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1. UVOD

Zagadenje teSkim metalima je problem danasnjeg druStva sa karakteristi¢nim
kumulativnim efektom. ReSenja je malo, dok su uzroci koji su iznedrili stvaranje ovog
problema, sastavni deo naSeg nacina zivota. TeSki metali se neprestano
nagomilavaju u pojedinim delovima biosfere usled niza antropogenih aktivnosti Ciji je
obim sve veci Sirom planete, uprkos realnim upozorenjima naucne i etiCke javnosti.
Cene preciS¢avanja Zivotnih staniSta u zoni zagadenja, Cesto prevazilaze
moguénosti interesnih finansijskih grupa. Cak i kada sredstva postoje, ciljevi i
prioriteti organizacija koje raspolazu odgovaraju¢im materijalnim sredstvima
usmereni su ¢esto ka sticanju dodatnih profita, bez ozbiljne analize etic¢kih i moralnih
posledica koje ¢e se ostaviti budu¢im generacijama. Jedno od kompromisnih reSenja
jeste primena biljaka u remedijaciji staniSta zagadenih teSkim metalima (Pilon-
Smiths, 2005). Ova tehnologija je po nizu struénih procena znacajno jeftinija od
ustanovljenih fizicko-hemijskih metoda remedijacije. Pored dobre finansijsko-
materijalne predispozicije, €itav niz drugih karakteristika definiSu fitoremedijaciju kao
perspektivnu metodu. Epiteti ,zelene”, ,ekoloSke”, ,plemenite” tehnologije na
koncizan nacin izrazavaju osnovnu prednost fitoremedijacije. U Srbiji je primena
fitoremedijacije joS u ranim fazama razvoja, kao i istrazivanja u oblasti tzv.
.bioremedijacije”, bez ozbiljnih primera konkretne primene. Ipak, poslednjih godina
veci broj istrazivata u zemlji bavi se ovom problematikom 5to je rezultovalo
sticanjem teorijsko-prakticne baze za mogucnost implementacije stecenih znanja.
Zagadenje teSkim metalima, kako u Srbiji tako i u drugim delovima sveta, ima narocit
znacaj, zbog Cinjenice da se teSki metali ne mogu unistiti, ve¢ samo rasporedivati i
premestati iz staniSta u staniSte. Stoga je njihovo opstajanje kao zagadivaa opasno
u vremenskim periodima koji se mere stotinama ljudskih generacija, pogotovo
ukoliko remedijacija izostane. Medu teskim metalima Cd i Pb zauzimaju posebno
mesto jer spadaju u tzv. Stetne elemente. Do sada nije potvrdena pozitivha uloga
ovih ksenobiotskih elemenata u metabolizmu bioloSkih organizama. Zbog toga je
njihovo akumuliranje u zivotnoj sredini naroCito opasno i zahteva primenu svake
moguce strategije remedijacije. Ni je takode tesSki metal koji je Cest zagadivac

danasnjice. Mada u biljnim organizmima ima znacajnu ulogu kada je prisutan u



malim koncentracijama, u povecanim koncentracijama ima znacajan toksi¢an efekat,
kako na biljne tako i na Zivotinjske orgamizme. Pored ispitivanja pojedinaénog efekta
Cd, Pb i Ni na fiziologiju vrba, u ovom radu je analizirano i njihovo kombinovano
dejstvo, jer se i na zagadenim staniStima teski metali ¢esto nalaze istovremeno.
Istrazivanje koje je prikazano u ovoj doktorskoj disertaciji je deo viSegodiSnjeg
istraZzivanja ostvarenog kroz saradnju istrazivackog tima Fiziologije biljaka na
Departmanu za biologiju i ekologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu
I strunjaka sa Instituta za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu u Novom Sadu. Kroz
projektnu realizaciju finansiranu od strane Ministarstva Republike Srbije za nauku i
tehnoloski razvoj (TR 20001), dobijen je veliki broj znacajnih informacija kako o
konkrethom potencijalu vrba i topola u fitoremedijaciji tako i o pojedinim
fundamentalnim oblastima fiziologije biljaka. Rezultati dobijeni u ovom radu treba da
ukazu na potencijal Cetiri genotipa vrba za fitoekstrakciju Cd, Pb i Ni koji se ubrajaju
u Ceste zagadivaCe naSeg regiona. Rasvetljavanje odredenih funkcionalnih procesa
metabolizma teSkih metala ima fundamentalni znacaj u fiziologiji biljaka kao nauénoj

disiplini.



2. PREGLED ISTRAZIVANJA

2.1. TeSki metali— zaga divaé€i zivotne sredine

Zagadenje u Sirem smislu se moze definisati kao unoSenje elemenata,
supstanci ili energije u Zivotnu sredinu u nivoima koji naruSavaju funkcionisanje i
ravnotezu datog stanista, odnosno predstavljaju rizik za Ziva bi¢a koja su direktno ili
indirektno povezana sa tom zivotnom sredinom. U uzem, prakticnom smislu,
zagadenje je kada u nekom staniStu odredeni zagadivac prelazi granice propisane
odgovaraju¢im zakonskim regulativama vazec¢im za dato podrucje (Scullion, 2006).
Covek je u opasnosti od zagadenja usled razli¢itih nagina dodira sa odredenim
zagadivaCem: dermalnog kontakta, unoSenja hrane gajene na zagadenim
podrucjima ili zalivane zagadenim vodama, udisanja Stetnih Cestica ili gasovitih
materija (Nathanail i Earl, 2001).

Teski metali su elementi &ija je gustina atoma vec¢a od 5 g/cm®. Neki su u
manjim koncentracijama neophodni za optimalno rastenje i razvi¢e biljaka (Cu, Zn,
Mn, Fe, Ni, Co i Mo), dok drugi pokazuju Stetno dejstvo i pri veoma niskim
koncentracijama, pa se definiSu kao zagadivaci (Cd, Pb, Hg, Cr). Biljke nisu
evolutivnho razvile visoku selektivnost pri usvajanju hranljivih elemenata. Pored
elemenata koji su im potrebni - hraniva, mogu da usvajaju i teSke metale koji nemaju
poznatu funkciju u biljnom metabolizmu, te predstavljaju opasnost za zivi svet, jer
preko biljaka ovi ,bioStetni* elementi ulaze u lance ishrane. TeSki metali se
prvenstveno usvajaju iz zemljiSta i vode preko korena, a pri odredenim uslovima i
preko nadzemnih organa. Nakupljanje i koncentrovanje tesSkih metala u zemljistu,
vodi i atmosferi posledica je prirodnih litogenih i pedogenih procesa, ali najveci izvori
teSkih metala su antropogenog porekla (Kastori i sar., 1996). Bez obzira na poreklo,
poviSene koncentracije mnogih metala u zemljiStu dovode do trajne degradacije,
redukcije prinosa biljaka i loSeg kvaliteta poljoprivrednih proizvoda, ¢ime se direktno
ugrozavaju ljudi, zivotinje i ekosistem (Blaylock i Huang., 2000; Long i sar., 2002).
Ova zagadenja posledica su prisustva metala i metaloida kao Sto su: arsen (As),
kadmijum (Cd), hrom (Cr), bakar (Cu), olovo (Pb), nikl (Ni), ziva (Hg), selen (Se),
srebro (Ag), cink (Zn), aluminijum (Al), cezijum (Cs), kobalt (Co), mangan (Mn),
molibden (Mo), stroncijum (Sr) i uranijum (U) (Mclintyre, 2003).



Zagadenje biosfere teSkim metalima je =zabrinjavaju¢e usled njihove
toski¢nosti, sve vece akumulacije u Zivotnoj sredini, te otpornosti i odrZivosti na duge
vremenske periode. Citav niz antropogenih aktivnosti (industrija, poljoprivreda,
saobracaj, urbane deponije i otpadne vode, rudarstvo, vojne aktivnosti, ratna
razaranja), za posledicu ima kumulativno nakupljanje teSkih metala u razli€itim
delovima biosfere. Posledice zavise od veli€ine i vrste zagadenja i sinergisti¢kog
delovanja sa drugim zagadivacima, ali osnovni problem je Sto se teski metali ne
mogu unistiti, ve¢ samo premestiti u zone biosfere gde bi njihov uticaj bio manje
Stetan, odnosno transformisati i deponovati u neaktivne hemijske forme (Pilon-
Smiths, 2005).

Uprkos velikom broju nauc¢no utemeljenih upozorenja, oslobadanje teskih
metala se i1 dalje nastavlja, narocito u tzv. “zemljama u razvoju” (gde se ubraja i
Srbija) za koje je karakteristicno da se oslobadanje teskih metala u Zivotnu sredinu
brzo povecéava (Jarup, 2003). Najve¢a opasnost krije se u ulasku teSkih metala u
lance ishrane i njihove sve ¢eSc¢e pojave u ljudskim namirnicama. Metode detekcije
teskih metala u prehrambenim proizvodima su skupe, a posledice po zdravlje su
visestruko negativne. Citav je niz primera bolesti izazvanih teskim metalima, za koje
se nije znao uzrok. Najdrasti¢niji primer, koji je aktuelizovao nau¢no interesovanje za
ovu temu, je trovanje metil-zivom u zalivu Minamata u Japanu, po ¢emu je ovo
trovanje dobilo naziv Minamata bolest. Kontinuiranim oslobadanjem metil-zive u zaliv
kroz otpadne vode obliznje fabrike u periodu od 1932.-1968. godine doSlo je do
akumuliranja ovog metala u Skoljkama i ribama koje su stanovnici koristili za ishranu.
Simptomi koji opstaju i do 30 godina nakon prestanka izlaganja metil-zivom su
gubitak kontrole pokreta, utrnulost udova, miSi¢na slabost, poremacaji vida, sluha i
govora, a u ozbiljnijim sluCajevima paraliza, koma i smrt. Metil-Zziva dovodi do
direktnih difuznih oSteéenja somatosenzitivnog korteksa mozga. Ova bolest je
transportom polutanta preko placente fetusa prenoSena i na potomstvo ljudi koji su
koristili zagadenu ribu i Skoljke u ishrani. Bilo je potrebno preko 20 godina da se
metil-Ziva utvrdi kao pravi uzrok ove bolesti (Ekino i sar., 2007).

Opasnost od ishrane ribom u kojoj su akumulirani teski metali (Hg, Cd, Pb, As
i dr.) postoji i danas u nesmanjenom obimu (Castro-Gonzales i Méndez-Armenta,
2008). U Srhiji se desio Citav niz ekoloskih katastrofa u nekoliko reka u poslednjoj
deceniji. Nakon izlivanja ogromne koli€¢ine teSkih metala u reku Tisu u Rumuniji

2000. godine iz naselja Baie Mare, utvrdeno je prekora¢enje maksimalno dozvoljenih



koncentracija pojedinih teSkih metala u sedimentu na mnogim lokalitetima u
Rumuniji, Madarskoj i Srbiji (MDK po sluzbenom glasniku republike Srbije). Fleit i
Lakatos (2002) su utvrdili da koncentracija Hg u Stukama Tise u Madarskoj (247 ug
kg'), po propisima ameri¢ke organizacije za zastitu Zivotne sredine (US, EPA),
dozvoljava najviSe tri prosec¢na obroka ove ribe mesec¢no. Nedostatak organizovane
kontinuirane kontrole prisustva teskih metala u Zivotnoj sredini i namirnicama Srbije,
pre svega usled velikih cena takvih analiza, ima za posledicu sve vece
koncentrovanje teSkih metala u sedimentu, vodi i zemljiStu.

Genuis (2008) navodi da su teSki metali kao uzroCnici znacajnog udela
mentalnih bolesti, ¢esto nepotvrdeni, usled ¢ega se postavlja pogreSna dijagnoza i
nacin leCenja. U ovom istrazivanju se naglasava da se teSki metali kao uzrocnici
bolesti veoma retko uzimaju u obzir u klinickoj praksi. Mueeler i Seger (1985) navode
da je uzroke groznice izazvane inhalacijom isparenja niza oksida teskih metala, koji
se oslobadju pri varenju gotovo nemoguce utvrditi, jer su simptomi sli¢ni ¢itavom
nizu respiratonih oboljenja. U gradu Galena (Kanzas, SAD) utvrdena je direktna veza
izmedu prisustva Cd i Pb u vodi za pice i povrSinskom zemljiStu sa nizom hroni¢nih
bolesti koje su zna€ajno povecale mortalitet stanovniStva u poredenju sa susednim
nekontaminiranim gradovima (Neuberger i sar., 1990). Velika opasnost se krije u
ishrani povrcem koje je zalivano vodama zagadenim teskim metalima (Mapanda i
sar., 2007). Procenjeno je da je prosecan bioloski poluzivot Cd u ljudskom telu od
10-18 godina. Posledice njegove toksi¢nosti idu od obi¢nog dermatitisa do DNK
oStecenja i karcinogenih efekata (Yang i sar., 2005).

Pored neposrednog negativhog dejstva teskih metala na zdravlje ¢oveka, oni
takode naruSavaju delikatnu ravnotezu u ekosistemu i deluju negativno na Zivi svet,
¢ime se posredno ugroZava i covekova pozicija u biogeocenozi na duzi vremenski
period (Bennetti sar., 2001).

2.2. Uticaj kadmijuma, nikla i olova na fizioloSke procese u biljkama

I njihova mobilnost u biljnom organizmu

Izlaganje biljaka poviSenim koncentracijama teSkih metala dovodi do

narusavanja normalnog toka mnogih metabolickih procesa, Sto za posledicu ima



znacajno smanjenje organske produkcije. Negativni efekti toksi¢nosti nastaju usled
niza poremecaja. TeSki metali reaguju sa -S’, -OH", amino grupama i terminalnim
delovima karboksilnih kiselina. Vezivanjem za sulfhidriine grupe i azotne atome
proteina, inhibira se aktivnost proteina ili naruSava njihova struktura. TeSki metal
moZze i da istisne (zameni) neki neophodni element te da dovede do ispoljavanja
simptoma nedostatka tog elementa (Van Assche i Clijsters, 1990). Takode, teski
metali stimuliSu formiranje slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih derivata, Sto
uzrokuje oksidativni stres i dovodi do lipidne peroksidacije membrane cCime se
naruSava njena funkcionalnost i selektivnost pri transportu materija (Dietz i sar.
1999). Mada su primarni efekti toksi¢nosti teSkih metala specificno zavisni od
osobina njihovih jona, sekundarne posledice su veoma sli¢ne i ogledaju se u brojnim

fizioloSkim, anatomskim i morfoloskim poremecajima (Kastori i Maksimovic., 2008).

2.2.1. Kadmijum

Toksi¢ni efekti na celijskom nivou ispoljavaju se na organskim sistemima
biljke i odredenim metabolickim procesima. Medu teSkim metalima Cd se relativho
lako usvaja korenom i dobro translocira u listove, te stoga ima izrazene efekte
toski¢nosti i na malim koncentracijama. Cd inhibira klijanje semena, redukuje rast,
uzrokuje lisnu hlorozu kroz indukciju nedostatka Fe, naruSava vodni rezim,
fotosintezu, funkcionisanje niza enzima, dovodi do formiranja slobodnih radikala i
izaziva poremecaje u usvajanju N, P, K, Mg, Ca, Zn, Cu i Na (Greger i Lindberg,
1987; Barcelo i Poschenrieder, 1990; Greger i sar., 1991; Wallace i sar. 1992,
Narwal i sar., 1993; Pal i sar.,, 2006). Cd ulazi u ¢eliju preko membranskih
transportera koji prenose esencijalne katjone (Meharg i sar., 1993; Hart i sar., 1998;
Clemens i sar. 2001; Hall, 2002). Thomine i sar. (2000) su utvdili da je usvajanje Cd i
Fe u Arabidopsis-u konstitutivno, tj. vezano za tzv. Nramp gene koji kodiraju sintezu
proteinskih transportera za Cd i Fe. Sinteza transportera stimulisana je smanjenjem
sadrzaje Fe u podlozi. Na taj nac¢in nedostatak Fe u korenskom medijumu, mozZe da
poveca usvajanje prisutnog Cd (Awad i Romheld, 2000). Takode, dokazano je
postojanje tzv. Zn/Cd transportera (kodiranih genima ZNT1) u hiperakumulatorskoj
vrsti Thlaspi caerulescens (Pence i sar., 2000).



