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Auxins act n concentration dependant manner, that is tigtdlytroledby auxin metabolism

as well asts transportationAuxin conjugates are storage or degradable forms of auxins. Auxin
amidohydrolases are enzymes that hydrolyse conjugates and release the ractofeataxin.

In this research, | measured relative expression of auxin amidohydralRdeH L2 i IAR3In
Arabidopsis thalianaecotypeWNassilewskijaoverexpressing lindéR1 13.3ILR1 3.1 ILL2

25.6 ILL2 27.2 ILL2 8.2 IAR3 11.5and IAR3 13.4 To reveal function of auxin
amidohydrolases plant stress response | investigated the influence of salt (150 mM NaCl),
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conditions.

Key words:indole-3-acetic acid (IAA), conjugates afidole3-acetic acid, root architecture
(53 pages, 1images,/ tables 5 supplements, 62 citations, original in: Croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Mentor:'U VF 1DWD&ab %DXHU $VVRF 3URI
Reviewers

Thesis accepteds.9.202.



LUV Ottt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ab bbb e b b e e 1
1.1.METABOLIZAM AUKSINA ...ttt e et e et e e e et e e e e e e e aeeaeas 2
L.1.1.BIOSNEEZAIAA. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e 2
112 Mo JUSIVPIO TUV] } Qo 5
1.1.3 Inaktivacija razgradnjadAA .........cooi i a e e e e e e e e e e e e e 7
1.2. AUKSINSKA SIGNALIZACLIA ..ottt et a e e e e e 8
1.3. PRIJENOS AUKSINA . .ot e et et et bbb e e e e e e e e e e e ae bbb e e e e eaaes 9
14 WZK heE/ Z "d YAWYEYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYMOYYYYYYY
1.5. UTJECAJ AUKSINA NA RAZVOJ KORIIENA. ... 11
1.6. ARHITEKTURA KORIJENA U STRESNIM UVJETIMA. ..o 13
16.1. &]111}0}“11 1 1} ulisl] } P}AYE Joi | v..e}awv].].}eu}ldel]. A3 E -
1.62. &111}0}“11 1 1} ulislllj@kampAGnaBeraturni Stres..........ccococeeeeeeeeverereenenns 14
2.CILIEVINA Z o] S Bt e e e e e e e e e e 16
3. MATERIJALI I METQODE ... . ittt a e et e e e e e e e e eeeeenennnnans 17
S L MATERIJALL. .ttt e e e e e e e e e e eee bt b e e e e e e e eeeennrnannn 17

311 Joiviu & EJi oOYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYWXYEFYYYYY)
IXIXIXiX Joil v 1% @& *}E] ple]vel]Z u] }Z] €}o 1 YYYYYYYYY
3.1.11X Joil upd vE plelvel]Z u] }Z] @}o 1 YYYYYYYYYYYYYYYY

3.1.2. Hranjivi mediji za uzgoj DilJaka...........coooiiiiiiiiiiiie e .19

313X W} 8v] I Wz ] W ZYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYROYYYYYY Y
B2 MET ODE. ...ttt e e e et e et e e e e et et e e en e 21

3.2.1. Priprema hranjivih medija za UzgajjBKa.............evveeiiieiiiiiiiiiiieeeeee e, 21

3.2.2. StErliZaCi]a SJEMENKI. ... .eeeeieee et e e 21

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

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

3.2.3.2. Uzgoj biljaka u zemlji i prikupljanjesjenki...............ooooiiiiiiiiieeeeeeeeee 22

3.23.3 Uzgoj biljaka u stresnim uvjetim @Y YYYYYYYYYYYYYYYYYYYVY.2ZYYYYY
324. Di € vi Hoilv % E]Ju EVIP I}E]i v 1} E JA.vi...(E}i24} v}IP I}E

3.2.5. 1zolacija UKUPNE RNA. ...ttt e e e e e e e e e e e aaaaaaaeaeeens 25
3.2.6. ReVErzZNa tranSKIIPCUA. .......eeee e ee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaaeaaeens 26
B2.7. MEEOUBPCR. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeas 26
3.2.8. MELOUA GPCR.....eeiiiiiiiitt ittt e e e e e e a e e 27

3.2.9. Fluorescencijska mikroskopij&vantifikacija proteina ILEGFP..............ccccccceiiiiinninnnen. 29



3220 78 B]08] 1 1 B Fo.derBodooooeeoeeeeeeeeeee e eee s 29

I ] 4 U I I 1 TP 30
41.K Z s E: <ArWZ ~/: "E h dzZ E~" E/ E/ID />:< D "~ E <A"WZ N:K
| Y o 2 ST 30
42 WZKs: Z ,KDKe/'KAdEK~™d/ >/E/: E <AWZ A"KZ [ hIE < ~d ZI>]e [/
KLIJAVOST SIEMEN ... oo ettt 32
4.3.ARHITEKTURA KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA | MUTANATA U UVJETIMA
] Y I S Y T TPTTRI 32
4.4, UTJECAJ TEMPERATURNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESO
Y O Y (N A NPT 32
4.5 UTJECAJ SOLNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKEONRDOEKSPRES
L MU T AN AT A oottt e ettt e e et e e e e e e et e e ee e e e eeaeeneeeeeennaeeeeennnn 33
4.6.UTJECAJ OSMOTSKOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA
Y O AN (N A NPT 37
4.7. NAKUPLJANJE PROTEINA ILL2 U KORIJENU BILJAKA NADHKISP& E SXHAIANIH
U UVJETIMA SOLNOG, OSMOTSKOG | TEMPERATURNQG.STRESA.......cccc......... 37
D R A P R AV A e e 39
LTI o TR 46
T L T E R AT UR A ..ottt et e e et e e et ettt e et ea e e e e e e e e eer e e e e e e aaaes 47
T R o B G VT A TR 52

OPRILOZIY Y Y Y Y Y Y Y YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYBIYYYYYYY



KRATICE

AUXt Auksinska permeaza

GH3tGRETCHEN HAGEN 3

IAA t Indol-3-octena kiselina

IAAAla t konjugat aminokiselinalanin i IAA
IAAGIu tkonjugat aminokiseline glutamat i IAA
IAALeu tkonjugat aminokiseline leucin i IAA
IAAPhe tkonjugat aminokiseline fenilalanin i IAA
IAATrp tkonjugat aminokiseline triptofan i IAA
IAAVal t konjugat aminokiseline valin i IAA

IAM tindol acetamid

IAOx tindol acetaldoksim

IAR3tIAAalanin rezistentan 3

IBAtindol3-u 0 v |]e o]v

ILL2tso] v -leucin rezistentan 2
ILR1tIAAleucin rezistentan 1
IPyAtindol-3-piruvatna kiselina

PCRtov v & | ]i %}o]Ju & I}u
PIN t PINformed

gPCRt IA v3]38 8]Av o v v E | ]i
RT t reverzna tanskripcija

YUCtYUCCA

% }o]u E l}u



1. UV
Auksini su skupina biljnih hormona koji imaju bitnu ulogu u rastu i razvoju biljaka te odgovoru

Joi I v A viel pAi 38 X /«3E T]JA vi ple]v 1 %} o} i IE iu A 3v
Charles i Francis Darwind E 1]A o] (}3}3 E} %o PhajarB pAja@enSiE hAcA}i u ]J+3E T]A vipl
EAJV] *u % E Al i 0] *d %o}e8}i vi | u]iel}P *%}i u 1}o }%S]ou 1}i %)
zasjenjenoj strani koleoptila trav. canariensi@Darwin i Darwin, 188). Kasnije je ova tvar izolirana,
HE I8 EJIJE v ] v IA v aBx@nl}8} B&fi 1ig% A 3]_ ]Joilsux@®048)]_ ~d ]I
v e lv u} ple]v] v ep i opipg = u} g (}8}8E} % ]JIupU A ] p uviPJu of
Joi 1 Ul } %GYEdupiv] E <8 Joiv]Z «3v] U ]} U JIEP vIP v i 3 oi]l ]
] %]l ovp }ulv ]JipU & TA}i (o} u ] leJlou U J( E v ]iov] E 5 §I1]A
Hle]v] Ju ig A Tvp po}Pu p o v « v ]i] ]keijel patogermma fe@dgovory bijaka
na abiotske stresove i ostale vanjske uvjete (Simadi iS E 2011). Auksini su kemijski raznolika

elu% ]V *%}i A U v} Vvi]Z}A pdi iv E «3U & 1A} ] (J1]}0}Plip Joi i sc
jenaaElu Sel] %o E*S v p & ]“Sp S | & }le]Jovpy lp%e]vp I'} } v] }PE v
(QikaleX W}iv 8} i Joil <]vs 3]1]E ip §]@Pctend Riselina (IAA) vl [v }o

3-u e0 v I]* o]v -kotinddU3-8ctena kiseha (4CHAA) i feniloctena kiselina (PAA) (Simon i

W SE MililuX K vi]ZU v il «3u%o0i v]i i ] v iA 1 (]Ji]1}o}“Il wlvI1lJu / 8

raspravljati o toj formi auksina. Ostali navedeni oblici auksina nisu zastupljeni kod skh bithaju
% uv} o ]i] ple]vel] p ]v | }-~/ 1]~s}35204P7 Danas postoji i mnogo sintetskih
} o]l plelv U I}i] -« *3} I}E]*S Y %}0i}% EJAE ] u } o]lpu-Pv}ilA ] .
diklorofenoksioctena kiselina (2[@), Znaftalen octena kiselina (NAA), -n2etoksi3,6-

Jlo}E} vi}] v 1]e o]v -anjinaB,56tlikidro-2-piridinekarboksilna kiselina (picloram)
(Chandrasekaran, 2015).
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Slika 1Kemijske strukture prirodnih (ind@-octena kiselina (IAA);Korindol-3-octena kiselina (4}

IAA), feniloctena kiselina (PAA) iin@lu o0 v I]e o]Jv ~/ ¢ ] ¢]vs §ei]Z mle]v
diklorofenoksioctena kiselina (2[3), ZInaftalen octena kiselina (NAA), -n2etoksi3,6-

Jlo}E} vi}] v 1] o]v -anjinoB,5 6-tlikidro-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. Prevelikailipro 1}v vS& ]i / JA} ] } %}E u  VvIP
E 1A}i 1} P}AYE Joil v A viel pAi 8 X Z Ppo Ji I}v v8E ]i [/ u
e u3d }o]lJu %E} <Ju ~+]vd I}uU ¢lo 1“8 viu] E IPE vijue § SE v

organa ili tkiva (Casanova | sur.,2019). Navedeni procesi ukratko su opisani u nastavku teksta.

1.1.1.BiosntezalAA

1}elvs 1 / 1P e u P}3}A} «AJu Joiv]u S811AJu U v} p v iA }i ui
primordijima i mladim listovima. IAA u}T ]}e]vs 3]11E 8] v €& lo] 18 v ]Jv X ]}e]vs
se mogu podijeliti na triptofan ovisne i triptofan neovisne. U triptofan ovisnim biosintetskim putevima
/| Po AV] % @E IpNE*}E i SE]%S}( vU u pdlu }A] emd dérivhtinja %opud A]
triptofana (indot3-piruvatna kiselina (IPyA), indol acetaldoksim (IAOx) i indol acetamid (IAM)) iz kojih
se IAA sintetizira (Casaneva 1] s}, Tii6eX Wpusd /WC i v i }oi J*S3E T Vv S3E]%S3}( v )
put IAA te se sastoji odvega dva koraka (Casaneva 1] 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 piruvastajundPyA 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,3¥H 2).( Regulacija ovog
biosintetskog puta je raznolika. Poznato je, primjer, da se ekspresija gena iz porodidedi YUC

HAI 8}A v A viellu pAi 8Ju U I } “8} e 8 U% E SPE U % E]*3Uu% V}es Z



] § 1} oi X dI} EU %pus J}e]Jvd 1 /WC & PpO]E Vv i UJv}sSE& ve(
pretvorbu IPyA natrag u triptofan (Casaneva 1] s},2019).

IWGC % pud 1}elvd 1 i  Yulv v8v] 1}e]vs Sel] %ous / 1} <A]zZ Al“]

1}e1vd 8el] %o pud A] }PE v] v] Vv %}i Jv % }E} ] Joi Il X E % EJui (
1P e < u} p Joil Brag@idacea¢Kashara2015; Casanovd 1] s},2019) IAOX je
Ti V] 1] % E IpE}E | Jvd Ip / ] o lpv Ev]Z ]oiv]Z u s }o]ls8 Poy
(Kashara, 2015) koji sudjeluju u obrani biljaka rBdassicaceaed 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 biljkanBrasgieaceae.
Z 1]i %@E SA}YE [ KE p/ V]i U %}3%puvied] E li “viiv W}iv} «u SE
} Ali 8] JE ISviU | 8 o]l}u % }u} p vilu o Z] }le] 1 KiU Jo] %}CE
]Jv }o Popl}ilv}o & X h % }eoi vi u eop ipU I vi] |-B@&Ecedtopitrda (lAN) % E S$A]
u IAA, enzimima IAN nitrilazama (NFB)l(Fnet i Jaillais, 2012).

/| D 1}+]vs Sel] %opusd / & u 0il8} i ]*8E 1 v ] Wbijkamaté nije 15 E]i U
%}lv 8} }P o] + pn Joil u X <} 1§ E&]i U JA i ]}e]vs Sel] %ous ploip
/| D %}u} p viJu SZEJWEI(EM v i ~] De § % E SA})E p / D p/  %}u}
indol-3-acetamid hidrolaze (iaaH) (CasanoVa 1] s},2019; Morffy i Strader., 2020} biljkama
vli % E}v v Z}uliegW SP vli %}iv 3 JE IS v v ]Jv % E SA}E SE]%S}
PE I} / KEX vilu D/ i ~ D/ieU % EJeps v I} Al“]Z Joi |l Ju ]+3p
bakterija te katalizira pretvorbu IAM u IAAvitro, ali nije dokazana njegova ulogeplanta(Kashara,

2015; Casanovad 1] s},2019; Korasicksur,, 2013;Morfy i Strader., 2020).

WS 3E]%S ul]v U v iu vi i %}Ilv § %pud J}e]vd 1 [/ ] v]i %}SAC
HO}P }YAIP %opd u ]}e]vd 1] /  up Al“lu Joil u ~>ipvPU TiiieX W}iv
dekarboksilaza (TDC) pretvara triptofanTAM te da enzimi iz porodice YUCCA mogu katalizirati
pretvorbu TAM u Midroksitriptamin, iako reakcija pretvorbe TAM whidroksitriptamin nije
%o } § A @En vivo(Mano i Nemoto, 2012). Koraci reakcije pretvorbéilroksitriptamina u IAA nisu

poznati.
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Slika 2Putevi biosinteze inde8-} § v 1] o]v ~/ =« }A]ev } SE]%S3}( vp 1} Al“]1Z ]
ull } Ali 8] p 8]E] & 10] ]85 1}°]vs 8¢l % pud X E il «Spitvatnesr] } +A]Z

kiseline (IPyA), dok je put indol acetaidanma (IAOx) zastupljen samdiljkamaroda Brassicace. Put

v }o S u] ~/ De i § 0iv} J*SE T v I} 1§ &]i U }I I} Al*1Z Joi l

% E SA E SE]%S} Vv U/ DX Wus $E]%S ul]v ~d De v iu @had, %}lv § -
2010).

/[ 1}« ou SCE i SE]%SY( v Vv iA Tv]i] % E IPE}E T ]}e]vs lp /
da biljike mutante za gene odgovorne za sintezu triptofana i dalje mogu sintetizirati IAA (Kashara
2015). Mehanizam triptofan neovisnih putevatsize IAA i dalje je nepoznat, no smatra se da sinteza
[/ u}l 11 ]1-3gliceool fosfata koji se pretvara u IAM koji se zatim pretvara u IAA uz katalizu

viJulu D/i ~D v} ] E u}8}U TiiteX / &1} E u}l 18] % E A v pu/
t-}le] ]i u ev]Z I]s 0]v W %o E}le]elupX W}l T v}i A i %opud v o3 vl o/
HE +3u ] E TAYip ]I vl JI1}E]ivX EJuUV ee3vVvI %EJu}E ]i } v}P



ovom putu nastanka IAA (Casanefa 1] s},72019). Triptofan ovisni i triptofan neovisni putevi

1}elvs 1 / IS]Av] ep p & 10] J8]Ju % E]} Ju u E]J}v ov}P E TA}i Jo
uvjetima. Na primjer postoje dokazi da se u ranom embrionalnom razvoju mrkve IAA sintetizira
primarno triptofan neovisnim putem, a nakon uspostave apikabagalne osi, sinteza se nastavlja

HPO Aviu §E]%3}( v }A]ev]u %pus3 u ~D] Z o lpl ] epEU i687«X d I} EU !
temperatura primarno aktivan triptofan ovisni put, dok su pri visotemperaturama aktivni triptofan

neovisni putevi biosinteze IAA (Rosqueseir.,, 2012).

