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Amilaze srednjeg creva larvi bukove strizibube (Morimus funereus) i velike hrastove

strizibube (Cerambyx cerdo)
[ZVOD

U ovom radu su ispitivani: gajenje larvi i dobijanje reproduktivno sposobnih
jedinki bukove strizibube (Morimus funereus) u laboratorijskim uslovima; analiziranje
amilazne aktivnosti i izoamilaznih profila larvi bukove i1 velike hrastove strizibube
(Cerambyx cerdo) u zavisnosti od hranjivih supstrata i uslova sredine; preciS¢avanje i
biohemijska karakterizacija glavne izoforme amilaze larve bukove strizibube i
preciS¢avanje glavne izoforme amilaze larvi velike hrastove strizibube.

Opisano je larveno razvice bukove strizibube u laboratorijskim uslovima od
jaja do reproduktivno sposobnih jedinki kroz dve generacije. Pokazano je da se
gajenjem larvi u laboratorijskim uslovima i stalnoj dostupnosti hrane skracuje larveno
razviée, i da se u drugoj generaciji uocava veca ujednaCenost larvi po svim
parametrima kojima se opisuje larveno razvice.

Nadeno je da postoje razlike u amilaznoj aktivnosti 1 izoamilaznim profilima
kod larvi bukove i velike hrastove strizibube u zavisnosti od hranjivog supstrata i
uslova sredine gde se razvijaju, ¢ime je potvrdena njihova polifagnost i velika
adaptabilnost.

Glavna a-amilazna izoforma larve bukove strizibube je preciS¢ena do
homogenosti 112 puta sa prinosom od 15% 1 biohemijski je okarakterisana. Odredena
joj je molekulska masa 33 kDa, pl vrednost — 3,2, pH optimum — 5,2 i temperaturni
optimum — 45°C. Aktivnost a-amilaze larve bukove strizibube zavisi od jona Ca*".
Inhibiraju je inhibitori iz pSenice. Pokazuje aktivnost prema sirovom skrobu.

Glavna o-amilaza larve velike hrastove strizibube je delimi¢no preciS¢ena iz
sirovog ekstrakta, 1 na izoenzimskom nivou koris¢enjem dve vrste FPLC

hromatografije. Molekulska masa joj je 34 kDa a pl manja od 3,5.

Kljucne reci: a-amilaza, izoforme, Morimus funereus, Cerambyx cerdo, polifagnost,

Cerambycidae, zimogram



Amylases in the midgut of long — horned beetle (Morimus funereus) and great

capricorn beetle (Cerambyx cerdo) larvae

ABSTRACT

This paper examined: larvae growing and getting reproductive age individuals
of long — horned beetle (Morimus funereus) in laboratory conditions, analyzing the
amylase activity and isoamylase profiles of M. funereus larvae and great capricorn
beetle (Cerambyx cerdo) larvae depending on the nutrient substrate and
environmental conditions, purification and biochemical characterization of the major
amylase isoform of M. funereus larvae and purification of the major amylase isoform
of C. cerdo larvae.

Larval develop of M. fumerus larvae in the laboratory from eggs to
reproductively capable individuals in two generations were described. It is shown that
growing larvae in laboratory conditions and constant availability of food larval
development was reduced, and that in the second generation higher uniformity of
larvae in all of the parameters that describe the larval development was noticed.

It was found that there are differences in amylase activities and isoamylase
profiles of M. funerus and C. cerdo larvae depending on the substrate and nutrient
conditions in the environment where they develop, thus confirming their polyphagy
and high adaptability.

The main o-amylase isoform of M. funereus larvae was purified to
homogeneity 112 times with a yield of 15% and was biochemically characterized. Its
molecular weight is determined to be 33 kDa, pl value - 3.2, optimum pH - 5.2 and
optimum temperature - 45 ° C. a-Amylase activity of M. funureus larvae is depended
on concentration of Ca” " ions. Inhibitors from wheat inhibit the M. funereus amylase.
Midgut amylase of M. funereus larvae shows activity towards raw starch.

The main a-amylase of C. cerdo larvae was partially purified from crude
extract, and the isoenzyme pattern level using two types of FPLC chromatography.

Molecular mass of midgut a-amylase of C. cerdo larvae was 34 kDa and pl was less

than 3.5.

Key words: a-amylase, isoforms, Morimus funereus, Cerambyx cerdo, polyphagy,

Cerambycidae, zymogram



Lista skraéenica koriSéenih u tekstu

AA akrilamid

ACC amilaza Cerambyx cerdo

AMF amilaza Morimus funereus

ANOVA eng analysis of variance assay

APS amonijum — persulfat

BFP bromfenol plavo

BSA govedi serum-albumin

CBB comassie brilliant blue

DNS dinitro — salicilna kiselina

EF elektroforeza

FPLC eng fast protein liquid chromatography

IL prva generacija larvi gajenih u laboratoriji

IEF izoelektri¢no fokusiranje

ITL druga generacija larvi gajenih u laboratoriji

LL laboratorijske larve — larve koje su gajene u laboratoriji
ML martovske larve — larve sakupljene iz prirode tokom marta
MM molekulska masa

PAGE poliakrilamid—gel elektroforeza

PL prirodne larve — larve sakupljene iz prirode

PM peritrofni matriks

PUZ pufer za obradu uzoraka

SDS natrijum—dodecilsulfat

SDS-PAGE natrijum—dodecilsulfat poliakrilamid-gel elektroforeza
SEM eng statistic error of measurement — statisticka greSka merenja
SL septembarske larve — larve sakupljene iz prirode tokom septembra

Tris tris(hidroksimetil}-aminometan
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1 UVOD

Insekti su najbrojnija klasa u Zivotinjskom svetu 1 prilagodeni su na najveci
broj hranljivih supstrata i staniSta. Digestivni sistem insekata je u direktnoj vezi sa
spoljasnjom sredinom. Razumevanje procesa varenja insekata jo§ uvek nije dovoljno
poznato, upravo zbog njihove velike plasti¢nosti i moguénosti da se razvijaju na
velikom broju razli€itih supstrata. Digestivni sistem insekata je dobar eksperimentalni
model za proucavanje fagnosti insekata koja predstavlja znacajnu adaptaciju i bazu
plasti¢nosti insekata.

Bukova strizibuba (Morimus funereus) 1 velika hrastova strizibuba (Cerambyx
cerdo) spadaju u polifagne insekte koji se razvijaju u stablima drvec¢a. Obe vrste
nastanjuju specifine geografske regione. Larve bukove strizibube se razvijaju na
lezacima 1 panjevima tokom prvog stadijuma razgradnje drveta, a larve velike
hrastove strizibube na mrtvom delu starog ili oste¢enog drveta. Zbog malog broja
jedinki koje se mogu naci u prirodi, na relativno ograni¢enim geografskim podru¢jima
nalaze se na listi zaSti¢enih vrsta, iako njihov ekonomski znacaj kao StetoCina nije
zanemarljiv. Obe vrste se odlikuju velikom plasti¢nos¢u, koja se sa jedne strane moze
uzeti u obzir kao merilo Stetnosti insekata, a sa druge strane se moze iskoristiti za
programe reintegrisanja jedinki u prirodno staniSte na kome je ugroZena.

Zbog svog dugog larvenog razvica larve bukove strizibube i1 velike hrastove
strizibube su pogodne za izucavanja fizioloSkih i biohemijskih procesa adaptacija
insekata. Larve izabranih vrsta strizibuba su usled svoje veli¢ine pogodne za
izuavanja stresa, opSteg fenomena i kod ki¢menjaka i kod beski¢menjaka koji po
definiciji nekih fiziologa (1) predstavlja nespecifi¢ni odgovor organizma na razlicite
faktore. Za ova 1 druga ispitivanja koriste se larve gajene u laboratorijskim uslovima,
kako bi se na taj nain obezbedile dovoljne koli¢ine larvi potrebnih za ispitivanja
digestivnih enzima i uticaja razli¢itih faktora na metabolizam, a da se ne remeti njihov
status i broj u prirodi. Gajenje reproduktivno sposobnih jedniki u laboratorijskim
uslovima bi moglo da se iskoristi kao prvi korak u programu zastite ovih retkih 1

zaSti¢enih vrsta.



Dosadasnja ispitivanja su pokazala da digestivni enzim amilaza ima znacajnu
ulogu u adaptabilnosti larvi bukove 1 velike hrastove strizibube na razli¢ite supstrate,
na uticaj temperature i drugih stresnih faktora (2,3). IstraZivanja produkcije amilaze i
analiza izoamilaznih profila, kao odgovor na promene supstrata i uslova sredine bi
doprinela potpunijem sagledavanju slozenog sistema koji obezbeduje plasticnost ovim
vrstama insekata. a-Amilaza (EC 3.2.1.1) je digestivni enzim koji hidrolizuje skrob.
Naden je kod coveka, mikroorganizama i mnogih Zivotinja, ukljucujuéi i insekte.
Malo literaturnih podataka postoji o amilazama Coleoptera, a posebno iz familije
Cerambycidae kojoj pripadaju bukova i velika hrastova strizibuba. Izolovanjem i
karakterisanjem oa-amilaza larvi bukove 1 velike hrastove strizibube bi se dopunili
podaci o amilazama Cerambycidae.

Radi razjasnjavanja uloge a-amilaze u plasti¢nosti vrste, kao 1 doprinoSenju
novim saznanjima o biohemijskoj organizaciji digestivnih procesa kod insekata iz
familije Cerambycidae postavljeni su slede¢i ciljevi ovog rada:

» Ispitivanje razvica bukove strizibube u laboratorijskim uslovima od jaja do
reproduktivno sposobnih jedinki.

» Analiziranje amilazne aktivnosti i izoenzimskog profila larvi bukove i velike
hrastove strizibube u zavisnosti od hranljivih supstrata i uslova sredine.

» Ispitivanje uticaja saharoze na produkciju amilaze i larveno razvi¢e bukove
strizibube.

» lzolovanje glavne izoforme amilaze larvi bukove strizibube do homogenosti i
biohemijska karakterizacija izolovanog enzima.

» lIzolovanje i preCiS¢avanje glavne izoforme amilaze larvi velike hrastove

strizibube.



2 OPSTI DEO

2.1 Insekti

Insekti zauzimaju veoma znaCajno mesto u Zivotinjskom svetu uopste.
Opisano je preko milion vrsta insekata, Sto ¢ini 53% ukupnog broja opisanih vrsta na
Zemlji (4). Brojnost insekata je posledica njihove velike prilagodljivosti. Razlicite
grupe insekata su specijalizovane za razliCite nacine ishrane. U stanju su da vare
trulezni materijal, biljke, zivo 1 uginulo drvece, gljive itd. Neki vodeni insekti svojom
ishranom deluju kao precistaci vode. Insekti su u stanju da prezive na razli€itim
staniStima, koja mogu biti ekstremno topla ili hladna, vlazna ali i ekstremno suva, a
takode 1 na predelima sa nepredvidim klimatskim promenama (4). Insekti su veoma
bitni u procesima kruzenja materije. U biljnom svetu su prisutni kao paraziti 1
saprofiti, oprasuju biljke 1 raznose biljni materijal na nova stanista. U Zivotinjskom
svetu su prisutni kao predatori i paraziti a sluze i kao hrana nekim pticama, sisarima,
reptilima i ribama.

Svaka vrsta insekata je znaCajna karika lanca neke velike grupe organizama
tako da bi gubitak jedne insekatske vrste mogao da dovede do velikih promena u
usloznjavanju 1 rasprostranjenosti drugih vrsta. Insekti imaju znacajan uticaj 1 na
coveka. Neki insekti izazivaju ili prenose pojedine bolesti. Drugi su StetoCine za
agroekonomiju. Sa druge strane postoje insekti ¢ije proizvode Covek koristi (pcele i
svilene bube), a neke vrste insekata ljudi jedu. Sve u svemu, insekti predstavljaju
glavnu komponentu makroskopskog biodiverziteta, $to je dovoljan razlog za njihovo

ispitivanje.
2.1.2 Tvrdokrilci (Coleopterae)
Klasa insekata obuhvata veliki broj redova od kojih su najbrojniji redovi

tvrdokrilaca (Coleoptera), muva (Diptera), osa, mrava i pcela (Hymenoptera), leptira i

moljaca (Lepidoptera) i pravih buba (Hemiptera). Red tvdrokrilaca (Coleoptera) je



verovatno najbrojniji u klasi insekata. Obuhvata oko 400.000 opisanih vrsta, §to je
40% od svih insekatskih vrsta. Ovaj red predstavlja ne samo najvec¢i red u klasi
insekata, ve¢ 1 u zivotinjskom svetu uopste. Svaka Cetvrta Zivotinjska vrsta na naSoj
planeti je tvrdokrilac (1).

Telo odraslog insekta tvrdokrilca je pokriveno kutikulom. Na telu se razlikuju
tri regiona: glaveni, grudni (torakalni) i trubusni (abdomen). Na glavenom regionu su
smesStene slozene oCi 1 ocele, usni aparat i antene (Culni centar). Na torakalnom
regionu se sa dorzalne strane nalaze krila, a na abdominalnom tri para nogu
(lokomotorni centar). Abdomen je segmentiran i na poslednjem segmentu se nalaze
reproduktivni organi. Razvi¢e Coleoptera se odvija kroz kompletnu metamorfozu koja

obuhvata Cetiri stadijuma:

1. Stadijum jajeta — embrionalno razvice

2. Stadiujm larve — postembrionalno razvice
3. Stadijum lutke

4. Stadijum adulta

Mnogi insekti kao larve se po osobinama i nacinu ishrane znacajno razlikuju
od adulta. To im omogucava istovremeno koriS¢enje hranljivih resursa (larva) 1
naseljavanje novih stanista (adult), ¢ime se povecava mogucénost adaptacije 1 samim
tim evolutivni napredak i proSirivanje rasprostranjenosti. Larve kroz svoje razvice
prolaze kroz nekoliko stupnjeva koji su odvojeni presvlacenjem. Broj larvenih
stupnjeva varira od vrste do vrste i moze biti konstantan ili varijabilan. Tokom

stadijuma lutke formira se reproduktivnho sposoban adult — imago. Adulti imaju

.....

2.1.3 Strizibube (Cerambycidae)

Familija strizibuba (Cerambycidae) predstavlja brojnu familiju tvrdokrilaca.
Procenjuje se da u svetu postoji do 30.000 vrsta. Najvec¢i broj je naden u oblasti
ekvatora gde su uslovi za razvoj 1 razmnozavanje najpogodniji. U Evropi je opisano

oko 625 vrsta, odnosno 164 roda strizibuba. Na podrucju Srbije je utvrdeno prisustvo



242 vrste strizibuba iz 123 roda od kojih su neke prisutne isklju¢ivo na Balkanskom
poluostrvu (5). Sakupljanje i1 prouCavanje strizibuba na teritoriji Srbije potice joS od
sredine devetnaestog veka 1846. godine kada je Josif Panci¢ sakupio prvu kolekciju
Coleoptera iz okoline Beograda. Prvi rad o strizibubama Srbije je publikovan 1891.
godine (6).

Ve¢i broj strizibuba su ksilofagni insekti (hrane se drvenastim delovima
biljaka) — 86 %, a manji broj se razvija na zeljastim biljkama (13%). Polovina
evropskih ksilofagnih strizibuba zivi na liS¢arima, Cetvrtina na Cetinarima a samo oko
10% njih moze da Zivi i na liS¢arima i na Cetinarima (5).

Velicina strizibuba varira od nekoliko milimetara kao kod na primer vo¢nih
strizibuba (Tetrops sp.) 1 male evropske strizibube (Gracilia minuta) do oko 6 cm kod
strizibube rodova Ergates., Megopis 1 Cerambyx (5). Najveci broj je izduZenog oblika.
Pretezno su tamne boje: crne, smede, sive 1 braon, ali ima i vrsta koje su obojene
crveno, zeleno ili zuto, a neke imaju i metalni sjaj. Polni dimorfizam je izrazen:
muzjaci su manji i vitkiji 1 imaju duze antene. O¢i su dobro razvijene i razliCitog su
oblika 1 obavijaju osnovu antena koje su sastavljene od 11 ili 12 ¢lanaka i kod vecine
vrsta su duze od tela. Noge su im tanke i duge $to omogucéava brzo hodanje i tréanje
(5). Vecina strizibuba ima specijalni tzv. stridulacioni organ, kojim proizvode
karakteristi¢an zvuk, kao znak uznemirenosti ili bliske opasnosti. Prednji par krila
strizibuba je kao i kod ostalih insekata iz reda Coleoptera modifikovan u Cvrsta,
sklerotizovana pokrilca (elytrae). Pokrilca Stite zadnja krila kada ona nisu u upotrebi i
omogucavaju naseljavanje kripti¢nih stanista. Ispod pokrilaca se nalaze membranozna
zadnja krila koja omoguéavaju letenje (kao kod C. cerdo), ali su Cesto zbog skrivenog
nacina zivota redukovana (kao kod M. fumnereus) (7). Razvice strizibuba traje od

nekoliko meseci do viSe godina.

2.1.3.1 Bukova strizibuba (Morimus funereus)

Bukova strizibuba (M. funereus) je polifagna vrsta rasprostranjena u
jugoistocnoj Evropi. Rasprostranjenost ove vrste je klimatski ogranicena. Moze se
naéi na Balkanskom poluostrvu, na podrudju Ceske, Slovacke, Belgije, Nemacke i

Ukrajine (8). Istrazivanje brojnosti i rasprostranjenosti bukove strizibube je tek u



poslednjih nekoliko godina aktuelno, i tokom 2010. godine su objavljeni prvi rezultati
istrazivanja na podrucju Italije 1 Slovenije (9, 10). Nastanjuje lis¢arsko i Cetinarsko
drvece. NajCesce se moze nac¢i na poseCenim stablima i panjevima hrasta i obi¢ne jele,
ali 1 na bukvi i smréi. Na podrucju Srbije bukova strizibuba se razvija na vrstama iz
familija Tiliaceae, Fagaceae, Corylaceae, Silicaeae, Fabaceae i Pinaceae. Nadeno je
da adulti u laboratorijskim uslovima preferiraju samo odredeno drvece i to zovu, orah,

hrast, jovino drvo, topolu i lipu (11). Izgled adulta i larve je prikazan na slici 1.

Carstvo Animalia

Tip Arthropoda
Klasa Insecta

Red Coleoptera
Podred Polyphaga
Familija Cerambycidae
Potfamilija Lamiinae

Rod Morimus
Vrsta funereus

Naucno ime Morimus funereus

senka larva Mulsant, 1863

Slika 1. Bukova strizibuba (M. funereus). Levo — Slike adulta (muzjaka i zenke) i larve, Desno —
taksonomski polozaj.

Larve se razvijaju na fizioloski oSteCenom drvecu, poseCenim stablima i
panjevima. Zivotni ciklus traje od 3 do 4 godine i nije poznat u potpunosti. Ne postoje
literaturni podaci koji opisuju razvice bukove strizibube u prirodnim uslovima. Imago
polaze jaja pod korom drveca iz kojih se pile larve i razvijaju se pod korom u beljici
stabla (floem) u toku prve faze raspadanja drveta (12). Larve prave dugacke hodnike u
beljici stabla. Larveno razvice traje oko 3 godine i obuhvata pet do Sest, a nekad i1 viSe
larvenih stupnjeva. Veli¢ina larvi varira izmedu jedinki a do kraja razvi¢a postizu
duzinu od 5,3 do oko 7 cm i tezinu od 1 g do 3 g. Na kraju larvenog razviéa larva se
preobrazava u lutku iz koje se razvija adult. Adulti Zive dve godine 1 nelete¢i su
insekti, aktivni u veCernjim satima (od 20 h do 03 h) tokom proleca i leta — od marta
do septembra (11). Najveci broj adulta bukove strizibube su veli¢ine od 1,5 do 3 cm.
PonaSanje adulta u prirodi je trenutno predmet istraZivanja i prvi rezulati su tek

objavljeni (13).



Zbog svog dugacakog perioda razvica larve bukove strizibube su dobar model
sistem za ispitivanje uloge enzima, hormona, regulatornih proteina kao 1 metabolizma
polisaharida i amino — kiselina u odgovoru na razlicite vrste stresa. Ova istraZivanja
su dala veoma znacajne odgovore na pitanja plasticnosti insekata. Na hormonskom
nivou ali i na nivou ekspresije digestivnih enzima pokazano je da je bukova strizibuba

veoma adaptilna vrsta (14-20).

2.1.3.2 Velika hrastova strizibuba (Cerambyx cerdo)

Velika hrastova strizibuba (C. cerdo) je polifagna vrsta koja nastanjuje
listopadno drvece. Rasprostranjena je u Evropi, Aziji, Kavkazu, Maloj Aziji i
Severnoj Africi. U Centralnoj Evropi Zivi isklju¢ivo na hrastu (Quercus, fam.
Fagaceae) dok se u drugim predelima koje nastanjuje moze naéi i na drugim vrstama
listopadnog drveéa (21). Tako je pored hrasta nadena i na kestenu, bukvi, jasenu,
rogacu, orahu, kruski, bagremu, vrbi i brestu (22). Izgled adulta i larve je prikazan na

slici 2.

Carstvo Animalia

Tip Arthropoda
Klasa Insecta

Red Coleoptera
Podred Polyphaga
Familija Cerambycidae
Potfamilija Cerambycinae
Rod Cerambyx

Vrsta cerdo

Naucno ime Cerambyx cerdo

muzjak zenka larva

Linnaeus, 1758
Slika 2. Velika hrastova strizibuba (C. cerdo). Levo — Slike adulta (muzjak i zenka) i larve, Desno —
taksonomski polozaj.

Imago velike hrastove strizibube je leteci insekt 1 aktivan je popodne 1 uvece
tokom prolec¢a i leta. Larve nastanjuju mrtve delove starih, 1 oslabljenih, ali zdravih
stabala, naroCito onih koja rastu na otvorenim i osuncanim lokacijama. Retko
nastanjuju 1 mrtve delove kore i beljike mladih i zdravih stabala. Hodnici koje stvara u
zdravom drvetu postaju staniste za gljivice Biscogniauxia mediterranum cije spore se

prenose 1 na nezarazena stabla a ukoliko izazovu infekciju mogu dovesti do smrti



drveta (23). Tako da se ovaj insekt moze svrstati u vrste insekata koji imaju Stetan
uticaj na drvece i1 Sume kako ekonomski tako i medicinski, 1 nalazi se na listi Stetnih
insekata Srbije (24).

Adulti spadaju medu najkrupnije insekte iz familije Cerambycidae i veli¢ine
su od 24 do 53 mm (21). Razvice velike hrastove strizibube u prirodi je poznato 1
opisano u literaturi za razliku od razvi¢a bukove strizibube. Zenke polazu jaja ispod
kore drveta. Tokom prve godine larve se razvijaju u gornjim delovima beljike a zatim
prodiru dublje u beljiku sve do srzi debla odakle se vra¢aju u beljiku da zavrSe razvice
(25). Larveno razvice traje 28 meseci uklju¢ujuci 5 larvenih stupnjeva nakon cega se
razvija lutka kojoj je potrebno 32 dana da se preobrazi u adulta (26). Larve se
ulutkavaju u beljici stabla (na oko 80 mm dubine) u velikim, ovalnim ¢elijama koje su
odvojene od larvalnih tunela kre¢njackom pregradom koju produkuju same larve (27).
Iz lutke se razvijaju adulti koji ostaju u lutkanim kolevkama do prole¢a. U prolece iz
ovih specifiénih komora izlaze polno zreli adulti (imago) ostavljajuéi ovalne rupe u
drvetu do 2 cm u precniku (22). Nekoliko generacija larvi velike hrastove strizibube
moze da se razvija u istim tunelima i na taj nac¢in dovode do sve veceg osStecenja
drveta (22). Nadeno je da se na stablima hrasta koja su naseljena velikom hrastovom
strizibubom stvaraju bolji uslovi za razvice i drugih vrsta saprofitnih insekata (28).
Zenka u narednih 13 dana polaze oko 300 jaja pod korom drveta (25).

Larve velike hrastove strizibube takode imaju dugacak period razvi¢a i mogu
biti koriS¢ene za ispitivanje metabolickih promena pod uticajem spoljnih faktora, kao
i larve bukove strizibube. Uticaj temperature i hrane na metabolizam larvi velike

hrastove strizibube je detaljno ispitan (29-31).

Bukova strizibuba i velika hrastova strizibuba su vrste koje se mogu naci u
malom broju jedinki u prirodi. Bukova strizibuba pokriva relativno uzak areal
rasprostranjenosti. Obe vrste spadaju u zasticene vrste i nalaze se na IUCN listi u
kategoriji ugrozenih vrsta — VU — ranjivih taksona, Sto je prikazano na slici 3 (32).
Pored medunarodne liste zaSti¢enih vrsta naSle su se 1 na domacoj listi zastiCenih vrsta

(33).



Status ugroZenosti:

Slika 3. Status ugroZenosti na listi zasti¢enih

e Vi m e LLirl [oed ot vrsta In: TUCN 2009. TUCN Red List of

FX W ©CR EH cd ml B Threatened Species. U VU grupu ugrozenih
vrsta spadaju i bukova i velika hrastova

- strizibuba.
VU — Ranjiv takson (IUCN 2.3)

Za bukovu i veliku hrastovu strizibubu ne postoje podaci o brojnosti u prirodi
na celom geografskom podru¢ju koje nastanjuju. Sezdesetih godina proslog veka
bukova strizibuba je nadena na 40 lokaliteta u Srbiji (34). Novija istrazivanja su
pokazala da se broj jedinki na teritoriji Srbije smanjio s’obzirom na to da je bukova
strizibuba nadena na svega 17 lokaliteta (5). Za sada ne postoje programi zaStite ni
kod nas ni u svetu. Programima zastite prethode istrazivanja koja daju odgovore na
pitanja brojnosti ovih i drugih zastienih saprofitnih insekata u prirodi, a koja su
trenutno tek u razvoju (9,10). Gajenje reproduktivno sposobnih jedinki u
laboratorijskim uslovima i njihova reintegracija u prirodno staniste se koristi uveliko
kao deo programa za zastitu ugrozenih vrsta kicmenjaka, a sve ¢esce se preporucuje i
kao metod za zaStitu ugrozenih vrsta insekata (35, 36). Primena ovakvog programa bi
mogla da bude od koristi 1 u zaStiti bukove strizibube, pri cemu bi prvi korak bio da se
razviju reproduktivno sposobni adulti u laboratoriji.

Brojnost 1 zastupljenost velike hrastove strizibube takode je nedovoljno
poznata. Na ograniCenu rasprostranjenost ove retke vrste utice i kratak zivot adulta
kao 1 njegova letacka sposobnost koja je ogranicena na vecernje sate (kada je
temperatura ispod 18°C). Velika hrastova strizibuba se nalazi u mnogim nacionalnim
parkovima Evrope. PoSto nastanjuje stara stabla njeno prirodno staniste je takode
ugrozeno zato Sto se ova stabla seku i1 uklanjaju iz bezbednosnih razloga. Kao mera za
zastitu retkih insekatskih vrsta koje nastanjuju stara stabla 2004. godine je predlozen
plan kojim se preporucuje da se ovakva stabla ne uklanjaju kako bi se saCuvalo
njihovo staniSte (21). Takode je kao mera za zasStitu predlozeno da se istovremeno sa
reintegracijom velike hrastove strizibube u prirodu stvore i povoljniji uslovi sredine

kréenjem Zbunja i malog drveca oko hrasta koji bi bio naseljen larvama (28). U



Ceskoj se tek ovih dana poklanja nesto vise paZnje o¢uvanju prirodnog stanista velike
hrastove strizibube i razmislja o mogucnostima konzervacije (37, 38). Sa druge strane
reintegracija velike hrastove strizibube bi ubrzala propadanje stabala i pruzilo bi
mogucénost drugim vrstama koje sa C. cerdo ¢ine zivotni kompleks a ¢ija je brojnost
veca, da 1zazovu vece ekoloske Stete u Sumi. Status ugrozenosti sa jedne strane 1 Stete
koje nanosi drvecu sa druge strane su predmet diskusije i moze se zakljuciti da je
tanka granica izmedu Stetnosti 1 ugrozenosti velike hrastove striZibube.