2.2.2. Nikl

Ni je kao esencijalni element u malim koncentracijama neophodan za
normalno funkcionisanje biljke. Medutim, u poviSenim koncentracijama, Ni smanjuje
rast, dovodi do hloroti€nih promena pracenih nekrozom lista, te smanjuje sadrzaj
vode u tkivu naruSavanjem vodnog rezima. Ni u povecanim koncentracijama
stimuliSe lipidnu peroksidaciju, ¢ime se naruSava funkcionisanje membrana, kroz
povecéanu produkciju toksi¢nih kiseoni¢nih radilkala kao Sto su superoksidni anjoni
(O2), vodonik peroksid (H2O.) i hidroksilni radikali (OH) (Kumar i sar., 2007).
SuviSak Ni smanjuje sadrzaj mnogih esencijalnih elemenata (Foy i sar., 1978; Yang,
1996). KevreSan i sar. (2001) su utvrdili opadanje sadrzaja nitrata, aktivnosti nitrat
reduktaze i sadrzaja proteina u biljkama graska, gajenih u uslovima suviSka Ni. U
grupi teSkih metala, Ni spada u elemente koji se dobro transportuju kroz biljku, jer je
kao neophodan element potreban u malim dozama. U hiperakumulatorskim vrstama
kao Sto su vrste iz roda Thlaspi spp., Ni se efikasno usvaja i magacionira u
centralnoj vakuoli ¢elija izdanka, usled delovanja katjonskih tranportera kodiranih tzv.
TgMTP1 genima (Persans i sar., 2001). Utvrdeno je da se jedan manji deo Ni
akumulira van vakuole, Sto ukazuje na postojanje tolerancije i na nivou citoplazme

kod hiperakumultorskih vrsta (Kramer i sar., 2000).

2.2.3. Olovo

Pb inhibira rast i funkcionisanje metabolizma biljke, vezuje se za brojne
molekule kao Sto su amino kiseline, enzimi, DNK, RNK, naruSavaju¢i njihovu
funkciju. Pb u biljkama smanjuje sadrzaj pigmenata i intenzitet fotosinteze, inhibira
nodulaciju, usvajanje N i redukciju nitrata, smanjuje koli¢inu Fe, Mn, Cu i Zn u
izdanku i dovodi do poremecaja u vodnom rezimu direktnim naruSavanjem funkcije
vodnih kanala (Huang i sar., 1974, Singh i sar., 1997; Fodor i sar., 1998; Cseh i sar.,
2000; Xiong i sar., 2006). Pb je teSko rastvorljivo, u zemljiStu je najéeSce vezano za
organske i neorganske Cestice, te je njegov veci deo naj¢eSc¢e bioloSki nedostupan
(Gréman i sar., 2001; McGrath i sar., 2001). Angelova i sar. (2004) navode da su
rastvorne i karbonatne frakcije teskih metala u zemljiStu najviSe uticale na

akumuliranje metala u billkama duvana, mada je dostupnost karbonatne frakcije



teSkih metala zadovoljavaju¢a samo u kiselim pH vrednostima. U istom istraZivanju
utvrdeno je da je rastvorna frakcija Pb u zemljistu samo 0,8 — 2,0% ukupne koli¢ine
olova, dok je za Cd bila daleko veca (26,2 - 38,3%). Pored slabe dostupnosti
usvajanja korenom, mobilnost Pb u biljci je veoma mala i smatra se da se moze
povecati kompleksiranjem sa nekim helatnim supstancama kao Sto je EDTA — etilen-
diamin-tetrasir¢etna kiselina (Vassil i sar., 1998) ili dodatkom kombinacije EDTA i
indol-3-siréetne kiseline (Lopez i sar., 2005). EDTA ima zastitni efekat u odnosu na
toksi¢nost olova. U ve¢em broju istrazivanja utvrdeno je da tretman Pb-EDTA ne
dovodi do znacajnih redukcija parametara bioprodukcije, pri ¢emu su €ak utvrdeni i
stimulativni efekti (Larbi i sar., 2002; Lopez i sar., 2007). Ipak, i u malim
koncentracijama, Cisto Pb je veoma Stetno za sve zive organizme, i do sada nije
utvrdena njegova pozitivna bioloSka uloga u zemljiStu i bioloSkim sistemima (Lambert
i sar., 1997). Usled slabe translokacije Pb u billkama, hiperakumulatorske vrste za
ovaj teski metal joS nisu identifikovane, uprkos njegovom prisustvu u Zivotnoj sredini
(Kos i LeStan, 2003).

Da bi koren biljke usvojio teski metal, potrebno je da se metal rastvori u vodi.
Cesto su metali u zemljistu u nerastvornom obliku vezani za organske ili neorganske
Cestice u podlozi. Sekrecijom helatorskih supstanci ili nekih reduktaza metala, koren
biljke moze da stimuliSe rastvaranje i usvajanje teskih metala. Kada se rastvori,
metal ulazi i krece se kroz koren ekstracelularno (apoplastno) ili intracelularno (kroz
citoplazme — protoplaste) Sto podrazumeva uceSée jonskih kanala ili transportnih
proteina u c¢elijskim membranama. Za neke prenosioce ove vrste potvrdeno je da su
u odredenoj meri nespecificni, te da prenose viSe razliCitih teSkih metala (Kramer i
sar., 1996; Chardonnens i sar., 1999; Pilon-Smiths, 2005). Kada se teski metal
kona¢no nade u celiji, dalji metabolizam zavisi od detoksifikacije i izolacije teSkog

metala na ¢elijskom nivou (Yang i sar., 2005).

2.3. Mehanizmi zastite i adaptacije biljaka na stre s izazvan teSkim

metalima

Neke biljne vrste razvile su sposobnost prezivljavanja na staniStima sa

poviSenim koncentracijama teskih metala u podlozi. Tokom evolucije, ovakve biljke



su razvile Citav niz adaptivhih mehanizama, Sto je uslovilo stvaranje konstitutivhe
tolerancije na teSke metale na ¢elijskom nivou (Slika 1).

Vecina ovih mehanizama dovodi do spreCavanja nagomilovanja toksicnih
koncentracija teSkih metala u osetljivim delovima biljke, odnosno biljne Celije. Na taj
nacin billka u mnogo vecoj meri izbegava nastupanje stresa, nego Sto aktivira
direktne kompenzatorne mehanizme, kao Sto su stvaranje zastitnih proteina u cilju
odbrane od direktne oksidacije. Ovi mehanizmi su raznovrsni i obicno ne deluju

pojedinacno, Sto zavisi od teSkog metala koji ih aktivira i biljne vrste.
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Slika 1. Pregled mehanizama detoksifikacije i tolerancije na teSke metale u viSim
billkama (Hall, 2002)

1. Ektomikorizno ograniCavanje kretanja metala ka korenu 2. Vezivanje metala za celijski zid
i korenske izlu€evine 3. Redukovano usvajanje kroz <¢elijsku membranu 4. Aktivho
izbacivanje u apoplast 5. Stvaranje helata metala u citosolu razli¢itim ligandima 6. Oporavak
i zaStita Celijske membrane od stresa izazvanog teSkim metalima 7. Transport PC-Cd
kompleksa u vakuolu 8. Transport i akumuliranje teSkih metala u vakuoli
Skracenice: M — teSki metali; PC — fitohelatini; MT — metalotionini; HSP — proteini temperaturnog
Soka; Cd — kadmijum



2.3.1. Ektomikorize

Vecina mehanizama odbrane, kada su u pitanju ektomikorizne gljive, ukljucuju
razliCite ekskluzione procese koji ograniCavaju pokretljivost teSkih metala ka korenu
biljke. Ovi procesi ukljuCuju apsorpciju metala hifama gljiva, smanjen pristup metala
apoplastu biljke usled hidrofobnosti ,barijere” koja se formira prisustvom gljiva,
helatiranje metala gljivicnim izluCevinama i adsorpcija na spoljasnjem delu
micelijuma (Jentschke i Godbold, 2000). Ovi mehanizmi se mogu u vecoj ili manjoj
meri javljati zajedno ili nezavisno u zavisnosti od vrste ektomikorize i nacina

interakcije sa odredenom biljnom vrstom.

2.3.2. Vezivanje teSkih metala za é€elijski zid i korenske izlu €evine

Celijski zid je u direktnom kontaktu sa metalima u okolnom rastvoru, koji se
adsorbuju na njegovu povrSinu. Ovaj proces ima relativno ograni¢en kapacitet, ne
postoje dokazi o njegovoj specificnosti, ali su potvrdeni pojedini slucajevi u kojima je
koli¢ina tesSkih metala na celijskom zidu bila zna¢ajna (Ernst i sar., 1992; Bringezu i
sar., 1999). Korenske izlu€evine imaju viSe uloga. One mogu stvaranjem helata da
povecaju usvajanje i mobilnost metala ili naprotiv da dovedu do smanjenja te
pokretljivosti. Toksi¢ni efekat nekih metala se smanjuje ili potpuno eliminiSe,

stvaranjem neutralnih kompleksa sa korenskim izlu¢evinama (Hall, 2002).

2.3.3. Redukovano usvajanje kroz plazma membranu

Kako je celijska membrana prva ziva struktura na ulasku teskih metala u
biljku, na njoj se prvo i ogleda njihov toksiéni uticaj. TeSki metali naruSavaju transport
drugih jona kroz membranu, najéeSée usled oksidacije proteina, ukrStenog
povezivanja proteinskih tiola, inhibicije klju¢nih membranskih proteina kao Sto je
protonska ATP-aza ili promene u sastavu i fluidnosti lipidne komponente membrane
(Meharg, 1993). Tolerancija celijske membrane na poviSene koncentracije teskih
metala podrazumeva zastitu integriteta membrane od Stetnih promena koje dovode
do povecanog ulaska toksi¢nih jona i drugih materija u Celiju. Dokazi koji ukazuju na

postojanje ovakvih mehanizama su malobrojni. U slu€aju stresa izazvanog teSkim
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metalima dolazi do stimulisanja procesa koji obnavljaju oSte¢enja na membrani.
Takode, unos teskih metala se ograniCava inhibiranjem transporta odredenog metala
u Celiju (Hall, 2002). Specificnost ove inhibicije je razli€ita u zavisnosti od biljne vrste
i genotipa. U nekim sluCajevima zajedno sa smanjenjem transporta jona Stetnog
metala biljka smanjuje i unos nekog esencijalnog elementa, jer se transport vrsi
preko istog nosaca (Meharg i Macnair, 1992). Arazi i sar. (1999) su utvrdili da se
transgene biljke duvana sa povec¢anom sintezom NtCBP4 proteina karakteriSu
povecanom akumulacijom Pb koje se prenosi navedenim proteinskim nosacem koji
inaCe sluzi za prenos esencijalnih elemenata. Uporedo sa pove¢anom akumulacijom
Pb, iste biljke su imale zna€ajno smanjenu akumulaciju Ni. Genska specifi€¢nost ovih

procesa je potvrdena.

2.3.4. Aktivno izbacivanje u apoplast

Povecano izbacivanje Stetnih jona tesSkih metala iz biljne c¢elije je mehanizam
koji je joS uvek potvrden u malom broju sluCajeva. Ovaj proces se vezuje za
specificne proteinske transportere koji su sintetisani transkripcijom specifi¢nih gena, i
potvrden je u mnogo vecoj meri kod nekih zivotinjskih i bakterijskih celija (Hall,
2002). Smatra se da su ovi proteini aktivni tranporteri za Ciji rad je potrebna energija.

2.3.5. Proteini temperaturnog Soka

Potvrdeno je da kod nekih biljaka dolazi do ekspresije ovih proteina pod
uticajem povisenih koncentracija teSkih metala. Ovi proteini Stite i stabilizuju
membrane ¢ime se smanjuje Stetan efekat teSkih metala na celiju (Neumann i sar.,
1994; Lewis i sar., 2001)

2.3.6. Stvaranje helata metala u citosolu razli ~ €itim ligandima
Stvaranje helata teskih metala u citosolu ligandima visokog afiniteta je

potencijalno veoma vazan mehanizam detoksifikacije i tolerancije na teSke metale.

Medu ove ligande spadaju amino kiseline, organske kiseline, dve klase peptida,
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fitohelatini i metalotionini (Rauser, 1999; Clemens, 2001). Najveci broj naucno
utemeljenih informacija prikupljen je za fitohelatine.

Fitohelatini (PC) su peptidi koji imaju strukturu (y-Glu Cys),-Gly, gde je n=2-11.
SintetiSu se iz glutationa kao supstrata, aktivnoS¢u enzima PC-sintaze (nisu direktno
genetski kodirani, tj. ne sintetiSu se translatorno). Ovaj enzim se aktivira u prisustvu
jona teskih metala (Rauser, 1995). Veliki broj istrazivanja potvrduje ulogu sinteze PC
u toleranciji na teSke metale, naroCito kad je u pitanju Cd (Hall, 2002). Medutim,
jedan broj istrazivaca navodi da sinteza PC kod mnogih vrsta nije mehanizam zastite
od tesSkih metala, te da ovi peptidi imaju druge uloge u ¢eliji, vezane za metabolizam
sumpora i antioksidantnu aktivnost (Davies i sar., 1991; Ernst i sar., 1992; De Knecht
I sar., 1994, Rauser, 1995). Njihova uloga u stvaranju helata i neutralisanju teskih
metala je sekundarna, te nastaje kao posledica navedenih primarnih uloga. Ipak,
veliki broj radova potvrduje da kod mnogih biljnih vrsta, PC imaju znac¢ajnu ulogu u
zaStiti od teSkih metala.

Metalotionini (MT) su genski kodirani polipeptidi koji takode imaju u svom
sastavu veliku koliinu cisteina, slicno fitohelatinima (Prasad, 1999). Utvrdeno je da
MT igraju vaznu ulogu u detoksifikaciji teSkih metala, pogotovo Cu, Zn i u manjoj
meri Cd, za koji se navodi da znacajnije indukuje sintezu FH nego MT (Hall, 2002).
Vedi broj istrazivaCa navodi da MT imaju razliCit efekat pod uticajem razli€itih metala.
Takode, istiCe se mogucnost njihovog antioksidantnog dejstva i uloga u oporavku
oStecenja celijske membrane (Salt i sar., 1998; Dietz i sar., 1999). Medutim, tacna
uloga ovih jedinjenja tek treba da se utvrdi.

Organske i amino kiseline (citrati, malati, histidin) su takode potencijalni ligandi
teSkih metala sa mogu¢om ulogom njihove detoksifikacije (Clemens, 2001).

2.3.7. Vakuolarna izolacija

Transport teSkih metala u vakuolu je direktan mehanizam kojim se izoluje
njihovo toksi¢no dejstvo. Dobro je dokumentovan transport Cd putem Cd/H”
antiporta i tzv. ABC transportera zavisnog od ATP-a, u tonoplastu. Paralelno sa
nakupljanjem Cd, u vakuoli dolazi do nakupljanja fitohelatina koji stvaraju stabilan,
netoksican Cd-PC kompleks (Hall, 2002). JoS jedan primer je nakupljanje Ni u

vakuoli vrsta Thlaspi spp. usled povecane ekspresije TgMTP1 gena, Cime se
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stimuliSe sinteza katjonskih transportera (Persans i sar., 2001). Indukcijom
ekspresije AtHMA3 proteina u vrsti Arabidopsis thaliana koji ima funkciju tzv. Pqg-
ATP-aze, povecava se tolerancija na Cd i Pb i njihovo deponovanje u vakuoli (Morel
i sar., 2009). Potvrdeno je nakupljanje i drugih teskih metala u vakuoli, ali i ovaj
mehanizam tolerancije pokazuje specifi¢nost. Aktivira se u vecoj ili manjoj meri u

prisustvu odredenih teSkih metala.

2.4. Uticaj teskih metala na akumulaciju azota, kal  ijuma i fosfora u

biljnom organizmu

TesSki metali, naroCito Cd i Pb, mogu da poremete ravnotezu u mineralnoj
ishrani biljke. Oni kompeticijom redukuju usvajanje i translokaciju nutrijenata, uticu
na korenske celije, cCeliiske membrane, izmenjuju funkciju ATP-aza i drugih
prenosioca, Sto za posledicu ima smanjenje broja nesuberizovanih vrSnih delova
korena i1 oStec¢enja permeabilnosti korenskih celija (Greger i sar., 1991). Smanjen
sadrzaj osnovnih nutrijenata je takode uzrokovan direktnim gubljenjem jona iz
oStecenih korenova i njihovom imobilizacijom u korenu, usled ¢ega je mogu¢ visok
nedostatak nutrijenata u nadzemnom delu (Siedleska, 1995).

Larbi i sar. (2002) su utvrdili znacajno opadanje koncentracije N, K i P u
Secernoj repi pod uticajem Cd u vodenim kulturama. U vecini istrazivanja utvrdeno je
da Cd redukuje usvajanje N, P K, Mg, Ca, Zn, Cu i Na (Greger i Lindberg, 1987;
Barceld i Poschenrieder, 1990; Greger i sar., 1991; Wallace i sar. 1992; Narwal i
sar., 1993; Pal i sar., 2006). Medutim, drugi autori navode da kadmijum nije doveo
do promena u usvajanju P (Yang i sar., 1996; Nocito i sar., 2004), ili ¢ak utvrduju
povecanje koncentracije K (Ciecko i sar., 2004).