1.1.2.7o ]“S]lvelo ]“v] } o] ]/

13elvd 1 /  v]i i Jvl v Jv pe%}e8 A 1}v vEE ]i <0} } VvIP / u
SITAJu U A JA]*] 18 YXEUPlW % E} +Ju |} “8} epu 8E ve%}ES / ]I }l}ov]
I}vipP & / U vi]Z}A Z] E}o]l v S8E P p 0} } vp/ & PE li 1 X
} o]lp 1}vipP 8 / Jo]l p }ollp/ ~t}} A E ] djgarmndjeinakivkar® v [/ W
te je tek 25% IAA u slobodnom obliku (Casaréval] s},2019). Neki od konjugata su reverzibilni
} 0] 138 ¢ ulPp Z] E}o]I]E 8] % E] up v «3 il]*o}NideX /~ u}v}A
biti konjugirana s aminokiseli u U % %3] Ju ]Jo] % @&}$ Jvju u] viu A 1}uU « *“ @
A 1}u ]Jo] % | u}l ]3] u 8]o]E v X

Ei 3§ oiv]i ]*8@E 1T v] I}vipP 8] / ep I}vipP 81/ 1 u]v}ii]e o]v X
nekoliko konjugata auksina s aminokiselinaimglanta ato su: IAALeu, IAAAla, IAAASP, IAAGIU i
IAATrp. Pretpostavlja se di planta % }*S}i i} “Phe/i IAA/al, zbog identifikacije njihovih
oksidativnih produkata (Sanchez Carramzsur, 2016). Konjugati IAA i aminokiselina mogu biti
reverzibilni (NALeu, IAMla, IAB MW Z «U Jilu « Z] &E}o]i}u }+0} I$]Av -/ U ]Jo] ]da
Glu i IAAAsp) za koje se smatra da su prekursori za razgradnju IAA (Le€lere2002). Ovo je
dokazano u eksperimentima inhibicije rasta korijena s dodatkonjugata IAA u medij biljaka.
thaliana ~@& A E1] Jov] } o] ] I}viuP & « p Joilu Z] E}o]I]E ip “3} }A
inhibicije rasta korijena, dok se ireverzibilni konjugati ne hidroliziraju te ne dolazi do inhibicije rasta
korijena). LeCleri sur.(2002) pokazali su da dodatkom konjugata-fBlA i IAAAsp ne dolazi do
inhibicije rasta korijena, dok konjugati IA&uU,IAAAla i IAAWZ JvZ] JE& ip €& S I}E]i v X D
Hayashii sur. (2021) pokazali su da 1ABlu i IAAAsp jesu razgradni oblici konjugata, ali ne i
JE A EI] Jov]X d} i 3} 1T v} l¢% E]Ju v3Ju M I}iJu g % E 3]o] u § }
} Joi Thkonjugata IAASp i IAAGIU. Ustanovili su da bilikamadivljeg tipaA. thalianadolazi do
% }i A HS EJi u } Joi T v <o}u}bikarha bhutantamalrlill2iar3ill3 deuterijem
} JoiTv eo0}} v [/ v]i § 18] Esuwr., 2621)C AATtp sudjeluje u mehanizmu
IvZz]1 1 1i (111}0}“11Z % @E} * %}S lvus]Z «/ U Jil u zZ v]i uli oi v]i

sur, 2016). Sinteza konjugata IAA i aminokiselina je posredovana enzimima iz genséiee
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GRETCHEN HAGEN 3 (GBM3) ¢ velikgporodicaP v« id o v PMAthdllang od kojih najmanje

njih 7 sudjeluje u konjugaciji IAA s aminokiselina@id3geni grupe II) (Ludwilyluller, 2011) Enzimi

GH3v ep i opipg * u} p I}vipP Ji] /  « u]v}l]e o]v u UinkkiselifePi|s |}vipP] @
Hle]viu W U i eu}vel}uU « o] Joviu ] vIi}] viuI]d e}2pa9y < v}A

KSIE] % EA}P P v } PYAYEVIP 1 Z] E}ollp I}vipP & / ] u]

eksperimentima izolacije biljaka mutanata vrsétethalianakodkojin dodatakom auksinskih konjugata

L u Ji v }olIl } ulE(}o}“l]Z % E}ui v U }I } 3l}u o} } v [/ }o i
%o EIui v | E I8 E]+8] Vv]Z 1l /| ~ ES o0 ] &]vIU ILRAE X pWREJAIT} ISIE]A
1}IV(}EuU 8] 1]1Z 0] 3V]%E AviJu le% EJu viJu }I 1 v] EuP] P v] I
u] }Z] o I X v s i %}Ilv &} porodicegenallR1like u biljici A. thaliana ILR1

ILLTILLZ ILL3IARJ(ILLS, ILLS ILL6(Sanchez Carranzaur., 2016) Od navedenih gem jedinolLR1

ILLTILL2i IAR3]u ip Z] E}o]8] Ijin vitt] Aukinska amidohidrolaza ILR1 najefikasnija je u

hidrolizi IAALeu i IAAPhe, dok su IAR3 i ILL2 najefikasnije u hidroliZAIAALL3i ILL6kodiraju

hidrolaze koje ne hidrolizirajlAAaminokiselinein vitro, dok jelLL5pseudogen (Sanchez Carramza

surXU 1ifoeX [/ 1}  ple]vel u] }3Z] ®}o 1l Vv iA p | §0]8] Ip I18]Av}es
I}vipP 8Ju U }v 81} & u}Pp Z] E}o]I]E 8] ] }*8 0o <lo ]“Vo I}viuP §
%}l Tpip 1«8E T]1A vi p 1}iJu i ill2oiat3 wiPSive « } 8§ Ju & 1o] 18]Z 1}vipF
IAA i aminokiselina (Rampéysur., 11id+X h }AJu I*% EJu v3lu % E v i HOi]V
primarnog korijena biljakd. thalianate je z loip v} i i Jv} />Zi vpiv Hed] E}o]lp
o }e3 0 Hle]vel u] }3Z] €to 1 u}Ppu ]3] E u io}u]l v} Tuliviv
u] }3Z] Elol u P %E]epusSAp & io] 18]Z I}vipP Bsur,20Q4).u]v}l]e o]v ~Z

Pojedine auksinsk u] }Z] €}o I 1+% EJu]E ip « u & lo] 15]u S1]1AJu &
uloge u razvoju biljaka. Enzim ILR1 eksprimiran je u ranim stadijima razvoja biljaka u centralnim
dijelovima kotiledona i hipokotila, u radikuli (klicin korijen) zrelog embrijalijankima 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]* p ]*3 ov]u ]i o}AJu 1}8]Jo }v X d I} EU />>1

Z] 8} u IE o0]Z o0]*3}A U & +« «u 3E Ju po}Pp p I ev]ilu (T u E
} PYAYE]Ju X & EUP «SE v U [ Zi « v le%EJu]E u Gewu (1 u
A elpo Ev]u 311AJu 1}E]i v ] 8 o0i]l X "u §E - / Zi Ju A Tvp po}

vaskularnih tkiva biljaka (Rampesur.,2004).

<}vipP 81 / ] * €& & us8lJo]EvVv [/ ~D/ e« Juipg ATv pdi i
postembrionaln] & TA}i Joi | X <}vipP 8] / 1 * @& v S ip pu E 11]i] | &
enzimom uridin J(}*( 3 Po]l}1]oSE ve( E 1}uA%haigna(UGTR4BIT) kod kukuruza
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(IAGLU), dok molekularni mehanizam hidrolize esterskih konjugata i ddlje €& 1i “vi v-~>p A]P

Mueller, 2011 Casanova® 1] s},2019«X E i “ ] I}vipP § / o 3 Ee+Qukosa,i}lu i /
1}i] i % EJ]epd v o A o]lJu 1}o] Jv u p <«i u vl uglc Holazi &6 stya@Ej@]i}u /
auksinskog maksimuma pri klijanjuudwigDp oo U TiiieX D / i 81} & ATv «lo ]

/ X D&lo Ji / }P e uw& I17]i]1&0]i]E v}i viJu}u/ | & }le]o u
e Z] GElo]l  }P %}Iu} U E 1o] 18]Z vilu u 3]o *3 EolA~u 3]0 *3
thaliana). Biljke mutanteiamtl %o}| Tpip @E}iv %}E u i p E IA}ip | E I8 E]3]
% E I}ui Eviu I}o] Jviu / U }melldiv o3 VSip Iv i v ( v}3]% | }P % E]e
ostalih metilesteraza koje mogu katalizirati reakoilametilacije IAA (MES1, 2,3,7,9,16,17 ) 18
(Casanova® 1] s},2019; Yangsur, 2008).

I i % @E]E} v] } o]l ule]lv 1}i]l s u § }o] I] u}l %oksddckg E]3] p /
L % E}le]e}ulu X Joil upd vs 1 vidksidacRYAWUEM ip iv iv E TA}iv
%}E u i U eo]wbiljkarhaae ¢u vi viu I}o] Jviu/ ~ u} €& v] *"$SE @&U iii
%o} Tui i 1Yo}l I8]Av}e3 / v iAi E}i Sv]i pel} AT v pl %E SA}E
vli  ]}o}“l] 18]Av XA I} EViv upsd v Ju ip ] v]l I}v vEE ]i / U “38)
i / ATvelo ]“v]}o]l/ ~ u} Ev]Ar"SE EUITiideX

1.1.3.Inaktivacija i azgradnjd AA

ZIPE vi [/ i upl 1}e]vs TpU % E]i v}e ] *lo 1“3 vi jule]v U A
optimalne koncentracija IAA za potrebe rasta i razvoja biljaka. Hayasim. (2021) su svojim
le% EJu v3Ju & lop Jo] i JveS3A vl u $ }o] 1] %us & IPE vi / X d I
znanjima, pokazali su da razgradne forme IAA konjugataAspA IAA'opU v]ep JE A EI] Jov U A
U}Pp Z] E€}ol]i]JE 81X Z IPE vi [/ }P e %} I}vdE}o}u viJu ",iU /:
}%]e v} ",i | § 0]I]E I}viuP Jip / e u]v}l]e o]vu U p eop ip EIPE
glutamatom (Gl Enzimi DAO oksidiraju IA%p i IAAGIu do konjugata oksind@-octene kiseline s
aminokiselinom Asp ili Glu (oxIA&p i oxIAAGIu). Auksinska amidohidrolaza ILR1 uklanja
uJjv}ili]e o]Jvp ¢« }le] JE& Vv}P I}vipP § / § v 5 i }Aksiditdide3 } Sv} u}
hidrokstoxIAA (DioxIAABIlika 3. X "Uu% E}SVv} % E& S$Z} v]u u]“oi vi]u e/ JE A G
put razgradnje konjugacijom s aminokiselinama Asp i Glu, reakcija koju kataliziraju enzimi DAO je

]JE A EI] Jov & i 3} kaausmijerayR IAAiu razgradnju (Hayashir.,2021).
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ox|IAA-Asp
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y

Y DioxIAA

Reverzibilno

-

Ireverzibilna inaktivacija

Slika 3 Shematski prikaz nastanka IAA konjugata enzimima GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) i hidrolize
konjugata IAA (IA&Iu i IAAAsp) enzimom ILR1, te put ireverzibilne inaktivacije IAA enzimima DAO |
ILR1. Kod ireverzibilne inaktivacije IAA nastaju razgradni produkti oksdrmitiena kiselina (oxIAA) i
3-hidroksi}E/  ~ 1}E] o ~% E pl 8} ] % Gpar,PP21y.} } , C «Z]

1.2. AUKSINSKHAGNALIZACIJA

IAA u stanici uzrokuje ekspresiju raznoliRhv  ploip v]Z p & TA}iv ] (]111}0}“1 % E
u stanici ulazi u jezgru iz endoplazmatskog retikuluma, u prijenosu facilitiranom transportnim
% @E}S [vlu W/EGissXW AJAX " v] 1i i 1% E *]i %)} udi iu/l =+ @
auxin esponse elemefAuxRE)L % E}u}SIEu v 1}ip « A Tp 3E porddEdsixihiel] ( 13} E
response factors~ Z&*X d@E velE]% Jiel] (I3}E] Z& AlTp e+ v pEZ |} Z}u
%E}E Jv } PYAJEV | & u} o]E vi IERu]E] WA SV ¥o]eoi Vi vi E 1]
transkripcije. U odsutstvu IAA, na ARF su vezana dva represorska proteimadice AUX/IAA koji
}JV UPH pip Ju EJI Jip Z& % E}S Jv 8 Vi]Z}A} i 0}A vi X Z  %S3}E |
nalazi u SCBkompo lep i p JIA]JS]v o]P I X / pu 8 v] ] "™Rojiregrutirhu %0 e ~
represorske proteine igorodice hyl/ § %}3] Vvi]Z}Ap p JIA]18]v]l Jip ] € IPE vi



TOAX E JA i v Jv e p 3 v]] eu vipi I}v va@nskiipcij€k f#kidii ARE 3§ -
}eo} ipU Ju E]I]E ip JisUSPAISE ip ~d ]I

1.3.PRIJENOS AUKSINA

AMvs 1o }P e u P}3}A} «AJu Joiv]u $I1]JAJu U v iA]* p o]ev]u
0]*3}AJu X D pSJuU I % E A]lo%}@&ESTA}ii JdoliuSEXve}l 1 v} i i SG&E
ple]v vul v i @& 1A} } viP I}E]i vi U & TA}i (o} u ] 1l¢]Jo u U (Jo}3 I]
u li ~t}} A E ] E3 oU TiiAieX h ]l vIipU / « SE ve% }EK E 1] %o
% E u I}E]I VUX dE Ve%}ES / pn I}E]I vp }P ] 11% 3% ov} ~% & u
AE“Ip I3E]i v eU v v ]Jv . IE}% S ov] % E]i vie ule]v 1P V]
bazipetalni u epidermi (Woodward i Bartel, 2005). Transgort i ¢S@E}P} E PUO]E V %o E} =« §
%} ]i 0]S] v %}o EV] ]V %}0 EV] SE Ve%o}ESX E %}o EV] SE ve%o}E:
IAA od mjesta sinteze (lisni primordiji i mladi listovi) IAA do udaljenih biljnih tkiva (korijen). Ovo je brz
(5711 ulZe ] % *]A v } o]l SE ve%}ES / & + }P % E u I}v vSE
(Michniewicz sur., 2007). Proteini transporteri iz porodice geAldX1(AUX1 i LAX2u odgovorni za
ulazak 1AA u floem na mjestima sinteze i za izlazak |1Adeimd u tkivima gdje je IAA potreban za

razvojne procese (Marchansur.,2002).

E I}v Jlo el ]Il (0} u U/ =« Jiu p 38 v] %E vie] %}o Ev]u } o]l}
transport je mnogo sporiji od nepolarnog-2®0 mm/h) te se radi o aktivnom oblikarijenosa. 1AA je
slaba kiselina (pKAO X 6fie § o u %} EP ig 3 v] v «FPbo VAA ndl@aziAN XAU if
protoniranom, lipofilnom obliku IAAH (Taigur.,, 2015). IAAH osmozom prolazi kroz membranu i ulazi
u citosol LMD MH S+ YULMHG QRWWDQGRWIR OGHD GERRFLMDFLMH ,$$+
(IAA’). Uz pasivni ulazak IAA u stanicu, IAA ulazi i putem simportera iz gemekece AUXL(AUX1 i
> yieX v EP]i | }A i %®E} « }]JA « po «l}u A %E}3}v pu ]3}%o0 I
ulazak/ p *3 vl p e p EI A X W}“8} ¢ / pe3v]]vol] pl}velluU o]%
JTo T 1 ]1 «& v] v]i u}Pp UA « }P porci@E&PINGIikazIEaeigija 24 izlazak
IAA iz stanice dobiva se negativnim nabojem citostlgi 1] ]Ji 3E ve%}ES E W/E v]i Vv epu]
eSE}P} & PUoJ]E v ]} E Vv] } 0] ] 8E Vve%}ES E W/E « o0}l o]I]E ip
§iX %}0 EV} o %}I] J}IVIE v] v 3 v] v}iuu E v]X W}o Ev}e3 o}l o]l
usmjereni prijenos auksina kroz stanicu (TisgurX U TiifieX Z 10] ]38 3SI1]A 1% EJu]E ip
SE Ve%o}ES E I}i] ep o}l o]I]E v] E I0] ]88} i v]} EUP]ZX E % E]Jui
centralnom cilindru. PIN2 transporteri lokalani 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 (Rosquetesur, 2012). Ovakva lokalizacija transportera PIN



}u} P pva usmjereni prijenos auksina u korijenu (akropetalno kroz centralni cilindar, bazipetalno
kroz epidermu). Uz transportere PIN, izlazak IAA iz stanica odvija se i puteama®ABC transportera.
SE Ve%}ES E] Vv]eu %}o Ev} o}l o] MékvIAA najragvu saiguuOni %o }
SE VeU%}ES E] s 0}l 0]JI]E v] ]V uu EvVv]ITi v}eS38E Veo}ES EJu W
IAA (Taiz sur, 2015).

D& }o]i u wpule]v P e u & Io] ]3]u <3 v] vBiosiiteaded ESJu v§
konjugacija / P e U ]18}%o0 lu] }I s Vvi]Z}A Z] E}o]l }P v
retikulumu, gdje su auksinske amidohidrolaze i lokalizildne}l «  ple]vel <]Pv o]l ]i }P
jezgriX hvpd Ee3 v] V] SE ve%}ES / U Jlu p ]5}%opdu J iMP@oUIu}BI}P
se posredstvom transportnih proteirRfIN likegPIL$i PIN5S lazakiAAu ER) PINB (izlazak IAA iz ER

u citoplazmu ili jezgruokaliziranin na membrani endoplazmatskog retikuluma (o Z }iAsur,

2021)
\\ . aa s /) 1. IAA ulazi u stanicu difuzijom
WA Ll ey //, 7 —Membrana  y protoniranom obliku (IAAH)
»!,‘fl’ﬁl‘, 4 ili sekundarnim aktivnim
Permease | o e HE !ITI_Z\“:POfTom posredovan 2H" -
H*-cotransport + / ¥ erom.
P \\ IAA- ¥ i -
Apikalni dio / ( ST IAAH
e
R / N o 1 e N ——Staniéna stijenka
) ; IAAH 1\
2. pH u podru¢ju pH 5 / ‘1 ———citosol
stani¢ne stijenke [ ‘w’ ATP ‘,‘(‘ ATP| |
odrzava se aktivnoiéu i+ 4 IAA- 4%‘_, H*
membranske H-ATP [ ' 3. U citosolu, s neutralnim pH,
| | ATP ’ TAA se dominantno nalazi u
PH7: e anionskom obliku (IAA-)
Vakuola+—F1 ; |
| | ‘o ATP |
| " y H*
Y \
@ IAA", g/
o ] ..
\ ;i.‘. . . | 4. Anionski oblik IAA- izlazi iz
Bazalni dio \\ le/:‘ X stanice preko PI.I\' p.r'otein.a koji se
'\\ US> nalaze na bazalnim dijelovima stanice.
o h
( /4 IAAH |
D U
i = 7 1
/ /»)}FA o
A;fp \ K

Slikad. Shematski pkaz polarnog transporta IAA. Prikazani su putevi ulaska protoniranog oblika indol

3-octene kiseline (IAAH) u stanicu, deprotonaciju u citoplazmi)(tfzlazak 1A4z stanice. Prikazana

je usmjerenost prijenosa IAA kroz stanice te aktivacija protahsBo pu %] v ¢S v] v}i u u E v]
JAY 1 301 1] 0i A Vi %}%0 *8 ~%@E pl 8} 1 % EJo P} v} } d ]I ] pE>

14 WZK heE/ Z ~"d "d E/
ule]v] pudi p v uv}P} E}iv E TAYiv ] (]J1]1}0o}“l % @E} « Joi | >
]*SE T Vv ] }%]¥]V w 4 o}A vi [/ i u Z v]l u %E} piviP & «§ Joiv]Z

poznat kaoteorija kiselinskog rastX / p  ]3}% 0 Tu] Joiv]Z <3 v] % }3] ISTA i
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protonskih pumpi (HMATR T U ]i i po}P ]I JA vi % @E}3}vws V] ]35p %%} 1@ pA

3 v] v ¢8]i VI ~ %}%0 ¢5°U 1 P P }o 1] } ev]T A vid)(daiAE]i v}e$s
surXU TiifAeX E Jv v [1}i] / IS]A]E % E}S3}Vel]Z %opu%e] i VvV %} E VL
aktivacijom proteina ABP57 kd i vpul v I I18]A Jipg %o E}SIowN B %biie Yo I Wi %o,

