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VYuuBep3utera y beorpany.

XKenum ma u3pazuM 3aXBaTHOCT MEHTOpUMa, oce6Ho ap Anu CumoHoBHh Ha
yjejaMa, MHCIUPATUBHUM pa3roBOpUMa, KOPUCHMM CYyrecTHjama, HeceOM4YHOM
aHra)koBamy, KOHTUHYAJIaHO] MOJPILIIY U MOTHBALUJU TOKOM H3pajJie OBE TOKTOPCKE
nucepranyje. [Tokasana My je kako Ja npuheM HCTpakUBauKOM IpoOJIeMy M Kako Ja
OpraHM3yjeM eKCHepHUMEHTATHH paJ eQHUKacHO, y CKIaxy ca JHUTEepaTypoM W
JOCTYIIHUM cpencTBuMa. Takohe orpomHy 3axBanHocT oceham mpema np Cnahanu
TonopoBuh Ha CTUMYJIATUBHUM pa3roBOpuMa, OOJpemy U CBEYKYIIHO] TOMOhHM TOKOM
MOT HCTpakuBaykor panaa. XKemum na ce 3axBanum ap Pamusojy IlpomanoBuhy u ap

Jbyou Mannuh Ha momohu TOKOM JOKTOPCKUX CTY/Hja U Ha YKa3aHOM IOBEPEHY.

3axBaJIHOCT AyryjeM KosiernHunama busbann ®@ununosuh Ha momohu y rajemy
kaixyca A. thaliana u ap Pamomupku Hukonuh mro mu je ycTymuiaa cBoje KyiType
3Be3/1aHa. 3axBajiaH caMm u Ap Hesenn Mutuh Ha capanmu, a HAPOYUTO HA TOME IITO Me
je ymyTuia Jia UCIIUTaM IIIyTaMHUH-CHHTETa3e KoJl 3Be3/laHa. Takole Oux »keneo na ce
3aXBajiUM KoJernHuIama u koinerama Munuiu bornanosuh, Jenenu [Inatumu, Tujanu
bamanan, Jacmuam HectopoBuh XKuskoBuh, np Hanumjenu Mumuh, np Cy3anu
Kuskosuh, ap CnaBuuu Amutposuh, Mumnuu Munyrunosuh, Habuny I'anaBenxujy u
np bpanucnapy lllunepy Ha capaamy U MO3UTUBHO] aTMocdepu. [ToceOHy 3aXBaaHOCT
oceham mpema npodecopy 3natky ['mbu, Ha moBepemy, MPHUjaTEJHCKOM OIHOCY HU
KOHCTPYKTUBHUM pa3roBOopuMa Ha paziuuute Teme. XKeneo OuX Ja MoMeHeM, U Jia ce
3axBainuM mpodecopy [parosmsyOy ['pybumuhy. OH je cBojom mynapourhy cBakoMm

npobaemMy Morao Ja Hale pelieme, a paj, 0e3 mwera y OJU3uHY, JeJHOCTABHO HUjE UCTH.

Hapouuty 3axBamnocT oceham npema mojoj Jenenu koja je Ouma, 1 HacTaBJba Jia

OyJe, KOHTUHYaJTHU U3BOP MOJPIIKE Y MPUBATHOM U MPO(PECUOHATHOM KUBOTY.



AHajam3a cy0jeJUHUYHOI cacTaBa U peryjanuje n30(popmMu riyraMmH-CHHTeTa3e

ko1 omsbaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. u Lotus corniculatus L.
Pe3ume

['myramun-cunTeTaza (GS) karanuine acHMUIIAIA]y aMOHHjyM-jOHa TOPEKJIOM
0J1 peAyKIuje HuTpaTa, Goropecnupanuje, KaTabojiu3mMa aMUHOKHCEINHA, (UKCaIHje
N2 Koz JIeTyMHHO32a U IPYTHX METa0OIMUYKUX Iporeca koa omipka. Kox Bummx ouspaxka,
Maia ¢amMuwinja TeHa koaupa paznmuute nuroconne (GS1) mzodopme, ok jenaH reH
Koaupa n3ohopMy JIokanu3oBany y miactuauma (GS2). 3ajeqHo ca riryramar-CHHTa30M
(GOGAT), GS je meo ABOCH3MMCKOT IMKIyca OATOBOPHOT 32 OMOCHHTE3y IilyTamara,
KOjU je JOHOp aMHUHO-TPylieé aMUHOKHCEIMHaMa Yy peakiyjaMa KaTaluCaHUM
pa3nuuuTUM TpaHcamMuHa3ama. CTuname noJaTHUX casHama o GS je onx mpecynmHor
3Ha4aja 3a pa3yMeBame Mpolleca aCHMHJIANNje a30Ta KOJ BHIIUX OuJbaka, IITO MOXE
JIOBECTHU 110 00Jbe epUKacCHOCTH y KOpUIThehY JOCTYITHOT a30Ta U CMambEHO] YyIOTpeOH

BEIITAauKKuX hyOpusa.

VY npe3eHTOBaHOM MCTpaKUBamby HCIIUTHUBAHA je€ CTPyKTypa M peryianuja GS
usodopmu u3 1Be Mojea-ouibke, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh u Lotus corniculatus
L. Jenan on nmseeBa OWo je ucnuTHBame MoryhHoctn pasmuuntux GS1 mportemna A.
thaliana, uuju remom komupa mer GS1 cyGjemmuuna (GLN1;1-1,5), na dbopmupajy
xerepomepe. Kako 6u ce ucnurtao cyojeauunynn cactae GS1 mzopopmu A. thaliana,
ynopehenu cy enexrpodopercku npodunu GS mzodopmu pazmuuntux GS1 SALK u
SAIL knockout myranara. 3aksbyueno je aa GLNI1;1 u GLNI1;3, xao u GLNI1;2 u
GLN1;3, a moryhe u GLN1;1 u GLN1;2 cy0jeaunauniie Mory aa ce KOMOWHY]Y Y CBHM
CTEXHOMETPHUJCKUM oJHOcuMa (opmupajyhu ¢QyHKIMOHAIHE JeKaMepHE EH3UME.
[Topen tora, xox knockout myranara y GLN1;2 u GLN1;3 nerekroBana je moBuiIeHa
konmunHa GLN1;1 tpanckpunara mro ymyhyje nma GLNI1;1 nmemom kommeHn3yje
Henoctajyhe wm3odopme. Jlpyrn musb OBOT HCTpaXHBama OWO j€ HWCIUTHBAEKE
perynanuje ekcrpecuje GS m GOGAT renma A. thaliana OwpHuUM perymaropuma
pacTtema: KUHETHHOM, aOCIIMCMHCKOM KHCEIMHOM, THOEpPETMHCKOM KHCEIMHOM U
2,4-muxnoppenokcuanerarom. Excnpecuja GS u GOGAT rena je nudepeHIujamrHo

peryjimucaHa peryjiaropumMa pacTekha y JIMCTY M KOpeHYy, a Jo0ujeHH oOpaciu



excripecuje ynyhyjy Ha Moryhu (hPU3MOJOMIKH KOHTEKCT XOPMOHAIIHE peryJaluje OBUX
reHa TOKOM pa3Buha OuJbKe M Kao OATOBOPY Ha ycioBe cpenuHe. Tpehu muis je 6uo
UCIIUTHUBamkEe XxopMme3e uHAykoBaHe ¢ochunorpurmaom (PPT) kom 3Be3mana (L.
corniculatus). PPT je uaxubutop GS Kkoju je mpoHaIrao IpuMeHy Kao HECEICKTHBHH
xepounua. Muaxubunmja GS y Owsblu JOBOAM [0 HAaroMWJIaBamka aMOHHjakKa,
HEJIOCTaTKa TJIyTaMHHA U KOHA4YHO, 10 cMpTH. YTBpheHo je ma O6wsbke L. corniculatus
TPETUPAHE IIMPUM OICceroM KoHIeHTpanuja PPT-a, mokasyjy aBogasHu OAroBOp KOju
o0OyxBara cTUMYyJallKjy IpoAyKIHje Onomace mpy KOHLEHTpalrjaMa HIKuM oa 50 uM,
¥ MHXUOUIM]Y pacTa U CMpT OMJbKE IIPY BUIIMM KOHIIEHTpalujama. CTUMyamuja pacra
HUCKUM KoOHIIeHTpamujama PPT-a je mocnemmma aktuBamuje GS2 m3odopme, A0K je
MHXHOUIMja pacTa M CMpPT OWJbKE MpPH BUCOKUM KOHIEHTpalujaMa XepOouruaa
npoy3pokoBaHa unxuounujom GS1 u GS2 wuzodbopmu. [Ipennmoxken je neraman
MOJIEKYJICKH ME€XaHW3aM KOHIICHTPAalMOHO-3aBUCHE HHTepakmuje GS xonoeH3zuma ca

PPT-om, koju je y ckilaay ca eKCIepUMEHTATHUM U JIMTepaTypPHUM TOAALMA.

Kibyyne peunm: rinyramuH-cuHTeTasa, Arabidopsis thaliana, Lotus corniculatus,
dochunorpunun, Knockout MyranT, CyojeIMHUYHN cacTaB €H3MMa, OMJbHU PEryaaTopu
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Analysis of the subunit composition and regulation of glutamine synthetase
isoforms from Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. and Lotus corniculatus L.

Summary

Glutamine synthetase (GS) is the key enzyme involved in the assimilation of
ammonia derived from nitrate reduction, photorespiration, amino acid catabolism, N,
fixation in legumes, and other metabolic processes in plants. A small gene family
encodes for different cytosolic (GS1) isoforms in higher plants, while a single gene
encodes for the plastidic isoform (GS2). GS operates with glutamate synthase
(GOGAT) in a two enzyme cycle. The net outcome of this cycle is the production of
glutamate, which, through the action of aminotransferases, is used to synthesize other
amino acids. Gaining further knowledge about GS is essential for understanding
nitrogen assimilation in higher plants, which can lead to better nitrogen use efficiency

and lowering of fertilizer input.

The structure and regulation of GS isoforms from two model plants, Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh and Lotus corniculatus L. were investigated in the presented study.
Since the A. thaliana genome encodes five GS1 subunits (GLN1;1-1,5), one of the
objectives was to investigate whether different GS1 proteins from this plant are able to
form heteromeric enzymes. In order to identify the subunit composition of A. thaliana
GS1 isoforms, electrophoretic profiles of GS isoforms from GS1 SALK and SAIL
knockout mutants were compared. It was concluded that GLN1;1 and GLN1;3, as well
as GLN1;2 and GLN1;3 and possibly GLN1;1 and GLN1;2 are able to form functional
heterodecamers in all stoichiometric proportions. Furthermore, in the knockout mutants
lacking GLN1;2 and GLN1,3, higher GLN1;1 transcript levels were found implicating
that GLN1;1, at least in part, compensates for the missing isoforms. The second
objective of this study was to investigate the regulation of expression of A. thaliana GS
and GOGAT genes by plant growth regulators: kinetin, abscisic acid, giberelic acid and
2,4-dichlorophenoxyacetic acid. The expression of GS and GOGAT genes is
differentially regulated by growth regulators in the leaf and root. The observed patterns
of expression provide insights into the hormonal regulation of these genes during

development and as response to environmental cues. The third objective was to



investigate phosphinothricin (PPT) induced hormesis in L. corniculatus. PPT is a potent
GS inhibitor used as a non selective post emergence herbicide. GS inhibition in plants
causes ammonia accumulation, glutamine depletion and eventually death. However, the
growth response of L. corniculatus plants immersed in solutions with a broad range of
PPT concentrations is biphasic, with pronounced stimulating effect on biomass
production at concentrations < 50 uM and growth inhibition at higher concentrations.
The growth stimulation at low PPT concentrations is a result of activation of GS2, while
the growth suppression is caused by inhibition of both GS1 and GS2 at higher PPT
concentrations. A detailed molecular mechanism of concentration-dependent interaction
of PPT with the GS holoenzymes from L. corniculatus is proposed. The mechanism is

in concurrence with all experimental and literature data.

Key words: glutamine synthetase, Arabidopsis thaliana, Lotus corniculatus,
phosphinothricin, hormesis, knockout mutant, subunit composition, plant growth

regulator, regulation of expression, enzyme redundancy

Scientific field: Biochemistry
Specific scientific field: Plant Biochemistry

UDC number: 577.151.3
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1. YBona

1.1 TI'ayramMuH-CHHTeTa3a

1.1.1 VYaora GSy acumujanuju azora

A3BOT je cacTaBHM €0 jeAUIbEHha SCEHIMjaTHUX 33 KUBOT M YETBPTH €JIEMEHT
10 YNy Y )KUBUM CHUCTEMHUMa, M3a KHUCEOHUKA, YIJbeHUKA U BOJOHHKA. MoOJIeKylapHU
a3or je, ca 78 % (v/v), Haj3acTyrsbeHUjU eneMeHT atMochepe. Mmak, oBaj orpoMan
pe3epBoap IOCTyIaH je caMo MajioM Opojy opraHu3aMa KOju UMajy pa3BHjEH arapar 3a
PEeNyKIHjy OBOT BeoMma CTaOWIHOT MoJieKyia. CBH OCTalM OPraHM3MHU OCIamajy ce Ha
npey3ruMame OKCHUIOBAaHUX M PEIyKOBaHUX OOJIMKa a3ora W3 cpeauHe. JloctymHoct
MUHEPAJIHOT a30Ta y 3eMJBHUINTY YECTO j¢ JTUMHUTUPajyhu (akTop 3a HMpOIyKTHBHOCT
NPUPOHKUX U OJbONIpUBpeHUX OmibHUX cucTeMa (Lea u Azevedo, 2006). 36or Tora ce,
Ha CBETCKOM HHUBOY, TpomH oko 100 MuiamoHa ToHa a30THOT hyOpwBa TOAMINEE 3a
no0oJbIlIake MPUHOCA TOoJbonpuBpeannx Kyarypa (Good u cap., 2004). PazymeBame
¢dakTopa M mpoleca KOjU YTHYy Ha Mpey3UMame a30Ta M3 OKOJMHE M HETrOBO
UcKopultheme je KJby4HO Kako O0u ce moBehana epukacHOCT 1 oMoryhno oJap>kuB pacT

y IPOU3BOIBBH XpaHe 3a pacTyhy nomynanujy Ha 3eMJbH.

Bumie Ousbke a3oT mpey3umajy M3 3eMJbUIITA arcopIIMjoM Kpo3 KOPEHOB
cucteM y o0muky HuTtpara u amonujym-jona (Williams u Miller, 2001). Kogn
JEerYMHUHO3a M OWJbaka ca aKTHHOPU30M JEOo a3oTa Yy TKHBY je o0e30ehen
SHIOCUMOMOTCKOM peIyKIUjoM Mosekyiackor azota u3 armoctepe (Wall, 2000;
Franche u cap., 2009). V Behunu TuoBa 3eMJbHINTa KOHIICHTPAIMja HUTPATA je& 3a Pell
BEJIMYMHE BUINA OJ] KOHLEHTpAllMjeé aMOHHjyM-JOHa yciel JAejcTBa HUTpUUKY)jyhux
MUKpOOpraHu3zaMa KOjU OKCHIYjy aMoHHjak a0 HuTpara. llopex Tora, HuUTpatu cy
100pO pacTBOPHM U HE BE3Yjy C€ 32 aHJOHCKE IVIMHE MPUCYTHE Y MHOTUM 3€MJBUIITUMA
(Nye u Tinker, 1977). YupaBo oBe 1Be OCOOMHE HUTpATa, JOCTYITHOCT U MOOMIIHOCT Y
3eMJBUIITY, YTHYYy Ja OWJbKE NpPUMApHO TMpEy3uMajy a3oT y OBOM OOIHuKy. Y
3aBUCHOCTH OJI KOHIIGHTpaIlfje HHUTpaTa y 3eMJBHINTY W OX OWJpHE BpCTe, €0
Ipey3eTor HUTpaTa ce Kpo3 KcuieM npeHocH y aucrose (Andrews, 1986). Hutpar ce y
henujama KopeHa W JHMCTa MOXE CKIQJUIITUTH Yy Bakyojama, a Mpe acUMUIalnuje y

OpraHCKa jeJMbEHha, HUTPAT Ce peAyKyje, MPBO 0 HUTPUTA Y PEAKLMjU KaTalHCaHO]



ensumoM HuTpaT-peaykrazoM (NR, EC 1.7.1.1-3), u najse 10 amMOHHUjaka y peakiuju
katanucaHoj Hutput-peaykrazoM (NiR, EC 1.7.7.1). ITopen amncopriyje U3 3eMJbUIITA
U peayKIMje HuTpara, oApeheHa KoJMuynHa aMOHU]YM-joHa Y OMJbHO] henuju mopexiom
je u3 MeTaboJMYKHUX TMpoleca Kao MmTo cy (doTopecnupannja, Karadoim3am
aMHHOKHCeNMHa, OnocuHTe3a (peHmmmponaHouaa u meradbonusam ypeuna (Couka 1).
doropecnupainrja j¢ BEpOBATHO Haj3HAYAJHHJH IPOILEC Y KOME C€ BEJIHMKE KOJIWYHHE
aMmoHHWjaka ocnobOahajy mnpuiamkom pereHepanuje 3-docdormunepara y KanBuHoB
mukotyc. KonruuHa ociioboheHor aMmoHUjaka IPUIMKOM KOHBEP3Hj€ MIIMIUHA Y CEPUH Y
dorocunTerckuM henmjama C3 Ouspaka je u a0 10 myra Beha ox oHE TOPEKIOM O
npumapre acummitanuje (Keys u cap., 1978). buio na je HacTao peAyKIMjoM HUTpaTa
NPEy3eTOr M3 3EMJBHINTA WM BOJIU MOPEKIIO U3 PA3IMYMTUX META0OJIMYKUX IMpoleca,
aMOHMjaK Ce€ acHUMHUIIyje Y METa0OJIMYKe TOKOBE Yy pEaKIHju KaTallMCaHO] IIyTaMHH-

cunrerazom (GS, EC 6.3.1.2):
rmyramar + NH;" + ATP — roryramun + ADP + Pi

bubke mocenyjy aBa tuna GS uzodopmu, nmuroconre (GS1) m xmoportacTae
(GS2). utoconne GS1 nzodpopme NPUCYTHE CY Y CBUM TKUBHMA, 2 HAPOYHUTO Y KOPEHY
U BackynapHuM TkuBuUMa. GS1 m3odopme umajy yiory y HpHUMapHO] acCUMHJIALM]H
aMOHMjaKa YHETOr M3 3eMJbMINTA WM HACTAJIOT PEIyKIMjOM HHUTpara y KOPEHY KOJ
HEJIETYMHHO33, OJHOCHO aMOHHjaKa HAaCTaJOr' E€HJOCHMOMOTCKOM DPEIYyKIIHjOM
aTMocdepckor a3ora y Hoayitama yarymuHosa (Bernard u Habash, 2009; Cnuka 1).
[Topen tora, 3Hauajuy yiory GS1 wu3zodopme umajy y pemoOwnIM3anuju as3ora
ocioboheHor kataboaM3MOM aMHUHOKHCENTHHA TOKOM ceHecueHnuje (Masclaux u cap.,
2000; Bernard u Habash, 2009). Kox Behune Gmmbaka GS1 uzodopme cy koaupane
MaJuM TeHCKUM (pamuiirjama Koje caapike O JIBa JI0 TIeT TeHa, urja je nudepeHiijanHa
eKCIpecHja oroBopHa 3a pasnnuure yinore GS1 uzodopMu TOKOM KMBOTHOT ITUKITyCa

ownbke (Lam u cap., 1996, Sakakibara u cap., 1996, Bernard u Habash, 2009).
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Cnuka 1: [lpeyzumare u acumunayuja azoma koo suwiux oumaxa. Kopenos cucmem
suUX BUbaKa npey3uMa azom u3 zemmuwma y obnuxy NOs u NH;' . Koo necymunosa
NH,"  wnacmaje pedyxyujom No y nodyrama 3axeamyjyhu —endocumbuomcxum
baxkmepujama u3z pooa Rhizobium. Humpam ce mooce ckraduwmumu y 6axyoiu,
MPAHCNOPMOBAMU KCUNEMOM 00 TUCIOB8A UTU OUMU PEeOYKOBAH 00 AMOHUJYM-JOHA Y
KopeHy. YV henuju KopeHa AaMOHUJYM-JOH ce UHKOPpNOpupa y eiymamur u Odnbe
mpaucgopmuwie y oo2osapajyha mpancnopmua jeourberba Koja KCUiemom 0onpemajy
azom y Jaucmose. Y Jjucmy amoHujak modxce nomuyamu 00 peoykyuje NOs3,
¢domopecnupayuje, kKamadboausMa  AMUHOKUCEIUHA U ypeuoa U OuocuHmese
¢enunnponanouda. GSI - yumoconna enymamun-cunmemasa; GS2 - xnoponiacmua
enymamut-cunmemasa;, NR - numpam-pedykmasa, NiR - numpum-pedykmasa;, GOGAT
- enymamam-cunmasa; * - Hooyie ¢y NpUcymHe camo Koo aecymurosa. Mnycmpayuja je

Mooughuxosana npema Betti u cap. (2012).



Xnopomutactae GS2 nzodopme cy koj BehrHe HCTUTHBAHUX OMJbaka KOIUpPaHE
JeAHUM HYKJICQpHUM TE€HOM 4YHja je eKcIlpecHja HajBHIa y (POTOCHHTETCKUM TKHBHMA
(Lam u cap., 1996; Betti u cap., 2012). GS2 je 10Kkann30BaHa y CTPOMH XJIOPOILIACTA Ca
YJIOTOM Y peacuMujaliju aMOHHjaka ociioboheHor TokoM ¢oTopecnupalyje
(Wallsgrove u cap., 1987; Orea u cap., 2002). Kox A. thaliana GS2 usodopma je
npoHaljeHa ¥ y MUTOXOHJIpHjamMa M TaJa je MOoKa3aHo Ja ce mpoaykT ucror GS2 rena

mrajbe y 00¢ opranese (Taira u cap., 2004).

['myramMuH, CHHTETHCaH y peaknuju karamucanoj GS-om, je IOHOp aMuiHE
rpyne oapeheHoM Opojy jemumbea W KOJ BEIMKOr Opoja OMJBHHX BpCTa j€ TJIaBHU
TPAHCIOPTHU MOJIEKYN a30oTa. Mmak, myH 3Hauaj GS eH3uMMa CIO3HAT je TEeK HaKOH
otkpuha O6mbHe rmyramar-cuHtaze (GOGAT), koja gynkumnonumie 3ajenno ca GS y
nBoen3uMckoM GS-GOGAT mwmknycy (Lea u Miflin, 1974). OBaj umkiyc KaTaauiie
CHHTE3Yy TJyTamaTa KOjH je JOHOp aMHUHO-TPyIe aMHUHOKHCEIMHAMa y peaklujama
KaTaJIMCAaHUM DPa3JIMYMTUM TpaHCaMHWHAa3ama. buibke TOcenyjy JBa THIIA TIyTamar-
cuntase, FA-GOGAT (EC 1.4.7.1) koja xopuctu (epeoKCHH Kao eNeKTPOH JAOHOpa U
NADH-GOGAT (EC 1.4.1.14) koja kopuctu NADH (Forde u Lea, 2007). I'enu koju
komaupajy GOGAT wu3odopme cy JIOKaTU30BaHU y jeApy M KOAHMPAjy TPOTEHHE ca
NEeNTUIHOM CEKBEHLIOM 3a TPaHCHOPT y XJopomiacT Ha N-TepMuHyCy, Tako Ja Cy
GOGAT wusodopme nokanuzoBane y miactuauma (Ireland u Lea, 1999). GS-GOGAT
UKITYC (GYHKIIMOHHMIIIE 3aje/THO ca eH3MMHUMa acraprar-aMmuHoTpancdepasom (AAT, EC
2.6.1.1) u acnaparun-cunaretazoM (AS, EC 6.3.5.4), npu yeMy ce CHHTETHINY acrapTar
u acmaparud (Cnuka 2). Oe uvetupu amuHokucenune - GIn, Glu, Asp u Asn uune
HajBehn ymeo crnoOOJHUX AaMHHOKHCENIMHA KOJA BHUIINX OWhaka M TPECTaBIbajy
JOMHHAHTHE TpaHCopTHE Gopme a3oTta Kpo3 ousbKy (Lam u cap., 1996), ca usyzetkom
MOjeIMHUX JIETYMHHO3a KOJ KOJUX Cy ypeuau (aJlaHTOMH) TJIaBHU TPaHCIOPTHU
Montekynu azora (Smith u Atkins, 2002). IIpe orkpuha GOGAT ensuma koja Ousbaka,
cMaTrpalo ce Ja je KJbyYHU €H3UM acUMMJalMje aMOHMjaKa TilyTamar-AexXUaAporeHasa
(GDH, EC 1.4.1.2) koja karanuiie peBEep3HY aMHUHAIIW]jy/caMUHALN]y y CHHTE3H,
OJIHOCHO KaTabonu3Mmy riayramara. J[anac ce cmaTpa aa y (pU30I0IIKUM yCIIOBUMA OBAj
€H3UM MMa 3HaTHO Behy yrory y kaTtabomu3My riryraMaTa U peryJialiji 0OJHOCa aMHHO-

u ketokucenuHa y henuju (Forde u Lea, 2007; Fontaine u cap., 2012).



ATP NAD?, Fd,, NAD(P)* AMP + PPi

Glu Glu § 2?:
NH* Gln E E 2- OG Asp! E Z
ADP + Pi NADH, Fd, g NAD(PJH ADP + Pi

Cnuka 2: Kwyunu eunsumu acumunayuje amoHujym-jona koo oOumaka. Inymamun-
cunmemasa (GS) npoussoou enymamun (Gln) 00 enymamama (Glu) u amonujym-jona y3
ympouwak jeonoz monexyia ATP-a. ['nymamam-cunmasa (GOGAT) xao cyncmpame
kopucmu Gln u 2-oxcoenymapam (2-OG) u npesoou amuouy epyny Gln y amun-epyny
Glu ¢opmupajyhu 0sa monexynra Glu yz ympowax pedykyjyhux exeusairenama y 6uoy
gepeoockuna unu NADH. ['nymamam-oexuopoeenasza (GDH) kamanuwe pegep3ny
peakyujy oeamunayuje/amunayuje Glu/2-OG u mume pezynruuie 00HOC AMUHO- U
kemoxucenuna y henuju. Acnapmam-amunompancghepaza (AAT) xamanuwe npenoc
amuno-epyne ca Glu na oxcanayemam (OA) gpopmupajyhu acnapmam (Asp) xoju ce
dame npesoou y acnapazum (Asm) y peakyuju Kamaiucamoj acnapacur-cunmemaszom
(AS) y3 ympowakx ATP-a. Yemupu amunoxucenune Gln, Gln, Asp u Asn cunmemucane y
NPUKA3AHUM peakyujama npeocmassajy 21deHa mpaHcnopmua jeourberd azoma Koo
oumarka u yume Hajeehu yoeo cnoboOHuUX amuumoxucenuna y mxugy. Hmycmpayuja je

Mooughuxosana npema Betti u cap. (2012).

1.1.2 Crpykrypa 6usbHe GS 1 MexaHU3aM KaTajau3e

Jlo nanac cy uneHTU(UKOBAaHE TPHU CTPYKTYPHO PA3IUYHUTE KJIACe TIyTaMHH-
cuHrerase: npokapuorcka GSl, eykapuorcka GSII u GSIIl mpucytHa kox Hekux
npokapuota (Eisenberg u cap., 2000; van Rooyen u cap., 2011). bakrepujcka GSI je 1o
caja HajBUIE HW3yd4eHa: TO je jgoaekamep mace oa oko 600 kDa, cacraBibeH o
UCTOBETHUX CyOjenuHHIa Koje caapxke oko 470 aMHUHOKHMCEIMHCKUX OCTaTaka
(Eisenberg u cap., 2000). IIpBa kpucramHa cTpykrypa Oakrepujcke GS mocrana je
nocrymnHa 3a enzuMm u3 Salmonella typhimurium (Almassy u cap., 1986). Kacuuje je
crpykrypa padpunupana (Gill u Eisenberg, 2001), a pemieHa je u cTpyKTypa €H3uMa H3
Mycobacterium tuberculosis (Gill u cap., 2002; Krajewski u cap., 2005). Baktepujcka
GSI cactoju ce ox 12 ucTOBeTHHX CyOjeJMHMLIA apAaH)KMPAHUX y JBAa XEKcaMepHa

NpcTeHa TMO3MIMOHUpPaHA jedaH W3HAJ JApYyror, ca 12 akTUBHUX LIEHTapa KOju ce



dopmupajy Ha goaupHUM MectuMa u3mely cyOjenmuuma y xekcamepuma (Ciuka 3).
Cy0jequnure ce cactoje oa Mamer N-TepMUHAITHOT JOMEHA YUjy CTPYKTYPY YMHH LIECT
aHTHUIIApaJeNIeHux f-tuiouniia, U Beher C-TepMHHAIHOT JOMEHA Y 4hjO] Cy CTPYKTYpPH
JOMUHAHTHU 0-XEJIUKCH, AJIM KOJU Takohe caipiku MIeCT aHTUIIApANICIICHUX [-TI0YHIIA.
CBaku aKTHBHHM IIEHTap CACTaBJbEH j€ O]l OCAM aHTUMAPAIEICHUX [-TIOYHIA, O/ KOJUX
mect mnpumnaga C-TepMHHATHOM JOMEHY jeaHe cyOjenuHuie, a aBe cy u3 N-
TEpPMUHAIIHOT A0MeHa cyceane. [lopea Tora, cBaku akKTUBHH IIEHTap caap u a8a (Nl-2)
MeTallHa KaTjoHa Mn*? wm Mg+2. JlBa xekcamepHa MpCTeHa CTaOUIU30BaHA CYy

xupohoOHNUM HHTEpaKIHjama.

Cnuxka 3: Cmpyxmypa GSI uz S. typhimurium. PDB: 1F52 (Gill u Eisenberg, 2001).

busbra GSII cacroju ce om HWCTOBETHUX cyOjenuHUIIA Koje mMajy oko 370
aMUHOKHMCENMHCKUX ocrataka (Eisenberg wu cap., 2000). bpoj cy6jenunumna y
(YHKIIMOHATHOM €H3UMY OMO je MpeaMeT UCTpaKMBama MPEKO TPU JCleHHje, a Ha
OCHOBY OMOXEMHjCKHX METO/Ia W EJEKTPOHCKE MHKPOCKOITHje CTBOPEH je MOJeT TI0
kome je GSII okramep caummeH OJ JBa TeTpaMepHa MPCTeHa MO3MIIMOHUPAHA jelaH
u3Han apyror (McParland u cap., 1976; Pushkin u cap., 1985; Llorca u cap., 2006).
Crpykrypa 6mspHHX GSI| eH3uMa Tek je HeaBHO pazjallmbeHa 3aXBajbyjyhu ycHemHoj
KpHCTaIM3alnju Beoma ctadbuiaHe u3odopme u3 kykypysa GSla (Unno u cap., 2006).
[Ipema o0BOj CTpyKTypu eH3UM ce cacToju oa 10 uCTOBEeTHHUX CyOjequHUIA
apaH)XMpaHUX Y J1Ba MeHTamepHa npcreHa (Cnuka 4). AKTUBHHM LEHTPHU ce GOpMHpPajy
usmel)y cycenmHux cyOjequHHIIA Y TIEHTaMepy, Tako Ja eH3uM caapxku 10 akTUBHUX

. + +
nentapa. CBakM aKTHBHM LEHTAp CaapKH TpH MeTamHa joma Mn™ wm Mg*2.



Cyb6jenunutie ce cacroje o mamer N-tepmuHanHor gomena (1-103 aMuHOKHCETHHCKA
ocraTtka) u Beher C-tepmunanuor nqomena (104-356), nmpu yemy N-TepMuHaIHU JOMEH
jenne cybjenunnie u C-TepMUHAIHM JIOMEH cycenHe (opMupajy aKTUBHH LIEHTAap Kao
Koz OakTepujckor eHsuma. I[IpumapHa cTpykTypa mokasyje cau4yHocT ona 22,2 % ca
npokapuotckoM GS w3 M. tuberculosis, TOK je CIUYHOCT y TEPLUHjapHOj CTPYKTYpHU
naneko Beha m m3nocu 84,2 %, mTo ynyhyje ga Ccy MpOKapHOTCKH M €yKapUOTCKU
SH3UM JMBEPTHPAIH 0OJ1 3ajeTHIUKOr npeTka. CTpyKTypHe pa3nuke n3Mely 6akrepujcke
u OwbHe GS yKJbydyjy aMHMHOKHCETHHCKE ocTaTke 393-478 koju ko1 OMIBHOT €H3MMa
HUCY MPUCYTHH, a KOJ| OAKTEPUjCKOT yYECTBY]Y y afleHUIauuju, u octatke 143-154 xoju
y4ecTByjy y xuapodoOHUM UHTEpakimjama Mel)y XeKcaMepHUM IPCTCHOBHUMA
Oaxtepujcke GS. Jleo cexBeHIE KOjU YUECTBYj€ y Be3UBaby IIyTamara U JBOBAJIEHTHUX
joHa je xoH3epBHpaH ca 16 on 18 MISHTUYHUX aMHHOKHCEIMHCKHX OCTaTaka CIUYHO
NO3UIIMOHUPAHUX KOJ JBa THIIA CH3MMa, TaKO Ja jé MEXaHW3aM KaTajlu3e BEPOBATHO
koH3epBupan (Eisenberg u cap., 2000; Unno u cap., 2006). busaa GS mocenyje
BUILECTPYKO Mamy TPaHWYHY TOBpUIMHY Mel)y IeHTaMepHHM IpPCTEHOBHUMA Of
OakTepujckor eHzuma, 933 A? HacnpaMm 17,238 A2, jep je Opoj aMHUHOKHCEINHCKUX

ocTaTaka KOju y4eCTBY]y y HHTEPaKIHju Mel)y MpCTEeHOBHMA MambH.

Cnuxa 4: Cmpykmypa GSII uz Z. mays. PDB: 2D3A (Unno u cap., 20006).

Crpykrypa GSla u3 kykypy3a Huje omdaria MOryhHOCT Ja OWJEHU €H3UMHU
MOT'Y Jia TOCTOje M y OOJIMKY OKTaMepa, Y 3aBUCHOCTH O] MOPEKJIa CH3UMa, CEKBEHIIE,

OKpYKEeHha €H3MMa, IPUCYCTBA CYICTpaTa U MOCTTpaHCIalMoHuX Moaudukanuja (Betti



u cap., 2012). Mnak cBe cy yuBpumhu J0Ka3u KOjU yKa3yjy Ha JI€KaMEpHY CTPYKTYpY
eykapuotckux GSIl en3uma; Ha oBO ynyhyjy kpuctanHe crpykrype GS u3 kBacia (He u
cap., 2009), nca, yoBeka (Krajewski u cap., 2008) u mukotuinenone oubke Medicago

trancatula (Seabra u cap., 2009).

MexaHun3am Katanu3e 0akTepHjCKOT €H3MMa JI0 JIeTajba j€ Pa3jiokeH aHAN30M
KPHUCTAJTHUX CTPYKTYpa €H3uMa, ca Pa3IMYUTUM CYICTpaTHMa U MHXHOUTOpUMA, KOje
NpUKa3yjy eH3UM TOKOM pasnnuntux (asa peakiuje (Liaw u Eisenberg, 1994). Oso je
Ouna CBOjeBpCHAa MOTBpPAA KHHETHUYKHAX EKCIIEPUMEHAaTa HEKOJHKO HCTPaKMBAYKHX
rpyla TOKOM TpH JAeLeHH]je, Yija Cy Haj3HaYajHuja OTKpuha Omiia 1a ce TOKOM peaKInje
bopmupa akTHBUpaHu uHTEpMeaujep p-raytamui Gocdar (Krishnaswamy u cap., 1960)
U J1a BE3WBAmE CYNCTpaTa M OTMYLITake Mpou3Boma Tede mo ypeheHom ter-ter
mexanu3my (Meek u Villafranca, 1980). Ilpema Liaw u Eisenberg (1994) axtuBHM
[ICHTap €H3MMa je IIMJIMHAPHYHOT 00JIHKa ca 1Ba otBopa 3a cyncrpare ATP u Glu, koju
yJa3e y akTUBHH LIEHTAp Ca Pa3InuuTHX cTpaHa. BesuBame ATP-a y akTHBHOM LIEHTPY
JIOBOJAM 70 KOH(POpMAMOHKUX MpoMeHa U noBehamwa aduHuTeTa Be3uBHOr Mecta 3a Glu
anja ce y-kapOOKCHIIHA Tpyra Komiuiekcupa ca Mn™ - nl. Konpopmarmone nmpoMere
WHIyKOBaHE BE3MBAEM TIJIyTaMara HWHIYKYjy mpeHoc y-pochara ca ATP-a na y-
kapOokunHy rpyny Glu, mTo je moMorayro Mn*? - n2 KOjU ce KOMIUIeKcHpa ca
¢ochaTrom. HakoH ¢opmupama aKTHBHPAHOT KapOOKCHIIHOT YIJbEHHKAa OTBapa ce
BE3MBHO MECTO 32 aMOHHjyM-JOH, KOJU C€ HAaKOH BE€3MBama JIENIPOTOHHU3YjE KaKO OU
HYKJICO(QHUIHUM HamaJoM Ha aKTHBHUpaHU KapOokcwi-¢pochar dpopmupao GlIn. Hakon
(dopMupama mpousBosa J0Ja3u O OTBapama aKTHBHOT IeHTpa u ocinobahama GIn u
ADP (Crnuxka 5). Cmatpa ce aa je mexanuszam karanu3e GSI| naentruan 360r BenTuKux
CIIMYHOCTH y CTPYKTYpH akTUBHHX 1eHTapa (Unno u cap., 2006). Mnak, moryhe je na
youeHe pasiuke y BesuBHOM Mecty 3a ATP (Unno u cap., 2006) usmely OusbHOT U
0aKTepHjCKOT eH3MMa MMajy 3a Mocienully oapeheHe pasziauke y MeXaHu3My KaTajuse.
Taxohe Tpeba momenytu ga xjoporutactHe GS2 uzodopme mocenyjy Ba LHUCTEHHA Y
aKTUBHOM MeCTy, Koja Hucy npucytHa koa GS1 mzodopmu (Baima u cap., 1989) uuja

yJiora y KaTaJu3u HUje pa3jallmkbeHa.
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Cnuka 5: Illemamcku npuxas peaxyuja xoje ce oosujajy y GS axmusnom yewmpy. y-
. +2 +2
KapOoKkcuiHa epyna enymamama komniekcupaua je ca nl (Mn ™ wiw Mg ), a y-
. +2 +2
gociham ATP-a je xomnnexcupan ca n2 (Mn° unu Mg °). Hyxkreoguinu nanao
He2amueHO HAeNeKMpUCaAHo2 KUCEOHUKA U3 Y-KapOOKCUIHe 2pyna 2iymamama Ha y-
doccham uz ATP-a 00600u 0o ¢opmupara axmusupanoz unmepmeoujepa
y-enymamun-gocpama.  AMoOHujak  croOOOHUM — eNeKMPOHCKUM — NApPOM — HANAod

aKmueupaHu kapooxkcun-gocgam npu yemy Hacmaje 2AymamuH.

1.1.3 Peryiaunmja ekcripecuje i akTUBHOCTH OusbHe GS

Excnpecuja u aktuBHOCT Oaktepujckux GS| eH3uma perynucaHa je
MeTabonnvkuM crarycoM henuje kako 6u cu ucmyHuie notpede 3a GIn y3 ekoHOMUYHO
Kopummheme eHepreTcKux pecypca. Excmpecmja Oaktepujcke GS perynmcana je
perpecujomM/IepenpecujoM TPaHCKPUIIMje TeHa Koja je 3aBUCHA O] KOJIHYHUHE
nocrymHor aszora y nommo3u (Woolfolk u cap., 1966). Ha mocTTpaHCciaiiioHOM HHUBOY
OlMCaHa je KOMIUIEKCHAa NUKJIMYHA KacakaJaa KOJl T'paM-HeraTHBHHUX OakTepuja, Koja
YKJbYUYyj€ aJIeHWIAIN]y/aeaJeHIIalnjy eH3uma Ha ojipehenom Tyr octarky, mpu 4emy
je ajeHuIOBaH eH3MM Mamhe aktuBaH (Stadtman, 1990). ITopex tora, GS u3 E. coli je
WHXUOMpaHa ca JIEBET Pa3IMYMTUX MpojayKaTta metabonu3ma riayramuna (Ser, Ala, Gly,
Trp, His, AMP, CTP, kapbamoun ¢ochar u riyko3amuH-6-¢octar), 3a koje ce
cMarpaiio Jia ce Be3yjy 3a crnenu(uvHa aJocTepuYHa MecTa Ha €H3MMY W3a3uBajyhu
NeTMMUYHY WHXHOHMIHN]Y akTUBHOCTH. [1ITO je BHIIe OBaKBUX alOCTEPHYHHX MecTa Ha
€H3UMY OKYIHUpAHO JIMraHAMMa TO je CTeneH MHXxuOuuuje 6uo Behu, Te je oBaj BUI
perynamnyje Ha3BaH KyMmyllaTHBHa HHXuOMnuja moBpatHoMm crperom (Woolfolk wu
Stadtman, 1967). Kacuuje je yrBpheHO ma Ha OaKTEpHjCKOM CH3UMY HE IOCTOje
aJlocTepryHa BE3WBHA MecTa 3a OBe Juragae Beh na pasnmunTe aMHUHOKHCEIHHE
KOMITIETHPAjy ca riIyramaToMm, a Hykieotuau ca ATP-om 3a aktuBHO Mecto (Liaw u cap.,

1993; Liaw u Eisenberg, 1994; Eisenberg u cap., 2000). Kox nujanobakTepuja onucana



je maxubunuja GS nentuanum uxudburopuma IF7 u IF17 (Garcia-Dominguez u cap.,
1999), umja je ekcmpecuja peryjiucaHa KOHLEHTPALMjOM aMOHHUjyM-joHa y hemuju

(Garcia-Dominguez u cap., 2000).

Behuna wucrpaxuBama perynamuje GSIl xon Owuspaka ¢okycupana ce Ha
KOHTpOJy TpaHckpumnuuje. busbau GS renn noxasyjy TKUBHO CIIEHU(PHUHY €KCIIPECH]Y,
WHIYKIM]y TOKOM crnenuduunux ¢aza y pa3Bojy OWJbKe, pearyjy Ha KOHIICHTpAIH]je
onpehenux merabonurta y henuju m Ha ekcTepHe ycioBe Mmely kojuma cy HajOooJbe

W3y4eHH KOHIICHTpalrja HUTPaTa 1 aMOHH]jyM-jOHA Y MTOJJIO3H U CBETIOCT.

HNupykuuja ekcripecuje GS rena Tokom pasnuuutux ¢asa pazBuha mokasana je
Ko Hekonuko OusbHUX Bpcta. Tpum GS1 reHa w3 rpaimika U T€HH KOJU KOAMPAJY
HOIyJapaHe n30(hopMe KOJI Coje MHAYKOBAHU Cy TOKOM pa3Buha HOJyJa, IPH Y€MY OBO
HUje MOBE3aHO ca MPOAYKIIMJOM aMOHHjaKa y HOAyJama jep je MHIYKIMja OBHX IeHa
JICTEKTOBaHa M Kaga cy Hoayle ¢opmupane myrtantHuM Rhizobium cojem (nif)
nedextaum y azoropukcanuju (Walker u Coruzzi, 1989; Roche u cap., 1993; Temple u
cap., 1996). Excnpecuja nBa rena Stgsla m Stgslb koju xomupajy nmuroconne GS kon
KPOMITUpA pa3jIMYMTO je peryjiarcaHa TOKOM ceHecueHimje: Stgslb ce umuaykyje y
napeHXxuMckuM henujama mpoBoJHUX cHonuha, JOK Opoj TpaHCKpUIlaTa T'€Ha uuja je
eKcIlpecHja HajBHINA y JHCTOBUMa, Stgsla, omama ca mporpecujoM CeHecIeHIje
(Teixeira u cap., 2005). Kox kykypy3a ce GS1-4 unaykyje Tokom cenecriernuje (Hirel
u cap., 2005; Martin u cap., 2005). ITopea onTorenercke perynanuje, GS renu mokasyjy
U TKUBHO CHeUu(UYHy eKCHpecHjy Koja Jaje Ha3zHake O (U3UOJIOUIKO] YJIO03U
onpehennx nzopopmu. ['eHu ca ekcrpecujoM y HOTyIaMa KO JIETYMHUHO3a HMajy YJIoTy
y acHMHJIAIM]H aMOHHjaka HacTtaior ¢ukcanujom azota (Forde u cap., 1989; Roche u
cap., 1993). I'enn ca ekcrpecHjoM y BacKyJapHHM TKHBMMa Kao mto cy Stgslb kon
kpommupa (Teixeira u cap., 2005), 3arum GInl-5 kox aysana (Dubois u cap., 1996),
GLN1;2 u GLN1;3 xox A. thaliana (Ishiyama u cap., 2004b) umajy ynory y cuHTE3M
GIn 3a tpancnopt. ['eHu ca ekcrpecujoM y CroJballllbHM CII0jeBUMa KOPEHa Kao IITO CY
GS1-1 kox kykypy3a (Martin u cap., 2006), GLN1;1 xox A. thaliana (Ishiyama u cap.,
2004b), OsGLN1;1 u OsGLN1;2 xon nupunya (Ishiyama u cap., 2004a) umajy ynory y
NPUMapHO] aCUMMJIAIMjA aMOHHjyM-JOHA IOPEKJIOM M3 3eMJbUINTA WM PEIyKIHje

HUTpAaTa.
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Crospanimbi yCJIOBH, TPE CBEra JOCTYMHOCT a30Ta y TOJIO3M U CBETIOCT
perynaropu cy TpaHckpunuuje GS rena. Kog Behnne ncnutuBannx Ousbaka MOKa3aHO
je nma moBehame KOHIICHTpAllMjeé HUTpaTa WM aMOHHjyM-jOHA y TIOJJIO3U II0jayaBa
exkcripecujy nojenquaux GS1 rena a cmamyje ekcrpecujy apyrux. Kom coje momarak
aAMOHHjYMOBHX COJIH, aJli HE U HUTPATA, y MOJIOTY OMJbKaMa Koje Cy MPETXOIHO pacie
y HEJIOCTaTKy a30Ta, 0BOJM J10 noBehama konmunHe HomaynapHux GS1 tpaHckpunara
(Hirel u cap., 1987). Excupecuja GS1 rema OsGLN1;1 u OsGLN1;2 y cnosparimum
CJIOjeBMMa KOpPEHA MHPUHYA PEIMIIPOYHO j€ PEryjucaHa KOHIEHTPAIMjOM aMOHHU]jyM-
jona y momno3u, OSGLN1;1 uaaykoBaH je mpu HUCKUM KoHIeHTpanujama, a OSGLN1;2
BucokuM (Ishiyama u cap., 2004a). ¥ kopeny A. thaliana nosehame koHueHTpanuje
aMOHMjYM-jOHa y Tojuio3u noBoau Ao noBehama GLNI1;2 Tpanckpumata, a cMamyje
excripecrjy GLN1;1 u GLN1;4 (Ishiyama u cap., 2004b). V ckiaay ca yiaorom GS2
n30(OpPMH y JETOKCUKAIM]H aMOHH]jaKa HACTAJIOT TOKOM (pOTOpECTIHpaIrje, CBETIOCT je
npumapHu perynarop ekcrpecuje GS2 rena. Ko cupka (Sorghum) cetiioct noBoau 10
nosehama GS2 aktuBHoctu (Hirel u Gadal, 1982), mok kon rpaiika moj yTHIIajeM
CBETJIOCTH Joya3u a0 akymynaije GS2 tpanckpumara (Edwards u Coruzzi, 1989),
cimyro Kao u ko A. thaliana (Oliveira u Coruzzi, 1999) u yspane penuie (Ochs u cap.,
1993). Edexkar cetnmoctu mocpenosan je ¢uroxpomom (Edwards u Coruzzi, 1989;
Oliveira u cap., 2001), a xox A. thaliana u omHocom yripeHnuHHX CckeneTa (1rehepa u
keTokucenuna) npema amuHokucenmHama (C/N omxoc) y tkuBy (Oliveira u Coruzzi,
1999; Oliveira u cap., 2001). Tpeba HarmOMeHYTH Aa cy Kon oapehennx Ouspaka u GS1
TreHM MHIYIUMOWIHK cBeTiomhy, mTo je mokasano kox A. thaliana (Oliveira u Coruzzi,

1999), 6opa (Canton u cap., 1999) u 3enene canare (Sakamoto u cap., 1990).

Perynanmja aktuBHOCTH OWJBHUX GS MOCTTpaHCITAMOHUM MoIU(UKAIHjaMa
3HATHO je Mame HCIMUTHBAHA Y OJHOCY Ha pEryNalujy TPaHCKPUIIIHje, a MEXaHH3MH
KOjU Cy JI0 cajia ONMHMCAHU BapHpajy oj BPCTe 0 BpcTe. 3a pasiuKy o]l OaKTepHjcKOr
€H3UMa, YHja je aKTUBHOCT peryJrcaHa aJIeHUIalijoM/IealMHIIIAIN]OM, OUJbHU €H3UM
HE CaJp)KU CTPYKTYpHE eJIeMEHTE HEOIXOHE 32 OBAKBY MHTEpaKIHjy. Mmak, HEKOIUKO
TUTIOBa KOBAJICHTHUX MoJu(duKammja omucaHo je kox OmibHuUX GS: docdopmanuja,
TIMKO3WJIalja, OKcujanvja u Hutposuianuja. Ilmactuana GS2 w3odopma u3 M.
trancatula cymcrpat je kaiujyM-3aBUCHHX KHHa3a, koje ¢ochopunyjy Ser-97 miro

omoryhaBa uHTepakuujy ca 14-3-3 nporemHHMMa U TOBOAM 1O CENEKTUBHE MPOTEONIN3E
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oBor ensuma (Lima u cap., 2006a). Hacympot oBome, GS1 usodopme uz M. trancatula
CYIICTpaT Cy KaJllMjyM-HE3aBUCHHX KWHa3a Koje (ocopuiyjy eH3MMe Ha HEKOJIHKO
MecTa, mTo y ciaydajy GSla uzodopme, noBoau ao nosehama apuHUTETA Ka rIIyTamary
(Lima u cap., 2006b). ITopen Tora mokasano je ma je dochopunanuja GS1 xox M.
trancatula mosehana y xopeHOBMMa ca BUCOKMM MHTCH3UTETOM (UKCAlMje a30Ta, JIOK
je dhochopunanuja GS1 uzodpopmu y mucroBuma perynucana ceerionihy. Koa Brassica
napus rtakohe je nperexkroBaHa ¢ochopmwioBana GS1 koja umHTEeparyje ca 14-3-3
MPOTEUHUMAa, ITO 3a pa3nuky ox GS2 uz M. trancatula, TUTUTH €H3UM O] IPOTEOTU3E U
nosehaBa mweroBy aktuBHOCT (Finnemann u Schjoerring, 2000). ®ochopunanuja GS1
Koa B. napus ce onBuja Mo IMpPKAIWjATHOM PUTMY M PETyJIHCaHa je E€HEPreTCKUM
Habojem henuje (omHoc ATP/AMP). V Hoaynama coje Op3uHa aerpanmamnmje GS
nporerHa 3aBucu o1 okcumanuje His u CyS y akTMBHOM LIEHTPY KoOja je KaraiucaHa
jounma wmetana (Ortega wu cap., 1999). I'nmkosmnanuja je JETEKTOBaHA KOJI
npeunnthenux GS2 uszodpopmu u3 C. roseus (Miranda-Ham u Loyola-Vargas, 1992),
Mehytum ¢Qusmonomika ynora oBe mMoaudukamuje Huje oOjammeHa. Hutposumnarmja
TUpO3UHa JeTekToBaHa je koj GSla wuszodopme w3 M. trancatula, a oBaj Tun
KOBaJICHTHe Mojau(uKanyje NoBoaU a0 WHakTtuBanuje eHsuma (Melo u cap., 2011).
Hurtposunamuja Tyr-167 nosehana je y Homynama ¢popmupanum myranTHuMm Rhizobium
cojeM (Fix") medextHuM y a30TOdUKCAIM]H, OJHOCHO Kaja je moBehana KOHIIEHTpaIHja

CKCTCPHOI' HUTpATa.

