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1. UvOoD

1.1. LIGNIFIKACIJA

Lignin je slozeni fenilpropanski polimer primarno izveden iz tri aromatska alkohola: p-
kumarila, koniferila i sinapilnog alkohola (koji se jo$ nazivaju i monolignolima). Lignin je
klju¢na strukturna komponenta koja sluzi za oCuvanje integriteta stanicne stijenke, koja
pruza ¢vrstocu vaskularnim biljkama, omogucuje transport vode i otopljenih tvari kroz
provodne elemente vaskularnog sustava te osigurava fizi¢ku prepreku za fitopatogene i
druge oblike stresa iz okolisa.

Lignifikacija je stani¢ni proces u kojemu se lignin ugraduje u stani¢nu stijenku. Ovaj se
proces odvija u tri faze: (1) biosinteza monolignola u citosolu, (2) prijenos monolignola do
staniCne stijenke, (3) zatim njihova oksidativna dehidrogenacija 1 polimerizacija (Liu, C.J.
2012).

U usporedbi s ostalim polimerima stani¢ne stijenke kao $to su pektini i hemiceluloza, koji
ne nastaju na stani¢noj stijenci ve¢ se do nje prenose, stvaranje ligninskih polimera odvija
se izravno u stanicnoj stijenci oksidativnom polimerizacijom prethodno stvorenih

lingninskih monomera (Barros, J. i sur. 2015).

1.2. PEROKSIDAZE

Peroksidaze su enzimi prisutni u tkivima zivotinja, biljaka i mikroorganizama, a uloga im je
katalizacija oksidoredukcija izmedu vodikovog peroksida (H20.) i razli¢itih drugih
reducensa. Peroksidaze sudjeluju u procesima lignifikacije, suberinizacije, katabolizmu
auksina, zatim u procesima cijeljenja rana te u obrani od patogena. U pojedinim biljnim
vrstama, peroksidaze postoje kao izoenzimi i svaki od tih izoenzima ima razlicite
aminokiselinske ostatke. Oni pokazuju razli¢itu ekspresiju te prema tome mozemo zakljuciti

da su ukljuceni u razlic¢ite fizioloSke procese (Hiraga, S. i sur. 2001).

Peroksidaze i lakaze sudjeluju u procesu lignifikacije kataliziraju¢i oksidaciju ligninskih

prekusrora (monolignola) u zavr$nom koraku sinteze lignina (Boerjan i sur., 2003).



U prijasnjim istrazivanjima (Kukavica sur., 2012) pokazano je da stani¢na stijenka korijena
graSka (Pisum sativum L.) sadrzi dvije skupine peroksidaza svrstane na temelju njihove
izoelektroforeticke pokretljivosti: kationske peroksidaze vezane ionskim vezama te anionske
peorksidaze vezane kovalentnim vezama. lonske i kovalentno vezane peroksidaze posjeduju

specificne karakteristike 1 strukturu te razli¢ite domene za vezanje unutar stanicne stijenke.

1.3. LAKAZE

Lakaze su glikoproteini koji sadrze bakar te, u odnosu na peroksidaze, one koriste kisik
umjesto vodikovog peroksida za oksidaciju svojih supstrata (Zhao, Q. i sur. 2013).
Pronadene su kod visih biljaka, gljiva, bakterija i ¢lankonozaca (Gavnholt, B., Larsen, K.
2002). Lakaze su vjerojatno ukljucene u brojne bioloSke procese te je o ovoj porodici enzima
poznato da postoje razli€iti oblici u razli¢itim tipovima organizama. Neka istrazivanja dala
su dokaze da je aktivnost lakaza usko povezana sa talozenjem lignina u ksilemu je u razvoju

(Gavnholt, B., Larsen, K. 2002).

Pretpostavlja se da bi, budu¢i da djeluju u odsustvu toksi¢nog vodikovog peroksida, upravo
lakaze mogle imati vaznu ulogu u ranim stadijima lignifikacije Zivih stanica (Gavnholt, B.,
Larsen, K. 2002). Takoder, lakaze bi mogle biti osnovni enzim lignifikacije u uvjetima gdje
je koncentracija lignina postigla razinu kada sredi$nja lamela postaje toliko hidrofobna da je
vecina vode 1 vodikovog peroksida uklonjena, ali je kisik 1 dalje dostupan (Gavnholt, B.,
Larsen, K. 2002).