%)% o0 *& YA} ] } s0 o0ivi ] %pu vi A} JI}A]Z A1 Jiu p  opo}iv]:
e8] VI X KA i %@E} +» IP o %}e@E <3A}u % E}S ]v jick akliviraje 811 vI |
% @E] ov]l viu %surxd JiiifeX W}IA v] SUEP}E ~% E]&]+ | % E}E} %0 o
HIE}IIA v %}A v}iu I}o] Jviu A} 8 v] ]e E lu] opo}lv ullE}(] E
stanica raste. Smjer u kojem stanicarast pAi $}A v % & o ov}u }EP v]l Jitu u]lE}(]
*3]i vl & 3 v] u}l @& ¢3] e u} pi viu eui EpX *vs i}u ] uPE vilu v}
%}0]e Z E] W 8 v] vy *8]i vlipU 3 v] v iau]R0odb). } v Aoi ~d ]I

1.5.UTJECAJ AUKSINA NA RAZVOJ KORIJENA
Z 1A}i I3E]i v «0}T vi %@E} «plliu/ JPE A lvu po}PuxX / U I
WIE}pi & i0] 18 } PYAYE <3 v] ] §1JA }AJev} } vi P}A}i I}v VEE i

korijena stvara se aukgiel] PE ]i v3U 1}i] i loig v I % E}e3}EvH }EP v]i ]
eJvd S]JIJE p I}JE]I vpU v 1 E 8] E IA}i I}E]iv vpl vi SE vedko}E
]i o)A Joil UP i i «]Jvd il viA ~I1}8]o repbldrnim oblikorhtiahdgorta /

% E v}ie] 11 v T uv]zZz ]i o}A Joil <A } AE“l I}E]iv UPIi Jloli] ]l (o
SE Ve%o}ES % E v}e] } udntE Quiesdéent ceSt@EX ~ o oi U S 1} & %}o E
v Jviu SE v-e% } @ ftetalbie,revia epidermi, od kuda se polarnim transportom prenosi
bazipetalno (prema hipokotilu). Polarnim transportom u vanjskim dijelovima korijena bazipetalno,

}o 1] } v ed vl ple]vel}P PE ]JivE U P i i viA |} \ksimdn@Eu ]i [/~
AE“Ip I3E]I v 1}i o eu Vigi % E isur.2D%4}).1Adbkmpki-maksi@Um ima izrazito

A Tvp (pvl Jip p }EP v]l ]i] AEG“Vv}P u EJ*8 u I1}E]iv X /lv } E v
E IPE vip / | hy E % E «}E vl EWpPlapupiP $E}eo0} in] Z& SE vell
faktore MONOPTEROS (MP) i NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYLDINAHE)W , 8 %0}8] B |+ % E o
transkripcijskih faktora kodiranih genimfRLETHORAIPLETHORA(PLTe 1}i] %o | %0}S] U 1*% E <]
genaSCARECROICRI SHORTROOTSHR. Ekspresij@LTSCR SHR} G pi ] vS8]S § <35 v]
UJEPIiL P VEE & %}3] U le% E ]i WVEXEUV|IEE]}B 1i ) }JBT(ASMEU 8] v}e
% E}leJu ov]Z 8 v] X ~"S§}P ple]vel]l u leJupu } E piu Béladom]ip u]E i
korijenu (Taiz sur,, 2015).

W}liv 8} i A o]l 1}o]l]Jv / p8i PV % E} piv] E «§ «5 oi]l U }I
I}JE]i v X D 0 1}0]e010° D~ibo}$] uU }I A I}v S\D$@EVZ] <Eiipg % E} piv]
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rast korijera (Taiz surXU TiifieX KA i % @&} < ] o0i Vv]i M %}3% uv}esd] & li “vi
§ JE]i 11} o 1] } 1vZ]11i % @E} puiviP €& 8 I1}E]iv X : v } vi]Zz
Z}YEu}v 3lov U ]i i %}iv 3 po}lP uXviZ] dgia El«3 il}egyisvi Slo v
v ulPu v U JvZ]]]li E 3 % EJu EVIP I}EIXW TiideX %Ieisiv] 3d@]i
govori o izmijenjenom pH apoplasta korijena kod prevelikin koncentracija IAA. Basbe£2017)

pokazali su, kofeS ] e-haro8sipirenl,3,6trisulfonsku kiseline (HPTS) kao fluorescentni pH

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

Iv iv}P %}A Vvi %, ~ ol vl Ji* g %0}%0 *3p%u“® 3 A U]Jviy %o
I 1]* 0i A Vi % }%o0 8 X « loip | i JA} %}A Vi %o, U %0}% 0 *3SU L
S V] ] %}eoi ]V} % E} puiv] GEswsiijid X d 13 EUIl } “8} i A }%]e v}U
I}v vSE i Hle]v %d}I(E % E «]i P v 1}i] } &T A ip u 8] v}e§ ] eu vi
I§]Av}ed e8 v] U |} “8} i eop i * uJEpip Ju VvSEIuX WE A o]l I}v
]Jo} PI}P vl]u } 81}u ]Jo] %}®E u iu p usd }o]lup I}E]I vddd u}Pp

%}E u i }%3Ju oviP PE ]i vd ple]lv & } 1 ped Aoi vi u]s}sel 18]
meristemu korijena (Taizsur., 2015).
"U% E}Sv}Y } uSi i V. % @E} piv] E 8§ % EJu EVIP I1}E]i v U pule

} VIP I}E]I vi X 1div} I}E]i vi & TA]i « 11 3 v] % E] ]lo 1}i o
% E}S}le]o u 1}i] JPE A Tvp pol}Pp p Jv] 1i 1i] v 8 vl } vIP I} E]I v
VveSvl }VIPIITE]i v v]i P %}8%pv}ies] E Ti “vi vUIiuSvy3VuiBeolyils} i
*]Pvo I Jv]1]i Jip v & vl } Vv}P I}E]i vi o} ovl]U % E}o Iv] ple]vel
% E}S}le]Jo u X E Ju U I}v vSE ]i ple]v pg %o E}S}tIe]o up v]i I}vesS vSy
vremenskom periodu te svakih 15 satidojJaz} v S vl ple]vel}P u leJupu X E S v | }
I3JE]i v 1 %} Jvi <Ju SE] viuU vs]lo]v oviu ]} }u AJip 3 v] % E] ]
uvi ] Ali A 3 v] | E]X W E]Jlo]v ov}u ]} }u 8 v] | E] }o I]
}VIP I}E]i v U Ji <8 v] oiviu J}Ju ]l J( E v ]i Jilu «3A E ip <A
%o}eS}i ] U %o®E]u EV}IU I}E]I vuX ~o]i ] l1lope v S vlI } vIP I}CE]I v
pojave auksinskog maksimuma u stanicama protoksildmar pAE u VpU % EJu Ev] I}E]i v e
§ eo0]i ] }Vv]I}E]ivveSi v } & v}i g o0ivVv}eSd§] } %E $Z} v}iPX
E 1A}i } V}P I}E]i v U epgiopi ] H %E} ]i vip VIAIP } viP I}E]i v
Prilikom nastaka opisanog auksinskog maksimuma, u stanicama korteksa i epiderme, iznad

% EJU}E Ji  } VIP I}JE]i v U }ol] } %l}i VIP po el / p 3 v] pX K/
S V] U %0}8] le% E *]ip P v 1 @& u} o]E vi 3 v] anje<signical [}i] pi:
v A v]Z SIJTA § }u}Pp pig viAlu } viu I3JE]Ii vu J1o T 1 ]1 %IiE]Ju EV}IP
sur.,2010).
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1.6.ARHITEKTURA KORIJENA U STRESNIM UVJETIMA

Joil ep » «Jov] }EP v]iuJU *%}e} v] % EJo P} ]| % E}ubai]Alu }l}c
Joi | }P « w Al p 1} uliel]ZU (]J11}0}“11Z 1 u}E(}0}“1]1Z % E}ui v
}E8% JEV}eE v }1}0]v <EE «}A U |} “§) op Ale}l & u% E SPpE 1E | ]
IE VviUIP vi $0 11E | E Jo] J&U}*SEVKUWEXEI v loJu % E v |
AE u velJu 1¢83CE ujJu ~]JIE 118 AEP ]Jv U Zo Vv} U %}%0 A U ep“ ] *0

Joil U ploipg pig ] 1 I}viuel] A Tv lpoSpu®E X /1 8}P & Io}P i A Tv} E |
kojJu Joil @& *%}o Tp |1} ] u}Po]U Jo} P v 8] IJu Jvl vi E+8A}u Jo] Ia
I}viuel] A Tv lpo3puE X W}iv 8} i Joiv] Z}Eu}v] JPE ip A Tvp po}

abiotske stresove i da auksini sudjeluju u svim odgovorinjopP} X D up$JuU § oiv] u Z v]i
1}iJu  ple]v] pus8i p v % EJ]o P} U HPO AvIu ep Vv %}lv §]X KA} ]+3C
promjenu arhitekture korijena biljkéA. thalianaekotipa WassilewskijdJ ¢ upusS]E& v]u ]Jo] % }i v
eksprimiranim genima za ksinske amidohidrolazgR1 ILL2i IAR3,u uvjetima solnog, osmotskog i
temperaturnog stresa. Poznato je da u uvjetima solnog i osmotskog stresa rast primarnog korijena i

E}i } viIP I}E]i v Iv  iv} eu wsury2616}CAjgrésanchezsur.,2019; Rowesur.,
2016; Salopeisondii sur, 2017). Promjena u arhitekturi korijena varira ovisno o koncentraciji soli ili
}eu}o]8]l H Sou 8 % E}uiv u}l ]3] uo Jo] A o]l X h pAi §Ju AJ-}I]z
IYE]i v ] &}i } viPil}@]ivi vU u psdJu I} %}A]“ v]Z 3 u% E SUE }c

tercijarnog i kvartarnog korijena (Koevoétsur.,2016).

1.6.1.&]1]1}0}*1]1 1 1} ulisl] } P}Alhi@sniotskstres o

Keu}8el] «8CE « Ai E}i v} i v iwbilikdma]}]1SH%EIEE v iv Pp ]8I p
% }0i}% EJAE X KA i 8]% *3E » u}l ]3] piE}}IA v E lo] ]8]Ju ( IS}E]L
Jo] | eu®l A vi ~y]}VvP ] «ZuXU 71i7¢X 'o Av | E 1§ E]*3]l }au}3eI}P 3
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
Hloig i %A  vp ¢]vs Ip E To] B 2WRo}oM]I UV ' «U % E}o]v ~WE}-
ekspresiju gena za modulaciju oksidativhog stresa (superoksid dismutaza, ghBttmsferaza,
glutation reduktaza, glikozilaze itd.), ekspresiju kasnih embriogenetskih proteing. (Late
embriogersisabundant proteineU ]i i HO}P p *% E]i A vip PE P ]i % E}S ]v
§ uv}P]Z EUP]Z S3E VelE]% ]i*l]Z (IS}E X Keu}Sel] «SE «U pl 8} “3}
uzrokuje i promjenu metabolizma te nakupljanje reaktivniek1}A]1Z AE+3 ~ZK" e g 5 v] X \
e]Jvd 1 }eul}o]3]l U I} “8} op WE} ] "' U %}3] pvie A} up 8 v] pU Jo] i
Juip A Tvp po}Pp p v pS&E XJH}H]AZK™ EJU |} “8} ep u v]8lo ] SE Z
I “3]1& v] } }e] SJAVIP «3CE « U o]v Jul ET A vicur,2013)u 3 v] ] ~h
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Solni stres je tip osmotskog stresa jer uzrokuje gubitak vode u stanicama i tkivima te dolazi do
IS]JA ]i *]Pv ov]Z % p3 A 1}i] % }3] tacijli-ddke&na Livjiet® osmoiskog Btresa.
Uz gubitak vode, solni stres uzrokuje i nakupljanje natrija{Np «3 v] u U “3} u A o]lJu I}o] ]v
ull 181 ] 8}le] vhurxe 3iTieX h pAi S]Ju +}oV}P «3E « U }o 1] } %}A v
koncentacije kalcija (CaU A Tv}P e« luv EvVvIP Po ev]l 1}i] %}3] *]Pv ovy
le% E ]ip P v ]} P}A}E 35 v] Vv *%oStédnicamp. Opgdvovnpa Ba} P .
SOS signalnim putem u kojem se aktivacijom kaskade kinaza aktivirastiespena za Néd* pumpe,

% }u} p 1}i]Z*igbaEuje iz stanice ili nakuplja u vakuoli (Upadhyays, 2013).

s Tv] %}IE &8 ] } PIAYE Joi 1l v e}ov] ] }eu}Sel] «SCE ¢« op Jo
apscizinska kiselina (ABA) i IAA. Naime, dokazano je V lp%oi p A o]l]u I}o] Jv u p ]c
L HAT 3]Ju }eul}8el}P «8E « X %0} 8] [¢% E ¢]ig P v 1}i] e i Opip p 8}
stres putem signalne kaskade SnRRYZEB/ABF, kojom se aktiviraju mnogobrojni transkripcijskitiakto
~u v iA }i ui @@fodidelbZIP transkripcijskih faktora, ABI5 u sjemenkama i AREB/ABF u
} & eo0]Ju Joil uesX dl} U/ Ju A lvy po}Pp p } P}AYEP v }euldel]
zajedno djeluju u kompleksnim interakcijama koje uzrokuju toleiju biljaka na osmotski stres.

E JuU / ] e v iv} Vv Ip%oi ig p I}E]i vp p pAi 8Ju }eu}Sel}P 31
smanjenju gubitka vode (Upadhyaysur.U TifieX / 1} i}* €E o 3]Av} ¢0 } ]*3E 1T v}U %)
uvjetima osmotskog i SM}P «S@E « U }o 1] } iv iv % @&}ui v pusd }ollup ] %o
Transport auksina mijenja se promjenom ekspresije proteir@indice PIN, AUX1 i ABCB. Naime,
PIN2 i AUX1 auksinski transporteri, lokalizirani u epidermi i korteksu korijenepdlitéraju se u
citoplazmu (epiderma) ili se smanjuje njihova ekspresija (korteks). Time dolazi do smanjenja

11% & OV}P %}0 EV}P 3E Ve%}ES / “§} i i v} EI0}P Vv lu%oi
uvjetima solnog i osmotskog stresa. U kolumelijeaa pak dolazi do smanjenja ekspresije proteina
W/Ei ] W/E6 “8} 81} & }A}Y] } %}E u i M %}o Eviu SE ve%}ES
biosinteza i konjugacija IAA u kolumeli i meristemu korijena je smanjena, dok je u epidermi i korteksu
% }A  wuUvi vi uU } viev} %}A Vviu le%@E ]i P v | +YUE3[[.$ I}vipP ]
9 i GH3 (Korveri sur, 2018).d I} @EU %o}iv 8} i wleJvel u] }Z] }o I [/ Zi }ul
billkamaA. thalianaotpornost na solni stres te se ekspresija ovog piote %}A A p pAi 3]u

osmotskog stresa (Kinoshitagur, 2012).
1.6.2.&]1]1}0}“11 1 1} uliel] } P}AmGEratiiisttesy 3
d u% E SHEV] *3E « Ju v P §]JA v usi i v uv}P} E}iv (]1]}o}“l
billkama. Kao posljedica tqgmeraturnog stresa u biljnim stanicama dolazi do akumulacije-®R@S
VSUE Ji ] %}IPE “VIP eu § Vi % E}S Jv ~“8} }A} 1] } Vv *3 vl %E}

se stabilnost membrana, smanjuje se stopa fotosinteze, transpiracije te dolazi dau poré
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osmotske regulacije (liisur, 2021; Zhao sur., 1i1ieX K P}A}E Joi | v %}A]“ Vv 3§ u%o

JTE 118} i 1Ju%o le v § v]i M %}3%pv}ied] E Ii “vi vX <} ] H *AlJu 3E
promjene u ekspresiji mnogih gena, koje rezajtir sintezom proteina odgovornih za toleranciju

biljiaka na temperaturni stres (Zhacsur., 1i7i*X } v eU v]ep %}iv 8] *A] u}o lpo EvV]
uzZ v]iul p} PYAYEpW Joil v 8§ u% E SPEV] *8 «U v} su SE - v iA
HSP €ng. heat shock proteind) HSF€ng. heat shock transcription factgrddSP su velikaorodica

% E}S v “ % E}v ]i i PO}P }e]PUE A Vi % E AJov}P eu 8§ Vi % &}

resolubilizacija proteinskih agregata. U uvjetima temperaturnd® « A Tvu po}Pp JPE ipg % E)
slu%]v ,*% iU 61 ] 01 1}i] e v Tv} le% EJu]E v] p HAi S]Ju 3 u% E Sp
proteina HSP (Bourgine i Guihur, 2021). . HSF proteini su transkripcijski faktori odgovorni za ekspresiju
proteina H® i ostalih proteina odgovornih za odgovor biljaka na temperaturni stres (Kotak i sur. 2007).

"ol vi I} 11} <}oviP ] }eu}Sel}P «8§CE « U I} § u% E SPHEVIP «SE « }a
sinteze tvari odgovornih za neutralizaciju R¥& (Kotak sur., 2007). U odgovoru na temperaturni

e3E + ] v ]Jv pul]ip 8§ EululE(GP vi ~ulE(o}“l % E}ui v ]Joil peo]i
el i opip & 1o] 18] Joiv] Z}Eu}v]U ploip pipg 1] ple]lv X Wliv 8} i WL
}o 1] } Y%uija auksinske signalizacije smanjenjem ekspresije termoosjetljivog proteina PIL6, koji
pripadaporodici %o E}8 Jv W/> ploip Vv]Z u SE ve%}ES / ] o}l o]IJ]E v]Z v
retikuluma (Li sur, 2021). Koncentracija slobodnog auksina sé\po A % E] A]s}IJu § u% E SpuC
“8} 0 %o}eoi ] %o}i vV le%@E s]i P v YUGIX-IWE}IuEU prvbAEN U A}l
S U% E SUE U }o 1] } % E}u]li v M %}o EvIu SE Ve%}ESU Hle]v %o
W/ET § %}i Vi ogijcarmbganansporta IAA u korijenu (Lsur, 2021).
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2. [>: s/ I"dZ /s E:

Poznata je uloga IAA u rastu i razvoju korijena i smatra se da IAA, uz ostale biljne hormone,
Ju Advp po}Pu p } PYAYEU Joil v «3E v pAIGE X% oZlu]ke v 1}u
HAI 3]u 1381 I}JP «8@E + <0 } i %}iv §X Joi }A}P J«3E T1]A vi

i ]S
S uU% E SHUEV] *SE » pusSi p v

E Z]S ]I Svu Elt Ho} @& i} E  upEhhlizsad
%}E u VvIu l*% GE +]i}u Fske amidopitirolazdLR1 ILL2i IARS3, utvrditi razinu

nadekspresije gend R1ILL2 IAR3py SE veP v] v]u Joil u U S } & ]S] | |} «SE *v] |

V g% o0i vi ] o}l o]l Jip ple]lv u] }Z] €}o 1 />>T yu AE“Ip I}E]i v X
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3. MATERIJALI | MEDE

3.1.MATERIJALI

3.1.1.BILINI MATERIJAL

3.1.1.1. Biljke nadekspresori auksinskih amidohidrolaza

Na raspolaganju sam imao sjemenke divljeg tipa bilkabidopsis thaliana,ekotipa
Wassilewskija te sedam biljaka nadekspresora iste vrste i ekotipa nazwa@ma genu za auksinsku
amidohidrolazu koju prekomjerno eksprimirajuR1 13.3LR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2ILL2 8.2I1AR3
11.5te IAR3 134X Joil v 1+% E *}E] Ju ip P -PNA}s gerfih@® za apksihsku
amidohidrolazu i za rezistenciju na higromicin b, koji su pod kontrolom konstitutivnog promotora. Sve
navedene biljke nadekspresori imaju samo jednu inserciju i homozigotne sarnzgén. Insercija je
napravljena transformacijom biljaka. thaliang ekotipaWassilewskija bakterijom Agrobacterium
tumefaciengmetodomfloral dip,s binarnim vektorima prikazanih @ci 5. TransgeniLR1, ILLAAR3
LUV le% E }E-I]Ju o]krdju imaju seklvencu za histidinski priviesak (Siké, B, C)a
transgeniLL2u linijiILL2 8.2]Ju U pl Z]*8] Jvel] % EJAi « IU ] « IA v pl o v}P (op}E
(GFPU § 1} & v i[IE ip e+ A v ~720]l AXU <X
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clA v p A l}u %E]l T viu AIS}EN « EI] PV I EI]*8 v ]ipv vs] ]}
Wlelvelp u] }Z] €Yo IpU I1Yi v [ IE ipg « EITJCyilitistidinokiprice@akAi « | ~ U
GFRD).

