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SAZETAK

Duhan se Cesto koristi kao modelna biljka bududi je razmjerno tolerantan i Siroko rasprostranjen.
Proces starenja obi¢no izaziva smanjenje fotosinteze te oksidacijski stres. IstraZzivala sam proces
prirodnog starenja u listovima starosti 14, 30, 120 i 270 dana te proces prijevremenog starenja
potaknut vodikovim peroksidom (10 mM) u listovima starim 14 dana. U ovom radu praceni su
djelotvornost fotosintetskog aparata (stvaranje i utroSak kisika, sadrZaji klorofila i karotenoida),
strukturne promjene u stanicama lista, pokazatelji oksidacijskog stresa (sadrZaji vodikovog
peroksida, malondialdehida i karbonilnih grupa te oSte¢enje DNA) i aktivnost antioksidacijskih
enzima. U svim listovima duhana doSlo je do povecanog utroSka kisika i smanjenja sadrzaja
klorofila i karotenoida sa staroS¢u listova kao i u listovima tretiranim vodikovim peroksidom.
Poludebeli prerezi listova pokazali su smanjenje kloroplasta sa staroS¢u listova te poveéanje
broja plastoglobula. Pregledom ultratankih prereza listova uo€en je dobro razvijen tilakoidni
sustav u svim listovima osim u onima od 14 dana te povecanje plastoglobula sa staroScu listova i
prisutnost Skrobnih zrnaca. Starenjem listova uoCeni su porast vodikova peroksida, sadrzaja
malondialdehida i karbonila dok je u listovima tretiranim vodikovim peroksidom doSlo do
smanjenja sadrzaja vodikovog peroksida te poveéanja sadrzaja malondialdehida i karbonila.
Analiza jezgara stanica komet testom nije pokazala znatno oStecenje molekule DNA. Aktivnost
superoksid dismutaze se povecala, a aktivnosti katalaze i peroksidaza smanjila sa staroS¢u
listova. U tretiranim listovima aktivnosti antioksidacijskih enzima su se povecale. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na sposobnost ucinkovite obrane ove biljne vrste od oSte¢enja uzrokovanog
oksidacijskim stresom te na ulogu vodikovog peroksida kao signalne molekule.

(57 stranica, 14 slika, 1 tablica, 84 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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ABSTRACT

Tobacco is often used as model plant because it is widely distributed and considered to be
moderately tolerant plant species. The process of senescence is characterized by decline in
photosynthesis and induction of oxidative stress. We have investigated the process of natural
senescence in leaves old 14, 30, 120 and 270 days and process of artificial senescence induced
by 10 mM hydrogen peroxide in leaves old 14 days. The efficiency of photosynthetic system
(oxygen evolution and consumption, chlorophyll and carotenoid contents) structural changes in
leaf cells, indicators of oxidative stress (contents of hydrogen peroxide, malondialdehyde and
carbonyl groups as well as DNA damage) and activities of antioxidative enzymes were
monitored. Chlorophylls and carotenoid contents declined while oxygen consumption increased
as a result of both natural and artificially induced senescence. Number of chloroplasts decreased
while that of plastoglobuls increased with senescence as evident by light microscopy. Ultrathin
slices showed well developed thylakoids in all samples and increase of size and number of
starch grains as well as plastoglobuls with senescence. Carbonyl and MDA contents increased
with natural and artificial senescence while hydrogen peroxide showed increase and decrease
with natural and artificial senescence, respectively. DNA damage evaluated by Comet test was
not observed in senescent tobacco leaves. Superoxide dismutase activity increased while
catalase and peroxidase activities decreased in senescent tobacco leaves. Senescence induced
by hydrogen peroxide activities of all antioxidative enzymes increased. Presented results show
the efficiency of antioxidative enzymes to fight oxidative stress and show the importance of
hydrogen peroxide as a signal molecule.
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1.1. STARENJE LISTOVA

Starenje listova (senescencija) je zavrsni stadij u zZivotu nekih biljaka. U tom
stadiju odvijaju se oksidacijski procesi koji ukljuCuju propadanje stanicnih struktura i
enzima. Proces starenja reguliraju SAG-geni (,senescence-associated genes”) koji
zajedno s drugim genima uzrokuju razgradnju enzima Sto naposljetku dovodi do
programirane smrti stanice. Prvi vidljivi znak starenja listova je Zucenje koje je
posljedica razgradnje klorofila u kloroplastima. Kloroplasti sadrze 70-80% ukupnih
proteina u listovima, a koji u njima predstavljaju glavni izvor duSika. Vecina tih
proteina vezana je uz fotosintezu. Prilikom procesa starenja obujam kloroplasta se
smanjuje, oblik se mijenja iz ovalnog u okrugli, a tilakoidi se raspadaju. Te promjene
prati i razgradnja DNA. Razgradnja klorofila i enzima ribuloza-1,5-bisfosfat-
karboksilaze-oksigenaze (RUBISCO) zbiva se u kloroplastima, no daljnji se stupnjevi
razgradnje mogu zbivati i izvan kloroplasta kada plastoglobuli koji sadrze klorofil,

karotenoide i proteine vezane za fotosintezu izadu iz kloroplasta (Sillanpaa 2003).
1.2. ENERGETSKA PROIZVODNJA

Proces fotosinteze koji se odvija u kloroplastima biljnih stanica omogucava
opskrbu biljke ugljikohidratima potrebnim za njezin rast i razvoj te je vazan izvor
energije. U svjetlosnim reakcijama fotosinteze SunCeva energija se pretvara u
kemijsku. Svjetlost koju apsorbira klorofil pokrece prijenos elektrona od vode prema

akceptoru elektrona, oksidiranom obliku nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfata

(NADP ), putem niza redoks-sustava. Kompleksi za sakupljanje svjetlosti (engl. "light
harvesting complex" — LHCII) fotosistema Il (PSIl) apsorbiraju svjetlosnu energiju i

prenose je do reakcijskog sredista P680. Svjetlost inducira oksidaciju vode i prijenos

elektrona na feofitin koji je primarni akceptor elektrona, i na dva plastokinona koji se

reduciraju u plastokinol. Elektroni se dalje prenose preko kompleksa citokrom bef,

plastocijanina i fotosistema | (PSI) na NADP+ koji je konacni akceptor elektrona.
Svjetlosnim reakcijama nastaje reducirani oblik nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfata
(NADPH) koji je izvor visokoenergiziranih elektrona, a nastali protonski gradijent
koristi ATP-sintaza za proizvodnju adenozin-trifosfata (ATP). NADPH i ATP koriste se
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u reakcijama Calvinova ciklusa za fiksaciju CO, pomocu enzima RUBISCO i njegovu
redukciju do ugljikohidrata. Reakcije Calvinova ciklusa nisu ovisne o svjetlosti (Uno i
sur. 2001, Pevalek-Kozlina 2003). Tijekom starenja se smanjuje fotosintetska
aktivnost kao posljedica smanjenja kapaciteta za sakupljanje svjetlosti (light-
harvesting capacity) fotosistema Il, koliCine i aktivhosti enzima RUBISCO, izmjene
stope fiksiranja CO, i razine ekspresije mRNA fotosintetski vezanih gena te zbog toga
kloroplasti proizvode manje NADPH i ATP. Smatra se da se pove¢anom stopom
disanja koja je zamijeCena tijekom starenja stvara dovoljno energije u obliku ATP-a
potrebne za odvijanje kataboliCkih procesa. Nadeno je da se tijekom induciranog
starenja povecava broj mitohondrija i peroksisoma u listovima graska (Pisum
sativum L.). U nekim je istraZzivanjima zamijeena pretvorba peroksisoma u
glioksisome kao i povecana aktivhost enzima glioksilatnog ciklusa koji bi takoder

mogao biti izvorom energije putem derivata masnih kiselina (Pastori i del Rio 1997).

1.3. OSTECENJA MEMBRANE

Propadanje membrane tijjekom starenja uglavnom je odredeno metabolizmom
fosfolipida (Thompson i sur. 1998). U senescentnim mikrosomalnim membranama
pronadeni su lipoliticki enzimi fosfolipaze D, fosfatidne kiseline, fosfataze, lipoliticke
acil hidrolaze i lipoksigenaze. Smatra se da je pocCetni stupanj u razgradnji fosfolipida
kataliziran fosfolipazom D, ali vaznu ulogu imaju i lipoksigenaze jer mogu pokrenuti

lipidnu peroksidaciju i stvoriti superoksidne radikale (Thompson i sur. 1998).

1.4. RAZGRADNJA PROTEINA

Osim na recikliranje dusika, razgradnja proteina utjeCe i na razine receptora te
signalne putove ukljuCene u starenje (Callis 1995). Razgradnja proteina pomocu
ubikvitina odvija se uglavnom u citosolu i jezgri (Vierstra 1996). Do sada je otkriveno
samo nekoliko gena uklju¢enih u put razgradnje proteina pomocu ubikvitina
(Buchanan-Wollaston 1997, Park i sur. 1998). U senescentnom su tkivu u velikoj
koliini prisutne i neke druge proteaze, kao Sto su endoproteaze, amino- i

karboksipeptidaze (Huffaker 1990). Aktivnost proteaza veéinom je ograniCena na
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vakuole (Huffaker 1990), iako su dokazane i u kloroplastima i peroksisomima (Adam i
Clarke 2002, Distefano i sur. 1999).

1.5. MODIFIKACIJE NUKLEINSKIH KISELINA

U pravilu jezgrina DNA ostaje nepromijenjena i funkcionalna sve do zavrsSnog
stadija starenja. ZabiljeZzene su i neke promjene u molekuli DNA npr. povecan broj
toCkastih modifikacija u senescentnom plutu u usporedbi s mladim tkivom hrasta
plutnjaka (Quercus suber; Pla i sur. 2000). U billkama se tijekom starenja takoder
povecava kondenzacija kromatina, a pronadeni su i fragmenti DNA (O'Brien i
sur.1998, Yen i Yang 1998). Starenje uzrokovano nedostatkom dusSika u listu Spinata
(Spinacia oleracea) dovodi do smanjenja kolicCine DNA kloroplasta. Tijekom starenja
smanjuje se razina kloroplastne kao i ukupne RNA (Masclaux i sur. 2000, Bate i sur.
1991). To je povezano s povecanom aktivnosti RNaze tijekom uznapredovale
senescencije (Blank i McKeon 1991). Osim toga, identificirana je bifunkcionalna
nukleaza koja je sposobna razgraditi obje RNA te jednolanlan€anu DNA. Zamijeceno
je da u pocCetku procesa starenja dolazi do povecanja aktivnosti te nukleaze kao i
koli€¢ine njene mMRNA (Pérez-Amador i sur. 2000).

