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Uticaj azot-monoksida na
koncentraciju hlorofila
aib kod vrste Pisum
sativum L.

Ispitivan je uticaj azot-monoksida (NO) na koncen-
traciju hlorofila a i b kod graska — Pisum sativum. U
eksperimentu su pracene 2 grupe jedinjenja kojima je
grasak tretiran: kalijum-heksacijanoferat(1ll), kao
druga kontrola, i natrijum-nitroprusid (SNP), kao do-
nor azot-monoksida. Voda je predstavljala prvu kon-
trolu. Koncentracije sa kojima je radeno varirale su
0.1-100 PUM. Za odredivanje koli¢ine hlorofila a i b
koriscene su dve metode: ekstrakcija hlorofila iz
biljnog materijala i spektrofotometrija dobijenih
rastvora ekstrakata. Koncentracija K3[Fe(CN)g] pri
kojoj je doslo do stvaranja najvece koli¢ine hloro-
fila a i b (81.69 Umol/L) iznosila je 10 UM, Sto inace
predstavilja i najvecu ostvarenu ukupnu koncentraciju
hlorofila, dok je analogna koncentracija SNP (na kojoj
Jje prisutno 65.33 Umol/L hlorofila) iznosila 100 UM.
Na povecanje koncentracije hlorofila b uticao je
K3[Fe(CN)6], dok je sa druge strane SNP doveo do
povecanja kolicine hlorofila a. Azot-monoksid je
ostvario bolji efekat na ukupnu koncentraciju hloro-
fila a i b kod Pisum sativum u odnosu na vodu, dok
se od njega boljim pokazao kalijum—heksacijan-
oferat(1ll) i to za 17.5%.

Uvod

Biljke kao fotoautotrofi su sposobne da uz pomo¢
apsorbovane sunceve svetlosti od neorganskih (COg,
H»0), proizvode organske materije neophodne za svoje
razviée i rast. Apsorpciju svetlosti odredenih talasnih
duzZina obavljaju pigmenti, medu kojima su naj-
znacajniji hlorofili. Vise biljke poseduju hlorofile a i b
(Neskovic i sar. 2003). Oba hlorofila apsorbuju crveni
i plavi deo suncevog spektra u opsegu 400-700 nm
talasne duZine.
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Koli¢ina usvojene svetlosti proporcionalna je kon-
centraciji hlorofila. Na koncentraciju hlorofila uti¢e veliki
broj unutra$njih i spolja$njih faktora. Rast i razvice
biljaka, starost listova, botanicka pripadnost i zdravstveno
stanje predstavljaju unutra$nje Cinioce, a najvazniji
spoljasnji faktor koji uti¢e na formiranje i sadrzaj hloro-
fila je svetlost (Sari¢ 1979). Ustanovljeno je da postoji
zavisnost izmedu koncentracije hlorofila i elemenata
mineralne ishrane. Za njegovo obrazovanje neophodno je
gvozde, makar u tragovima, mada ne ulazi u sastav
molekula hlorofila. Biljke gajene bez primesa gvozda
imaju simptome hloroze, jer gvozde uti¢e na sintezu hlo-
rofila (Sari¢ 1979).

Medu svim elementima koje biljke usvajaju iz
zemljiSta naroCito mesto zauzima azot. On ulazi u sas-
tav molekula hlorofila i bez njega biljke su blede. Slo-
bodan molekularni azot (N2) potpuno je nepristupacan
vi§im biljkama. Stoga listovi i koren biljaka mogu us-
vajati azot u vidu jedinjenja (amonijaka, oksida i soli
azota), prisutnih u zemljiStu i atmosferi. Njihova
koli¢ina u vazduhu je toliko mala da nije dovoljna za
normalno razvice biljaka, tako da svoje potrebe za azo-
tom u naj-vecoj meri biljke podmiruju iz zemljista.
Vrlo vaznu ulogu u razvoju biljaka medu azotovim ok-
sidima zau-zima azot-monoksid (NO). NO je esenci-
jalni, vrlo difuzan molekul koji nastaje kao produkt
metabolizma Zivih organizama. Smatra se da NO (ga-
soviti prenosilac signala) postupa kao biljni hormon
koji je ekvivalent etilenu (Yamasaki 2005). Azot-
monoksid brzo prolazi kroz bioloske membrane, stoga
za kratko vreme omogucava razlicite procese (Beligni
i Lamattina 2001). NO ima viSe funkcija kod biljaka —
regulatornu, signalizirajudu, citotoksi¢nu i citozastitnu
funkciju (Graziano et al. 2002). Pritom azot-monoksid
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moZe indukovati razli¢ite procese u biljkama, uk-
ljuCujuéi programiranu éelijsku smrt (Neill et al. 2003),
germinaciju semena i neutralizaciju inhibitornog
efekta teSkih metala (Kopyra i Gwozdz 2003). Slo-
bodni radikal azot-monoksida veoma brzo obrazuje
kompleksna jedinjenja sa jonima prelaznih metala u
vodenim rastvorima. Zahvaljujuci ovoj osobini NO
poboljSava dostupnost i transport gvozda, samim tim i
biosintezu hlorofila u biljci (Graziano et al. 2002).