Sto se ti¢e katalitickih mehanizama, lakaze su jedne od najvise proucavanih oksidaza.
Veéina do sada otkrivenih lakaza su izvanstani¢ni enzimi koji se znatno razlikuju prema
svojem redoks potencijalu, sadrZaju ugljikohidrata, toplinskoj stabilnosti te specifi¢nosti pri

izboru supstrata (Sharma i Kuhad, 2008).



1.4. JECAM

JeCam (Hordeum vulgare L.) je jednogodiS$nja biljka iz porodice trava (Poaceae).
Morfologija je¢ma je sli¢na kao i kod ostalih Zitarica sa nekoliko razlika u gradi klasa i lista.
Korijen je zili¢ast i slaba mu je usisna snaga. Stabljika ima 5-7 nodija i internodija, moze
narasti i do 1,5 m, Suplja je 1 sklona polijeganju. Jecam moze oblikovati do pet sekundarnih
stabljika. List se sastoji od lisnog rukavca i plojke i sli¢an je listu ostalih Zitarica. Za razliku
od ostalih zitarica u usjeku klasnog vretena je¢ma moze biti zbijen jedan, dva ili tri klasica.
Plod je pSeno, gradeno kao i u ostalih pravih Zitarica (Denffer i Ziegler 1982).

Razvoj je¢ma dijeli se u nekoliko faza, a zapocinje klijanjem 1 nicanjem, nakon cega slijedi
busanje, vlatanje, klasanje, cvatnja, formiranje zrna, nalijevanje zrna te vostana i puna zrioba
kojom zavrSava razvoj. Pocetak faze klasanja oznaCava pojava klasa koji izlazi iz rukavca

gornjeg lista.



1.5. CILJ RADA

Stabljika je¢ma tijekom razvoja prolazi razli¢ite promjene povezane s ulaganjem lignina u
stani¢nu stijenku. Peroksidaze su enzimi kljucni u procesu lignifikacije, a njihova aktivnost

se mijenja duz stabljike tijekom svake faze razvoja.
Ciljevi ovog rada su:

1. Utvrditi aktivnost ukupnih peroksidaza i lakaza.

2. Utvrditi aktivnosti kovalentno i ionski vezanih peroksidaza i lakaza u stani¢noj
stijenci stabljike je¢ma.

3. Odrediti sadrzaj lignina u razli¢itim internodijima stabljike sorte Astor tijekom faze

klasanja.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. UZORKOVANJE BILINOG TKIVA

Kao biljni materijal koriSten je jari jeCam sorte Astor. Uzorci su prikupljeni u fazi klasanja
koja je odredena je na temelju fenotipskih karakteristika, a za analizu su uzeta tri donja
internodija. Za odredivanje razvojnog stadija jeCma koristila se ljestvica po Zadoksu (slika
1), (Zadoks i sur. 1974).

Klasanje
Busanje Elongacija stabljike i cvatnja Zrioba
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Zadoks-ova razvojna ljestvica

Slika 1. Zadoks-ova ili decimalna razvojna ljestvica

Nakon skupljanja uzorci su smrznuti teku¢im dusikom i pohranjeni na -80°C. Za sve
biokemijske i molekularne analize, tkivo je usitnjeno u teku¢em dusiku koristenjem tucka i
tarionika.

2.2. 1ZOLACIJA UKUPNIH TOPLJIVIH PROTEINA

Za izolaciju ukupnih peroksidaza (tPOD) i lakaza (tLACC) koristen je 100 mM Tris pufer
(pH = 8,0) uz dodatak 25%-tnog glicerola i polivinilpirolidona (PVVP). Odvagano je oko 0,5
g biljnog praha i stavljeno u prethodno izvagane tubice, dodan je 1 mL ekstrakcijskog pufera
1 zatim sve dobro promijeSano na vrtloZznoj mijesalici. Uzorak se zatim 15 minuta ekstrahirao
na ledu. Nakon toga je uzorak centrifugiran 10 minuta pri 18 000 g na +4°C, zatim je

postupak ponovljen, a supernatanti su spojeni.



Koncentracija proteina u svim uzorcima odredena je metodom po Bradfordu (Bradford
1976). Za izradu bazdarne krivulje koriStena je otopina albumina govedeg seruma

koncentracije 1 mg/mL.