U vecem broju istrazivanja potvrdeno je da poviSene koncentracije Ni
smanjuju usvajanje nutrijenata. Ni u povec¢anim koncentracijama smanjuje sadrzaj
nitrata, aktivnost nitrat reduktaze i sadrzaj proteina (KevreSan i sar. 2001). U
izdancima kukuruza, prisustvo Ni i Cd dovelo je do smanjenja koncentracija Zn, Fe,
Cu i Mn i povecéanja koncentracije Mg (Maksimovi¢ i sar., 2007). Sa povecanjem
koncentracija Ni u rastvoru, koncentracija nitrata, fosfata i ukupne koncentracije N i

P, proporcionalno su opadale u vrsti Elodea canadensis (Kahkonen i Kairesalo,
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1998). Ni se lako usvaja korenom i transportuje u slobodnoj i helatiranoj formi kroz
ksilem, a njegova mobilnost u floemu je uglavhom dobra i zavisi od biljne vrste
(Neumann i Chomel, 1986).

Bibi i sar. (2006) su utvrdili zna¢ajno smanjenje koncentracije K pod uticajem
Cistog Pb. Oni navode da teSki metali dovode do opadanja sadrzaja nutrijenata, ali
da je taj efekat manje izraZzen kod biljaka adaptiranih na stres. Pb u biljkama
smanjuje usvajanje nutrijenata, ali je potrebno da se nade u rastvornom, za biljke
dostupnom obliku. Veci broj istrazivanja ukazuje da kad je Pb kompleksirano sa
EDTA, ovaj organski helat neutraliSe negativan efekat Pb na usvajanje nutrijenata.
Lopez i sar. (2007) su utvrdili da je Cisto Pb smanjilo usvajanje veceg broja
neophodnih makro i mikroelemenata u biljci Medicago sativa. Dodatkom EDTA,
dosSlo je do povecanog usvajanja i translokacije Pb, bez znaCajnog uticaja na
koncentracije K, P i nekih mikroelemenata, pri ¢emu je €ak utvrden stimulativan
efekat na translokaciju P u nadzemni deo. Larbi i sar. (2002) u Secernoj repi pod
uticajem tretmana PDb-EDTA nisu utvrdili opadanje koncentracije esencijalnih

elemenata ili je ono bilo blago izrazeno, ali u znatno manjoj meri u odnosu na Cd.

2.5. Uticaj teskih metala na fotosintezu, disanje i transpiraciju

Studije na vec¢em broju biljnih vrsta su pokazale da Cd, Ni i Pb inhibiraju
fotosintezu direktno i indirektno naruSavanjem strukture hloroplasta, biosinteze
hlorofila, karotenoida i plastohinona, destruktivnim delovanjem na pigment-
proteinske komplekse, fotooksidaciju vode, enzime, usvajanje CO, i transport
elektrona (Seregin i lvanov, 2001; Seregin i Kozhevnikova, 2006).

Cd remeti ravnotezu u mineralnoj ishrani, smanjuje usvajanje vode,
transpiraciju, Sto kona¢no dovodi do inhibicije intenziteta fotosinteze i disanja
(Barcelo i Poschenrieder, 1990). Cd direktno zaustavlja proces fotosinteze
uniStavanjem tilakoidnih membrana u listovima, ¢ime naruSava enzimsku aktivnost
(Becceril i sar., 1988; Pietrini i sar., 2005). Utvrdeno je da Cd prouzrokuje oksidativni
stres, smanjuje stomaternu provodljivost kroz direktan uticaj na Celije zatvaracice,
smanjuje sadrzaj pigmenata i gustinu hloroplasta u ¢eliji (Hendry i sar., 1992; Barila i

sar., 2001; Perfus-Barbeoch i sar., 2002; Milone i sar., 2003). Smanjenje sadrzaja
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pigmenata je direktno vezano za inhibiciju sinteze hlorofila i karotenoida. Vezivanjem
za SH grupe u ATP-azi, Cd naruSava njenu funkciju (Burzynski i Kolano, 2003; Pal i
sar., 2006). Wallace i sar. (1992) navode da Cd utiCe na smanjenje sadrzaja Fe,
C¢ime posredno dolazi do hloroze listova i opadanja intenziteta fotosinteze. Dinakar i
sar. (2008) navode dva mogucéa uzroka opadanja sadrzaja hlorofila pod uticajem Cd:
1) direktna inhibicija prothlorofilid reduktaze i 2) inhibicija aktivnosti enzima koji
razlaze vodu u fotosistemu Il.

Pod uticajem olovo-acetata utvrdeno je povecCanje sadrzaja ukupnih
fosfolipida, poveéanje fosfatidil holina uz smanjenje fosfatidil glicerola, €¢ime se
redukuje propustljivost membrane i naruSava niz metaboli¢kih procesa (Pal i sar.,
2006). U billkama Brassica pekinensis (kineski kupus) Pb je izazvalo opadanje
sadrzaja hlorofila, sa izuzetkom pri tretmanu od 0.4 mmol Pb kg™ suvog zemljita,
kad je utvrden stimulativan efekat na sadrzaj hlorofila b (Xiang i sar., 2006).

Funkcionisanje fotosintetiCkog aparata in vivo se moze proceniti pracenjem
fluorescencije hlorofila u intaktnim listovima, s obzirom da na fluorescenciju uti€u isti
Cinioci koji inhibiraju fotosintezu: zagadivaci, vodni stres, fotoinhibicija, patogeni,
ekstremne temperature i dr. Fluorescencija hlorofila je mera fotoefikasnosti
funkcionisanja fotosistema Il, jer se pracenjem parametara fluorescencije donose
zaklju€ci o rasipanju dela energije koji nije iskoris¢en u fotohemijskim reakcijama.
Parametri fluorescencije hlorofila emitovane iz PS Il koriste se kao kvantitativni
indikatori koji ukazuju na oSteéenja u transportu elektrona (Bolhar-Nordenkampf,
1989; Karukstis, 1992; Nogués i sar., 1994). Za utvrdivanje stanja elektronskog toka
u PS Il najveci zna€aj ima indukcija fluorescencije koja se indikativno izrazava preko
niza parametara, od kojih je u ovom radu koriS¢en odnos varijabilne i maksimalne
indukovane fluorescencije Fv/Fm (Pajevi¢, 1996). Stoga je pracenje fluorescencije
hlorofila ¢esto koriS¢éena metoda u odredivanju stabilnosti procesa fotosinteze pod
uticajem nekog Cinioca stresa kao Sto su teSki metali (Maxwell i Johnson, 2000;
Longenberger i sar., 2009).

Niz istraZzivanja ukazuje da teSki metali redukuju promet vode u billkama
neposrednim i posrednim delovanjem. NaruSavanjem niza fundamentalnih
metaboliCkih procesa (fotosinteze, disanja, mineralne ishrane itd.) tesSki metali
smanjuju bioprodukciju, Sto uzrokuje smanjen kapacitet korena za usvajanje vode i
naruSavanje transporta i odavanja vode. Direktno delovanje tesSkih metala dovodi do

inhibicije otvaranja stoma (Yang i sar., 2006), naruSavanja transporta jona kroz
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membranu celija zatvaraCica (Milone i sar., 2003) i blokiranja akvaporinskih kanala
(lonenko i sar., 2006). Takode, teSki metali smanjuju kapacitet biljaka u adaptaciji na
stres izazvan pojavom suse (Santala i Ryser, 2009).

Iz svega navedenog se moze zakljucCiti da je merenje pokazatelja fotosinteze,
disanja i vodnog reZzima veoma znacajno za precizno definisanje metaboli¢kog

uticaja teSkih metala na rastenje i razvice biljaka.

2.6. Uticaj teskih metala na sadrzaj nitrata i akti ~ vnost nitrat

reduktaze

Nitrat reduktaza je klju¢ni enzim u asimilaciji nitrata, odnosno azota. Geni koji
kodiraju sintezu ovog enzima aktiviraju se u prisustvu nitrata, te je stoga nitrat
reduktaza inducibilan enzim (Stitt, 1999). Atkivnost nitrat reduktaze zavisi od koli€ine
nitrata u celiji, a u ve¢oj meri od usvajanja i translokacije nitrata u mesta njihove
redukcije (Barneix i sar., 1984). Transport nitrata odvija se velikim delom kroz
simplast preko ATP-aznih transportera osetljivih na teSke metale koji se vezuju za
SH grupe ATP-aza. Pod uticajem teSkih metala naruSava se polarizacija membrana,
protonski protok te selektivnost u usvajanju pojedinih elemenata (Kennedy i
Gonsalves, 1989). Bhandal i Kaur (1992) su utvrdili da Cd, Ni, Pb i Cu inhibiraju
usvajanje nitrata kod pSenice, Sto za posledicu ima progresivno smanjenje aktivnosti
nitrat reduktaze. Awasthi i Rai (2005) navode da su teSki metali u direktnoj
kompeticiji sa nitratima za aktivho i pasivho usvajanje u celiju. TeSki metali
sekundarno mogu uzrokovati simptome dehidracije biljnih tkiva. Nastali nedostatak
vode moze da dovede do snizavanja sadrzaja aktivnih poliribozoma i stoga do
smanjene sinteze i aktivnosti nitrat reduktaze (Srivastava, 1980). Kevresan i sar.
(2001) su utvrdili da je aktivnost nitrat reduktaze u grasku opala pod uticajem Cd, Ni i
Pb, u korelaciji sa smanjenim usvajanjem i translokacijom nitrata. Zna¢ajno opadanje
usvajanja nitrata u prisustvu Cd u hranljivom rastvoru utvrdeno je u biljkama pasulja,
a kao posledica doSlo je i do opadanja aktivnosti nitrat reduktaze (Gouia i sar.,
2000). Xiong i sar. (2006) utvrdili su zna¢ajno opadanje sadrzaja nitrata i aktivnosti
nitrat reduktaze u biljkama vrste Brassica pekinensis (kineski kupus) pod uticajem

poviSenih koncentracija Pb. Veci broj autora navode da je moguca i direktna
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inhibicija nitrat reduktaze dejstvom tesSkih metala koji se vezuju za sulfhidrilne grupe
enzima, ¢ime ga inaktiviraju (Awasthi i Rai, 2005; Xiong i sar., 2006). Veci broj
istrazivaCa navodi da je nitrat reduktaza osetljiva na H,O, Cija je poveéana
akumulacija moguca pod uticajem teSkih metala (Gajewska i Sktodowska, 2007).

2.7. Prolin kao indikator stresa izazvanog teSkimm  etalima

Cilj fitoekstrakcije je da se Sto veca koliCina teSkih metala transportuje i
akumulira u nadzemnim delovima biljke. Jedna od strategija povecavanja ovog
transporta je stimulisanje transpiracije, ¢ime se istovremeno povecava translokacija
teSkih metala u nadzemni deo biljke. Medutim, stres izazvan teSkim metalima ¢esto
redukuje transport vode, ¢ime se ograni¢ava i transport samih tesSkih metala (Barcelo
i Poschenrieder, 1990).

Akumulacija iminokiseline prolina u pojedinim delovima biljke najceS¢e se
vezuje za osmoregulaciju biljnih tkiva u uslovima vodnog stresa, te se ovo jedinjenje
svrstava u grupu tzv. kompatibilnih osmolita (Arsenijevi¢-Maksimovi¢ i Pajevic,
2002). Kako tesSki metali dovode do poremecaja u vodnom rezimu biljaka,
nakupljanje prolina u billkama c¢esto se uzima kao biomarker i za stres izazvan
teSkim metalima (Sharma i Dietz, 2006). Mnoga istraZivanja utvrdila su povecanu
akumulaciju prolina u biljnom tkivu pod uticajem Cd (Alia i Saradhi, 1991; Costa i
Morel, 1994; Schat i sar., 1997; Lesko i Simon-Sarkadi, 2003; Hasan i sar., 2007;
Nikoli¢ i sar., 2008), Ni (Saleh i Amal, 2002; Gajewska i sar., 2006; Lin i Kao, 2007) i
Pb (Alia i Saradhi 1991; Kastori i sar. 1992). U prisustvu teSkih metala prolin ima
ulogu stabilizovanja osmotskih uslova, predstavlja dodatan izvor C i N, stabilizuje
sintezu proteina i funkcioniSe kao antioksidant i pH regulator (Nagoor, 1999; Pal i
sar., 2006).

Prihvaéeno je miSljenje da je akumulacija prolina pod uticajem stresa, genski
regulisan proces, pri kom dolazi do intenzivne ekspresije gena koji reguliSu njegovu
sintezu i depresije gena koji utiCu na njegovu degradaciju. Takode utvrdeno je da se
inhibira sineza proteina koji u svom sastavu sadrze prolin, a stimuliSe razlaganje ve¢

sintetisanih proteina (Kishor i sar., 1995). Analiza prolina u ovom radu trebala je da
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utvrdi da i je sadrzaj slobodnog prolina u biljnom tkivu, pouzdan indikator stresa

izazvanog teSkim metalima u vrbama.

2.8. Fitoremedijacija

Fitoremedijacija je proces preciS¢avanja zivotne sredine koriS¢enjem biljaka i
mikroorganizama u njihovoj korenskoj zoni. Ova tehnologija podrazumeva koris¢enje
prirodnih procesa kojima biljke i njihova mikrobioloSka rizosfera uklanjaju,
premestaju, stabilizuju, izoluju ili razgraduju organske i neorganske zagadivaCe u
zemljiStu, sedimentu, vodi ili vazduhu. U poslednjih nekoliko godina objavljen je Citav
niz preglednih radova koji su se bavili dosadasnjim istrazivanjima u oblasti
fitoremedijacije (Mcintyre, 2003; Prasad, 2003; Pulford i Watson, 2003; Singh i sar.,
2003; Pilon-Smits, 2005; Padmavathiamma i Li, 2007).

Fitoremedijacija je primenjivana na zagadivaCima tri agregatna stanja:

a) Cvrsto agregatno stanje: zemljita i sedimenti zagadeni u zoni vojnih
aktivnosti (TNT, metali, organski otrovi), na poljoprivrednim povrSinama
(herbicidi, pesticidi, metali, Se), u industrijskim zonama (organske materije,
metali, As), u zoni rudnih kopova (metali), u zonama prerade drveta (PAH-ovi)
(Bafiuelos 1990; Ferro i sar., 1999; Olson i sar., 2003; Rock, 2003; Winter
Syndor i Redente, 2002).

b) Teéno agregatno stanje: otpadne vode iz naselja (nutrijenti, metali), sa
poljoprivrednih povrSina (nutrijenti iz dubriva, metali, As, Se, B, organski
pesticidi, herbicidi), industrijske otpadne vode (metali, Se), iz naslaga uglja
(metali), iz podzemnih voda (organske materije, metali) (Ferro i sar., 2001;
Hansen i sar., 1998; Horne, 2000; Lin Z-Q i sar., 2000; Rock, 2003).

c) Gasovito agregatno stanje: koriS¢enje biljaka u filtriranju vazduha van i unutar
objekata, od materija kao 5to su NOy, SO, ozon, CO,, nervni gasovi, prasina,

halogeni isparljivi ugljovodonici (Jeffers i Liddy, 2003; Morikawa i sar., 2003).

Uslovno se primena fitoremedijacije deli na osnovu organske i neorganske

prirode zagadenja.
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Organski tip zaga denja je u prirodi pretezno poreklom od c¢ovekovih
aktivnosti, zbog €ega su ovakve supstance u prirodnoj sredini nove i nepoznate za
zivi svet (ksenobiotske materije). Efekat takvih jedinjenja na biljni i zivotinjski svet i
kruzenje materija u lancima ishrane je nepredvidiv i Cesto toksican, ¢ak kancerogen.
Organski zagadivaci se oslobadaju u prirodu oslobadanjem razlicitih tipova goriva i
rastvaraCa, vojnim aktivnostima (eksplozivi, hemijsko oruzje), poljoprivredom
(pesticidi, herbicidi), industrijom (hemijska, petrohemijska), u saobracéaju,
preradivanjem drveta, itd.

Organsko zaga denje i bilke - U zavisnosti od karakteristika samog
zagadivaCa, organske materije mogu biti razgradene ve¢ u korenskoj zoni biljke, ili
se na netoski¢ne komponente razgraduju u nadzemim delovima nakon usvajanja.
Moguce je izolovanje polutanta u pojedinim delovima biljnog tkiva ili njegovo
isparavanje u atmosferu. Dokumentovan je ¢itav niz organskih jedinjenja cija je
fitoremedijacija bila uspesna:

- TCE (trihloretilen) — organski rastvara¢ koji se smatra najceS¢éim

zagadivaCem podzemnih voda (Newman i sar., 1997; Shang i sarl., 2003),

- herbicidi - npr. atrazin (Burken i Schnoor, 1997),

- eksplozivi kao Sto je TNT (trinitrotoluen) (Hughes i sar., 1997)

- petrolejski ugljovodonici: nafta, benzen, toluen, PAH-ovi (policikli¢ni

aromaticni ugljovodonici) (Aprill i sar., 1990; Schnoor i sar., 1995; Olson i sar.,

2003)

- aditiv goriva MTBE (metil tercijarni butil etar) (Davis i sar., 2003; Hong i sar.,

2001; Winnike-McMillan i sar., 2003)

- (PCB) polihlorisani bifenili (Harms i sar., 2003)

Neorganski tip zaga denja — neorganske materije se prirodno nalaze u
Zemljinoj kori i atmosferi u umerenim koncentracijama. Covekove delatnosti kao $to
su rudarstvo, industrija, saobracaj, poljoprivreda i vojne aktivnosti ubrzavaju njihovo
oslobadanje i koncentrisanje u odredenim zonama Zivotne sredine. Na taj nacin,
koncentracije neorganskih zagadivaCa ¢esto dostiZu toksi¢ne nivoe.