Cilj ovog rada je da se proveri da li NO utice na
povecanje koncentracije hlorofila kod graska, kao pred-
stavnika viSih biljaka.

Materijal i metode

Po 30 isklijalih semena graska — Pisum sativum
(sorta Mali provansalac) — postavljeno je u devet
plasti¢nih kutija. U jednoj kutiji (kontrola Kj)
korenciéi su bili potopljeni samo u vodi, u Cetiri ku-
tije (kontrola K7) — u kalijum-heksacijanoferat(Ill)-u
(K3[Fe(CN)g]), a u preostale &etiri kutije (test-grupa
SNP) u natrijum-nitroprusidu (Naz[Fe(CN)sNO])).
Biljke su gajene pod identi¢nim svetlosnim i tem-
peraturnim uslovima. Kalijum-heksacijanoferat(IIl)
je uzet kao druga kontrola kako bi se eliminisao
mogudi uticaj trovalentnog gvozda na povecanje
koncentracije hlorofila u SNP. Tokom ispitivanja ko-
riSéene su Cetiri koncentracije kompleksnih jedinje-
nja — 0.1, 1.0, 10 i 100 pUM.

Kada su se listovi graska dovoljno razvili, pris-
tupilo se odredivanju koncentracije hlorofila a i b
metodom koja se sastoji iz dva koraka — ekstrakcije
hlorofila i spektrofotometrijskog odredivanja apsor-
bance ekstrakata.

Za acetonsku ekstrakciju hlorofila koriSéena je me-
toda opisana od strane Culafica i saradnika (Culafi¢ i
sar. 2000). Dobijenim acetonskim rastvorima hlorofila
spektrofotometrijski je izmerena apsorbanca. Apsor-
bance su merene na 645 i 663 nm po Cetiri puta, a
na 720 nm — jedanput. Prve dve talasne duZine uzete
su iz razloga $to su u 80%-nom acetonu hlorofili a
i b na maksimumu apsorpcije u crvenoj oblasti i
imaju sledeée milimolarne ekstinkcione koeficijente:

Hlorofil a: e6631 om - 73.30; 6645l M= 1497

Hlorofil b: e663l omo— 8.41; 66451 M- 4138

Merenje na talasnoj duzini 720 nm vrSeno je
zbog Cinjenice da hlorofil na toj talasnoj duZini ne
apsorbuje svetlost, ve¢ dobijena apsorbanca potice
iskljucivo od necistoca. Stoga je apsorbanca na 720
nm oduzimana od vrednosti dobijenih na 645 nm i
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663 nm, pa su iz tih rezultata izraCunate srednje
vrednosti koje predstavljaju konacne apsorbance za
svaki od devet ekstrakata.

Nakon dobijanja konaénih apsorbanci njihove
vrednosti su zamenjene u formulama za odredivanje

koncentracija hlorofila a i b u [mol/L:

Ca = 14.92[A663 — 2.90[4645 ¢))

Cp = 252104645 — 5.15[4663 )

Sabiranjem jednacina (1) i (2) dobijena je
jednacina za ukupnu koncentraciju hlorofila:

Ca+b=2231[A6s5 + 9.07[Ag63.

Rezultati 1 diskusija

Iz tabele 1 se vidi da apsorbanca hlorofila na
talasnoj duzini 645 nm ima najmanju vrednost
(0.86) kod graska gajenog u vodi (Ki), a najvecu
(2.58) kod graska gajenog u K3[Fe(CN)g] koncen-
tracije 0.1 WM. Hlorofil graska tretiranog kalijum-
heksacija—noferat(Ill)-om (K2)
apsorbancu (1.74) pri
K3[Fe(CN)g], a najvecu (2.58) pri koncentraciji 0.1
MM ovog jedinjenja. Pri koncentraciji 0.1 UM SNP
apsorbanca hlorofila je najmanja i iznosi 1.35, a pri
koncentraciji 100 UM SNP najveéa — 1.62. Dakle,
najveca vrednost apsorbance hlorofila na 645 nm dobi-

ima najmanju

koncentraciji 1 PM

jena je pri minimalnoj (0.1 HPM) koncentraciji
K3[Fe(CN)g). odnosno maksimalnoj (100 UM) kon-
centraciji SNP.

Apsorbanca hlorofila na talasnoj duZini 663 nm
ima najmanju vrednost (1.97) kod graSka gajenog u
vodi (K1), a najvecu (3.21) kod graSka gajenog u
SNP koncentracije 100 UM. Hlorofil graska tretira-
nog kalijum-heksacijanoferat(IlT)-om (grupa K2) ima
najmanju apsorbancu (2.31) pri koncentraciji 1 UM
K3[Fe(CN)g], a najveéu (3.21) pri koncentraciji 10
UM ovog jedinjenja. Pri koncentraciji 0.1 UM SNP
apsorbanca hlorofila je najmanja i iznosi 2.73, a pri
koncentraciji 100 UM SNP je najveca (3.21).

