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1. Uvod 

1.1 Oksidacijski stres i reaktivne kisikove tvari 

Reaktivne kisikove tvari (ROS) su produkti normalnog metabolizma stanice. Kao glavni izvori 

ROS-a u biljnim stanicama navode se kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi, odnosno organeli 

u kojima se odvijaju različiti metabolički procesi oksidacije ili je prisutan veliki protok 

elektrona (Gill i Tuteja, 2010). Fotosinteza je jedan od glavnih izvora stvaranja ROS-a u 

biljkama. Transport elektrona u fotosintezi se odvija u aerobnim uvjetima pri čemu nastaju 

velike količine ROS-a koje mogu znatno oštetiti vitalne makromolekule i promijeniti njihove 

funkcije. Nemogućnost organizma da održava ravnotežu između nastanka i uklanjanja ROS-a 

rezultira nastankom oksidacijskog stresa. Kao obranu, biljke su razvile antioksidacijski sustav 

koji katabolizira ROS i regulira njihovu koncentraciju u stanici. Uklanjanje ROS-a u biljnim 

stanicama odvija se pomoću različitih komponenata enzimskog ili neenzimskog 

antioksidacijskog obrambenog sustava (Alscher i sur, 2002). Glavni antioksidacijski enzimi za 

obranu biljne stanice od oksidacijskog oštećenja su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza i 

askorbat-peroksidaza. Ekspresija ovih enzima je genetički kontrolirana, a može biti aktivirana 

razvojnim i okolišnim podražajima kako bi se nastali ROS uklonio. ROS su i važne signalne 

molekule uključene u rast i razvoj biljke, programiranu smrt stanice, važna su komponenta 

odgovora biljke na abiotičke čimbenike kao i na snažan odgovor biljke na infekciju patogenima 

(Jones, 2006; Foyer, Noctor, 2005, 2009). Vodikov peroksid (H2O2) je najstabilniji ROS koji 

ima fiziološku ulogu u stanici. On nastaje prijenosom elektrona u mitohondrijima, 

fotorespiracijom u peroksisomima, te Mehler-ovom reakcijom u kloroplastima. Do povećanja 

koncentracije H2O2 dolazi uslijed djelovanja stresnih čimbenika. H2O2 može nastati i 

djelovanjem enzima, kao npr. peroksidaznom aktivnošću u staničnoj stijenci ili aktivnošću 

amin-oksidaze i ksantin-oksidaze (Apel i Hirt, 2004). Može se slobodno kretati stanicom 

zahvaljujući peroskiporinima i akvaporinima, te zbog toga služi kao signalna molekula za 

pokretanje mehanizama prilagodbe i otpornosti na različite biotičke i abiotičke stresne 

čimbenike, dok pri višim koncentracijama dovodi do apoptoze (Wojtazsek, 1997). Također ima 

važnu ulogu u obrani organizma protiv patogena (Torres i sur. 2002). Iz organizma ga uklanjaju 

različiti enzimi, od  kojih su najvažniji katalaza i različite peroksidaze koje nastali H2O2 

uklanjanju prevođenjem u vodu. 

1.2 Superoksid-dismutaza  

SOD pripada skupini metaloenzima a katalizira uklanjanje superoksidnog radikala, prvog 

produkta redukcije molekule kisika. Enzim SOD katalizira dismutaciju superoksidnog radikala 
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na molekulu kisika (oksidacija) i H2O2 (redukcija). Ovom reakcijom nastaje manje reaktivni 

H2O2 kojeg potom uklanja katalaza. Dismutacija superoksida enzimom SOD prikazana je 

reakcijama (1) i (2). 

