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Ispitivanje uticaja olova i soli (NaCl)
u podlozi na klijanje, koncentraciju
prolina i koncentraciju proteina u
pšenici (Triticum aestivum L.)

Ispitivan je efekat povišenih koncentracija olova i natrijum-hlorida na
klijanje, koncentraciju prolina i ukupan sadr�aj proteina u klijancima pše-
nice (Triticum aestivum L.). Biljke su tretirane rastvorima razlièitih
koncentracija olovo(II)-nitrata (20, 50, 200 i 500 ppm) i natrijum-hlorid
(50 i 100 mM). Kontrolna grupa je tretirana destilovanom vodom. Povišene
koncentracije olova u medijumu uticale su inhibitorno na rast nadzemnog i
podzemnog dela biljke. Takoðe, poveæanjem koncentracije olova dolazi do
poveæanja koncentracije proteina u analiziranom biljnom materijalu. Kon-
centracije NaCl od 50 mM uzrokuju rast koncentracije prolina u nad-
zemnim i podzemnim delovima biljke. Povišene koncentracije olova i NaCl
imaju sinergistièko dejstvo na akumulaciju prolina pri koncentracijama
NaCl od 50 mM.

Uvod
Najèešæi oblici stresa kojem su biljke izlo�ene su suša, oksidativni

stres, disbalans nutrijenata i poveæana koncentracija soli u zemljištu (Gou-
darzi i Pakniyat 2009). So koja je u najveæim koncentracijama zastupljena u
slanim zemljištima je natrijum-hlorid (Azizpour et al. 2010). Takoðe, veliki
globalni problem danas predstavlja zagaðenost zemljišta teškim metalima,
koje je posledica dejstva razlièitih antropogenih faktora.

Jedan od teških metala u zemljištu je i olovo (Pb), koje se prirodno na-
lazi u zemljištu u opsegu od 20 do 50 mg/kg. Nezagaðeno zemljište sadr�i
manje od 100 mg/kg, dok se zemljišta sa koncentracijama olova od 400 do
800 mg/kg smatraju zagaðenim, i postoji moguænost da æe koncentracija Pb
u biljkama gajenim na tim podruèijima preæi zakonski odreðene granice
(Akinci et al. 2010). Izvori zagaðenja olovom su pesticidi, dim iz fabrika
koje preraðuju olovo, topljenje ruda, izduvni gasovi automobila, i mnogi
drugi. Znaèajne kolièine olova putem vazduha dospevaju na poljoprivredne
površine. One se dalje spiraju kišnicom i putem podzemnih voda prenose na
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veæe razdaljine (Sharma i Dubey 2005). Iako Pb nije element koji se u nor-
malnim uslovima nalazi u sastavu biljaka, biljka æe ga apsorbovati i ugraditi
u svoja tkiva ukoliko je prisutan u zemljištu (Sharma i Dubey 2005).

Uticaj slanog stresa na rast i razvoj biljke zavisi od koncentracije soli u
zemljištu i stadijuma razvoja u kome je biljka bila izlo�ena stresu. Štetnost
poveæane koncentracije soli u zemljištu ogleda se u toksiènosti Na+ i Cl–