1.6. OTROVNI KISIKOVI SPOJEVI | RADIKALI

Otrovni kisikovi spojevi i radikali (engl. "reactive oxygen species” — ROS)
nastaju u raznim dijelovima stanice i u malim koliCinama su stalni produkti normalnog
stanitnog metabolizma. Tijekom normalnog metabolizma mogu nastati i u vec¢im
koliCinama jer su ukljuCeni u sva podruCja aerobnih procesa poput disanja,
fotosintetskog transporta elektrona na komponentama PSI i PSII, oksigenaznom
aktivnoS¢u enzima RUBISCO (Foyer i sur. 1994), oksidacijom razli¢itih supstrata i dr.
Zbog velike koncentracije kisika kloroplasti se smatraju glavnim izvorom ROS-a u
biljnim stanicama (Pevalek-Kozlina 2003, Foyer i Noctor 2000). Toksic¢nost otrovnih
kisikovih spojeva i radikala proizlazi iz njihove sposobnosti da potaknu kaskadne
reakcije radikala koje vode oStecCivanju proteina, DNA, membranskih lipida i konacno

smrti stanice.
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Tijekom starenja povecCava se stvaranje kisikovih radikala i molekula koje su
oSteCene radikalima, a takoder se potiCe ekspresija gena za antioksidacijske
mehanizme Sto podize razinu antioksidansa koji uklanjaju radikale. Njihovo se
stvaranje tijekom starenja poveCava jer se naruSava ravnoteZa izmedu njihove
proizvodnje i eliminacije (Thompson i sur. 1987). Otrovni kisikovi spojevi i radikali
ukljuCuju superoksidni anion O,--, perihidroksidni radikal HO,:, vodikov peroksid
H,O,, hidroksidni radikal OH:, alkoksi radikal RO, peroksi radikal ROO-, organski
hidroperoksid ROOH, singletni kisik *O. i ekscitirani karbonil RO*. ROS mogu ostetiti
proteine, lipide, polisaharide i nukleinske kiseline uzrokujuc¢i propadanje membrana,
inaktivaciju enzima i oStecenja DNA (Thompson i sur. 1987).

Proizvodnja kisikovih radikala, i to alkoksi radikala RO-, peroksi radikala ROO-: i
singletnog kisika raste zbog lipidne peroksidacije koja je povecana u uznapredovaloj
senescenciji (Thompson i sur. 1987). Vece koli€ine singletnog kisika uzrokuju pojavu
drugih oblika kisikovih radikala. 1zolirani peroksisomi iz listova prirodno senescentnog
graSka pokazuju poviSenu razinu lipidne peroksidacije, no takoder i povecanu razinu

superoksida i vodikovog peroksida (Pastori i del Rio 1997).

1.6.1. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Glavne sastavnice membranskih lipida su polinezasicene masne kiseline koje
su posebno osjetljive na lipidnu peroksidaciju. Aktivacijom kisika u stresnim uvjetima
stvara se njegov hidroksilni radikal i singletni kisik koji potom reagiraju s metilenskim
skupinama polinezasicenih masnih kiselina formirajuci Stetne konjugirane diene,
lipidne peroksi radikale i lipidne hidoksiperokside (Smirnoff 1995). Nastali peroksi
radikal lipida vrlo je reaktivan te zapocCinje lanac reakcija. Prvo reagira s novom
polinezasi¢éenom masnom kiselinom stvarajuci lipidni hidroperoksid. On se pak cijepa
reduciranim metalima kao npr. Fe** (Blokhina i sur. 2003). Zatim nastaje radikal
lipidni alkoksil koji potiCe joS jedan niz lanCanih reakcija (Buettner 1993). Slobodni
radikali kisika mogu formirati i konjugirane diene masnih kiselina kidajuci dvostruke
veze u njima. Reakcije enzima lipoksigenaze takoder su izvor radikala lipida. Ovaj
enzim katalizira hidroperoksidaciju polinezasicenih masnih kiselina (Sofo i sur. 2004).
Derivati te reakcije se mogu razgraditi do radikala lipida te tako zapoceti lanac lipidne

peroksidacije. Smatra se da je lipidna peroksidacija jedan od uzroka starenja listova.
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IstraZzivanja su pokazala da je lipidna peroksidacija vezana i uz koli¢inu H,O, u
stanici, jer H;O, potiCe stvaranje hidroksilnin radikala koji uzrokuju lipidnu
peroksidaciju (Lin i Kao 1998). Lanac reakcija radikala lipidne peroksidacije prekida
se neenzimskim i enzimskim nacinom. Vrlo vazan antioksidans je tokoferol (vitamin
E).

1.6.2. VODIKOV PEROKSID

Vodikov peroksid (H,O,) kao jedan od otrovnih spojeva kisika prirodni je produkt
metabolizma biljaka (Halliwell 1997). Nastaje u peroksisomima i kloroplastima u
reakcijama oksidacije te u mitohondrijima u transportnom lancu elektrona i
oksidacijskoj fosforilaciji (Braidot i sur. 1999). U tim stanicnim odjeljcima H,0O, se
akumulira u enzimskim reakcijama kao Stetni produkt. Ksantin oksidaza stvara
superoksidni radikal koji se potom prevodi u H,O,, a oksalat oksidaza u prisutnosti
kisika takoder moZze pridonijeti nastanku H,O, iz oksalata. JoS jedna oksidaza, amino
oksidaza, u svojoj reakciji uz NH3; daje H,O, (Regianni i Bertani 1989). Glikolat
oksidaza prenosi elektrone od glikolata na kisik i stvara H,O,. Acil-CoA oksidaza u
peroksisomima katalizira oksidaciju acil-CoA u (-oksidaciji lipida i stvara H,O, (InZe i
Van Montagu 2002).

Glavni Stetni ucinak H,O, ocituje se u poticanju lipidne peroksidacije te na taj
nacCin H,O, ubrzava proces starenja u tkivu pod stresom (Mukherjee i Choudhouri
1981). H,O, u prisutnosti prijelaznih metala kao npr. Fe?" uzrokuje stvaranje
hidroksilnih radikala koji potom uniStavaju membranske lipide tj. uzrokuju lipidnu
peroksidaciju. Velika Stetnost H,O, oCituje se i u inaktivaciji mnogih enzima, npr.
metaloenzima. H,O, inaktivira Cu/Zn superoksid dismutazu (SOD) putem redukcije
Cu?* iona u Cu* ione u reakcijskom sredi$tu enzima, uz dodatnu proizvodnju HO".
H,O, takoder sprjeCava djelovanje Fe-SOD. Na H;O, su osjetljivi i izoenzimi
kloroplastne askorbat peroksidaze u prisutnosti donora elektrona.

H,O, u mikromolarnim koncentracijama u tami smanjuje fiksaciju CO, u
kloroplastima za 50% u 10 minuta. Inhibicija se dogada zbog toga Sto H,O, u
aktivnim mjestima enzima Kalvinovog ciklusa (fruktoza-1,6-bifosfataza, NADP-
gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza i ribuloza-5-fosfat kinaza) oksidira tiole do
disulfida (InZe i Van Montagu 2002).
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Razina H,O, unutar stanice regulirana je enzimski katalazama i peroksidazama.
Obje skupine enzima imaju ulogu u otklanjanju H,O,. H,O, je neutralna molekula pri
pH vrijednosti ispod 10 te zbog toga moze difundirati kroz biomembrane Sto mu
omogucuje ulogu signalne molekule stresa (Inze i Van Montagu 2002) koja djeluje
na aktivaciju gena Ciji produkti ¢e uspostaviti novi stabilni metabolizam u biljnom

organizmu.

1.7. ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV

Stani¢ni antioksidacijski sustav obuhvaca razliCite neenzimske i enzimske
komponente. Enzimi askorbat-glutationskog ciklusa su glutation reduktaza (GR),
monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaza (DHAR) i
askorbat peroksdaza (APX). Radikalnoj deionizaciji takoder pridonose enzimi
superoksid dismutaza (SOD), glutation S-transferaza (GST), katalaza (CAT),
glutationperoksidaza (GPX) i guaiakol-tip peroksidaze. Najvaznije neenzimske
komponente u biljaka su molekule male molekulske mase kao Sto su askorbinska
kiselina, vitamin E, glutation, karotenoidi, ksantofili i flavonoidi. RazliCiti staniCni
odjeljici imaju svoje specificne antioksidacijske mehanizme koji se sastoje od
izoformnih antioksidacijskih enzima i antioksidanasa. Aktivnost antioksidacijskih
enzima pracena je u kotiledonima krastavca (Kanawaza i sur. 2000) tijekom
prirodnog starenja i starenja induciranog tamom. Tijekom prirodnog starenja ukupna
aktivnost SOD, CAT, MDAR, DHAR i GR se smanjila, dok se aktivhost APX-a i
guaiakol peroksidaze povecala (Kanawaza i sur. 2000). Suprotno tome, aktivhost

SOD, CAT, APX, GPX i GR se pri starenju uzrokovanom tamom znatno povecala.

1.7.1. ENZIMSKI MEHANIZMI

1.7.1.1. SUPEROKSID DISMUTAZA
Superoksid dismutaza je enzim koji katalizira dismutaciju dva superoksidna
radikala (O2") u H2O i molekularni kisik:
20, +2H" - O+ Hy0;
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Kako je SOD prisutan u svim aerobnim organizamima i u gotovo svim odjeljcima
stanice gdje se stvara kisik pretpostavlja se da ima srediSnju ulogu u obrani protiv
oksidacijskog stresa (Beyer i sur. 1991; Scandalias 1993). Postoje Cetiri razliCita
oblika superoksid dismutaze koji su klasificirane na temelju metalnog kofaktora:
bakar/ cink (Cu/Zn - SOD), mangan (Mn-SOD), nikal (Ni**-SOD ) i Zeljezo (Fe-SOD)
forma. Ove izoforme se mogu odvojiti elektroforezom u nativnom poliakrilamidnom
gelu ili na temelju osjetljivosti prema KCN i H,O, Mn-SOD je otporna na oba
inhibitora dok je Cu/zZn-SOD osjetljiva na oba; Fe-SOD je otporna na KCN i osjetljiva
na H,O,. SOD ima pozitivan elektrostatski potencijal blizu aktivhe strane koja na
sebe privlaCi negativne superoksidne radikalne supstrate. Pozitivnho nabijena aktivha

strana ne doprinosi samo vezanju supstrata vec i vezanju serije malih aniona.

1.7.1.2. PEROKSIDAZE

Vodikov peroksid, produkt SOD-a, zahtijeva daljnju detoksifikaciju koja se
postize drugim enzimskim antioksidansima koji se razlikuju u pojedinim stani¢nim
odjeljcima. Jedan od tih enzimskih kompleksa su peroksidaze (vodik peroksid
oksidoreduktaze), Siroko rasprostranjeni enzimi nadeni u biljnom i Zivotinjskom
carstvu. Biljne peroksidaze su monomerni glikoproteini molekularnin masa od 35 do
45 kDa koji kao prosteticku skupinu imaju protohematin IX koji je pomocéu dviju
molekula histidina povezan s glikoproteinskim dijelom enzima. Ti enzimi kataliziraju
oksidaciju stanicnih komponenti (npr. fenolnih spojeva, askorbinske kiseline,
glutationa i dr.) koristeci vodikov peroksid ili organski hidroperoksid kao supstrat.

S obzirom na fizioloSku ulogu i supstratnu specificnost peroksidaze su
podijeljene u dvije skupine (Asada 1992):

1. Prva skupina su nespecificne peroksidaze (POX) koje koriste H,O, za razliCite
oksidacijske reakcije i imaju slabu supstratnu specificnost. Zbog slabe supstratne
specificnosti kao donori elektrona mogu posluziti gvajakol, pirogalol i druge molekule.
UkljuCene su u procese diferencijacije stanica, biosinteze lignina, suberina i etilena,
razgradnju auksina, zaraStavanje rana te zbog svojih baktericidnih i fungicidnih
svojstava u obranu od patogena (Gaspar i sur. 1991).