3.1.1.2. Biljke mutante auksinskih amidohidrolaza

Na raspolaganju sam imao sjemenke pet homozigotnih biljaka mutanata Ardtealiang

ekotipa Wassilewskija.Biljke mutante imenovane su prema mutiranim genima zaksinske

amidohidrolazeilr1-2, ill2-1, iar3-2, dvostruka mutantdi2-1liar3-2i trostruka mutantalrl-2ill2-liar3-

2). Biljke mutantelrl-2 i iar3-2 imaju mutacije krivog smisla (enlglissense mutationshapravljene

primjenom etil metansulfonata (EMSBiljke mutantelrl-2 imaju mutacijuu genulLR1na poziciji 69
(Glu69Lys), a bilike mutantar3-2 u genulAR3na poziciji 124 (Gly124Glu) (Baiitsur, 1995; Davies
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i sur.,1999. Biljke mutantgll2-1 « &1 Jve & Jielp upAtllLpv pu Krajudrugog egzona.

KA}u Jve & Ji}u v e3i ] o Ji ~07 %  u * A v ] *%}i EuP}P Pi}v
ovaj alel nefunkcionalnim (RampéyurXU TiideX hPE v Jve E]i « EI] Pv I &
antibiotik kanamicin te je linijdl2-1 rezistentna na kanamicin (Rampegur., 2004). Biljike mutante
ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-1iar32 « ET ]38 upd Ji 1} 1 i v}eSEul]isupR008)] ~Z u% C
EA v upd ]i ulE}puipg Ppu 18 1 ]o] Iv  iv} eu viisup 1998] DayiesP v~ (E:
sur.,1999; Rampeysur, 2004).

3.12. Hranijivi mediji za uzgoj biljaka

Hranijivi medij koji sam koristio za isklijavanje biljaka nadeksprefidrd (13.3ILR1 3.1ILL2
25.6ILL2 27.2ILL2 8.2IAR3 11.5e IAR3 13.%i mutanata {r1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-
liar3-2) vrsteA. thaliang ekotipaWassilewskijakruti 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). Z& postizanje uvjeta osmotskog stresa, u medij MS sam dodavaariiol (300 mM). Za
provjeru homozigotnosti biljaka nadekspresora, u medij MS sam dodavao antibiotik higromicin b (30

mg/L). Sastav medija MSO0 i dodatci navedeni $ahlicil.

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

Sastojci medija MSO Koncentracija (g/L)
MS medij u prahu s dodanim vitainima (Duchefa) 4.4
Saharoza (Kemika, Zagreb) 10
2-(N-Morpholino) ethanesulfonska kiselina (MES) 0.5
monohidrat (Duchefa)
Agar za biljne kultureglant agar; Duchefa) 10
Dodatci mediju MS Koncentracija
Natrijev klorid (Kemika, Zagreb) 150 mM
D-manitol (Kemika, Zagreb) 300 mM
Higromicin B (Sigm&ldrich) 30 mg/L
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313. W} 8v] | W Z]<«W Z
W} 3v] I}i s u I}E]-3PB udU333]Av ov v E | Ji~W}dpue@Eul}u
I puv T vi E ( E vOGFIA TP4) tenativnih gena i transgendLR] ILL2 IAR3).Slijed
vialo }8] %} 3v] 1 AvolIvili(@wPwl ip v A TablickiX pWw} 3Sv] 1}i « u
koristio u metodio v. v GE | ]Ji % }o}W®&-«}puv T ip (E PAktin 8 (RCT3.
S 0]]v %E} pld E 1]i W Z « }AJu %} 3v] u v]i ]3] I} edl op% E

valo }8] }A]Z %} 3v] ] A o] ]v (E Puv § |}TabjigiBv T ip v A v ep p
Tablica2. W} 3v] 1 puv T VWiRIALL2IAR3OGIG TIP41
Gen Nazivi Eulo }8] v] *eFii[«~f| K I]JA v A o]
%} SV] fragmenta (pb)
ILR1 AtILR1_fw TGCTATGCTTCTTGGTGCTG( 102
AtILR1 rev CCTGCATAACCTTCCTCGCC
ILL2 AtILL2_fw TGGTTACGAAGAACTCGAGACC 183
AtILL2 rev TCCCACTCAACACCTTCCTGA
IAR3 AtIAR3_fw GCTTGCCTTGTGATAACCTGC 121

AtIAR3_rev GCGGTGGTGCTTTCAATGTGA

OGIO OGIO_fw ATCCAGAGCAGTTCAAGCAAC 130
OGIO_rev GAGAGCCATACCTTCCACTC
TIP41 TIP41 fw GCAGCACAATGGAAATTCAG( 122
TIP41 rev GCCTCAACCGTTTCTTTGTC
TablicaiX W} 8v] | puv 1 vi (EACTB.vS P v
Gen Naziv Nukleotidni slijed K [TA v K IJAv Ao
%} SV] ~AE [ A o] Jv fragmenta

fragmenta (kalup cDNA) (pb)
(kaup genomska

DNA) (pb)
ACT3 ACT3_fw CTGGCATCATACT 733 650
TACAATG
ACT3_re CACCACTGAGCAC
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
DA e U % E]% E u } 3 lo v}ii “] } A venih uTab¥si} w desiilisand vodu
(dHeKeU pl uli “vi v u Pv 8v}i uli “ o] 1X %, AE]i Vv}ed e u %} ]} i
5.7. Nakon pripreme, medije sam sterilizirao u autoklavu i izlio u sterilne petrijeve zdjelice. Nakon
sterilizacije u autokdvu, svi postupci s medijima se rade u laminaru. Uz kruti medij MSO, pripremao
eu]Ju Ji DMe } Sl}Juv SE]i A lo}E] ~E oV I}v v I}v v8E 1]i ifi
uv]sto ~D vV I}v v I}v v8E& ]i 171ii uDe ] « } Sl}lu 3§y M)l Z]PC
I}v. v8& 1i 11 uPI>V ZIPE}u]l]v =+ } i v I}v ps8}lo A]JE vi ] i o}u]
Za isklijavanje sjemenki i ispitivanje homozigotnosti biljaka, medij sam izlio u okrugle petrijeve zdjelice,
promjera 9 cm. Za uzgoj biljaka uestnim 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 bika nadekspresordl(R1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.61LL2 27.2ILL2 8.2
IAR3 11.%e IAR3 13.3 mutanata {rl1-2,ill2-1, iar3-2, ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrsteA. thaliang
ekotipa WassilewskijdJ E ]} «u v A v ]Jv X WEAFEemerk je SteHliradija ]i
otopinom izosana, a drugi etanolom. Za sterilizaciju otopinom izosana, najprije sam pripremio
sterilizacijsku otopinu sastava 1% lzosan G (Pliva) i 0.1% mukazol (Sigma) u destiliranop®ydi (dH
Na sjemenke sam prvo dodao 1 ndi9 3 v}o & ]Z Jvip JE } i vp u]Jvpdp pl ui “
Supernatant sam zatim uklonio te sam na sjemenke dodao 1 mL sterilizacijske otopine. Sjemenke sam
}e3 A]} e+ 8 u]vps e uli “ipv E}ISIEP U *8 E]o]l JielddioE} %o ]Vv]X K
o ul]v EpuX E I}v Jvipg Ji U plo}v]} « u 8 EJo]l Jielp }3}% v ] 1 %o}
dodatkom 1 mL sterilne d&. SjemenkeudHK ¢ u ul]i “ } i uJvpuspU v Ii}v P <« u]Z } o}
301 ] %E] |} e i u vl <3 o}lpawsamwklorfie @ oStupak ispiranja u

*3]0]E Vv}i A} ] * u %}V}A]} SE] %pud X E I1}v i AE" VIP %}e3u% | U «i u

vodi.

W}edu% | ¢85 EJo]l Ji i uvl] 8 violul %} } ¢ u-°* %E]%E u}lu ii
sam dodao kap d3 G T W3 v 1i(Sigma). Na sjemenke sam dodao 1mL navedene otopine te
e u ]Z Jvip ]JE } 11 ulvpd pl uli “vi v E}S}EWUX E I}v Jvipg ]i « u plo}
v i u vl } } 809 S vio ] % @E}uli “ }X E I}v “8} eu no epiuvete,l <3 o}1]c

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

S vio v]i ]*% E]J}U i u vl e« }epu“]Jo X

3.2.3.Uzgoj hiljaka nadekspresora i mutanata za auksinske amidohidrolaze
Na mediju MSO0 i medijima MS s dodatkom NaCl, manitola ili higromicina b uzgajao sam biljke divljeg
tipa, nadekspresordl(R1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.21AR3 11.%e IAR3 13.%i mutanata {Ir1-
2,ill2-1, iar3-2, ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-liar3-2) vrsteA. thalianaU 1}8]% t ¢«]Jo A«l]i U 1 ]<SE 1]
E +3 I}E]iv 1 }E JAvi 3I]JAv o}l o]l 1i %-GFPsS@\bijgda 1}ve3Ep
nadekspresoralLL2 8.2)u pAi 3]Ju  <}ov}PU }eu}3el}P ] 8 u% @E SHEV}IP «3E -
nadekspresore uzgajane nanaverJu u JiJu I1}E]*8]} s u 1l } & JA Vi v 1% E *]
auksinske amidohidrolazelLR1 ILL2 i IAR3> u §} }Ju <W Z & 1} & ]JA vi lo]i A}e
homozigotnosti biljaka. . Biljke uzgajane u zemlji koristio sam za prikupljanje sjemenki.

3.23.1. Uzgg biljaka na krutom mediju MSO i mediju MS s dodatkom higromicina b

Sterilizirane sjemenke biljaka divljeg tipa, nadekspresivdl( 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2
27.2 ILL2 8.2I1AR3 11.5e IAR3 13.%i mutanata {r1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-1liar3-2)
vrste A. thaliang ekotipa Wassilewskija, posijao sam u petrijeve zdjelice s krutim medijem MSO i
medijem MS s dodatkom antibiotika higromicina b (30 mg/L). Sjemenke sterilizirane otopinom izosana
se nalaze u dH20 te sam ih posijao na i %o }u} P % ]% $ <+ } E | vlu AE“l}u v «3 Al
i o] * 31} %l}e]li vlueiuvliu «u}e3d A]} }SA}JE v po u]l]v Ep pl %0
Al“ 1 ,IKX ~iu vl 8 EJo]lI]E v S vio}lu * u i v}ed Av} «3E «} v |
siemevli u ¢ ul 3Jul u}s } % E (Joulu § « u ]Z 3 A]J} v *3E 3](]! Jip ~=
*SE S]1(]1 11 U %0} cu % E 1} u Jvip S}E - pAi $Ju IE 3I}P v
S u% E& SpuE] } i £ X

3.23.2 Uzgoj biljaka u zemlji i prikupljagjemenki

Biljke nadekspresordl(R1 13.3LR1 3.1ILL2 25.61LL2 27.2ILL2 8.21AR3 11.%e IAR3 13.%
i mutanate {Ir1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1liar3-2i ilr1-2ill2-1iar3-2) vrsteA. thaliana ekotipaWassilewskija
uzgajane 12 dana na mediju MSO s&WE + ]} p | uoip } E , 30umwn(Steckdedium,
KlassmarDeilmann 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 ldana (8

vU i0 ZVvI}UITi £¢8 culzZzvIi}vii v %E 1} 0 AP & pP}IP v ~

kako bih inducirao cvjetanje. Biljke sam redovno zalijevao vodovodnom vodom. Tijekom uzgoja biljaka
u uvjetima dugog dana biljke procvjetajuisvremen & TA]ip [Jup“l « i u vliu X E I}v E |
[Jup“l] Joil Al* v]eulo]li A}E e u]lZ %pu+s]} o Jepu® 11} 1Z % E]l}
U % E]Ip%]} v v ]Jv e u Jep“ v  Ai 8v 3 %l e 1Jup“l u vi lv} 8]«
o IJup“h3A E ip ] }eo} ik ei u vl X A uvl e u %@E}e]i } ]} 18]} }es
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usd EJlio & eu ]JZ *%E ul]} B4 % EPA § X [lu pu % E]Ip%o0i vi i u
% E]ln%0i vi i u vl] EpP o]v]i U 3§ oiv}l} u %JZ ]%6HY JE" VI i%u@BeS}
& lo] ]18]1Z o]v]i X
3.23.3. Uzgoj biljaka u stresnim uvjetima
Bilike divljeg tipa, nadekspresotdR1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2ILL2 8.2IAR3 11.5

te IAR3 13 mutanata {r1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1liar3-2 i ilr1-2ill2-1liar3-2), vrsteA. thalianag ekotipa
Wassilewskijauzgajao sam u kvadratnim petrijevim zdjelicama s krutim medijem MSO (kontrola), s
krutim medijem MS s dodatkom NacCl (150 mM; solni stres) i s krutim medijem MS0O s dodatkom d
manitola (300 mM; emotski stres). Biljke namijenjene ispitivanju utjecaja temperaturnog stresa na
rast i razvoj korijena sam nasadio u kvadratnu petrijevu zdjelicu s krutim medijem MSO te ih inkubirao
L %} VIu 8§ U% E SHEvVIU E TJup ~} OXiiz } iXidoXNZ1d A0UEIUIIXIIz
iOXiiZ } 1iXiiz v 10 £ & } 11XiiZ } 6Xii %}v}Av} 18 £ V } 0oXiiz } 1i
} OXiiZ v} X o }JA i le% E]Ju vs I}E]*3]} « u i uvl +3 EJo]I]E v |
sjemenki, sjemenke sam najprije pogijau }IEUPO % SE]i A T i o] <« IEpPSJu u Jiu

s U JZ i v}ed Av} ¢3E « } ]I % EPA § VvV %0} uU % I ] % VM V o
i v } EuP X Wo} ¢ eciuvliu culu}3} % E (Joulu Jo] 3E I}u o u
dav p Zo vil v «8E §](]l ]Jip ~=6 £ «X E I}v «SCE §](]l ]1i U %0} ¢ =
v B HAi SJu IE SI}P v ~06 Z vU i0 Zv}VIii£evilv P «u Joil
petrijeve zdjelice s medijima namjenjenim stresnim uvjetirBilike sam oprezno izvadio iz okrugle
% SE]i Al o IEPSJu u Ji u D™ %}u} B %]v 8 U «%pe3]} I}E]i v v u
% }Apl } IYE]i v %} u Jipg % E u P}EVIi u Ep p A E v %o} 11} ]|
v Jveuv <A %o} ]} 6 Joil ]38 o]v]i X E  }viu ]i og %0} ¢ u &
Fiv 1} %)} 31 1 1€ i I}E]iv X «38Jue*u %0} <« u JilJu D”i ~I}vEE}o

} 8l1}u ifiil uD E 0] %0} =« u JiuD*] } &l}u iii uD u #d3}o =« u I
%}e3 Al} M Jvipg S}E p pAIi § IE SI}P v ~% | ] AE“ 1 I}E]i v p
u Jiu DMU vuliviv 1 ]e3E TJAvVvi plvl 8 u% E SHEVIP +5E + -

%}e VM loJu IJu}EM » v A Vv]u 3 U% E SUEN]JuvE TwlaXp A IE o]l
~ulp% v} 11 lo]i v %} SE Su vie § o u Joil PIP i} p *8E sv]u pAi §
WIPYi U % $E]i A Tio] +loliv]u +u (}J3IPE (JE v ]o] *I VIE v U

rasta korijena.

o Je8)B Vi p vl eS8E ¢ v ey ¢35 v] vy o}l o]l Jip J-OFRm%0i Vi %
korijenu biljaka linijdLL2 8.2sjemenke navedene linije sam prvo nasadio u okrugle petrijeve zdjelice
~6 ue e u ]i uDAMAIX Wo} e+ ul 3]lu 3 A]hteihndkan sti4tjfikadiguigajao

5 dana u uvjetima kratkog dan&lakon uzgoja u uvjetima kratkog dana, klijance sam presadio u
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petrijeve zdjelice s medijem MSO0 i na podloge s dodatcima 150 mM NacCl i 300 mM manitola. Biljke su
uzgajane vertikalno, 8 danu uvjetima stresa. U svaku petrijevu zdjelicu s krutim medijem nasadio

sam po 10 biljaka te sam napravio 3 nezavisne replike. Bilijke su uzgajane vertikalno, 8 dana u uvjetima
eSE ¢ X ¢ ]eSE TJA vi p]vl 3 u% E SPHEV]}IP «ffde nrakiuom medipd E lo]i
DAU p pAi 8Ju IE SIJP v U eeuie3 Jvip]E } v i60 £ X