Istrazivanja na ovim vrstama strizibuba nisu obimna, zato S$to je
administrativno ogranic¢eno uzorkovanje malog broja jedinki iz prirode, kako zbog
njithove male zastupljenosti tako 1 zbog njihovog statusa zaSti¢enosti kojim je
onemoguceno uzorkovanje dovoljnog broja insekata iz prirode. Za neka istrazivanja,
kao Sto su istrazivanja na digestivnim enzimima je potrebno Zrtvovati veliki broj larvi.
Gajenjem larvi u laboratorijskim uslovima se moze donekle prevazi¢i problem

ograni¢ene dostupnosti ovih insekata u prirodi.
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2.2 Gajenje insekata u laboratorijskim uslovima

Insekti se gaje u laboratorijama radi ispitivanja zivotnog ciklusa, uticaja
razli¢itih faktora na razvi¢e 1 metabolizam insekata kao i zbog ispitivanja digestivnog,
neurosektretornog ili reproduktivnog trakta. Gajenje u laboratorijskim uslovima pruza
puno mogucnosti za ispitivanje insekata. Moguce je pratiti 1 opisati larveno razvice, a
isto tako je moguce ispitivati uticaj hrane tj. pojedinih komponenti hrane, temperature
1 drugih faktora, kako na larveno razvice, tako 1 na metabolizam larvi kroz ispitivanja
digestivnih enzima i hormona. Medutim ne sme biti zanemareno da u prirodnim
uslovima u drvnoj masi i kori postoje mnoge supstance (taninske kiseline 1 dr.) kao 1
simbionti i1 gljive koje kompleksno wuti€u u kombinaciji sa promenljivom
temperaturom 1 vlaZznoS¢u na performanse insekatskih vrsta. Prednost ispitivanja na
larvama gajenim u laboratoriji je §to je na ovaj naCin moguce varirati parametre koje
prirodni uslovi ne pruzaju. Ispitan je uticaj temperature, hrane i sezonskih faktora na
razviée larvi bukove strizibube (39). Uloga neurosekretornog sistema i metabolizma u
razviéu larvi bukove strizibube je opisana kod larvi koje su se razvijale u prirodi i kod
larvi gajenih u laboratorijskim uslovima (40). Uticaj temperaturnog stresa 1 kvaliteta
hrane na metabolizam larvi bukove strizibube je opisan 1 analiziran na nivou
neurosekretornog sistema (41, 20) i na nivou digestivnih enzima larvi i bukove
strizibube (42, 43) 1 velike hrastove strizibube (29-31). Gajenjem larvi insekata u
laboratorijskim uslovima je moguce dobiti ve¢u koli¢inu polaznog materijala za
izolovanje i karakterizaciju enzima i raznih metabolita (44).

Gajenje u laboratorijskim uslovima bukove strizibube i1 velike hrastove
strizibube bi moglo da posluzi kao prvi korak programa reintegracije ovih vrsta u
prirodu i poboljSanja njihovog statusa ugroZenosti, za $ta je neophodno pronaci
hranljivu podlogu na kojoj je moguce dobiti reproduktivno sposobne adulte.

Nutritivna vrednost podloge koja se koristi za larveno razviée se meri
merenjem stepena rasta larve, vremena izmedu presvlacenja, procentom uspesnih
ulutkavanja ili procenta dobijenih adulta (45), a takode i mortalitetom, reproduktivnim
potencijalom i seksualnim indeksom. Da bi se odredila nutritivna vrednost koriS¢ene
podloge za gajenje neophodno je da se odgaji vise od jedne generacije insekata, jer je

moguce da se neke supstancije neophodne za rast i razvice larve nalaze ve¢ stornirane
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u larvi ili u jajetu u rezervama zumanceta (45). Na dobro izbalansiranoj hranljivoj
podlozi je moguce kvalitativno i kvantitativno opisati larveno razvice.

DuZina larvenog razvi¢a zavisi od broja presvlacenja larvi (broja larvenih
stupnjeva) i delom je uslovljena uslovima sredine (46-48). Postoji nekoliko radova u
kojima je opisan larveni razvoj u laboratorijskim uslovima strizibuba (49,50). Za
veliki broj strizibuba razvi¢e u prirodi traje od 3 do 5 godina, a opisano je za neke od
njih: veliku hrastovu strizibubu C. cerdo (22), azijskog dugorogog tvrdokrilca
(Anoplophora glabripennis) (51) 1 tzv. ,huhu* tvrdokrilca (Prionoplus reticularis)
(52). Pokazano je da je larveno razvice kod vecine strizibuba kraée u laboratorijskim
uslovima nego u prirodi (40, 50, 53). Skrac¢enje vremena potrebnog za larveno razvice
u laboratorijskim uslovima ukazuje na to da uslovi u laboratoriji a pre svega stalna
dostupnost hrane istog sastava ubrzavaju razvi¢e. Promene u larvenom razvi¢u u
zavisnosti od uslova sredine se prvenstveno ogledaju kroz digestivni sistem insekata

koji predstavlja direktnu vezu insekta i spoljasnje sredine.
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2.3 Digestivni sistem insekata

Insekti imaju kompletan sistem za varenje — alimentarni kanal koji se proteze
od usta do anusa. Razliciti delovi sistema su adaptirani za razliite funkcije u varenju
hrane. Digestivni sistem vecine insekata je oblika cevi 1 sastoji se od tri glavna
regiona: prednje crevo (stomodeum), srednje crevo (mesenteron) i zadnje crevo
(proctodeum) $to je prikazano na slici 4. Pojedinac¢ni regioni creva su u razli¢itoj meri
razvijeni Sto je posledica evolutivne razliCitosti insekatskih vrsta, ali 1 adaptacije

odredene vrste na vrstu hrane koju Kkoristi.

zadnje crevo
I I
|
I 1
!
1

1
|
| ventriculus |
1
|

prednje crevo .
srednje crevo

' ' l ileum
//-’_\ "
PM(peritrofni matriks) I

| rectum

volika |

ektoperitrofni prostor -
proventrikulus P f .p
endoperitrofni prostor

usta Malpigijeve cevcice

Slika 4. Digestivni sistem insekata

Prednje crevo (stomeodeum) je ektodermalnog porekla. Epitelne Celije

prednjeg creva na apikalnoj povrS$ini luc¢e kutikularni sloj koji sadrzi hitin i proteine.

Ispod sloja epitelnih ¢elija se nalazi sloj miSi¢nih ¢elija kojima se hrana mehanicki
usitnjava i potiskuje u srednje crevo.

Prednje crevo zapocinje od usta i moZe se podeliti na Zdrelo, jednjak, voljku 1
»proventrikulus®“. U ustima se nalaze odvodni kanali pljuva¢nih zlezda. Pljuvacka
sadrzi glikozidaze (najvise amilazu) i1 lubrikante hrane. Hrana dalje prolazi kroz
zdrelo 1 jednjak kroz voljku do proventrikulusa. Kod nekih insekata varenje zapocinje

u voljki, ali enzimi koji u tome ucestvuju su poreklom ili iz pljuvacke ili iz srednjeg
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creva a tu se nalaze kao deo smese. Epitelne ¢elije prednjeg creva ne luce digestivne
enzime. Iz voljke se hrana u porcijama pumpa u proventrikulus tako da se moze reci
da voljka ima ulogu privremenog skladiStenja hrane. Proventrikulus ima ulogu u
mehani¢kom sitnjenju hrane. Sastoji se od miSica i specijalizovanih nabora ili bodlji
koji su okrenuti ka lumenu creva. Kardijalnim (ezofagealnom) zaliskom
proventrikulus se odvaja od srednjeg creva Sto obezbeduje prolazak samo usitnjene

hrane ka srednjem crevu.

Srednje crevo (mesenteron) je endodermalnog porekla i zaduzeno je za
varenje hrane. Na njemu se razlikuju tri regiona — prednji, srednji 1 zadnji koji imaju
razli¢ite funkcije kod razlic¢itih insekatskih grupa.

Srednje crevo je izgradeno od jednoslojnog epitela koji se oslanja na
kontinualnu bazalnu laminu — bazalnu membranu. Epitel srednjeg creva je izgraden
od nekoliko vrsta epitelnih ¢elija koje imaju funkciju u varenju hrane i apsorpciji
hranljivih materija iz lumena creva i1 regenerativnih Celija. Izgled epitelnih celija se
razlikuje duz mezenterona u zavisnosti od funkcija koje obavlja dati region. Na vrhu
tipine epitelne Celije za varenje se nalaze mesta sa mikrovilima koji omedavaju
lumen, odnosno prostor kroz koji se kre¢e hrana. Na donjem delu ka bazalnoj
membrani se nalaze kanali koji sluZe za komunikaciju sa ekstracelularnim prostorom
(54).

Epitelne celije luce acelularnu trodimenzionalnu strukturu sastavljenu od
hitinskih vlakana, proteina i polisaharida koja se naziva peritrofni matriks (PM).
Polisaharidi PM su pretezno glikozaminoglikani, a glavni protein je peritrofin.

PM titi epitelne celije od mehanickih povreda hranom 1 od mikroorganizama
(55-57). Zastitna uloga PM-a se ogleda i u vezivanju toksina, mada je ovaj fenomen u
manjoj meri rasprostranjen kod insekata i nedovoljno ispitan (58).

PM ima nezaobilaznu ulogu u varenju kod insekata koja se ogleda u nekoliko
znacajnih funkcija: obezbeduje kompartmentalizaciju varenja, recikliranje digestivnih
enzima, neselektivno vezuje oligomerne molekule ¢ime se spreCava inhibicija
digestivnih enzima i imobilizuje digestivne enzime (58).

Najznacajnije svojstvo PM-a je polupropustljivost, koja je omogucéena

prisustvom pora razli¢itih veli¢ina i lokalnim promenama pH i naelektrisanja. Najveci
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broj pora je veli¢ine od 6 do 7 nm ali postoje i pore veli¢ine 17 do 36 nm (58).
Selektivna propustljivost PM-a omogucava kompartmentalizaciju digestivnih enzima i
proizvoda digestije izmedu endoperitrofnog (deo PM-a ka lumenu creva) i
ektoperitrofnog (deo PM-a ka mikrovilima epitelnih ¢elija) prostora. Epitelne éelije
sintetiSu digestivne enzime 1 luce th u ektoperitrofni prostor odakle neki od njih
prolaze kroz PM u endoperitrofni prostor — lumen creva, gde ucestvuju u digestiji
hrane. Kroz PM prolaze i produkti hidrolize polimernih molekula iz endoperitrofnog
prostora u ektoperitrofni prostor gde se dalje hidrolizuju a krajnji proizvodi digestije
apsorbuju u mikrovilima epitelnih celija.

PM neselektivno vezuje oligomerne molekule za sebe. Na ovaj nacin je
¢elijama epitela omoguéeno da neometano luce digestivne enzime 1 absorbuju
produkte digestije. Ujedno se sprecava inhibicija nekih digestivnih enzima prisutnih u
lumenu creva, §to znatno povecava efikasnost digestije (59).

Imobilizacija enzima za PM takode povecava efikasnost digestije jer
onemogucava njihov gubitak 1 ujedno ih stabilizuje time Sto sprecava njihovu
denaturaciju. Kod larvi nekih Lepidoptera je pokazano da PM sadrzi 13% amilaze i
18% tripsina (60). Mehanizam imobilizacije ovih enzima nije poznat do kraja, ali se
moze re¢i da li¢i na zarobljavanje zato $to je pokazano da se mikrovilarni enzimi
nalaze unutar Zelatinozne supstance povezane sa PM kod larvi pamuc¢nog moljca

Spodoptera frugiperda (61,62).

Zadnje crevo (proctodeum) je ektodermalnog porekla. Na njemu se najcesce
uocavaju tri regiona: pylorus, ileum 1 rectum. Na vrhu epitelnih ¢elija zadnjeg creva se
nalazi sloj kutikule. Za pylorus se nalaze vezani Malpigijevi sudovi koji su
ekskretorni organi kod insekta. Preko njih se izbacuju amonijum-joni i voda. Ileum je
kod insekata koji koriste celulozu u ishrani diferenciran u fermentativohu komoru. Tu
su smesteni mikroorganizmi simbionti koji produkuju celulaze koje ucestvuju u
hidrolizi celuloze. Rektum ima znac¢ajnu ulogu u resorpciji vode, soli i amino-kiselina
iz urina (45).

Organizacija digestivnog sistema insekatskih vrsta koji pripadaju redu
Coleoptera se ne moze generalizovati zato §to postoji veliki diverzitet izmedu vrsta

insekata. Delovi digestivnog sistema su u razli¢itoj meri razvijeni kod pojedinac¢nih
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familija iz reda Coleoptera u zavisnosti od hranljivih supstrata koji insekti koriste.
Kod vecine ispitanih Coleoptera voljka je ili minimizirana ili nije uopSte razvijena, a
finalna faza digestije svih nutrijenata se odvija na povrsini epitelnih Celija srednjeg
creva (63). Organizacija digestivnog sistema predstavnika familije Cerambycidae nije

do kraja poznata.

2.3.1 Varenje kod insekata

Hrana insekata se u najvecoj meri sastoji od polimera kao Sto su skrob,
celuloza, hemiceluloza 1 proteini. Varenje se odvija u tri faze: inicijalna,
inermedijarna 1 finalna. U inicijalnoj fazi dolazi do smanjenja molekulske mase
polimera dejstvom polimernih endohidrolaza kao $to su peptidaze, amilaze, celulaze i
hemicelulaze. Dobijeni oligomeri se dalje hidrolizuju tokom intermedijarne faze
dejstvom endo i egzohidrolaza. Tokom finalne faze digestije nastaju monomeri
dejstvom dipeptidaza, maltaze i celobiaze ili leucilamino — peptidaze.

Larve strizibuba kao izvor ugljenih hidrata u ishrani koriste celulozu i skrob.
a-Amilaza, koja je jedina od amilaza pronadena kod insekata (64), uSestvuje u
inicijalnoj i intermedijarnoj fazi digestije skroba. Hidroliza skroba zapocinje u ustima
dejstvom a-amilaze iz pljuvacke. Najznacajnija faza digestije skroba dejstvom a-
amilaze se odvija u prednjem delu srednjeg creva. Ovo je dokazano eksperimentima
koji potvrduju prisujstvo o-amilaze upravo u prednjem delu srednjeg creva kod
nekoliko vrsta insekata (65-67). Na kraju ove faze se dobijaju kraéi polisaharidni lanci
koji se dalje hidrolizuju tokom intermedijarne i finalne faze digestije dejstvom endo i
egzo-glukozidaza do glukoze koju apsorbuju epitelne celije. Tri faze digestije kod
insekata se odvijaju u PM-om odvojenim ekto- i endoperitrofnom prostoru $to je

opisano kao kompartmentalizacija varenja (68).

2.3.1.1 Kompartmentalizacija varenja

Kompartmentalizacija digestivnih enzima i1 proizvoda hidrolize je kljuc¢ni

faktor u varenju kod insekata, a obezbeduje je prisustvo polupropustljivog PM-a. Mali

molekuli (proizvodi digestije) prolaze iz lumena creva do celija epitela gde se
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apsorbuju. Istovremeno kroz pore PM-a prolaze digestivni enzimi male molekulske
mase. Inicijalna faza varenja se odigrava u endoperitrofnom prostoru. Endoglukanaze
(a-amilaza) 1 endopeptidaze se iz epitelnih ¢elija srednjeg creva izlucuju kroz PM u
endopertirofni prostor, gde hidrolizuju polimere do manjih fragmenata. Produkti
hidrolize prolaze kroz PM u ektoperitrofni prostor. Digestivni enzimi u lumenu creva
su na ovaj nacin zasti¢eni od parcijalne inhibicije produktima hidrolize Sto povecava
efikasnost digestije.

Intermedijarna i finalna faza varenja se odigravaju u ektoperitrofnom prostoru.
Tripsin i a-amilaza prolaze kroz PM i nalaze se i u endoperitrofnom i ektoperitrofnom
prostoru tako da ucestvuju u inicijalnoj 1 intermedijarnoj fazi digestije. U
ektoperitrofnom prostoru se nalaze i egzohidrolaze kao 1 hidrolaze dimera zaduzene
za hidrolizu manjih polimernih fragenata (intermedijarna faza digestije) i dimera
(finalna faza digestije). Vecina enzima ukljucenih u intermedijarnu i finalnu fazu
digestije su proteini velikih molekulskih masa i ne mogu da produ kroz PM, a neki od
njih su ukotvljeni u membranu epitelnih Celija. Krajnji produkti hidrolize polimernih
molekula iz hrane se na ovaj nacin nalaze u ektoperitrofnom prostoru, odnosno u
neposrednoj blizini membranskih nosaca kojima se apsorbuju u ¢elije epitela (58).

Digestivni enzimi su kod vecine insekata prisutni u malim koli¢inama, ali je
njihov efekat digestije znatan upravo zbog kompartmentalizacije varenja i mogucénosti
recikliranja enzima koji mogu da prolaze kroz PM. Recikliranje digestivnih enzima je

omoguceno takozvanim protokom u suprotnom smeru.

2.3.1.2 Protok u suprotnom smeru

Protok u suprotnom smeru je hipoteza predlozena 1981. (69) po kojoj se deo
digestivnih enzima iz endoperitrofnog prostora reciklira, Sto dodatno doprinosi
povecanju efikasnosti varenja. U zadnji delo srednjeg creva enzimi stizu zajedno sa
hranom. PoSto prolaze kroz PM oni ovde prelaze u ektoperitrofni prostor, odakle ih
voda koja se kre¢e u suprotnom smeru od smera kretanja hrane vraca u prednji deo
srednjeg creva u kome oni ponovo prelaze u endoperitrofni prostor i ponovo ucestvuju

u varenju hrane. Princip je prikazan na slici 5.
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Do ove hipoteze se doslo tako Sto je
pokazano da se vrlo malo enzima
ekskretuje (69). Kasnije je upotrebom
boja 1 imunofluorescentne
mikroskopije delova srednjeg creva
larvi S. frugiperda potvrdena teorija o
protoku u suprotnom smeru i
recikliranju enzima (62). U prilog
teoriji idu i noviji rezultati dobijeni
istrazivanjima na larvama pamucnih
moljaca S. frugiperda 1 malih muSica
Rhynchosciara americana 0
distribuciji a-amilaze i trispina duz

srednjeg creva (59).

2.3.2 Digestivni enzimi insekata

proventrikulus

—  —

epitelne éelije

ektoperitrolni prostor

PM

endoperitrofni prostor

Loe— L G
(YT ]

Malpigijeve ceviice

A

Slika 5. Protok u suprotnom smeru kod insekata u
srednjem crevu.

Digestivni enzimi su hidroliticki enzimi koji katalizuju degradaciju molekula

dodatkom molekula vode na specificnu vezu. Kod insekata su nadene sve klase

digestivnih enzima koje postoje 1 kod sisara (70), a mogu se podeliti po tipu supstrata

na:

» Glikozidaze (katalizuju razgradnju polisaharida i oligosaharida do prostih

Secera),

» Lipaze (katalizuju hidrolizu masti do masnih kiselina i glicerola),

» Peptidaze (katalizuju hidrolizu proteina do amino-kiselina).

2.3.2.1 Mehanizmi sekrecije digestivnih enzima

Mehanizami sekrecije digestivnih enzima se razlikuju u razli¢itim regionima

srednjeg creva insekata i zavise od specificnih funkcija regiona. Epitelne celije

srednjeg creva insekata sekretuju digestivne enzime na tri nacina:
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» Merokrina sekrecija — egzocitoza Sinteza enzima se zavr$ava u Goldzijevom
aparatu epitelnih celija od kojeg se odvajaju unutar malih membranskih
vezikula. Ove vezikule se fuzioniSu sa ¢elijskom membranom pri ¢emu se
enzim otpusta u lumen creva. Ovaj tip sekrecije se ¢esce odvija u zadnjem
delu srednjeg creva insekata. Pokazano se da se na ovaj nacin sekretuje tripsin
upravo u zadnji deo srednjeg creva larvi tzv. ,braSnastih crva“ Tenebrio
molitor (67).

» Holokrina sekrecija — sekrecija gde se membarana epitelnih céelija razara i
sadrzaj se izluuje u lumen creva a sa njim i digestivni enzimi (71). Ovaj na¢in
sekrecije je skup za insekte 1 nije Cest a naden je kod larvi muva zunzara
Stomoxys calcitrans (72).

» Apokrina sekrecija — varijanata holokrine sekrecije gde se gubi oko 10 %
apikalne citoplazme epitelnih ¢elija. Vr$ni delovi mikrovilarne membrane se
odvajaju kao vezikule koje sadrze enzime, u sekretornim vezikulama
poreklom iz Goldzijevog aparata, i otpuStaju u lumen. Postoji i mikroapokrina
sekrecija gde se gubi veoma mala koli¢ina apikalne citoplazme zato Sto se od
mikrovilarne mebrane odvajaju male vezikule sa dvoslojnom membranom
zato $to sadrze pojedinacne vezikule sa enzimima. Sadrzaj vezikula oba tipa
sekrecije se oslobada u lumenu razaranjem membrana pod dejstvom
detergenata i promene pH vrednosti (71). Ovaj tip sekrecije je specifiCan za
¢elije prednjeg dela srednjeg creva insekata. Kako je funkcija prednjeg dela
srednjeg creva da apsorbuje proizvode digestije, smatra se da je apokrina ili
mikroapokrina sekrecija adaptacija na ove uslove. Tako se na mestu gde se
deSavaju apsorpcioni procesi bolje disperguje sadrzaj sekretornih vezikula u

lumen, a da se pri tom ne ometa apsorpcija proizvoda digestije (67).

a-Amilaza se sintetiSe u epitelnim ¢elijama prednjeg dela srednjeg creva gde
se u Goldzijevom apartu pakuje u sekretorne vezikule zajedno sa peritrofinom
(proteinom PM-a) i sekretuje se u lumen mehanizmom mikroapokrine sekrecije.
Tokom transporta ka mikrovilima deo amilaze se zbog povecanja pH u vezikulama ili
nekog drugog mehanizma odvaja od membrane. U trenutku oslobadanja sadrzaja

vezikula solubilni deo a-amilaze se oslobada u ektoperitrofni prostor, dok deo ostaje
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vezan za membranu tako Sto se inkorporira u Zelatinoznu supstancu PM-a. Ovaj
mehanizam sekrecije 1 imobilizacije a-amilaze je opisan eksperimentima na larvama
S. frugiperda 1 pretpostavlja da znacaj imobilizovanja o-amilaze nije samo u
povecanju efikasnosti digestije, ve¢ i u kontroli sekrecije amilaze, zato $to su Celije
srednjeg creva pune glikogena ¢ija bi nekontrolisana hidroliza dovela do osmotskog

Soka (62).

2.3.2.2 Kontrola sekrecije digestivnih enzima

Digestivni enzimi insekata se izlu¢uju u lumen srednjeg creva na dva nacina:
konstititivnom sekrecijom — enzimi se oslobadaju iz ¢elija odmah po sintetisanju 1
regulisanom sekrecijom — sintentizovani enzimi se ¢uvaju u neaktivnom obliku kao

zimogeni do aktivacije i oslobadanja iz zimogenih granula regulacionim signalom.

Cuvanje neaktivnih enzima i stimulacija njihove sekrecije hranom su
karakteristike insekata koje su detaljno ispitane (73). Postoje tri mehanizma kontrole
sekrecije digestivnih enzima kod insekata: prandijalna kontrola — stimulacija unetom
hranom, hormonalna kontrola i1 parakrina kontrola — stimulacija faktorima koji nastaju
u endokrinim ¢elijama creva.

Mehanizmi kontrole sekrecije digestivnih enzima kod insekata nisu odvojeni
procesi (74). Proteini iz hrane direktno stimuliSu sekreciju digestivnih enzima
(prandijalni mehanizam) i istovremeno deluju na endokrine ¢elije creva (parakrini
mehanizam) (73).

Hormonska kontrola regulacije proteoliticke 1 amiloliticke aktivnosti je
dokazana kod larvi bukove strizibube indirektnim metodama ligature i injektiranjem
ekstrakta mozga aktivnih larvi (75) i spreCavanjem oslobadanja neurohormona iz

medijalnih neurosekretornih ¢elija delovanjem stresorne temperature (20).

2.3.3 Glikozidaze

Polisaharidi se hidrolizuju dejstvom glikozidaza u voljki i u prednjem delu

srednjeg creva kod vecine insekata, Sto je potvrdeno eksperimentima u kojima je
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odredivana aktivnost pojedinacnih enzima u svim regionima digestivnog trakta
insekata gde je pokazano da su glikozidaze prisutne u voljci (prednje crevo) i u
prednjem delu srednjeg creva (65, 66, 76, 77). Fitofagni insekti od polisaharida
koriste najcesce skrob, celulozu, ksilan ili pektin a retko 1 hitin, dok karnivorni insekti
koriste glikogen. Enzime za digestiju polisaharida sekretuju pljuvacne zlezde 1
epitelne Celije srednjeg creva insekata.
Glikozidaze nadene kod insekata su:

» o-Amilaza hidrolizuje unutrasnje glikozidne veze u skrobu i glikogenu

oslobadajuci kratke dekstrinske lance (78-81).

» 0-Glukozidaza 1 oligo-1,6-glukozidaze (izomaltaze) hidrolizuju male
dekstrinske lance oslobadaju¢i glukozu. a-Glukozidaza hidrolizuje maltozu,
saharozu, trehalozu, melezitozu, rafinozu i stahiozu (82).
a-Galaktozidaza hidrolizuje meliobiozu, rafinozu i stahiozu (83).
a-Trehalaza hidrolizuje trehalozu na galaktozu i glukozu (84).

B-Glukozidaze hidrolizuje celobiozu, genciobiozu 1 metil-B-glikozide (85).

B-Fruktofuranozidaza deluje na saharozu oslobadaju¢i glukozu i fruktozu (86).

YV V V VYV V

Pektinaza — poligalakturonaza katalizuje hidrolizu pektina do galakturonske

kiseline (87, 88).

A\

Ksilanaza hidrolizuje B-1,4- veze u ksilanima (89).

Y

Hitinaza hidrolizuje veze unutar hitina (90, 91).
» Lizozim hidrolizuje B-1,4- glikozidne veze izmedu N-acetilglukozamina i N-
acetilmuraminske kiseline (79, 92).
» Celulaza hidrolizuje B-1,3- i f-1,4 izmedu glukana unutar celuloze (85, 93).
Krajnji proizvod hidrolize polisaharida su glukoza 1 drugi monosaharidi koji se
apsorbuju iz lumena creva i1 dalje metaboliSu preko glukoze Cime se dobija energija

neophodna za kretanje, rast i razmnozavanje insekata.

2.3.4 Metabolizam glukoze kod insekata

Glukoza se apsorbuje iz lumena creva (iz ektoperifernog prostora) u epitelne

¢elije posredstvom membranskih glukoznih transportera. Glukozni transporteri su

nadeni 1 okarakterisani na genetskom nivou u ¢elijama ventrikulusa i prednjem delu
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srednjeg creva larvi peruanske pamucne StetoCine Dysdercus peruvians (94). Dalja

sudbina glukoze zavisi od trenutnih potreba insekta a prikazana je na slici 6.

Odredivanje nivoa trehaloze i

Polisaharidi glikogena u hemolifi larvi strizibuba
Glcidru\é/i prosti $eceri je koris¢eno za pracenje nivoa
J/olakﬁana difuzija metabolizma polisaharida (30). Ovi
‘/' ol ‘\, Glikogen podaci indirektno mogu da posluze
Hiti i . . .
i // \ masng kivo kao  merilo nivoa  amilazne
Metaholizam Trehaloza aktivnosti.
za LOMAMC  masng tkivo
energy misic
hemolimfa

Slika 6. Moguca ,,sudbina“ glukoze adsorbovane iz
creva insekata

Deo glukoze se trosi za sintezu hitina a najvec¢i deo se metaboliSe za dobijanje
energije. ViSak glukoze se deponuje u masnom tkivu, miSi¢ima i hemolimfi insekata u
obliku glikogena i trehaloze.

Energiju dobijenu u vidu ATP-a tokom metabolizma glukoze insekti trose na
kretanje. Leteci insekti za letenje, koje je energetski zahtevno, koriste pored ATP
dobijenog od glukoze i ATP dobijen metabolizmom masnih kiselina. Ksilofagne larve
troSe energiju za prodiranje kroz drvnu masu $to im omogucava hranjenje, a time i
razvi¢e. Moze se re¢i da je to veoma zahtevan proces, obzirom na kompaktnost i
¢vrstinu drvnog materijala sa jedne strane i krhkosti u pogledu grade i veli¢ine larvi sa
druge strane, te je ksilofagnim larvama potrebno puno energije da bi prevazisle ovaj
problem. U nizu reakcija potrebnih da se obezbedi energija tj. glukoza vazan polazni
enzim je a-amilaza. Pored ATP dobijenog od glukoze moguce je da ove larve koriste 1
ATP dobijen metabolizmom masnih kiselina, kao insekti leta¢i, da bi obezbedile

dovoljno energije.
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2.4 a-Amilaza

Amilaze su prisutne u digestivnim sistemima svih Zivotinja. Biljke 1 neki
mikroorganizmi takode produkuju amilazu. Amilaze su glikozidaze koje hidrolizuju

a-1,4-glikozidnu vezu skroba. Reakcija je prikazana na slici 7.

OH OH
OH OH
0 0 a-amilaza
OH OH + HO o) o}
&o o o}> el | 2 0N * OH 5
OH OH 0 OH HO 0
OH OH

1.4-glikozidna veza u skrobu

Slika 7. Reakcija hidrolize 1,4-D-glikozidne veze polisaharida dejstvom a-amilaze

Hidrolizom 1,4 — glikozidne veze nastaju dva molekula oligosaharida sa
redukuju¢im krajem na prvom C atomu. Amilaze su zbog svoje uloge i upotrebne

mogucnosti odavno interesantne za proucavanje.
2.4.1 Istorijski pregled

Erhard Friedrich Leuchs je jo§ 1831. godine opisao hidrolizu skroba enzimom
iz pljuvacke koji je nazvao "ptijalin" (95, 96). Amilaza je prvi enzim koji je izolovan.
1833. godine su francuski hemicari Anselme Payen 1 Jean-Frangois Persoz izolovali
amilazni kompleks iz isklijalog je¢ma 1 nazvali ga ,,dijastaza* (97, 98). Beijerinck je
1895. godine predlozio da se svi enzimi koji hidrolizuju skrob nazovu amilaze (99).
Ovaj naziv je i danas u upotrebi.