2.3.  1ZOLACIJA STANICNE STIJENKE

Stani¢na stijenka izolirana je prema protokolu Kukavica i sur., 2012. uz modifikacije. Za
izolaciju ionski vezanih peroksidaza (iPOD) i lakaza (iLACC) iz stani¢ne stijenke, koristen
je 50 mM Tris pufer (pH = 7,2) uz dodatak 50 mM NacCl i 0,05%-tni Tween 20. Odvagano
je oko 0,5 g biljnog tkiva i premjesteno u prethodno izvagane tubice te je dodan ekstrakcijski
pufer. Homogenat je sonificiran 1 minutu, a zatim 20 minuta centrifugiran pri 1000 g. Talog
koji sadrzi stani¢nu stijenku je zatim 4 puta uzastopno ispiran sa ¢istim Tris puferom,
promijeSan na vrtloznoj mijeSalici, centrifugiran pri 1000 g na +4°C, a nakon toga
resuspendiran u 1M NaCl u 50 mM Trisu. Homogenat je nakon toga inkubiran 24 sata na
+4°C. Nakon inkubacije, homogenat je centrifugiran 5 minuta pri 1000 g. Na talog je ponovo
dodan 1M NaCl u 50 mM Trisu, promijeSan na vrtloznoj mijesalici, centrifugiran pri 1000

g na +4°C. Supernatanti koji su sadrzavali ionski vezane peroksidaze (iPOD) 1 lakaze

(ILACC) pohranjeni su na -20°C.

Talog koji je preostao koriSten je za izolaciju kovalentno vezanih peroksidaza (cPOD) i
lakaza (cLACC). Talog je opran 4 puta uzastopno s 50mM TRIS puferom (pH = 7,2), a
nakon svakog ispiranja, sadrzaj je centrifugiran 3 puta po 5 minuta te zadnji puta 15 minuta
pri 1000 g. Nakon ispiranja slijedila je digestija taloga 24 sata na +4°C u 50mM Tris puferu
(pH = 7,2) uz dodatak 0,5%-tne celulaze i 2,5%-tne pektinaze. Nakon digestije sadrzaj je

centrifugiran 15 minuta pri 1000 g te je supernatant ponovno sacuvan za analizu.

2.4. MJIERENJE AKTIVNOSTI PEROKSIDAZA

Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti peroksidaza sastojala se od 5 mM gvajakola i 5
mM vodikovog peroksida u 0,2 M fosfathom puferu (pH = 5,8). Aktivnost je mjerena
spektrofotometrom (Spekord 40, Analytik Jena) na 470 nm, u plasticnoj kiveti, svake

sekunde tijekom dvije minute koriste¢i gvajakol kao supstrat (Siegel 1 Galston, 1967).



Aktivnost se mjerila u ukupnom volumenu od 1 mL, a je volumen uzorka ovisio o skupini
peroksidaza (10 pL za tPOD, 60 pL za cPOD te 150 pL za iPOD). Ukupnu izrazena je kao

promjena apsorbancije u minuti izraZena po masi proteina (AAa47o min’* g-proteina).

2.5. MJIERENJE AKTIVNOSTI LAKAZA

Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti sastojala se od 50 mM K-fosfatnog pufera pH=7,0
u koji je dodano 45 uM siringaldazina (pripremljen na nacin da je 0,002 g siringaldazina
otopljeno u 5 ml smjese 50% aceton: 50% metanol) te 10 uL vodikovog peroksida.

Aktivnost je mjerena spektrofotometrom na 530 nm, svakih 10 sekundi tijekom 2 minute.
Ukupni volumen iznosio je 1 ml gdje je volumen uzorka takoder ovisio o skupini
peroksidaza (10 puL za iPOD i tPOD te 100 pl za cPOD). Ukupna aktivnost izrazena je kao

promjenu apsorbancije u minuti izraZenu po masi proteina (AAsso ming™prot.).

2.6.  ODREDPIVANJE SADRZAJA LIGNINA

Koli¢ina lignina preostalog nakon razgradnje 72%-tnom sulfatnom kiselinom odreduje se
gravimetrijski i naziva se Klasonov lignin (Kirk i Obst 1988), odnosno predstavlja lignin
netopljiv u kiselini. Lignin koji je topljiv u kiselini mjerimo spektrofotometrijski koristeci

ekstinkcijski koeficijent za lignin (Dence i Lin 1992).