3.24. Di & vi HoilJv % @EJu EV}IP I}E]i v ]} E ]A vi E}i } viP |
Di & vi Hoilv % @EJu EVIP I}E]iv ] } E JA vi E}i } v}
nadekspresm (LR1 13.3LR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2AR3 11.%e IAR3 13.3 mutanata {r1-2, ill2-
1,iar3-2, ill2-1liar3-2 i ilr1-2ill2-1liar3-2) vrsteA. thaliana ekotipaWassilewskijaradio sam na temelju
(}3}PE (]i Joi |l ]Jio}l v]Z & etimd}e $dBdra vdsmaiskom ili temperaturnom
oSE spuX A I}i Joi]] e u %E E}i} &} } viP I}E]i vi U HOi]VH %o
% }tu} U % CE hRa@eJiPrije samog mjerenja, program sam kalibrirao opcigmhscale, %0 }u}
poznate duljinekvadratne petrijeve zdjelice (12 cnfPrilog 4.)X h eop ip I v]E v]Z +0]l U p
1T YEV]IP » u }iv 1pldodi%e 98 JulPpu pi % E}PE u }*3i | o] E]E v I
fotografiju. Za fotografije snimljene mobilnim telefonom, za svakadadfiju sam ponavljao postupak
kalibriranja programa. Duljinu primarnog korijena sam mijerio s alaaegmented line%. GE1ju sam
%}Ao ]} Al @& Av]Z o]v]i %} I}E]i vp 11} 1Z 1 Joi 1]} %}8% pvp O
(Prilog 5.)Svakikori v .« u ui €]} A %pud X : viul 1} ]Z Jiui E]} %} 3Svu poi
uzgoja u uvjetima stresa (prema oznaci nacrtanoj na petrijevoj zdjelicPrifiol§y5.), i drugi put kako
1z 1iui &1} 1}v vp poi]lvpy % EJu EvVIP |} GefnostiXduljin€E primarmnege vi A
I}E]i v ] E&}i } Vv]Z I}E]iv E ]} *upd %E}IPE up "D] E}*}(S5 £ o

odredio sam prema formuli:
L N E NIENDEP! = N BHKQN E RAFE S Hsry

gdje G @edstavljakor v HOi]JvVH %o E]Ju E LB} EVipv WoiJvp % EJu EVIP ITE]
}JA v AE]i v}ed] E}i }VIP IYE]I vi ] %o E]E S % EJu EVIP 1}
vrijednost za sve Klijance svake linije na pojedinom tretmanu. Klijance kodikoji} “0} } %o} 3 %o puv
Jvz] 1 1i @& 3 1}E]i v v]e u ploip ]} p JIE pv % E]E 5 % E]Ju EV}P
eop i AJu u}P } } & 18] i *p o] 8] lo]i v ] pP]vuo] 1 }P «S@E +v}P }l}o]"
inhibicije rasta korijenad 1} U % E&]E 8 % E&Ju EV}IP I}&E]i v I} loli v e %
E 3 I}E]ivUI]JIE pv 8 %E u (}Eupo] PYE U i vpo & 1Iv 8v} uli v
% EJu EVIP I}JE]i v ] %}A A ip 3 v E vp Ali JipX
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3.25. I1zolacija ukupn&NA

Izolaciju RNA sam radio iz 12 dana starih biljaka divljeg tipa i nadekspriéfdtal 3.3ILR1
3.1, ILL2 25.61LL2 27.2ILL2 8.21AR3 11.5e IAR3 13X vrsteA. thaliana ekotipaWassilewskija
uzgajanih na krutom mediju MSO. Izolaciju RNA samiya% }u} 4 I}u & ]i ovDPP® VS
Plant RNA Isolation Kt W}eSpu% | « u 1 %} } Z}u}P v]l Ji}u Joiv}P SIJA X W} &¢
prebacio sam s krutog medija u epruvete u koje sam prethodno dodao staklene kuglice. Epruvete s
bilinimtkivoms u 1 8Ju 1 UEIvp} pu 8 Ip u p*]lp ] %}es A]} ]Z v +]Jo u & ~' i
D]JE£ @ D Z]JvU' hZKW EXsXU XDX&X A"Z>¢X hE i+ u %} <]} v (d
MIJE |} E JA } e u e lpv IX WheSpu% | » u % }VEAIX Au %u3ATli JAE] pl}
% EPA § o HI}JE Ju e u pPA} B SIp u p“lJluX E I}v Z}u}P v]l ]i U
komercijalnog paketa, pripremio sam otopinu za razbijanje (lizu) biljnih stanica (dodatak 2 M
13]1}13CE 15}0 ~ dde g %ou( E éntradijgu@04 WDTRT« IJv} } %} 0ii R> p <A lp
% EPA Sp o Z}u}P V]I]JE v]u Joiv]u SIJA}uX >]1 8 v] } Alio =« @ u]v
sAlp % EPA Sp » u } } 1A R> ZE RMA bingingbeajisZatim slijede dva ciklusa
inkub Ji WI}E | [ }8}%]v] 1T ]*%]E vi i ~"A «Z «}ou3]}v i_e v u Pv 3\
1}iJu o plp%v ZE 11 0]1 & J*%]E } v ]38} X e §]uzomusdkidld % E u]} |
prikazanog rablici4.
Tablicad. Sastava otopine s D&zom. Sg komponente su dostupne u radnim koncentracijama u

komercijalnom paketuD PD yj Wo vS ZE /<}kdinsdadye stppina Didze | unaprijed
% E]% E U0i V. % E U H%HUS U % E}]IA} X

Komponenta s}opu v %} pI}EIu ~R>
2X pufer za DNazu | 100
Otopina DNae | 4
Otopina MnC} 20
Voda bez nukleaza 76

E o]l & JoiviP 3I1JA < u } } %} 111 IR ¥38I}% ] vP e e&li ] Jvip i n
§ Eulul]le EGu ~ii u]lvps v 16 £ U 1Al E%ueX E I}v Jvip Ji U «o]i ] I}
RNAuuzorkunZE A lpip IpPo] U } A vi u ifi R> %Repi@ngiBubiA 1]1A vi
di1 R> 609 3§ vio X hi}&E ] « 1 3Ju %}Vv}Av} Jvipg JE ip 7 u]vps v u |
% }VIAVIP %}A 1]A vi plp%v ZE v ZE Al ip IpPoMiUveodd} ip* i e
inkubacijama na magnetnom stalku, jednom s otopinom za ispiranje 1 i dva puta s otopinom za
ispiranje 2 Wash solution 2X E |@E ip *0]i ] op ]i JI}o]E v ulp%v ZE =« ZE
% E U %o E}S}I}op % E}]IA}  kXzoladjeoRNPopisae feuddlagMAX plant RNA
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Isolation Kit(2016. Postupak izolacije RNA, nakon homogenizacije i razbijanja biljnih stanica, radio

U % E u % E}S}}Iop % E}]1APurify RNA%pRu@IIYCGeli postupak radi se s

1% @E ulu } 16 WIZE T X Z V] %o @E}*+S}E » %o E]i %o}eSu%ol }% E -+ A} }u
s otopinom za neutralizaciju RNazZE « « % ij/VA]SE}P veX W]% 8 ] u Pv 8v] «§ o
%o E E]“U « "ZE o o % _X d]i I}u ]1}o 1i « & }AIS3H % Ep JEpio)] ¢]i vi

kontaminacije uzoraka RNazama.

<}v VSE ]ip ZE v I}v ]1}o ]i ]I Joiv}P SI11A }NaoOppOne% }u} u u
(Thermo scientific). Mjerio sam i omjer apsorbanciiguéso, “3} % & +5 Aoi ]+8} pu pi}EIl } }-
fenol U % @E}S Jv ] }*$ 0]Z I}vS ulv v § 1}i] JE |JE ip IE vi } 101
}E Hi ] Iui E %owdodm I M]] % E 3 Aoi ]38} p pIYEI } Y8 &1 pPoi]l}z
i ostalih kontaminanata koji apsorbiraju na 230 nm. Za uzBiK4,, idealna vrijednost omjerasbiso

je2.0,azaRoo] ov AE]i v}ed i Jlu p 1Xi],2022x E] v D S0} |

3.26. Reverzna transkripcija

Ukupnu RNA iz klijanaca divljeg tipa i nadekspredofl(13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2
ILL2 8.2, IAR3 11.5te IAR3 13.% vrste A. thaliang ekotipa Wassilewskija sam pretvorio u
komplementarnu DNA (cDNA) metodom reverzne transkripcije (RT). Prije samog postupka RT, uzorke
ukupne RNA sam razrijedio sAHs ciljem da u svakom uzorku imam jednaiasu RNA. Pripremio
e u & | Jiely eui op plp%v}P Alopu v iTXA R>U I}i i « &1 A o i i RI
Oligo(dT) Primer~rdZ &u} ¢ ] v38](] U I}v v I}v v8E ]i iA vPIR>U }38}%]vpu
l}v. v I}v vS@.02imMi dHO. d I} E&U % E]% E u]} <« u ] }S}%]vp < (

SE VelE]%S 1JuU 1} i « EI A 6?2 & B]jvl] W@IEE U ~ ] vE](] U 8 R:
}18}% vy E A EIlv SE v-lEJSAd H Minas RelvBrse Zranscriptadeermo Scientific;
I3v. v I1}w38E ]i 10 XodiodirRirhiitora RN I ~d81 hRReLock RNase Inhibitor

dZ Eu} ~ ] v38](] VI}v v I}v v83E ]i TX006 hIR>¢ ] ,TKU plp%v}iP Alopu
hi}E ] ep Jvipg JE v] % § u]lvusd v Of £ % ZpZoviw m pd}EEXK d]i 1}u }
6XA R> }3}%]v » E A Elviu SE VelE]%S 1}uX Z | ]ip E A Elv SE
§li 1}u dA ulvpSd U v Ilv P e u & A Elvu SE VvelE]%S Iu Jv IS]JA]E }
} JA v }8}%]vp E ~mirazfd®osdK v il VPIR> ] %}*% E ul]} v & £ X Z
%% E}A v i v 'WE u%u W Z ~Ce3(Appliéd Biosystems).

3.27. Metoda PCR

e % E}AI Ep IA 0]3 8 ] 13} 11}o]E v ZIER1UB.3IMKRIL B.INL2 |+ % E }C
256, ILL2 27.2ILL2 8.21AR3 11.5e IAR3 13.% napravio sam reakciju PCR. Reakciju sam radio s
%} Sv] u diz(A ] dizE AubligbioXe B]idoE]i « u E 1E]I ]} }8}%]vy 9
~%} 3v I}v VvE@E ]i il %De g Jui Ep iWiNWXZZe | EPIAiic T R> E ~
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v P IR >« UEniemldgAmp Max PCR Master Mix /£ %o E u] Aopdihei X& IR %} 3v] § 06 R>
,TKX E P 8]Av I}v3E}o «,0@rjdstmuzirka cDNA. PCR reakciju sam proveo na
HE 'Tw u% W Z "CeS(Appiiéd Biosystems) prema protokolu opisanofablicis.

Tablicai X d u% E SPpEV] E 1Ju IAGIBE V vii}®P & | Jilu %}oJu E 1 p puE
"V U% W Z ACeS u 71011 ~ %0%00] ]}eCeS ueeX
Temperatura (°C) Vrijeme (s)
Pocetna denaturacija 98 180
Denaturacija 98 10
Prijanjanje pocetnica 56 30 40 ciklusa
Elongacija 72 60 |
Zavrina elongacija 72 420

e % E}AI EY He%oi “V}eE] E | ]iagwozhiyel&Ed %5 aghjoze (Sigma)
otopliene u 1x TBE puferu (90 mM Tris, 90 mM borne kiseline, 2 mBEIN&; pH 8). Kao standard

A o] ]Jv U I}E]*3]} s ullu E Ji ovl]u EI E I S| Jip GeneRuler<dZ 1] o]v

DNAladdet) i XRR®PIdZ Eu}”™ ] v8](] *X hil] v P opgeuvvie]} %} ii R> ¢
] T R> }8}%]v u El E X 0 ISEIQJE T i %E}A v v 1i sU A ujvus -~
1 3Ju « u %}A } v %}v v {ii s ~«A }I Tpu$ njeyirubaldela)} Gel sain zhtim

obojao u otopini etidijevog bromida (koncentracfle2 mg/m) te sam gel slikao pod UV svjetlom na

transiluminatoru.

3.28. Metoda gPCR

e }E JA Vi €& 0 8]AV 1e% @& ¢]i P v | ple]velnadaksgrZdor@dlRi I p Joil
13.3 ILR1 3.11LL2 25.6ILL2 27.21LL2 8.2IAR3 11.5e IAR3 13.% vrste A. thaliang ekotipa
WassilewskijdJ 1} E]*S]} = u u St p <W zZX Z | Jigp <W Z e« uMagndtic %}ju} p |
Induction Cycler (Mic) PCR MachiB® Molecular Systase ] % E}PE ulu 1 % E Vi uU%o0](]
realnom vremenu riicPCRX h «<W Z @& | ]iu <« u I}E]*8]} %} Sv] 1 puv I
auksinskie amidohidrolaze navedenifiablic X 8§ | Ji  u%o](]l Ji %}eS]Pvus i ]Jvs &
bojom SYBR Greeprisutnoj u otopini'}d <« «<W Z D <3 (&X;[Priofiega). Reakcijsku otopinu

pripremio sam u sastavu navedenonT ablici6.
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Tablicab. Sastav reakcijske otopine za reakciju gPCR

Naziv reagensa S}opu Vv ~R>-e Koncentracija
'1d <« «W Master Mix 7.5 2X
ANEA E _ %} 38 0.2 0.2RD
ANE A Ee _ %o} ¢ 0.2 0.2RD
cDNA 2 it vPIR>
dH.0 5.1
<}v v] Alopu v 15

<I} 1Z Ui vV ]} %E} » % E]%E u E | Jiel]Z }8}%]v U v %E A]} * u C
i o ETAK ],} i %} 8v] pmAhayedenith ablicioX d 1} EU v % E A]} * u
E v }38}%]v pI}E | E U I}i'}duce«WEZ D o8 EDNAA volumenima
navedenim uTablicio X * 8Ju « u } i & Vv }8}%]v % E 1} u % EpA & 1 <V
181% ]V %o} SVR> [EONA }8)}%]v  E eX Z 1 ]i <WZe }Alio %E u &
u Tablici7.

Tablica7. W}+8 Al %o E } P EMagngtE Induction Cycler (Mic) PCR Machine (Bio Molecular

Systemypza reakciju qPCR

Temperatura (°C) Vrijeme (s)
Potetna denaturacija 95 300
Denaturacija 95 3
40 ciklusa
Prijanjanje pocetnica i 60 10
elongacija
Raspontemperatura (°C) Brzina zagrijavanja (°C/s)
Postavke za izradu krivulje 45-95 0.3
taljenja

Metodom gPCR sam za svaki uzorak odredio efik}*S %0} 3Sv] ] AE]i v}es & ~ E}i
puv T vi pl}iui 1T JoiTv (ou}E » v3v] «]Pv o ]Jiv %}l ]Jvel (op}@E
%} 31 JIE pv } e+ u E o 5]AVILRIHL®2AARIliniRmanadekspresora odnosu
na divlj tip. Primijenios u u 8} u 44 8§ ~>]A | ] ~ Zui}3&® Wb Jigi«X Zv] 1]1Z E %oc
JIE pv } e u «E vipg AE]I Vv}ed ] % E]% Za yspeedbu & wijednastiP E “1u X
dobivenih za gene auksinskih amidohidrolaza i referentnih genasticosam vrijednostRCt. Ova

AE]i V}*S]IE pv 3 i %E u (JEUpO]W
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%R %P=5F%MNC

gdje jeCt(a) %o E}ei v AE]i v}ed & AJipmuMalVIEZ «®6Poo3lV] u 1  ple]vel
amidohidrolazedok jeCt(lg) %o E}+i v A E Jreferehtriih geénaDGIG genaTlP41

3.29. Fluorescencijska mikroskopijavantifikacijgroteina ILLZFP

Za kvantifikaciju proteina ILIGFP u korijenu biljaka nadekspresdtd?2 8.2uzgajanih u
kontrolnim ili stresnim uvjetimakoristio sam metodu flarescentnu mikroskopiju. Korstio sam
fluorescencijski mikroskop BX51 (Olympus), objekiptanFl 20x NA 0,280lympus) i filter FITC
(ekscitacijske valne duljine 467498 nm i emisijske valne duljine 52%36 nm), a za izvor svjetlosti
koristio sam izvotJV lampu LRFEd ~KoCu %o peeX E U]lE}e1}% iOlyp@E DPY0 | u E
%}Yu} w 1}i e u Joi 1]} (op}E « v Jigp p AE“lu I}E]i v ] 1}v] « IE]i A vi
podesio na 4.5 sekundi, a osjetljivost kamere na svjetlost, ISO, na 200fikKaeipt proteina ILLLEFP
HIJE]Ii vh } & JA } e u % E u Jvs vi]s 8pu (opu}E « v ]Ji U I}ip » u ui E
ImageJ(Mean gray valup(Prilog 3)X < I} 1Z }iv ]} %} Epi } Jvd8 & « v (}3}PCE
nacrtao sam kvadrat (opciRectangle v AGE“Ip I}JE]i v ]Jo] p I}v] « TE]i A vi & < ul
Ui E vi X W}eSp% | « u %}v}IA]} v i} A ui 8 p AE“Ip I}E]i v Jo] p
%}l Jv]X ¢ 3lu e u JIE pv } «E vi AE]i viedh (QEEvVe W Ji}ilZ %o E
oduzeo srednju vrijednost intenziteta fluorescencije pozadine kako bih dobio stvarni intenzitet
fluorescencije u korijenu. Kvantifikaciju sam radio na 3 klijanca sa svakog treténadaje vrijednosti
intenziteta fluorescencijey AGE“Ip I}E]i v Jo] 1}v] « 1E]i AviU }JA v ]I %]
He%}E ]} e ue «E& vilu AE]i v}e3] Jvd vi]8 &8 (ou}E « v]i p AE“lu

klijanaca uzgajanih u kontrolnim uvjetimal } JA v]Z €& Tpod 3am $@injywrijgdnost.

32.10. 7% §]°8] 1 } & %o} ¥ I
AE 8]+8] In } E B %) &1 E ]} Micospft BxGEIBBMEardpu devijaciju
MIJEI E pv } » u %}lu} u PPEDEVB(UYEN E VU %}PE “Ip ~* « (JEUPO

5' L gdje Wpredstavlja standardnu devijacijurake G 3 Aoi @E}i pI}E | X 2§ §]«8] lp
}E JA} cu v ol]llu i v}yeui osthde Bwwkrakim Studentovim -festovima s

% E $%}*3 Aoi viu & 1o] ]8}u A EJi v }u Jlu ]« 1&}Aiviu} @G ToXfl}us 3]
JTu ¢ 3}A %} 31 eu SEAEN ABeDpou vi Jo]l i vI } r AE]I v}es]
Jv( EE}v]i Aju I}E | ]i}uUGK®EC BN-Efgdiem % E 5 Aoi EM [IAE" v]
testova na istim setovim %} $ | X < 1} ]1Z v }A i v Jv pue%}®E JA } ] ¢ 3}A  %o)
primarnog korijena (0%.00%), podatke prirasta sam korigirao formulom:

daxcachd

LN ENI=NDEPI =N BKKON E FA RN E CEN 1hiam L
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4. REZULTATI

41.K 2 /s E:<"WZ ~/: "E h dzZ E~ E/ EID />:< D #*
NADEKSPRESIJOM GENA ILR1, ILL2 | IAR3

Kako bih utvrdio razinu ekspresije gdh®1, ILLAAR3u biljakamanadekspresordlLR1 13.3
ILR1 3.1ILL2 25.61LL2 27.21LL28.2, IAR3 11.3e IAR3 13.4 izolirao sam RNA Kijanaca odredio
vi vu I}v vSE ]ilPlilog <3} sam proveo reakcijgPCRZa dodatnu provjeru kvalitete
cDNA i odsutnosti genomske DNA u uzorcima, presan puv 1 vi PA@T3a kalupu cA i

genomske DNAetodom PCRPrilog 2).