Istrazivanja na amilazama dobijaju na znacaju kada pocCinje njihova
industrijska upotreba u procesima razgradnje skroba. Boidin i Efront su 1917. godine
prvi put upotrebili amilazu dobijenu iz Bacillus subtilis u tekstilnoj industriji (100).
Pedesetih 1 Sezdesetih godina proslog veka zapocela je upotreba amilaze u industriji
Secera, za dobijenje visokofruktoznih sirupa koji se prave od skroba. Ovi procesi su
dalje razvijani uvodenjem novih tehnika i odredenih amilaza za enzimsku likvifikaciju

skroba. Sa sve vecom upotrebom amilaza u industriji razvijala se i potreba za
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istrazivanjima na ovom enzimu. Istovremeno su napredovala istrazivanja na
amilazama u cilju dobijanja novih saznanja o njenoj ulozi u varenju kod Zzivotinja i
klijanju kod biljaka. Pankreasna a-Amilaza je prvi put izolovana do homogenosti i
kristalizovana 1947. godine (101). Amilaza larvi bukove i velike hrastove strizibube
je prvi put detektovana u mezenteronu 1966. godine (102). Amilaza je danas predmet
istrazivanja velikog broja radova kako zbog svoje fizioloSke uloge tako i1 zbog
nezamenljive upotrebe u industrijskim procesima. Na osnovu specifi¢nih osobina i
vrste veze koju hidrolizuju sve amilaze su klasifikovane u nekoliko grupa Sto je

prikazano u poglavlju 2.4.2.

2.4.2 Klasifikacija enzima

Po preporuci Komiteta za nomenklaturu internacionalne unije za biohemiju i
molekularnu biologiju — Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) enzimi su oznaceni oznakom EC
iza koje slede 4 broja koji su karakteristicni za funkciju koju enzim obavlja. Amilaze
su oznacene kao EC 3.2.1.1, EC 3.2.1.2 1 EC 3.2.1.3. Ove oznake poticu od:

EC 3 — Hidrolaze — katalizuju reakciju hidrolize u prisustvu molekula vode

EC 3.2 — Glikozidaze — katalizuju hidrolizu glikozidnih veza

EC 3.2.1 — enzimi koji katalizuju hidrolizu O- i S- glikozidnih veza

Poslednji broj oznacava specificnost enzima odnosno definiSe vrstu veze u molekulu
supstrata ¢iju hidrolizu katalizuje enzim.

Glikozidaze se klasifikuju na endo (hidrolizuju veze unutar polisaharidnog
lanca) 1 egzo (hidrolizuju veze na neredukuju¢em kraju polisaharidnog lanca).
Amilaze katalizuju hidrolizu 1,4-D-glikozidne veze izmedu susednih glukoznih
jedinica a po mestu na kome hidrolizuju skrob dele se na endoamilaze, koje
hidrolizuju 1,4-D-glikozidne veze u unutrasnjosti molekula amiloze i amilopektina
stvarajuci kratke glukopiranozne lance, 1 egzoamilaze, koje katalizuju hidrolizu 1,4-D-
glikozidne veze sa neredukujuéeg kraja amiloze ili amilopektina stvarajuci kao krajnje

produkte maltozu i1 glukozu.
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o-Amilaza (EC 3.2.1.1) je endoamilaza koja na nasumi¢nim mestima raskida
lance skroba i glikogena dajuc¢i kratke oligomerne dekstrinske lance. a-Amilaza je
pronadena kod Zivotinja, ¢oveka viSih biljaka i nekih mikroorganizama, kao §to su

gljive roda Aspergillus 1 bakterije roda Bacillus i Clostridium.

Humana 1 svinjska pankreasna o-amilaza
kao 1 humana pljuvacna o-amilaza su
najviSe  ispitivane  amilaze  (103).
Trodimenzionalna struktura pankreasne o-
amilaze je prikazana na slici 8. a-Amilaza
je glikoprotein (104) sastavljen od jednog
polipeptidnog lanca sa 475 aminokiselina,
dve SH grupe i Cetiri disulfidna mosta i
vezanog jona Ca*" (105, 106). Pokazano je
takode da postoji vezujuée mesto za

hloridni jon koji pri vezivanju izaziva

konformacionu promenu enzima, pra¢enu

Slika 8. Pankreasna a-amilaza. Bela kuglica — povec¢anjem aktivnosti (107).
Ca®", zelena kuglica — CI"!

Uloga a-amilaze je da hidrolizuje skrob u razliitim sistemima u kojima se
nalazi. Kod Zivotinja 1 Coveka to je digestivni sistem, a skrob je najzastupljeniji
polisaharid u ishrani. Kod biljaka a-amilaza je prisutna u semenu, ali se sintetizuje
samo tokom germinacije kada je jedino opravdana razgradnja skroba koji biljke
akumuliraju u semenu. Mikroorganizmi luc¢e a-amilazu u spoljasnju sredinu direktno
razlazu¢i skrob prisutan u hranljivom supstratu, §to im omogucava apsorpciju

proizvoda hidrolize skroba.

2.4.3 Skrob

Skrob je polisaharid sastavljen od velikog broja glukoznih jedinica medusobno

vezanih 1,41 1,6 — O — glikozidnim vezama. Sastoji se od dva tipa molekula: spiralne
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amiloze i razgranatog amilopektina. Sematski prikaz skroba sa hemijskim formulama

je prikazan na slici 9.

‘CH,OH
-]
H H H A
a H 1
0”\OH H
3 2
OH

§
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F 5 2 :
H H
O 2
ATes,,
o o, O SKROB —

Slika 9. Skrob, Sematski prikaz i hemijska formula

Amiloza je polimer sastavljen od a—(1,4)-D—glukopiranoznih jedinica.
Amilpektin je polimer sastavljen od a—(1,4)-D—glukopiranoznih jedinica sa oko 4%
0—(1,6)-O-glikozidnih veza. Skrob se sintetiSe u zelenim biljkama 1 predstavlja
energetski depo biljkama. Ujedno je najzastupljeniji polisaharid u ishrani mnogih
zivotinja i coveka.

Glikogen je analog amilopektinu. Nalazi se kod Zivotinja i nekih gljiva gde
predstavlja energetski depo. Nastaje od molekula glukoze tokom procesa glikogeneze,
a razgraduje se po potrebama organizma.

Amilopektin 1 glikogen su rastvorni u vodi, dok je amiloza nerastvorna.
Amiloza u kontaktu sa vodom pravi suspenzije, tako Sto se molekuli amiloze
agregiraju praveéi velike Cestice koje stvaraju precipitat. Skrob je nerastvoran u
hladnoj vodi. U kontaktu sa vodom bubri i formira pastu. Na temperaturama izmedu
70°C 1 80°C povecava znatno viskoznost rastvora. Grejanjem na 110°C granule

skroba se raspadaju ireverzibilno, ali bez raskidanja glukozidnih veza. Raskidanjem
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malog broja glikozidnih veza enzimima ili hemijski znaCajno se povecava
rastvorljivost skroba.

Skrob se u prirodi nalazi u obliku specifi¢nih granula. Amiloza i amilopektin
formiraju mesovite kristalne regione koji se rasporeduju radijalno tako da granulama
daju strukturu sferolita. Granule skroba su vidljive pod svetlosnim mikroskopom.

Nerastvorne su u vodi, bubre i formiraju pastu (103).

2.4.3.1 Nativni (sirovi) skrob

Zelene biljke sintetizuju skrob u toku procesa fotosinteze u hloroplastima.
Skrob ne moze da prode kroz celijsku membranu, pa se u svakoj ¢eliji razlaze i
sintetizuje po potrebama. U amiloplastima se ponovo sintetizuje i kao takav
predstavlja energetsku rezervu. Jedan amiloplast moze da sadrzi jedno ili viSe zrna
skroba. Skrob se kao depo nalazi u raznim delovima biljaka, a najvise u semenima i
korenu. Koli¢ina skroba u raznim delovima biljke varira u zavisnosti od godiSnjeg
doba, odnosno od procesa u biljci.

Na slici 10 su prikazane granule skroba posmatrane pod svetlosnim

mikroskopom poreklom iz razli¢itih biljaka (108).

krompir
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. 63 < .50
B0 . @ Rl
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pSenica
Slika 10. Svetlosna mikroskopija granula sirovog skroba

izolovanog iz razli¢itih izvora.
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Oblik 1 veli¢ina granula skroba su specifi¢ni za vrstu biljke Sto se vidi na slici
10. Prve studije na morfologiji skroba su zapoceli Nageli i Majer 1858. godine, i
pokazali su veoma veliku raznolikost skrobova. Pokazano je da veli¢ina, oblik i
struktura skroba variraju u okviru definisanih granica, tako da se zrna iz razlicitih
izvora razlikuju medusobno (109). Razli¢ite metode mikroskopije skroba (svetlosna,
fazno kontrasna, petrografska, elektronska (SEM) i difrakciona mikroskopija) mogu
da posluze za razlikovanje vrsta skrobova, ali i za identifikaciju biljnog materijala iz
kog skrob potice (110). Najcesce se ispituju osobine skrobnih zrna iz materijala koji
biljkama sluze kao depo polisaharida, a to su seme i korenje, gde skroba upravo i ima
najvise. Skrob iz stabla drvenastih biljaka se rede uzima u razmatranje kada se ispituju
oblik 1 veli¢ina granula skroba, zbog otezanog pristupa i manje koli¢ine u polaznom
materijalu. Upravo skrob u drvetu predstavlja jedan od glavnih izvora polisaharida za

ksilofagne larve koje se razvijaju u beljici stabla.

2.4.3.2 Skrob u drvetu

Najvazniji rezervni polisaharid u drvenastim biljkama je skrob. Sintetizuje se 1
razgraduje u svim delovima drveta u zavisnosti od potreba. Najveca koli¢ina skroba se
akumulira u korenu, ali se jedan deo akumulira 1 u stablu. Skrob se sintetizuje 1
akumulira kada se stvara puno Secera i kada je njihov nivo u biljci visok (na viSim
temperaturama) a hidrolizuje se na prostije Secere kada je niska koncentracija Secera u
biljci (na niskim temperaturama) (111). Koli¢ina skroba u drvenastom delu zavisi od
sezonskih promena (112) i od starosti drveta (113). Najveca zabelezena koncentracija
skroba u drvenastom delu je u drugoj godini Zivota i to tokom jeseni (6,32% od
ukupne koli¢ine skroba u celom drvetu) (113). Sa povecanjem strarosti drveta koli¢ina
skroba u stablu opada. Najvece koli¢ine skroba se akumuliraju na mestima grananja
drveta i to na viSim delovima krosnje (114).

Skrob se u drvenastom delu nalazi u zivim ¢elijama gde je moguca njegova
razgradnja tokom metaboli¢kih procesa i rasta drveca. Nalazi se u obliku viseslojnih
granula u parenhimskim c¢elijama beljike, kao 1 u zivim floemskim ¢elijama
unutra$nje kore stabla (113). Skrob je prvi put detektovan in sifu i izolovan iz

parenhimskih ¢elija beljike hrasta i oraha (115).

28



1:]’]‘1‘::;5‘;1;:;‘0;1 Na slici 11 je prikazan poprec¢ni presek drveta
gde se vide delovi u kojima je sadrZaj skroba
razlicit. Rezerve polisaharida su dva puta
veée u spoljasnjem delu beljike nego u

unutrasnjem. Skrobna zrna su najbrojnija u

L ¢elijama uz kambijum drveta, a njihov broj
kambijum

A opada ka unutra$njosti beljike. U ¢elijama srzi

sree drveta

drveta se moze nac¢i zanemarljiv broj skrobnih

zrna ili ih uopSte nema.

Slika 11. Poprecni presek drveta

Sadrzaj skroba u delovima stabla je od velikog znacaja za ksilofagne insekte
¢ije se larve razvijaju upravo u ovim delovima drveta. Larve bukove strizibube se
razvijaju u potkornom delu i u beljici stabla §to 1 odgovara mestima sa najviSe skroba.
Larve velike hrastove strizibube iako prodiru do srzi drveta, ipak najve¢i deo svog
razvica provode u beljici i potkornom delu stabla. Nadeno je da stara, oStec¢ena i
bolesna stabla akumuliraju skrob isklju¢ivo u spoljasnjem ksilemskom prstenu beljike
(116). Sto zna¢i da ove larve lako dolaze do skroba neophodnog za dobijanje energije.

Digestija skroba obuhvata mehanicku 1 enzimsku hidrolizu. Enzimska
hidroliza ukljucuje a-amilazu, ¢ije se dejstvo moze posmatrati kroz hidrolizu amiloze
1 amilopektina odvojeno.

Dejstvom a-amilaze na amilozu u prvoj fazi rekacije dobijaju se lanci
dekstrinskih molekula male molekulske mase, od kojih nastaju sve kra¢i i kraci
molekuli. U drugoj sporijoj fazi reakcije a-amilaza deluje na kratke dekstrinske lance
daju¢i kao proizvod reakcije smesu maltoze i maltotrioze. Maltotrioza dalje moze da
se hidrolizuje pod dejstvom a-amilaze na maltozu i glukozu, ali veoma sporo. Krajnji
proizvodi hidrolize amiloze dejstvom a-amilaze su glukoza (13%) i maltoza (87%)
(103).

Dejstvom a-amilaze na amilopektin se u prvoj fazi dobijaju grani¢ni granati
dekstrinski lanci. Zatim od njih nastaju kraéi granati i linearni dekstrinski lanci —
hepta-, heksa-, penta-, tetra-trisaharidi i disaharidi. Krajnji proizvodi hidrolize

amilopektina (sa 4% 1,6-veza) su glukoza (19%), maltoza (73%) i1 izomaltoza (8%)
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(103). Zanemarljivo malo glukoze je detektovano na pocetku reakcije a-amilaze, Sto
potvrduje da se glukoza ne stvara od dekstrinskih molekula velike mase ve¢ samo od
kratkih dekstrinskih lanaca (117).

Koris¢enjem produkata hidrolize ili skroba kao supstrata u specifi¢nim

kolorimetrijskim reakcijama kvantifikuje se amilazna aktivnost (108, 118).
2.4.4 Testovi za odredivanje amilazne aktivnosti

Najcesc¢e koris¢ena metoda za odredivanje aktivnosti o-amilaze kojom se
odreduju redukujuci Seceri je DNS metoda koju je razvio Bernfeld 1955. godine (119).
Kao supstrat se upotrebljava rastvorni skrob. Dejstvom amilaze nastaju dekstrinski
lanci razli¢itih duZina, koji imaju redukuju¢i kraj nastao na mestu hidrolize. Pod
dejstvom dinitrosalicilane kiseline (DNS) aldehidna grupa iz Secera oksiduje do
kiseline a redukuje se jedna NO, grupa na DNS-u u NH; grupu pri ¢emu dolazi do
promene boje od zute do narandzasto crvene. Promena boje se meri
spektrofotometrijski merenjem absorbancije na 540 nm. Reakcija je prikazana na slici

12 (120).

\?)L H +H,0 — ﬁ\)’ts RJKOH

3-amino-5-nitrosalicilna kiselina
Slika 12. Reakcija DNS sa redukuju¢im krajem dekstrinskih lanaca nastalih hidrolizom skroba.

Skrob sa rastvorom joda (I u rastvoru KI) interaguje dajuc¢i plavu boju.
Mehanizam reakcije nije do kraja poznat ali I, sa I' jonom pravi I3” negativni lanac
koji se interkalira unutar spiralnih lanaca amiloze iz skroba. Amilopektin i granajuci
delovi skroba formiraju mnogo krace spirale, tako da molekuli joda ne mogu da se

interkaliraju, te je boja proizvoda ove reakcije narandzasta do zuta.
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Hidrolizom skroba se dobijaju manji oligosaharidi sa kojima takode jod ne
daje plavu boju. Swanson je pronasao da 4 do 6 glukoznih jedinica u nizu ne daju
nikakvu boju sa jodom, lanci od po 8 do 12 glukoznih jedinica daju crvenu boju, a
polisaharidi sa 30 i viSe glukoznih jedinica daju plavu boju sa jodnim reagensom
(121).

Upotrebom ove osobine skroba i1 dekstrinskih lanaca da sa J, daju obojena
jedinjenja sa maksimunom apsorbancije na A = 590 nm, razvijeno je nekoliko metoda
za odredivanje aktivnosti amilaze. NajviSe citirana 1 koriS¢ena je metoda po Brigsu
(122). Ona predstavlja modifikaciju testa koji su razvili Sandstedt, Kneen i Blish
1941. godine (123). Ovom metodom je moguce odrediti aktivnost a-amilaze. Kao
supstrat se koriste P-grani¢ni dekstrinski lanci dobijeni hidrolizom skroba pod
dejstvom B-amilaze, a za prekid reakcije jodni reagens. Tokom reakcije sa o-
amilazom dekstrinski lanci se skraduju ¢ime je reakcija sa jodom onemoguéena.
Amilazna aktivnost se odreduje na osnovu smanjenja intenziteta plave boje sa pocetka

reakcije.

2.4.5 Zimogramska detekcija amilaze

Osobina skroba da reaguje sa jodom je iskoriS¢ena i za razvijanje zimograma
za amilaze u gelu posle elektroforeze. Zimogram predstavlja detekciju enzima,
uglavnom hidrolaza, nakon elektroforeze na razli¢itim gelovima (poliakrilamid, skrob,
agaroza, Sephadex, razni kompozitni gelovi). Zimogramska detekcija omogucava
sagledavanje niza osobina enzima. Mnogi enzimi su prisutnu u zivom svetu u obliku
izoformi ¢ija detekcija je moguca zimogramima. Zimogramom je moguce detektovati
enzim nakon nativne poliakrilamidne elektroforeze (PAGE), izoelektricnog
fokusiranja (IEF-a) ili nakon natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidne elektroforeze
(SDS PAGE). Detekcijom enzima posle nativne PAGE i IEF-a detektuju se enzimske
izoforme, a posle IEF-a svakoj izoformi je moguce odrediti pl vrednost. Neke enzime
je moguce zimogramski detektovati i posle SDS PAGE u delimi¢no renaturiSu¢im
uslovima, tako Sto se enzim posle elektroforeze prvo renaturiSe u gelu a zatim
detektuje specifi€énim supstratom. Na ovaj nacin je moguce enzimu odrediti pribliznu

molekulsku masu (MM), ako nema disulfidnih veza. Po intenzitetu dobijenih traka
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moguce je kvantifikovati enzim zimogramskom tehnikom. Danas je zimogramska
detekcija enzima nezaobilazni korak u detekciji, preciS¢avanju i karakterizaciji
enzima.

Zimogrami za amilazu se koriste od 1970. 1 1971. godine kada su detektovane
izoforme humanih pankreasnih 1 pljuvaénih amilaza (124, 125). Zimogramska

detekcija amilaze obuhvata sledece faze:

a) elektroforetsko razdvajanje proteina u gelu
b) kontakt gel-skrob

c¢) vizuelizacija amilaznih traka bojenjem gela jodnim reagensom

Za fazu kontakta enzima sa skrobom koriste se ,,kopolimerizovani“ skrob u
gelu ili rastvorni skrob. Za kopolimerizaciju skroba se koriste AA gelovi i agarozni
gelovi, mada ovde ne dolazi do prave kopolimerizacije skroba i molekula akrilamida
ili agaroze. Ovakvi gelovi mogu da se printuju na gel posle elektroforeze (126) ili da
se koriste za elektroforetsko razdvajnje (AA) i1 detekciju amilaze posle elektroforeze u
istom gelu. Za tehniku printa gel na gel AA gelovi sa skrobom su se pokazali bolji od
agaroznih, zato Sto se sa njima lakSe manipuliSe i zimogramska detekcija je bolje
rezolucije. Agarozni gelovi su ¢eS¢e bili u upotrebi ranijih godina za detektovanje
amilaza (127) mada se koriste ponekad i danas (128).

Rastvorni skrob se najc¢esce koristi za fazu kontakta enzima sa skrobom. Gel
posle elektroforeze se inkubira u rastvoru skroba, najéesce se koristi 1% rastvor. Ova
tehnika je jednostavna za upotrebu i1 odlikuje se dobrom rezolucijom. Amilaze
insekata se zimogramski detektuju ovom tehnikom i to najces¢e posle renaturacionog
SDS PAGE (129-131).

Amilazne trake se vizuelizuju bojenjem gela rastvorom joda. Gel postaje plav
do crven, a mesta na kojima se nalaze amilaze su bezbojna. PronalaZenje optimalnih
uslova za zimogram je neophodno za detekciju svakog enzima i1 podrazumeva
pronalazenje optimalnog vremena inkubacije ili ,printa®, koncentracije skroba,
koncentracije jodnog reagensa, kao i pronalaZzenje optimalne koli¢ine enzima koji se
nanosi na gel za elektroforezu. Naravno 1 tip koriS¢ene elektroforeze (nativna PAGE,

IEF ili renaturacioni SDS PAGE) moze da uti¢e na dobivene rezultate zimograma.
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2.5 a-Amilaze insekata

a-Amilaze insekata su predmet istrazivanja dugi niz godina. Da bi se jedan
enzim okarakterisao i uporedio sa enzimima drugih srodnih organizama potrebno je
da se precisti. Mali je broj a-amilaza insekata (a narocito iz reda tvrdokrilaca) koje su
precis¢ene do homogenosti i takve okarakterisane (64). Vecéina do sada precis¢enih
amilaza su delimi¢no preciSéeni preparati. Za preciSéavanje o-amilaza insekata
najcesce su koriScene talozne 1 hromatografske metode 1 to hidrofobna hromatografija,
gel hromatografija i jonoizmenjivacka hromatografije (80, 81, 132).

Amilaze insekata kao i1 drugi digestivni enzimi, su prisutne u digestivhom
traktu u veoma malim koli¢inama. Preparativne elektroforeze su metode kojima se
moZe dobiti Cist enzimski preparat (jedna traka u gelu) koriS¢enjem minimalne
koli¢ine polaznog materijala. Zato se Cesto preparativne elektroforeze upotrebljavaju
same za izolovanje ili kao neki od koraka u izolovanju digestivnih enzima insekata
(67, 80, 133).

Afinitetno vezivanje amilaza za skrob, glikogen ili ciklodekstrinske supstrate
je moguce iskoristiti kao hromatografsku metodu ili taloznu metodu. Tako je moguce
izolovati odredenu amilazu (o, B ili gluko-amilazu) upotrebom odgovarajuceg
supstrata. Afinitetne hromatografije se koriste kada je na raspolaganju dovoljna
koli¢ina polazanog materijala zbog velikih gubitaka tokom hromatografije, na primer
za izolovanje cerealnih amilaza (134). I neke amilaze insekata su preciSéene
afinitetnom hromatografijom upotrebom skroba (78) ili glikogena (135, 136) kao
specificnog liganda.

Upotreba FPLC hromatografije u preCisavanju proteina je znacajna zbog
visoke rezolutivnosti i brzine. Glavna prednost se ogleda u tome §to se za krace vreme
postize znatno bolje razdvajanje proteina i narocito je znacajna za razdvajanje slabo
zastupljenih proteina. MoZe se primeniti na sve vrste hromatografija — gel
hromatografiju, jonoizmenjivacku i hidrofobnu. Nasla je primenu i u izolovanju

amilaza (67, 128).
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2.5.1 Osobine a-amilaza insekata

PreciS¢ene a-amilaze insekata su okarakterisane i njihove osobine govore
puno o filogenetskim odnosima izmedu vrsta (64). Vecina insekatskih a-amilaza su
jednolanc¢ani polipeptidni lanci. a-amilaze jednog broja Coleoptera imaju molekulske
mase od 56 do 64 kDa §to je sli¢no a-amilazama drugih rodova insekata (Orthoptera,
Diptera i Lepidoptera) (64). Druge Coleoptere imaju a-amilaze manje molekulske
mase — od 28 kDa do 36 kDa (79, 129, 137). a-amilaze insekata su kiseli proteini sa
pl vrednstima od 3 do 6,3 (64).

pH optimum insekatskih a-amilaza se poklapa sa pH vrednostima u mestima
izlu€ivanja u digestivnom sistemu insekata Sto je viSe puta potvrdeno

eksperimentalnim odredivanjem pH 1 amilazne aktivnosti duz srednjeg creva insekata
(70, 138, 139). a-amilaze tvrdokrilaca imaju pH optimum od 4,5 do 7,0 (64).

Uticaj soli na aktivnost a-amilaze je detaljno ispitan prilikom karakterizacije
ovog enzima iz raznih vrsta insekata. Odavno je pokazano da prisustvo CaCl, dovodi
do povecanja aktivnosti a-amilaze larve 7. molitor (140), a kasnije i kod drugih vrsta
insekata (70). Takode je pokazano da prisustvo Ca®" utiée na poveéanje
termostabilnosti amilaze (141), kao 1 na stabilnost tokom izlozenosti ekstremnim
temperaturama i pH vrednostima (127). Uticaj Ca®" na aktivnost i stabilnost
insekatskih amilaza je dokazan dodavanjem razlicitih koncentracija CaCl, u reakcionu
smesu ili uklanjanjem Ca®" iz reakcione smese helatorima (kao 3to je EDTA). a-
Amilaza insekata kao i a-amilaze drugih grupa organizama je kalcijum-zavisan
enzim.

U okviru karakterizacije odredene o-amilaze Cesto se ispituje 1 uticaj
amilazu, uti¢u i1 na razvi¢e odredene insekatske vrste. Istrazivanja amilaznih inhibitora
imaju znacajan doprinos za razvijanje metoda koje se koriste za suzbijanje Stetnih
insekata (142, 143). Istovremeno pruzaju moguénost za proucavanje adaptabilnosti

insekata koja je jako znacCajna sa stanovista njihove evolucije 1 fiziologije (144-146).
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2.5.2 Inhibitori a-amilaza insekata

Biljke poseduju u odredenom stepenu rezistentnost na razne patogene. To se
ogleda u cCinjenici da je samo odredeni broj insekata u stanju da se razvija na
odredenoj biljci. Rezistentnost biljaka je posledica citavog seta odbrambrenih
mehanizama koje su stekle tokom evolucije (147). Odbrambreni mehanizam biljaka
ukljucuje razli¢ite supstancije, kao Sto su: antibiotici, alkaloidi, terpeni, cijano-
glukozidi i neki proteini (hitinaza, B-1,3-glukanaza, lektini i inhibitori enzima) (148-
150). Odbrana biljaka od patogena nije potpuna zato §to mnoge biljke ne produkuju
dovoljnu koli¢inu supstancija koje su odgovorne za odbranu. Istovremeno insekti i
mikroorganizmi se razvijaju tako da prevazidu rezistentost biljaka.

U drvenastim biljkama razgradnjom polisaharida, amino kiselina i1 lipida
nastaju sekundarni metaboliti kojima se brane od Stetocina (111). To su na prvom
mestu fenoli, zatim kumarini, tanini i lignini koji ¢ine konstitutivhu odbranu od
fitofagnih insekata. Postoji 1 takozvana indukovana odbrana — drvo sintetizuje
odbrambrene supstancije u trenutku napada insekta. Nadeno je da se tada u beljici u
parenhimskim ¢elijama sintetizuje nekoliko vrsta terpenoida, smolne kiseline (izomeri
abijetinske 1 pimarinske kiseline) i fenolnih jedinjenja (151). Neke od ovih supstancija
su same po sebi toksi¢ne a neke su inhibitori digestivnih enzima ksilofagnih insekta.
Uticaj ovih inhibitora nije dovoljno ispitan. Vecina drvenastih biljaka koristi
polisaharide za produkovanje odbrambrenih supstancija, Sto dodatno osiromasuje
potencijalni izvor hrane za insekte, ali istovremeno usporava rast i razvice biljke.

Inhibitori enzima deluju na klju¢ne hidrolaze digestivnog trakta insekata, na a-
amilazu 1 proteaze. Na taj nain je onemoguceno insektima da koriste hranljive
materije iz biljke a samim tim je onemoguceno i njihovo razvi¢e. Inhibitori a-amilaza

se mogu podeliti u dve grupe — neproteinske i proteinske inhibitore.

Neproteinski inhibitori — razna organska jedinjenja kao Sto su akarboza,

izoakarboza, akarviozin-glukoza, hibiskusna kiselina i ciklodekstrini (a-, B- 1 y-
ciklodekstrini). Ovi molekuli su cikli¢ne strukture i po nekoliko njih se vezuju ili za
kataliticko mesto o-amilaze ili u neposrednoj blizini katalitickog mesta tako da

sprecavaju vezivanje supstrata. Vecina neproteinskih inhibitora inhibira pored a-
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amilaza insekata i o-amilaze mikroorganizama i pankreasnu i pljuvacnu a-amilazu,

osim y-ciklodekstrina koji se hidrolizuje dejstvom pljuvacne i pankreasne a-amilaze.

Proteinski inhibitori — nalaze se uglavnom u zitaricama (pSenica, jeCam,

pirinac) i leguminozama (neke vrste pasulja 1 boba). To su monomerni peptidi malih
molekulskih masa od 5 do 13 kDa, ili dimeri od oko 26 kDa i u retkim sluc¢ajevima
tetrameri sa oko 50 kDa (143). Na osnovu tercijarne strukture mogu se podeliti u Sest
klasa: lektinu sli¢ni, knotski tip, Kunizovi inhibitori, cerealni tip, taumatinu sli¢ni
inhibitori i inhibitori sli¢ni y-purotioninu. Neki od ovih ihnibitora istovremeno
inhibiraju amilaze 1 proteaze insekata.