(n+1)+ •- n+

2 2M -SOD+O M -SOD+O
 

(1) 

 

n+ •- (n+1)+

2 2 2M -SOD + O M -SOD + H O
 

(2) 

SOD je prisutan u tri izooblika koji se međusobno razlikuju prema smještaju u stanici i vrsti 

metalnog iona koji sadrže u svom aktivnom centru. Izoenzim Cu, Zn-SOD se nalazi u citosolu 

(peroksisomi), po građi je dimer, a u aktivnom središtu sadrži ione Cu ili Zn (Slika 1). Mn-SOD 

se nalazi u matriksu mitohondrija, a svaka od četiri podjedinice tetramera sadrži jedan atom Mn 

(Slika 1). Ekstracelularni SOD je izoenzim koji štiti izvanstanični prostor od štetnog učinka 

superoksidnog radikala, građen je od četiri podjedinice, a sadrži ione Cu i Zn (Alscher i sur. 

2002). Ovakvom raspodjelom izoenzima unutar stanice i izvan nje omogućeno je brzo i 

učinkovito uklanjanje superoksidnog radikala na mjestu njegova nastanka. Izooblici SOD-a 

razlikuju se u osjetljivosti prema H2O2, a sve tri skupine kodirane su genima u jezgri (Mittler, 

2002). Brojna istraživanja pokazuju kako se koncentracija SOD-a povećava kada je organizam 

izložen stresnim čimbenicima kao npr. niskim i visokim temperaturama (Gechev i sur. 2003) 

ili porastom saliniteta okoliša kod halofitnih biljaka (Long i sur. 2008). U istraživanju reakcije 

bijele djeteline (Trifolia repens) na deficit vode, pronađene su poveće koncentracije SOD-a 

(Lee i sur. 2009). SOD je izrazito stabilan enzim koji ostaje aktivan u organizmu i u stanju 

anoksije i hipoksije (Biemelt i sur. 2000).  
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Slika 1. Izoenzimi superoksid-dismutaze imaju u aktivnom centru različite atome - Cu, Zn 

ili Mn. Nalaze se u različitim odjeljcima stanice i u različitim koncentracijama.  

 

1.2 Beta-kriptogein  kao biotički elicitor 

Elicitori su tvari biološkog ili nebiološkog podrijetla koji, u doticaju sa stanicama viših biljaka, 

mogu izazvati brojne fiziološke i morfološke promjene u biljkama (Benhamou, 1996). Elicitori 

se klasificiraju kao biotički i abiotički, ovisno o njihovom podrijetlu i molekularnoj strukturi 

(Radman i sur., 2003.). Biotički elicitori su biološkog podrijetla poput plijesni, bakterija, virusa 

ili biljojeda, ali također mogu biti i komponente stanične stijenke biljaka te fitokemijalije koje 

se otpuštaju na mjestu obrane biljke od različitih patogena i biljojeda. Kako je povećana sinteza 

sekundarnih metabolita jedan od odgovora biljke na kontakt s elicitorima, elicitacija se u 

biotehnologiji koristi za indukciju i povećanje proizvodnje sekundarnih metabolita u biljkama 

i kulturi biljnog tkiva (Zhao i sur., 2005). Biotehnološki najvažnija je biosinteza taksola pomoću 

različitih elicitora jer je njegova sinteza prilično skupa. Tretman metil-jasmonatom uzrokuje 

povećanje sinteze ružmarinske kiseline u staničnoj suspenziji ukrasne koprive (Szabo i sur. 

1999), kao i akumulaciju ružmarinske kiseline u kulturi kosmatog korijenja biljke C. forskohlii 

(Li i sur. 2005). Osim toga, elicitori induciraju proizvodnju ROS-a i potiču antioksidacijsku 

obranu biljke, a također izazivaju hipersenzitivni odgovor (Ebel i Cosio, 1999). Ubrzo nakon 

što se biljka ili kultura biljnih stanica tretira elicitorima, aktivira se NADPH-oksidaza 

odgovorna za proizvodnju ROS-a (Lebrun-Garcia i sur, 1999) te se promijeni tok strujanja iona 

preko stanične membrane (Mathieu i sur, 1991).  

