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PREDGOVOR

Poljoprivreda je primarna i strateSka delatnost koja obezbeduje prehrambenu
sigurnost, stabilnost trzista hrane i Stiti Zivotni standard stanovniStva. Svedoci smo
da je u kriznim situacijama u zemlji poljoprivreda odgovorila svom zadatku i bila
glavni oslonac u snabdevanju trziSta prehrambenim proizvodima. Proizvodnjom
dovoljnih koli¢ina zdravstveno bezbedne hrane omogucava se razvoj radno
sposobnog stanovnistva koje aktivno ucestvuje u ekonomskom razvoju drustva.
Specificni uslovi u kojima se poljoprivreda razvija zahtevaju konkretne ekonomske
mere podrske i subvencije drzave za o¢uvanje domace poljoprivrede. Planiranim
investicijama u poljoprivredi uvodenjem savremene tehnologije i efikasne
organizacije u proizvodnji i prometu smanjuju se ekonomski i trzi$ni rizici, a
samim tim omogucavaju stabilni uslovi poslovanja. Razvoj poljoprivrede se mora
bazirati na multifunkcionalnom povezivanju sa ostalim delatnostima
(prehrambenom industrijom, trgovinom, turizmom i td.)

Poljoprivredna nauka i struka prati i proucava promene koje se deSavaju u
ovoj oblasti ukazuje na aktuelne probleme poljoprivredne prakse i pronalazi
re$enja. Agronomski fakultet u Cacku, pored edukacije studenata, svake godine
tradicionalno ve¢ dvadeset sedmi put, organizuje i Savetovanje o biotehnologiji.
Osnovni cilj Savetovanja je upoznavanje Sire naucne i struCne javnosti sa
rezultatima najnovijih naucnih istrazivanja, domacih i inostranih naucnika iz
oblasti osnovne poljoprivredne proizvodnje i prerade hrane, kao i zastite Zivotne
sredine.

U Zborniku radova XXVII Savetovanja o botehnologiji sa medunarodnim
uceScem, predstavljeno je ukupno 84 rada iz oblasti Ratarstva, povrtarstva i
krmnog bilja, Vocarstva i vinogradarstva, Zootehnike, Zastite bilja, proizvoda i
zivotne sredine i Prehrambene tehnologije.

Ministarstvu prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije i Gradu
Cac¢ku kao glavnim pokroviteljima dugujemo veliku zahvalnost $to su pomogli kao i
svake godine da se ovo Savetovanje odrZzi. Zahvaljujemo privrednicima i svim
dugogodisnjim prijateljima Agronomskog fakulteta Sto su nam pruZili materijalnu i
organizacionu podrsku.

Bavljenje poljoprivredom pored ekonomije i biznisa je i socijalna plemenita
delatnost, s obzirom da zadovoljava osnovnu nasusnu potrebu ljudi za hranom.
Poljoprivredni proizvodaci zasluzuju ugled i poStovanje u drusStvu i treba im
omoguciti da pristojno Zive od svoga rada, a drustvo bi to trebalo da prepozna.

U Cacku, marta 2022. godine

Programski i Organizacioni odbor
XXVII Savetovanja o biotehnologiji
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IN VIVO PROTEKTIVNI EFEKAT EKSTRAKATA BILJKE Lysimachia
vulgaris NA DNK OSTECENJA INDUKOVANA ETIL METANSULFONATOM

Sanja Lj. Matic?, Nikola Sreckovié?, Jelena S. Katani¢ Stankovi¢!, Vladimir
Mihailovié?

Izvod: In vivo genotoksicna aktivnost metanolnih ekstrakata nadzemnog dela i
korena biljke Lysimachia vulgaris L. i potecijalna sposobnost zaStite DNK od
osteCenja indukovana etil metansulfonatom ispitane su primenom komet testa na
Drosophila melanogaster. Dobijeni rezultati nisu otkrili znacajne razlike u indeksu
genetickog oSteCenja izmedu tretiranih grupa (20, 40, 80 mg mL?! hrane za
Drosophila) i negativne kontrole, ukazujuéi na negenotoksi¢ni efekat ekstrakata.
Kombinovani tretmani ekstrakata i etil metansulfonata pokazali su statisticki
znacajno smanjenje oStecenja DNK sa procentom redukcije iznad 80%. Rezultati
sugeriSu da bi metanolni ekstrakti biljke L. vulgaris mogli da se koriste kao prirodni
agensi u prevenciji bolesti povezanih sa ostecenjem DNK.