2. Drugoj skupini pripadaju askorbat peroksidaza (APOX) i glutation peroksidaza.
Glavna funkcija im je uklanjanje viska H,O,, organskih hidroperoksida i lipidnih
peroksida kako ne bi doSlo do nastajanja jako reaktivnih radikala koji oksidiraju sve

staniche komponente i uzrokuju staniCna oSteCenja. Za redukciju vodikovog
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peroksida potreban je reducirajuéi supstrat, a to je u biljaka uglavhom askorbat.
Askorbat peroksidaza najvaznija je za detoksifikaciju H,O, u citosolu te u stromi i
tilakoidima kloroplasta. Da bi se reducirala jedna molekula H,O, potrebne su dvije
molekule askorbata, a produkt reakcije su dvije molekule vode i dvije molekule
monodehidroksiaskorbata (MDA).

2 askorbat + H,O, — 2 MDA + 2 H,O

1.7.1.3. KATALAZA

Katalaza je hem-sadrzavaju¢i enzim koji katalizira dismutaciju vodikovog

peroksida u vodu i kisik.
2H0, - 2H,0+ 0,

Katalaza se nalazi u stanicama svih eukariota i vazna je za uklanjanje
vodikovog peroksida nastalog u peroksisomima koji nastaje djelovanjem raznih
oksidaza poput acil-CoA oksidaza koja sudjeluje u B-oksidaciji masnih kiselina u
peroksisomima vegetativnih organa te u glioksisomima tijekom klijanja sjemenki i
glikolat oksidaza koja prevodi glikolat nastao u kloroplastima tijekom fotorespiracije u
glioksilat. Svi oblici katalaze su tetrameri prosjecne molekulske tezine od 220,000. U
kukuruzu su nadene tri izoforme katalaze koje su kodirane odvojenim genima na

kromosomima te imaju razliCitu ekspresiju i nezavisnu regulaciju (Scandalias 1990).

1.7.2. NEENZIMSKI MEHANIZMI

1.7.2.1. KAROTENOIDI

Karotenoidi su molekule topive u mastima, a jedna od njihovih uloga je zastita
od oStecCenja koja moze prouzroCiti oksidacijski stres. Velike koliCine energije koju
apsorbiraju pigmenti mogu oStetiti fotosintetske membrane ako se ta energija ne
pohrani fotokemijski. Ako pobudeno stanje klorofila potraje dulje nego je to normailno,
doci ¢ée do reakcije s molekulskim kisikom. Tom reakcijom nastaje sigletni kisik (*O5)
koji je vrlo reaktivan i moZe oStetiti stanicu. Karotenoidi imaju ulogu ’'gasenja’
pobudenog stanja klorofila tj. u fotosintetskom aparatu zatomljuju pobudeno tripletno
stanje klorofila i nastajanje singletnog kisika, pa na taj nacin spreCavaju pocetak
lipidne peroksidacije (Parker i Joyce 1967).
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1.7.2.1. TOKOFEROL

Tokoferol (vitamin E) je sastojak membrana koji je topiv u lipidima. Prisutan je u
biljnim i zivotinjskim organizmima. Tokoferol prekida lanac lipidne peroksidacije i
popravlja radikale masnih kiselina tako da donira vodikov kation radikalu vodika, no
kako pri tome i sam postaje radikal za oporavak mu je potrebna askorbinska kiselina
(vitamin C) ili glutation (Fryer 1992). Enzimi koji zatim zajednicki djeluju u popravku
lanaca masnih kiselina su fosfolipaza AZ2; fosfolipid hidroksiperoksid glutation
peroksidaza; glutation peroksidaza i masna kiselina koenzim A (FA-CoA). Tokoferol
funkcionira u lipidnoj fazi membrane, a askorbat u hidrofilnoj fazi i njihovo je

djelovanje sinergetsko.

1.8. REGULACIJE TIJEKOM STARENJA LISTA

1.8.1. OKOLISNI CIMBENICI

Buduci da su biljke ovisne o uvjetima okoliSa u kojem rastu, promjene u okoliSu
znacCajno utjeCu na rast biljaka kao i na sam pocCetak procesa starenja. Promjene u
uvjetima rasta mogu pokazivati neke pravilnosti koje su rezultat izmjene dana i noci
te godisnjih doba, ali mogu nastupiti i vrlo brzo. Biljke su kao odgovor na te promjene
morale razviti brze metabolicke prilagodbe (aklimatizacija). Jedan od okoliSnih
C¢imbenika koji utjeCu na starenje je svjetlost. Poznato je da osim duljine fotoperioda,
kvaliteta i intenzitet svjetlosti takoder utjeCu na rast biljaka. Povecanje intenziteta
svjetlosti kao i udjela crvene svijetlosti pozitivno utjeCe na rast. Suprotno tome,
utvrdeno je da tama uzrokuje starenje otkinutih listova (Pastori i del Rio 1997). U
regulaciji prestanka rasta klijanaca breze zamijeceno je medudjelovanje fotoperioda i
temperature; dnevni pad temperature od 5 do 10 °C uzrokovao je raniji prestanak
rasta ali samo ako su Klijanci rasli u uvjetima duljine dana kraima od kritiCnhe
(Sillanpaéa 2003). Starenje listova moze potaknuti i ograniCena dostupnost hranjivih
tvari npr. duSika, kalija, fosfora, magnezija, natrija i klora. Nedostatak hranjivih
elemenata ubrzava starenje u starijim listovima te se na taj naCin omogucava
kretanje tih elemenata tj. njihovo recikliranje u tkiva u razvoju (Marschner 1986).
Vodni stres, povecCana slanost i klimatske promjene kao Sto su povecana razina

ozona i ugljikovog dioksida takoder mogu potaknuti prijevremeno starenje.

10
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1.8.2. UNUTARNJI CIMBENICI

Stvaranje etilena se povecCava u listovima tijekom brzog gubitka Kklorofila.
Egzogeno dodani etilen potiCe starenje listova, no taj je uCinak bio ovisan o starosti
samog lista tj. stariji listovi su reagirali puno brze na etilen nego tek razvijeni listovi.
Cini se da etilen regulira starenje na odredenom razvojnom stupnju lista no da nije
potreban za sam proces starenja (John i sur. 1995). Takoder je dokazano da
egzogeno dodavanje citokinina kinetina, zeatina i benzilaminopurina  odgada
starenje u listovima duhana (Singh i sur 1992). Smatra se da bi lokalno stvaranje
citokinina u listovima moglo biti uklju¢eno u regulaciju starenja listova. Pronadeno je
da se koliCina apscizinske kiseline povecCava neposredno prije ili tijekom starenja, a
smanjuje u njenom kasnijem stadiju. Apscizinska kiselina je ukljuCena u razgradnju
klorofila kao i inhibiciju njihove biosinteze pa se smatra da na taj nacin potiCe
starenje. Slicno djelovanje pokazuju i jasmonati. Giberelini pak djeluju slicno
citokininima, tj. odgadaju starenje.

MetaboliCki signali kao Sto su razina ugljikohidrata i duSika te njihov omjer
takoder utjeCu na starenje lista (Paul i Driscoll 1997, Wingler i sur. 1998). Metaboliti
ugljika i duSika su proucavani tijekom razvoja listova duhana pra¢enjem promjena od
najmladih do najstarijih listova (Masclaux i sur. 2000). Razine Secera i duSika bile su
niske u mladim listovima, a povecCavale su se u starijim u kojima je zapocelo starenje.
Obrnuto, razina amonijaka bila je visoka u mladim, a smanjivala se u starijim
listovima. Na taj je na€in omogucéena remobilizacija duSika: stari listovi predstavljaju
izvor duSicnih minerala, aminokiselina i ugljikohidrata dok mladi listovi dobivaju

aminokiseline i ugljikohidrate koji su im potrebni u stvaranju energije i rastu.

1.8.3. SIGNALIZACIJA TIJEKOM STARENJA

Mehanizmi kojima biljke osje¢aju fine promjene u svjetlosti, temperaturi,
opskrbljenosti vodom i hranjivim elementima danas su predmet mnogih istraZivanja.
Otkriveni su tek neki receptori i signalne tvari, ali se joS ne zna njihova to€na funkcija
tijekom Zivota biljke. Fitokromi su fotoreceptori koji apsorbiraju crvenu i tamnocrvenu
svjetlost te na taj nacCin zamje€uju promjene u dostupnosti dnevne svjetlosti kao Sto

su duljina fotoperioda i zasjenjivanje susjednim billkama. Fitokrome kodira mala

11
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porodica gena od kojih svaki ima svoju specificnu ulogu u regulaciji razvoja biljke
(Smith 2000). Fitokromi mogu regulirati ekspresiju gena i modificirati ravnotezu iona
u stanici.

Istrazivanja Sakakibara i sur. (2000) pokazala su da na raspolozivost duSika
utjeCu citokinini kao signalne molekule. DuSik povecava razinu endogenih citokinina,
a nedostatak duSika uzrokuje pad razine citokinina. Citokinini reguliraju ekspresiju
nekoliko gena na transkripcijskoj i posttranskripcijskoj razini te zajedno s duSikom
reguliraju ekspresiju nekoliko fotosintetskih i obrambenih gena.

Billke mogu osjetiti razinu saharoze i heksoza koje takoder mogu djelovati kao
signalne molekule (Smeekens 2000, Coruzzi i Zhou 2001). Razinu glukoze mogu
prepoznati preko heksokinaze koja posjeduje glukozni signal za modificiranu gensku
ekspresiju fotosintetskin gena RbcS i Cab, te fosfolipazu D tijekom starenja (Xiao i
sur. 2000).

Unutarstani¢na koncentracija kalcija je €esto povecana kao odgovor na vise
vrsta abiotiCkog stresa (Bowler i Fluhr 2000) i tijekom senescence (Huang i sur.
1997). Kalcij se veze za kalmodulin koji posjeduje signal na kalmodulin-vezuc¢im
proteinima u stanici. Nadeno je da klonirani gen koji kodira kalmodulin-vezni protein
iz duhana pokazuje jaku ekspresiju u senescentnim listovima (Yang i Poovaiah
2000). No, kalcij i ostale signalne molekule kao i njihova medusobna interakcija

tijekom starenja joS uvijek nisu u potpunosti istrazeni.

12



CILJ ISTRAZIVANJA

U ovom radu istrazivani su pokazatelji starenja u listovima biljke duhana
(Nicotiana tabacum L.). Duhan se Cesto koristi kao modelna biljka buduci je
razmjerno tolerantan i Siroko rasprostranjen.

Istrazivala sam proces prirodnog starenja u listovima starosti 14, 30, 120 i 270
dana te proces prijevremenog starenja potaknut vodikovim peroksidom (10 mM) u
listovima starim 14 dana.

