}�u���š�]�v���U���“�š�}���Ì�����‰�}�•�o�i�����]���µ���]�u�����‰�}�À�������v�i�����]�o�]���•�u���v�i���v�i�����Œ���Ì�]�v����

transkripcije. U odsutstvu IAA, na ARF su vezana dva represorska proteina iz porodice AUX/IAA koji 

�}�v���u�}�P�µ���µ�i�µ�����]�u���Œ�]�Ì�����]�i�µ�����Z�&���‰�Œ�}�š���]�v���� �š���� �v�i�]�Z�}�À�}�����i���o�}�À���v�i���X���Z�������‰�š�}�Œ���/�������i�����‰�Œ�}�š���]�v���d�/�Z�í�U���l�}�i�]�� �•����

nalazi u SCFTIR1 komp�o���l�•�µ�����ï���µ���]�l�À�]�š�]�v���o�]�P���Ì���X���/�������µ���•�š���v�]���]���•�����À���Î�����Ì�����l�}�u�‰�o���l�•���^���&TIR1 koji regrutira 

represorske proteine iz porodice ���h�y�l�/�������š�����‰�}�š�]�������v�i�]�Z�}�À�µ���µ���]�l�À�]�š�]�v�]�Ì�����]�i�µ���]���Œ���Ì�P�Œ�����v�i�µ���µ���‰�Œ�}�š�����•�}�u�µ��
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�î�ò�^�X�� �E���� �}�À���i�� �v�����]�v�� �•���� �µ�� �•�š���v�]���]�� �•�u���v�i�µ�i���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �Œ���‰�Œ���•�}�Œ���� �š���� �•�� transkripcijski faktori ARF, 

�}�•�o�}���������i�µ�U�����]�u���Œ�]�Ì�]�Œ���i�µ���]�����l�š�]�À�]�Œ���i�µ���~�d���]�Ì��i sur., 2015). 

1.3. PRIJENOS AUKSINA 

�^�]�v�š���Ì�����/���������}�P���������•�����µ���P�}�š�}�À�}���•�À�]�u�����]�o�i�v�]�u���š�l�]�À�]�u���U�������v���i�À�]�“�����µ���o�]�•�v�]�u���‰�Œ�]�u�}�Œ���]�i�]�u�����]���u�o�����]�u��

�o�]�•�š�}�À�]�u���X�� �D�����µ�š�]�u�U�� �Ì���� �‰�Œ���À�]�o�v�]�� �Œ���Ì�À�}�i�� ���]�o�i�l���� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�� �/������ �i���� �l�o�i�µ�����v�X�� ���}�l���Ì���v�}�� �i���� ������ �i���� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š��

���µ�l�•�]�v�����v�µ�Î���v���Ì�����Œ���Ì�À�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���U���Œ���Ì�À�}�i���(�o�}���u�����]���l�•�]�o���u���U���(�]�o�}�š���l�•�]�i�µ�U���š�Œ�}�‰�]�Ì�u�����]���µ�•�‰�}�•�š���À�µ���}�•�]��

���u���Œ�]�i�����~�t�}�}���Á���Œ�����]�������Œ�š���o�U���î�ì�ì�ñ�•�X���h���]�Ì�����v�l�µ�U���/�������•�����š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�]�Œ���������Ì�]�‰���š���o�v�}�U���}�����À�Œ�“�v�]�Z�����]�i���o�}�À�������]�o�ike 

�‰�Œ���u�����l�}�Œ�]�i���v�µ�X���d�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���/�������µ���l�}�Œ�]�i���v�µ�����}�P���������]�������Ì�]�‰���š���o�v�}���~�‰�Œ���u�����]�Ì�����v�l�µ�•���]�����l�Œ�}�‰���š���o�v�}���~�‰�Œ���u����

�À�Œ�“�l�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���•�U�� �v���� �v�����]�v�� ������ �•���� ���l�Œ�}�‰���š���o�v�]�� �‰�Œ�]�i���v�}�•�� ���µ�l�•�]�v���� ���}�P�������� �µ�� �����v�š�Œ���o�v�}�u�� ���]�o�v�]�v���Œ�µ�U�� ����

bazipetalni u epidermi (Woodward i Bartel, 2005). Transport �/�������i�����•�š�Œ�}�P�}���Œ���P�µ�o�]�Œ���v���‰�Œ�}�����•���š�����•�����u�}�Î����

�‰�}���]�i���o�]�š�]���v�����‰�}�o���Œ�v�]���]���v���‰�}�o���Œ�v�]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�X���E���‰�}�o���Œ�v�]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�����}�P���������•�����(�o�}���u�}�u���]���•�o�µ�Î�]���Ì�����š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š��

IAA od mjesta sinteze (lisni primordiji i mladi listovi) IAA do udaljenih biljnih tkiva (korijen). Ovo je brz 

(5-�î�ì�� ���u�l�Z�•�� �]�� �‰���•�]�À���v�� �}���o�]�l�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���� �/������ �š���� �•���� ���}�P�������� �‰�Œ���u���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�•�l�}�u�� �P�Œ�����]�i���v�š�µ�� �/������

(Michniewicz i sur., 2007). Proteini transporteri iz porodice gena AUX1 (AUX1 i LAX2) su odgovorni za 

ulazak IAA u floem na mjestima sinteze i za izlazak IAA iz floema u tkivima gdje je IAA potreban za 

razvojne procese (Marchant i sur., 2002). 

�E���l�}�v���]�Ì�o���•�l�����]�Ì���(�o�}���u���U���/�������•�����]�Ì�u�����µ���•�š���v�]�������‰�Œ���v�}�•�]���‰�}�o���Œ�v�]�u���}���o�]�l�}�u���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���X���W�}�o���Œ�v�]��

transport je mnogo sporiji od nepolarnog (5-20 mm/h) te se radi o aktivnom obliku prijenosa. IAA je 

slaba kiselina (pKa�A�ð�X�ó�ñ�•�� �š���� �•���� �µ�� �‰�}���Œ�µ���i�µ�� �•�š���v�]���v���� �•�š�]�i���v�l���� �~�‰�,�A�ñ�X�ñ�•�U�� �í�ñ-20% IAA nalazi u 

protoniranom, lipofilnom obliku IAAH (Taiz i sur., 2015). IAAH osmozom prolazi kroz membranu i ulazi 

u citosol �ÿ�L�M�D���M�H���S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���Q�H�X�W�U�D�O�Q�D���]�E�R�J �ÿ�H�J�D�� �G�R�O�D�]�L���G�R���G�L�V�R�F�L�M�D�F�L�M�H�� �,�$�$�+�� �X���L�R�Q�V�N�L���R�E�O�L�N��

(IAA- ). Uz pasivni ulazak IAA u stanicu, IAA ulazi i putem simportera iz genske porodice AUX1 (AUX1 i 

�>���y�î�•�X�� ���v���Œ�P�]�i���� �Ì���� �}�À���i�� �‰�Œ�}�����•�� ���}���]�À���� �•���� �µ�o���•�l�}�u�� ���À���� �‰�Œ�}�š�}�v���� �µ�� ���]�š�}�‰�o���Ì�u�µ�� �µ�Ì�� �/�����X�� �E���� �}�À���i�� �v�����]�v�U��

ulazak �/�������µ���•�š���v�]���µ���•�����µ���Œ�Ì���À���X���W�}�“�š�}���•�����/�������µ���•�š���v�]���]���v���o���Ì�]���µ���]�}�v�•�l�}�u�U���o�]�‰�}�(�}���v�}�u���}���o�]�l�µ�U���‰���•�]�À�v�]��

�]�Ì�o���Ì���l���]�Ì���•�š���v�]�������v�]�i�����u�}�P�µ���U���À�������•�������}�P���������š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�]�u�����]�Ì��porodice PIN (Slika 4.). Energija za izlazak 

IAA iz stanice dobiva se negativnim nabojem citosola. �W�}�Ì�]���]�i�����š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�����W�/�E���v�]�i�����v���•�µ�u�]���v���U���À�������i����

�•�š�Œ�}�P�}���Œ���P�µ�o�]�Œ���v�����]���}���Œ�������v�]���}���o�]���]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�����W�/�E���•�����o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���i�µ���v�����š�}���v�}���}���Œ�������v�}�i���•�š�Œ���v�]���•�š���v�]�����U��

�š�i�X���‰�}�o���Œ�v�}���•�µ���‰�}�Ì�]���]�}�v�]�Œ���v�]���v�����•�š���v�]���v�}�i���u���u���Œ���v�]�X���W�}�o���Œ�v�}�•�š���o�}�l���o�]�Ì�����]�i�����W�/�E���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�����}�u�}�P�µ�����À����

usmjereni prijenos auksina kroz stanicu (Taiz i sur�X�U�� �î�ì�í�ñ�•�X�� �Z���Ì�o�]���]�š���� �š�l�]�À���� ���l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���i�µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š���� �W�/�E��

�š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�����l�}�i�]���•�µ���o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���v�]���Œ���Ì�o�]���]�š�}���i�����v�]���}�������Œ�µ�P�]�Z�X���E�����‰�Œ�]�u�i���Œ�U���W�/�E�í���o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���v���i�������l�Œ�}�‰���š���o�v�}���µ��

centralnom cilindru. PIN2 transporteri lokalizirani su bazipetalno u stanicama epiderme, dok PIN3 i 

PIN7, eksprimirani u stanicama kolumele korijena, nisu polarno lokalizirani, ali se u odgovoru na 

gravitaciju lokaliziraju lateralno (Rosquete i sur., 2012). Ovakva lokalizacija transportera PIN 
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�}�u�}�P�µ����va usmjereni prijenos auksina u korijenu (akropetalno kroz centralni cilindar, bazipetalno 

kroz epidermu). Uz transportere PIN, izlazak IAA iz stanica odvija se i putem ATP-aza ABC transportera. 

�������� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�]�� �v�]�•�µ�� �‰�}�o���Œ�v�}�� �o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���v�]�U�� �v�}�� �}�v���u�}�P�µ���µ�i�µ�� �‰�}vratak IAA natrag u stanicu. Ovi 

�š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�]���•�µ���o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���v�]���]���v�����u���u���Œ���v�]���Ì���i�����v�}���•���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���Œ�]�u�����W�/�E���š�����‰�}�•�‰�i���“�µ�i�µ���‰�}�o���Œ�v�]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š��

IAA (Taiz i sur., 2015). 

�D���š�����}�o�]�Ì���u�� ���µ�l�•�]�v���� ���}�P�������� �•���� �µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�u�� �•�š���v�]���v�]�u�� �l�}�u�‰���Œ�š�]�u���v�š�]�u���X��Biosinteza i 

konjugacija �/������ ���}�P�������� �•���� �µ�� ���]�š�}�‰�o���Ì�u�]�� ���}�l�� �•���� �v�i�]�Z�}�À���� �Z�]���Œ�}�o�]�Ì���� ���}�P�������� �µ�� ���v���}�‰�o���Ì�u���š�•�l�}�u��

retikulumu, gdje su auksinske amidohidrolaze i lokalizirane�U�����}�l�� �•���� ���µ�l�•�]�v�•�l���� �•�]�P�v���o�]�Ì�����]�i���� ���}�P�������� �µ��

jezgri�X���h�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v�]���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���/�����U���]�Ì�u�����µ�����]�š�}�‰�o���Ì�u���U�����v���}�‰�o���Ì�u���š�•�l�}�P���Œ���š�]�l�µ�o�µ�u�����]���i���Ì�P�Œ���U�����}�P��������

se posredstvom transportnih proteina PIN likes (PILS) i PIN5 (ulazak IAA u ER) i PIN8 (izlazak IAA iz ER 

u citoplazmu ili jezgru) lokaliziranih na membrani endoplazmatskog retikuluma (�s�����o���Ž�}�À����i sur., 

2021). 

 

Slika 4. Shematski prikaz polarnog transporta IAA. Prikazani su putevi ulaska protoniranog oblika indol-
3-octene kiseline (IAAH) u stanicu, deprotonaciju u citoplazmi (IAA-) te izlazak IAA- iz stanice. Prikazana 
je usmjerenost prijenosa IAA kroz stanice te aktivacija protonski�Z���‰�µ�u�‰�]���v�����•�š���v�]���v�}�i���u���u���Œ���v�]���“�š�}��
���}�À�}���]�����}���Ì���l�]�•���o�i���À���v�i�������‰�}�‰�o���•�š�����~�‰�Œ���µ�Ì���š�}���]���‰�Œ�]�o���P�}�����v�}���}�����d���]�Ì���]���•�µ�Œ�X�U���î�ì�í�ñ�•�X  

 

1.4. �W�Z�K���h�•�E�/���Z���^�d���^�d���E�/���� 

���µ�l�•�]�v�]�� �µ�š�i�����µ�� �v���� �u�v�}�P�}���Œ�}�i�v���� �Œ���Ì�À�}�i�v���� �]�� �(�]�Ì�]�}�o�}�“�l���� �‰�Œ�}�����•���� ���]�o�i���l���X�� �s�i���Œ�}�i���š�v�}�� �v���i���}�o�i����

�]�•�š�Œ���Î���v�� �]�� �}�‰�]�•���v�� �u���Z���v�]�Ì���u�� ���i���o�}�À���v�i���� �/������ �i���� �u���Z���v�]�Ì���u�� �‰�Œ�}���µ�Î�v�}�P�� �Œ���•�š���� ���]�o�i�v�]�Z�� �•�š���v�]�����U�� �‰�Œ�}�����•��

poznat kao teorija kiselinskog rasta�X�� �/������ �µ�� ���]�š�}�‰�o���Ì�u�]�� ���]�o�i�v�]�Z�� �•�š���v�]������ �‰�}�š�]������ ���l�š�]�À�����]�i�µ�� �u���u���Œ���v�•�l�]�Z��
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protonskih pumpi (H+-ATP-���Ì���•�U�����]�i�����i�����µ�o�}�P�����]�Ì�������]�À���v�i�����‰�Œ�}�š�}�v�����]�Ì�����]�š�}�‰�o���Ì�u�����À���v���•�š���v�]�������µ���‰�}���Œ�µ���i����

�•�š���v�]���v�����•�š�]�i���v�l�����~���‰�}�‰�o���•�š�•�U���Ì���}�P�������P�������}�o���Ì�]�����}���•�v�]�Î���À���v�i�����‰�,���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�����‰�}�‰�o���•�š�����~�^�o�]�l����4.) (Taiz i 

sur�X�U�� �î�ì�í�ñ�•�X�� �E�����]�v�� �v���� �l�}�i�]�� �/������ ���l�š�]�À�]�Œ���� �‰�Œ�}�š�}�v�•�l�]�Z�� �‰�µ�u�‰�]�� �i���� �v���‰�}�•�Œ�������v�U�� �‰�}�À�������v�i���u�� �•�]�v�š���Ì���� �]�•�š�]�Z�� �]�o�]��

aktivacijom proteina ABP57 ko�i�]���i�����v�µ�Î���v���Ì�������l�š�]�À�����]�i�µ���‰�Œ�}�š�}�v�•�l�]�Z���‰�µ�u�‰�]���~�<�]�u��i sur�X�U���î�ì�ì�í�•�X���^�v�]�Î���v�i�����‰�,��

���‰�}�‰�o���•�š���� ���}�À�}���]�� ���}�� �•�o�����o�i���v�i���� �]�� �‰�µ�����v�i���� �À�}���]�l�}�À�]�Z�� �À���Ì���� �]�Ì�u�����µ�� �����o�µ�o�}�Ì�v�]�Z�� �u�]�l�Œ�}�(�]���Œ�]�o���� �•�š���v�]���v����

�•�š�]�i���v�l���X���K�À���i���‰�Œ�}�����•�����}�P���������•�����‰�}�•�Œ�����•�š�À�}�u���‰�Œ�}�š���]�v�����•�š���v�]���v�����•�š�]�i���v�l�������l�•�‰���v�Ì�]�v���U���l�}ji se aktiviraju 

�‰�Œ�]�� �•�v�]�Î���v�}�u�� �‰�,�� �~�d���]�Ì��i sur�X�U�� �î�ì�í�ñ�•�X�� �W�}�À�������v�]�� �š�µ�Œ�P�}�Œ�� �~�‰�Œ�]�š�]�•���l�� �‰�Œ�}�š�}�‰�o���•�š���� �v���� �•�š���v�]���v�µ�� �•�š�]�i���v�l�µ�U��

�µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v���‰�}�À�������v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u���À�}�������µ���•�š���v�]���]�•���Œ���Ì�u�]�����������o�µ�o�}�Ì�v�����u�]�l�Œ�}�(�]���Œ�]�o�����µ���•�š���v�]���v�}�i���•�š�]�i���v���]���š����

stanica raste. Smjer u kojem stanica rast�����i�����µ�À�i���š�}�À���v���‰���Œ���o���o�v�}�u���}�Œ�P���v�]�Ì�����]�i�}�u���u�]�l�Œ�}�(�]���Œ�]�o�����•�š���v�]���v����

�•�š�]�i���v�l�����š�����•�š���v�]�������u�}�Î�����Œ���•�š�]���•���u�}���µ���i�����v�}�u���•�u�i���Œ�µ�X���^�]�v�š���Ì�}�u���]���µ�P�Œ�����v�i�}�u���v�}�À�]�Z���u�]�l�Œ�}�(�]���Œ�]�o�����]���}�•�š���o�]�Z��

�‰�}�o�]�•���Z���Œ�]�������µ���•�š���v�]���v�µ���•�š�]�i���v�l�µ�U���•�š���v�]���v�����•�š�]�i���v�l�����•�����}���v���À�o�i�����~�d���]�Ì��i sur., 2015).  

1.5. UTJECAJ AUKSINA NA RAZVOJ KORIJENA 

�Z���Ì�À�}�i���l�}�Œ�]�i���v�����•�o�}�Î���v���i�����‰�Œ�}�����•���µ���l�}�i���u���/�������]�P�Œ�����À���Î�v�µ���µ�o�}�P�µ�X���/�����U���l���}���“�š�}���i�����À�������•�‰�}�u���v�µ�š�}�U��

�µ�Ì�Œ�}�l�µ�i���� �Œ���Ì�o�]���]�š�����}���P�}�À�}�Œ�����•�š���v�]������ �]�� �š�l�]�À�����}�À�]�•�v�}���}�� �v�i���P�}�À�}�i�� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�]�X���h���‰�Œ�}�����•�µ���Œ���•�š���� �]�� �Œ���Ì�À�}�i����

korijena stvara se auksi�v�•�l�]�� �P�Œ�����]�i���v�š�U�� �l�}�i�]�� �i���� �l�o�i�µ�����v�� �Ì���� �‰�Œ�}�•�š�}�Œ�v�µ�� �}�Œ�P���v�]�Ì�����]�i�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �/������ �•����

�•�]�v�š���š�]�Ì�]�Œ�����µ���l�}�Œ�]�i���v�µ�U���v�}���Ì�����Œ���•�š���]���Œ���Ì�À�}�i���l�}�Œ�]�i���v�����v�µ�Î���v���i�����š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���À�����]�Z���l�}�o�]���]�v�����/�������]�Ì���v�����Ì���u�v�]�Z��

���]�i���o�}�À�������]�o�i�l���U���P���i�����i�����•�]�v�š���Ì�����v���i�À���������~�l�}�š�]�o�����}�v�]���]���u�o�����]���o�]�•�š�}�À�]�•�X���/�������•�� nepolarnim oblikom transporta 

�‰�Œ���v�}�•�]���]�Ì���v�����Ì���u�v�]�Z�����]�i���o�}�À�������]�o�i�l�����•�À�������}���À�Œ�“�l�����l�}�Œ�]�i���v���U���P���i�����]�Ì�o���Ì�]���]�Ì���(�o�}���u�����š�����•�����‰�}�o���Œ�v�]�u���v�����]�v�}�u��

�š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���� �‰�Œ���v�}�•�]�� ���}�� �u�]�Œ�µ�i�µ�����P�� �����v�š�Œ���� �~eng. Quiescent centre�•�X�� �/������ �•���� �����o�i���U�� �š���l�}�����Œ�� �‰�}�o���Œ�v�]�u��

�v�����]�v�}�u�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���U�� �‰�Œ���v�}si lateralno, prema epidermi, od kuda se polarnim transportom prenosi 

bazipetalno (prema hipokotilu). Polarnim transportom u vanjskim dijelovima korijena bazipetalno, 

���}�o���Ì�]�����}���v���•�š���v�l�������µ�l�•�]�v�•�l�}�P���P�Œ�����]�i���v�š���U���P���i�����i�����v���i�À���������l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����/�������~���µ�l�•�]�v�•�l�]���u��ksimum) u 

�À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v�����l�}�i�����•�����•�u���v�i�µ�i�����‰�Œ���u�����Z�]�‰�}�l�}�š�]�o�µ���~���o���Œ�l��i sur., 2014). Auksinski maksimum ima izrazito 

�À���Î�v�µ�� �(�µ�v�l���]�i�µ�� �µ�� �}�Œ�P���v�]�Ì�����]�i�]�� �À�Œ�“�v�}�P�� �u���Œ�]�•�š���u���� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �/�Ì�v������ �}���Œ�������v���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���U�� �/������ �‰�}�š�]������

�Œ���Ì�P�Œ�����v�i�µ�� �/�����l���h�y�� �Œ���‰�Œ���•�}�Œ���� �š���� �}�u�}�P�µ���µ�i���� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�µ�� �P���v���� �}�•�o�}���������i�µ���]�� ���Z�&�� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�•�l����

faktore MONOPTEROS (MP) i NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL 4 (NPH4). �D�W���]���E�W�,�ð���‰�}�š�]���µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�µ��

transkripcijskih faktora kodiranih genima PLETHORA1 i PLETHORA 2 (PLT�•���l�}�i�]���‰���l�� �‰�}�š�]���µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�µ��

gena SCARECROW (SCR) i SHORT-ROOT (SHR). Ekspresija PLT, SCR i SHR �}���Œ�����µ�i���� �]�����v�š�]�š���š�� �•�š���v�]������

�u�]�Œ�µ�i�µ�����P�������v�š�Œ�����š�����‰�}�š�]���µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�µ���š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�•�l�}�P���(���l�š�}�Œ����WOX5�U�����]�š�v�}�P���Ì�����}���Œ�Î���À���v�i�����u���š�]���v�}�•�š�]��

�‰�Œ�}�l�•�]�u���o�v�]�Z�� �•�š���v�]�����X�� �^�š�}�P���� ���µ�l�•�]�v�•�l�]�� �u���l�•�]�u�µ�u�� �}���Œ�����µ�i���� �‰�}�Ì�]���]�i�µ�� �u�]�Œ�µ�i�µ�����P�� �����v�š�Œ�� u mladom 

korijenu (Taiz i sur., 2015). 

�W�}�Ì�v���š�}���i�����������À���o�]�l�����l�}�o�]���]�v�����/�������µ�š�i�����µ���v�����‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š���•�š�����o�i�]�l���U�����}�l���]�v�Z�]���]�Œ���i�µ���‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š��

�l�}�Œ�]�i���v���X���D���o�����l�}�o�]���]�v�����/�������~�í�ì-10 do 10-9 �D�•���‰�}�š�]���µ�U�����}�l���À���������l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����~�í�ì-6 �D�•���]�v�Z�]���]�Œ���i�µ���‰�Œ�}���µ�Î�v�]��
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rast korijena (Taiz i sur�X�U�� �î�ì�í�ñ�•�X�� �K�À���i�� �‰�Œ�}�����•�� �]�� �����o�i���� �v�]�i���� �µ�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]�� �Œ���Ì�i���“�v�i���v�� �š���� �‰�}�•�š�}�i�]�� �v���l�}�o�]�l�}��

�š���}�Œ�]�i���� �l���l�}�� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �]�v�Z�]���]���]�i���� �‰�Œ�}���µ�Î�v�}�P�� �Œ���•�š���� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �:�����v���� �}���� �v�i�]�Z�� �i���� ������ �/������ �‰�}�š�]������ �•�]�v�š���Ì�µ��

�Z�}�Œ�u�}�v���� ���š�]�o���v���U�� ���]�i���� �i���� �‰�}�Ì�v���š���� �µ�o�}�P���� �µ�� �]�v�Z�]���]���]�i�]�� �Œ���•�š���� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �D�����µ�š�]�u�� �]�� �l�������� �i���� �•�]�v�š���Ì���� ���š�]�o���v����

�}�v���u�}�P�µ�����v���U���]�v�Z�]���]���]�i���� �Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �����o�i���� �‰�}�•�š�}�i�]�� �~�d���]�Ì��i sur�X�U���î�ì�í�ñ�•�X���:�}�“���i�����v���� �š���}�Œ�]�i����

govori o izmijenjenom pH apoplasta korijena kod prevelikih koncentracija IAA. Barbez i sur. (2017) 

pokazali su, kor�]�•�š�����]�� �•�}�o�� �ô-hidroksipiren-1,3,6-trisulfonsku kiseline (HPTS) kao fluorescentni pH 

indikator u apoplastu korijena, da tretmanom biljaka s visokim koncentracijama IAA najprije dolazi do 

�Ì�v�������i�v�}�P�� �‰�}�À�������v�i���� �‰�,�� �~���o�l���v�]�Ì�����]�i���•�� �µ�� ���‰�}�‰�o���•�š�µ�� �š���� �•���� �•�� �À�Œ���u���v�}�u�� �‰�,�� �•�‰�µ�“�š���� �š���� ���}�o���Ì�]�� ���}��

�Ì���l�]�•���o�i���À���v�i���� ���‰�}�‰�o���•�š���X�� �•���l�o�i�µ�����l�� �i���� ������ �}�À�}�� �‰�}�À�������v�i���� �‰�,�� �µ�� ���‰�}�‰�o���•�š�µ�� �u�}�Î���� �]�v�Z�]���]�Œ���š�]�� ���o�}�v�P�����]�i�µ��

�•�š���v�]�������]���‰�}�•�o�i�����]���v�}���‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š���l�}�Œ�]�i���v�����~�����Œ�����Ì��i sur., �î�ì�í�ó�•�X���d���l�}�����Œ�U���l���}���“�š�}���i�����À�������}�‰�]�•���v�}�U���À���o�]�l����

�l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�������µ�l�•�]�v�����‰�}�l�Œ�����µ���l���•�l�����µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����l�}�i�]���}���Œ�Î���À���i�µ���u���š�]���v�}�•�š���]���•�u���v�i���v�µ���u�]�š�}�š�•�l�µ��

���l�š�]�À�v�}�•�š���•�š���v�]�����U���l���}���“�š�}���i�����•�o�µ�����i���•���u�]�Œ�µ�i�µ���]�u�������v�š�Œ�}�u�X���W�Œ���À���o�]�l�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�������µ�l�•�]�v�����µ���l�}�Œ�]�i���v�µ�U��

���]�o�}�� ���P�Ì�}�P���v�]�u�� ���}�����š�l�}�u�� �]�o�]�� �‰�}�Œ���u�������i���u�� �µ�� �u���š�����}�o�]�Ì�u�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���U�� �u�}�P�µ������ ������ �u�}�Î���� ���}�À���•�š�] do 

�‰�}�Œ���u�������i�����}�‰�š�]�u���o�v�}�P���P�Œ�����]�i���v�š�������µ�l�•�]�v�����š�������}���Ì���µ�•�š���À�o�i���v�i�����u�]�š�}�š�•�l�������l�š�]�À�v�}�•�š�]���•�š���v�]�������µ���À�Œ�“�v�}�u��

meristemu korijena (Taiz i sur., 2015). 