Metodom gPCR odredio sam razine ekrpresije deR4.ILL2 IAR3u biljkamanadekspresora
i divljem tipu. Rezultati su prikazg@lika6.) kao srednja vrijednost nezavisnih replika (osim za biljke
nadekspresaILR13.1 | 1}ipg epu E Tpos 8] % EJlI 1 vl 1} «E vi AE]i v}e3 § Z
ekspresija gendLR1i ILL2u biljkamadivljeg tipa bila je manja od razine ekspresije referentnih gena,
tojest, AGE]i v}e3] P § o (P15 A:Xd§BABS% dok je razina ekspresije gdAR3bila
A § i AEFtbihnggativndFCt=-0.64).

ACt
28]

=

. —r—

ILR1 a2 IAR3

Slika6. Relativha ekspresijglCt) genalLR1, ILL2 i IARDiljkamadivljeg tipaArabidopsighaliana,
ekotipa Wassilewskija.

Usvimlinjamav 1% & «}E Jlui E v i A E o0 S3]AV  1+% E *]i P v
transgen od ekspresije istog gena u biljkama divljeg tipailjkamanadekspresordLR1 13.83ILR1 3.1
relativna ekspresija gendR1 Jo i /A&al82.5, odnosno 7B17 puta u odnosu na divlji tifslika
7., A).U biljkamanadekspresordLL2 8.2elativna ekspresija genal2 Jo i A I 0X&o %us U
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biljkamanadekspresordLL2 25.6 ILL2 27.Za 15.7 i 350.93 puta u odnosu na relativhu ekspresiju

istog geau biljkamadivljeg tipa Slika 7..B).U biljkamanadekspresordAR3 11.51AR3 13.4relativha

ekspresija gen#AR3bilai X306 } v}ev} ddXiT %ous A } 1e% & <]i ]*S}P P v |
tipa (Slika 7, C). Relativna ekspresija gdhh2u liniji ILR1 13.dilaje 74.5%, a liniji ILR1 3.1178% u

odnosu na biljke divljeg tip&l(ika 7. D). Relativha ekspresija geldR3u liniji ILR1 13.Dila je 50%, a

u liniji ILR1 3.B4% u odnosu na relativhu ekspresiju istog gefdjkamadivljeg tipa Glika 7. D).

>
g 8

B
o 640
5 3 &oo0
= = 560
& 600 8 450
:% 500 -} :33
Eq,oo o 360
a2 5. 320
= 300 i 280
g s ®7
€ 200 § 60
m100 s a0
= &
=0 & 2: —— I
ILR1 13.3 .
ILR13.1 L2 8.2 ILL2 25.6 Iz 27.2

(@]
o

Q 70 2

< e 18
(1]

E 2 16

& 50 014

= 232

w 40 o

g ® 1 m L2

a IAR3
c -

% 30 s 0.8

@ 20 & os

2 @ 04

E 0 0.2

0 ——

e 0 [i]

IAR311.5 IAR3 13.4 ILR113.3 ILR1 3.1

Slika 7 Relativne ekspresije4 4 )§enalLR1u biljkamanadekspresordLR1 13.3ILR1 3 (A), gena

ILL2u biljkamanadekspresordLL2 8.2, ILL2 25.6, ILL2 2BY, gena IAR3 u biljkanmadekspresora

IAR3 11.5 IAR3 13.4C) i gendLL2 ilAR3 u biljkamanadekspresordLR1 13.3 ILR1 3.1Razina

ekspresije mjerena je metodom qPCR na biljkamadekspresordl JAoi u $]%pu p Ali  ]J}o}“l ]

§ Zv] | @& %o0]l ~o]v]ilLR13JedE}r} @0} “I}i ] Ali 8§ Zv] | & %o0]l «U
le% E *]i } & v i u3d}}lu 44 38X Z 1puosd 8] su % E]l 1T v] '} } v}

nadekspresorskih linija i divljeg tipa.

O0XiX WZKs: Z ,KDKe/'KdEK~"d/ >/E/: E <AMWZ "KWNA / h /E <
KLIJAVOST SJEMENKI

Nakon uzgoja biljaka divljeg tipa, nadeksprestit®{ 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2ILL2
8.2, IAR3 11.5e IAR3 13.%i mutanata lr1-2, ill2-1, iar3-2, ill2-1liar3-2 i ilr1-2ill2-1liar3-2) vrste A.
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thaliana, ekotipaWassilewkija, u zemlji i prikupljanja sjemenki, testirana je klijavost i homozigotnost.

Afu vl eAl o]v]i e u 8 EJo]I]E}Y v A v Jv ] ve ]} v ]Sy %o0)
HSAE JA vi (]! *v}e8] 8 EJo]l ]i Al]i u u 8} utakBigramicdegdbaiPp D~ pl
} & JA vi Z}u}l]P}8v}e8]X ~A o]v]i VvV 1e% @& «}E eepU pIiP i v v
higromicina b, proklijale i rasle kao i na kontrolnim podlogaBikke divljeg tipa i mutante uzgajane

na mediju MS s dodatkom higromicina bsuoklijale, ali rast im je bio zaustavljen.

4.3. ARHITEKTURA KORIJENA BILJAKA NADEKSPRESORA | MUTANATA U UVJETIMA
STRESA

<1} ]Z ]+8E 1]} € lo]l p EZ]% 18pE] I}E]i WRLIBALRDB]i v |+ %o
ILL2 25.6ILL2 27.2IAR3 11.51AR3 13.4 | Jlu P upSiln-Zill2-1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-
2ill2-1iar32+ « JAoiJu 8]%}u ] u pe} viU Joil eu id v piP i} v u ]
% EJu EVIP I}E]i v ] &} kodbiljgdanhpakgdpresoraiije se razlikeao od prirasta
% EJu EVIP I}E]i v v]3] E lbiljakkdijg tibEGlikaBsX WEJuli v i & io]l
JTu p o]v]i v |<BREI3BEL2 27.2gdje je linija nadekspresotal2 27.2Ju o v  iv}
A ] E}i )} v}P SIi@®9.vi -~

Prirast primarnog korijenkod svihlinija mutanata, osinkod linije ilr1-2, nije se razlikovao od

prirasta primarnog korijena divljeg tipa. Prirast primarnog korijenige ilrl-2 1} i v iv} u vi]
od prirasta primarnog korijena divljeg tipa. Tak EU ]Joiv o]vilil-2umudovsi Iv  iv} u vi]
prirast primarnog korijena u odnosu na linijt-2ill2-1iar3-2U o] & 1o]l v]i 1T Joi T v pe%}CE

s ostalim linijama mutanataS{ika 8s X @&}i } v} P kodbjjakaimutanata § |} @& nie
Iv iv} & l1o]I}A }} @&}i } v}iP I}E]i vi I} JAoi P §]%llALig8]u I} Joiv
21}i i Juo Iv iviuvi] G} }VIPI}YE]i vi p} v @lika]hoi] $]% U

4.4. UTIJECAJ TEMPERATURNOG SIFRASAITEKTURU KORIJENA BILJAKA
NADEKSPRESORA | MUTANATA

<1} 1Z 1+8CE 11} p8i i 8 U% E SUEVIP «SE « v EZ]S ISpEW )
nadekspresoral(R1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.21AR3 11.5 IAR3 13.%i mutanata i{r1-2, ill2-
1, iar3-2, ill2-liar3-2 i ilr1-2ill2-1liar3-2), biljke sam uzgajao 8 dana na mediju MSO u posebnom
$ U% E SUEVIu E TJup Jio}T v} 16 £ 3:2363).-BiljBaidiuljeo iR aizdajeine
Su u uvjetima temperaturnog stresa u dva zasebna ekspevith ~% E}A v ] v3] v} p E o]
vremenskim periodima, s razlikom u materijalu s kojim su petrijeve zdjelice bile zamotane) te su
} JA v] €& 10] ]8] & Tpos 8] He%}E Yu * Joil u JAoi P 8]% MIP i v]Z
uvjetima. U jednomeopu g % E]JE 8 % EJu EVIP I}E]i v i Iv iv} u vi] g pA
eSE ¢ M} Viep v I}VEE}opU 3}l p EWPIu cop ipv]i 1 JoiTv dv v
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korijena u uvjetima temperaturnog stresdabd svh linija nadekspresora bioi 1v  iv} u vi] }

prirasta primarnog korijena na kontrolnom mediju, osim kod biljne linije nadekspréislo?225.6gdje

vli 1 JoiTv Iv ivSIikEgd{ld+} EU E}i } vKor linjamidekspresa,

uzgajanih u uvjetima temperatEV}P «3E « U ]} i Iv iv} u vi] } E}i 1}E
nadekspresora uzgajanih na mediju MSO. Usporedbom prirasta primarnog korijena biljaka

V le% @E «}E ] Joil JA0i P 8]% U piP i v]Z p pAi 8Ju 3 u% E Spu
Iv  ivazlika Glika 9.

h eop ipg Joil upd v 3 U Iv v}l uvVvi] %%E]E 5 % E]Ju EV}IP
8 U% E SUEV}IP «3E kodbkvi lmijad mutdanata, osimkod linije ill2-1iar3-2 kod koje nije
I JoiTv Iv iv & lo]l } ]oh megijuPMBO Bpaeredbom biljaka mutanata i
Joi I JAoi P 8]% U Iv iv} u vi] ke @ijadrlZ illi2-1] dl2-diavd-2 i ilr1-2ill2-
liar32.d 1} @EU o]v]iilZzuduvé i Iv  ivi A ] % E]E -3il}l-20nJdill2ups v &
liar3-2, a linjaill2-liar3-2 Iv = iv} A ] %o E ] GlrtRillp-liarP2] ili ne i odlirl-2 (Slika 8).
Linjja mutantaill2-1 Ju o i Iv iv} A ] &}i } viP I}E]i vi } JAoi P 3]% X (@
kod linije mutanteill2-1iar3-2 1} i Iv iv} A ]} E}i } viP I}E]i vi ]88 o]v]i
u Jipg D™MIU E}i } v}ikedinga]nwadnatailrl-2ill2-1iar3-2 i iar3-2 v]i ¢ Iv  iv}
E l1o]I}A }} @&E}i } vy Biljkddsstindinija uzgajanih u kontroim uvjetima. Kod ostalih
oJv]li upd v & 1 JoiTviv iviuvi] &} }vVvIPI}E]ivi p} viepv Jo
HI}JvdE}ov]u pAi §Ju X d I} i®W]a]le]ii ujuvviiv} A ] E}i } vIP I}E]i
linfja mutanatailrl-2 i ilrl-2ill2-liar3-2 uzgajanih u istim uvjetima. Linija mutanital-2ill2-liar3-2,
Juo i Iv iv}luvi] E}i } v}P I}E]iillg-l, idr32]dixd]a3-a {Mika 9.

45. UTJECAJ SOLNOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BHPRESERNRBEK
| MUTANATA

<1} 1Z ]1+8CE 1]} u8i i *}oV}P 3E « v EZ]S ISpEN I1}E]I v
nadekspresoral(R1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.2I1AR3 11.5 IAR3 13.%i mutanata i{r1-2, ill2-
1,iar3-2, ill2-1liar3-2i ilr1-2ill2-1iar3-2), biljike sam uzgajao 8 dana na mediju MS s dodatkom 150 mM
NaCl. Prirast primarnog korijenasvim linijama nadekspresaa ]} i Iv  iv} u Vvi] } % E]E o
I}E]i v ]¢3]Z o]v]i piP iv]Z v u Jig D?iX he%}E }u + Jailu JAo
biljke nadekspresoiLR1 3.1ILR1 13.8ILL2 27.2Ju ip v iv} u Vi] %0 E]E 5 % E]Ju EV}P
u pe} v E io]l Jlu p 8]Z Joiv]Z o]v]i Vv le% E }ESlka]8). Bigp 35 5]*3]
} V}IP I} EJinijmnadekspE *}E p *AJu eop i AJu ]} i uvi]} @&}i } v}iP 1}
istih linija uzgajanih na mediju MSO i biljaka divljeg tilgé 9).
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WE]E 5 % EJu EV}P I}E]i v *A]lZ Joiv]Z o]v]i ups v § 1} i
primarnog korijena thjaka divljeg tipa, osim kod biljne linije mutandta-liar3-2U P i

vli 1T Joi v
v iv E Io]l X Zlo]l pu %E]E <5u

% EJu EVIP I}E]i v p pAi §]u
JTlu p Joiv]Z o]v]i Slkp8sX SEFi } vIP DE]Ji wipd v § p *AJu sop i Alu
i uwvi]} @&} }VIP I}EJivi Joil ]+%]Z o]v]i wmiP i v]Z v u Jip D?
oJv]i upd vE « &1} & v]li E IoJI}A}} &}i } vIP I}@E]i vi JAoi F

E io]l p E}ip } VIP IYE]i vi i il2diarg2 iir2L] gdje jeilip-liar3-2 imala
iv iv} u vi] E}i } v}mSlikKe®]i vi -

34



p ]

100 p<0.0024
T 9 T
g 80 a b
_UJ
= 70
2
w 60 M Kontrola
o -
£ 5o m 38°C
[4+] = :[ “
£ 150 mM NaCl
= 40
o H 300 mM manitol
30
@
|-
= 20
o
10
Q
Ws ILR1 3.1 ILR1 13.3 L2256 L2272 |AR311.5 IAR313.4
B p<0.0033
100
X 9@
© gy
T
‘= 70
g
&0
& B Kontrola
£ =0
E W 38°C
—_— "_'“
g v 150 mM Nacl
- 30
© M 300 mM manitol
= 20
O
U
[}
ilr1-2 ill2-1 iar3-2 if2-1iar3-2  ilr1-2ill2-1iar3-2

Slika 8 Prirast primarnog korijena biljaka nadekspresora (A) i mutanata (B) uzgajanih na r
DM p IE S8l1}Ju vp ~I}vEE}o » Jo]l U 8 u% E SuEvIu E Tup ~
mM NacCl ili 300 mM manitol. Eksperimggtproveden na 5 ]}0}“11Z & % o]l } 1}
e« ET Ao &8 l0o]iv X Z Ipos 3] ou % E]l FSD) prirhstadprimainod Karjjen
~9e | oA Ip O]JV]ip VvV 1¢% @E *}E ]Jo] upd v § X «Ail ] }v
korijena nadekspresora (A; ®.0024) ili mutanta (B; @.0033) uzgajanih u uvjetima stresa (
Joi I JAoi P 8]% pIP i v]Z p ]*8Ju pAi 83Ju X <A & sv |

E 1o]lp B % E]E +3p Jlu p o]v]iG.0024)iti%¥n@Enta}(@ pG-0083PsoPrirasti
% EJu EVv]Z I}E]i v I} *A]Z Joiv]Z o]v]i U pu «AJu §]%}A]u

% EJu EVIP I}E]i v Joil ]¢8 o]v]i uIP i v]Z pl}vdE}ov]u
slovom a koji se nisu zn iv} & [10]I1}A 0] } % E]E 3 % E]Ju EV}P
kontrolnim uvjetima (p®.05) Slovomb }1v v i *3u% 1}i] « & Io]I}A } }
uzgajanih na istom stresnom uvjetu @0024).
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Slika9. E}i } vIP I}E]i vi Joil v 1e% E «}E ~ ¢ ]uzgojawmadnedijus v I}v 0
DM p IE Sl}u VL ~I}vEE}0o » Jo] L 8 U% E SpHEVIU E TJup ~id £ « ]o]

mM NacCl (solni stres) ili 300 mM manitola (osmotski stres}.% EJu v3 i % E}A v v A ]}o]
E %0]l } 1}i]Z i <A | - kaEReAlltati sé prikazani kao srednja vrijedndSD)) broja
}VIP I}JE]LI vi 1T A g o]v]ip v 1e% E «}E Jo]l upd v 8§ X «Ai 1] }lv

E lo]lp p E}ipg } VvIP I}E]iI vi Joiv o®BQ0a24yili mutseddd (B)@E.0033)V %o
uzgajanih u uvjetima stresa od biljaka divljeg tipa uzgajanih u istim uvjetima. Kvadratne zagrade

v pipg o8 8]8] Ip Iv  ivp & lo]lp pu E}ip } vIP I}E]i vi Jlu p o]
p 8.0024) ili mutanta (B; ®.0033). Slovona }Iv ni su stupci s prirastom primarnog korijena u

HAi SJu «8@E « 1}i] « v]ep Iv iv} E 10]I1}A 0]} % E]E 8 % E]Ju EV}P
(p @.05)
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4.6. UTJECAJ OSMOTSKOG STRESA NA ARHITEKTURU KORIJENA BILJAKA
NADEKSPRESORA | MUTANATA

Kako bih Je3@E 1]} psi i }eu}del}P +8CE « v EZ]S ISpuEW I}E]I v
nadekspresoral(R1 13.3ILR1 3.1ILL2 25.6ILL2 27.21AR3 11.5IAR3 13.%i mutanata {r1-2, ill2-
1, iar3-2, ill2-1iar3-2 i ilr1-2ill2-liar3-2), biljke sam uzgajao &da na mediju MS s dodatkom 300 mM
u v]dlo X <} +A]Z Joiv]Z o]v]i v 1e%E «}E&E 1 JoiTvi Iv iv} u vi]
] &}i }VvIP I}E]i vi p} visp v Joil ]+8 Joiv oPplijas8isliRa®.v v u i
Niti jedn  Joiv o]v]i Vv 1+% @E «}E& v]i Ju o Iv iv} E 10] 158 % E]E 3 %
na divlji tip, no bilina linija nadekspreso®R3 13.4Ju o i Iv iv} A ] % EILR 2%3} o]v]i
(Slika 8.

<} *A]Z Joiv]Z o]v]i umpdiv v I i¥diu vi] % E]E 5 % E]Ju EV}IP 1}
} VIP I}YE]i vi p} viep v Joil ]*8 Joiv o]v]i pIP i v v ild-]ip DA X

20121 Ju 0o ep iv  iv} u vi] % E]E 5 % EJu EV}P I}E]i ostafhlidij@i | JAoi
upd v 8 v]i 1 JoiTv 1Iv iv & lo]l p } viep v JAo0i] 8]% X Z lo]l
upd v 8 v]i 1 ]18ikd8ir2i i Jv Joiv o]v]i I}i i Juo Iv iv} A ] G

korijenja od divljeg tipa, aliad linijaiar3-2 i ilr1-2ill2-1iar3-2, koje swzgajane u istim uvjetimé(ika
9).