Perymanuja akTHBHOCTH ajlOCTEpUYHMM HHTEpAKIMjaMa ca JIMTaHIUMa |
acolIMjalijoM-IUCOIHjallnjoM cybOjenuHuiia Takohe cy omucanu koa omsbHux GS. GS
nypuukoBana u3 L. minor mexkomnerutuBHO je mHxuOupana ADP-om, AMP-om u
amuHokucennHaMa, Ala, Asp, Gly u Ser (Stewart u Rhodes, 1977). Cnuynu pesynratu
nobujenu cy u ca 6akrepujckum ensumom (Woolfolk u Stadtman, 1967), anu je kacuuje
MOKa3aHO Jla aMMHOKHCEJIMHE KOMIIeTHpajy 3a BE3MBHO MECTO 3a TiyTamar, a
HYKJICOTHIM 3a Be3uBHO MecTo 3a ATP (Eisenberg u cap., 2000). Edekar HykieoTnaa
Ha aKTHBHOCT OMJbHEe GS JeTaJbHO je UCIMTAaHa Ha W30(OPMU MPpeUnITneHoj U3 ceMeHa
rpamka (Knight u Langston-Unkefer, 1988), u tana je nmokazaHo na cBaka cy0jenuHHIIA
MMa jeJHO aKTUBHO MECTO W jeJHO aJOCTepUYHO MECTO 3a KOja MOTY Ja C€ BEXKY
nykieotuan ATP nmu ADP. Ilpu BesuBamy 3a aktuBHO Mecto ADP ce monama kxao

KoMIEeTUTHBHE HHXUOUTOp ATP-a. O0a HyKJIeoTO/Ja KOMIIETHPAjy M 32 aJOCTEPHUHO
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MecTo Koje uma Behu adunuter 3a ADP, a BesuBame ADP 3a oBo MecTo moBoam 110
aKTUBallMje eH3uMa. Y ciydajy kana je ATP Be3aH 3a alloCTepUYHO MECTO JI0JIa3H JIO
CMamemha aQUHUTETA 3a CYNCTpaTe ¥ MHXUOWIMje eH3uMa. /lemMMuYHa MoTBp/Aa OBUX
pesynrara JoHIIa je ca OKTaMEPHUM MOJENIOM €H3UMa CTBOPEHOT Ha OCHOBY
enexTpoHcke mukpockonuje GS u3 Lotus japonicus (Llorca u cap., 2006). I[To oBom
mojeny OusbHE GS je okTamep ca [Ba TeTpaMepHa MpCcTeHa KOjU HACTajy MHTEPAKIIN]jOM
nBa qumepa. CBaku map aAuMepa Caap)kKd jeJHO aKTUBHO MECTO, a NPH MaKOBamYy JBa
IUMepa y TeTpaMep HacTajy joll JiBa Mceyao-aKTHBHA MecTa Koja Mory jaa Bexy ATP,
amu He u Glu, ca moryhom perynaroprom yinorom. Kox mehepHe perne geTeKToBaHu Cy
aktuBau GS Terpamepu y mmcroBuma (Mdck u Tischner, 1994) u kopeHoBuMa
tpancopmucanum ca Agrobacterium rhizogenes (Mack, 1998), uumja je koiaMuHHA
Bapupaia ca CTaJijyMOM pa3Boja U a30THUM cratycom ousbke (Brechlin u cap., 2000),

IITO HaroBemTaBa (PU3MOJIONIKY 3HA4Yaj TUCOIIHjallH]je-acolHjalije cy0jeInHuIa.

1.1.4 dyukuuja u perynanuja GS kox A. thaliana

I'enom A. thaliana cagpxu mer GS1 rena (GLN1;1 - 1;5) u jeman GS2 ren
(GLN2). Tlpema Opojy reHa oBo je jemna ox Behmx GS damumnmja xox 10 canma
UCITUTUBAHUX OMJbaka, Koja je mH(pepHopHa jequHO y oqHocy Ha mmenuiny (Bernard u
cap., 2008). GS renu A. thaliana cy aucnieproBaHM Ha pa3IHYUTHM XPOMO30OMHMA!
GLN1;1, GLN1;4 u GLN2 namaze ce Ha xpomo3zomy 5, GLNI;2 m GLNI;5 nHa
xpomo3omy 1, a GLN1;3 nHanasu ce Ha xpomo3omy 3. GS1 reHu kKomaupajy MpoTeHHE
Koju ce cacroje on 353 - 356 amuHOKHcenHHCKHX ocTaraka (Cnmka 6) ca BUCOKHUM
CTETICHOM XOMOJIOTHjE€ y CeKBeHIlama, koja ce kpehe om 79 mo 92 % (Tabenma 1).
Hajsehy xomomorujy y cekBenin on 92 % neme GLNI1;1 m GLNI1;2, nok mpumapHa
ctpykrypa GLNI1;5 mokasyje HajBehe pasnuke y OZHOCY Ha OCTaie ITUTOCOJHE
uzodopme. Mosekyincka maca GS1 nporeuna u3 A. thaliana usnocu 40 kDa (Ishiyama
u cap., 2004b). I'en 3a GS2 koaupa npotenH oa 430 aMUHOKUCEIMHCKUX OCTaTaka, oj1
kojux onpehen O6poj Ha N-tepmunycy (Tabema 2; Cnouka 6) mpeacrtaB/ba MENTHAHY
CEeKBeHITy 3a TpaHcropT y xsoporact (chloroplast targeting peptide - cTP) xoja ce
OJCTpamyje MPUWIMKOM YHOCA Y XJIOPOIUIACT, TAKO Ja 3peo NPOTEHH MMa macy oj 44

kDa (Ishiyama u cap., 2004b).
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Taobena 1: Xomonoeuja GS npomeunckux

cexgenyu usogopmu uz A. thaliana y %

CIUYHOCU.
GLN1;2 GLN1;3 GLN1;5 GLN2
GLN1;1 92 86 79 76
GLN1;2 100 84 79 78
GLN1;3 100 82 74
GLN1;4 79 77
GLN1;5 100 69
GLN2 100

Ha ocnoBy ren-¢untpanuje npeunnthennx pekomOunantanx GLN1;1 - GLN1;4
(E. coli, His-tag) u cmenre npeunithennx GS1 nzopopmu u3 Ousbke, oapeheHa je maca
on 320-380 kDa 3a HaTHBHE €H3MME IITO OJroBapa okTamepHoj ctpykrypu (Ishiyama u

cap., 2004b).

Tabena 2: Ocnosnu nooayu o GS uzoghopmama koo A. thaliana.

J0KyC/ uPHK [bp] aAMHHO- 1
| | . | C pl/MW
uzodopma ; uPHK/ . (KoIupajyhu pernoH | KUCEIMHCKHX MW2
| mpoteun/ [bp]) ocraTaka
. AT5G37600/ |
GLNLL NM_1231103/ 40 356 528 31507
________________ NP 198576, &
. AT1G66200/ |
GLN1;2 | NM_105291.3/ | (1134519289) 356 5'141{033[2)27'13
__________________ NP _176794.1 : &
" AT3G17820/ |
GLNL;3 | NM_112663.2/ | (9013141154) 354 5'724{03%24'57
__________________ NP_188409.1 @
. AT5G16570/ | 1269
GLN1;4 | NM_121663.2/ (44..1114) 356 5'121(0358216'81
.. NP 5683351 : T
| AT1G48470/ | 1307 353
GLN1;5 | NM_103743.2/ ! (74..1135) 6.20 / 38907.10
__________________ NP _175280.1 &
. AT5G35630/ | 1829 | 6.43/47410.61
GLN2 | NM_122954.3/ | (325..1617) 430 (385)° | (5.28/ 42474.76)"
. NP_198413.1 | | 44 kDa
“Hanomene:

Lol u MW ozpelenn Ha 0CHOBY CeKBeHIe

MW ozpeljer Ha ocHoBy Murpaumje y SDS remy (Ishiyama u cap., 2004b)
36poj AMUHOKHUCEITMHCKHX ocTaraka 0e3 CTP cekBeHIe

*ol u MW ozpelern Ha ocroBy cexsenne GLN2 6e3 cTP
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HcnutuBamem excrnpecuje GS1 rena ycranossbeno je ma GLN1;1 - 1;4 umajy
3HavajaH HUBO ekcnpecHje y kopeny (Ishiyama u cap., 2004b) u nmcroBrmMa u3 posere
(Lothier u cap., 2011), ook je komuunna GLN1;5 TpaHckpuaTa Ha rpaHUIH AETEKIH]E.
360r oBora cy GLN1;1 - GLNI;4 renu u HBUXOBH MPOU3BOJAU JCTajbHU]EC WCIIUTAHH.
Kopumhemem npomorop-GFP ¢y3nonux rena mokazano je ga GLNI1;1 - 1;4 umajy
JIOKAJIM30BaHy eKcIpecHjy y crenuduynnm TkruBuMa kopena (Ishiyama u cap., 2004b).
Excnipecuja GLNI;1 je HajBuIma y MOBPIIMHCKUM CJI0j€BUMa KOPEHA, BPXY KOpeHa, Y
KOpPEHCKUM JulauniiaMa u enuaepmannuMm henujama. Excnpecuja GLNI1;2 m GLN1;3
HajBuIIa je y hemujama Koje rpaje BacKynaTypy KopeHa, Jok je ekcnpecuja GLN1;4
JOKaJM30BaHA Yy MEPUIMKINYHUM henmujama 0asze JaTrepalHUX KOPEHOBA. AHAIU30M
tpanckpunroma A. thaliana y pasmuuntuM TkMBHMa U (a3ama passuha mokasaHa je
OHTOTeHeTcKa perynaija ekcrpecuje GS1 rena (Schmid u cap., 2005; Ilpwior 1).
Hajsume tpanckpunata GLN1;1 neTekToBaHO je y CEHECHEHTHUM JIMCTOBUMA H3HAJ
po3ete u nBeroBumMa. Tpanckpunt GLN1;2 6wim cy oOWIHH y TOTOBO CBUM TKHBHMA
ocuM y 3penuMm cemeHuMa u mojieHy. Excrpecuja GLN1;3 Ouma je HajBuma y
CTaOJbUIM, Y CEHECIIEHTHUM JIMCTOBUMAa M TOKOM €eMOpHOreHor pasBuha, JOK je
excripecrja GLN1;4 Owra HajBuma y JMCTOBMMAa HW3HAJ] pPO3ETE M CEHECICHTHUM
mucroBuMa. OBUM eKCTIEpUMEHTOM je yTBpheno aa ce HajBume GLN1;5 tpanckpumara

JETCKTYje Y CeMEHY | IBeTy, Mel)yTuMm Jio cana Huje yrphena moryha yimora GLN1;5.

Excripecuja GLN1;1 - GLN1;4 rena je audepeHIMjaHO peryaucaHa
JOCTyMHOMINY a30Ta y TMOUIO3U. Y YyCIOBHMa W3IJIalkhaBamba a30TOM HHIYKY]y ce
GLN1;1, GLN1;3 u GLN1;4, a monasu no cMmamema ekcrnpecuje GLNI;2 rena, gok y
ycioBUMa M300uJba a30Ta foia3u o cympecuje excnpecuje GLN1;1, GLN1;3 u GLN1;4
u 3HaTHOr moBehama kommumHe GLNI1;2 tpanckpunara (Ishiyama u cap., 2004b).
Excnpecuja GLN1;1, GLN1;2 u GLNI1;3 peuumnpouno je perynucana mehepuma u
amuHokucenmHama (Oliveira n Coruzzi, 1999), npu yemy moxatak mpoctux Inehepa -
¢bpykTO3€, TIyKO3e W caxapo3e Yy TMOAJOry JOBOAM [0 TMoBehama KoJIWYMHE

TpaHCKpuIara, 10k jgonatak Asp, Asn, Glu u GIn camxaBa ekcripecujy OBUX T'eHa.
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Genra 4 e e e e e e e e e i MELVSD NLSDSTDK
G2 4 e e e e e e e e e i MELLAD DISDNSEK
GLAS LI e MELLSD NLTDATSK
G E T T MEsLAD DLSDSTDR
GLATS LT T T MTEFLSD DLSD-TKK

Ginz TMARQ I LAASPTCUMRYPKHSSY I ASSSKLWSSYVLKUOKKQSNNKYRGFRYVLALQSDPNSTYNRYET DTKFYSDR

€TP (ChiereP 1.1)

Gind;d 118
Gindz 118
Gind 3 118
GLar 118
GLArS 118
Gz 176
Gt 119 ' 206
Giard 2 119 206
Giar;a 119 206
GLar 119 206
GLArS 119 206
Gz 77 264
W
Gt 207 E 294
Giard 2 207 E 294
Giard:a 207 E 294
Gt 207 E 204
Gl ;5 207 (] 204
Ginz 265 E 252

1L+l - ac C e ~ =50 = = =

G1SA+DOVIIVARY ILERITEI AGWWYSESFDPKP IPGDMWNG AGAHTHYSTHSMRE+ GGYWEW | KKAIEKLGLRHKEH I AAYGEGHERRLTG
]

*
G 205 H 1 e oo 258
G2 205 H 1 LBwNe 258
GiAE 205 K v W - - 254
LA 205 K 1 g 358
LA 205 K v e 353
GiAz 353 K cig LEMWEFP TLEAEALAADKLSLNY 430

Cnuka 6: Ilopeherve npeosulenux npomeunckux cekeenyu (uzeeoenux uz uPHK) sa GS
uzoghopme uz A. thaliana. Hcnoo cexeenyu GS npomeuna, npuxkazana je KOHCeH3yCHA
cexgenya ca xucmoepamom yuwecmanocmu. Y GLN2 obenedxcena je cexeenya 3a
mpancnopm y xaoponnacm (cTP). Ilnasum 36ezouyama (*) obenesxcenu cy enasHu
AMUHOKUCETUHCKU OCmayu Koju yuecmsyjy y Qopmupary 6e3uenoe mecma 3d
AMOHUJYM-JOH, ypeeHum 36ezouyama (*) obenedxcenu cy 2nasHU AMUHOKUCETUHCKU
ocmayu Koju yuecmsyjy v Qopmuparby 6e3usHoc mecma 3a 2Iymamam, d YpeeHum
cmpenuyama (|) oopehenu cy KbYUHU AMUHOKUCENUHCKU ocmayu Koju oopehyjy
paziuke y aguurumemy 3a cyncmpame, d mume U KAMATUMUYKY eQUKACHOCT
pasauyumux uzogopmu (Ishivama u cap., 2006). Lpuum 36e30uyama (*) obenedcena cy
0sa Cys npucymna camo ko0 GS2 uzogopmu, uujy nozuyujy koo GSI1 sayzumajy Ala
ocmayu (Baima u cap., 1989).
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HcnuTrBameM KHHETHKE peunitheHnx pekoMOuHanTHUX His-tag xomomepHux
GLN1;1 - GLNI1;4 mporenna moka3ano je na GLN1;2 u GLNI1;3 umajy Huszak, 10K
GLNI;1 u GLNI1;4 umajy Bucok aduuurer 3a cymncrpare (Ishiyama u cap., 2004b).
Hajehe pasnuke y apuHHMTETY pa3nuuuTuX H30(opMH OnakeHe Cy y OJHOCY Ha
amonujyM-jor (Km < 10 uM 3a GLN1;1, Km = 2,45 mM 3a GLN1;2). Cem tora, GLN1;3
u3opopMa TMOKazyje CyNCTpaTHy MHXUOWIM]Y TpH BHIIUM KOHIIEHTpAIMjama
riyramata. [Tosunmronom myrareHe3oM (Site-directed mutagenesis) uaeHrudukoBane cy
JIBE aMHUHOKHMCEJIMHE OJrOBOPHE 3a pPasiMKe Yy apHHUTETY Pa3IUUUTHX H30(OpPMH,
GIn49 u Serl74 (Ishiyama u cap., 2006). Huckoapuuurerne uzodopme GLN1;2 u
GLN1;3 y oBum nosuimjama umajy Lys49 u Alal74 (Cnuka 6), mpu demy myTtaiuje
K49Q umu A174S y GLN1;3 noBoxe no cMamema Km 3a amoHMjyM-joH 0] OKO 4 myTa.
Pesepzne wmytammje Q49K u SI174A y Bucokoapuuurernoj wuzodopmu GLNI1;4

noBehaBajy Km 3a amonujym-joH oko 7 myTa.

Carnemanu 3ajeHO OBHM IOAAllM HaroBemTaBajy crnenuduune ymore GS1
m3opopmu  kox A. thaliana. Ilpu ycnoBuma wu300M/Ba a3zoTa y IOMIO3M,
auckoapuautetna GLN1;2 wu3odopma, mokaim30BaHAa Yy BacKyJaTypu KOpeHa,
oarosopHa je 3a cunte3y GlIn koju Tpancmopryje asor y nmcroBe. OBO je MOTBpheHO
yumbeHUIoM 1a MyTaHTH AedexktHun y GLNI1;2 umajy mamy Ouomacy posere kajaa ce
Oousbke raje y yciaoBuma goctymHoctd aszora (Lothier u cap., 2011). Husak adunurer
GLN1;2 mpema cymncrpaTuma TMpeAcTaB/ba jeaH BHJ KOHTPOJIEC HAJ KOJMYUHOM
AaCHMMJIOBAaHOT W TPAHCIIOPTOBAHOT a30Ta. [IpW ycloBHMMa W3TJIaImaBama a30TOM
UHAYKYyje ce ekcrnpecuja BucokoapuuutetHux wuzopopmu GLNI;1 u GLNI1;4 u
excnpecuja AtATM1 Tpancnoprepa aMOHMjyM-jOHa Y CHOJbAIIEbUM CJI0jeBUMa KOpeHa
(Rawat u cap., 1999). 3axBasbyjyhin oBOM cucTeMy OMJbKa ycreBa au cuHTeTHIne GIn
VIIPKOC MaJioj KoiauauHu goctymHor azora. Cymnpecrja GLN1;2 u moBehame ekcrpecuje
Huckoapuuurerne GLN1;3 n3opopme koje je MHXUOUpaHa IIIyTaMaToOM y BacKyJaaTypu
CyrepHiIlie /1a ce Mame a30Ta TPAHCHOPTYje Yy JIUCTOBE Kako Ou Omo uckopuinheH 3a
PEMOJICTIOBAE U PACT KOPEHA OMAXEHOT Y YCIOBUMa HeocTaTka asota (Ldpez-Bucio n
cap., 2003; Walch-Liu u cap., 2005b). Ilojauana excmpecuja GLN1;1, GLNI1;3 u
GLNI1;4 y cenecuentaum jucroBuma (Schmid u cap., 2005) HaroBemTaBa jga OBe
u3odopme, opesl yiaore y npuMapHOj aCUMUJIALAj1 a30Ta, 3HA4ajHO MECTO 3ay3UMajy U

y CEeKyHJapHO] acCHUMHIAIMjd aMOHHWjaKa HAacTalIor Kara0OJM3MOM MIPOTEMHA U
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amuHokucenuHa. llopen moBumeHe ekcmpecuje TokoM cenecuenuuje GLN1;1
u3odopma je cymncrpar 3a Ser/Thr nporenn kunazy AtCRK3, umja je excripecuja takohe
MOBHIIICHA TOKOM ceHecueHiuje naucroBa (LI u cap., 2006), mTO HMILIHIHpA |
nocrrpancnanuony perynanujy GS1 m3odopmu kox A. thaliana tokom pazmuumtnx
daza KMBOTHOr mHKIyca. Yiora, perymanuja u kuHeruka GLNI1;5 mo cama Hucy

HUCIIMTUBAHU.

VY ckiamy ca OIMUCAaHOM YJIOTOM Y JCTOKCHUKAIlMjU aMOHHjaKa HACTaJOl TOKOM
doropecnmpanuje (Wallsgrove u cap., 1987; Edwards u Coruzzi, 1989) ekcrpecuja
GLN2 xox A. thaliana perynmcana je cBemiomhy Kpo3 aKTHBHOCT (UTOXpoOMa M
onrocoMm C/N jemumema y mucty. Kama cy Ousbke rajeHe y MpaKy H3JI0KCHE CBETIY
norwio je o Harmor nopacta GLN2 tpanckpunata Beh Hakon Hekonuko catu (Oliveira
u Coruzzi, 1999). Viora ¢uroxpoma Kao MeaujaTopa OBE peryiaiudje yrBpheHa je
npahemem kommumae GLN2 Tpanckpumara koj Ouspaka Koje Cy H3JIOKCHE MYJICY
upseHor (R) menma cmektpa (650-670 nm) koju aktuBupa ¢utoxopMm, u R myncy
npaheHom nysiceMm naneke npseHe (FR) csernmoctu (705—740 nm) koja MHAKTHBHpa
duToxpomcky curnanusamujy. [losehame Opoja Tpanckpumnata GLN2 nerekroBaHo je y
ciydajy R mynca, anmm He w y ciyuajy R + FR. Cianano kao y ciydajy GS1 rena,
excnpecuja GLN2 perynucana je onHocom mehepa 1 aMMHOKUCENUHA Y TKUBY: J10/1aTaK
npoctux mehepa (Pppykrose, IIIyKo3e U caxapos3e) y MOJJIOTY J0BeO je 10 moBehama
ekcnpecuje, 10k je momarak Asp, Asn, Glu u GIn nmoBeo m0 cmamema Opoja
tpanckpumnara (Oliveira u Coruzzi, 1999). Ha ocHOBY 0BHX €KCIiepUMEHATa 3aKJby4CHO
je Ja JBa MeIujaTopa y4YecTBYjy Y HPEHOCY CBETJIOCHUX CUTHAla KOJU DPEryJIHIIy
excipecrjy GLN2: npBu je ¢uToXpoMm, 4Mja je aKTUBHOCT JAMPEKTHO IOBE3aHA ca
KBAJIUTETOM CBETJIOCTH, a JIPYTH MeIujaTop Cy mpocTu mehepu, uuja ce eHIoreHa

KOHIIEHTpaIlrja nmosehaBa acCHMUJIAIIA]OM yTJbeHHKa y KaTBHHOBOM ITUKITYCY.
1.2 Tayramat-cunrasa kox A. thaliana

A. thaliana mocenyje nsa Fd-GOGAT renma GLULl u GLU2 u jeman NADH-
GOGAT ren GLT1. NADH-GOGAT ce cactoju oJ jemHOT MENTHAHOT JIAHIA O]
2208 amuHOKMCcenMHA, Npu 4YeMy N-TepMHUHAIHM JIOMEH TII0Ka3yje BHCOK CTEleH

xomoitoruje ca Manom cyojenuuauiiom NADH-GOGAT wu3 E. coli, nok je C-repMunannu
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JIOMEH CJIMYaH BEIMKOj CyOjequHuIM oBor enzuma u3 E. coli (Lam u cap., 1996). GLU1
KOJIUpa €H3MM KOju ce cacToju o 1622 amuHokucenune, g0k FA-GOGAT koju konupa
GLU2 uma 7 amunokucenuHa Buiie. CBu oBU npoTenHu umajy CTP Ha N-Ttepmunycy,
koju je y cinydajy GLT1 nyxune 49 amunokucenuna, 3a GLUL 69 amuHOKucennHa, a 3a
GLU2 72 amunokucenune. Xomonoruja usmehy asa FA-GOGAT mpotenna usHocu 79
%, nox je mwuxosa cimyHoct ca NADH-GOGAT 41 % y cayuajy GLUL, u 40 % y
ciydyajy GLUZ2. Excnpecuja GLUL rena je HajBuIa y JIMCTOBHMAa U PETyJIMCAaHA |
ceemiomhy u KoHIeHTparjoM caxaposde (Coschigano u cap., 1998). Pamumano
HaroMujaaBame amMoHujym-jona y aucty GLUL knockout myranTa, ymameH pact u
XJIOpO3a MpH U3jaramy (OTOpPECIMPAMOHAM YCIOBUMA HAroBeIITaBa Ja je mpuMapHa
yiaora Fd-GOGAT wusodopme Kojy Koaupa OBaj T€H YIOPaBO Yy CEKYHIapHO]
acumunanuju amoHujym-jona (Somerville u Ogren, 1980). GLU1 knockout myrantu
UMajy yMameH pacT W Yy YycloBHMa cympecuje (oropecnupanuje moehaHoM
koHnentpauujom CO,, mTo ymyhyje Ha ynory u y NpUMapHO] acCHMHIIAIMjH
amonujym-jona (Coschigano u cap., 1998). GLU2 u GLT1 reHu HajBUIIY E€KCIPECH]Y
uMajy y KopeHy, mro ynyhyje na usodopme KogupaHe OBUM IeHHMMa MMajy YIOTY y
npuMapHoj acumuianuju amonujym-jona (Coschigano u cap., 1998; Lancien u cap.,
2002). Excnpecuja GLT1 rena crumynucana je ersoreHuM Hutpatom (Wang u cap.,
2000; Wang u cap., 2003). 3a merasbanjy Busyenusaiujy ekcrpecuje GOGAT rena y

pa3IMYMTHM TKHBUMa TOKOM pa3Buha A. thaliana mornexatu npuior 1.
1.3 VYiora OWbHHX peryjaTopa pacTema y aCHMWIALKjH a30Ta

300r BENMKUX Bapujanyja y AOCTYHHOCTH a30Ta, OWUJbKE Cy pa3BUIIE CIIOKEHE
¢dusnonomke W MOpQOJIONIKE OJAroBOpe KojuMma OallaHCHpajy pacT W pas3Buhe ca
KOJIMYMHOM aCHMHUJIOBAHOT a30Ta U3 3eMJpHINTa. OBU OATOBOPH YKJbYUY]y peryJanujy
yHOca aMmoHHWjyM-joHa (Gazzarrini u cap., 1999) u mutpata (Nazoa u cap., 2003),
npoMeHe y apxutekTypu kopena (Walch-Liu u cap., 2005b) u onrosapajyhy
npepacmojieny pecypca usmel)y kopeHa u HaazemHuor gena omsbke (Walch-Liu u cap.,
2005a). TlomTo je opraHM3aM BHIIHX OWJbaKa CACTaB/bCH OJI Pa3IHYNUTHX TKHBA U
opraHa koju umajy crneuupuuHe QyHKIMje U moTpede 3a HYTPHjEeHTHMMa, jaBjba Ce
notpeda 3a KOOpAWHAIM]OM (PU3HONOIKUX U MOP(OIOMIKKX OATrOBOpa Ha HUBOY LiEJe

ouspke. Kako O ce mocTuriia KOMyHHKalldja O JOCTYIMHOCTH a30Ta yHyTap W usMmehy
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OWJBHHMX OpraHa, KOPHCTE Ce JIOKAJTHU MEIHMjaTOpHU CUTHAJIA, M jeIUbEHha CIIOCOOHA 3a
CUTHANM3allMjy Ha JaJbMHY, Mel)y KojuMa ce H3/Bajajy HHUTpAT, aMHHOKHCEIHHE,
mehepu u puroxopmonn (Forde, 2002b; Sakakibara u cap., 2006; Kiba u cap., 2011).
[Topen ycTaHOBJbEHHX YJIOra TOKOM pacTema M pa3Buha Owibaka, NOCTOjU CBE BHIIC
JI0Ka3a Jia TpH Ki1ace PUTOXOPMOHA - IUTOKMHUHH, ayKCUHU U a0CIHCUHCKA KUCEIHHA
3ajeIHNYKHM JICIIOBakbeM KOOPAMHUINY MOTPAXIkY U ycBajame azora (Signora u cap.,
2001; Forde, 2002b; Wilkinson u Davies, 2002; Sakakibara u cap., 2006), mok je yiaora

OCTaJIMX KJjiIaCa XOpMOHa HCIIO3HAaTAa.

(AL

IAA 2,4-D KIN GA3 ABA

\ ayKCuHu / \ L{UTOKUHUHI / \ rubepenuu / Qﬁcuncmnc«a kmcenmny

Cauxka 7: Buwmnu xopmonu: npupoonu aykcum unoorayemam (IAA), cunmemuuxu
AYKCUH 2,4 ouxnopgenokcuayemam (2,4-D), YUMOKUHUHU N6-(42-
usonenmenun)adenun (iP), trans-zeamun (tZ), kunemun (KIN), cubepenuncka xucenuna
(GA3) u abcyucuncka kucenuna (ABA).

1.3.1 HuTOKHUHUHH

Huroxknnunn (Cnuka 7) cy (UTOXOPMOHHU YKJbYYEHH Yy peryianujy zeode u
nudepennujanuje henuja, QGopMupame XJIOpPOIUIACTa, WHHIHMjAIU]y TyMoJbaka |
omtarame ceHecuenije (Mok u Mok, 2001). TlpBe Ha3zHake O TMOBE3aHOCTH
[IUTOKMHUHCKUX CUTHAJIHHX IyTE€Ba M METa0OJIM3Ma a30Ta MPOU3HIIa3e U3 ONa)xkama Jia
j€ KOJNWYMHA IUTOKMHWHA y TKWUBY KOpEJMCaHa ca JOCTYIHOIINY a3oTa KOJ jeuma
(Samuelson u Larsson, 1993) u aysana (Singh u cap., 1992), Te 1a TpeTMaH er30reHuM
[IUTOKMHUHMA yKJIakha MHXUOWIM]Y pacTa M3a3BaHy MaJloM JOCTYIHOIINY a30Ta KoOJ
Plantago major (Kuiper, 1988). IloBehana nocTymHOCT a30Ta JOBOAM 110 MoBehama
KOHIIEHTpAIlHje IIMTOKHHIHA Y KCHIIEMCKOM COKYy Ko1 Kykypy3a (Takei u cap., 2001).
['eHeTcka mo3aanHa OBUX OINaKama IMOCTaNa j€ jaCHHWja Kaja je MOKa3aHo Ja HUTpaT

uHnykyje excpecujy AtIPT3 rena (Cnuka 8) xon A. thaliana (Takei u cap., 2004). Oaj
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TeH Koaupa jeaHy oa  ceaam  u3ohopMu  eH3UMa  aneHo3uH-docdat-
uzoneHTeHunTpanchepase (IPT) koje karanuiry WHUIAQJIHE KOpak y OHOCUHTE3U
nutokuHnHa. Muayknuja ekcnpecuje AtIPT3 rema kao oxaropop Ha mnoBehaHy
JIOCTYITHOCT HUTpaTa aenoM je nmocpenoBana NRT1.1 nporennom (Cruka 8) xKoju uma
yaory HuTpaTHOr censopa (HO u cap., 2009) u tpancnoprepa (Wang u cap., 2009).
Excnpecuja AtIPT3 najBuma je y ¢moemMckom TKuBY mTO ynyhyje Aa IUTOKMHHUHU
CHUHTETUCAHU OBUM €H3UMOM YYECTBY]Y Y CUTHAJIHM3AIMjH O a30THOM CTaTyCy M3 JIUCTa

y kopeH (Takei u cap., 2004; Kiba u cap., 2011).

JenHa on TIaBHMX yllora IMTOKMHHMHA Yy peryiandju Meradboim3Ma as3ora je
HeraTMBHAa peryjandja TeHa KOju KOJHMpajy aKTHBHE TPaHCHOpTEpe 3a HHUTPAT H
aMOHHUjyM-joH y KopeHy. Kox A. thaliana erzorena arumkanuja DHTOKMHIHA TOBOIH 10
penpecuje TeHa Koju Koaupajy TtpaHcrmoprepe uurpara (AtNRT2.1 u AtNRT2.2),
TpaHcnoprepe amoHujym-jona (AtAMT1.1 - 1.3), reHa Koju Koaupa aKTUBHHU
tpancnoptep 3a ypey (AtDUR3) u Hexonuko reHa 3a TpaHCHOpPTEpe aMHUHOKHCEIHHA
(Brenner u cap., 2005; Sakakibara u cap., 2006). CmaTpa ce na cy XUCTHAMH KHHa3e
AHK3 u AHK4 penentopy UIMTOKMHHMHA Y KOpPEHY KOJH YYECTBY]Y Y OBOj
curHanm3anuju (Criuka 8), momro ko ahk3 ahk4 neoctpykor knockout myranTta A.
thaliana ne nonasu no penpecuje momenyrux rena (Higuchi u cap., 2004). 3a pasnuky
ol edekara y KOpeHy, LUTOKMHUHM I0jadaBajy €KCIPECH]y HEKOJIMKO TeHa KOju
Konupajy HutpatHe TpaHcrmoptepe y Jucty (AtNRTL1.4, AtNRTL.7 u AtNRT2.7)
BEPOBATHO Kako OW ce mobOoJbliana IUCTPUOYIIMja U TPaHCIOKallMja a30Ta y JUCTY Y

yCcJIOBHMa Kajia je a3oT aoctynan y nomiosu (Kiba u cap., 2011).

1.3.2 Aykcunm

Aykcunu (Crnuka 7) ce 4yMHE HWACaTHUM KaHIUWAATHMAa 3a CUTHAIM3AIU]y Ha
JaJbUHY jep ce MPUMAapHO CHHTETHINY Y JIUCTY M TPAHCIOPTYjy Oa3uIEeTaTHO y KOPEH
(Berleth u Sachs, 2001). AykcuHu perynuiiry jako BEITUKHA Opoj GHU3UOIOMIKKX MTpoIeca
Kao IITO Cy OpraHoreHe3a, (OTOTPONM3aM M TPABHTPONHU3aM, M cMarpa ce Ja je
nucTpuOylrja ayKCMHa y OWMJbIIM KJbydHA JETepMHHAHTa pacTema W passuha. Ilopen
TpaHCcropTa ()JI0EMOM ayKCHHU ce crenujaasHuM memOpanckuMm mporenHuma (PIN)

KOOpJIMHHUCAHO TIpeHoce u3Mmely hemmja, a perymmcana pacmonena oBHX €(IyKCHUX
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TpaHCHOpTEpa JA0BOIM A0 (hOpMUpaba KOHIIEHTPALMOHUX TPaIijeHTa ayKCUHA Y TKUBY
koju obnukyjy oussky (Friml, 2003). YkipyueHOCT y perynaiujy Metaboin3Ma a3oTra
MOCTaJIa je jacHa KaJia je MOoKa3aHo Jla ayKCMHU U HUTPAT UMajy ucte edeKkTe Ha pa3Boj
6ounux kopeHoBa A. thaliana, a ma edexkrn ammmkanuje HUTpaTa HM30CTajy KOJ
MyTaHata JeQeKTHHX y ayKCHMHCKO] curHainm3anuju. Jlokanno nosehame
KOHIIEHTpAIlMje HUTpaTa y TOJUIO3H JOBOAM J0 MHHIIMjallMje W yOp3aBa pacT OOYHUX
kopenosa (Robinson, 1994), kao u momarak ersorenux aykcuHa (Reed u cap., 1998).
OBaj edekar Hutpara Huje npumehen kox myranta A. thaliana neocersbuBor Ha
aykcuHe (axrd) koju je neekTaH y TpaHcnopry oBux xopmona usmely henuja (Zhang u
cap., 1999). 3a pasnuky on edekara jokamHor nmoBehama KOHIIGHTpallMje HUTpATa,
NpOJIy’KEHa CHCTEMaTCKa allldKallja HUTpaTa HHXHOUpa pa3Boj OOYHUX KOPEHOBA KOJI
A. thaliana. Kox myraHara koju cy aedeKTHH y HHTpAT-peAyKTa3W OBaj edekar je
U3paKEHH]H Y OJTHOCY Ha KOHTPOJTHE OMJBbKE, ITO YKa3yje /1a TOBUIICHA KOHIIEHTpAIH]ja
HUTpaTa y TKUBY, a HE y IMOMJIO3H, JOBOJM O MHXMOWIMje pacTa OOYHHX KOPEHOBA
(Zhang u cap., 1999). Kox nyBaHa je moka3aHO Ja aKyMyJjalija HATpaTa y JIUCTY
JIOBOJIM JI0 MHXUOHUIHje TpaHama kopeHa (Scheible u cap., 1997). OBu nomaiu noBenn
cy no dopmupama Mojela mpemMa KoMe akyMmyJjaldja HUTpaTa y JIUCTYy MHXUOUpa
CUHTE3y WJIN TPaHCHOPT aykcuHa y kopeH (Cnuka §), 1ok ux noehaHa KoHIIEHTpaluja

HUTpaTa y MOJUT031 y 0JiHOCY Ha TKHBO nocreryje (Forde, 2002a).

ExcniepyuMmeHTaIHM J10Ka3u cBe BUILE ynyhyjy Ha KibyuHy yiory Mukpo PHK y
perynanmju ekcrpecHje reHa koju omoryhaBajy KOMyHHKanujy usmel)y merabonmsma
a30Ta ¥ AyKCMHCKMX CHTHAJM3allMOHUX MyTeBa. HemaBHO cy uueHTH(HKOBaHE Be
mukpo PHK, miR167a (Gifford u cap., 2008) u miR393 (Vidal u cap., 2010) uuje je
eKCIpecHja peryjJucaHa KOHIIGHTPAIlMjoM TJIyTaMHHAa WM JPYTHX TPOU3BOJA
acumunanuje azorta (Cnuka 8). OBe mukpo PHK xubpuan3syjy ca TpaHckpunTiuma reHa
KOjH KOJIUpajy Meaujarope curHanusanuje aykcuanma. Mukpo PHK miR167a nmoBonu
no penpecuje ARF8, mporenHa Koju je OIrOBOpaH 3a MPEHOC ayKCHHCKOT CHUTHaja
NPUIMKOM peMojiesioBama KopeHa y oaroBopy Ha uutpar (Gifford u cap., 2008).
Hurtpar unaynubunau perentop aykcuaa AFB3 je mera miR393 (Vidal u cap., 2010).
WNurtepecantHo je ma NRT1.1 mporewH, 3a Koju ce cMaTpa Ja YMHU Be3y usMmehy
MeTaboaM3Ma a30Ta U IIUTOKMHUHCKUX CUTHAIM3ALMOHUX MyTeBa, Takohe uMa yiIory u

y aykcuHckoj curHammzanuju (Cimuka 8). Koxg myranra A. thaliana ca medextHuM
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NRT1.1 3amaxkeHo je HarommiaBambe aykcHMHa y hemujama Bpxa OOYHMX KOpEHOBA U
WHAYKIH]€ PeMOClIOBamka KOpEHa, ITO je€ HABEJO ayTope Ja CIeKYIHIiry o mMoryhoj

yno3u NRT1.1 y mehyhenujckom tpancmopty aykcuna (Krouk u cap., 2010).
1.3.3 AOcCHHCHMHCKA KHCEeJIHHA

Abcuucuncka kucenuna (ABA, Ciuka 7) je mo3Hara Kao XOPMOH CTpeca KOju je
YKJbYYEH y perynanujy (pu3uOJOMIKHX OAroBopa Ha OMOTHYKE M abMOTHUKe (pakTope,
Ka0 | Tpolleca KOju Ce O/IBHjajy TOKOM pa3Buha ceMeHa U YCIIOCTaBJbarma JOPMaHIIH]e
(Seo u Koshiba, 2002). Yiora ABA-¢ y perynanuju Meraboiu3ma a3oTa HHje 10 Kpaja
pazjammena, MehyTum oBa obnacT Oyau cBe BHILE MHTepecoBama. [lo3Haro je na
curnanuzanyja ABA-om ydecTByje y mHXHOUIUjU Qopmupama O00UYHUX KOpeHoBa A.
thaliana y mpucycTBy BHCOKE KOHIIEHTpaluje HWTpara y moio3u (Signora u cap.,
2001). MyranTtu HeoceTbuBU Ha ABA-y, ca nedexTHuM perentopuma (abi4-1, abi4-2 u
abi5-1) u myrantu aedextHu y Ouocunresu (abal-1, aba2?-3, aba2-4 u aba3-2), cy
Mame CEH3UTHBHU Ha WHXUOUTOpHE e(deKTe NpPOIyKEHE CHUCTEMAaTCKe AaruTHKalluje
HUTpaTa Ha pa3Boj OouyHux kopeHoBa. [lokazano je ma ABA WHIyKYyje €KCIPECH]jy
tpaHckpunuuonor dakropa ABI4 y kopeny A. thaliana, koju maxubHpa hopmupame
00YHMX KOpPEHOBA HajBEepOBATHH]jE CIpEYaBambEM TPAHCIIOpTa aykcuHa y KopeH (Crnuka
8). Tpancrene OWJbKe ca KOHCTUTYTHBHOM ekcmpecujom ABI4 umane cy 3HadajHO

peaykoBane konuuuHe PIN1 mnporenHa koju yuecTByje y TpaHCHOPTY ayKCHHA
(Shkolnik-Inbar u Bar-Zvi, 2010).

23



i~
w( Pl
-._-|--

LMTOKMHUHA
JINCT ayKCUHM I— - NO —> - =3 UMTOKWMHUHK

-

TpaHCcA0KaLMja M3 INCTa y KopeH

\

m curHanusaumja
X &|  aBcuncnmcrom CUrHanuM3saymja
- ABl4 - LI,HTOKHHHHHMEI
curHanausaumja KWUCENMHOM?
ayKCMHKMMa

S o
/I CHUHTEe3a

UUTOKNHKWHA

acMmunaumjaasorta

NRT1.1 A
rnyTamm TpaHcnopTep - NO; 7/
ceHsop P 7’

\ QNO;Z——"’ /

Cnuka 8: Ilpemnocmaemene unmepaxyuje usmelhy Mmemaboruykux nymeea

acumunayuje azoma u gumoxopmona. [locmynnocm azoma Kpo3 KOHYEHMPAyujy
HUMpama U  HU3800HUX Memaboiuma  pecyiuuie  OUOCUHME3Y  YUMOKUHUHA
(nocpeocmeom AtIPT3), nepyenyujy aykcuna (npexo AFB3/miR393), mpancoykyujy
cuenana aykcuna (npexo ARF8/miRl167a) u mpancnopm aykcuna (NRTI.I).
Abcyucuncka xkucenuna cnpedasa mpaumcnopm aykcuua y kopen (ABI4/PIN1) u mume
unxubupa muxoge egexme. Ilpuxazana je u ynoea eubeperuna (GA) y ceemnocHoj
peaynayuju excnpecuje cena yuju je meoujamop gpumoxpom (GIDI1/DELLA/PIF3). Lpne
cmpenuye 03Hayaeajy nozumusHe, a T- JauHuje uHxubumopHe uHmepaxyuje;
ucnpexudame JUHUje 03HA4asajy Henomephene uHmepaxkyuje;, cyme cmpenuye
npeocmasbajy mpamcnopm xopmona uzmehy aucma u kopeua. AtIPT3 - uzogopma
aoenozun pocgam-uzonenmenurmpancgepasze; AHK3 u AHK4 - peyenmopu 3a
yumoxunune, ARFS8 - npomeun xoju yuecmeyje y npenocy aykcunckux cuenana, AFB3 -
peyenmop aykcuna, miR393 u miR167a - muxpo PHK koje yuecmeyjy y cuenanusayuju
aykcunuma, NRTI.1 - npomeun ca oeojuom ynoeom ceuwzopa NO3 u mpancnopmepa
aykcuna, ABI4 - mpanckpunyuonu ¢axmop uuje je excnpecuja UHOYKOBAHA
abcyucunckom kucenunom, PINI - mpancnopmep ayxcunma; DELLA - unxubumopu
oopehenux mpanckpunyuonux ¢pakmopa, PIF3 - mpanckpunyuonu ¢pakmop uHoykosau

axmusHowthy ¢gumoxpoma; GIDI - peyenmop eubeperuna;, hv - ceemaocm, GA -
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HacraBak JICTCH/AC Ca MPETXOAHEC CTPaHC

eubepenunu. Unycmpayuja je moougurosana npema Kiba u cap. (2011) y3 kopuwhere
nooamaxa uz Feng u cap. (2008) u Shkolnik-Inbar u Bar-Zvi (2010).

1.3.1 T'ubepenunu

I'ubepenmuun (GA, Ciuka 7) perynuiry OpojHe pa3BojHE Mpoliece, 0J1 KOjux Cy
Haj3HAYajHUJU [IBETarbe, CCHECIEHIMja u Kiaujambe cemena (Brian, 1959; Yamaguchi,
2008). [lo cama ce Mano 3Ha O YJIO3M THOCPEIMHCKE CUTHAIU3AIMje Y perylaluju
MeTabomm3ma aszora. [IpumapHo wmecrto cuHTese GA cy mmactuau u  BehuHa
U30MPEHCKUX jJeAMHWIA KOje Yyllaze Yy cacraB OBHX MOJIEKyJa TIOTHYE U3
metmieputputon gocdarsor myra (MEP) koju je aktuBan y miactuauma (Kasahara u
cap., 2002). Cmarpa ce ma ce curHanmuzanuja ca GA oaBHja KpO3 HHTEpaKIHjy ca
DELLA TpaHCKpUIIIMOHMM penpecopuMa, OJHOCHO Jia Be3uBame TIuOepenuHa 3a
penenTope HHAyKyje Kackaay Koja JoBoau 10 YykiIamama DELLA mnpotenna
yOMKBUTHHAIIMjOM | jerpaganujomM y mpoteasomy (ltoh u cap., 2003). DELLA
NPOTEUHU CY pEeNpecopu TeHa KOjU KOAUpajy MPOTEHMHE HEONXOJHE Yy IyTeBUMa
TPaHCIYKIIMje CBETJIOCHMX CHUTHANa TMOCpeNoBaHUX ¢uroxpomoMm (Daviere wu cap.,
2008). ¥V nemocratky GA ompehenn DELLA mporewnu ce akymynupajy y jeapy u
unteparyjy ca PIF (¢utoxpom wuHTeparyjyhum Qaxkropuma) TpaHCKpUIIIMOHUM
¢dakTopuma onemoryhaBajyhu UM 1a ce BexXy 3a NMPOMOTOpE IMJbAHUX I'eHA 4Hja je
excnpecuja perynmmcana ceryomihy. BesuBame GA 3a penenrope GID1 moBoam mo
youkButuHanuje DELLA npotenna u ocnobahama PIF on HeratusHe perynamuje (Feng
u cap., 2008; Ciuxka §). O 3Hayajy CBETJIOCTH y peryjaluju CeKyHIapHe acuMUIIaIije
aMOHHUjyM-jOHAa HAacTaJIMX TOKOM (oTopecnupanyje y JHUCTOBHMA JMCKYTOBAaHO je
paHwuje, a MOIITO je TIoKa3aHa HHTepakirja n3Mmel)y myreBa Tpancayknuje curHana GA n

dbuTOXpOMa, MOCTOJU MOTYNHOCT J1a Cy THOEpENTMHU Takol)e YKIbydeHH Yy OBaj TPOIIeC.
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1.4 Awnano3m riryramarta kao uHxuOuropu GS

['myramuH-CHHTeTa3a MOCeAyje TPH BE3MBHA MECTa 3a CYIICTpare, ajiu je (OoKyc
JOCaNallbUX UCTpaXkuBaba 0 GS nHXHONTOpHMa OMO yCMEpeH Ka aMUHOKHCEITMHCKUM
aHaJo3MMa KOju ce Be3yjy yMmecTo riyramara. J[Ba Hajmo3natuja GS mHxuburopa cy

METHOHHH-CYI(POKCUMUH U (HOCPUHOTPHUIIMH.
1.41 MeTuoHMH-CYJI(POKCUMHH

Cyndonatnu aHaJIoT rilyTamara, METHOHUH-CYJI(HOKCUMUH (L-
S-(3-amuno-3-kapbokcumnponun)-S-metuiacynpokcumur, MSO, Cnuka 9) mnpeu je
okapaktepucann GS uaxudburop (Pace u McDermott, 1952). MSO je KOMICTUTHBHH
unxubutop Glu, nox y mpucycrBsy ATP-a, MSO mocraje upeBep3uOUIHN MHXUOUTOP
yenen docdopunairje y akTiBHOM MECTY IPU YeMy HacTaje METHOHUH-CYI(POKCHMHH-
docdpar (MSO-P, Ciuka 9) xoju ,3akbydaBa” akTHBHU IeHTap eH3uma (Ronzio u
Meister, 1968; Ronzio u cap., 1969; Rowe u cap., 1969). CBu 10 camga OTKPUBEHH
aQHAJIO3W TIyTamara Koju WHXuOupajy GS wmMajy ciMyaH MeXaHW3aM Be3WBama M
UHXUOMIMje, a pa3nuke n3Melhy BbHUX ce orjienajy y IpyraudjeM apuHUTETy aKTUBHHUX

1ieHTapa 3a oarosapajyhu dpochopunosanu uaxudurop (Berlicki, 2008).
142 ®dochuHOTpUIUH

Hajnoznatuju  GS  uuxuburop je ¢QochoHaTHM aHaTHOr TIIIyTamara,
bochunoTpumH (2-amuHO-4-(xuapukcumermindochunmn) 6yranoar, PPT, Cnuka 9),
KOjH MIPUPOJIHO CHHTETHINY cTpentomuiiete S. viridochromogenes u S. hygroscopicusas
y 005Ky Heprubo3oMaiHor Tpunentuaa Gochunorpunmi-L-anannn-L-ananuna (Cnuka

9) komepuujaHo Ha3Banor Bialaphos (Bayer u cap., 1972).

Cnmano kao y cirydajy MSO mHXuOUIIMje, HAKOH HHUIN]aTHOT BE3UBama Koje je
KOMIIETUTHBHO y OAHOCY Ha TiiyTamar, eH3uM (ocdopunyje PPT mpu uemy Hactaje
dochunorpunun-pocpar (PPT-P, Crnuka 9), koju ocTtaje upeBep3UOMIHO Be3aH 3a
aktuBau 1ieHrap (Manderscheid u Wild, 1986). En3um Hmje moryhe peaktuBupatn

VKJIalkamkbeM CI000HOT MHXHOWUTOpPA, MUjaTu30oM WU Ten-puirpanujom. Jlenmnvuyana
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peaKTUBaIMja €H3MMa OCTBapeHa je y KucenuMm mydepruma BUCOKE jOHCKE jaduHe, y

kojuma je PPT-P xunpommzosao va PPT u ¢pocdar (Colanduoni u Villafranca, 1986).

0 0
0 0 0 o o o o o o o ~I
Il - Lo I i 1o o~ 0
L o N
,OJJ\/\/ \\NH 'O)I\/\/ \\N/ ~o- '0)1\./\/ \\0 70)1\/\/ ~o” :0, o H o

H H H H 2

NHz+ NH3* NH3* NH3* I

MSO MSO-P PPT PPT-P Bialaphos o 0"

Cnuka 9: Cmpyxkmype GS unxubumopa: memuonun-cyigpoxcumun (MSO), memuonun-
cyngoxcumun-pocgham (MSO-P), ¢hocipunompuyun (PPT), pocgpunompuyun-gpocgpam
(PPT-P), pocpunompuyun-L-aranun-L-aranun (Bialaphos).

®ochunorpunivH je jenuau GS MHXUOUTOP KOjU je MpOHAIIa0 MPUMEHY Kao
HECENICKTHBHM XepOuuma  (KoMmeprmjanHa umena: Basta®, Liberty®, Hoe39866,
Bialophos, Buster®, Rely, Finale u Challenge). Komepumjanse dopmynarmmje
xepOunuaa Hajyemihe caapke paueMcky cmemy L- u D-dbochunorpunmna y obnuky
aMOHM]jYMOBHX COJH, a pehe Tpunentu Bialaphos. Muxubuiuja 6usbae GS noBoau 10
akyMyJaiyje aMoHHjaka ociobohenHor Tokom (oropecnHpanuje y JHCTOBHMAa U
HEJI0CTaTKa TIIyTaMUHA M HEKOJIMKO ApYrux aMmuHokucenuna (Tachibana u cap., 1986a;
Tachibana wu cap., 1986b; Hoerlein, 1994). TIloBuineHa KOHIIEHTpAaIHja
doTopecnupaliMOHOT aMOHHWjaka JOBOJAM IO HapyllaBama EJICKTPOXEMHJCKUX
rpagujeHata y hemuju mro maxubupa dorocuntedy u ¢ukcanujy CO,, a mpaheno je
XJIOpO30M, jecukaidjom u cmphy oOmsbke (Wendler u cap., 1990; Hoerlein, 1994;
Evstigneeva u cap., 2003). Kopumiheme PPT-a kao xepouiuaa je exosomku 6e30eaHo,
jep ce 3aoctanmu (OCHUHOTPHIMH PpEIATHBHO Op30 YKJIamka MHUKPOOPTraHH3MHUMa

NpUCYTHUM y 3emibuinTy (Smith, 1988).