�^�µ�‰�Œ�}�š�v�}�� �}���� �µ�š�i�������i���� �v���� �‰�Œ�}���µ�Î�v�]�� �Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���U�� ���µ�l�•�]�v�� �‰�}�Ì�]�š�]�À�v�}�� ���i���o�µ�i���� �v���� ���Œ�}�i��

���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�o�i���l���X�� ���}���v�}�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �Œ���Ì�À�]�i���� �•���� �]�Ì�� �•�š���v�]������ �‰���Œ�]���]�l�o���� �l�}�i���� �•���� �v���o���Ì���� �}���u���Z�� �µ�Ì��

�‰�Œ�}�š�}�l�•�]�o���u�� �l�}�i�]�� �]�P�Œ���� �À���Î�v�µ�� �µ�o�}�P�µ�� �µ�� �]�v�]���]�i�����]�i�]�� �v���•�š���v�l���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �D�}�o���l�µ�o���Œ�v�]�� �u���Z���v�]�Ì���u��

�v���•�š���v�l�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����v�]�i�����µ���‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]���Œ���Ì�i���“�v�i���v�U���u�����µ�š�]�u���‰�}�Ì�v���š�}���i�����������i�����À�i���Œ�}�i���š�v�}���v���i�À���Î�v�]�i�]��

�•�]�P�v���o�� �Ì���� �]�v�]���]�i�����]�i�µ�� �v���•�š���v�l���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �o�}�l���o�v�]�U�� �‰�Œ�}�o���Ì�v�]�� ���µ�l�•�]�v�•�l�]�� �u���l�•�]�u�µ�u�� �µ�� �•�š���v�]�����u����

�‰�Œ�}�š�}�l�•�]�o���u���X���E���]�u���U���l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�������µ�l�•�]�v�����µ���‰�Œ�}�š�}�l�•�]�o���u�µ���v�]�i�����l�}�v�•�š���v�š�v���U���À�������}�•���]�o�]�Œ�����µ���‰�Œ���À�]�o�v�}�u��

vremenskom periodu te svakih 15 sati dolaz�]�����}���v���•�š���v�l�������µ�l�•�]�v�•�l�}�P���u���l�•�]�u�µ�u���X���E���•�š���v���l�����}���v�}�P��

�l�}�Œ�]�i���v�����Ì���‰�}���]�v�i�������•�]�u���š�Œ�]���v�}�u�U�����v�š�]�l�o�]�v���o�v�}�u�����]�}���}�u�����À�]�i�µ���•�š���v�]�������‰���Œ�]���]�l�o���U���‰�Œ�]�������u�µ���v���•�š���i�µ�����À�]�i����

�u���v�i���� �]�� ���À�]�i���� �À�������� �•�š���v�]������ �l�����Œ�]�X�� �W���Œ�]�l�o�]�v���o�v�}�u�� ���]�}���}�u�� �•�š���v�]������ �l�����Œ�]�� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �v���•�š���v�l���� �‰�Œ�]�u�}�Œ���]�i����

���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���U�����]�i���� �•�š���v�]������ �����o�i�v�}�u�����]�}���}�u���]�� ���]�(���Œ���v���]�i�����]�i�}�u���•�š�À���Œ���i�µ���•�À���� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����l�}�Œ�]�i���v���� �l�}�i����

�‰�}�•�š�}�i�����]���µ���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�u���l�}�Œ�]�i���v�µ�X���^�o�]�i���������]�����]�l�o�µ�•���v���•�š���v�l�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����v�������}�P���������•�����•�À�������}���•�o�]�i������������

pojave auksinskog maksimuma u stanicama protoksilema. �h���u�����µ�À�Œ���u���v�µ�U���‰�Œ�]�u���Œ�v�]���l�}�Œ�]�i���v���•�����]�Ì���µ�Î�]�U��

�š���� �•�o�]�i���������]�� ���}���v�]�� �l�}�Œ�]�i���v�� �v���•�š���i���� �v���� �}���Œ�������v�}�i�� �µ�����o�i���v�}�•�š�]�� �}���� �‰�Œ���š�Z�}���v�}�P�X�� ���µ�l�•�]�v�U�� �}�•�]�u�� �µ�� �]�v�]���]�i�����]�i�]��

�Œ���Ì�À�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���U�� �•�µ���i���o�µ�i���� �]�� �µ�� �‰�Œ�}���]�i���v�i�µ�� �v�}�À�}�P�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �l�Œ�}�Ì�� �l�}�Œ�š���l�•�� �]�� ���‰�]�����Œ�u�µ�X��

Prilikom nastanka opisanog auksinskog maksimuma, u stanicama korteksa i epiderme, iznad 

�‰�Œ�]�u�}�Œ���]�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���U�� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �‰�}�i�������v�}�P�� �µ�o���•�l���� �/������ �µ�� �•�š���v�]���µ�X�� �K�À���i�� �‰�}�i�������v�]�� �µ�o���Ì���l�� �/������ �µ��

�•�š���v�]���µ�� �‰�}�š�]������ ���l�•�‰�Œ���•�]�i�µ�� �P���v���� �Ì���� �Œ���u�}�����o�]�Œ���v�i���� �•�š���v�]���v���� �•�š�]�i���v�l���� �l�}�i�]�� �µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�µ�� �}���À���ianje stanica 

�v���À�������v�]�Z���š�l�]�À���� �š���� �}�u�}�P�µ���µ�i�µ�� �v�}�À�}�u�� ���}���v�}�u���l�}�Œ�]�i���v�µ�� �]�Ì�o���Ì���l�� �]�Ì�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �~�K�À���Œ�À�}�}�Œ������i 

sur., 2010). 
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1.6. ARHITEKTURA KORIJENA U STRESNIM UVJETIMA 

���]�o�i�l���� �•�µ���•���•�]�o�v�]���}�Œ�P���v�]�Ì�u�]�U���•�‰�}�•�}���v�]���‰�Œ�]�o���P�}�����]�� �‰�Œ�}�u�i���v�i�]�À�]�u���}�l�}�o�]�“�v�]�u���µ�À�i���š�]�u���X���W�Œ�]�o���P�}dba 

���]�o�i���l���� ���}�P�������� �•���� �µ�� �À�]���µ�� ���]�}�l���u�]�i�•�l�]�Z�U�� �(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]�Z�� �]�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�Z�� �‰�Œ�}�u�i���v���� �l�}�i���� �}�u�}�P�µ���µ�i�µ�� ���}�o�i�µ��

�}�š�‰�}�Œ�v�}�•�š�� �v���� �}�l�}�o�]�“�v���� �•�š�Œ���•�}�À���U�� �l���}�� �“�š�}�� �•�µ�� �À�]�•�}�l���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���� �Ì�Œ���l���� �]�� �š�o���U�� �À�]�“���l�� �À�}������ �µ�� �š�o�µ�� �]�o�]�� �•�µ�“���U��

�Ì�Œ�������v�i���U���Ì���P�������v�i�����š�o�����]���Ì�Œ���l�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���“�š���š�v�]�u���š�À���Œ�]�u�����]���š���l�}�������o�i���X���W�Œ�}�u�i���v�����l�o�]�u�����‰�Œ�������v�����i���������•�š�]�u��

�À�Œ���u���v�•�l�]�u�����l�•�š�Œ���u�]�u�����~�]�Ì�Œ���Ì�]�š�����À�Œ�µ���]�v���U���Z�o�����v�}�����U���‰�}�‰�o���À���U���•�µ�“�����]���•�o�]���v�}�•���l�}�i�����v���P���š�]�À�v�}���µ�š�i�����µ���v����

���]�o�i�l���U���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���]���]�����l�}�v�}�u�•�l�]���À���Î�v�����l�µ�o�š�µ�Œ���X���/�Ì���š�}�P���Œ���Ì�o�}�P�����i�����À���Î�v�}���Œ���Ì�µ�u�i���š�]���(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�����u���Z���v�]�Ì�u����

koj�]�u���� ���]�o�i�l���� �Œ���•�‰�}�o���Î�µ�� �l���l�}�� ���]�� �u�}�P�o�]�U�� ���]�o�}�� �P���v���š�]���l�]�u�� �]�v�Î���v�i���Œ�•�š�À�}�u�� �]�o�]�� �l�Œ�]�Î���v�i���u�U�� �•�š�À�}�Œ�]�š�]�� �}�š�‰�}�Œ�v�]�i����

���l�}�v�}�u�•�l�]�� �À���Î�v���� �l�µ�o�š�µ�Œ���X�� �W�}�Ì�v���š�}�� �i���� ������ ���]�o�i�v�]�� �Z�}�Œ�u�}�v�]�� �]�P�Œ���i�µ�� �À���Î�v�µ�� �µ�o�}�P�µ�� �µ�� �}���P�}�À�}�Œ�µ�� ���]�o�i���l���� �v����

abiotske stresove i da auksini sudjeluju u svim odgovorima pr�]�o���P�}�������X���D�����µ�š�]�u�U�������š���o�i�v�]���u���Z���v�]�Ì�u�]��

�l�}�i�]�u���� ���µ�l�•�]�v�]�� �µ�š�i�����µ�� �v���� �‰�Œ�]�o���P�}�������� �µ�� �µ�P�o���À�v�}�u�� �•�µ�� �v���‰�}�Ì�v���š�]�X�� �K�À�}�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �(�}�l�µ�•�]�Œ���v�}�� �i���� �v����

promjenu arhitekture korijena biljke A. thaliana ekotipa Wassilewskija�U�� �•�� �u�µ�š�]�Œ���v�]�u�� �]�o�]�� �‰�}�i�������v�}��

eksprimiranim genima za auksinske amidohidrolaze ILR1, ILL2 i IAR3, u uvjetima solnog, osmotskog i 

temperaturnog stresa. Poznato je da u uvjetima solnog i osmotskog stresa rast primarnog korijena i 

���Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����Ì�v�������i�v�}���•�u���v�i���v���~�<�}���À�}���š�•��i sur., 2016; Cajero-Sanchez i sur., 2019; Rowe i sur., 

2016; Salopek-Sondi i sur., 2017). Promjena u arhitekturi korijena varira ovisno o koncentraciji soli ili 

�}�•�u�}�o�]�š�]�l�����µ���š�o�µ���š�����‰�Œ�}�u�i���v�����u�}�Î�������]�š�]���u���o�����]�o�]���À���o�]�l���X���h���µ�À�i���š�]�u�����À�]�•�}�l�]�Z���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�����Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P��

�l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �i���� �•�u���v�i���v�U�� �u�����µ�š�]�u�� �l�}���� �‰�}�À�]�“���v�]�Z�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �‰�}�i���À����

tercijarnog i kvartarnog korijena (Koevoets i sur., 2016). 

1.6.1. �&�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]���]�����]�}�l���u�]�i�•�l�]���}���P�}�À�}�Œ�����]�o�i���l�����v�����•olni i osmotski stres 

�K�•�u�}�š�•�l�]���•�š�Œ���•���À�i���Œ�}�i���š�v�}���i�����v���i�µ�����•�š���o�]�i�]���š�]�‰���•�š�Œ���•����u biljkama �l�}�i�]���µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�����Ì�v�������i�v�����P�µ���]�š�l�����µ��

�‰�}�o�i�}�‰�Œ�]�À�Œ�����]�X���K�À���i���š�]�‰���•�š�Œ���•�����u�}�Î�������]�š�]���µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���(���l�š�}�Œ�]�u���U���l���}���“�š�}���•�µ���•�µ�“���U���‰�}�À�]�“���v���•���o�]�v�]�š���š��

�]�o�]�������l���•�u�Œ�Ì���À���v�i�����~�y�]�}�v�P���]���•�Z�µ�X�U���î�ì�ì�î�•�X���'�o���À�v�����l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]�l�����}�•�u�}�š�•�l�}�P���•�š�Œ���•�����i�����P�µ���]�š���l���À�}�������]�Ì���•�š���v�]��a 

i tkiva biljaka. Odgovor biljke na osmotski stres uzrokuje promjenu ekspresije gena te se sintetiziraju 

proteini odgovorni za toleranciju na novonastale uvjete. Mehanizam tolerancije na osmotski stres 

�µ�l�o�i�µ���µ�i�����‰�}�À�������v�µ���•�]�v�š���Ì�µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���}�•�u�}�o�]�š�]�l���U���l���} �“�š�}���•�µ�P�o�]���]�v�������š���]�v���~�'���•�U���‰�Œ�}�o�]�v���~�W�Œ�}�•�U���u���v�]�š�}�o���]�š���X�U��

ekspresiju gena za modulaciju oksidativnog stresa (superoksid dismutaza, glutation-S-transferaza, 

glutation reduktaza, glikozilaze itd.), ekspresiju kasnih embriogenetskih proteina (eng. Late 

embriogenesis-abundant proteins�•�U�����]�i�����i�����µ�o�}�P�����µ���•�‰�Œ�]�i�������À���v�i�µ�����P�Œ���P�����]�i�����‰�Œ�}�š���]�v�����µ���µ�À�i���š�]�u�����•�š�Œ���•���U��

�š�����u�v�}�P�]�Z�����Œ�µ�P�]�Z���š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�•�l�]�Z���(���l�š�}�Œ���X���K�•�u�}�š�•�l�]���•�š�Œ���•�U���µ�Ì���š�}���“�š�}���µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�����P�µ���]�š���l���À�}�������]�Ì���•�š���v�]�����U��

uzrokuje i promjenu metabolizma te nakupljanje reaktivnih k�]�•�]�l�}�À�]�Z���À�Œ�•�š�����~�Z�K�^�•���µ���•�š���v�]���]�X���W�}�i�������v����

�•�]�v�š���Ì�����}�•�u�}�o�]�š�]�l���U���l���}���“�š�}���•�µ���W�Œ�}���]���'���U���‰�}�š�]�������µ�v�}�•���À�}�������µ���•�š���v�]���µ�U���]�o�]���Ì�����Œ�Î���À���v�i�����À�}�������µ���•�š���v�]���]�U�����o�]��

�]�u���i�µ���À���Î�v�µ���µ�o�}�P�µ���µ���v���µ�š�Œ���o�]�Ì�����]�i�]���Z�K�^-�}�À���X���d�}�‰�]�À�]���“�������Œ�]�U���l���}���“�š�}���•�µ���u���v�]�š�}�o���]���š�Œ���Z���o�}�Ì���U���•�µ���i���o�µ�i�µ���µ��

�Ì���“�š�]�š�] �•�š���v�]�������}�����}�l�•�]�����š�]�À�v�}�P���•�š�Œ���•���U�����o�]���v�����]���µ���Ì�����Œ�Î���À���v�i�µ���À�}�������µ���•�š���v�]���]���~�h�‰�����Z�Ç���Ç����i sur., 2013). 
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Solni stres je tip osmotskog stresa jer uzrokuje gubitak vode u stanicama i tkivima te dolazi do 

���l�š�]�À�����]�i�����•�]�P�v���o�v�]�Z���‰�µ�š���À�����l�}�i�]���‰�}�š�]���µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�µ���P���v�����]���������‰taciju biljke na uvjete osmotskog stresa. 

Uz gubitak vode, solni stres uzrokuje i nakupljanje natrija (Na+�•���µ���•�š���v�]�����u���U���“�š�}���µ���À���o�]�l�]�u���l�}�o�]���]�v���u����

�u�}�Î�������]�š�]���]���š�}�l�•�]���v�}���~�•�Z���}��i sur�X�U���î�ì�î�í�•�X���h���µ�À�i���š�]�u�����•�}�o�v�}�P���•�š�Œ���•���U�����}�o���Ì�]�����}���‰�}�À�������v�i�����µ�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v����

koncentracije kalcija (Ca+�•�U�� �À���Î�v�}�P�� �•���l�µ�v�����Œ�v�}�P�� �P�o���•�v�]�l���� �l�}�i�]�� �‰�}�š�]������ �•�]�P�v���o�v�µ�� �l���•�l�����µ�� �l�]�v���Ì���U��

���l�•�‰�Œ���•�]�i�µ���P���v�����]���}���P�}�À�}�Œ���•�š���v�]�������v�����‰�}�À�������v�µ���l�}�o�]���]�v�µ���E��+ u stanicama. Odgovor na Na+ ���}�P���������•����

SOS signalnim putem u kojem se aktivacijom kaskade kinaza aktivira ekspresija gena za Na+/H+ pumpe, 

�‰�}�u�}���µ���l�}�i�]�Z���•�����E��+ izbacuje iz stanice ili nakuplja u vakuoli (Upadhyaya i sur., 2013).  

�s���Î�v�]�� �‰�}�l�Œ���š�����]�� �}���P�}�À�}�Œ���� ���]�o�i���l���� �v���� �•�}�o�v�]�� �]�� �}�•�u�}�š�•�l�]�� �•�š�Œ���•�� �•�µ�� ���]�o�i�v�]�� �Z�}�Œ�u�}�v�]�U�� �v���Œ�}���]�š�}��

apscizinska kiselina (ABA) i IAA. Naime, dokazano j�����������•�������������v���l�µ�‰�o�i�����µ���À���o�]�l�]�u���l�}�o�]���]�v���u�����µ�����]�o�i�l���u����

�µ���µ�À�i���š�]�u�����}�•�u�}�š�•�l�}�P���•�š�Œ���•���X�����������‰�}�š�]���������l�•�‰�Œ���•�]�i�µ���P���v�����l�}�i�]���•�µ���i���o�µ�i�µ���µ���š�}�o���Œ���v���]�i�]�����]�o�i���l�����v�����}�•�u�}�š�•�l�]��

stres putem signalne kaskade SnRK2-AREB/ABF, kojom se aktiviraju mnogobrojni transkripcijski faktori 

�~�µ�� �v���i�À�����}�i�� �u�i���Œ�]�� ���À�]�i����porodice bZIP transkripcijskih faktora, ABI5 u sjemenkama i AREB/ABF u 

�}���Œ���•�o�]�u�����]�o�i�l���u���•�X���d���l�}�����Œ�U���/�������]�u�����À���Î�v�µ���µ�o�}�P�µ���µ���}���P�}�À�}�Œ�µ���v���� �}�•�u�}�š�•�l�]�� �•�š�Œ���•�X���K�À�������À���� �Z�}�Œ�u�}�v����

zajedno djeluju u kompleksnim interakcijama koje uzrokuju toleranciju biljaka na osmotski stres. 

�E���]�u���U�� �/������ �]�� �������� �•���� �Ì�v�������i�v�}�� �v���l�µ�‰�o�i���i�µ�� �µ�� �l�}�Œ�]�i���v�µ�� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �•�š�Œ���•���� �š���� �]�u���i�µ�� �µ�o�}�P�µ�� �µ��

smanjenju gubitka vode (Upadhyaya i sur.�U���î�ì�í�ï�•�X���/���l�}���i�}�“���Œ���o���š�]�À�v�}���•�o�����}���]�•�š�Œ���Î���v�}�U���‰�}�Ì�v���š�}���i���������U���µ��

uvjetima osmotskog i sol�v�}�P���•�š�Œ���•���U�����}�o���Ì�]�����}���Ì�v�������i�v�����‰�Œ�}�u�i���v�����µ���u���š�����}�o�]�Ì�u�µ���]���‰�Œ�]�i���v�}�•�µ�����µ�l�•�]�v���X��

Transport auksina mijenja se promjenom ekspresije proteina iz porodice PIN, AUX1 i ABCB. Naime, 

PIN2 i AUX1 auksinski transporteri, lokalizirani u epidermi i korteksu korijena, internaliziraju se u 

citoplazmu (epiderma) ili se smanjuje njihova ekspresija (korteks). Time dolazi do smanjenja 

�����Ì�]�‰���š���o�v�}�P�� �‰�}�o���Œ�v�}�P�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���� �/������ �“�š�}�� �i���� �i�������v�� �}���� �Œ���Ì�o�}�P���� �v���l�µ�‰�o�i���v�i���� �/������ �µ�� �l�}�Œ�]�i���v�µ�� ���]�o�i�l���� �µ��

uvjetima solnog i osmotskog stresa. U kolumeli korijena pak dolazi do smanjenja ekspresije proteina 

�W�/�E�ï�� �]�� �W�/�E�ó�� �“�š�}�� �š���l�}�����Œ�� ���}�À�}���]�� ���}�� �‰�}�Œ���u�������i���� �µ�� �‰�}�o���Œ�v�}�u�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�µ�� �/������ �µ�� �l�}�Œ�]�i���v�µ�X�� �d���l�}�����Œ�U��

biosinteza i konjugacija IAA u kolumeli i meristemu korijena je smanjena, dok je u epidermi i korteksu 

�‰�}�À�������v���U���•�u���v�i���v�i���u�U���}���v�}�•�v�}���‰�}�À�������v�i���u�����l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����Ì�����•�]�v�š���Ì�µ���]���l�}�v�i�µ�P�����]�i�µ���/�������~YUC3, 5, 8, 

9 i GH3) (Korver i sur., 2018). �d���l�}�����Œ�U�� �‰�}�Ì�v���š�}�� �i���� ������ ���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���}�o���Ì���� �/���Z�ï�� �}�u�}�P�µ�����À����

biljkama A. thaliana otpornost na solni stres te se ekspresija ovog prote�]�v���� �‰�}�À�������À���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u����

osmotskog stresa (Kinoshita i sur., 2012). 

1.6.2. �&�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]���]�����]�}�l���u�]�i�•�l�]���}���P�}�À�}�Œ�����]�o�i���l�����v�����šemperaturni stres 

�d���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�]���•�š�Œ���•���]�u�����v���P���š�]�À���v���µ�š�i�������i���v�����u�v�}�P�}���Œ�}�i�v�����(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�����]�����]�}�l���u�]�i�•�l�����‰�Œ�}�����•�����µ��

biljkama. Kao posljedica temperaturnog stresa u biljnim stanicama dolazi do akumulacije ROS-ova, 

�����v���š�µ�Œ�����]�i�����]���‰�}�P�Œ���“�v�}�P���•�u���š���v�i�����‰�Œ�}�š���]�v�����~�“�š�}�����}�À�}���]���]�����}���v���•�š���v�l�����‰�Œ�}�š���]�v�•�l�]�Z�����P�Œ���P���š���•�U���v���Œ�µ�“���À����

se stabilnost membrana, smanjuje se stopa fotosinteze, transpiracije te dolazi do pore�u�������i����
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osmotske regulacije (Li i sur., 2021; Zhao i sur., �î�ì�î�ì�•�X�� �K���P�}�À�}�Œ�� ���]�o�i���l���� �v���� �‰�}�À�]�“���v���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ����

�]�Ì�Œ���Ì�]�š�}���i�����l�}�u�‰�o���l�•���v���š�����v�]�i�����µ���‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]���Œ���Ì�i���“�v�i���v�X���<���}���]���µ���•�À�]�u���•�š�Œ���•�}�À�]�u���U���µ���•�š���v�]�����u�������}�o���Ì�]�����}��

promjene u ekspresiji mnogih gena, koje rezultiraju sintezom proteina odgovornih za toleranciju 

biljaka na temperaturni stres (Zhao i sur., �î�ì�î�ì�•�X�� ���}�� �����v���•�U�� �v�]�•�µ�� �‰�}�Ì�v���š�]�� �•�À�]�� �u�}�o���l�µ�o���Œ�v�]�� �]�P�Œ�����]�� �v�]�š�]��

�u���Z���v�]�Ì�u�]���µ���}���P�}�À�}�Œ�µ�����]�o�i���l�����v�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�]���•�š���•�U���v�}���•�u���š�Œ�����•�����������v���i�À���Î�v�]�i�µ���µ�o�}�P�µ���]�u���i�µ���‰�Œ�}�š���]�v�]��

HSP (eng. heat shock proteins) i HSF (eng. heat shock transcription factors). HSP su velika porodica 

�‰�Œ�}�š���]�v���� �“���‰���Œ�}�v���� ���]�i���� �i���� �µ�o�}�P���� �}�•�]�P�µ�Œ���À���v�i���� �‰�Œ���À�]�o�v�}�P�� �•�u���š���v�i���� �‰�Œ�}�š���]�v���� �µ�� �v�}�Œ�u���o�v�]�u�� �µ�À�i���š�]�u���� �š����

resolubilizacija proteinskih agregata. U uvjetima temperaturnog s�š�Œ���•�����À���Î�v�µ���µ�o�}�P�µ���]�P�Œ���i�µ���‰�Œ�}�š���]�v�]���]�Ì��

�•�l�µ�‰�]�v�����,�•�‰�î�ì�U���ó�ì���]���õ�ì���l�}�i�]���•�µ���•�v���Î�v�}�����l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���v�]���µ���µ�À�i���š�]�u�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P���•�š�Œ���•���U���µ�Ì���}�•�š���o�����•�l�µ�‰�]�v����

proteina HSP (Bourgine i Guihur, 2021). . HSF proteini su transkripcijski faktori odgovorni za ekspresiju 

proteina HSP i ostalih proteina odgovornih za odgovor biljaka na temperaturni stres (Kotak i sur. 2007). 

�^�o�]���v�}���l���}���]���l�}�����•�}�o�v�}�P���]���}�•�u�}�š�•�l�}�P���•�š�Œ���•���U���l�}�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P���•�š�Œ���•�������}�o���Ì�]�����}���}�l�•�]�����š�]�À�v�}�P���•�š�Œ���•�����]��

sinteze tvari odgovornih za neutralizaciju ROS-ova (Kotak i sur., 2007). U odgovoru na temperaturni 

�•�š�Œ���•�� �]�� �v���� �]�v���µ�l���]�i�µ�� �š���Œ�u�}�u�}�Œ�(�}�P���v���Ì���� �~�u�}�Œ�(�}�o�}�“�l���� �‰�Œ�}�u�i���v���� ���]�o�i�l���� �µ�•�o�]�i������ �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���•��

�•�µ���i���o�µ�i�µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�����]�o�i�v�]���Z�}�Œ�u�}�v�]�U���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���]���]�����µ�l�•�]�v���X���W�}�Ì�v���š�}���i�����������µ���µ�À�i���š�]�u�����‰�}�À�������v�]�Z���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ����

���}�o���Ì�]�����}���‰�}�i����anja auksinske signalizacije smanjenjem ekspresije termoosjetljivog proteina PIL6, koji 

pripada porodici �‰�Œ�}�š���]�v�����W�/�>���µ�l�o�i�µ�����v�]�Z���µ���š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š���/�������]���o�}�l���o�]�Ì�]�Œ���v�]�Z���v�����u���u���Œ���v�]�����v���}�‰�o���Ì�u���š�•�l�}�P��

retikuluma (Li i sur., 2021). Koncentracija slobodnog auksina se po�À�������À�����‰�Œ�]���À�]�•�}�l�]�u���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���u����

�“�š�}���i�����‰�}�•�o�i�����]�������‰�}�i�������v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����Ì�������]�}�•�]�v�š���Ì�µ���/�������~�v�‰�Œ�X��YUC�•�X���d���l�}�����Œ�U���µ���µ�À�i���š�]�u�����À�]�•�}�l�]�Z��

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ���U�� ���}�o���Ì�]�� ���}�� �‰�Œ�}�u�]�i���v���� �µ�� �‰�}�o���Œ�v�}�u�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�µ�� ���µ�l�•�]�v���� �‰�}�À�������v�i���u�� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �‰�Œ�}�š���]�v����

�W�/�E�î���š�����‰�}�i�������v�i���������Ì�]�‰���š���o�vog polarnog transporta IAA u korijenu (Lu i sur., 2021). 
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2. ���/�>�:���s�/���/�^�d�Z���•�/�s���E�:�� 
 

Poznata je uloga IAA u rastu i razvoju korijena i smatra se da IAA, uz ostale biljne hormone, 

�]�u���� �À���Î�v�µ�� �µ�o�}�P�µ�� �µ�� �}���P�}�À�}�Œ�µ�� ���]�o�i���l���� �v���� �•�š�Œ���•�v���� �µ�À�i���š���X�� �D���Z���v�]�Ì���u�� �l�}�i�]�u�� ���]�o�i�l�����Œ���•�‰�}�o���Î�µ�� �•�� �/������ �µ��

�µ�À�i���š�]�u���� �����]�}�š�]���l�}�P�� �•�š�Œ���•���� �•�o�����}�� �i���� �‰�}�Ì�v���š�X�� ���]�o�i�� �}�À�}�P�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �i���� �]�•�š�Œ���Î�]�š�]�� �l���l�}�� �•�}�o�v�]�U�� �}�•�u�}�š�•�l�]�� �]��

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�]���•�š�Œ���•���µ�š�i�����µ���v�������Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ���l�}�Œ�]�i���v�����u�µ�š���v���š�� �]���v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����µ�Œ�}���v�i���l����A. thaliana s 

�‰�}�Œ���u�������v�}�u�� ���l�•�‰�Œ���•�]�i�}�u�� �P���v���� �Ì���� ���µ�l�•inske amidohidrolaze ILR1, ILL2 i IAR3, utvrditi razinu 

nadekspresije gena ILR1, ILL2 i IAR3 �µ���š�Œ���v�•�P���v�]���v�]�u�����]�o�i�l���u���U���š�����}���Œ�����]�š�]���l���l�}���•�š�Œ���•�v�]���µ�À�i���š�]���µ�š�i�����µ���v����

�v���l�µ�‰�o�i���v�i�����]���o�}�l���o�]�Ì�����]�i�µ�����µ�l�•�]�v�����u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�����/�>�>�î���µ���À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v���X�� 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. MATERIJALI 

3.1.1. BILJNI MATERIJAL 

3.1.1.1. Biljke nadekspresori auksinskih amidohidrolaza 

Na raspolaganju sam imao sjemenke divljeg tipa biljke Arabidopsis thaliana, ekotipa 

Wassilewskija te sedam biljaka nadekspresora iste vrste i ekotipa nazvanih prema genu za auksinsku 

amidohidrolazu koju prekomjerno eksprimiraju (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 

11.5 te IAR3 13.4�•�X�� ���]�o�i�l���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�]�� �]�u���i�µ�� �µ�� �P���v�}�u�� �µ�P�Œ�������v�µ�� �d-DNA s genima za auksinsku 

amidohidrolazu i za rezistenciju na higromicin b, koji su pod kontrolom konstitutivnog promotora. Sve 

navedene biljke nadekspresori imaju samo jednu inserciju i homozigotne su za transgen. Insercija je 

napravljena transformacijom biljaka A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, bakterijom Agrobacterium 

tumefaciens metodom floral dip, s binarnim vektorima prikazanih na Slici 5. Transgeni ILR1, ILL2 i IAR3 

�µ�� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�•�l�]�u�� �o�]�v�]�i���u���� �v���� �ï�[��kraju imaju sekvencu za histidinski privjesak (Slika 5., A, B, C), a 

transgen ILL2 u liniji ILL2 8.2 �]�u���U���µ�Ì���Z�]�•�š�]���]�v�•�l�]���‰�Œ�]�À�i���•���l�U���]���•���l�À���v���µ���Ì���o���v�}�P���(�o�µ�}�Œ���•���]�Œ���i�µ�����P���‰�Œ�}�š���]�v����

(GFP�•�U���š���l�}�����Œ���v�����ï�[���l�Œ���i�µ���•���l�À���v�������~�^�o�]�l�����ñ�X�U�����•�X 
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Slika 5. Prikazi binarnih vektora, napravljenih u programu �^�v���‰�'���v��� �s�]���Á���Œ�U���l�}�Œ�]�“�š���v�]�Z���Ì�������}���]�À���v�i����

biljaka nadekspresora vrste Arabidopsis thaliana�U�� ���l�}�š�]�‰���� �t���•�•�]�o���Á�•�l�]�i���X�� �W�}�u�}���µ�� �À���l�š�}�Œ����

pMDC32AtILR1His (A), dobivene su biljke nadekspresori ILR1 13.3 i ILR1 3.1�U�� �‰�}�u�}���µ��

pHOVAtILL2tevHIS (B), dobiveni su ILL2 25.6 i ILL2 27.2�U���‰�}�u�}���µ���‰�D�����ï�î���š�/���Z�ï�,�]�•���~���•�U��IAR3 11.5 i 

IAR3 13.4, a �‰�}�u�}���µ�� �‰�,�K�s���š�/�>�>�î�š���À�,�]�•�'�&�W�� �~���•�� ���}���]�À���v���� �i���� ���]�o�i�l���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ��ILL2 8.2. T-DNA 

�•���l�À���v�������µ���•�À���l�}�u���‰�Œ�]�l���Ì���v�}�u���À���l�š�}�Œ�µ���•�����Œ�Î�]���P���v���Ì�����Œ���Ì�]�•�š���v���]�i�µ���v�������v�š�]���]�}�š�]�l���Z�]�P�Œ�}�u�]���]�v�������]���P���v���Ì����

���µ�l�•�]�v�•�l�µ�����u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�µ�U���l�}�i�����v�����ï�[���l�Œ���i�µ���•�����Œ�Î�]���Z�]�•�š�]���]�v�•�l�]���‰�Œ�]�À�i���•���l���~���U����, C) ili histidinski privjesak i 

GFP (D). 