Elicitini su oomicetalni fitopatogeni, mali visoko konzervirani holoproteini koje izlučuje vrste 

roda Phytophthora i Pythium. Oni su odgovorni za induciranje nekrotičnog i hipersenzitivnog 
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odgovora u biljkama iz porodica Solanaceae i Cruciferae. Dijele se u dvije skupine: α- elicitine 

koji su kiseli, te imaju valinski ostatak na položaju 13 i β-elicitine koji su bazični, te sadrže  

lizin na položaju 13. Prema Fefeu i suradnicima aminokiselinski ostatak na položaju 13 

uključen je u kontrolu nekroze, te u vezanju liganada na receptore. β-elicitini su 100 puta više 

otrovni i osiguravaju bolju zaštitu tijekom napada patogena (Yu, 1995). 

Beta kriptogein (β-kriptogein) je proteinski elicitor oomicete Phytophthora cryptogea koji 

pripada skupini β-elicitina. β-kriptogein na jednoj strani ima 5 slabije konzerviranih α-petlji, 

dok je na drugoj strani visoko konzervirana kljunasta struktura koju oblikuju 2 antiparalelne β-

ploče i Ω-petlje. Glikozilirani heterodimerni proteini smješteni na plazma membrani su 

receptori za β- kriptogein (Bourque i sur. 1999). Ovaj  elicitor uključen je u  mnoge biokemijske 

reakcije kao što su promjene u strujanju iona, fosforilaciju proteina, aktivacija NADPH-

oksidaze i protein-kinaze, kao i nastanak ROS-a (Viard i sur. 1994, Lebrun-Garcia i sur. 1999). 

Istraživanja su pokazala da nedugo nakon infekcije patogenima dolazi do brze proizvodnje 

ROS-a u biljnim stanicama te daljnja akumalacija ROS-a  uzrokuje smrt stanice (Grant i Loake, 

2000). Nekoliko istraživanja opisuju transformaciju genom crypt radi  postizanja rezistencije 

na napad patogena.  Istraživanjima je pokazano da transformacija sintetičkim genom crypt pod 

kontrolom CaMV 35S promotora uzrokuje povećani rast i sintezu sekundarnih metabolita u 

kulturi transgenog korijenja zimske trešnje (povećanje vitanolida) i transgenom poljskom slaku 

(Convolvulus arvensis). Transformacija genom crypt stimulirala je i akumulaciju flavonoida u 

sjemenu transgenog uročnjaka (Chaudhuri i sur. 2009).  

1.3 Cilj rada 

Cilj ovog rada bio je odrediti učinak inducibilne ekspresije gena crypt, koji kodira      

oomicetalni elicitor β-Kriptogein, na ekspresiju i aktivnost različitih izoenzima SOD-a u 

transgenom korijenju ukrasne koprive (Coleus blumei Benth.). 

2. Materijali i metode 

2.1 Biljni materijal 

U istraživanju smo koristili transgeno korijenje ukrasne koprive (C. blumei) iz porodice 

Lamiaceae, koje je uzgojeno in vitro. Genetička transformacija izvedena je pomoću bakterije 

Agrobacterium rhizogenes, soja A4, koji sadrži binarni vektor p BinSRNA-CRYPT, u kome se 

gen crypt nalazi pod kontrolom alkoholom reguliranog inducibilnog (alcA) promotora. 
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2.2 Održavanje kulture transgenog korijenja 

Rad s kulturom kosmatog korijenja odvijao se u sterilnim uvjetima, uključujući sav 

laboratorijski pribor i posuđe, otopine i hranjive podloge. Tkivo je presađivano u laminaru u 

sterilnim uvjetima, čija je radna površina dezinficirana 70% -tnim etanolom i sterilizirana UV 

svjetlom. Transgeno korijenje ukrasne koprive uzgajano je u Petrijevim zdjelicama (Ø 9 cm) 

na tekućoj (8 mL) Murashige i Skoog (MS) hranjivoj podlozi u inkubatoru u tami pri +28 °C i 

krutoj (20 mL) MS podlozi pri +25 °C, bez dodatka regulatora rasta. Kultura transgenog 

korijenja je na krutoj podlozi održavana subkultiviranjem svakih 6 tjedana, dok je na tekućoj 

podlozi održavana subkultiviranjem svaka 2 tjedna na svježu podlogu. Budući da korjenčići 

rastom pregrađuju odjeljke, tijekom uzgoja sadržaj je u Petrijevim zdjelicama potrebno jednom 

dnevno promiješati kako bi se homogenizirao sastav podloge. 