Hekonmuko Bpcra MHKpoopraHuzama crnocoOHO je aa aerokcudukyje PPT
alleTUIIAIMjOM, 3axBasbyjyhu eH3umy QochuHOTpHIMH anetuia-tpancdepasu (PAT).
I'en xoju komupa PAT u3onoBan je u3 S. hygroscopicus (Thompson u cap., 1987) u S.
viridochromogenes (Wohlleben u cap., 1988) u massau ,bialaphos resistance gene”
(bar). Tpancrene O6mibke pesucrentHe Ha PPT mpousBesieHe ¢y TpaHC(HOPMAIM]joM ca
Agrobacterium xoju je cagpxkao bar ren y T-JIHK (Block u cap., 1987). Cem mro

omoryhaBa jeTHOCTaBHY KOHTPOJIy KOPOBa y MOAPYYjUMa Te Ce raje TpaHCreHe OuJbKe
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KOje Hoce bar, oBaj reH ce 4ecTo ynorpedJbaBa Kao CeJICKTUBHE MapKep y MPOTOKOIMMA

3a renercke Tpanchopmarje (White u cap., 1990).
1.5 Xopmesa

Xopmesa je TEepMHUH KOJUM C€ OIMCY]y IO3UTHBHH OHOJIOMKH e(eKTH
IPOY3POKOBAaHH HUCKUM J[03aMa TOKCUYHUX CYNCTAHIM WIK APYTUX ¢akropa crpeca. Y
TOKCHKOJIOTHjU OB3j (peHOMEH KapakTepulle CTUMYyJaluja MajluM, a HHXUOUIMja
BUCOKMM KOHIICHTpAllMjaMa HEKe CYICTaHIIe, IITO MPOM3BOAM HEIMHEAPHU OATOBOP Y
¢ynkmju kouuentpamumje. [Ipema Calabrese u Baldwin (2002), Ha ocHOBY MexaHu3ma
JIeTIOBakha OJTHOCHO MPHUPOJIE XOPMETHUYKOT OJr0BOpa, M3/1Bajajy ce JBa THUIA OBAKBUX
edekara, mupektHa ctumyianuja (direct stimulation hormesis - DSH) u ctumynanuja
IpEBEIMKOM KoMIleH3anujoM (Overcompensation stimulation hormesis - OCSH). OCSH
oOyxBaTa cBe (eHOMEHEe TMpH KOjuMa OATOBOP OpraHM3Ma Ha WHHUIUjAIHY
XOMEOCTaTCKy HEPaBHOTEXKY H3a3BaHy MalUM Ji03aMa HEKOI TOKCHHA WIH JPYXHUX
¢axropa crpeca, JOBOIU /0 NMO3UTUBHHUX TPOMEHA KOje He Ou Owie JeTeKTOBaHE Y
oncyctBy wuHHNHjarHOT crpeca. Ilpumep OCSH mpencraBiba OKCHIATUBHU CTpEC
MpOy3pOoKOBaH (U3UYKOM akTuBHOIIhy. MHIuBHAYe ca Maio, OJHOCHO jaKO ITyHO
(u3MUKe aKTUBHOCTH TPIIE BUCOK OKCHJATUBHU CTPEC Y TKUBY, JOK YMEpEHa U peIOBHA
(u3MUKa aKTUBHOCT CMambyje HUBO OKCHJIATHBHOT CTPeca KOjeM je OpraHh3aM M3JI0KEH,
IITO MMa TO3UTHBHE e(eKTe Ha KapJAMOBACKYJapHH M HEPBHU CHUCTEM M HMYHUTET
yenen Moaynamuje peaoke xomeocrase (Radak u cap., 2008). Ca apyre crpane, DSH
Npe/CTaBba JUPEKTHY CTHMYJalWjy HEKOT TMpoleca IpH MaluM J03aMa HekKe

CYIICTaHILIe, a UHXUOULIK]y TpH BehuM.

XepMmeTnuku epeKTH Cy ONMUCAHU Ha Pa3IUYUTHM MOJENI-CHCTeMHUMa U ca
pazmuuntuM arencuma (Calabrese u Baldwin, 2001) ykspyuyjyhm u xepOunume
(Evstigneeva u cap., 2003; Cedergreen, 2008; Velini u cap., 2010).

1.5.1 Xopmernukm edekTH XepOuumuaa

Crumynanyja pacta OuM/baka MajluM J03amMa TOKCUYHHUX CYIICTAHIIM HHUj€ HOBA
uaeja. JemaH oa MPBHX CENEKTUBHHUX XepOwmuaa 2-meTui-4-xiopdeHoKcualerar je

pa3BHjeH y by M0OOJbIIaka puHoca xurapuna (Cedergreen u cap., 2007). Jenna on
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OpBHUX CTyIWja Koja ce OaBWiia NpydYaBamkeM XOpMe3e HHIYKOBaHE XepOuIuamma
mokaszajia je Ja TpeTMaH Ousbaka CyONeTaJHHM J03aMa HEKOJIHMKO XepOHuIuia,
nHxuouTopa dorocucrema ll, moBoau 10 cTUMyIamuje pacta KopeHa u nosehama cyse
mace koj kpacraBua u oca (Wiedman u Appleby, 1972). Onaxena ctuMyaiija pacta
HUje Morja OuTH oOjanrmkeHa NpOMEHaMa Yy peclHpaluju, caapkajy TpoTeHHa,
AMHHOKHCEIIMHA WM YIJbeHUX XuJpaTa. TpeTMaH ceMeHa MIIEHHIE, COje, POTKBULIE
KyKypy3a HHCKAM KOHIICHTpalldjamMa HamnpolaMuja, XepOWluia KOju HWHXUOUpa
CHHTE3Y HYKJIECHMHCKHX KHCEJIHMHA, U3a3Bao je noBehame CBeXe M CyBe Mace M yOp3aH
pacrt snuctoBa (Devlin u cap., 1982). Ycnen noremikoha y onpehuBamy cTUMyIaTOPHUX
7032 XepOuIuIa Koj pa3iuuuTUX OWJPHUX BPCTa My PA3IMUUTHM YCIOBHUMA Tajemba,
Kao U HEJOCTaTKa 3Hama O MOTEHIMjaTHUM MEXaHHW3MHMa Kojuma Ou ce objacHuia
JlaTa CTUMYJIallkja pacTa, JIo cajia je MaJio MaKe MOKJIOHkEeHO 0BoM (eHOMeHy. JlaHac,
Kaga yBuhamMo OpojHa OrpaHHUYECHa OJPKUBOT pacTa IMPOU3BOAIE XpaHE 3a CBE
MHOTOOpOjHH]y MOMyIanujy Ha 3eMJbH, Bpaha ce WHTepecoBame 3a jeTUHHje HAUWHE
NPO3BOJIKE, KOjuMa OU ce Mo00JbINa0 MPUHOC MOJBOIPUBPEIHUX KyATypa. 300r Tora
CTUMYJIAaTOPHH e(eKkTH XxepOuIuma Ha pacT W IMPHHOC TOJHONPUBPEAHUX KYITYypa
nooyhyjy cBe Behy 3aMHTEpEeCcOBaHOCT, a y clydajy ojapeheHux xepOuiuaa Moxe gohu
U JI0 IPOMEHE TEXKHUIITa IPUMEHE ca Cy30HMjama KOpoBa Ha MOOOJbIIAKE MPUHOCA YCEBA
(Belz u cap., 2011). OmcexHa crTyauja o edekTUma JaeBeT XepOuluIa W jeTHOT
GyHrUIMaa, pa3TUUNTHX MEXaHU3aMma JeNoBama, Ha IapaMeTpe pacTta 4yeTupu OuJbHE
Bpcte (L. minor, P. subcapitata, T. inodorum u S. media), mokazana je ga 25 — 75 %
J0OMjeHNX 3aBUCHOCTH MMa XxopMmernuke ounke (Cedergreen u cap., 2007). Hexomuko
nyonukanuja gosoau PPT y Be3y ca paznuuuTuM cTUMyIaTOpHUM edeKTHMa Ha pacT U
MopdoreHesy pazauuuTHX OwsbHUX Bpcra. CyOTokcmuHe KoHueHTpauuje PPT-a
CTHUMYJIMIIY pereHepalyjy JHCTOBa W3 TpaHCTeHMX KopeHoBa Antirrhinum majus
(Hoshino u Mii, 1998), perenepanujy 6usbaka u3 kanyca riaaguona (Kamo u van Eck,
1997), comarcky emOpuoreHesy kamyca rpoxha (Hébert-Soulé wn cap., 1995) u
nosehasajy npuHoc Hekux xutapuna (Evstigneeva u cap., 2003). IIpemnoxeHo je na ce
y HUCKUM KOHIeHTpaijama PPT Be3yje 3a aiocTepryHa MecTa Ha €H3UMY ILITO JI0BOJIU
1o aktuBaruje GS koja je omakeHa y CHPOBHM MPOTCHHCKHM CKCTPaKTHMa OWJhbaka y

npucyctBy PPT-a (Evstigneeva u cap., 2003).
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1.6 OnmTH nogauu 0 NPoy4aBaHUM BpcTamMa

1.6.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Cnuka 10A) je mana 3espacta OWibKa H3 (haMuimje
Brassicaceae, koja ykibyuyje ¥ KYJITHBHCAaHE BPCTE Kao INTO Cy KYIIYC M DPOTKBA.
Takconomcka knacudpukanmja A. thaliana nara je y tabemm 3. A. thaliana nema
arpOHOMCKHM 3Hayaj, Mel)yTUM oBa BpcTa MMa HEKOJIMKO OCOOMHA 3axBasbyjyhu KojuMa
NpeCTaB/ba jelHY OJ HajupoyvYaBaHUjUX OWbaka y OCHOBHHUM HCTPaKUBAmBHMA
¢dusmnosoruje, reHeTuke, MoJieKynapHe ouonoruje u Ouoxemuje. A. thaliana ce nakxo
y3raja ¥ UMa Kparak >KHBOTHHU LUKITyC (0] KJIMjama 0 TUIOJOHOIICHA) KOjU Tpaje o1 6
10 9 uenmesba. Mamu reHom ox 125 Mb, mpBu je Ou/bHHM CEKBEHIMpAHH T'€HOM
(TheArabidopsisGenomelnitiative, 2000). Opn cekBeHHHMpama TI€HOMAa 10 JaHAacC
dbopMmupane cy ommmupHe 0a3ze mojaraka Koje o0yxBaTajy OIHCE I'eHCKE CTPYKTYpeE,
MpoJyKaTa reHa U lbUX0oBe (DYHKIIM]e, 3aTUM TOJJaTKE O €KCIIPECHjH reHa, METa00IN3MY,
TCHCKUM M (PU3MYKUM MapKepuMma, Kao U O pa3IMuuTHM MyTaHTHUM JinHHjama. [lopen
nojiaTaka, Hay4yHOj JaBHOCTH JOCTYyIHA je W 0a3a CeMeHa pPa3JIMYMTUX MYTaHTHHUX
nuHMja. 300rT HaBeAeHUX pasnora Bpcra A. thaliana je omusbena meljy HayuHuima, a
BENUKHU OpOj ca3Hamba O MOJIEKYJICKUM MEXaHU3MHUMa CeudUUHUM 3a OUJbKE TTOTHYE

Ol CKCIICPUMCHTA Ha OBOM HCYIJICAHOM KOPOBY.

Tabena 3: Taxconomcka kracupurayuja A. thaliana u 3eezoana:

A. thaliana 3BE3/1aH
‘mapcreo (regnum) T Plantaa .

cyGuapcerso (subregnum) | Tracheobionta (Backysapue OusbKe)
Hajarun (superphylum) Spermatophyta (6usbke Koje JoHOCE CeMeHa)
tun (phylum) Magnoliophyta (Ousbke koje 11BETa]jY)
kiaca (classis) Magnoliopsida (nukoTunenone OubKe)
notkiaca (subclassis) Dilleniidae Rosidae
pex (ordo) Capparales Fabales
damunuja (familia) Brassicaceae Fabaceae
pox (genus) Arabidopsis Heynh. Lotus L.
BpcTa (Species) Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Lotus corniculatus L.
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1.6.1.1 T-AHK uncepuuone oudimoreke A. thaliana

YecT npucTyn 3a yrBphuBame yiora ofpel)eHor TeHa y opraHusmy je rnopeheme
MyTaHaTa KOJ KOjux je Taj reH HedyHkiuoHamaH (knockout myranTu) ca IUBIBUM
tunoM (wild type, wt) ucrte wiu cimune rerercke nozaaune. I'enepucame knockout (ko)
MyTaHaTa MOKe OUTH IMJbaHO U HacyMHuHO. [{nibaHa MyTarenesa in Vivo moapasymeBa
GU3NUKy enMMUHANM]Y (DYHKIIMOHAIHOT TeHAa WM JieJla TeHa W FHErOBY 3aMEHy
HE(QYHKLMOHATHOM BapHjaHTOM y KUBOM OpraHuszMy wiM hemujckoj kyntypu. OBakas
HPUCTYII C€ Yy CYLITHHH 3aCHUBA HA [[UJbalby T'€HA XOMOJOTHOM PEKOMOHMHAIIM]OM IN Situ
Y pa3BHjeH je MPBEHCTBEHO 3a CHCAapCKe MoJielie (MUIIICBE U TAI[OBE), JIU j€ TIOJ[jeHAKO
NpUMEHJbMB W Ha Owibke. Hacymmuna myrtareHesa in VIVO moapasymMeBa MyTHpambe
[ENIOr TeHOMa WHCeplfjaMa WM XEMHUJCKUM arcHCHMa, Ca LUJbeM IPaBJbCHAa
OubnmoTeka MyTaHaTa KoOjeé C€ KOpHCTE 3a WACHTH(HKAIM]y HOBHX T'€Ha IPEKO

MYTaHTHHX (DEHOTHIIOBA U 3a reHeTHuke aHanuse (Simonovié, 2011).

Hemro nerasbHuje he Outu momeHyrta /Ba mpojekTta ¢opMmupama OMOIHOTEKA
knockout myranara A. thaliana: ,,The Syngenta Arabidopsis Insertion Library” - SAIL
(McElver u cap., 2001; Sessions u cap., 2002) u ,,The Salk Institute sequence-indexed
library of insertion mutations in the arabidopsis genome” - SALK (Alonso u cap., 2003),
KOjU Cy HalpaBWIXA PEBOJIYLH]Y Y (PYHKIMOHATHO] T€HOMUIIM, @ HEKOJIMKO MYTaHTHHUX
JUHH]a KOje Cy pe3yaTaT OBHX Ipojekara KopuImheHo je u 'y oBoM paxy. Tokom SALK u
SAIL mpojekara reaepucano je mo 100000 pazmmuutux T-JIHK uHCceprimonnx nmuHMja A.
thaliana. ¥V Behwuuu uHcepuuoHUX IUHHja oapeheH je TOJIoKaj jefHe HWHCEpIHje Y
reHomy cekBeHuupameM oko T-JIHK, mpu yemy je moxazano na je yuecranoct T-IHK
uHCcepnuja o 1,5 - 2 mo reHeprcaHoj MyTaHTHO] JTMHUjU. 3a TeHepucame SAIL nmuHMja
kopumrhena je mHpuiTpanuja ca 4. tumefaciens xkoju je Hocuo Bektop PDAP101 (T-
JHK nyxwune 4763 bp) wim pCSA110 (T-AHK ayxune 7541 bp), xoju cy caapxanu
bar ren kao cenexktabunHu Mapkep. SALK wuHcepipoHe InuHHje Cy J00HjcHE
uHunTpaujoM ca 4. tumefaciens xoju je Hocuo PROK2 sexrop (T-AHK myxune 4393
bp) xoju caapxu nptll ren (koxupa HeomunuH-pochorpanchepasy) Kao CeaecKTaOUITHA
mapkep. TpenyrHo je nmocrymHo oko 54000 SAIL u oxo 45000 SALK myTaHTHHX
auHMja, on kojux je BehmHa xereposurorna 3a T-JJHK wuncepumjy. OBe 6aze cy

3HaYajaH pecypc y HUCIHTHBamUMa (QYHKIHM]E TeHa KOJ Oujbaka, a CI0XCHH
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eKCHepUMEHTH Ca BHUIIECTPYKHM MYTaHTHMAa MOTY JIOBECTH J0 Oa3MUHHUX ca3Hama y

OMIbHO] OMOXEeMHUjU U (PU3HOIIOTHjH.

Cnuka 10: Hzeneo npoyuasanux dumaxa y npupoou. A - Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh; pomoepagh: Kurt Stepnitz (http://msutoday.msu.edu/). b - Lotus corniculatus L.
gomoepagp: Paul L. Redfearn, Jr. (http://biology.missouristate.edu/).

1.6.2 Lotus corniculatus

L. corniculatus L. (3Be3gan, Cnuka 10B) je Buineromuinma TeTparuionHa
(2n=4x=24) nerymmuHO3a, 4Mja je TAKCOHOMCKa Kiacu(pukanuja nara y tadenu 3.
Cmarpa ce Ja je oBa BpCTa HacTaja XHOPUAM3AIMjoM J1Ba ONMCKa TUIJIOMIHA MPETKa,
najeepoBaruuje L. tenuis u L. uliginosus (Gauthier u cap., 1997). I'enepanno, BpcTe
Koje mpuranajy poay Lotus cy 300r amantaOMiIHOCTH W BUIIE XPAHJBHBE BPEIHOCTH Y
onnocy Ha Oeny nerenuny (Trifolium repens) u ayuepky (Medicago sativa) spio
3HaYajHe y Mpou3BoaAmH cToune xpane (Escaray u cap., 2012). JenHa o 3aHUMJBUBUX
npeaHocTu poaa LOtUS y ogHOCY Ha ocTane JIeTYyMHHO3€ j€ CHMHTE3a U aKymyJjaldja
NPOAHTOIMjaHUAMHA (KOHACH30BaHW TaHWHM) Yy JIMCTOBMMAa. KOHAEH30BaHW TaHWHU
cMamYyjy (hepMeHTaIHjy IpOTeHHa Y pyMEeHY IpeXHuBapa, U Ha Taj HAYMH 1000JbIIaBajy
Bapemhe MPOTEHHA M AalCOPILHUjy aMHHOKHCEIWHA, yMamyjy HaJuMame U EMHCH]Y
amonujaka u merana (Aerts u cap., 1999). Pernonn y xKojuma ce e€KCIUIOATHIIY BPCTE
pona Lotus cy Jy:xna Amepuka ca nocejanux 1,85 munmona ha, CeBepna Amepuka ca
1,39 munuona ha u EBpona ca 1,38 munmona ha (Diaz u cap., 2005). 3aHumMibHBO je 1a

je Ha cBeTckoM HHBOY 90 % moBpIIMHE 3acejaHe BpcTaMa u3 poaa Lotus orpannyeHo Ha
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camo 10 3emaspa, a on Tora L. corniculatus oxkymupa 90 %. l'ogummu npunocu L.
corniculatus na nossonpuBpeHUM 3eMJbHIITAMA Bapupajy o1 8 000 o 10 000 kg cyse

Mace 1o XekTapy, mro je oko 50 - 80 % npuHoca iynepke.

BaxBasbyjyhu eHmocuMOMOTCKHM a3oTodukcatopuma u3 poxa Rhizobium u
apOycKyJIapHO] MUKOPHU3HU, OJHOCHO CUMOMOTCKMM acollhjalidjaMa ca rijbuBama u3 poja
Glomeromycota, nerymuHo3e 100po ONcCTajy Ha cupomaiHuM 3emibuiituma (Escaray
u cap., 2012). Konm 3Be3maHa je oBa OJUIMKa TOjadyaHa BEIMKHUM TE€HOTHIICKHIM
JTUBEP3UTETOM TIPOY3POKOBAHUM JIAKOhOM YKpIITama U XUOpUIU3AIHU]jE PA3TUIHTHX
coptu (Steiner u de los Santos, 2001). ITinacTu4HOCT POY3pOKOBaHA (DEHOTHUIICKAM H
TCHOTHIICKMM JIMBEP3UTETOM, KA0 M CUMOMOTCKMM OJHOCHMA, oMoryhaBa OBOj BPCTH
HMIUPOKY PaCIpOCTPAmEHOCT. AaNTHBHE KapaKTEPUCTUKE 3Be3/1aHa YMHE ra JoOpuM
KaHaugaToM 3a  (QuTopeMenujanMjy = CHPOMAIIHMX  3€MJBHINTA,  3EMJBHINTA

KOHTAMHUHHPAHKX TEIIKAM MeTanuMma u coiana (Escaray u cap., 2012).
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2. lnb paga

OCHOBHHM LIWJbEBU UCTPAKUBAA JTOKTOPCKE IUCEPTALIU]E CY:

1. Pa3Boj mpotokona 3a exctpakuujy GS mpoTenHa ca HAaTUBHUX TellOBa HAKOH
JIETEeKIIN]je CH3UMCKE aKTUBHOCTH.

2. HcnutuBame yTulaja OMJPHMX peryjaTopa pacTema Ha ekcrpecujy reHa GS-
GOGAT muriyca kox A. thaliana.

3. UcnuruBame wmoryhHOCTH KOMIeH3amuje Hemoctatka mnojeamanx GS1
uzopopmu kox T-JIHK wuHcepumonux knockout wmyramara A. thaliana
PETYIILHjOM EKCIPECHje OCTATUX U30(hOPMH.

4. OppehuBame cyojemuangnor cactaBa GS1 nekamepa A. thaliana kopurnihemem
T-THK uncepunonux knockout myranara.

5. MexaHUCTHYKO  O0jalImbee  XOpMeTHYKor  edekra wumHXxuOuTOopa  GS,

dochunorpununa, kox L. corniculatus L. kao Mmoaen-OrbKe.
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3. Martepujaja u Metoje

3.1 bubHU MaTepuja

3a ucnuTtHBame u30popMckux mpodpmina u ekcnpecuje GS y paznuuuTUMm
TKMBUMA M TIPU Pa3lHYuTHM ycioBuMa rajema A. thaliana, xao u 3a ucnuruBame
perynamuje ekcnpecuje GS reHa OWJBHUM peryjaTopuMa pacTema KopuiheHa je
N60000 nunuja (NASC ID) nussber tuma Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., exotumn
Columbia (Col-0).

V uuiby nobujama knockout myranara A. thaliana y GS1 renuma, HabaBibeHe Cy
T-AHK wuncepunone nunuje ca Col-0 reHerckoM mo3aavHOM HaBelcHE y Tabenu 4.

Cemena cy Hapydena u3 "The Nottingham Arabidopsis Stock Centre” (NASC).

Taéena 4: Kopuwhene T-/[HK uncepyuone nunuje ca uncepyujom y GS eenuma:

rea wuHcepiuona muaMja NASC ID  mosumuja wHCEpIMje HWHTEpHA O3HAKA

_, SALK_000459C N667651 5'-utr/erson 1 114

= SAIL_707_F08 N831273 3'-utr/erson 9 11B

® SAIL_710_A12 N831427 3'-utr/erson 9 11C
SAIL_86_B04 N870927 er3oH 5 11D

. SALK 003343C N667678 mpomotop | 12A

2 SAIL_613_E02 N826275 IPOMOTOP 12B

® SALK_102291 N602291 er3on 10 12C
SALK_145235C N679204 MHTPOH 3 12D

. SALK 074402C N671545 mpomotop | 134

= SALK_038156C N670563 MHTPOH 6 13B

® SALK_128612C N672077 IPOMOTOP 13C
SALK_148604C N669232 er3oH 9 13D

L SALK 007138C N673737  wmmmpon 10 14A

= SAIL_848_C04 N837891  3'-utr/erson 12 14B

® SALK_006596 N506596 erson 5 14C
SALK_042546C N662238 ersoH 5 14D

o SALK 086579C N660998  ersom3 . 154

= SALK_039520 N539520 IIPOMOTOP 15B

& SALK_107993 N607993 5'-utr/erson 1 15C
SALK_117504C N676635 MHTPOH 7 15D
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WNucepumone nunuje ca C Ha kpajy kona (Tabena 4) cy xomosurotu 3a T-JJHK

uncepuujy. Ilozunmja T-JAHK wuucepumja y GS reHumma Kox pasivyuTHX JIMHHja

npuKa3aHa je Ha ciunu 11.
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Cnuka 11: I'enu xoju kooupajy yumoconrne GS koo A. thaliana. Ilpuxazana je:

no3uyuja u opujeHmayuja Ha Xpomo3omy, CmpyKkmypa 2eHa ca UHMpPOHUMA, e230HUMA U

3'-

u 5- UTR pecuonuma (3a GLNI;2 2en npednodcena cy mpu mooera uPHK);

nozuyuja T-/[HK uncepyuonux cekeenyu y ceHUMAa KOO HAPY4eHUux MymanmHux JTUHUja

(nucy npuxazane T-/{HK uncepyuje y npomomopuma,.

3a ucnutuBame edexkra (HocPUHOTPUIIMHA HA pacT OMibaka MU AKTUBHOCT U

mobmmHocT GS u3zodopmu ko L. corniculatus, kopumrhen je Bapujerer L. corniculatus

L. cv. Bokor (Mijatovi¢ u cap., 1986) koju je mpeTXoaHO yBeAeH y iN VItro Kyarypy
(Nikoli¢ u cap., 1997).
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3a ontummzanujy ekcrpaknuje GS nzohopMu HAKOH HATHBHE €JIEKTpOdopese y
UJbY J1ajbe aHajmM3e JeHarypulryhom enekrpodopesom u western blot-om kopumnihen je

cranah (Spinacia oleracea) kyrnsbeH Ha JIOKAJIHO] ITHjaIlH.

3.2 YciaoBu rajema oubaka

3.2.1 Pact T1 renepauuje myranTHux auauja A. thaliana

Kako Ou ce moOuia n0BOJbHA KOJIMYMHA MyTaHTHHUX cemeHa A. thaliana 3a
eKcriepuMenTe, 4 10 6 ceMeHa 1O JIMHUJU j€ OCTaBJbEHO Ja MMOMOyje y CTEepHIIHO]
nectuiioBaHoj Boau 48 h na 4 °C. MImMOuOoBaHa cemeHa ToOcejaHa Cy y IUIACTHUYHE
cakchje HChmymeHe 3eM/boM (cranmapana MmemaBuaa 60 % (v/v) tpecera, 20 %
KBapIHOT necka u 20 % riaucremaka), Koja je mperxoaHo 3acuheHa Bogom. buibke cy
pacie y cobu 3a rajeme, moja yciaoBuma ayror gana (16 h ceerma, npaheno ca 8 h
Mpaka), Ipu KOHCTaHTHO] TemrepaTypu 23 + 2 °C u penaruHoj Braxaoctu 20 — 30 %.
bene ¢nyopecuentne nammne (Tecna, [lanyeBo, CpbOuja) xopuirheHe 3a OCBETIHECHE
npousBoamie cy ¢iayke ¢gorona ox 32,5 ,umol-m'z-s'1 Ha HHUBOy Ousbaka. [IpBe naBe
HeZIeJbE CAKCHje Cy MOKPUBEHE NMPO3UPHOM IUIACTUYHOM (OJIMjOM, KaKo OM ce oJipkaja
BHCOKA BIIQXHOCT. bribKke Cy 3anmBaHe 1Mo MOTpeOH, a OTKPUBEHE Cy Kaja Cy pa3BHIIE
pozere. Cakcuje cy pa3aBojeHe MPO3UPHOM (poiHjoM Kako OM ce crpednsia yHaKpcHa
noJIMHaINMja u3Mely JinHuja. Y HapeaHa J1Ba 10 YeTHPU MEcella CBE JIMHUjE CYy pa3BUIIe
JbyCKe, KOj€ Cy IO JIOCTH3amky 3pPENIOCTH CaKyIUbeHe ca OMJbaka W YyBaHE Yy CTAKJICHUM
nerpujeBuM mosbama. CemMeHa Cy M37[BOjeHa M3 JbYCKHM M YyBaHA y MpPaKy Ha COOHO]

Temreparypu y miactuunuM tydama (T1 renepanuja).

VY nmpy nobujama OMJFHOT MaTepHjalia 3a CEJICKIN]y HHCEPIIMOHNX XOMO3UTOTa
PHK wmapkepuma, neo cemena T1 reHepanuje cBUX MYTaHTHUX JIMHHja Takohe je

MOCEjaH y CaKCHje ca 3eMJbOM M TajeH Ha UCTH HAuWH.

3.2.2 ¥YcnocraBibame iN VIitro kyJarype u pact ou/baka A. thaliana na reunoj

nmoaJIo3nu

3a motpebe mcnuTHBama ekcrnpecrje GS reHa u enekTpodopeTckux mpoduia
GS wu3odopMu y pasIUUMTAM TKUBHMA, KaO0 M 3a HCIHUTHUBAKE yTHIAja OWIBHUX

perynaropa pactewa Ha ekcrpecujy GS u GOGAT rena, Ousbke cy rajene in Vitro y
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teunoj] MS mommo3u koja ce cactojama 0oJ OCHOBHOT INTOKA COJIM W BUTAMHUHA

(Murashige u Skoog, 1962), 3 % caxapo3se u 0,7 % arapa (Tabena 5).

Cemena cy crepwimcana Tpu myta no 30 S pacTBopoM Koju je caapxkao 10 %
(v/v) Bapukune u 90 % (v/v) eranona, a 3aTuMm cy uchnpaHa Tpu mytra mo 30 S ca
CTEpWJIHOM JICJOHHM30BAaHOM BOJOM U OCTaBJbeHA Jla HMMOHOY]y Yy CTEpUIHHM
mukpoTyoama 48 h ua 4 °C. Hakon crparudukaiije ceMeHa cy npebaueHa y teunu MS
(Murashige u Skoog, 1962) 6azannu meaujym (Tabena 5) kome je pH moxemien Ha 5,8
npe ayrokinaBupama Ha 114 °C tokom 25 muHyTa. Buibke cy rajeHe y ycioBuUMa
kpatkor gana (8 h cBerna mpaheno ca 16 h mpaka), npu Temneparypu ox 23 + 2 °C,
penatuBHOj BiaxkHoctu 60 — 70 % u ¢uykcy ¢gorona ox 8-10 umol-ms™ na HUBOY
owpaka. Kyntype cy apkaHe Ha KIAlKajluWiM Koja je paauia 6p3uHom on oxo 20 Hz,
gyuMme je obOe3beheHa HeomxoaHa aepaiyja TewHe mojyiore. HakoH deTwpu Heneshe
pacrta, OusbHU MaTepHjal (0ABOjEeHN KOPEHOBHU U JIMCTOBH) j€ 3aMP3HYT y TEYHOM a30Ty
u uyyBad Ha -80 °C go ekcrtpakmuje ykynHux nporenHa u PHK, wnu cy Ousbke

Tpetupane perynaropuma pacrema (I[lormassme 3.2.2.1).
3.2.2.1 TpermMaH OM/LHUM PeryjiaTOpuMa pacTema

Uerupu Henesbe crape OWJbKE TajeHEe Y CTaKJIEHUM eplICHMajepuMa Ha TEYHO]
MS momo3u ¢y y cTeprsIHUM yclioBuMa oreheHe ox 3aocranor menaujyma Ha (uintep
narmpy. OBe OMIbKe cy ToTOoM pacriopeheHe y cBexe HampaBibeHe TeuHe MS momtore
ca Bapupajyhum KoHIEHTpaiujama (10% 107, 10° u 10° M) YETUpHU parysaropa
pacrema: ABA, KIN, GA3 u 2,4-D. Konrponna rpyna 6usbaka mnpedadeHa je Ha CBEXY
teuny MS moasory 6e3 mojaTtka peryiaaTopa pacTema. 3a CBaKM TPETMaH IOCTaBJHEHO
je To Tpu perjiuKaTta of Mo jeceT Ousbaka. busbHU Marepujan (0BOJEHU JIMCTOBH U
KOPEHOBH) IPUKYIUUbCH je 24 h HakoH TpeTMaHa, 3aMpP3HYT y TEYHOM a30Ty M UyBaH Ha -

80 °C no exkcrpakuuje PHK 1 ykynHux c10001HUX aMUHOKHCEIHHA.
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Tabena 5: Cacmas MS u MS% (Murashige u Skoog, 1962) 6azarnux xpa/ugux

noonoaa:
jemmene MS Ga3zamna MS?; 6azanHa
nomtora [mg-I'] nomnora [mg-l*]
NH;NO3 1650 825
MAKpO- KNO; 1900 950
CaCl; x 2H,0 440 220
CHEMEIT MgS0,.x 7TH,0 370 185
KH,PO4 170 85
""""""""" MnSO,x4H,O | 223 1115
ZnSO4x 7TH,0 8,6 4,3
H3BO3 6,2 3,1
MHUKPO- K] 0,83 0,415
exeMentn  Na,MoO4x 2H,0 0,25 0,125
CuSOQOy4x 5H,0 0,025 0,0125
CoCl;x 2H,0 0,025 0,0125
Fe (I11) Na-EDTA 36,7 36,7
""""""""" mpatye 0 | 05 025
BUTaMUHHM  gpramuH b6 0,5 0,25
ButamuH b1 0,1 0,05
""""""""" s | 21
oIaIH MHOHHO3UTOJ 100 100
caxapo3sa 30000 30000
arap" 7000 7000
"""" pH - | 58 58
Hamomena:

larap ce nomaje camo y ciryuajy mpuIpeMarba YUBPCTOT MEIUjyMa

3.2.3 Pact 6mbaka A. thaliana na uBpcroj moasiosn

Y mwby ucnuTHBama enektpodoperckux npodmia GS  uzopopmm y

pa3iuuTM TKUBHUMA KO wt 6I/IJ'baKa,

Ka0O M 3a CCJ'ICKI_II/ij XOMO3HUTOTHHUX

uHceprmonnx wmyranara JIHK wmapkepuma, OZHOCHO TrajeeM Ha CEICKTHBHUM

noJyiorama, OMJbKE Cy rajere y in Vitro KyaTypu Ha YBPCTOM MEIH]yMy.

MmOuboBaHa W crepuiricaHa CeMEHa Cy HaKOH cTpaTH(duKanuje 3acejaHa Ha

yBpcty MS”: 6azanny xpanspuBy noasory (Tabena 5). busbke cy rajeHe y ycioBuma

ayror gana (16 h cBerna mpaheno ca 8 h mpaka), npu Temmeparypu ox 25 + 2 °C,
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penaruBrOj BiaxHoctd 60 — 70 % u duykey dorona ox 40 umolm?-st y musoy

Ouspaka.

3a motpebe ucnuTHBama enekrpodoperckux npodmia GS uzodopmu, yeTupu
HezeJbe CTapuM OMJbKaMa pa3BOjeHH CYy KOPEHOBH M JIMCTOBH, 3aMP3HYTH Yy TEUYHOM
a3ory u yyBaHu Ha -80 °C ma Ou kacHuje OMiM KOpHIITNEHHU 32 eKCTPAKIHjy YKYITHUX

nporerHa. CBeXH JTUCTOBU KOPUIINEHH CYy 32 MU30JIAIU]y XJIOPOILIacTa.

TokoM MHMIIMjATHUX €KCIIepUMEeHaTa CeleKIrje, ABe Heaesbe cTape ousbke T1
reHepaIyje MyTaHara Koju ¢y omiu motoMctBo xerepo3urotaux T-JIHK mHCcepnmonmnx
nunuja (Tabena 4), npebayene cy Ha cBexe MS”2 XpaHJbUBE IOJUIOTe KOjUMa j€ J0JaTo
50 mg-I'" kanamunmna y caydajy SALK munmja, omrocHo 50 mg- It dochunorpummna y
ciydajy SAIL nmHHja, kKako OW ce OJIBOJWIO XETEPO3UTOTHO U ITOTCHIIH]aTHO

XOMO3HUI'OTHO MOTOMCTBO O, Wi moTomcTBa.

3a morpede ceneknuje T-JIHK mucepumonux myranata JIHK mapkepuma, naBe
Henesbe crapu knujaHiu T1 reneparuje myraHata cy npebadeHHM Ha CBexy MS%:
XPaHJBMBY MOJJIOTY U TajeHH y MiacTu4yHuM nocynama (Magenta™ vessel, #V8505,
Sigma-Aldrich, St. Louis, CAJl). IlpuiukoM mpebariBama, U3 po3eTe CBaKe OUIbKE
OTKHHYT je MamH JIMCT, 3aMP3HYT y T€YHOM a30Ty u uyBaH Ha -80 °C no m3omanmje
JIHK. IloTBpheHn XOMO3WUIOTH Cy OCTaBJbEHHM Ja IUIOJAOHOCE M cakylsbeHa je T2

reHepaluja CeMeHa.

3a wcrmtuBame ekcnpecuje GS rena u enekrpodoperckux mpodmiaa GS
usodopmu koxa uzonosanux GS knockout myranara kopuitheHu cy nenu, 1Be Helesbe

CTapH KJIMjaHIIH.
3.2.4 Kynarypa kaayca A. thaliana

3a ycnocTaBibame KynType Kanyca, knujaniu A. thaliana cy rajenn ase Henesbe
Ha uyBpcTo] MS/: 0Ga3anHOj XpaHJbMBO] MOJUI03U (moryiasibe 3.2.3). Hakon Tora
KOPEHOBH Cy MCEYEHH Ha CErMEHTE AYXKuHEe 3 - 5 MM, u mocTaB/beHH NET JaHa Ha

uyBpcty MS?% Gazanny xpansbuBy momiory (Tabena 5) kojoj je moxaro 5 mg~l'1 2,4-D
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panu wHOyKNUje kamyca. Kamycu cy masbe mpomarupanu Ha uBpcTo] MSY: GazanHo]

XPaHJBUBO] TIOJUIO3H Y3 JAojaTak 1 mg-l'1 24-Dul mg-l'1 KIN.
3.2.5 Invitro kysarypa 3Be3nana u tperman BASTA®-om

Wznannum L. corniculatus L. cv. Bokor, rajenn cy in vitro y terimama ox 360 ml
Ha 60 ml uBpcre MS 6Gasanne momiore (Tabena 5). Kynrype cy rajeHe y ycioBuma
nyror gana (16 h ¢goronepuon), Ha Temmeparypu on 25 + 2 °C, peraTuBHE BIaKHOCTH
yayTap Teriau ox ~70 % wu ¢uykcy ¢dorona ox 40 ,umol-m'z-s'1 y HUBOY Ousbaka. Tpu
HEJeJbE CTapH M3JIaHIM KOpUIThEeHU Cy 3a OJIpiKaBame KyIType, TpeTMaH BASTA®-owm,

I/ISOJ'IaI_II/ij IIPOTCHUHA 1 XJIOPOILIACTA.

Ha ©Oum ce wucnutao edexar HUCKMX KoHUeHTpammja PPT-a ma pacr L.
corniculatus, Tpu Hese/be CTapUM H3AHIMMA j€ U3MEPEHa Maca, a MOTOM Cy 5 MUHYTa
YMOYEHH y CepHjcKa pa3biaxema BASTA®-¢ y BOJHM, Koja cy caapxana 1, 12,5, 25, 50,
100 u 200 uM PPT-a. KoHtpoiiHe OUJbKE Cy YMOUYEHE y CTCPUIIHY JICJOHHU30BaHY BOITY.
CBu m3gaHIM cy Ounu mpuOIMKHE Mace W HACYMHUUYHO CY TPYNHCAaHH y TpPETMaHe.
Kopumrheno je pecer Ousbaka MO TpeTMaHy, MeT mo Terid. HakoH TpeTmaHa
XepOUIUIOM, U3JaHIIM Cy MMOCTaB/FEHU Ha cBexXy MS 6azanmHy moanory u ocTaB/beHH Jia
pacty 15 nana, HaKOH yera UM je m3MepeHa maca. [Ipupact 6uomace oapehen je kao

pasnuka Mace u3aHaka 15 1aHa HaKOH TpeTMaHa U Mace Ipe TpeTMaHa XepOUIUA0M.
3.3 MH3onammja PHK Tpuzonom

Tpuszonom je uzonoana PHK u3 wt 6ussaka A. thaliana ca mupem ncnuTrBama
excnpecuje GS rena y pa3nuuuTuM TKUBUMa U perynanuje ekcrpecuje GS u GOGAT
reHa OmspHHM perynatopuMa pactewma. PHK je m3zonmoBana mo ymyrctBy mpousBohaua
TRIzol pearenca (Invitrogen, Carlsbad, CA, CAl). Tpu3zon peareHc je mpunpemMaH y

nabopaTopHjH.

CBe m3onanuje cy u3BenieHe y crepwiHuM ycinoBuma. Kopumthene cy "RNase-
free" mukporybe u HactaBim. JlejoHM30BaHa BoJa KopHIihieHa 3a MPUIIPEMY pacTBOpa
tperupana je 0,05 % (v/v) mumermnmupokapbonatom (DEPC), wupeBep3nbuiHuM

UHXUOUTOPOM pHOOHYKIIea3a. ABaHH, TYYKOBH U KaJa 3a eNeKTpodope3y cy TpeTUpaHu
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30 munyTa ca 3 % BOJOHHK NIEPOKCUIOM. ABaHU, TYYKOBU U CBU PAacTBOPH ceM (peHona

cy ayrokiaBupanu Ha 114 °C Tokom 25 munyTa.

busbHu Marepujan je XOMOr€HH30BaH y TEYHOM a30Ty IoMohy aBaHa M TydKa.
Ha cBakux 200 - 400 mg cnpamenor tkuBa ponar je 1 ml tpuzona (0.8 M ryanumus-
tuonujanar, 0.4 M amonujym-tuonmjanar, 0.1 M narpujym-aunerar, pH 5,0, 5 % (v/v)
runepon u 38 % (v/iV) denon exsunmubpucan y Tris-HCI mydepy, pH 8, y DEPC
TPETUPAHO] [I€JOHM30BAHO] BOJAM) M XOMOICHH3allMja je HacTaB/b€HA JO OTalama.
XoMoreHaT Cy moToMm mpedadeHu y crepuine mukporyoe (RNase-free, Eppendorf ,
Hamburg, Hemauka) u gnogaro um je mo 200 ul/ pactBopa XJ10pohopM-U30aMHI aIKOXOJT
(24:1, vlv). Y3opuu cy BoprekcoBanu 20 S ¥ MHKyOMpaHH 3 MHHYTa Ha COOHO]
temneparypu. @aze cy paszaBojeHe neHtpudyrupamem Tokom 10 munyra Ha 12000 Q.
CynepHaTaHT je OMJIMBEH Yy HOB CET MHUKPOTYyOa, W y3opumma je momato mo 250 ul
uzonponanona u 250 wul pacrBopa 3a mperunutanujy PHK (0.4 M NaCl, 0.8 M
Harpujym-iurpar, 0.8 M HCl y DEPC Ttpetupanoj Boam). Y30piu Ccy 3aTuM
BOpTeKkcoBaHU 5 S, nukyoupanu 30 muH Ha -20 °C paau npenunurtanuje PHK, a 3atum
nearpudyrupann 10 munyra Ha 12000 g u 4 °C. CynepHarant je oxbaveH, a
nperunutat ucrpad ca 1 ml 75 % eranona. Hakon 10 munyta nentpudyrupama (7000
g Ha 4 °C), eraHon je oxbayeH, a MPEUMIUTAT OCYLIEH Yy JIAMUHApy MOJ CTPYjoM
CTEpHJIHOT Ba3JyXa M, y 3aBUCHOCTHU OJ1 KoIM4HHe, pacTBopeH y 30 - 60 u/ DEPC Boze.
Ksamurer RHK je mpoBepen enektpodopezom Ha 1,5 % arapo3Hum reioBuma, a
norBpja kBanurera M koHueHTpauvja PHK je oxapehena cmnextpodoTomerpujcku
(ciextpodoromerap: Agilent 8453, Agilent Technologies, Waldbronn, Hemauka), mocie
pazomaxemwa 1:100 y 10 mM Tris-HCI nydepy, pH 7,5. KBanmuter PHK je onpehen nHa
OCHOBY OJiHOCa aricopOaHnim y3opaka 260 nm/280 nm, mpu dyemy Cy NpHXBaTJbUBE
BpeaHoctu Owmie ox 1,8-2,1. Konmentpammja PHK je oapehena nHa ocHOBY

aricopbanuuje Ha 260 nm, popmysom:
PHK xonmentpaumja [ugml™] = Ageo - 40 - 100 (hakTop pasdnakera)

MOIITO CPEemhbH EKCTUHKUUOHM KoedpuiujeHT 3a jeaHonaHuany PHK wusnocu 0.025
(ug/ml)™* cm™ (Sambrook u Green, 2012). Vsopuu PHK cy uysauu Ha -80 °C 1o

TpeHyTKa Kopuirhema.
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3.4 Hzoaanuja PHK nomohy nomohy Spectrum™ Plant Total RNA Kit-a

3a msonanujy PHK u3 moTBpheHMx XOMO3WUTOTHMX MyTaHaTta KopuinheH je
Spectrum™ Plant Total RNA Kit (#STRN250, Sigma-Aldrich) kommuter ymecto

npoTokoua ca Tpuzonowm, jep omoryhasa excrpakiujy PHK u3 manux y3opaka TKuBa.

3a xomorenu3anujy je kopumiherno 50-100 mg OusbHOT MaTepujayia Koju je
NPeTXOAHO y30pkoBaH W uyBaH Ha -80 °C. 3aneheHo TkuBO je xomoreHu3oaHo 10 S
CTEPHJIHUM IUIACTHYHUM TYYKOBHMA KOjU Cy TPETXOAHO OXJia)eHM TEUYHUM a30TOM.
Caakom y30pKy je morom goaaro 500 ul pactBopa 3a nau3y (lysis solution). Y3opiwu cy
BopTekcoBanu 30 S, WKyOMpaHu 5 MUHYTA y BOJAEGHOM Kymatuiny Ha 56 °C u
ueHTpudyrupanu 3 munyra Ha 15000 g kako Ou ce CTanoXKWIU HEpaCTBOPHU henujcku
¢dparmentu. JloOujeHu cynepHaTaHTH Cy HaHeCeHH Ha QuuTparone kosoxe (filtration
column) xoje cy 3atum nentpudyrupane 1 munyt Ha 15000 g. ®unrpupanu 1u3atu cy
3aTuM nomeriranu ca mo 500 u/ BesuBHOT pactBopa (binding solution) u To je HaneceHo
Ha BesuBHe kojone (binding column) koje cy motom neHtpudyrupane 1 MUHYT Ha
15000 g. @unrparu cy ogbavueHu u Ha KoJioHe je poaaro 500 ul pacTBopa 3a UCTTUPALE
1 (wash solution 1). Hakon nenrpudyrupama ox 1 munytr Ha 15000 g ¢unrpar je
on0aueH, a KOJIOHe JBa myta ucrpade ca mo 500 u/ pactBopa 3a ucnupame 2 (wash
solution 2 concentrate, pazbnakeH ca YeTHpPH 3alPEeMHHE AarCONYTHOI €TaHOJA) U
ocylleHe aoAaTHUM UeHTpudyrupamem on 1 munyt npu 15000 g. duntpatu cy
ombauenw, a Bezana PHK je ca xonona exyupana ca 50 u/ enymuonor pactsopa (elution

solution) u kBaHTH(HKOBaHA Ka0 IITO je paHUje OMUcaHo (moraasibe 3.3).
3.5 Mzoaamuja JHK mini-prep CTAB meTomnom

I'enomcka JIHK u3osoBana je monupukoanom CTAB metomom (Haymes, 1996)
koja omoryhasa uzonanujy kBanurere JIHK u3 mane xonnumHe OWJbHOT MaTepujana.
ITo y30pKy je 3a m3omanujy kopumheno oko 10 mg OuspHOT Marepujana (jeaas auct A.
thaliana), xoju je mperxomHo y3opkoBaH H 3amMp3HyT Ha -80 °C y miIacTHYHHM
mukporybama on 1.5 ml. 3anehen OwbHM Matepujan je xomoreHusoBaH 10 S
IUIACTUYHUM TYYKOBMMAa KOJU Cy MPETXOAHO OXJal)eHM ypamameM y TEUHHU a3oT.
CBakoM y30pKy je motoMm ponato 400 u/ wzonanumonor mydepa (100 mM Tris-HCI, pH
8, 20 mM Na-EDTA, 1,4 M NaCl, 1 % (w/v) momuBuumimuponuaos, 2 % (w/v)
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HeTHATpUMEeTHIaMOHUjyM-Opomur 1 0,1 %  (v/v)  f-Mepkanroeranon) u
XOMOTEHH3allMja jeé HacTaB/beHa 5 S, HAKOH 4era Cy Yy30pLH JAp)KaHH Ha Jieny [0
KOMILUIETHpamha CBUX XOMOTEHH3alMja. Y30pIM Cy 3aruM BoprekcoBanu 10 S u
nHKyOupanu 60 muHyTa y BogeHoM Kymatwiy Ha 60 °C. HakoH wHKyOamuje cBakom
y30pKky je momaro mo 400 ul pactBopa xmopodopm-uzoamun amkoxon (24:1 viv) u
y3opuu cy BoprekcoBanu 30 S, neHTpudyrupanu 5 munyra va 15000 g, HakoH yera cy
ropwe, BogeHe ¢aze (250-300 wul), mpebavyeHe y HOBH CET CTEPHJIHMX MHUKpPOTYyOa.
[Mperunuranuja JIHK u3Benena je momaBamem 600 u/ oximaheHOr arncoiyTHOT €TaHoja
u xnahemeM y3opaka y Toky 30 munyTa Ha -20 °C. Y30p1m cy notom IeHTpuyrupanu
10 munyta Ha 15000 g, Ha 4 °C. CynepnaranT je ogb6aden, a JIHK npenunurat ucnpan
ca 100 u/ 70 % eranona. Hakon kpatkor nentpudyrupama oa 30 S, eTaHon je ogdaueH,
a MPELUIUTAT OCYIIICH y JIAMUHAPY T0JI CTPYjOM CTEPHITHOT Basayxa M pacTBOpeH y 60
ul crepunHe Bone (Boma 3a mHjeknmje, ['amenuka AJl). 3aocrama PHK je ykimomena
nonatkoM 1 ul (10 U-ul'™) puGonykiease A (RNase A, #EN0531, Fermentas) ua 100 u!
y30pka u uHKyOarnujom Ha 37 °C y BOJCHOM KYIaTHIIy TOKOM caT BpeMeHa. KBanurer
JHK je npoepen enexktpodope3om Ha 1 % arapo3HuM renoBHMa, a KOHIIEHTpaldja
JIHK y cBakoM y30pky je oapehena cnexkrpodoromerpujcku nocie pazonaxema 1:100
y nejoHu30BaHo] Boau. Ha ocHoBYy onHoca arcopOaniu (A) y3zopaka 260 nm/280 nm
notBphen je kBamurter usonoBaHe [IHK. I[lpuxBatseuBe Bpemnoctu 3a A260/280 cy
6une 1,6 - 2,1. Konuentpanuja JIHK je onpehena Ha ocHoBy ancopbaniuje Ha 260 nm,

bopmynom:

JIHK xonuentpamuja [ugml™] = Az - 50 - 100 (daxTop pasbnakersa)

MOIITO CpeAmbH EeKCTUHKUMOHM koeduuujeHT 3a nasoiandany JHK wusnocu 0.020
(ug/ml)™* cm™ (Sambrook u Green, 2012). Vsopuu JIHK cy uysanu Ha -20 °C 10

TpeHyTKa Kopuihema.
3.6 TpermaH Ae30KCHPNUOOHYKIEA30M

Konramunupajyha renomcka JIHK je yknowena u3 PHK wu3onara momohy
nesokcupubonykineaze I (DNase |1, #ENO0521, Fermentas) mnpema ymyTcTBY

npou3Bohaua. KomnoHneHTe peakinoHe cMmelie cy npukaszase y rabenu 6.
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Tabena 6: Cacmag peaxyuone cmeuie 3a mpemman 0e30KCUPUOOHYKIeA30M:

KOMIIOHEHTA 3anpeMuHa [ul]
PHK(lpg) .
DEPC Bona
10X peakumonu mypep 1
DNAse |, 1 U- ul* (#ENO521, Fermentas) 1
‘RiboLock™, 40 Ut (#EO0381, Fermentas) 025
‘ykynma sampemwsa 10

Peakuuje cy uukyoupane y PCR-mammuun peqSTAR 96 Universal Gradient
(Peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Hemauka). Hakon wunky6amuje ox 30
muHyTa Ha 37 °C peaknuje cy npekunyre nogarkom 1 ul 25 mM EDTA u nomatHoM
uHKyOanmjom Ha 65 °C y tpajamy ox 10 munyra. OBuUM moctynkom nodujero je 11 ul
tperupane PHK mno y30pky, mrto je AMPEeKTHO KOpHIINCHO Y peakluju peBep3HE

TPaHCKPHUIILIH]E.
3.7 PeBep3Ha TpaHCKpHUIIHja

Cunte3a kommiementapue JIHK (CDNA) usBenena je momohy Fermentas
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit kommera (#K1622, Fermentas) npema

yIyTCcTBY npousBohada. KomrnoHeHTe peakinoHe cMelle ¢y IpuKasaHe y Tabenu 7.

Tabena 7: Cacmag peaxkyuone cmeute 3a pegepsty mpaHcKpunyujy.