Cilj mojeg istrazivanja bio je utvrditi i usporediti promjene do kojih dolazi tijekom
prirodnog i induciranog starenja u fotosintetskom aparatu ukljuCujuéi stvaranje i
utroSak kisika, sadrzaj klorofila i karotenoida. Nastojala sam utvrditi potiCu li procesi
starenja oksidacijski stres i posljedicno tome oksidacijska oStecenja molekula DNA,
proteina i lipida. Takoder sam istrazivala ucCinkovitost antioksidacijskin enzima u

obrani biljke od stresnih uvjeta.
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3.1. BILINI MATERIJAL

Duhan (Nicotiana sp.) je biljka iz porodice pomoc¢nica (Solanaceae) podrijetiom iz
juzne Amerike. Danas je poznato 65 vrsta duhana. Zajednicko im je da sadrze alkaloid

nikotin koji biljka proizvodi u korijenu i odlaze ga u listovima.

Slika 1. Nicotiana tabacum. Lijevo: tamnozeleni varijetet, divlji tip; desno: svijetlozeleni
varijetet, heterozigot koji se koristi u prou¢avanju mutacija i oStecenja DNA.

U svojem istrazivanju koristila sam vrstu Nicotiana tabacum var. xanthi. Ovaj
varijetet je heterozigot i ima svijetlozelene listove, za razliku od dominantnog, divljeg tipa

koji ima tamnozelene listove (Slika 1).

3. 2. METODE
3.2.1. KULTURA DUHANA (Nicotina tabacum var. xanthi) U UVJETIMA IN
VITRO

Klijance duhana koje sam koristila u pokusima uzgojila sam u uvjetima in vitro iz
prethodno steriliziranih sjemenki koje sam nasadila na hranjive podloge MS (Murashige
i Skoog 1962) uz dodatak 500 mg/l MES soli (2-N-morfolino-etansulfonska kiselina),
1,5% saharoze i 0,22% fitagela (Gichner i sur. 2000). Sastav koriStene hranjive podloge

prikazan je u Tablici 1. Buduci da je osim sastava podloge za razvoj biljaka vazna i pH
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vrijednost medija podesila sam ju na 5,6 Sto odgovara pH vrijednosti tla na prirodnom
staniStu. Nakon toga podloge sam ulila u tikvice, zaCepila vatom i aluminijskom folijom te
zajedno s metalnim i ostalim priborom sterilizirala u autoklavu na temperaturi od 121 °C i
tlaku 0,15 MPa u trajanju od 20 minuta. Nakon presadivanja kulture su inkubirane u
klima komori na temperaturi od 24 + 2 °C pod umjetnom rasvjetom fluorescentnih
svjetiliki (90 pEs™ m™). Bududi da sam istraZivala proces starenja, koristila sam uzorke
duhana stare 270, 120, 30 i 14 dana. Takoder sam na umjetan nacin pokusSala izazvati
starenje tkiva dodajuc¢i u podloge ohladene na 40°C prethodno steriliziran (Nalgene

filter, 0,2 um) vodikov peroksid u koncentraciji od 10 mM.

Tablica 1. Sastav hranidbenih podloga MS

MS

MAKROELEMENT] mgl mM
KNO3; 1900 18,80
NH,NO3 1650 20,60
CaCl, x 2 H,O 440 2,99
KH,PO, 170 1,25
MgSO,4x 7 H,O 370 1,50
MIKROELEMENT]I mgl mMm
H3BO3 6,2 100,0
CoCl, x 6 H,0 0,025 0,1
Kl 0,83 5,0
NazMOO4 X2 Hzo 0,25 1,0
CuS0O4 x5 H,0O 0,025 0,1
MNnSO4 X 4 H,0 223 100,0
ZnS0O4 x 7 H,0O 8,6 29,9
ZELJEZO mgl mM
FeSO4 X7 Hzo 27,8 100,0
Na,EDTA 37,3 100,0
ORGANSKI DODACI mgl mM
m-inozitol 50,0 277.,5
tiamin-HCI 0,05 0,15
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3.2.2. MJERENJE STVARANJA KISIKA KISIKOVOM ELEKTRODOM

Za mjerenje stvaranja kisika koristila sam kisikovu elektrodu (,Clark-type, gas-
phase“, Hansatech). U utor elektrode stavila sam elektrolit kojeg je Cinila zasi¢ena
otopina KCl-a, a jednu kapljicu nanijela sam i na vrh elektrode. Na kapljicu elektrolita
koju sam nanijela na vrh stavila sam razmaknicu (papir za cigarete veli€ine 1,5 x 1,5 cm)
na koju sam stavila teflonsku membranu (veliCine 2,5 x 2,5 cm). Preko teflonske
membrane stavila sam O-prsten kojeg sam pritisnula na elektrodu pomocu aplikatora.
Tako pripremljenu elektrodu sam prikljuCila na strujni napajac i smjestila u komoru za
mjerenje. Kalibraciju kisikove elektrode napravila sam injektiranjem 1 ml zraka
temperature 20 °C. Volumni udio kisika u 1 ml zraka je 21% , Sto znacCi da 1 ml zraka
sadrzi 210 pl kisika, odnosno 8,73 pmol.

U komoru za mjerenje stavila sam dio lista duhana kojeg sam izrezala pomocu
buSaCa za Cepove. Komoru sam zatim hermetiCki zatvorila i stavila na cirkulirajucu
vodenu kupelj da bi odrzala konstantnu temperaturu od 20 °C. Mjerenje sam vrSila
izlaganjem listova odredenoj koli¢ini svjetlosti (100 pmol fotona m? s?) tijekom 15
minuta, a mjerila sam i stopu disanja tkiva duhana u tami. Stvaranje kisika kao i njegovu
potrodnju disanjem izrazila sam u pmol O, min™ cm™. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost tri replike + standardna devijacija i izrazeni u odnosu na kontrolu.

3.2.3. ODREBPIVANJE SADRZAJA PIGMENATA

SadrZzaj pigmenata odredila sam spektrofotometrijski  koriste¢i  UV/VIS
spektrofotmetar Specord (Analytik Jena). Uzorke svjezih listova mase 60 mg
ekstrahirala sam u 1,5 ml 80%-tnog hladnog acetona na ledu. Nakon 10 minuta
centrifugiranja na 5 000 g, svakom sam uzorku izmjerila volumen dobivenog
supernatanta i zatim ga kvantitativno prenijela u kivetu. Mjeren je cijeli spektar
apsorbancije za svaki uzorak te su zatim ocCitavani podaci na tri valne duljine: 663, 646 i
470 nm (Arnon 1949). SadrzZaj fotosintetskih pigmenata odreden je prema sljedecim izrazima
(Lichtenthaler 1987):
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a) za klorofil a:

Ca = sadrzaj klorofila a (mg / g svjeze tvari)

~12,21x Aees - 2,81x Asac
[x1000 xm

x V

Ca

b) za klorofil b:

Cp = sadrzaj klorofila b (mg / g svjeze tvari)

o= 20,13 x Asss -5,03 x Ase3
[x1000 xm

xV

c¢) za ukupne karotenoide:

Ck = sadrzaj ukupnih karotenoida (mg / g svjeZe tvari)

= (1000 x Aa70-3,27 xCa-104 x Cb) / 198 y
[x1000 xm

\Y,

Ax = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (ml)

| = duljina optiCkog puta =1 cm

m = masa uzorka = 30 mg

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija.

3.2.4. UTVRBIVANJE STRUKTURNIH PROMJENA SVJETLOSNOM |
ELEKTRONSKOM MIKROSKOPIJOM

3.2.4.1. SVJETLOSNA MIKROSKOPIJA
Svjetlosno-mikroskopska istrazivanja su nacinjena na prerezima tkiva lista
uklopljenog u epoksidnu smolu (Spurrovo sredstvo). Komadici svjezeg lista fiksirani su u

1%-tnom glutaraldehidu, postfiksirani u 1%-tnom osmijevom tetroksidu te uklopljeni u
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Spurrovo sredstvo prema protokolu opisanom kod pripreme materijala za elektronsku
mikroskopiju. Prerezi debljine 1 pm nacinjeni su pomocu ultramikrotoma RMC MT
6.000-XL te obojani mjeSavinom 2%-tnog toluidinskog modrila i 2%-tnog boraksa (u
omjeru 1:1) pri poviSenoj temperaturi (proviacenjem kroz plamen plamenika). Uzorci su
pregledani mikroskopom Zeiss, Axiovert 35 i Zeiss, Axiolab te snimljeni digitalnom

kamerom Pixera Pro 150 ES ili fotografskim aparatom Contax 167 MT.

3.2.4.2. ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Za elektronsko-mikroskopska istrazivanja koriSteni su komadici listova uzimani
nakon 10. dana pokusa.
Materijal je prireden prema sljedecem protokolu:
1. Fiksacija i postfiksacija
— fiksacija 1%-tnim glutaraldehidom u 0,05 M kakodilathom puferu (pH
7,2), 20 min na temperaturi +2 °C
— ispiranje u kakodilatnom puferu, 2 x 10 min na temperaturi +1 °C
— postfikscija 1%-tnim osmijevim tetroksidom u 0,05 M kakodilatnom puferu,
60 min na temperaturi +2 °C
— Ispiranje destiliranom vodom, 10 min
2. Dehidracija — provodenjem materijala kroz sljedece otopine:
— serija etanola rastuce koncentracije (50, 60, 70, 80 i 96%), po 10 min
— apsolutni etanol (preko noci)
— mjeSavina 100%-tnog etanola i 100%-tnog propilen-oksida, 30 min
— 100%-tni propilen-oksid, 30 min
3. Uklapanje u Spurrovo sredstvo (epoksidna smola)
— mjeSavina propilen-oksida — Spurrovo sredstvo (1:1), 1 h na 35 °C
— Spurrovo sredstvo 4-5h na 40 °C

plosno uklapanje materijala u kalupe
— polimerizacija na 65 °C, 48 h
Ultratanki presjeci (50-90 nm) napravljeni su ultramikrotomom Leica Ultracut R.

Prerezi su kontrastirani 4%-tnom vodenom otopinom uranil-acetata, 10 min, te olovnim
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citratom pH 12, 10 min (Reynolds 1963). Tkivni prerezi su pregledani FEI Morgagni
268D elektronskim mikroskopom.

3.2.5. ODREBIVANJE SADRZAJA VODIKOVOG PEROKSIDA

Uzorke svjezih listova mase 200 mg ekstrahirala sam u 1 ml hladnog acetona na
ledu. Smjesu sam centrifugirala 3 minute na 1 000 g da bi odstranila kruti stanicni
materijal. Potom sam u smjesu dodala 400 pl titanil-sulfata i 500 ul koncentrirane
otopine amonij-hidroksida. Smjesu sam zatim centrifugirala 10 minuta na 10 000 g,
odlila supernatant te tako dobivene precipitate otopila u 1 ml 2M H,SO,. Apsorbancija
uzoraka mjerena je na 415 nm. Koncentraciju H,O, odredila sam iz bazdarne krivulje
dobivene s poznatim koncentracijoma H,0, (0,23-1,27 x 10° mol/l). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija i izrazeni u odnosu
na kontrolu. Pri dodatku titanil-sulfata i amonijevog hidroksida precipitirao je peroksid-
titanil kompleks, prema kojemu je izvrSena procjena sadrzaja H,O, (Mukherjee i
Choudhouri 1981).