NajviSe su ispitani cerealni inhibitori, od toga inhibitori iz pSenice. Sest
inhibitora iz ove klase je okarakterisano i ispitan je njihov uticaj na a-amilaze iz
nekoliko vrsta insekta: Sitophilus oryzae, T. molitor, Tribolium castaneum,
Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides obectus (152-154).
Vecina inhibitora insekatskih a-amilaza inhibiraju pored insekatskih i pljuvacnu 1
pankreasnu o-amilazu. Tri pSeni¢na inhibitora selektivno deluju samo na amilaze
insekata (143). PSeni¢ni inhibitori su mali monomerni i dimerni proteini koji
inhibiraju a-amilazu kompetitivnom inhibicijom.

Insekti uspesno prevazilaze uticaj inhibitora iz prirode. Znacajan mehanizam
za prevazilazenje je taj Sto se vecina digestivnih enzima insekata nalazi u obliku
izoformi. Upravo produkovanjem novih enzimskih izoformi insekti uspevaju da
prevazidu uticaj inhibitora i uspeSno iskoriste veliki broj biljnih supstrata (155).

Takode insekti produkuju proteaze koje jednostavno hidrolizuju inhibitore.

2.5.3 I1zoforme amilaza insekata

Mogucée je da svi insekti imaju kompletan sastav digestivnih enzima u
koli¢inama koje se menjaju i1 zavise od sastava hrane koju konzumiraju (64). Tako je
a-amilaza prisutna u obiliku izoformnih enzima kod mnogih insekata. Nadene su po
dve amilazne izoforme kod larvi eukaliptusnih tvrdokrilaca Phoracantha semipunctata
(78) 1 larvi velikog zitnog moljca (Prostephanus truncatus) (80), tri kod malog Zitnog

moljca (Rhyzopertha dominica) (81) i Cetiri kod semenog ziska (C. maculatus) (129).
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Larve paum¢nog moljca (Z. subfasciatus) takode imaju veci broj amilaznih izoformi,
a pokazano je da konzumiranjem amilaznog inhibitora u duzem vremenskom
intervalu dolazi do indukovanja novih izoformi (145).

Polifagni insekti se odlikuju velikom plasti¢nos¢u $to je odavno poznato (156).
Enzimske izoforme insektima sluze da se uspeSno adaptiraju novim hranljivim
supstratima, a time i novim staniStima. MozZe se re¢i da su i one, pored drugih
varijabilnih fizioloskih i biohemijskih parametara u insektima, merilo plasti¢nosti

vrste.
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3 NASI RADOVI

Kora i beljika drveta su kao hranljivi supstrat nepovoljni za razvi¢e ksilofagnih
larvi zbog prisustva male koli¢ine nutritivnih materija i inhibitora digestivnih enzima.
Ksilofagni insekti su tokom svoje evolucije razvili Citav niz fizioloskih i biohemijskih
adaptacija da bi bile u stanju da naseljavaju drvece.

Gajenjem larvi bukove strizibube u laboratorijskim uslovima je pokazano da
im se larveno razvi¢e znatno skra¢uje u odnosu na razvice u prirodi sa dve do tri
godine na 6 do 7 meseci (40). [zucavano je ponasanje i1 Zivotni ciklus adulta bukove
strizibube sa reproduktivnim sposobnostima u laboratoriji (15). Znacajno bi bilo
pronaci uslove pri kojima se mogu dobiti reproduktivno sposobni adulti u laboratoriji,
¢ije larve bi se koristile za biohemijska 1 fizioloSka istrazivanja. Koris¢enje larvi
odgajenih u laboratoriji za proucavanje digestivnih enzima bi premostilo problem
male dostupnosti larvi iz prirode. Obzirom na status ugrozenosti dobijanje
reproduktivno sposobnih adulta u laboratorijskim uslovima bi moglo da doprinese i
poboljSanju statusa ovih vrsta u prirodi.

Digestivni enzimi ksilofagnih larvi su nedovoljno prouceni, pa tako i o
amilazama ksilofagnih larvi postoji mali broj podataka. Amilaza larve bukove
strizibube je detektovana i1 opisane su neke njene karakteristike (19, 158). Bilo bi
znacajno detaljnije ispitati amilaze u ovim larvama, precistiti ih i biohemijski
okarakterisati. Kako je pokazano da produkcija amilaze doprinosi adaptabilnosti ovih
larvi (30, 102) znacajno bi bilo da se ispita da li je postoje razlike na izoenzimskom
nivou u zavisnosti od hranljivih supstrata i uslova sredine gde se larva razvija.

Radi razjasSnjavanja uloge o-amilaze u plasti¢nosti i1 velikoj adaptabilonosti
bukove i velike hrastove strizibube, kao 1 radi doprinoSenja novim saznanjima o
biohemijskoj organizaciji digestivnih procesa kod insekata iz familije Cerambycidae
postavljeni su sledeci ciljevi ovog rada:

» Ispitivanje razvic¢a bukove strizibube u laboratorijskim uslovima od jaja do
reproduktivno sposobnih jedinki.
» Analiziranje amilazne aktivnosti i izoenzimskog profila larvi bukove 1 velike

hrastove strizibube u zavisnosti od hranljivih supstrata i uslova sredine.
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» Ispitivanje uticaja saharoze (kao prostog Secera) na produkciju amilaze i
larveno razvi¢e bukove strizibube.
» lzolovanje i precis¢avanje glavne izoforme amilaze larve bukove strizibube do
homogenosti i biohemijska karakterizacija.
» lIzolovanje i preCiS¢avanje glavne izoforme amilaze larvi velike hrastove
strizibube upotrebom hromatografskih tehnika visoke rezolucije.
Prvi korak u obezbedivanju dovoljne koli¢ine digestivnih enzima za istrazivanja u

ovom radu je gajenje larvi u laboratorijskim ulovima.
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3.1 Gajenje strizibuba u laboratorijskim uslovima

Gajenje insekata u laboratorijskim uslovima omogucava sagledavanje i
proucavanje zivotnog ciklusa a takode 1 omogucava pracenje uticaja hranljivih
sastojaka na produkciju digestivnih enzima. Amilaza je dobar model sistem za
pracenje produkcije digestivnih enzima pod uticajem hrane i spoljasnjih uslova za
razvi¢e larvi bukove i velike hrastove strizibube, jer je pokazano da se ukupna

amiloliticka aktivnost menja sa promenama sredine 1 hranljivih sastojaka.

3.1.1 Gajenje bukove striZibube (M. funereus) u laboratorijskim uslovima

Larve bukove strizibube su gajene u laboratorijskim uslovima da bi se ispitao
uticaj hranljivih sastojaka na produkciju amilaze 1 da bi se opisalo larveno razvice.
Gajene su dve grupe larvi. Jedna je gajena od jaja dobijenih od odraslih jedniki u
laboratoriji a drugu grupu su Cinile larve koje su donete iz prirode i1 zatim gajene u
laboratoriji. Koris¢ene su dve vrste podloge za gajenje. Osnovni izvor ugljenih hidrata
je bio rastvorni skrob iz kukuruza (,,Palenta”). Izvor proteina su bili proteini iz
kukuruza (,,Palenta™) (159) 1 suvog kvasaca (Saccharomyces cerevisiae) koji sadrzi
sve esencijalne amino-kiseline u zadovoljavajucoj koli¢ini (160), kao i1 sve potrebne
vitamine 1 sterole neophodne za rast i razvice larvi. Pored ovih osnovnih sastojaka
jedna vrsta podloge je sadrzavala i saharozu dok druga nije. Larve gajene na ove dve
podloge su poredene po produkciji amilaze medusobno i sa larvama razvijenim u

prirodi.

3.1.1.1 Larveno razvi¢e bukove strizibube (M. funereus) u laboratorijskim

uslovima

Dve grupe insekata su koriS¢ene u ispitivanjima razvica bukove striZibube.
Prva grupa su bili insekti sakupljeni u prolece na Fruskoj Gori i gajeni u laboratoriji
(44 adulta). Drugu grupu su €inili insekti dobijeni u laboratoriji — odnosno od jaja koja

su polozili insekti iz prve grupe su izleZzene larve koje su gajene do adulata. Ovi adulti
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su imali sposobnost razmozavanja tako da je iz njihovih jaja razvijena i druga
generacija adulata u laboratoriji (31 adult).

Larveno razvi¢e bukove strizibube je pra¢eno na dve grupe larvi. Prva grupa
su larve dobijene od jaja insekata donetih iz prirode — Prva generacija larvi gajenih u
laboratoriji (31 larva). Druga grupa su larve dobijene od jaja insekata odgajenih u
laboratoriji — Druga generacija larvi gajenih u laboratoriji (30 larvi). Istrazivanja
larvenog razvi¢a su trajala tri godine. Na slici 13 je prikazano postembrionalno

razvi¢e bukove strizibube.

muzjak Zzenka

Slika 13. a) Razvic¢e larve bukove strizibube. 1. Larva u tre¢em stupnju
razvic¢a, duzina larve — 2,8 cm, masa — 0,52 g. 2. Larva u Cetvrtom stupnju
razvi¢a, duzina larve — 4,6 cm, masa — 1,97 g. 3. Larva u petom stupnju
razvi¢a duzina larve — 5,3 cm, masa — 0,94 g. 4. Stadijum lutke. b) Kosuljica

koja zaostaje posle presvlacenja larve. ¢) Odrasle jedinke, muzjak i Zenka.

Veli¢ina 1 masa larvi u razliitim stadijumima razvic¢a su prikazani na slici 13,
od 1 do 3. Larve bukove strizibube se odlikuju velikom individualnos¢u sto se ogleda
u tome $to masa larvi nije u direktnoj korelaciji sa larvenim stupnjom kao ni sa
veli¢inom larve, a ni broj presvlacenja nije jednak kod svih larvi.

Broj presvlacenja larvi tokom larvenog razvi¢a i vreme koje larve provode u

svakom stupnju je pra¢eno tokom razvi¢a. Najveci broj larvi je imalo 5 ili 6 larvenih

41



stupnjeva, a neke larve su imale ¢ak 12 stupnjeva. Varijabilitet larvi tokom razvica i
razli¢it broj larvenih stupnjeva je karakteristika i drugih strizibuba (54). Vecini
muzjaka je potrebno viSe vremena (6 ili viSe stupnjeva) za larveno razviée nego
zenkama (prosecno 5 stupnjeva). Ovaj fenomen je zabelezen i tokom larvenog razvica
limunove strizibube Oemena hirta (50).

Hranljiva vrednost podloge koja se koristi za gajenje insekata se odreduje
merenjem brzine rasta, vremenom izmedu dva presvlacenja larvi 1 procentom
uspesnih ulutkavanja ili stepenom preZzivljavanja (45). Prosec¢no trajanje razvica larvi

u laboratorijskim uslovima je prikazano u tabeli 1.

Tabela 1. Trajanje u danima embrionalnog, larvenog i stadijuma lutke larvi bukove strizibube tokom
razvi¢a u laboratorijskim uslovima prikazan za dve grupe larvi (za prvu i drugu generaciju larvi).
Vrednosti za prvu i drugu generaciju izmedu kojih postoji statisticki znacajna razlika po t-testu, sa
intervalom ta¢nosti od 95%, su obeleZene zvezdicom. Embrionalno razvié¢e: P=0,0271, t=2,267, df=59,
=0,08. Sesti stupanj larvenog razvic¢a: P=0,0024, t=3,824, df=12, ?=0,55. Od poslednjeg presvlacenja
do ulutkavanja (prva podgrupa larvi): P=0,0008, t=3,735, df=29, r’=0,32.

I generacija II generacija
Sr. vrednost =
Stadijum larve N Sr. vrednost + SEM N
SEM
Embrionalno razvice (vreme
I C 11,00 + 0,4* 31 12,73 £0,58* 30

potrebno za piljenje larvi iz jaja)
Prvi larveni stupanj 8,45+0,53 31 10,47 + 1,04 30
Drugi larveni stupan; 11,31 + 1,05 29 13,73 £ 1,58 30
Tre¢i larveni stupanj 15,52 £2,27 27 14,86 £ 1,63 28
Cetvrti larveni stupanj 23,26 + 4,09 27 20,96 £ 1,43 25
Peti larveni stupanj 31,00 + 7,24 22 25,73+ 1,68 15
Sesti larveni stupanj 22,55 +£3,36* 11 50,33 + 6,44* 3
Od poslednjeg presvlacenja do

. 72,89 + 4.27* 9 54,77 £2,57* 22
ulutkavanja (prva podgrupa)
Od poslednjeg presvlacenja do
ulutkavanja (druga podgrupa) 132,30 + 6,30 12 141,80 + 6,18 6
Stadijum lutke 21,88 + 0,84 17 22,14+ 1,38 22

Prikazani rezultati su statisticki obradeni. Izmedu dve ispitivane grupe larvi

(prva i druga generacija) postoje statisticki znacajne razlike (prema t-testu) u vremenu
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trajanja embrionalnog razvi¢a, u trajanju Sestog larvenog stupnja i1 poslednjeg
larvenog stupnja pred ulutkavanja. Ostali larveni stupnjevi kao i stadijum lutke traju
slicno u obe ispitivane grupe larvi bukove strizibube. Unutar iste grupe larvi
upotrebom ,,D’Agostinovog i Pearsonovog” testa pokazana je znacajna statisticka
razlika izmedu jedinki tokom treceg stupnja razvica (***, P<0,0001).

Prose¢no razvice u prvoj generaciji laboratorijski gajenih larvi bukove
strizibube je trajalo 218 dana, a u drugoj generaciji 226 dana. Larveno razvi¢e vecine
strizibuba u prirodnim uslovima traje od 2-5 godina, $to je opisano za C. cerdo (22),
azijskog tvrdokrilca Anoplophora glabripennis (51) 1 tzv ,huhu* tvrdokrilca
Prinoplus reticularis (52). Ne postoje literaturni podaci o razvicu 1 uopste o zivotnom
ciklusu bukove strizibube u prirodi, ali se smatra da razvice u prirodi traje kao i kod
drugih strizibuba od 3 do 4 godine. Dobijeni rezultat skrac¢enja larvenog razvica u u
laboratorijskim uslovima je podudaran sa rezultatom publikovanim 1989 godine (40).
Vreme potrebno za razvice insekata zavisi od broja larvenih stupnjeva, ali je 1 pod
uticajem spoljaSnjih faktora (46-48). Gajenjem drugih vrsta strizibuba u laboratoriji
dobijeni su sli¢ni rezultati za trajanje larvenog razvi¢a: za limunovu strizibubu O.
hirta — 140 do 300 dana (50) i za belo-pegave strizibube (4dnoplophora macularia) —
98 do 287 dana (54).

Skracenje larvenog razvica u laboratorijskim uslovima ukazuje na to da obilje
hrane (podloga za gajenje), u kombinaciji sa laboratorijskim uslovima sredine imaju
pozitivan efekat na razvi¢e larvi. Skracenje razvica se takode moZe objasniti
izostankom kako biljnih inhibitora i toksina tako i mikroorganizama u hranljivoj
podlozi koja se koristi u laboratoriji. Termicka obrada podloge i dodatak konzervansa
iskljucuju mogucnost inficiranja larvi mikroorganizmima, a ujedno sprecavaju i
kompeticiju larvi sa mikroorganizmima za hranljivi supstrat.

Unutar obe grupe se izdvaja po jedna podgrupa larvi kojima je potrebno nesto
viSe vremena od poslednjeg presvlacenja do ulutkavanja. To je 52% larvi u prvoj
generaciji 1 21% u drugoj generaciji laboratorijski gajenih larvi bukove strizibube.
Ukupno vreme potrebno za razvi¢e ovih larvi je 278 dana za prvu generacju larvi 1

313 dana za drugu generaciju larvi.
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Masa larvi je merena jednom nedeljno tokom razvica. Prosecne krive mase
larvi tokom razvic¢a za obe ispitivane grupe su prikazane na slici 14. Grupe larvi koje

su imale produZeni poslednji stupanj larvenog stadijuma nisu prikazane na graficima.
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Slika 14. Masa larvi bukove strizibube tokom razvic¢a u laboratorijskim uslovima. Prikazane su srednje
vrednosti kriva mase larvi. U grupi I (prva generacija larvi u laboratoriji) je prikazana prose¢na
vrednost masa od 11 Zenki i 12 muzjaka. U grupi II (druga generacija larvi u laboratoriji) je prikazana
prosecna vrednost masa od 8 Zenki i 9 muzjaka. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SEM.
Izmedu vrednosti za muzjake i Zenke u obe grupe nema statisticki znacajnih razlika po ANOVA testu
(P=0,0753).

Sve larve iz druge generacije larvi gajenih u laboratoriji su imale sli¢ne mase
tokom razvica, §to potvrduje i ANOVA test (P = 0,7897 za zenke i P = 0,1115 za
muzjake). Maksimum mase je bio 1,94 g za Zenke 1 1,96 g za muzjake. Za razliku od
njih larve iz prve generacije larvi bukovih strizibuba gajene u laboratoriji su imale
veoma neujednacene mase tokom razviéa. Upotrebom ANOVA testa dobijena je
znacajna statisticka razlika izmedu larvi u obe grupe (i Zenke 1 muzjaci) (P value <
0,0001%**). Zenke iz prve generacije postizu svoj maksimum tezine (1,75 g) pre
muzjaka (1,96 g). Ujednacenije mase larvi tokom razvica u drugoj generaciji se mogu
tumaciti kao posledica dugotrajnog gajenja larvi u laboratorijskim uslovima.Tokom
razvica primecen je gubitak mase larvi nekoliko dana pre 1 nekoliko dana posle kao i u
danima pred ulutkavanje, $to je veoma cesto kod skoro svih vrsta insekata (4).
Neposredno pred presvlacenje, u toku presvlacenja kao i u danima pred ulutkavanje

larve se ne hrane §to objasnjava gubitak u masi larvi.

44



Smrtnost kod strizibuba koje su gajene u laboratorijskim uslovima je cesto
vrlo visoka (54, 161, 162). Smrtnost larvi bukove strizibube tokom gajenja je bila
10,3% u prvoj generaciji gajenih larvi i 34,9% u drugoj generaciji. Larve bukove
strizibube su bile najosetljivije tokom prvog larvenog stupnja i u stadijumu lutke. Od
svih uginulih larvi u prvom stadijumu je uginulo 38,8% larvi u prvoj generaciji i
26,7% u drugoj generaciji. U tom stupnju razvi¢a larve su najosetljivije na svaku
promenu u okruzenju (4). U stadijumu lutke je uginulo 35,5% u prvoj generaciji i
16,7% u drugoj generaciji. Tokom stadijuma lutke deSavaju se intenzivne morfoloske
promene kod insekata koje su genetski determinisane.

Postoji mali broj radova u kojima su dobijeni reproduktivno sposobni adulti
strizibuba u laboratorijskim uslovima (50, 163). Tokom ovih istraziavnja dobijena je
druga generacija reproduktivno sposobnih adulta bukove strizibube. Znaci da

koriS¢ena hranljiva podloga sadrzi sve supstancije neophodne za kompletno razvice.

3.1.2 Gajenje velike hrastove striZibube (C. cerdo) u laboratorijskim uslovima

Larve velike hrastove strizibube su gajene u laboratoriji da bi se ispitao uticaj
hranljivih sastojaka na produkciju amilaze. Larve su gajene na istoj podlozi koja je
koriS¢ena za gajenje bukove strizibube. KoriS¢ena je jedna vrsta podloge koja je
sadrzavala kukuruznu palentu, kvasac i1 saharozu. Gajene su larve koje su donete iz
prirode pa prebacene na hranljivu podlogu.

Larve su gajene u toku dve godine i zabeleZeno je ukupno Sest presvlacenja
larvi, ali se nijedna larva nije ulutkala, $to ukazuje na to da koris¢ena podloga ne
sadrzi sve supstance neophodne za kompletno razvic¢e velike hrastove strizibube.
Medutim sa druge strane gajenjem na istom hranljivom supstratu dobijene su larve
dve evolutivno bliske vrste insekata (bukove i velike hrastove strizibube) koje se

mogu lako porediti po produkciji digestivne a-amilaze.
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3.1.3 Priprema sirovog ekstrakta srednjeg creva larvi bukove (M. funereus) i

velike hrastove strizibube (C. cerdo)

Larve su zrtvovane u skladu sa zahtevima Etickog komiteta Bioloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Na isti nacin su zZrtvovane sve ispitivane grupe
larvi bukove strizibube 1 velike hrastove strizibube. Larve sakupljene u prirodi su
zrtvovane po donoSenju tokom svog petog ili Sestog larvenog stupnja Sto je odredeno
na osnovu njihove veli€ine, a larve gajene u laboratoriji su Zrtvovane tokom Sestog
larvenog stupnja. Larve su pre dekapitacije bile na ledu do vidljivog smanjena
aktivnosti. Nakon dekapitacije srednje crevo je disecirano na ledu.

Creva su homogenizovana u ohladenom avanu sa tuckom, u fizioloSkom
rastvoru natrijum acetatnog pufera pH 6,0 u odnosu 1:2 (m/V), uz dodatak silika-gela
u odnosu 1:0,3 prema masi creva (m/m). Nakon homogenizacije, ekstrakcija je trajala
90 minuta na hladno. Dobijeni ekstrakti su centrifugirani 10 minuta na 10000 x g.
Talog nakon centrifugiranja je reekstrahovan istim puferom u odnosu 1:2 (m/V) 60
minuta na hladno. Dobijeni ekstrakt i reekstrakt su spojeni. Ekstrakti koji su kori$¢eni
za izolovanje amilaze su odmaséeni dodatkom iste zapremine ugljentetrahlorida
(CCly). Odmascivanje je ponovljeno tri puta, a dobijeni bistri supernatanti su odvadeni

1 ¢uvani na -20°C do upotrebe.

3.1.4 Odredivanje pH vrednosti i amilazne aktivnosti duZ srednjeg creva larve

bukove strizibube (M. funereus)
Crevo larve bukove strizibube je podeljeno na 3 dela (prednji deo srednjeg

creva, srednji deo srednjeg creva i zadnji deo srednjeg creva). Na slici 15 je prikazano

crevo larve bukove strizibube sa nazna¢enim mestima secenja.
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Slika 15. Srednje crevo larve bukove strizibube. Strelice pokazuju mesta seCenja creva prilikom

odredivanja pH i amilazne aktivnosti duz creva.

Svakom delu je dodata prokuvana destilovana voda u odnosu 1:2 (m/V),
usitnjeno je 1 homogenizovano. pH vrednost svakom ekstraktu je odredena
univerzalnom pH indikatorskom hartijom, a amilazna aktivnost odredena upotrebom

1% skroba metodom po Bernfeldu (113). Izmerene su slede¢e pH vrednosti:

» prednji deo srednjeg creva — 5,5 — 6,0
» srednji deo srednjeg creva — 8,0 — 8,5

» zadnji deo srednjeg creva — 8,5 — 9,0

Slicne pH vrednosti lumena prednjeg dela srednjeg creva su nadene i kod
kafenog moljca (Hypothenemus hampei) — prednji deo 4,5 do 5,5 (144) i semenog
zizka (C. maculatus) — prednji deo 5,6 do 6,2 (164). Amilazna aktivnost je
detektovana samo u prednjem delu srednjeg creva larvi bukove strizibube, dok u
srednjem 1 zadnjem delu nije bilo amilazne aktivnosti. I kod drugih insekata je

amilaza detektovana takode samo u prednjem delu srednjeg creva (65-67).
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3.2 a-Amilaza larve bukove strizibube (M. funereus)

Larve bukove strizibube analizirane u laboratorijskim uslovima su koriS¢ene
za poredenje amilaznih aktivnosti i izoamilaznog profila sa larvama koje su se
razvijale u prirodnim uslovima. Na taj nacin je ispitan uticaj hranljivog supstrata i

uslova sredine na produkciju amilaze.

3.2.1 Uporedna analiza amilaza larvi bukove strizibube (M. funereus) koje su se

razvijale u prirodi i larvi gajenih u laboratoriji

Amilazna aktivnost je odredivana upotrebom dintrosalicilne kiseline (DNS)
(119) koristeci rastvorni skrob kao supstrat (1%). Jedna jedinica a-amilazne aktivnosti
je koli¢ina enzima koja produkuje 1 pmol maltoze u minutu na 35°C. U sirovim
ekstraktima su odredene i koncentracije proteina metodom po Bradfordu (1976) (165),
na osnovu kojih je izracunata specifi¢na a-amilazana aktivnost. Rezultati su prikazani

u tabeli 2.

Tabela 2. Amilazna aktivnost, koncentracija proteina i specificna amilazna aktivnost u sirovim
ekstraktima sredneg creva larvi bukove strizibube razvijenih u prirodi i u laboratoriji. Svaka vrednost

predstavlja srednju vrednost tri merenja + SEM.

Grupa larvi Amilazna aktivnost Koncentracija Specifi¢na aktivnost
(U/mL) proteina (mg/mL) (U/mg proteina)
Larve iz prirode 62,16+1,87 11,05+0,43 5,62+0,21
Prva generacija
+ + +
laboratorijskih larvi 50,52+1,03 4,30+0,19 11,63+0,46
Druga generacija 50,52+1,07 4,92+0,17 10,27+0,34

laboratorijskih larvi

Larve bukove strizibube koje su sakupljene iz prirode imaju vec¢u amilaznu
aktivnost od larvi koje su gajene u laboratoriji. Manja ukupna amilazna aktivnosti kod
gajenih larvi je dobijena i u ranijim istrazivanjima (39, 40). U srednjim crevima prve i

druge generacije laboratorijskih larvi je odredena priblizno ista a-amilazna aktivnost.

48



Koncentracija proteina u ekstraktima srednjeg creva je dva puta veca kod larvi iz
prirode nego kod larvi gajenih u laboratoriji. Poredenjem specificnih amilaznih
aktivnosti uocava se da larve gajene na podlozi koja sadrzi skrob produkuju vecu

koli¢inu amilaze u odnosu na larve koje se hrane prirodnim supstratom.

3.2.2 Zimogramska analiza amilaznih izoformi i SDS PAGE

Amilaze su analizirane zimogramskim tehnikama nakon -elektroforetskog
razdvajanja sirovih ekstrakata srednjeg creva larvi bukove strizibube. Ekstrakti su
razdvajani nativnom PAGE (4/10 sistem) po Davis-u (1964) (166) 1 izoelektricnim
fikusiranjem (IEF). IEF — om su proteini razdvajani u kiselom pH opsegu od 2,5-4,5.
Kao pl standard je koriS¢en pl kit sa proteinima malih pl vrednosti (GE Healthcare).
Gelovi su potapani u rastvor 1% rastvornog skroba u puferu pH 5 koji sadrzi 0,1 mM
CaCl, 1 2 mM NaCl i inkubirani na 30°C. Zatim su inkubirani u puferu takode na
30°C. Amilazne trake su vizuelizovane bojenjem gela jodnim rastvorom.

Proteini ekstrakata srednjeg creva larvi su analizirani SDS PAGE-om koriste¢i
Laemmlijevu (1970) (167) metodu i rezultati su prikazani na slici 16C. Kao
molekulski markeri su koriS¢eni proteini LMW-SDS marker kita, GE Healthcare.
Rezultati elektroforetskog ispitivanja ekstrakta larvi bukove strizibube su prikazani na
slici 16.

U sirovim ekstraktima srednjeg creva larvi bukovih strizibuba sakupljenih u
prirodi je naden najve¢i broj amilaznih izoformi. Zimogramom posle IEF-a su
detektovane po dve izoforme sa pl vrednostima oko 3,5 u ekstraktima dobijenim od
larvi gajenih u laboratoriji, dok su u ekstraktu dobijenom od larvi iz prirode
detektovane jo§ dve izoforme nizih pl vrednosti, Sto se vidi na slici 16A.

Zimogramom posle nativne PAGE su u ekstraktima dobijenim od larvi gajenih
u laboratoriji detektovane 3 izoforme, od kojih je jedna glavna (AMF-3), dok ekstrakt
dobijen od larvi iz prirode sadrzi jo§ dve izoforme vece pokretljivosti, ukupno pet
(AMF 1 — AMF 5) sto se vidi na slici 16B. Manji broj amilaznih izoformi je u skladu
sa dobijenom manjom ukupnom amilaznom aktivnos¢éu kod larvi gajenih u
laboratoriji. Pokazano je da ne postoje razlike u broju i polozaju amilaznih izoformi

izmedu prve i druge generacije larvi gajenih u laboratoriji. Razli¢it broj izoformi je
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rezultat prilagodavanja larvi bukove strizibube na uslove sredine u kojoj se razvija

kao 1 na tip hrane koju koristi.

AMF kDa

974 —

670 — '

—
440 — |

—

.

290 — &

20.1 — S

PL IL IIL PL IL IIL PL IL TIL

Slika 16. Elektroforetsko razdvajanje sirovih eksrakata srednjeg creva larvi
bukove strizibube. PL — sirovi ekstrakt srednjeg creva larvi uzetih iz prirode, I L
— sirovi ekstrakt srednjeg creva prve generacije larvi gajenih u laboratoriji, I L —
sirovi ekstrakt srednjeg creva druge generacije larvi gajenih u laboratoriji. A)
Zimogramska detekcija amilaze posle IEF-a, na polozaju pl je oznaceno mesto
pl markera. B) Zimogramska detekcija amilaze posle nativne PAGE, AMF traka
oznaCava polozaje amilaznih izoformi. C) SDS PAGE proteina sirovih
ekstrakata srednjeg creva larvi, na polozaju kDa su oznaceni polozaji

molekulskih masa standardnih proteina.