KOMIIOHEHTA 3anpemuna [pl]

_PHK tpetnpana nesokcupubonykmaesom (1 49) 1o
onuro (dT)1s mpajmep 1

Sxpeawiomwnybep A
RiboLock™, 20 U-ul™ 1

10mMaNtP 2
peepsHa Tpanckpuntasa, 200 U il (Revertdid™ M-MuLV) 1
'yKynHa sampemwsa 20

Peakuuje cy nnkyoupane y PCR-mammuu peqSTAR 96, 60 munyra na 42 °C

mto je npaheno ca 5 munyta na 70 °C panu neakTuBalyje peBep3He TPaHCKPHUIITa3e.
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3.8 PCR ammimn¢pukanuja

PCR peakmnuje cy mocraBjbaHe y CTepuiaHUM yciaoBuMa. Kopumihena je
pekomOunantHa Taq JHK momumepaza (#EP0401, Fermentas). Kommonente

peaKIMOoHe CMeIle Cy IIpUKa3zaHe y Tabenu 8.

Taoena 8: Cacmas peaxyuone cmewe 3a PCR:

KOMIIOHEHTA 3arpeMuna [ ]
AHKmm cDNA (200ng) 163
BOJIA

cnewnduann npajvepu (7,5 uM) 33
10X peaxumonn mygep 25
25mMMgCl, 2
‘10mManre 05
‘Tag, 5 Uul(recombinant)y 04
ykynma sampevuna 25

CekBenue mnpajmepa kopumhenux 3a ammudukanujy GS u  GOGAT
TpaHnckpunara npuinkoM RT-PCR u gPCR excnepumenara, kao u 3a cenexuujy T-IHK
xomosurora nomohy PHK mapkepa (mornassee 3.12) mate cy y Tabenu 9. Moxe ce
NPUMETUTH J1a C€ y 3aBMCHOCTH oA Tora ja ju ce ammunpukyje CDNA wmm JTHK
OueKyjy pasnuuure nyxxkuHe amruiukona (Tabema 9). OBo je mocimeauua Tora MITO Cy
npajMepy IU3ajHUpaHM J1a XMOpHUIU3yjy ca CEeKBEHIlaMa Ha Pa3JIUUTUM er3oHuma. ¥
cinydajy GLNI1;4 u GLN2 rena JIHK amminkoH HHje OYEKHBaH jep cy oAroBapajyhm
nmpajMepu IHU3ajHUpPaHU J1a XUOPUIIM3Y]y ca CEKBEHIIOM KOja Cce Haja3W Ha CIojy JBa

€r30oHa.
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Tabena 9: Ilpajmepu xopuwhenu 3a RT-PCR u gPCR amnaugpuxayujy GS u GOGAT

2eHa:
reH npajmep cekBenIa (5°—3”) cDNA [bp] JTHK [bp]
ouniq GLNLLT AGAAGTCATGCCGGGTCAGT o o

Peaknuje cy makyoupane y PCR-mammuun peqSTAR 96, npema mporpamy koju
ce cacTojao oA uHuIMjanHe neHarypauyje (95 °C/5 munyra), 40 nukiyca n1eHaryparuje
(95 °C/15 s), xubpunuzanuje (58,5 °C/30 s) u excrensuje (72 °C/30 s), mro je mpaheHo

ca 10 munyta ¢punanne excrensuje Ha 72°C.

3a cenexuujy T-JIHK xomoszurora JJHK mapkepuma kopuuntheHu cy mnpajMmepu
natu 'y tabenmu 10. MukyOamuja ce cacrojana on mHuIMjaimHe aeHaryparmje (95°C/5
munayTa), 40 1mukiayca aenatypamuje (95°C/60 s), xubpumuzanmje (55°C/60 S) u

excrensuje (72°C/60 s), mro je npaheno ca 10 munyra punanHe ekcrensuje Ha 72°C.
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Tabena 10: Ilpajmepu kopuwhenu 3a cenexyujy T-I{THK xomozueoma na nusoy JJHK:

I'€H/BEKTOp  TmpajMep cekBerma (5°—37) JTHK [bp]
L;1IHKf GCAAAGCCAGGGTAATTTTTC

3a ucnutHBame ekcrnpecuje GS reHa koa u3onoBaHux Knockout myranata
kopumrthenu cy mpajmepu gatu y tabenu 11. [Iporpam mHkyOamnuje ce cacrtojao on
nHunujanue aeHarypamnuje (95 °C/5 munyra), 40 nuknyca nenatypanuje (95 °C/15 s),
xuopunuzammje (59 °C/30 s) u excrenzuje (72 °C/30 s), mto je nmpaheno ca 10 muayTa

¢uHanHe ekcreHsuje Ha 72°C.

Ta6emna 11: Ilpajmepu 3a RT-PCR u qPCR ammudukanujy GS1 rena kom knockout

MyTaHaTa:
TCH npajMep cekBeHIa (5’—3”) cDNA [bp] IHK [bp]
1;1PHKf GTCATGTGCGATGCGTACAC
GLN1;1 ----r-eeee- [ STCATGTCCOATCCGTACAC . 286 368

3a mu3ajH mpajMepa KopuimiheHe Cy HHTEpHET arutukaruje primer BLAST
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov) u  NetPrimer  (http://www.premierbiosoft.com).

OnTtumanHe TtemmepaType xuOpuausauuje mnpajmepa ycraHoBibene cy PCR-om ca
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rpaaujenToM Ttemneparype. CrneunmpuyHOoCT mpajMepa je MOTBpheHa arapo3HOM
enekTpodopesom mpoaykara HakoH R7-PCR-a u aHamm3oM KpPUBUX TOIUBCHa HAKOH

gPCR ekcniepumeHTa.
3.9 Arapo3Ha ejiekTpodope3a HyKIeHHCKHUX KHCEJINHA

[Tposepa xkBasutera n3onoBane PHK u JIHK kao u pa3znsajame npoaykara PCR
peakiyja BPIIEHO j€ XOPHU3OHTATHOM ellekTpodope3om (kamune: BlueMarine™ 200
wia BlueMarine™ 100, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Hemauka; uzBop
Hanajama: Standard Power Pack P25, Biometra®, Goettingen, Hemauka) ma 1 - 1,5 %
arapo3uuM renoBuMa y TBE mydepy (89 mM Tris, 89 mM 6Gopua kucenuna, 2 mM
EDTA) xome je monmat eruaujym Opomuna y (UHAIHOj KOHLEHTpauwju ox 1 uM.
Enextpodopese cy u3Bolhene npu koncrantHom HarmoHy ox 100 V toxom 1 - 1,5 cara.
Ha ren je nanomreno no 10 u/ PCR peakuuje nomerano ca 2 u/ 6oje (6X DNA Loading
Dye, #R0611, Fermentas) o y3opky. Hakon enekrpodopese JIHK je BuzyenuszoBana Ha
VB tpancunymunaropy (ST4 3026-WL/26M, Vilber Lourmat, Torcy, ®panmycka). 3a
yrBphuBame Benmunne ¢pparmenara kopuihenu cy JJHK mapkepu O'GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder (#SM1153, Fermentas) wiu GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(#SMO0371, Fermentas).

3.10 Mpunpemame cTanaapiaa 3a ancoJyTHy KBaHTH(QUKanujy npeunimhaBamem

PCR mpoaykara ca reja

Cranmapnu 3a QPCR mpumpemsbenu cy mpeunmnthaBamem pasasojeHux PCR
npojayKaTa HakoH ren enekrpodopese. Excrpakiuja ca rema u npeunmthaBame PCR
nponykata wusBeneHu cy kopumhemem GeneJET Gel Extraction Kit (#K0691,
Fermentas) kommiiera npema ymmyTcTBy nmpousBohaua. BusyennzoBane Tpake Ha reiy cy
noji YB cBeT/ioM HceueHe CTEPIITHUM CKANIEIOM U MpebadeHe y CTepUIIHE MUKPOTYOe
on 1.5 ml u nonara um je jennaka 3anpemuna BesusHor mydepa (binding buffer). Hakon
Tora ycuenuia je uakyOamuja Ha 60 °C y BOJI€HOM KyNaTHITy JI0 pacTBapama rejia (OKo
10 munHyta). VY3opumma je 3aTuM Jojara jeJAHaKa KOJWYMHA H3OMpOIaHoIa,
BOPTEKCOBAHU Cy 5 S, HAHECEHH Ha KOJIOHe 3a mpeunirhaBame (purification column) u
nentpudyrupanu 1 muayt Ha 10000 g. @untpart je ogdadeH, a Ha KOJIOHE j€ 10AaTO 10

700 ul pactBopa 3a ucnmpame (wash buffer) u nearpudyrupane cy 1 munyr za 10000
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g. @unTpar je o10avYeH U KOJIOHE CYy OCYIICHE JIOJIaTHUM HEHTpUDYrupameM y Tpajamby
on 1 munyr Ha 10000 g. PCR ¢parmentu cy emyupanu ca kKonoHe gomatkoMm 50 ul
enyuuonor mydepa (elution buffer) u nentpudyrupamem va 10000 g y Toky 1 munHyTa.
[Tpeunmhennm PCR npoaykTuma criekTpooToMeTpHjcKH je opeheHa KoHIeHTpalyja

JHK (nornasibe 3.5)
3.11 Ksauturarusuu PCR

Peakiuje kBantutatuBHor PCR-a (QPCR) mnocraBiane cy kopuiihemem
Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2x) xommuiera (#K0222, Fermentas)
npemMa ymyrcTBy mnpomsBobhaua. Peakumone cwmemre 3ampemuHe 25 ul campxkane cy
komnuuHy CDNA koja oarosapa 50 wmm 100 ng PHK u 0,3 uM upajmepe.
Awmmundukaiyja je uzBerena ca ABl PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, CAJl). Kopuuihenu cy ucti nporpamu MHKyOaimje kao u npuiukom PCR
amundukanyje 3a oarorapajyhe mapose mpajmepa (tadene 9 u 11). Mukybauuje cy
npaheHe aHaJIM30M TOIUbCHA NpoJayKaTa amIUTupHKalMje Kako Ou ce yTBpIuia
cnenupuyHoCT npajmepa. Ctanaapiu 3a arcoayTHY KBaHTU(UKALIN]Y IPUIIPEMIbEHU CY
cepujckuM pazonaxkuBameMm npeunmhennx PCR mpoaykara (mormasme 3.10) y
pacriony ox 10 pgul™ - 1 fg-ul™. Pesynraru cy ananusupanu nporpamom 7000 System
SDS Software v1.2.

3.12 Merogae 3a ceqexkuujy T-JHK nncepunonnx xomosurora PHK mapkepuma

3.12.1 ExcnepuMeHTAJIHU IU3ajH

Cemena T1 renepanuje ceux T-JIHK uncepnmonux nunuja (Tabena 4) nocejana
Cy y CakcHje ca 3eMJbOM U rajeHa Kao LITO je onucaHo y noriasiby 3.2.1. Hakon yetupu
HeJesbe, Kaja cy OusbKe pa3BHiIe IOBOJbHY OMOMacy po3eTe, a Ipe u3yKuBamwa cradia,
ucrnpobaHe cy mMeToje 3a Op3y cenekiujy ,,SUCPrep” u ,,Touch and go” (Berendzen u
cap., 2005), koje ce 3acHWBAjy Ha Op30j HU30JANU]JH HYKICMHCKUX KHCEJIHMHA, IITO
oMmoryhaBa ucnuTHUBame BETUKOr Opoja y3opaka 3a KpaTko Bpeme. TecTtupane merone
3acHHBAJIE Cy ce Ha mpernoctaBiuu Aa koa T-JIHK uHCepIIMOHNX XOMO3UroTa y HEKOM
GS reny nehe Owutm gerekroBana oxaroBapajyha wundopmammona PHK. 3a
ammmupukanujy GS1 cDNA Ttoxkom cenexkumje PHK wmapkepuma kopumihenn cy

npajMepu aatu y Tabenu 9 u oarosapajyhu nporpam nHkyoOaruje (moriaasibe 3.8)
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3.12.2 ,,SucPrep” merona

Mamwu auct u3 posere (oko 10 mg TkuBa) je OTKUHYT M CTaBJbEH Y MUKPOTYOyY
oxn 1,5 ml y xojy je nperxoano HanmuseHno 200 ul ,,SucPrep” mydepa (300 mM NaCl u
300 mM caxapo3za y 50 mM Tris-HCI, pH 7.,5). busbHu wmarepujan y mydepy
xoMmorenn3oBaH je 10 S Ha nmexy mnactmuHuM TydkoM. On mobujene cycnensuje 3 ul
UCIIMIIETUPAHO je Y CMEIIy 3a PeBep3Hy TPAHCKPHIIIN]Y ca KOMIIOHEHTaMa MPUKa3aHUM
y tabenu 12. Ocrarak cycnensuje je 3arpejaH 10 muuyra Ha 95-100 °C ca unssem
yKIIamamba KOMIIOHEHTH Koje wuHtepdepupajy ca RT-PCR-om, Hakon udera je
nentpudyrupan 10 s mHa 5000 g u oxmahen Ha nmemxy. Ox moOHWjeHOr cymepHATaHTa
UCTIHIIETUPAHO je 3 ul y cMmemy 3a peBep3Hy TPaHCKPHIIHK]y ca KOMIIOHEHTama
npuka3zaHuM y tabenu 12. Peakuuje cy nuHkyOupane npema nporpamy Koju je OmucaH y

norJyiaBiby 3.7.

Taoena 12: Cacmas peakyuone cmeuie 3a peeep3ny mpaHcKpunyujy Hakou ,,SucPrep ”:

KOMITOHEHTA 3arpemuna [ ]

,»oucPrep” cycnensuja 3
‘ola 25
omuro (dT)gmpajwep 05
5x peaxumonn mydep 2
‘RiboLock™ 20U 05
domMaNtP b

peBep3Ha TpaHckpumnrasa, 200 U-,ul'1 0,5
ykynma sanpemmma 10

Hakon peBep3ne Tpanckpumnuje, 5 ul/ 1oObujeHor pactBopa je 10AaTo Y CMEILY

3a PCR peakmujy (mornasibe 3.8) Koja je cajpikalia KOMIOHEHTE JIeTe y Ta0enu §.

3.12.3 ,,Touch and go” meroxa

Ucnpobana je ,Touch & go” wmeroma ca u 0e3 TpeTMmaHa

I[C3OKCI/IpI/I60Hy1<J'ICa30MI

1. Jluct u3 posere je npoOyrien crepuaaumM "RNase free” macrtaskom ox 100 ul, u
mapye TkuBa yxBaheHo HacTaBkoM je mmmerupano y 7,75 ul DEPC Boxe

(#R0603, Fermentas), HakoH 4era je yciaeauo TPETMaH Je30KCHPUOOHYKIICa30M
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(mornasibe 3.6) u peBep3Ha TpaHCcKpumiuja (morniaBibe 3.7). HakoH peBep3He
TpaHckpunuuje, 5 ul cmeme koja je caapxkara CDNA momemano je ca
cTaHgapaHuM KoMmroHeHTama 3a PCR kao mTo je mpukazaHo y tabemu 13, 3a

YUM je ycleauina nHKyoanuja (mormnassse 3.8).

Tabena 13: Cacmas peaxyuone cmeute 3a ,, Touch and go” PCR:

KOMIIOHEHTA 3anpemuna [ ]

CDNA (HakoH peBep3HE TPAHCKPHIIIIH]E) 5

BOTRXA 13
cnewaduunn npajmepu (7,5 uM) 33
10X peaxtwon mypep 25
25mMMgCl, 2
10mMdNtP 05
Tag, 5 Uul' (#HEPOAOL, Fermentas) 04
‘yKynwa sampemmEa 25

2. Jluct u3 posere je npoOymieH crepuwiauM "RNase free” nacraskom ox 100 u/, u
napye TKMBa yxBaheHO HAcCTaBKOM je MMIETHUpaHO Yy S5 ul mnpunpemsbeHe
peakiMje 3a peBep3Hy TPaHCKpUILMj)y Kaja je caapxkana 50 U pesep3He
tpanckpunrase (RevertAid™ M-MuLV, #K1622, Fermentas), 5 U uaxubutopa
puGonykneasa (RiboLock™, 20 U-ul™), 5 uM omuro (dT)ig mpajmep, 1 mM
HyKJeoTHae y peakunoHoMm mnydepy. Hakon wunkyOanuje (mornasibe 3.7) y
peakuuje je amomaro mo 7,5 ul TNpUNPEMIbEHOT pacTBOpa ca CTaHJIapIHUM
komnoHeHTaMa 3a PCR kao mTo je mpukazaHo y Tabenu 14, 3a uum je ycnenuna

nHKyOanuja (mormnasibe 3.8).
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Tabena 14: Cacmasg peaxyuone cmewe 3a ,,Touch and go” PCR 6e3 mpemmana

0€30KCUPUOOHYKIIeA30M:
KOMITOHEHTA 3anpeMuHa [ ]
CDNA (HakoH peBep3HE TPAHCKPHIIIIH]E) 5
‘BORA 315
cneunduunn npajmepn (7,5 uM) 165
10X peaxumonn mydep 125
25mMMgcl, 1
10mMg4NTP 025
‘Taq, 5 Ul (#EPOAO1, Fermentas) 02
ykynua sanpemmsa 125

[Tomrro je ,,Touch and go” RT-PCR 6e3 TpermaHna /1e30KCHPHOOHYKICa30M /120
HajOOJbM CUTHAJ 32 TECTHpPaHE aMIUTMKOHE KOJI IMBJHET THITA OMJBKE, OBAj MOCTYIIAK je

Najbe KopuulheH 3a celeklujy MyTaHaTa.

3.13 ExkcTpakuuja u KBAHTH(UKANMja YKYIHHX CJ1000HUX aMHUHOKHCEJINHA

ExcTpakimja ¥ KBaHTH(]MKalLMja YKYMHUX CIOOOJHMX aMHHOKHCEIUHA je
ypaljeHa 1o mpoTtokony onucaHoM y Simonovi¢ u Anderson (2007). Oko 1 g GusbHOT
TKABAa j€ XOMOTCHHM30BaHO y TEYHOM a30Ty mnomohy aBaHa u Tydka. Hakon
XOMOTeHHu3aluje, y OMJbHH Marepujan je nomato 2 Ml MeTaHona ¥ XOMOIEHaT je
npebayeH y IUIaCTUYHE emnpyBeTe Koje cy BoprekcoBaHe 10 S u meHtpudyrupane 2
muHyTa Ha 15000 g. CynepHaTaHT je OJIBOj€H, a IMPELMIIUTAT j€ Ha UCTH HAYUH pe-
ekctpaxoBaH ca 2 ml meranona. Hakon nieHTpudyriupama, CyriepHaTaHTH Cy MOMEIIaHH
u poxato um je 2 ml xmopodopma u 3 ml Bome kako OM ce YKIIOHWIJIA HEMOJIapHa
jenumema. HakoH nentpudyrupama y Toky o1 5 munyra Ha 5000 g ropma mnojapHa
¢asa je omBojeHa, pe-ekcrpaxoBana ca 2 Ml xmopodopma u ymapena. CyBu ocrarak je
pactBopeH y 500 ul nejonnsoBaHe Bozae. KoHIeHTpamja yKymHUX aMHHOKHUCEIMHA j€
onpeheHa crnekTpoOoTOMETPUJCKM HAKOH PEaKIMje ca HUHXUIPUHOM. 3a peakuujy ca
HuUHXUApUHOM 20 ul y3opka uiam crangapaa nomemiano je ca 50 u/ 20 mM pactBopa
HUHXUJIPUHA y eTaHony. HakoH nHKyOaruje y BogeHoM kymatwry Ha 100 °C y Toky 5

MHUHYTa, pacTBOpH Cy pazdnaxenu ca 930 u/ etanosna u u3MepeHa UM je arcopOaHIia Ha
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570 nm. Kao crammapau npunpemibeHu cy | - 15 mM pactBopu mmnuHa y

JI€jOHM30BAHO] BOJIN.

3.14 Exkcrpakuuja cotyOMJITHHX MPOTENHA

BusbHO TKMBO je crpalieHo y TeYHOM a30Ty MoMohy aBaHa M Tydka. Ha cBakux
200 - 400 mg tkuBa moxar je 1 ml ekcrpakmuonor mydepa (50 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 20 % rmuuepon, 1,5 % nomuBuHIIIOMMIUPOanaoH, 10 mM mutuorpeutodn, 1
MM dennnmermincyndonun (ayopua) ¥ XOMOTEHH3AIHMja j€ HACTaB/bEHA HEKOJIHKO
MUHYyTa. XOMOTeHaTu ¢y moroMm meHtpudyrupann 10 mmuyra ma 15000 g u 4 °C.
CynepHaTtaHTH Cy OJIBOJ€HH, 3aMp3HYTH y TE€YHOM a30Ty W 4dyBaHu Ha -80 °C no
kopuithema. Ilpe ymorpebe ekcTpakTh Cy OAMP3HYTH Ha Jiexy, IIOHOBO
nearpudyrupanu 10 munyra va 15000 g u 4 °C, u y cynepHarantuma je oapehena
KOHIICHTpaIllMja MPOTEeHHA METOI0OM Kojy je omucao Bradford (1976). ITomemano je 20
ul mporerHckor ekcrpakra ca 980 ul pearenca (#B6916, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, CAJl]) u HakOH 5 MHHyTa OuHMTaHa je arcopbaHma Ha 595 nm Ha
cunektpodoromerpy Agilent 8453. Kounenrpanuja mnporeuHa ojapeheHa je ca
CTaHJApIHE TIpaBe KOHCTPYHCAHE Ha OCHOBY arcopOaHIM pacTBOpa TO3HATHX

KOHIIEHTpaluja anOymuHa u3 roselher cepyma.

3.15 Excrpaknuja nporenHa u3 ¢ppakuuje ooorahene xsopomiacruma

Jla 6u ce moOmna ¢paknuja oboraheHa xjopormjgacTuma, OKO 6 § CBEXHUX
JUCTOBAa XOMOreHn3oBaHo je 30 S kyxumckuM Onengepom ca 30 ml m3oroHm4HOT
nydepa (330 mM cop6uron, 1| mM EDTA, 1 mM MgCl,, 5 mM mutunorpeuton, 1 %
COMyOMITHN noauBHHWINUpoIuIoH y 50 mM Hepes-y, pH 7.5). Ilydep je nperxoaHo
oxmaheH 10 nojaBe kpucrana jena. JlooujeHn xoMoreHar (GUATPUPAH je Kpo3 jeJaH cIioj
nMaMy4He BaTe W TeT cliojeBa raze W neHtpudyrupan 5 munyrta Ha 3000 g. Jleo
0OMjEeHOT MpeuunuTaTa je pecycleH/J0BaH y Majoj KOJIMYMHU N30TOHUYHOT Iydepa u
nperyielad MoJ CBETJIOCHUM MHKPOCKOIIOM. YOYEHU CY MHTAaKTHH XJIOPOILJIAcTH, U Y
MameM 0pojy ¢pparmenTu hemujckor 3uaa u Apyrux oprasena. OcraTak NperunuTaTa je
pecycnenaaBan y 150 ul excrpakimonor mydepa (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 20 %
runepon, 1,5 % nomuBuHMWInomunuponuaod, 10 MM  mutuorpemton, 1 mM

bernnmernacyndornn Gayopua) npedadeH y MEKpoTyoy ox 1,5 ml u xoMoreHu3oBaH
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IacCTHYHUM TydkoM 30 S Ha siery. XOMOTreHaTH Cy MoToM IeHTpudyrupanu 10 munyra
Ha 15000 g u 4 °C. CynepHaranT je O/BOjeH U y HbeMy je oapeleHa KOHLEHTparuja

IpOTEMHA METOJIOM KOjy je omucao Bradford (1976).
3.16 HartusHa ejekTpodope3a ca gerekuujom GS uzodopmu

N3odopme  rayraMmH ~ CHHTETa3e  Cy  pa3ABajaHe  BEPTHKATHOM
JUCKOHTHHYQJIHOM  eneKkTpodope3oM y  HEAeHATypullyhum  ycioBUMa  Ha
nonuakpuwiamMuaaum renosuma. Kopumrhen je SE600 Ruby (Hoefer Inc., Holliston, MA,
CAJl) cuctem 3a enektpodopesy y3 Hanajawe PowerPac™ HC (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, CAJ). Pa3nBajajyhu ren ce cacrojao ox 7 % T u 2,67 % C, a
KoHIEeHTpYyjyhu ren on 4 % T u 2,67 % C. Peuentypa 3a npunpemMare rejioBa jata je y
tabenu 15. Kao mydep 3a enexrpodopesy kopuiihen je 25 mM Tris—HCl u 192 mM
rmmiuH, PH 8,3. Ilydep 3a y3opke Huje kopumhen. Ha ren je namuBeno 100 ug

YKYITHUX [IPOTEHUHA 10 Y30PKY.

Tabena 15: Peyenmypa 3a npunpemarve 10 ml axpunamuonoe eena oozoeapajyhee

ympedicera:
KOMIIOHEHTa 100%T 7%T 4%T
29,2 % axpunamun, 0,8 % oucakpuwiamuax  3,35ml 2,35ml 1,35 ml
BORE  38m 48ml 66ml
Tris-HCI, 1,5M,pH88 28ml 28ml -
Tris-HCI, 1M, pH8 - - 2ml
TeTpaMeTmieTMIeHAMAMMH 10l  10ul  25ul
‘amomnjym-mepcyndar 10 % 50ul 50ul  50ul

Enextpodopese cy usBohene y tpajamy oa 22 - 25 h, y3 xmahemwe na 4 °C, npu
kKoHcTaHTHOM Hanony (100 V npBux cat BpemeHa, u 3atuM 180 - 200 V 1o 3aBpmerka
enektpoopese). Jereknuja GS akTUBHOCTH je U3BEJEHA MpeMa METOIU Simonovié u
cap., (2004). Ilo 3aBpuieTKy enekrpodopese reinoBu cy uHkyoupanu 30 MuHyTa Ha 35
°Cy nmydepy ca cyncrparuma (20 mM narpujym-rayramat, 20 mM ATP, 20 mM NH.CI,
20 mM MgCly, 50 mM KCI u 2 mM EDTA y 100 mM Tris—HCI, pH 8), 3atum cy
WCIIpaHU JIeCTUJIOBAaHOM BojoM nBa myra mo 20 S, a ocnoOohenu d¢ocdar je
BU3YEIM30BaH MPELUUIUTANNjOM aMoHHjyM-MoiuOxatom (1 % (w/v) amoHHjyM-

xenrramonu6aar, 1 100 mM tpuerunamun y 1 M HNOg). Ilomro ce Ha oBaj HauYuH
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Bu3yenn3yjy cBe ATP-a3He akTUBHOCTH, y WHUIMJAIHUM EKCIIEPUMEHTHMA JIOJaBaHH
cy cunemupuunu GS muxudbutopu PPT (DL-phosphinothricin, #45520 Fluka, Sigma-
Aldrich) uan MSO (DL-methionine DL-sulfoximine, #M9503, Sigma-Aldrich) y mydep
ca CyncTparuMa Kako O ce MpoBepusIo Koje akTHMBHOCTH motuuy oa GS. V Hekum
eKCIepUMEHTHMA KOHIICHTpalllje HHXUOUTOpa y mydepy ca cyncrpatuMa cy BapupaHe

o1 0,1 mo 1 mM.

VY oppehennm excnepumentuma ca GS u3 L. corniculatus mpe HartuBHe
enekTpodopese y y3opke cy jaoaaBaHe Bapupajyhe xonmentparnuje PPT-a. Excrpakt
YKYITHUX T[POTEMHAa JHCTa je  pas30iaxeH H30JaulMoHUM  nydepom  Oe3
noauBuHIIIOHIHponuaoHa (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 20 % rimnepoin, 10 mM
mutuorpenton, 1 MM denunmeruncyndonun Gayopua) 10 KOHIEHTpaIUje MPOTEHHA
on 2 mg-ml'l. Y 50 ul omako pasbmaxkeHor ekctpakra jgoxar je PPT y dunamauM
koHreHTpanujama 1 - 1000 uM, takohe cy y ¢puHATHIUM KOHIEHTpanujama gogata 20
mM ATP, 20 mM MgCl,, 50 mM KCI u 2 mM EDTA kao miro je npukazaHo y tadenu
16. ITapanenno cy mpurnpembeHH y3opiu 6e3 nonatka ATP-a u y3opuu y kojuma je
PPT 3amemen ca MSO. OBako mpunpemMibeHH y30pIH Cy HAIMBEHW HAa HATHBHH TeEI,

paznBojenu u GS m30dopme Cy TeTeKTOBaHE.

Tabena 16: Ilpunpema L. corniculatus yzopaxa 3a namuemny erexkmpogopesy:

Cepr [uM] 0 1 5 10 30 50 100 500 1000
excTpaxT [ul] 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Hamnomena:
180 mMm MgCl,, 200 mM KCIl u 8 mM EDTA y 100 mM Tris-HCI, pH 8

VY onpeheHnM ekcnepuMEHTHMa HAaKOH Mellama MPOTEMHCKOT EKCTpaKTa ca
PPT-oM 1 ocTtanum KOMIOHEHTamMa MpUKa3aHUM y Tabenu 16, y30piiu Cy pacojbeHU y3
u3meny mydepa ren-¢punrpamujom Ha Sephadex” G-25. ITpax Sephadex” G-25 (#G2580,

Sigma-Aldrich) je wnakon OyOpema y BOAM, CKBWIMOpPHCAaH ca TpPH H3MEHE
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onroeapajyher mydepa y 4amm u HamakoBaH y CTakJeHe KojoHule aykuae 100 mm u
YHyTpalImer npedyauka 6 mm. Hakon makoBama ren je 3ayzumao 60-70 mm Bucuue
KoJioHHIle. HamakoBaH Ten je eKBWIMOpHCAaH ca HajMambe JIeceT 3ampeMuHa
oarosapajyher mydepa npe HaHomewa y3opaka. Kopumthena cy tpu nydepa Ha Tpu

pa3IUYUTE KOJIOHE:

1. nmydep ca GS cyncrparuma: 20 MM narpujym-tayramar, 20 mM ATP, 20 mM
NH,4CI, 20 mM MgCl,, 50 mM KCl u 2 mM EDTA y 100 mM Tris—HCI, pH 8

2. 50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA

3. 1MKClu0,4M (NH;)2SO4 y 50 mM narpujym-anerary, pH 4.5

Ha cBaky xomony je Hanero mo 100 u/ y3opka, u KOJIOHE Cy €IyHpaHe UCTHM
nydepom koju je kopuirhen 3a ekBunuOpaunjy. [Ipukymnssane cy ¢pakuuje on 50 ul n
TEeCTHUpaHe Ha MPHUCYCTBO MpOTeHHa MemamweM 8 ul emyara ca 2 ul Bradford-osor
pearenca. [IpBe aBe dpakmuje Koje Cy cagpkaie MPOTCHHE HAJIWBEHE Cy Ha Tel 3a

HATUBHY eJICKTpodope3y.
3.17 Exkcrpakuuja nporerHa u3 reja u AeHarypuinyha enxexkrpogopesa

VY by onpehuBama MOJEKYJICKEe Mace CyOjeMHHIIa KOoje yia3e y cacTaB
Bu3yenu3zoBaHux GS wu3odopmMu HakoH HaTHBHE ejeKTpodopese, MPOTEHHU CYy
eKCTpaxOBaHU ca MpernapaTUBHOI HAaTMBHOI Tena, pas3/iBojeHH aeHaTypuiryhom SDS
esnekTpohope3om, MPEeHETH Ha MEMOpaHy U JETEKTOBAHU aHTHTEINMA CHeNU(DUIHAM 32

GS.

Hakon mnpenapatuBHe enekTpodopese H JeTekuuje, Busyenausorane GS
n3zoopMe cy HcedeHe ca HaTUBHOT Teja, ucnupane asa myta rno 30 munyta ca 50 mM
Tris—HCI pH 8, no pactBapama QocdarHor mnpernumurara. 3aTUM Cy Tpake reja
yCUTHEHE HcTHCKHBamkeM 10 myTta kpo3 ruiactuyne mmpunese ox 5 ml (Scheer u Ryan,
2001). YcutmeH ren je moToM HHKYOUpaH, y3 MOBpeMEHO BopTekcoBame, 1 h Ha 50 °C
(wmu ipexo Hohwm Ha coOHoj Temmieparypu) y 200 u/ mydepa 3a nenarypanmjy (1 % SDS
u 3 % p-mepkanroeranon y 50 mM Tris-HCI, pH 6,8 wiu pH 8). Hakon unukybOaruje

CyIepHATaHT je MOKYIJbeH, U momeman ca nmydepom 3a ysopke (1 % SDS, 1 % p-
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mepkanroeranoi, 0,004 % opomdenon miaso, 50 % rmuueposn y 50 mM Tris-HCI, pH

6,8) y onHocy 5:1 (v/V) u Hanecen Ha SDS ren.

Henarypumyha enextpodopesa je u3BoheHa mpemMa METOIU KOjy je Omucao
Laemmli (1970). Kopumihiena je Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories)
Kaauma 3a enekrpodopesy y3 Hamajame PowerPac™ HC (Bio-Rad Laboratories).
CacraB pasznBajajyher rena u mydepa 3a enektpodope3y OHO je UCTH Kao MPUITUKOM
HaTUBHUX enekTpodopesa, y3 noaarak 0,1 % SDS. Konuentpyjyhu ren je npunpemibeH
ca Tris-HCI, pH 6,8 nybepom y dunanHoj kouterrpauuju ox 0,125 M, y3 nonarax 0,1
% SDS-a. Paznajajyhu ren ce cactojao ox 10 % 7 u 2,67 % C, a xonuentpyjyhu ren
on4 % Twu?267% C. 3a yrBphuBame MOIEKyJICKe Mace KOpUIINEHH Cy IPOTEHHCKU

mapkepu (#SM0441, Fermentas wiu #26623, Thermo Scientific).

3.18 Ilpenoc npoTenHa ca rejia Ha MeMOpPaHy M JeTeKIHja AaHTUTeIUMA

[TpoTrenHu cy TpeHETH Ha HUTPOLETYIOo3HYy MmemOpany (0.45 um, #N8267,
Sigma-Aldrich) moxpum 6Gmorom momohy Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories) cucremMa OmpeMJbEHOr aJanTepoM 3a TpaHcdep MPOTEHHA Mpema
ynyTcTBy npomsBohaua. Kao u3Bop crpyje xopumihen je PowerPac™ HC (Bio-Rad
Laboratories). [IpoTennu cy npeHOIIEHH TPU KOHCTAHTHOM HanoHy of 50 V, y Tpajamy
on 1 mo 1,5 h y3 xnaheme cucrema. Kao tpancdep nydep xopuuhen je 25 mM Tris-
HCI, 192 mM rumurun, pH 8,3. MemOpane cy HakoH TpaHcdepa WHKYOHpaHE MPEKO
nohu Ha 4 °C, y pactopy 10 % nemacuor mieka (NFDM, Nestle, Vevey, I1Isajiapcka)
y T-PBS nydepy (10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO,4, 8 % NaCl, 0,2 % KCI, u 0,05 %
Tween-20). Cneneher nana memOpaHe cy HHKyOHMpaHe JiBa cata Ha COOHOj TeMIepaTypu
y3 Onaro Memame ca NPUMapHUM AaHTHTENOM (TIONMKIOHCKA aHTHTENa W3 3€la)
cnenuduuaum 3a GS (#AS08 295, Agrisera, Vinnds, 1lIBencka) xoje je pasdiaxkeHo
1:10000 (v/v) y pactBOpy 5 % HemacHor miieka y T-PBS mydepy. MemOpane cy 3atum
ucniupane y T-PBS nydepy, npema memu: 2 X 1 munyt; 1 X 15 munyra u 3 X 5 MunyTa.
Cnenuna je jeaHodacoBHa HHKyOamMja meMmOpaHa Ha COOHOj TemmepaTypu, ca
CeKyHIapHUM aHTUTeNIoM (#A0545, Sigma-Aldrich) xoje je KomyroBaHo ca
nepokcuaazoM u3 pena. CexkyHmapHo aHTHTENO je pasomaxeno 1:20000 (viv) y

pactBopy 5 % HemacHor mieka y T-PBS nydepy. MemOpane cy 3atum ucnupane y T-
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PBS nydepy npema memu: 2 X 1 munyT; 1 X 15 Munyra u 3 X 5 munyra. Jlerekuuja je
U3BpIICHA METOOM Mojadane xemuwrymunucueniumje (Mruk u Cheng, 2011). Mem6pane
Cy MHKyOHMpaHe 5 MUHYyTa y pacTBOpy Koju je caapxkao 0,2 MM p-kymMapHy KUCEIHHY,
1,25 mM 3-amunodranxuapasua (rymunon) u 0,01 % (v/v) Bomonuk mepokcuzg y 100
mM Tris-HCI nydepy, pH 8. Hakon tora, MemOpane cy uznoxene ¢puamy Kodak X-
Omat LS (#F0899, Sigma-Aldrich) y tpajamy ox 5 mMuHyTa, KOjU je IOTOM pa3BHUjeH

npemMa yIyTcTBy Ipou3Bohaua.
3.19 AHanu3a CKeHHpPaHMX rejioBa

CrnMke CKeHUpaHHMX rejoBa Cy aHanusupane momohy codreepa TotalLabl20
v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle, Bputanuja). JlencutomeTpujcka aHain3a
remoBa ypaheHa je ca cinenehuM mapaMmerpuMa: mo3aauHa je ykiomena rolling ball
MeroaoM mnojemeHom Ha 200 - 1500 y 3aBucHOTH On rena (YBEK HCTa BPEIHOCT
NPUIMKOM aHalIM3¢ Tpaka Ha jeTHOM Telly); Tpake Cy MaHyelHO ojgadpaHe; rayCoBCKe
KpHBE KOj€ OAroBapajy IEHCUTOMETPUJCKUM IHUKOBUMA cy ofpaheHe kopumrhemem
HANpEJHOT anropuTMa. VHTEH3UTEeT Tpaka y pa3IU4YuTUM Yy30puuMa je mopeheH

ynopehuBameM rayCoBCKUX KpUBHX KOj€ OAroBapajy MUKOBUMA .

140 A
130 A
120 A
110 4
100 o
90 4
20 4
70 A
60 4
[ . ST
40 A
30 4
20 4
10 4

W

Cnuxa 12: I[lpumep oencumoecpama. A - 06a nuxa (3enreHo) Kojuma je no3aouHa
yraowena rolling ball aneopummom nooewenum na 1500 (wyouuacmo), ca ykionmenum
2ayCcOBCKUM Kpueama (Ypeeno) u 00208apajyhiom cymom yKIONbEHUX 2AYCOBCKUX KPUBA

(ypno). b - Uzeneo ananuzupane muepayuone nymarve.
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3.20 CrarucTtuuka o0paja mojgaraka

Cratuctuuke aHanuse cy ypahene kopumhemem codrBepa Statistica 8 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, CAJT). Tokom ananuse nogaraka ekcrpecuje GS u GOGAT rena, kana
cy mopeheHa JBa cKyma mojaraka, 3a KOHTPOJY U 3a ojapeheHu TpeTMaH, 3Ha4ajHOCT
pa3nuka je yrepherna CTyeHTOBUM T-TeCTOM ca HuBouMa 3HadajHocT P < 0,05 (*) u p
< 0,01 (**). ¥V cmyuyajeBuma kajga je mopeheHO BHIIE CKYIIOBa IOJaTaka, OHU CY
nonBpruyT ananusu Bapujance (ANOVA), a nmopehema uzmel)y cpeamux BpeJHOCTH Cy
ypaljena mnomohy Fisher LSD Tecra HajMame 3HauYajHHMX pasivKa, ca HHBOOM
3Hauajaoct ox P < 0.05. Ha oBaj HaumH je mopehen npupact Ouomace Ko 3Be3qaHa
TPETUPAHOT PANIUYUTHM KoHIeHTpanujama PPT-a, kao u nencutomerpujcku onpehen

unteH3utet GS Tpaka y reimy.
3.21 Ocraau kopuurheHu nporpamu

3a onmpehuBame xomonoruje m3Mmel)y cekBeHIM W 3a Topeheme CEKBEHIN
koputither je Clustal Omega (Sievers u cap., 2011). TTopeleme cekBeHIH je TPUKa3aHO
nomohy Jalview 2.8 (Waterhouse u cap., 2009). ITpensubame CTP cekBeHuu ypalheno je
nomohy ChloroP 1.1 server (Emanuelsson u cap., 1999). 3a oapehusawe pl u MW
MPOTEMHA Ha OCHOBY CEKBEHIIE KOpHITheHa je MHTEpHET arihKaiuja expasy - compute
pl/Mw tool (www.expasy.org). 3a 3D mpuka3z GS ctpykTypa KopuiiheH je ciodoman
coprBep Jmol (http://www.jmol.org/). 3a uprame dopmyna kopuinheHa je WHTEPHET
armrkaruja eMolecules (http://www.emolecules.com/). 3a npuka3 mamna ekcrpecuje GS
u GOGAT rena y paznumuutum ¢aszama pazsuha A. thaliana (ITpunor 1) kopumthen je

Arabidopsis eFP browser (Winter u cap., 2007).
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4. Pesyararu

4.1 IIporokoa 3a ekcrpakmujy GS mporemHa ca HATHBHHMX rejloBa HAaKOH

I[eTeKIII/Ij € CH3UMCKEC aKTUBHOCTH

3a oapehuBame ycinoBa ekcrpaknuje GS mpoTemHa HAKOH JETEKIHjE Y
HAaTUBHOM reily KopuiiheH je cmaHah 300r JOCTYIMHOCTH OMJBHOT MaTepujajia u Majior
Opoja GS reHa (mo jemaH reH 3a XJIOPOIUIACTHY W IUTOCOJHY H30(OpMY), OJHOCHO
nu30(opMH, MOMITO y NMpeITMMHHAPHUM ekcnepumentuma ca GS u3 A. thaliana umucy

J00WjaHu PETPOyLUOUITHH PE3YATaTH.

ConyOuiaHM TPOTEMHHU Cy EKCTPaxOBaHM W3 KOPEHa, JINCTA, W XJIOpPOIUIacTa
cnanaha, pa3aBOjeHM HATUBHOM €NEKTPOPOpPe30M U JETEKTOBAaHH Ha OCHOBY
aktuBHOCTH y reny (Cinuka 13A). YV xopeHy je neTekToBaHa jeaHa u3opopma, 10K Cy y
JUCTY W XJoporuiacTuMa aetektoBane ase GS mzodopme, mro je 6mino uzHeHalyjyhe
umajyhu y Buay na cnanah moceayje mo jena ren 3a GS1 (GenBank: EU057984) u GS2
(GenBank: EF143582). AxTHBHOCTM HHCY JETCKTOBaHE Kaja je y mydep ca
cynctpatuma nonat GS cneunduynn naxudutop MSO y GpuHATHO] KOHLIEHTPAIM]HU O

5 MM (pe3ynTar HUje MpHUKa3aH).

Y mwby oxapehuBama MosieKylicke Mace cyOjefHHIa Koje yia3e y cacTaB
nerektoBaHux GS n30(hopMH, BU3YyEeITHM30BaHE TPaKe Cy €KCTPaxOBaHE ca reja Kako Ou
NPOTEUHHU OMIIM pa3ABOjeHH y pyroj numensuju SDS enekrpodopezom. YcraHOBIBEHO
je Ja je eceHUHWjalaH KOpaK 3a YCIEUIHY eKCTpaklHWjy, AeHATypauujy U KacHHUjy
nereknnjy GS mpoTenHa aHTHTENMMA, eKBIIIMOpaIja rena n0 HeyTpaaHor PH HakoH
npeuunuranyje  ocioboheHor ¢ocdara. IlperunuroBan Qochar ce  TOKOM
eKBUJIMOpaLKje MOJIaKo pacTBapa ca reja, Ipu 4eMy Tpake akKTUBHOCTH IOJIAKO HECTajy.
N3 tor pasmora cy BH3yenM30BaHE Tpake MPBO MCEUYEHE ca rejla HAKOH JETeKIHje, a

3aTHM €KBHJIMOpHCAHE.

Kaxo 6u ce yrBpamiia MosiekyJcka Maca cyojeIMHHIa, EKCTpaxoBaHe n3odopme
cy paszaBojeHe nenarypuinyhom SDS enextpodope3om, mpebaueHe Ha MeMOpaHy U
neTekToBane creuuduunum anTHTenuma. Ob6e xmoporuiactHe uzodopme cy gane o

jemny tpaky on 44 kDa, muroconna u3odopma je nmama jenny tpaky mace 40 kDa
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(Cmuka 13B). ¥V y3opky GS2a nerexkroBana je Tpaka ox 80 kDa koja BepoBaTHO
onroBapa GS2 numepy W TpW Tpake HHXKHX MOJIEKYJICKMX Maca KOje BEpOBATHO

MIpeICTaBIbajy mpoTeonuTuuke Gpparmente GS2 nmpoTenHa.

A

=)

GS2a GS2B GSt1
<120
<85

4=GS2a

<50

€= GS2B  m— —
44KkDa 404 no

<35

<25

<20

Cnuka 13: H3oghopme GS ko0 cnanaha. A - conyounnu npomeuHu cy eKCmpaxo8aHu u3
1 - kopena, 2 - aucma u 3 - U30106aHUX XTOPONAACMA, PA30BOjeHU HAMUBHOM
enekmpoghopezom u O0emexkmosaHu Ha OCHO8Y akmusHocmu y eeny, b — mpake ca
odemexmosanum GS axmuenocmuma y aucmy u xaoponiacmy (GS2o u GS2B), u
yumoconanom GS akmuenowhy xoja je oemexmosana y xopeny (GSI1) cy uceuene ca
npenapamueHoe 2ena, nPomeuHu cy OeHamypucauu u excmpaxoeauu, pazosojenu SDS
enekmpoghope3om, nNpeHecenu Ha MemMOpaHy U  O0emeKmoaHu - CneyuduUHuUM
aumumenuma. Ca Oeche cmpawne je 03HA4eH NONONCA] NPOMEUHCKUX MapKepa Ha

HUMPOYENYI03HO] MEMOPAHU.

4.2 YTHuaj pa3iMuMTHX YCJI0BAa rajela M BpPCTe TKMBa Ha elleKTpodopercke

npoduiie GS nzodopmu kox A. thaliana

VY nuspy moctuzama mTo 60Jbe pe3odyiuje GS akTUBHOCTH JETEKTOBAaHMX Ha
HATUBHHUM T€JIOBMMa, HCITUTUBAH j€ YTHIAj Pa3IMYUTUX YCIIOBA T'ajerha U THIIA TKUBA Ha
enektpodopercke npoduiae GS mzopopmu kox A. thaliana. Conybunau npoTenHu cy
EKCTPaxOBaHHW M3 JINCTOBA M KOPCHOBA YETHPH HEJE/be CTApHUX KiMjaHala rajeHux in
vitro y reunoj MS nmomosu (Cruka 14A), Ha uBperoj MS%: noanos3u (Cnuka 14b), kao u

u3 kanyca (Cnuka 14B).

Y KkopeHy u JHCTY iN VItro rajeHux OWJbKa M y KalyCHMa JETEKTOBAaHO je
jenanaect ATP-a3znux aktuBHOCTH (Cnmka 141). AKTUBHOCTH HHCY JIETEKTOBAaHE Kaja

cy y nydep ca cyncrpatuma noxati GS cneunuduunu naxudburopu PPT wnmu MSO y
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¢uHamHO] KOHIEHTpauuju oa 5 MM (pe3ydrar HUje MpUKa3zaH), IITO je MOTBpAa Ja

JIETeKTOBaHE aKTUBHOCTH noTuyy o1 GS uzodopmu.

1 <485
2
3
4
5 <+50
6
7
8 i e — ——
2 40 kDa -
11
+25

Cnuka 14: Uzogopme GS ko0 A. thaliana: A - kyimypa Kiujanaya y meyHom meoujymy
b - xynmypa kaujanaya na yepcmom meoujymy, B - kynmypa xanyca; I' - oemexyuja GS
AKMUBHOCMU HAKOH HamuseHe enekmpogopese (100 ug npomeuna HaweceHo no
oynapuhy); npomeunu cy excmpaxosanu u3: 1 - nucmoea o6umka eajeHux y meunoj
nOO0N03U, 2 - KOPEHOB8A DUBKA 2ajeHUx Y meyHoj nooio3u, 3 - IUCmosa Ou/bKa eajeHux
Ha uepcmoj noonosu, 4 - kopenosa bumka eajeHux Ha 4epcmoj noonroszu S - kanyca; / -
eecmepn 6nom: mpaxke ca 11 Oemekmosanux aKmMueHOCMU C) UCEHeHe HAKOH
npenapamusHe eiekmpogopese NPomeuHcKoe eKCmpakma Jaucma, HNPOMeEUHu Ccy
eKCmpaxo8anu u3 2eid, paszosojenu oenamypuuiyhom erekmpogopezom, npeHeceHu Ha
membpany u oemexkmosanu GS cneyuguunum anmumenuma. Ilonoscaj npomeunckux

Mapkepa Ha HUMpOYeny103Hoj MeMopanu je maxkohe npukasan.

VY ekcTpakTHMa KOpeHOBa OnJbaka rajeHuX Ha YBpPCTOj MOJJIO3U TPH Hajcriopuje
murpupajyhe mzopopme cy 6usie Beoma ciador MHTEH3UTETA, JIOK CY Y €KCTpaKTHMa
KOpEHOBa OWJbKA TajeHUX Y TEUHO] MOJJI03U OWJIe HEITO jauer MHTCH3UTETA, ajli UITaK
ciabuje y OJHOCY Ha aKTUBHOCT oOcTaluxX H3opopMmH. VHTEH3UTET IeTeKTOBAaHUX
uzohopMu je OMO yjemHAUYeH Yy Y30pKy M3 Kajyca, JOK je y OCTAIMM Yy30pamuma
nzodopma ca Hajumom mobuaHomhy (Tpaka 11, Cnuka 141°) 6una HajuHTEH3UBHU]A,
IITO j€ Cyrepucaso Ja y Kajaycy MOCTOjH JIpyradyuju OJHOC eKcmpecHuje u30hopMH Y

OIHOCY Ha KOPCH H JIMCT. vy OPOTCUHCKHUM CKCTPAaKTHUMa H30JIOBAHUX XJIOPOIJIaCTa
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WHUIMJATHO j€ JIETEKTOBaHA aKTUBHOCT, KOja je MO0 MOOMIHOCTH OJAroBapaia JBeMa
HajciopujuM u3opopmMama y IpyruMm yszopuuma (tpake 1 m 2, ciuka 14I7). Osaj
pe3ynTar HUje NMpuKa3aH, MOIITO ra HUje OuiIo Moryhe pernpoayKkoBaTH TOKOM KaCHH]UX
eKCIIepUMEHATa, KaJia y MPOTEMHCKUM €KCTPaKTHMa XJIOpOIUIacTa Huje aerekroBana GS
aKTUBHOCT, IITO YKazyje Ha Moryhy HECTaOMJIHOCT OJHOCHO HMHXHUOWIU]y OBE

n30QopmMe, y caMOM TKHBY HJIM TOKOM IIpoIieca eKCTpaKIrje 1 eaekTpodopese.

SDS enektpodope3om y Ipyroj AMMEH3UjU je YTBpHEHO J1a ce CBE JAETEKTOBaHE
GS m3odopme cactoje o cybjeannuIa Yrja Mojiekysicka maca usnocu 40 kDa (Cnuka

141), koja oaroapa macu GS1 nporeuna (Ishiyama u cap., 2004Db).