 

3.1.1.2. Biljke mutante auksinskih amidohidrolaza 

Na raspolaganju sam imao sjemenke pet homozigotnih biljaka mutanata vrste A. thaliana, 

ekotipa Wassilewskija. Biljke mutante imenovane su prema mutiranim genima za auksinske 

amidohidrolaze (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, dvostruka mutanta ill2-1iar3-2 i trostruka mutanta ilr1-2ill2-1iar3-

2). Biljke mutante ilr1-2 i iar3-2 imaju mutacije krivog smisla (eng. Missense mutations), napravljene 

primjenom etil metansulfonata (EMS). Biljke mutante ilr1-2 imaju mutaciju u genu ILR1 na poziciji 69 

(Glu69Lys), a biljke mutante iar3-2 u genu IAR3 na poziciji 124 (Gly124Glu) (Bartel i sur., 1995; Davies 



19 
 

i sur., 1999). Biljke mutante ill2-1 �•�����Œ�Î�����]�v�•���Œ���]�i�•�l�µ���u�µ�š�����]�i�µ���µ���P���v�µ��AtILL2 �v�����ï�[ kraju drugog egzona. 

�K�À�}�u���]�v�•���Œ���]�i�}�u���v���•�š���i���� �]�������o�����]�i���� �~�ð�î���‰���•�� �µ���•���l�À���v���]�� �•�‰�}�i���� ���Œ�µ�P�}�P�����P�Ì�}�v���� �]�� ���Œ�µ�P�}�P���]�v�š�Œ�}�v���� �“�š�}�����]�v�]��

ovaj alel nefunkcionalnim (Rampey i sur�X�U�� �î�ì�ì�ð�•�X�� �h�P�Œ�������v���� �]�v�•���Œ���]�i���� �•�����Œ�Î�]�� �P���v�� �Ì���� �Œ���Ì�]�•�š���v���]�i�µ�� �v����

antibiotik kanamicin te je linija ill2-1 rezistentna na kanamicin (Rampey i sur., 2004). Biljke mutante 

ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2 �•�����Œ�Î���� �]�•�š���� �u�µ�š�����]�i���� �l���}�� �]�� �i�����v�}�•�š�Œ�µ�l�]�� �u�µ�š���v�š�]�� �~�Z���u�‰���Ç��i sur., 2004). 

�E���À�������v�����u�µ�š�����]�i�����µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�µ���P�µ���]�š���l���]�o�]���Ì�v�������i�v�}���•�u���v�i���v�µ���(�µ�v�l���]�i�µ���P���v�����~�����Œ�š���o��i sur., 1995; Davies i 

sur., 1999; Rampey i sur., 2004). 

3.1.2. Hranjivi mediji za uzgoj biljaka  

Hranjivi medij koji sam koristio za isklijavanje biljaka nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 

25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-

1iar3-2) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, kruti je medij Murashige i Skoog (MS0) (Murashige i 

Skoog, 1962). U svrhu postizanja uvjeta solnog stresa, u medij MS sam dodavao natrijev klorid (150 

mM). Za postizanje uvjeta osmotskog stresa, u medij MS sam dodavao D-manitol (300 mM). Za 

provjeru homozigotnosti biljaka nadekspresora, u medij MS sam dodavao antibiotik higromicin b (30 

mg/L). Sastav medija MS0 i dodatci navedeni su u Tablici 1. 

 

Tablica 1. Sastav medija MS (pH 5,7) za uzgoj biljaka divljeg tipa, nadekspresora i mutanata u 
kontrolnim uvjetima i dodatci mediju MS za uzgoj u uvjetima solnog, osmotskog i temperaturnog 
stresa. 

Sastojci medija MS0 Koncentracija (g/L) 

MS medij u prahu s dodanim vitaminima (Duchefa) 4.4 

Saharoza (Kemika, Zagreb) 10 

2-(N-Morpholino) ethanesulfonska kiselina (MES) 
monohidrat (Duchefa) 

0.5 

Agar za biljne kulture (plant agar; Duchefa) 10 

Dodatci mediju MS Koncentracija 

Natrijev klorid (Kemika, Zagreb) 150 mM 

D-manitol (Kemika, Zagreb) 300 mM 

Higromicin B (Sigma-Aldrich) 30 mg/L 
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3.1.3. �W�}�����š�v�]�������Ì�����W���Z���]���‹�W���Z�� 

�W�}�����š�v�]�������l�}�i�����•���u���l�}�Œ�]�•�š�]�}���µ���u���š�}���]���l�À���v�š�]�š���š�]�À�v�����o���v�����v�����Œ�����l���]�i�����‰�}�o�]�u���Œ���Ì�}�u �~�‹�W���Z�•���•�o�µ�Î����

�Ì���� �µ�u�v���Î���v�i���� �Œ���(���Œ���v�š�v�]�Z���P���v���� �~OGIO i TIP41) te nativnih gena i transgena (ILR1, ILL2, IAR3). Slijed 

�v�µ�l�o���}�š�]�������‰�}�����š�v�]�������]���À���o�]���]�v�����(�Œ���P�u���v���š�����l�}�i�����µ�u�v���Î���i�µ���v���À�������v�����•�µ���µ��Tablici �î�X���W�}�����š�v�]�������l�}�i�����•���u��

koristio u metodi �o���v�����v���� �Œ�����l���]�i���� �‰�}�o�]�u���Œ���Ì�}�u �~�W���Z�•�� �µ�u�v���Î���i�µ�� �(�Œ���P�u���v�š�� �P���v����Aktin 3 (ACT3). 

�s���o�]���]�v�����‰�Œ�}���µ�l�š�����Œ�����l���]�i�����W���Z���•���}�À�]�u���‰�}�����š�v�]�����u�����v�]�i�����]�•�š�]�����l�}���i�����l���o�µ�‰�������E�����]�o�]���P���v�}�u�•�l�������E���X���^�o�]�ied 

�v�µ�l�o���}�š�]�������}�À�]�Z���‰�}�����š�v�]�������]���À���o�]���]�v�����(�Œ���P�u���v���š�����l�}�i�����µ�u�v���Î���i�µ���v���À�������v�����•�µ���µ��Tablici 3. 

Tablica 2. �W�}�����š�v�]�������Ì�����µ�u�v���Î���v�i�����P���v����ILR1, ILL2, IAR3, OGIO i TIP41. 

Gen  Nazivi 
�‰�}�����š�v�]���� 

�E�µ�l�o���}�š�]���v�]���•�o�]�i�������~�ñ�[-�E���ï�[�•  �K�����l�]�À���v�����À���o�]���]�v����
fragmenta (pb) 

ILR1 AtILR1_fw TGCTATGCTTCTTGGTGCTGC 102 

AtILR1_rev CCTGCATAACCTTCCTCGCCT 

ILL2 AtILL2_fw TGGTTACGAAGAACTCGAGACCAG  183 

AtILL2_rev TCCCACTCAACACCTTCCTGAAT  

IAR3 AtIAR3_fw GCTTGCCTTGTGATAACCTGCTC 121  

AtIAR3_rev GCGGTGGTGCTTTCAATGTGATTC 

OGIO OGIO_fw ATCCAAGAGCAGTTCAAGCAAG 130 

OGIO_rev GAGAGCCATACCTTCCACTG 

TIP41 TIP41_fw GCAGCACAATGGAAATTCAGG 122 

TIP41_rev GCCTCAACCGTTTCTTTGTC 

 

 

Tablica �ï�X���W�}�����š�v�]�������Ì�����µ�u�v���Î���v�i�����(�Œ���P�u���v�š�����P���v����ACT3. 

Gen Naziv 
�‰�}�����š�v�]���� 

Nukleotidni slijed 
�~�ñ�[-�E���ï�[�• 

�K�����l�]�À���v����
�À���o�]���]�v����

fragmenta  
(kaup genomska 

DNA) (pb) 

�K�����l�]�À���v�����À���o�]���]�v����
fragmenta  

(kalup cDNA) (pb) 

ACT3 ACT3_fw CTGGCATCATACTTTC
TACAATG  

733 650 

ACT3_rev CACCACTGAGCACAA
TGTTAC 
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3.2. METODE 

3.2.1. Priprema hranjivih medija za uzgoj biljaka  

Kruti hranjivi medij koji sam koristio za isklijavanje biljaka je medij Murashige i Skoog (MS0). Medij 

�D�^�ì���•���u���‰�Œ�]�‰�Œ���u���}���µ���•�š���l�o���v�}�i�������“�]�����}�����À���v�i���u���l�}�u�‰�}�v���v�š�]���v���À����enih u Tablici 1. u destiliranu vodu 

(dH2�K�•�U���µ�Ì���u�]�i���“���v�i�����v�����u���P�v���š�v�}�i���u�]�i���“���o�]���]�X���‰�,���À�Œ�]�i�����v�}�•�š���•���u���‰�}�����•�]�}���•���í���u�D���}�š�}�‰�]�v�}�u���<�K�,���v����

5.7. Nakon pripreme, medije sam sterilizirao u autoklavu i izlio u sterilne petrijeve zdjelice. Nakon 

sterilizacije u autoklavu, svi postupci s medijima se rade u laminaru. Uz kruti medij MS0, pripremao 

�•���u���]���u�����]�i�����D�^���•�����}�����š�l�}�u���v���š�Œ�]�i���À�����l�o�}�Œ�]�������~�E�����o�V���l�}�v�����v�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����í�ñ�ì���u�D�•�U���•�����}�����š�l�}�u����-

�u���v�]�š�}�o���� �~�D���v�V�� �l�}�v�����v���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �ï�ì�ì�� �u�D�•�� �]�� �•�� ���}�����š�l�}�u�� ���v�š�]���]�}�š�]�l���� �Z�]�P�Œ�}�u�]���]�v�� ���~�l�}�v�����v����

�l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����ï�ì���u�P�l�>�V���Z�]�P�Œ�}�u�]���]�v�������•�������}�����i�����v���l�}�v�����µ�š�}�l�o���À�]�Œ���v�i�����]�����i���o�}�u�]���v�}�P���Z�o�������v�i�����u�����]�i���•�X��

Za isklijavanje sjemenki i ispitivanje homozigotnosti biljaka, medij sam izlio u okrugle petrijeve zdjelice, 

promjera 9 cm. Za uzgoj biljaka u stresnim uvjetima, medije sam izlijevao u kvadratne petrijeve 

zdjelice, 12 x 12 cm. Nakon izlijevanja medija, petrijevke sam ostavio otvorene uz plamenik u laminaru 

sve dok mediji nisu polimerizirali. 

3.2.2. Sterilizacija sjemenki 

Sterilizaciju sjemenki biljaka nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, 

IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrste A. thaliana, 

ekotipa Wassilewskija�U�� �Œ�����]�}�� �•���u�� �v���� ���À���� �v�����]�v���X�� �W�Œ�À�]�� �v�����]�v�� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�ie sjemenki je sterilizacija 

otopinom izosana, a drugi etanolom. Za sterilizaciju otopinom izosana, najprije sam pripremio 

sterilizacijsku otopinu sastava 1% Izosan G (Pliva) i 0.1% mukazol (Sigma) u destiliranoj vodi (dH2O). 

Na sjemenke sam prvo dodao 1 mL �ó�ì�9�����š���v�}�o���� �š���� �]�Z�� �]�v�l�µ���]�Œ���}�� �i�����v�µ���u�]�v�µ�š�µ���µ�Ì�� �u�]�i���“���v�i���� �Œ�µ�l�}�u�X 

Supernatant sam zatim uklonio te sam na sjemenke dodao 1 mL sterilizacijske otopine. Sjemenke sam 

�}�•�š���À�]�}�������•���š���u�]�v�µ�š�����������•�����u�]�i���“���i�µ���v�����Œ�}�š�}�Œ�µ���µ���•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i�•�l�}�i���}�š�}�‰�]�v�]�X���K�•�š���š���l���‰�Œ�}�š�}�l�}�o�����•���u��radio u 

�o���u�]�v���Œ�µ�X�� �E���l�}�v�� �]�v�l�µ�������]�i���U�� �µ�l�o�}�v�]�}�� �•���u�� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i�•�l�µ�� �}�š�}�‰�]�v�µ�� �]�� �Ì���‰�}�����}�� �•�� �]�•�‰�]�Œ���v�i���u�� �•�i���u���v�l�]��

dodatkom 1 mL sterilne dH2O. Sjemenke u dH2�K���•���u���u�]�i���“���}���í���u�]�v�µ�š�µ�U���v���l�}�v�������P�����•���u���]�Z���}���o�}�Î�]�}���v����

�•�š���o���l���]���‰�Œ�]�����l���}���������•�����•�i���u���v�l�����•�š���o�}�Î�����v�������v�}�����‰�Œ�µ�À���š�� pa sam uklonio dH2O. Postupak ispiranja u 

�����•�š�]�o�]�Œ���v�}�i���À�}���]���•���u���‰�}�v�}�À�]�}���š�Œ�]���‰�µ�š���X���E���l�}�v���Ì���À�Œ�“���v�}�P���‰�}�•�š�µ�‰�l���U���•�i���u���v�l�����•���u���}�•�š���À�]�}���µ�������•�š�]�o�]�Œ���v�}�i��

vodi. 

�W�}�•�š�µ�‰���l���•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i�����•�i���u���v�l�]�����š���v�}�o�}�u���Ì���‰�}�����}���•���u���•���‰�Œ�]�‰�Œ���u�}�u���í�ì���u�>���ó�ì�9�����š���v�}�o�����µ���l�}�i�]��

sam dodao kap d���š���Œ���Î���v�š�����d�Á�����v� �î�ì (Sigma). Na sjemenke sam dodao 1mL navedene otopine te 

�•���u���]�Z���]�v�l�µ���]�Œ���}���î�ì���u�]�v�µ�š�����µ�Ì���u�]�i���“���v�i�����v�����Œ�}�š�}�Œ�µ�X���E���l�}�v���]�v�l�µ�������]�i�����•���u���µ�l�o�}�v�]�}���•�µ�‰���Œ�v���š���v�š���š�����•���u��

�v���� �•�i���u���v�l���� ���}�����}�� �õ�ò�9�� ���š���v�}�o�� �]�� �‰�Œ�}�u�]�i���“���}�X�� �E���l�}�v���“�š�}�� �•�µ�� �•���� �•�i���u���v�l���� �•�š���o�}�Î�]�o���� �v���� ��no epruvete, 

uklonio sam supernatant. Ovaj postupak sam ponovio tri puta te sam, nakon posljednjeg ispiranja, 
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uklonio sav etanol iz epruveta. Epruvete sa sjemenkama sam ostavio otvorene uz plamenik dok sav 

���š���v�}�o���v�]�i�����]�•�‰���Œ�]�}�U�������•�i���u���v�l�����•�����}�•�µ�“�]�o���X 

3.2.3. Uzgoj biljaka nadekspresora i mutanata za auksinske amidohidrolaze 

Na mediju MS0 i medijima MS s dodatkom NaCl, manitola ili higromicina b uzgajao sam biljke divljeg 

tipa, nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-

2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrste A. thaliana�U�����l�}�š�]�‰�����t���•�•�]�o���Á�•�l�]�i���U���Ì�����]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i����

�Œ���•�š���� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �}���Œ�����]�À���v�i���� �š�l�]�À�v���� �o�}�l���o�]�Ì�����]�i���� �‰�Œ�}�š���]�v�•�l�}�P�� �l�}�v�•�š�Œ�µ�l�š���� �/�>�>�î-GFP (u biljaka 

nadekspresora ILL2 8.2) �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P�U�� �}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �]�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���X�� �d���l�}�����Œ�U�� ���]�o�i�l����

nadekspresore uzgajane na nave�����v�]�u���u�����]�i�]�u�����l�}�Œ�]�•�š�]�}���•���u���Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����Ì����

auksinske amidohidrolaze (ILR1, ILL2 i IAR3�•�� �u���š�}���}�u�� �‹�W���Z�� �š���� �Ì���}���Œ�����]�À���v�i���� �l�o�]�i���À�}�•�š�]�� �]��

homozigotnosti biljaka. . Biljke uzgajane u zemlji koristio sam za prikupljanje sjemenki. 

3.2.3.1. Uzgoj biljaka na krutom mediju MS0 i mediju MS s dodatkom higromicina b 
Sterilizirane sjemenke biljaka divljeg tipa, nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 

27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) 

vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, posijao sam u petrijeve zdjelice s krutim medijem MS0 i 

medijem MS s dodatkom antibiotika higromicina b (30 mg/L). Sjemenke sterilizirane otopinom izosana 

se nalaze u dH2O te sam ih posijao na m�����]�i���‰�}�u�}���µ���‰�]�‰���š�����•���}���Œ���Ì���v�]�u���À�Œ�“�l�}�u���v���•�š���À�l���X���W���š�Œ�]�i���À����

�Ì���i���o�]�������•���š���l�}���‰�}�•�]�i���v�]�u���•�i���u���v�l���u�����•���u���}�•�š���À�]�}���}�š�À�}�Œ���v�����µ���o���u�]�v���Œ�µ���µ�Ì���‰�o���u���v�]�l���l���l�}�����]���•�����‰�}�•�µ�“�]�}��

�À�]�“���l�� ���,�î�K�X�� �^�i���u���v�l���� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���v���� ���š���v�}�o�}�u�� �•���u�� �i�����v�}�•�š���À�v�}�� �•�š�Œ���•���}�� �v���� �l�Œ�µ�š�]�� �u�����]�i�X�� �W�o�}������ �•����

sjeme�v�l���u�����•���u���Ì���š�]�u���Ì���u�}�š���}���‰���Œ���(�]�o�u�}�u���š�����•���u���]�Z���•�š���À�]�}���v�����•�š�Œ���š�]�(�]�l�����]�i�µ���~�=�ð���£���•�X���E���l�}�v�����À���������v����

�•�š�Œ���š�]�(�]�l�����]�i���U�� �‰�o�}������ �•���u�� �‰�Œ���������]�}�� �µ�� �]�v�l�µ�����š�}�Œ�� �•�� �µ�À�i���š�]�u���� �l�Œ���š�l�}�P�� �����v���� �~�ô�� �Z�� �����v�U�� �í�ò�� �Z�� �v�}���•�� �v����

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]���}�����î�í���£���X 

3.2.3.2. Uzgoj biljaka u zemlji i prikupljanje sjemenki 
Biljke nadekspresore (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) 

i mutanate (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, 

uzgajane 12 dana na mediju MS0 sam �‰�Œ���•�����]�}���µ���Ì���u�o�i�µ���}���Œ�������v�µ���v�����ò�ì���£��, 30 min (Steckmedium, 

Klassman-Deilmann GmbH). U zemlju sam posadio po 4 biljke nadekspresora, mutanata i divljeg tipa 

(svaki klijanac u svoju posudu). Biljke sam najprije uzgajao u inkubatoru u uvjetima kratkog dana (8 h 

�����v�U���í�ò���Z���v�}���U���î�í���£���•���š�����•���u���]�Z���v���l�}�v���í�ì�������v�����‰�Œ���������]�}���µ���µ�À�i���š�������µ�P�}�P�������v�����~�í�ò���Z�������v�U���ô���Z���v�}���V���î�ð���£���•��

kako bih inducirao cvjetanje. Biljke sam redovno zalijevao vodovodnom vodom. Tijekom uzgoja biljaka 

u uvjetima dugog dana biljke procvjetaju i s vremen�}�u���Œ���Ì�À�]�i�µ���l�}�u�µ�“�l�����•�����•�i���u���v�l���u���X���E���l�}�v���Œ���Ì�À�}�i����

�l�}�u�µ�“�l�]�����]�o�i�l�����À�]�“�����v�]�•���u���Ì���o�]�i���À���}���š�����•���u���]�Z���‰�µ�•�š�]�}���������•�����}�•�µ�“�����l���l�}�����]�Z���‰�Œ�]�l�µ�‰�]�}���•�i���u���v�l���X���^�i���u���v�l����

�•���u���‰�Œ�]�l�µ�‰�]�}���v�����v�����]�v���������•���u���}�•�µ�“���v�������À�i���š�v�����•�š���‰�l�����•���l�}�u�µ�“�l���u�����v�i���Î�v�}���•�š�]�•�v�µ�}���Œ�µ�l�}�u�U���‰�Œ�]�������u�µ��

�•�����l�}�u�µ�“�l�����}�š�À���Œ���i�µ���]���}�•�o�}���������i�µ���•�i���u���v�l���X���^�i���u���v�l�����•���u���‰�Œ�}�•�]�i���}���]���}���]�•�š�]�}���}�����}�•�š���o�}�P���•�µ�Z�}�P�����]�o�i�v�}�P��
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�u���š���Œ�]�i���o���� �š���� �•���u�� �]�Z�� �•�‰�Œ���u�]�}�� �µ�� ���‰�Œ�µ�À���š���X�� �/�Ì�u�����µ�� �‰�Œ�]�l�µ�‰�o�i���v�i���� �•�i���u���v�l�]�� �i�����v���� �o�]�v�]�i���� �]�� �‰�}�����š�l����

�‰�Œ�]�l�µ�‰�o�i���v�i�����•�i���u���v�l�]�����Œ�µ�P�����o�]�v�]�i���U�������š���o�i�v�}���•���u���‰�}���]�•�š�]�}���Œ�����v�]���‰�Œ�}�•�š�}�Œ���l���l�}���v�������]�Z���‰�}�u�]�i���“���}���•�i���u���v�l����

�Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���o�]�v�]�i���X 

3.2.3.3. Uzgoj biljaka u stresnim uvjetima  
Biljke divljeg tipa, nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 

te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2), vrste A. thaliana, ekotipa 

Wassilewskija, uzgajao sam u kvadratnim petrijevim zdjelicama s krutim medijem MS0 (kontrola), s 

krutim medijem MS s dodatkom NaCl (150 mM; solni stres) i s krutim medijem MS0 s dodatkom d-

manitola (300 mM; osmotski stres). Biljke namijenjene ispitivanju utjecaja temperaturnog stresa na 

rast i razvoj korijena sam nasadio u kvadratnu petrijevu zdjelicu s krutim medijem MS0 te ih inkubirao 

�µ���‰�}�•�����v�}�u���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�u���Œ���Î�]�u�µ���~�}�����ô�X�ì�ì�Z�����}���í�î�X�ì�ì�Z���v�����î�ô���£���U���}�����í�î�X�ì�ì�Z�����}���í�ò�X�ï�ì�Z���v�����ï�ô���£���U���}����

�í�ò�X�ï�ì�Z�����}���î�î�X�ì�ì�Z���v�����î�ð���£�����š�����}�����î�î�X�ì�ì�Z�����}���ô�X�ì�ì���‰�}�v�}�À�v�}���î�ð���£���V���}�����ò�X�ì�ì�Z�����}���î�î�X�ì�ì�Z�������v�U�������}�����î�î�X�ì�ì�Z��

���}�� �ò�X�ì�ì�Z�� �v�}���•�X�� �•���� �}�À���i�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}�� �•���u�� �•�i���u���v�l���� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���v���� �µ�� ���š���v�}�o�µ�X�� �•���� �]�•�l�o�]�i���À���v�i����

sjemenki, sjemenke sam najprije posija�}���µ���}�l�Œ�µ�P�o�����‰���š�Œ�]�i���À�����Ì���i���o�]�������•���l�Œ�µ�š�]�u���u�����]�i���u���D�^�ì���v�����v�����]�v��

������ �•���u�� �]�Z�� �i�����v�}�•�š���À�v�}�� �•�š�Œ���•���}�� �]�Ì�� ���‰�Œ�µ�À���š���� �v���� �‰�o�}���µ�U�� �‰���Ì�����]�� ������ �‰�����v�µ�� �v���� �u�����]�i�� �•���� �“�š�}���À�]�“���� �Œ���Ì�u���l����

�i�����v�����}�������Œ�µ�P���X���W�o�}�������•�����•�i���u���v�l���u�����•���u���Ì���u�}�š���}���‰���Œ���(�]�o�u�}�u���]�o�]���š�Œ���l�}�u���o���µ�l�}�‰�}�Œ���š�����]�Z���•�š���À�]�}�����À����

da�v���� �µ���Z�o�����v�i���l�� �v���� �•�š�Œ���š�]�(�]�l�����]�i�µ���~�=�ð���£���•�X���E���l�}�v���•�š�Œ���š�]�(�]�l�����]�i���U���‰�o�}������ �•�����•�i���u���v�l���u�����•���u���]�v�l�µ���]�Œ���}���ñ��

�����v�����µ���µ�À�i���š�]�u�����l�Œ���š�l�}�P�������v�����~�ô���Z�������v�U���í�ò���Z���v�}���V���î�í���£���•���v���l�}�v�������P�����•���u�����]�o�i�l�����‰�Œ���•�����]�}���µ���l�À�����Œ���š�v����

petrijeve zdjelice s medijima namjenjenim stresnim uvjetima. Biljke sam oprezno izvadio iz okrugle 

�‰���š�Œ�]�i���À�l���� �•�� �l�Œ�µ�š�]�u�� �u�����]�i���u�� �D�^�ì�� �‰�}�u�}���µ�� �‰�]�v�����š���U�� �•�‰�µ�•�š�]�}�� �l�}�Œ�]�i���v�� �v���� �u�����]�i�� �Ì���� �]�Ì�o���P���v�i���� �•�š�Œ���•�µ�U�� �š����

�‰�}�À�µ�l���}���l�}�Œ�]�i���v���‰�}���u�����]�i�µ���‰�Œ���u�����P�}�Œ�v�i���u���Œ�µ���µ���l�À�����Œ���š�v�����‰�o�}�������l���l�}�����]���l�}�Œ�]�i���v�����]�}���Œ���À���v�X���E�����}�À���i��

�v�����]�v���•���u���v�����•�À���l�µ���‰�o�}���µ���‰�}�•�����]�}���ð�����]�o�i�l�����]�•�š�����o�]�v�]�i���X���E�������}�v�i���u�����]�i���o�µ���‰�o�}�������•���u���š���v�l�]�u���u���Œ�l���Œ�}�u��

�}�Ì�v�����]�}�� �‰�}�����š���l�� �]�� �l�Œ���i�� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �•���š�]�u�� �•���u�� �‰�o�}������ �•�� �u�����]�i�]�u���� �D�^�ì�� �~�l�}�v�š�Œ�}�o���•�U�� �‰�o�}������ �•�� �u�����]�i���u�� �D�^�� �]��

���}�����š�l�}�u�� �í�ñ�ì�� �u�D�� �E�����o�� �]�� �‰�o�}������ �•�� �u�����]�i���u�� �D�^�� �]�� ���}�����š�l�}�u�� �ï�ì�ì�� �u�D�� �u���v�]�š�}�o���� �•���u�� �Ì���š�]�u�� �}�l�}�uito 

�‰�}�•�š���À�]�}�� �µ�� �]�v�l�µ�����š�}�Œ�� �µ�� �µ�À�i���š���� �l�Œ���š�l�}�P�� �����v���� �~�‰���Ì�����]�� ������ �À�Œ�“���l�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���µ������ �‰�Œ���u���� ���}�o�i���•�X�� �W�o�}������ �•��

�u�����]�i���u�� �D�^�ì�U�� �v���u�]�i���v�i���v���� �Ì���� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �µ���]�v�l���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���� �•���u�� �‰�}�•�š���À�]�}�� �}�l�}�u�]�š�}�� �µ��

�‰�}�•�����v�µ�� �l�o�]�u���� �l�}�u�}�Œ�µ�� �•�� �v���À�������v�]�u�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�]�u�� �Œ���Î�]�u�}�u�X�� �^�À���l���� �o�]�v�]�i���� �v���•�������v���� �i���� �µ�� �ñ�� �Œ���‰�o�]�l����

�~�µ�l�µ�‰�v�}�� �î�ì�� �l�o�]�i���v�������� �‰�}�� �š�Œ���š�u���v�µ�•�� �š���� �•���u�� ���]�o�i�l���� �µ�Ì�P���i���}�� �µ�� �•�š�Œ���•�v�]�u�� �µ�À�i���š�]�u���� �ô�� �����v���X�� �W�}�� �Ì���À�Œ�“���š�l�µ��

�µ�Ì�P�}�i���U���‰���š�Œ�]�i���À���� �Ì���i���o�]������ �•���l�o�]�i���v���]�u���� �•�µ���(�}�š�}�P�Œ���(�]�Œ���v���� �]�o�]���•�l���v�]�Œ���v���U������ �•�o�]�l�����l�}�Œ�]�“�š���v���� �Ì���� �}���Œ�����]�À���v�i����

rasta korijena. 