2.3 Indukcija sinteze β-Kriptogeina u transgenom korijenju 

 Do stavljanja u pokus korjenčići su subkultivirani svaka 2 tjedna. Tijekom pokusa, korjenčići 

su rasli u dvije faze. U prvoj fazi rasta je oko 200 mg korjenčića subkultivirano na tekuću 

hranjivu MS podlogu. U ovoj fazi (dva tjedna) induciran je rast korjenčića, nakon čega su izrasli 

korjenčići (oko 1g tkiva) presađeni u 8 mL svježe tekuće MS hranjive podloge. Presađivanjem 

korjenčića u svježu podlogu započinje 2. faza rasta, odnosno faza u kojoj se u biotehnologiji 

inducira sinteza sekundarnih metabolita. Četvrti dan subkulture (0. dan tretmana) tkivo je, 

nakon što se prilagodilo novoj hranjivoj podlozi, tretirano etanolom u konačnoj koncentraciji 

0.1% i 1% kako bi se inducirala ekspresija gena crypt. Tkivo je uzorkovano 3., 7. i 14. dan od 

tretmana. Kontrolno je tkivo tretirano odgovarajućom količinom sterilne dH2O, volumenom 

koji odgovara volumenu etanola. 

2.4 Ekstrakcija proteina 

Korjenčiće za ekstrakciju ukupnih proteina smo uzorkovali u određenim vremenskim 

intervalima: prije tretmana etanolom, 3., 7. i 14. dan nakon tretmana etanolom. Uzorkovane 

korjenčiće smo isprali u destiliranoj vodi, te ih potom usitnjavali tučkom u tarioniku pomoću 

tekućeg dušika uz dodatak polivinilpolipirolidona koji  služi za uklanjanje fenolnih spojeva iz 

ekstrakta. Usitnjeno tkivo (oko 0.3 g) vagali smo u tubice te smo proteine ekstrahirali 15 min 

na ledu uz dodatak 1 mL  ohlađenog pufera za ekstrakciju. Homogenate smo zatim centrifugirali 

10 minuta pri 18 000 g i +4 °C. Dobivene supernatante smo prebacili u čiste tubice i čuvali na 

ledu kako bi proteini zadržali svoju aktivnost.  
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2.5 Određivanje koncentracije proteina 

Koncentraciju proteina smo odredili metodom po Bradfordu, koja se temelji na vezanju boje 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 na proteine. Slobodna boja postoji u više različitih 

ionskih oblika; anionski oblik (plavi) veže se na proteine i maksimalno apsorbira na valnoj 

duljini 595 nm. Razrijeđeni je proteinski ekstrakt (100 µL) pomiješan s 1 mL Bradford reagensa 

(100 mg CBB G-250, 50 mL etanola, 100 mL 85% fosforne kiseline, dH2O do 1 L) te inkubiran 

5 minuta na sobnoj temperaturi. Koncentracija proteina određuje se prema baždarnom 

dijagramu albumina goveđeg seruma (BSA). Potom smo intenzitet naših uzoraka mjerili pri 

595 nm na spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 2 (PerkinElmer, Waltham, SAD). 

2.6 Poliakrilamid gel elektroforeza u nativnim uvjetima 

Kako bi sačuvali interakcije među proteinskim podjedinicama i njihovnu nativnu konformaciju, 

odnosno kako bismo analizirali aktivnost našeg enzima primijenili smo elektroforezu u 

nativnim uvjetima (PAGE). Izooblici enzima imaju različit ukupan neto naboj i masu te se 

mogu razdvojiti ovom metodom. Ovisno o smjeru kretanja u električnom polju razlikujemo 

anionske (kisele) i kationske (bazične) izoenzime. Nakon razdvajanja izoenzima nativnom 

elektroforezom u poliakrilamidnom gelu, u smjeru anode, pri niskoj temperaturi (elektroforezu 

smo izvodili u hladnjaku s ohlađenim puferom), slijedi bojanje gela. 