IMomiro A. thaliana moceayje met GS1 rena koju KOAUpPajy NPOTEUHE PEATHBHO
BHCOKE XOMOJIOTH]e, U 003upoM 1a ce OusbHu GS eH3uMHu cactoje HajMame 011 0caM, a
BEPOBAaTHO O] JIeCeT CyOjeJHMIIa, MOXKE C€ IOCTaBUTH TNHTAmkE Ja JIM TPOIYKTH
pasmuuutux GS1 rena A. thaliana mory ma dbopmupajy dynkunonante ensume. OBa
MoryhHOCT m3riiefja BepoBaTHA MOIITO j€ y Pa3IMYUTHM TKHBHMA JIETEKTOBAHO BUIIIE
GS1 w3odopmu HEro mTO je KOAWPAHO y TeHoMy. Y IHMJby TIPOBEpPE OBOra M
uneHTudukanyje cyOjeIuHMIIa KOje Yyja3e y cacTaB JCTEKTOBAaHUX H30(hopMHU
cenekroBanu cy T-JIHK unceprmonn xomosurotu y GS1 renmma (mornassse 4.5), a
3atuM cy nopehenu enexktpodopercku npopunn GS uzodopmu koa uzonoBanux GS1

knockout myranara (mormasibe 4.7).
4.3 Excnpecuja GS rena y pazmmuntum TkuBuma A. thaliana

Kao mpBu kopak y oaroHeramy cyOjequHHYHOT cactaBa 11 geTekToBaHMX
n30(popMH, MTPOBEPEH je HUBO ekcrpecuje GS reHa y pa3nuunTUM TKUBUMA, Kako OH ce
YCTQHOBMJIO Ja JIU CBU THUIOBU CyOjeMHHUIA YYECTBY]y y (opMHpamy T00HjeHOTr
sumorpama (Cnuka 14I"). PHK je m3onoBaHa u3 nucroBa U KOPEHOBA YETHUPU HENEIHE
crapux Owsbka rajeHux In Vitro y teunoj MS momnosu u u3 kamyca. OBa TKUBa Cy
onabpana jep je y muMa JerekroBaHo cBux 11 GS wuzodpopmu npu HaATHBHO]
enektpoopesn. Hapounto je 3aHUMIBMBO OWJIO MCIUTATH Ja JM MOCTOjE€ PA3IUKE Y
exkcripecuju GS reHa y KaJlyCy y OJIHOCY Ha JIUCT ¥ KOPEH, 300T Pa3IM4UTOr OJHOCA Y

WHTEH3UTETY AeTekToBaHuX GS m3odopmu u3mel)y oBux TKHBa (MOry1aBibe 4.2).
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NzonoBana PHK je peBep3HO-TpaHCKpHOOBaHA M HUBO EKCIIPECHje OJa0paHuX
reda oxapehen (PCR-om. Croemuduynoct mnpajmepa kopumhenux 3a (PCR
KBaHTU(UKAIM]Y U ONTUMAIHA TeMIIepaTypa XuOpuau3aiuje cy mpeTxoaHo yTBpheHu
PCR-om ca rpagujenTom Temmneparype. CBU mapoBu mpajmepa ouinu cy cnenupuvan Ha
temneparypu 58,5 °C (Cnuka 15) majyhu PCR nmponykre odekuBane ayxuHe (Tabena
17).

Cnuka 15 RT-PCR npooykmu GS ecena oOobujenu HakoH amniugukayuje ca

npajmepuma damum y maodenu 9.

Tabena 17: Ilposepa oyxcune ¢ppacmenama nakon RT-PCR amniugurayuje:

amIIMKoH [bp]

] 57 -
TCOPETCKU CKCIICPUMCHTAJIHO
GLN1;1 328 329

GLN12 304 305
GLN13 354 344
GLN14 339 339
GLNL5 367 367
~ GLN2 314 305

Crangapau 3a ancoyiyTHY KBaHTU(UKALM]Y CYy MPUIIPEMIbEHH IpeuuiihaBameM
PCR nmpoaykara ca rena u pa30OinakxuBameM 10 GUHATHAX KOHIICHTpAIHja y OTCeTyY 103

- 10" kormja o ul.

CBu GS reHu Koju KoJpajy IIUTOCOJHE €H3MME UMali cy Behy ekclpecujy y
aucty 'y omHocy Ha kKopeH (Cmuka 16). On GS1 rena HajBHINE TpaHCKPHITATa
nerextosaHo je 3a GLN1;2 (8,8 amol-ug™ msonosane PHK mucra u 2 amol-ug™ PHK
KOpeHa), mTo je oko 3 myra Bume o1 GLN1;3 rena (3 amol-ug” PHK mucra u 0,9
amol-ug™ PHK kopena). Kommunna tpamckpumnara GLN1;1 ussocuna je 1,2 amol-ug™

n3onoBane PHK nucra mto je oko 5 myra BuIlle 0J1 KOJIMUYWHE TPAHCKPHUIIaTa Y KOPEHY.
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Excrpecuja GLN1;4 u GLN1;5 rena Ouna je jako HUCKa, ca TeK JIBOIUGPEHUM OpojemM
JNETCKTOBAHUX KOMHja. Y CKIIaay ca yHyTaphelnjcKoM JTOKATU3AIHjoM U (DU3HOIOITKOM
yiorom, excripecuja GLN2 Ouna ja oko 8 myra BuIa y JIUCTY y nopehemy ca KopeHoM,
u ca 12,3 amol;ug’1 nzonoane PHK nucra, oBaj ren je ummao Hajehm Opoj

JIETeKTOBaHMX TpaHCKpunara oj cBux GS rexa.

10

=

I

E' Enuet
=)

= CIKOpeH
5]

IS mEKanyc
[

"GLN1;1 " GLN1;2 GLN1;3 "GLN1;4 GLN1,5 ~ GLN2

Cnuxka 16: Konuyuna GS mpauckpunama no ug usonosare PHK y nucmy, kopeny u

kanycy. Ha epagpuyuma je npuxaszana cpeorwa epeonocm mpu OUOIOWKA NOHABLARA CA
CMAHOAPOHOM 2PEUKOM.

VY kanycy ce obpasan excnpecrje GS reHa 3Ha4ajHO Pa3TUKOBAO Y OJHOCY Ha
JINCT M KOPEeH: HajBHuIy ekcrpeckjy umao je GLN1;3 (8 amol-ug” PHK), 3a mum je
ciexno GLN1;2 (4,6 amol-ug™ PHK) u GLN1;1 (2,3 amol-ug" PHK). Excrpecuja
GLN2 rena Ouna OBOCTPYKO HUXa Yy OJAHOCY Ha KopeH W m3Hocuna je 0,8 amol'yg'1

PHK. I'enu GLN1;4 u GLN1;5 cy y oBOM y30pKy UMaJIil jaKO HU3aK HUBO €KCIIpeCHje.
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4.4 Perynanuja excnpecuje rena GS-GOGAT mukiyca OW/bHUM peryjaTopuma

pacTema

Paznuke y excmnpecuju GS rena y kxalycuma y OJHOCY Ha JHCT M KOpEH
(mormapibe 4.3), ykazalie Cy Ha MOTYNHOCT Jia je eKCIIpecHja OBUX I'eHa peryiaucaHa
OMJbHUM XOPMOHHMA, ¢ 003MPOM J1a Cy 32 MHAYKIHU]Y U OJpXKaBame Kajdyca KOpUIIheHn
perynaropu pacrema KIN u 2,4-D. YV Henocratky IuTepaTypHHX IOJaTaka O YTHULA]y
¢uroxopmona Ha ekcrpecujy GS rena, crpoBelieHO je IIMpe WCHUTHUBAKE YTHIAja
pEeNpe3eHTAaTUBHUX peryjaTopa pactema Ha ekcrpecujy reHa GS-GOGAT mmxiryca.
OpabpaHo je MO jeaHO PENPE3CHTATHUBHO [CIUIEHE M3 YCTHPU Kiace OWIbHUX
perynaropa pactewa: 2,4-D, ABA, KIN u GA3. busbke cy Tperupane pa3IudyuTUM
KOHLIEHTpAallMjaMa OBUX PETYJIaTOpa pacTela M aHAIM3UpPaHa je eKCIpecuja reHa KOju
komupajy m3odopme rayramuH-cmHTeTaze (GLN1;1, GLN1;2, GLN1;3, GLN1;4,
GLN1;5 u GLN2) u rmyramar-cuntasze (GLUL, GLU2 u GLT1).

Cnuka 17: Hzeneo oOumaka eajeHux y meunoj noonosu: A - Hedemwy O0AHA HAKOH

sacejasarva, b - nenocpeono npe y3opkosarba mxuea.

Uetupu Henesbe CTapu KIMjaHIM TejeHH Y Te4HOj MS XpaHIbHMBOj MOAIO3H,
npebadyeHn Cy Yy CBeXe XpaHJbHBE IOJIOTe KOje Cy caapxale pa3induTe
KOHIICHTpAIIH]e (10'8 - 10® M) perynatopa pacrema (Cnuka 17). Kortponne 6uspke cy
npebaueHe y cBexxy MS mojiory 6e3 perynaropa pactewma. Hakon 24 h, u3 nucrosa u
kKopeHa u3osnoBaHa je PHK, peBep3Ho-TpaHCKpuOOBaHA M HUBO €KcIipecuje oJadpaHux

rera oapehen JPCR-om y3 anconyTHy KBaHTH(DHKAIH]Y.
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[Tpajmepu 3a QPCR xkBantudukauujy GS TpaHckpumara ¥ ONTHMAalIHA
TeMIeparypa XxuOpuansanuje cy nperxoaHo yrBphenu (mornasibe 4.3). Jluzajuupanu
GOGAT mpajmepu (TabGena 9) Ttakohe cy Owimm crnenupu4HH TNPU TEMIEPATYPH
xuopuauzammje on 58,5 °C (Cnuka 18) majyhm PCR mpoaykre odeknBaHE Ty>KUHE
(Tabena 18).

500 bp

100 bp

Cnuxa 18: RT-PCR npooykmu GOGAT eena oobujenu naxou amnauguxayuje ca

npajmepuma oamum y maoenu 9.

Taoena 18: Ilposepa oyscune ppacmenama nHakon RT-PCR amnaughuxayuje.

amILTHKOH [bp]

" reopetcku  excniepumentano
GLUL 303 305

GLU2 290 286

GLTL 303 305

Cragmapmn  3a QPCR  amconmyrHy KBaHTU(UKAIUjy Cy TpPUNPEMIbEHU
npeunmthaBakeM PCR mpoaykara ca rema u pa3OiiaxuBameM JI0 (UHATHAX
KOHIICHTpAIMja y OTcery 10%- 10’ Komwuja 1mo ul. AHamu3a Temieparype Tormbema (Tm)
ammukoHa HakoH JPCR excnepumeHTa mokasaia je Ja je y CBUM peakiifjamMa HacTao

10 jeJaH IPOMU3BO/I.
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Ct
-
derivative

Log CO

Cnuxka 190 A - npumep cmanoapoune Kpuse 3a ANCONYMHY KEAHMUPDUKAYUTY
mpanckpunama qPCR-om. b - ananuza memnepamype monsera HACMAIUX npooyKama
HakoH qPCR amniughuxayuje GLN1;1 cDNA.

Kon koHTponHuX OMIbaka, Koje HUCY TPETHpaHe peryiaropuma pacrema Beh cy
HAKOH YETHPH Hesesbe mpedadene y cBexxy MS momasory y Tpajamy ox 24 h, excripecuja
GS rena koju KoJpajy MUTOCOTHE eH3uMe Omiia je Beha y KOpeHy y OJHOCY Ha JIUCT.
OBakaB OJHOC ekcrpecwje u3Mely JnMcTta M KOpeHa je JApyraudju OJ IMPEeTXOJHO
onucator (Cnuka 16). BepoBatan pazior je npebanuBame Ousbaka y CBEXY MOIJIOTY Y
toky 24 h npe ekcrpakiuje PHK, unme je oOHOBJbEH cajpikaj HyTpujeHarta, Mel)y
KOjUMa Cy MW TO3HATH peryiaTopu ekcrnpecuje GS rena, caxapo3a W aMOHHUjyM-jOH
(Oliveira u Coruzzi, 1999; Ishiyama u cap., 2004b). GLN1;2 umao je HajBUIIM HUBO
excrpecuje (88 amol-ug™ PHK 3a xopew u 37 amol-ug™ PHK 3a nucr), mro je oko 20
nyra Bumre on GLN1;1 rema (4,4 amol-ug" PHK 3a xopen u 2,3 amol-ug” PHK 3a
muct). Kommumnaa tpanckpumara GLN1;3 Ouna je cimuyHa y mucty M KopeHy (oko 1
amol-,ug'1 PHK). Excnpecuja GLN1;4 rena je Owmia 1octa HIKa, Y KOPEHY je U3HOCHIIA
0,051 amol-ug™ w3onosane PHK, 1ok je y mucty 6ma oko 30 myra mama. Excripecuja
GLNI;5 rena je Omia jako HHCKa IITO j€ CIPEYMWIO MPEHM3HY KBaHTU(DUKALH]Y.
Excrpecuja GLN2 6una ja Beha y mucty (3,8 amol-,ug'1 PHK) y onnocy nHa kopen (1,2
amol -,ug'1 PHK).

Excnpecuja GOGAT rena nmoka3zana je 3HauajHe pas3jiMKe y JHCTY Y OAHOCY Ha
KopeH. Y nucroBuMa je nerekroBaHo Hajpume GLUI1 Tpanckpunara (1,56 amol‘,ug'1
PHK), oxo 70 myra Bure Hero y kopeHy. HajBumm HOBO ekcripecrje y KOpeHy UMao je

GLU2 rer (3 amol-ug * PHK), mro je 0ko 6 mmyTa BHIIE Y OHOCY Ha eKCIPECH]y OBOT
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rena y macty (0,48 amol-ug * PHK), 3a UM je 10 KOIMYMHA TPAHCKPHIIATA CIICIHO
GLT1 ca 1,1 amol-ug * usonosane PHK, wro je oko 9 myTa BHIIE Y OXHOCY Ha JIHCT
(Cnuxka 20).

100

80

60

1

amol-ug'PHK

B nucT

O KopeH

0 GLN1;1 GLN1,2 GLN1;3 GLN1,4 GLN15 GLN2 | GU GLU2 GLT1
GS i GOGAT

Cnuka 20: Koauuuna mpanckpunama GS (GLN1;1, GLN1;2, GLN1;3, GLN1;4,
GLNI;5 u GLN2) u GOGAT (GLUI, GLU2 u GLTI) 2ena y nucmy u xopeny. buwke cy
eajene in vitro yemupu Heoerve y meunom MS meoujymy na npebauene 24 h na ceedncy
Xpaussugy noonozy Hakon ueea je PHK uzonosana uz nucmosa u kopena. Ha ciuyu je
npeocmasbena cpeorba 8pedHoCm mpu Ouorowka nowassarba o0 no 10 ébumaxa ca

CMAHOAPOHOM 2PEUKOM.

Ha ciukama 21-28 mpexacraBibeHa je peniaTUBHA €KCIIpecHja I'eHa y JIUCTY U
KOpeHy Omibaka TperupaHux perymaropuma pactema: 2,4-D, ABA, KIN u GA3, y
OJIHOCY Ha HeTpeTupaHy KoHTpoisy - K. Ha rpadunnma je npukaszana cpeqmba BpeAHOCT

Tpu OHOJNONIKA TTOHABJhamka o 1o 10 Ouibaka ca CTaHIAPIHOM TPEIIKOM. 3HAYajHOCT
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paznuka u3zMehy Tpermana je ompehena CTyaeHTOBHM T-TECTOM M IpUKa3aHa ca *

(p<0,05) u ** (p<0,01).

GLN1;1
4 Nner 5 KopeH

|| il T

765

N w
T %k
—— %

n w

penaTtuBHa eKcnpecuja y ogHocy
Ha HeTpeTupaHy KOHTpony
-

6 5

1l “ 3 0
ﬂmmm
87 6 5
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Cnuxa 21: Penamusna excnpecuja GLNI; 1 2ena npu o3naueHum mpemmanuma.

Tectupane xonuentpamyje 2,4-D-a HUCY, CTaTUCTHYKM 3HAYajHO, TPOMEHUIIC
excripecrjy GLN1;1 rena. Tperman 10° M ABA-oM 10Beo je 10 aBoctpykor noBeharmsa
excnpecuje GLN1;1 rena y nucty u ckopo yetupu nmyra Behe excrpecuje y KopeHy. 3a
pell BeJIMYMHE HIKa KoHLeHTpanuja ABA-e nmMana je yTuiaj caMo Ha eKCIpecHjy y
xopery. Tperman ca KIN-om y xomrentpammjama ox 107 1o 10° M je moeo 1o
peaykimje ekcrpecuje y kopeHy Ha HuBo o1 25 - 30 % o1 KoHTpoJIe, JOK je eKCIpecHja
y JINCTY OcCTaja HempoMmemeHa. Hacympor tome, Tpetman ca GA3, mMao je yruiaja
caMO Ha eKCIpecwjy y JHCTy, Thae je npouuio jgo nosehawma on 2,5 myra npu

KOHIIEHTpaljama o 10”7 bi (o) 10° M.
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Cnuxa 22: Penamusna excnpecuja GLN1;2 2ena npu o3naueHum mpemmanuma.
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Ha excnpecujy GLNI1;2 renma y xopeny yrunaj cy umanu 2,4-D u KIN.
Tpermanu ca 10® i 10° M KIN-om noBenn Cy 10 CHMJKEHA KOJIMYMHE JE€TEKTOBAHMUX
TpaHckpuratra oko 8 myra. Tperman ca 2,4-D-oMm noBeo je 10 CHIDKEeHma Opoja
TPAHCKPHUIIaTa OJ1 OKO S5 IMyTa MpHU JBE HajBHUIIIC KOHIICHTPAIIH]E (10'6 u 10° M). GA3 je
umana yrunaj Ha excrnpecujy GLN1;2 rena camo y nucrty. Konnenrpamnuje omncera of

107 10 10™° M noBese cy o Tpoctpykor mosehama xommanne GLN1;2 tpanckpumara.
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Cnuka 23: Penamusna excnpecuja GLN1;3 2ena npu o3naueHum mpemmaruma.

Ha excripecnjy GLN1;3 y nucty 1 KopeHy UMaiu cy yTHiaj TpetManu ca ABA-
oM u ca 2,4-D-om, xoju cy mpoy3poKoBajM JIBOCTPYKO MoBehame ekcrpecuje y oba
TKHBa, TIPH YeMy je KOPeH GO OCeT/hHB H Ha Hivke KoHuenTparmje ABA-e (107 u 10°
M). TpeTmMan KUHETHUHOM € I0BEO 110 Mayior (65 % o1 KOHTPOJIE) CMamkemha eKCIPECcH]je
y KOpeHy NP1 HajBHUIIO] TecTHpano]j koruenTpammju (10 M). Tperman ca GA3, nmao je
yTUllaja caMO Ha EeKCIpPecHujy y JUCTY, TIJe je JETeKTOBAaHO JBOCTPYKO BHIIIE
TpaHCKpHUIaTa KoJ OuJbaka TPETUPAHUX IIMPOKUM OICETOM KOHIIEHTpaluja OBOT

xopmona (107 1o 10”° M).
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Cnuxa 24: Penamuena excnpecuja GLN1;4 2ena npu o3naueHum mpemmanuma.

Ycnen nzy3etno Hucke xonumunHe Tpanckpumara GLN1;4 y mucry, npemusHoct
KBaHTU(UKAIMje je Omia HHUCKa, IITO CE OrJeNlajo Yy jaKo BENIMKO] BapyjaOMIHOCTH
mel)y nonaBspambuMa. 300r Tora je u3ocraBibeHa aHanusa excipecuje GLN1;4 y nucry.
VY xopeny, Tperman ca KIN-om peaykoBao je excnpecujy GLN1;4 rena (22 - 30 % ox
KOHTpOJIC) y IIHPOKOM OIICETYy TECTUPAHHMX KOHIICHTpAIlH]ja (10'7 n0 10° M), nok je
TpeTMaH ca 10° M ABA-oM mmao cTuMynaTopan edekaTr noehaBajyhu koaumuuHy

GLNI1;4 Tpanckpunara 3a oko 2,5 myra.

Excnpecuja GLN1;5 rena Huje ananu3upana 300T M3Pa3UTO HUCKE KOJIMUYUHE

TPAaHCKPHIIATa Y TKHUBY.
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Cauxa 25: Penamusna excnpecuja GLN2 eena npu o3nauenum mpemmanuma.
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Tpermanu ca 10° M KIN-om u 2,4-D-om noBenu Cy J0 JBOCTPYKOI CHUKEHA
opoja GLN2 tpanckpunara y nucty. Excripecuja GLN2 y kopery Ouna je oceTJbuBa Ha
IIUPH OICEr KOHIIEHTpAIlfja OBUX XOPMOHA (10'6 1 10°M3a24-Dul0’-10°M 3a
KIN), npu uemy je KIN noBeo 1o 3nauajuuje peaykuuje 6poja Tpanckpunata (28 % on
KoHTpouie) y nopehemy ca 2,4-D (46 % on konrpose). Tperman ca GA3 moBeo je 110
noBehama ekcrpecuje y TUCTy oa 2,5 10 5 myTa y 3aBHCHOCTH O] KOHIIETpaIyje, 0K je
YTHIAj HAa EKCIPECH])y y KOpeHy Ono 3aHatHO HmKH (moBehame om oko 50 %).
Tpermanu ca 107 - 10° M ABA-c JOBENIM Cy N0 ABocTpykor mnosehama Opoja
TPaHCKPHIIaTa Y KOPEHY, IOK Ha EKCIpecHjy y Jucty ABA Huje nmaina yTuiaja.
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Cnuka 26: Penamusna excnpecuja GLUI eena npu o3naueHum mpemmanuma.

Tpermanu ca KIN-om, ABA-oMm u 2,4-D-oM noBenu ¢y 10 peayKIfje eKCIpecHje
GLUI1 rena, nok je tperman ca GA3 noBeo 10 nosehama Opoja TpaHCKpHIIaTa Y CBUM
TECTUPaHUM KOHIIEHTpalujaMa (10% - 10° ™), Opy uYeMy je MakcumaiaH Opoj
TpaHCKpHIaTa 3abenexen mpy KoHienTpamuju ox 107 M GA3. Excnipecuja GLUI rema
y KOpEHY HHje aHaiu3upaHa 300T jako HHUCKOT Opoja TpaHCKpUIIaTa TPH CBUM

TpETMaHUMa.
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Cnuxa 27: Penamuena excnpecuja GLU2 2ena npu o3navenum mpemmanuma.

Ha excnipecujy GLU2 rena y nucty yTumao je camo TpetMman ca ABA-oM, koja je
porpecuBHO ca nmoBehameM KoHIETpalje ctumyircana ekcrpecujy GLU2, tako na je
[pU HAjBUIIO] TECTUPAHO] KOHIIEHTPAIM]H O]l 10° M, 6poj GLU2 tpanckpumara 0uo
OKO 5,5 myTa BUIIM Y OJHOCY Ha KOHTpoidy. Hemro cnabuju je 6uo yrumaj ABA-e Ha
eKCIIPEeCcHjy y KOpeHy, TJe je caMO TPETMaH HAjBUIIIOM KOHIIEHTPAIHUjOM CTUMYJIUCAO
nosehame Opoja Tpanckpunara ox oko 2,5 myra. Tpermanu ca KIN-om u 2,4-D-om
JIOBEJIM CY JI0 CMamema Opoja TpaHCKpUIIaTa caMo y KOpeHy, rpu yemy je edpekat KIN

6mo m3paxeHuju no amrmutyau (14 % o KOHTpoJe) U MO OTCery KOHIIEHTpaIlHja (10'8
-10™ M).
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Cnuxa 28: Penamusna excnpecuja GLTI eena npu o3naveHum mpemmanuma.

Tpermanu ca KIN-om u 2,4-D-om nmoBenmu cy no cmamema Opoja GLT1

TPaHCKpHUIIaTa Yy KOpPEHy y IIHPOKOM OIceTy KOHIeHTpanuja. Kunetun je Owmo
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e(UKacCHUjU, CHIDKaBajyhu eKkcrpecHjy oko 7 mMyTa y OJHOCY Ha KOHTPOIY, JOK je
TpetmaH ca 2,4-D noBeo M0 CHIKEma Opoja TpaHCKpuIiata oa oko 5 myra. Hemro
cnabuju edexar tperman ca KIN-om mmao je Ha penykuujy excrnpecuje GLT1 y nucry
(50 % on xoutposne). Tperman ca GA3 wu3zazBao je mnosehame Opoja GLT1
TPaHCKPHIIATa, OKO 4,5 MmyTa y JUCTY U OKO 2,5 myTa y KOpeHy. Y THIIa] 107 M ABA wa
CHIDKEHC €KCIIPECHje y JIMCTY U KOpeHY, HaKO CTaTUCTHYKU 3HadajaH, Tpeba y3eTu ca
pe3epBOM, TIOIITO j€é OBO jeIMHA KOHIICHTpaIlja abCIMCUHCKE KUCEIMHE KOje je uMalia

edekTa.

441 Yruunaj TperMaHa OWbHMM PeryjaTopuMa pacremha Ha Caap:Kaj

YKYIHHUX CJIO00JHHX AMUHOKHCEJIMHA

[Mapanenno ca ucnmrtuBameM ekcrpecuje GS m GOGAT rema kon Ouibka
TPETHPAHUM pEryJIaTOpUMa pacTema, oApeheH je W caapikaj YKYIHUX CI000IHUX
AMHUHOKHCEJIMHA Y JIUCTY U KOPEHY YCTHPH HeJe/be CTapuX OMJbaka rajeHuX y TEYHO]
TOJT03H, HAKOH 24 h n3marama oBUM jeumbembiMa y GUHATHO] KOHIEHTparmju ox 10

M (Cnuxka 29).
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Cnuxa 29: Caodporcaj ykynHux cio600HUX AMUHOKUCETUHA V TUCMY U KOPEHY OUmbaka
mpemupanux pe2yramopuma pacmerva: 2,4-D, ABA, KIN, GA3 y konyenmpayuju 1 0°
M, u nempemupanux xoumpoanux oumxa K. Ha epaguyuma je npuxazana cpeora
e8peonocm mpu OuosowKa noHasmarwa 00 no 10 bumsaka ca cmaHoapOHOM 2PeulKoM.
3nauajnocm paznuxa je oopehena CmyoeHmosum m-mecmom U npukazaia ca *

(p<0,05).33nauajuux pazruxa na p<0,01 nuje 6uno.
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VY nmcroBuma 6msbka Tpetupanum ca 2,4-D u GA3 nomwno je mo mosehama ox 23
% y caapxajy YKYIMHUX CIOOOJHMX AaMHUHOKHCEIIMHA Y OJHOCY Ha HETPETHUpPaHYy
KoHTpoiy, A0k TpeTrMaHu ca ABA u KIN Hucy umanu edekra. Y KopeHOBHMA OHMIbKa
Tpetupanum ca 2,4-D-om, nmouwio je no cMamema on 38 % y campkajy yKyIMHHUX
AMHHOKHCEIIMHA Y OHOCY Ha HETPeTHpaHy KOHTPOIY, 10K je TpermaH ca KIN-om moBeo

10 cMamema o1 22 %.

45 Ceaexnmja xomo3uroruux myranara 3a T-JIHK uncepuujy y GS renuma xon

A. thaliana

ToxoM WHHIIMjaTHUX €KCIepHMeHara, y pasnuuntuM TkuBuMa A. thaliana
netektoBaHo je Buie GS1 mzodopmu Hero mTo je KOAUpaHo y reHoMy. Paau mposepe
Jla 1 je OBO MpOy3pokoBaHO MoryhHomihy pasmuumtux cyOjenuHuna aa Gopmupajy
xeTepoMepHe xonoeHzume, mopehenn cy GS enektpodopercku mpoduIM KO
pasmuuutux GS1 knockout myramara A. thaliana. OuekuBano je ma xox knockout
mytaHTa y oapeheHom GS1 reny nehe 6utu neTekToBaHe cBe U30(OpPME Y UMjH cCacTaB
ynasu oaroBapajyha cyOjenunuma. Y 1wiby cenekije GS1 knockout wmyranarta
Hapyuere cy T-JIHK unaceprmone nmuamje y GS reanma u3 SALK u SAIL mHCEpIIMOHUX
oubnmnoreka. Kako 6u ce ucrnosbno onpehern knockout denoTH, 0IHOCHO MPUMETHO
Henoctatak oapehennx GS m3zopopmu, moTpeOHO je OMIIO0 CENeKTOBAaTH OMIbKE KOA
kojux je T-JIHK wunHcepuuja mpucytHa y o0Oe Komuje T'€éHa IJUIUIOMAHOI T'e€HOMa, Yy

MO3UIMJU KOja OMETa FeHCKY (PYHKIIH]Y.

Cge SALK u SAIL nuuuje mocenyjy oaroBapajyhe reHe 3a pe3uCTEHIM]Y Ha
aaTuOnoTHke (rmornasibe 1.6.1.1). V ciayuajy SAIL Gubmuoreka CeleKTUBHU MapKep je
bar ren (komupa ¢ochuHOTPHUIIMH-aETHITPaHChEPa3y), MTO OBUM JIMHHjaMa TpyKa
pe3ucTeHIHjy Ha pocHUHOTPHUILIMH, a y cnydajy SALK 6ubnuoreka cenekTuBHU Mapkep
je nptll ren (kogupa HeomuuMH-(pochoTpaHcPepasy), IITO OBUM JIMHHjaMa Tpyxka
PE3UCTEHIIN]Yy Ha aMUHOTJIMKO3UIHE aHTHOMOTHKE. ['ajereM Onsbaka Ha CEJIEKTUBHUM
XpaHJPUBUM TIOJJIOTaMa KojuMa je J0JaT KaHaMUIIMH uin pochuHOTpuImH Moryhe je
U3BPIINTH CENEKIM]y OHUX Omibaka koje campxke T-JIHK wHcepuumjy jep mocenmyjy
onrosapajyhm nerokcupukyjyhu ensum, on Wt Ouspaka Kojeé HHUCY Yy CTamy Ja

neToKcu(PHKyjy moMeHyTe aHTHOnOTHKe. Kako OM ce 0BO MOCTUTIIO JBE HEACIhE CTape
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omwpke T1 reHepamuje XETEPO3UTOTHHX WHCEPIMOHHMX JIMHHMja MpebadeHe cy Ha
XpaHJBHBE IOIOre KojuM je momato 50 mg-l" kanamumuHa y ciaydajy SALK mumauja,
oaHocHO 50 mg-l’1 dochunoTpurmHa y ciaydajy SAIL nuamja. Henesby naHa HakoH
npebanuBama Ha CEJIEKTUBHE MOJAJIOTE HEUITO BUILE O] MOJOBHHE OMJbaKa MOKA3UBAJIO
je 3HaKe Mporaaama Kao IITO Cy )KYTH JIMCTOBHU, TYOUTaK Typropa u ymameH pact. Cse
npexuBesie OMIbKe Cy UMalie mpobiema ca II0OA0HOLICHEM, HUCY IIBETajle U UMaJe Cy
nerenepatuBHu  pact. [lomro oBakBOM cenekiujoM HHUje Moryhe pasnuKoBaTH
xomo3urotny Owsbky y T-JIHK wuHcepuuju o1 XeTepo3uUroTHe, HWHCEPLHOHU

XOMO3HTIOTH Cy Aasbe cenekroBanu uckibyunBo PHK u [IHK mapkepuma.

45.1 WH360p u onrumuzanuja Meroae 3a 0p3y ceaekuujy T-JHK

uHcepuuonnx myranarta PHK mapkepuma

VY unspy ycrnocraBibama Op3e M HOYy3/aHe METOJE 3a CEeNEKIM]y XOMO3UIOTHUX
knockout myranata nzbpana cy aBa npuctyna ,,SuUcPrep” u ,,Touch and go” (Berendzen
u cap., 2005), koja 3HaTHO yOp3aBajy HajCHOPHUjU KOpakK, M30JaLHUjy HYKIEHHCKUX
KucenuHa. VcnuTaHO je HEKOJMKO BapHjaHTH OBUX IPUCTYNA Ha JUBJbeM TUMy A.
thaliana: ,,SUCPrep” 6e3 rpejama, ,,SUCPrep” ca rpejamem 10 mmayTta Ha 100 °C un
,»Touch and go” ca u 6e3 TpermMaHa Je30KCHpHOOHYKIIea3oM, cBa Tpu npahena RT-PCR-

oM (Crnuka 30A).

A GLN1:1  GLN1:4 GLN1:2 B -DNA-sa +DNA-3a
182853 4 -5 16

Cnuka 30: A - Ilopeherwe memooa 3a op3y cenexyujy: 1 -, SucPrep” + RT-PCR; 2 -
,SucPrep” + 10 min 100 °C + RT-PCR: 3 -, Touch and go” + RT-PCR; na ciuyu je
HazHayeHo Koju ceH je amnauguxosan. b - ,, Touch and go” ca u 6e3 mpemmana

2

oesoxcupubonykneazom: 1 u 2 - ,,Touch and go” + RT-PCR ca npajmepuma 3a
GLN1;1; 3 - xommpona 6e3 mampuye 4 u 5 - ,Touch and go” + mpemman
oesoxcupubonykneazom + RT-PCR ca npajmepuma 3a GLNI;1; 6 - xommpona 6Oe3

mampuye

AMIUIMKOHM 3a TpH TecTUpaHa mapa mpajmepa (3a amrumduranujy GLNI;1,

’

GLNI1;2 u GLN1;4) cy nerexkroBanu HakoH RT-PCR-a camo y cnyuajy ,,Touch and go’
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npuctyna (Cmuka 30A). Y ciydajy mpajMepa KOjU Cy aMIUTH(UKOBAIA T'e€HE KOjU
koaupajy GLN1;1 u GLNI1;2 nerexToBanu cy noaaTHU (parMeHTH 4yHja je BEeIMYUMHA
onrosapana JIHK ammnukonuma ca onrosapajyhum mpajmepuma. Kako 6u ce uzberia
nerekiyja JIHK ammnukoHa, MOKyIIaH je TpeTMaH [e30KCHPHOOHYKIJIea30oM Ipe
peBep3He TPaHCKpUIIHje, Mel)yTUM TO je JOBENO Ja HeCTaHKa WM 3HATHOT yMamhermha
CUTHaJla HaKOH araposHe enektpodopese u aereknuje etuaujym Opomuaom (Cruka

30B).

45.2 Ceaeknmuja xomo3urotHux knockout wmyramara ,Touch and @o”

NPHUCTYNIOM

3a cenexkuunjy xomo3urotHux T-/IHK wuHcepumonux wmyranata onabpaH je
»Touch and go” npuctyn 6e3 TpeTMaHa Ie30KCHPHOOHYKJIca30M. 300T MPHCYCTBA
¢parmenata Hactanux ycnen amumpukanuje JJHK, xopumhenn cy mapoBu mpajmepa
KOjU XMOpHIM3Yy]y Ca CEKBEHI]aMa Ha pa3jIMYMTUM €r30HHMa, IpU yeMy ce Jo0ujajy
JHK amnmukonu Behu ox CDNA ammukona (Tabena 9). ¥V cmyuajy GLN1;4 rena,
peBep3HU TpajMep XUOpUIU30Bao je ca cekBeHoM y CDNA koja ce Hama3u Ha Crojy
nBa ersoHa Tako ga amrummdukanuja JJHK Huje moryha, jep He mOCTOjU CEKBeHIA

KOMIUIEMEHTapHa MpajMepy

Cnuka 31: Hzeneo 6umaxa Henocpeono npe ,, Touch and go” cenexyuje.

Cenexuyja ,,Touch and go” npucrymom ypahena je ma T1 renepamnuju cBuX

HabaBsbeHnx T-/IHK uncepumonux nunauja (Tabena 4). Na ciuuum 32A, npukasanu cy
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RT-PCR nponykru ogabpanux T-AHK mHceprmonux nuauja. ¥ ciaydajy GLN1.5 rena,
cDNA ammnkonu cy npumehenu y manom Opojy ciaydajeBa, BEpOBaTHO 300T jaKO Majie
exkcripecuje GLN1;5 rena (mormaema 4.3 u 4.4). Ilopen penaTuBHO BequKOr Opoja
tectupanux Omspaka no T-J[HK wncepnmonoj muauju (ox 15-25), u yetupu auHUje 10
GS reny, camo nBa notomka 12C muuuje (SALK_102291) mucy umana oxarosapajyhe
GLN1;2 cDNA omnocuo JIHK ammumikone, mro je ymyhuBano na cy Te OuWibke
xomo3urotu 3a uHcepnujy (Cnuka 32B). OBo je 6mno uzHeHahyjyhe jep cy 114, 124,
12D,13A-D, 14A, 14D, 15A u 15D na6aBsbenn kao T-/IHK nHCEpHIMOHN XOMO3HUTOTH.

A
11A 12A
GLN1;2
[IHK 484 bp

[HK 386 bp
v

HecneuudpuiHa cDNA 304 bp
13A 14A 15A

GLN1:3 GLN1;4 GLNT1S  pHKk 716 bp
OHK 517 bp Hecneumd)lea (AHK eraoH-er3oH) * ol *

—————————————— -

cgNA 339 bp cDNA 367 bp

Cnuka 32: ,,Touch and go” - RT-PCR cenexyuja 6umaxa xomozueomuux 3a T-/[HK
uncepyujy: A - npooykmu amniugpuxayuje uaxou ,, Touch and go” - RT-PCR ca
oocosapajyhum npajmepuma. b - npooykmu amniuguxayuje naxou ,, Touch and go” -
RT-PCR 12C uncepyuone nuHnuje, cmpenuyama cy odenexcenu y3opyu y Kojuma Huje

demexmosano npucycmeo GLN1;2 cDNA oonocno J{HK.

453 Cenexkumja XoM03MroTHUX MyTanata Ha HuBoy /THK

[Momro cenekuujom Omibaka ,,Touch and go0” TPUCTYIOM HHUCY H30JIOBAaHH
XOMO3UTroTHH KNOCKOUt MyTaHTH 3a CBe TeHe Koju Komupajy nuroconne GS usodopme,
U3ajHUpaH je CHCTEM 3a MWCIUTHBaWke NpucycTBa M xomoszurorHoctu T-JIHK
uHcepnuje y GS reunma Ha HuBoYy JIHK. Cenexkunja myranara Ha Huoy JIHK Gazupana
Ce Ha XMIOTE3H Jia IpajMepu Koju xubpuaun3yjy ca cekBennama Ha JJHK u3mely xojux
ce Hamasu T-JIHK wmHcepumja Hehe patm amruimkoH odekuBaHe ayxkuHe y PCR

peakuuju. OmHocHo, 30or ayxwuue T-JIHK wunceprmje (mpexko 4 kb) u numwura
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KopuitheHe momumepase, HHje OYCKMBAHA [ETEKIMja OBAKO IYrayKuX aMIUIMKOHA
npuiukoM amrummdukanuje JIHK koja campxku wuucepuujy. akne, nBa mpajMepa
KOHCTpYHCaHa Cy Jla XUOpUIN3yjy ca CeKBeHIama, y win oko oapehenor GS rena Ha
mehycobnoj ynassenoctu o 1000-1100 bp, usmely kojux ce nanasu T-JIHK unceprmja
y onpehenoj mucepumonoj nuauju (Tabema 4, Cmuka 33). Kako 6u ce mosehama
curypHoct y npucyctBo T-JIHK unceprmje y ogrosapajyhoj no3unuju, 1u3ajHupaH je u
tpehu mpajMep KOMIUIEMEHTapaH CeKBeHIu JieBor rpanuunuka (left boarder - LB) T-
JHK. Osaj npajmep je y 3aBucHoct o1 opujenranuje T-JIHK, ca jennum ox nomenyra
nmBa GS npajmepa Tokom PCR ammmuukanmje Tpedao na mpousseae GparMeHT qyKuHe

500-700 bp (Cnuxka 33).
RB LB
> !
RB > B
> ; <
LB RB
| 4 l <4
T I
GLN1:3 (AT3G17820) N

> = - |
[}
GLN1,4 (AT5G16570)

LBRB
> ! <

GLN1;5 (AT1G48470)
| 1 kb |

GLN1;1 (AT5G37600)

GLN1;2 (AT1G66200)

Cnuxka 33: Cmpykmypa GS1 cena A. thaliana. Ilpuxazanu cy unmponu (ypre aunuje),
e230HU (3enenu 6nokoeu) u nonodcaj T-IHK uncepyuja y o3mauenum uHcepyuoHum
aunujama: e23on 5y GLNI; 1 ko0 11D, e23on 10y GLNI;2 koo 12C, ee3on 9y GLNI,3
k00 13D, ezzon 5 y GLNI1;4 k00 14D u ez230n 3 y GLN1;5 eeny koo 154 uncepyuone
aunuje. Ilnasum cmpenuyama cy o03HaAYeHe NO3uYUje CeKGeHYu ca Kojuma cy
xubpuouzosaniu npajmepu cneyugpuunu 3a GS cene, a ypsenum cmpenuyama cy
obenedicene cexseHye ca kojuma cy xubpuouzosaru T-J{HK cneyuguunu npajmepu
(Tabena 10). RB — decnu epanuunux T-/{HK; LB — nesu epanuunux T-/[HK.
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3a cenekmujy je kopumthena T1 remepamumja 11D, 12C, 13D, 14D u 15A
uHcepuuonux nuHHja (Tabenma 4), 3a koje je mpermocraBibaHo na caapxke T-JJHK
WHCEPIM]y Y €r30HMMa oJiroBapajyhux reHa. busbke cy rajeHe JBe HeleJbe Ha YBPCTO]
MS"; XpaHJbUBO] TOJUTO3W, HAKOH Yera Cy y30pKOBaHE OTKUIAKEM I10 jeTHOT JINCTA U3
posere u mpebadeHe y 3aceOHe TOCy/Ie Ha CBEX XpaHJbHBU MenujyMm. W3 y30pkoBaHOT
tkuBa JIHK je uzonosana mini prep CTAB merogom. JTHK wm3onar cBake Omibke je
tectupan y aBe PCR peaknuwje, mpu demy je jemna caapxkama GS mpajmepe 3a
onrosapajyhu ren, ok je apyra cagpxkana SALK unu SAIL (y 3aBucHOCTH 0on1 mopekia
owske) T-AIHK LB mpajmep u oarosapajyhu GS mpajmep. OuekuBano je ma T-JAHK
WHCEPIIMOHN XOMO3HMTOTH TMPOW3BENY aMIUTMKOH camo y ciyuajy T-JJHK LB + GS
koMmOuHaruje mpajmepa (500-700 bp), wt xomo3urotu y cinydajy GS + GS komOuHaruje
npajmepa (1000-1100 bp), mok je 3a obe komOHHAIMje MpajMepa OUYCKHUBAHO 1a

npou3Beay oaronapajyhe amrummkone y ciuydajy xereposurorne JJHK.

Cucrem cenekuuje je npoepeH Ha uzonioBaHoj JJHK u3 morennujamxor 12C
XOMO3HMroTa uaeHTudukoBanor ,,Touch and go” cenekiujom, 12C xereposzurora u Wt
oupke (Cmuka 34A). CucreMoMm ca Tpu TpajMepa MOTBPHEHO je Ja Cy H30J0BaHU
noromiu 12C uHCcepiMoHe JUHHjE, KOju MpH ,,Touch and go” cenexnuju HUCY aajiu
onropapajyhe ammiukone, xomosurotu 3a T-JIHK wuncepumjy (Cnuxa 34A).
Cenexkumjom mnotomctBa 11D umHcepruone iuHHMje HIeHTU(UKOBaHE Cy JBE OUIbKE
xomozurotHe 3a T-JIHK wuncepumjy (Cnuka 34b). IloromctBo 13D, 14D u 154
WHCEPIMOHNX JIMHU]a, KOje cy HabaBJhbeHe Ka0 XOMO3WUTOTHA CEMEHa, Y TOMYHOCTH je
OMJI0 XOMO3UTOTHO Y MPBOj TeHepanuju (pe3ynraTu HuCy npukasanu). [Ipu ,,Touch and
go” cenexuuju oBux T-JIHK mHceprmonux imHUja cBe OMIbKE Cy MMaje oArosapajyhu
CDNA aMmiukoH, mTO yKa3yje Ja MpajMepu AU3aJHUPAHU 3a Op3y CENIEKIH]y HUCY
UCIYhaBaJIU yIIOTY CcelleKTa0mITHuX Mapkepa. Camo y cirydajy 12C mHCepImoHe TuHHje
»rouch and go” cemnekuuja je OTKpwia JBe OMJbKE KOje HUCY UMaje oaroBapajyhu
cDNA ammmkoH. OBo ce MoXe 00jacCHHTH ONakameM Ja cy jeauHo ,,Touch and go”
npajmepu 3a GLN1;2 xubpuamzoBanu ca cekBennama Ha CONA u JIHK m3mely kojux ce
Hanaszu T-JIHK mHCcepumja kox 12C mHCepimone muHUje. 300T 0BOra Cy KOHCTPYHUCAHH
napoBH npajmepa 3a CONA ammmudukanujy oko T-JIHK wncepmuje 3a 11D, 13D, 14D
u 154 nncepunone nunuje (Tabena 11). Ilpajmepu cy nuzajuupanu ga XuObpuansyjy ca

CEKBEHILIaMa Ha pa3JIMUUTUM er3oHuMa Tako aa cy npousogwin JIHK um cDNA
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aAMIUTMKOHE pa3JIMuuTe IY)KHHE, Kako Ou Moryiu Outh xopumhenu u npu ,,Touch and

g0” CeNeKIHjH.

XOMO  XeTepo
A2 2

Cnuka 34: Cenexyuja T-/[HK uncepyuonux xomosucoma ua nusoy JHK: A - PCR
npouzeoou uaxkon amniuguxayuje JHK wuzonosane uz wt ouwxe, 12C T-/JHK
xomosueoma u 12C T-/[HK xemeposueoma: 1 - 1;2/[HK f+r, 2 - Salk LB + 1;2/[HK r.
b - Cenexyuja T-/IJHK uncepyuonux xomoszueoma y GLNI;1 eeny. Kopuwhena je npsa
eenepayuja nomomcmea 11D (SAIL 86 B04) uncepyuone nunuje. beaum cmperuyama
osnavenu cy T-/[HK uncepyuonu xomosucomu, oornocro JHK y3opyu xoju Hucy danu

amnauxon npu 1; 1/[HK f+ r kombunayuju npajmepa, a jecy npu Sail LB + 1;1/[HK r.

N3omoBaHe XOMO3UTHOTHE OuJbke cy pa3MHoxkeHe (Cnuka 35) M HBUXOBO
MOTOMCTBO IPOBEPEHO j€ CUCTEMOM ca Tpu mpajMepa Ha HuBoy JIHK (Camka 36A),
napainenHo ca Wt Owbkom (Cnuka 36b). HoBokoHCTpyHMcanu mpajmepu  3a
ammmudukanjy GS CDNA xon wmyranata (Tabema 11) xopumhenn cy nga ce

Bepu(uKyje HegocTaTtak onrosapajyher tpanckpunra (Crnuka 36B).

Cnuka 35: Mzeneo 6umaxa koje Cy HAKOH celleKyuje UOeHMUPUKOBAHe KAo

xomozueomuu mymanmu 3a T-/THK uncepyujy u ocmasmwene da niodoroce.
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Cnuka 36: Ilposepa xomosucomnocmu T-/{HK uncepyuje. A - PCR npouz6o0u HaxoH
amnaugukayuje JJHK wuzonoeane uz 11D, 12C, 13D, 14D u 154 xomo3zucommuoe
nomomcmsa. Kopuwhene xombunayuje npajmepa: 1 - 1;1]JHK f + r, 2-Sail LB +
1;1JHK v, 3- 1;2]JHKf+r, 4 -Salk LB + 1;,2/[HKr,5- 1;,3/[HK f+r, 6 - I;,3/]HK f +
Salk LB, 7 - I;4/IHK f + r, 8 - Salk LB + 1;,4/{HK r, 9 - I,5/JHK f+ r, 10 - I,5[HK [ +
Salk LB. b - PCR npouseoou naxon amnaugpuxayuje JTHK uzonosane uz wt oumke.
Kopuwihene cy ucme xomounayuje npajmepa kao noo A. B - RT-PCR npouzeoou nakou
amnaugpurayuje CONA uz: 1 - 11D xomoszueoma ca 1;IPHK f+ r, 2 - wt buwke ca
1;IPHK f+ r, 3 - 12C xomo3ueoma ca 1;2PHK f + r, 4 - wt bumke ca 1;2PHK f+ 1,5 -
13D xomosucoma ca 1;3PHK f+ r, 6 - wt bumxe ca 1;3PHK f+ 1, T - 14D xomo3ucoma
ca 1;4PHK f+ r, 8 - wt bunxe ca 1;4PHK f+ 1, 9 - 154 xomo3zueoma ca 1;5PHK f + r,
10 - wt 6umke ca 1;,5PHK f + r npajmepuma.

[Tpumenom JIHK wmapxepa cenektoBanu cy, win norsphenn T-/IHK
uHCepIHoHN xoMo3urotu y cBuM GS1 rermmma xox A. thaliana (Cnuka 36A). a T-
JIHK wuHcepmuje 3amcra oMmerajy reHcKy (QyHKIHMjy noka3zaHo je xopuinhemem PHK
mapkepa (Cnuka 36B), kojuMa je moka3zaHO Ja MYTaHTU He cajapke oAronapajyhe

TPAaHCKPHIITE, a CAMUM THM HE MOTY caapkatu HU oarosapajyhe GS1 nporenne.
4.6 Excnpecuja GS rena y knockout myrantuma

Kaxo 0u ce ncrmrana pexynnantHoct GS reHa, OTHOCHO Ja JIM € HEIOCTATaK
onpehenor GS rena xommeHsyje moBehaHOM eKCHpPECHjoM APYrHX, aHAJIM3UpaHa je
eKCIIpecHja OBHX IeHa y XoMo3uroTHuM Knockout myrantuma. [lopen Tora, oBa aHanm3a

je mpejacTaBbaia joIl jeaHy IMPOBEpy jaa u3ogoBaHd KNockout mMyranTH 3amcra He
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POM3BOJIE OAroBapajyhe TpaHckpunTe. 3a aHAIM3Y EKCIpecHje KopuimheHu cy Be
Hene/be cTapu kiaujanai xomosurotHux 11D (GLNZ1;1 knockout - 1;1ko), 12C
(GLN1;2 knockout - 1;2ko), 13D (GLN1;3 knockout - 1;3ko), 14D (GLN1;4 knockout -
1;4ko), u 154 (GLNZ1;5 knockout - 1;5ko0) u wt Ouspaka paciux Ha 4BpcToj] MS7%
xpansbuBoj nouio3u. PHK je u3onoBana u3 nenunx Ousbaka, peBep3HO-TPaHCKPHOOBaHA
¥ HUBO eKcripecHje ogabpanux rera oapehen PCR-om y3 anconyTHy kBaHTH(DUKAIIH]Y.

GLN1;1 GLN1;2 GLN1;3 GLN1,4 GLN2
100 400 200 2 100

150 15 + 75

200 100

3
*%
©
8
_|_.
+

amol-pg’' PHK
g
g

]
&

100 50 05

1:1ko
1:2ko
1;3ko
1;4ko
1;5ko
1;1ko
1:2ko
1;3ko
1,4ko
1;5ko
1ko
2ko
3ko
4ko
Sko
1;1ko
1,2ko
ok}
1,4ko
1;5k0
]
t

wt

Cnuka 37: Ilopeherwe excnpecuje GS ecena y xomosucomuum knockout mymanmuma
(1;1ko - 1;5k0) u ouewem muny (wt). Ilpeocmaesmena je cpedrwa 6pedHOCH KOIUUUHE
GS mpanckpunama (amol-ug™ PHK) mpu 6uonowka nonasmara o0 no 3 6umke ca
cmanoaponom epewkom. Excnpecuja GLNI;5 nuje npukasamua, jep je 3602 u3y3emuo
HUCKe KOMUYUHe MPAHCKPUNAma y mKugy NpeyusHocm Keanmugukayuje ouna Hucka,
Wmo ce 021e0ano y jako 8eiuxoj eapujabuirHocmu mehy noHasmaruma. 3HavajHocm
paznuxa je oopehena Cmyoenmosum m-mecmom u npukasana ca * (p<0,05) u **

(p<0,01).

Kao mTo ce ca cnuke 37 MoXe NPUMETUTH, HUCY YOUEHE CTAaTUCTUYKH 3HAYajHe
pasnmuke y excrnpecuju GLN1;2, GLN1;3, GLN1;4 u GLN2 rena y pa3nuuutum
MyTaHTUMa y ojHoCcy Ha Wt Omsbke. Exkcripecuja GLN1;1 6wmra je 35 % Buma y GLN1;2
knockout myranty (1;2ko) u 86 % Buma y GLN1;3 knockout myranty (1;3k0) y

nopehemy ca AUBJEUM TUIIOM.
4.7 MH3odopmckn npoduian riyyTaMuH-cCHHTeTa3a koa knockout myranara

Jla Ou ce ONroHETHYO CYOjeIMHUYHHM CacTaB JETEKTOBAHUX H30(POPMHU
TJIyTaMUH CHHTeTa3e Koa A. thaliana, nopehenu cy n3ohopMcKu npopuiii N30JI0BaHUX
knockout myranara. Ykomuko oxapehenm knockout myraHar 3amcta HE MPOU3BOAM

dykunonanan GS mporeunH, odekuBaHo je Aa cBU GS XOIOEGH3UMH y YHjeM Ce CacTaBy
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Hanasu Taj GS mporenH He OyAy MPUCYTHH y HM30(OPMCKOM HpPOGHIy MOMEHYTOT

MyTaHTa.