Kljucne reci: Lysimachia vulgaris L., komet test, DNK oStecenje, ekstrakti

Uvod

Lysimachia vulgaris L., u narodu poznata kao protivak i trava od metilja, je
viSegodi$nja biljka tradicionalno iz porodice Primulaceae, koja je na osnovu
nedavnih molekularno-filogenetskih analiza klasifikovana u porodicu Myrsinaceae
(Podolak i sar., 2013a). Mnoge vrste iz roda Lysimachia se zahvaljuju¢u svojim
farmakoloSkim osobinama koriste u tradicionalnoj medicine kao analgetici,
antihelmintici i za leCenje holecistitisa (Baytop, 1999). Vrsta L. nummularia se u
medicini koristi od davnina za lecenje bolesti poput dijareje, groznice, artritisa,
tuberkuloze i koZnih oboljenja (Podolak i sar., 2013b), dok se L. christinae koristi u
leCenju kamena u Zuci i bubregu. Vrsta L. vulgaris blagotvorno deluje na
gastrointestinalna oboljenja (Dalar i sar., 2018; Winston, 2021). Koristi se u lecenju
groznice, Cira, dijareje, dizenterije, kao antiseptik, analgetik, ekspektorant i za
zarastanje rana (Turker i Guner, 2013).

Nekoliko dosadas$njih studija proucavalo je antitumorska, antibakterijska,
antifungalna, citotoksitna i antioksidativna svojstva biljke L. vulgaris (Podolak i
sar., 1998; Toth i sar., 2014; Yildrim i sar., 2017). Do danas nije sprovedena nijedna
studija o uticaju nadzemnog dela i korena ove biljke na DNK. Imaju¢i u vidu da na
osnovu pregleda dostupne literature nisu pronadeni podaci o in vitro i/ili in vivo
genotoksi¢noj i potecijalnoj antigenotoksi¢noj aktivnosti ove biljne vrste, cilj ove

1Univerzitet u Kragujevcuy, Institut za informacione tehnologije Kragujevac, Sektor za prirodno-
matematicke nauke, Jovana Cviji¢a bb, Kragujevac, Srbija (sanjamatic@kg.ac.rs);

2 Univerzitet u Kragujevcu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za hemiju, Radoja Domanovica 12,
Kragujevac, Srbija.
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studije je bio da se ispita in vivo genotoksi¢na i potencijalna DNK protektivna
sposobnost ekstrakata korena i nadzemnog dela biljke L. vulgaris.

Materijal i metode rada
Biljni materijal i priprema ekstrakata

Biljni materijal je sakupljen u period cvetanja u selu Veliko Kr¢mare, opStina
Raca, okolina Kragujevca, junu 2019. godine. Nakon suSenja na sobnoj temperaturi,
nadzemni deo i koren su samleveni i ekstrahovani metanolom, a dobijeni ekstrakti
su filtrirani i upareni do suva.

Tretman i postupak

Za izvodenje komet testa koriste se jedinke Drosophila melanogaster "divljeg
tipa" ("Canton S", Umea Stock Centre, Sweden). Jedinke se ¢uvaju u teglicama sa
hranjivim supstratom na Konstantnoj temperaturi od 25°C i pri relativnoj vlaZnosti
od 60%.

Za utvrdivanje genotoksi¢nog i antigenotoksi¢nog efekta metanolskih ekstrakata
korena i nadzemnog dela biljke L. vulgaris koristi se prednji deo zadnjeg creva larvi
na tre¢em stupnju razvica laboratorijske linije "Canton S". Jedna grupa larvi (10 larvi
po grupi) starosti 72+2 sata (24+1°C) prebacuje se samo na hranjivi supstrat i
predstavlja negativhu kontrolnu grupu, druga grupa na supstrat sa etil
metansulfonatom (EMS, 1 ml, 1 mM) i predstavlja pozitivnu kontrolnu grupu, treca,
Cetvrta i peta grupa larvi se prebacuje na supstrat sa metanolskim ekstraktima
korena ili nadzemnog dela biljke L. vulgaris (20, 40, 80 mg mL! hrane za Drosophila)
i Sesta grupa na supstrat sa metanolskim ekstraktom korena ili nadzemnog dela
biljke L. vulgaris (80 mg mL-! hrane za Drosophila) i etil metansulfonatom (1 ml, 1
mM).