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

Biljke nadekspresordLL2 8.2vrste A. thaliang ekotipa Wassilewskija,uzgajao sam u
% SE]i AJulio] u «|lEpSJuu Ji DA pI}vEE}ov]u pAi §Ju U p pAi §]
na mediju MS s dodatkom NaCl (150 mM; solni stres) i na mediju MS s dodatkanmitdla (300 mM;
osmotski stres) prema protokolu (opisanom u pogla®ljR.3.3). Fluorescentnom mikroskopijom sam
I Joi 11} (opu}E « v Jig Jle]v w]&MIJEYLH Ep3p AE“l I1}E]i v ] 1}v]
korijena Slika 10i Slika 11), te sam kvantificirao prisutist proteina /v3 vi]s § (opu}E « v ]Ji p AG
I3E]i v o]v]i Vv le% E «}E />>7T 6X1T v]u bikkarhauzgayehit®al solhdpe, }
osmotskom i temperaturnom stresu od onih uzgajanih u kotrolnim uvjetima. U zoni sazrijevanja,
Iv iv & lio]]oi T wu hilikamauzgajanih na solnom i osmotskom stresu, dokiljkama
MHIP i V]Z v 8 U% E SPHEVIU *3E op Vv]i % EJuli v 8 §]8] 1] Iv v
uzgajane na mediju MSBlka 11J).
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Slika 10.Intenzitet fluorescencije proteinskog konstrukta ILL&W p I} E]i v}Alu AG
sazrijevanja korijena biljke nadekspresora ILL2 8.2. Biljke su uzgajane 8 dana na mediju MS0O
kratkog dana (kontrola), na mediju MSO uzgdjanuvjetimap Ai $Ju |IE $I1}P v ] 1]
S uU% & SuE] } 16 £ U Jo] o6 v v u JiJu D™ e« } Sl}u ifi

le% EJu V8 i % E}A v pu T ]}o}“l E %o0]l } 1}i]Z iReaultati s
prikazanikao odnos (%) intenziteta fluorescencije u korijenu biljaka uzgajanih u uvjetima stres
na 37, s 150 mM NacCl ili 300 mM manitolom) i intenziteta fluorescencije biljaka uzgajanih ne
DAIX «Ai 1] % @E 3 Aoi ipg Iv ivp GErebodngijewu korgenul hifjakauzgaja

na stresnim uvjetima od kontrole @.05).

Slika 11Korijen biljke nadekspresora ILL2,8:8ste Arabidopsis thaliana, ekotip Wassilewskija,
uzgajane 15 dana na krutom mediju MSO u uvjetima kratkog dana, pod fluorescencijskim
mikroskopom. Afluorescencija proteina ILEZFP u zoni sazrijevanija;fBiorescencija proteina ILE2
'&W p AEehp. I} E]I
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5. RASPRAVA

Eksperimenti]*3E T]A vi po}P P v u }EP v]iu]lu =+ pui v} «SA}E v}
VIIPP Vv UIZSli Aipg %E}Ai Ep E 1]v le% E «]i Pv } ]Jvd E +» ~D}
€ 10] 18 110] ]v % E}S [v ulPp RIE}IIA &] E 10§13 HBIFE] % Xo 0 AbL
nadekspresoriLR1 13.3LR1 3.1LL2 25.6I1LL2 27.21LL2 8.2IAR3 11.5IAR313.45 Ju i } & \

E Ilv  e% E o]i plelvel ul }z] Yo I 1 1}i] %o}ei pip 3E veP vX o
UV]A EI ov %} 3Sv] julnatiymugen i transgen izmjerio sam kumulativnu ekspresija
Joi VIP P Vv X E i%@&]i i JI}o]l]E v plu%v ZE ]I Joil v le% E }E

Ilv VEE ]i ZE ] ]48X WIEE % E}&}I}opu % E}]IA)} % RNA, 1 ]i}o 1
prinos RNA iz 50 mg listova biljkethalianai Jiu p 8 JWIRPX p }Alu 1% EJu vsu ]i}o

Hlp%v ZE & v 11 ]io0o]Z Joil % @E]viei U} 1A viU RBl}%uyyA ]l i p o
RNA potrebno je odrediti zboggP? “8} ¢ p u 8§} ] <W Z u}@E& I}E]*S5]S8] ]88 1I1}o] v

MHIJE Ju 11} ] » u}Po % @& Alov} } & ]8] 1}o] ]Jv uzZE } ]Jvs &E -

le% EJu v & 1A VEI(]l 1i 1% @& «]i P v pAi $hlupne RNAkGA jpu pi}E |
o E wmjerimaabsorbancija &ozsoi Acsorzzo® ]1 & 10}P “3} 1 }+8 0o SA E] p pI}E ]Ju
(v}o]U % E}S Jv] Jo] “ GEJU u}Pu pu vi]&] (]l svied & 1 ]i zd ] <W
le% EJu v3u Jo eu I }A}oi A ip dule kvamtifikAcije #ksErsije gena.

D 8} }Ju W Z « %} 3v] u diz(A ] dizE A § P GE}iviu P o
%}SAE v} i ep WI}E ] E }eo}} v]} Ji oA P vluel E I}i] e
11}o 8Ju ZE U “8}iv ] i IJGEEII8@EIf%v AE « E 1}u ]} He%oi “ VX <}i
%} Sv] ~ diz(A] dizE Ae *% ]i ov} ep JILivIE v |1} ] % E} ul3]

E ]Jo] * P viuel}u E Jo] & lo] ]8 A o] ]Jv X W} 3v] diz(A i [}u%o
u drugom Pl}vpuU %} V] dizE A + <« |A v }u SAET3 HogaPdév P v
puv T viu |l ou% P viuel E <« }AJu %} 3$v] u puv i ]} EupP}P ] &
EuP] JvVEE}IVX Z 1 8 1A}P ]l iv %} 3v] v 3 ipef€BkdaPCR]z@dilo] 18 |
na uzorku genomske DNA (733 pb) ili na uzorku cDNA (650 pb), koja nema sekvence introna. Stoga,

%o E} UIS] & 1]i W Z « }AJu %} 3v] u <3A E ipi JveSA v AE% vV
li se za kalup cDNA ili genomska DNA

Uzorci cDNA, dobiveni reakcijom RT s uzorcima ukupne RNA biljaka nadekspresora i divljeg

1% U IJE]“S v] sp p E 1 1i] <W ZX & AE]i v}e3] & Zv] 1]1Z & %o0]l A

I uwvi } i JloueU “8} %o}l Ipi i P %BolupE} IV]iUE] o]Tv} i v I 1}o]
kalupa cDNAUdvardii sur.U TiidsX D p3JuU Jiui E v ep E I0] ]88 E o §]Av
pleJvel u] }Z] &}o 1 Jlu p Ali 1}o}“l @E %o0]l ~ le% EJu vs X d}
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E 1o] 13}u (MW &} 1i Zd Jlu p ]1}o}“11Z & %o0]l U “8} }A} ] } G lo]
cDNA za qPCR (SchwalmrrX U 1iid+U Jo] & 1o] 18Ju (]J1]}0o}“lJu 8 Spe}u Joi | U “8
suptilnih razlika u uvjetima uzgoja biljaka ili u postupanju saigwi Joiv]u u § E]i o}u §]i IJu A
VIiAlev le% EJu vd X Z 10] 18 (]! *v}*8] & 1 ]i Zd u}l pHE}I}A 3] v
%} Sv] v | op% U PE ]Ji e ul]Z %} Sv] ]Jo] i o}u] v}l G *% Vi

i da je zbog nejed } 0] 1}P %o} e8pu% vi e+ <Ai 1Ju ]Joivlu u & EJ]i o}u }“o} } & I
} Jv38 B ¢« UV % EJui EU T }P u Z V] I}P «3E ¢ «3A}E VU % E] % E

H % EPA & 1 Z}u}P v]l JipX W}3S v ]i ov}glhddéwoljnoibrzog postupanja}

% E] Z}u}P v]l 1i] Joiv}P SIJA  }“0} } }8 % vi SIJA ]Jlu p A Jlops
opisano u poglavljd.2.5¢ § i 8} udi o} v 1}o] Jvh UZE } Jv8 E + pu ]l}o &
Razina ekspresije gerbR., ILL2i IAR3izmjerena jeu biljkamadivljeg tipa i pokazano je da je u

]Joil u JAoi P §]% v ii |ARB{ E0]6H pa ¢hdalLR1 ~ P=%53) a najslabije

gen ILL2 (FCt= 5.68), u odnosu na prosjek vrijednosti Ct referentnih g&nad |}, ovim

le% EJu V3}u %}SAE Vv i %}A Vv 1+%E *]i SE veBbiljkamale]vel]Z
nadekspresaau odnosu na divlji tip, i to za 182.5i 731.17 putmijamalLR1 13.8ILR1 3.1u linijama

ILL2 8.2)LL2 25.6 ILL2 27.Za 8.87, 5.7 i 350.93 puta, a linijjamalAR3 11.5 IAR3 13.4a3.48

odnosno 44.12 putdJ dostupnoj literaturi nema puno objavljenih rezultata mjerenja razina ekspresije

u biljkama nadekspresarza auksinske amidohidrolaze. Jedini dostupni rezultati su rakisgresije

genalAR3i ILL6u biljkama nadekspresarvrste A. thaliang ekotipa Columbia. Zharngur.(2016) u

cAlu ]*83E T]A Vipg ep 1}ve3Eu]E ARBPEI]ILLOOES ltvdbasGenmaEz#ARSi ILL6

pod kontrolom konstitutivnog promotora 55 CaMV Biljke nadekspresoriAR3OE i ILL6OE

V % E Aoi v ep SE ve(}EuU ]i}WAglaldacierium tusetdénsnetodomfloral dip,

§ ep } Jo] A" ]Joiv]Z o]v]i ¢ v epu] v} UPE v]Ju SCE& veP v]ju u P v
ekspresijetran P v X W} 38v] I}i ep I}@E]*8]0o] puv 1 ip ] v 8]JAv] P v ] SE vs
uli u ]*3E T1]Wnadgkdpresorskn linija IAR30OEkoje su dobilirelativne ekspresije, naspram
referentnog genaAKTIN&J IE p + Jlu p 7% hadékgreésorskin linijama ILL6OE
vrijednostiE o $]AV]Z 1+% E «]i A E]E ipuldijkamedivijeg ligamije detektirana

ekspresija ni genBAR3niti ILL6(Zhang sur.,2016). Zhangsur.(2016) mjerenje ekspresije radili su

na 9 dana starimlo]i v Ju U }l «u i & ]} v i1 v 8§ CE]Ju lo]iv]Ju X h }
transformirane metodonfloral dipU u 3} }u p I}i}i }o 1] } v epu]l v % }i] Ji HPE vi
H P viuU “8} 1 %}eoi ] p u}l Ju 8] E 1o] ]3@ E I]Jvp le% E *]i SE veP

WE u SE vpd v]u *%}iviu } plv]u ple]lv v EZ]3 ISpEN 1}
A o]l 1}o] Jv I8]JAV}IP } o]l ple]v pIE}pip su vi v] E 8 % E]Ju Ev}
} VIP IJE]I vi X ~ EUP +3E v U u o 1}0%E} WM]WE pBE}E]R V I] su v
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E}i } v}iP |} @/podward~ Barte] 2005) Prema tome, biljke nadekspresori za auksinske

u] }Z] ®}ol 8E o ] Ju 8] %}A vp l}o] Jvp I8]JAvIP } o]l ple]v &
A 1 E&}i } viPiQ&E]iwil upd vd 1  ple]lvel u] }Z] E}o il } Evusd}X
]*3E T]A vig % E 3 Aoi viu p }A}u E pU poi]lv % EJu EVIP I}E]

mutanata, uzgajanih u uvjetima bez stresa, nije se razlikovala od duljine primarnog korijaka bi

divljeg tipa, a duljina primarnog korijena biljka mutandtd-2 i ]o ' Juvi g} viepv Joil
JAoi P §]% X €E}i bijkama @fekepresarplP i v]Z p pAi §]u [ «3CE « U 3 |
« v]i E Io]I}A}} @&}i vi} vi@ill}E]JA0I P 8]% U “S$} v]i p Wlo p «}
biljkama mutantamaJ @&}i } v}P I}@&]i vi ]} i u vi]} Joil JAoi P §]% i
mutanteill2-liar32. D}Pu ] & 1o}P }A IA]Z & Tpod 8§ i I8]A JiogputdP EuUP}F
1}i] %}A A ]o] eu vipi 1}o] Jvp I8]AV}IP } o]l  puple]v X h eop ip @E
V |*% E }E& U u}lPupu [ e ov iv} IS8]A]JE %opus I}vipP i ple]v

prekomjerno eksprimiranih auksinskih amidohidrolazalJUE]*38 }A % E $%}*3 Al 1 ] ]Jvi v]
ekspresija genaWES1 (IAAamido sintaza iz porodic&sH3 koja katalizira konjugaciju IAA s

u]v}l]e o]viu <% %}1]13]Av} E Puo]E visupo]iivpuX thiedop ~M GHZ]S |15
korijena bilakamus v § U u}Ppu i peo]i eu viv I1}o] ]v ISJAVIP  ple]v
o]Jv]li U }o 0] } %o}i vi p ¢Jvd 1] ple]v X h ¢lo p « }A}u % E $%}+5 Al
YUC koiji sudjeluju u procesu sinteze I1AA, regulirani negativhom pioenatspregom s auksinom (Cao

isurU 11i6+X ~0] v & Iuod § eisur}~JidldpZ % G 1pnosd 3] %}l luip i v
mutante (ilr1, ill2i iar3) biljke A. thaliana(ekotip Columbia) dvostruke mutante(ilr1ill2, ilrliar3i

il2iard) imaju %} i v I @&} } v}iP I}@&]i vi |1} ] Joil JAoi P §]% U v}
(ilrtilziar3s Ju Iv  iv} u vi] @&}i } v}P I}@E]i vii sr 802} pdkazujCda Hiljne

linije mutanteilrl-1, ill2-1i iar3-2 imaju podjednaku duljinu primaog korijena nakon 7 dana uzgoja

L HAi §]u | o83 « X Z Ipod 8] u}i P JeSE TJA Vi VvV %} p E ip  n
]+3E T]A vi } i&ury2004)iHayashisurX ~TiTieX h «lo}%pu }JA}JP E U &E}i } v}
jednostrukin mutanata, 4P i v]Z p I}vEE}ov]u pAi $Ju U ples]vp i ]} %} i v

IYE]i vi ]JAoi P 8]% U u up3]u ]*3} AE{iirl-2ip-liar8d)d & E pdEU upE%aE §3 v}
]+3E T]A viJu }ishr.(204)d Hayashisur. (2021), dvostruka mutda (lI2-liar3-2)imala je
fv v} uvi] @&} }VvIP IYEL]ivi } Joil JAoi P &]% X

<} “8}i A }%]e v} U6 W%b}FRBZASISPE I1}E]i v v iv} e uli vi p
solnog i osmotskog stresa. Smolkeur. (2021) ey g <A}u ]«3E bjli Aithaliana, ekotip
Jopu ] U %}l 1 o] Jo 1] '} su vi VIP E 8 % EJu EVIP I}E]i v ]
uvjetima solnog (100 mM NaCl) i osmotskog stresa (200 mM manitol). Pokazano je i da je duljina
% EJu EVIP I}E]i v ] @&}i AuwjiRarr@H}T v]Z *}ov}iu «Suilkama P}
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11031 v]Z }eu}Sel}u «SEisu. HAUPOIh uli u J+SE T]JA vip 81} E i %}l 1 v
% E]E *5 % EJu EVIP I}E]iv ] E}i } vIP I}E]i vi p pAi §Ju <}ov}P
dpoil]v % EJu EV}P |} E libijkampozgajamh u uvjetima osmotskog stresa u odnosu na

}v uIP i v g pAi 8Ju }oVv}P «3E « U }I i (E}ubijkamduzop@h wi ]} A

HAi S]u }oV}P «8CE + X Z lo]l p E RS EJU]AlIW [ »BE TjAuvi } “ulo
~7iTieU pl 8} “8} e I}E]“S v Joil & 10] 131Z 1}8]%}A U Ai E}i v} «p
I}Jv. VE8E ]i u +}o] ] uv]d3}o X h uli u ]<3E T]A vip I}v v3E ]i E o

koncenS@E ]i u v]3}o Jo il uDU p ]e36&0r.(2021y, kongentradija Na@lbila
i il uDU u v]8}o Tii uDX D}Pu i @& l1o]l ]lu JIA JuviiPGDAE] o
stres te zaustavljanje rasta primarnog korijena u odnosu & Ip JTu u 7ii ] 111 uD u v]3}o X

E 0i U %E]i %@E ¢« JA vi Joil v *3C v u ]i U puliu]e3E T]A vi
v v DA u JipU } ep p ]*3E 1]Aunv(@02}) TwilolIE 0 & v U “8} i Ao
razlika u ravojnom stadiju bilike (kotiledoni se otvaraju tek ~6 dan od Klijanja) (Bogas 2001).
d I} EU ui & vi poi]Jv % E]Ju EGVIP I}E&E]i vi ] &}i } VIP I}&E]I Vv
V % @E Aoi vl i 6X VvV } %E - JAvi JoiluVJesEH]AVVIW Jsttul}oli
~1iTie I}v v} ui E vi v % E Aoi v} iiX v ~] 1} i pui & vig ] 6X %}l
uzgajanih na solnom i biljaka uzgajanih na osmotskom stresu).
Wliv 8} i H AP 3]u 138112 +3&E «}proddjeneau dktiviosti genavza
*]vS TuU SE Ve%}ES ] S 1 Jig ple]v ~E « E ] "Z v]XU 1iideX }eo *“v
auksinskih amidohidrolaz& R1, ILLRIAR3uglavnom su se bazirala na uzgoju biljaka mutanata za
navedene gene na podloganga dodatkom IAA konjugata u svrhu karakterizacije supstrata za
auksinske amidohidrolaze (Woodward i Bart2005; Bartel i FinkL995; Rampey sur.,2004). Malo
i } i Aoi v]Z & Ipuod 3§ ]38 1]A vi u GHjFaSa MapakEsprég4E hiutanda gena
auksinskih amidohidrolazdLR1, ILL2 IAR3 uzgajanih u uvjetima stresa. |z tog razloga, utjecaj
1318¢11Z «8@E *}A v 1e% @E +]ipg ple]lvel]Z u] }Z] €}o i 0 } i %o}iv 3
podataka o ulozi istih u odgovoru biljaka na stke pAi § X h ]+3E T]A viigur}(2042Vv}+218%
pokazano je da se ekspresija geiddR3 kod divljeg tipa biljkeA. thaliana ekotipa Columbi,
Iv iv} %}A A ] 3lulPp A A p}8%}EV}Ied v }eul}del] «3EIARS %o } A
uzrokui 1T ped Aoi vi @E 8 % EJu EV}P I}E]i v ] %}Au biljkamaE}i } v}
HIP i v]Z B pAi 8]Ju }eu}Sel}P «3E « X d |} (EUsw (2042) phkazgnolie <]v}eZ]?
da bilike mutante za getAR3(iar3-5 i iar3-6), uzgajane u uvjetim }su}3eI}P «3E « U Ju iy A |
HOiI]VH % EJu EVIP I}E]i v Juvi] E}i }vIP I}YE]i vi } ipai | JAoi P
~T110° I}E]*S]0] *u SCE Adhalimpad « [%illi  v}iu | %0 CE Il=l]3i} wiljBkay roda