3a mopehewe uzodopMckux mpoduia KopuimheHH cy JIBE HeIeJbe CTapu
karjannn xomosurotHux 11D (1;1ko), 12C (1;2ko), 13D (1;3ko), 14D (1;4ko), 154
(1;5ko0) n wt 6mibaka paciux Ha 4BpCTOj MS” XpaHJbUBO] MOJIO3U KA0 U KaTyCH OBHX
nunuja. HatuBHOM enektpodope3om pasnBojeHo je 11 mzodopmu koa nuBsber Tuma.
Kox knockout myranta y GLN1;1 (1;1ko) Takohe je pasmBojeno 11 uzodopmu, Mehytum
MOXe ce MpUMETHTH Ja BehuHa n30(OpMH, CeM NpPBE U MOCICIbE, UMa PA3IUUUTY

MoOuHOCT y lopehemy ca Wt (Cimka 38).

A [5)
wt 1,1ko 1;2ko 1;3ko 1;4ko 1;5ko wit 1;1ko 1;2ko 1;3ko 1;4ko 1;5ko 1;3ko/2
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Cnuka 38: Ilopehere enexkmpogopemckux npoguna GS usoghopmu koo wt 6umka u GS
knockout mymanama. A - xkwjanyu cmapu 0ee nedemwe. b - xanycu xopenosa. YV
oynapuhe je nanuseno no 100 ug ykynuux npomeuna no y30pky, cem 'y cayuajy 1;3ko/2
kaoa je Hanuseno 50 ug xako Ou ce elUMUHUCANA NpemepaHa npeyunumayuja
gocchama youena koo ysopka 1;3ko. Lpsenum cmperuyama cy obenedcere uzopopme
Koje Hedocmajy ko0 oopehenoe knockout mymanama, Kymum cmpenuyama je o3nauen
nonoxcaj uzoghopmu, OOHOCHO pAa3IuKe y MOOUTHOCMU U30POPMU KOO pPA3TIULUIMUX

y3opaxa.

Knockout wmytant y GLN1;2 (1;2ko), ©He caapxku wu3zopopmy Hajsehe
MOOMJIHOCTH TIPHCYTHY KoJ WL, amy W mopex Tora KOJA Hera ce jacCHO MOXKe
pasznmukoBatd 11 wm3odopMu, HpBHUX MET HCTE MOOMIHOCTH Kao Koj WL, MoK cy

MOCIEAB X MIECT HeTO HIke MoOmmHocTH. HajBehy pasznuky y omHOCy Ha Wt rmokaszao
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je knockout myrant y GLN1;3 (1;3k0) kox kora ce npumMehyje camo jeJHa BOITYMHHO3HA
Tpaka Koja o0yxBaTa IpOCTOp MpUOJIMKAH JIBe mocieame n3odopme ko Wt. Knockout
mytanti y GLN1;4 (1;4ko) u GLN1;5 (1;5k0) nucy mokasanu pasiuke y u30(pOPMCKHM
npodpmwimma y oOJHOCY Ha Wt, ITO je OMIIO y CKJIaay ca OYeKHBamUMa 300T M3y3€THO
HUCKe ekcripecuje oBux reHa. Excripecuja GLN1;4 rena je nBa 1o Tpu pena BeIHunHE
Mmama y ogaocy Ha GLN1;1 - GLN1;3 rene, nok je excnpecuja GLN1;5 nBa no tpu pena

BeIMYMHE Mama y ogHocy Ha GLN1;4.

4.8 YrTuuaj Huckux kKoHuenrpaunuja PPT-a na akruBnoct GS uzodgopmu u pact

ousbka L. corniculatus

300r npucyctsa net GS1 rena y renomy u MmoryhHocTtH netekuuje jeganaect GS
Tpaka aKTHMBHOCTH HATHBHOM eJIeKTpodope3oM, Kao M 300r TOora MmTO je TEHOM
cekBennmpan, A. thaliana je xopumihena ka0 MOEI-CHCTEM Ha KOME je UCIHMTHBaHA
perynamuja ekcrpecuje GS rena u 3a cenekiujy GS1 knockout myranata kako 6u ce
YTBPAMJIO KOje cyOjenHuIle ya3e y cacTaB Kojux u3odopmu. 3a pasnuky o OpojHUX
pecypca M eKCTCH3WBHE JIMTEpaType JOCTYITHE IMPIJINKOM IUIaHWpama W U3BOhema
ekcrepuMenara Besanux 3a A. thaliana, 3Be3man je nanmexo mame mpoydaBaHa OHMJbKa
(camo 211 cexBeHuu, BehmHOM maprujanHuxX, pazmmuutux L. corniculatus rena je
nenoHoBano y GenBank) u mopen penaTHBHO BHCOKOT MOTEHIUjala Y HOJbOIPHUBPEIH.
3Be3/1aH ce y Haloj JabopaTopuju MpoydaBa Kao MOJEN-JIETYMHUHO3a 32 ONITUMH3AIIN]Y
MeToJla pereHeparuje, in VItro pasMHOXaBama W 3a TpaHcopmaluje pazIuIuTUM
reHHMa 3a pe3rCTeHIr]y, Mel)y KojiuMa je u bar reH koju mpyxa pesucteHiujy Ha PPT.
Tokom ucnutuBama ytunaja PPT-a Ha akTHBHOCT aHTMOKCHUIATHBHUX €H3MMa Kox L.
corniculatus Ousbka koje cy cagpxaine bar ren, mpumeheHo je ma TpeTMaH OBUM
XepOUIMIOM MMa TO3UTHBAH YTHIQ] HA M3IYXKHBakbEe W TpaHame u3faHaka (Savié u
cap., 2010). Kako 6u ce mpoBepuiio na v je oBaj edexar mocneauna Tpanchopmaimje
WIM je TaK JUpeKTHa mocienuna TtperMaHa PPT-om, Wt Ouspke cy TpeTHpaHe
cyOseTaqTHUM KOHIIEHTpallijama OBOI MHXHOUTOpa U mpaheH je mpupacTt Onomace Kao u

edexar HUCKHUX KoHIeHTpanuja PPT-a Ha GS m3odopme.
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4.8.1 ¥YrTuuaj cyojeraJHux KoHueHTpamuja PPT-a na mpupact Ouomace

u3aanaka L. corniculatus

Kako Ou ce umcnutamo Aa JM HOCTOjU CTUMYJIATOPHU YTHIA] CyOIeTaTHUX
KOHIIeHTpaluja ¢pochuHoTprnMHa Ha pacT L. corniculatus, Tpu Hemesbe cTapy M3AaHIH
Cy TpPEeTUpaHH 5 MHUHYTa Pa3IHMYUTHM pa3z0iiaxemuMa BASTA®-¢ y BOIH, KoOja Cy
caapxana 1, 12,5, 25, 50, 100 u 200 uM PPT-a. Ilpupact 6uomace oapehen je xao

pa3jinka Mace n3aHakKa 15 JaHa HaKOH Tp€TMaHa 1 Mace Ipe€ TpeTMaHa Xep6I/II_[I/II[OM.

uM PPT

Cnuka 39: Uszeneo L. corniculatus bumaxa 15 oana nakon mpemmana pazonasxceruma
BASTA™ e Koja cy cadpacana 1, 12,5, 25, 50, 100 u 200 uM PPT-a.

busbke Tpetupane pasonaxemuma BASTA “e Koja cy caapxana 12,5 u 25 uM
PPT-a 6wre cy mpumeTtHo Behe y ofHOCY Ha KOHTPOITY, JOK Cy pa30naxkema BASTA ®_e
Koja cy caapxaima > 50 uM PPT npoBema no mnpomagama Ousbaka (Cimka 39).
Konnentpanuja ox 12,5 uM PPT, Ouna je u3pasuro cTuMylaTopHa, a OUJbKe TpeTUpaHe
OBOM KOHIIEHTpalujoM aoouie cy y 6uomacu 119 % Bume ox xontposie (Cnuka 40).
OBakaB OudazHu edekar GocHuHOTpUIIMHA HA MPUpACT OMoMace, CTUMYJIATOPAaH Y

KOHIIEHTpaljama MamkbuM o1 50 uM, a TOKCUYaH NMpU BUIITUM KOHIIEHTpAIFjaMa MOXKe

ce KJIaCI/I(I)I/IKOBaTI/I Kao Xxopme3sa.
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Cnuka 40: Ymuyaj ¢ocpunompuyuna na npupacm ouomace L. corniculatus. Ha
Xucmozpamy cy npukasame cpeorbe gpeoHocmu 0obujere mepervem mace 10 bumaxa no
Mpemmany, ca CmaHoapoOHoM epewkom. 3nauajnocm pasnuxa ymephena je ANOVA-om

u post hoc Fisher LSD mecmom (p<0,05).

4.8.2 Enextpodopercku npopua GS nzopopmu kox L. corniculatus

Kako Ou ce maeHTudukoBaie xjopormiactHe U muroconHe GS umzodpopme u
rcnuTao yrumaj Tpermana BASTA “-om, ynopeljern cy enexrpodopercku mpoduu GS
nzodopMu OWUJbKE KOja HMje TpeTHpaHa XepOMIIMJIOM, H30JIOBAaHUX XJIOpojiacTa W3
HETpeTHpHe OMIbKe U GUIbKe TpeTHpane pasbnaxemeM BASTA ®-e xoje je caapxkano

200 uM PPT ner nana HakoH Tpetmana (Ciuka 41A).
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Cnuka 41: GS uzogopme uz L. corniculatus. A - Conybunrnu npomeuHu eKCmpaxosanu
cy uz 1 - nqucmosa mempemupane Oumke, 2 - 1ucmosa Ounbaka nem O0AHA HAKOH
mpemmana pazonazxicerbem BASTA®-e Koje je caopoicano 200 uM PPT, 3 - uzonosanux
X70poniacma u3 Hempemupaue OumKe, paz080ojeHu HAMUBHOM eleKmpodope3om wmo
je mpaheno oemexyujom GS uzogopmu. Ha cruyu cy npukasame: XJI0pONIACMHA
uzogpopma - GS2, yumoconrna uzogopma - GSI u ATP-asma axmusnocm eenuxe
moounnocmu - GS2d, maxohe npucymmna y xaoponaacmy, b - I[lomepoa oa cy
Ooemekmosane uzopopme 3aucma GS, unxubuyujom ca PPT-om xoju je oodam y
PasauyumumM KOHyeHmpayujama y ecej 3a demexkyujy nopeo cyncmpama: 1 - aucmosu

Hempemupane oumke, 2 - 1UCMOBU OUbKe mpemupare Xxepouyuoom.

Kon wnerperupane Ousbke youeHe cy JaBe (GS aKTUBHOCTH OYEKHWBAHUX
peTeHIMoHuX (akTopa, 01 KOjux je m3odopma HMKE MOOWIHOCTH OWiIa MPUCYTHA H Y
eKCcTpakTy u3osioBaHuX xyoporutacta (GS2). Kox Omibaka TpeTHpaHUX XepOHIIHIOM
Takohe cy yodeHe aBe GS aKTMBHOCTH ca HEITO BUIIIOM MOOWIHOMLINY y OJHOCY Ha
u30(opMe U3 HeTpeTupane Ousbke. 300T pasiuka y peTeHIMoHUM ¢pakTopuma mMehy GS
nzodopMaMa U3 TpeTHpaHe OMIbKE M KOHTpOJIE HUje OWJIO jacHO Jia JIM Cy y MUTamby
paznmuuute wu3ohopme, WIH je TpeTMaH (OCHUHOTPUIIMHOM JOBEO 10 IIPOMEHE
MoOumHocTH. Ko HeTpeTupaHux OWibaka M y M30JO0BaHUM XJIOPOIUIACTHMA yOUEHA je
nudy3Ha GS aktuBHOCT Bucoke MoouaHocTH (GS2d). PereHimonu dakrop oBor eH3nma
Huje oxaroBapao ouekuBaHoMm 3a GS (Cmmka 41A). Ilomro ce mpuimkom GS eceja
KopuntheHor oBJie AeTekTyje 0mno kakBa ATP-a3Ha akTUBHOCT, KakO OW CE€ MOTBPIAUIO

Jla yodyeHe aKTHBHOCTU 3aucra notuuyy oj GS m3opopmu, a HapouUTO Kako O ce

90



npoBepmia GS2d akTHBHOCT, y ecej Cy jaoaare pasauuute KoHieHntpaiuje (0-700 mM)
PPT-a. CBe nerekroBaHe aKTMBHOCTHU Cy Ouiie oceT/puBe Ha fonarak PPT-a, mpu uemy
je wHajehy ocempuBocT mokazaga GS2d wusodopma Koja je KOMILICTHO Owmia
naxuoupana npu 100 uM xonuentpanuju PPT-a nomaror y mydep ca cymncrpatuma
(Cnuka 41b). Bucoka MOOMIHOCT W oOceT/bMBOCT Ha wuHxuOuuujy PPT-om GS2d
uzodopmMe, ykaszaga je Ha MOTYNHOCT Ja OBa aKTHBHOCT TMOTHYE O]l JTUCOCOBAHUX
cybojenuanna GS2 nzodopme momro cy 00e aKkTUBHOCTH JIETEKTOBAHE Y MPOTCHHCKOM

EKCTPAKTy XJIOPOILIACTA.
4.8.3 ¥Yruuaj PPT-a na MmoouianocT un aktuBHocT GS H3odopmu

Kako 6u ce mpoBepusio na nu je BesuBamwe PPT-a 3a GS u3asBano mpomeny
moOmitHocTH GS m30hopmMu Kon OMIbaKa TPETUPAHUX XEPOUIMIOM, y TNPOTEHHCKH
eKCTpakT HeTperupane Omibke nonat je PPT y duramaum kouuentpanujama ox 1 1o
1000 M, w y30puuM Ccy HaJIMBEHM Ha HATUBHY enekTpodopesy, melyTuMm HUKakBe
pasnuke u3Mely oBUX y30paka HUCY JIeTeKTOBaHe (pe3ynTar Huje npukazaH). [lomro
PPT mocraje upesep3ubuinan naxuoutop GS-a Tek HakoH (ocdopuianmje oj CTpaHe
ensuma (Manderscheid u Wild, 1986; Logusch u cap., 1990; Logusch u cap., 1991) u
npesohewma y docounorpunma ¢docdar (PPT-P), mperxoanum excrnepuMeHT je
noHoBJbeH y3 poaatak 20 mM ATP-a (Cnuka 42A). Y 0oBOM ciiydajy JeTEKTOBaHA je
npomeHa MobmiHOcTH GS HM30opMH, TIPH YEeMy je MOOHIIHOCT pacia ca MOpacToOM
KoHIIeHTpanuje noaaror PPT-a y oncery ox 1 1o 30 uM, HakoH 4yera je JOCTHTIIA TJIATO
U HHUje ce Jajbe Memana ca nosehameM KoHuUeHTpamuje uHxuOutopa (Crnuka 42A).
Kako Ou ce kBanTu(uKOBama mpoMeHa MooOwnHoctu GS wu3zodopmu, yBeneHa je
BEeITMYMHA Ha3BaHa peslaTuBHA MpoMeHa mooumHocTH (Cnuka 42B), koja je nepurucana
ca (Rfcpem — Rfco) / (Rfmax — Rfco), mpu wemy je Rfcpppr) - perennmonn daxrop
uzopopme npu ojpeheHoj konmentpamuju PPT-a, Rfcy - perenumonu daxrop
uzopopme y y3opky 6e3 PPT-a u Rfpax - MakcumanHno u3mepeH peTeHIMOHU (akTop
nzodopme. Bpennoctu oBe BemmumHe kpehy ce ox 0-1. 3a m3pauyHaBame pelaTUBHE
poMeHe MOOMIHOCTH KOpUIIhEHH Cy JI€HCUTOMETPHJCKH MaKCUMyMH HHTEH3UTETa
Tpaka. Kao mro ce nmpumehyje kaga ce peraTuBHa MpoMeHa MOOMIIHOCTH MpPUKAXKE y
OJTHOCY Ha JiorapuTtam KoHueHTpanuja PPT-a, mobunHocT 06e nzodopme pacina je 1o 30

uM PPT, HakoH 4era je nocturHyt 1iaro. [lopex nmopacra mo6uiaHoctn GS nzodopmu,
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nonatak PPT-a y konnentpamnujama o 1 1o 10 M noBeo je u 10 mopacta HHTCH3UTETa
GS2 m3odopme, mro je kBaHTHU(UKOBaHO neHcuToMeTpujcku (Cnmka 42b). Jlamu
nopact KoHmeHtpanuje PPT-a Huje mmao yrtunaj Ha uHTeH3uTeT GS2 m30dopme.
Nurtenzuter GS1 n3odopme octao je HeMpoMemeH 0e3 003upa Ha KoHneHTpanujy PPT-
a. M3nenalyyjyhe je 6uno to mro PPT HU y HajBUIIUM KOHIICHTpaIjamMa HUje JT0BEO JI0
omnajama MHTEH3UTETa JIETEKTOBAHUX TPaKa, IITO je OUYEKWBAHO OJ] jJEeTHOT O] Hajjaunx
upeBep3uOnUIHUX MHXHOUTOpa oBor eH3uma. Jlomarak 1 uM PPT-a noBeo je 10

Hectanka GS2d.

A B
GS2 ' B k¥  %u
€ 08
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& 06 x
X 04 X GS2
&
'£0.2 f
£ 0% , : .
1 10 100 1000
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uM PPT (20 mM ATP)
b

GS2 68 6B 68 6B 68 B 6B
ab
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© = N WO = N

Cnuka 42: E¢pexam PPT-a 0odamoe y npomeuncku eKkcmpakm Ha eieKmpoghopemcke
npoghune GS uzogopmu uz L. corniculatus: A - Jlooamax PPT-a npomeunckom
eKcmpakmy Hempemupate Oumke npe eiekmpogopese y konyenmpayujama 00 1 - 1000
uM y npucycmsy 20 mM ATP-a; b - /[encumomempujcka ananruza GS akmugnocmu, Ha
epaguyuma je npukazana peramusHa cpedrba 8PeOHOCH OeHCUMOMEMPUJCKUX Meperbd
UHMeH3Umema mpaxka Ha mpu 2ena y 00HOCy Ha o0zosapajyhe mpake ko0 y3opka 6e3
PPT-a ca cmanoaponom epewikom; crosa uznao epaghuxa osHauasajy cmamucmudxu
3Hauajne paziuxe oopehene ANOVA-om u post hoc Fisher LSD mecmom (p<0,05); B -
Penamusna npomena moounnocmu GS uzogopmu y 3aeucnocmu 00 nocapumma PPT

KOHYenmpayuje.
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Y HEKUM MPOTEHHCKUM EKCTPaKTHMa XJIOPOILIACTA YONIITE HHje JETEKTOBaHA
GS2 akTHBHOCT HAKOH 3aMp3aBama U OJMp3aBama ekcTpakra Beh camo GS2d mudysna
aktuBHOCT. Kako 6u ce mposepmito aa i PPT goBoau mo peacouujammje GS2d y GS2,
OJIHOCHO J1a JIK j€ OBO JISTUMHUYHO OJITOBOPHO 3a onakeHy akTuBanujy GS2 u HecTaHak
GS2d aktuBHOcTH mpwinkoMm nonatka PPT-a u ATP-a (Cnuka 42), y oaMp3HYTH
NPOTEUHCKU €KCTPAKT XJIOPOIIacTa y KOMe Huje JeTekToBaHa GS2 akTHMBHOCT 10JaT je
10 uM PPT n 20 mM ATP y ¢puHaIHUM KOHIICHTpAIMjaMa M Ta] y30paK je IMyIITeH Ha
HatuBHY enekrpodopesy (Crnuka 43). [lonatak PPT-a u ATP-a IpOoTEHHCKOM EKCTPaKTy
XJIOPOILJIAcTa JIOBEO je 10 ycrnocTaBibaba GS2 akTuBHOCTH M HecTanka GS2d Tpake mito
yKasyje Ja oBa JBa o0JIMKa eH3MMa MOCTOje Y PAaBHOTEKH Koja ce moMepa y crpany GS2

UpEeBEP3UOUITHIM BE3UBAKHEM HHXUOUTOPA.

GS2d—»

Cnuka 43: Peacoyujayuja GS2d y GS2 y npucycmesy 10 uM PPT-a u 20 mM ATP-a: 1 —
NPOMEUHCKU eKCMPAKM XI0PONIACMa HAKOH 00Mp3asarsa; 2 — Kao nod 1 y3 dooamax
10 uM PPT-a u 20 mM ATP-a u ocmanux xomnonenmu nHeonxoonux 3a GS akmuenocm

npe Hamuene eirekmpogopese

Jla Om ce mpoBepwSi0O Ja JIM je aKTHBalMja W TpoMeHa MoOmimHoctH GS
n3oopmu crnenmdpuyHa 3a uwHTEpakiujy ca PPT-om, 3a mopeheme je wuzabpan
cTpykTypHO cinu4aH wuuHxuOutop MSO. Jlogarak MSO-a y mpOoTEeMHCKHM €KCTpakT
HEeTpeTHpaHe OMJbKE y pa3iIMYMTHM KOHIIEHTpanujama y npucyctBy ATP-a takohe je
noseo a0 npomeHe MoomtHocTH GS1 n GS2 nzodopmu (Crmka 44A u B). MobwmmHOCT
o0e m3odopme je pacrma ca konmeHtpamujoM MSO-a. Mutensuter GS2 wm3odopme
pactao je ca moBehamem KoHIeHTpamuje a0 50 uM MSO, name mnoBehame

koHIeHTpanuje MSO noBeno je no omagama uWHTeH3UTeTa oBe Tpake (Crmka 44B).
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Nurensurer GS1 uzodopme omanao je ca qomatkom MSO y 11e10M KOHIICHTPAITMOHOM

orcery. [lonarak 1 uM MSO-a noseo je 1o Hectanka GS2d uzodopme.
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Cnuxa 44: A - Jlooamax MSO-a npomeunckom ekcmpaxmy HempemupaHe Ou/bke npe
enexkmpoghopese y konyenmpayujama 00 1 - 1000 uM y npucycmesy 20 mM ATP-a; b -
Hencumomempujcka ananuza ecena; B - Penamuena npomena mobunnocmu GS
usogopmu y saeucnocmu 00 nocapumma MSO rounyenmpayuje. [lencumomempujcku
MAKCUMYMU  UHMEH3Umema mpaxka cy Kopuwhenu 3a Kaikyiayujy peiamusHe

MOOUIHOCMU.

Peep3ubninnocT BesuBama PPT-a ncniutana je ren-guirpanyjoM y pasinauTiM
nypepuma. ocHUHOTPUINH je AOAAT MPOTEUHCKOM E€KCTPAKTy HETpeTHpaHe OMJbKe y
¢unanHoj KoHUeHTparmju o 50 uM y3 20 mM ATP u TakBu y3opuu cy HaHeTH Ha

KOJIOHE 32 Tef-(punrpaiujy ekBuaInopucane ca Tpu nydepa:

1. 50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA.

2. mydpep ca GS cyncrparmma (20 mM Hatpujym-rmyramar, 20 mM ATP, 20 mM
NH4CI, 20 mM MgCl, u 50 mM KCI y 100 mM Tris—HCI, pH 8) u3abpan kako 6u ce
UCIIUTAJIO JIa JTM KOMIIETUIMja 32 aKTHBHO MECTO MOXE Jia TOBEJE JI0 AMCOLHUjalje
Be3aHOT (ochUHOTPULIMHA

3. xucenu mydep ca BucokoM jouckom cuiiom (1 M KCl u 0,4 M (NH4),SO,4 y 50 mM

HaTpujym-anerary, pH 4.5) nmomro je panuje mokaszano ga PPT-P upeBep3nbuiHo
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Be3an 3a GS u3 E. coli xuaponusyje na PPT u docdar y kucenum ycinoBuma, mTo je
MOTIIOMOTHYTO CTPYKTYpHUM TiepTypOaryjamMa €H3uMa Koje ce JellaBajy MpH

Bucokoj jouckoj cuu (Colanduoni u Villafranca, 1986).

Konone cy enyupane uctuMm mnydhepoM KOjUM Cy CKBHIMOpUCAHE U Yy
cakylbeHHM (pakmujama je wucnurana MoownHocT GS wum3zodopmu (Cimka 45).
[Torehana mobuHOCT M30(hOpMH je TTOKa3aHa y CBUM (pakiifjama, MTO Cyrepuiine aa

HU jeJlaH 01 TECTUPaHuX Imydepa HUje T0BEO 10 TUCOLHUjallHje HHXUOUTOpa O €H3UMA.

1 2 3 4 5 6 7

Cnuka 45: I[Ipomeunckom excmpaxmy Hempemupane ouwvke 0ooam je 50 uM PPT u 20
mM ATP, u 3amum je maxeum yzopyuma ykiorwen ciobooan PPT u npomersen nyghep
een hunmpayujom na Sephadex G-25. Caxynmwane cy ¢ppaxyuje 00 50 ul u ananusupane
3a npomerne moournocmu GS uzopopmu: 1 u 6 - npomeuncku eKxcmpaxm Hempemupane
obumke 6e3 0ooamxa PPT-a paou nopeherwa mobunnocmu, 2 - ¢ppaxyuja enyupana y 50
mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA. 3 - npomeuncku excmpaxm xepouyuoom mpemupane
oumke paou nopeherwa moounnocmu; 4 u 5 - gpaxyuje enyupamne y nygepy ca GS
cyncmpamuma, [ - ¢ppaxyuja enyupana y 50 mM nampujym-ayemamy, pH 4.5 ca 1 M
KClu 0,4 M (NH4),SO,.
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5. Iuckycuja

5.1 KomOuHoBame HaTHBHe ejieKTpogopese u geHarypuinyhe ejexrpodopese ca

western blot-om y ncnutuBamy GS n3odopmu

HartuBHa enextpodopesa mpyxka u3y3eTHO 100py pe3oiylinjy MpU pa3iBajamby
GS uzodopmu nmopeksioMm u3 paznunuutux ousbHUX Bpcra (Cai u Wong, 1989; Oliveira u
cap., 2002; Simonovi¢ u cap., 2004; Betti u cap., 2006; Simonovi¢ u Anderson, 2007;
Estivill u cap., 2010; Dragicevi¢ u cap., 2011; Dragicevi¢c u cap., 2012), mro y
KOMOHMHAIIM]H Ca YMHCHUIIOM J1a Cy pa3BHjeHa JIBa eceja 3a JaeTekuujy GS akTUBHOCTH Y
reay (Barratt, 1980; Simonovi¢ u cap., 2004), ynHe HATHBHY €JIeKTPOPOPE3y METOAOM
n30bopa npu ucnuthBamy OmibHHX GS m3odopmu. Kom cBux 10 caja MCIUTHBAHUX
owpbaka, yrBpheno je ma GS1 cyOjenmuuiie mmajy macy ox 38 - 40 kDa, a ga
Mosekyiicka maca GS2 cy6jemunniia usHocu 44 - 45 kDa (Bernard u Habash, 2009).
Kon mnojenunux Ouspaka mokazaHo je na pasnuuute GS1 cyGjeaunwuiie mocemyjy
JOBOJPHE pa3IMKe y Macu Jga Oyay J[JEeTEeKTOBaHE Kao pa3InyhTe Tpake HaKOH
nenarypuinyhe enekrpodopese (Bennett u Cullimore, 1989; Temple u cap., 1996), te
0M KOMOWHAIMjOM HaTHBHE elleKTpodopese y MpBOj AMMEH3UJU U JeHaTypuuryhe
enektpoopeze mpaheHe neTekUMjoM cHeIMDUUYHMM  aHTUTEIMMa Yy JAPYroj,
MOTEHIMjaJTHO MOTJIE Ja C€ IUCKPUMHUHUILY XOMOMepHe oJ XerepomepHux GS
n3odopmu. Kako Ou ce oBakaB mpHUCTYIT HCKOPUCTHO 3a U30opMe JIeTeKTOBaHe KO A.
thaliana mokymana je ekcTpakiiyja MpPOTEHMHA Ca HATHBHUX TelOBa HAKOH JCTEKIIH]e.
HesaBucHo on xopumrhenor mydepckor cucrema 3a ekcrpakiujy, GS cydjenunuie uimm
HHUCY JICTEKTOBaHE CIENU()UIHAM aHTUTEINMa, WM Cy JIETEKTOBaHE Kao ariioMepard
BUIIIMX Maca, JIOK Cy y MameM Opojy CirydajeBa, aju HEpempoAyIHOWUIHO, M00HjaHu
CHUTHAJIM Y OYEKHMBAHO] MO3UIMJU Ha Tely. Y LWJby ONTHUMH3AIMje OBOT NPHUCTYIA,
onabpan je crmanah 36or manor 6poja GS reHa W AOCTYMHOCTH OMJBHOT MartepHjaja.
YCTaHOBIJBEHO j€ J1a 3a YCIENIHY €KCTPAKIN]y NETeKTOBAaHUX M30(OPMH Ca HATHBHOT
reixa w300p EKCTpaKIMoOHOT Tydepa HHje O] MPecyAHor 3Hadaja, Beh 1ma je HakoH
nerekurje GS akTHMBHOCTH HEOIXOIHO YKJIOHWUTH mpenunuroBaH ¢ocdar. Kucean pH
HATUBHOT rena HakoH aerekuuje GS m3ogopmu u npucyTHH ¢ochaTHH KOMILICKCH
Monu0aTa OMeTajy eKCTpakidjy NpoTeMHa W3 reila W/WIM uHTepdepupajy ca

JIEHATypalljoM MPOTEHHA JeTepreHToM. 300T Tora je HakoH AeTekuuje GS nzodopmu
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HEOIXO/HA y’Ka eKBHIMOpanuja y HeyTpasHoM Imydepy 10 MOTIYHOT HeCTaHKa Tpaka
AKTUBHOCTH, HAKOH Yera je MpoTenHe Moryhe eKcTpaxoBaTH ca rejla ¥ aHAJIM3UPATU Yy

JIPYroj TUMEH3HU]H.

OBUM TIPHUCTYIIOM je MOKa3aHO J1a MOJIEKYJICKa Maca Cy0jeIMHMIIA KOje yia3e y
cacraB u3odopmu crmanaha JeTeKTOBaHMX y JIMCTY W XJoporuiacty usHocu 44 kDa
(Cnuka 13B), mTo je y ckiany ca nurepatrypaum noganuma (Ericson, 1985), nok je 3a
nu30(OpMy IETEKTOBaHY Y KOPEHY IMOKa3aHO Jla CE CaCTOju O] CyOjeAMHUIIA MOJICKYJICKE
maca 40 kDa (Cnuka 13B), mTo je y ckiaay ca npeaBul)eHOM MacoM 3a OBaj MPOTEUH
Ha OCHOBY CeKBeHIle, kKoja m3Hocu 39225 Da. Jlerekumja nse GS2 akTuBHOCTH ca
pa3IMuuTUM MOOUITHOCTUMA KO crianaha HakoH HatuBHeE enekrpodopese (Cauka 13A)
MOXeE ce€ O0jaCHHTH IPHCYCTBOM pPAa3JIMYMTUX MOCTTPAHCIAIMOHUX MOIUUKaIuja,
HOIITO CBe OMJbKe moceayjy camo jeman GS2 ren (Cren u Hirel, 1999), te camum Trm
Mory mocenoBatu jenny GS2 wmzodopmy. [IpucyctBo pazmmuutux GS2 cyOjenuHHUIA
nokasaHo je koj aysana (Hirel u cap., 1984), mapanajza (Migge u cap., 1996; Migge u
cap., 1998), mehepue pene (Mdck u Tischner, 1994; Brechlin u cap., 2000) u jeuma
(Mdck, 1995), u Takohe je mpuUMHCaHO MOCTTPAHCIAUOHUM MoJH(pUKaIjama Koje 10

nanac Hucy uaeHrudukonane (Migge u cap., 1998; Brechlin u cap., 2000).

[Tpumenom HaBeaeHor mpuctyna Ha GS mzodopme u3 A. thaliana mokasano je
Jla CBUX j€JIaHAeCT Tpaka ca JeTeKTOBAaHOM aKTHUBHOIINY KOje Cy pa3/BOjeHe HATUBHOM
enexktpodopesom (Cnuka 14I°) mocenyje cyOjenuuuiie unja MOJEKYJICKa Maca M3HOCH
40 kDa (Cnmka 14[1), mto ymyhyje ma y cactaB JAeTeKTOBaHHMX u30(opMmu yiase

uckspyunBo GS1 cy6jenunune (Ishiyama u cap., 2004b).

WuTepecanTHO je ma u mopen Bucoke ekcnpecuje GLN2 rena y nmctoBuma
KIjaHana rajeHux y TteuyHo] moano3u (Cnuka 16), aktuBHa GS2 wm3zodopma HUje
JIETeKTOBaHAa HAKOH HAaTHBHE eJIeKTpo(ope3e MPOTEMHCKOr eKcTpakTa jucrosa (Cnuka
14]1). Tlomro GS akTHBHOCT HHje PEMPOIYIUOMIHO IETEKTOBaHA HU y NMPOTEHHCKHM
eKCTpaKTHMa M30JI0BaHUX XJoporutacTta, Moryhe je ma je GS2 uzodopma u3 A. thaliana
HecTaOWiiHA, WM jeé HAa HEKHM HAaYMH MHXMOMpaHa y TKUBY Y 3aBUCHOCTH OJ YCJIOBa
rajea. Moryhe na je oo u pasnor 3amro je GLN2, mopen GLNI1;5, jenuna GS

uzopopma m3 A. thaliana, koja 10 cama Huje mpeuwmmhieHa W 3a KOjy KHHETHYKH
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napamerpu Hucy oapehenu. CeM Tora, mako mocToje JOKa3u ga je caapxkaj GS2
NpoTenHa, JeTeKkToBaHor western blot-om, y mucrouma A. thaliana Bumm wim
npubimkan caapkajy GS1 nporeuna (Diaz u cap., 2008; Lemaitre u cap., 2008; Lothier
u cap., 2011), yrepheno je ma Behuna ykynue GS akTHBHOCTH y jHcTy motude ox GS1
ensuma (Lothier u cap., 2011). OBo ce Moxke 00jaCHUTH YKOJIMKO je cnenupudHa
aktuBHOCT GS1 en3uma nocra Beha o GS2, 3a mita TPEeHYTHO HE MOCTOj€ JIOKAa3M, WK
je GS2 eH3MM Ha HEKM HayWH JCaKTUBUPAH Yy NENMMju WM JCHATYpUCaH TOKOM
ekcrpaknuje. YBphero je ma GS2 u3 A. thaliana unreparyje ca THOPETOKCHHOM, IITO
yKa3yje Ha PEeIOKC peryiaiujy akTuBHOCTH oBor enszuma (Motohashi u cap., 2001;
Yamazaki u cap., 2004; Lindahl u Kieselbach, 2009), a ynyhyje u Ha eBeHTyanHy yiory
nBa Cys ocraTtka y akTuBHUM IieHTpuMa GS2 koju Hucy npucyTHu koj GS1 uzodpopmu
(Baima u cap., 1989). V cknany ca OBUM je U ONaxKame Ja PearcHCH KOjU PEIyKYjy
mucynduae, HaApOUYUTO AUTUOTPEHUTON 3HATHO moBehaBajy axtuBHOCT GS2 m30hopmu
(Choi u cap., 1999). lutuotpeuton je noxaBaH y nydepe xopuihieHe 3a eKCTpPaKLHUjy
YKYITHUX TPOTEHHA M HW30JIAIUjy XJIOPOIUIacTa y MPE3CHTOBAHMM CKCIICPUMEHTHMA,
Mel)yTUM u3riiena Ja MpUCYCTBO peareHaca KOju penykyjy aucynduie Huje T0BOJbaH
ycioB 3a aerekiujy GS2 akrusHocTH u3 A. thaliana. Moryhe je u na je GS2 uzodpopma
u3 A. thaliana necrabunna, Te 1a yako aucocyje Ha cyOjeaunuiie. CliMyHa CUTyaluja
omaxkeHa je 3a GS2 uszodopme kox apyrux ousska (Mdck n Tischner, 1994; Betti u cap.,
2006), yxpyuayjyhu u GS2 uzodopmy u3 L. corniculatus (Cnuka 43).

5.2 Ekcnpecuja GS rena ymyhyje na GLN1;1, GLN1;2 u GLN1;3 cy0jenunuie

yJa3e y cacTaB IeTeKTOBAHMX H30(OpMH

[Tomro je mokasaHo ma cy cBe jaerekroBane GS m3odopme u3 A. thaliana
cactaBibeHe o GS1 cyOjenmuamma (Crmuka 14]]), kako OM ce TPOBEPWIIO Ja JIM CBU
tunosu GS1 cy0jeaununa yuecTByjy y dopmupamy gooujenor sumorpama (Crnuka 1410)
npoBepeH je HuBO ekchpecuje GS reHa y pa3nuuuTHUM TKHBMMa. Ha ocHOBY
JUTEpaTypHUX IMO/aTaKa IMO3HATO je JIa Y YCIOBHMa KaJia je a30T JOCTYIaH y MOJUI03H,
GLN1;4 u GLNI;5 renn nmajy 3a HEKOJIMKO pEeIOBa HIKU HABO EKCIPECHje Y KOpeHy U
mucty on octanmux GS1 rena (Ishiyama u cap., 2004b; Lothier u cap., 2011). Konuunna
GLNI1;4 u GLN1;5 Tpanckpumara y CBUM MCIHMTHBAaHUM TKMBHMAa OWia je HAa TpaHHULU

JIETEKIMje W TPHU YCJIOBUMA Tajema KopuirheHuM y oBoMm pany (Cmuka 16). Ox GS1
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reHa, 3Ha4yajHy excnpecujy cy umanu GLN1;1-1;3. HajBumne tpanckpunara y KOpeHy u
mucty aerektoBaHo je 3a GLNI;2, mrTo je y ckimamy ca JUTEpaTypHUM IMOJalnMa
(Ishiyama u cap., 2004b; Lothier u cap., 2011). V kanycuma ce oaHoc koiauunHa GS1
TpaHCKpHIIaTa pa3yinkoBao y nopehemy ca kopernom u nucrom (Cruka 16). Hajpumm
HuBO ekcrnpecuje umao je GLN1;3 ren, a 3a mum cy cnegunu GLN1;2 u GLNI;1. Kox
Ombka TpeTHpaHHX peryinatopuma pacrema (Ciuke 21-28) mokaszaHo je na TpeTMaH ca
KIN-om noBomu 10 cHkema ekcrpecuje cBux GS reHa, mpu 4yeMy je Ta pemnpecuja
Hajcnabuja y cinyuajy GLN1;3, mok tperman ca 2,4-D nooau 1o pemnpecuje sehune GS
rera, ocuMm GLN1;3 rena koju je mHaykoBaH. Ha ocHOBY oBOTa ce MOKe MPETIIOCTAaBUTH
na je ogHoc GS1 TpaHckpuIIaTta y KallycHMa IMOCJIEIUIa Tajeha Kaayca Ha moJiorama

KOje caJip>ke OBE peryjaaTope pacTema.

Nmajyhm y Buny wucky kommunmay GLNI1;4 m GLN1;5 tpanckpunara y cBum
ucnutrBaHuM TkuBuMa (Cimka 16) Mano je BepoBaTHO Ja 06U n3ohopMe y Udju cacTaB
ynaze GLN1;4 u GLNI;5 cyb6jenunune Owuie paBHONPABHO JIETEKTOBAaHE ca
uzopopmama y unju cactaB ynaze GLNI;1-1;3 cyGjeauHune npuiavkoM 3UMOTpaMcKe
JIeTekiyje. Y KOMOWHAIMjU ca 4YUEHUIIOM jga aktuBHa GS2 wu3odopma HUje
JIETEeKTOBaHA MPU TECTUPAHUM ycioBuUMa rajema (Cnuka 14/]), rmaBHU KaHAWIATH KOJU
Ou MOrnM Ja ynase y cacraB jemaHaecT nerektoBaHux GS umsopopmu A. thaliana cy

ympaBo GLN1;1, GLN1;2 u GLNI1;3 cy0jeaunuiie.

5.3 Cenekuuja GS1 knockout myranara A. thaliana

VY umspy uzonoBama GS1 knockout myranara A. thaliana mapydeno je mo yetupu
T-JIHK uHcepunona myranTa 3a cBaku GS1 ren u3 SALK (Alonso u cap., 2003) u SAIL
(McElver u cap., 2001; Sessions u cap., 2002) oubGmuorexa. ITosmnmje T-JJHK
uHcepiuja y GS1 renuma Bapupane Cy OJl €r3oHa M HHTPOHA JO NPOMOTOpPa KOJ
pasnnuuTuX MyTraHara, a 11 oxg 20 Hapy4yeHMX JHMHMja cy OuJie O3Hau€HEe Kao
uHcepironu xomo3urotu (Tabena 4). Cenekija knockout MmyranaTta 3akoMIUTHKOBaHa
je YUIEHUIIOM JIa OTHPHJIMKE IOJIOBHHA JIMHHWja TeHepucanux TokoM SALK um SAIL
npojeKaTa moceayje IBe WIM BHUILE MHCEPLHUjE Y Pa3IMYUTUM IO3UIHjaMa Y TeHOMY,
IpU YeMy CTaTyc cerperupajyhe uiam XOMO3UIOTHE JIMHHje He MOpa OMTH MOBE3aH ca

onom T-JIHK wmHCcepmmjom 3a Kojy je momoxaj oapeheH cekBeHupameM. Jlakie 3a cBe

99



MyTaHTHE JInHUje Omia je moTpeOHa HezaBucHA moTBpaa nojoxaja T-IHK uncepuuje.
[Topen Tora, kako Ou ce ucnosbuo oarosapajyhu knockout ¢eHoTun HEOnmxomHO je aa
o6uspka Oyne xomosurot 3a T-JIHK uncepnujy y onroBapajyhem reny u na ta uHCepIyja
oMera (YHKIMOHATHOCT TeHa. [Ipyrum pednmMma, YKOJIMKO jeIHa KOIWja TIeHa Yy
mumongHoM renomy He cagpxu T-JIHK wuncepumjy, wnmm ykomuko je T-JAHK
MHCEpIMja MPUCYTHA y 00e KOMHje IreHa ajli y MO3HMIMjU Koja He omeTa (PYHKIHjy Y

3HA4ajHO] MEpH, OHJIa he MPOTENHCKH MPOAYKT reHa OUTH MPUCYTaH.

[Mpu ununmjannoj cenekimju GS1 knockout MmyraHara HCIIMTUBAHO je TIPUCYCTBO
onrosapajyhux uPHK, RT-PCR-om mnomohy mnapoBa mpajmepa cnenuduuHHX 3a
paznnuute GS tpanckpunte (Cnuka 32). OBakBa cenekiuja u3BefeHa ja Ha T1
reHepanyju OubKa caMOOIUIO)eHMX MYTAHTHUX JIMHHjAa, TAaKO Ja je OYEKHWBAaHO [a
onpehen nporeHaT MOTOMCTBA MOPEKIIOM o] Xerepo3uroTa 3a T-JIHK urcepnujy, kao u
cBo nmotomMcTBO xomo3urota 3a T-JIHK unceprmjy 6yne xomosurorno. Kog xomosurora
3a T-JHK wuncepuujy HHje ouekuBaHa jaereknuja onarorapajyhux GS1 cDNA
amruinkoHa. Kako Ou ce MakcuManHo yop3ao mpotiec cenekuuje onabpat je ,,Touch and
go” (Berendzen wu cap., 2005) mpucTynm KOjU MpPaKTUYHO TMpecKadye H30JAlU]jy
HYKJIIEMHCKHMX KHCEJIMHa KOja je yjelIHO W Hajcropuju Kopak. Pe3ynraTu oBakBe
cenekuuje cy ounu uzHeHahyjyhu. O cBUX TeCTUpaHUX MHCEPLUOHMX JIMHHjA, CaMO y
y30pIMa MOpeKIoM oA JBa notomka 12C nuHUje HUje AETEeKTOBaH oironapajyhu
cDNA ammnukox, 10K cy cBe ocTajie OuJbKe, OMI0 J1a cy MOTOMCTBO cerperupajyhux
WIM XOMO3MIOTHHUX JIMHH]Ja, TIOceqoBalie onAroapajyhe aMIuIMKoHE. AHaIU30M
pesyirara yTBpheHO je Ja cy MapoBU IpajMepa KOHCTPYHCAaHU 3a aMIUTM(UKanujy
GLN1;2 cDNA xubpumu3oBanu ca CeKBeHIIaMa Ha OBOM T€HY Koje ce Haiaze oko T-
JHK wnceprimje xox 12C nuHHWje, MOK Cy NapoBH TpajMepa KOHCTPYHCAHHU 3a
ammmuukanujy ocramux GS1  cDNA  xubpuams3oBanmm ca CeKkBeHIlamMa Ha
onrosapajyhum remnma koje ce Hanase ca 3', ogHocHo 5' ctpane ox T-/IHK uncepuuje
KO/ TecTHpaHux JuHuja. OBaj pesynrat ykazyje na T-/IHK y 3nauajHoj mepu He omeTa
TPAHCKPHUIILIM]y T€Ha y KOJH je MHcepToBaHa. Mmak, omucaHuM MPUCTYIIOM H30JI0BaHE
cy naBe OmJbke Koje cy Owmire motenuujanmuu knockout myrantu 3a GLNI1;2. V3 To,
3aksbyueHo je ma ceneknuja T-JIHK unceprmonux knockout myranara na auBoy PHK
Mopa OuTH u3BoleHa momohy mpajMep mapoBa KOjU aMIUTM(UKYjy CEKBEHIE YHYyTap

kojux ce Hanazu T-JIHK uncepumja. Maxo je y Behunu mybnukanuja, cenexkuuja T-JTHK

100



MHCEPIIMOHMX XOMO3WTOTa HM3BOl)eHa yNpaBO Ha OBaj HAYMH, NIpEriea JuTepaType
mokKa3yje /Ja OBO HMIAaK HHjE alCOJIYTHO NpaBwio. Tako cy Ha HpUMEp, MPUIHKOM
ceneknuje T-JIHK unceprmonor xomo3urora y pap6/flnl reny A. thaliana (Steiner u
cap., 2011), xopuirhenu mapoBu mpajMepa Koju ¢y aMIuTi(UKOBaIN CEKBEHIy Ha TeHY
ucnpen T-JIHK wncepumje. 3anumipuBo je na cy npunukom ceneknuje GLN1;2
knockout myranta u3 SALK_102291 nunuje (Lothier u cap., 2011), koja je kopunihena
u y oBoMm pany (12C, Tabena 4), ynoTpeO/beHH MapoBU IMpajMepa amIUTH(GUKOBAIN
CEKBEHIIy Ha TeHy koja ce Hanasu u3a T-JIHK wuHcepuuje, mpu vemy ozaroBapajyhu
aMIUTMKOH HUje JIETeKTOBaH Koja xomosurora. CBe oBoO ymyhyje ga HHUBO EKCIIPECH]e
reda koju caapxu T-JIHK wHCeplujy 3aBUCH O] CTPYKTYpEe caMOT T'€Ha W IO3HUIH]e
UHCEpIHje, TC JIa C€ PA3IUYUTH PE3yATaTH MOTY JOOUTH y 3aBHCHOCTHU O] TOTa Ja JIH
napoBH TpajMepa XHOpUIHM3Yjy ca CEKBeHIlamMa wu3a, wuchpen, wim oko T-JHK
uHCepIHje. 3a Moy3JaHe pe3ylTare MPENnopy4bHBO j€ KOPUCTUTH TMApoOBE MpajMepa

koju ammumnukyjy CDONA cekBennie yayrap kojux ce ouekyje T-JIHK nncepmmja.

VY umpy cenekiuje knockout myranarta 3a ocrtaie GS1 reHe mHpHCYCTBO U
nosunja T-JIHK wuncepuuje mpso je yrBphena Ha HuBoy JIHK. Ha oBaj Hauun
cenektoBaHu ¢y xomo3urotu 11D nmuamje, n moTBphenu cy xomozuroru 12C, 13D, 14D
u 154 nuamja (Cnuka 34). YnorpeboM HOBOKOHCTPYHCAHHMX TIpajMepa KOju Cy
xuOpuau3oBanu ca cekBeHiama Ha GS1 CDNA u3mely kojux ce Hanasuna oaronapajyha
T-IHK wnHcepumja, koA CelIEKTOBAHMX XOMO3UIOTa HHUCY JE€TEKTOBaHHW OAroBapajyhu
tpanckpuntu (Crnuka 36), mTo je 3HaYmiIo Ja nare ouibke 3aucra jecy GS1 knockout

MYTAaHTH.

5.4 TloBehana excnpecuja GLNI1;1 rena xomnen3yje Hemocratrak GLNI1;2 u

GLN1;3 u3zogopmu

MHOTH €H3UMH KOjH Cy YKJbYUEHH Y Pa3UUUTE META00INYKE TOKOBE MPUCYTHH
cy y henmju y obnuky paziauuntux uzodopMmu. EH3uMH acumuiianije aMOHU)jyM-jOHA
uucy u3yszerak (Lancien u cap., 2000). Yak u manu, HeyrJIeHH KOPOB, Kao IITo je A.
thaliana, mocenyje ner GS1, Tpu GOGAT u tpu GDH rena. BaxxHo nurame koje joun
HeMa jacaH W JAe(UHUTHBAH OJTrOBOp je 1a JM pa3nuuyure u3zopopme (M Koje) umajy

npeknanajyhe (penynmaanTHe) win crienududHe ynore. ['€Hr Koju Koaupajy paziaunduTe
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n30(opMe OBUX CH3MMA MOKAa3yjy TKUBHO CHeUU(UUHY eKCIPEcHjy U TudepeHIrjanHy
peryianujy y OAroBopy Ha crosbaiimbe ycioe (Melo-Oliveira u cap., 1996;
Coschigano u cap., 1998; Oliveira u Coruzzi, 1999; Lancien u cap., 2002; Ishiyama u
cap., 2004b), kao u KapaKTEpUCTHYHE IIEME eKcIipecrje ToKoM pasBuha (Schmid u cap.,
2005), mrro ynyhyje ma npou3Bou OBHX I'eHa 00aBibajy creruduune yiaore. Ca apyre
crpane, knockout MyTaHTH y MHOTHM OJf IOMEHYTHUX T'€Ha Cy YCICIIHO H30JIOBaHH
(Melo-Oliveira u cap., 1996; Coschigano u cap., 1998; Lancien u cap., 2002; Lothier u
cap., 2011), a denoruncke pasiauke usMmel)y mHx W Wt Oubaka Cy 4YecTo, HIH
HenocTajane, Wi npumehuBane Texk npu oapeheHuM crospammbuM ycnoBuma. OBo
cyrepuiie na oxapehere mzodopme mokasyjy cnenupuvHe yiaore TeK mpu oapelheHuM

(1)I/ISI/IOJ'IOH_IKI/IM ycioBuMa 1 nponecuma, 10K Cy y ApyruM pCAyHAaHTHEC.

Kako 6u ce cTexiia moyeTHa CiIMKa 0 TOME J1a Jii ce HepocTarak oapehennx GS1
uzopopmu koa GS1lko myramara A. thaliana kommensyje moBehanoMm ekcrpecujom
apyrux GS1 rena, ynopehena je komuunHa GS tpanckpumnara koa pasmuuutux GS1ko
myraHata U Wt (Crnuka 37). Cem Tora, oBaj EKCHEPUMEHT j€ MpPEACTaB/bao H
nepunuTHBHY moTBpAy na cy cenektoBanu T-JIHK xomosuroru 3amcta m knockout

MYTaHTH.