jona, kompeticiji za usvajanje drugih jona i izazivanju osmotskog stresa.
Joni natrijum-hlorida deluju toksièno na mnoge enzime i æelijske procese,
inhibiraju rast i negativno utièu na masu i rast korena (Grewal 2010). Stres
izazvan povišenim koncentracijama soli indukuje akumulaciju prolina,
�-aminokiseline èija uloga nije u potpunosti jasna, a pretpostavlja se da
uèestvuje u osmoregulaciji, štiti strukturu proteina i reguliše broj slobodnih
radikala u æeliji (Song et al. 2005). Povišena koncentracija soli u zemljištu
utièe na sintezu odreðenih proteina. Proteini koji se sintetišu u biljkama
izlo�enim slanom stresu klasifikuju se u dve grupe – proteini koji se sinte-
tišu samo pod uticajem soli i proteini koji se sintetišu i pod uticajem drugih
oblika stresa. Proteini koji pripadaju prvoj grupi mogu imati ulogu u
osmotskoj regulaciji (Asharaf i Harris 2004) i transportu odreðenih nutrije-
nata (Jbir et al. 2002). Poveæana koncentracija olova u biljkama mo�e
izazvati zakr�ljalost u rastu, hlorozu i nekroze korena. Olovo u povišenim
koncentracijama remeti mineralnu ishranu, menja hormonalni status i utièe
na strukturu i permeabilnost membrane (Sharma i Dubey 2005). Stres
izazvan povišenom koncentracijom olova takoðe je jedan od uzroènika
povišene koncentracije prolina (Yang et al. 2011). Odreðeni efekti slanog
stresa i teških metala u zemljištu na biljke veæ su ispitivani. Utvrðeno je da
poveæane koncentracije kadmijuma i natrijum-hlorida zajedno deluju
inhibitorno na rast nadzemnog dela pšenice (Muhling i Lauchli 2003).

Cilj istra�ivanja bio je ispitivanje uticaja olova u kombinaciji sa slanim
stresom na pšenicu (Triticum aestivum). Analizirani su efekti na klijanje
pšenice, odnosno du�ine podzemnog i nadzemnog dela biljke, koncen-
traciju prolina i ukupnu koncentraciju proteina u nadzemnom delu biljke.

Materijal i metode
Semena pšenice su tretirana sa rastvorima 15 razlièitih koncentracija

soli i olova. Korišæeni su rastvori natrijum-hlorida u koncentracijama od 50
i 100 mM (Akinci et al. 2010), i olovo(II)-nitrata u koncentracijama od 20,
50, 200 i 500 ppm (Moosavi et al. 2012). Kao rastvaraè i kontrola korišæena
je destilovana voda. Ispitivan je pojedinaèni uticaj ova dva faktora, kao i
njihovo uzajamno dejstvo pri razlièitim koncentracijama. Eksperiment je
raðen u duplikatu.

Gajenje biljaka i merenje du�ine podzemnih i nadzemnih delova.
Dvesta grama pšenice (Triticum aestivum) „K-plus” temeljno je oprano
vodom, 4% varikinom, ponovo vodom i potom destilovanom vodom. Po
trideset zrna pšenice postavljeno je u trideset Petrijevih šolja sa dva sloja fil-
ter hartije. U svaku Petrijevu šolju sipano je ukupno 5 mL rastvora, a biljke

ZBORNIK RADOVA 2013 BIOLOGIJA • 233



su zalivane na 24 sata. Nakon èetiri dana od prvog zalivanja, odreðen je broj
korenova, masa i du�ina podzemnog i nadzemnog dela biljke.

Odreðivanje koncentracije prolina. Koncentracija prolina u korenu i
nadzemnom delu biljke odreðena je spektrofotometrijski za svaku grupu.
Prolin je iz biljke ekstahovan maceriranjem 0.5 g uzorka sa 10 mL 3%
sulfosalicilne kiseline. Ekstrakt je proceðen kroz Whatman br. 2 filter papir
u staklenu epruvetu iz koje je odmereno 2 mL ekstrakta u plastiènu epru-
vetu. Dodato je 2 mL ninhidrin reagensa i 2 mL glacijalne siræetne kiseline i
ekstrakti su inkubirani sat vremena na 95°C, a potom prebaèeni na led.
Kada se temperatura u epruvetama spustila do sobne temperature, dodato je
5 mL toluena i vorteksovano 20 sekundi. Koncentracija prolina je merena
spektrofotometrijski na 520 nm iz gornjeg sloja toluena koji se izdvojio
nakon vorteksovanja. Slepa proba bio je èist toluen, a standardnu seriju
èinili su rastvori prolina razlièite koncentracije sa kojima je postupano
paralelno sa uzorcima (Azizouor et al. 2010).