2.7 Određivanje aktivnosti superoksid-dismutaze na gelu 

Nakon elektroforeze gel smo prvo inkubirali 25 min u 50 mL otopine kalijev-fosfatnog pufera 

(KF 7,8 pH ), u mraku 15 min u 100 mL  28 mM matične otopine riboflavina. Nakon inkubacije 

gel smo držali pod flourescentnom lampom sve dok nam se na ljubičastoj podlozi nisu pojavile 

prugice. Nakon toga smo gel držali u destiliranoj vodi kao bi nam se podloga obezbojila i 

prugice postale vidljivije. 

3. Rezultati  

3.1 Izooblici i aktivnost superoksid-dimutaze u transgenom korijenju  

Nakon provedene elektroforeze i inkubacije gela u odgovarajućim reagensima za mjerenje 

aktivnosti SOD-a, na gelu su se pojavile 4 vrpce različitih veličina, koje odgovaraju različitim 

izooblicima SOD-a (Slika 2). Četiri vrpce se međusobno razlikuju po svojem intenzitetu. 

Izooblik 2, 3, i 4 (SOD 1, 2, i 4) prisutan je kod svih skupina korjenčića (kontrolnog korijenja 

tretiranog vodom i korijenja tretiranog različitim koncentracijama etanola). Izooblik SOD 1 

uočen je samo kod transgenog korijenja gdje je ekspresija gen crypt inducirana 1%-tnim 

etanolom. Najintenzivnija je bila 4. vrpca najmanje molekulske mase (SOD 4), čiji smo 
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intenzitet kvantificirali, dok se ostale vrpce, iako prisutne, slabo uočavaju (Slika 2). Napravili 

smo i kvantifikaciju vrpce broj 3 (SOD 3), dok preostale dvije nismo uspjeli kvantificirati. Kako 

u biljkama ima najviše izoenzima Cu-Zn SOD-a, pretpostavljamo da vrpca broj 4 pripada ovom 

izoenzimu. 

 

Slika 2. Aktivnost 4 različita izoenzima superoksid-dismutaze na gelu nakon elektroforeze u 

nativnim uvjetima. Brojevi od 1-4 desno označavaju broj vrpci, tj. broj izoenzima (SOD1, 2, 3, 

4), a brojevi od 1-10 redom označavaju: 1) kontrolno tkivo uzorkovano prije tretmana, 2) tkivo 

tretirano H2O 3. dan, 3) tkivo tretirano 0.1%-tnim etanolom 3. dan, 4) tkivo tretirano 1%-tnim 

etanolom 3. dan, 5) tkivo tretirano H2O 7. dan, 6) tkivo tretirano 0.1%-tnim etanolom 7. dan, 

7) tkivo tretirano 1%-tnim etanolom 7. dan,  8) tkivo tretirano H2O 14. dan, 9) tkivo tretirano 

0.1%-tnim etanolom 14. dan i 10) tkivo tretirano 1%-tnim etanolom 14. dan. 

Korjenčići su tretirani 0,1 i 1%- tnim etanolom kako bi se inducirala ekspresija β-Kriptogeina, 

te su uzorkovani nakon 3, 7 i 14 dana. Treći dan nakon tretiranja 0,1 i 1%-tnim etanolom 

zabilježeno je smanjenje aktivnosti SOD-a 3 u odnosu na kontrolnu skupinu. Sedmi dan nakon 

tretiranja 0,1%-nim etanolom aktivnost izoenzima SOD 3 je bila neznatno manja u odnosu na 

kontrolu, dok je kod tretmana 1%-tnim etanolom zabilježeno smanjenje od 50% u odnosu na 
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kontrolnu grupu (Slika 3). Dva tjedna nakon tretmana objema koncentracijama etanola, 

aktivnosti izoenzima SOD 3 bile su neznatno manje u odnosu na kontrolu (Slika 3).  