Neorgansko zaga denje i biljike - Za razliku od organskih materija, bilke ne
mogu metabolicki razloziti neorganske zagadivaCe, ali se koriS¢enjem

fitoremedijacije moze izvrSiti stabilizacija ili izolovanje zagadivaca u delu biljnog tkiva
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koje se moZe pokositi i ukloniti iz odredenog staniSta. Fitoremedijacija je
primenjivana za slede¢e neorganske zagadivace:
- makroelemente (nitrate, fosfate) (Horne, 2000)
- mikroelemente Cr, Cu, Fe, Mn, Mo i Zn (Lytle i sar., 1998)
- neesencijalne elemente Cd, Co, F, Hg, Se, Pb, V, W (Blaylock i Huang, 2000;
Horne, 2000)
- radioaktivne izotope ?**U, **’Cs i *Sr (Dushenkov, 2003; Dushenkov i Kapulnik,
2000; Negri i Hinchman, 2000)

2.8.1. Prednosti i nedostaci primene fitoremedijaci  je

Fitoremedijacija u poslednjih nekoliko godina stiCe sve vecu popularnost, kako
u nauci tako i u drzavnim i industrijskim strategijama mnogih zemalja. Pored
nesumnjivin prednosti, tehnologije primenjivane u okrilju fitoremedijacije imaju i niz
mana (Pilon-Smiths, 2005).

Nedostaci su:

teSko prilagodavanje na nepovoljne karakteristike zemljiSta

- previsok nivo toksi¢nosti zagadivaca

- tesko prilagodavanje na neoptimalne klimatske uslove

- nedovoljna razvijenost korena u dubinu, zbog ¢ega biljka ne mozZe da
,<dohvati“ zagadenje

- fitoekstrakcija zagadenog zemljiSta moze da traje i godinama Sto je

sporije od ustanovljenih konvencionalnih fizicko-hemijskih metoda

- nedovoljna bioloska dostupnost zagadivaca
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Prednosti su:

jeftina tehnologija — u proseku, deset i viSe puta jeftinja u odnosu na

uobicajene fiziCko-hemijske metode precis¢avanja

- obi¢no se izvodi na konkretnom lokalitetu (in situ) Sto smanjuje mogucnost
dodatnog kontakta izmedu zagadenog substrata i Coveka, te sekundarnih
zagadenja drugih organizama i zivotne sredine

- u odnosu na klasicne fiziCko-hemijske metode preciScavanja, koli¢ina
sekundarno nastalog otpada je mnogo manja

- ova tzv. ,zelena tehnologija“ ima ekoloSku konotaciju, vizuelno je prijemciva,
zbog Cega je popularna u marketingu. Velike kompanije (u oblasti naftne
industrije, elektroprivrede, hemijske industrije, vladine agencije) sklone su da
ulazu u ovu vrstu tehnologije jer se na taj naCin sa malim ulaganjima
predstavljaju kao ekolosSki podobne organizacije (Glass, 1999).

- moguénost jednostavnog kombinovanja sa drugim metodama remedijacije

Zivotne sredine

Primena biljaka i rizosferne mikroflore u remedijaciji zagadiva¢a, moguca je
njihovom manipulacijom na nekoliko nacina ili tehnika (Slika 2).

Zagadeni vodeni medijumi se mogu filtrirati u hidroponskim sistemima
(vodenim kulturama), Sto je proces koji se €esto naziva rizofiltracija (Raskin i sar.,
1997). Za preciSéavanje vode, prave se i veStaCka mokra polja (biopolja) , na
kojima se billke sade u ¢vrst porozan medijum, a otpadna voda se propusta preko
tako formiranog sistema. Drvenaste vrste sa ekstenzivnim korenovima mogu da se
koriste kao hidrauli €éna barijera koja stvara uzlazni tok vode Cime se spreCava
kontaminacija dubljih slojeva zemljiSta i podzemnih voda. Takode, drvece se moze
koristi i za spreCavanje horizontalnih kretanja zagadivaCa u podzemnim vodama
(Newman i sar., 1997). NajceS¢i vid primene biljaka je sadenje (in situ) na
konkrethom zagadenom lokalitetu. Moguéa je i primena biljaka u prec¢iS¢avanju

vazduha, tzv. vazdusna filtracija (Jeffers i Liddy, 2003; Morikawa i sar., 2003).
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zemljistu

Slika 2. Tehnike fitoremedijacije

ecrvenom bojom su oznadéeni zagadivaci (Pilon-Smiths, 2005)

U zavisnosti od nacina neutralisanja samog zagadivaca, fitoremedijacija se
moze podeliti u nekoliko vidova (Slika 3).
Fitodegradacija - fitodegradacija je proces razlaganja organskih zagadivaca
delovanjem unutrasnjih ili sekretovanih biljnih enzima, pri ¢emu se zagadivaci
hemijski prevode u manje toksi¢ne forme. Odredene zagadivace biljke ¢ak mogu da
iskoriste u svom metabolizmu, pri ¢emu ih inkorporiraju u sopstvena tkiva, bez
Stetnog efekta.
Fitovolatilizacija — nakon usvajanja, odredeni polutanti mogu se delovanjem
metabolizma biljke prevesti u specificnu isparljivu formu. Tako transformisan

zagadivac otpusSta se u atmosferu.
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Fitoekstrakcija — usvajanje polutanta i njihovo akumuliranje u hadzemnim delovima
biljke. Postupak je pra¢en koSenjem delova biljnog tkiva u kom je akumuliran
zagadivaC. Takav biljni materijal je moguce dalje ukljuciti u razliite proizvodne,
neprehrambene procese, ili bezbedno deponovati.

Fitostimulacija — u zoni rizosfere, billkke mogu da stimuliSu razgradnju zagadenja,
direktnim izlu€ivanjem supstanci iz korena ili stvaranjem povoljnih uslova za
razmnozavanje i rast specificnih mikroorganizama. Ovaj vid fitoremedijacije naziva
se jos i rizodegradacija.

Fitostabilizacija — ovaj termin odnosi se na koris¢enje biljaka za stabilizovanje ili
neutralizovanje zagadivaCa u zemljiStu. FiziCka stabilizacija podrazumeva
spreCavanje erozije i cedenja zagadivaca u dublje slojeve. Hemijska stabilizacija se

odnosi na transformaciju zagadivaca u bioloski manje dostupnu formu.

y «—
Fitodegradacija

Fitovolatilizacija
e ° °
[}

Fitoekstrakcija

® - zagadivac ®
) e )
C Y

=]

. . Fitostimulacija
Fitostabilizacija

Slika 3. Razliciti vidovi fitoremedijacije (Pilon-Smiths, 2005)

2.8.2. Fitoekstrakcija

U slu€aju neorganskog tipa zagadenja (u vecini slu€ajeva to su teski metali) u
fitoremedijaciji se koriste dva tehnoloSka postupka: fitostabilizacija i fitoekstrakcija.

Fitostabilizacija se koristi samo na onim stanistima gde fitoekstrakciju nije moguce
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primeniti, te se zagadivaC samo stabilizuje, ¢ime se smanjuje njegova toksi¢nost i
bioloSka dostupnost. Pri tome zagadiva¢ ostaje u staniStu. Stoga, gde god postoji
mogucnost, tezi se primeni fitoekstrakcije (McGrath i Zhao, 2003).

Fitoekstrakcija je tehnologija kojom se teSki metali, metaloidi i radionuklidi
uklanjaju iz Zivotne sredine koris¢éenjem pogodnih vrsta i genotipova biljaka,
sposobnih da date polutante usvoje i akumuliraju u delovima biljnog tkiva koje je

moguce na Sto jednostavniji na€in ukloniti iz zagadenog podrucja (Slika 4).

R \ \ Kos$enje nadzemnog
\/J dela biljke, sa
Y akumuliranim
/\ teskim metalima

Akumuliranje

teskih metala

u nadzemnim
delovima biljke

uz visoku organsku

(——

K
~ Biomasa sa metalima
se tretira i deponuje,

produkciju TN — frefira | I
_— \ primenjuje u drugim
R granama industrije
% ili koristi za
N

recikliranje
metala

Translokacija
u nadzemne ||
delove biljke ==

Korenske izlu€evine,
aktivnost mikroorganizama
ili veStacki helatori

povecéavaju biodostupnost
polutanata

Slika 4. Principijelna Sema fitoekstrakcije teskih metala

U oblasti fitoekstrakcije, poslednjih godina publikovano je viSe preglednih
radova (Lasat, 2002; Prasad, 2002; McGrath i Zhao 2003; Prasad i Freitas, 2003;
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Alkorta i sar., 2004; Ghosh i Singh, 2005). Dominantno, fitoekstrakcija podrazumeva
manipulaciju biljakama u cilju preciSéavanja sredine zagadene teSkim metalima, a u
znatno manjoj meri metaloidima i radionuklidima. U drugoj polovini 20. veka viSe
istrazivaCa je doSlo na ideju o primeni biljaka u remedijaciji, upravo za ekstrakciju
teSkih metala (Utsunamyia, 1980; Chaney, 1983; Baker i sar., 1991). Ova ideja se
intenzivno razvila krajem 20. i poCetkom 21. veka. U SAD, 2005. godine, vrednost
trziSta fitoremedijacije koja je komercijalizovana, procenjena je na oko 100-150
miliona dolara godisnje i u konstantnom je rastu (Pilon-Smiths, 2005). U Evropi se, u
poslednjih 10 godina, ideja o komercijalizaciji ove tehnologije sve viSe realizuje. U
zavisnosti od uslova stanista i nivoa kontaminacije, jedna procena kaze da je cena
fitoekstrakcije ispod 5% cene alternativnih fiziCko-hemijskih metoda remedijacije
(Prasad, 2002). Moguénost naknadnog koriS¢enja biljne mase sa akumuliranim
teSkim metalima u raznim granama industrije dodatno povecava ekonomi¢nost ove
tehnologije.

UspeSna primena fitoekstrakcije zavisi od niza €inilaca koji ukljuCuju stepen
zagadenja zemljista ili vode (kvantitet i kvalitet kontaminacije), bioloSku dostupnost
metala za usvajanje korenom odredene biljke, te potencijal biljke da usvoji i
akumulira teSke metale u biljnim organima koje je lako ukloniti iz zagadenog staniSta
(pozeljno nadzemni delovi biljaka). Za potencijal fitoekstrakcije u zemljiStu veoma je
vazna interakcija izmedu zemljiSta, metala i biljke. Kompleksnost ove interakcije,
kontrolisane lokalnim klimatskim, abioti¢kim i biotickim uslovima, u vecini istraZivanja
ukazuje na specificnost pristupa svakom individualnom sluéaju primene ove
tehnologije (Lasat, 2002).

Pozeljne karakteristike biljke fitoekstraktora su (Prasad, 2002; Pilon-Smiths,
2005):

- tolerancija na poviSene koncentracije odredenog teSkog metala

- sposobnost usvajanja odredenog teSkog metala

- visok nivo translokacije u nadzemni deo biljke koji se lako uklanja sa staniSta

- brz rast (veliki prirast biomase)

- velika povrSina korenovog sistema (Sto veci kontakt sa zagadivaCem u
podlozi)

- otpornost na lokalne patogene

- prilagodenost lokalnim klimatskim uslovima

- kompetitivnost u odnosu na druge organizme odredenog staniSta
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- stabilnost nabrojanih karakteristika tokom duzeg vremenskog perioda

- prakti¢an i lak nacin kosidbe nadzemnih delova

Veoma je teSko pronaci biljnu vrstu ili njen genotip, koji ima sve nabrojane
karakteristike. Naj¢eS¢e se trazi zadovoljavaju¢i kompromis izmedu svih navedenih

osobina.

2.8.2.1. Hiperakumulatorske vrste biljaka

Hiperakumulatori su vrste biljaka sa kapacitetom usvajanja i akumuliranja
jednog ili viSe teSkih metala, u koncentracijama od 100 i viSe puta veéim od drugih
biljnih vrsta gajenih u istim uslovima, bez znacajnih posledica po prezivljavanje biljke
i njenu bioprodukciju. Hiperakumulatorske vrste biljaka su Cesto izolovane sa
prirodnih podru¢ja koja su ve¢ imala poviSene koncentracije teSkih metala.
Koncentracije tesSkih metala u biljkama za neke metale kre¢u se u nivoima do 10 000
mg kg™ suve biline mase Zn i Mn, do 1000 mg kg™ Co, Cu, Ni, As i Se i do 100 mg
kg™* Cd. Utvrdeno je preko 400 biljnih hiperakumulatorskih vrsta (zeljaste forme), te
se procenjuje da do 0,2% cvetnica Cine hiperakumulatori (McGrath i Zhao, 2003).
Ove vrste akumuliraju Citav niz metala — As, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Se i Zn (Baker i
sar., 2000; LQ i sar., 2001). Metali se akumuliraju u koncentraciji 0,1-1% suve biljne
mase, Cak i kada koncentracija specificnih metala u podlozi nije znac¢ajno povisena.
Hiperakumulatori imaju visoku sposobnost translokacije teSkih metala iz korena u
nadzemni deo biljke. KarakteriSu se znacajno povec¢anom tolerancijom (tzv.
hipertolerancijom) na prisustvo teSkih metala u korenskom okruzenju i u samoj celiji,
Sto ukazuje na specificne, snazno razvijene mehanizme detoksifikacije (Prasad i
Freitas, 2003; Alkorta i sar., 2004).

Uprkos potvrdenoj sposobnosti hiperakumulacije, vecina ovih biljnih vrsta se
ne koristi u fitoekstrakciji, jer uglavhom imaju spor rast i slab prirast biomase.
Ukupna koli¢ina teSkih metala koja se iznese iz zemljiSta je suviSe mala da bi
primena ovakvih biljaka bila optimalna. Mnozenjem koli¢ine akumuliranog metala u
biljci (g metala po kg biljnog tkiva) sa stopom organskog prirasta (kg biljnog tkiva po
hektaru godisnje), dobija se koli¢ina teSkog metala koju je moguce ekstrahovati sa
nekog podru¢ja za godinu dana. Po nekim procenama, ova koli¢ina treba da

dostigne nekoliko stotina, ¢ak 1000 kg metala po hektaru godiSnje, da bi
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fitoekstrakcija bila isplativa, ali ¢ak i tad, njena primena traje 15-20 godina, u
zavisnosti od koli¢ine i dubine zagadenja (Prasad, 2002). Tipi¢an primer ovakve
vrste je Thlaspi caerulescens, poznat hiperakumulator Zn i Cd. Po jednom hektaru
ova vrsta ima relativno mali prirast od 2-5 tona (McGrath i sar., 2002). Ipak, postoje
izuzeci. Hiperakumulator Ni, Alyssum bertolonii je viSe puta uspesno koriS¢ena za
remedijaciju zemljiSta zagadenog Ni sa produkcijom od 9-22 tone po hektaru
(Chaney i sar., 2003). Paprat Pteris vittata pokazala je veliki potencijal u akumulaciji
As. Za 20 nedelja, ova paprat gajena na zemljiStu zagadenom sa 98 mg As po kg
zemlje, uklonila je 26% As iz podloge, sa akumulacijom i do 22 000 mg kg™ As (LQ i
sar., 2001). Long i sar. (2002) ukazuju na veliki potencijal vrste Sedum alfredii,
hiperakumulatora Zn. Ova biljka ima veliku bioprodukciju, a otkrivena je na drevnim
napustenim povrSinskim kopovima rude Zn i Pb isto¢ne Kine, Sto ukazuje da je
selekcija mehanizama tolerancije na teSke metale trajala tokom duzeg vremenskog

perioda.

Slika 5. Alyssum bertolonii — uspesno primenjena kao hiperakumulator i
fitoekstraktor Ni
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Nazalost, mali broj prirodnih hiperakumulatora je primenjen i testiran u
poljskim uslovima. Takode, za vecinu hiperakumultorskih vrsta, faktor
biokoncentracije teSkih metala je zadovoljavaju¢i samo na zemljiStima zagadenim
umerenom koncentracijom teSkih metala, dok se sa povecanjem sadrzaja metala u
podlozi faktor biokoncentracije zna¢ajno smanjuje (McGrath i sar. 2002). Vazno je
napomenuti da vecina istrazivaCa ukazuje na velika variranja potencijala
fitoekstrakcije odredene vrste u zavisnosti od populacije, odnosno genotipa.
Specificnost genotipa ukazuje na selekciju genski kodiranih mehanizama tolerancije

na teSke metale, na subspecijskom, populacionom nivou.