Ax Vs xF.R.
[Hzoz] B Vuzor. x € x| [“M/ml]
H202/g = [Hz02~ 1000 [ NM/gst]
m(g)/1ml

V| s= volumen reakcijske smjese = 1 ml
F.R. = faktor razrjedenja=1

Vuzor. = VOlumen uzorka = 1 ml

e = ekstincijski koeficijent = 1,878 mM*cm™

| = duljina opti¢kog puta =1 cm
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3.2.6. ODREBIVANJE SADRZAJA MALONDIALDEHIDA

Kako bih odredila sadrzaj malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije, pomijeSala sam 200 ul uzorka s 1300 pul reakcijske smjese (0,25%
tiobarbiturna kiselina otopliena u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini). Kao slijepu probu
koristila sam 1,5 ml reakcijske smjese. Uzorke i slijepu probu prelila sam u staklene
semimikroepruvete, te ih zagrijavala u suSioniku 30 min na 95 °C. Nakon toga sam ih
naglo ohladila na ledu te centrifugirala 10 min na 10 000g. Nakon toga slijedilo je
oCitavanje apsorbancije na 532 te na 600 nm zbog korekcije na nespecificno zamucenje
(Heath i Packer 1968). Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti
dolazi do raspadanja lipidnih peroksida nastalin kao posljedica stresa pri Cemu nastaje
malondialdehid (MDA). Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, a time se
stvara crvenkasti kromogen kojemu se mijeri apsorbancija. Koncentracija lipidnih
peroksida izrazena je kao MDA u jedinicama nmol/g s, 1 uz ekstinkcijski koeficijent €53, =
155 mM™*cm™. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna

devijacija.

3.2.7. ODREBIVANJE SADRZAJA KARBONILA

Uzorke mase 200 mg homogenizirala sam u 1,0 ml 50 mM kalij fosfatnog pufera
(pH 7,0) koji sadrzi 0,2 mM EDTA i 5 Mm natrijev askorbat. Homogenat sam
centrifugirala 10 minuta na 20 000 g. Po 200 pl uzorka (supernatanta) pomijeSala sam s
300 ul dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCI za cijepanje proteina. Kao slijepu probu
koristila sam alikvot istog uzorka (200 pl) pomijeSan samo s 2 M HCIl-om (300 pl).
Pripremljene uzorke inkubirala sam 1 sat na sobnoj temperaturi (promijeSala sam ih
svakih 15 minuta). Nakon inkubacije je slijedila precipitacija proteina s 500 pl 10%
trikloroctene kiseline (TCA), zatim se par minuta uzorci ohlade na -20 °C te
centrifugiraju 10 minuta na 12 000 g. Dobiveni talog sam ispirala smjesom etanola i
etilacetata u omjeru 1:1 (2 x 500 pl) da bi se uklonio nevezani reagens. Zatim sam talog

otapala u 1 ml 6 M uree u 20 mM Kkalij-fosfathom puferu (pH 2,4) u ultrazvucnoj kupelji
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oko 10 min. Sadrzaj karbonila tamelji se na reakciji karbonilnih skupina s DNPH.
Njegov sadrzaj sam odredivala spektrofotometrijskim mjerenjem otopljenih uzoraka na
valnoj duljini od 370 nm (Levine i sur. 1990).

[KARBONILI]= AXVrexER. st
Vuzor. x € x|
KARBONILI/g = [KARB]x1000
m(g)/1ml

V| s= volumen reakcijske smjese = 1 ml
F.R. = faktor razrjedenja=1

Vuzor. = VOlumen uzorka = 1 ml

e = ekstincijski koeficijent = 22 mM*ecm™

| = duljina optiCkog puta =1 cm

3.2.8. UTVRBIVANJE OSTECENJA MOLEKULE DNA KOMET-TESTOM

Komet-test primijenjen je na jezgrama stanica lista duhana. Za izolaciju jezgara
koristila sam 400 mM Tris/HCI pufer pH vrijednosti 7,5. U plasticnu Petrijevu zdjelicu
koja se nalazila na ledu dodala sam 200 pl pufera za izolaciju u kojem smo mehanicki
usitnile komadi¢ lista te sam ju nagnula kako bi se jezgre nakupljale u puferu. Na
djelomiCno bruSena predmetna stalakca (ESCO, Erie Scientific) se nanosi ukupno tri
sloja agaroze razliCitih taliSta, s tim da se prvi sloj obi¢no pripremi unaprijed dok se treci
sloj (0,5%-tna agaroza niskog taliSta) moZe izostaviti. Prvi sloj agaroze se nanosi
uranjanjem stakalca u vodenu otopinu 1%-tne agaroze normalnog taliSta. Nakon 15 min
polimerizacije na sobnoj temperaturi nanosi se drugi sloj koji se sastoji od 100 pl 1%-tne
agaroze niskog taliSta u fosfathom puferu (PBS) pH vrijednosti 7,0 (8,5 g/l NaCl; 0,85 g
NazHPO,; 0,54 g/l KH,PO4) pomijeSane s uzorkom (60 pl ekstrakta lista i 60 pl 1%-tne
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agaroze niskog taliSta se pomijeSa i od toga 100 pl nanese na prvi sloj agaroze). Taj je
sloj pokriven pokrovnicom te su stakalca stavljena na +4 °C kroz 15 min. Nakon
uklanjanja pokrovnice, stakalca su uronjena u pufer za lizu pH vrijednosti 10 (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, 1%-tni Triton X-100, 10%-tni DMSO) u kojem
obiCno stoje 2 sata. Medutim, vrijeme lize od 2 ili 24 sata nije niSta mijenjalo na "kvaliteti"
jezgara tako da je taj korak izostavljen.

Preparati su poslagani u kadicu za horizontalnu elektroforezu i preliveni hladnim,
svjeze pripremljenim puferom za elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >13). U
puferu za elektroforezu provedena je alkalna denaturacija DNA kroz 15 min na +4 °C.
Elektroforeza je provedena u istom puferu i u istim uvjetima pri jakosti struje od 300 mA
te 0,72 V/icm. Po zavrSetku elektroforeze preparati su neutralizirani 3 x 5 min u Tris/HCI
puferu pH vrijednosti 7,5, isprani destiliranom vodom te osuSeni na sobnoj temperaturi.
Tako fiksirani preparati mogu biti pohranjeni i par mjeseci u tami na sobnoj temperaturi.
Neposredno prije analize preparati su rehidrirani destiliranom vodom (5 min), te bojani
nakapavanjem (oko 70 pl po preparatu) otopine fluorescencijske boje etidij bromida u
koncentraciji 10 pg/ml. SuviSak boje ispran je kratkotrajnim uranjanjem u destiliranu
vodu i preparati su prekriveni pokrovnicom te pregledavani pomocu fluorescencijskog
mikroskopa Zeiss Axioplan (filter 09: ekscitacija kod valne duljine 520 nm, emisija kod
valne duljine 610 nm). Jezgre su snimane digitalnom kamerom kod povecanja objektiva
40x. Mjerenja duzine repa, postotka DNA u repu i repnog momenta provedena su
pomocu racunalnog programa Komet 5 Kinetic Imaging Ltd. Analizirano je 100 jezgara
po preparatu (200 po koncentraciji). Parametar repni moment produkt je duzine repa i
postotka DNA u repu.

3.2.9. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA

Po 400 mg uzorka svjezih listova homogenizirala sam u 2,0 ml 50 mM Kkalij
fosfatnog pufera (pH 7,8) koji sadrzi 0,1 mM EDTA i 5 mM natrij askorbata (Shalata i
sur. 2001). Homogenat sam centrifugirala u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge
(Sigma 3K18) pri temperaturi 4 °C 20 minuta na 22 000 g. Dobiveni ekstrakt koristila

sam za odredivanje aktivnosti enzima i koncentracije proteina.
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3.2.9.1. ODREPIVANJE SADRZAJA PROTEINA

Supernatant sam koristila kao sirovi ekstrakt u kojem sam odredivala koncentraciju
proteina metodom Bradforda (1976). Ova metoda temelji se na mjerenju apsorbancije
smjese proteinskog ekstrakta i reagensa pri valnoj duljni 595 nm. U 1 ml radne otopine
Bradford — 15 ml etanola, 30 ml 88%-tne H3PO,4, 30 ml Bradford stock otopine (100 ml
96%-tnog etanola, 200 ml 88%-tne H3PO,41 350 mg Coomassie brillant blue G 250) i 450
ml H,O — dodala sam 50 pl uzorka sirovog ekstrakta. Koncentraciju proteina u svakom
uzorku odredila sam ocCitavanjem bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije
otopina serumskog govedeg albumina poznatih koncentracija (od 0,096 mg/ml do 0,8
mg/ml).

3.2.9.2. ODREDPIVANJE AKTIVNOSTI SUPEROKSID DISMUTAZE

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredivala sam spektrofotometrijski prema
metodi Giannopolitisa i Riesa (1977). Reakcijska smjesa je sadrzavala 50 mM Kkalij
fosfatnog pufera (pH 7,8), 13 mM metionina, 75 mM nitrotetrazolijum plavila (NBT), 0,1
mM EDTA, 2 pM riboflavina te ekstrakcijski pufer ili enzimsku otopinu. Na 890 ul
reakcijske otopine dodala sam 100 pl ekstrakcijskog pufera (kontrola), dok je proba
sadrzavala isti volumen enzimske otopine koja je dobivena mijeSanjem pufera i
odredenih volumena originalnih enzimskih ekstrakata (50, 75 i 100 ul). 10 pl riboflavina
sam dodala u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Uzorke sam promijeSala i
stavila ispod izvora svjetlosti (15 W) u zamraCenom prostoru.

Reakcija se pokrece ukljuCivanjem svijetlosti, te se nakon 10 min mjerenja svjetlost
ugasi. NBT se reducira u prisutnosti superoksidnih radikala u netopivi plavo obojeni
formazan koji pokazuje apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 560 nm.

Postotak inhibicije se mjeri prema sljedecoj jednadzbi:

% inhibicije = (uzorak Asgo — kontrola Aseo) / kontrola Aseg
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Jedna jedinica aktivnosti SOD-a izrazava se kao ona koli€ina enzima koja uzrokuje
50% inhibicije redukcije NBT-a pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlosti.

SpecifiCna aktivnost SOD dobivena je dijeljenjem aktivnosti SOD po gramu svjeze
tvari s koncentracijom proteina izrazenom u miligramima proteina po gramu svjeze tvari

(U / mg proteina).