2.6.1. ODREDPIVANJE SADRZAJA KLASONOVOG LIGNINA

Prije odredivanja lignina uzorci su se susili 48 sati na 65°C u suSioniku te su samljeveni u
mlinu koristeci sito s otvorima od 0,5 cm. Uzorci su ekstrahirani u 80% etanolu 30 minuta
na 80°C u vodenoj kupelji, centrifugirani na 1000 g te je dekantiran supernatant nakon svake
inkubacije. Postupak je ponovljen Cetiri puta. U posljednjem koraku talog je opran 96%

acetonom i uzorci su se susili preko no¢i u susioniku na 70°C.

Nadalje, izvagano je po 100 mg ekstrahiranog tkiva, od svakog uzorka po tri primjerka.

Stavljeni su u Erlenmeyerove tikvice od 150 mL, a zatim je dodano 1,5 mL 72%-tne sulfatne



kiseline. Uzorci su se inkubirali 1 sat na 30°C u vodenoj kupelji uz mijesanje svakih 15
minuta. Nakon inkubacije, 72%-tna sulfatna kiselina razrijedena je destiliranom vodom do
4%, a uzorci su autoklavirani 1 sat na 121°C. Uzoreci su filtrirani na prethodno izvagane filter
papire, filtrati su odvojeni za odredivanje topljivog lignina, a talog je ispran vru¢om
destiliranom vodom do neutralne reakcije. Filter papiri su se preko no¢i susili u susioniku na

70°C do konstantne mase te su sljedeci dan izvagani (Begovic¢ 2013).

2.6.2. ODREDPIVANJE SADRZAJA LIGNINA TOPLJIVOG U KISELINI

Tijekom postupka odredivanja sadrzaja Klasonovog lignina, u filtratu se zadrzava dio lignina
koji je topljiv u sulfatnoj kiselini. Topljivi lignin odreden je spektrofotometrijski pri ¢emu je
mjerena apsorbancija na 205 nm u kvarcnoj kiveti dodatkom 200 pL uzorka i1 1800 pL
destilirane vode, destilirana voda posluzila je i kao slijepa proba.

Sadrzaj lignina izrazen je kao ukupni lignin, koji predstavlja zbroj Klasonovog i lignina

topljivog u kiselini, u miligramima po gramu suhe tvari (mg/g s.t.).

2.7. OBRADA REZULTATA

Podaci su statisticki obradeni u programu StatSoft Inc. STATISTICA, verzija 12 (2015).
Koristena je analiza varijance (engl. analysis of variance — ANOVA) te post hoc statisticki
test znacajnosti utjecaja primijenjenih tretmana — LSD (engl. least significant difference).
Rezultati analize varijance i LSD testa su prikazani slovima. Razli¢ita slova znace statisticki

znacajnu razliku (p<0,05).



3. REZULTATI
3.1. SADRZAJ LIGNINA U STABLJICI TIJEKOM FAZE KLASANJA
Tijekom faze klasanja, najveci sadrzaj ukupnog lignina izmjeren je u prvom internodiju.

Izmedu drugog i tre¢eg internodija nema statisticki znacajne razlike u ukupnom sadrzaju

lignina, ali postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na prvi internodij (slika 2).
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Slika 2. Ukupni sadrzaj lignina u tri donja internodija stabljike je¢ma tijekom faze klasanja

(mg/g suhe tvari). Stupci predstavljaju srednju vrijednost + standardna devijacija (SD).

3.2.  AKTIVNOST PEROKSIDAZA U STABLJICI JECMA TIJEKOM
FAZE KLASANJA

Najveca aktivnost ukupnih peroksidaza (tPOD) izmjerena je u prvom, najstarijem,

internodiju i smanjuje se u drugom i tre¢em (Slika 3).
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Slika 3. Specifiéna aktivnost ukupnih peroksidaza (tPOD) izrazena kao promjena
apsorbancije u minuti po gramu proteina (AAzzo mint g prot.). Razli¢ito slovo oznacava
statistiCku znacajnost p<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog

internodija izrazena je kao srednja vrijednost tri replike (n=3) + standardna devijacija (SD).