�•���� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �µ���]�v�l���� �•�š�Œ���•���� �v���� �•�µ���•�š���v�]���v�µ�� �o�}�l���o�]�Ì�����]�i�µ�� �]�� �v���l�µ�‰�o�i���v�i���� �‰�Œ�}�š���]�v���� �/�>�>�î-GFP u 

korijenu biljaka linije ILL2 8.2, sjemenke navedene linije sam prvo nasadio u okrugle petrijeve zdjelice 

�~�õ�����u�•���•���u�����]�i���u���D�^�ì�X���W�o�}�������•���u���Ì���š�]�u���•�š���À�]�}���v�����•�š�Œ���š�]�(�]�l�����]�i�µ���î�������va te ih nakon stratifikacije uzgajao 

5 dana u uvjetima kratkog dana. Nakon uzgoja u uvjetima kratkog dana, klijance sam presadio u 
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petrijeve zdjelice s medijem MS0 i na podloge s dodatcima 150 mM NaCl i 300 mM manitola. Biljke su 

uzgajane vertikalno, 8 dana u uvjetima stresa. U svaku petrijevu zdjelicu s krutim medijem nasadio 

sam po 10 biljaka te sam napravio 3 nezavisne replike. Biljke su uzgajane vertikalno, 8 dana u uvjetima 

�•�š�Œ���•���X���•�����]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����µ���]�v�l�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P���•�š�Œ���•���U���ô�������v�����•�š���Œ�����l�o�]�i���v�������µ�Ì�P��jane na krutom mediju 

�D�^�ì�U���µ���µ�À�i���š�]�u�����l�Œ���š�l�}�P�������v���U���•���u���ï���•���š�����]�v�l�µ���]�Œ���}���v�����ï�ó���£���X 

3.2.4. �D�i���Œ���v�i�������µ�o�i�]�v�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]���}���Œ�����]�À���v�i�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���� 

�D�i���Œ���v�i���� ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �}���Œ�����]�À���v�i���� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�o�i���l����

nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-

1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, radio sam na temelju 

�(�}�š�}�P�Œ���(�]�i���� ���]�o�i���l���� �]�Ì�o�}�Î���v�]�Z�� �ô�� �����v���� �l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u�� �µ�À�ietima te solnom, osmotskom ili temperaturnom 

�•�š�Œ���•�µ�X���^�À���l�}�i�� ���]�o�i���]���]�� �•���u���‰�Œ�����Œ�}�i���}�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���U������ ���µ�o�i�]�v�µ���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����u�i���Œ�]�}���•���u��

�‰�}�u�}���µ���‰�Œ�}�P�Œ���u����ImageJ. Prije samog mjerenja, program sam kalibrirao opcijom set scale, �‰�}�u�}���µ��

poznate duljine kvadratne petrijeve zdjelice (12 cm) (Prilog 4.)�X�� �h�� �•�o�µ�����i�µ�� �•�l���v�]�Œ���v�]�Z�� �•�o�]�l���U�� �µ�� �]�•�š�}�u��

�]�Ì���}�Œ�v�]�l�µ���•���u���}�Ì�v�����]�}�� �]���}�‰���]�i�µ��global�U���“�š�}���}�u�}�P�µ���µ�i���� ������ �‰�Œ�}�P�Œ���u���}�•�š���i���� �l���o�]���Œ�]�Œ���v���Ì���� �•�À���l�µ���µ���]�š���v�µ��

fotografiju. Za fotografije snimljene mobilnim telefonom, za svaku fotografiju sam ponavljao postupak 

kalibriranja programa. Duljinu primarnog korijena sam mjerio s alatom segmented line �‰�Œ�]������mu sam 

�‰�}�À�o�����]�}�� �À�]�“���� �Œ���À�v�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �‰�}�� �l�}�Œ�]�i���v�µ�� �l���l�}�� ���]�Z�� �Ì�����]�o�i���Î�]�}�� �‰�}�š�‰�µ�v�µ�� ���µ�o�i�]�v�µ�� �š���� �•���u�� �Ì�����]�o�i���Î�]�}�� �Œ���Ì�µ�o�š���š 

(Prilog 5.). Svaki kori�i���v���•���u���u�i���Œ�]�}�����À�����‰�µ�š���X���:�����v�}�u���l���l�}�����]�Z���]�Ì�u�i���Œ�]�}���‰�}�����š�v�µ�����µ�o�i�]�v�µ���l�}�Œ�]�i���v���U���‰�Œ�]�i����

uzgoja u uvjetima stresa (prema oznaci nacrtanoj na petrijevoj zdjelici; vidi Prilog 5.), i drugi put kako 

���]�Z�� �]�Ì�u�i���Œ�]�}�� �l�}�v�����v�µ�� ���µ�o�i�]�v�µ�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �/�Ì�Œ�����µ�v�� �•�Œ�����v�i���� �À�Œijednosti duljine primarnog 

�l�}�Œ�]�i���v�����]�����Œ�}�i�������}���v�]�Z���l�}�Œ�]�i���v�����Œ�����]�}���•���u���µ���‰�Œ�}�P�Œ���u�µ���^�D�]���Œ�}�•�}�(�š�����Æ�����o�_�X���W�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v����

odredio sam prema formuli:  

�L�N�E�N�=�O�P���L�N�E�I�=�N�J�K�C���G�K�N�E�F�A�J�=L
�:�Þ�×�?�ã�×�;

�Þ�×
H�s�r�r,  

gdje �G�@ predstavlja ko�v�����v�µ�����µ�o�i�]�v�µ���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���U�������L�@ �‰�}�����š�v�µ�����µ�o�i�]�v�µ���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���X���•�� 

���}���]�À���v���� �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �]�� �‰�Œ�]�Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �}���Œ�����]�}�� �•���u�� �•�Œ�����v�i�µ��

vrijednost za sve klijance svake linije na pojedinom tretmanu. Klijance kod kojih �i�������}�“�o�}�����}���‰�}�š�‰�µ�v����

�]�v�Z�]���]���]�i���� �Œ���•�š���� �l�}�Œ�]�i���v���� �v�]�•���u���µ�l�o�i�µ���]�}�� �µ���]�Ì�Œ�����µ�v���‰�Œ�]�Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���U���Ì���š�}���“�š�}���v�]�•���u���µ���•�À�]�u��

�•�o�µ�����i���À�]�u�����u�}�P���}���}���Œ�����]�š�]���i���•�µ���o�]���š�]���l�o�]�i���v���]���µ�P�]�v�µ�o�]���Ì���}�P���•�š�Œ���•�v�}�P���}�l�}�o�]�“�����]�o�]���i�����Ì���]�•�š�������}�“�o�}�����}���‰�}�š�‰�µ�v����

inhibicije rasta korijena. �d���l�}�����Œ�U�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �l�}���� �l�o�]�i���v�������� �•�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�u�� �]�v�Z�]���]���]�i�}�u��

�Œ���•�š�����l�}�Œ�]�i���v���U���]�Ì�Œ�����µ�v���š���‰�Œ���u�����(�}�Œ�u�µ�o�]���P�}�Œ���U���i�����v�µ�o�����š�����Ì�v���š�v�}���u�]�i���v�i���i�µ���•�Œ�����v�i�µ���À�Œ�]�i�����v�}�•�š���‰�Œ�]�Œ���•�š����

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]���‰�}�À�������À���i�µ���•�š���v�����Œ���v�µ�������À�]�i�����]�i�µ�X�� 
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3.2.5. Izolacija ukupne RNA  

Izolaciju RNA sam radio iz 12 dana starih biljaka divljeg tipa i nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 

3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, 

uzgajanih na krutom mediju MS0. Izolaciju RNA sam ra���]�}���‰�}�u�}���µ���l�}�u���Œ���]�i���o�v�}�P���‰���l���š�����D���P�D���y�¡��

Plant RNA Isolation Kit�X���W�}�•�š�µ�‰���l���•���u���Ì���‰�}�����}���Z�}�u�}�P���v�]�Ì�����]�i�}�u�����]�o�i�v�}�P���š�l�]�À���X���W�}���š�Œ�]�����]�o�i�l�����•�À���l�����o�]�v�]�i����

prebacio sam s krutog medija u epruvete u koje sam prethodno dodao staklene kuglice. Epruvete s 

biljnim tkivom s���u���Ì���š�]�u���Ì���u�Œ�Ì�v�µ�}���µ���š���l�µ�����u�����µ�“�]�l�µ���]���‰�}�•�š���À�]�}���]�Z���v�����•�]�o���u���š���~�'�����í�õ�í�ò�ï���^�]�o�À���Œ�D�]�Æ���õ�ì��

�D�]�Æ���Œ���D�����Z�]�v���U���'�������h�Z�K�W�����E�X�s�X�U�����X�D�X�&�X���^�Z�>�•�X���h�Œ�������i���•���u���‰�}�����•�]�}���v�����(�Œ���l�À���v���]�i�µ���}�����ï�ì���,�Ì���š�����•���u���•�À���l�]��

�µ�Ì�}�Œ���l���}���Œ�����]�À���}���}�•���u���•���l�µ�v���]�X���W�}�•�š�µ�‰���l���•���u���‰�}�v�}�À�]�}�����À�����‰�µ�š�����Ì�����•�À���l�]���µ�Ì�}�Œ���l�X���/�Ì�u�����µ�����À�]�i�����}���Œ�������U��

���‰�Œ�µ�À���š���� �•�� �µ�Ì�}�Œ���]�u���� �•���u�� ���µ�À���}�� �µ�� �š���l�µ�����u�� ���µ�“�]�l�µ�X�� �E���l�}�v�� �Z�}�u�}�P���v�]�Ì�����]�i���U�� �‰�Œ���u���� �µ�‰�µ�š���u���� �]�Ì��

komercijalnog paketa, pripremio sam otopinu za razbijanje (lizu) biljnih stanica (dodatak 2 M 

���]�š�]�}�š�Œ���]�š�}�o���� �~���d�d�•�� �µ�� �‰�µ�(���Œ���Ì���� �o�]�Ì�µ�U�� �l�}�v�����v���� �l�}�v��entracije 0.04 M DTT-���•�� �]�� ���}�����}�� �‰�}�� �ò�ì�ì�� �R�>�� �µ�� �•�À���l�µ��

���‰�Œ�µ�À���š�µ���•���Z�}�u�}�P���v�]�Ì�]�Œ���v�]�u�����]�o�i�v�]�u���š�l�]�À�}�u�X���>�]�Ì�����•�š���v�]�������}���À�]�i���o�����•�����ñ���u�]�v�µ�š�����v�����ñ�ò���£���X���E���l�}�v���š�}�P���U���µ��

�•�À���l�µ�����‰�Œ�µ�À���š�µ���•���u�����}�����}���î�ñ���R�>���Z�E�����À���Ì���i�µ���]�Z���l�µ�P�o�]�������~RNA binding beads). Zatim slijede dva ciklusa 

inkub�����]�i���� �µ�Ì�}�Œ���l���� �µ�� �}�š�}�‰�]�v�]�� �Ì���� �]�•�‰�]�Œ���v�i���� �í�� �~�^�Á���•�Z�� �•�}�o�µ�š�]�}�v�� �í�_�•�� �v���� �u���P�v���š�v�}�u�� �•�š���o�l�µ�� �~�î�� �u�]�v�µ�š���•�U�� �µ��

�l�}�i�]�u�����•�����µ�l�µ�‰�v�����Z�E�����]�Ì���o�]�Ì���š�����]�•�‰�]�Œ�����}�����v�����]�•�š�}�����X���•���š�]�u���•���u���‰�Œ�]�‰�Œ���u�]�}���}�š�}�‰�]�v�µ���•�����E��-zom, sastava 

prikazanog u Tablici 4. 

Tablica 4. Sastava otopine s DN-azom. Sve komponente su dostupne u radnim koncentracijama u 
komercijalnom paketu �D���P�D���y�¡���W�o���v�š���Z�E�����/�•�}�o���š�]�}�v���<�]�š, s tim da je otopina DN-aze I unaprijed 
�‰�Œ�]�‰�Œ���u�o�i���v�����‰�Œ���u�����µ�‰�µ�š���u�����‰�Œ�}�]�Ì�À�}���������X 

Komponenta �s�}�o�µ�u���v���‰�}���µ�Ì�}�Œ�l�µ���~�R�>�• 

2X pufer za DNazu I 100 

Otopina DNaze I 4 

Otopina MnCl2 20 

Voda bez nukleaza 76 

 

�E���� �o�]�Ì���š���� ���]�o�i�v�}�P�� �š�l�]�À���� �•���u�� ���}�����}�� �‰�}�� �î�ì�ì�� �R�>�� �}�š�}�‰�]�v���� �•�� ���E-���Ì�}�u�� �v���l�}�v�� �����P���� �•�o�]�i�����]�� �]�v�l�µ�������]�i���� �µ��

�š���Œ�u�}�u�]�l�•���Œ�µ���~�ï�ì���u�]�v�µ�š�����v�����ï�ó���£���U���ï�ñ�ì���Œ�‰�u�•�X���E���l�}�v���]�v�l�µ�������]�i���U���•�o�]�i�����]���l�}�Œ���l���‰�}�v�}�À�v�}�P���‰�}�À���Ì�]�À���v�i����

RNA u uzorku na �Z�E�����À���Ì�µ�i�µ�������l�µ�P�o�]�����U�����}�����À���v�i���u���í�ñ�ì���R�>���‰�µ�(���Œ�����Ì�����‰�}�À���Ì�]�À���v�i�����~Rebinding Buffer) i 

�ð�ì�ì�� �R�>�� �õ�ò�9�� ���š���v�}�o���X�� �h�Ì�}�Œ���]�� �•���� �Ì���š�]�u�� �‰�}�v�}�À�v�}�� �]�v�l�µ���]�Œ���i�µ�� �î�� �u�]�v�µ�š���� �v���� �u���P�v���š�v�}�u�� �•�š���o�l�µ�X�� �E���l�}�v��

�‰�}�v�}�À�v�}�P���‰�}�À���Ì�]�À���v�i�����µ�l�µ�‰�v�����Z�E�����v�����Z�E�����À���Ì���i�µ�������l�µ�P�o�]�����U���•�o�]�i���������i�}�“���ï���•���Œ�]�i�����]�•�‰�]�Œ���v�i�����v�����]�•�š�}�������•��

inkubacijama na magnetnom stalku, jednom s otopinom za ispiranje 1 i dva puta s otopinom za 

ispiranje 2 (wash solution 2�•�X�� �E���� �l�Œ���i�µ�� �•�o�]�i�����]�� ���o�µ���]�i���� �]�Ì�}�o�]�Œ���v���� �µ�l�µ�‰�v���� �Z�E���� �•�� �Z�E���� �À���Ì�µ�i�µ���]�Z�� �l�µ�P�o�]������

�‰�Œ���u���� �‰�Œ�}�š�}�l�}�o�µ�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}���������X�� �����š���o�i�v�]�� �‰�}�•�š�µ�‰��k izolacije RNA opisan je u MagMAX plant RNA 
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Isolation Kit (2016). Postupak izolacije RNA, nakon homogenizacije i razbijanja biljnih stanica, radio 

�•���u�� �‰�Œ���u���� �‰�Œ�}�š�}�l�}�o�µ�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}���������� �}���� �‰�}�P�o���À�o�i����Purify RNA manually. Cijeli postupak radi se s 

�}�‰�Œ���u�}�u���}���]�“�����v�}�u���}�����Z�E���Ì���X���Z�����v�]���‰�Œ�}�•�š�}�Œ���•�����‰�Œ�]�i�����‰�}�•�š�µ�‰�l�����}�‰���Œ�����•���À�}���}�u���]���•���‰�µ�v�}�u���š�����‰�Œ�����Œ�]�“����

s otopinom za neutralizaciju RNaza (�Z�E���•���•���‰�¡�U�� �/�v�À�]�š�Œ�}�P���v�•�X�� �W�]�‰���š���� �]�� �u���P�v���š�v�]�� �•�š���o���]�� �•���� �š���l�}�����Œ��

�‰�Œ�����Œ�]�“�µ���•���^�Z�E���•���•���‰�_�X���d�]�i���l�}�u���]�Ì�}�o�����]�i�����•�����Œ�����}�À�]�š�}���‰���Œ�µ���Œ�µ�l�����]���u�]�i���v�i���i�µ���Œ�µ�l���À�]�������l���l�}���v�������]�����}�“�o�}�����}��

kontaminacije uzoraka RNazama. 

�<�}�v�����v�š�Œ�����]�i�µ���Z�E�����v���l�}�v���]�Ì�}�o�����]�i�����]�Ì�����]�o�i�v�}�P���š�l�]�À�����}���Œ�����]�}���•���u���‰�}�u�}���µ���µ�Œ�������i����NanoDrop One 

(Thermo scientific). Mjerio sam i omjer apsorbancija A260/280, �“�š�}���‰�Œ�����•�š���À�o�i�������]�•�š�}���µ���µ�Ì�}�Œ�l�����}�����}�•�š���š�l����

fenol���U�� �‰�Œ�}�š���]�v���� �]�� �}�•�š���o�]�Z�� �l�}�v�š���u�]�v���v���š���� �l�}�i�]�� �����•�}�Œ���]�Œ���i�µ�� �Ì�Œ�������v�i���� �}���� �î�ô�ì�� �v�u�X�� �d���l�}�����Œ�U�� �µ�Œ�������i��

�}���Œ�����µ�i�����]���}�u�i���Œ�����‰�•�}�Œ�����v���]�i������260/230 �l�}�i�]���‰�Œ�����•�š���À�o�i�������]�•�š�}���µ���µ�Ì�}�Œ�l�����}�����}�•�š���š���l�����µ�P�o�i�]�l�}�Z�]���Œ���š���U���(���v�}�o����

i ostalih kontaminanata koji apsorbiraju na 230 nm. Za uzorke RNA, idealna vrijednost omjera A260/280 

je 2.0, a za A260/230 �]�������o�v�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š���i�����]�Ì�u�����µ���î�X�ì���]���î�X�î���~���Œ�]���v���D���š�o�}���l, 2022). 

3.2.6. Reverzna transkripcija 

Ukupnu RNA iz klijanaca divljeg tipa i nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, 

ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, sam pretvorio u 

komplementarnu DNA (cDNA) metodom reverzne transkripcije (RT). Prije samog postupka RT, uzorke 

ukupne RNA sam razrijedio s dH2O s ciljem da u svakom uzorku imam jednaku masu RNA. Pripremio 

�•���u���Œ�����l���]�i�•�l�µ���•�u�i���•�µ���µ�l�µ�‰�v�}�P���À�}�o�µ�u���v�����í�î�X�ñ���R�>�U���l�}�i�����i�����•�����Œ�Î���À���o�����i�����í���R�P���Z�E���U���}�š�}�‰�]�v�µ���‰�}�����š�v�]������

Oligo(dT) Primer �~�d�Z���Œ�u�}���•���]���v�š�]�(�]���•�U���l�}�v�����v�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����í�ñ���v�P�l�R�>�U���}�š�}�‰�]�v�µ�������}�l�•�]�Œ�]���}�v�µ�l�o���}�š�]������

�l�}�v�����v���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i����0.02 mM i dH2O. �d���l�}�����Œ�U�� �‰�Œ�]�‰�Œ���u�]�}�� �•���u�� �]�� �}�š�}�‰�]�v�µ�� �•�� �Œ���À���Œ�Ì�v�}�u��

�š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰�š���Ì�}�u�U�� �l�}�i���� �i���� �•�����Œ�Î���À���o���� �Œ�����l���]�i�•�l�]�� �‰�µ�(���Œ�� �~�í�?�� �Z�������š�]�}�v�� ���µ�(�(���Œ�V�� �d�Z���Œ�u�}�� �^���]���v�š�]�(�]���U�� �ð�� �R�>�•�U��

�}�š�}�‰�]�v�µ���Œ���À���Œ�Ì�v�����š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰�š���Ì�����~�î�ì�ì���h�l�R�>���ZevertAid H Minus Reverse Transcriptase; Thermo Scientific; 

�l�}�v�����v���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �î�ò�X�ò�ó�� �h�l�R�>�•�U otopinu inhibitora RN-���Ì���� �~�ð�ì�� �h�l�R�>��RiboLock RNase Inhibitor; 

�d�Z���Œ�u�}���^���]���v�š�]�(�]���V���l�}�v�����v�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����î�X�ò�ó���h�l�R�>�•���]�����,�î�K�U���µ�l�µ�‰�v�}�P���À�}�o�µ�u���v�����ó�X�ñ���R�>���Ì�����•�À���l�]���µ�Ì�}�Œ���l�X��

�h�Ì�}�Œ���]���•�µ���]�v�l�µ���]�Œ���v�]���‰���š���u�]�v�µ�š�����v�����ò�ñ���£�����‰�����}�Z�o�������v�]���v�����ð���£���X���d�]�i���l�}�u���Z�o�������v�i���U���µ���µ�Ì�}�Œ�l�����•���u�����}�����}��

�ó�X�ñ�� �R�>�� �}�š�}�‰�]�v���� �•�� �Œ���À���Œ�Ì�v�}�u�� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰�š���Ì�}�u�X�� �Z�����l���]�i�µ�� �Œ���À���Œ�Ì�v���� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i���� �‰�Œ�}�À���}�� �•���u�� �v���� �ð�î�� �£����

�š�]�i���l�}�u�� �ð�ñ���u�]�v�µ�š���U�� �v���l�}�v�������P���� �•���u�� �Œ���À���Œ�Ì�v�µ�� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰�š���Ì�µ�� �]�v���l�š�]�À�]�Œ���}�� �v���� �ó�ì�� �£���� �š�]�i���l�}�u���í�ñ���u�]�v�µ�š���X��

���}���]�À���v�µ���}�š�}�‰�]�v�µ�������E�����~�ñ�ì���v�P�l�R�>�•���•��m razrijedio s dH2�K���v�����í�ì���v�P�l�R�>���]���‰�}�•�‰�Œ���u�]�}���v�����ð���£���X���Z�����l���]�i�����Z�d��

�‰�Œ�}�À�������v�����i�����v�����µ�Œ�������i�µ���'���v�����u�‰� ���W���Z���^�Ç�•�š���u���î�ó�ì�ì (Applied Biosystems). 

3.2.7. Metoda PCR  

�•�����‰�Œ�}�À�i���Œ�µ���l�À���o�]�š���š�����]�����]�•�š�}�������]�Ì�}�o�]�Œ���v�����Z�E�����]�Ì�����]�o�i���l�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����~ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 

25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4), napravio sam reakciju PCR. Reakciju sam radio s 

�‰�}�����š�v�]�����u���� �����d�ï�z�(�Á�� �]�� �����d�ï�z�Œ���À�U�� �}�‰�]�•���v�]�u�� �µ��Tablici �î�X�� �E���i�‰�Œ�]�i���� �•���u�� �Œ���Ì�Œ�]�i�����]�}�� �}�š�}�‰�]�v�µ�� �‰�}�����š�v�]������

�~�‰�}�����š�v�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����í�ì�ì���‰�D�•���µ���}�u�i���Œ�µ���í�W�í�ì�X���Z�����l���]�i�•�l�����•�u�i���•�� �Ì�����W���Z���•�����Œ�Î���À���o�����i�����î���R�>�������E�����~�í�ì��
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�v�P�l�R�>�•�U���í�ì���R�>��EmeraldAmp Max PCR Master Mix �~�î�Æ���‰�Œ���u�]�Æ�•�U���ì�X�ñ���R�> otopine �•�À���l�����‰�}�����š�v�]�������š�����ó���R�>��

���,�î�K�X�� �E���P���š�]�À�v���� �l�}�v�š�Œ�}�o���� �•�����Œ�Î���À���o���� �i���� ���,2O umjesto uzorka cDNA. PCR reakciju sam proveo na 

�µ�Œ�������i�µ���'���v�����u�‰� ���W���Z���^�Ç�•�š���u���î�ó�ì�ì (Applied Biosystems) prema protokolu opisanom u Tablici 5. 

 

Tablica �ñ�X���d���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�]���Œ���Î�]�u���Ì�����µ�u�v���Î���v�i�����P���v�� ACT3 �o���v�����v�}�u���Œ�����l���]�i�}�u���‰�}�o�]�u���Œ���Ì�����µ���µ�Œ�������i�µ 
�'���v�����u�‰� ���W���Z���^�Ç�•�š���u���î�ó�ì�ì���~���‰�‰�o�]���������]�}�•�Ç�•�š���u�•�•�X 

 

 

�•�����‰�Œ�}�À�i���Œ�µ���µ�•�‰�i���“�v�}�•�š�]���Œ�����l���]�i�����W���Z�U���‰�Œ�]�‰�Œ���u�]�}���•���u��agarozni gelove s 1.5% agaroze (Sigma) 

otopljene u 1x TBE puferu (90 mM Tris, 90 mM borne kiseline, 2 mM Na2EDTA; pH 8). Kao standard 

�À���o�]���]�v���U���l�}�Œ�]�•�š�]�}���•���u���l�}�u���Œ���]�i���o�v�]���u���Œ�l���Œ���Ì���������š���l���]�i�µ���v�µ�l�o���]�v�•�l�]�Z���l�]�•���o�]�v�������}���í�ì�ì�ì���‰�����~GeneRuler 1kb 

DNA ladder�U���ì�X�ñ���R�P�l�R�>�V���d�Z���Œ�u�}�^���]���v�š�]�(�]���•�X���h���i���Î�]�������v�����P���o�µ���•���u���v���v�}�•�]�}���‰�}���í�ì���R�>���‰�Œ�}���µ�l�š�����Œ�����l���]�i�����W���Z��

�]���ï���R�>���}�š�}�‰�]�v�����u���Œ�l���Œ���X�����o���l�š�Œ�}�(�}�Œ���Ì�����i�����‰�Œ�}�À�������v�����v�����î�ì���s�U���ñ���u�]�v�µ�š�����~���}�l�����}�i�����v�]�i�����]�Ì���“�o�����]�Ì���i���Î�]�����•�U���]��

�Ì���š�]�u���•���u���‰�}�À�������}���v���‰�}�v���v�����í�ì�ì���s���~�•�À�������}�l���Î�µ�š�������}�i�����v�]�i�������}�“�o�������}�����}njeg ruba gela). Gel sam zatim 

obojao u otopini etidijevog bromida (koncentracije 0.2 mg/ml) te sam gel slikao pod UV svjetlom na 

transiluminatoru. 