Produkecija razlic¢itog broja amilaznih izoformi upotrebom razli¢itih hranljivih
supstrata je pokazana na larvama meksi¢kog pasuljevog ziSka Z. subfasciatus i R.
dominica (130, 146). Ova indukcija izoformi je posledica prevazilaZzenja postojanja
amilaznih inhibitora koji su bili prisutni u hrani. To je kasnije i potvrdeno dodatkom
amilaznog inhibitora u hranu larvama (145). Produkcija veceg broja amilaznih
izoformi larvi bukove strizibube koje su se razvijale u prirodi je posledica razli¢itog
sastava hrane 1 samo razvice nije bilo u konstantnim uslovima, kao kod larvi koje su

se razvijale u laboratoriji. Moguce je da je to i posledica prevazilaZenja uticaja nekih
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inhibitora prisutnih u beljici stabla, Sto bi se dodatnim eksperimentima moglo
potvrditi.

Manje ukupnih proteina je nadeno u ekstraktima srednjih creva larvi gajenih u
laboratoriji (i u prvoj i u drugoj generaciji) nego u ekstraktima srednjeg creva larvi iz
prirode (tabela 2) i drugaciji je proteinski profil dobijen pomocu SDS PAGE (slika
16C). To znaci da pojedine komponente hrane i promene uslova sredine uti¢u na
produkciju 1 drugih digestivnih enzima u srednjem crevu a ne samo amilaze. Ovi
rezultati su u korelaciji sa radovima na bukovoj strizibubi gde je pokazano da se
proteinski profili razlikuju u zavisnosti od razli¢itih hranljivih podloga koris¢enih za
gajenje (168), a sa rezultatima dobijenih kod drugih insekata (64). Tripsinu sli¢ni
enzimi su prisutni u srednjem crevu larve bukove strizibube koje su gajene na ovoj
hranljivoj podlozi (169), dok ih u larvama razvijenim u prirodi ima samo u tragovima
(170).

Larve bukove strizibube su u ovom radu koris¢ene za ispitivanje uticaja tipa

Secera koji konzumiraju na larveno razvice 1 produkciju amilaze.

3.2.3 Ispitivanje uticaja saharoze na larveno razvice i produkciju amilaze larve

bukove strizibube (M. funereus)

Saharoza je stimulator za uzimanje hrane (fagostimulator) mnogih fitofagnih
insekata (171). Saharoza je uz sorbitol najzastupljeniji oblik transportnog Secera u
biljkama. Nalazi se u beljici stabla, u floemu zivih stabala (113). U radu gde je ispitan
uticaj ugljenih hidrata na konzumiranje hrane, rast i prezivljavanje larvi korenovog
zisSka Hylobius transversovittatus pokazano je da je smrtnost larvi u prvom stadijumu
znatno veca kod larvi koje nisu konzumirale saharozu od onih koje jesu (172). Iz
skroba larve dobijaju neophodnu glukozu kroz nekoliko hidrolitickih koraka.
Prisustvo jednostavnih Secera u hrani (kakva je saharoza) omogucilo bi larvama da u
manje koraka dodu do glukoze. Da li to uti¢e na produkciju amilaze? Larve bukove
strizibube su se ve¢ pokazale kao dobar model sistem za ispitivanje uticaja hranljivog
supstrata na rast i na produkciju digestivnih enzima i pokazale veliku sposobnost
adaptacije na promene u kratkom vremenskom periodu (173). U ovom radu je ispitan

uticaj saharoze na razvi¢e bukove strizibube, a takode i uticaj saharoze na produkciju
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digestivne amilaze tokom razvi¢a jedne iste generacije larvi koje su se razvijale na
drvnom supstratu u prirodnim uslovima, pa zatim prebacene na drugi tip ishrane u
laboratorijskim uslovima. Larve bukove strizibube sakupljene u prirodi tokom proleca
(aktivni period) su podeljene u dve grupe i gajene na hranljivoj podlozi. Prva grupa
larvi je prebacena na podlogu koja je pored kukuruznog skroba (,,Palenta”) i kvasca

sadrzavala i saharozu (1). Druga grupa larvi je gajena na istoj podlozi ali bez saharoze

2).

3.2.3.1 Ispitivanje uticaja saharoze na larveno razviée larve bukove strizibube

(M. funereus)

Larveno razvi¢e u obe grupe larvi koje su prebacene na hranljive supstrate i
gajene u laboratoriji je pra¢eno merenjem mase larvi na svakih sedam dana, a rezultati

su prikazani na slici 17.
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Slika 17. Mase larvi bukove strizibube gajenih na hranljivim podlogama
sa saharozom i bez saharoze. Krive predstavljaju uprosecene vrednosti
masa larvi u odredenoj grupi i prikazane su kao vrednost £ SEM. 1 —
Larve gajene na podlozi sa saharozom, 2 — Larve gajene na podlozi bez

saharoze.

Larve koje nisu konzumirale saharozu su u prvim fazama razvi¢a bile manje

mase od larvi na saharozi, ali je njihov napredak intenzivniji. Larve koje nisu
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konzumirale saharozu tokom razvi¢a u laboratorijskim uslovima su se brze razvijale 1
postigle su vece mase od larvi koje su konzumirale saharozu u hranljivoj podlozi. Obe
grupe larvi beleZe nagli porast mase posle 35 dana provedenih na hranljivom supstratu
pri ¢emu larve koje su se razvijale bez saharoze postizu vece mase.

Moglo bi se zakljuciti da saharoza ne deluje fagostimulatorno na larve bukove
strizibube zato Sto i larve koje nisu hranjene supstratom sa saharozom napreduju i to

¢ak intenzivnije od larvi koje su konzumirale saharozu.

3.2.3.2 Ispitivanje uticaja saharoze na produkciju amilaznih izoformi larve

bukove strizibube (M. funereus)

Larve su Zrtvovane posle 49 dana gajenja u laboratoriji kada su dostigle masu
od 1,2 do 1,6 g. Srednja creva su homogenizovana a u dobijenim ekstraktima su
odredene aktivnost oa-amilaze, koncentracija proteina 1 izoamilazni profili
zimogramom posle nativne PAGE 1 IEF-a. Rezultati za amilaznu aktivnost 1

specificnu amilaznu aktivnost su prikazani na slici 18.

I Specificna aktivnost (U/mg proteina)
30 B Aktivnost (U/mL)

20 4

Amilazna aktivnost

Larve

Slika 18. Amilazna aktivnost i specificna aktivnost u ekstraktima
srednjeg creva larvi bukove strizibube u zavisnosti od prisustva
saharoze u podlozi za gajenje. 1- Larve gajene na podlozi sa

saharozom, 2- Larve gajene na podlozi bez saharoze.
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Larve koje nisu konzumirale saharozu su imale ve¢u amilaznu aktivnost u
digestivnom traktu. Kod ovih larvi je i produkcija ukupnih proteina veca nego kod
larvi koje su konzumirale saharozu tako da je specificna amilazna aktivnost manja. Iz
rezulata prikazanih na slici 18 se moze zakljuciti da odsustvo saharoze u hranljivim
podlogama indukuje veéu produkciju amilaze u srednjem crevu larvi bukove
sztriZibube.

Da bi se utvrdilo da li postoje razlike u broju 1 intenzitetu amilaznih izoformi
dve ispitivane grupe larvi ektrakti srednjeg creva su zimogramski poredeni
medusobno i sa ekstraktima larvi koje su se razvijale na drvnom supstratu u prirodi, a

rezultati su prikazani na slici 19.

nativna PAGE IEF

AMF

PL 1 2 3

Slika 19. Zimogramska detekcija amilaze u ekstraktima larvi bukovih strizibuba
gajenih na razli¢itim supstratima. PL — Larve sakupljene iz prirode, 1- Larve gajene
na podlozi sa saharozom, 2- Larve gajene na podlozi bez saharoze. Strelice

oznacavaju polozaje amilaznih izoformi. pI oznacava polozaj pl markera.

Izoamilazni profil larvi koje nisu konzumirale saharozu (traka 2, slika 19) je
sli¢niji izoamilaznom profilu larvi iz prirode (PL na slici 19) po intenzitetu izoforme
AMF-3. Kod larvi koje su konzumirale saharozu (traka 1, slika 19) amilazna izoforma

AMF-3 je slabijeg intenziteta. [zoforma AMF-5 je intenzivnija u ekstraktu larvi koje
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nisu konzumirale saharozu (traka 2 na slici 19). AMF-1 i AMF-2 su prisutne samo u
ekstraktima larvi iz prirode (traka PL na slici 19).

Detekcijom izoformi posle IEF-a uocavaju se po dve trake u sve tri ispitivane
grupe larvi na polozaju koji odgovara pl 3,5. U ekstraktima larvi koje nisu
konzumirale saharozu se uocavaju dve trake jednakih intenzita (traka 2 na slici
191EF), dok se u ekstraktima druge dve grupe larvi detktuje jedna jaca i1 jedna slabija
amilazna izoforma (trake PL i 1 na slici 191EF). PL ekstrakt sadrzi i izoformu kiselije
pl vrednosti koja nije prisutna kod larvi koje su prenete na vestacki supstrat.

Produkcija amilaznih izoformi larvi bukove strizibube zavisi od hranljivog
supstrata a takode 1 od vrste Secera koju larva konzumira. Moze se re¢i da odsustvo
saharoze iz hranljivog supstrata indukuje produkciju amilaze kod larvi bukove
strizibube. Dobijeni rezultat je u skladu sa pretpostavkom da kada larve konzumiraju
saharozu brze dolaze do glukoze, te da im je veci broj amilaznih izoformi u ovakvim
uslovima verovatno nepotreban.

Prikazani rezultati pokazaju da su larve bukove strizibube produkovanjem
razli¢itih izoformi amilaze adaptabilnije i1 sposobnije da se prilagode novim uslovima
sredine 1 hranljivim supstratima.

Da 1i i tokom razvi¢a larvi dolazi do promene u produkciji amilaze u
digestivnom traktu? Da bi se na ovo odgovorilo larve bukove strizibube su gajene od
piljenja iz jaja u laboratoriji na hranljivoj podlozi do razli¢itih larvenih stupnjeva kada

im je ispitivana zastupljenost amilaza u digestivnom sistemu.

3.2.4 Analiza amilaze larvi bukove strizibube (M. funereus) tokom larvenog

razvica

Larve su od piljenja iz jaja gajene na podlozi koja je sadrzavala kukuruzni
skrob (,,Palentu‘), suvi kvasac 1 saharozu kao osnovne izvore hranljivih materija, do
ulaska u drugi larveni stadijum, kada su prebacene na podlogu bez saharoze, kako bi
se postigla indukcija veceg broja amilaznih izoformi. U trenutku Zrtvovanja podeljene
su u tri grupe: Prva grupa larvi je bila u Il larvenom stadijumu, druga u IV, a tre¢a u
V larvenom stadijumu. Dobijenim ekstraktima srednjeg creva je odredivana ukupna i

specificna amilazna aktivnost, a amilazne izoforme su analizirane zimogramskim
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bojenjem gelova posle nativne PAGE 1 IEF-a. Rezulatati su prikazani na slici 20A 1
20B.
A

IS pecificna aktivnost (U/mg proteina)

B Aktivnost (U/mL)
6l =

50
40 =

30

20

Amilazna aktivnost

AY

Larveni stadijum

B
nativna PAGE
AMF N pl
5—
4 —
—_
33— — 35
+

I I1v A

Slika 20. Analiza produkcije amilaze tokokm razvi¢a larvi bukove strizibube.
A Histogram ukupne i specificne amilazne aktivnosti u III, IV i V stupnju
larvenog razvica. B Zimogramska detekcija amilaznih izoformi u III, IV i V

stadijumu razvica. Strelice oznacavaju polozaje izoformi.

Sa slike 20A se uocava da se amilazna aktivnost tokom razviéa larvi blago
povecava (III — 50,88; IV — 52,59 1 V — 53,41 U/mL). Povecanje amilazne aktivnosti,
naroCito izmedu IV 1 V larvenog stupnja, je uocljivije kada se posmatra specifi¢na

amilazna aktivnost (Il — 10,96; IV — 11,901 V — 15,90 U/mg proteina).
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Analizom zimogramske detekcije je zakljuCeno da nema promene u broju
amilaznih izoformi tokom razvi¢a larve bukove strizibube. Posle nativne PAGE se
uocava da se tokom larvenog razvica pojacava intenzitet AMF-5 izoforme. U IEF gelu
su prisutne dve izoforme sa pl vrednostima oko 3,5.

Nivo produkcije a-amilaze se tokom razvic¢a blago povecava §to je pokazano
odredivanjem amilazne aktivnosti u ekstraktima srednjeg creva 1 povecanjem
intenziteta AMF-3 u izoamilaznim profilima sa povecanjem starosti larve.

U ovom radu je detektovano 5 amilaznih izoformi kod larvi bukove strizibube
koje su se razvijale na prirodnim supstratima i pokazano je da izoamilazni profil
zavisi od tipa hranljivog supstrata i1 uslova sredine. Interesantno je bilo ispitati
amilaznu aktivnost i izoamilazni profil larvi velike hrastove strizibube u poredenju sa
amilazama larvi bukove strizibube obzirom na filogenetsku bliskost ove dve vrste i na
to da koriste razliite supstrate u ishrani. Larve velike hrastove strizibube na svom
putu nailaze na delove drveta koji sadrze sve manje i manje skroba, za razliku od larvi
bukove strizibube koje se razvijaju u delovima drveta sa najveCom koncentracijom
skroba. Takode se ovi razliCiti supstrati razlikuju i po prisustvu drugih supstancija
koje su potencijalni amilazni inhibitori. Znac¢ajno bi bilo da se pokaze da li postoji
veza izmedu o-amilaze i polifagnosti kao parametra plasticnosti larvi velike hrastove

strizibube.
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3.3 a-Amilaza larve velike hrastove strizibube (C. cerdo)

Ispitivanje produkcije amilaze larvi velike hrastove strizibube je obuhvatilo tri
grupe larvi, kako bi se ispitao uticaj hranljivog supstrata i uslova spoljasne sredine na
njenu produkciju. Prva grupa larvi su bile larve razvijene u prirodi i Zrtvovane tokom
marta meseca — odnosno tokom prole¢a kada je aktivnost larvi najve¢a (ML —
martovske larve). Drugu grupu larvi su ¢inile larve koje su sakupljene iz prirode
tokom septembra meseca — tokom jeseni kada je aktivnost larvi znacajno smanjena
(SL — septembarske larve). Tre¢a grupa larvi velike hrastove strizibube su bile larve
koje su u martu sakupljene iz prirode, a zatim gajene na istoj hranljivoj podlozi koja je
koriS¢ena i za gajenje larvi bukove strizibube u laboratorijskim uslovima — podloga sa
kukuruznim skrobom (,,Palenta”), suvim kvascem 1 saharozom (LL — laboratorijske

larve).”

3.3.1 Uporedna analiza amilaza larvi velike hrastove strizibube (C. cerdo) koje su

se razvijale u prirodi i larvi gajenih u laboratoriji

Tabela 3. Amilazna aktivnost, koncentracija proteina i specificna amilazna aktivnost u
sirovim ekstraktima srednjeg creva larvi velike hrastove strizibube sakupljenih u
prirodi i gajenih na vestackoj podlozi u laboratorijskim uslovima. ML — martovske
larve, SL — septembarske larve, LL — laboratorijske larve. Sve vrednosti prikazane u

tabeli su srednja vrednost od tri merenja + SEM.

Amilazna aktivnost Koncentracija Specifi¢na aktivnost
(U/mL) proteina (U/mg proteina)
(mg/mL)
ML 24,14+0,97 11,54+0,43 2,09+0,07
SL 9,06+0,23 10,58+0,34 0,86+0,02
LL 35,53+1,27 7,84+0,23 4,53+0,19
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ML i SL su sakupljene na Fruskoj Gori sa hrastovih lezaka 1 panjeva i
zrtvovane su odmah, a LL posle odredenog perioda provedenog u laboratoriji do
postizanja pogodne mase za Zrtvovanje. Pripremljeni su ekstrakti srednjeg creva, u
kojima su odredene ukupna amilazna aktivnost i specificna aktivnost a rezultati su
prikazani u tabeli 3.

Vidi se da postoji znacajna razlika u amilaznim aktivnostima izmedu ML i SL
larvi. Veca a-amilazna aktivnost kod ML larvi je u skladu sa ve¢om aktivnoS$¢u larvi
tokom prolec¢a, a time i sa intenzivnijim unosom hrane nego tokom jeseni. Najvecu
amilaznu aktivnost imaju larve gajene u laboratoriji u konstantnim uslovima, koji im
omogucavaju konstantno uzimanje hrane tokom Ccitave godine 1 svakako vecéu
aktivnost s’obzirom na to da larve rastu na hranljivoj podlozi. Na ovaj nacin su
izbegnute sezonske promene u prirodi od kojih su medu najznacajnijim promene
temperature. Ve¢ je pokazano da amilazna aktivnost larvi velike hrastove strizibube
zavisi od temperature i da je maksimalna na 35°C, odnosno da je amilaza najaktivnija
tokom leta kada je srednja temperatura u supkortikalnoj zoni od 27°C do 31°C (102).

Da bi se pokazalo da li postoje razlike izmedu izoamilaznih profila ispitivanih

grupa larvi velike hrastove strizibube, ekstrakti su analizirani zimogramski.

3.3.2 Zimogramska analiza amilaznih izoformi

Amilazne izoforme ekstrakta srednjeg creva tri grupe (ML, SL i LL) larvi
velike hrastove strizibube su detektovane i1 analizirane zimogramom posle nativne
PAGE i IEF-a, a rezultati su prikazani na slici 21.

Zimogramom posle nativne PAGE je detektovano 7 izoformi u ekstraktu ML —
amilaza Cerambyx cerdo (ACC) od 1 do 7. U ekstraktu SL je detektovano 6 izoformi
(ACC od 1 do 6) od kojih su skoro sve slabijeg intenziteta od izoformi iz ekstrakta
ML. ACC-4 je, pored toga $to je slabijeg intenziteta, i ve¢e pokretljivosti u SL
ekstraktu. U ekstraktu LL je detektovan najmanji broj izoformi (dve — intenzivna
ACC-2 1 ACC+4 slabijeg intenziteta). UocCava se da je u svim ekstraktima najjaceg
intenziteta izoforma ACC-2. Iako je kod larvi koje su gajene u laboratoriji najveca

amilazna aktivnost, u ovim ekstraktima je detektovan najmanji broj izoformi.
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Slika 21. Zimogramska detekcija amilaze u ekstraktima larvi velikih hrastovih strizibuba. A
— Zimogram posle nativne PAGE. Strelice oznacavaju polozaje amilaznih izoformi ACC —
amilaza Cerambyx cerdo. B — Zimogram posle IEF-a. Strelice oznaCavaju polozaje
amilaznih izoformi. Kolona pl oznacava polozaj pl markera. ML — martovske larve, SL —

septembarske larve, LL — laboratorijske larve

Razlike u amilaznim izoformama izmedu ispitivanih larvi velike hrastove
strizibube su detektovane i u zimogramu posle IEF-a, $to se vidi na slici 21B. U ML
ekstraktu je detektovana jedna intenzivna amilazna izoforma i jo§ dve izoforme
slabijeg intenziteta. U SL uzorku su detektovane tri izoforme sli¢nog intenziteta i na
polozajima bliskim glavnoj izoformi u ML ekstraktu. U LL ekstraktu su detektovane
dve izoforme istog intenziteta na bliskim poloZajima (174).

Sve amilazne izoforme larvi velike hrastove strizibube imaju pl vrednosti
manje od 3,5. o—Amilaza larve velike hrastove strizibube je slicne pl vrednosti kao a-
amilaze drugih strizibuba (64).

Moze se zakljuciti da se razli¢ite amilazne izoforme produkuju u zavisnosti od
hranljivih sastojaka koje konzumiraju larve i1 od temperature na kojoj se razvijaju.
Razlike u izoamilaznim profilima martovskih i septembarskih larvi poti¢u od uticaja
temperature, ali i od razli¢itog metabolizma drveta u ova dva godisnja doba, pa tako i

larve ne konzumiraju isti tip hranljivih supstrata. Moguce je da se drvna masa tokom
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marta i septembra razlikuje 1 po sadrzaju inhibitora amilaza. A na vestackoj hranljivoj
podlozi larve konzumiraju skrob i1 saharozu kao izvor ugljenih hidrata i nisu u
kontaktu sa inhibitorima koji su prisutni u drvetu. Sa ove tacke gledista produkovanje
najmanjeg broja amilaznih izoformi kod ovih larvi je potpuno opravdano. Ovi podaci
potvrduju da su larve velike hrastove strizibube veoma adaptivna vrsta, a da se to
odrazava i na nivou produkcije amilaze 1 broja amilaznih izoformi.

Poredenjem izoamilaznih profila larvi velike hrastove strizibube i larvi bukove
strizibube uocava se da larve velike hrastove strizibube proizvode ve¢i broj amilaznih
izoformi, §to se moze tumaciti time S$to koriste razli¢ite supstrate u ishrani.
Poredenjem polozaja u IEF gelu vidi se da su amilaze kod obe vrste slicnih pl
vrednosti, Sto je posledica evolutivne bliskosti dve vrste. Kod obe vrste je pokazano
da izoamilazni profil zavisi od hranljivog supstrata i uslova sredine $to potvrduje
ulogu a-amilaze u polifagnosti odnosno plasticnosti ove dve vrste.

Karakterizacijom digestivnih enzima insekata se dobijaju vrlo znacajni podaci
kako o filogenetskoj slicnosti grupa insekata i njihovoj evoluciji, tako i 0 samom
procesu varenja. Da bi se jedan enzim okaraterisao potrebno ga je prvo precistiti do

homogenosti.
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tivnost (L/mL)

3.4 PreciS¢avanje i karakterizacija glavne izoforme a-amilaze

(AMF 3) srednjeg creva larve bukove strizibube (M. funereus)

Za preciS¢avanje digestivne a-amilaze larve bukove strizibube koriS¢ene su
dve hromatografske tehnike, gel hromatografija koja razdvaja proteine po veli€ini i
jonoizmenjivacka hromatografija koja razdvaja proteine po naelektrisanju.

Zbog ogranicene koli¢ine polaznog materijala 1 male koli¢ine enzima u
ekstraktima srednjeg creva, bilo je neophodno izabrati pogodne tehnike za izolovanje

AMF-3 u kojima se gubitak enzima svodi na minimum.

3.4.1 Gel hromatografija

Glavna izoforma a-amilaze (AMF-3) je preciS¢ena do homogenosti iz larvi
bukove strizibube koje su sakupljene u prirodi (PL). Proteini sirovog ekstrakta su
razdvojeni gel hromatografijom. Kori$¢ena je kolona Sephadex G 100 (1,6 x 60 cm,
Pharmacia, Uppsala, Sweden) ekvilibrisana u acetatnom puferu pH 6,0. Eluiranje
proteina je praceno protocnom UV celijom na 280 nm. Frakcije su testirane na
One

rehromatografisane na isti nain. Hromatogram obe hromatografije amilazne

sadrzavale amilazu su

su sakupljene 1

amilaznu aktivnost. koje

aktivnosti 1 apsorbancije proteina na talasnoj duzini 280 nm je prikazan na slici 22.
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Slika 22. Elucioni profil proteina i a-amilaze aktivnosti bukove strizibube posle dve gel hromatografije.
A) I gel hromatografija na Sephadex G100. B) II gel hromatografija na Sephadex G100. Punom linijom

su oznacene amilazne aktivnosti, a isprekidanom A,
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podetni

wzorak

Sa elucionog profila na slici 22A se vidi da je amilaza odvojena od drugih
proteina ali 1 da se pik amilazne aktivnosti poklapa sa znafajno visokom
koncentracijom proteina. Posle rehromatografije dobijen je elucioni profil bez ovih
proteina (slika 22B).

Frakcije koje su bile pozitivne na amilaznu aktivnost posle rehromatografije

na Sephadex 100 su analizirane zimogramom posle nativne PAGE.

3.4.1.1 Zimogramska detekcija amilaze u frakcijama gel hromatografije

Nakon nativne PAGE amilazne izoforme u frakcijama su detektovane
zimogramom, a zatim je gel obezbojen od jodnog reagensa i proteini su obojeni CBB-
om. Rezultati zimogramske detekcije 1 bojenje proteina CBB-om su prikazani na slici

23.

frakcije sa hromatografije frakeije sa hromatografije

Slika 23. Elektroforegram frakcija sa amilaznom aktivnoSc¢u posle gel hromatografije sa nativne PAGE.

A) Zimogramska detekcija amilaznih izoformi. B) Bojenje gela CBB-om.

Pokazano je da se izoamilazni profili razlikuju po frakcijama. AMF-3 je
prisutna u svim frakcijama, dok su ostale amilazne izoforme drugacije rasporedene po
frakcijama. AMF-3 je obelezena u gelu na mestu gde je detektovana u frakciji 21 a
AMF-4 je obelezena u bunaru 13 strelicama. Bojenjem proteina iz gela sa CBB-om
dobijen je proteinski profil po frakcijama. Moze se zakljuciti da su amilazne izoforme

prisutne u maloj koli¢ini u odnosu na druge proteine, jer se nisu obojile CBB-om na
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mestima gde su obelezene u gelu. Frakcije sa amilaznom aktivnosti (od 12 do 21) su
sakupljene kako bi se obezbedila Sto veca koliCina amilaze za dalje izolovanje iako se
proteinski profili razlikuju u ovim frakcijama.

Za dalje izolovanje AMF-3 je izabrana jonoizmenjivacka hromatografija.
Zimogramom u IEF gelu je pokazano da su amilazne izoforme kiseli proteini (dve
izoforme sa pl oko 3,5 i dve sa manjim pl). Za matriks je izabran anjonski
jonoizmenjiva¢ DEAE — Sepharose CL-6B. Na pH 4,5 amilaze su negativno

naelektrisane 1 vezuju se za matriks, dok ¢e se nevezani bazni proteini eluirati.

3.4.2 Jonoizmenjivacka hromatografija

Sakupljene frakcije sa gel hromatografije su dijalizovane prema acetatnom
puferu pH 4,5, i posle centrifugiranja supernatant je nanet na kolonu DEAE Sepharose
CL-6B (1,5 x 6,5 cm), pri protoku od 30 mL/h, koja je ekvilibrisana u istom puferu
kao 1 uzorak. Vezani proteini su eluirani gradijentom soli od 0 do 1M NaCl u
polaznom puferu. Tok je pracen protocnim UV detektorom (Assp). Hromatogram

jonoizmenjivacke hromatografije je prikazan na slici 24.
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Slika 24. Elucioni profil a-amilaze larve bukove strizibube posle

jonoizmenjivac¢ke hromatografije.

Sa elucionog profila na slici 24 se vidi da se pik amilazne aktivnosti po

frakcijama poklapa sa jednim manjim pikom sa proteinskog hromatograma. Najveci
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proteinski pik ne odgovara piku amilazne aktivnosti i potpuno je odvojen je od nje.
Frakcije sa amilaznom aktivno$¢u su analizirane zimogramski da bi im se odredio

izoamilazni profil.

3.4.1.1 Zimogramska analiza amilaza u frakcijama sa jonoizmenjivacke

hromatografije

Frakcije su nanete na gel nativne PAGE 1 amilazna aktivnost je detektovana

zimogramski, §to je prikazano na slici 25.

AMF 5—
AMF 4—
AMYF 3— |

AMF 2—
AMF 1

lﬁiﬁ‘aﬁf 24 25 26 27 28 29
frakeije sa DEAE-a

Slika 25. Zimogramska detekcija nakon nativne PAGE amilaznih izoformi
srednjeg creva larvi bukove strizibube posle jonoizmenjivacke hromatografije.

Amilazne izoforme su obelezene strelicama i oznac¢ene sa AMF 1- AMF 5.

Pocetni uzorak na jonoizmenjivackoj hromatografiji je sadrzavao svih pet
amilaznih izoformi. U svim frakcijama je prisutna glavna izoforma — AMF-3.
Izoforme AMF-1 1 AMF-2 nisu prisutne ni u jednoj frakciji od 24 do 29. U frakcijama
27 1 28 je prisutna samo AMF-3 tako da se moze zakljuciti da je glavna amilazna
izoforma preciS¢ena od ostale Cetiri.

Na slici 26 je prikazana elektroforetska analiza svih koraka u precis¢avanju a-

amilaze iz srednjeg creva larve bukove striZibube.
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Slika 26. Elektroforetski profili glavne
amilazne izoforme larve bukove strizibube
(AMF-3) tokom preciscavanja. 1: sirovi
ekstrakt, 2: proteini posle 1 gel
hromatografije, 3: proteini posle II gel
hromatografije, 4: preciS¢ena o-amilaza
(AMF-3) posle jonoizmenjivacke
hromatografije (frakcije 27 i 28), 5:
zimogramska detekcija preCiS¢ene o-
amilaze (AMF-3), 6: proteini standardnih
molekulskih masa (97,4, 67,0, 44,0, 29,0
20,1, 14,4 kDa).

Sa slike 26 se vidi da se posle gel rehromatografije broj proteinskih traka

znatno smanjuje u amilaznom ekstraktu (traka 3). U traci 4 (Sto odgovara frakcijama

27128 posle DEAE-a) samo jedna proteinska traka je detektovana u SDS PAGE kada

su proteini bojeni CBB-om. Ova traka odgovara po polozaju a-amilazi dobijenoj

zimogramskom detekcijom (traka 5). a-Amilaza je preciS¢ena do homogenosti. Ovaj

uzorak je koriS¢en za dalje karakterizacije.