2.8.2.2. Fitoremedijacija i biljke visoke organske produkcije

Alternativa hiperakumulatorskim vrstama u fitoekstrakciji su neakumulatorske
vrste velike organske produkcije. Medu biljke takvih karakteristika spadaju drvenaste
vrste. Kada je u pitanju potencijal drvenastih vrsta u fitoremedijaciji, u literaturi se
pojavijuje termin ,dendroremedijacija“ (Komives i Gullner, 2006). Medutim, dug
period generacije drve¢a onemogucava brzu selekciju vrsta i genotipova drveca
tolerantnih na teSke metale. Stoga, drvece generalno nije adaptirano na povisene
koncentracije teSkih metala u podlozi, sa vrlo malim brojem metal-tolerantnih
ekotipova (Dickinson i sar., 1991; Kahle, 1993). Karakteristicha crta metalima
zagadenih staniSta u Evropi je odsustvo drvenastih vrsta (Turner, 1994). Medutim,
utvrdeno je da mnoge vrste drveca mogu da prezive u uslovima poviSenih
koncentracija teSkih metala uz o€uvanu metaboliCku stabilnost. Akumuliranje teskih
metala u korenu i niska translokacija metala u nadzemne delove bilijke je osnovni
uzrok prezivljavanja drveca na stanistu sa koncentrovanim teskim metalima. Na ovaj
nacin fotosintetiCki aparat je zaSticen od toksicnog dejstva teskih metala, jer
.1zbegava“ stres. Smatra se da je veliki genom drvenastih vrsta uslovio njihovu veliku
fakultativnu, fenotipsku toleranciju na razne nepovoljne uslove u zemljiStu, pa i na
teSke metale. Na ovaj nacin drvenaste vrste koje nisu u procesu genetiCke selekcije
stekle toleranciju na teSke metale (nemaju konstitutivnu toleranciju poput
hiperakumulatorskih vrsta), velikom fenotipskom varijabilnoS¢u koju su razvile tokom

evolucije, uspevaju da se izbore sa nepovoljnim uticajem kao Sto je prisustvo teskih
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metala u Zivotnoj sredini (Pulford i Watson, 2003). Geneti¢ka predispozicija postoji,
ali je utvrdeno da je fakultativna tolerancija na teSke metale u drvenastim vrstama
dominantna. Ona podrazumeva strategiju izbegavanja toksi¢nosti, ¢ime se otklanja
selektivni pritisak koji bi doveo do direktne geneticke selekcije tolerancije (Watmough
i Dickinson, 1995). Tipi¢an primer je rast korena u zagadenoj zemlji, pri ¢emu koren
JLrazi“ manje zagadena mesta u zemlji i ,izbegava“ zagadenje (Pulford i Watson,
2003). U tom smislu utvrdeno je da se adaptacija drveca na stres izazvan tesSkim
metalima povecava aklimatizacijom, linearnim postepenim povecavanjem nivoa
polutanta (Punshon i Dickinson, 1997), €ime se stimuliSe fenotipska plasti¢nost tj.
fakultativna tolerancija. U vec¢em broju istraZivanja utvrden je znacaj i specifi€nost
genotipa u ispoljavanju takve tolerancije (Landberg i Greger, 1994). U poredenju sa
hiperakumulatorima, medu drvenastim vrstama mnogo je CeS¢e da su razlike u
toleranciji i fitoekstrakciji teSkih metala medu klonovima (genotipovima) iste vrste,
vece nego razlike izmedu razli€itih vrsta. Stoga su mehanizmi tolerancije drvenastih
vrsta na poviSene koncentracije teSkih metala, razliiti od onih prisutnin u
hiperakumulatorskim vrstama.

Uprkos niskim stopama akumulacije teSkih metala u nadzemnim delovima,
drvece velike organske produkcije i brzog rasta u mnogim slu€ajevima u stanju je da
iznese vece koli¢ine teskih metala iz podloge u odnosu na hiperakumulatorske vrste.
Za potrebe fitoekstrakcije pozeljne su sledecCe karakteristike drvenaste vrste
(Punshon i sar. 1996; Dickinson 2000):

sposobnost rasta na zemljiStu sa snizenim nivoima esencijalnih elemenata
- ekstenzivan korenov sistem velike povrSine

- brza stopa rasta

- tolerancija na teSke metale

- adaptiranost na lokalne klimatske uslove

- kompeticija sa korovskim vrstama

Veci broj drvenastih vrsta je istrazivan ili koriS¢en u fitoremedijaciji: vrbe
(Salix), topole (Populus), breze (Betula), jove (Alnus) i javori (Acer). Mada su svi
nabrojani rodovi istrazivani, za potrebe fitoremedijacije najve¢a paznja je data

brzorastu¢im vrstama, medu kojima posebno mesto zauzimaju vrbe.
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2.9. Vrbe (Salix spp.) u fitoekstrakciji

Rod Salix (vrbe) spada u familiju Salicaceae. Utvrdeno je preko 400 vrsta
vrba sa preko 200 hibrida (Newsholme, 1992). Veéina vrsta vrba Zivi u nizijskim
vlaznim staniStima. Veliki broj varijeteta i hibrida, koji se razvio tokom evolucije
ukazuje na znacajnu geneticku varijabilnost ovog roda. Vrbe su razvile razliCite
tipove rasta (Slika 6), od puzecih formi (Salix repens), malih grmova (Salix aurita),
Zbunastih i Sibastih (Salix caprea, Salix cinerea) do manjeg broja stablastih formi
(Salix alba).

Salix caprea L.

Slika 6. Razli¢ite forme rasta u rodu Salix 2234

Vecina vrsta ima sposobnost formiranja vazdusnih korenova iz delova stabla i
grana, sa velikim potencijalom vegetativhog rasadivanja (Sommerville, 1992). Imaju
visoku organsku produktivnost, i invazivnu strategiju prezivljavanja. Korenovi se
razvijaju brzo i ekstenzivno. Brzo Sirenje korenova u kombinaciji sa velikim
intenzitetima transpiracije su odlicne karakteristike jedne fitoekstraktorske vrste,
usled velike kontaktne zone korena sa podlogom i rastvorenim materijama u njoj.
JosS jedna dobra karakteristika vrba je da se izbojci iz razvijenog korena razvijaju
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brzo i relativno ¢esto se mogu kositi. Prinos po hektaru za neke vrste iznosi do 15
tona suve biljne mase godisSnje (Riddell-Black, 1993). Medu najbolje proucene vrste
u fitoekstrakciji spada vrsta Salix viminalis Zbunaste forme rasta sa dokazanim
potencijalom u remedijaciji (Pulford i Watson, 2003). Predispozicije vrba u
fitoekstrakciji veoma zavise od genotipa. Pored vrba koje su tolerantne na tesSke
metale u kombinaciji sa zadovoljavajucom translokacijom u nadzemne delove,
odredeni broj genotipova je osetljiv na teSke metale (Lux et al., 2004). Zbog toga je
izbor pravog genotipa od presudnog znacaja u fitoekstrackiji vibama.

Brojnim istrazivanjima, potvrdeno je da su vrbe bilijke sa velikim potencijalom
u fitoekstrakciji teSkih metala, narocito Cd (Dickinson i Pulford, 2005). Zna&ajan broj
vrsta iz roda Salix je zadovoljio kriterijume fitoekstrakcije (Landberg i Greger, 1994;
Punshon i Dickinson, 1999; Hammer i sar. 2003; Pulford i sar., 2002; Kuzovkina i
sar., 2004; Dos Santos Utmazian i sar., 2007).

Nakon fitoekstrakcije, nastala biomasa vrba se moze dalje koristiti u nizu
delatnosti: kao gorivo za sagorevanje u vidu secke, piljevine ili presovanih briketa, za
proizvodnju papira, kartona, pirolizovanog uglja, viskoze u tekstilnoj industriji, za
pletenje korparskih proizvoda, proizvodnju etanola i prehrambene dodatke za stoku
(McElroy i Dawson, 1986). Primena vrba kao goriva za sagorevanje dozvoljava i
mogucnost fitorudarstva“, recikliranja akumuliranih teSkih metala putem filtriranja
dima i pravilnog rukovanja i prerade pepela zaostalog nakon sagorevanja (Perttu i
Kowalik, 1997; Dahl, 2000). U Svedskoj, vrste iz roda Salix gaje se veé decenijama u
komercijalne svrhe na poljoprivrednom zemljiStu, u cilju proizvodnje biomase kao
goriva za gradske toplane. Oko 15 000 ha u Svedskoj pokriveno je tzv.
.energetskom Sumom®, koju u vecini Cine zasadi vrba (Statistics Sweden, 2001).
Jedan zasad vrba traje i do 25 godina, sa Cestim koSenjem. Nakon tog perioda,
zasad se uklanja i zemljiSte oslobada za novi zasad ili druge svrhe. Smatra se da je
potrebno 8 tona suve materije po hektaru godiSnje, da bi gajenje vrba bilo ekonomski
isplativo u smislu produkcije biomase (Rosengvist, 1997). Spaljivanjem u toplanama,
Cd ostaje u pepelu. Predlozeno je da se vrSi separacija pepela, pri ¢emu se tezi deo
pepela bez Cd moZe ponovo vratiti u zasad kao dubrivo, a lakSi deo (najveéi deo
pepela), moze se deponovati ili reciklirati u cilju dobijanja koncentrovanog Cd za
druge primene (Klang-Westin i Eriksson, 2003).

Vazna karakteristika vrba, kao drvenastih vrsta, je veliki znaCaj genotipske

specificnosti u potencijalu koji imaju u fitoekstrakciji teSkih metala. Genotipska
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specificnost je potvrdena u Citavom nizu istrazivanja. Landberg i Greger (1994) su
testirali akumulaciju Cd i Zn u nizu klonova u vodenim rastvorima. Neki klonovi su bili
tolerantni na oba metala, neki samo na jedan. Transport metala u nadzemni deo
varirao je od 1% do 70%. Greger (1999) je izmedu 70 genotipova vrba istrazivao
kapacitet akumulacije Cd i utvrdio razlike i do 43 puta. Punshon i Dickinson (1999)
su ispitivali otpornost vrba na tretman Zn, Cd, Cu i Ni u vodenim kulturama.
Tolerancija je bila u vecoj meri korelisana sa genotipom ili hibridima nego sa vrstom
kao taksonomskom kategorijom. Vecina istrazivaca naglasava da je izbor specifi¢nih
genotipova potreban za svaki pojedinacan slu¢aj zagadenja teSkim metalima.

Duzina fitoekstrakcije vrbama veoma zavisi od karakteristika biljke
fitoekstraktora, ali i od karakteristika staniSta. Na staniStima koja nemaju drugu
namenu, moguce je koristiti vrbe koje nemaju izrazenu sposobnost akumulacije, pa
se remedijacija celog staniSta do prihvatljivih koncentracija polutanta u zeml;istu,
izvodi i do nekoliko decenija. Na ovaj nacin izbegava se opasnost od unosenja teskih
metala u lance ishrane, jer je njihova koncentracija ,razblazena® u tkivu vrba. Za
staniSta koja zahtevaju krac¢i vremenski period remedijacije, potrebno je izvrsiti izbor
genotipova vrba koje imaju vec¢u sposobnost akumulacije teSkih metala. Nekoliko
istrazivanja je potvrdilo da je potencijal vrba u fitoekstrakciji Cd izuzetan (Pulford i
Watson, 2003). Zacchini i sar. (2009) su testirali Sest klonova vrba na povisenim
koncentracijama Cd u hidroponima, i Klasifikovali ih kao visoko tolerantne, po
klasifikaciji koju su postavili Lux i sar. (2004). U ovom istrazivanju, genotipovi topola
su klasifikovani kao srednje tolerantni. Kako su dosada potvrdena samo dva
hiperakumulatora Cd (Thlaspi caerulescens - sa nedovoljnom produkcijom mase i
Arabidopsis halleri - sa izuzetno malom bioprodukcijom), eksploatacija vrba u

remedijaciji staniSta zagadenih Cd ima veliki potencijal.
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3. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje potencijala Cetiri genotipa vrba u
fitoekstrakciji Cd, Ni i Pb. Da bi se pravilno procenile predispozicije odabranih
genotipova u preciSc¢avanju zagadenih prirodnih stanista, potrebno je utvrditi uticaj
pojedinacnih i kombinovanih koncentracija Cd, Ni i Pb-EDTA u vodenim rastvorima,

na niz morfoloskih i fizioloSkih parametara kao Sto su:

- morfoloSki parametri: masa i zapremina korena, masa i visina izbojka, masa i
povrSina listova

- intenzitet transpiracije kao pokazatelj stabilnosti vodnog rezima

- intenziteti disanja i fotosinteze

- sadZaj pigmenata hloroplasta i fluorescencija hlorofila

- sadrzaj N, P, K i nitrata

- stepen akumulacije Cd, Ni i Pb u svim delovima biljaka

- aktivnost enzima nitrat reduktaze

- sadrzaj akumuliranog slobodnog prolina kao vid adaptacije na stres.

Rezultati svih navedenih analiza treba da daju dragocene informacije o
karakteristikama ispitanih klonova i omoguce pravilnu procenu njihove primene u
fitoekstrakciji. PozZeljno bi bilo da se Sto vece koncentracije teSkih metala akumuliraju
u izbojku i listovima, uz odrZzanje optimalne organske produkcije. U ispitivanju ¢e se
koristiti dva genotipa autohtone vrste Salix alba i dva genotipa alohtonih vrsta Salix
nigra i Salix matsudana, o kojima u dostupnoj stru¢noj literaturi za sada nema
objavljenih rezultata sli¢nih analiza. OCekuje se da se statistickim ispoljavanjem
specificnosti genotipova izvede nauc¢no utemeljena selekcija najefikasnijeg
ekstraktora ispitivanih teSkih metala. Rezultati analize navedenih parametara trebalo
bi da omoguce detaljnije definisanje ustanovljenih procesa u metabolizmu teskih

metala.

33



4. Materijal i metode

4.1. Biljni materijal

IstraZzivanje se odvijalo u dva odvojena ogleda. U prvoj godini istrazivanja
(2006.) u eksperimentu su koris¢ena Cetiri klona vrba:

1. Salix alba — klon 68/53/1 (Slika 7)

2. Salix alba — klon 106/54/0 (Slika 8)

3. Salix matsudana — klon SM 4041 (Slika 9)
4. Salix nigra — klon 0408 (Slika 10)

Analizom rezultata dobijenih u 2006. godini, izvrSena je selekcija genotipova
na osnovu njihovog potencijala u fitoekstrakciji. U drugoj godini istraZivanja (2007.) u
drugom eksperimentu su koriS¢ena dva klona: klon 1 i klon 4.

3 " &

Slika 7. Salix alba — klon 68/53/1 Slika 8. Salix alba — klon 106/54/0

34



Slika 9. Salix matsudana — klon SM Slika 10. Salix nigra — klon 0408
4041

Klonovi su dobijeni kao rezultat selekcije genotipova u Institutu za nizijsko
Sumarstvo i zivotnu sredinu u Novom Sadu.

Reznice stabla vrba su uzete u periodu mirovanja vegetacije, povezane u
snopove i ¢uvane u hladnjaci. Neposredno pre upotrebe, reznice su dezinfikovane
potapanjem u 2% rastvor bakar-sulfata u trajanju od 15 minuta. Prilikom pravljenja
reznica vodilo se raCuna da sve budu priblizno ujednacene debljine i duzine, imajuéi

u vidu znacaj njihovih dimenzija za rast i razvice biljaka.

4.2. Eksperiment — osnovni principi

Vrbe su gajene u polukontrolisanim uslovima (u staklari), u hranljivim
rastvorima, metodom vodenih kultura. Hranljivi rastvori, pripremljeni po recepturi
Hoagland-a (Hoagland i Arnon, 1950) kontinuirano su aerisani pomoc¢u vazdusnih
pumpi. Po 18 reznica stavljeno je u plasticne posude zapremine 40 litara. Reznice
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klonova (15-20 cm duzine) su u pocetnom periodu od 30 dana gajene u
dejonizovanoj vodi dok se nije razvio korenov sistem. Rastvori su menjani svake dve

nedelje.

4.2.1. Prvi eksperiment

Ogled je postavljen 20. 04. 2006. Biljke sva Cetiri klona oziljavane su u Cistoj
dejonizovanoj vodi. Na svakoj reznici izvrSeno je uklanjanje viSka izbojaka, pri c¢emu
je ostavljen samo jedan izbojak po reznici. Nakon 30 dana zapocet je tretman biljaka
rastvorima tri teSka metala (Cd, Ni, Pb-EDTA) u dve razli¢ite koncentracije. Svaki
tretman izvrSen je na 36 reznica, rasporedenih u dve posude od po 40 litara.
Kontrolne biljke gajene su u potpunom hranljivom rastvoru. U cilju Sto optimalnijeg
usvajanja metala, pH vrednost rastvora odrZzavana je u dijapazonu od 5 do 5,5. Soli
teSkih metala koriS¢ene za njihovo rastvaranje, odnosno koncentracije primenjenih
tretmana, date su u tabeli 1.

Kako se Pb u zemljiStu nalazi vezano za druge mineralne elemente i
komponente organskih materija, ono je nedostupno billkama jer je u nerastvornoj ili
teSko rastvornoj formi (Larbi i sar., 2002). U cilju povec¢anja koli¢ine dostupne frakcije
olova, Cesta je primena sintetiCkih helatirajucih supstanci. Da bi se izbeglo talozenje
sa drugim solima iz hranljivog rastvora, i povecalo usvajanje i transport Pb u biljci, u

ovom istrazivanju, Pb je dodato u obliku kompleksa sa EDTA.