3.2.8. Metoda qPCR 

�•�����}���Œ�����]�À���v�i�����Œ���o���š�]�À�v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����Ì�������µ�l�•�]�v�•�l�������u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�����µ�����]�o�i�l���u����nadekspresora (ILR1 

13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) vrste A. thaliana, ekotipa 

Wassilewskija�U�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}�� �•���u�� �u���š�}���µ�� �‹�W���Z�X�� �Z�����l���]�i�µ�� �‹�W���Z�� �•���u�� �Œ�����]�}�� �‰�}�u�}���µ�� �µ�Œ�������i����Magnetic 

Induction Cycler (Mic) PCR Machine (Bio Molecular Systems�•���]���‰�Œ�}�P�Œ���u�}�u���Ì�����‰�Œ�������v�i�������u�‰�o�]�(�]�l�����]�i�����µ��

realnom vremenu (micPCR�•�X�� �h�� �‹�W���Z�� �Œ�����l���]�i���u���� �•���u�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}�� �‰�}�����š�v�]������ �Ì���� �µ�u�v���Î���v�i���� �P���v���� �Ì����

auksinskie amidohidrolaze navedenih u Tablici 2�X�������š���l���]�i�������u�‰�o�]�(�]�l�����]�i�����‰�}�•�š�]�P�v�µ�š�����i�����]�v�š���Œ�l���o�]�Œ���i�µ���}�u��

bojom SYBR Green, prisutnoj u otopini �'�}�d���‹� �‹�W���Z���D���•�š���Œ���D�]�Æ (2X; promega). Reakcijsku otopinu 

pripremio sam u sastavu navedenom u Tablici 6. 
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Tablica 6. Sastav reakcijske otopine za reakciju qPCR. 

Naziv reagensa  �s�}�o�µ�u���v���~�R�>�• Koncentracija 

�'�}�d���‹� �‹�W���Z Master Mix 7.5 2X 

�^�(�}�Œ�Á���Œ���_���‰�}�����š�v�]���� 0.2 0.2 �R�D 

�^�Œ���À���Œ�•���_���‰�}�����š�v�]���� 0.2 0.2 �R�D 

cDNA 2 �í�ì���v�P�l�R�> 

dH2O 5.1  

�<�}�v�����v�]���À�}�o�µ�u���v 15  

 

�<���l�}�����]�Z���µ�i�����v�����]�}���‰�Œ�}�����•���‰�Œ�]�‰�Œ���u�����Œ�����l���]�i�•�l�]�Z���}�š�}�‰�]�v���U���v���‰�Œ���À�]�}���•���u���Œ�����v�µ���}�š�}�‰�]�v�µ���‰�}�����š�v�]�����U���l�}�i����

�i���� �•�����Œ�Î���À���o���� ���,2�K�� �]�� �}���i���� �‰�}�����š�v�]������ �µ�� �À�}�o�µ�u���v�]ma navedenim u Tablici �ò�X�� �d���l�}�����Œ�U�� �v���‰�Œ���À�]�}�� �•���u�� �]��

�Œ�����v���� �}�š�}�‰�]�v���� �µ�Ì�}�Œ���l���� �����E���U�� �l�}�i���� �•�µ�� �•�����Œ�Î���À���o�����'�}�d���‹� �‹�W���Z�� �D���•�š���Œ�� �D�]�Æ i cDNA u volumenima 

navedenim u Tablici �ò�X�� �•���š�]�u�� �•���u�� �}���i���� �Œ�����v���� �}�š�}�‰�]�v���� �‰�Œ���������]�}�� �µ�� ���‰�Œ�µ�À���š���� �Ì���� �‹�W���Z�� �~�ñ�X�ñ�� �R�>�� �Œ�����v����

�}�š�}�‰�]�v�����‰�}�����š�v�]�������]���õ�X�ñ �R�>���Œ�����v�����}�š�}�‰�]�v���������E���•�X���Z�����l���]�i�����‹�W���Z���•�����}���À�]�i���o�����‰�Œ���u�����Œ���Î�]�u�µ���v���À�������v�}�u��

u Tablici 7. 

Tablica 7. �W�}�•�š���À�l�����‰�Œ�}�P�Œ���u�����µ�Œ�������i�� Magnetic Induction Cycler (Mic) PCR Machine (Bio Molecular 

Systems) za reakciju qPCR. 

Metodom qPCR sam za svaki uzorak odredio efik���•�v�}�•�š�� �‰�}�����š�v�]������ �]�� �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�� ���š�� �~���Œ�}�i�� ���]�l�o�µ�•����

�µ�u�v���Î���v�i���� �µ�� �l�}�i���u�� �i���� �Ì�����]�o�i���Î���v�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v�š�v�]�� �•�]�P�v���o�� �]�Ì�v������ �‰�}�Ì�����]�v�•�l���� �(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i���•�X�� �/�Ì�� ���}���]�À���v�]�Z��

�‰�}�����š���l�����]�Ì�Œ�����µ�v���}���•���u���Œ���o���š�]�À�v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v����ILR1, ILL2 i IAR3 u linijama nadekspresora u odnosu 

na divlji tip. Primijenio �•���u�� �u���š�}���µ�� �4�4���š�� �~�>�]�À���l�� �]�� �^���Z�u�]�š�š�P���v�U�� �î�ì�ì�í�•�X �•���� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �š���Z�v�]���l�]�Z�� �Œ���‰�o�]�l����

�]�Ì�Œ�����µ�v���}�� �•���u�� �•�Œ�����v�i�µ�� �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�� �]�� �‰�Œ�]�‰�������i�µ���µ�� �•�š���v�����Œ���v�µ�� �‰�}�P�Œ���“�l�µ�X Za usporedbu Ct vrijednosti 

dobivenih za gene auksinskih amidohidrolaza i referentnih gena, koristio sam vrijednost �PCt. Ova 

�À�Œ�]�i�����v�}�•�š���]�Ì�Œ�����µ�v���š�����i�����‰�Œ���u�����(�}�Œ�u�µ�o�]�W�� 
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 �� �%�PL �%�P���:�=�=�; F �%�P�:�N�C�;,  

gdje je Ct(aa) �‰�Œ�}�•�i�����v�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š�����š�����À�]�i�µ�����]�}�o�}�“�l�]�Z���Œ���‰�o�]�l�� �µ�u�v���Î���v�]�Z���•���‰�}�����š�v�]�����u�����Ì�������µ�l�•�]�v�•�l����

amidohidrolaze, dok je Ct(rg) �‰�Œ�}�•�i�����v�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š�����š referentnih gena OGIO i gena TIP41. 

3.2.9. Fluorescencijska mikroskopija i kvantifikacija proteina ILL2-GFP 

Za kvantifikaciju proteina ILL2-GFP u korijenu biljaka nadekspresora ILL2 8.2 uzgajanih u 

kontrolnim ili stresnim uvjetima, koristio sam metodu fluorescentnu mikroskopiju. Korstio sam 

fluorescencijski mikroskop BX51 (Olympus), objektiv UplanFI 20x NA 0,25 (Olympus) i filter FITC 

(ekscitacijske valne duljine 467 �t 498 nm i emisijske valne duljine 513 �t 536 nm), a za izvor svjetlosti 

koristio sam izvor UV lampu U-RFL-�d���~�K�o�Ç�u�‰�µ�•�•�X���E�����u�]�l�Œ�}�•�l�}�‰���i���� �µ�P�Œ�������v�����l���u���Œ����Olympus DP70, 

�‰�}�u�}���µ���l�}�i�����•���u�����]�o�i���Î�]�}���(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i�µ���µ���À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v�����]���Ì�}�v�]���•���Ì�Œ�]�i���À���v�i�����l�}�Œ�]�i���v���X�����l�•�‰�}�Ì�]���]�i�µ���•���u��

podesio na 4.5 sekundi, a osjetljivost kamere na svjetlost, ISO, na 200. Kvantifikaciju proteina ILL2-GFP 

�µ���l�}�Œ�]�i���v�µ���}���Œ�����]�À���}���•���u���‰�Œ���u�����]�v�š���v�Ì�]�š���š�µ���(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i���U���l�}�i�µ���•���u���u�i���Œ�]�}���•���(�}�š�}�P�Œ���(�]�i�����µ���‰�Œ�}�P�Œ���u�µ��

ImageJ (Mean gray value) (Prilog 3.)�X�� �<���l�}�� ���]�Z�� �}�Ì�v�����]�}�� �‰�}���Œ�µ���i���� �}���� �]�v�š���Œ���•���� �v���� �(�}�š�}�P�Œ���(�]�i�]�� �l�}�Œ�]�i���v���U��

nacrtao sam kvadrat (opcija Rectangle�•���v�����À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v�����]�o�]���µ���Ì�}�v�]���•���Ì�Œ�]�i���À���v�i�����š�����•���u���Ì�����]�o�i���Î�]�}���Œ���Ì�µ�o�š���š��

�u�i���Œ���v�i���X���W�}�•�š�µ�‰���l���•���u���‰�}�v�}�À�]�}���v�����i�}�“�����À�����u�i���•�š�����µ���À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v�����]�o�]���µ���Ì�}�v�]���•���Ì�Œ�]�i���À���v�i�����]���š�Œ�]���‰�µ�š�����v����

�‰�}�Ì�����]�v�]�X�� �•���š�]�u�� �•���u�� �]�Ì�Œ�����µ�v���}�� �•�Œ�����v�i���� �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i���� �µ�� �‰�}���Œ�µ���i�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �}���� �l�}�i�]�Z�� �•���u��

oduzeo srednju vrijednost intenziteta fluorescencije pozadine kako bih dobio stvarni intenzitet 

fluorescencije u korijenu. Kvantifikaciju sam radio na 3 klijanca sa svakog tretmana. Srednje vrijednosti 

intenziteta fluorescencije �µ�� �À�Œ�“�l�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�o�]�� �Ì�}�v�]�� �•���Ì�Œ�]�i���À���v�i���U�� ���}���]�À���v���� �]�Ì�� �‰�}�i�����]�v�]�Z�� �l�o�]�i���v�������U��

�µ�•�‰�}�Œ�����]�}���•���u���•�����•�Œ�����v�i�}�u���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���]�v�š���v�Ì�]�š���š�����(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i�����µ���À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�i���v�����]�o�]���Ì�}�v�]���•���Ì�Œ�]�i���v�i�����•�À�]�Z��

klijanaca uzgajanih u kontrolnim uvjetima. �/�Ì�����}���]�À���v�]�Z���Œ���Ì�µ�o�š���š�����]�Ì�Œ�����µ�v���}��sam srednju vrijednost. 

3.2.10. �^�š���š�]�•�š�]���l�����}���Œ���������‰�}�����š���l�� 

�^�š���š�]�•�š�]���l�µ�� �}���Œ�����µ�� �‰�}�����š���l���� �Œ�����]�}�� �•���u�� �µ�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�µ��Microsoft Excel. Standardnu devijaciju 

�µ�Ì�}�Œ�l�����Œ�����µ�v���}���•���u���‰�}�u�}���µ���µ�P�Œ�������v�����(�µ�v�l���]�i����STDEV.S�U�������•�š���v�����Œ���v�µ���‰�}�P�Œ���“�l�µ���~�^���•���(�}�Œ�u�µ�o�}�u�W�� 

�5�' L
��

�¾�á
, gdje �V predstavlja standardnu devijaciju, a n �‰�Œ�����•�š���À�o�i�������Œ�}�i���µ�Ì�}�Œ���l���X���^�š���š�]�•�š�]���l�µ���Ì�v�������i�v�}�•�š��

�}���Œ�����]�À���}�� �•���u�� ���v���o�]�Ì�}�u�� �i�����v�}�•�u�i���Œ�v���� ���E�K�s���� �•��post-hoc dvokrakim Studentovim T-testovima s 

�‰�Œ���š�‰�}�•�š���À�o�i���v�}�u�� �Œ���Ì�o�]���]�š�}�u�� �À���Œ�]�i���v���}�u�� �]�Ì�u�����µ�� �•���š�}�À���� �‰�}�����š���l���X�� �^�š���š�]�•�š�]���l�]�� �Ì�v�������i�v�}�u�� �Œ���Ì�o�]�l�}�u��

�]�Ì�u�����µ���•���š�}�À�����‰�}�����š���l���� �•�u���š�Œ���}���•���u���•�À�����‰-�À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���u���v�i���� �]�o�]���i�����v���l�����}���� �r���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]�� ���}���]�À���v����

���}�v�(���Œ�Œ�}�v�]�i���À�}�u���l�}�Œ���l���]�i�}�u���r���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���Ù�:�G�K�N�E�C�E�N�=�J�=�; L
�4�ä�4�9

�à
, gdje m �‰�Œ�����•�š���À�o�i�������Œ�}�i���]�Ì�À�Œ�“���v�]�Z���d-

testova na istim setovim�����‰�}�����š���l���X���<���l�}�� ���]�Z���v�����}�À���i�� �v�����]�v���µ�•�‰�}�Œ�����]�À���}���]�� �•���š�}�À���� �‰�}�����š���l���� �‰�Œ�]�Œ���•�š����

primarnog korijena (0%-100%), podatke prirasta sam korigirao formulom: 

�L�N�E�N�=�O�P���L�N�E�I�=�N�J�K�C���G�K�N�E�F�A�J�=���:�G�K�N�E�C�E�N�=�J�; L �Ž�•�@
�ã�â�æ�ç�â�ç�Ô�Þ

�5�4�4�?�ã�â�æ�ç�â�ç�Ô�Þ
�A. 
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4. REZULTATI  

4.1. �K���Z�����/�s���E�:�� ���<�^�W�Z���^�/�:�����'���E�����h���d�Z���E�^�'���E�/���E�/�D�����/�>�:�<���D�����^��
NADEKSPRESIJOM GENA ILR1, ILL2 I IAR3 

Kako bih utvrdio razinu ekspresije gena ILR1, ILL2 i IAR3 u biljakama nadekspresora (ILR1 13.3, 

ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4), izolirao sam RNA iz klijanaca, odredio 

�v�i���v�µ���l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�µ���]�����]�•�š�}���µ��(Prilog 1.) te sam proveo reakciju qPCR. Za dodatnu provjeru kvalitete 

cDNA i odsutnosti genomske DNA u uzorcima, proveo sam �µ�u�v���Î���v�i�����P���v����ACT3 na kalupu cDNA i 

genomske DNA metodom PCR (Prilog 2). 

Metodom qPCR odredio sam razine ekrpresije gena ILR1, ILL2 i IAR3 u biljkama nadekspresora 

i divljem tipu.  Rezultati su prikazani (Slika 6.) kao srednja vrijednost nezavisnih replika (osim za biljke 

nadekspresore ILR1 3.1�U���Ì�����l�}�i�µ���•�µ���Œ���Ì�µ�o�š���š�]���‰�Œ�]�l���Ì���v�]���l���}���•�Œ�����v�i�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š���š���Z�v�]���l�]�Z���Œ���‰�o�]�l���•�X���Z���Ì�]�v����

ekspresija gena ILR1 i ILL2 u biljkama divljeg tipa bila je manja od razine ekspresije referentnih gena, 

to jest, �À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���P���š�����]�o�����•�µ���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�� (�P���š�A�ï�X�ñ�ï���]���P���š =5.68), dok je razina ekspresije gena IAR3 bila 

�À���������š�����i�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š���PCt bila negativna (�PCt = -0.64). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Relativna ekspresija (�PCt) gena ILR1, ILL2 i IAR3 u biljkama divljeg tipa Arabidopsis thaliana, 
ekotipa Wassilewskija.  

 

U svim linijama �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����]�Ì�u�i���Œ���v���� �i���� �À�������� �Œ���o���š�]�À�v�������l�•�‰�Œ���•�]�i���� �P���v�����Ì���� �l�}�i�]�� �‰�}�•�i�����µ�i�µ��

transgen od ekspresije istog gena u biljkama divljeg tipa. U biljkama nadekspresora ILR1 13.3 i ILR1 3.1 

relativna ekspresija gena ILR1 ���]�o�����i�����À������ za 182.5, odnosno 731.17 puta u odnosu na divlji tip (Slika 

7., A). U biljkama nadekspresora ILL2 8.2 relativna ekspresija gena ILL2 ���]�o�����i�����À���������Ì�����ô�X�ô�ó���‰�µ�š���U������u 
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biljkama nadekspresora ILL2 25.6 i ILL2 27.2 za 15.7 i 350.93 puta u odnosu na relativnu ekspresiju 

istog gena u biljkama divljeg tipa (Slika 7., B). U biljkama nadekspresora IAR3 11.5 i IAR3 13.4, relativna 

ekspresija gena IAR3 bila �i�����ï�X�ð�ô���}���v�}�•�v�}���ð�ð�X�í�î���‰�µ�š�����À���������}�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����]�•�š�}�P���P���v�����µ�����]�o�i�l���u�������]�À�o�i���P��

tipa (Slika 7., C). Relativna ekspresija gena ILL2 u liniji ILR1 13.3 bila je 74.5%, a u liniji ILR1 3.1 178% u 

odnosu na biljke divljeg tipa (Slika 7., D). Relativna ekspresija gena IAR3 u liniji ILR1 13.3 bila je 50%, a 

u liniji ILR1 3.1 94% u odnosu na relativnu ekspresiju istog gena u biljkama divljeg tipa (Slika 7., D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Relativne ekspresije (�4�4���š) gena ILR1 u biljkama nadekspresora ILR1 13.3 i ILR1 3.1 (A), gena 
ILL2 u biljkama nadekspresora ILL2 8.2, ILL2 25.6, ILL2 27.2 (B), gena IAR3 u biljkama nadekspresora 
IAR3 11.5 i IAR3 13.4 (C) i gena ILL2 i IAR3 u biljkama nadekspresora ILR1 13.3 i ILR1 3.1. Razina 
ekspresije mjerena je metodom qPCR na biljkama nadekspresora �]�����]�À�o�i���u���š�]�‰�µ���µ�����À�]�i�������]�}�o�}�“�l�����]�����À�]�i����
�š���Z�v�]���l�����Œ���‰�o�]�l�����~�o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ����ILR1 3.1 u jed�v�}�i�����]�}�o�}�“�l�}�i���]�����À�]�i�����š���Z�v�]���l�����Œ���‰�o�]�l���•�U�������Œ���o���š�]�À�v����
���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �}���Œ�������v���� �i���� �u���š�}���}�u�� �4�4���š�X�� �Z���Ì�µ�o�š���š�]�� �•�µ�� �‰�Œ�]�l���Ì���v�]�� �l���}�� �}���v�}�•�� �Œ���Ì�]�v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i����
nadekspresorskih linija i divljeg tipa. 

 

 

�ð�X�î�X���W�Z�K�s�:���Z�����,�K�D�K�•�/�'�K�d�E�K�^�d�/���>�/�E�/�:�����E�������<�^�W�Z���^�K�Z�����/���h���/�E���<���^�d���Z�/�>�/�•�����/�:����NA 
KLIJAVOST SJEMENKI 

Nakon uzgoja biljaka divljeg tipa, nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 

8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrste A. 
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thaliana, ekotipa Wassilewskija, u zemlji i prikupljanja sjemenki, testirana je klijavost i homozigotnost.  

�^�i���u���v�l���� �•�À���l���� �o�]�v�]�i���� �•���u�� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���}�� �v���� ���À���� �v�����]�v���� �]�� �v���•�����]�}�� �v���� �]�•�š�µ�� �‰�o�}���µ�� �•�� �u�����]�i���u�� �D�^�ì�� �~�Ì����

�µ�š�À�Œ���]�À���v�i�������(�]�l���•�v�}�•�š�]���•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i�������À�]�i���u�����u���š�}�����u���•���š�����v�����‰�}���o�}�P�µ���D�^���µ�Ì�����}����tak higromicina b za 

�}���Œ�����]�À���v�i���� �Z�}�u�}�Ì�]�P�}�š�v�}�•�š�]�X�� �^�À���� �o�]�v�]�i���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �•�µ�U�� �µ�Ì�P���i���v���� �v���� �‰�}���o�}�P���u���� �•�� ���}�����š�l�}�u��

higromicina b, proklijale i rasle kao i na kontrolnim podlogama. Biljke divljeg tipa i mutante uzgajane 

na mediju MS s dodatkom higromicina b su proklijale, ali rast im je bio zaustavljen.  

4.3. ARHITEKTURA KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA I MUTANATA U UVJETIMA BEZ 
STRESA 

�<���l�}�����]�Z���]�•�š�Œ���Î�]�}���Œ���Ì�o�]�l�����µ�����Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�]���l�}�Œ�]�i���v�����]�Ì�u�����µ���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����~ILR1 13.3, ILR1 3.1, 

ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 i IAR3 13.4�•���]���]�Ì�u�����µ���u�µ�š���v���š�����~ilr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-

2ill2-1iar3-2�•�� �•�� ���]�À�o�i�]�u�� �š�]�‰�}�u�� �]�� �u�����µ�•�}���v�}�U�� ���]�o�i�l���� �•���u�� �í�ñ�� �����v���� �µ�Ì�P���i���}�� �v���� �u�����]�i�µ�� �D�^�ì�X�� �W�Œ�]�Œ���•�š��

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i�� kod biljaka nadekspresora nije se razlikovao od prirasta 

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �v�]�š�]�� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i����biljaka divljeg tipa (Slika 8.�•�X�� �W�Œ�]�u�]�i�������v���� �i���� �Œ���Ì�o�]�l����

�]�Ì�u�����µ���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ������ILR1 13.3 i ILL2 27.2, gdje je linija nadekspresora ILL2 27.2 �]�u���o�����Ì�v�������i�v�}��

�À�����]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����~Slika 9.). 

Prirast primarnog korijena kod svih linija mutanata, osim kod linije ilr1-2, nije se razlikovao od 

prirasta primarnog korijena divljeg tipa. Prirast primarnog korijena linije ilr1-2 ���]�}���i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]��

od prirasta primarnog korijena divljeg tipa. Tak�}�����Œ�U�����]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����u�µ�š���v�š����ilr1-2 �]�u���o�����i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]��

prirast primarnog korijena u odnosu na liniju ilr1-2ill2-1iar3-2�U�����o�]���Œ���Ì�o�]�l�����v�]�i�����Ì�����]�o�i���Î���v�����µ�•�‰�}�Œ�������}�u��

s ostalim linijama mutanata (Slika 8.�•�X�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i����kod biljaka mutanata �š���l�}�����Œ�� �•e nije 

�Ì�v�������i�v�}���Œ���Ì�o�]�l�}�À���}���}�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����l�}�������]�À�o�i���P���š�]�‰���U���}�•�]�u���l�}�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����u�µ�š���v�š����ill2-1iar3-

2 �l�}�i�����i�����]�u���o�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�À�o�i�]���š�]�‰�U�����o�]���]���o�]�v�]�i�µ��ilr1-2 (Slika 9.). 

4.4. UTJECAJ TEMPERATURNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA 
NADEKSPRESORA I MUTANATA 

�<���l�}�� ���]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�}�� �µ�š�i�������i�� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���� �v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U��

nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 i IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-

1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2), biljke sam uzgajao 8 dana na mediju MS0 u posebnom 

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�u���Œ���Î�]�u�µ���]�Ì�o�}�Î���v�������}���ï�ô���£�����~�}�‰�]�•���v�}�u���µ���‰�}�P�o���À�o�i�µ��3.2.3.3.). Biljke divljeg tipa uzgajane 

su u uvjetima temperaturnog stresa u dva zasebna eksperim���v�š���� �~�‰�Œ�}�À�������v���� �]�����v�š�]���v�}�� �µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�u��

vremenskim periodima, s razlikom u materijalu s kojim su petrijeve zdjelice bile zamotane) te su 

���}���]�À���v�]���Œ���Ì�o�]���]�š�]���Œ���Ì�µ�o�š���š�]���µ�•�‰�}�Œ�������}�u���•�����]�o�i�l���u�������]�À�o�i���P���š�]�‰�����µ�Ì�P���i���v�]�Z���v�����u�����]�i�µ���D�^�ì���µ���l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u��

uvjetima. U jednom �•�o�µ�����i�µ���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���µ���µ�À�i���š�]�u�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P��

�•�š�Œ���•�����µ���}���v�}�•�µ���v�����l�}�v�š�Œ�}�o�µ�U�����}�l���µ�����Œ�µ�P�}�u���•�o�µ�����i�µ���v�]�i�����Ì�����]�o�i���Î���v�����Ì�v�������i�v�����Œ���Ì�o�]�l���X���W�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P��
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korijena u uvjetima temperaturnog stresa kod svih linija nadekspresora bio �i���� �Ì�v�������i�v�}�� �u���v�i�]�� �}����

prirasta primarnog korijena na kontrolnom mediju, osim kod biljne linije nadekspresora ILL2 25.6, gdje 

�v�]�i���� �Ì�����]�o�i���Î���v���� �Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �~Slika 8.�•�X�� �d���l�}�����Œ�U�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i����kod linija nadekspresora, 

uzgajanih u uvjetima temperat�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���U�� ���]�}�� �i���� �Ì�v�������i�v�}�� �u���v�i�]�� �}���� ���Œ�}�i���� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �o�]�v�]�i����

nadekspresora uzgajanih na mediju MS0. Usporedbom prirasta primarnog korijena biljaka 

�v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �]�� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U�� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P�� �•�š�Œ���•���U�� �v�]�i���� �Ì�����]�o�i���Î���v����

�Ì�v�������i�v�����Œazlika (Slika 9.).  

�h�� �•�o�µ�����i�µ�� ���]�o�i���l���� �u�µ�š���v���š���U�� �Ì�v�������i�v�}�� �u���v�i�]�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u����

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�P���•�š�Œ���•�����Ì�����]�o�i���Î���v���i����kod svih linija mutanata, osim kod linije ill2-1iar3-2 kod koje nije 

�Ì�����]�o�i���Î���v���� �Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �}���� ���]�o�i���l���� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �va mediju MS0. Usporedbom biljaka mutanata i 

���]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���U���Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���‰�Œ�]�Œ���•�š���Ì�����]�o�i���Î���v���i����kod linija ilr1-2, ill2-1, ill2-1iar3-2 i  ilr1-2ill2-

1iar3-2. �d���l�}�����Œ�U���o�]�v�]�i�����u�µ�š���v�š����ill2-1 �]�u���o�����i�����Ì�v�������i�v�}���À�����]���‰�Œ�]�Œ���•�š���}�����o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š����ilr1-2 i ilr1-2ill2-

1iar3-2, a linija ill2-1iar3-2 �Ì�v�������i�v�}���À�����]���‰�Œ�]�Œ���•�š���}�����o�]�v�]�i�� ilr1-2ill2-1iar3-2, ali ne i od ilr1-2 (Slika 8.). 

Linija mutanta ill2-1 �]�u���o�����i�����Ì�v�������i�v�}���À�����]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����}�������]�À�o�i���P���š�]�‰���X�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�� 

kod linije mutante ill2-1iar3-2 ���]�}�� �i���� �Ì�v�������i�v�}���À�����]�� �}���� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���� �]�•�š���� �o�]�v�]�i���� �µ�Ì�P���i���v���� �v����

�u�����]�i�µ�� �D�^�ì�U�� ���� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i����kod linija mutanata ilr1-2ill2-1iar3-2 i iar3-2 �v�]�i���� �•���� �Ì�v�������i�v�}��

�Œ���Ì�o�]�l�}�À���}���}�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����u biljkama istih linija uzgajanih u kontrolnim uvjetima. Kod ostalih 

�o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š�����Ì�����]�o�i���Î���v���Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l�����]�•�š�]�Z���o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�]�Z��

�µ���l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u���µ�À�i���š�]�u���X���d���l�}�����Œ�U���o�]�v�]�i�����u�µ�š���v�š����ill2-1 �]�u���o�����i�����]���Ì�v�������i�v�}���À�����]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����}����

linija mutanata ilr1-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2 uzgajanih u istim uvjetima. Linija mutanta ilr1-2ill2-1iar3-2, 

�]�u���o�����i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����}�������]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i�� ill2-1, iar3-2 i ill2-1iar3-2 (Slika 9.). 