Nakon 24 sata larve iz navedenih grupa se ispiraju sa 50 mM PSS (119.0 NaCl, 25
NaHCO3, 11.1 glukoza, 4.7 KCl, 1.6 CaCly, 1.2 MgS0,, 1.2 KH,PO4, pH 7.4). Odstrani se
prednji deo zadnjeg creva i prebaci u ependorf sa 50 mM PSS i pripremi se ¢elijska
suspenzija (Mukhopadhyay i sar., 2004). U 80 pl uzorka ¢elijske suspenzije dodaje se
80 ul LMPA (eng. low melting point agarose) u PbS-u, a zatim se odpipetira 75 pl i
nanosi se na prethodno pripremljene plocice. Nakon 2 sata na 4°C u puferu za lizu,
plocice se prebacuju u pufer za elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13.0)
10 minuta pre horizontalne elektroforeze na 0.7 V/cm (300 mA/25 V, 15 minuta).
Nakon neutralizacije sa 0.4 M Tris-HCI, pH 7.4, ploCice se boje etidijum bromidom
(75 ul). Primenom fluorescentnog mikroskopa Nikon (Ti-Eclipse) analiziraju se i
slikaju Celije, za svaki uzorak 3 merenja po 100 ¢elija.

Stepen oStecenja DNK utvrduje se pomocu kvalitativne metode distribucije
oStecenja. "Komete'" su vizualno analizirane i klasifikovane u pet kategorija (Collins,
2004), 0, 1, 2, 3 i 4, gde 0 ukazuje na odsustvo DNK oStecenja, a 4 na najvisi stepen
oStecenja. Na osnovu raspodele komet klasa za svaku grupu izracunat je indeks
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genetickog oSteCenja (GDI, eng. genetic damage index) prema Azqueta i Collins
(2011).

Statisticka analiza

Rezultati ispitivanja genotoksi¢ne i antigenotoksi¢ne aktivnosti su izrazeni kao
srednja vrednost + SEM. Statisticka procena podataka je analizirana sa ANOVA
testom koriSéenjem SPSS statistickog softverskog paketa, verzija 13.0 za Windows.
Nivo znacajnosti je postavljen na p < 0.05.

Rezultati istrazivanja i diskusija

Na osnovu pregledane dostupne literature, ovo su prvi rezultati ispitivanja in
vivo genotoksicne i potencijalne DNK protektivnhe sposobnosti ekstrakata
nadzemnog dela i korena biljke L. vulgaris.

Tabela 1. Genotoksi¢na i antigenotoksi¢na aktivnost metanolskog ekstrakta
nadzemnog dela biljke Lysimachia vulgaris
Table 1. Genotoxic and antigenotoxic activity of aerial part methanol extracts of
Lysimachia vulgaris

Komet klase Indeks
Comet class genetickog
oSteCenja? | o ..
Genetic /R
0 1 2 3 4
damage
indexa
NKb | 73.2+0.32| 26.8+0.84 / / / 0.27+0.64t| /
EMS¢ / / 25.3%0.20| 38.6+0.51| 36.1+0.41|3.11£0.82° | /
20 |76.5%0.33| 17.6+0,24| 5.9+0.32 / / 0.29+0.64t| /
40 |68.5+0.55|23.4+0.64| 8.1+0.44 / / 0.40+0.917t| /
80 |61.2+0.51|20.1+0.55|18.7+0.23 / / 0.58+0.54"t| /
B80+EMS| 59.1+0.54| 15.9+0.47| 12.5+0.62| 9.2+0.22 | 3.3+0.17 [0.82+0.64"t| 80.6

aRezultati predstavljaju srednja vrednost+SEM tri nezavisna eksperimenta; aValues
represented mean# SEM of three independent experiments

bNK; negativna kontrola;?NC; negative control

¢EMS; etil metansulfonat, 1 mM;<EMS; ethyl methansulfonate, 1 mM

4%R; procenat redukcije;4%R; percentage of reduction

*p < 0,05 u odnosu na negativnu kontrolu; tp < 0,05 u odnosu na pozitivnu
kontrolu. 'p < 0.05 when compared with the negative control; Tp < 0.05 when
compared with the positive control.

U Tabeli 1 prikazana je genotoksi¢na i antigenotoksi¢na aktivnost ekstrakta
nadzemnog dela biljke L. vulgaris na osnovu kvalitativne analize ¢elija dobijenih
izolovanjem prednjeg dela zadnjeg creva larvi vrste D. melanogaster. U odnosu na
larve tretirane sa EMS-om koje pokazuju visok nivo genotoksiCnosti sa
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dominacijom klasa 2, 3 i 4, raspodela komet klasa kod larvi tretiranih sa
ekstraktom nadzemnog dela je u okviru klasa 0, 1 i 2.