Populugpod kanstitutivnim promotorom CaMV 35S), te je pokazano da prekomjerna ekspresija gena
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ILL3}u}Ppu pi }3%}EV}Ied Joi | v e}ov] *3E X d I} GE&lr (20063 E T]A vip
%}l 1T vV i %}A Vv E *8 % EJu EV}IP I}E]i v upbilkaia 3] Wo}t}oviB <SE -
ekspresijom gendLL3X ~p% E}Sv] E Tposd ] }AIP ]+8E T]A vi ig v eopns]s]
u] }Z] ®}o 1 ul}Pp Ju 8] & lo] 18 pusdi i v EZ]3I1SuEN I}E]i v X d
]+3@& 11A vi v u}l -« 1 loilARBSdgovoranRawvaustavljanje rasta korijena u uvjetima
}Jeu}lEel}P «3E « U i & Vv]8] I} v 1e%@E «}E-+1]1Z o]v]i I }A i P v v]i
% EJu EVIP IYE]i vi U v]8] i I} upd v8v]Z o]v]i % E]Juli VUA ] % E](
v  JA0i] 8]%X D usJuU eu vi V] % E]E 3 % ElijkafEanpBekspiEdorar % E ] u]
ILR1 3.1, ILR1 13.8.L2 27.2izgajanih u uvjetima solnog stresK A} ] « u}Po} } i sv]8] v v ]
da je konstitutivna ekspresija geflzR1i ILL2sn Tv} psi o v 1}o] Jvu ple]vel]Z I}vipP §
}“o} '} }Aloiv} A o]I}P %}A vi 1}o] Jv I3]AVIP } o]l ule]lv 1}i] i
primarnog korijena. Ovu pretpostavku podupiru i rezultati kvantifikacije ekspresije tdRbu

bilikamanadekspresordLR1 3.1 ILR1 13.3e genalLL2u biljcinadekspresordlLL2 27.2Naime, kod

JA]Z o]v]i v le%@E «}E 1 JoilTv i A o]l & o 38]Av 1¢%E <]i v A
divljeg tipa, za razliku od ostalih linija nadekspresor]i i @& o $]Av [e% E o]i ]Jo uv}P]
D p3JuU @E}i } vIP I}YE]i vi 1} }A]Z Joiv]Z o]v]i v 1e% E «}E V]i
} VIP I}E]Li vi Joil JAoi P 3]% U I} “3} 1 ¢ } I]A o}i%uE u E Iu

(11i1eX E  0i U sp% E}Sv} } } I]JA viPU I} P}3}A} «A1Z o]v]i Joi |l ups
HAI 8Ju U }*“0} i } eu vi VIP (E ¢ % E]Ju EV}IP I}E]i vi p } viep v ]/
linije ill2-1liar3-2 u svim uvjetima kod linijaiar3-2 i ilrl-2ill2-1iar3-2 u uvjetima osmotskog stresa kod

1}i]Z v]i 1 Joi T v @& lo]l p } viep v 1A oslr.&02) bifkes mutikanihe Z]3

genomlAR3SE o0 ] Ju 3] A ] %E]E *3 % EJu EV}P I}E]i vmédijuloi | ]Ac
e il uD E oU u puSJuU pu}liu l[+% EJu vSu v]i  }“0} } %olar3- v}iP (E +§
2X K% Vv]3}U I } I]JA 81 i o} HOi]lVv %o (Ebijkama pRutdritaEnpi v ]S]

HIP i v]Z p *83E +v]u pAi 8]Ju U | }&ktivoog oblika Buedini(oodward i Bartel,
2005)X @E}i } v}P WKRamao]v]i upd v 8 U piP i v]Z p pAi 8Ju *3E « U u
e v E lo]lpui } E&}i } vIPI}E]i vi Joi |l JAoi P ik}%udj@maus]uU upsd
temperaturnog i osmotskog stresqu A ] @&}i } v}P I}E]i vi p } viep v Joil JAc
i v} IJAv E Ipos §X

Treba naglasiti da postoje razlide%o E}A ] u}i P ]«3E T]A vi ] ]*8®ul]A vi } <
(2012) i Junghanissur. (20i0¢X E Ju U p ]+3&E T]1A viisur20&)y b -ek$@erimentima
WIPYi Joi |l p pAi 8Ju 3 + U I}E]“S alf strength MS fieddijrs 2. 2/g7LX
DA % @E “l U IXd PI> D A] A PI>+1X69 P & ] 1Al uDAUWSIPEI“SIVi 1
puni medij MS s 1% agara i 300 mM manitola (detaljno opisano u pogsa®ljl). Kinoshita sur.

43



(2012) koristili su biljke divljeg tipa thaliana ekotipa Columbia, te linije mutantar3-5iiar3-6, dok

el K uli u ]+3CE T1]#ene biljkk}igk]Vrste, no ekotipa Wassilewskija, te liniju mutdatg-2.

SE u vel] % E]} ] ui & vi poil]v %% EJu EVIP I}E]iv ] &}i } V}F
E 10]1}A 0o]X h ]<3E T]Aiwup 3T1i43virZ]&} ui E vi pobgvkorer®]u Ev

V % E Aoi v} i SAES] vU }l eui ui @vi E ]} }eul v} ve ]A
Junghand surX ~1ii0e usdi i *}oV}P ¢3E « v & 5 I}E]i v ]J*3E 1]o] ep pl
mediju MS s dodatkom 50 mM NaCl, dok je utjiece}ov}P ¢S@E o p u}i u J3E T]A vip ]+ %
% uvIu u Jig DA s } Sl}u ifii uD E oX dsu]X EUWiopVIPE® lpip pudi i *}o
*SE + v SE veP v] v Joil X § L)z biljakag@HaPopRuy dlak su u mojem

]+8@ Mip I1E]“S v 8E veP v] v Joil « Z}u}o}PVv}iLRL, ILL?%IER>]i}u ~P

bilike A. thaliana). Junghansur. (2006) mjerenje rasta primarnog korijena napravili su jedanaesti dan

} ve JAvi Joil v «8E v %} o}P X

Valja naglasiti  epu  l*% @E]Ju v3] plP}i Joi | p pAi SJu *3E « p ul}i
napravljeni u dva navrata i da uvjeti nisu bili u potpunosti jednaki za uzgoj biljaka nadekspresora i
upd v 8 X EJu U v I}v v e JA vi Joi | v le% E <} strgsnifilo SE]i A
%} 0}P u U % SE]i A Tio] Tu}s3v eu SE I}Ju o pul}%}EU L Ol i

parafiimom. U petrijevim zdjelicama zamotanim parafilmom najvjerojatnije nije bilo dovoljno
JEIpo Ji TE | & i }“0} } V Ip% 0d3E ]l %oAJo}Pvu X KA E lo]l Iv
ull usdi 8] v J*Z} 1% EJu v3 U %}P}S}A} p sop ip ]*%]S]A vi pSi

v EZ]S ISpEP I}E]i v X D pSJuU SE v u Vi P % E]JE 5 % E]Ju EV}IP
biljaka divjeg tipa u uvjetima solnog i osmotskog stresa prisutan je u rezultatima oba eksperimenta,

“§} %o}l Tpi e T 0i v] pAi 8] 1 piIP}i Joi | E u }vio Jo]} pA v]X

U dostupnoj literaturi, nema podataka o nakupljanju i lokalizaciji proteina ILL2 jerkori
biljaka A. thalianauzgajanih u uvjetima solnog, temperaturnog i osmotskog stresa. Rezultati ovog
eksperimenta pokazuju da se protein ILL2 u biljkaradekspresordLL2 8.2 uzgajanih u uvjetima
solnog i osmotskog stresay  iv} A]“ v Ip%lor IMENYF A vi p } viep v AE“ | I}E]I
i % @E}S Jvel] I}veSE IS I}ved]Sus]AV} le% EJu]E vX KAl A E Ipos §
postSE veo Jislp E Ppo Jig % E}S Jv />>7T Jlu p & lo] 181Z 1i o}A 1}
stresaX < I} Iv u} %}A v 1}o] Jv  I8]JAv}P } o]l / Iv iv} %}A A
I}E]i vi § pSsi v Wdativard @Baitel2005)U 1} IJA 8] i ] 1A Joil Ju
%}A v] E}i } VvIP I}E]ivi } Joi |l il u v]idu DI} VeXEEY E}i } V}F
I}E]i vi ] poi]lv % E&Ju EV}P I}E]i vi 1} }A Joiv o]v]i v]i } E v
ui E vi ploip ] B pu  J*8E T]JA vi EZ]3 ISpE I1}E]i v }A Joiv
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D uS]JuU & }ikolijanjdPostalih linija nadekspresora za debh2(ILL2 25.6 ILL2 27.2nije bio
v iv} & io] ]88 u} viep v Joil ]*% o]v]i pIiP i v v I}vdE}ov}iu u Ji}

h }A}u ]*3CE T]A vip v % @E Aoi v i ] He%}E us} 3 EJo]l

Ji}e v. ] upl 1}o & 609 3§ v}ojuX K v Jv 3 EJo]l i «i u vl] %}l
*% Ei A vip I}v8 u]v ]i Joi |l Uu]JlE}}EP v]iulu & i lo]i A}s8 «i u vl]
drugom metodom bila vrlo visoka. Prednost sterilizacijeusjg@ 1] « 619 § v}io}lu i p S}u “8} o
*§ EJO]IJE v i u vl %}eA epz & e« u}Pp pA 3] poi AE]iu JI}E]-
% E}o]ipX d 1} EU euZ «iuvl i i vie&8 Avli ] &1 v +]i A §] )

otopinom izosaa i mukazola.
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6. <>:h <

hSAE v i & I]v v |*% & skihiamilokidrolphefiv3 E veP v] v]u Joil u
Arabidopsis thalianaekotipa WassilewskijaU svim linjjama nadekgpresora %} SAE %o }i Vv
ekspresija auksinskih amidohidolaza zgekmwsjeduju transgenE i A relativha ekspresija gerlaR1
izmjerena jeu linijamanadekspresordLR1 3.1ILR1 13.3agenallLL2u liniji nadekspresordlLL2 27.2
Kodlinijas nadekspresijom gena za aulstieamidohidrolaze i u mutantama za gehdR1ILL2i IAR3
(ilr1-2, ill2-1, iar3-2, dvostruka mutantall2-1liar3-2 i trostruka mutantailrl-2ill2-liar3-2« pSAE v i
arhitektura korijena klijanaca uzgajanih u kontrolnim uvjetima, te u uvjetima gplosmotskog i
temperaturnog stresaPokazao sam mogu uSi %d}i  &Rsprimiranih gendLR1i ILL2u rastu i
E TA}Yip IJE]i v p pAi 8Ju s}oVviP «3E « X d | A Tl loip | % E}]io 1] ]I
nadekspresoriLR1 3.1, ILR1 13i3LL2 27.2kod kojih sam pokazao i veliku relativhu ekspuesi
VA V]ZPv p}viepv JA0i] 3]1%U Ju ipg iv iv} su Vi vV %0 E]E *35 %o C
*JOVIP ¢3E ¢ X I*% E]Ju v3]lu } E JA vi §&I]Av o}l o]l -GFP % E}$ v
%}l 1 } « u %o }Anakupljanje proteina ILL2 u zoni sdzdh vi I}E]i v g } viep v AE"
korijena. Time je pokazanodasugemLILL2 } ] 1 v ] 8] 1 ppu ]<8E 1]A vi Vvi]Z}A
v EZ]S ISUEWN I}E]i v Hn }oviu *SE *yu § %}S v ]iov} } E] I v]
modificiranih billak « A }u }8%}@EvVv}* p v < o]v]l Jip 80 X
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https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CAD/Product-Bulletins/TN52646-E-0215M-NucleicAcid.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CAD/Product-Bulletins/TN52646-E-0215M-NucleicAcid.pdf

8. ¢/sKAdKW/"

Z} v eu p Z]li bodméOXP i ¢ u I AE*“]} Kev}A priprehiro progdmn za klavir

‘ol v “l}o /A v D 3§ 8] Z}ViRyA IZ1ul v E]i D}Z}E}NL4] Godipe | X

upisao sam predglomski studij J}o}P]i u}@E& v ~A p ]ad‘swidiemorafve Jo]“S H
S%0]8u P i s ul AE“]} % EApn P} Jvu *8p Ji X TiiAX P} Jv e8pu Ji » u v
studiju molekularne biologijePrirodoslovneu 8 u 3] I}P ( Ilpod 337 A pe ] Eaken
preddiplomskog studija, nastavio sam s obrazovanjem na diplomskom studiju molekularne biologije

na istom fakultetu.U akademskoj godini 2020/2fhkio0 sam na erazmus razmjeni studenata na

SA p ]o]“Sp p 'JEIVIU a% yVidopt VRIo} P Jul %18 i .VIjjekom studiaE

}E ]} cu vi}lo]l} o }CE S}E]iel]Zna-ZEdhlpgijphkdm %ad@dle Pdrodoslovno

usdusd]I}P (Ipos & ~A p ]obEabopaterijg @ moldkularnu genetiku na Institutu
Zu & }“ips») }YE S}E]Jip |l u]lv E o]IJ]E v SI1JA v D ] ]vel}u ( Ipos 3 «
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9. PRIDZI

Prilog1X Z Tpos 8] ui E vi I}v VSE ldeondoi Adi}o) izolitane GEupne RNA za
dvije nezavisne replike (R1 i R2) iz uzorakakai divljeg tipaW9 nadekspresordl(R1 13.3LR1
3.1, ILL2 25.6ILL2 27.2ILL2 8.2IAR3 11.5e IAR3 13.%vrsteA. thaliang ekotipa Wassilewskija.

Naziv linije <}v VvSE ]i ~ Aseorso Ao60/230
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 2.14 211
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
ILR113.3R1 170.5 2.18 2.25
ILR1 13.3 R2 98.4 2.13 231
ILR13.1R1 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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o Sl LB e

Prlog2 huv T vi (& Pu v A&CTBUvS} }u W ZX < } | op% I puv T vi I}E]“S v]
uzorci cDM dobivenih iz izolata ukupne RNA nadekspresorskih bi#jakt@aliana ekotipa

WassilewskijadAR3 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),dH:0 je negativna kontroléD), agenomska DNA biljk&. thaliang ekotipWassilewskija
(Wsg)pozitivna kontrola< } u €1 E ~D+ 1 } E ]JA vi A o] ]Jv puv}JACV3Z (E Pu v
[}E]" GeneRuler 1kb DNA ladder i Xt RPIR>V dZ E®u}”™ ] vsS](] X



Prilog 3. Postupak mjerenja intenzite
(opu}E « v i H AE“Ip 1}«
diferencijacije. Na slici A prikazan je postL
%} “ A Vi % ERgeJza mjeren;
intenziteta fluorescencije. Najprije sam odab
opciju rectangle ~v *0] ] }iv v} e
zatim klikom na opcijanalyze ~T X+ p %o
izborniku odabrao opcijuset measurment
vilv P < }SA}E]} ]I JEV]I
(3.). U izbornikuiset measurments(3.) odabras
sam samo opcijmean gray valué4.). Na slici
i C prikazan je postupak mjerenja intenzit
(opu}E « v i o AE“Ip 1}t
I @ v]i 1i X WEA} « u Tps
(opcija rectangles }Iv ]} % }AE“]v
korijena (B) ili u zoni diferencijacije (C) (1.) ne

P e u v 3]%Il}Av] ] % EKGdm
el ¢ @& Ipos 8] 1 Joi 1]o] -~
% E A}lpsv]li}ueX E I}v  S§}F
% E A} usSv]l %}3 1}u %}l 1]A
i} A ui 3 H %} Ep~iX I} &
%oUS U %o} EM i %}l Jv X
% E ui “3 vi TuS}P % E A}lps
intenzitet fluorescencije tipkom.



Prilog4. Na slikama A i B prikazan je postupak kalibriranja progiamageJza mjerenje duljine primarnc
korijena. (A) Najprije sam odabrao opdjaight linete sam povukao tri ravne crte od jednog pa do drugog
% SE]i A T i o] ~il ueX E I}v A I}P %}A0o vi @&8I 4} v] §]%1}Aiv
piksela u crti (rezultatim G Vi pHoi]Jv ES ep }hy Zatin seo}dprozoru s rezultatima odak
opcijuresults~ ¢« Ju e u } ]} @& vip AE]i v}e3 E Ipos § ui E vi -anelst
~}iv v EA v]u % E pdilikofw] shmeodabraopmijuset scaled ¢ }3A}E]} % i
% i u ]l JEV]IH ¢ u %Distdmée i Jpixelsipisao srednju vrijednost piksela tri ravne «
(opisanom pod A), poknown distances u p%o]e } “JE]Jvu |A E Sv %), 8@JdUdt ofllengtt
sam upisa@mX d |} @&U pl}lo]l} « 1} E }% ]i Po} oU % E}PE u }eS i
(}S}PCE (lipu I} VU3V o %}e8u% |1 0] E ]i u}E %}v Aoi 3] I



Prilog 5. Postupak mjerenja duljinerimarnocg
korijena u kalibriranom programimageJ.(A)
Prvo sam u izborniku odabrao opcgegmente
line ~}Iv v} @EA v}u «3E]i o]
e u ev]iu lo]l}u ul® lo]lvu}
I}E]i v & %}Aul } Tpsp o]v]i
korijena gdje am ponovno kliknuo lijevil
lo]1}u ul* U Ju =« }iv ] v}
v 3 A]} %}Ao ]3] Tpusp ES3y
Tudp ESP %}Ao ]} } }vi
predstavlja mjesto do kojeg se korijen prote
% @E] v e JA vip Joil v 348
1 vi] %opusd lo]Jlvu} ev]u lo]l}
% & Ilv  }Iv A vi X < &]u
rezultate pritiskom na tipkum na tipkovnic
~E Ipos 8§ vilu SE]Ju ]
pravokutnikom). (C) Isti postupak ponovio ¢
i}“ i viuU v} }A}P %mé& ozmake
A FIE T I3E]I v X