Rezultati prec¢iS¢avanja a-amilaze srednjeg cerva larve bukove strizibube su

prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Precis§¢avanje glavne izoforme amilaze (AMF-3) iz srednjeg creva larve bukove strizibube

Amilazna Ukupni Specificna Stepen
Faza preciS¢avanja aktivnost proteini aktivnost preéieérz':eenja Prinos (%)
- O (mg) (U/mg)
Sirovi ekstrakt 2772 29,1 95 1 100,0
I gel hromatografija
(Sephadex G 100) 161,8 5,5 29,4 3 58,4
IT gel hromatografija na
(Sephadex G 100) 112,2 0,6 187,0 20 40,5
Jonoizmenjivacka
hromatografija (DEAE 42,7 0,04 1067,5 112 15,4

Sepharose CL-6B)

Glavna amilazna izoforma (AMF-3) larve bukove strizibube je preciS¢ena 112

puta sa prinosom od 15,4%. AMF-3 je dobijena u dovoljnoj koli¢ini za biohemijsku
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karakterizaciju. Kombinovanje gel hromatografije i jonoizmenjivacke hromatografije
se pokazalo kao dobar izbor za precCis¢avanje AMF-3, a istim hromatografskim

tehnikama, pri drugacijim uslovima je izolovana i a-amilaza larve P. truncatus (80).

3.4.3 Karakterizacija AMF-3

PreciS¢ena a-amilaza srednjeg creva larve bukove strizibube je biohemijski
okarakterisana i po osobinama je poredena sa amilazama drugih filogenetski bliskih

vrsta insekata.

3.4.3.1 Odredivanje molekulske mase AMF-3

Molekulska masa (MM) a-amilaze (AMF 3) larve bukove strizibube je
odredena gel hromatografijom pomocu FPLC sistema na koloni Superdex 75. MM je
oCitana sa grafika zavisnosti log MM / K,,, koji je prikazan na slici 27, 1 iznosi 31

kDa.

49

4.8

4,7+

a-amilaza Slika 27. Kalibracija Superdex 75 kolone i
l odredivanje MM AMF 3 larve bukove
strizibube. Standardni proteini BSA (67 kDa),

46

4,5

Log Mm

44

4,3 o

ovalbumin (43 kDa), himotripsinogen (25
kDa) i citohrom C(13 kDa). Strelicom je

4,2 o

41

. . . . T . obelezen polozaj elucione zapremine a-

Kav amilaze.

Slicna MM a-amilaze — 33 kDa je dobijena i SDS PAGE-om kada su
uporedene Rf vrednosti amilaze (traka 4 na slici 26) i molekulskih markera (traka 6 na
slici 26). Kombinovanjem ova dva rezultata se moZze zakljuciti da je AMF 3
jednolancani polipeptidni lanac MM oko 31 kDa. I kod drugih Coleoptera su
pronadene a-amilaze malih MM — od 28 kDa do 36 kDa. Dve amilaze srednjeg creva
larvi semenog ziska C. maculatus su masa 33 i 36 kDa (129). a-Amilaza larve

pamuc¢nog moljca Z. subfasciatus ima molekulsku masu od 28 kDa (79), dok amilaza
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larve tzv rebraste borove strizibube Rhagium inquisitor ima takode masu manju od 35

kDa (137).

3.4.3.2 Odredivanje izoelektri¢ne tacke AMF-3

Izoelektricna tacka (pl vrednost) a-amilaze je odredena IEF-om u kiselom
regionu pH vrednosti (od 2,5 do 4,5). KoriS¢eni su pl markeri u regionu kiselih pl
vrednosti (Low pl kit, GE Healthcare). PoloZaj a-amilaze 1 glukoamilaze iz serije pl
markera je odreden zimogramom nakon zavrSene elektroforeze. Rezultati su prikazni
na slici 28. Isecanjem gela na tracice od po 0,5 cm 1 merenjem pH vrednosti u svakom
segmentu kao i poredenjem sa poloZajem pl markera na gelu je odredena pl vrednost

AMF-3.

Slika 28. Zimogramska detekcija amilaze i glukoamilaze
iz pl markera za odredivanje pl vrednosti a-amilaze IEF-
om. 1 — pl marker: glukoamilaza (pI 3,50), 2 — preciS¢ena
a-amilaza bukove strizibube. Strelicom je oznacen

olozaj o-amilaze. Strelicama su oznaceni polozaji pl
p ] p 1 p B RIE B

vrednosti na polozajima glukoamilaze i a-amilaze bukove

strizibube.

pl vrednost AMF-3 iznosi 3,2. Kod vecine Coleoptera je pl vrednost a-amilaze
ispod 6,5 a kod nekih predstavnika Curculionidae je oko 3,8 (64). JoS neki
predstavnici roda Coleoptera imaju a-amilaze izuzetno kiselih pl vrednosti: H. hampei
—manje od 3,5 (144). Veoma malom broju amilaza strizibuba je odredena pl vrednost.
Larve P. semipunctata imaju dve amilazne izoforme sa pl od 4,0 i1 4,2 (78). Moze se
re¢i da su pomenute pl vrednosti priblizne, posto je za njihovo odredivanje koris¢eno
IEF u opsegu pH od 3,5 do 10 $to nije dovoljno precizno za odredivanje pl vrednosti

kiselih proteina.
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3.4.3.3 pH optimum AMF-3

pH optimum je odreden merenjem enzimske aktivnosti koriste¢i 1% rastvorni
skrob u puferima pH opsega od 2,0 do 8,5 sa razlikom od 0,5 pH jedinice. Koris¢eni
su slede¢i 50 mM puferi: glicinski za pH vrednosti 2,0 — 2,5, acetatni za pH vrednosti
od 3,0 do 6,5 i fosfatni za pH vrednosti 6,5 — 8,5. Kriva zavisnosti amilazne aktivnosti

od pH je prikazana na slici 29.
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; f ?\ bukove strizibube. Svaka tacka predstavlja

2 20 / \\ srednju vrednost tri merenja. SEM svakog
- \. merenja je bila manja od 5%.

pH

Kriva zavisnosti enzimske aktivnosti od pH ima karakteristiCan zvonasti
izgled. Na pH ispod 3,0 i preko 7,5 nije zabelezena amilazna aktivnost. Optimalan pH
za AMF-3 je izmedu 4,5 1 6,5 sa maksimalnom vredno$¢u na 5,2. Ovakav rezultat je u
skladu sa prethodnim objavljenim rezultatima dobijenim na larvama bukove
strizibube (157). Vecina Coleoptera ima a-amilazu sa pH optimumom oko 5,0 (64).
Optimalni opseg pH kao i maksimum aktivnosti AMF-3 je potpuno u skladu sa pH
koji je odreden u lumenu prednjeg dela srednjeg creva larve bukove strizibube gde je i
jedino zabelezena aktivnost duz srednjeg creva (odeljak 3.1.3). Duz srednjeg creva
larvi bukove strizibube dobijen je pH gradijent (od 5,5 do 9,0). Na pH preko 8,0
AMF-3 je potpuno neaktivna §to obja$njava odsustvo amilazne aktivnost duz srednjeg

1 zadnjeg regiona mezenterona gde je detektovana veoma bazna sredina.
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3.4.3.4 Temperaturni optimum AMF-3

Temperaturni optimum je odreden merenjem enzimske aktivnosti koriste¢i 1%
rastvorni skrob na pH 5,2 na temperaturama od 10°C do 70°C sa razlikom od 10°C.

Kriva zavisnosti amilazne aktivnosti od temperature je prikazana na slici 30.

At

~ 80

2 60 \

40 4

Slika 30. Temperaturni optimum
o-amilaze larve bukove

strizibube. Svaka tacka

Relativna amilazna aktivnost (%)
= 3

predstavlja srednju vrednost tri

20 =

merenja. SEM svakog merenja je

bila manja od 5%. 0 — T T T T
10 20 30 40 30 &0 70

Temperatura )

Maksimalna amilazna aktivnost je zabelezena na 45°C. Na 10°C amilaza
zadrzava samo 20% aktivnosti. a-Amilaza pokazuje znaCajnu aktivnost u
temperaturnom opsegu od 40°C do 60°C, dok je na 70°C potpuno denaturisana.
Dobijeni plato aktivnosti a-amilaze od 45°C do 60°C nije karakteristiCan za amilaze
insekata, ali je zato slican plato aktivnosti a-amilaze na temperaturama iznad 50°C
dobijen kod plavih dagnji Mytilus galloprovincialis (175). Temperaturni optimum od
40°C do 45°C je naden kod amilaza nekih Coleoptera, ali su ove amilaze na 60°C

denaturisane (80, 176), dok AMF-3 zadrzava ¢ak 75% aktivnosti na 60°C.
3.4.3.5 Ky i Vimax AMF 3

Pocetna brzina reakcije je odredena koriS¢enjem razlic¢itih koncentracija
rastvornog skroba - 1, 5, 10, 15, 20, 30 i 40 mg/mL za odredivanje amilazne

aktivnosti. K, i Ve su izracunati ne lineranom regresijom koriS¢enjem GraphPad

Prism 3,0 programa.
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> K=

0,43 mg/mL

»  Viyax = 94 umol/min

Publikovano je svega nekoliko rezulata za K, a-amilaze drugih Coleoptera:

T.molitor — 1,8 mg/mL (177), Callosobruchus chinensis — 2,3 mg/mL (176), R.

dominica — 0,98 mg/mL (132). Dobijena K,, za AMF-3 je zna¢ajno manje vrednosti

Sto ukazuje na vecu enzimsku efikasnost u poredenju sa gore pomenutim amilazama.

3.4.3.6 Uticaj soli na aktivnost AMF 3

Ispitan je uticaj NaCl 1 CaCl, na aktivnost a-amilaze larve bukove strizibube.

AMF-3 je inkubirana sa razli¢itim koncentracijama svake soli (0,005; 0,02; 0,1; 0,5;

2,0; 10,0; 50,0 1 250,0 mM) 15 minuta, a zatim joj je dodat supstrat (1% rastvorni

skrob). Aktivnost je ordedena na ve¢ opisan nacin. Rezultati su prikazani graficki na

slici 31.
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Slika 31. Uticaj soli na aktivnost
AMF 3. (o) CaCl, (m) NaCl. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost tri
merenja. SEM svakog merenja je

bila manja od 5%.

Aktivnost AMF-3 se povecava pri koncentracijama Ca®" od 0,005 do 5 mM.

Maksimalna aktivnost AMF-3 se postize u prisustvu 0,1 mM CaCl,. Pri ve¢im

koncentracijama CaCl, opada aktivnost AMF-3. Ovaj fenomen nije do sada pronaden

kod a-amilaza insekata, ali je zato publikovan kao karakteristika a-amilaze iz lista

graska (178). Mnoge endoamilaze kao S§to su humana (pljuvacna), svinjska

(pankreasna), zatim iz mikroorganizama (Bacillus subtilis 1 Aspergillus oryzae) su

kalcijum—zavisne i sadrze Ca”" u aktivnom mestu (179). a-Amilaze insekata su takode

+ . . ..
Ca®" zavisni enzimi (70).
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NaCl aktivira a-amilazu pri koncentracijama > 10 mM. Vecina a-amilaza
Coleoptera se blago aktivira NaCl (79, 136, 140). Pri koncentraciji NaCl od 250 mM
postize se povecanje aktivnosti za 28%. Pri primenjenim koncentracijama NaCl u
reakcionoj smesSi ne postize se maksimum aktivnosti AMF-3, ali upotreba veéih

koncentracija od 250 mM nema fiziolo§kog znacaja za enzim, pa nije ispitivana.

3.4.3.7 Uticaj pSeni¢nih inhibitora na aktivhost AMF-3

U okviru karakterizacije a-amilaze larve bukove strizibube je ispitan i uticaj
amilaznog inhibitora iz pSenice (Triticum sp.). KoriS¢en je sirovi ekstrakt pSenice.
Ekstrakt dobijen posle centrifugiranja je inkubiran na 75°C 1 sat da bi se denaturisala
pSeni¢na amilaza. Uzorci AMF-3 su inkubirani sa ovako dobijenim ekstraktom i sa 5
puta razblazenim ekstraktom kome je dodat rastvorni skrob, 2,0 mM NaCl i 0,1 mM

CaCl,. Reakcija je trajala 24 sata na 35°C. Rezulati su prikazani na slici 32.

Slika 32 Uticaj  pSenicnog

110 4

inhibitora na glavnu izoformu o- 100 -
. . . 90 -
amilaze iz srednjeg creva larve :

RO

bukove strazibube (M. funereus). 0
— bez prisustva  pSeni¢nog
inhibitora, 1 — Sirovi pSenicni

inhibitor razblazen 5 puta, 2 -

Sirovi pSenicni inhibitor. Rezultati

su prikazani kao srednja vrednost 10 -
tri merenja = SEM.

Zadrzana amilazna aktivnost (%)
L

0 1

Prisustvo pienicnog inhibitora

82% inhibicije o-amilaze je postignuto koriS¢enjem razblaZenog ekstrakta
pSenicnog inhibitora 1 ¢ak 92% inhibicije je postignuto upotrebom nerazbalazenog
ekstrakta. Rezulati inhibicije AMF-3 pSeni¢nim inhibitorom se poklapaju sa
rezultatima koje dobijaju i drugi autori koji se bave ovim enzimima insekata. PSeni¢ni
inhibitori efikasno inhibiraju vecinu o-amilaza insekata, S§to je pokazano na

enzimskom nivou, a takode to utice direktno i1 na larveno razvice (132, 145, 146).
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Amilazni inhibitori iz pSenice su najviSe ispitivani. Prvi put su izolovani i

okarakterisani joS 1970 (180), a istrazivanja su intenzivna i u skorije vreme (152).

3.4.3.8 Aktivnost AMF-3 prema sirovom skrobu

Ispitana je i aktivnost a-amilaze prema sirovom skrobu. Kori§¢ene su Cetiri
vrste skroba, izolovane iz pSenice (Triticum sp.), krompira (Solanum tuberosum), rena
(Armoracia rusticana) 1 kukuruza (Zea mays). Ove vrste skrobova se medusobno
razlikuju po veli¢ini i obliku pa je zato bilo zanimljivo ispitati da li a-amilaza deluje
na njih 1 da li postoje razlike u aktivnosti. Skrobovi su pripremani ispiranjem 4 puta
puferom pH 5,1 koji sadrzi 2,0 mM NaCl 1 0,1 mM CaCl,, kako bi se sa Cestica
uklonile supstance koje bi eventualno mogle da uti¢u na reakciju, a ujedno i1 da se
stvore uslovi (najpovoljniji) za aktivnost AMF-3. Reakciona smesa je sadrzavala 1%

(m/V) skroba. Reakcija je trajala 24 sata na 35°C, a rezultati su prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. Aktivnost glavne izoforme a-amilaze srednjeg creva larve bukove

strizibube (M. funereus) prema sirovom skrobu razli¢itog porekla

Poreklo sirovog skroba Amilazna aktivnost (U)
ren 1,51 +£0,03
kukuruz 0,51 +0,01
pSenica 0,33 +£0,01
krompir 0,00

Najvecu aktivnost AMF-3 je pokazala prema skrobu iz rena. Prema
krompirovom skrobu nije zabeleZena aktivnost. Manje od 50% aktivnosti u odnosu na
aktivnost prema skrobu iz rena je zabeleZeno prema skrobu iz Zitarica (pSenica i
kukuruz). Znacajna razlika u aktivnosti AMF-3 prema cetiri vrste skroba se moze
objasniti strukturom zrna skroba.

Ispitivanjem aktivnosti o-amilaze iz larvi meksickog pasuljevog ziska Z.
subfasciatus dobijeno je da nema razlike u aktivnosti prema razli¢itim vrstama skroba
(130), Sto nije slucaj i sa AMF-3. Aktivnost amilaze Z. subfasciatus je ispitivana

prema dve vrste nativnog skroba, oba poreklom iz semena leguminoza. Aktivnost
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AMF-3 je ispitana prema nativnom skrobu izolovanom iz razli¢itih biljaka. S obzirom
na to da se skrob poreklom iz razli¢itih biljaka odlikuje specificnom strukturom i
veli¢inom, moguce je o¢ekivati razlike u amilaznoj aktivnosti prema njima.

Iako se amilaza konvencialno ispituje koriste¢i rastvorni skrob kao supstrat, sa
tacke fizioloSkih ispitivanja digestivnih enzima ispitivanje amilazne aktivnosti na
sirovom skrobu moze dati znaCajne informacije. AMF-3 1 a-amilaza larve Z.
subfasciatus su pokazale manju aktivnost prema sirovom skrobu nego prema
rastvornom. To ide u prilog teoriji da amilaze insekata deluju u digestivnom traktu na
Cestice skroba koje su ve¢ mehanicki oSte¢ene usitnjavanjem u ustima i u prednjem
crevu (130).

Moze se zakljuciti da AMF-3 larve bukove strizibube se po svojim osobinama

uklapa u tipicne a-amilaze (EC 3.2.1.1) (118).
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3.5 PreciS¢avanje o-amilaze srednjeg creva larve velike hrastove

strizibube (C. cerdo)

a-Amilaza larvi bukove strizibube je pre€iS¢ena klasi¢nim hromatografskim
tehnikama. Za preciS¢avanje o-amilaze larvi velike hrastove strizibube su izabrane
FPLC hromatografske tehnike koje se odlikuju daleko ve¢om rezolucijom u
razdvajanju proteina. Razlog za ovakav izbor je taj Sto je za izolovanje a-amilaze iz
srednjeg creva larvi velike hrastove strizibube bila na raspolaganju znatno manja

koli¢ina polaznog materijala, odnosno manji broj larvi.

3.5.1 FPLC gel hromatografija amilaznih izoformi tri grupe larvi velike hrastove

strizibube (C.cerdo)

Ekstrakti srednjeg creva larvi velike hrastove strizibube dobijeni iz tri grupe
larvi (ML, SL i LL) hromatografisani su na Superose 12 HR 10/30 koloni na FPLC
sistemu. Frakcije su testirane na amilaznu aktivnost 1 pozitivne su analizirane
zimogramskom tehnikom posle nativne PAGE i SDS PAGE-om. Na slici 33 su
prikazani rezultati sve tri hromatografije.

Sa elucionih grafika na slici 33 se uogavaju razli¢iti UV (A*) profili ML, SL
1 LL ekstrakta. Amilaza je eluirana u istim zapreminama u sva tri ekstrakta (slika 33.
1) Sto govori da je u pitanju enzim iste MM. Frakcije sa amilaznom aktivnosS¢u se
razlikuju izmedu ML, SL 1 LL ekstrakta po broju 1 intenzitetu amilaznih izoformi
(slika 33. 2), ali i1 po sadrzaju proteina (slika 33. 3).

Hromatografisanjem tri sirova ekstrakta srednjeg creva larvi velike hrastove

strizibube je postignuto razdvajanje proteina bliskih MM po frakcijama.
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Slika 33. Gel hromatografija na HPLC-u tri ekstrakta srednjeg creva larvi velike hrastove strizibube.

ML — martovske larve, SL — septembarske larve, LL — larve gajene u laboratorijskim uslovima. 1) —

Elucioni profili amilazne aktivnosti posle gel hromatografije. 2) — Zimogramska detekcija a-amilaze

posle nativne PAGE u frakcijama sa amilaznom aktivno$éu, ACC 1 do ACC 7 prikazuju polozaje

amilaznih izoformi. 3) — Proteinski profil nakon SDS PAGE sirovih ekstrakata kao i frakcija sa

amilaznom aktivno$¢u, kDa — molekulske mase standardnih proteina.
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3.5.1.1 Odredivanje molekulske mase ACC-2

Kolona kori$¢ena za gel hromatografiju je predhodno kalibrisana proteinima
poznatih molekulskih masa. Sa kalibracione prave log MM — Kav (MM) je odredena
molekulska masa ACC-2 koja je ista u sva tri ispitivana uzorka (ML, SL 1 LL) 1 iznosi
34 kDa.

Rezultati pokuzuju da su a-amilaze larvi bukove i velike hrastove strizibube
enzimi sliénih osobina: MM 31 (bukova strizibuba) i 34 kDa (velika hrastova
strrizibuba) 1 slicnih pl  vrednosti (manje od 3,5). Gel hromatografija i
jonoizmenjivacka hromatografija su koriS¢ene za izolovanje AMF-3 pa su iste
hromatografske tehnike izabrane i1 za preciS¢avanje ACC-2. Hromatografisanjem
malih koli¢ina tri sirova ekstrakta larvi velike hrastove strizibube na FPLC sistemu
pokazano je da ove tehnike za krace vreme daju bolje rezultate razdvajanja od
klasicnih hromatografija te je zato za precis¢avanje ACC-2 izabran FPLC sistem

hromatogarfija.
3.5.2 Preciséavanje ACC-2 FPLC gel hromatografijom

Za preciSc¢avanje ACC-2 koris¢en je ML ekstrakt, koji je nakon centrifugiranja
naneSen na FPLC Superose 12 HR 16/50 kolonu. U sakupljenim frakcijama je merena
Asgo 1 zabeleZen proteinski profil. U svakoj frakciji je odredena amilazna aktivnost a

elucioni profil je prikazan na slici 34
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Amilazna aktivnost je detektovana u frakcijama od 49 do 56. Sa elucionog
profila se vidi da su frakcije sa amilaznom aktivnoS¢u odvojene od glavnog pika

proteinskog hromatografa. Ove frakcije su analizirane elektroforetski.

3.5.2.1 Zimogramska detekcija amilaznih izoformi u frakcijama sa gel

hromatografije

U gelu posle nativne PAGE amilazne izoforme su detektovane zimogramom a

posle toga je gel bojen CBB-om. Rezultati su prikazani na slici 35.

A

ACCT —

ACCH —

ACCS —

ACC Y4 —
ACC3 —
ACC2 —
ACCl1 —

P4 50 51 52 53 34 55 56 P 49 50 51 52 53 54 55 36
frakcije sa hromatografije frakeije sa hromatografije

Slika 35. Nativna EF frakcija a-amilaze larve velike hrastove strizibube sa gel hromatogarfije (FPLC). A
— Zimogramska detekcija frakcija sa amilaznom aktivnos¢u. B — Proteini obojeni CBB-om. P — pocetni
uzorak na hromatografiji — sirovi ekstrakt srednjeg creva larve velike hrastove strizibube, 49 — 56 frakcije

sa hromatografije. ACC 1 — ACC 7 polozaji amilaznih izoformi su oznaceni strelicama.

U frakcijama posle FPLC gel hromatografije je detektovano prisustvo
razli¢itth amilaznih izoformi. ACC-6 nije prisutna u frakcijama sakupljenim sa
hromatografske kolone. ACC-7 je detektovana samo u frakcijama 55 i 56. Intenzitet
ACC-1 do ACC-5 izoformi je razlicit u frakcijama, pri ¢emu je najslabiji u prvoj i u

poslednjoj frakciji sa amilaznom aktivnoséu. Polozaji amilaznih izoformi su
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obelezeni u gelu streliconm u pocetnom uzorku i frakciji 55. Bojenjem proteina u
gelu CBB-om uocava se prisustvo jedne proteinske trake u svim frakcijama koja se
nalazi izmedu obelezenih amilaznih izoformi ACC-2 i ACC-3, a ACC-4 traka je
obojena CBB-om. Moze se zakljuciti da su aktivnije amilazne izoforme prisutne u

manjoj koli¢ini u frakcijama.

3.5.2.2 Renaturacioni SDS PAGE frakcija sa gel hromatografije

Frakcije sa amilaznom aktivno$¢u su analizirane na renaturacionom SDS
PAGE-uu 12% AA gela. Uzorci su pre nanoSenja na EF delimi¢no denaturisani SDS-
om. Posle elekroforeze amilaza je renaturisana koriS¢enjem Triton X-100 1
detektovana zimogramom, posle ¢ega su proteini obojeni CBB-om. Poredenjem Rf
vrednosti za glavnu amilaznu izoformu sa Rf vrednostima molekulskih markera je
odredena MM ACC-2. Izgled gela sa proteinima obojenim CBB-om je prikazan na
slici 36.

—974
«—67,0
—
3 - =440 Slika 36. Renaturacioni SDS
PAGE frakcija dobijenih gel
- m ——— 290 ! Jemitt &

— — ' hromatografijom ekstrakta
srednjeg creva ML velike

«—20,1

hrastove  strizibube. p -
—144 pocetni  uzorak, MM -
molekulski markeri.

kDa Strelicama je oznacen polozaj

p 49 50 51 352 53 54 55 56 MM molekulskih markera na gelu.
frakcije sa hromatografije

Sa slike 36 se uocava prisustvo proteina MM izmedu 29 i1 67 kDa u frakcijama
koje su imale amilaznu aktivnost. Zimogramom su detektovane 4 amilazne izoforme
koje imaju sposobnost renaturacije (rezultat nije prikazan), ¢iji su polozaji obeleZeni

strelicama (slika 36).
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Poredenjem sa polozajem standardnih proteina izracunata je molekulska masa
ACC-2 od 33,9 kDa. Ovo se u potpunosti slaze sa masom koja je odredena gel
hromatografijom (34 kDa). Moze se zakljuciti da je ACC-2 monomerni protein mase
oko 34 kDa.

a-Amilaza larve velike hrastove strizibube iz ML ekstrakta je kiseli protein sa
pl oko 3,5. Za slede¢i korak u preciS¢avanju je izabrana jonoizmenjivacka
hromatografija na Q Sepharosi u FPLC sistemu za hromatografiju. Pri pH 4,5 a-

amilaza je negativno naelektrisana i vezuje se za izabrani katjonski matriks.

3.5.3 FPLC Jonoizmenjivacka hromatografija ACC-2

Sakupljene frakcije sa gel hromatografije su nanete na XK 16/10 Q Sepharose
FF kolonu u acetatnom puferu pH 4,5 provodljivosti 780 uS/cm. Vezani proteini su
eluirani gradijentom jonske sile. Koris¢en je rastvor NaCl od 0,0 do 0,5 M u istom
puferu. Elucioni profil proteina sa jonoizmenjivacke hromatografije je prikazan na

slici 37.

I T T I T T

-Amilazna aklivaost 0,25
.

Gradijent soli

0,20

-1 Slika 37. Elucioni profil

- 0.15

amilaze 1 proteina srednjeg

NaCl (M)

i
1,0 < i >

creva larve velike hrastove

strizibube na FPLC

L 0,10

\ L 0,05 jonoizmenjivackoj
G . hromatografiji, XK 16/10
0,0 B — 1 — r‘,” —t 0,00 Lo Q Sepharose FF.

0 10 20 30 40 50
Frakcije

Amilazna aktivnost (relativae vrednosti)

Analizom prikazanog hromatograma (slika 36) vidi se da se amilazna
aktivnost po frakcijama sa Q Sepharose poklapa sa proteinskim pikom. Frakcije su

analizirane 1 zimogramski.
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3.5.3.1 Zimograska detekcija amilaznih izoformi wu frakcijama sa

jonoizmenjivacke hromatografije

Amilazne izoforme su detektovane u gelu posle nativne PAGE, a zatim je gel
obojen srebrom. Proteini su u ekstraktu srednjeg creva larvi prisutni u malim
kolicinama pa sa njima i1 a-amilaza, te je ova tehnika bojenja izabrana da bi se
pokazalo prisustvo i slabo zastupljenih proteina u frakcijama. Rezultati su prikazani

na slici 38.

Slika 38. Elektroforatska analiza
frakcija amilaze larve velike
hrastove strizibube dobijenih
razdvajanjem na
jonoizmenjivackoj

hromatografiji posle nativne

PAGE. A - Zimogramska
detekcija amilaznih izoformi. N £ T T (T R A
Polozaji ACC 1 do ACC 7 su Sl rnopdie

B

oznaceni strelicama. B — Proteini
detektovani srebrom. s — sirovi
ekstrakt ML, p — pocetni uzorak
na FPLC jonoizmenjivackoj
hromatografiji, 36 do 47 frakcije
posle hromatografije sa

amilaznom aktivnoScu.

s p ¥ ¥ ¥ ¥ o0 4 2 B M H5 K 4
frakeije sa hromatografije

Kombinovanjem gel i jonoizmenjivacke hromatografije na FPLC-u dobijena je
Cista izoforma a-amilaze larve velike hrastove strizibube ACC-2. U frakcijama od 36
do 38 posle Q Sephadex FF je detektovana samo ACC-2 (slika 38A). Poredenjem sa
slikom 38B uocava se razlika u prisutnosti drugih proteina u ovim frakcijama. U
frakciji 36 nije detektovana nijedna druga proteinska traka. Frakcije 37 1 38 sadrZe

jednu proteinsku traku koja odgovara polozaju ACC-4. Detektovana traka je prisutna i
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u 39140 ali ne odgovara ACC-4 jer na tom mestu nije zabelezena amilazna aktivnost.
Frakcije 39 do 42 sadrze ukupno po tri proteinske trake koje odgovaraju prate¢im
proteinima u smes$i. U frakcijama 40 do 42 ACC-2 je negativno obojena §to je
posledica bojenja proteina posle zimogramske detekcije i deSava se kao nezeljeni
efekat bojenja proteina srebrom. Frakcije od 43 do 46 sadrZze po jednu pratecu
proteinsku traku. ACC-2 je precis¢ena koriS¢enjem FPLC sistema u dva koraka
(frakcija 36 sa slike 38A 1 38B).