Tabela 1. Soli teSkih metala i njihove koncentracije koriS¢ene u prvom eksperimentu

) _ Koncentracije Koncentracija hranljivog
Tretman | Soli teSkih metala -
tesSkih metala rastvora po Hoagland-u
Cd CdCl,-H,0 10 mol/l, 10° molll 100%
Ni NiSO,-6 H,O 10 mol/l, 10™ molll 100%
Pb Pb-EDTA 10 mol/l, 10™ molll 100%
Kontrola - - 100%

Ukupan tretman Cd i Ni trajao je 70 dana, a Pb 95 dana. Tretman Cd i Ni je
prekinut ranije jer su toksi¢ni simptomi na veéoj primenjenoj koncentraciji (10* M)

ugrozili opstanak biljaka.
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4.2.2. Drugi eksperiment

Ogled je postavijen 18.04.2007. Na osnovu rezultata prvog eksperimenta
dobijenih 2006. godine, izvrSena je selekcija genotipova, te su za dalju analizu
izdvojena dva klona:

1. Salix alba — klon 68/53/1 (Slika 7)
4. Salix nigra — klon 0408 (Slika 10)

Uklanjanje izbojaka je izvrSeno tako da je na svakoj reznici ostavljeno po dva
gornja izbojka. Nakon 17 dana oziljavanja na cCistoj dejonizovanoj vodi, biljke su
05.05.2007. tretirane sa 1/8 koncentracije hranljivog rastvora po Hoagland-u. Nakon
35 dana od pocetka ogleda, 23.05. i 24. 05. zapocet je tretman biljaka sa tri teSka
metala (Cd, Ni i Pb) kako pojedina¢no, tako i u svim medusobnim kombinacijama u
hranljivom rastvoru. Svaki tretman izvrSen je na 36 reznica, rasporedenih u dve
kadice od po 40 litara. Spisak primenjenih tretmana, hemikalija i koncentracija dat je
u tabeli 2.

Tabela 2. Soli teSkih metala i njihove koncentracije koris¢éene u drugom

eksperimentu

Koncentracija
o Koncentracije teSkih hranljivog
Tretman Soli teSkih metala etala rastvora po
Hoagland-u
Cd CdCl,-H,0 10" mol/l, 10° mol/l 25%
Ni NiSO,-6 H,0 10™ mol/l, 10™ mol/l 25%
Pb Pb-EDTA 10" mol/l, 10™ mol/l 25%
Cd + Ni CdCl,-H,0 i NiS0,-6 H,0 10™ mol/l, 10®° mol/l 25%
Cd + Pb CdCl,-H,0 i Pb-EDTA 10™ mol/l, 10®° mol/l 25%
Ni + Pb NiSO,-6 H,O i Pb-EDTA 10™ mol/l, 10®° mol/l 25%
Cd +Ni+ | CdCl,-H,0, NiSO,-6 H,0 i p . 25%
Pb Pb-EDTA 10™ mol/l, 10™ mol/l
Kontrola - - 25%
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Soli teSkih metala rastvarane su u 25% rastvoru po Hoagland-u, dok je pH
rastvora odrzavan u rasponu od 4,5 do 5,0. Smanjivanje koncentracije hranljivog
rastvora bilo je neophodno jer u 100% Hoagland-ovom rastvoru, kombinacije Pb-
EDTA sa CdCl, ili sa NiSO, (koncentracija 10 M), dovode do taloZenja nerastvornih
oblika metala, ¢ime su oni bioloSki nedostupni za biljke. Stvara se belo zamuéenje
koje verovatno poti¢e od stvaranja hidroksida olova - Pb(OH) ili stvaranja Pb-fosfata
(Kopittke i sar., 2008). Talog se stvara ¢im pH vrednost prede prag od 4,5-5,0, dok u
jako kiseloj sredini nije zapazen (pH=2,5-4,0). Stoga, su i kontrolne grupe reznica
takode gajene u 25% rastvoru po Hoagland-u, u cilju ujednaCavanja

eksperimentalnih uslova kontrole i tretmana.

4.3. FizioloSke analize

4.3.1. Parametri bioprodukcije
Od parametara rastenja mereni su sledeci pokazatelji:

a) Sirina izbojka d (mm) izmerena je na nivou prvog (najdonjeg) lisnog oZiljka

koji je u vecini slu¢ajeva oko 1 cm od gornje povrSine posude.

b) Visina biljaka h (cm) merena od reznice do vrha apikalnog meristema.

c) Biomasa biljaka (g) u svezem stanju, izrazena je i kao masa pojedinih
delova biljke: masa listova (prose¢na masa jednog lista i prose¢na masa svih listova

po biljci), masa izbojka, masa korena.

d) Lisna povrsina (LA) izraZena u cm? kao proseéna povrsina jednog lista i

prosecna povrsina svih listova po biljci

e) zapremina korena izraZena u cm?®
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4.3.2. Sadrzaj suve materije

Koncentracije nitrata, pigmenata, intenziteta disanja i fotosinteze izrazene su
u odnosu na suvu biljnu masu. Odredivanje sadrzaja suve materije je izvrSeno

suSenjem pomocu aparata Sartorius Moisture Analyzer (model MA 30).

4.3.3. Intenzitet transpiracije

Merenje intenziteta transpiracije izvrSeno je postavljanjem celih biljaka u
erlen-majer sudove, pri ¢emu je isparavanje vode sa slobodne povrSine spre¢eno
dodavanjem parafinskog ulja na povrsinu rastvora (Slika 11). Merene su promene
mase sudova sa biljkama tri puta u toku dana (7h, 13h i 19h). Merenja su vrSena u
kontinuitetu tokom tri dana, u tri ponavljanja po tretmanu. Nakon zavrSenih merenja
odredene su lisne povrSine koriS¢éenih biljaka, primenom fotoelektricnog meraca (LI-
COR, LI-3000C). Intenzitet transpiracije je izrazen u g H,O-dm?-h™.

_ =

Slika 11. Odredivanje intenziteta transpiracije
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4.3.4. Fotosinteza i disanje

Intenziteti fotosinteze i disanja odredeni su kao brzine respiratornog
usvajanja, odnosno fotosintetickog odavanja kiseonika, polarografski, koriS¢enjem
Clark-ove membranske elektrode (model Hansatech, DW1) merenjem koli€ine
kiseonika u rastvoru reakcione komore (Walker, 1987; Marjanovi¢ i Krsti¢, 1998).
Kao indikatorska elektroda koriS¢ena je platinska katoda odvojena od reakcionog
rastvora polupropustljivom teflonskom membranom koja od mogucih depolarizatora
propusta isklju€ivo kiseonik. Redukcijom kiseonika na katodi oslobada se
odgovarajuca koli¢ina anjona koji omogucavaju proticanje struje proporcionalne
jaCine. Kao referentna elektroda koriS¢ena je Ag/AgCl elektroda. Strujno kolo je
zatvoreno preko KCI mosta. Za potrebe kalibracije koriS¢eni su rastvori Na;S;0; i
destilovane vode. Potupak kalibracije elektrodnog sistema je ponavljan na svakih 20
izmerenih uzoraka. Ise¢ci od 0,08 g svezeg lisnog materijala su suspendovani u 50
mM HEPES rastvoru (N-2-hidroksietilpiperazin—N-2 etansulfonska kiselina) koji
odrzava pH (7,6-7,8) i osmotsku vrednost na optimumu. Kao izvor CO, u reakcionu
komoru je dodat rastvor 1 mM NaHCO3. Reakciona komora je hermetiCki zatvorena,
temperatura je odrzavana na 25T, a homogena razmena gasova odrzavana je
kontinuiranim meSanjem rastvora. Tokom merenja fotosinteze, reakciona komora je
osvetljena zasiéujuéim belim svetiom (1000 pmol m? s?), dok je komora zamraéena
tokom merenja disanja. Intenziteti fotosinteze i disanja izrazeni su u pmol
izdvojenog/usvojenog O, g* h™.

Koncentracija fotosintetickin pigmenata (hlorofil a, hlorofil b, karotenoidi)
odredena je metodom Wettstein-a (1957). Koncentracije su izrazene u mg g* suve
biljne materije.

Fluorescencija hlorofila a je merena pomocu PSM fluorimetra (model
Biomonitor AB) na centralnom delu intaktnih listova (Oquist i Wass, 1988; Pajevic,
1996). Nakon 30 minuta drzanja listova u zamracenim komoricama, listovi su
osvetljeni pobuduju¢im svetlom (spektar od 330-660 nm sa pikom na 500 nm), pri
¢emu je izmerena kinetika inicijalne fluorescencije. Rezultati su izrazeni kao odnos

izmedu varijabilne i maksimalne vrednosti fluorescencije (Fv/Fm).
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4.3.5. Koncentracija N, P, K i teSkih metala

Biljni materijal je osuSen i samleven. Odstranjivanje organske materije je
izvrSeno dejstvom visokih temperatura (suvim putem) osim u sluaju odredivanja N.
Od mineralizovanog biljnog materijala napravljeni su mati¢ni rastvori po metodi
preuzetoj iz Sari¢ i sar. (1990). Mati¢ni rastvori su koris¢eni za odredivanje P, K i
teSkih metala. Sadrzaj fosfora odreden je spektrofotometrijski primenom amonijum-
vanadat-molibdat metode (Gericke i Kurmies, 1952). Koncentracija K odreden je
direktno iz maticnhog rastvora pomocéu plamene fotometrije, a koncentracija Cd, Ni i
Pb atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom. Nakon razaranja organske
materije u biljnim uzorcima mokrim putem (dejstvom sumporne kiseline),
koncentracija N utvrdena je metodom Kjeldahl-a (Kjeldahl, 1883; Nelson i Sommers,
1973).

4.3.6. Koncentracija nitrata

Koncentracija nitrata odredena je po metodi preuzetoj iz Sari¢ i sar. (1990) i
Maksimovi¢ i Pajevi¢ (2002). Odmereno je po 0,5 g suvog, samlevenog biljnog
materijala. Uzorci su muckani u 20 ml dejonizovane vode na orbitalnoj muékalici 10
minuta, a nakon toga profiltrirani i pipetom preneti (5 ml) u staklene caSe.
Mineralizovanje biljnog materijala je izvrSeno u pes€anom kupatilu na 120 T uz
povremeno dodavanje 3ml H,O, do formiranja belog suvog pepela na dnu posuda.
Nakon hladenja, ¢aSe su zagrevane 10 minuta uz dodatak 2 ml fenol di-sulfonske
kiseline. Nakon toga, rastvoreni pepeo je kvantitativno prenet ispiranjem sa 20 ml
dejonizovane vode u normalne sudove od 50 ml. U sudove je dodato joS 20 ml 50%
NH4OH, nakon ¢ega su dopunjeni dejonizovanom vodom. Nakon 30 minuta €itana je
apsorbanca dobijenog ekstrakta pomocu UV-VIS spektrofotometra (model DU-65,
Beckman) na 420 nm. SadrZaj nitrata je izradunat i izraZen u pg NOs™ - g™ suve biljne

mase.
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4.3.7. Aktivnost nitrat reduktaze

Aktivnost nitrat reduktaze odredena je in vivo metodom koju su opisali
Hageman i Reed (1980). Svez biljni materijal je isitnjen, a zatim je po 200 mg
iseCaka listova i korena dodato u epruvetu u kojoj je bilo 5 ml inkubacionog rastvora
0,25 mol/L KH,PO4 (pH = 7,4). Svaka epruveta je muckana po 15 sekundi da bi se
ise¢ci homogeno izmesSali u puferu. Epruvete su inkubirane 75 minuta na 36C u
vodenom kupatilu (oko 15 minuta je potrebno da se temperatura uzorka u epruveti
izjednaCi sa temperaturom inkubacije). Odmah nakon inkubacije 0,8 ml uzorka je
dodato u epruvetu u kojoj je bilo 0,6 ml 0,1% N-(1-naftil)-etilendiaminhlorida, 0,6 ml
1% sulfanilamida u 1,5 mol/L HCI i 2 ml dejonizovane vode. Rastvori su ostavljeni 30
minuta na sobnoj temperaturi da bi se razvila boja. Apsorbanca je oc€itana na UV-VIS
spektrofotometru (model DU-65, Beckman) na talasnoj duzini od 540 nm. Aktivnost

enzima je izrazena kao pM NO; - g™* - h™™.

4.3.8. Koncentracija slobodnog prolina

Sadrzaj slobodnog prolina je odreden po metodi koju su opisali Bates i sar.
(1973). Isitnjen 1g svezeg biljlnog materijala je suspendovan u 10 ml 3%
sulfosalicilne kiseline, ¢ime je izvrSeno alozenje proteina. Odstranjivanje proteina i
ostataka éelije je vrSeno centrifugiranjem (10 minuta na 3000 o min™). Po 2 ml
bistrog rastvora prolina iz supernatanta je izmeSano sa 2 ml CH3COOH i 2 ml
ninhidrinskog reaktanta. Rastvori su inkubirani 15 minuta na 100C. Zatim je
izvrSeno hladenje rastvora, a formirani bojeni kompleks ninhidrina i prolina je
ektrahovan dodavanjem 4 ml toluola. Apsorbanca toluolskog ekstrakta prolina
oCitana je na UV-VIS spektrofotometru (model DU-65, Beckman) na talasnoj duzini

520 nm. Koncentracija slobodnog prolina je izraZena u pg g™ sveZe biljne mase.
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4.4. Statisti €ka obrada podataka

Dobijeni podaci obradeni su pomoc¢u Microsoft Excel-a i MSTATC softvera.
StatistiCka obrada rezultata obuhvatala je nekoliko koraka. Svi parametri mereni su u
vecem broju nezavisnih ponavljanja za svaki pojedinacni tretman. Dobijeni podaci su
obradeni metodom analize varijanse (ANOVA) faktorijalnog ogleda. Uporedivanje
tretmana, dvofaktorijalnom analizom tj. poredenje srednjih vrednosti ispitivanih
parametara (genotip, tretman) izvrSeno je putem Dankanovog testa (Duncan’s
multiple range test), za nivo znacajnosti p<0.05. Rezultati su prikazani tabelarno i
graficki. U opisu svake tabele, odnosno grafika, za svaki analizirani parametar data
je najmanja zajedniCka razlika (NZR). Vrednosti za svaki tretman koje su u tabelama
oznacene istim slovom ne razlikuju se znafajno za pomenuti nivo znacajnosti.
Najveca vrednost oznacena je slovom ,a“ zatim vrednosti opadaju po abecednom
nizu.

Praéena je ucCestalost statistiCki znaCajnih odstupanja vrednosti odredenih
parametara znacajnih za fitoekstrakciju u odnosu na svaki genotip: masa korena,
zapremina korena, masa izbojka, visina biljke, masa i povrSina listova, intenzitet
transpiracije, disanja i fotosinteze i akumulacija metala u nadzemnom delu biljke.

Svakom genotipu dodeljena su tri ,karaktera®:

,a" —vrednost parametra za dati genotip je statistiCki ve¢a od kontrole ili ve¢a od
vrednosti drugih genotipova

.0* — vrednost parametra za dati genotip je statistiCki jednaka sa kontrolom

,C* — vrednost parametra za dati genotip je statisticki manja od kontrole

Na osnovu ucestalosti dodeljenih karaktera izvrSena je klaster analiza,
koriS¢enjem programskog paketa STATISTICA 8. Genotipovi su grupisani u grupe
(klastere) na osnovu statistiCke bliskosti potencijala u fitoekstrakciji.
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5. Rezultati istrazivanja

5.1. Rast biljaka i produkcija biomase u prisustvu teskih metala

Homogena hloroza mladih listova je uoena na svim biljkama tretiranim
veéom koncentracijom Cd od 10 M (Slika 12). Na tretmanu od 10° M Cd, hloroza

nije bila toliko ¢esta (na manje od 50% mladih listova biljaka).

Slika 12. Hloroza mladih gornjih listova Slika 13. Hloroza i nekroti¢ne mrlje na
na tretmanu 10* M Cd — klon 1 listovima na tretmanu 10 M Ni -klon 1

Hloroti¢ni listovi su takode uoc€eni na svim billkama tretiranim koncentracijom
Ni od 10 M, na starim i na mladim listovima (Slika 13). Za razliku od Cd, hloroza je
u pocetnom stadijumu bila interkostalnog tipa, sa kasnijim prelaskom u potpunu
homogenu hlorozu lisne plo€e (Slika 14). Takode je utvrdena nekroza listova, koja je
u pocetnom stadijumu bila vidljiva u tackastoj formi na adaksijalnoj strani lista,
najéeSce na marginama lisne ploCe. PoCetna tatkasta nekroza se kasnije razvila u
jasne, Sire mrlje nekroti¢nog tkiva. Na niZzoj koncentraciji Ni od 10 M, simptomi su

bili vidljivi sporadi¢no.
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Slika 14. Pocetna interkostalna hloroza pod uticajem Ni — klon 2

Na tretmanu Pb-EDTA nije bilo vidljivih negativnih simptoma na tretiranim
biljkama (Slika 15).