Na grafikonu koji prikazuje aktivnost ionskih peroksidaza (iPOD) (slika 4) aktivnost ionskih
peroksidaza se smanjuje od prvog do drugog internodija, dok izmedu drugog i treceg

internodija nema statisticki znacajne razlike.
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Slika 4. Specificna aktivnost ionskih peroksidaza (iPOD) izrazena kao promjena
apsorbancije u minuti po gramu proteina (AAzzo mint g prot.). Razli¢ito slovo oznadava
statisticku znacajnost P<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog
internodija izraZena je kao srednja vrijednost dobivena iz tri replike + standardna devijacija
(SD).
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Mjerenjem je utvrdena znacajna razlika izmedu aktivnosti kovalentno vezanih peroksidaza
prvog i ostala dva internodija, dok se aktivnosti izmjerene u drugom i tre¢em internodiju ne

razlikuju znacajno (slika 5).
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Slika 5. Specifi¢na aktivnost kovalentno vezanih peroksidaza (cPOD) izrazena kao promjena
apsorbancije u minuti po gramu proteina (AAzzo mint g prot.). Razli¢ito slovo oznacava
statistiCku znacajnost P<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog

internodija izrazena je kao srednja vrijednost dobivena iz tri replike + standardna devijacija
(SD).

3.3. AKTIVNOST LAKAZA U STABLJICI JECMA TIJEKOM FAZE
KLASANJA

Za mjerenje aktivnosti lakaza kao supstrat koriSten je siringaldazin. Najveca aktivnost lakaza
izmjerena je u prvom internodiju te se u drugom i tre¢em internodiju smanjuje. Ovi rezultati
prikazani su na sljedeca tri grafikona (slika 6, slika 7 i slika 8) gdje su prikazane ukupne
lakaze (tLACC), ionske lakaze (iLACC) te kovalentno vezane lakaze (cCLACC).

Iz grafikona prikazanog na slici 6 mozemo vidjeti da je aktivnost ukupnih lakaza (tLACC)
najveca u prvom i smanjuje se u drugom i treCem internodiju. Izmedu drugog 1 treceg
internodija ne postoji statisticki znacajna razlika, dok se oni statisti¢ki znacajno razlikuju od

prvog internodija.
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Slika 6. Specifi¢na aktivnost ukupnih lakaza (tLACC) izrazena kao promjena apsorbancije
u minuti po gramu proteina (AAzzo min?t g? prot.). Razli¢ito slovo oznadava statisticku
znacajnost P<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog internodija

izrazena je kao srednja vrijednost dobivena iz tri replike = standardna devijacija (SD).

U slucaju aktivnosti ionskih lakaza (iLACC) koju prikazuje slika 7, vidimo da je aktivnost
ionskih lakaza u prva dva internodija podjednaka, odnosno nema statisticki znacajne razlike.
Aktivnost u tre¢em internodiju se znac¢ajno smanjuje u odnos na u odnosu na prvi i drugi

internodij.
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Slika 7. Specifi¢na aktivnost ionskih lakaza (iLACC) izrazena kao promjena apsorbancije u
minuti po gramu proteina (AAzzo mint gt prot.). Razligito slovo oznadava statisticku
znacajnost P<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog internodija

izrazena je kao srednja vrijednost dobivena iz tri replike + standardna devijacija (SD).
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Slika 8 prikazuje aktivnost kovalentno vezanih lakaza (cLACC). Iz grafikona mozemo
vidjeti da aktivnost kovalentnih lakaza postepeno opada od prvog prema tre¢em internodiju,

a izmedu drugog i tre€eg internodija ne postoji statisticki znacajna razlika.
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Slika 8. Specifi¢na aktivnost kovalentno vezanih lakaza (cLACC) izraZzena kao promjena
apsorbancije u minuti po gramu proteina (AAzzo mint g prot.). Razli¢ito slovo oznacava
statistiCku znacajnost P<0,05. Stupci predstavljaju po jedan internodij, a vrijednost svakog
internodija izrazena je kao srednja vrijednost dobivena iz tri replike + standardna devijacija

(SD).
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4, RASPRAVA

Odredivanjem ukupnog sadrzaja lignina utvrdeno je da je najvise lignina prisutno u prvom
internodiju u usporedbi s drugim i tre¢im internodijem, koji je sadrzavao najmanju koli¢inu
lignina. Pretpostavlja se da je primarni razlog tome ulaganje lignina u stani¢nu stijenku sto

ukazuje na prestanak elongacije samih internodija (Begovi¢ i sur. 2015).