Odreðivanje ukupne koncentracije prolina. Ukupna koncentracija
proteina odreðivana je u nadzemnom delu biljke Bradfordovom metodom.
Uzorci su macerirani sa puferom i stavljeni na led. Pufer se sastojao od
20 mM TrisHCl, 1 mM EDTA, 1% Tween, 0.01% �-merkaptoetanola i
destilovane vode. Uzorci su èuvani u zamrzivaèu na -80°C preko noæi, a
potom je u 100 μL rastvora dodato 5 mL Bradfordovog reagensa. Ukupna
koncentracija proteina merena je spektrofotometrijski na 595 nm (Vujièiæ
2002).

Za sve merene velièine odreðeni su medijana i kvantili. Efekat kon-
centracije olova i natrijum-hlorida, kao i efekat njihove interakcije, ispi-
tivan je ANOVA-om u softverskom paketu Statistica 5.1 (StatSoft 1996).

Rezultati i diskusija
Podaci dobijeni merenjem du�ine korenova klijanaca pšenice ukazuju

na negativni efekat olova na rast biljke. Uoèena je inhibicija rasta kako
glavnog korena (slika 1), tako i svih korenova (slika 2). Takoðe, povišene
koncentracije olova inhibiraju rast nadzemnog dela biljke, koleoptila (slika
3). Ovi efekti najizra�eniji su pri koncentracijama olova od 500 ppm. Inhi-
bicija rasta mo�e biti posledica smanjene deobe æelija (Sharma i Dubey
2010). Uticaj povišene koncentracije soli kao ni zajednièko dejstvo soli i
olova nije prikazano, kako nije došlo do znaèajnih promena du�ine korena i
koleoptila u odnosu na kontrolnu grupu.

Na slici 4 prikazana je zavisnost koncentracije proteina u nadzemnom
delu klijanaca pšenice od koncentracije olova u supstratu. Uoèava se izra�en
trend poveæanja ukupnog sadr�aja proteina sa poveæanjem koncentracije
olova u supstratu. Ranijim istra�ivanjima je utvrðeno da se koncentracija
proteina kod biljaka tretiranih olovom poveæava, uglavnom kao rezultat
poveæane sinteze antioksidastivnih enzima, meðu kojima su superoksid
dismultaza, guakol peroksidaza, askorbat peroksidaza i druge (Sharma i
Dubey 2010). Uloga ovih enzima je kontrola nivoa slobodnih radikala
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kiseonika koji se akumuliraju kao posledica izlo�enosti stresu izazvanom
olovom. Povišene koncentracije NaCl, kao ni povišene koncentracije olova
u kombinaciji sa NaCl ne dovode do statistièki znaèajnih razlika u koncen-
traciji proteina u odnosu na kontrolnu grupu (rezultati nisu prikazani).

Najviši sadr�aj prolina izmeren je u tkivima klijanaca pšenice tretirane
rastvorom natrijum hlorida koncentracije 50 mM (slika 5). Dobijeni
rezultati u skladu su sa rezultatima ranijih istra�ivanja (Goudqarzi i Pakyant
2009; Azizpour et al. 2010; Jbir et al. 2002). Pokazano je da olovo i
natrijum hlorid imaju sinergistièko dejstvo na akumulaciju prolina pri
koncentraciji soli od 50 mM, i koncentraciji olova 20 i 50 ppm. Pri
koncentracijama višim od 50 ppm, koncentracija prolina opada (slika 6).
Razlièita istra�ivanja daju razlièita obrazlo�enja za povišene koncentracije
prolina pod dejstvom olova. Uzrok poveæane akumulacije prolina mo�e biti
posledica vodnog deficita izazvanog stresom teškim metalima ili samog
usvajanja teških metala (Yang et al. 2011). Usvajanje teških metala
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Slika 1. Uticaj koncentracije olova
na du�inu glavnog korena.
Horizontalnom linijom oznaèena je
medijana, pravougaonicima su
obuhvaæeni donji i gornji kvartili, a
vertikalne linije oznaèavaju raspon
(od minimuma do maksimuma)

Figure 1. Effects of lead on main
roots’ length. Median is marked with
a horizontal line, upper and lower
quartiles are covered with a
rectangle, and the range is marked
with vertical lines.