4.5. UTJECAJ SOLNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESEORA 
I MUTANATA 

�<���l�}�� ���]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�}�� �µ�š�i�������i�� �•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•���� �v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U��

nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 i IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-

1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2), biljke sam uzgajao 8 dana na mediju MS s dodatkom 150 mM 

NaCl. Prirast primarnog korijena u svim linijama nadekspresora ���]�}�� �i���� �Ì�v�������i�v�}�� �u���v�i�]�� �}���� �‰�Œ�]�Œ���•�š����

�l�}�Œ�]�i���v���� �]�•�š�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �v���� �u�����]�i�µ�� �D�^�ì�X�� �h�•�‰�}�Œ�������}�u�� �•�� ���]�o�i�l���u���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���� �Ì�����]�o�i���Î���v�}�� �i���� ��a 

biljke nadekspresori ILR1 3.1, ILR1 13.3 i ILL2 27.2 �]�u���i�µ���Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v���U�����o�]��

�u�����µ�•�}���v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �]�Ì�u�����µ�� �š�]�Z�� ���]�o�i�v�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �v�������l�•�‰�Œ���}�Œ���� �v�]�i���� ���]�o���� �•�š���š�]�•�š�]���l�]�� �Ì�v�������i�v���� �~Slika 8.). Broj 

���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����linija nadeksp�Œ���•�}�Œ�����µ���•�À�]�u���•�o�µ�����i���À�]�u�������]�}���i�����u���v�i�]���}�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�o�i���l����

istih linija uzgajanih na mediju MS0 i biljaka divljeg tipa (Slika 9.). 
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 �W�Œ�]�Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �•�À�]�Z�� ���]�o�i�v�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �u�µ�š���v���š���� ���]�}�� �i���� �Ì�v�������i�v�}�� �u���v�i�]�� �}���� �‰�Œ�]�Œ���•�š����

primarnog korijena biljaka divljeg tipa, osim kod biljne linije mutanata ill2-1iar3-2�U���P���i�����v�]�i�����Ì�����]�o�i���Î���v����

�Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���X�� �Z���Ì�o�]�l���� �µ�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�µ�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•���� �v�]�•�µ�� �Ì�����]�o�i���Î���v����

�]�Ì�u�����µ�����]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š�����~Slika 8.�•�X�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š�����µ���•�À�]�u���•�o�µ�����i���À�]�u�������]�}��

�i�����u���v�i�]���}�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�o�i���l�����]�•�š�]�Z���o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�]�Z���v�����u�����]�i�µ���D�^�ì�X�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����

�o�]�v�]�i���� �u�µ�š���v���š���� �•�����š���l�}�����Œ���v�]�i���� �Œ���Ì�o�]�l�}�À���}���}���� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�À�o�i���P���š�]�‰���X���:�����]�v���� �‰�Œ�]�u�]�i�������v����

�Œ���Ì�o�]�l���� �µ�� ���Œ�}�i�µ�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �i���� �]�Ì�u�����µ�� ���]�o�i�v�]�Z�� �o�]�v�]�i����ill2-1iar3-2 i ilr2-1, gdje je ill2-1iar3-2 imala 

�Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����~Slika 9.).  
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Slika 8. Prirast primarnog korijena biljaka nadekspresora (A) i mutanata (B) uzgajanih na mediju 

�D�^�ì���µ���l�Œ���š�l�}�u�������v�µ���~�l�}�v�š�Œ�}�o���•���]�o�]���µ���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�u���Œ���Î�]�u�µ���~�ï�ô���£���•���]�o�]���v�����u�����]�i�]�u�����•�����}�����š�l�}�u���í�ñ�ì��

mM NaCl ili 300 mM manitol. Eksperiment je proveden na 5 ���]�}�o�}�“�l�]�Z�� �Œ���‰�o�]�l���� �}���� �l�}�i�]�Z�� �i���� �•�À���l����

�•�����Œ�Î���À���o�����ð���l�o�]�i���v�����X���Z���Ì�µ�o�š���š�]���•�µ���‰�Œ�]�l���Ì���v�]���l���}���•�Œ�����v�i�����À�Œ�]�i�����v�}�•�š���~�FSD) prirasta primarnog korijena 

�~�9�•�� �Ì���� �•�À���l�µ�� �o�]�v�]�i�µ�� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �]�o�]�� �u�µ�š���v���š���X�� �•�À�i���Ì���]������ �}�Ì�v�������À���i�µ�� �Ì�v�������i�v�µ�� �Œ���Ì�o�]�l�µ�� �µ�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�µ��

korijena nadekspresora (A; p�G0.0024) ili mutanta (B; p�G0.0033) uzgajanih u uvjetima stresa od 

���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �µ�� �]�•�š�]�u�� �µ�À�i���š�]�u���X�� �<�À�����Œ���š�v���� �Ì���P�Œ�������� �}�Ì�v�����µ�i�µ�� �•�š���š�]�•�š�]���l�µ�� �Ì�v�������i�v�µ��

�Œ���Ì�o�]�l�µ�� �µ�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�µ�� �]�Ì�u�����µ�� �o�]�v�]�i���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �~���V�� �‰�G0.0024) ili mutanta (B; p�G0.0033). Prirasti 

�‰�Œ�]�u���Œ�v�]�Z���l�}�Œ�]�i���v�����l�}�����•�À�]�Z�����]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i���U���µ���•�À�]�u���š�]�‰�}�À�]�u�����•�š�Œ���•���U���Ì�v�������i�v�}���•�µ�����]�o�]���u���v�i�]���}�����‰�Œ�]�Œ���•�š����

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�������]�o�i���l�����]�•�š�����o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u���µ�À�i���š�]�u���U���}�•�]�u���l�}�����•�š�µ�‰���������}�Ì�v�������v�]�Z��

slovom a koji se nisu zn�������i�v�}�� �Œ���Ì�o�]�l�}�À���o�]�� �}���� �‰�Œ�]�Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l���� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �µ��

kontrolnim uvjetima (p�G0.05). Slovom b �}�Ì�v�������v���i�����•�š�µ�‰�������l�}�i�]���•�����Œ���Ì�o�]�l�}�À���}���}�����•�À�]�Z���}�•�š���o�]�Z���o�]�v�]�i����

uzgajanih na istom stresnom uvjetu (p�G0.0024). 
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Slika 9. ���Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�o�i���l�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����~���•���]���u�µ�š���v���š�����~���•���v���l�}�v���ô�������v����uzgoja na mediju 

�D�^�ì���µ���l�Œ���š�l�}�u�������v�µ���~�l�}�v�š�Œ�}�o���•���]�o�]���µ���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�u���Œ���Î�]�u�µ���~�ï�ô���£���•���]�o�]���v�����u�����]�i�]�u�����•�����}�����š�l�}�u���í�ñ�ì��

mM NaCl (solni stres) ili 300 mM manitola (osmotski stres). ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���i�����‰�Œ�}�À�������v���v�����ñ�����]�}�o�}�“�l�]�Z��

�Œ���‰�o�]�l�����}�����l�}�i�]�Z���i�����•�À���l�����•�����Œ�Î���À���o�����ð�����]�o�i��ka. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (�FSD) broja 

���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����Ì�����•�À���l�µ���o�]�v�]�i�µ���v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����]�o�]���u�µ�š���v���š���X���•�À�i���Ì���]�������}�Ì�v�������À���i�µ���•�š���š�]�•�š�]���l�]���Ì�v�������i�v�µ��

�Œ���Ì�o�]�l�µ���µ�����Œ�}�i�µ�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����~���V���‰�G0.0024) ili mutanata (B; p�G0.0033) 

uzgajanih u uvjetima stresa od biljaka divljeg tipa uzgajanih u istim uvjetima. Kvadratne zagrade 

�}�Ì�v�����µ�i�µ�� �•�š���š�]�•�š�]���l�µ�� �Ì�v�������i�v�µ�� �Œ���Ì�o�]�l�µ�� �µ�� ���Œ�}�i�µ�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �]�Ì�u�����µ�� �o�]�v�]�i���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �~���V��

p�G0.0024) ili mutanta (B; p�G0.0033). Slovom a �}�Ì�v������ni su stupci s prirastom primarnog korijena u 

�µ�À�i���š�]�u�����•�š�Œ���•�����l�}�i�]���•�����v�]�•�µ���Ì�v�������i�v�}���Œ���Ì�o�]�l�}�À���o�]���}�����‰�Œ�]�Œ���•�š�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����µ���l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u���µ�À�i���š�]�u����

(p �G��0.05). 
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4.6. UTJECAJ OSMOTSKOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA 
NADEKSPRESORA I MUTANATA 

Kako bih �]�•�š�Œ���Î�]�}�� �µ�š�i�������i�� �}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �•�š�Œ���•���� �v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U��

nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, IAR3 11.5 i IAR3 13.4) i mutanata (ilr1-2, ill2-

1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2), biljke sam uzgajao 8 dana na mediju MS s dodatkom 300 mM 

�u���v�]�š�}�o���X���<�}�����•�À�]�Z�����]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����Ì�����]�o�i���Î���v���i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v����

�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l�����]�•�š�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�����v�����u�����]�i�µ���D�^�ì���~Slika 8. i Slika 9.). 

Niti jedn�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����v�]�i�����]�u���o�����Ì�v�������i�v�}���Œ���Ì�o�]���]�š���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����µ���}���v�}�•�µ��

na divlji tip, no biljna linija nadekspresora IAR3 13.4 �]�u���o�����i�����Ì�v�������i�v�}���À�����]���‰�Œ�]�Œ���•�š���}�����o�]�v�]�i�� ILR1 13.3 

(Slika 8.).  

�<�}�����•�À�]�Z�����]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š�����Ì�����]�o�i���Î���v���i�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]�����Œ�}�i��

���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l�����]�•�š�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�����v�����u�����]�i�µ���D�^�ì�X�����]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����u�µ�š���v�š����ilr1-

2 i ill2-1 �]�u���o�����•�µ���Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����}�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���U�����}�l���l�}����ostalih linija 

�u�µ�š���v���š���� �v�]�i���� �Ì�����]�o�i���Î���v���� �Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �µ�� �}���v�}�•�µ�� �v���� ���]�À�o�i�]�� �š�]�‰�X�� �Z���Ì�o�]�l���� �µ�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�µ�� �]�Ì�u�����µ�� �o�]�v�]�i����

�u�µ�š���v���š�����v�]�i�����Ì�����]�o�i���Î���v�����~Slika 8.). ilr1-2 �i�����i�����]�v�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����l�}�i�����i�����]�u���o�����Ì�v�������i�v�}���À�����]�����Œ�}�i�����}���v�}�P��

korijenja od divljeg tipa, ali i od linija iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2, koje su uzgajane u istim uvjetima (Slika 

9.). 

4.7. NAKUPLJANJE PROTEINA ILL2 U KORIJENU BILJAKA NADEKSPRESORA ILL2 8.2 
UZGAJANIH U UVJETIMA SOLNOG, OSMOTSKOG I TEMPERATURNOG STRESA 

Biljke nadekspresore ILL2 8.2 vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija, uzgajao sam u 

�‰���š�Œ�]�i���À�]�u���Ì���i���o�]�����u�����•���l�Œ�µ�š�]�u���u�����]�i���D�^�ì���µ���l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u���µ�À�i���š�]�u���U���µ���µ�À�i���š�]�u�����š�}�‰�o�]�v�•�l�}�P���•�š�Œ���•�����~�ï�ó���£���•�U��

na mediju MS s dodatkom NaCl (150 mM; solni stres) i na mediju MS s dodatkom d-manitola (300 mM; 

osmotski stres) prema protokolu (opisanom u poglavlju 3.2.3.3.). Fluorescentnom mikroskopijom sam 

�Ì�����]�o�i���Î�]�}�� �(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i�µ�� ���]�l�•�]�v���u�]���}�Z�]�Œ�}�o���Ì���� �/�>�>�î-�'�&�W�� �µ�� �‰�}���Œ�µ���i�µ�� �À�Œ�“�l���� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �Ì�}�v�]�� �•���Ì�Œ�]�i���À���v�i����

korijena (Slika 10. i Slika 11.), te sam kvantificirao prisutnost proteina. �/�v�š���v�Ì�]�š���š���(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i�����µ���À�Œ�“�l�µ��

�l�}�Œ�]�i���v���� �o�]�v�]�i���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �/�>�>�î�� �ô�X�î�� �v�]�i���� �•���� �Ì�v�������i�v�}�� �Œ���Ì�o�]�l�}�À���}��u biljkama uzgajanih na solnom, 

osmotskom i temperaturnom stresu od onih uzgajanih u kotrolnim uvjetima. U zoni sazrijevanja, 

�Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �Ì�����]�o�i���Î���v���� �i����u biljkama uzgajanih na solnom i osmotskom stresu, dok u biljkama 

�µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �v���� �š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�v�}�u�� �•�š�Œ���•�µ�� �v�]�i���� �‰�Œ�]�u�]�i�������v���� �•�š���š�]�•�š�]���l�]�� �Ì�v�������i�v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �µ�� �}���v�}�•�µ�� �v���� ���]�o�i�l����

uzgajane na mediju MS0 (Slika 11.). 
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Slika 10. Intenzitet fluorescencije proteinskog konstrukta ILL2-�'�&�W�� �µ�� �l�}�Œ�]�i���v�}�À�}�u�� �À�Œ�“�l�µ�� �]�o�]�� �µ�� �Ì�}�v�]��

sazrijevanja korijena biljke nadekspresora ILL2 8.2. Biljke su uzgajane 8 dana na mediju MS0 u uvjetima 

kratkog dana (kontrola), na mediju MS0 uzgajanih u uvjetima �µ�À�i���š�]�u�����l�Œ���š�l�}�P�������v�����]���]�Ì�o�}�Î���v�]�Z���ï���•���š����

�š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]�� �}���� �ï�ó�� �£���U�� �]�o�]�� �ô�� �����v���� �v���� �u�����]�i�]�u���� �D�^�� �•�� ���}�����š�l�}�u�� �í�ñ�ì�� �u�D�� �E�����o�� �]�o�]�� �ï�ì�ì�� �u�D�� �u���v�]�š�}�o���X��

���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�� �i���� �‰�Œ�}�À�������v�� �µ�� �î�� ���]�}�o�}�“�l���� �Œ���‰�o�]�l���� �}���� �l�}�i�]�Z�� �i���� �•�À���l���� �•�����Œ�Î���À���o���� �‰�}�� �ï�� ���]�o�i�l���X Rezultati su 

prikazani kao odnos (%) intenziteta fluorescencije u korijenu biljaka uzgajanih u uvjetima stresa (MS0 

na 37, s 150 mM NaCl ili 300 mM manitolom) i intenziteta fluorescencije biljaka uzgajanih na mediju 

�D�^�ì�X���•�À�i���Ì���]�������‰�Œ�����•�š���À�o�i���i�µ���Ì�v�������i�v�µ���Œ���Ì�o�]�l�µ���µ���]�v�š���v�Ì�]�š���š�µ���(�o�µorescencije u korijenu biljaka uzgajanih 

na stresnim uvjetima od kontrole (p�G0.05). 

 

Slika 11. Korijen biljke nadekspresora ILL2 8.2, vrste Arabidopsis thaliana, ekotip Wassilewskija, 
uzgajane 15 dana na krutom mediju MS0 u uvjetima kratkog dana, pod fluorescencijskim 
mikroskopom. A- fluorescencija proteina ILL2-GFP u zoni sazrijevanja; B- fluorescencija proteina ILL2-
�'�&�W���µ���À�Œ�“�l�µ���l�}�Œ�]�iena. 
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5. RASPRAVA 
 

Eksperimenti �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �µ�o�}�P���� �P���v���� �µ�� �}�Œ�P���v�]�Ì�u�]�u���� �•�� �µ�u�i���š�v�}�� �•�š�À�}�Œ���v�}�u�� �v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�}�u��

�v���l�}�P���P���v���U���Ì���Z�š�]�i���À���i�µ���‰�Œ�}�À�i���Œ�µ���Œ���Ì�]�v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v�����}�����]�v�š���Œ���•�����~�D�}�Œ�]�Ç���U���î�ì�í�ñ�•�X���Z���Ì�o�}�P���š�}�u�����i�����“�š�}��

�Œ���Ì�o�]���]�š�����l�}�o�]���]�v���� �‰�Œ�}�š���]�v�����u�}�P�µ���µ�Ì�Œ�}�l�}�À���š�]�� �Œ���Ì�o�]���]�š���(���v�}�š�]�‰�X���h���}�À�}�u�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š�µ���l�}�Œ�]�“�š���v���� �•�µ���o�]�v�]�i����

nadekspresori ILR1 13.3, ILR1 3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 i IAR3 13.4 �š�����]�u���i�����}���Œ�������v����

�Œ���Ì�]�v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� ���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���}�o���Ì���� �Ì���� �l�}�i�]�� �‰�}�•�i�����µ�i�µ�� �š�Œ���v�•�P���v�X�� ���µ���µ���]�� ������ �•���u�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}��

�µ�v�]�À���Œ�Ì���o�v���� �‰�}�����š�v�]������ �l�}�i���� �µ�u�v���Î��ju nativni gen i transgen izmjerio sam kumulativnu ekspresija 

���]�o�i���v�}�P���P���v���X���E���i�‰�Œ�]�i�����i�����]�Ì�}�o�]�Œ���v�����µ�l�µ�‰�v�����Z�E�����]�Ì�����]�o�i���l�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����]�����]�À�o�i���P���š�]�‰�����š�����i�����}���Œ�������v����

�l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �Z�E���� �]�� ���]�•�š�}������ �µ�Ì�}�Œ���l���X���W�Œ���u���� �‰�Œ�}�š�}�l�}�o�µ�� �‰�Œ�}�]�Ì�À�}���������� �‰���l���š���� �Ì���� �]�Ì�}�o�����]�i�µ�� �µ�l�µ�‰�v�� RNA, 

prinos RNA iz 50 mg listova biljke A. thaliana �i�����]�Ì�u�����µ���ð���]���ò���R�P�X���W�}�“�š�}���i�����µ���}�À�}�u�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š�µ���]�Ì�}�o�����]�i����

�µ�l�µ�‰�v�����Z�E�����Œ�������v�����]�Ì�����]�i���o�]�Z�����]�o�i���l�����‰�Œ�]�v�}�•���i���U���}�����l�]�À���v�}�U�����]�}���‰�µ�v�}���À�����]���~�]�Ì�u�����µ���õ�X�ô���]���ï�ì�X�ñ���R�P�•�X �<�}�o�]���]�v�µ���µ�l�µ�‰�v����

RNA potrebno je odrediti zbog t�}�P�����“�š�}���•���� �µ���u���š�}���]���‹�W���Z���u�}�Œ�����l�}�Œ�]�•�š�]�š�]�� �]�•�š���� �l�}�o�]���]�v���� �l���o�µ�‰�����µ���•�À�]�u��

�µ�Ì�}�Œ���]�u���� �l���l�}�� ���]�� �•���� �u�}�P�o���� �‰�Œ���À�]�o�v�}�� �}���Œ�����]�š�]�� �l�}�o�]���]�v���� �u�Z�E���� �}���� �]�v�š���Œ���•���� �µ�� �µ�Ì�}�Œ�l�µ�X�� �h�•�‰�i���“�v�}�•�š��

���l�•�‰���Œ�]�u���v���š���� �l�À���v�š�]�(�]�l�����]�i���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �P���v���� �µ�À�i���š�}�À���v���� �i���� ���]�•�š�}���}�u�� �µ�Ì�}�Œ���l�� ukupne RNA (koja je 

o���Œ�������v����omjerima absorbancija A260/280 i A260/230�•���]�Ì���Œ���Ì�o�}�P�����“�š�}���Ì���}�•�š���o�����š�À���Œ�]���µ���µ�Ì�}�Œ���]�u���U���l���}���“�š�}���•�µ��

�(���v�}�o�]�U�� �‰�Œ�}�š���]�v�]�� �]�o�]�� �“�������Œ�]�U�� �u�}�P�µ�� �µ�u���v�i�]�š�]�� ���(�]�l���•�v�}�•�š�� �Œ�����l���]�i���� �Z�d�� �]�� �‹�W���Z�X�� ���]�•�š�}������ �µ�Ì�}�Œ���l���� �µ�� �u�}�i���u��

���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�µ�����]�o�����•�µ���Ì�����}�À�}�o�i���À���i�µ�������Ì�����v���•�š���À���l���‰�Œ�}����dure kvantifikacije ekspresije gena. 

�D���š�}���}�u�� �W���Z�� �•�� �‰�}�����š�v�]�����u���� �����d�ï�z�(�Á�� �]�� �����d�ï�z�Œ���À�� �š���� ���P���Œ�}�Ì�v�}�u�� �P���o�� ���o���l�š�Œ�}�(�}�Œ���Ì�}�u��

�‰�}�š�À�Œ�����v�}�� �i���� ������ �•�µ�� �µ�Ì�}�Œ���]�� �����E�����}�•�o�}���}�����v�]���}���� ���]�i���o�}�À������ �P���v�}�u�•�l���� ���E���� �l�}�i�]�� �����•�š�}�� �u�}�P�µ�� �Ì���}�•�š���š�]�� �µ��

�]�Ì�}�o���š�]�u�����Z�E���U���“�š�}���Ì�v�����]���������i�����l�}�Œ���l���š�Œ���š�u���v�����µ�Ì�}�Œ���l�����µ�l�µ�‰�v�����Z�E�����•�����E���Ì�}�u�����]�}���µ�•�‰�i���“���v�X���<�}�Œ�]�“�š���v����

�‰�}�����š�v�]������ �~�����d�ï�z�(�Á�� �]�� �����d�ï�z�Œ���À�•�� �•�‰�����]�i���o�v�}�� �•�µ�� ���]�Ì���i�v�]�Œ���v���� �l���l�}�� ���]�� �‰�Œ�}���µ�l�š�]�� �Œ�����l���]�i���� �W���Z�� �•�� �l���o�µ�‰�}�u��

�����E�����]�o�]���•���P���v�}�u�•�l�}�u�����E�������]�o�]���Œ���Ì�o�]���]�š�����À���o�]���]�v���X���W�}�����š�v�]�����������d�ï�z�(�Á���i�����l�}�u�‰�o���u���v�š���Œ�v�����•�����•���l�À���v���}�u��

u drugom ���P�Ì�}�v�µ�U�� ���� �‰�}�����š�v�]������ �����d�ï�z�Œ���À�� �•���� �•���l�À���v���}�u�� �š�Œ�������P�� ���P�Ì�}�v���� �P���v����ACT3. Stoga se 

�µ�u�v���Î���v�i���u���•���l���o�µ�‰�����P���v�}�u�•�l�������E�����•���}�À�]�u���‰�}�����š�v�]�����u�����µ�u�v���Î�������]�}�����Œ�µ�P�}�P���]���š�Œ�������P�����P�Ì�}�v�����]�����]�i���o�]��

���Œ�µ�P�]���]�v�š�Œ�}�v�X���Z�����]���š���l�À�}�P�����]�Ì���i�v�����‰�}�����š�v�]�������v���•�š���i�µ���(�Œ���P�u���v�š�]���Œ���Ì�o�]���]�š�������µ�o�i�]�v�������l�}���•e reakcija PCR izvodi 

na uzorku genomske DNA (733 pb) ili na uzorku cDNA (650 pb), koja nema sekvence introna. Stoga, 

�‰�Œ�}���µ�l�š�]���Œ�����l���]�i�����W���Z���•���}�À�]�u���‰�}�����š�v�]�����u�����•�š�À���Œ���i�µ���i�����]�v�•�š�À���v�����À�Œ�‰�������v�������P���Œ�}�Ì�v�}�u���P���o�µ�U���}�À�]�•�v�}���l�}�Œ�]�•�š�]��

li se za kalup cDNA ili genomska DNA.  

Uzorci cDNA, dobiveni reakcijom RT s uzorcima ukupne RNA biljaka nadekspresora i divljeg 

�š�]�‰���U���l�}�Œ�]�“�š���v�]���•�µ���µ���Œ�����l���]�i�]���‹�W���Z�X�����š���À�Œ�]�i�����v�}�•�š�]���š���Z�v�]���l�]�Z���Œ���‰�o�]�l�����•�À�]�Z���µ�Ì�}�Œ���l���������E�����Œ���Ì�o�]�l�}�À���o�����•�µ���•����

�Ì�����u���v�i�����}�����í�����]�l�o�µ�•�U���“�š�}���‰�}�l���Ì�µ�i�����������i�����µ���•�À���l�µ���Œ�����l���]�i�•�l�µ �}�š�}�‰�]�v�µ�����}�����v�����‰�Œ�]���o�]�Î�v�}���i�����v���l�����l�}�o�]���]�v����

kalupa cDNA (Udvardi i sur.�U�� �î�ì�ì�ô�•�X�� �D�����µ�š�]�u�U�� �]�Ì�u�i���Œ���v���� �•�µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š���� �Œ���o���š�]�À�v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �P���v���� �Ì����

���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �]�Ì�u�����µ�� ���À�]�i���� ���]�}�o�}�“�l���� �Œ���‰�o�]�l���� �~���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���•�X�� �d�}�� �u�}�Î���� ���]�š�]�� �µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v�}��
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�Œ���Ì�o�]���]�š�}�u�� ���(�]�l���•�v�}�“���µ�� �Œ�����l���]�i���� �Z�d�� �]�Ì�u�����µ�� ���]�}�o�}�“�l�]�Z�� �Œ���‰�o�]�l���U�� �“�š�}�� ���}�À�}���]�� ���}�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �l�}�o�]���]�v���� �l���o�µ�‰����

cDNA za qPCR (Schwaber i sur�X�U���î�ì�í�õ�•�U���]�o�]���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���(�]�Ì�]�}�o�}�“�l�]�u���•�š���š�µ�•�}�u�����]�o�i���l���U���“�š�}���u�}�Î�������]�š�]���‰�}�•�o�i�����]������

suptilnih razlika u uvjetima uzgoja biljaka ili u postupanju sa svj���Î�]�u�����]�o�i�v�]�u���u���š���Œ�]�i���o�}�u���š�]�i���l�}�u�����À����

�v���Ì���À�]�•�v�������l�•�‰���Œ�]�u���v�š���X���Z���Ì�o�]���]�š�������(�]�l���•�v�}�•�š�]���Œ�����l���]�i�����Z�d���u�}�Î�����µ�Ì�Œ�}�l�}�À���š�]���v�����(�]�l���•�v�}���À���Ì���v�i�����}�o�]�P�}-dT 

�‰�}�����š�v�]�������v�����l���o�µ�‰�U�������P�Œ���������]�i�����•���u�]�Z���‰�}�����š�v�]�������]�o�]�����i���o�}�u�]���v�}���Œ���•�‰�������v�i�������•���u�}�P���l���o�µ�‰���X���D�}�P�µ�������i����

i da je zbog nejed�v�}�o�]�l�}�P���‰�}�•�š�µ�‰���v�i�����•�����•�À�i���Î�]�u�����]�o�i�v�]�u���u���š���Œ�]�i���o�}�u�����}�“�o�}�����}���Œ���Ì�o�]�l�����µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�]���P���v����

�}�����]�v�š���Œ���•���U���v�����‰�Œ�]�u�i���Œ�U���Ì���}�P���u���Z���v�]���l�}�P���•�š�Œ���•�����•�š�À�}�Œ���v�}�u���‰�Œ�]���‰�Œ���������]�À���v�i�µ�����]�o�i���l�����•���Z�Œ���v�i�]�À�]�Z���u�����]�i����

�µ�����‰�Œ�µ�À���š�����Ì�����Z�}�u�}�P���v�]�Ì�����]�i�µ�X���W�}�š���v���]�i���o�v�}���}���i���“�v�i���v�i�����i�����]���������i�����Ì���}g nedovoljno brzog postupanja 

�‰�Œ�]���Z�}�u�}�P���v�]�Ì�����]�i�]�����]�o�i�v�}�P���š�l�]�À�������}�“�o�}�����}���}�š���‰���v�i�����š�l�]�À�����]�Ì�u�����µ�����À�������]�l�o�µ�•�����Z�}�u�}�P���v�]�Ì�����]�i�����~�����š���o�i�v�}��

opisano u poglavlju 3.2.5�•���š���� ������ �i���� �š�}���µ�š�i�������o�}���v���� �l�}�o�]���]�v�µ���u�Z�E�����}���� �]�v�š���Œ���•���� �µ���]�Ì�}�o���š�µ���µ�l�µ�‰�v���� �Z�E���X��

Razina ekspresije gena ILR1, ILL2 i IAR3 izmjerena je u biljkama divljeg tipa i pokazano je da je u 

���]�o�i�l���u���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���� �v���i�i�������� ���l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���v�� �P���v��IAR3 (�PCt=-0.64) pa onda ILR1 �~�P���š=3.53), a najslabije 

gen ILL2 (�PCt= 5.68), u odnosu na prosjek vrijednosti Ct referentnih gena�X�� �d���l�}����r, ovim 

���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�}�u�� �‰�}�š�À�Œ�����v���� �i���� �‰�}�À�������v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� �š�Œ���v�•�P���v���� ���µ�l�•�]�v�•�l�]�Z�� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì����u biljkama 

nadekspresora u odnosu na divlji tip, i to za 182.5 i 731.17 puta u linijama ILR1 13.3 i ILR1 3.1, u linijama 

ILL2 8.2, ILL2 25.6 i ILL2 27.2 za 8.87, 15.7 i 350.93 puta, a u linijama IAR3 11.5 i IAR3 13.4 za 3.48 

odnosno 44.12 puta. U dostupnoj literaturi nema puno objavljenih rezultata mjerenja razina ekspresije 

u biljkama nadekspresora za auksinske amidohidrolaze. Jedini dostupni rezultati su razine ekspresije 

gena IAR3 i ILL6 u biljkama nadekspresora vrste A. thaliana, ekotipa Columbia. Zhang i sur. (2016) u 

�•�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���•�µ���l�}�v�•�š�Œ�µ�]�Œ���o�]���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ����IAR3-OE i ILL6-OE s transgenima za IAR3 i ILL6 

pod kontrolom konstitutivnog promotora 35S CaMV. Biljke nadekspresori IAR3-OE i ILL6-OE 

�v���‰�Œ���À�o�i���v���� �•�µ���š�Œ���v�•�(�}�Œ�u�����]�i�}�u���‰�}�u�}���µ�������l�š���Œ�]�i����Agrobacterium tumefaciens, metodom floral dip, 

�š���� �•�µ�� ���}���]�o�]�� �À�]�“���� ���]�o�i�v�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �•�� �v���•�µ�u�]���v�}�� �µ�P�Œ�������v�]�u�� �š�Œ���v�•�P���v�]�u���� �µ�� �P���v�}�u�µ�� �•�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�u�� �Œ���Ì�]�v���u����

ekspresije tran�•�P���v���X���W�}�����š�v�]�������l�}�i�����•�µ���l�}�Œ�]�•�š�]�o�]���µ�u�v���Î���i�µ���]���v���š�]�À�v�]���P���v���]���š�Œ���v�•�P���v�U���l���}���“�š�}���i�����•�o�µ�����i���]���µ��

�u�}�i���u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�X��U nadekspresorskim linija IAR3-OE koje su dobili relativne ekspresije, naspram 

referentnog gena AKTIN8�U�� �l�Œ�����µ�� �•���� �]�Ì�u�����µ�� �ñ�ì�9�� �]�� �ï�ì�ì�9�U��u nadekspresorskim linijama ILL6-OE 

vrijednosti �Œ���o���š�]�À�v�]�Z�����l�•�‰�Œ���•�]�i�����À���Œ�]�Œ���i�µ���]�Ì�u�����µ���ñ�ì�9���]���î�ñ�ì�9�U�����}�l��u biljkama divljeg tipa nije detektirana 

ekspresija ni gena IAR3 niti ILL6 (Zhang i sur., 2016). Zhang i sur. (2016) mjerenje ekspresije radili su 

na 9 dana starim �l�o�]�i���v���]�u���U�� ���}�l�� �•���u�� �i���� �Œ�����]�}�� �v���� �í�î�� �����v���� �•�š���Œ�]�u�� �l�o�]�i���v���]�u���X�� �h���}������ �•�o�µ�����i���� ���]�o�i�l���� �•�µ��

transformirane metodom floral dip�U���u���š�}���}�u���µ���l�}�i�}�i�����}�o���Ì�]�����}���v���•�µ�u�]���v�����‰�}�Ì�]���]�i�����µ�P�Œ�����v�i�����š�Œ���v�•�P���v����

�µ���P���v�}�u�U���“�š�}���Ì�����‰�}�•�o�i�����]���µ���u�}�Î�����]�u���š�]���Œ���Ì�o�]���]�š�µ���Œ���Ì�]�v�µ�����l�•�‰�Œ���•�]�i�����š�Œ���v�•�P���va. 

�W�Œ���u���� �š�Œ���v�µ�š�����v�]�u�� �•�‰�}�Ì�v���i���u���� �}�� �µ���]�v���]�u���� ���µ�l�•�]�v���� �v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���U�� �‰�}�Ì�v���š�}�� �i���� ������

�À���o�]�l���� �l�}�o�]���]�v���� ���l�š�]�À�v�}�P�� �}���o�]�l���� ���µ�l�•�]�v���� �µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�µ�� �•�u���v�i���v�]�� �Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �‰�}�À�������v�� ���Œ�}�i��

���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���X���^�����Œ�µ�P�����•�š�Œ���v���U���u���o�����l�}�o�]���]�v�������µ�l�•�]�v�����µ�Ì�Œ�}�l�µ�i�µ���i���l���‰�Œ�}���µ�Î�v�]���Œ���•�š���l�}�Œ�]�i���v�����]���•�u���v�i���v�]��
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���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �~Woodward i Bartel., 2005). Prema tome, biljke nadekspresori za auksinske 

���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì�����š�Œ�������o�������]���]�u���š�]���‰�}�À�������v�µ���l�}�o�]���]�v�µ�����l�š�]�À�v�}�P���}���o�]�l�������µ�l�•�]�v�����š�����l�Œ�����]���‰�Œ�]�u���Œ�v�]���l�}�Œ�]�i���v���]��

�À�����]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���U�� ���� ���]�o�i�l���� �u�µ�š���v�š���� �Ì���� ���µ�l�•�]�v�•�l���� ���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �}���Œ�v�µ�š�}�X�� �D�����µ�š�]�u�U�� �µ��

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �‰�Œ�����•�š���À�o�i���v�}�u�� �µ�� �}�À�}�u�� �Œ�����µ�U�� ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �]��

mutanata, uzgajanih u uvjetima bez stresa, nije se razlikovala od duljine primarnog korijena biljaka 

divljeg tipa, a duljina primarnog korijena biljka mutanata ilr1-2  �i�������]�o���������l���]���u���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l����

���]�À�o�i���P���š�]�‰���X�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����u biljkama nadekspresora �µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���µ�À�i���š�]�u���������Ì���•�š�Œ���•���U���š���l�}�����Œ��

�•���� �v�]�i���� �Œ���Ì�o�]�l�}�À���}�� �}���� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U�� �“�š�}�� �v�]�i���� �µ�� �•�l�o�����µ�� �•�� �}�����l�]�À���v�i�]�u���X��U 

biljkama mutantama�U�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�}���i�����u���v�i�]���}�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰�����i�����]�v�}���µ���•�o�µ�����i�µ���o�]�v�]�i����

mutante ill2-1iar3-2. �D�}�P�µ���]�� �Œ���Ì�o�}�P���}�À���l�À�]�Z�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �i���� ���l�š�]�À�����]�i���� �v���l�}�P�� ���Œ�µ�P�}�P���u���š�����}�o�]���log puta 

�l�}�i�]�� �‰�}�À�������À���� �]�o�]�� �•�u���v�i�µ�i���� �l�}�o�]���]�v�µ�� ���l�š�]�À�v�}�P�� �}���o�]�l���� ���µ�l�•�]�v���X�� �h�� �•�o�µ�����i�µ�� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ���� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�o�i���l����

�v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���U�� �u�}�P�µ������ �i���� ������ �•���� �•�v���Î�v�}�� ���l�š�]�À�]�Œ���� �‰�µ�š�� �l�}�v�i�µ�P�����]�i���� ���µ�l�•�]�v���� �“�š�}�� �Ì���u���•�l�]�Œ���� �µ�š�i�������i��

prekomjerno eksprimiranih auksinskih amidohidrolaza. U �l�}�Œ�]�•�š���}�À�����‰�Œ���š�‰�}�•�š���À�l�����]�������]�����]�v�i���v�]�������������i����

ekspresija gena WES1 (IAA-amido sintaza iz porodice GH3 koja katalizira konjugaciju IAA s 

���u�]�v�}�l�]�•���o�]�v�}�u�����•�‰�•���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�}���Œ���P�µ�o�]�Œ���v�����l�}�o�]���]�v�}�u�����µ�l�•�]�v�����~�W���Œ�l��i sur.�U���î�ì�ì�ó�•�X���h���•�o�µ�����i�µ�����Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ����

korijena biljaka m�µ�š���v���š���U���u�}�P�µ������ �i���� ������ �µ�•�o�]�i������ �•�u���v�i���v�����l�}�o�]���]�v���� ���l�š�]�À�v�}�P�����µ�l�•�]�v���� �l�}�����}�À�]�Z�����]�o�i�v�]�Z��

�o�]�v�]�i���U�����}�o���Ì�]�����}���‰�}�i�������v�i�����µ���•�]�v�š���Ì�]�����µ�l�•�]�v���X���h���•�l�o�����µ���•���}�À�}�u���‰�Œ���š�‰�}�•�š���À�l�}�u���i�����]�����]�v�i���v�]�������������•�µ���P���v�]��

YUC, koji sudjeluju u procesu sinteze IAA, regulirani negativnom povratnom spregom s auksinom (Cao 

i sur.�U�� �î�ì�í�õ�•�X�� �^�o�]���v���� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �•�µ�� ���}���]�o�]�� �]�� �Z���u�‰���Ç��i sur. �~�î�ì�ì�ð�•�U�� ���]�i�]�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�� �‰�}�l���Ì�µ�i�µ�� ������ �i�����v�}�•�š�Œ�µ�l����

mutante (ilr1, ill2 i iar3) biljke A. thaliana (ekotip  Columbia) i dvostruke mutante (ilr1ill2, ilr1iar3 i 

ill2iar3) imaju �‰�}���i�����v���l�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �l���}�� �]�� ���]�o�i�l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U�� �v�}�� �š�Œ�}�•�š�Œ�µ�l���� �u�µ�š���v�š����

(ilr1ill2iar3�•���]�u�����Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���X���d���l�}�����Œ���,���Ç���•�Z�]��i sur. 2021 pokazuju da biljne 

linije mutante ilr1-1, ill2-1 i iar3-2 imaju podjednaku duljinu primarnog korijena nakon 7 dana uzgoja 

�µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �����Ì�� �•�š�Œ���•���X�� �Z���Ì�µ�o�š���š�]�� �u�}�i���P�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �v���� �‰�}���µ�����Œ���i�µ�� �•���� �µ�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]�� �•�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u����

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����}�����Z���u�‰���Ç��i sur. (2004) i Hayashi i sur�X���~�î�ì�î�í�•�X���h���•�l�o�}�‰�µ���}�À�}�P���Œ�������U�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����

jednostrukih mutanata, u�Ì�P���i���v�]�Z�� �µ�� �l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u�� �µ�À�i���š�]�u���U�� �µ�]�•�š�]�v�µ�� �i���� ���]�}�� �‰�}���i�����v���l�� ���Œ�}�i�µ�� ���}���v�}�P��

�l�}�Œ�]�i���v�i�������]�À�o�i���P���š�]�‰���U���u�����µ�š�]�u���]�•�š�}���À�Œ�]�i�����]���]���Ì�����š�Œ�}�•�š�Œ�µ�l�µ���u�µ�š���v�š�µ��(ilr1-2ill2-1iar3-2). �d���l�}�����Œ�U���•�µ�‰�Œ�}�š�v�}��

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u�����}�����Z���u�‰���Ç��i sur. (2004) i Hayashi i sur. (2021), dvostruka mutanta (ill2-1iar3-2) imala je 

�Ì�v�������i�v�}���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����}�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���X 

�<���}�� �“�š�}�� �i���� �À������ �}�‰�]�•���v�}�� �µ�� �‰�}�P�o���À�o�i�µ��1.6.�U�����Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�����l�}�Œ�]�i���v���� �Ì�v�������i�v�}�� �•���� �u�]�i���v�i���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u����

solnog i osmotskog stresa. Smolko i sur. (2021) �•�µ�� �µ�� �•�À�}�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �v�� biljci A. thaliana, ekotip 

���}�o�µ�u���]���U�� �‰�}�l���Ì���o�]�� ������ ���}�o���Ì�]�� ���}�� �•�u���v�i���v�}�P�� �Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �µ��

uvjetima solnog (100 mM NaCl) i osmotskog stresa (200 mM manitol). Pokazano je i da je duljina 

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �À�����]��u biljkama �]�Ì�o�}�Î���v�]�Z�� �•�}�o�v�}�u�� �•�š�Œ���•�µ�� �v���P�}��u biljkama 
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�]�Ì�o�}�Î���v�]�Z���}�•�u�}�š�•�l�}�u���•�š�Œ���•�µ���~�^�u�}�o�l�}��i sur. �î�ì�î�í�•�X���h���u�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���š���l�}�����Œ���i�����‰�}�l���Ì���v���•�u���v�i���v��

�‰�Œ�]�Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P�� �]�� �}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �•�š�Œ���•���U�� �u�����µ�š�]�u�U��

d�µ�o�i�]�v�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�������]�o�����i�����À��������u biljkama uzgajanih u uvjetima osmotskog stresa u odnosu na 

�}�v���� �µ�Ì�P���i���v���� �µ���µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P���•�š�Œ���•���U�����}�l�� �i���� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�}���À�����]��u biljkama uzgajanih u 

�µ�À�i���š�]�u�����•�}�o�v�}�P���•�š�Œ���•���X���Z���Ì�o�]�l�����µ���Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u�����]�Ì�u�����µ���u�}�i���P���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����]���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����}�����^�u�}�o�l�}��i sur. 

�~�î�ì�î�í�•�U���µ�Ì���š�}���“�š�}���•�µ���l�}�Œ�]�“�š���v�������]�o�i�l�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�����l�}�š�]�‰�}�À���U���À�i���Œ�}�i���š�v�}���•�µ���‰�}�•�o�i�����]�������Œ���Ì�o�]�l�����µ���l�}�Œ�]�“�š���v�]�u��

�l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���u���� �•�}�o�]�� �]�� �u���v�]�š�}�o���X�� �h�� �u�}�i���u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� �E�����o�� ���]�o���� �i���� �í�ñ�ì�� �u�D�U�� ���}�l�� �i����

koncen�š�Œ�����]�i�����u���v�]�š�}�o�������]�o�����ï�ì�ì���u�D�U�������µ���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���}�����^�u�}�o�l�}��i sur. (2021), koncentracija NaCl-a bila 

�i�����í�ì�ì���u�D�U�������u���v�]�š�}�o�����î�ì�ì���u�D�X���D�}�P�µ�������i�����������Œ���Ì�o�]�l�����]�Ì�u�����µ���í�ì�ì���]���í�ñ�ì���u�D���E�����o-�����]�Ì���Ì�]�À�����u�v�}�P�}���À�����]��

stres te zaustavljanje rasta primarnog korijena u odnosu na r���Ì�o�]�l�µ���]�Ì�u�����µ���î�ì�ì���]���ï�ì�ì���u�D���u���v�]�š�}�o���X������

�E�������o�i���U���‰�Œ�]�i�����‰�Œ���•�����]�À���v�i�������]�o�i���l�����v�����•�š�Œ���•�v�����u�����]�i���U���µ���u�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���•�µ�����]�o�i�l�����‰�Œ���š�Z�}���v�}���Œ���•�o�����ó��

�����v���� �v���� �D�^�ì���u�����]�i�µ�U�� ���}�l�� �•�µ�� �µ�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �}���� �^�u�}�o�l�}��i sur. (2021) ���]�o�i�l���� �Œ���•�o���� �ð�� �����v���U���“�š�}�� �i���� �À���o�]�l����

razlika u razvojnom stadiju biljke (kotiledoni se otvaraju tek ~6 dan od klijanja) (Boyes i sur., 2001). 

�d���l�}�����Œ�U�� �u�i���Œ���v�i���� ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �]�� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �µ�� �u�}�i���u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ��

�v���‰�Œ���À�o�i���v�}���i�����ô�X�������v���}�����‰�Œ���•�����]�À���v�i�������]�o�i���l�����v�����•�š�Œ���•�v�]���u�����]�i�U�����}�l���i�����µ���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���}�����^�u�}�o�l�}��i sur. 

�~�î�ì�î�í�•�� �l�}�v�����v�}�� �u�i���Œ���v�i���� �v���‰�Œ���À�o�i���v�}�� �í�ï�X�� �����v�� �~�]���l�}�� �i���� �µ�� �u�i���Œ���v�i�µ�� �]�� �ó�X�� �‰�}�l���Ì���v�� �•�o�]�����v�� �}�u�i���Œ�� ���]�o�i���l����

uzgajanih na solnom i biljaka uzgajanih na osmotskom stresu).  

�W�}�Ì�v���š�}���i�����������µ���µ�À�i���š�]�u���������]�}�š�•�l�]�Z���•�š�Œ���•�}�À���U�����}�o���Ì�]�����}���Ì�v�������i�v�� promjene u aktivnosti gena za 

�•�]�v�š���Ì�µ�U�� �š�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�� �]�� �����š���l���]�i�µ�� ���µ�l�•�]�v���� �~�E���•���Œ�� �]�� �^�Z���v�]�X�U�� �î�ì�í�ò�•�X�� ���}�•�������“�v�i���� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �µ�š�i�������i���� �P���v����

auksinskih amidohidrolaza ILR1, ILL2 i IAR3 uglavnom su se bazirala na uzgoju biljaka mutanata za 

navedene gene na podlogama s dodatkom IAA konjugata u svrhu karakterizacije supstrata za 

auksinske amidohidrolaze (Woodward i Bartel., 2005; Bartel i Fink, 1995; Rampey i sur., 2004). Malo 

�i���� �}���i���À�o�i���v�]�Z�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �]�•�š���Î�]�À���v�i���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ���� �l�}�Œ�]�i���v����u biljkama nadekspresora i mutanata gena 

auksinskih amidohidrolaza (ILR1, ILL2 i IAR3) uzgajanih u uvjetima stresa. Iz tog razloga, utjecaj 

�����]�}�š�•�l�]�Z���•�š�Œ���•�}�À�����v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i�µ�����µ�l�•�]�v�•�l�]�Z�����u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �•�o�����}�� �i���� �‰�}�Ì�v���š�U�������š���l�}�����Œ���‰�}�•�š�}�i�]�� ���u���o�}��

podataka o ulozi istih u odgovoru biljaka na stre�•�v�����µ�À�i���š���X���h���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���}�����<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. (2012) 

pokazano je da se ekspresija gena IAR3, kod divljeg tipa biljke A. thaliana, ekotipa Columbia-0, 

�Ì�v�������i�v�}���‰�}�À�������À�����]���}�u�}�P�µ�����À�����À�����µ���}�š�‰�}�Œ�v�}�•�š���v�����}�•�u�}�š�•�l�]���•�š�Œ���•���š�����������‰�}�À�������v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����P���v����IAR3 

uzroku�i���� �Ì���µ�•�š���À�o�i���v�i���� �Œ���•�š���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �‰�}�À�������v�i���� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i����u biljkama 

�µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���µ�À�i���š�]�u�����}�•�u�}�š�•�l�}�P���•�š�Œ���•���X���d���l�}�����Œ�U���µ���]�•�š���Î�]�À���v�i�µ���}�����<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. (2012) pokazano je 

da biljke mutante za gen IAR3 (iar3-5 i iar3-6), uzgajane u uvjetim���� �}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �•�š�Œ���•���U�� �]�u���i�µ�� �À�����µ��

���µ�o�i�]�v�µ���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]���u���v�i�]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����}�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���X���E�������o�i���U���:�µ�v�P�Z���v�•��i sur. 

�~�î�ì�ì�ò�•���l�}�Œ�]�•�š�]�o�]���•�µ���š�Œ���v�•�P���v�]���v�������]�o�i�l����A. thaliana�U���•���‰�}�i�������v�}�u�����l�•�‰�Œ���•�]�i�}�u���P���v�� ILL3 iz biljaka roda 

Populus (pod konstitutivnim promotorom CaMV 35S), te je pokazano da prekomjerna ekspresija  gena 
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ILL3 �}�u�}�P�µ���µ�i���� �}�š�‰�}�Œ�v�}�•�š�� ���]�o�i���l���� �v���� �•�}�o�v�]�� �•�š�Œ���•�X�� �d���l�}�����Œ�U�� �µ�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �}���� �:�µ�v�P�Z���v�•��i sur. (2006) 

�‰�}�l���Ì���v�� �i���� �‰�}�À�������v�� �Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•����u biljkama �•�� �‰�}�i�������v�}�u��

ekspresijom gena ILL3�X�� �^�µ�‰�Œ�}�š�v�]�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�� �}�À�}�P�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �����i�µ�� �v���•�o�µ�š�]�š�]�� ������ �Œ���Ì�o�]���]�š���� ���µ�l�•�]�v�•�l����

���u�]���}�Z�]���Œ�}�o���Ì���� �u�}�P�µ�� �]�u���š�]�� �Œ���Ì�o�]���]�š�� �µ�š�i�������i�� �v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���X�� �d���l�}�����Œ�U�� �]�Ì�� �Œ���Ì�µ�o�š���š���� �u�}�i���P��

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����v�����u�}�Î�����•�����Ì���l�o�i�µ���]�š�]���������i�����P���v��IAR3 odgovoran za zaustavljanje rasta korijena u uvjetima 

�}�•�u�}�š�•�l�}�P�� �•�š�Œ���•���U�� �i���Œ�� �v�]�š�]�� �l�}���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�•�l�]�Z�� �o�]�v�]�i���� �Ì���� �}�À���i�� �P���v�� �v�]�i���� �‰�Œ�]�u�]�i�������v�� �•�u���v�i���v�� �‰�Œ�]�Œ���•�š��

�‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i���U���v�]�š�]���i�����l�}�����u�µ�š���v�š�v�]�Z���o�]�v�]�i�����‰�Œ�]�u�]�i�������v���À�����]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����µ���}���v�}�•u 

�v���� ���]�À�o�i�]�� �š�]�‰�X���D�����µ�š�]�u�U�� �•�u���v�i���v�]�� �‰�Œ�]�Œ���•�š�� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �‰�Œ�]�u�]�i�������v�� �i����u biljkama nadekspresora 

ILR1 3.1, ILR1 13.3 i ILL2 27.2 uzgajanih u uvjetima solnog stresa. �K�À�}�����]���•�����u�}�P�o�}���}���i���•�v�]�š�]���v�����v�����]�v��

da je konstitutivna ekspresija gena ILR1 i ILL2 sn���Î�v�}���µ�š�i�������o�����v�����l�}�o�]���]�v�µ�����µ�l�•�]�v�•�l�]�Z���l�}�v�i�µ�P���š�����š�����������i����

���}�“�o�}�� ���}�� ���}�À�}�o�i�v�}�� �À���o�]�l�}�P�� �‰�}�À�������v�i���� �l�}�o�]���]�v���� ���l�š�]�À�v�}�P�� �}���o�]�l���� ���µ�l�•�]�v���� �l�}�i�]�� �i���� �‰�}�š�}�u�� �]�v�Z�]���]�Œ���}�� �Œ���•�š��

primarnog korijena. Ovu pretpostavku podupiru i rezultati kvantifikacije ekspresije gena ILR1 u 

biljkama nadekspresora ILR1 3.1 i ILR1 13.3 te gena ILL2 u biljci nadekspresora ILL2 27.2. Naime, kod 

�}�À�]�Z���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����Ì�����]�o�i���Î���v�����i�����À���o�]�l�����Œ���o���š�]�À�v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�����v���À�������v�]�Z���P���v�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l����

divljeg tipa, za razliku od ostalih linija nadekspresor���� ���]�i���� �i���� �Œ���o���š�]�À�v���� ���l�•�‰�Œ���•�]�i���� ���]�o���� �u�v�}�P�}�� �u���v�i���X��

�D�����µ�š�]�u�U�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����l�}�����}�À�]�Z�����]�o�i�v�]�Z���o�]�v�]�i�����v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ�����v�]�i�������]�}���Ì�v�������i�v�}���Œ���Ì�o�]���]�š���}�������Œ�}�i����

���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� ���]�o�i���l���� ���]�À�o�i���P�� �š�]�‰���U�� �l���}�� �“�š�}�� ���]�� �•���� �}�����l�]�À���o�}�� �‰�Œ���u���� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u���� �}���� �<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. 

(�î�ì�í�î�•�X���E�������o�i���U���•�µ�‰�Œ�}�š�v�}���}�����}�����l�]�À���v�}�P�U���l�}�����P�}�š�}�À�}���•�À�]�Z���o�]�v�]�i�������]�o�i���l�����u�µ�š���v���š���U���µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���•�š�Œ���•�v�]�u��

�µ�À�i���š�]�u���U�����}�“�o�}���i�������}���•�u���v�i���v�}�P���Œ���•�š�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�À�o�i�]���š�]�‰�U���}�•�]�u���l�}�����u�µ�š���v�š�v����

linije ill2-1iar3-2 u svim uvjetima i kod linija iar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2 u uvjetima osmotskog stresa kod 

�l�}�i�]�Z���v�]�i���� �Ì�����]�o�i���Î���v���� �Œ���Ì�o�]�l���� �µ���}���v�}�•�µ���v���� ���]�À�o�i�]�� �š�]�‰�X���W�Œ���u���� �<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. (2012), biljke s mutiranim 

genom IAR3 �š�Œ�������o�������]���]�u���š�]���À�����]���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����}�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰�����µ�Ì�P���i���v�]�Z���v�� mediju 

�•���í�ñ�ì���u�D���E�����o�U���u�����µ�š�]�u�U���µ���u�}�i���u�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š�µ���v�]�i�������}�“�o�}�����}���‰�}�i�������v�}�P���Œ���•�š�����l�}�Œ�]�i���v�����u�µ�š���v�š����iar3-

2�X�� �K�‰�����v�]�š�}�U�� �Ì���� �}�����l�]�À���š�]�� �i���� ���]�o�}�� ������ ������ ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� ���]�š�]�� �À��������u biljkama mutantama 

�µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���•�š�Œ���•�v�]�u���µ�À�i���š�]�u���U���Ì���}�P���•�u���v�i���v���� �l�}�o�]���]�v����aktivnog oblika auksina (Woodward i Bartel, 

2005)�X�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����u biljkama �o�]�v�]�i�����u�µ�š���v���š���U���µ�Ì�P���i���v�]�Z���µ���µ�À�i���š�]�u�����•�š�Œ���•���U���µ���À�����]�v�]���•�o�µ�����i���À����

�•�����v�����Œ���Ì�o�]�l�µ�i�����}�������Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�������]�o�i���l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���X���D�����µ�š�]�u�U���u�µ�š���v�š�v�����o�]�v�]�i����ill2-1, u uvjetima 

temperaturnog i osmotskog stresa, �]�u�����À�����]�����Œ�}�i�����}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l�������]�À�o�i���P���š�]�‰���U���“�š�}��

�i�����v���}�����l�]�À���v���Œ���Ì�µ�o�š���š�X�� 

Treba naglasiti da postoje razlike u �‰�Œ�}�À�������]���u�}�i���P���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����]���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����}�����<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. 

(2012) i Junghans i sur. (20�ì�ò�•�X�� �E���]�u���U�� �µ�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �}���� �<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. (2012), u eksperimentima 

�µ�Ì�P�}�i�������]�o�i���l�����µ���µ�À�i���š�]�u�����•�š�Œ���•���U���l�}�Œ�]�“�š���v���i�����•�o�����]���u�����]�i���D�^���~���v�P�X��Half strength MS medium) s 2.2 g/L 

�D�^���‰�Œ���“�l���U���ì�X�ò���P�l�>���D���^���]���ñ���P�l�>���•���ì�X�ò�9�����P���Œ�����]���î�ñ�ì���u�D���u���v�]�š�}�o���U�����}�l���i�����µ���u�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���l�}�Œ�]�“�š���v��

puni medij MS s 1% agara i 300 mM manitola (detaljno opisano u poglavlju 3.2.1.). Kinoshita i sur. 
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(2012) koristili su biljke divljeg tipa A. thaliana, ekotipa Columbia, te linije mutante iar3-5 i iar3-6, dok 

�•�µ���µ���u�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���l�}�Œ�]�“tene biljke iste vrste, no ekotipa Wassilewskija, te liniju mutantu iar3-2. 