Peroksidaze su enzimi koji sudjeluju u procesu lignifikacije kataliziraju¢i oksidaciju
ligninskih prekursora u zavrsnom koraku sinteze lignina (Boerjan i sur., 2003). Povezanost
peroksidaza i lignifikacije potvrdili su rezultati dobiveni ovim radom. Usporedimo li ukupni
sadrzaj lignina u internodijima stabljike je¢ma (slika 2) i specificnu aktivnost ukupnih
peroksidaza (slika 3), ionskih peroksidaza (slika 4) te kovalentno vezanih peroksidaza (slika
5), mozemo vidjeti da je ukupni sadrzaj lignina proporcionalan aktivnosti ovih peroksidaza.
Sadrzaj lignina, te ujedno i aktivnost peroksidaza, najveci je u prvom, najrazvijenijem
internodiju, dok idu¢i prema mladem, vr§nom internodiju vrijednost opada. Razlog tome je
S§to se u mladim internodijima stanice brzo izduzuju uz minimalno uévrs¢ivanje stani¢ne
stijenke, a lignifikacija je ograni¢ena samo na odredene dijelove. Kako sazrijevanje
napreduje, zavr$ava se izduljivanje te stani¢na stijenka postaje zadebljana i lignificiraju se

razli€iti tipovi stanica (Cesarino i sur., 2012).

Osim povezanosti sadrzaja lignina i aktivnosti peroksidaza, uocava se i povezanost ovih
dvaju ¢imbenika i stadija razvoja internodija. Kao $to je ve¢ reCeno, sadrzaj lignina i
aktivnost peroksidaza povefani su u starijim, odnosno razvijenijim internodijima.
Povezanost stadija razvijenosti stabljike i lignifikacije uocena je u istrazivanjima na biljci
Zinnia elegans, jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice glavocika (Asteraceae). Princip
lignifikacije sadnica Z. elegans jedinstven je jer u odredenoj fazi razdoblja istodobno nudi
dva modela lignifikacije koji slice onima koji se odvijaju kod golosjemenjaca i
kritosjemenjaca. Istrazivanje modela lignifikacije na Z. elegans pokazuje da stariji dijelovi

biljke sadrze vecu koli¢inu lignina (Ros Barcelo, A. i sur., 2004).

lonske peroksidaze su ujedno i kationske, dok su kovalentno vezane peroksidaze anionske.
lonske i kovalentno vezane peroksidaze pokazuju specifi¢an afinitet prema supstratima te
imaju razli¢itu osjetljivost na inhibitore 1 toplinu. Izoforme peroksidaza razlikuju se ovisno
0 nacinu vezanja za stani¢nu stijenku te prema tome svaka izoforma ima specifi¢nu i

odredenu funkciju. Kationska izoforma (iPOD) ukljucena je u elongaciju stanica, dok je
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anionska izoforma (cPOD) ukljucena u stvaranje stanic¢ne stijenke i lignifikaciju (Kukavica,
B.M. i sur., 2012). Usporedimo li dobivene rezultate, mozemo vidjeti da su i ionske (slika
4) i kovalentno vezane peroksidaze (slika 5) prisutne u sva tri internodija je¢ma te su obje

izoforme podjednako zastupljene.

Lakaze, enzimi koji uz peroksidaze, sudjeluju u polimerizaciji monolignola u molekulu
lignina. Dokaz koji potvrduje povezanost ovih enzima s lignifikacijom nalazimo u ¢injenici
da su oba enzima sposobna in vitro oksidirati monolignole u slobodne radikale koji sluze
kao intermedijeri u cijelom procesu lignifikacije (Whetten, r., Sederoff, R., 1995).
Usporedimo li dobivene rezultate, vidimo da su peroksidaze (slika 3, 4 i 5) i lakaze (slika 6,
71 8) u podjednakom omjeru prisutne u svakom od odredenih internodija. Najveca aktivnost
I peroksidaza i lakaza izmjerena je u prvom, najrazvijenijem internodiju uz iznimku ionskih
lakaza (slika 7), gdje rezultati pokazuju da je aktivnost lakaza podjednaka u prvom i drugom

internodiju.