Kon knockout myranara Huje nerekToBaHa ekcrpecuja oarorapajyhux GS1 rena
ca T-IHK uncepuujom, a y BehnHu cirydajeBa ce HUBO TpaHCKpumaTa octanux GS reHa
Koa KO myraHara HHje pasnukoBao y oiHocy Ha Wt (Cmuka 37). Camo je y ciyuajy
knockout myranara y GLN1;2 u GLN1;3 nerekToBaHO CTAaTUCTUYKU 3Ha4YajHO moBeharme
kosmunae GLN1;1 Tpanckpumnara koj n1Be Henesbe crapux (14 DAS - days after sowing)
OWJbaka rajeHHX y YCJIOBHMa JIOCTYITHOCTH a3oTa. Y ciydajy 1;2ko To mosehame je
Oowno penatuBHO Maio, 10K je kox 1;3ko muBo GLNI;1 Tpanckpumara GHO CKOpO
JIBOCTPYKO BHIIM y ofHocy Ha Wt. OBaj pesynrar ymnyhyje na y OuibLM IOCTOje
onpeheHn perynaTopHM MeXaHH3MH KOju MHAYKYjy ekmncnpecujy GLNI;1 xako 6u ce
KOMIICH30Ba0 HEJIOCTaTaK y acCHMIIAIMjH a30Ta MPOY3pOKOBaH He(YHKIMOHATHUM
GLNI1;2, omrocuo GLN1;3. TIperxoano je kom GLN1;2 knockout myranara A. thaliana
NoKa3aHo Ja ce 36 u 64 naHa HaKOH 3acejaBarba HE JIETEKTY]y MPOMEHE y €KCIPEeCcUju
ocramnx GS1 rena A. thaliana 6e3 003upa Ha KOHIEHTpaIMjy JOCTYIHOI a30Ta y

nouto3u (Lothier u cap., 2011). Ilpema TomMe HM3riaena Aa KOMIIEH3aTOPHH MEXaHH3MH
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Henocratka GLN1;2 m3odopme 3aBuce ox craawjyma pas3Boja Ouibke, W na Cy
u3pakeHuju y (a3zu paHOr BereTaTMBHOT pacta. busbke 14 nana HakoH 3acejaBama
NPaKTHYHO TTOCE/Yjy CaMO KOPEH Kao OpraH U3BOpa U JIMCTOBE Ka0 OpraH yBHUpA, JIOK Ce
HakoH 36 DAS curyanuja 3HaTHO YCIIOKH-aBa MPUCYCTBOM 3€JICHHX M CEHECIIEHTHHX
JMCTOBA Kao M LIBETOBA W CEMEHHUX 3aMeTaka. JeWHHW 3a caja ONMCAHU PEryiaTopu
excripecuje GLNI1;1 cy koHuenrpauuja amonujym-jona (Ishiyama u cap., 2004b),
amuHOKHcenuHa u npoctux mrehepa (Oliveira u Coruzzi, 1999) y nommosu. HemasHo je
nokasano 1a koa GLN1;2 knockout myranara mona3u 10 HaroMujiaBamba aMOHHjaKa y
TKUBY ¥ noBehama KOHIIEHTpallMje YKYITHIX aMuHOKucenuHa (Hajsuine Glu, Ala u Pro)
y ycioBuMa goctymHoctd aszora (Lothier u cap., 2011). Ilpema oBuM pe3yiraThMa
ouyekuBaHo Ou Omio cmameme excrpecuje GLN1;1 kox GLN1;2 knockout myramnara
MOIITO W aMOHUjyM-JOHH W aMHHOKHcenuHe noBoae no pemnpecuje GLNI;1 rena
(Oliveira u Coruzzi, 1999; Ishiyama u cap., 2004b). 3a pa3zymeBame perynaTtopHuX
MeXaHu3Ma KOju ydecTByjy y kKommenszauuju Hemoctarka GLN1;2 u GLNI1;3 cBakako
Tpaba m3BecTH MOJAPOOHH]Y aHanu3y ekcrpecuje GS reHa y pa3jiMuUTUM TKUBHMA,
¢azama pa3Buha M ycloBHMa rajema Kao M METabOJMYKOr cTaTyca MyTaHaTa, ITo he

JesioM Outu npeamer Oynyhux excnepuMeHara.

55 Kopumheme knockout myranTa 3a onpehuBame cygjequnu4anor cacraBa GS1

uzopopmu A. thaliana

Kako Ou ce mposepmio ma i pasnuunte GS1 cybjenunuie kox 4. thaliana
dbopMupajy xetepomepe, U Kako Ou ce YTBPAHWIO KOje CyOjeAMHHIIE yia3e y cacTaB
Kojux n3odopmu nopehenu cy enexkrpopopercku npodpmim GS nzodhopMu paznuauTUX
GS1 knockout myranara. OuekuBano je na koa knockout myranta y oapehenom GS1
reHy Hehe OWTH JeTeKTOBaHE CBe OHE M30GOpME y UMjU cacTaB yia3u HemocTajyha
cyOojenunuma. [lopen Tora, Ha oBaj HauWH, HE caMoO Ja OW ce HIEHTU(UKOBaAIE
xeTepoMepHe n3opopme, Beh 6u ce oapeauio Koje cy0jeAMHUIE yla3e y cacTaB KOjuX
nzopopmu. Hekonmmko MOJaTHUX pas3iora je YTHIAlo Ja ce KOPHCTH YIPaBO OBaKaB
npuctyn. 36or usyserne cnuaHoctd GS1 m3odopmu u3 A. thaliana, penatuBHO Maie
konmunHe GS mpoTernHa y OMJPHOM TKHMBY M Majie NMPOJYKTUBHOCTH OMIbHE Omomace,
U3Y3€THO je TEIIKO Pa3/BOJUTH pa3indure u3odopme TOKoM mpeuunirhaBama, Kako Ou

Ce€ HCMHUTA0 CYOjeAMHUYHH CacTaB TMPEUYUITNEHHX TMPOTEHHA eIEeKTPOPOPETCKUM
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texHukama. Kopumihemem paspahenux mpotokosa 3a npeunmthaBame GS, Ishiyama u
cap. (2004b) mucy ycnenu na pasasoje pasiamuute GS1 wm3odopme M3 MPOTEHHCKOT
ekctpakta hemujcke kynarype A. thaliana, Beh cy ce MOCTYXHIHW XETEepPOJIOTOM
ekcipecujoM nojeauHadHux u3odopmu y E. coli kako 6u okapakTepucaad KHHETHYKE
napameTrpe mnpeyuiheHux XoMOMepHHX wu3opopmu. Temko je yommre YTBPIUTH
napamerpe 3a npeunmrheny GS uzodpopmy. Texnukama kao mto je 2D enextpodopesa
moryhe je pasasojutu GS1 cy6jemunune (Cai u Wong, 1989; Brechlin u cap., 2000),
QI y CIIy4ajy JCTEKIMje BHIIC CHTHAJIA, YBEK CE MOXE IMOCTABUTH NHUTAKE Ja JIH
JNETeKTOBAaHM TPOTEHHHU IMOTHYY O] jeJJHE XeTepoMepHe H30(opMe WIH je MOYETHH
y30paK CaJp>kao BHUIIIE XOMOMEPHHX M30(OPMH KOje HUCY pa3fBOjEeHE y MPETXOTHUM
Kopauuma cenapanuje. Cem tora, HakoH 2D enexktpodopese npeuunrthene xomomMepHe
GS1 wu3odopme MoKe ce JETeKTOBaTH BHUIIE CHUTHala Yyclel IPUCYCTBa
nocTTpancianuonux Mogudpukanuja. Pazmmuure GS1 m3zodopme Mory MUTpUpaTH Kao
jeaHa Tpaka TOKOM HaTHBHE enekTpodopese (Simonovié u Anderson, 2007), Tako na Hu

OBO HHje onroBapajyhu kpurepujym 3a nepunucame unctohe GS nzodopmu.

[Ipe ynymtama y aHanu3y pesynrara TpeOa HAallOMEHYTH Ja j€ TMOCTOjame
xerepomepHux GS1 eH3uMa MokKa3zaHO KOJ HEKOJIMKO OMJpHHUX BpcTa. YeTwpu muka ca
GS aktuBHOmhy pa3/BojeHa Cy JOHOM3MEHUBAUYKOM XpOMaTOrpadujoM MPOTEHHCKOT
ekctpakta Homyma Phaseolus vulgaris (Bennett u Cullimore, 1989), a 2D
eneKTpodope3oM je MoKa3zaHo Jia y MpBa TPH MUKa eaynpajy u3opopmMme Koje ca cactoje
on nee pazmuunte GS1 cyOjenuuuiie o3Havere ca S u y. Mzohopme koje cy exyupaie y
IPBOM XpomarorpadckoMm MUKy cajapkajie cy Bulle S cydjenuHuna, u3opopme Koje cy
eJlyrpalie y Apyrom ruky Ouiie cy cacTaBibeHe O] MPUOIMKHO MOJ[jeIHAKUX OAHOca ff U
y cyOjequHUIA, TOK cy u30dopme Koje cy enyupale y Tpehem nmuky Ouiie cacTaBjhbeHE
MPETEKHO O] )y cyOjenuHuiia. YOpP30 HAKOH OBOT E€KCIEpPUMEHTa, HATUBHOM
enekTpoope3oM je pasasojeHo neBeT Homynapaux GS1 uzodopmu kox P. vulgaris u
MOKa3aHo je Ja cy u3ohopMe ca rpaHMYHUM MOOMITHOCTHMA CACTaB/beHE UCKIbYYUBO OJ1
y Wk S cyOjequHuIa, oK ce n3ogopMe ca HHTEPMEIHjapHOM MOOMITHOIIINY cacToje O
pasnmuuuTuX ogHoca y u ff cyojenuuuna (Cai u Wong, 1989). Ha ocHoBy oBora aytopu
Cy 3aKJbYYWIH Ja Y ¥ f Cy0jeInHUIIe MOTY J1a c€ KOMOMHY]Y y CBHM ojHocuMma ()8,
y7B1... vIB7, BS) popmupajyhu pyHKUIMOHATHE OKTamepe Koju ycien pasnuka y pl

usmelly y m f cy0jeauHuna noceayjy pasnuyuTe MOOWIHOCTH TOKOM HaTHBHE
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enexkrpodopese. Jlanac, kajga ce cmarpa aa cy eykapuorcke GS nekamepu, 3aHUMIBUBO
Ou OWIO TOHOBUTH OBaj CKCIEPUMEHT Yy TMOKYIIajy Ja Ce€ JETEKTyje jeaaHaecT
Hoaysapuux m3odopmu kox P. vulgaris, momro je To MakcumanaH Opoj KOju JIBE
cybjenunuiie Mory aa (GopmMupajy yKOJHUKO ce KOMOMHY]Y Y CBUM OJHOCHMA MIPUITHKOM
dopmupama nekamepa. [lpucycrBo xerepomepuux GS1 m3odopmu MmokazaHo je U KOi
Glycine max (Temple u cap., 1996) u Beta vulgaris (Mack, 1998; Brechlin u cap.,
2000), mehyrum crexuomerpuja cybjenunuia Huje yrBphena. Takohe je mokaszaHo na
nse GS1 uzodopme - a u b, u3z M. trancatula koje cy npeuuiitieHe HaKOH XETEpPOIIOTe
excnpecuje 'y E. coli, mory in vitro ga ngucocyjy u peacocyjy dopmupajyhu
xerepomepne u3oenzume (Carvalho u cap., 1997). Hako mocenyje ner GS1 rena koju
KOoAupajy nporenHe Bucoke xomonoruje (Tabenma 2), mpucyctBo xerepomepHux GS

u3odopmu HHUje 10 cana ucnuTuBaHo ko A. thaliana.

[Topehewmem enmekrpodoperckux mpoduna GS wmszodopmu pazmmuaurmx GS1
knockout myranara (Cnuka 38) yTBpheHa je HEIITO KOMIUICKCHHja CHUTyalHdja O
NpBOOMTHO aHTHIHMNHpaHe. Hanme, ymecTo HemocTaTka MOjeIUHUX H30(OpMH, KO
1;1ko u 1;2ko myranaTa je metektoBaH uctu 0poj GS m3zodopmu kao kox Wt, a youeHe
Cy pa3iHKe jJeIMHO Y MOOWIHOCTU nojenuHux uzodopmu. Hajsehy pasnuky y omgHOCy
Ha Wt nmokaszao je knockout myrant y GLN1;3 (1;3k0), kox kora je JeTeKTOBaHa caMo
jemHa BOJTYMHHO3Ha Tpaka Koja oOyxBara MpOCTOp MPHOIIKAaH JBE TMOCIEAHE
uszodopme kox wWt. Kox 1;4ko m 1;5ko Hucy nerexktoBaHe pasiuke y H30(QOPMCKUM
npodunMa y ogHOCy Ha Wi, HajBepoBaTHH]je 300T n3pa3uto Hucke ekcrpecuje GLN1;4
GLN1;5 rena y ucnutuBanuM TkuBuMa Wt Ousbaka (mornassee 5.2). Jenno ox moryhux
o0jalimemna 3a pa3IHuUuTy MOOMIHOCT JeTekToBaHuxX n3odopmu koxa 1;1ko, 1;2ko u wt
jecte ma cy TO KOMIUIETHO pa3nuuTe H30opMe KOje Ce He CacToje O] HMCTHX

cybOjenunwmIIA.

Cyb6jenuuurie koje ynase y cacraB GS1 xonoeH3nMa, umajy OJIHCKY Macy 0J1 OKO
40 kDa (Ishiyama wu cap., 2004b) u BeoMa CIMYHY TPUMApPHy CTYPKTYPY y KOjoj
pa3iuKy mpaBu camo nap amuHokucenuHa (Criuka 6). Tako Maie pa3nuke y MpuMapHO]
CTPYKTYpH TIOBJIa4ye BEJIUKE CIMYHOCTH Y TEpLIUjapHO] cTpyKTypu. [IpermnocTasspa ce aa
XOJIOGH3MMH CAYME-CHU OJ OBHX CYOjeqHHIIAa MMajy HCTY KBATEPHEPHY CTPYKTYPY.

Haxkie, xuapoauHaMuike ocoonHe GS XonoeH3uMa Cy jako CIIMYHE, a jeruHa pa3jinKa
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Koja OM yTUIlana Ha TO JIa pa3IMdUuTO MUTPUPA]Y Y €IEKTPUYHOM IOJbY CaaprKaHa je y
TUX Tap aMUHOKHCEIMHCKHUX CYICTHTYLIHja KOj€ pPa3InduTUM CyOjenuHuiamMa Hamehy
paznuuuT pl, a caMMM THUM M pa3IMYUTy KOJMYUHY HaeJIeKTpHCama IMPH YCIOBUMA
enexkTpodoperckor pazaBajama. M3pauynar pl Ha ocHoBy cekBeHie 3a GLN1;3 u3Hocu
5,72, 3a GLN1;1 je 5,28, a 3a GLN1;2 je 5,14 (Tabena 2). Mako ce oBaj pl ogaocu Ha
pa3BHUjeHy KOH(OpMaIijy, BEpOBaTHO je Aa OM M Yy HATMBHO] KOH(OpaMaIiju peaociien
pl 3a oBe mporenHe OMO UCTHU 300T CIIMYHE TeplrjapHe CTpyKType. [Ipema oBome, 3a
XoMoMep cacTtaBibeH UCKJbyunBo o GLN1;3 cyOjennnuna odyekuBaHa je HajHMIKA
MOOMITHOCT TIpu KOpUIIheHUM elleKTpopopeTcKkuM yciaoBuma, qok Om 3a GLN1;2
XxoMoMep Omiia oueknBaHa Hajpuia MoOwitHOCT. Hemocratak ¢ynkmuonamnor GLN1;1
rera (Cauxe 36 u 37), 3anemapspbuBa excrpecuja GLN1;4 u GLN1;5 rena (Cnuke 16 u
20), kao u unmeHnna na aktuBHa GLN2 uuje nerexroBana (Cnuka 14]1, I), ynyhyje na
y cacTaB JieTeKToBaHUX u3odopmu koxa 1;1ko myranta yimaze camo GLN1;2 u GLN1;3
cyOjennuie. IlomTo je y oBoM y30pKy AerekToBaHo 11 m3odopmu, mTo mpeacTaBiba
MakcuMaiaH Opoj KOju JBe€ pa3iuuuTe cyOjeuHHIle MOTy Aa ¢GopMupajy ako rpaie
nekamepe, Moxke ce npernoctaButd n1a GLNI;2 u GLN1;3 mory na rpane nekamepe y
cBUM MelyycoOHUM oHOCHMA. 300T BeoMa ClIMYHe TepijapHe ctypkyrpe GS mporenHa
U Ha OCHOBY TPETIIOCTaBKE Jla je KBaTEepHEpHa CTypkTypa 3a cBe GS nexamepe
UJCHTHYHA, o4yekuBaHO je na xomomepu GLN1;2;0 m GLN1;3;p mmajy rpaHmuHe
mobOunmHocth a ga  xerepomepu  GLN1;2,GLN1;310., wmajy wuHTEpMEaAHjepHE
moowmHocTu. CinvHa cuTyaiuja nokasasa je 3a GS1 nzodopme macyspa (P. vulgaris), o
yemy je panmje mauckyroBano (Cai m Wong, 1989). Ykomuko je mpernocraBka o
MOOWIIHOCTH XOJIOEH3MMa Ha ocHOBY npensuhenux pl GS1 mporenna TauHa, oHma Ou
uzopopmu HajBuiie MoOwiHOCTH Kox 1;1k0 myranta oaroapao cactaB GLN1;2.
[Tomro xox 1;2k0 mMyraHTa HUje JeTeKTOBaHa M30(opMma ca HajBHIIOM MOOWIHOIIhY,
npuctyHa koj Wt u 1;1ko MyTaHnTa, MpeTX0IHO H3HETA MPETIIOCTaBKa J1a OBOj H3odopmu
onroBapa cactaB GLN1;2;0 ynam ce BepoBaTtHOM. [IpemMa Tome, M30pOpMHU HajHUKE
MoOmnHocTH Kox 1;1ko m 1;2k0 myranara oxroBapao O CyOjeAMHUYHHM CacTaB
GLN1,;340. ITomrro 1;2ko myrant He cagpxu ¢pynkuuonanan GLN1;2 ren (Crnuke 36 u
37), a excripecuja GLN1;4 u GLNI;5 rena je jako vucka (Ciuke 16 u 20), nmpousmiazu
na wm3odopMe nerekToBaHe Koji oBor myraHTa caapke camo GLNI;1 m GLNI1,;3

cyOjenunmIe, Te na M30(opMH HajBUIIE MOOWIHOCTH BEPOBATHO OJroBapa cacraB
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GLN1;150. U3opopma ca Hajpumiom MmoOmuomthy kon 1;2k0 (mpemioskeHOr cacraba
GLN1;110) uma HemTo Cropujy MHUTpauujy oj uzopopme ca HajBHIIOM MOOHMIHOIIhY
kox 1;1ko (mpemmoskenor cacraBa GLN1;2;0) mTo je y ckiaay ca O4YeKMBamHMa Ha
ocuoBy npeasuhenux pl 3a oaroeapajyhe mporeune (Tabena 2). Kox 1;2ko myranTa
takohe je nerekroBaHo 11 wm3odopmm, mTo mmrmumnupa aa GLNI;1 u GLNI1;3
cyOjenuHMIE Takohe Mory aa rpaae nekamepe y cBuM mehycoonnm omnocuma. [Ipema
oBoMe, cBe jerekroBaHe u3zopopme kox 1;1ko m 1;2ko myramara, ocuM OHHX ca
HajBuiioM MoOmnHomhy caapxe GLN1;3 cy6jennune. OBy mpernocTtaBky noTBphyje
enekrpodopercku npodun GS um3odopmu kox 1;3ko myranta (Cruka 38), rae je
JETCKTOBaHA CaMO jeJHa BOJYMHHO3HA Tpaka Koja oO0yxBaTa IMPOCTOP KOjU 3ay3uMajy
nBe Hajopike murpupajyhe usopopme kox Wt ogrocto kox 1;1ko u 1;2ko myranara. Ha
ocHOBY mu3odopmckux mnpodumna 1;1ko u 1;2ko myranara uuam ce ma GLN1;2;0 u
GLN1;13p m3odopme mocenyjy ITOBOJEHO pa3IMUUTE PETCHIMOHE (akTope na Oymay
JETCKTOBaHE Kao JBe Tpake, Tako na je moryhe ma GLNI1;1 u GLNI;2 cybjennure
tTakohe Mory jga rpajae XOJOCH3UME y Pa3JIMYUTUM OJHOCHMA, KOjU ce 300r Beoma
MaJluX pasivka y MOOMJIHOCTH JIETeKTYjy Kao jeJHa BOJyMHHO3Ha Tpaka (Cnuka 38).
Ha ocHOBY u3HeTHX 3akJbydaka MpeJIOKEeHa je cTexuoMeTpuja cyojeanuna ko 1;1ko,

1;2ko u 1;3ko myranata (Cnuka 46).

[Tomro ce perenmmonn ¢(akropu pazmuumtnx GLN1;1-GLNI;3 u GLN1,;2-
GLN1;3 xerepomeprmx wu3zodopmu nenumudHo Tnpeknanajy (Cimke 38 u  46),
cy6jenunnunu cacraB GS1 xomoensuma kon Wt je temko npeasuietu. M3opopmu ca
HajHUKOM MobunHomrhy onoroBapa cactaB GLN1;319, 10Kk je u3odopma ca HajBHILIOM
moommHomhy GLN1;219. JlerektoBane wu30popMe WHTEpMeIujapHEe MOOHIHOCTH
MPEJICTaBJbajy JeKaMepHe XoyioeH3nMe Hactaie komOmHoBameM GLN1;3 m GLN1;2
onnocHo GLN1;3 u GLNI1;1, a moryhe u GLN1;1 u GLN1;2 y paznuuutum ogHOCHMA.
Cy0jequuuyHM cacTaB HEKUX OJ] OBHX M30¢popmu Moryhe je mpermoctaBuTu nopezaehu
BUXOBY pEJIaTUBHY MOOMIHOCT ca m3opopmama koa 1;1ko u 1;2ko myranara. Mnak
CIIMYHA MOOWJIHOCT M3Mely pazsmuauTux XeTepoMepHUX H30(OpMU OTEKaBa OBAKBO
nopeheme, a objammaBa U crnady pe3onylujy usmely Hekux mzopopmu Koj Wt, Koja
HacTaje ycien JACIMMUYHOT WJIM TOTIIYHOI Ipekianama mojenuHux usodopmu. He
MOY€E C€ UCKJbYYUTH HM MOT'YhHOCT J1a TpM WJIM BHILE PA3IMYUTUX CYOjeIUHMLA yla3e

y cacTaB jeHOT JeKaMmepa.
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1;2ko  1;3ko

Tt

enekTpodopeTcka MOBUNHOCT
08 ¢LEBLEEE &:

&GIn1;1: pl 5.28; MW 39115.07

@GIn1;2: pl 5.14; MW 39207.13
&9GIn1;3: pl 5.72; MW 38594.57

Bl e

Cnuxa 46: Illemamcku npukaz cmexuomempuje cyodjeounuya oemexkmosanux GS
uzopopmu ko0 GSI1 knockout mymanama y GLNI;1 (1;1ko), GLN1;2 (1;2ko) u GLN1I,3
(1;3ko0). V cnyuajy 1;3ko npuxazana je u nomenyujarna moeyhnocm GLNI;1 u GLNI,?2
cybjedunuya oa epade eH3ume y ceum ooHocuma. lllemamcku npuxkasz cacmasa
uzogopmu K00 Wt Huje NPuUKAsaHm, a YKbyuueao Ou cee npukazame KoMoOuHayuje Koo
pasauyumux knockout mymanama, y3 mozyhe dooamue KombOumayuje npoy3poxosame

KOMOUHOBAIbeM MpU paziudume cyojeduruye y jedan Xoa0eH3uM.

JenHa ox MMIMKaIMja U3HETUX pe3yaTaTa U 3akibydaka je aa cy GS1 uzodopme
u3 A. thaliana mexamepu, 0OHOCHO OBO je jedaH OJ INIABHUX YCJIOBA HEOMXOTHHX 3a
objammeme JOOMJeHUX pe3ysiTarTa y KOHTEKCTY XETEPOMEPHUX W XOMOMEPHHUX
n3odopmu. Ishiyama u cap. (2004b) cy ren-¢punrpaimjom moka3aim Aa Maca HATHBHUX
GS1 enszuma u3 A. thaliana uznocu 320-380 kDa, Ha ocHOBY Yera Cy 3akJby4HJid Jia Cy
TOo okTamepu. OBaj 3aKJby4ak Tpeda y3eTH ca pe3epBOM, jep CBE IMyOIHKalnje y KojuMa
jé Ha OCHOBY Mace HATMBHHUX €H3WMa, WJIM Ha Jpyre HayuMHE IPOJEKTOBaH Opoj
cyOjenuHuIa, ynyhyjy Ha oktaMepHy CTyKTypy eykapuotckux GS (McParland u cap.,
1976; Pushkin u cap., 1985; Tholey u cap., 1987; Eisenberg u cap., 2000; Betti u cap.,
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2006; Llorca u cap., 2006), yksbyuyjyhu 1 HaTHBHE eH3uMe U3 KyKypy3a (Sakakibara u
cap., 1996) u uoBeka (Boksha u cap., 2002), 3a koje je kacHHje KpucTanorpadckum
cryamjama yrBpheno ma cy aekamepu - PDB: 2D3A u 2QC8 (Unno u cap., 2006;
Krajewski u cap., 2008).

[Ipe3enToBanM pe3ynTatu ykasyjy Ha MoryhHocT pasnuuutux GS1 mporenna A.
thaliana na gopmupajy xerepoaekamepe y CBUM CTEXHOMETPH]CKHM OjxHOocuMa. Wnak,
3a cajia je mpepaHo TBPIHUTH Ja ce OBO JemiaBa u in Vivo. Moryhe je na ce y ogpehenum
tunoBuMa henuja excipumupa camo jenan GS1 nporeuH, u ga 6u ¢pusznuka Oapujepa y
BUay henmjcke memOpane, oHemoryhwmia koHTakT pasznuuutux GS1 cyOjenunmia, a
caMUM TUM U QopMHUpame XeTepoMepa. XOMOTeHH3alujoM TKuBa paznuuute GS1
cyOjeIMHUIIe Cce JIOBOJAE y KOHTAaKT, IITO pa3yyiTHpa JIETeKIujoM xerepomepHux GS1
xojloeH3UMa. PaHuja wcnuTtHBama TKUBHO crnenuduune ekcrpecrje GS1 rena cy
nokazajia Jla y enujepMaliHUM heirjamMa KopeHa TOCTOjU HMCKJbYYHMBO EKCIpecHja
GLN1;1 rena (Ishiyama u cap., 2004b), tako na y oBum henmjama Tpeba OveKHBATH
npucyctBo GLNI1;1 xomomekamepa. Y henmujama koje rpaje BacKyJIaTOPHO TKHUBO
KopeHa BUCOKY ekcripecujy umajy GLN1;2 u GLNI1;3 renu (Ishiyama u cap., 2004b),
TaKo Jia ce y OBUM henMjama MOTY OYEKHMBAaTH XOMO- U XeTepoMepHe u3odopme Koje
caJip>ke OBe JIBe cyOjenuHuile. YnmbeHUIa 1a ce Uy eKCTpaKTUMa Hen(epeHIIMpaHuX
henuja kamyca HAaKOH HaTUBHE eJeKTpodopese AeTekTyje 3umorpam ca 11 tpaka (Crnuke
14T" u 38B), ykasyje a ce XxeTrepoMepu BepoBaTHO Gopmupajy u In VIVO y oapeheHum

TunosruMa henuja.

KomOunoBawe paznuuutux GS1 cybjenHuma y CBUM OJHOCHUMA  IIPH
dopmupamy (YHKIMOHATHUX JEKaMEHpPHUX €H3MMa ymyhyje Ha BEIMKY IUIACTHYHOCT
KOja TMOCTOjH y KaTaJIu3u acCHMUIIaIlje aMoHHjyM-joHa ko A. thaliana. Takolhe, orBapa
ce MUTame peryiayje HacTaHKa XeTrepoMmepa W xomomepa. DopMmupame pasTuIuTHX
GS1 uzodopmu Moke OMTH MHXEPEHTHO 3a CTPYKTYPY CYOjeIMHHIA M HCKIbYYHBO
3aBHCHO O]l OJJHOCAa HUXOBUX KOHLEHTpanuja y heauju u mMelhycoOHuX aduHUTETA.
MelhytuM, HE MOXKE C€ HCKJbYYMTH HM MOTYhHOCT 1a je acouujamnuja cyOjeauHuIa
perynmcana jgomatHuM ¢akropuma. [lopehemem enexkrpodoperckux mnpoduma GS
nzodopmu (Cnuka 14/]) u exkcnpecuje GS rena y kamycy, kopery u ymcry (Cnuka 16)

npuMmehyje ca ga mpomena onxHoca y ekcrpecuju GS1 reHa moBoau 10 mMpoMeHa y
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UHTECH3UTETY JAeTekroBanux GS tpaka. Y JHCTOBUMa M KOpPEHOBUMa, TI/E je
nerekroBano HajBume GLN1;2 tpanckpumara (Cnuka 16), Opxke wmurpupajyhe
nzopopme wumajy Bumm wuHTeH3UTeT Tpaka (Cmmka 14]1). Ilpema mnpeniokeHoj
crexuomerpuju GS nzodopmu (Cnuka 46), 6pke murpupajyhe nzodopme caaprxe BUIN
omoc GLNI1;2 y omnocy Ha GLNI1;3 cyOjemunune. Y kairycuma je JETEKTOBAaHO
HajBume GLN1;3 tpanckpunara (Cnuka 16), a MHTCH3UTET ACTEKTOBAHUX H30(OpMH
1ocJie HaTUBHE enekTpodopese je 6uo yjennaueH (Crouka 141). [Ipema crexuomerpuju
cyOjenunuia y paznuuutuM GS mzodopmama mpeiokeHoj OBlie, €H3UMH Ca HIKOM
moOunHouThy umajy B canpxkaj GLN1;3 cybjenuauna (Cnuka 46). Jlakie, npomeHe
omHoca y ekcrpecuju GS1 rena noBoje g0 mpomeHe onHoca (opmupanux GS1
XOJIOGH3MMa IITO Yyhyhyje Ja OJHOCH KOHIIGHTpalyja pa3inuyuTUX CcyOjeInHuIa
onpehyjy =~ ogHOCE  HACTaIMX  XOMO- M XOTepoJeKaMepHuX  mu30(opMu.
[TocTTpancnanuone MoauduKanyje yruay Ha cTabuiHocT nojenuaux GS mporenHa Koj
HEKOJIMKO OWJBHHX BpCTa, crpedaBajyhu wim nosojaehm po mpoteonuse (Finnemann u
Schjoerring, 2000; Lima wu cap., 2006a), mTo ymyhyje nma pegaTMBHH OJHOC
koHreHTpanuja GS1 cy6jenununa 3aBucu u ol oBor (aktopa. He tpeba ogdanutu HI
MoryhHocT na opapeheHe nocTTpaHcianuoHe Monaudukamnuje yruuyy Ha apUHUTET
onpehenux cyOjenwHMIIA Ka JPYyrUM, W Jla ce Ha Taj HauuH perynmme cacrtaB GS1

n30(OpMHU.

HMako TOKOM OBe CTyaWje HHCY W3HETH JWPEKTHH JOKa3H O XETEPOMEPHOM
cacTaBy WM CTeXxHoMeTpuju netekroBaHux GS mzodopmu kon Arabidopsis-a, monen
KOjU MpHUKa3yje CTeXHOMEeTpHjy cybjenuuuna koa aerekropanux GS uzodopmu (Crnrka
46) moap)KaH je EKCIIePHMEHTATHUM pe3yiaTaTiMa M TEOPETCKUM OYeKHBambHMa Ha
ocHoBy pl GS1 nporenna. [IprcycTBO pa3mUUUTHX MOCTTPAHCIAMOHUX MOIU(pUKAII]a
MOXe Ja yThue Ha enekTpodopercky moOmiHocT enzuma (Richardson u cap., 1988), a'y
cydajy GS m3opopmm m3 L. corniculatus upeBep3mOMIHO Be3UMBambe HHXHOMTOpA
takohe momudukyje enexrpodopercky moomimHocT (Cruke 42 u 44). Unak, mano je
BEPOBATHO Ja O OBakBH (paKTOPH JOBEIH J0 MpoMeHa y MoOmIHOCTH GS m3odopmu
kon wucnutuBaHux GS1ko myranTa Koje OM KOXEpeHTHO moap)kaBaie oxapeheHu
cyOjennuunn cactaB. CBakako je 3a (pUHANHY NOTBpAY H3HETE CTEXHOMETpHje
cy0jenuHMIa TOTPEOHO MCIUTATH CyOjeIMHUYHU cacTaB JeTeKToBaHUX GS m3odopmu

JIPYrUM TeXHUKama. JemHa ol MOryhHOCTH je KOMOMHOBAamkE HATHBHE elleKTpodopese y

110



OpBOj JWMMEH3WjU ca JeHarypulryhum wu3ojenekTpodokycupameMm mnpaheHnM

JETeKIHjOM CIeM(PUIHIM aHTHTEIUMA Y IPYTO].

56 Excnpecuja GS u GOGAT rena A. thaliana je nudepenuujaino peryiaucana

OM/bHUM peryJiaTopuMa pacrema

C o63upom Ha 3Haua] GS-GOGAT mnukimyca y OpHMapHO] M CEKYHAApHO]
acMMMJIALMjU a30Ta, HUje n3HeHalyjyhe na ce BehnHa ncTpaxuBama Koja cy ce OaBuia
perymammjom excnpecuje GS m GOGAT rena ¢okycupalia Ha YTHIA] TOCTYITHOCTH
A30THUX COJIM y TOMJIO3M W cBeriocTd. HoBuja casHama ymyhyjy Ha HHTEPaKIH]jy
Pa3IMYUTUX XOPMOHAJIHHX MyTE€Ba CUTHAIM3AIIM]E Y KOHTPOJIU aCUMHJIAIHM]E a30Ta KOJI
uimmux Owbka (Kiba u cap., 2011). V by dopMupama KOMIUIETHHjE CIHKE O
xopMmoHaniHo] perymanuju ekcrnpecuje GS u GOGAT rena A. thaliana, xomnumna
TpaHCKpHIIaTa OBHX T'eHa je ojapeheHa y JIMCTy U KOpeHy Omspaka koje cy 24 h Guie
U3JI0KCHE  pa3IMYUTUM  KOHIGHTpamujamMa cuHTeTHukor murokuHuHa  KIN-a,
cuHTeTnukor aykcuna 2,4-D, GA3 u ABA-e. busbke cy rajeHe y Te4YHOM MEHjyMy Kako
Ou cBa TKMBA MOJ[JeTHAKO OMJIa U3JI0OXKEHA OJIpe)eHO] KOHIIEHTPAIlM]U OBUX JEIUIbCHHA,
paau yTBphuBama mTO AMpEKTHHje Be3e u3Mel)y oapeheHor TpermaHa U eKcrpecHje

AHAJIM3UPAHUX I'CHA Y JaTUM TKHBA.

[Topehemem HUBOa GS TpaHCKpHIIaTa KOJ KOHTPOJHUX OWJbaka KOje HHUCY
TpeTupaHe perynaropuma pactema (Cnuka 20), 3amaxajy ce ciIMuyHe mieMe usmely
OMJbKa rajeHux y TE€4HO] KyATYpH M Ousbaka TajeHUX y UBPCTOj KYATYpPH Y yCIOBHMA
nu3o0uspa azora y momiosu (Ishiyama wu cap., 2004b; Lothier u cap., 2011). GOGAT
reHu Takohe cy mokaszanu ogHoce ekcrpecuje (Cnuka 20) y ckiiagy ca JUTepaTypHUM
nojamnumMa 3a Ousbke rajeHe Ha MS xparssuBuM motorama (Coschigano u cap., 1998;

Lancien u cap., 2002).

N3narame Owusbaka pa3aUYUTHM pETyJIaTOpuMa pacTema JOBEJIO j€ 10
mudepennmjanae penpecuje wim naaykuje GS u GOGAT rena. [locmatpajyhu yrunaj
onpeheHor perynaropa pacTema Ha €KCIpecHjy MOMEHYTUX TI'eHa, MOTY C€ YOUUTH
onpehene npasminHOocTU. Tako je Tperman KIN-om moBeo mo pemnpecuje GS u GOGAT
TeHa y KOpEeHY, JIOK y JINCTOBMMAa HHCY ONaKEHE 3HAuajHE pa3iuKe y EKCIpPecHju

aHamusupannx rera (Ciuke 21-28). OBo je y ckiaay ca OYeKHBamKUMa, OJHOCHO ca Beh
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OPEUVIOKEHOM  yJIOTOM IUTOKMHUHA Y CYNpPECHjH TMpey3uMama M IpHUMapHe
acumumianuje azora (Brenner u cap., 2005; Sakakibara u cap., 2006; Kiba u cap., 2011).
HemTo HMXM HUBO CIO0O0JHMX AMHUHOKHCEIIMHA y KOPCHOBUMAa OWJbKA TPETHPAHHM
KIN-om y ogHOCY Ha HeTpeTupaHe OusbKe Takohe moapkaBa U3HETY YJIOTY IIMTOKUHUHA
(Crmuka 29). Tperman KIN-om Hajcmabuju edexkar mmao je Ha kommumHy GLNI1;3
Tpanckpumnara y kopeny (Cnuka 23). Ilomro je xon Omsbaka Tperupanmx KIN-om
penpecuja octamx GS u GOGAT rena y kopeHy Ouia JaJeKo M3pa)keHH]ja, MOXKE Ce
3akspyunTH a KIN mopen cympecuje npumapHe acUMUIalidje a30Ta y KOpeHy, Takohe
JIOBOJU JIO0 ycMepaBama cuHTe3e nryramuHa npeko GLN1;3 m3odopme. Henocrarak,
WIN TIaK 3HATHO HWXH eQekTn kuHeTnHa Ha ekcrpecujy GS mu GOGAT rena y aucry y
OJTHOCY Ha KOpPEH MOTry c€ OO0jaCHUTH IPHCYCTBOM PA3IUYUTUX ITMTOKUHHHCKHUX
peuenropa (AHK2, AHK3 u CRE1/AHK4) onroBopHux 3a CHTHAIM3aIMjy y OBa JBa
tkuBa (Higuchi u cap., 2004; Nishimura u cap., 2004).

Tperman 2,4-D-om mpousBeo je cinuune edekre kao KIN, cHmkaBajyhu
excnpecujy GS u GOGAT rena y kopeHy, ca TOM pa3iukoMm 1to je 2,4-D umao edexra
Ha Mamu 0poj reHa (camo GLN1;2 u GLN2 ox GS rena u cee GOGAT rene), yecto Tek
npu BUIIUM KoHIeHTparmjama (Ciuke 21-28). [Ipema oBoMe MOXKe Ce 3aKJbYYUTH Jia
AyKCHUHU W IMTOKMHUHM HMajy JeIMMHYHO TMpekianajyhu ysiore y peryiauuju
excrpecje GS u GOGAT rena y kopeny A. thaliana, mok je muxoBa ynora y JaucTy
cnabuje wm3paxeHa. CnuuHu edeKTH IUTOKMHWHA M ayKCHMHA IOKa3aHU Cy M Ha
eKCIpecHjy HUTpaTHHUX TpaHcrmoprepa y kopeny A. thaliana (Kiba u cap., 2011), mro
takohe ymyhyje Ha mpekinamajyhe ynore oBHX XOpMOHA Y peryianyju IpuMapHe
acuMuianyje asora y kopeny. Mnak, mosehana kommumna GLNI1;3 Tpanckpumara y
KOpeHy W JHCTy Omipaka Tperupanux ca 2,4-D, ymyhyje Ha oxmpehene pasmuke y
JIeIOBakby OBE JBE KJAC€ XOPMOHAa M Ha E€BEHTYaJHYy CHelMjaTu30BaHy (QYHKIH]Y

GLNI;3 u3odopme y ycinoBuma rnojauaHe ayKCHHCKE CUTHAIM3AlIM]e.

Tpermarn ca GA3 pameko je 3amaXeHWjU YTHIA] WMAo Ha EKCIPECH]y
MOCMaTpaHUX TeHa y TKHUBY JIUCTA, MPU YeMy Cy e(eKTH OBOI' XOPMOHA HCKJbYYHBO
6unu nosehame excrpecuje GS u GOGAT rena (Cnuke 21-28). O yno3u rudepenmHcke
CHTHAJIM3allMje Y peryiucamy MeTadoIn3Ma a30Ta ce Majio 3Ha, U TeHEepallHO OBa Kjaca

XOpPMOHa je PETKO TMOMHEbaHa y OBOM KOHTEKCTy. ['mbepenuHu Hemajy yTHIla] Ha
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ekcrpecujy Tpancroprepa Hutpara kox A. thaliana (Kiba u cap., 2011), mro ynyhyje
Jla He UTpajy yJOTy Yy peryianuju npeyumama a3oTa u3 moajiore. Y CKiaay ca MHOTO
BehuM npomenama y excrpecuju GS u GOGAT rena koje cy yodeHe y JIUCTY, MOXKE ce
3aksbyunTH 1a GA3 MMa MOTEHIMjaliHy YIIOTY Y peryJialliji CEeKyH/IapHe acHMMJIAIIN]je
amMoHHUjyM-joHa. [loBuiena KoHIEHTpanuja cI000AHUX aMHUHOKHCEIUHA Y JHCTOBHMA
Omwmpaka Tperupanux ca GA3 (Cmmka 29) Takohe moapkaBa OBaKBy YIIOTY.
dotopecnuparja je MeTabOJIMYKKM Tpollec IpH KOME ce aMOoHHjak ociobaha y
HajBehuM KojuuuHama y (GoTocuHTeTcKH akTHBHUM TkuBuMa (Keys u cap., 1978).
Ocno6ohenn amonujak ce y muctopuma acummiryje GS2-GOGAT mukinycom, Tako ga
Huje u3HeHahyjyhe na cy ympaBo renn GLN2 u GLU1 koju xomupajy GS2 u Fd-
GOGAT wusodopmy ca HajBHIIOM ekcrpecujoMm y aucropuma A. thaliana, mo3utuBHO
perynucanu cBeriomhiy kpo3 aktuBHOCT (utoxpoma (Edwards u Coruzzi, 1989;
Coschigano u cap., 1998). 3anumibuBO je aa je excrpecrja GS1 rena Takolhe MO3UTUBHO
peryimcana cBeTJomhy Kpo3 TMpolece KOju HE YKJbY4dyjy aKTHBHOCT (UTOXpOMa
(Oliveira u Coruzzi, 1999), mto ynyhyje na u GS1 usohopme ydecTByjy Y CEKYHIAPHO]
acUMMJIallMju  aMOHHMjaka ocioOoljeHor TokoM QoTopecnupanuje. 3Hauaj GS1
n30(opMHU y OBOM TPOIIECY MOKA3aH j€ KOJ TPAHCTeHUX Oubaka JyBaHa ca MOBUIIICHOM
excnpecujom GS1 uzodopme y mapeaxumckum henmjama nucra (Oliveira u cap., 2002).
Umajyhu y Buay wmelycoOHy wucnpenjeTaHocT IyTeBa TpaHCAYKIMje CHUTHajla
rubepenuHa u puroxpoma (Daviere u cap., 2008; de Lucas u cap., 2008; Feng u cap.,
2008) u unmweHuIly 1a je OHocuHTe3a rudeperHa MO3UTHBHO PEeryJrcaHa CBeToIhy
Kpo3 akTUBHOCT (hutoxpoma (Toyomasu u cap., 1998; Yamaguchi u cap., 1998; Kamiya
u Garcia-Martinez, 1999; Oh u cap., 2006; Sawada u cap., 2008), ka0 U Ha OCHOBY
pe3yiTara NMpUKa3aHUX y OBOj T3, MPUMaMIBUBO j€ CIIEKYJIHCATH O THOEPEeTUHCKO]
KHCEJIMHU Kao JOJAaTHUM y4yeCHHMKOM y peryinauuju ekcrpecuje GS-GOGAT uukiyca y
JWCTOBMMA, ca YioroM y moBehamy Kamamurera 3a peacUMIUIAIM]y TOKCHYHOT
aMoHMjaka ociioboheHor TokoM (QoTopecnupanrje y (OTOCHUHTETCKA AaKTUBHUM

henujama

Tperman ABA-om noBeo je 1o nmosehaHe excnpecuje MojeAMHUX T'€Ha Y JIUCTY,
KopeHy win y 06a TkuBa (Cnuke 21-28). Ytumaj ABA-e Ha ekcipecujy u aktuBHOCT GS
u GOGAT en3uma HMje UCIIUTHBAH J0 caja, Te Ja Ou ce pazymeo Moryhu (Gpu3nonomku

koHTekcT uHaykuuje GS u GOGAT rena kon Ousbka A. thaliana tperupanux ca ABA-
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OM, TIOTPEOHO je MOTPaKUTH MHAMPEKTHY Be3y. CMaTpa ce na je ABA rimaBHH XOpMOH
OJIrOBOpaH 3a MPOMEHE y TPAHCKPUIIIMOHO] MalIMHepuju OrsbHe henuje y oaroBopy Ha
abuoTHUKHU cTpec. Y ycIoBHMa CylIe U CIIaHOT CTpeca J0J1a3u A0 noBehama eHI0reHor
caapkaja ABA-e¢ koja MOTOM JIOBOAM [0 CMamEemha HUBOA TpaHCIUpaldje |
akymynanuje ocmonporekranara y hemuju (Wilkinson u Davies, 2002; Tuteja, 2007). ¥
Oowpbkama TperupanuM ABA-om HHIyKYjy ce ciauuHH mpouecd y henmujama, Kao Uy
cilydajy JejcTBa HEmoBOJBHHMX abuotmukux ¢akropa (Tuteja, 2007). Kox mHOrmx
OmbHHUX BpcTa onaxkeHo je nosehame ekcnpecuje u aktuBHOCTH GS u GOGAT en3uma
y ycioBuMa cyiire u ciaanor crpeca (Berteli u cap., 1995; Lutts u cap., 1999; Santos u
cap., 2004; Yan u cap., 2005; Wang u cap., 2007). 1 xox A. thaliana je nerekroBana
akymysanuja GS npoTtenHa y KopeHy OMJbKa M3JIOKEHUX cllaHoM crpecy (Jiang u cap.,
2007). IMosehana aktuBHOCcT GS-GOGAT 1mkiIyca y yciloBAMa CIIaHOT CTpeca U CyIIe
oOjarmena je mopehanoM morpeboM 3a OuocuHTe30M nposunaa (Berteli u cap., 1995),
jemaHoTr o/ Hajyemhux OCMOIIPOTeKTaHaTa y OMJbHOj henmuju, Koju HacTaje oJ riryraMmara
y Tpu eH3uMckHM Kataiucane peakiuje (Yoshiba u cap., 1997). 3mauaj GS 3a
OMOCHHTE3y TNpOJMHA IOKa3aH je KOJA TpaHCIeHMX OuJbKa JyBaHa ca CMambeHOM
aKTUBHOIIhY OBOT €H3WMMa, Koje Cy Onie IpacTUYHO OCETJHHBH]E HA CIIaHU CTPEC YCIeH
YMamEHOT KalaluTeTa 3a CHHTE3y OBOT ocMomnpoTekTanTa (Brugiére u cap., 1999). Cse
oBo ynyhyje Ha ynory ABA-e kao Memujaropa curHajiga KOju HHAYKYje €KCIIPECH]Y
onrosapajyhux GS m GOGAT rena nmpu oaroBopy OusbKe Ha aOMOTHUYKH cTpec. 3a
HOTBP/ly OBE MpeTnocTaBke NoTpedHo je yrBpauTH Aa jau ce uctu GS u GOGAT renu
(GLN1;1, GLN1;3, GLN2 u GLU2), unja je excripecuja BHIlla KO OHsbaKa TPETHPAHUX

ABA-oMm, HHIyKY]Y M KaJla ce OMIbKE U3JI0KE CIAHOM CTPECY WU CYIIH.

5.7 Mane no3e PPT-a mnoBehaBajy akTtuBHOCT H cradmianoct GS2 mrTo ce

MO3MTHBHO OJIpakaBa Ha mpupacTt 6uomace kox L. corniclatus

On HemaBHO ce alTepHATUBHHM e(eKTH XepOouuuaa mpu CyOTOKCHYHHMM J03aMa
CBE BHILIE HCIHTYj]y IOIITO IPEACTaB/bajy jelaH O] HauMHa 3a MoBehame mnpuHOCa
noJbonpuBpenaux Kyatypa (Cedergreen u cap., 2007; Cedergreen, 2008; Belz u cap.,
2011). Mebhyrum, HemocTaTtak JuTeparype o MoryhuM MeXaHH3MHMa KOjuMa

XepOMLUIM JIOBOJE /O CTUMYJalMje pacTa, Kao W TEHEepalHa CYMIbMYaBOCT Koja
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nocroju npema deHomeny xopmese (Kaiser, 2003) crnpedaBanu Cy mIMpy, MpaKTHUHY

ynoTpedy OBUX CYICTaHIIH.

TokOM OINCEXHOT HWCHHWTHBamka YTHIAja LIMPOKOT OIcera KOHIICHTpaluja
pa3NIMYUTUX XepOuIMIa Ha 4YeTHpH OWJbHE BpCTE IMOKa3aHO je Ja Hajsehu
CTUMYJATOPHM YTHUIQ] HA aHaJIU3UpaHe IapamMeTpe HUMajy HUCKE KOHIICHTpAIH]je
rmudo3ara u mercyiadpypon-meruaa (Cedergreen u cap., 2007). Ob6a xepOummga
UHXHOUpajy CUHTE3Y aMUHOKHCEINHA. I'mucoszar UHXHOUpa €H3UM
5-enonmupysuimkumar-3-pocgar-cunraszy (EC 2.5.1.19), koja xartanuiie jeHy OX
NPBUX peakiyja y OMOCHHTE3U apOMaTHYHUX aMUHOKucenuHa (Steinriicken u Amrhein,
1980), mok metcyndypoH-MeTHI HHXHOUpa arerosiakrar-cuHrasy (EC 2.2.1.6), koja
KaTaJaWIle MPBH KOPaKk y OMOCHHTE3M aMHHOKHCEIMHa ca pauBactuMm HuzoMm (Ray,
1984). YkoiMKO je MHIyKIIMja, OMHOCHO CTUMYJIAIKja XopMe3e KOoj Ouibaka MmoBe3aHa
ca MHXHOUIMjOM CHHTE3¢ aMHMHOKHCEIIMHA, Kao IITo ¢y mpepioxuan Cedergreen u cap.
(2007), onna je ouekuBano ma PPT, xepourun koju uaxubupa GS, 0MHOCHO MOYETHH

CTynam OMOCHHTE3€ CBUX aMUHOKHCEINHA, HHYKY]e 3HayajaH XOPMETHYKH e(eKar.