�s�Œ���u���v�•�l�]�� �‰���Œ�]�}���]�� �u�i���Œ���v�i���� ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� ���Œ�}�i���� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �•�µ�� �•���� �š���l�}�����Œ��

�Œ���Ì�o�]�l�}�À���o�]�X�� �h�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �}���� �<�]�v�}�•�Z�]�š����i sur. �~�î�ì�í�î�•�� �l�}�v�����v�}�� �u�i���Œ���v�i���� ���µ�o�i�]�v���� �‰�Œ�]�u���Œ�vog korijena 

�v���‰�Œ���À�o�i���v�}���i���� �����š�À�Œ�š�]�� �����v�U�����}�l�� �•���u���i�����u�i���Œ���v�i���� �Œ�����]�}�� �}�•�u�]�������v���}���� �v���•�����]�À���v�i�����v���� �•�š�Œ���•�v���� �‰�}���o�}�P���X��

Junghans i sur�X�� �~�î�ì�ì�ò�•�� �µ�š�i�������i�� �•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•���� �v���� �Œ���•�š�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�•�š�Œ���Î�]�o�]�� �•�µ�� �µ�Ì�P�}�i���u�� ���]�o�i���l���� �v���� �•�o�����}�u��

mediju MS s dodatkom 50 mM NaCl, dok je utjec���i���•�}�o�v�}�P���•�š�Œ���•�����µ���u�}�i���u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���]�•�‰�]�š���v���i�����v����

�‰�µ�v�}�u���u�����]�i�µ���D�^���•�����}�����š�l�}�u���í�ñ�ì���u�D���E�����o�X���d���l�}�����Œ�U���:�µ�v�P�Z���v�•��i sur�X���~�î�ì�ì�ò�•���]�•�š�Œ���Î�µ�i�µ���µ�š�i�������i���•�}�o�v�}�P��

�•�š�Œ���•���� �v�����š�Œ���v�•�P���v�]���v���� ���]�o�i�l���� ���X���š�Z���o�]���v���� �•�� �š�Œ���v�•�P���v�}�u��ILL3 iz biljaka roda Populus, dok su u mojem 

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �l�}�Œ�]�“�š���v���� �š�Œ���v�•�P���v�]���v���� ���]�o�i�l���� �� �•�� �Z�}�u�}�o�}�P�v�}�u�� �v�������l�•�‰�Œ���•�]�i�}�u�� �~�P���v�]�u����ILR1, ILL2  IAR3 

biljke A. thaliana). Junghans i sur. (2006) mjerenje rasta primarnog korijena napravili su jedanaesti dan 

�}�����v���•�����]�À���v�i�������]�o�i���l�����v�����•�š�Œ���•�v�����‰�}���o�}�P���X 

 Valja naglasiti ������ �•�µ�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�� �µ�Ì�P�}�i���� ���]�o�i���l���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�š�Œ���•���� �µ�� �u�}�i���u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ��

napravljeni u dva navrata i da uvjeti nisu bili u potpunosti jednaki za uzgoj biljaka nadekspresora i 

�u�µ�š���v���š���X�� �E���]�u���U�� �v���l�}�v�� �v���•�����]�À���v�i���� ���]�o�i���l���� �v�������l�•�‰�Œ���•�}�Œ���� �µ�� �‰���š�Œ�]�i���À���� �Ì���i���o�]������ �•����stresnim 

�‰�}���o�}�P���u���U�� �‰���š�Œ�]�i���À���� �Ì���i���o�]������ �Ì���u�}�š���v���� �•�µ�� �š�Œ���l�}�u�� �o���µ�l�}�‰�}�Œ�U�� ���� �µ�� �•�o�µ�����i�µ�� �µ�Ì�P�}�i���� ���]�o�i���l���� �u�µ�š���v���š����

parafilmom. U petrijevim zdjelicama zamotanim parafilmom najvjerojatnije nije bilo dovoljno 

���]�Œ�l�µ�o�����]�i�����Ì�Œ���l�����š�����i�������}�“�o�}�����}���v���l�µ�‰�o�i���v�i�����š���l�µ�������À�}�������v�����•�š�Œ���•�v�]�u���‰�}���o�}�P���u���X���K�À�����Œ���Ì�o�]�l�����Ì�v�������i�v�}��

�u�}�Î�����µ�š�i�������š�]���v�����]�•�Z�}�������l�•�‰���Œ�]�u���v�š���U���‰�}�P�}�š�}�À�}���µ���•�o�µ�����i�µ���]�•�‰�]�š�]�À���v�i�����µ�š�i�������i�����•�}�o�v�}�P���]���}�•�u�}�š�•�l�}�P���•�š�Œ���•����

�v�������Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ���l�}�Œ�]�i���v���X���D�����µ�š�]�u�U���š�Œ���v�����u���v�i���P���‰�Œ�]�Œ���•�š�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����]�����Œ�}�i�������}���v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i����

biljaka divljeg tipa u uvjetima solnog i osmotskog stresa prisutan je u rezultatima oba eksperimenta, 

�“�š�}���‰�}�l���Ì�µ�i�����������•�µ���Î���o�i���v�]���µ�À�i���š�]���Ì�����µ�Ì�P�}�i�����]�o�i���l���������Œ���u�����}�v���l�o�������]�o�]���}���µ�À���v�]�X 

U dostupnoj literaturi, nema podataka o nakupljanju i lokalizaciji proteina ILL2 u korijenu 

biljaka A. thaliana uzgajanih u uvjetima solnog, temperaturnog i osmotskog stresa. Rezultati ovog 

eksperimenta pokazuju da se protein ILL2 u biljkama nadekspresora ILL2 8.2, uzgajanih u uvjetima 

solnog i osmotskog stresa, �Ì�v�������i�v�}���À�]�“�����v���l�µ�‰�o�i�����µ���Ì�}�v�]���•���Ì�Œ�]�i���À���v�i�����µ���}���v�}�•�µ���v�����À�Œ�“���l���l�}�Œ�]�i���v���U���]���l�}��

�i���� �‰�Œ�}�š���]�v�•�l�]�� �l�}�v�•�š�Œ�µ�l�š�� �l�}�v�•�š�]�š�µ�š�]�À�v�}�� ���l�•�‰�Œ�]�u�]�Œ���v�X�� �K�À���l���À�� �Œ���Ì�µ�o�š���š�� �u�}�Î���� �µ�l���Ì�]�À���š�]�� �v���� ���]�(���Œ���v���]�i���o�v�µ��

post-�š�Œ���v�•�o�����]�i�•�l�µ�� �Œ���P�µ�o�����]�i�µ�� �‰�Œ�}�š���]�v���� �/�>�>�î�� �]�Ì�u�����µ�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� ���]�i���o�}�À���� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �����]�}�š�•�l�}�P��

stresa�X�� �<���l�}�� �Ì�v���u�}�� ������ �‰�}�À�������v���� �l�}�o�]���]�v���� ���l�š�]�À�v�}�P�� �}���o�]�l���� �/������ �Ì�v�������i�v�}�� �‰�}�À�������À���� �]�v�]���]�i�����]�i�µ�� ���}���v�}�P��

�l�}�Œ�]�i���v�i�����š�����µ�š�i���������v�����v�i�]�Z�}�À�����Œ�}�i���~Woodward i Bartel, 2005)�U���Ì�����}�����l�]�À���š�]���i�������������]���š���l�À�������]�o�i�l�����]�u���o����

�‰�}�À�������v�]�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P�� �l�}�Œ�]�i���v�i���� �}���� ���]�o�i���l���� �µ�Ì�P���i���v�]�Z�� �v���� �l�}�v�š�Œ�}�o�v�}�u�� �u�����]�i�µ�� �~�D�^�ì�•�X�� �E�}�� ���Œ�}�i�� ���}���v�}�P��

�l�}�Œ�]�i���v�i�����]�����µ�o�i�]�v�����‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�i�����l�}�����}�À�������]�o�i�v�����o�]�v�]�i�����v�]�i�����}���Œ�������v�����š�����‰�Œ�����o���Î���u���������•�����v���À�������v�}��

�u�i���Œ���v�i���� �µ�l�o�i�µ���]�� �µ�� ���µ���µ������ �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ���� �l�}�Œ�]�i���v���� �}�À���� ���]�o�i�v���� �o�]�v�]�i���� �µ�� �•�š�Œ���•�v�]�u�� �µ�À�i���š�]�u���X��
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�D�����µ�š�]�u�U�����Œ�}�i�����}���v�}�P korijenja ostalih linija nadekspresora za gen ILL2 (ILL2 25.6 i ILL2 27.2) nije bio 

�Ì�v�������i�v�}���Œ���Ì�o�]���]�š���µ���}���v�}�•�µ���v�������]�o�i�l�����]�•�š�����o�]�v�]�i�����µ�Ì�P���i���v�����v�����l�}�v�š�Œ�}�o�v�}�u���u�����]�i�µ���~�D�^�ì�•�X 

�h�� �}�À�}�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �v���‰�Œ���À�o�i���v���� �i���� �]�� �µ�•�‰�}�Œ���������� �u���š�}������ �•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i���� �•�i���u���v�l�]�� �}�š�}�‰�]�v�}�u 

�]�Ì�}�•���v���� �]�� �u�µ�l���Ì�}�o���� �š���� �õ�ò�9�� ���š���v�}�o�}�u�X�� �K������ �v�����]�v���� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�����]�i���� �•�i���u���v�l�]�� �‰�}�l���Ì���o���� �•�µ�� �•���� ���}���Œ���� �µ��

�•�‰�Œ�i�������À���v�i�µ���l�}�v�š���u�]�v�����]�i�������]�o�i���l�����u�]�l�Œ�}�}�Œ�P���v�]�Ì�u�]�u�����š�����i�����l�o�]�i���À�}�•�š���•�i���u���v�l�]���•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���v�]�Z���i�����v�}�u���]�o�]��

drugom metodom bila vrlo visoka. Prednost sterilizacije sje�u���v�l�]���•�����ó�ì�9�����š���v�}�o�}�u���i�����µ���š�}�u�����“�š�}���•�µ��

�•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���v�����•�i���u���v�l�����‰�}�•�À�����•�µ�Z�����š�����•�����u�}�P�µ�����µ�À���š�]�����µ�o�i�����À�Œ�]�i���u�����]���l�}�Œ�]�•�š�]�š�]���Ì�����À�]�“�������l�•�‰���Œ�]�u���v���š���������Ì��

������ �‰�Œ�}�l�o�]�i�µ�X�� �d���l�}�����Œ�U�� �•�µ�Z���� �•�i���u���v�l���� �i���� �i�����v�}�•�š���À�v�]�i���� �]�� ���Œ�Î���� �v���•�]�i���À���š�]�� �}���� �•�i���u���v�l�]�� �•�š���Œ�]�o�]�Ì�]�Œ���v�]�Z��

otopinom izosana i mukazola. 
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6. �•���<�>�:�h�����< 

�h�š�À�Œ�����v���� �i���� �Œ���Ì�]�v���� �v�������l�•�‰�Œ���•�]�i���� �P���v���� ���µ�l�•�]�vskih amidohidrolaza �µ�� �š�Œ���v�•�P���v�]���v�]�u�� ���]�o�i�l���u����

Arabidopsis thaliana, ekotipa Wassilewskija. U svim linijama nadekspresora �‰�}�š�À�Œ�����v���� �i�����‰�}�i�������v����

ekspresija auksinskih amidohidolaza za koje posjeduju transgen. �E���i�À������ relativna ekspresija gena ILR1 

izmjerena je u linijama nadekspresora ILR1 3.1 i ILR1 13.3, a gena ILL2 u liniji nadekspresora ILL2 27.2. 

Kod linija s nadekspresijom gena za auksinske amidohidrolaze i u mutantama za gene ILR1, ILL2 i IAR3 

(ilr1-2, ill2-1, iar3-2, dvostruka mutanta ill2-1iar3-2 i trostruka mutanta ilr1-2ill2-1iar3-2�•���µ�š�À�Œ�����v�����i����

arhitektura korijena klijanaca uzgajanih u kontrolnim uvjetima, te u uvjetima solnog, osmotskog i 

temperaturnog stresa. Pokazao sam mogu�����µ�š�i�������i���‰�}�i�������v�} eksprimiranih gena ILR1 i ILL2 u rastu i 

�Œ���Ì�À�}�i�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �µ�À�i���š�]�u���� �•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•���X�� �d���l���À�� �Ì���l�o�i�µ�����l�� �‰�Œ�}�]�Ì�o���Ì�]�� �]�Ì�� ���}���]�À���v�}�P�� �‰�}�����š�l���� ������ ���]�o�i�l����

nadekspresori ILR1 3.1, ILR1 13.3 i ILL2 27.2, kod kojih sam pokazao i veliku relativnu ekspresiju 

�v���À�������v�]�Z���P���v�����µ���}���v�}�•�µ���v�������]�À�o�i�]���š�]�‰�U���]�u���i�µ���Ì�v�������i�v�}���•�u���v�i���v���‰�Œ�]�Œ���•�š���‰�Œ�]�u���Œ�v�}�P���l�}�Œ�]�i���v�����µ���µ�À�i���š�]�u����

�•�}�o�v�}�P�� �•�š�Œ���•���X�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š�]�u���� �}���Œ�����]�À���v�i���� �š�l�]�À�v���� �o�}�l���o�]�Ì�����]�i���� �‰�Œ�}�š���]�v�•�l�}�P�� �l�}�v�•�š�Œ�µ�l�š���� �/�>�>�î-GFP 

�‰�}�l���Ì���}�� �•���u�� �‰�}�À�������v�} nakupljanje proteina ILL2 u zoni sazri�i���À���v�i���� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �}���v�}�•�µ�� �v���� �À�Œ�“���l��

korijena. Time je pokazano da su geni ILR1 i ILL2 ���}���Œ�]���l���v���]�����š�]���Ì�������µ���µ�������]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����v�i�]�Z�}�À�����µ�š�i�������i����

�v���� ���Œ�Z�]�š���l�š�µ�Œ�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �µ�� �•�}�o�v�}�u�� �•�š�Œ���•�µ�� �š���� �‰�}�š���v���]�i���o�v�}�� ���}���Œ�]�� �l���v���]�����š�]�� �Ì���� �•�š�À���Œ���v�i���� �P���v���š�]���l�]��

modificiranih biljak�����•���À�����}�u���}�š�‰�}�Œ�v�}�“���µ���v�����•���o�]�v�]�Ì�����]�i�µ���š�o���X�� 
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8. �•�/�s�K�d�K�W�/�^ 

 

�Z�}�����v���•���u���µ���Z�]�i�����]���í�õ�õ�ò�X��godine�U���P���i�����•���u���Ì���À�Œ�“�]�}���K�•�v�}�À�v�µ���“�l�}�o�µ���d�Œ�•���š, pripremni program za klavir 

�'�o���Ì�����v���� �“�l�}�o���� �/�À���v�� �D���š���š�]���� �Z�}�v�i�P�}�À�� �Z�]�i���l�� �]�� �'�]�u�v���Ì�]�i�µ�� ���v���Œ�]�i���� �D�}�Z�}�Œ�}�À�]���]������ �Z�]�i���l���X��2014. Godine 

upisao sam preddiplomski studij ���]�}�o�}�P�]�i�����u�}�Œ�����v�����^�À���µ���]�o�]�“�v�}�u���}���i���o�µ za studije mora Sve�µ���]�o�]�“�š�����µ��

S�‰�o�]�š�µ�� �P���i���� �•���u�� �Ì���À�Œ�“�]�}�� �‰�Œ�À�µ�� �P�}���]�v�µ�� �•�š�µ���]�i���X�� �î�ì�í�ñ�X�� �P�}���]�v���� �•�š�µ���]�i�� �•���u�� �v���•�š���À�]�}�� �v���� �‰�Œ�������]�‰�o�}�u�•�l�}�u��

studiju molekularne biologije, Prirodoslovno-�u���š���u���š�]���l�}�P�� �(���l�µ�o�š���š���� �^�À���µ���]�o�]�“�š���� �µ�� �•���P�Œ�����µ. Nakon 

preddiplomskog studija, nastavio sam s obrazovanjem na diplomskom studiju molekularne biologije 

na istom fakultetu. U akademskoj godini 2020/21 bio sam na erazmus razmjeni studenata na 

S�À���µ���]�o�]�“�š�µ���µ���'�]�Œ�}�v�]�U���a�‰���v�i�}�o�•�l���U���P���i�����•���u �}���•�o�µ�“���}���]���‰�}�o�}�Î�]�}���]�•�‰�]�š�����i�����v�}�P���•���u���•�š�Œ��. Tijekom studija, 

�}���Œ�����]�}�� �•���u�� �v���l�}�o�]�l�}�� �o�����}�Œ���š�}�Œ�]�i�•�l�]�Z�� �•�š�Œ�µ���v�]�Z�� �‰�Œ���l�•�]�U��na Zoologijskom zavodu Prirodoslovno-

�u���š���u���š�]���l�}�P�� �(���l�µ�o�š���š���� �^�À���µ���]�o�]�“�š���� �µ�� �•���P�Œ�����µ�U��u Laboratoriju za molekularnu genetiku na Institutu 

�Z�µ�����Œ�����}�“�l�}�À�]�� i u �>�����}�Œ���š�}�Œ�]�i�µ���Ì�����u�]�v���Œ���o�]�Ì�]�Œ���v�����š�l�]�À�����v�����D�����]���]�v�•�l�}�u���(���l�µ�o�š���š�µ���•�À���µ���]�o�]�“�š�����µ���•���P�Œ�����µ. 
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9. PRILOZI 
 

Prilog 1�X���Z���Ì�µ�o�š���š�]���u�i���Œ���v�i�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����]�����]�•�š�}�������~�}�u�i���Œ����260/280 i A260/230) izolirane ukupne RNA za 
dvije nezavisne replike (R1 i R2) iz uzoraka biljaka divljeg tipa (WS) nadekspresora (ILR1 13.3, ILR1 
3.1, ILL2 25.6, ILL2 27.2, ILL2 8.2, IAR3 11.5 te IAR3 13.4) vrste A. thaliana, ekotipa Wassilewskija. 

Naziv linije �<�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����~�v�P�l�R�>�• A260/280 A260/230 

IAR3 11.9 R1 292.4 2.18 2.32 

IAR3 11.9 R2 180.7 2.16 2.10 

IAR3 13.4 R1 273.7 2.14 2.30 

IAR3 13.4 R2 190.7 2.14 2.35 

ILL2 25.6 R1 165.7 2.17 2.37 

ILL2 25.6 R2 170.8 2.14 2.11 

ILL2 27.2 R1 287.7 2.18 2.33 

ILL2 27.2 R2 110.1 2.14 2.07 

ILL2 8.2 R1 305.1 2.17 2.33 

ILL2 8.2 R2 120.8 2.14 2.36 

ILR1 13.3 R1 170.5 2.18 2.25 

ILR1 13.3 R2  98.4 2.13 2.31 

ILR1 3.1 R1 260.2 2.16 2.3 

Ws R1 255.6 2.17 2.33 

Ws R2 105.0 2.15 2.33 
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Prilog 2. �h�u�v���Î���v�i�����(�Œ���P�u���v���š�����P���v�� ACT3 �u���š�}���}�u���W���Z�X���<���}���l���o�µ�‰���Ì�����µ�u�v���Î���v�i�����l�}�Œ�]�“�š���v�]���•�µ��
uzorci cDNA dobivenih iz izolata ukupne RNA nadekspresorskih biljaka A. thaliana, ekotipa 
Wassilewskija, IAR3 11.5 (11.5), IAR3 13.4 (13.4), ILL2 27.2 (27.2), ILL2 25.6 (25.6), ILL2 8.2 (8.2), ILR1 
13.3 (13.3),  dH2O je negativna kontrola (0), a genomska DNA biljke A. thaliana, ekotip Wassilewskija 
(Wsg)pozitivna kontrola. �<���}���u���Œ�l���Œ���~�D�•���Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����À���o�]���]�v�����µ�u�v�}�Î���v�]�Z���(�Œ���P�u���v���š�����P���v�� ACT3 
�l�}�Œ�]�“���v���i�� GeneRuler 1kb DNA ladder�U���ì�X�ñ���R�P�l�R�>�V���d�Z���Œ�u�}�^���]���v�š�]�(�]���X 
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Prilog 3. Postupak mjerenja intenziteta 

�(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i���� �µ�� �À�Œ�“�l�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �Ì�}�v�]��

diferencijacije. Na slici A prikazan je postupak 

�‰�}�����“���À���v�i���� �‰�Œ�}�P�Œ���u����ImageJ za mjerenje 

intenziteta fluorescencije. Najprije sam odabrao 

opciju rectangle �~�v���� �•�o�]���]�� �}�Ì�v�����v�}�� �•�� �í�X�•�� �š���� �•���u��

zatim klikom na opciju analyze �~�î�X�•���µ���‰�������i�µ�����u��

izborniku odabrao opciju set measurments, 

�v���l�}�v�� �����P���� �•���� �}�š�À�}�Œ�]�}�� �]�Ì���}�Œ�v�]�l�� �‰�Œ�]�l���Ì���v�� �v���� �•�o�]���]��

(3.). U izborniku set measurments (3.) odabrao 

sam samo opciju mean gray value (4.). Na slici B 

i C prikazan je postupak mjerenja intenziteta 

�(�o�µ�}�Œ���•�����v���]�i���� �µ�� �À�Œ�“�l�µ�� �l�}�Œ�]�i���v���� �]�� �Ì�}�v�]��

���]�(���Œ���v���]�i�����]�i���X�� �W�Œ�À�}�� �•���u�� �Î�µ�š�]�u�� �‰�Œ���À�}�l�µ�š�v�]�l�}�u��

(opcija rectangle�•�� �}�Ì�v�����]�}�� �‰�}�À�Œ�“�]�v�µ�� �µ�� �À�Œ�“�l�µ��

korijena (B) ili u zoni diferencijacije (C) (1.) nakon 

�����P���� �•���u�� �v���� �š�]�‰�l�}�À�v�]���]�� �‰�Œ�]�š�]�•�v�µ�}�� �š�]�‰�l�µ��m kojom 

�•�µ�� �•���� �Œ���Ì�µ�o�š���š�]�� �Ì�����]�o�i���Î�]�o�]�� �~�}�Ì�v�������v�}�� ���Œ�À���v�]�u��

�‰�Œ���À�}�l�µ�š�v�]�l�}�u�•�X�� �E���l�}�v�� �š�}�P���� �•���u�� �Î�µ�š�]��

�‰�Œ���À�}�l�µ�š�v�]�l�� �‰�}�š���Ì�}�u�� �‰�}�l���Ì�]�À�������� �‰�Œ���u�i���•�š�]�}�� �v����

�i�}�“�����À�����u�i���•�š�����µ���‰�}���Œ�µ���i�µ���l�}�Œ�]�i���v�� �~�î�X���]���ï�X�•���]���i�}�“���š�Œ�]��

�‰�µ�š���� �µ�� �‰�}���Œ�µ���i�µ�� �‰�}�Ì�����]�v���X�� �E���l�}�v�� �•�À���l�}�P��

�‰�Œ���u�i���“�š���v�i���� �Î�µ�š�}�P�� �‰�Œ���À�}�l�µ�š�v�]�l���� �•���u�� �Ì�����]�o�i���Î�]�}��

intenzitet fluorescencije tipkom m. 
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Prilog 4. Na slikama A i B prikazan je postupak kalibriranja programa ImageJ za mjerenje duljine primarnog 

korijena. (A) Najprije sam odabrao opciju straight line te sam povukao tri ravne crte od jednog pa do drugog kraja 

�‰���š�Œ�]�i���À�����Ì���i���o�]�������~�í�î�����u�•�X���E���l�}�v���•�À���l�}�P���‰�}�À�o�������v�i�������Œ�š�����•�����v�����š�]�‰�l�}�À�v�]���]���‰�Œ�]�š�]�•�v�����š�]�‰�l����m �l���l�}�����]���•�����Ì�����]�o�i���Î�]�}�����Œ�}�i��

piksela u crti (rezultati m�i���Œ���v�i�������µ�o�i�]�v�������Œ�š�����•�µ���}�Ì�v�������v�]���•�o�}�À�}�u��a). Zatim sam u prozoru s rezultatima odabrao 

opciju results �~���•�����]�u�����•���u�����}���]�}���•�Œ�����v�i�µ���À�Œ�]�i�����v�}�•�š���Œ���Ì�µ�o�š���š�����u�i���Œ���v�i�����~���•�X���~���•���•���š�]�u���•���u���}�������Œ���}���}�‰���]�i�µ��analyse 

�~�}�Ì�v�������v�������Œ�À���v�]�u���‰�Œ���À�}�l�µ�š�v�]�l�}�u�• pod kojom sam odabrao opciju set scale �š�����•�����}�š�À�}�Œ�]�}���‰�������i�µ���]���]�Ì���}�Œ�v�]�l�X���h��

�‰�������i�µ�����u�� �]�Ì���}�Œ�v�]�l�µ�� �•���u�� �‰�}���� �}�‰���]�i�}�u��Distance in pixels upisao srednju vrijednost piksela tri ravne crte 

(opisanom pod A), pod known distance �•���u���µ�‰�]�•���}���“�]�Œ�]�v�µ���l�À�����Œ���š�v�����‰���š�Œ�]�i���À�����Ì���i���o�]�������~12), a pod Unit of length 

sam upisao cm�X���d���l�}�����Œ�U���µ�l�}�o�]�l�}���•�����}���������Œ�����}�‰���]�i�����P�o�}�����o�U���‰�Œ�}�P�Œ���u���}�•�š���i�����l���o�]���Œ�]�Œ���v���Ì�����•�À���l�µ���•�o�]�i���������µ���µ���]�š���v�µ��

�(�}�š�}�P�Œ���(�]�i�µ�U���������l�}���v���U���}�v�������•�����‰�}�•�š�µ�‰���l���l���o�]���Œ�����]�i�����u�}�Œ�����‰�}�v���À�o�i���š�]���Ì�����•�À���l�µ���µ���]�š���v�µ���(�}�š�}�P�Œ���(�]�i�µ�X 
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Prilog 5. Postupak mjerenja duljine primarnog 

korijena u kalibriranom programu ImageJ. (A) 

Prvo sam u izborniku odabrao opciju segmented 

line �~�}�Ì�v�������v�}�� ���Œ�À���v�}�u�� �•�š�Œ�]�i���o�]���}�u�•�X�� �~���•�� �•���š�]�u��

�•���u�� �����•�v�]�u�� �l�o�]�l�}�u�� �u�]�“���� �l�o�]�l�v�µ�}�� �v���� �‰�}�����š���l��

�l�}�Œ�]�i���v�����š�����‰�}�À�µ�l���}���Î�µ�š�µ���o�]�v�]�i�µ�����}���‰�Œ�À�}�P���^�Ì���À�}�i���_��

korijena gdje sam ponovno kliknuo lijevim 

�l�o�]�l�}�u�� �u�]�“���U�� ���]�u���� �•���� �}�Ì�v�����]�� �v�}�À���� �š�}���l���U�� �š����

�v���•�š���À�]�}�� �‰�}�À�o�����]�š�]�� �Î�µ�š�µ�� ���Œ�š�µ�X�� �E���� �š���i�� �v�����]�v�� �•���u��

�Î�µ�š�µ�� ���Œ�š�µ�� �‰�}�À�o�����]�}�� ���}�� ���}�v�i���� ���Œ�v���� �}�Ì�v���l���U�� �l�}�i����

predstavlja mjesto do kojeg se korijen protezao 

�‰�Œ�]�� �v���•�����]�À���v�i�µ�� ���]�o�i�l���� �v���� �•�š�Œ���•�v�]�� �u�����]�i�U�� �š���� �•am 

�Ì�����v�i�]�� �‰�µ�š�� �l�o�]�l�v�µ�}�� �����•�v�]�u���l�o�]�l�}�u�� �u�]�“���U�� ���]�u���� �•����

�‰�Œ���l�]�v���� �}�Ì�v�������À���v�i���X�� �•���š�]�u�� �•���u�� �Ì�����]�o�i���Î�]�}��

rezultate pritiskom na tipku m na tipkovnici 

�~�Œ���Ì�µ�o�š���š�� �µ�� �����v�š�]�u���š�Œ�]�u���� �}�Ì�v�������v�� ���Œ�À���v�]�u��

pravokutnikom). (C) Isti postupak ponovio sam 

�i�}�“�� �i�����v�}�u�U�� �v�}�� �}�À�}�P���� �‰�µ�š���� �v���� ���}��crne oznake, 

�À���������}���l�Œ���i�����l�}�Œ�]�i���v���X�� 

 