Izolovanje amilaza iz larvi bukove i velike hrastove strizibube je zahtevan
posao obzirom na to da su ovi enzimi veoma aktivni a prisutni u malim koli¢inama, u
odnosu na ostale proteine ekstrakta. Ovo je karakteristicno 1 za druge enzime
digestivnog trakta insekata (70). Za izolovanje AMF-3 i ACC-2 su koris¢eni ekstrakti
dostupni u malim koli¢inama te su izabrane metode bile najpogodnije jer su imale
minimalne gubitke i ostvarena su razdvajanja zadovoljavajuceg kvaliteta. AMF-3 je
izolovana u tri koraka koris¢enjem klasi¢nih hromatografskih metoda a ACC-2 je
izolovana prakticno samo u dva koraka FPLC hromatografijama. Za izolovanje
amilaze larve T. molitor je koriS¢ena takode FPLC hromatografija i to tri vrste
jonoizmenjivacka, hidrofobna i gel hromatografija, ali tek posle preparativne EF-e
(67). 1 za izolovanje a-amilaza iz Skorpije je koris¢ena FPLC hromatografija, ali u
kombinaciji sa jo§ dve klasi¢ne hromatografije i dve talozne metode (128). Do sada
nije publikovano izolovanje a-amilaze upotrebom samo FPLC hromatografija.

Problem male zastupljenosti amilaze u digestivnom traktu larvi bukove i
velike hrastove strizibube se moze donekle prevazi¢i gajenjem larvi u veStackim
uslovima jer se na taj nacin dobija veca koli¢ina materijala za izolovanje enzima. U
ovom radu su izolovane a-amilaze iz ekstrakata larvi iz prirode. U budu¢im radovima
¢e se izolovati i okarakterisati amilaze iz larvi gajenih u laboratoriji. Poredenjem
karakteristika ovih amilaza dobice se 1 nova saznanja o uticaju hranljivog supstrata na

ekspresiju enzima, kao i o adaptivnosti ovih polifagnih vrsta na molekulskom nivou.
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3.6 Zakljucci

» Uspesno su odgajeni reproduktivno sposobni adulti bukove strizibube u
laboratorijskim uslovima i opisano im je larveno razvice. Poredene su prva i
druga generacija laboratorijski odgajenih larvi statisticCkim metodama i uo¢eno
je da se u drugoj generaciji larve medusobno manje razlikuju po svim
parametrima koji su pratili larveno razvi¢e. Dobijanje reproduktivno
sposobnih adulta bukove strizibube je znacajno kao prvi korak za eventualni
program zastite, koji bi obuhvatio reintegraciju ovih retkih insekata u prirodu.
Istovremeno na ovaj nacin se obezbeduje dovoljan broj larvi za laboratorijska
istrazivanja i prevazilazi se problem male koli¢ine polaznog materijala za
izolovanje 1 karakterizaciju digestivnih enzima.

» Odredeno je pH duz srednjeg creva larvi bukove strizibube. U prednjem delu
srednjeg creva je pH 5,5 gde je jedino i1 detektovana amilazna aktivnost.

» Detektovane su razlike u amilaznoj aktivnosti i nivou drugih proteina
digestivnog trakta kod larvi gajenih u laboratoriji i larvi razvijenih u prirodi.
Izoamilazni profil larve bukove strizibube zavisi od tipa hranljivih supstrata
koje konzumira tako da najviSe izoformi produkuju na kompleksnom supstratu
— drvetu u prirodnoj sredini.

» Saharoza uti¢e na razvice larvi bukove strizibube. Larve se u odsustvu
saharoze brze razvijaju.

» Saharoza, kao prost Secer, utice negativno na produkciju o-amilaze larve
bukove strizibube. Larve koje konzumiraju saharozu produkuju manje amilaze
1 manji broj amilaznih izoformi od larvi koje ne konzumiraju saharozu.

» Nivo amilaze i izoenzimski profil larve velike hrastove strizibube zavisi od
tipa hranljiivih sastojaka i vremenskih uslova u kojima se razvija. Najveci broj
izoformi imaju larve koje se razvijaju na prirodnom supstratu — drvetu tokom
proleca kada je temperatura visa i povoljnija za rast larvi.

» Odabirom klasi¢nih hromatografskih tehnika i uslova rada koji odgovaraju
masi 1 pl vrednosti AMF-3 dobijen je ¢ist enzim. Glavna a-amilazna izoforma

larve bukove strizibube je precis¢ena do homogenosti koriS¢enjem gel
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homatografije i jonoizmenjivacke hromatografije 112 puta sa prinosom od
15%.

AMF-3 ima molekulsku masu od 33 kDa, pl vrednost 3,2, optimalno pH za
aktivnost je 5,2 a optimalna temperatura je na 45°C. AMF-3 je kalcijum
zavistan enzim. PSeni¢ni inhibitori inhibiraju AMF-3. Pokazuje aktivnost 1
prema sirovom skrobu, a najvise prema skrobu izolovanom iz rena.

ACC-2 je delimi¢no precis€ena iz sirovog ekstrakta, a potpuno izoenzimski
koriS¢enjem dve vrste FPLC hromatografije.

Molekulska masa ACC-2 je 34 kDa. Nadeno je da ima pl vrednost manju od
3,5 veoma sli¢nu AMF-3.

Pokazano je da larve bukove i velike hrastove strizibube svoju polifagnost 1
veliku adaptivnost prema hranljivim supstratima 1 uslovima sredine
obezbeduju zahvaljujuéi mogucnosti da produkuju veliki broj amilaznih

izoformi po potrebi.
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4 EKSPERIMENTALNI DEO

Spisak kori$¢ene opreme:

FPLC sistem Pharmacia LCC501-plus

Tehnicka vaga Mettler PE 3600

Analiticka vaga Mettler

Ispravlja¢ Pharmacia ECPS 2000/300

Proto¢ni vodeni termostat Multitemp 2209 LKB, Bromma
Vertikalna Hoefer kada za elektroforezu
Vertikalna mini Hoefer kada za elektroforezu
Kada za horizontalnu elektroforezu Pharmacia Biotech, Multi Temp III
Ispravlja¢ Pharmacia Biotech, EPS 3500
Magnetna mesSalica IKA Mag Rec G

Vibraciona meSalica Tehtnica EV -100

Pisa¢ Pharmacia, model 481

UV ¢elija 2238 Uvicord S II, LKB

Kolektor 2112 Redirac LKB

Kolona 1,6 x 60 cm LKB

Spektrofotometar UV-VIS-NIR PU 8630 Philips
pH metar Checker sa kombinovanom elektrodom
Konduktometar WTW LF521, inoLab
Mikrotalasna pe¢nica, Samsung

Centrifuga Tehtnica LO-72

Centrifuga, miniSpin plus, Eppendorf

Susnica Sutjeska
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4.1 Gajenje strizibuba u laboratorijskim uslovima

4.1.1 Gajenje bukove strizibube (M. funereus) u laboratorijskim uslovima

4.1.1.1 Gajenje insekata

Insekti su gajeni u plasti¢cnim kutijama (18 x 12 x 12 cm) koje su imale otvore
na vrhu za ventilaciju. Na dno kutija je postavljen filter papir preko koga su
postavljane hrastove grancice sa liS¢em. Insekti su hranjeni i keksom i sezonskim
vocem. Vata nakvasena vodom je dodavana u kutije kao izvor vode i za odrzavanje
vlaznosti. Temperatura je varirala od 22°C tokom hladnijeg perioda u godini do 26°C
tokom toplog perioda. Vlaznost u laboratoriji je bila prosecno 50%. Lis¢e 1 hrana su
menjani na sedam dana. PoloZena jaja su sakupljana svakodnevno i prebacivana na
hranljivu podlogu na Petrijevim Soljama i ¢uvana na 23°C i vlaznosti od 50%. Jaja su

pregledavana svakodnevno.

4.1.1.2 Gajenje larvi bukove striZibube

Larve se zbog svog kanibalistickog ponasanja gaje pojedni¢no u kutijama
(pre¢nika 6 cm) sa ventilacionim rupama na poklopcima. Razvi¢e larvi se odvija u
mraku na 23°C i vlaznosti od oko 50%. Hranljiva podloga se menja na 7 dana kada se
i meri tezina larvi. Presvlacenje larvi se prati svakodnevno.

Ukupno 580 larvi je gajeno u laboratoriji tokom tri godine. Odgajeno je 507
larvi prve generacije, od kojih je 31 larva odgajena do adulta za pracenje larvenog
razvi¢a. Odgajene su 73 larve druge generacije, od kojih je njih 30 odgajeno do
adulta. Ostale larve su disecirane tokom Sestog larvenog stupnja i koriS¢ene su za

ispitivanje digestivnih enzima.
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Sastav podloge:

,,Palenta” 100 g
Agar — agar 10g
Saharoza 25¢g
Suvi kvasac 25¢g
Nipagin (0,2 g/mL etanola) 12 mL

(metil estar p-hidroksibenzoeve kiseline)

Voda 1000 mL

»Palenta” je proizvod napravljen od kukuruznog griza proizvodaca

,L,Mitrosrem”.

Hemijski sastav ,,Palente”:

Rastvorni skrob 70 — 80 %
vlaga 13-15%
proteini 7-9%
celuloza 0,35-0,70 %
pepeo 0,4-0,8 %

Podloga se priprema tako Sto se odmerene supstance pomesaju sa vodom i
prokuvaju. Na temperaturi oko 70°C dodaje se rastvor nipagina. Dobijena podloga se

razliva u Petrijeve Solje i okrugle plasticne kutije u kojima se gaje larve.

4.1.1.3 Statisticka obrada rezulata

Dobijeni rezultati su statisticki obradeni upotrebom programa GraphPad Prism
5. Tezina larvi tokom razvica je statisticki analizirana ,,One—way analysis of variance”
(ANOVA) testom koris¢enjem Tukey — ovog testa za poredenje rezultata izmedu dve
grupe. Nivo znacajnosti je bio 0=0,05.

Duzine svakog larvenog stupnja, odnosno broj dana provedenih u svakom
stupnju, unutar iste grupe rezultata je analiziran upotrebom ,,D’Agostino i Pearson”
testa. Rezultati dobijeni u dve grupe larvi su medusobno poredeni t-testom sa

intervalom pouzdanosti od 95%.
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4.1.2 Gajenje velike hrastove striZibube (C. cerdo) u laboratorijskim uslovima

Jedna grupa larvi velike hrastove strizibube je gajena u laboratoriji — larve
sakupljene u prirodi 1 prebacene na hranljivu podlogu. Larve su sakupljane sa hrasta
na Fruskoj Gori u martu kada su larve najaktivnije. Starost larvi je odredena na
osnovu njihove veli¢ine. Larve su sakupljene tokom petog larvenog supnja. Larve su
gajene u laboratoriji godinu dana i nisu se ulutkale. Disecirane su tokom sedmog
larvenog stadijuma i koris¢ene za analizu amilaze.

Larve su gajene u uslovima i1 na hranljivoj podlozi kao i larve bukove

strizibube $to je opisano u odeljku 4.1.1.2.

4.1.3 Priprema sirovog ekstrakta srednjeg creva larvi bukove (M. funereus) i

velike hrastove strizibube (C. cerdo)

Sve ispitivane grupe larvi obe vrste strizibuba (sakupljene u prirodi i gajene u
laboratoriji) zrtvovane su na isti nacin. Nakon dekapitacije, srednja creva su
disecirana na ledu, a zatim homogenizovana u ohladenom avanu sa tu¢kom, 0,9%-nim
natrijum hloridom u 20 mM acetatnom puferu pH 6,0 (1:2), uz dodatak silika gela
(1:0,3). Pufer je pripremljen na slede¢i nacin:

20 mM Acetatni pufer pH 6.0:

Glacijalna siréetna kiselina 1,14 mL
destilovana voda do 1L
pH je podeseno na 6,0 titrovanjem sa 1 M rastvorom NaOH.

Nakon homogenizacije, homogenati su ekstrahovani 90 minuta u frizideru, a
nakon toga centrifugirani 10 minuta na 10000 x g. Talozi su reekstrahovani istim
puferom 60 minuta u frizideru i centrifugirani. Dobijeni ekstrakti i reekstrakti su
spojeni, a zatim odmaS¢eni dodatkom jednake zapremine CCly 1 centrifugiranjem na
5000 x g, 2 minuta. Odmas¢ivanje je ponovljano tri puta, a dobijeni bistri supernatanti

su odvadeni 1 ¢uvani na -20°C do upotrebe.
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4.1.4 Odredivanje pH vrednosti srednjeg creva bukove striZibube

Tri creva larvi bukove strizibube su podeljena na tri dela, kao $to je prikazano
na slici 15 (3.1.4). Svakom delu je dodata voda u odnosu 1:2, usitnjeno je i
homogenizovano. pH vrednost svakom ekstraktu je odredena univerzalnom pH
indikatorskom hartijom. Kori§¢ene su Merck-ove univerzalne indikator tracice pH 0—

14.

4.1.4.1 Odredivanje amilazne aktivnosti

Amilazna aktivnost je odredivana upotrebom DNS reagensa i rastvornog
skroba kao supstrata po proceduri Bernfelda (119).
Potrebni rastvori:
1. 3.5-dinitro — salicilatni (DNSA, dinitrosalicilna kiselina) reagens:

A) 0,4 M dinitrosalicilna kiselina u 0,4M NaOH

NaOH 8g
DNS 5¢g
voda do 100 mL

B) Tartaratni rastvor:

K,Na-tartarat 150 g

vode do 250 mL
Rastvor B se doda u rastvor A i dopuni vodom do 500 mL.

2. Maltozni standard, 10 mM:

maltoza 3,42 mg

voda do 10 mL

3. Acetatni pufer pH 5.0, 50 mM:

glacijalna sir¢etna kiselina 1,42 mL
0,1 M NaOH do pH 5,0
voda do 500 mL
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4. 100 mM CaCl,:
CaClz

voda do
5. 100 mM NacCl:
NaCl

voda do

4. Skrobni rastvor, 1,0%:

rastvorni skrob
CaCl;, (4)
NaCl (5)

acetatni pufer pH 5,0 (3)

Postupak:

I,1g
100 mL

0,58 g
100 mL

30g
30 uL
60 uL
do0,3L

Po 50 pL rastvora enzima (potrebnog razblazenja) se odmeri u epruvete i doda

se 0,45 mL rastora 4. Epruvete se inkubiraju 10 minuta na 35°C. Reakcija se prekida

dodatkom 500 uLL DNS reagensa i1 zatim se smeSe prokuvaju 5 minuta u klju¢alom

vodenom kupatilu. Kada se ohlade rastvori se razblaze vodom do 5 mL, promesaju i

meri se Ass. Slepa proba je istog sastava samo Sto se rastvori dodaju drugim

redosledom: enzim, DNS, skrob. Za odmerenu vrednost Ass se sa standardne prave

oCita koncentracija redukujuc¢ih Secera, odnosno maltoze, na osnovu koje se

izraCunava amilazna aktivnost (U/mL).

Standardna prava

Od 10 mM rastvora maltoze (rastvor 2) se pripreme razblazenja tako $to se u epruvete

odmeri po:

Koncentracija

maltoze (mM)

v rastvor 2 (HL)

V 120 (uL)

10
8
6
4
2
1

0,5
0

500
400
300
200
100
50
25
0

90

100
200
300
400
450
475
500



Jedna jedinica amilaze je ona koliina enzima koja oslobodi 1 pmol

redukujuceg Secera (obracunato na maltozu) u jednom minutu na 35°C.

4.2 o-Amilaza larve bukove strizibube (M. funereus)

4.2.1 Uporedna analiza amilaza larvi bukove strizibube (M. funereus) koje su se

razvijale u prirodi i larvi gajenih u laboratoriji
4.2.1.1 Odredivanje amilazne aktivnosti

Amilazna aktivnost u sirovim ekstraktima tri grupe larvi bukove strizibube
(larve 1z prirode, 1 1 II generacija laboratorijskih larvi) je odredena kao u odeljku
4.1.3.2. Sirovi ekstrakti su razblazivani 10 puta. Reakcija je trajala 10 minuta na

35°C.

4.2.1.2 Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu

1. Boja, Coomassie brilliant blue G-250 (CBB G-250):

CBB G-250 100 mg
95% etanol 50 mL
H;3PO4 100 mL
destilovana voda do 200 mL

Boja se rastvori u etanolu, pa se dodaju redom kiselina 1 voda do finalne zapremine.
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2. Rastvor govedeg serum albumina (BSA) za standardnu pravu 1 mg/mL se

razblazuje u opsegu 0,1 do 1,0 mg/mL:

BSA (Img/mL) dest. voda finalna konc.
(uL) (ML) mg/mL
10 90 0,1
20 80 0,2
40 60 0,4
60 40 0,6
80 20 0,8
100 - 1.0
- 100 -

3. Bradford-ov reagens:

Potrebni rastvori:

rastvor 1 100 mL
destilovana voda do 500 mL

Sveze procedeni rastvor je stabilan 2 — 3 nedelje na sobnoj temperaturi.

Postupak:
U 100 uL rastvora (uzorak + pufer) dodaje se 5 mL razblazenog rastvora boje.
Promesa se na vibracionoj mesalici.

Nakon 5 minuta do 30 minuta najvise meri se apsorbancija na 595 nm.
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4.2.2 Zimogramska analiza amilaznih izoformi i SDS PAGE

4.2.2.1 Nativha PAGE

Potrebni rastvori, nacin pripreme rastvora i tok rada:

1. Monomerni rastvor (30% T2, 2.7% C). Oznaka ovog rastvora u tablici je AA:

akrilamid 584 ¢
bisakrilamid 1,6 g
destilovana voda do 200,0 mL

2. Pufer za razdvajajuéi gel (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8). Oznaka u tablici je Tris pH 8.8:

Tris 363 ¢
destilovana voda do 200,0 mL
4 M HCl do pH 8,8

3. Pufer za koncentrujuéi gel (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8). Oznaka ovog rastvora u
tablici je Tris pH 6.8:

Tris 6,0 g
destilovana voda do 100,0 mL
4 M HCl do pH 6,8

4. Inicijator (amonijum-persulfat) 10% m/V. Oznaka ovog rastvora u tablici je APS:

APS 02¢g

destilovana voda do 2,0 mL

5. Rastvor za nadslojavanje (2-butanol ili n-butanol zasi¢en vodom):

n-butanol ili 2-butanol 100 mL

destilovana voda do postojanog donjeg sloja vode

Rastvor se pre upotrebe promucka i ostavi da se slojevi razdvoje. Koristi se gornji

sloj.

"' T je g akrilamida + g bisakrilamida u 100 mL rastvora, C je g bisakrilamida u odnosu na zbirnu masu
akrilamida i bisakrilamida. Obe vrednosti se izraZzavaju u procentima.
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6. Pufer za obradu uzoraka (PUZ):

rastvori za PUZ za 25 mL, 3x2
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 9,38 mL
99% glicerol 7,5 mL
ili 85% glicerol 9,0 mL
0,1% bromfenol-plavo 1,5 mL
destilovana voda do 25,0 mL

Priprema uzoraka:

Uzorci se mesaju sa puferom za uzorke (PUZ) u odnosu 2:1.

7. Pufer za elektroforezu (0,025 M Tris, 0,192 M glicin, pH 8.3), radni pufer i 10

puta koncentrovaniji pufer, koii se do upotrebe ¢uva zamrznut.

komponente 1x

Tris 30g
glicin 144 ¢
destilovana voda do 1,0L

8. Rastvor za fiksiranje, bojenje 1 obezbojavanje (50% (V/V) metanol, 10% (V/V)

sir¢etna kiselina):

metanol 500 mL
sir¢etna kiselina 100 mL
destilovana voda do 1L

9. Rastvor boje (0,1% (m/V) CBB , 50% (V/V) metanol, 10% (V/V) sir¢etna
kiselina):

CBB Gili R 250 0,5¢g
rastvor 8 do 500,0 mL

27a razblaZene uzorke.
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10. Rastvor siréetne kiseline, 7% (V/V) siréetna kiselina:
sir¢etna kiselina 70 mL

destilovana voda do 1L

Priprema gela i postupak:

) gel za razdvajanje gel za koncentrovanje
rastvorl

(10%) (4%)
AA 3,33 0,66
Tris pH 8,8 2,5 -
Tris pH 6,8 - 1,25
destilovana voda 4.0 3,0
temed 0,004 0,005

dezaeracija 5— 10 minuta

APS 0,05 0,025
finalna zapremina 10,0 mL 5,0 mL

Dezaerisani rastvor gela za razdvajanje se sipa izmedu dve staklene ploce, i
nadsloji rastvorom 5. Kada je polimerizacija donjeg gela zavrSena sipa se dezaerisani
rastvor za koncentruju¢i gel. U rastvor se stavi "¢eSalj". Kada je polimerizacija
gornjeg gela zavrSena, izvadi se CeSalj, a nastali "bunarci¢i" se operu i u njih unesu
uzorci.

Uslovi elektroforeze: Napon je konstantan (80 V) dok uzorci udu u gel za
razdvajanje, a poviSava se od 150 do 400 V do kraja rada ili se kroz koncentrujuci gel
koristi konstantna jac¢ina struje od 12 mA i 25 mA kroz razdvajajuci gel.

Detekcija proteina CBB-om R 250

Postupak bojenja po fazama:

faza rastvor vreme (min)
ispiranje dest. voda 1
fiksiranje 8 20
bojenje 9 20
obezbojavanje 8 20
obezbojavanje 10 preko noci
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4.2.2.2 1zoelektri¢no fokusiranje (IEF) pH opsega od 2,5 do 4,2

Izoelektricno fokusiranje je uradeno na Multiphor II sistemu za elektroforezu.
Kao pl markeri kori$¢eni su standardni proteini i boje (Low pl kit, GE Healthcare)
odnosno: pepsinogen (2,80), amiloglukozidaza (3,50), metil-crveno (3,75) glukoza—
oksidaza (4,15), tripsinski inhibitor (4,55), P-laktoglobulin A (5,20), goveda
karboanhidraza B (5,85), humana karboanhidraza B (6,55).
Priprema 7,5%-nog gela:

akrilamid (30%) 3,5 mL
amfoliti pI 2,5-4,0 0,6 mL
amfoliti pI 3,5-5,0 0,3 mL
amfoliti pI 4,0-6,0 0,1 mL
glicerol (50%) 4,0 mL
destilovana voda 6,75 mL
temed 12 uL

dezaeracija par minuta
APS 75 uL
Rastvor za polimerizaciju se nadsloji n-butanolom prethodno zasi¢enim
vodom 1ili umesto toga prekrije parafilmom. Nakon jednog sata polimerizovanja
sendvi€ se pazljivo otvori 1 gel postavi na hladnjak. Hladnjak se nakvasi destilovanom
vodom. Ploca se postavlja tako da se tecnost ravnomerno rasporedi u obliku filma
ispod ploc¢e. Visak rastvora koji ploca istisne ukloni se papirnom vatom. Na gel se

postavljaju papirne elektrode natopljene elektrodnim rastvorima.

Elektrodni rastvori:

Anodni elektrolit 0,25 M H3POy4

koncentrovana H;POy4 0,17 mL

destilovana voda do 10 mL

Katodni elektrolit 0,2 M HEPES

HEPES 0,475 ¢

destilovana voda do 10 mL
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Elektrodni papiri se umoce u odgovarajuce rastvore i prosuse u sendvicu od
papirne vate. Tako pripremljene trake se stave na gel, a platinske elektrode preko njih.

Radna temperatura je 10°C.

Priprema i nanosenje uzoraka:

Sirovi ekstrakti srednjeg creva larvi bukove strizibube iz prirode i gajenih u

labaratoriji (I 1 II generacija) su naneti 5 puta razblazeni po 10 pL.

Fokusiranje:
faza U (V) I (mA) P (W) vreme (min)
fokusiranje do 1 000 do 50 3 90
kraj do 1 000 do 50 4 15

Nakon fokusiranja u gelu je zimogramski odredivana amilaza pa zatim

obojen.

Bojenje, potrebni rastvori i tok rada:

1. Fiksir:
TCA 120g

destilovana voda do 1L

2. Boja CBB R u fiksiru (45/10/45. metanol/siréetna kiselina/voda, V/V/V):
0,1% CBB R 1 mL
fiksir (12% TCA) do 100 mL

Posle fiksiranja i bojenja gel se prebacuje u normalni fiksir (50/10/40,
metanol/siréetna kiselina/voda, V/V/V) ili 7% sir¢etnu kiselinu i trake postaju plavo

obojene.

97



4.2.2.3 Zimogramska detekcija a-amilaze

Za amilazni zimogram gel se po zavrSetku elektroforeze prenese u staklenu
posudu gde se amilaza detektuje po sledecoj proceduri:
Potrebni rastvori:

1. 100 mM CaCl,.

CaCl, I,1g
voda do 100 mL
2. 100 mM NacCl:
NaCl 0,58 g
voda do 100 mL
3. 50 mM Acetatni pufer pH 5.0, 0.1 mM CaCl,, 2 mM NacCl:
glacijalna sir¢etna kiselina 1,42 mL
0,1 M NaOH do pH 5,0
CaCl, (1) 0,5 mL
NacCl (2) I mL
voda do 500 mL

4. 1% Skrobni rastvor, 0,1 mM CaCl,, 2 mM NaCl:

rastvorni skrob, 1% 30¢g
CaCl, (1) 30 uL
NaCl (5) 60 uL
acetatni pufer pH 5,0 (3) do 0,3L
5. Jodni reagens:

KI 22¢g

I IL1g
voda do 100 mL

6. Tinktura joda:

KI 4¢

I S5¢g
voda 10 g
etanol do 100 mL
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Postupak:

A) Za gel posle posle nativne EF, debljine 1mm:

A) Faza Vreme i temperatura
1  Ispiranje vodom 2-5 minuta

2 Acetatni pufer pH 5,0 (3) 2 minuta

3 1% skrob (4) 30 min na 30°C

4  Ispiranje vodom 2 minuta

5 Kratko ispiranje puferom (3) 1 minuta

6  Pufer iz faze 2 (3). 30 min na 30°C

7  Ispiranje vodom 5 puta po 30 sekundi

8 Jodni reagens (5), 5 puta razblazen do pojave prosvetljenja na gelu
9  Tinktura joda (6), 10 puta razblazen 1 minut do izoStravanja dobijenih traka u

fazi 8
10 Ispiranje vodom

B) Za gel posle posle IEF-a, debljine 1mm:

B) Faza Vreme i temperatura
1  Ispiranje vodom 2-5 minuta
2 Acetatni pufer pH 5,0 (3) 20 minuta
3 0,5% skrob u puferu (4 dva puta 15 min na 30°C
razblazen)
4  Ispiranje vodom 2 minuta
5 Kratko ispiranje puferom (3) 1 minut
6  Pufer iz faze 2 (3). 20 min na 30°C
7  Ispiranje vodom 5 puta po 30 sekundi
8 Jodni reagens (5), 10 puta razblazen  do pojave prosvetljenja na gelu
9  Tinktura joda (6), 100 puta 1 minut do izoStravanja dobijenih traka
razblaZen u fazi 8
10 Ispiranje vodom
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4.2.2.4 SDS-PAGE sirovih ekstrakata srednjeg creva larvi bukove striZibube iz

prirode i larvi gajenih u laboratoriji

Potrebni rastvori, nacin pripreme rastvora i tok rada:

Potrebni rastvori su isti kao za nativnu elektroforezu (odeljak 4.2.3.1) uz

dodatak rastvora detergenta koji se priprema na slede¢i nacin:

1. Rastvor detergenta 10% (m/V) SDS (natrijum-dodecil-sulfat):

SDS 10,0 g
destilovana voda do 100,0 mL

Puferi koji se razlikuju od onih za nativnu elektroforezu pripremaju se na sledeci

nadin:

2. Pufer za obradu uzoraka (PUZ):

rastvori za PUZ za 25 mL, 3X
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 9,38 mL
85% glicerol 9,0 mL
¢vrst SDS 1,5¢g
0,1% bromfenol-plavo 1,5 mL
komercijalni B-merkaptoetanol 3,75 mL
destilovana voda do 25,0 mL

Priprema uzoraka:

Uzorci se pomesaju sa puferom za uzorke (PUZ) u odnosu 2:1. Rezultujuci
rastvor se tretira zagrevanjem 2 minuta na klju¢alom vodenom kupatilu. Uzorci su
razblaZzeni 10 puta, pomeSani sa PUZ-om 1 naneti po 30 pL (sirovi ekstrakti

laboratorijskih larvi) i po 15 pL (sirovi ekstrakti larvi iz prirode) u bunarcice gela.
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3. Pufer za elektroforezu (0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS pH 8,3), radni

pufer i 10 puta koncentrovaniji pufer, koji se do upotrebe uva zamrznut.

komponente 1 x

Tris 3’0 g

glicin 144 ¢

10% SDS 10,0 mL

destilovana voda do 1,0L

Priprema gela:
. gel za razdvajanje gel za koncentrovanje
rastvori
(10%) (4%)

AA 3,33 0,66
Tris pH 8,8 2,5 -
Tris pH 6,8 - 1,25
destilovana voda 4.0 3,0
temed 0,004 0,005

dezaeracija 5-10 minuta

SDS 0,10 0,05
APS 0,05 0,025
finalna zapremina 10,0 mL 5,0 mL

Dezaerisani rastvor gela za razdvajanje se sipa izmedu dve staklene ploce.
Nakon sipanja rastvora za gel povrSina se nadsloji rastvorom 6 ili vodom. Kada je
polimerizacija donjeg gela zavrSena sipa se dezaerisani rastvor za koncentrujuci gel.
U rastvor se stavi "CeSalj". Kada je polimerizacija gornjeg gela zavrSena, izvadi se
¢esalj, a nastali "bunarci¢i" se operu i u njih unesu uzorci.