1z tabele moZe se uociti razlika izmedu ukupnih
koncentracija hlorofila a i b kod graska gajenog u
vodi i graSka tretiranog SNP-om, odnosno kalijum-
heksacijanoferat(111)-om.
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Tabela 1. Koncentracije hlorofila a i b u eksperimentalnim grupama. Ca — koncentracija hlorofila a,
Cp — koncentracija hlorofila b i Casb — ukupna koncentracija oba hlorofila kod Pisum sativum

Uzorak Agds Ac63 Ca Co Catb
Ki 0.86 1.97 26.89 1145 36.96
K2 (0.1 UM) 2.58 2.58 30.99 51.66 80.85
K2 (1 UM) 174 231 29.35 31.96 59.68
K> (10 UM) 2.36 321 4101 4301 81.69
K2 (100 UM) 1.88 3.15 4150 31.19 70.48
SNP (0.1 pUM) 1.35 2.73 36.84 2007 55.00
SNP (1 pM) 1.59 3.04 40.73 2436 6297
SNP (10 pUM) 143 291 39.21 21.17 58.34
SNP (100 UM) 1.62 321 43.17 24.41 65.33

Kao Sto se moZe videti iz tabele, ukupna koli¢ina
hlorofila a i b vrste Pisum sativum tretirane
K3[Fe(CN)g] koncentracije 0.1 UM, veda je za 32%
nego kod iste koncentracije SNP. Na koncentraciji
1 UM dolazi do promene; SNP je ostvario bolji
efekat za 5%. Kao i u prvom slucaju, pri koncen-
traciji 10 UM kontrola 2 se pokazala efikasnijom za

29% od test-supstance. Na 100 UM, do veceg
povecanja koli¢ine hlorofila a i b ponovo dovodi ka-
lijum-heksacijanoferat(Ill); razlika je 7%.

Koncentracija K3[Fe(CN)g] na kojoj je doglo do
stvaranja najvece koli¢ine hlorofila a i b
(81.69 pmol/L) iznosi 10 UM, Sto inace predstavlja
i najvecu ostvarenu ukupnu koncentraciju hlorofila,
a kod SNP (65.33 Pmol/L) iznosi 100 UM.

Zakljucak

Ukupna koncentracija hlorofila a i b graSka tre-
tiranog azot-monoksidom (¢iji je donor SNP) bila je
veéa nego u grasku izraslom u vodi. Kalijum-hek-
sacijanoferat(Ill) je imao bolji efekat na poveéanje
koncentracije holorofila od NO. Ovakvi rezultati
ukazuju na to da trovalentno gvozde nije bilo od pre-
sudnog uticaja na povecanje koncentracije hlorofila,
te se kao moguce objaSnjenje dobijanja vecih kon-
centracija hlorofila u graSku tretiranom K3[Fe(CN)6]
uzima uticaj kalijuma.

U hloroplastima najveéi procenat, medu pigmen-
tima, zauzima hlorofil a, zatim hlorofil b, dok najmanje
ima karotenoida (Koji¢ 1988). Generalno gledano,
hlorofil a dominira u odnosu na hlorofil b u listovima
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graSka koriS¢enog u toku ovog istraZivanja. Do vecih
promena dolazi u drugoj kontroli pri koncentraciji 0.1
UM gde hlorofila b ima za 40% viSe od hlorofila a.
Na povecanje koncentracije hlorofila b najpo-
voljnije uti¢e K3[Fe(CN)g]; maksimalni efekat je
ostvaren pri koncentraciji 0.1 M. S druge strane,
SNP dovodi do povecanja koli¢ine hlorofila a i naj—

bolji efekat ostvaruje na koncentraciji 100 HUM.
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Danijela Miloradovi¢ and Jelena Miki¢

Effect of NO on Concentrations of
Chlorophylls a and b in Species
Pisum sativum L.

The influence of NO on concentrations of chlo-
rophylls a and b of peas — Pisum sativum (“Mali
provansalac”) was explored. The experiment in-
cluded three groups of compounds: water as the first
control (Kj), K3[Fe(CN)6]C as the second control
(K2), and SNP as an NO donor — where peas plants
were cultivated. Concentrations in K2 and SNP
groups were fluctuated from 0.1, 1.0, 10 to 100 UM.
For measuring the concentration of chlorophylls a
and b two methods were used: extraction of chloro-
phylls from the aerial part of peas plants and spec-
trophotometry of extracts.

The biggest concentration of chlorophyll a and b

(81.69 Mmol/L) was present in plants growing in 10 UM
of K3[Fe(CN)g], and the analogical concentration of
SNP is 100 UM (65.33 Pmol/L). K3[Fe(CN)¢] had
an amplifying influence on the concentration of
chlorophyll b, the SNP release amplified concentra-
tions of chlorophyll a, and the best result was real-
ized on the 100 UM concentration. NO had a greater
effect on the total concentration of chlorophylls a
and b in Pisum sativum in relevance to water, but@
K3[Fe(CN)6] was better than NO for 17.5%.
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