Statisticki znacajne razlike u indeksu genetickog oSte¢enja u odnosu na
pozitivhu kontrolnu grupu se mogu uociti nakon tretmana sa ekstraktom. In vivo
kombinovani tretman sa EMS-om i ekstraktom u koncentraciji od 80 mg mL’
uzrokovao je statistiCki znacajne promene u odnosu na pozitivnu kontrolnu grupu sa
procentom redukcije od 80.6%.

Raspodela komet klasa nakon pojedina¢nog tretmana sa tri koncentracije (20,
40 i 80 mg mL1) ekstrakta korena biljke L. vulgaris i kombinovanog tretmana sa
najviSom koncentracijom ekstrakta i EMS-om prikazana je u Tabeli 2.

Tabela 2. Genotoksi¢na i antigenotoksi¢na aktivnost metanolskog ekstrakta korena
biljke Lysimachia vulgaris
Table 2. Genotoxic and antigenotoxic activity of root methanol extracts of Lysimachia

vulgaris
Komet klase Indeks
Comet class genetickog
oSteCenja? | o ..
Genetic #R
0 1 2 3 4
damage
index®
NKb 73.240.32)26.8+0.84 / / / 0.27+0.64t| /
EMSc / / 25.3+0.2038.6+0.51|36.1+0.41| 3.11+0.82* | /
20 |75.2+0.81)20.5+0.32| 4.3+0.74 / / 0.29+0.32t| /
40 |74.2+0.51/19.5+0.30| 6.3+0.24 / / 0.32+0.32"| /
80 ]69.1+0.81]15.6+0.62|15.3+0.22 / / 0.46+0.227| /
B0+EMY62.1+0.55/13.5+0.64|22.1+0.44| 2.3+0.27 / 0.65+0.917t| 86.6

aRezultati predstavljaju srednja vrednost+SEM tri nezavisna eksperimenta; aValues
represented mean+SEM of three independent experiments

bNC; negativna kontrola; °NC; negative control

¢EMS; etil metanosulfonat, 1 mM; <EMS; ethyl methanosulfonate, 1 mM

4%R; procenat redukcije; 1%R; percentage of reduction

*p < 0,05 u odnosu na negativnu kontrolu; tp < 0,05 u odnosu na pozitivnu
kontrolu; 'p < 0.05 when compared with the negative control; tp < 0.05 when
compared with the positive control.

U odnosu na pozitivnu kontrolnu grupu, ekstrakt korena u svim testiranim
koncentracijama pokazuje statisticki znac¢ajno manju vrednost indeksa genetickog
osStecenja. U kombinovanom tretmanu sa EMS-om ekstrakt je redukovao nivo DNK
oStecenja za 86.6%.

Rezultati ove studije su pokazali da ekstrakti biljke L. vulgaris u testiranim
koncentracijama ne ispoljavaju genotoksi¢nu aktivnost i da u kombinovanim
tretmanima sa EMS-om poseduju DNK protektivni potencijal.
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Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ekstrakti biljke L. vulgaris
ne indukuju DNK oStecenja, da posediju protektivni potencijal i da mogu biti
osnova za dalja istrazivanja za potencijalnu primenu u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji.

Napomena

Istrazivanje u ovom radu podrzano je od strane Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije (Broj ovlas¢enja: 451-03-9/2021-14/200378
i451-03-9/2021-14/200122).
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IN VIVO PROTECTIVE EFFECT OF Lysimachia vulgaris EXTRACTS ON
ETHYL METHANESULFONATE-INDUCED DNA DAMAGE

Sanja Lj. Matic?, Nikola Sreckovié?, Jelena S. Katani¢ Stankovi¢!, Vladimir
Mihailovié?

Abstract

The in vivo genotoxic activity of the aerial part and root methanol extracts of
Lysimachia vulgaris L. and ability to protect DNA from ethyl methanesulfonate-
induced DNA damage was studied using comet assays in Drosophila melanogaster.
Results revealed no significant differences in mean genetic damage index between
exposure groups (20, 40, 80 mg mL! of Drosophila food) and negative control,
indicating a non-genotoxic effect. Combined treatment of extracts and ethyl
methanesulfonate showed a significant reduction in DNA damage with a
percentage of reduction above 80. These findings suggest that the methanolic
extract of L. vulgaris could be used as a natural agent in the prevention of diseases
associated with DNA damage.

Key words: Lysimachia vulgaris L., comet assays, DNA damage, extract
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