[pwimkoM ucnuTHBamka yTuiaja TperMana PPT-om Ha Ouibke L. corniculatus
Koje cy caapxkane bar ren, mpumeheH je mo3uTuBaH edekaT OBOr xepOHIMIa Ha
U3/1yXKHBabe U TpaHame TpaHcopMucanux usnanaka (Savié u cap., 2010). Kako 6u ce
YTBpAWIO J1a JIK je OBaj edekaT Mmocieauua TpaHcpopMmaliuje Wil caMor TpeTMaHa
XepOHIMAOM, WCIIMTAH je YTHIA] pasamduTHX pasomaxema BASTA®-e ma pact Wt
u3nanaka L. corniculatus. V omcery xonnentpauuja PPT-a o 1 no 50 uM Ousbke cy
nobujane 3HayajHO BMIIE Ha OMOMacH y OJHOCY Ha KOHTposHe u3naHke (Cmuka 40).
Crnuunn ctuMynatopHu edekTu cyOnetanHux Koumerpanuja PPT-a Ha pazmuuwnte
npoliece U mapaMeTpe pacrta mokasaHu ¢y u kox apyrux Bpcera (Kamo u van Eck, 1997;
Hoshino u Mii, 1998; Evstigneeva u cap., 2003). [TomTo je GS 3a cana jenuHa nmo3Hara
meta jaenoBaka PPT-a m momro ce cmarpa Ja TOKCHYHU €(QEeKTH H3Jaramba OBOM
xepounuay notudy uckpyurBo ox muxubumnmje GS (Wendler u cap., 1990; Hoerlein,
1994), mocTaB/bEHO je MHUTAE Ja JIU Cy U OMaKCHH CTUMYJIaTOpHU eheKTH Takohe y

Besu ca GS.
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VY mpoTenHCKOM eKCTpakTy JuctoBa L. corniculatus gerexkroBane cy tpu ATP-
a3He aKTUBHOCTU Koje cy Omie ocetspuBe Ha PPT, Ha ocHOBY yera je 3akjpydeHO aa
notuay on GS wuzodopmu (Cnuka 41). JIBe wu3odopme cy Oumiie OYECKMBAHUX
mobmmnoctu 3a GS, nok je tpeha, obenexxena ca GS2d, Owmia HM3y3€THO BHCOKE
mobunHoctu. [lopehemem enekTpodoperckux mnpodmna GS wum3odpopmu nucra u
XJIOpoIutacTa, uaeHTu(UKoOBaHe Cy ABe XJjoporuiacTHe uzodopme, obenexene GS2 u
GS2d. Ilpema Tome, jeauHa IpeocTala aKTHBHOCT KOja HHje OWIa NPUCYTHA Y
xjopomactuma notude oa nurocoinHe GS1 umzodopme. Konx dunmorenercku Omucke
Bpcre L. japonicus HakoH HaTUBHE eleKTpodopese Takohe cy merekToBane jemna GS1
aktuBHOCT M jemHa GS2 aktuBHOCT, Tpu yemy je GS2 m3odopma mmana HIKY
mobunoct (Betti u cap., 2006). ITopen aktuBaux GS1 u GS2 onuromepa Betti u cap.
(2006) cy nakon western blot-a HaruBHHX resoBa jaeTekToBaar U GS MPOTEHH BETHKE
MOOMITHOCTH, KOjU HajBepoBaTHUje mpeacraBiba GS2 Terpamep 6e3 aKkTUBHOCTH, MTOIITO
je IeTeKTOBaH M Yy MPOTEHMHCKUM €KCTpaKTUMa XJioporiacta. OBO HaBOIM Ha 3aKJbydaK
na GS2d uzodopma kox L. corniculatus takole mpeacraBiba AUCOLHUJjAIIMOHU TPOIYKT
GS2 uzopopme (TeTpamep WM MEHTAMEp aKO Cy CH3UMH JICKaMEPHHU) KOjH, 32 Pa3iIUuKy
o1 TeTpamepa u3 L. japonicus, 3aapxaBa aktuBHOCT. [IpucyctBo GS nzodopmu BUCOKe
MOOWMIJIHOCTH HaKOH HaTHBHE €JIEKTpodope3e MOKa3aHo je KO HEKOIMKO OMJbHUX BPCTa
(Mdck wn Tischner, 1994; Temple u cap., 1996; Brechlin u cap., 2000) u yBex je
TyMau€HO y KOHTeKcTy auconujanuje GS oktamepa Ha TeTpamepe. Y TPOTECHHCKUM
ekctpakTuMma juctoBa B. vulgaris omnoc GS2 okramepa u TeTpaMepa je Bapupao ca
cragujyMmoM pasBoja JjucroBa (Mdck w Tischner, 1994), mTo cyrepuiie na je
muconujanja GS2 perymmcaH mporec W oJ (U3HOJIOMIKOT 3Hadaja y OWJBIIH.
Huconujanuja GS gerekroBana je u koja u3zodopme u3z mosra osie (Denman u Wedler,
1984), 3a kojy je moka3zaHO Ja Tedye y JBa ,,CBE WJIM HUINTA  CTYIHHa, OKTaMep y
TeTpamep W Terpamep y MoHomep. [lomTo KpucTamHe CTpykType eykapuorckux GS
ynyhyjy Ha mexamepuu cactaB (Unno u cap., 2006; Krajewski u cap., 2008; Seabra u
cap., 2009), a umajyhu y Buay cinabe uHTepakuuje yodeHe u3Mmely neHTamepHHX
npcTeHoBa ko JaekamepHux enszuma (Unno u cap., 2006), BepoBaTHO je aa CBe
JUTEepaTypHe mojaatke o auconujanmju GS okTamepa y TeTpamepe Tpeba rmocMarpaTh

kao quconujaiujy GS nekamepa y meHTamepe.
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3a pasnuKy 0 KOHTpOJHHX Omsbaka L. corniculatus, y mucroBuma Ousbaka
Tpernpanux ca BASTA®-om muje marexroBana GS2d msodopma. JlBe merexroBane GS
aKTHBHOCTH HMMaJie Cy HEIITO BHUIITY MOOWIHOCT y nopehewmy ca GS m3zodopmama u3

JTucTOBa HeTpeTupanux omsbka (Cruka 41).

Kako 6u ce mpoBepwiio na nu BesuBame PPT-a 3a eHsume noBoau A0 mopacra
mobmmnoctu GS umzodopmu, ypahen je EMSA (electrophoretic mobility shift assay)
eKCIIEpUMEHT KOjuM je wucnuraHa wmoOmiHocT GS wu3odopMu y MOPOTEHHCKUM
eKCTpaKTUMa HeTpeTHpaHe OWJbKE, MOMEIIaHUM ca Bapupajyhum KOHIIEHTpalujama
PPT-a, ca mmu 6e3 ATP-a. V mpucyctsy ATP-a, momarak PPT-a goBeo je m0
KOHIICHTPAIMOHO 3aBHCHOT ToBehama mMobOuimHocTu 06e GS m3odopme, no omapehene
rpannyHe koHueHTpauuje. Ca pomatHuMm mnoBehameMm KoHueHTpauuje PPT-a name
npoMeHe y MoOwrHOCTH Hucy nerekroBane (Cmuka 42A). Ilopem npomeHa y
MoOunHOCcTH, TToBehame koHneHTpanuje PPT-a, momaTor y mpoTEeMHCKH €KCTPAKT mpe
enekTpodopese, 10BeNO je A0 mojadama uHTeH3uTeTa GS2 Tpake, TOK je MHTEH3UTET
GS1 Tpake ocrao HenpoMemeH (Cnuka 42b). Yumenuna fa je mpoMeHa MOOMIIHOCTH
GS nerexToBana camo y npucyctBy ATP-a u To mpu HUCKUM KoHIeHTpanujama PPT-a
uMa Tpu uMiUmmkangje: PPT ce BepoBaTHO Be3yje 3a aKTHBHE LEHTpe, a He
ajlocTepuyHo; Be3uBake PPT-a 3a eH3uM je upeBep3uOMIHO NpPU HUCKUM
KOHIIEHTpalujama naxuouropa; PPT ce Be3yje upeBep3uOUIHO caMO 3a HEKE aKTHUBHE
HeHTpe Ha eH3umy. [Ipomena moounHocTr GS m3a3Bana PPT-om netekToBaHa je camo y
npucyctBy ATP-a mto ykasyje na ensum docdopunyje PPT, a oBo je moryhe camo y
aKTUBHHUM IIeHTpUMa. Ha OCHOBY KMHETHYKUX M KPUCTAIOrpa)CKUX IMojiaTaka MO3HATO
je na OuspHe u Oakrepujcke GS dochopunyjy PPT y mpucycrBsy ATP-a, npu uyemy
Hactaje PPT-P koju ce HEKOBaJIeHTHO, ajli UPEBEP3NOMITHO BE3yje 3a aKTUBHH IICHTAp
(Manderscheid u Wild, 1986; Logusch u cap., 1990; Abell u Villafranca, 1991; Logusch
u cap., 1991; Gill u Eisenberg, 2001; Forlani u cap., 2006). Ilomrto ce TOKOM
eslekTpoopese Mald MOJIeKyd, Kao mTo je PPT, yknamajy U3 OKOJUHE €H3MMa ycie
pa3IMuUTUX MOOWJIHOCTH, NpPOMEHa paBHOTEKE TIpOMOBHUcana OuU Jocouujalu)y
pEeBEp3MOUITHO BE3aHOT MHXUOMUTOpPA, IITO YKa3yje Ja je JeTeKTOBaHa IpOMEHa
MOOWITHOCTH TOCTEANIAa UPEBEP3UOUITHOT BE3UBakha HHXUOUTOpA 3a eH3UM. UnmheHHuIa
na GS mzodopme ca MakcMManHOM MOOWIHOIINY, HE caMO Ja TMOcCenyjy 3HadajHy

aKTUBHOCT, Hero je y ciuydajy GS2 rta aktuBHOCT BumIia, ynyhyje ma ce PPT
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UPEBEP3UOMITHO BE3yje caMmo 3a HEKe aKTUBHE IIEHTPE, IOK OCTaNIM OCTajy CIO00OIHU U
aKTUBHH. BepoBaTHO moCTOjU KOMYHHKanuja u3Melly axkTHBHHMX IIeHTapa ca
UPEBEP3NOMIHO BE3aHUM MHXHUOUTOPOM M CIOOOAHMX AKTUBHHX IEHTapa Ha CH3UMY,
KOja JIOBOJM JI0 CHMXKEHa apuHuTeTa C1000JHMX aKTUBHUX IleHTapa 3a PPT. Omaxxena
aktuBanuja GS2 Moke ce 00jaCHUTH YKOJIIMKO aKTUBHH IIEHTPU Ca HIDKUM apUHUTETOM
3a PPT umajy n Hemro Bumry KatanuTHuky epukacHocT. Komynukamuja uzmelhy GS
cyOjenuHuIIa MOKa3aHa je 3a oakrepujcku ensum u3 E. coli, koju Besyje S uzomep MSO-
a ca HEraTUBHOM KOoOIlepaTHBHOIINY, JDOK Be3uBambe R m3omepa oBor MHXHOUTOpA
nokasyje mo3utuBHy kooneparuBHoct (Rhee u cap., 1981; Shrake u cap., 1982). Ocum
TOra, EKCICPUMEHTH ca MapIlfjaaHo upeBep3udmiHo naxuoupanum GS u3 E. coli ca S-
MSO mnoxka3zanu cy jga ca creneHoM uHXxHOuIMje (OpojeM MHXUOUMpPAHUX AKTUBHUX
1eHTapa) pacte aQUHUTET cIOOOAHUX aKTUBHUX IIEHTapa 3a aMOHM]YM-JOH, a CMamYyje

apunuter 3a ATP (Wedler u cap., 1982).

Youena aktuBanuja GS2 xounimaupana je ca Hecrankom GS2d uzopopme, u y
TOM cMmucity Moryhe je na BesuBame PPT-a 3a akTuBHE 1ieHTpe HakoH dochopumaimje
KaTaJlMCaHe CaMHUM €H3MMOM, JIOBOJM [0 WHTCH3MBHpama HWHTEpakiuja usmelhy
cyOjenunuia (asopusyjyhu muxoBy acouujanujy (Cnuka 42). Ilomro nomarak PPT-a
u ATP-a npoTenHCKMM eKCcTpakTHMa XJIopoIiacTta, Koju ¢y u3ryounu GS2 tpaky HakoH
3aMp3aBarba W OTalama, JOBOIU JI0 MOHOBHOI ycrocTaBibatba GS2 u ryboutka GS2d
aktuBHOCTH (Cnuka 43), MOXe ce 3aKJbyuyuTH Jia OBa JBa OOJMKa 3aucTa IMOCTOje Y
onpeheHoj paBHOTEXH Koja ce momepa y crpaHy GS2 MpeBep3UOMIIHUM BE3UBAHEM
PPT-a. Cninuno je moka3zaHo 3a GS n3zodopmy M3 MO3ra oBle, KaJia je aruluKalijoM
riyramata U ATP-a, wim rmyramuna u ADP-a, omrocHo MSO u ATP-a ¢aBopu3oBana
acorjanja Terpamepa y oktamepe (Denman u Wedler, 1984). Kox Oakrepujckor
ensuma npeuynmthenor u3 E. coli mokaszano je ma momatak MSO y mpucyctBy ATP-a,
cTabmin3yje KBaTepHEpHY CTPYKTypy €H3uMa, moBehaBajyhu orTmopHocT Ha
JTUCOIHMjalnjy CyOjeMHNIIa W3a3BaHy JUTHOHMTPOOeH30eBOoM kucenuHoMm (Maurizi u
Ginsburg, 1982). Mack wu Tischner (1994) cy mnpemioxuiu Ja je peryiaucaHa
muconujanrja GS2 okramepa y TerpaMepe jeljaH 0]l HauWHa KOHTpPOJIE CTAa0MIIHOCTH U
aKTUBHOCTH OBOT €H3MMa TOKOM pasBuha mmaaux nuctoBa. llpema pesynratuma
MIPE3CHTOBAaHUM y OBOM paiay, upeBep3noOmiHo BesuBame PPT-a 3a GS2 y npucycTBy

ATP-a moBoam 10 mMpoMeHa y OJHOCY NMCOCOBAHUX CyOjeIMHHIIA M XOJOCH3UMA M JI0
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noBehamwa aktuBHocTH GS2 mnpu HUCKUM KoHIeHTpauujama PPT-a. ITlomTo y
NMCTOBMMA OMIbKa Koje cy Tpernmpane BASTA ®-om mumje nmerexroan GS2d, a
nerekroBane GS m3zodopme nmajy noBehany MOOMIHOCT, MOKE C€ 3aKJbYYHUTH Ja H iN
Vivo BesuBame PPT-a 3a akTHBHE IICHTPE y MNPHCYCTBY HHTpanemyiaapuor ATP-a

JIOBOJTH JIO TIPOMEHE OJIHOCA IMCOCOBaHUX cyOjenuuuiia 1 GS2 xonoeH3uma.

Hpesep3ubunHocT Be3uBama PPT-a yrBpheHa je u ren-¢uirpamnujoM eH3uma ca
UPEBEP3UOMUITHO BE3aHUM HMHXMOUTOPOM y TpW paznuuuta mydepcka cucrema (Cinka
45). Ilydep 1 je xopumher kako OM ce YKIOHHO CI000JIaH W PEBEP3MOMIHO Be3aH
UHXUOUTOD, Imydep 2 Kako OM ce YTBPAMJIO J1a I KOMIETHUIIHja ca CyICTpaTiMa MOXe
JIOBECTU 0 JOCOLIMjalrje HHXUOUTOpa, a mydep 3 je kopuurheH jep je 3a GakTepujcKu
€H3UM TI0Ka3aHo Jla y KHCeNuM Iy(deprMa BUCOKE jJOHCKE CHJIE JI0JIa3d J0 XHIPOIJIU3e
upesep3ndmiHo Bezanor PPT-P na PPT u docdat, xoju HamymTajy akTUBHU IIEHTAp
(Colanduoni u Villafranca, 1986). ITomro je moBehambe MOOMITHOCTH OMAXEHO y CBUM
y30pIMMa HaKOH Tel-(QUITpalHje MOXKE C€ HM3BECTH 3aKJbydak Ja je HHXUOHUTOP
UpEBEp3MOMIIHO Be3aH, u Ja u3Mel)y Oekrepujckor em3mma u GS u3 L. corniculatus

MI0CTOj€ pa3iiMKe y MHTEpaKIijaMa aKTUBHOT IIEHTpa ca HHXUOUTOPOM.

Edextn PPT-a ynopehenu cy ca edextuma cpopHor muxuburopa MSO-a y
EMSA excniepumenty (Crnuka 44). Vrunaj MSO na aktuBHocT W MoOmmHOCT GS
uzopopmu y EMSA exciepumenty ynyhyje Ha to na ce MSO, kao u PPT, Besyje
upeBep3nOuiIHo y npucyctBsy ATP-a. 3a paszmuky on PPT-a, He moctoju rpaHuyHa
BpenHocT MSO KoHIeHTpalije HaKOH KOje ce MPOMEHe Y MOOMJIHOCTH M aKTMBHOCTHU
eH3nMa He youaBajy. OBo ymyhyje ma ce MSO-a Besyje HpeBep3uOMIIHO 32 CBE aKTUBHE
[EHTpe Ha eH3uMy. Y CKJIaJAy ca OBUM je M OINAaXECHO IPOTPECHBHO CMambCHe
aktuBHOCcTH 00e GS wm3odopme ca mnosehawem kouueHtpauuje MSO-a. Hucke
koHieHntpamuje MSO-a, ananorno PPT-y, noBozae 1o Hectanka GS2d u moBehama GS2
akTuBHOCTH. Huje yrBpheno na i je mocpenu nuxuobuimja GS2d wim upeBep3nOUIHO

BesuBame MSO-a mpomoBumie aconujamujy y GS2.

Cmarpa ce na Hajpehu /1€0 CHHTETHCAHOI TJyTaMHUHA Y MIIQIUM JHCTOBHMA
notude ox akTuBHOCTH GS2/GOGAT 1ukiayca y XJIOpOIUIaCTHMa, KOjH Y4ECTBYjE y

acuvmmamjn NH,* Hactamor Toxom dQoTopecnmpanyje M pemyKIMje HHTpaTa y
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mucroBuma (Wallsgrove u cap., 1987; Leegood u cap., 1995). Myrantu ayBaHa ca
oBepekcnpecrjom GS2 y Me3oduinuM henujama ucToBa UMaiu cy Bui HUBO Glu u
GIn, camxeny xonuentpanujy NH4', u 6pxe cy pacim y nopehemy ca Wt 6usbkama,
ITO je KopenucaHo ca nosuienom GS2 akrusnomthy (Migge u cap., 2000). Ha ocHoBy
OBHX pe3yiTaTa MOXE CE MPETIOCTaBUTH Ja je akTUBHOCT GS2 mumurtupajyhu daxrtop
3a MPOAYKIM]Y JIMCHE Onomace KoJ Miaaux Ousbaka. HacympoT oBoMe, eKCliepUMEHTH
ca cympecujom ekcrpecuje GS1 y Homgyiaama L. japonicus (Harrison u cap., 2003) u ca
oBepekcmpecujom GS1 y kopeny L. japonicus (Limami u cap., 1999) mokaszanu cy na
nocroju HeratuBHa Kopenanuja m3mely GS1 akTMBHOCTM M mpoaykuuje Omomace.
Pesynratn m omakama NpuKa3aHW y OBOM paay Takohe ymyhyjy nma je moBehana
akTuBHOCT GS2, a He GS1, oaroBopHa 3a onakeHy cTUMYyIalujy pacrta L. corniculatus
OWbKa TpETHPAaHUX HUCKUM KoHIeHTpauujama PPT-a. Ilomro mnpakTH4HO HCTH
KOHIIeHTpanuonu oncer PPT-a nmoBoam 10 crumynanuje Npou3BOIme Ounomace L.
corniculatus u no akrtuBaimje GS2, a mmajyhu y Buay 3Hauaj GS2 3a mpoaykuujy
OuomMace, BEpOBaTHO je Ja je CTUMYJalija MPOU3BOAKEe OMoMace pe3yiaTaTr JUPEKTHOT
JeNoBamka HUCKHX KoHIeHTpauuja PPT-a na GS2, Te na oBaj edekar HajBepoBaTHUjE
HUje TOocieauIa ajlocTepuyHor BesuBamwa PPT-a 3a eH3uM, Kao WITO Cy MpeasIoKUIN
Evstigneeva u cap. (2003), Beh aa je pe3ynrar upeBep3uOUIHOT Be3uBama PPT-a 3a

aKTHBHE LIEHTpe eH3uMa y npucyctBy ATP-a.

Ha ocHOBy pesynrara ¥ JHMTEpaTypHUX IIOJaTaka IpeIIoKeHa je IIema
mexanusMma (Cnuka 47) BesuBama PPT-a u MSO-a 3a emsum. lllema ce 3acHuBa Ha

CJ'ICI[ChI/IM OIlaxamHmMa.

e V xoHuentpaugjama mMawuMm on 50 uM PPT noBoam no crumynanuje pacra
u3ganaka L. corniculatus, mok je y BummM KoHIIEHTparujama Tokcudal (Cruka
40).

e BesuBawe PPT-a 3a GS kako in ViVO, Tako M y NMPOTEHHCKUM EKCTPaKTUMa
JIOBO/IM J10 Tiopacta MmobuiiHocTu eH3uma (Cruke 41A, 42A).

e Edextn PPT-a Ha aktuBHOCT M MoOmIHOCT GS M30(opMHU HCIIOBABajy Ce caMo

y npucyctBy ATP-a (Cnuka 42).
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BesuBawme PPT-a y mnpucyctsy ATP-a je wupeBep3mOWIHO MpU HHUCKUM
KoHIIeHTpanjama PPT-a, jep wuHxuOutop Huje Moryhe  yKJIOHHUTH
enekTpodopesom i ren-punrpanujom (Crouke 42A, 45).

PPT ce y mpucyctBy ATP-a upeBep3uOuIHO Be3yje 3a HEKE all HE 3a CBE
aKTUBHE IEHTpPE, jep CH3MMHU 3a/p)KaBajy AaKTUBHOCT M TIPU BHCOKUM
koHueHtparnuyjama PPT-a y EMSA ekcnepumenty (Cnuka 42A, b).
Hpesep3ubunno BesuBambe PPT-a y mpucyctBy ATP-a moBomu 1o mojadama
unteHsuteta GS2 Tpake, a Hema ytuiaj Ha uHTeH3UTeT GS1 Tpake (Cruka 42A,
b).

Kana je mpucyran y BumuM koHueHtpanujama PPT ce Besyje 3a crmoboane
aKTUBHE IeHTpe M uHxuOupa eHsum y notnyHoctu (Cnuka 41b). OaxBa
MHXUOWIMja je peBep3uOmiIHa, jep ce He Jemana npu EMSA excnepumenty
(Cnuka 42A).

GS2d je aktuBHU aepuBaT GS2 MOWITO je MPUCYTaH y XJIOPOILIACTHO] (BpaKIHju
(Cnmuka 41A) m BepoBaTHO mpejacraBba GS2 Terpamep, OJHOCHO TEHTaMep
(JTuTEepaTypHU MOJAIN).

Honatak PPT-a enuvuuunme GS2d aktuBHOCT muHXuOMuujom (Cnmka 41), a
BEPOBATHO M Kpo3 mpomolyjy peacourjaruje y GS2 y npucycrsy ATP-a (Cnuka
43).

Ha memu (Cnuka 47) je mpencrasibeHa u uHtepakiuja MSO-a u GS koja ce

Oa3upa Ha cienehuM onakamuMma:

Besusamwe MSO-a 3a GS1 u GS2 je upeBep3ubunno y npucyctBsy ATP-a y cBum
koHneHTpanujama (Crmuka 44). Ca noBehamem koureHTpanuje MSO-a monasu
10 UHXUOMIMje OBUX M30(opMHU, a noBehame MOOMIHOCTH HE JOCTHXKE IIaTO
(Ciuka 44A-B). HU3odopme ca HajpumioM MoOuiHOIIhy mocenyjy HajHIKY
aKTUBHOCT.

[Mpu Huckum konuenrpanujama (<50 M) MSO crumynume, a Ipu BUIIAM
naxubupa GS2 akruHOCT (Ciuka 44A, B).

Nuxubunuja GS1 y mnpucyctsy MSO-a je mporpecuBHa ca nosehameM

KoHIIeHTpanuje naxuourtopa (Cnuka 44A u b)
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e V mpucyctBy ATP-a MSO gosomum g0 Hecranka GS2d (Cramka 44A)

WHXUOHIIM]OM WM KPO3 MPOMOILUjy peaconunjamuje y GS2.

T Buomace

KOHUeHTpaumja PPT-a e
aktueauuja GS2 nHxnbuunja GS2

'y

Okt

PT ce Besyje upesep3nbunHo
\A)\A) |— _,_) 33 GS2 W0 ce AeTekTyje BesnBare PPT-a 3a cnoGonHe AA
Kao nopact MOBUNHOCTU eH3uMa GKTUEHS UBHTPE |6l pesopaHbuntio ‘

Tako Aa ce farbe npoMeHe
KOHLleHTpaLWIja MSO-a Y MOGMIHOCTN €H3UMa He AeTEKTYjy
aktnsauuja GS2 nHxnbuunja GS2

enekTpochopeTcka MOBUNHOCT Npupac

Ty

Iy

MSO ce Besyje upeBepanbunHo 3a GS1u GS2
He3aB1CHO 0f KOHLieHTpaLuje LTO ce AeTeKTyje Kao
nopact MobUnIHOCT eH3umMa

enekTpogopeTcka MobGUNHoOCT

Q) GS2 aKTUBHU LiEHTap HUCKe KaTanuTuike ecpukacHOCTU ca BUCOKUM apUHUTETOM 3a uxmbutope

“ GS2 aKTUBHM LieHTap BUCOKE KaTanutnyke epukacHOCTM ca BUCOKUM acduHuTeTom 3a MSO (MSO-P)
“ GS2 aKTUBHM LieHTap BUCOKE KaTanutuyke epukacHOCTM ca HUCKUM aduHuteTom 3a PPT (PPT-P)
0 GS1 akTuBHM yeHTap koju Be3yje MSO (MSO-P) npesep3nbunHo

0 npeBep3nbunHo nHxnbupaH GS akTMBHU LeHTap

“ peBep3nBunHo nHxubupaH GS aKTUBHM LieHTap

» PPT (PPT-P)
= MSO (MSO-P)
—> npesBepanbunaH kopak

2 pesep3anbunHa Kopak

Cnhuxka 47: Xunomemuuku  MexaHuzam  Xopme3e  UHOYKOBAHE  OUPEKMHOM

cmumynayujom. Illema je oo6jasmena y Dragicevi¢ u cap. (2012).

HNurepakuuja GS2 ca PPT-om: npu HuckuM KoHIieHTparjama PPT ce Besyje

upeBep3nOmIHO 3a GS2 akTHBHE 1eHTpe AoBojchn 1o muxose naxuOuUIMje. [TomTo ce
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OBO jemaBa camo y npucyctBy ATP-a, a Ha OCHOBY OpOjHUX JIMTEpaTYpHHX MOJaTaKa,
MOJKe J1a ce 3akJbyuu na er3uM (ochopunyje PPT u na je uaxuburop mpeBep3nOMIHO
Be3aH 3a eH3uM y oOnuky PPT-P. OBa mHTepakmmja moBoaw 10 KOHGOPMAIIMOHHX
NPOMEHa CYCETHHX AaKTHBHHX IIeHTapa. AKTHBHM IIGCHTPH Ca IPOMEHECHOM
KoHpopmanujom uMajy Hwkd aduauter 3a PPT (PPT-P) u By KaTaauTHYKy
e(pUKacHOCT, ITO je OcHOB omaxeHe akrtupauuje GS2. Muxubunmja GS2 akTHBHHX
[IEHTapa je BUIIE HEro KOMIICH30BaHa TOBUIIICHOM aKTHBHOIINY CYCEIHHX, T€ CE Kao
pe3yntaT omaxa mnoBehan wuHTeH3uTeT Tpake GS2 xonoensuma. HpeBep3uOuinHo
BesuBame PPT-a naaykyje nopact mobminnoctu GS2, ycnen nmoBehama HaenekTpucama
u ipoMene KoHpopmanuje. Hucke xonnentpauje PPT-a (<5 uM) noBoae o HecraHka
GS2d akTHBHOCTH WHXHOHUIIMjOM, WA KPO3 MPOMOIIM]Y peacolujaiuje, mro ou Takohe
JonpuHeno onaxkeHoj aktuBanuju GS2. [Ipu BummmM xonuentpanujama PPT-a (= 30-50
1M) CBM aKTHBHHU IIGHTPH BHUCOKOT auHMTETa 3a MHXMOUTOp Ha GS2 cy 3acuhenu.
Jlase moBehame KOHIIGHTpAIMje MHXUOUTOpPA JOBOAM JI0 PEBEP3UOMIIHE WHXHOUIHUjE
aKTUBHUX ILieHTapa Ha GS2 koju umajy Hu3ak aduuuTeT 3a uHxuourop. [lomro PPT
TOKOM eJIeKTpoope3e Aucocyje OJ OBUX AKTUBHUX IEHTapa Jajbe MPOMEHE Y

€IeKTPOPOPETCKO] MOOMITHOCTH €H3UMA CE HE JIETEKTY]Y.

HNurtepakumja GS1 ca PPT-om (umje mpuka3zana): PPT ce Besyje 3a GS1
cinyHo Kao 3a GS2, nzazuBajyhu nmopact MOOMIIHOCTH NMPU HUCKUM KOHIIEHTpalKjama.
Upeep3ubunno BesuBame PPT-a, y mpucycrBsy ATP-a, 3a ompehen Opoj akTUBHHX
[IEHTapa Ha €H3UMY JOBOJAM JI0 CHHKEHa apUHHUTETa CYCEIHUX aKTHBHHUX IIEHTapa 3a
uHXUOUTOp. DOCOUHOTPUIIMH TPU BHUIIMM KOHIIEHTpalldjaMa JIUCOCyjeé TOKOM
esiekTpoopese 0ff aKTUBHUX IIEHTapa ca HIDKUM a(UHUTETOM, Ta ce Jajbe MPOMEHE Y
MOOWIJIHOCTH €H3MMa He omnaxajy. BesuBawe PPT-a He n0BoaM 10 MpOMEHA Yy YKYITHO]
aktuBHOCTH GS1 XosnoeHsmma. Moxe ce CHEKyJucaTH Ja j€ HWpeBep3uOmiIHA
unxuounuja jenHor GS1 akTHBHOr IeHTpa MpaheHa EeKBUBAJIEHTHOM AaKTHBALUjOM

CYCCOHUX, TAKO Jia C€ ITPOMCHEC YKYITHC aKTUBHOCTH CH3MMa HC I[eTeKTij.

HNurepakuuja GS2 ca MSO-om: ciruan Mexanu3aMm kao y ciydajy GS2-PPT
MHTEpaKIyje, ca OUTHOM pazaukoM y Tome mro ce MSO-a upeBep3uOmIHO Be3yje 3a

CBE aKTHBHE IIEHTpe Ha eH3uMy. OmnaxeHa aktuBanuja GS2 BepoBaTHO je pe3ynraT
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noBehane karanuTuuke ePUKaCHOCTH CIO0OMHUX AKTUBHUX IIEHTapa, a moryha je u

peaconujanuja GS2d y GS2 (Huje mpuka3aHo).

HNurepakuuja GS1 ca MSO-om: Be3uBame je MPEBEP3UOMIIHO U JIOBOIH JIO
pOTpecuBHOr cMamema GS1 akTHBHOCTH M MOpacTa MOOMIJIHOCTH YCIIeJ] IPOMEHa y

HaeJekTpucamy 1 kKoHpopMmarju GS1-MSO komrnekca.

[IpencraBbeHN MOIEN je y CKJIaay ca EKCIePHUMEHTAIHUM pe3ylTaTuMa u
JUTEPATypHUM TOJanuMa, MehyTuMm MojequHH Kopaly 3axTeBajy MPOBEPY IPYIHM
MeTosama. OCHOB OBOT MOJIela je KOMyHUKanuja n3mely cydjennHunIa Koja je onucana
3a Oakrepujcku ensum (Rhee u cap., 1981; Wedler u cap., 1982; Abell u Villafranca,
1991; Eisenberg u cap., 2000), anu He u 3a eykapuotcky GS. Mogen npeiaxke aa cy
MSO u PPT dochopuoBann y akTUBHOM IIEHTPY Ha OCHOBY motpebe 3a ATP-om u
JUTEpPAaTypHUX TOJaTaka, ajld EeKCIIePHUMEHTAIHU J0Ka3d HM3HETH OBJE He oadaIyjy
MOryhHOCT fa ce MHXMOMTOpPHM Be3yjy M 3a aloCTepUyHa MecTa. Y IpeICTaBJbEHOM
MOJIeNTy CTeXMOMETpH]ja U TOTIOJIOTHja UHTEpaKIMja u3Mel)y pa3IuuuTHX cyOjelMHuNIa U
aKTUBHHX IIGHTapa ca WHXUOMTOpHMa je apOutpapHa. Moxen mpejacraBba GS
n3oopme kao OKTamepe, IITO je paHWje Ouio mnpuxBaheHo, aauM CcBe BHUIIE
Kpucranorpadckux jaokasza ynyhyje na cy aekamepu (Unno u cap., 2006; Krajewski u
cap., 2008; Seabra u cap., 2009). MehyTum npuHIUNN MPEATOKEHOT Mojiea Ouil Ou
MOJljeTHAKO MPUMEHJBUBU U Ha Jekamepe. Pocdopriianivja THXUOUTOpPA Y aKTUBHUM
IEHTpUMa, MaKo je mpenBuleHa MojaeraoM HUje npuka3zaHa Ha ciunm 47. [Ipema oBoM
mojeny noBehana aktuBHOCT GS2 ca mpeBep3nbuinHo BesuHuM PPT-om oxnrosopha je
32 OMaXeHM XOPMETHMYKHM YTHIA] OBOT XepOHMIMJIa Ha pacT, MITO je y CKIagy ca
JUTEPATypHUM IOJAIMMa KOjU JIOBOJE TOBHIIEHY akTUBHOCT GS2, aymm He m GS1, y
Be3y ca nmpoaykuujom omomace (Limami u cap., 1999; Migge u cap., 2000; Harrison u
cap., 2003).
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6. 3ak/byuu

e [lpu Tectupanum ycimoBuma pacra A. thaliana, mporennu kommpanun GLN1;1,
GLNI1;2 u GLN1;3 rennma ynasze y cactaB JE€TEKTOBAaHUX W30(OPMH TITyTaMHH-
cunteraze. CyoOjemuaune GLNI1;1 m GLNI;3, xao m GLN1;2 u GLNI;3, a
moryhe u GLN1;1 u GLN1;2 mory ga ce KOMOMHY]Y Y CBUM CTEXHOMETPH]CKUM
oxHocuMa popmupajyhu nekamepHe X0JI0eH3UME.

e Knockout myrammje y GLNI;2 u GLNI1;3 remuma nosome mo mnosehane
excrpecuje GLN1;1 rena kox A. thaliana.

e IlutoxuHuHM U aykcuHu nooae a0 penpecuje GS u GOGAT rena y xopeny A.
thaliana u Ha Taj HaYMH WHXKUOUPAjy MPUMapHY ACHMUJIAIN]Y aMOHHUjyM-jOHA.
I'uGepenmnun nuaykyjy excnpecujy GS u GOGAT rena y nucToBHUMa, U UMajy
Moryhy ymory y mnoBehamwy KamauureTa 3a acHUMHJIAIU]y aMOHHjaKa
ocnobohenor Toxkom (ortopecnupanuje. AOCHUCUHCKA KHCEIWHA JIOBOJIU [0
naaykje ekcrpecuje oapehenux GS u GOGAT rena y n1ucTy ¥ KOpeHy, IITO
yKa3yje Ha HUXOBY Moryhy (U3MONIONIKY yIOTYy Yy yClIOBHMa aOHMOTUYKOT
cTpeca.

e Tperman cyOneTaqHuM KoHUeHTpauuvjama PPT-a poBoau n0 3HayajHOT
nosehama 6nomace usganaka L. corniculatus.

e lpesep3ubunno BesuBawe PPT-a, y mpucyctBy ATP-a, 3a oapehen O6poj
cy0jenununia Ha GS2 ensumy u3 L. corniculatus mpaheHo je akTuBaIijom 0BOT
eH3MMa Kpo3 mnoBehame KaTaquTHUKe €ePUKACHOCTU CIO0OJHUX aKTUBHUX
IIEHTapa W/WiIH MPOMOIHjy peacorjaruje GS2 cyojenuaumIa.

e [loehana aktuBHOCT GS2 ca BezaHuM ¢ochuHOTpHIIMHOM yrnyhyje na HHCKe

KoHUeHTpauuje PPT-a unayKkyjy XopMe3y AMPEKTHOM CTUMYJIALI]OM.
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8.1 IMpmuior 1: Mane ekcinpecuje GS u GOGAT rena A. thaliana
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Marma excpecuje GLN1;2 rena y pasnuuntuMm ¢asama passuha A. thaliana.
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Mana excpecuje GLT1 rena y pasnuuntum asama passuha A. thaliana.

Marie ekcripecuje Cy KOHCTpycaHe KopuiihemeM nogaraka uz Schmid u cap. (2005).
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8.2 IpwuJor 2: Jlucra ckpahennua ca peuyHHKOM

1;1ko - knockout myrant A. thaliana y GLN1;1 reny.
1;2ko - knockout mytant A. thaliana y GLN1;2 reny.
1;3ko - knockout mytant A. thaliana y GLN1;3 reny.
1;4ko - knockout mytant A. thaliana y GLN1;4 reny.
1;5ko - knockout mytanT A. thaliana y GLN1;5 reny.
2,4-D - 2,4 nuxnopdeHokcuanerar, CHHTETHUKH ayKCHH.

3'-utr - wmerpancimupanu perunoH Ha 3' ctpanu uHpopmanmone PHK koju campxu
peryiaTopHe CEeKBEHIIE ITOBE3aHe ca MOJMaJeHIIANjoM, eprukacHomhy TpaHcaanuje u
crabunnoctu PHK.

5'-utr - Herpanciupanu pernoH Ha 5' ctpanu uHpopmannone PHK mpe crapt koxHoHa,
KOjH CaJp>KH BE3UBHO MECTO 32 PHOO30M U JIpyre peryiaTopHe CEeKBEHIIE.

AAT - acnaprar-amuaoTpancdepasza (EC 2.6.1.1), eH3um Koju Katanuiie peBep3uOmIHI
IPEHOC aMHUHO-TPYIIe H3Mel)y TiTyTamara u acrmaprara.

ABA - abcuucuHCKa KHCEIHHA.

ADP - aneno3un audocdar.

AMP - anenosun MmoHodochar.

ANOVA - ananu3a BapujaHce, CTaTUCTHUKA METOa 3a opeheme Bullle rpymna mnojaTaxa.

AS - acmmaparun-cunTetasza (EC 6.3.5.4), eH3uM KOju KaTalHIle CHHTE3y aciaparnHa o
acmaprara.

ATP - anenosun Tpudocdar.

bar gene - /enr. bialaphos resistance gene/ ren koju koaupa GpocHUHOTPUIIMH ALETHII-
Tpancdepazy. Buneru PAT.

bp - /enr. base pairs/ 6a3nux naposa.

cDNA - xommnementapua JJHK. JIHK cunrerucana ca PHK matpuiie momohy ensuma
peBep3He TPaHCKPUIITA3e.

CTAB -  xekcaaeuwi-TpUMETHJI-aMOHHjyM-OpoMua  (LETUITPUMETUIAMOHU]YM-
O6pomun), cypdakranT koju ce kopuctu npu excrpakiuju JJTHK.
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CTP - /enr. chloroplast targeting peptide/ cekeniia Ha N-TepMuHyCy nmpoTenHa Koja ce
OJIcella MPHIMKOM YHOCA MPOTEHA y XJIOPOIUIACT, & CIIYXHU 3a 00C/IeKABABE jeAapHUX
IPOTEHHA 33 TPAHCIIOPT Y XJIOPOILIACT.

DAS - /enr. days after sowing/ nana HakoH cejarmba

DEPC - nuerunnupokapOoHaT, HPEBEP3NOMIIHE HHXUOUTOP PUOOHYKJIEa3a.

DSH - /enr. direct stimulation hormesis/ xopmesa n3a3BaHa JUPEKTHOM CTHMYJIALH]OM.
EDTA - erunenguaMmuHTeTpareTar, Xxeaupajyhu peareuc.

EMSA - /enr. electrophoretic mobility shift assay/ emexrpodopercka TexHHKa 3a
UCTIIUTUBAkE WHTEpakiuja m3Mmel)y MakpoMmoJsieKylla M JlaraHjaa, Koja ce 3acHHBA Ha
pPa3IMYUTUM  CICKTPOPOPETCKMM  MOOMIIHOCTUMA  CaMOl'  MakKpOMOJIEKyJla H
MaKpoOMOJIeKyjla ca Be3aHUM JmranjgoM. Hajuemhe ce KOpHUCTH 3a HCIIUTHBAHE
unTepakiuja usmely onpehenor nporenna u oapehene JJHK unu PHK cekseniie.

Fd-GOGAT - depenokcun 3aBucHa riayramar-cudrasa (EC 1.4.7.1). Bunetu GOGAT.

Fisher LSD - Fisher-oB Tect HajMame 3Ha4YajHUX Pa3MKa jé CTATHCTHYKA METO/a 3a
nopeljerme BUIIlIe TPyIa MojjaTaka HAKOH aHaJIM3e BapUjaHCe.

FR - /enr. far red light/ mamexa npsena cBersioct, 705-740 nm, neo cmekTpa Koju
MHAKTUBHUpPA PUTOXPOM.

GA3 - rubepennHCcKa KUCEeTuHA.

GDH - rayramar-nexuapeorenaza (EC 1.4.1.2), eH3uM KoOju KaTalullle pPEBEP3HY
peakIjy [eaMUHaIlHje TiyTaMaTa 1o 2-0Kcorryrapara.

GFP - /enr. green fluorescent protein/ 3enexu ¢yopecleHTHH MPOTEUH W30JOBAH M3
OWIYMUHCIICHTHHX Me€Iy3a KOJU c€, u3Mel)y OCTajior, KOPHCTH M Kao Mapkep 3a
JIOKaJIN3allN]y €KCIPeCcHje reHa.

GOGAT - rimyramaT-cuHTa3a, €H3UM KOjU KaTaJIMIlIe CUHTE3Y JIBa MOJIEKYJa IIyTamara
O]l TIIyTaMUHA U 2-OKCOoTriyTapara kKopuctehu penykyjyhe eKBHBAJICHTE IMOPEKIOM O
dbepenockuna wim NADH.

GS - rmyramun-cuHTeTasza (EC 6.3.1.2), €H3UM KOjU KaTaJIUIIe CHHTE3Y ITyTaMUHA O]
aMOHHjyM-jOHA U TIIyTaMaTa.

GS1 - nuTocoNHa TIIyTaMHH-CUHTETA3a.
GS2 - xjoporuiacTHa riTyTaMUH-CUHTETa3a.

GSI - rmyramun-cuHTeTa3a THI | KOja je mpecyTHa KOl IPOKaTpHOTa.

160



GSII - rmyramun-cunTeTasa Tum |l koja je mpucyTHa KO eyKapuora.

GSII - rayramua-cuHTeTaza THn Il koja je mponalheHa koj moOjeqHUX BpCTa
POKapUOTA.
Hepes - 2-[4-(2-xuapokcueTin)numnepasun-1-uierancyaponcka KHCEJIMHA.

I{Butepjoncku mydep ca pKa =7,5.

KIN - kxMuHeTHH, CHHTETHYKH [{UTOKHHHH.

knockout myranuja - MmyTaiija Kojom ce oMmeTa () yHKIIHOHAIHOCT TeHa.

MS - GazayHM MeujyM 3a rajame Ousbaka in vitro (Murashige u Skoog, 1962).
MSO - MmeTHOHHMH-CYI(POKCUMUH, UHXUOUTOP TITyTaMHH-CHHTETAa3a.

MSO-P - metnonun-cynpoxcumuH-pocdar.

MW - /enr. molecular weight/ monexyscka maca.

NAD" / NADH - ockugoBanud u peayKoBaHU OOJIMK HUKOTHUHAMHJ aJICHUH
JUHYKIIEOTH/Ia, KOCH3UMAa KOjJH YUECTBYj€ PEIOKC peaklrjma.

NADH-GOGAT - NADH 3aBucna rimyramat-cuaTasza (EC 1.4.1.14). Bunetu GOGAT.

NASC - /enr. The Nottingham Arabidopsis Stock Centre/ Oubnuoreka cemeHa
Arabidopsis-a y Hotunremy, Exriecka.

NiR - mutput-peaykraza (EC 1.7.7.1), eH3uM KOjU KaTaluile PEAYKIH]y HUTPHUTA 0
amMoHHujyM-joHa. Kox 6uibaka oBaj €H3UMM KOPUCTH pelyKyjyhe eKBHBajeHTEe MOPEKIOM
o1 pepenokcuHa.

Nr - autpat-penykrasza (EC 1.7.1.1-3), eH3uM KOju KaTaJUIIe peayKIHjy HUTpaTa 10
HUTpHTA KopuiihemeM peaykyjyhux ekBuBaneHrata nopekiom og NAD(P)H.

OCSH - /enr. overcompensation stimulation hormesis/ xopme3a mpoy3pokoBaHa
CTHMYJIAIIMjOM YCJIe]] IPEBEeTUKe KOMITEH3aIHje.

PAT - ¢ocounorpunun anermin-tpancdepasa (EC 2.3.1.183), eH3um Koju KaTaiauiie
areTuianujy GocUHOTPUIIMHA.

PCR - /enr. polymerase chain reaction/ nonumepa3sna aHuaHa peakiimja.

pl - m30enexkTpuYHa Tavka, npejacTaBiba PH BpegHoCT HA K0jOj je oapehenHu mpoTenH
HEYTPAIHO HACTIEKTPHUCAH.

PPT - dochunoTpuimH, ”HXHOUTOP TITyTaMUH-CUHTETA3E.

PPT-P — docdunoTpuumH-pocdar.
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gPCR - /ewr. qunatitative PCR/ xkBantutatuBau PCR, MeTona koja moapasymeBeBa
Mepeme Opoja CHHTETUCAHUX aMIUTMKOHA HaKoH cBakor mukiryca PCR ammmdukanyje,
Ha OCHOBY 4Yera c€ MOXXE 3aKJbyUYUTH O IOYETHOj KoiaumuuHU oxarosapajyhe JHK
CEKBEHIIE.

R - /enr. red light/ upsena csermoct, 650-670 nm, meo crHekTpa KOjU aKTHBHpA
buTOXpOM.

RT-PCR - monumepa3Ha JaHYaHa peakiyja y Kojoj ce kao marpuiia kopucta CDNA
CUHTETHCAHA PEBEP3HOM TPECHKPHIIIIH]OM.

SAIL - /enr. The Syngenta Arabidopsis Insertion Library/ Syngenta-una 6u6nuorexa T-
JHK uncepunonux nuauja Arabidopsis-a.

SALK - /enr. The Salk Institute sequence-indexed library of insertion mutations in the
arabidopsis genome/ 6ubmmorexa T-/IHK wmucepumonux nuuuja Arabidopsis-a SALK
uncutyta, Can [ujero, CA/l.

SDS — narpujym-noaenmicyndar, aHjOHCKH JACTEPTeHT KOJH C€ PYTHHCKH KOPHCTH 3a
JICHATYpAalH]jy MIPOTEHHA Y [IUJbY BUXOBOT EIEKTPOPOPETCKOT pa3/iBajama MpeMa MacH.

Sephadex - 3pHacTi MOAM(MUKOBAHU AEKCTPaH, YMjU Cy JAHIH YMPEKEHH Kako OH ce
J001I1a TPOJUMEH3HOHAIIHA, PUTHIHA TTOJIMCAaXapAnHa MPEKa.

Tm - temneparypa tombewa JIHK, temneparypa npu xojoj 50 % asoctpykux JHK
XenuKca ucocyje Ha jenqHonanyane JITHK.

T-PBS - ¢usnonomku pactop ca pocharaum mydpepom u Tween-20 neTepreHToMm.
Tris - 2-amuHO-2-XUapOKcUMeTHI-ponan-1,3-uon. [Tydep ca pKa 8,07.

JHK - nezoxkcupuOoHyKIeHHCKA KUCEINHA.

uPHK - undpomanmona puboHykjIenHCKa KUCEINHA.

PHK - pubonykienHcka KucenrHa.

CTyneHToB T-TEeCT - CTaTUCTUYKa METO/Ia 3a Iopeheme Be rpyre mojaTaxa.

T-IHK - tpancdeposana JIHK. [leo JTHK cexBeniie Tymop unaykyjyher (Ti) mia3muia
Oakrepuja Agrobacterium tumefaciens u Agrobacterium rhizogenes, xoju ce HacyMH4IHO
unkopnopupa y JJHK nanan Ouseke nomahuna.
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buorpadmuja ayropa

Munan b. [{paruhesuh pohen je 15.09.1983. rogune y Ilapahuny, a ocHOBHY U
cpedmy MIKONy je 3aBpmuo y beorpamy. Xemwujcku dakynrer YHHBEp3UTETa Y
Beorpany ymucao je mkoncke 2002/2003. roawHe Ha CTyAHMjCKO] Tpynu buoxemwuja.
Humnomupao je 2007. roguHe ca MPOCEYHOM OICHOM 9,65 M CTeKao 3Bame
IurIoMupann ouoxemuuap. Jlokropcke cryauwje ymucao je mmkosicke 2007/2008.
roauHe Ha XeMHUjcKoM (akyiaTeTy YHuBep3uTera y beorpany, y OKBUpPY CTYIHjCKe

rpyne buoxemuja.

On janyapa 2008. mo oxrobpa 2010. 6MO je IOKTOpaHT CTUICHAMCTA
MunucrapcTBa 3a Hayky Penyonuke Cp6uje. Ox 01. okro6pa 2010. ronuHe 3amnocieH je
y WHcrutyty 3a Oumosomika ucrpaxkuBamwa “‘Cunuma CrankoBuh”, Ha Onesbemy 3a
¢dusnonornjy Oupbaka Kao UCTPAKKWBAY MPUINIPABHUK, a o1 19.04.2011. kao uctpaxuBay
capagHuk. Y mepuony oxa janypa 2008. mo kpaja 2010. roguHe aHraxoBaH je Ha
HAYYHO-UCTPAXHBAUKOM IMPOjeKTy (GMHAHCUPAHOM O]l CTpaHe MUHUCTApCTBa 3a HAyKy
Penyomuke CpOuje mon Opojem 1430316, ox 2010. rogmHe Ha wMehyHapoIHOM
uctpaxkuaukom PI17 mpojexty ,,Terpmed, mox Opojem 227448, a ox janyapa 2011.
TOJIMHE Ha IMpOjeKTy ,,OU3HOI0IIKa, XEeMHjCKAa U MOJIEKyJapHa aHalu3a JUBEp3UTETa
PETKHX M YTPOXKEHUX OMJbHUX BPCTA Yy LUJBbY €X SitU 3amTuTe U MpoAyKIHrje OHOIOMIKH
aKTUBHUX jelUbeha’, (UHAHCUPAHOM OJ] cTpaHe MUHUCTapcTBa MPOCBETE U HAayKe

Peny6nuke CpOuje, moa 6pojem 173024,

JloOGuTHUK je criernujamHor npu3Hama CpIricKor XeMHjCKOT IPYIITBA 3a U3y3eTaH
ycnex TokoM cryauja 2008. roaune. JIoOMTHUK je Harpaje 3a HajyCHEHIHH]H MOCTep

ckyna Ha XIX cumnosujymy Jpymrsa 3a ¢pusuosnorujy 6usbaka Cpouje 2011. ronune.

Munan [IparuheBuh je wuman EBpomckor apymTBa 3a OuJbHY OHONOTH]Y

(FESPB) u [Ipymitsa 3a ¢pusuonorujy 6mpaka Cpowuje.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a _Mwunad [paruhesuh

6poj ynuca __10/2007

UsjaBmuyjem
fa je AOKTOpCKa aucepTauuja nog Hacnosom

AHanusa cyGjeanHuyHor cactasa u perynauuje n3oqopMu rmyTaMmuH-CUHTeTase Ko
Burbaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. u Lotus corniculatus L.

* pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXUBAYKOr paja,

* [JanpeanoxeHa guceprauuja y UenuHu HU y AenoBuma Huje 6una npeanoxexa
3a pfobujatbe GUNo koje AunnoMe npema CTyAUjCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKONCKNX YCTaHOBA,

* [aCy pe3ynTaTi KOPEeKTHO HaBeaeHu 1

* JAa HWUCaMm Kpwuo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTEMNEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokTtopaHga

NL\MV :L.Pui»ﬂfx,

Y beorpaay, _19.06.2013.




Mpunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTMU WITAMIMaHe U eJfIeKTPOHCKe
Bep3uje NOKTOPCKOr paga

Mme v npesume aytopa __ Munad [paruhesuh

Bpoj ynuca 10/2007

Cryaujckn nporpam __ [lokTop 6uoxemujckux Hayka

Hacnos paga _Axanu3sa cybjeAuHWYHOr cacTasa u perynauuvje n3ohopmu rnyTaMuH-
cuHTeTase koA burbaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. u Lotus corniculatus L.

MeHTop _ap Paaueoje Mpogarosuh, ap AHa CumoHoBuh

MoTnucanu MwunaH [Iparuhesuh

u3jaBrbyjem Aa je wramnaHa sepanja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)

BEpauju Kojy caMm npegao/na 3a objaerbuBare Ha noprany [durutanHor

penosuTopujyma YHusepsuteta y Beorpaay.

[JossorbaBam fga ce objaBe Moju NWUYHM nogaun BesaHu 3a Aobujarse akageMcKor
3Baka AOKTOpa Hayka, Kao WTO Cy UMe 1 npesume, roauHa u Mecto pofiewa 1 aatym

oabpaHe paga.

OBy nuuHM nogaun mory ce o06jaBUTM Ha MPEeXHUM CcTpaHuuaMma AuruTanHe

Bubnuoteke, y eNeKTPOHCKOM katanory u 'y nybnukauvjama Yuusepsurterta y Beorpaay.

MoTnuc pokTopanaa
|
Y Beorpaay, __19.06.2013. \ S gt

Mo YaMA




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y [durutanHu
penosuTopujym YHueepauTeTa y beorpagy yHece mojy OOKTOpCKYy AucepTalujy nop
Hacnosom:

AHanusa cybjeauMHUYHOr cacTasa U perynauuvje n3ohopMu rmyTaMuH-CUHTETas3e Koa

Burbaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. u Lotus corniculatus L.

Koja je Mmoje ayTopcko aeno.

HucepTaumjy ca ceum npunosvma npegao/na cam y enekTpoHckoM bopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBUpare.

Mojy AokTopcky auceptauujy noxpakweHy y [urutanHu penosutopujym YHuBepsuteta
y Beorpany mory aa kopucTte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

@ AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepLUujanHo — 6es npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUKjanHo — AenuTy Nof UCTUM yCnoBuma
5. AytopcTteo — 6e3 npepage

6. AyTopcTBO — OEnuTu Nnog UCTUM yCnoBuMa

(Monumo fa 3aoKpyXuTe camo jeqHy of LWecT NoHyReHux nuueHuwu, kpatak onuc
nuueHun aat je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHpa

Y Beorpagy, _19.06.2013. 1 n
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