 

 

Slika 3. Aktivnost izoenzima SOD 3 (3. vrpca na gelu), u transgenom korijenju ukrasne koprive  

prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i 1% -tnim etanolom  

Kontrolno tkivo tretirano je vodom (dH2O). Brojevi iznad stupića odgovaraju brojevima 

uzoraka na slici 2. 

Treći dan nakon tretmana transgenog korijenja 0,1 i 1%-tnim etanolom uočeno je neznatno 

povećanje aktivnosti izoenzima SOD 4, koje je bilo izraženije kod tretmana s 0.1%-tnim 

etanolom. Sedmi dan nakon tretmana s 0,1%-tnim etanolom zabilježeno je malo povećanje 

aktivnosti, dok je kod tretmana s 1%-tnim etanolom aktivnost bila neznatno manja u odnosu na 

kontrolu (Slika 4). Dva tjedna nakon tretmana 0,1% i 1%-tnim etanolom aktivnost izoenzima 

SOD 4 je znatno porasla u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 4).  
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Slika 4. Aktivnost izoenzima SOD 4 (4. vrpca na gelu), u transgenom korijenju ukrasne koprive  

prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i 1% -tnim etanolom  

Kontrolno tkivo tretirano je vodom (dH2O). Brojevi iznad stupića odgovaraju brojevima 

uzoraka na slici 2. 

4. Rasprava 

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule sa jednim ili više nesparenih elektrona koji su 

zaslužni za nestabilnost i reaktivnost molekula. Ovisno o naboju oni mogu biti pozitivni, 

negativni ili neutralni. Slobodni radikali u organizmu obično su prisutni u vrlo niskoj 

koncentraciji, no i u niskim koncentracijama pokazuju štetne posljedice. Zbog visoke kemijske 

reaktivnosti lako stupaju u reakciju međusobno ili sa drugim molekulama. Većinu slobodnih 

radikala u organizmu čini ROS. ROS uključuju niz kemijski reaktivnih molekula nastalih 

metabolizmom kisika, koji mijenjaju svojstva tvari s kojima reagiraju mjenjajući njihovu 

funkciju što ih čini toksičnima (Gill i Tuteja, 2010).  Nemogućnost organizma da održava 

ravnotežu između nastanka i uklanjanja ROS-a rezultira nastankom oksidacijskog stresa. Kao 

obranu, biljke su razvile antioksidacijski sustav koji katabolizira reaktivne kisikove spojeve i 

regulira njihovu koncentraciju u stanici. Glavni antioksidacijski enzimi za obranu biljne stanice 

od oksidacijskog oštećenja su SOD, katalaza i askorbat-peroksidaza. Regulacijom aktivnosti 

ovih enzima, te djelomičnim posredovanjem salicilne kiseline, može pridonijeti povećanju 

koncentracije ROS-a i na taj način aktivirati obranu nakon infekcije patogenom (Dorey i sur., 

1998). Rezultati citiranog rada nam pokazuju da ROS ima važnu ulogu u obrambenom sustavu 

biljke. Postoje istraživanja koja pokazuju kako su ROS važne signalne molekule uključene u 

rast i razvoj biljke, programiranu smrt stanice, te kako su važna komponenta odgovora biljke 
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na abiotičke čimbenike kao i snažanog odgovora biljke na infekciju patogenima (Jones, 2006; 

Foyer, Noctor, 2005, 2009). 

Elicitacija se u biotehnologiji koristi za indukciju i povećanje proizvodnje sekundarnih 

metabolita u biljkama i kulturi biljnog tkiva (Zhao i sur., 2005). Biotehnološki najvažnija je  

biosinteza taksola pomoću različitih elicitora  jer je njegova sinteza prilično skupa. 