3.2.9.3. ODREDPIVANJE AKTIVNOSTI KATALAZE

Za mjerenje aktivnosti katalaze (KAT) koristila sam reakcijsku otopinu koja sadrzi
50 mM Kalij fosfatnog pufera (pH 7) i 10 mM H,0O, (Aebi 1984). Na 970 pul otopine dodala
sam 30 pl sirovog ekstrakta i mjerile pad apsorbancije svakih 10 sekundi tijekom 2
minute pri valnoj duljini od 240 nm. Aktivnost katalaze je izazena kao jedinica aktivnosti

po gramu svjeze tvari te po miligramu proteina (U = promjena apsorbancije u minuti):

1) KAT = AASV x 6XVrs. xF.R. [IJmOl/mIn ml]
Vuzor. X € x|

AApmol min ml
m(9)

KAT =

[ umol/min g sv]

A =240 nm
AA sv = srednja vrijednost promjene aporbancije u 10 s
6= faktor s kojim se mnozi AA sv da bi se rezultat izrazio u minuti

2040 = 40 mM'lcm'l

2) specifiCna aktivnost katalaze

aktivnost katalaze {
min gsv.t

AA pmol}

sv.t.

sadrzaj proteina { m9 }
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3.2.9.4. ODREDPIVANJE AKTIVNOSTI ASKORBAT PEROKSIDAZE

Za odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) koristila sam ekstrakt u
kojem sam odredivala i aktivhost katalaze. Kao reakcijsku otopinu za askorbat
peroksidazu koristila sam otopinu po Nakanu i Asadi (1981) koja je sadrzavala 50 mM
kalij fosfatnog pufera (pH 7), 0,2 mM askorbinske kiseline, 0,2 mol/l EDTA i 12 mM
H,O,. Vodikov peroksid (20 pl) dodala sam u reakcijsku smjesu neposredno prije
mjerenja. Na 790 pul ove otopine dodala sam 180 pl sirovog ekstrakta i mjerila pad
apsorbancije zbog oksidacije askorbinske kiseline svaku sekundu tijekom 15 sekundi pri
valnoj duljini od 290 nm. Aktivhost APX je izraCunata na isti naCin kao i aktivhost KAT,
no uz odgovarajudi ekstinkcijski koeficijent (290 = 2,8 mM™~cm™). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija i izraZzeni u odnosu na

kontrolu.

3.2.9.5. ODREDBPIVANJE AKTIVNOSTI PIROGALOL PEROKSIDAZE

Za mjerenje aktivnosti pirogalol peroksidaze (POX) koristila sam reakcijsku otopinu
po Chanceu i Maehlyu (1955) koja sadrzi 50 Mm kalij fosfatnog pufera (pH 7), 20 mM
pirogalola i 1 mM H,O, kojeg sam dodala neposredno prije koriStenja. Na 990 pul otopine
dodala sam 10 pl uzorka i mjerila pad apsorbancije svakih 15 s tijekom 2,5 min pri valnoj
duljini od 430 nm. Aktivnost POX je izraZzena kao koliCina nastalih produkata u pmolima

po minuti po gramu svjeZe tvari i po miligramu proteina koristeéi € 430 = 2,47 mM™cm™.
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4.1. FUNKCIONALNOST FOTOSINTETSKOG APARATA U
LISTOVIMA VRSTE NICOTIANA TABACUM RAZLICITE
STAROSTI

4.1.1. STVARANJE | UTROSAK KISIKA U LISTOVIMA DUHANA
RAZLICITE STAROSTI

Vrijednosti stvaranja kisika izraZene u pmol O, min™ cm™ bile su u listovima
duhana starim 270 dana najmanje u odnosu na sve ostale uzorke (Slika 2). Stvaranje
kisika bilo je najveca u uzorcima listova tretiranim s 10 mM H,0,, a sliCnih no nesto
nizin vrijednosti i u listovima starim 30 dana. Manje stvaranje kisika u odnosu na
listove tretirane vodikovim peroksidom zamije¢eno je u listovima starosti 14 i 120
dana.

UtroSeni kisik (umol O, min™ cm™) tj. stopa disanja bila je najveéa u listovima
starim 120 dana, a najmanja u listovima starosti 270 i 30 dana. Nesto viSe vrijednosti
u odnosu na najstarije listove zamijeCene su u netretiranim i tretiranim listovima

starim 14 dana.
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SLIKA 2. Vrijednosti stvaranja i utroska kisika (umol O, min™® cm™) u listovima
biljne vrste Nicotiana tabacum starosti 14, 30, 120 i 270 dana, te u
listovima starosti 14 dana tretiranim s H,O,. Stupci oznaceni razliCitim
slovima medusobno se statisticki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na
stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.1.2. SADRZAJ PIGMENATA
4.1.2.1. SADRZAJ KLOROFILA a | KLOROFILA b

S postupnim starenjem listova duhana sadrzaj klorofila a i b se smanjivao (slika
3). Sadrzaj klorofila a i b bio je najveci je u listovima starim 14 i 30 dana, znatno
manji u listovima starim 120 dana, a najmanji je bio u najstarijim listovima. U
listovima tretiranima s H,O, sadrzaj klorofila a podjednak je onom u uzorcima listova
starih 120 dana, a sadrzaj klorofila b sliCan je onom u uzorcima listova starih 270

dana.

0,25 Oklorofil a
Oklorofil b
0,20 - £ a
b b
0,15
A
0,10 - A
c B C
0,05 - D J_|
0,00 T T T T
s s s s Q£
O o S N o©
N 823‘
>

SLIKA 3. Sadrzaj klorofila a i klorofila b (mg/g svjeze tvari) u listovima biljne vrste
Nicotiana tabacum tijekom postupnog starenja biljke od 14, 30, 120 i 270
dana, te u listovima starosti 14 dana tretiranim s H»O,. Stupci oznaceni
razliCitim slovima medusobno se statisticki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na
stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.1.2.2 SADRZAJ KAROTENOIDA

Sadrzaj karotenoida u u listovima duhana postupno se smanjivao sa staroSc¢u
biljke (slika 4) pri ¢emu je najveCi sadrzaj zabiljezen u listovima starim 30 dana.
Sadrzaj karotenoida u listovima starim 14 dana tretiranim vodikovim peroksidom je
sliCan onom u listova starih 120 dana te je znacCajno nizi od sadrzaja karotenoida u
uzorcima starim 14 dana.
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SLIKA 4. Sadrzaj karotenoida (mg/g svjeze tvari) u listovima biljne vrste Nicotiana
tabacum tijekom postupnog starenja biljke od 14, 30, 120 i 270 dana, te u
listovima starosti 14 dana tretiranim s H,O,. Stupci oznaceni razliCitim
slovima medusobno se statistiCki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na stupcima
je oznacena standardna devijacija.
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4.2. UTVRBIVANJE STRUKTURNIH PROMJENA SVJETLOSNOM |
ELEKTRONSKOM MIKROSKOPIJOM

4.2.1. SVJETLOSNA MIKROSKOPIJA

Prerez kroz list vrste Nicotiana tabacm prikazan je na slici 5 (A-E). U listovima
se mogu zamijetiti normalno razvijene stanice s kloroplastima. Brojnost kloroplasta u
stanicama se smanjuje sa staroS¢u listova, a istovremeno se povecava broj

plastoglobula koji su u najstarijim listovima izrazito vidljivi. Velik broj kloroplasta

zamijetljiv je i u listovima tretiranim s 10 mM vodikovim peroksidom.

SLIKA 5. Poludebeli prerezi listova biljne vrste Nicotiana tabacum: stanice biljke
stare 14 dana (A), stanice bilke stare 14 dana i tretirane s H,O, (B),
stanice biljke stare 30 dana (C), stanice biljke stare 120 dana (D), stanice
biljke stare 270 dana (E). Bar =50 pm.
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4.2.2. ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Na slici 6A prikazan je kloroplast u stanicama lista duhana stare 14 dana gdje je
vidljivo da je tilakoidni sustav razvijen, ali ne u tolikoj mjeri kao u starijim listovima. U
listovima starim 14 dana i tretiranim s H,O, (Slika 6B) tilakoidni sustav je dobro
razvijen uz prisutnost zrnaca Skroba i malog broja plastoglobula kao i u listovima
starim 30 dana (Slika 6C). Starenjem listova uocljiv je porast broja plastoglobula kao i
njihove veliCine te prisutnost Skrobnih zrnaca (Slika 6D i 6E).

SLIKA 6. Elektronsko-mikroskopske slike ultrastruktura u listovima biljne vrste
Nicotiana tabacum: plastid biljke stare 14 dana (A), plastid bilike stare 14
dana i tretirane s H,O, (B), plastid bilike stare 30 dana (C), plastid bilike
stare 120 dana (D), plastid biljke stare 270 dana (E). Bar =1 pm.
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4.3. POKAZATELJI OKSIDACIJSKOG STRESA

4.3.1. SADRZAJ VODIKOVOG PEROKSIDA

U listovima duhana sadrzaj H,O, se sa staroSc¢u tkiva znaCajno povecava te
postize maksimalnu vrijednost u uzorcima listova starim 120 dana (Slika 7). Sadrzaj
H,0, u listovima starim 270 dana podjednak je onom u listovima starim 14 dana, dok
je najmaniji sadrzaj vodikovog peroksida zabiljezen u listovima tretiranim vodikovim

peroksidom u koncentraciji od 10 mM.
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SLIKA 7. Sadrzaj vodikovog peroksida (pumol/g svjeze tvari) u listovima vrste
Nicotiana tabacum starim 14, 30, 120 i 270 dana, te u listovima od 14
dana tretiranim s H,O,. Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se
statisticki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na stupcima je oznacena
standardna devijacija.
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4.3.2. SADRZAJ KARBONILA

S postupnim starenjem duhana uocCen je porast sadrzaja karbonila koji je bio
najveci u najstarijim listovima (Slika 8). Sadrzaj reaktivnih karbonila u listovima
tretiranim s 10 mM vodikovim peroksidom bio je podjednak onom u listovima starim
mjesec dana.

C=0 (pumol / mg proteina)
= N w B A
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SLIKA 8. Sadrzaj karbonila (umol/mg proteina) u listovima biljne vrste Nicotiana
tabacum tijekom postupnog starenja biljke od 14, 30, 120 i 270 dana, te u
listovima od 14 dana tretiranim s H,O,. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P<0,05). Na stupcima je
oznacCena standardna devijacija.
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4.3.3. SADRZAJ MALONDIALDEHIDA

Opseg oStecenja lipida izrazen je kao sadrzaj malondialdehida — krajnjeg
produkta lipidne peroksidacije koji u reakciji s tiobarbiturnom kiselinom stvaraju
kromogen kojemu se mijeri apsorbancija. Sadrzaj malondialdehida bio je najveéi u
listovima starim 120 dana te se smanjivao u mladim listovima (Slika 9). U listovima
tretiranim s H,O, sadrZzaj MDA bio je sliCan onomu u uzorcima starim 30 dana.

Lipidna peroksidacija bila je najmanja u listovima starosti 270 dana.
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SLIKA 9. Sadrzaj malondialdehida (umol/g svjeze tvari) u listovima biljne vrste
Nicotiana tabacum starim 14, 30, 120 i 270 dana, te u listovima starim 14
dana tretiranim s H,O,_ Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se
statisticki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na stupcima je oznacena
standardna devijacija.
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4.4. OSTECENJE MOLEKULE DNA

Ostecenje DNA u stanicama listova duhana izmjereno je koriStenjem parametra
.head extent* raCunalnog programa Komet 5, te je procijenjeno na temelju dva
parametra komet-testa: duzine repa (Um) i repnog momenta (um). Repni moment
kao i duzina repa nisu se statisticki razlikovali osim u listovima starim 270 dana u

kojima je oSte¢enje DNA bilo najvece, ali ipak ne u velikoj mjeri.
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SLIKA 10. OS8teCenje DNA izrazeno duzinom repa (um) i repnim momentom (um) u
jezgrama listova biljne vrste Nicotiana tabacum starim 14, 30, 120 i 270
dana, te u listovima starim 14 dana tretiranim s H,O, Svaki broj
predstavlja srednju vrijednost 100 jezgara + standardna pogreSka. Brojevi
oznaceni razli€itim slovima razlikuju se statistiCki znacajno (P<0,05).
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4.5. AKTIVNOST SUPEROKSID DISMUTAZE

Aktivnost superoksid dismutaze (U/mg proteina) se postupno povecava od
Cetrnaestog dana te dosiZze najviSu vrijednost u listovima starim 120 dana (Slika 11).
Aktivnost superoksid dismutaze u listovima tretiranim s H,O, nije se bitno razlikovala
od aktivnosti tog enzima u listovima starim 30 dana. Najniza aktivhost superoksid

dismutaze izmjerena je u uzorcima najstarijih listova (270 dana).