Uslovi elektroforeze: napon je konstantan (80 V) dok uzorci udu u gel za
razdvajanje, a poviSava se od 150 do 400 V do kraja rada ili se sve vreme drzi
konstantna struja od 12 mA kroz koncentrujuc¢i gel i 25 mA kroz razdvajajuci gel.
Nakon zavrSene elektroforeze, gel je obojen CBB—om kao Sto je opisano u odeljku

nativne EF (4.2.2.1).
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4.2.3 Ispitivanje uticaja saharoze na larveno razviée i produkciju amilaze larve

bukove strizibube (M. funereus)

4.2.3.1 Ispitivanje uticaja saharoze na larveno razvi¢e larve bukove strizibube

(M. funereus)

KoriS¢ene su larve bukove strizibube sakupljene u prirodi tokom proleca na
Fruskoj gori sa hrastovih poseCenih debala koja su lezala u Sumi godinu dana.
Podeljene su u tri grupe:

1. Prva grupa larvi je gajena na podlozi sa saharozom kao Sto je opisano u

odeljku 4.1.1.

2. Druga grupa larvi je gajena na istoj podlozi bez saharoze.
3. Treca grupa larvi je gajena na podlozi sa saharozom (kao u 4.1.1.2) 14 dana, a
zatim tokom III larvenog stadijuma prebacena na podlogu bez saharoze.

Larve su gajene 38 dana u uslovima opisanim u odeljku 4.1.1.2 Larveno
razvice je praceno svakodnevno. Mase larvi su merene jednom nedeljno kada im je i
dodavana sveza podloga.

Rezultati masa larvi tokom razviéa iz sve tri grupe su obradeni statisticki kao

Sto je opisano u odeljku 4.1.1.3.

4.2.3.2 Ispitivanje uticaja saharoze na produkciju amilaznih izoformi larve

bukove strizibube (M. funereus)

Larve su disecirane 1 sirovi ekstrakti su pripremljeni na nacin kako je opisano
u odeljku 4.1.3. Larve su bile teske oko 1,2 do 1,6 g.

Amilazna aktivnost je odredena kao Sto je opisano u odeljku 4.1.3.2.

Koncentracija proteina je odredena kao Sto je opisano u odeljku 4.2.1.2.
Koris¢eno razblazenje ekstrakata je bilo 20 puta.

Amilazne izoforme su zimogramski detektovane posle nativne PAGE i IEF-a
na nacin koji je opisan u poglavljima 4.2.2.1, 4.2.2.2 1 4.2.2.3. Za nativnu PAGE

naneti su uzorci 10 puta razblaZeni po 30 uL, a za IEF 5 puta razblazeni po 10 uL.

102



4.2.4 Analiza amilaze larvi bukove striZibube (M. funereus) tokom larvenog

razvica

Larve bukove strizibube odgajene u laboratoriji — I generacija laboratorijskih
larvi su gajene na hranljivoj podlozi kao $to je opisano u odeljku 4.1.1.2. Tokom
aktivnog perioda drugog ili tre¢eg larvenog stadijuma larve su prebacene na podlogu
bez saharoze. Nakon 30 dana larve su disecirane i pripremljeni su ekstrakti srednjeg
creva na nacin koji je opisan u odeljku 4.1.3.

Amilazna aktivnost je odredena kao Sto je opisano u odeljku 4.1.3.2.

Koncentracija proteina je odredena kao Sto je opisano u odeljku 4.2.1.2.

Amilazne izoforme su zimogramski detektovane posle nativne PAGE i IEF-a
na nacin koji je opisan u poglavljima 4.2.2.1, 4.2.2.2 1 4.2.2.3. Za nativnu PAGE

naneti su uzorci 10 puta razblazeni po 30 pL, a za IEF 5 puta razblazeni po 10 pL.
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4.3 a-Amilaza larve velike hrastove strizibube (C. cerdo)

4.3.1 Uporedna analiza amilaza larvi velike hrastove strizibube (C. cerdo) koje su

se razvijale u prirodi i larvi gajenih u laboratoriji

Tri grupe larvi velike hrastove strizibube su obuhvaéene u ovim
istrazivanjima:

1. Prva grupa larvi su bile larve sakupljene u prirodi u martu mesecu, na Fruskoj
gori, sa hrastovih panjeva (ML — martovske larve)

2. Drugu grupu larvi su cinile larve koje su sakupljene iz prirode tokom
septembra meseca, na Fruskoj gori, sa hrastovih panjeva (SL — septembarske
larve).

3. Treca grupa su bile larve koje su u martu sakupljene iz prirode pa zatim
prebacene na hranljivu podlogu i gajene na istoj hranljivoj podlozi i pod istim
uslovima koji su kori$¢eni za gajenje larvi bukove strizibube u laboratorijskim
uslovima a §to je opisano u odeljku 4.1.1.2 (LL — laboratorijske larve).

Larve su Zrtvovane 1 pripremljeni su ekstrakti srenjeg creva (odeljak 4.1.3).
TezZina larvi sakupljenih u prirodi je bila od 1,1 g do 3,2 g. Larve iz grupe LL su bile
teske oko 3,1 g.

Amilazna aktivnost je odredena kao Sto je opisano u odeljku 4.1.3.2. Ekstrakti
srednjeg creva su razblazivani 10 puta. Reakcija je trajala 10 minuta na 35°C.

Koncentracija proteina je odredena kao S$to je opisano u odeljku 4.2.2.

Koris¢eno razblazenje ekstrakata je bilo 20 puta.
4.3.2 Zimogramska analiza amilaznih izoformi
Amilazne izoforme su zimogramski detektovane posle nativne PAGE 1 IEF-a

na nacin koji je opisan u poglavljima 4.2.2.1, 4.2.2.2 1 4.2.2.3. Za nativhu PAGE

naneti su uzorci 10 puta razblazeni po 30 pL, a za IEF 5 puta razblazeni po 10 pL.
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4.4 PreciScéavanje i karakterizacija glavne izoforme a-amilaze

(AMF-3) srednjeg creva larve bukove strizibube (M. funereus)

4.4.1 Gel hromatografija

Sephadex G-100 je pripremljen na slede¢i nain: 10 g praskastog gela
ostavljeno je preko no¢i da bubri u 300 mL 0,15 M NaCl u 20 mM acetatnom puferu

pH 6,0 na 37°C. Pufer je pripremljen na slede¢i nacin:

20 mM acetatni pufer pH 6.0:

glacijalna siréetna kiselina 1,14 mL
NaCl Og
destilovana voda do 1L

Podeseno pH na 6,0 titracijom sa 1 M NaOH.

Posle bubrenja suspenzija gela je dezaerisana 30 minuta i sipana u kolonu.
Kolone su ekvilibrisane preko no¢i prethodno dezaerisanim puferom 0,15 M NaCl u
20 mM acetatnom puferu pH 6,0. Hidrostatic¢ki pritisak je bio 12-20 cm. ¥; kolone
odredene su propusStanjem 0,01%-nog rastvora plavog dekstrana kroz kolonu.
Kolona koja je koriS¢ena tokom izrade ovog rada bila je dimenzija 1,6 x 60 cm. Na
kolonu je naneto 2 mL ekstrakata creva larvi M. funereus, odnosno 26,7 mg/mL
proteina. Kolona je eluirana 0,15 M NaCl u 20 mM acetatnom puferu pH 6,0 pri
konstatnom protoku na sobnoj temperaturi. Sakupljane su frakcije od 1,5 mL kojima
je merena apsorbancija na 280 nm.

Sakupljene frakcije u kojima je amilaza detektovana su sakupljene.

Rehromatografisano je pri istim uslovima.

4.4.1.1 Zimogramska detekcija amilaze u frakcijama gel rehromatografije

Sirovi ekstrakt creva larve bukove strizibube je razblazen 5 puta, pomesan sa

PUZ-om i naneto je 15 pL na gel za nativnu PAGE (odeljak 4.2.2.1). Frakcije sa
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amialznom aktivnosti su razblaZzene po 5 puta i nanete po 20 puL na gel. Po zavrSetku
elektroforeze amilaza je detektovana zimogramom kao Sto je opisano u odeljku
4.2.2.3. Zatim su proteini fiksirani 15 minuta u rastvoru za fiksiranje (odeljak 4.2.2.1),
pa je gel obezbojen od jodnog reagensa u 7% sirc¢etnoj kiselini preko no¢i. Proteini su

detektovani CBB-om kao §to je opisano u odeljku 4.2.2.1.

4.4.2 Jonoizmenjivacka hromatografija

Frakcije sa amilaznom aktivno$¢u dobijene posle dve gel hromatografije su
sakupljene 1 dijalizovane prema 10 mM acetatnom puferu, 2 mM CaCl,, 70 mM NaCl
pH 4,5 (y = 8,5 mS/cm) na 4 °C. Dijalizat je centrifugiran 5 minuta na 5000 x g.
Supernatant je nanet na DEAE Sepharose CL — 6B kolonu (1,5 x 6,5 cm) koja je
prethodno ekvilibrisana u istom puferu koji je koriS¢en za dijalizu. Proteini su eluirani
gradijentom jonske sile koriste¢i rastvore NaCl od 0 do 1 M. Protok je bio 30 mL/h.
Frakcije po 2 mL su sakupljane 1 proto¢nom UV ¢elijom detektovani proteini na Asg.
U frakcijama je odredivana amilazna aktivnost (odeljak 4.2.1.1) tako $to su frakcije

razblaZivane 5 puta, a test je trajao 15 minuta na 35°C.

10 mM acetatni pufer pH 4.5, 2 mM CaCl,, 70 mM NacCl:

glacijalna siréetna kiselina 0,57 mL
CaCl, 0,22 ¢g
NaCl 4,06 g

1 M NaOH do pH 4,5
destilovana voda do 1L

4.4.2.1 Zimogramska detekcija amilaze u frakcijama jonoizmenjivacke

hromatografije

Sirovi ekstrakt creva larve bukove strizibube je razblazen 5 puta, pomeSan sa
PUZ-om 1 naneto je 10 pL na gel za nativnu PAGE (odeljak 4.2.2.1). Frakcije sa
amilaznom aktivnos$¢u su razblazene po 5 puta i nanete po 20 pL na gel. Po zavrSetku

elektroforeze amilaza je detektovana zimogramom kao $to je opisano u odeljku
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4.2.2.3. Zatim su proteini fiksirani 15 minuta u rastvoru za fiksiranje (odeljak 4.2.2.1),
pa je gel obezbojen od jodnog reagensa u 7% sircetnoj kiselini preko no¢i. Proteini su
detektovani CBB-om kao $to je opisano u odeljku 4.2.2.1.

Frakcije koje su sadrzavale samo a-amilazu su spojene i dijalizovane prema

destilovanoj vodi. Takav uzorak je koriS¢en za karakterizaciju AMF-3.

4.4.3 Karakterizacija AMF-3

4.4.3.1.1 Odredivanje molekulske mase AMF-3 gel filtracijom

Molekulska masa AMF-3 je odredena gel filtracijom na koloni Superdex 75
(10 x 300 mm) na FPLC sistemu. Pufer za ekvilibraciju je bio PBS pH 7,2 a protok 36
mL/h. Frakcije od po 150 pL su ispitane na amiloliticku aktivnost. Kolona je
kalibrisana standardnim proteinima BSA (67 kDa), ovalbumin (43 kDa),
himotripsinogen (25 kDa) i citohrom ¢ (13 kDa) (GE Healthcare).

Sa kalibracione krive log Mm / K,, je odredena MM AMF-3.
50 mM PBS pH 7.2:

Primarni natrijum-fosfat 6,95¢g
NaCl 0,9 g

1 M NaOH dopH 7,2
destilovana voda do IL

4.4.3.1.2 Odredivanje molekulske mase AMF-3 SDS PAGE-om

Molekulska masa a-amilaze je takode odredena i renaturacionom SDS PAGE.
Procedura za SDS PAGE je opisana u odeljku 4.2.2.4. Za renaturacionu SDS PAGE
za pripremu uzoraka se koristi PUZ koji ne sadrzi B-merkaptoetanol i uzorci se ne
kuvaju na klju¢alom vodenom kupatilu, a ostala procedura je ista kao 1 za SDS PAGE.
Koris¢en je 10 % AA razdvajajuci gel. Kao molekulski markeri kori§¢eni su proteini
poznatih molekulskih masa iz LMW-SDS marker kit, GE Healthcare: a-laktoalbumin
(14,4 kDa), tripsinski inhibitor (20,1 kDa), karboanhidraza (30 kDa), ovalbumin (43
kDa), albumin (67 kDa) i fosorilaza B (97,4 kDa). Posle elektroforeze gel je ispran
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vodom tri puta po 2 minuta a zatim inkubiran u 1% Tritonu X-100 45 minuta uz
mesanje. Posle toga je amilaza detektovana zimogramom kao §to je opisano u odeljku
4.2.2.3 A). Proteini u gelu su fiksirani u rastvoru za fiksiranje 15 minuta, a zatim je
gel obezbojen u 7% sircetnoj kiselini preko noc¢i. Proteini su obojeni CBB-om kao §to
je opisano u odeljku 4.2.2.1.
Sa kalibarcione krive log MM / Rf vrednosti molekulskih standarda je oCitana

MM AMEF-3.
1% Triton X-100:

Triton X-100 lg

voda do 100 mL

4.4.3.2 Odredivanje izoelektri¢ne tacke AMF-3

pl vrednost AMF-3 je odredena IEF-om kiselog pH opsega kao Sto je opisano
u odeljku 4.2.2.2. Na gel za IEF su naneti uzorak preciS¢ene AMF-3, pl standardi i
jedan bunar je ostao prazan. Po zavrSetku IEF-a polozaj AMF-3 je odreden
zimogramom (odeljak 4.2.2.3 B). Deo gela gde nije bilo proteina je isecen od kisele
do bazne strane na trake Sirine 0,5 cm. Svaka traka je prebacena u posebnu epruvetu i
preko nje je naliveno po 1 mL prokuvane destilovane vode. Nakon sat vremena je
mereno pH. Poredenjem ovih pH vrednsti sa polozajem AMF-3 u gelu i polozajem pl

markera je odredena pl vrednost AMF-3.

4.4.3.3 pH optimum AMF-3

pH optimum je odreden merenjem a-amilazne aktivnosti na razliCitim pH
vrednostima u opsegu od 2,0 do 8,5 sa 0,5 pH jedinica razlike. Amilazna aktivnost je
odredivana kao $to je opisano u odeljku 4.1.3.2 samo §to su kori$¢eni slede¢i 50 mM
puferi za pravljenje 1% skroba: za pH vrednosti 2,0 1 2,5 glicinski pufer, od 3,0-6,5

acetatni pufer 1 za pH vrednosti od 6,5-8,5 fosfatni pufer.
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50 mM Glicinski pufer:
Gly 0,375 ¢
voda do 100 mL

1 M NaOH je koris¢en za podesavanje pH za pufer 2,0
1 M HCI je koriS¢ena za podeSavanje pH za pufer 2,5

50 mM fosfatni pufer:
NaH,PO4 0,6 g
voda do 100 mL
1 M NaOH je koris¢en za podeSavanje pH puferima od 7,0 do 8,5.

4.4.3.4 Temperaturni optimum AMF-3

Temperaturni optimum je odreden merenjem aktivnosti amilaze na razli¢itim
temparaturama opsega od 10°C do 70°C sa razlikom od 10°C. Uzorci (10 pL enzima)
su inkubirani u 900 puL 1% skroba u 50 mM acetatnom puferu pH 5.0, 2 mM NacCl i
0,1 mM CaCl, 60 minuta na odredenoj temperaturi. Reakcija je prekidana dodatkom
500 pL DNS-a. Aktivnost je dalje odredivana na nacin kako je opisano u odeljku
4.1.4.2.

4.4.3.5 Ky i Vinax AMF 3
Pocetna brzina reakcije je odredena upotrebom sedam razli¢itih koncentracija

rastvornog skroba: 1, 5, 10, 15, 20, 30 1 40 mg/mL. Reakcije su trajale 30 sekundi na

35°C. Rastvori su pripremani upotrebom odredene koli¢ine skroba:

Konc skroba Potrebno za 100 mL

1 mg/mL 0,1g

5 mg/mL 05¢g

10 mg/mL 10g

15 mg/mL 1,5¢g

20 mg/mL 20g

30 mg/mL 30g
40 mg/mL 40¢g
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Odmereni skrob je rastvoren u acetatnom puferu pH 5,0 i dalje je amilazna aktivnost
odredena na nacin kako je opisano u odeljku 4.1.3.2. K,, 1 V4 su odredeni pomocu

GraphPad Prism 3.0 programa, upotrebom ne linerane regresione analize.

4.4.3.6 Uticaj soli na aktivnost AMF 3

Uzorci a-amilaze su inkubirani sa razli¢itim koncentracijama soli 15 minuta na
35°C pre dodatka supstrata. Reakcija je trajala 30 minuta na 35°C a aktivnost je
odredena na nacin koji je ve¢ opisan (odeljak 4.1.4.2). Koncentracije soli su date u

tabeli:

NaCl (mM) CaCl, (mM)
0,005 0,005
0,02 0,02
0,1 0,1
0,5 0,5
2,0 2,0
10,0 10,0
50,0 50,0
250,0 250,0

4.4.3.7 Uticaj pSeni¢nog inhibitora na aktivnost AMF 3

Za ispitivanje uticaja pSenicnog ihnibitora koriS¢en je ekstrakt pSenice
(Triticum sp.) koji je pripremljen tako Sto je samlevena pSenica prelivena sa 3 mM
CaCl, u odnosu 1:3 (m/V). Ekstrakcija je trajala 3 sata na sobnoj temperaturi uz
mesanje. Ekstrakt je centrifugiran 10 minuta na 5000 x g. Dobijeni supernatant je
inkubiran na 75°C 1 sat (do inaktivacije pSeni¢ne amilaze). Nakon centrifugiranja,
dobijeni supernatant je koriS¢en kao inhibitor u amilaznom testu.

Uzorci AMF-3 (po 10 pL) inkubirani su sa 10 pL pSeni¢nog ekstrakta i 5 pL
(0,1 M PMSF) 10 minuta na 35°C. Zatim je dodato po 475 pL 1% skroba u acetatnom
puferu pH 5,0 sa 2,0 mM NaCl i 0,1 mM CaCl,. Na isti nacin je koris¢en i ekstrakt
pSenice koji je 5 puta razblazen. Reakcija je trajala 24 sata na 35°C. Aktivnost je

odredena dalje na nacin koji je opisan u odeljku 4.1.3.2.
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4.4.3.8 Aktivnost AMF 3 prema sirovom skrobu

Sirovi skrobovi su izolovani iz pSenice (Triticum sp.), krompira (Solanum
tuberosum), rena (Armoracia rusticana) 1 kukuruza (Zea mays) centrifugiranjem i
ispiranjem u vodi pa zatim u etanolu 5 puta. OsuSeni su na vazduhu na sobnoj
temperaturi. Po 10 mg svakog skroba je isprano cetiri puta 50 mM acetatnim puferom
pH 5,1, 2,0 mM NaCl i 0,1 mM CaCl, u odnosu 1:3 (m/V) sa centifugiranjem izmedu
pojedinacnih inkubiranja. Po 20 uL enzima je pomeSano sa skrobom (1%) u 50 mM
acetatnom puferu pH 5,1 sa 2.0 mM NaCl i 0.1 mM CaCl; i inkubirano 24 sata na

35°C. Amilazna aktivnost je odredena kao §to je opisano u odeljku 4.1.3.2.
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4.5 PreciS¢avanje o-amilaze srednjeg creva larve velike hrastove

strizibube (C. cerdo)

4.5.1 FPLC gel hromatografija amilaznih izoformi tri grupe larvi velike hrastove

strizibube (C.cerdo)

Sirovi ekstrakti srednjeg creva ML, SL 1 LL (po 250 uL) velike hrastove
strizibube su frakcionisani na Superose 12 HR (10/30) FPLC koloni. Kolona je
prethodno ekvilibrisana sa 20 mM acetat pH 6 + 0.9% NaCl puferom, pri brzini
protoka od 0,5 mL/min i pritisku od 1 MPa. ¥V, kolone je bio 8 mL. Sakupljenim
frakcijama (po 0,5 mL) je odredivana amilazna aktivnost kao Sto je opisano u odeljku
4.1.3.2. Frakcije sa amilaznom aktivno$¢u su analizirane zimogramski (odeljak

4.2.3.3 A)iSDS PAGE-om (odeljak 4.2.2.4).

20 mM acetatni pufer pH 6 + 0.9% NaCl:

glacijalna sir¢etna kiselina 0,57 mL
0,1 M NaOH do pH 6,0
NaCl 45¢g
voda do 500 mL

4.5.1.1 Odredivanje molekulske mase ACC-2

Kolona je predhodno kalibrisana proteinima poznatih molekulskih masa: BSA
— 66,5 kDa, ovalbumin — 44,0 kDa, himotripsinogen — 28,5 kDa i lizozim — 14,4 kDa
pod istim uslovima pod kojima su frakcionisani proteini ekstrakta creva ML, SL 1 LL.
Sa grafika log MM / K,, je odredena MM glavnoj izoformi o-amilaze u sva tri

ispitivana uzorka.

4.5.2 Precis¢avanje ACC-2 FPLC gel hromatografijom

2,0 mL supernatanta dobijenog centrifugiranjem ekstrakta creva ML je naneto

na kolonu Superose 12 HR 16/50 pri protoku od 0,7 mL/min. Pufer za eluiranje je bio
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20 mM acetat pH 6 + 0,9% NaCl (odeljak 4.4.1). V, kolone je bilo 35,7 mL.
Sakupljane su frakcije od po 1,05 mL. Postupak je ponovljen sa istom zapreminom
uzorka na isti nacin tako da su frakcije sakupljane jedne preko drugih, te je ukupna
zapremina po frakcijama bila 2,1 mL. U sakupljenim frakcijama je odredena amilazna
aktivnost 1 zimogramska detekcija. Pozitivne frakcije su sakupljene 1 rasoljene kako bi

se pripremile za sledeci korak izolovanja.

4.5.2.1 Zimogramska detekcija amilaznih izoformi u frakcijama sa gel

hromatografije

Frakcije su nanete na nativnu PAGE (odeljak 4.2.2.1) i amilaza je detektovana
zimogramom (odeljak 4.2.2.3), a proteini bojeni CBB-om. Naneto je po 10 pL svakog
uzorka na gel za EF. Pocetni uzorak je razblazen 5 puta pre mesSanja sa PUZ-om a

frakcije 53 1 54 dva puta.

4.5.2.2 Renaturacioni SDS PAGE frakcija sa gel hromatografije

Frakcije sa gel hromatografije su elektroforetski razdvajane renaturacionim
SDS PAGE 1 amilaza je detektovana zimogramom, kao $to je opisano u odeljku
4.4.3.1.2. Nakon toga su proteini obojeni CBB-om (4.2.2.1). Kori$¢en je 12% AA
razdvajajuci gel.

Priprema gela:

_ gel za razdvajanje gel za koncentrovanje
rastvori

(12%) (4%)
AA 4,0 0,66
Tris pH 8,8 3,0 -
Tris pH 6,8 - 1,25
destilovana voda 4,8 3,0
temed 0,0048 0,005

dezaeracija 5—-10 minuta

SDS 0,12 0,05
APS 0,06 0,025
finalna zapremina 10,0 mL 5,0 mL
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Svih uzoraka je naneto po 30 uL. Pocetni uzorak, 53 i 54 su razblazeni 5 puta
pre meSanja sa PUZ-om. Poredenjem Rf vrednosti za molekulske standarde i Rf

vrednosti a-amilaze (koja je odredena zimogramom) odredena je MM ACC-2.

4.5.3 FPLC Jonoizmenjivacka hromatografija ACC-2

Amilazne frakcije dobijene gel filtracijom (ukupno 17 mL) su nanete na
kolonu Q Sepharose FF — XK 16/10 pri protoku od 1,5 mL/min i frakcionisane
koris¢enjem FPLC sistema. Kao polazni pufer korisS¢en je 20 mM acetat pH 4,5 i
provodljivost 780 puS/cm. Vezani proteini su eluirani gradijentom jonske sile od 0 M
do 0,5 M NaCl u istom puferu. Sakupljane su frakcije od po 3 mL, koje su testirane na

amilaznu aktivnost.

4.5.3.1 Zimograska detekcija amilaznih izoformi wu frakcijama sa

jonoizmenjivacke hromatografije

Frakcije su nanete na nativihu PAGE (odeljak 4.2.2.1) i amilaza je detektovana
zimogramom (odeljak 4.2.2.3). Naneseno je po 30 uL na gel za EF (10% AA
razdvajaju¢i gel). Sirovi ekstrakt je razblazen 10 puta pre meSanja sa PUZ-om.

Nakon zimogramske detekcije proteini su bojeni srebrom po proceduri datoj

u tabeli:

114



rastvori vreme (min)

1. Ispiranje destilovanom vodom 1
2. 50% metanol, 20% TCA, 2% CuCl,

(100 mL, 40 g, 4 g do 200 mL vode) 15
3. 10% etanol, 5% siréetna kiselina

(100 mL, 50 mL u 1L dest. vode) 10
4.0,01% KMnO,

(0,1 gu 1 L dest. vode) 10
ispiranje 2 puta destilovanom vodom 1
5. 10% etanol, 5% sircetna kiselina 10
6.10 % etanol

(100 mL etanola u 1 L dest. vode) 10
ispiranje 2 puta destilovanom vodom 1
7. destilovana voda 10
8. 0,1% AgNO;

(0,2 gu 200 mL dest. vode) 10
ispiranje destilovanom vodom 20 sekundi
9. 10% K,CO4 1

(20 g u 200 mL dest. vode)

10. 2% K,CO;, 0,01 % formaldehid

(10 g K,COs, 125 pL HCHO u 500 mL destilovane vode) do pojave traka
11. 10% etanol, 5% siréetna kiselina 20 sekundi
ispiranje destilovanom vodom 20 sekundi
12. ¢uvanje u 0,02% K,CO5

(0,2 g K,CO3 u 1L dest. vode) neogranic¢eno

Gel se boji u staklenoj Solji. Tehnika detekcije je jako osetljiva i gel se tokom
rada ne sme dodirivati rukama. Kratko se ispere destilovanom vodom (1 minut).
Rastvori za korake 8 1 10 se prave neposredno pre upotrebe. Za sve faze rada koristi se
veoma Cisto posude, bidestilovana voda i predestilovani rastvaraci. Za svaki korak

koristi se oko 200 mL rastvora po gelu, izuzev za korak 3.
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Mpunor

UsjaBa o ucrosetHocTn wramnaxe u eJIeKTPOHCKe
Bep3uje AoKTopcKor paaa

MoTnucanu/a

VsjaBrbyjem fa je enektpoHcka Bep3uja Moje JOKTOpcke Avceprtauuje

Amunase cpeamwer upesa napBu GykoBe CTpuxuGyGe (Morimus funereus) w
Bénuke xpactoBe cTpuxuby6Ge (Cerambyx cerdo)

Kojy cam npepao/na sa objaBrbuBarbe Ha noptany AurutanHor peno3utopujyma
YHuBep3uteta y Beorpagy ncroseTtHa LiTamMnaHoj Bepauju koja ce Hanasn y doHay
YHuBep3uTeTcke 6UBINOTEKe ,CBeTosap Mapkosuh*,

Motnuc
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a [jojHoBs, burbaHa
UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTauuja nog HacnoBoM

Amunase cpegmwer upesa napsu 6ykoBe cTpuxndybe (Morimus funereus) n Benuke
xpacToBe cTpwmxubybe (Cerambyx cerdo)

e pe3ynTaTt CoNnCTBEHOr UCTpaXkuBadkor paaa,

e [a npefnoxeHa auceprauuja y LeNVHU HW y AenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa 3a
pobujawe 6Guno koje Agunnome npema  CTyAWjCKMM  nporpamuma  Apyrux
BUCOKOLLIKONCKNX YCTaHOBA,

e [acy pesynTaTi KOPEKTHO HaBeaEHU U1

e [a HMCaM KpLuMO/Na ayTopcka npasa W KOPUCTMO WMHTENEKTyanHy CBOjUHY APYrux
nuua.

MoTnuc

Y Beorpagy, 03.04.2014. 7
g/ = (%
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Mpunor 2.

M3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6Oubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [urutandu
penosutopujym YHusepsuTeTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY Auceptauujy nog
HacnoBom:

Amunase cpeamwer upeBa napeu 6ykoBe cTpwxubybe (Morimus funereus) v Benuke
XpacTtoBe cTpuxuobyoe (Cerambyx cerdo)

Koja je Moje ayTopCKO Aeno.

[vcepTaunjy ca cBum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopmaTy norogHom 3a
TpajHO apxuBMpawe.

Mojy OOKTOpPCKY AucepTauunjy noxpaweHy y LOuratanHu penosuTopujym YHusepsuTeTa y
Beorpagy mory ga kopucte CBM KOju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4uvo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjanHo
YyTOPCTBO — HEKOMepUuwujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLWjanHo — AenuTh No4 UCTUM yCcrnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENnUTN NoA UCTUM ycnoBuma

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jeHy oA WecCT NoHyReHuX nuueHum, KpaTtak onvuc nuueHum
aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc

Y Beorpagy, V3.049, “Z’o/ % ZW