Usporedimo li medusobno odredene izoforme lakaza: ionske lakaze (slika 7), kovalentno
vezane lakaze (slika 8) te njihovu ukupnu aktivnost (slika 6), vidimo da je najveca aktivnost
ovih izoformi uoc¢ena u prvom internodiju te da, idué¢i prema mladim internodijima, njihova
aktivnost opada, ali s mnogo manjim razlikama u odnosu na ukupne peroksidaze.
Objasnjenje ovoga mozemo pronaci u €injenici da lakaze djeluju u odsustvu vodikovog
peroksida te stoga sudjeluju u ranim fazama lignifikacije zivih stanica (Gavnholt, B., Larsen,
K., 2002). Odnosno, moguce je da su lakaze primjerice potrebne za zapoc€injanje biosinteze
lignina, dok peroksidaze pridonose formiranju lignina u kasnijim stadijima razvoje
(Koutanemi i sur., 2015). Upravo iz tog razloga, usporedbom aktivnosti ukupnih peroksidaza
(slika 3) i ukupnih lakaza (slika 6), zatim ionskih peroksidaza (slika 3) i ionskih lakaza (slika
7) te kovalentno vezanih peroksidaza (slika 5) i kovalentno vezanih lakaza (slika 8) vidimo
da je izmjerena aktivnost svih izoformi peroksidaza nesto veca od izmjerene aktivnosti svih

izoformi lakaza.

Jo§ jedan od vaZnih parametara je odnos izmedu ukupnog sadrZaja lignina 1 aktivnosti
lakaza. Usporedbom dobivenih aktivnosti ukupnih lakaza (slika 6), ionskih lakaza (slika 7)
1 kovalentno vezanih lakaza (slika 8) s ukupnim sadrzajem lignina (slika 2), vidimo da je
najveca aktivnost svih izoformi lakaza izmjerena u prvom internodiju u kojem je ujedno

prisutan i najveci ukupni sadrZaj lignina.

15



Kako je ve¢ receno i peroksidaze kao i lakaze mogu in vitro oksidirati monolignole, a
aktivnost lakaza znanstvenici su otkrili u lignificiraju¢im stani¢nim stijenkama
diferenciraju¢eg ksilema (Chang-Yun, L., 2012). Konkretno, u kulturi obi¢ne smreke (Picea
abies) peroksidaze su se pokazale kao glavni enzimi u aktivaciji monolignola koji sudjeluju
u stvaranju lignina. Medutim, u genomu smreke detektirani su i brojni geni za lakaze, a neke
od lakaza bile su eksprimirane u ksilemu u razvoju te u kulturi tkiva tijekom procesa
lignifikacije (Koutanemi i sur., 2015). Dakle, budu¢i da je u naSim uzorcima izmjerena
aktivnost lakaza, moZemo zakljuciti da su one prisutne i u stabljici je¢ma te na specifi¢an

nacin sudjeluju u sintezi lignina.
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5. ZAKLJUCCI

Peroksidaze 1 lakaze klju¢ni enzimi u lignifikaciji stani¢nih stijenki zivih stanica, a svaki od
enzima ukljucen je u ovaj proces nekom svojom specificnom aktivnoscu i ulogom. Svojim
zajednickim djelovanjem ovi enzimi omogucuju stvaranje lignina, koji je pak klju¢na

makromolekula u odrzavanju mehanicke ¢vrstoce biljne stabljike.
Iz dobivenih rezultata mozemo izvesti sljedece zakljucke:

1. Sadrzaj lignina se mijenja duz stabljike: stariji, razvijeniji internodiji stabljike je¢ma
sadrze vecu koli¢inu lignina, a sadrzaj se smanjuje prema najmladim dijelovima
stabljike.

2. Ukupna aktivnost peroksidaza i lakaza najveca je u prvom internodiju, a najmanja u
treCem internodiju. Aktivnost ovih enzima raste s razvojem stabljike je¢ma.

3. Aktivnost peroksidaza i lakaza podudara se s ukupnim sadrzajem lignina u

odredenim internodijima je¢ma (Hordeum vulgare L.).
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