(o]
o
1

SOD (U / mg proteina)
= N w iy a1
o o o o o o
-
- N
- A

SLIKA 11. Aktivnost superoksid dismutaze (U/mg proteina) u biljne vrste Nicotiana
tabacum tijekom razliCite starosti listova (14, 30, 120 i 270 dana), te u
listovima starosti 14 dana tretiranim s H,O,. Stupci oznaceni razliCitim
slovima medusobno se statistiCki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na
stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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4.6. AKTIVNOST KATALAZE

Aktivnost katalaze izrazena u jedinicama (U=pmol/min) po gramu svjeze tvari
se u listovima duhana postupno smanjivala sa staroS¢u tkiva (Slika 12). Najvisa
aktivnost tog enzima zabiljezena je u listovima tretiranim s vodikovim peroksidom u
koncentraciji od 10 mM.

Specificna aktivnost katalaze tj. aktivhost izrazena u jedinicama po miligramu
proteina podudarala se s aktivhoS¢u tog enzima izrazenog u jedinicama po gramu
svjeze tvari. Jedino odstupanje je primije¢eno kod listova tretiranih vodikovim
peroksidom gdje je aktivhost KAT bila znaCajno niza u odnosu na aktivhost u

listovima starim 30 i 14 dana.
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SLIKA 12. Aktivhost KAT izrazena po gramu svjeze tvari (U/g svt) i po miligramu
proteina (U/ mg proteina) u listovima biljne vrste Nicotiana tabacum starim
14, 30, 120 i 270 dana te u listovima starim 14 dana tretiranim s H,Oo.
Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statistiCki znacCajno
razlikuju (P<0,05). Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
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4.7. AKTIVNOST ENZIMA PEROKSIDAZE

4.7.1. AKTIVNOST ASKORBAT PEROKSIDAZE

Aktivnost askorbat peroksidaze izrazena bilo po gramu svjeze tvari ili po
miligramu proteina pokazala postupno se smanjivala sa staroScu listova duhana te je
najniza vrijednost zabiljezena u najstarijim listovima (Slika 13). Razlika izmedu
aktivnosti i specificne aktivnosti APX zamijeCena je u listovima duhana starim 30
dana gdje je aktivnost izrazena po g svjeze tvari bila jednaka onoj u listovima starim
120 dana dok je aktivnost izrazena po mg proteina bila slicna kao u listovima starim
14 dana te onima tretiranim s 10 mM H,0,.
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SLIKA 13. Aktivnost APX izrazena po gramu svjeze tvari (U/g svt) i po miligramu
proteina (U / mg proteina) u listovima biljne vrste Nicotiana tabacum
starim 14, 30, 120 i 270 dana te u listovima od 14 dana tretiranim s
H,O, Stupci oznacCeni razliCitim slovima medusobno se statisticki
znaCajno razlikuju (P<0,05). Na stupcima je oznaCena standardna
devijacija.
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4.7.2. AKTIVNOST PIROGALOL PEROKSIDAZE

Aktivnost pirogalol peroksidaze u listovima duhana postupno se smanjivala sa
staroS¢u listova te je bila podjednaka u uzorcima starim 14 i 30 dana (Slika 14).

NajviSa aktivnost POX zabiljeZena je u u listovima od 14 dana tretiranim sa H,O,.
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SLIKA 14. Aktivnost POX izrazena po miligramu proteina (U / mg proteina) u
listovima biljne vrste Nicotiana tabacum starim 14, 30, 120 i 270 dana te

u listovima od 14 dana tretiranim s H,O, Stupci oznaceni razliCitim
slovima medusobno se statisticki znaCajno razlikuju (P<0,05). Na
stupcima je oznaCena standardna devijacija.

41



RASPRAVA

Opsezniji podaci o starenju duhana do sada nisu objavljeni te nije moguca
direktna usporedba rezultata dobivenih u ovom radu s istrazivanjima drugih autora.
No, na drugim vrstama modelnih biljaka provedena su brojna istraZivanja u kojima je
kao poticaj starenja korisSten vodikov peroksid.

Istrazena je djelotvornost fotosintetskog aparata u listovima duhana razliCite
starosti, te u onima od 14 dana tretiranim s 10 mM vodikovim peroksidom na temelju
parametara dobivenih mjerenjem stvaranja i utroSka kisika kisikovom elektrodom te
spektofotometrijskim odredivanjem sadrZaja klorofila i karotenoida.

UspjeSna oksidacija molekula vode i produkcija kisika ovisi 0 ucinkovitosti
fotosistema Il. NajviSe vrijednosti produkcije kisika izmjerene su u mladim listovima, a
stvaranje kisika se smanjivalo sa staroScu listova. Zanimljivo je da su po stvaranju
kisika najvece slicnosti uocene izmedu listova od 30 dana i onih od 14 dana tretiranih
vodikovim peroksidom Sto upucuje na veci udio apsorbirane svjetlosne energije koja
se koristi u fotokemijskim reakcijama 5to je povezano i s veéim stvaranjem kisika u
tim listovima. Vrijednosti utroSenog kisika bile su najvecCe za listove stare 120 dana,
znaCajno manje za listove od 14 dana i 14 dana tretiranim vodikovim peroksidom te
najmanje za listove stare 30 i 270 dana. Prema ovome bismo mogli zakljuCiti da su
najbolju respiraciju pokazale biljke stare 120 dana koje su dosegle optimalnu zrelost
za razliku od biljaka starih 14 i 30 dana. Naime, poznato je da tijekom starenja dolazi
do povecCane stope respiracije Cija je uloga vjerojatno stvaranje dovoljno energije
potrebne za odvijanje kataboliCkih procesa. Takoder je pokazano da se nakon
odredenog vremenskog razdoblja tj. daljnjim starenjem stopa respiracije smanjuje Sto
je zamijec¢eno i u najstarijim listovima duhana (Pastori i del Rio 1997).

Tilekom razvoja listova, biogeneza kloroplasta obuhvaca njihovu diobu,
povecanje volumena i formiranje funkcionalnih tilakoidnih membrana (Pyke 1999).
Biogeneza fotosintetskog aparata takoder obuhvaca i sintezu fotosintetskih
pigmenata poput Kklorofila i karotenoida. U funkcionalnom fotosistemu s proteinima
povezano je nekoliko stotina molekula fotosintetskih pigmenata. Sadrzaj klorofila a i b
najveCi je u listovima starim 14 i 30 dana, te se smanjuje sa staroS¢u listova.
Smanjenje sadrzaja klorofila zamije¢eno je i u senescentnim listovima graha i
pistacija (Fang i sur. 1998, Munné-Bosch i Penuelas 2003). U mojem radu je u svim
uzorcima omijer klorofila a i b bio 2:1 osim u listovima tretiranim s 10 mM vodikovim

peroksidom gdje iznosi 3:1. Ti rezultati nisu u u skladu s istraZzivanjem Yoo i sur.
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(2003) na listovima djeteline koje je pokazalo visok omjer u mladim listovima, a
manjih vrijednosti tijekom razvoja. Listovi tretirani vodikovim peroksidom pokazali su
slicne vrijednosti sadrzaja klorofila a i b kao i listovi stari 120 dana. Znacajno
smanjenje sadrzaja klorofila u odnosu na kontrolu zabiljeZzeno je i u listovima
bundeve tretirane s 10 mM H,O, (EI-Shora 2003).

Sadrzaj karotenoida znacajno je najveci u listovima starosti 14 i 30 dana te naglo
opada sa staroS¢u listova. Sadrzaj tih antioksidansa je u listovima tretiranim
vodikovim peroksidom bio podjednak sadrzaju u listovima starim 120 dana. Nagli pad
sadrzaja karotenoida u poodmakloj fazi starenja listova zabiljezen je i u
senescentnim listovima pistacija (Munné-Bosch i Penuelas 2003). Smatra se da, s
obzirom da karotenoidi imaju znaCajnu ulogu u «gasSenju» pobudenog stanja klorofila
tj. u fotozastiti, njihov poveCan sadrzaj u pocCetnim stadijima starenja odrzava
fotosintetski aparat funkcionalnim dok je u poodmakloj fazi starenja ta zaStita
izgubljena (Munné-Bosch i Penuelas 2003).

Poludebeli prerezi pregledani svjetlosnim mikroskopom dali su nam uvid u
brojnost kloroplasta s obzirom na starost listova duhana. Uocila sam da se brojnost
kloroplasta u stanicama smanjuje sa staroScu listova dok se istovremeno povecava
brojnost i veliCina plastoglobula. To je u skladu sa zabiljezenim padom sadrzaja
klorofila. U mnogim je istrazivanjima dokazano da se broj i veliCina plastoglobula u
kloroplastima povecavaju kako se tilakoidi razgraduju tijekom starenja (Ghosh i sur.
2001, Simpson i sur. 1978). Njihov povecani broj Cesto se moze primijetiti i nakon
uCinka teskih metala poglavito kadmija koji izaziva ubrzano starenje listova (Dalla
Vecchia i sur. 2005). Smatralo se da su plastoglobuli skladista tilakoidnih sastojaka
jer su u njima osim lipida nadene i male koli€ine klorofila, karotenoida, glikolipida i
proteina. To se novijim istrazivanjima pokazalo samo donekle tocnim jer je dokazano
da plastoglobuli iz kloroplasta sadrze samo triacilglicerole, lipofilne kinone i a-
tokoferol (Steinmoller i Tevini 1985).

Pregledom ultratankih prereza listova elektronskim mikroskopom uocljiv je dobro
razvijen tilakoidni sustav u svim listovima osim u onima starim 14 dana gdje joS nije u
potpunosti razvijen. Osim tilakoidnih membrana uocljive su i strukture kao Sto su
plastoglobuli i Skrobna zrnca. Kao i u poludebelim tako je i u ultratankim prerezima
zamijetljivo da veli€ina i broj plastoglobula raste sa staroScu listova. S obzirom da su
kloroplasti listova tretiranih vodikovim peroksidom izgledom najslicniji kloroplastima

listova starih 30 dana moZze se zakljuciti je da vodikov peroksid za otprilike dvostruko
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ubrzao proces starenja listova. Ta je pretpostavka potvrdena i na temelju stvaranja
kisika u fotosintezi. U najmladim listovima nisu primijeena Skrobna zrnca koja
nastaju akumulacijom ugljikohidrata nastalih u procesu fotosinteze.