Slika 15. Biljke na tretmanu Pb-EDTA bile su bez vidljivih negativnih simptoma — klon 4

Opisani simptomi toksi¢nosti su se javljali i u kombinovanim rastvorima teskih

metala, u zavisnosti od prisustva Cd odnosno Ni u rastvoru. Najjaca izraZzenost
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simptoma uocena je na biljkama gajenim u rastvorima u kojima su se Cd i Ni nalazili

zajedno u koncentraciji od 10“ M (tretman Cd+Ni i tretman Cd+Ni+Pb).

5.1.1. Uticaj kadmijuma na rast biljaka i produkcij  u biomase

Pod uticajem Cd, masa korena je bila veca ili statistiCki jednaka masi korena

kontrolnih biljaka (Slika 16). lzuzetak je klon 2, koji je imao zna¢ajno manju masu
korena pri tretmanu 10“ M Cd.

O kontrola
4

a HCd10
1.39 cd 10°

Masa korena (g)

2 Klonovi 3 4

Slika 16. Masa korena u zavisnosti od koncentracije Cd
(NZR - 0,13)

Zapremina korena se povecala pod uticajem kadmijuma u korelaciji sa
masom korena (Slika 17). Ponovo je jedini izuzetak bio klon 2, kod koga je doSlo do
znacajnog smanjenja zapremine korena.
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Slika 17. Zapremina korena u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR - 0,15)

Visina izbojka je znacajno opala pod uticajem kadmijuma, narocito na vecoj

primenjenoj koncentraciji 10* M Cd (Slika 18). Pod uticajem koncentracije 10° M Cd

kod klonova 3 i 4 nije doSlo do zna€ajnog smanjenja visine izbojka.
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Slika 18. Visina izbojka u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR — 4,41)
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Slika 19. Sirina izbojka u zavisnosti od koncentracije Cd
(NZR - 0,17)

Sirina izbojka se znadajno smanjila u odnosu na kontrolne biljke pri oba
tretmana Cd (Slika 19). Statisticki zna€ajnih razlika u Sirini izbojka izmedu tretmana
10§ 10° M Cd, nije bilo, osim kod klona 2.

Masa izbojka je takode znacajno redukovana pod uticajem tretmana
kadmijumom, narogito dejstvom vece koncentracije Cd od 10 M (Slika 20). Razlika
u masi izbojka, koja je utvrdena izmedu dve koncentracije Cd 10 i 10®° M, bila je

statistiCki znacajna samo kod klona 2.
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Slika 20. Masa izbojka u zavisnosti od koncentracije Cd
(NZR - 0,35)
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Ukupna masa listova po izbojku znacajno je opala pod uticajem kadmijuma

kod svih ispitivanih klonova (Slika 21). Klon 4 je imao najveéu masu lista na

tretmanima Cd, a klonovi 2 i 3 najmanju. Visa koncentracija Cd je kod klonova 1 i 2

znacajnije redukovala ukupnu masu listova.

Masa listova po izbojku (g)
o = N w A

C U= O N Ul Ww U 01Ol
L L L L L L L L L J

Klonovi

a
4.32

O kontrola

mcd10*

cd 10°
D

Slika 21. Masa listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR — 0,45)

PovrSina listova po izbojku se takode znacajno smanjila pod uticajem obe

primenjene koncentracije Cd (Slika 22). Klon 4 se izdvojio kao genotip sa najve¢om

povrSinom listova pod uticajem Cd, dok izmedu klonova 1, 2 i 3 nije bilo znacajnih

razlika na tretmanu Cd, osim kod klona 2 na ve¢oj koncentraciji (10 M).
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Slika 22. PovrSina listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR - 37,55)
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ProseCna masa lista je bila najveca kod klona 4, gde su tretirane biljke imale

vecu masu lista od kontrolnih biljaka klona 2 i 3 (Slika 23). Uticaj tretmana Cd,

pogotovo veée koncentracije od 10 M, doveo je do opadanja mase lista kod svih

klonova, mada kod klona 3, gde je masa lista bila najmanja, razlike izmedu tretmana

nisu bile znacajne.
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Slika 23. ProseCna masa lista u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR - 12,10)

Prosecna povrsina lista je bila u korelaciji (r=0,97) sa proseChom masom lista

(Slika 24). Klon 4 je imao najvecu povrsinu lista, dok je kod klon 3 imao smanjenje

prosecne povrsine lista pod uticajem Cd, koje nije bilo statisti¢ki znac¢ajno. Uticaj dve

primenjene koncentracije Cd (10 i 10> M) medusobno se znadéajno razlikovao samo

kod klona 2.
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Slika 24. Prosec¢na povrSina lista u zavisnosti od koncentracije Cd

(NZR - 1,21)

5.1.2. Uticaj nikla na rast biljaka i produkciju bi ~ omase

Tretman ve¢om koncentracijom Ni (10 M) doveo je do znadajnog smanjenja

mase korena svih klonova osim cCetvrtog, u poredenju sa kontrolnim tretmanom

(Slika 25). Primenom koncentracije Ni od 10 M nije doslo do znagajne promene u

masi korena u odnosu na kontrolu.

bc
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Klonovi
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Slika 25. Masa korena u zavisnosti od koncentracije Ni

(NZR - 0,14)
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Manja koncentracija Ni (10° M) nije zna&ajno uticala na zapreminu korena,
sem kod klona 1 gde je u odnosu na kontrolne biljke doSlo do zna¢ajnog povecéanja
ovog parametra (Slika 26). Veéa koncentracija Ni (10“ M) dovela je do znagajnog
smanjenja zapremine korena. Pod uticajem vece koncentracije Ni zapremina korena

je opala viSe od dva puta, uz izuzetak biljaka klona 4.
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Slika 26. Zapremina korena u zavisnosti od koncentracije Ni
(NZR - 0,17)

Visina izbojka se znacajno smanijila pod uticajem povisenih koncentracija Ni
(Slika 27). Redukcija visine nije bila statistiCki zna¢ajna samo na manjoj primenjenoj
koncentraciji nikla (10° M) kod klonova 1 i 4. Izuzimajuéi klon 4, tretman 10* M Ni,

doveo je do smanjenja visine biljke za priblizno 50%.
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Slika 27. Visina izbojka u zavisnosti od koncentracije Ni
(NZR - 4,42)
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Sirina izbojka je znagajno redukovana pod uticajem Ni, narodito na vecoj
primenjenoj koncentraciji 10* M Ni, ali u manjoj meri u odnosu na visinu (Slika 28).
Klonovi 2 i 4 gajeni na manjoj koncentraciji od 10° M Ni nisu imali statisti¢ki znagajno
smanjenje Sirine izbojka u odnosu na kontrolne biljke.

Masa izbojka je najviSe redukovana u odnosu na ostale morfoloSke
parametre, pod uticajem viSe primenjene koncentracije 10* M Ni (Slika 29). Kod
klona 1 masa izbojka je opala 6,33 puta u odnosu na kontrolu, dok je najmanja
redukcija mase utvrdena kod klona 4, - 2,43 puta. Manja koncentracija 10™ Ni,
takode je dovela do smanjenja mase izbojaka, ali je to smanjenje bilo statisticki
znacajno jedino kod klona 3.
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Slika 28. Sirina izbojka u zavisnosti od koncentracije Ni
(NZR — 0,14)
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Slika 29. Masa izbojka u zavisnosti od koncentracije Ni

(NZR - 0,35)

Pod uticajem tretmana vecom koncentracijom Ni (10* M) doslo je do

znacCajnog opadanja ukupne mase listova po izbojku (Slika 30). Veca koncentracija

Ni (10™° M) nije dovela do zna&ajnih promena u masi listova. Klon 3 je imao najmaniju

masu listova na kontrolnom tretmanu u poredenju sa ostalim klonovima.

Masa listova po izbojku (g)
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mNi10™*
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Slika 30. Masa listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije nikla

(NZR - 1,154)
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PovrSina listova po izbojku je bila u potpunoj korelaciji (r=0,98) sa masom

listova (Slika 31). Samo vecéa koncentracija Ni je zna€ajno redukovala lisne povrSine,

dok je klon 3 takode imao najmanju povrSinu lista na kontrolnom tretmanu u

poredenju sa drugim genotipovima.

ProseCha masa lista se smanijila zna¢ajno pod uticajem oba primenjena

tretmana Ni (Slika 32). lzuzetak je klon 3 kod kojeg nije bilo statistiCki znacajne

razlike u ovom parametru izmedu kontrolnih i biljaka na tretmanu manjom

koncentracijom Ni (10 M).

%)

400 -
350 4
300 4
250 4
200 4
150 4
100 4

50 1

Povrsina listova po izbojku (cm

Klonovi

ab
316.1

O kontrola
mNi10™*
Ni 10~

bc
249.8

Slika 31. PovrSina listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije nikla

(NZR - 79,76)
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Slika 32. Prose¢na masa lista u zavisnosti od koncentracije Ni

(NZR - 11,31)
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PovrSina lista je opadala slicno kao i masa lista (Slika 33). Vec¢a koncentracija
Ni je uslovila znacajniju redukciju lisne povrSine. Klon 4 je imao najvecu povrSinu

lista na svim primenjenim tretmanima.
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Slika 33. Prosec€na povrSina lista u zavisnosti od koncentracije Ni
(NZR - 1,12)

5.1.3. Uticaj Pb na rast biljaka i produkciju bioma  se

Pod uticajem tretmana Pb-EDTA masa korena je specificno varirala u
zavisnosti od klona (Slika 34). Kod klona 1 doSlo je do znacajnog poveéanja mase
korena kod obe primenjene koncentracije Pb-EDTA, dok kod klona 2 tretmani nisu
uslovili statisticki znaCajne promene. Tretman Pb-EDTA je doveo do smanjenja
mase korenova kod klonova 3 i 4, naro€ito pod uticajem vece koncentracije Pb-
EDTA od 10 M.
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Slika 34. Masa korena u zavisnosti od koncentracije Pb-EDTA
(NZR — 0,47)

Zapremina korena se menjala pod uticajem tretmana Pb-EDTA u korelaciji sa
masom korena (Slika 35). Tretman Pb-EDTA doveo je do povecanja zapremine
korena kod klona 1, dok kod klona 2 nije bilo znac¢ajnih razlika izmedu kontrolnih i
tretiranih vrba. Zapremina korena je zna€ajno opala pod uticajem obe koncentracije
Pb-EDTA kod klonova 3 i 4, narogito pod uticajem veée koncentracije (10 M).

Visina izbojka se nije znacajno menjala pod uticajem tretmana Pb-EDTA
(Slika 36). I1zuzetak je klon 3, kod koga su biljke na koncentraciji od 10* M Pb-EDTA

bile niZze za jedan nivo znacajnosti u poredenju sa kontrolom klona 4.
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Slika 35. Zapremina korena u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR - 0.72)
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Slika 36. Visina izbojka u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR - 13.32)

Kod klonova 3 i 4 pod uticajem vece koncentracije Pb-EDTA, doSlo je do
statisticki zna¢ajnog opadanja Sirine izbojka u odnosu na kontrolne biljke (Slika 37).
U svim ostalim slu¢ajevima tretman Pb-EDTA nije znacajno uticao na ovaj morfoloski

parametar.
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Slika 37. Sirina izbojka u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR — 0,28)

Masa izbojka varirala je pod uticajem Pb-EDTA u korelaciji sa visinom i
Sirinom izbojka (Slika 38). Pod uticajem Pb-EDTA, kod klonova 3 i 4 masa izbojka se
smanjila, kod klona 2 nije bilo zna€ajnih promena, dok se kod klona 1 znacajno

povedala na veéoj primenjenoj koncentraciji od 10 M.

58



O kontrola
a 4
a
56 B Pb 105
Pb 10’

Masa izbojka (g)
w

Klonovi

Slika 38. Masa izbojka u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR - 0,60)

Delovanje Pb-EDTA dovelo je do znacajne redukcije mase listova po izbojku

klonova 3 i 4 na veéoj koncentraciji (10 M), dok je kod klona 1 doslo do znagajnog

povecanja mase listova pri obe primenjene koncentracije Pb-EDTA (Slika 39).

Najmanju masu listova imao je klon 3.

O kontrola
a 4
EPb 10
21 1086 Pb 10°
10 - b b
gog 854

c cd c
6.49 6.63 6.71

(o)
1

Masa listova po izbojku (g)
(@]

Klonovi

Slika 39. Masa listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR - 0,55)
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PovrSina listova po izbojku se znacajno smanjila kod klona 4 pod uticajem
vece primenjene koncentracije Pb-EDTA (Slika 40). Manja koncentracija Pb-EDTA
nije uzrokovala znacajne promene ovog parametra ni kod jednog genotipa. Klon 3 je
imao najmanju lisnu povrSinu dok je kod klona 1 utvrden stimulativni efekat Pb-
EDTA.

O kontrola
900 - a mPb10*
Pb 10°
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d d
3439 3305
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PovrSina listova po izbojku (cm
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Slika 40. PovrsSina listova po izbojku u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR - 156,40)

ProseCna masa lista se znaCajno smanjila pod uticajem Pb-EDTA kod svih
ispitivanih klonova (Slika 41). Smanjenje mase lista pod uticajem vecCe primenjene

koncentracije od 10* M Pb-EDTA je bilo zna¢ajno veée kod klonova 3 i 4.

O kontrola

mPb10*

Pb 10°
a

3004 b 266.5 b

=) 23738 ¢ g 237.25 248.88
2 250 4 c d d
o 192 198.75
3 200 - . .
@
8 150 4 140.13 ; 136.88
1S
S 100 4
0
Q
8 50 4
o
0
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Slika 41. ProseCna masa lista u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR — 16.79)
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ProsecCna povrSina lista se zna¢ajno smanjila pod uticajem tretmana Pb-EDTA
sa izuzetkom klonova 3 i 4 na ve¢oj koncentraciji od 10* M Pb-EDTA (Slika 42). Klon

3 imao je najmanju povrsinu lista na svim primenjenim tretmanima.

O kontrola
mPb10*
95 - a @Pb 10°
g 19b11 be
=~ 20 - 18.78
©
D
g 151 o
S 1001 j 10.14
o 10 - 7.8
o
o
0 54
(D)
[70]
e
a O

1 2 Klonovi 3 4

Slika 42. Prosec¢na povrsina lista u zavisnosti od koncentracije Pb
(NZR — 1,23)

5.1.4. Uticaj kombinovanih tretmana teSkih metalan  arast biljaka i

produkciju biomase

Uticaj kombinovanih tretmana Cd, Ni i Pb-EDTA u koncentraciji od 10* M na
klonove 1 i 4 prikazan je na slici 43. Kod klona 1 nije utvrdeno povecanje mase
korena u odnosu na kontrolu, dok je kod klona 4 doSlo do povecanja pod uticajem
Cd, Pb i Ni+Pb. Te razlike nisu bile statisti¢ki znaCajne, osim pod uticajem olova.
Tretmani Ni, Cd+Ni i Cd+Ni+Pb doveli su do znatajne redukcije u masi korena.

Tretmani Cd+Pb i Ni+Pb znac¢ajno su smanjili masu korena klona 1.
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Masa korena (g)
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i de bcd bc
1 (c):S(:_ 0.92 0.87 0.88
: cde
0.8 1 of 0.67  def
0.55 0.56
0.6 4 fq
fg 0.36 fg fg
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Slika 43. Masa korena u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10* M
(NZR - 0,28)

Zapremina korena klona 1 opala je zna¢ajno pod uticajem svih rastvora teskih

metala osim pojedina¢nog rastvora kadmijuma (Slika 44). Kao i kod mase korena,

zapremina korena je najviSe redukovana dejstvom tretmana Ni, Cd+Ni i Cd+Ni+Pb.

Znacajno manju zapreminu korena, klonovi su imali i pod uticajem tretmana Cd+Pb i

Ni+Pb. U okviru istog tretmana nije bilo zna€ajnih razlika izmedu genotipova.
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Slika 44. Zapremina korena u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10 M
(NZR - 0,40)
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Uticaj kombinovanih tretmana te$kih metala koncentracije 10° M na masu
korena prikazan je na slici 45. Tretmani Cd i Cd+Pb nisu doveli do promene u masi
korena ispitivanih klonova. Tretman Pb i Cd+Ni doveo je do znacajnog redukovanja
mase korena kod klona 1. Najmanju masu korena imale su vrbe tretirane sa sva tri
teSka metala. Klon 1 imao je veéu masu korena u odnosu na klon 4 na kontrolnom
tretmanu i na tretmanima Cd i Ni+Pb.