Osim za proizvodnju biljnih sekundarnih metabolita, biotički elicitori mogu inducirati 

obrambeni odgovor, te se zbog toga  često koriste i za stjecanje otpornosti biljke na patogene i 

druge okolišne utjecaje. Ubrzo nakon što se biljka ili kultura biljnih stanica tretira elicitorima, 

aktivira se NADPH-oksidaza odgovorna za proizvodnju ROS-a (Lebrun-Garcia i sur, 1999) te 

se promijeni tok strujanja iona preko stanične membrane (Mathieu i sur, 1991). Tretman β- 

Kriptogeinom stimulirao je rast kosmatog korijenja zimske trešnje  kao i povećanu sintezu 

kalistegina u korijenju ladoleža (Chaudhuri i sur. 2009). Biokemijski mehanizmi na kojima se 

temelji zatvaranje stanica zapornica kod rajčice (Lycopersicon esculentum L.) i komeline 

(Commelina communis L.) , uslijed djelovanja elicitora, pokazuju da zaražene stanice zapornice 

mogu zatvoriti svoje puči povećanom proizvodnjom H2O2 i sukladno tome uzrokovanjem 

oksidacijskog stresa. Time se zapravo ometa infekcija patogena kroz pore puči (Lee i sur, 1999). 

Prema Toressu i sur. (2006), povećana koncentracija ROS-a u biljnim stanicama je jedan od 

prvih odgovora biljke na prepoznavanje infekcije patogenom. U ovome radu smo istraživali 

utjecaj gena crypt, koji kodira oomicetalni elicitor β-kriptogein na ekspresiju i aktivnost 

izoenzima SOD-a u transgenom korijenju ukrasne koprive. Nativnom elektroforezom smo na 

gelu uočili četiri vrpce, odnosno četiri izoenzima SOD-a. Izoenzimi SOD-a su prisutni u 

različitim odjeljcima stanice i u različitim koncentracijama. SOD pripada skupini 

metaloenzima, koji katalizira uklanjanje superoksidnog radikala uz nastanak molekule kisika i 

manje reaktivnog H2O2, kojeg potom uklanja katalaza. Prema našem istraživanju, genetičkom 

elicitacijom β-kriptogeinom se postiže povećanje ekspresije antioksidacijskih enzima što 

dovodi do smanjenja oksidacijskog stresa u stanicama biljke. Premda smo očekivali znatno veći 

postotak povećanja aktivnosti izoenzima koji stoje prvi u redu na putu antioksidacijske obrane. 

Drugi izoenzimi dokazani u našem istraživanju su pokazali smanjenje aktivnosti u odnosu na 

kontrolu i do 50%. Inducibilna ekspresija gena crypt je stimulirala povećanu aktivnost 

izoenzima SOD1 uslijed izlaganja 0.1 i 1%-tnim etanolom (Slika 4). Za razliku od izoenzima 

vrpce 4, na izoenzime vrpce 3 tretiranje etanolom nije stimuliralo povećanu aktivnost SOD-a. 

Očekivano je bilo da će najveća aktivnost izoenzima biti 14. dan tretiranja etanolom, no u ovom 

slučaju najveća aktivnost bila zabilježena nakon 3. dana. Obzirom na rezultate ovog 
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istraživanja, smatram da bi daljnja proučavanja inducibilne ekspresije gena crypt  bili dobar 

način u stjecanja uvida u mehanizam obrane biljke od patogena i zaštite od okolišnog stresa.  

5. Zaključak  

U transgenom korijenju ukrasne koprive eksprimirane su tri izooblika SOD-a, dok je izooblik 

najveće molekulske mase SOD 1, eksprimiran samo u korijenju gdje je ekspresija gena crypt 

inducirana 1%-tnim etanolom.   

Ekspresija gena crypt uzrokovala je smanjenje aktivnosti izooblik SOD 3, dok je  aktivnost 

izooblika SOD 4  bila povećana u odnosu na kontrolu.  

Izooblik SOD 4 po zastupljenosti u tkivu odgovara izoenzimu Cu, Zn – SOD, koji je u biljnom 

tkivu najzastupljeniji.  
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