Osim ovih parametara vezanih uz djelotvornost fotosintetskog aparata
promatrani su i pokazatelji oksidacijskog stresa s obzirom da se tijjekom starenja
povecava koli¢ina reaktivnih radikala kisika. Jedan od pracenih pokazatelja je sadrzaj
vodikovog peroksida koji nastaje u kloroplastima i peroksisomima reakcijama
oksidacije te u mitohondrijima u transporthom lancu elektrona i oksidacijskoj
fosforilaciji. Veliku vaznost u nastanku vodikovog peroksida imaju i superoksid
dismutaze koje uklanjaju superoksidne ione i pri tome stvaraju vodikov peroksid
(Casano i sur. 1994). Glavni Stetni ucCinak vodikovog peroksida jest indukcija lipidne
peroksidacije ¢ime se ubrzava proces starenja. Mjerenja endogenog sadrzaja H,0,
pokazala su da se koliCina povecava sa staroS¢u listova do 120 dana Sto je u skladu
s istrazivanjem starenja u listovima graska (del Rio i sur. 2003). Najmanje su
vrijednosti endogenog sadrzaja H,O, zabiljezene upravo u listovima tretiranim
vodikovim peroksidom $to je zabiljeZzeno i u istrazivanju starenja u listovima bundeve
takoder potaknutim 10 mM vodikovim peroksidom (El-Shora 2003). Razlog maloj
koli€ini H,O, izmjerenoj u najstarijim listovima je vjerojatno upravo razgradnja
klorofila i karotenoida pri ¢emu se smanjuje funkcionalnost kloroplasta, a time i
mogucnost nastanka velikih koliCina H,O,.

Povecanje sadrzaja karbonila upucCuje na oSteCenje proteina izazvano
oksidacijskim stresom. U mojem istrazivanju sadrzaj karbonila se povecavao sa
staroScu listova dok je sadrzaj karbonila u listovima tretiranim s 10 mM vodikovim
peroksidom bio jednak kao u listovima starim 30 dana. Oksidacijski stres osim $to
negativno djeluje na proteinsku komponentu, oStecCuje i lipidnu komponentu u
procesu lipidne peroksidacije rezultat koje je nastanak malondialdehida. Naime,
tijekom razvitka lista dolazi do stalnog nastanka reaktivnih kisikovih oblika osobito u
kloroplastima zbog utroSka i stvaranja kisika (Asada 1997). Posljedica njihova
stvaranja je peroksidacija lipida. Moja mjerenja pokazala su povecanje sadrZaja
malondialdehida sa staros¢u listova do 120 dana. Povecani sadrzaj malondialdehida
i karbonila je zamije€en i u senescentnim listovima pistacija i graska (Munné-Bosch i
Penuelas 2003, Vanacker i sur. 2006). Najmanja vrijednost sadrzaja malondialdehida
uocena je u najstarijim listovima duhana Sto bi se moglo objasniti Cinjenicom da su i

vrlo niska koli€ina vodikova peroksida kao i najmanje stvaranje kisika prisutni upravo
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u tim listovima. SliCnost izmedu listova starih 30 dana i listova tretiraninh s 10 mM
H,0, prisutna je i u podjednakom sadrzaju malondialdehida. EI-Shora (2003) je u
svom istrazivanju takoder utvrdio da 10 mM H,O, uzrokuje porast sadrzaja
malondialdehida u usporedbi s prirodno senescentnim listovima pistacija.

Svojim istrazivanjem pokuSala sam utvrditi dolazi li do oStecenja molekule DNA
tijekom starenja listova duhana. Komet-testom sam utvrdila da su oStecenja statisticki
znaCajna samo u najstarijim listovima, no s obzirom na relativno niske vrijednosti
promatranih parametara (repni moment i duzina repa) i u tim listovima oStecCenje je
bilo zanemarivo. Ti se rezultati podudaraju s istraZzivanjem Simeonove i sur. (2000)
koji u zelenim senescentnim listovima duhana komet-testom takoder nisu uodili
oStecCenja molekule DNA. U tom su istrazivanju pronadena oSteCenja DNA tek u
zutim senescentnim listovima.

Osim navedenih pokazatelja starenja pokuSala sam utvrditi sposobnost biljke da
se suprotstavi oksidacijskom stresu putem antioksidacijskih enzima ¢ijom aktivnoS¢u
dolazi do razgradnje reaktivnih oblika kisika. Jedan od njih je superoksid dismutaza
koja razgraduje superoksidne radikale na vodikov peroksid i kisik. Stoga taj enzim
ima dvostruku ulogu tj. djeluje i kao antioksidacijski i kao oksidacijski enzim jer se
njegovom aktivhoS¢u stvara vodikov peroksid koji lako moZe prije¢i u Stetan
hidroksilni radikal. Poznato je da je upravo taj radikal najodgovorniji za proces
peroksidacije lipida. Moje istrazivanje je pokazalo porast superoksid dismutaze sa
staroScu listova Sto je u skladu s istrazivanjima starenja u listovima graska i duhana
u kojima je takoder utvrden porast tog enzima sa staroS¢u listova (del Rio i sur. 2003,
Vanacker i sur. 2006). Aktivhost SOD u listovima tretiranim s 10 mM H,0, jednaka je
onima od 30 dana Sto znaci da je H,O, uzrokovao povecanje aktivhosti SOD. Slicno
je zamijeceno i u senescentnim listovima urocnjaka (Drazkiewicz i sur. 2003).

Istrazivanjem mutanti vrste Nicotiana plumbaginifolia sa smanjenom aktivnoSc¢u
katalaza dokazano je da upravo katalaze uklanjaju nastali vodikov peroksid dok
peroksidaze sudjeluju u uklanjanju njegove manje koli€ine koristeci vodikov peroksid
prilikom oksidacije razliCitih supstrata (Willekens i sur. 1997). Moje istraZzivanje
pokazalo je da se aktivhost katalaza smanjuje sa staroSc¢u listova, a njihova najveca
aktivnost uocena je u listovima od 14 dana tretiranim s H,O,. Veca aktivnost katalaza
uocCena je i u mladim stadijima drugih biljnih organa kada se usporede s potpuno
razvijenim stadijem (Scandalios i sur. 1997). IstraZivanje starenja u listovima graSka

pokazalo je smanjenu aktivnost katalaza uslijed povecanog sadrzaja vodikovog
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peroksida Sto je u skladu s mojim rezultatima (del Rio i sur. 2003) do starosti listova
od 120 dana. Naime, u najstarijim listovima je aktivnost katalaza kao i drugih
istrazenih antioksidacijskih enzima bila vrlo niska. To bi se moglo objasniti Cinjenicom
da je najveCe oksidacijsko oStecenje karbonila zamijeCeno upravo u najstarijim
listovima Sto navodi na zakljuCak da je vjerojatno doslo i do oSteCenja samih enzima.
Tretiranje listova s 10 mM H,0O, vrste Arabidopsis thaliana povecalo je aktivnost
katalaza (Drazkiewicz i sur. 2003) Sto smo zamijetili i u naSem istrazivanju.

Osim katalaza u uklanjanju H,O; sudjeluju i peroksidaze. U svojem istrazivanju
sam mjerila aktivhost peroksidaza s dva supstrata - askorbatom i pirogalolom.
Njihova najveCa aktivnost zabiljeZzena je u listovima tretiranim s vodikovim
peroksidom te postupan pad aktivnosti tih enzima sa staroScu listova. Nadeno je da
vodikov peroksid inhibira aktivnhost askorbat i pirogalol peroksidaze wu listovima
urocnjaka (Drazkiewicz i sur. 2003).

Predmet istrazivanja ovog rada bilo je prirodno starenje u listovima duhana i
starenje u listovima od 14 dana inducirano vodikovim peroksidom. Gledajuéi sastav
pigmenata, funkcionalnost fotosintetskog aparata, te sadrzaj pokazatelja
oksidacijskog stresa mogu se uociti slicnosti tretiranih listova i listova starih 30 dana
pa mozemo zakljuciti da je vodikov peroksid uistinu potaknuo starenje. Medutim, isto
tako je primjetljivo da je najveéa razlika izmedu listova starih 30 dana i tretiranih
listova upravo u razliCitoj indukciji antioksidacijskih enzima. Starenje potaknuto
vodikovim peroksidom je potaknulo snaznu aktivnost antioksidacijskih enzima u
usporedbi s listovima starim 30 dana u kojima je aktivnost tih enzima bila vrlo niska.
S obzirom da je vodikov peroksid nenabijena molekula koja vrlo lako moze proci kroz
biomembrane u ostale dijelove stanice te obnasSa i ulogu vazne signalne molekule
(Foyer i sur. 1997), moglo bi se pretpostaviti da je djelovao na ekspresiju gena
antioksidacijskih enzima (Neill i sur. 2002) Sto bi onda za posljedicu moglo imati
povecanu aktivnost tih enzima. Takvi zaklju¢ci doneseni su i u proucavanju solnog
stresa u listovima vrste Zea mays gdje je H,O, takoder imao signalnu ulogu u

ekspresiji gena antiosidacijskih enzima (de Azevedo Neto i sur. 2005).
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Na temelju provedenih istraZivanja mozemo zakljuciti sliedece:

Stvaranje i utroSak kisika bili su najmanji u najstarijim listovima. U ostalim
listovima utroSak kisika se povecCavao sa staroS¢u, a stvaranje kisika bilo je slicno

vrijednostima listova starih 14 dana .

Sadrzaj klorofila a i b te karotenoida u listovima duhana se smanjuje sa staroS¢u
listova. Sadrzaj pigmenata u listovima tretiranim vodikovim peroksidom sliCan je

sadrzaju pigmenata u listovima starim 30 dana.

Svjetlosna mikroskopija je pokazala smanjenje broja kloroplasta i povecanje
plastoglobula sa staroS¢u listova. Elektronskom mikroskopom je uocCen dobro
razvijen tilakoidni sustav u svim listovima, osim onima od 14 dana. Listovi tretirani

vodikovim peroksidom su po svom izgledu sli¢ni onima od 30 dana.

Sadrzaj vodikovog peroksida povecCava se sa staroScu listova do 120 dana, a

najmanji sadrzaj izmjeren je upravo u listovima tretiranim s 10 mM H,O..

Sadrzaj karbonilnih skupina koje ukazuju na oksidacijsko oSteCenje proteina
raste usporedo sa staroScu listova. Sadrzaji karbonila su u listovima starim 30 dana i

listovima tretiranim vodikovim peroksidom podjednaki.

Sadrzaj malondialdehida, pokazatelja lipidne peroksidacije, raste sa staroscu
listova do 120 dana, a najmanji je u najstarijim listovima. Isto tako se uocCava slicnost
sadrzaja malondialdehida u listovima tretiranim vodikovim peroksidom i listovima

starim 30 dana.

Ostecenje molekule DNA procijenjeno komet-testom uoCeno je samo u

najstarijim listovima iako je i to oStecenje relativno malo.

Aktivnost enzima superoksid dismutaze postupno se povecava sa staroScu
listova do 120 dana, dok je uocCljivo najmanja aktivhost prisutna u najstarijim

listovima.

Aktivnost enzima koji razgraduju vodikov peroksid tj. katalaze, askorbat
peroksidaze i pirogalol peroksidaze smanjuje se sa staroSc¢u listova.
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