Slika 2. Uticaj koncentracije olova
na ukupnu du�inu korenova

Figure 2. Effects of lead on side
roots’ length

Slika 3. Uticaj koncentracije olova
na du�inu koleoptila

Figure 3. Effects of lead on
coleoptile length



pospešuje formiranje štetnih slobodnih radikala kiseonika èiju koncent-
raciju reguliše prolin (Yang et al. 2011). Poznato je da povišene koncen-
tracije soli izazivaju osmotski stres, a kao posledica toga akumulira se
prolin. Prolin takoðe utièe na æelijsku membranu spreèavajuæi poremeæaje
koje NaCl izaziva (Asharaf i Harris 2004). Nije uoèena statistièki znaèajna
razlika u sadr�aju prolina pri tretiranju semena pšenice razlièitim koncen-
tracijama olova u odnosu na kontrolnu grupu.
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Slika 4. Uticaj koncentracije olova
(ppm) na ukupnu koncentraciju
proteina u biljnom materijalu
(μg/gSSvT)

Figure 4. Effects of lead (ppm) on
soluble protein concetration
(μg/gSSvT)

Slika 5. Uticaj koncentracije
natrijum-hlorida (mM) na
koncentraciju prolina u biljnom
materijalu (μg/gSSvT)

Figure 5. Effects of sodium chloride
(mM) on proline concentrations
(μg/gSSvT)

Slika 6. Kombinovani uticaj olova
(ppm) i NaCl (mM) na koncentraciju
prolina u biljnom materijalu
(μg/gSSvT)

Figure 6. Effects of NaCl (mM) and
lead (ppm) on proline concentrations
(μg/gSSvT)



Zakljuèak
Izlaganje semena pšenice povišenoj koncentraciji olova tokom klijanja

izaziva inhibiciju rasta biljke. Povišena koncentracija olova dovodi do
poveæane sinteze proteina u biljnim tkivima, verovatno kao odgovor na
oksidativni stres usled sinteze antioksidativnih enzima. Izlaganje semena
pšenice tokom klijanja povišenim koncentracijama natrijum hlorida, rezul-
tiralo je akumuliranjem prolina u biljnim tkivima. Uoèeno je i sinergistièko
dejstvo olova i natrijum hlorida pri odreðenim koncentracijama na pove-
æanje koncentracije prolina.
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Milica Aleksiæ

Effects of Lead and Salt (NaCl)-Induced Stress on
Germination, Proline Accumulation and Soluble Protein
Concentration in Wheat (Triticum aestivum L.)

The influence of lead and salt-induced stress on germination, proline
accumulation and soluble protein concentration was investigated in wheat
(Triticum aestivum). The deleterious effects of salinity on plant growth are
associated with low osmotic potential of soil pollution (water stress), nutri-
tion imbalance, specific ion effect (salt stress), or a combination of these
factors. Heavy metal toxicity induces secondary oxidative stress by
promoting the formation of harmful reactive oxygen species. Under condi-
tions of salt stress, proline accumulation serves as a defense against osmotic
challenge by acting as a compatible solute. Proline has also been demon-
strated to scavenge hydroxyl radicals and singlet oxygen, thus providing
protection against reactive oxygen species induced cell damage. Wheat
seedling were exposed to 50 and 100 mM NaCl, and 20, 50, 200 and
500 ppm Pb(NO3)2 for four days. Root and coleoptile length was measured,
as well as proline and soluble protein concentration. High lead concentra-
tions inhibited apical dominance, as the length of primary roots was greater
and the length of lateral roots was shorter in lead treated seedlings. The in-
hibition of root growth under Pb toxicity might be a result of Pb-induced
inhibition of cell division in root tips. Proline accumulation under salt-in-
duced stress was stimulated, due to osmotic stress caused by high NaCl
concentrations. Increase in NaCl and Pb concentrations in growth media
also resulted with an increase in proline accumulation in plants. The level of
soluble proteins increased upon exposure to high lead concentrations, as a
result to oxidative stress induced by Pb uptake.
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