Zapremina korena nije se znacajno promenila u odnosu na kontrolu pod
uticajem Cd, Cd+Pb koncentracije 10 M kod oba ispitivana klona, a kod klona 4 i na
tretmanima Pb, i Ni+Pb (Slika 46). Najmanja zapremina korena je izmerena kod vrba
gajenih u rastvorima Cd+Ni i Cd+Ni+Pb.
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Kontrola Cd Ni Pb CdNi CdPb NiPb CdNiPb

Slika 45. Masa korena u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10° M
(NZR - 0,29)
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Slika 46. Zapremina korena u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10> M
(NZR - 0,34)

Svi tretmani teskih metala koncentracije 10* M uticali su na znaéajno
smanjenje visine izbojka, sa izuzetkom tretmana Pb klona 1 (Slika 47). Biljke gajene
u rastvorima Cd+Pb i Ni+Pb imale su vecu visinu u poredenju sa pojedinacnim
tretmanima Cd i Ni. Kombinovani tretman sva tri teSka metala je najznacajnije

redukovao visinu izbojka.
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Slika 47. Visina izbojka u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10* M
(NZR - 2,45)

Tretman Pb (10 M) nije uticao na znadajnu promenu Sirina izbojaka u
odnosu na kontrolu (Slika 48). Vrbe tretirane rastvorom Ni+Pb, imale su signifikantno
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vecu Sirinu izbojka u odnosu na Cist tretman Ni. Najmanje Sirine izbojaka izmerene

su kod oba klona na kombinovanom tretmanu sva tri teSka metala.

Sliéno parametrima visine i irine izbojka, tretman Pb (10 M) nije doveo do

signifikantnog opadanja mase izbojka u poredenju sa kontrolnim tretmanom, dok je

najznacajnije smanjenje ovog parametra utvrdeno na kombinovanom tretmanu sva
tri teSka metala (slika 49). Masa izbojka tretmana Cd+Pb i Ni+Pb bila je jednaka ili

znacajno veca u odnosu na pojedinacne tretmane Cd i Ni.
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Slika 48. Sirina izbojka u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10* M

(NZR -0,13)
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Slika 49. Masa izbojka u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10* M
(NZR - 0.23)
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Za sve parametre izbojka je karakteristicno da su pracene vrednosti pod
dejstvom tretmana sa dva teSka metala (Cd+Ni, Cd+Pb i Ni+Pb — koncentracija 10™
M) bile najniZze na tretmanu Cd+Ni (Slike 47 - 49). Klon 4 je u vecini slu¢ajeva (16 od
21 tretman teSkim metalima) imao znacajno vecée vrednosti u odnosu na klon 2.

Kod klona 4 nisu utvrdene znacajne razlike u visini izbojka za tretmane Cd,
Pb i Cd+Ni koncentracije 10° M (Slika 50). Kod klona 1 svi tretmani su doveli do
znadajnog opadanja visine izbojka, ali u manjoj meri nego na koncentracijama 10 M
(Slika 47 i 50).
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Slika 50. Visina izbojka u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10° M
(NZR - 2,54)

Sirina izbojka je takode opadala manje pod dejstvom koncentracija 10° M, u
poredenju sa koncentracijama 10* M (Slika 51). Najmanju S$irinu izbojka imale su
biljke gajene na rastvoru Cd+Ni+Pb.
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Slika 51. Sirina izbojka u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10° M
(NZR - 0,13)

Masa izbojka je na svim tretmanima koncentracija 10° M bila statisticki
znacajno veca kod klona 4 u poredenju sa klonom 1 (Slika 52). Najnize mase imale
su billke na tretmanu sva tri metala. Tretman Pb-EDTA je stimulativho delovao na
masu izbojka klona 4. Masa izbojaka je bila veca na tretmanima Cd+Pb i Ni+Pb u
poredenju sa pojedina¢nim tretmanima Cd i Ni. Tretman Cd+Ni je viSe redukovao
masu izbojka u poredenju sa tretmanima Cd+Pb (bez znacajnosti) i Ni+Pb (statisticki
znacajno).

Ukupne mase listova po izbojku (Slika 53) i povrsine listova po izbojku (Slika
54) su znacajno opale pod uticajem svih tretmana osim Pb. Najmanje vrednosti su
utvrdene na tretmanu Cd+Ni, pa zatim na tretmanu Cd+Ni+Pb. Kod klona 1 tretmani
Cd+Pb i Ni+Pb su uzrokovali znaCajno vecu masu listova u poredenju sa
pojedinacnim tretmanima Cd i Ni (Slika 53). Klon 4 je imao jednaku ili znacajno vecu

masu i povrsinu listova u odnosu na klon 1.
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Slika 52. Masa izbojka u zavisnosti od tretmana teSkim metalima koncentracije 10° M

(NZR — 0,29)
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Slika 53. Masa listova po izbojku u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10" M (NZR — 0,46)

Tretman Cd+Pb je kod oba klona uzrokovao vec¢u povrsinu listova po izbojku

u poredenju sa pojedina¢nim tretmanom Cd.
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Slika 54. Povrsina listova po izbojku u zavisnosti od tretmana teskim metalima
koncentracije 10" M (NZR — 26,06)

ProseCha masa lista i proseCna povrSina lista su se u znacajnijoj meri

smanjivale kod klona 1 pod uticajem teSkih metala (Slike 55 i 56). Najmanju

prose¢nu masu i povrSinu pojedinac¢nog lista oba klona su imala na tretmanu Cd+Ni.

Uticaj tretmana Cd, Pb i Cd+Ni+Pb nije doveo do smanjenja mase lista klona 4 (Slika

55). Masa lista klona 1 bila je zna¢ajno manja na tretmanima Cd+Pb i Ni+Pb u

poredenju sa pojedinacnim tretmanima Cd i Ni.
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Slika 55. Proseéna masa lista u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10* M
(NZR - 0,016)

ProseCna povrSina lista klona 4 nije se znafajno menjala pod uticajem
tretmana Pb (Slika 56).
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Slika 56. Prosec¢na povrsina lista u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10" M (NZR — 0,016)

Tretmani teskim metalima koncentracije 10° M su u manjoj meri redukovali
ukupnu masu i povrsinu listova po izbojku u odnosu na koncentracije 10 M (Slike
571 58). Klon 4 je imao znacajno vece vrednosti ovih parametara u vecini slucajeva.

Klonovi su reagovali specificno na tretmane. Signifikantno najmanju masu
listova klon 1 imao je na tretmanu Cd+Ni+Pb, zatim na tretmanima Cd, Cd+Pb i
Cd+Ni, a klon 4 na tretmanima Cd+Ni i Cd+Ni+Pb (Slika 57). Tretman Pb-EDTA je

delovao stimulativho na masu listova klona 4.
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Slika 57. Masa listova po izbojku u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10° M (NZR — 0,39)
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PovrSina listova po izbojku se nije signifikantno promenila kod klona 4 samo
na tretmanu Cd u odnosu na kontrolu, dok je u svim ostalim slu€ajevima opala (Slika
58).
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Slika 58. PovrSina listova po izbojku u zavisnosti od tretmana teSkim metalima koncentracije
10° M (NZR — 28,47)

ProseCne mase i povrSine pojedinacnog lista bile su znacajno veée u svim
slucajevima kod klona 4 u odnosu na klon 1 (Slike 59 i 60). Najmanje vrednosti ovih
parametara su utvdene na tretmanu sva tri teSka metala.

ProseCnha masa lista nije znaCajno opala kod klona 1 na tretmanima Pb i
Ni+Pb, a kod klona 4 na tretmanima Ni i Ni+Pb (Slika 59). Tretman Pb je stimulativho
delovao na prosec¢nu masu lista klona 4.

Prose¢na povrSina lista nije se znacajno smanijila samo kod klona 4 na
tretmanu Ni+Pb, dok je u svim ostalim tretmanima znacajno opala (Slike 60). Izmedu
tretmana teskih metala u vecini slu¢ajeva nisu utvrdene statisticki znacajne razlikje u

okviru istog genotipa.
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Slika 59. Proseéna masa lista u zavisnosti od tretmana teskim metalima koncentracije 10° M

(NZR - 0,014)
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Slika 60. Prosecna povrsina lista u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10° M (NZR — 1,15)
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5.2. Uticaj Cd, Ni i Pb-EDTA na intenzitet transpir  acije

Intenzitet transpiracije je bio najveéi u prepodnevnom periodu, sa tendencijom
opadanja tokom popodnevnog perioda, dok je u toku noci bio na najnizem nivou
(Slika 61). Ovakva dinamika promene transpiracije tokom 24 sata dnevno imala je

isti obrazac pod uticajem svih primenjenih tretmana.
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Slika 61. Intenzitet transpiracije kontrolnih biljaka u zavisnosti od perioda dana

Pod uticajem Cd u toku prepodneva, intenzitet transpiracije zna¢ajno je opao
samo kod klona 2 (Slika 62).

U popodnevnom periodu, prisustvo Cd je takode znacajno smanijilo
transpiraciju biljaka klona 2, dok je kod klona 3, pod uticajem vece koncentracije Cd

(10™* M) doslo do poveéanja intenziteta transpiracije (Slika 63).
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Slika 62. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Cd u periodu od 07-13h
(NZR = 0,25)
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Slika 63. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Cd u periodu od 13-19h
(NZR =0,20)
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U toku nodi intenzitet transpiracije je opao na zanemarljivo malu vrednost,
usled Cega razlike u intenzitetu transpiracije izmedu tretmana nisu pokazale
statisticku znacajnost (Slika 64).
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Slika 64. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Cd u periodu od 19-07h
(NZR = 0,04)

Pod uticajem tretmana ve¢om koncentracijom Ni (10 M) kod klonova 1i 2 je
doslo do znacajnog opadanja intenziteta transpiracije, Sto nije bio slu¢aj za klonove 3
i 4 (Slika 65). Klon 1 imao je najmanju vrednost intenziteta trasnpiracije pod uticajem
tretmana. Klon 2 imao je zna¢ajno manju transpiraciju u odnosu na kontrolne biljke
kod oba primenjena tretmana Ni.

Intenzitet transpiracije u toku popodneva varirao je u korelaciji sa
prepodnevnim periodom (Slika 66). Klonovi 1 i 2 su jedini imali znaajno opadanje

transpiracije, dok kod klonova 3 i 4 nije bilo zna€ajnih promena.
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Slika 65. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Ni u periodu od 07-13h

(NZR =0.23)
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Slika 66. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Ni u periodu od 13-19h
(NZR = 0.15)

U toku noéi tretman Ni nije doveo do znaCajnih promena u intenzitetu

transpiracije koji je opao za nekoliko puta u odnosu na dnevni period (Slika 67).
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Slika 67. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Ni u periodu od 19-07h

(NZR = 0.06)

Tretman Pb-EDTA doveo je do znaCajnog smanjenja intenziteta transpiracije

u odnosu na kontrolni tretman samo kod klona 2 i to pri obe primenjene

koncentracije Pb-EDTA (Slika 68).
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Slika 68. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Pb-EDTA

u periodu od 07-13h (NZR = (0.02)

U toku popodneva, tretman Pb-EDTA doveo je do znaCajnog smanjenja

transpiracije samo kod klona 2 pod uticajem koncentracije 10* M (Slika 69).
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Slika 69. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Pb-EDTA
u periodu od 13-19h (NZR =0.12)

U toku nodi, kao i pri tretmanima Cd i Ni, Pb-EDTA nije uticalo na znacajne

promene u intenzitetima transpiracije izmedu tretmana i klonova (Slika 70).
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Slika 70. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana Pb-EDTA
u periodu od 19-07h (NZR = 0.05)
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5.2.1. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metalan  a intenzitet

transpiracije

Intenzitet trasnpiracije u prepodnevnom periodu je najznacajnije opao na
tretmanima Cd+Ni, Cd+Pb i Cd+Ni+Pb (Slika 71). Takode, kod klona 1, transpiracija
je bila u istom nivou znacajnosti sa najnizim vrednostima tretmana Cd i Pb, a kod

klona 4 na tretmanu Ni.

4 OKlon 1
10" M
— 0.9 - a @ Klon 4
< ab 0.8
~ 084 bc 073 be - bc
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g 071 — — c 2%
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2 0.6 1 d —
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% e e
£ 0.4 0.34 0.34 of ef ef of
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Kontrola Cd Ni Pb CdNi CdPb NiPb CdNiPb

Slika 71. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10 M u periodu od 07-13h (NZR = 0,10)

Odnosi izmedu uticaja tretmana na intenzitet transpiracije u popodnevnom
periodu bili su u potpunoj korelaciji sa prepodnevnim periodom (Slika 72). Vrednosti
intenziteta transpiracije u toku popodneva su bile manje u odnosu na prepodne za

sve primenjene tretmane.

79



10-4 M OoKlon 1
. a @ Klon 4
. ab
~ 044 ab 0.36
0.34
g 0.35 - be
o 0.29 bed
3 031 0C26
° cde )
= 0.25 - cde cde cde 0.21
S 0.2- 0.19 de 0.18 0.18 de de
5 0.16 015 0.16
2 .
€ 0.15 © © ©
g 0.1 0.1 0.1
o] 0.1 4
g 0.05 -
[J]
S 0 ' ' ' ' ' ' ;
Kontrola Cd Ni Pb CdNi CdPb NiPb CdNiPb

Slika 72. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10 M u periodu od 13-19h (NZR = 0,16)

U toku nodi, intenzitet transpiracije je imao vrlo niske vrednosti izmedu kojih
nije bilo znacajnih razlika (Slika 73).
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Slika 73. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10 M u periodu od 19-07h (NZR = 0,04)

Intenzitet transpiracije u toku prepodneva je opao u manjoj meri na
tretmanima teskih metala koncentracije 10° M, u poredenju sa koncentracijom 10
M, te su i razlike izmedu tretmana manje znacajne (Slika 74). Kod klona 1 intenzitet
transpiracije se znacajno povecao na tretmanima Cd, Pb, Cd+Ni i Cd+Pb, a kod

klona 4 na tretmanima Cd, Pb i Cd+Pb. Zna€ajno opadanje pra¢enog parametra
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utvrdeno je kod klona 1 na tretmanu Cd+Ni+Pb, a kod klona 4 na tretmanima Ni i Cd

Ni+Pb.
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Slika 74. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10 M u periodu od 07-13h (NZR = 0,4927)

U toku popodneva, teski metali koncentracije 10° M nisu uticali na statisti¢ki

znaCajnu promenu intenziteta transpiracije kod oba ispitivana klona (Slika 75), a

vrednosti su bile znacajno manje u odnosu na prepodnevni period.
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Slika 75. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10 M u periodu od 13-19h (NZR = 0,169)
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Pod uticajem teskih metala koncentracija 10° M, u toku noéi intenzitet
transpiracije se odrzavao na niskom nivou, bez znac¢ajnih razlika medu tretmanima i

genotipovima, kao i pri primeni ve¢e koncentracije od 10 M (Slika 76).
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Slika 76. Intenzitet transpiracije u zavisnosti od tretmana teSkim metalima
koncentracije 10° M u periodu od 19-07h (NZR = 0,04)

5.3. Koncentracija pigmenata pod uticajem teskih me  tala

Koncentracija pigmenata u mladim listovima je znacajno opala pod uticajem
tretmana Cd na obe primenjene koncentracije (Tabela 3). lzuzetak je koncentracija
hlorofila b kod klonova 2 i 3 kada nije bilo statisticki znaCajnog smanjenja
koncentracije ovog pigmenta u odnosu na kontrolne biljke. Medutim, u ovom slu€aju
koncentracija pigmenata u kontrolnim biljkama je takode bila zna¢ajno niza u odnosu
na klonove 1 4.
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Tabela 3. Uticaj Cd na koncentraciju pigmenata u mladim listovima

Klon LTretman | Hiorofil a | Hlorofil b | Hlorofil a + b | Karotenoidi
mg/g suve materije
Cd (M / t

0 9.89 ¢ 287a 12.45 b 2.55d

1 10 1.12] 0.38d 1.57h 0.35]
10° 1.73 hi 0.38 d 2.07 gh 0.68 i

0 11.01b 1.43 bc 12.47 b 3.58b

2 10 6.99 d 1.13¢ 8.19¢c 212e
10° 1.52 jj 0.62 d 2.11gh 0.54 i

0 11.96 a 157 b 13.32 a 377 a

3 10* 3.31f 1.33 bc 4.80 e 1.13g
10° 4.01e 1.54 b 5.59 d 1.34 f

0 10.61 b 314 a 13.58 a 2.85¢C

4 10 2.78 g 0.63d 3.40f 0.98 h
107 2.18 h 0.75d 2.83fg 0.68 i

NZR 0.49 0.35 0.78 0.14

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Uticaj Cd na starije listove takode je doveo do opadanja koncentracije

pigmenata (Tabela 4). Znac€ajnih razlika nije bilo jedino kod klona 3 za hlorofil b i

karotenoide. Medutim, smanjenje koncentracije fotosintetiCkih pigmenata u starim

listovima bilo je manje izrazeno u odnosu na mlade listove. U mladim listovima

koncentracija pigmenata je u vecini slu¢ajeva opala za viSe od dva puta (Cesto i visSe)

u odnosu na kontrolu, Sto kod starijih listova, uz neke izuzetke, nije bio slucaj.

Tabela 4. Uticaj Cd na koncentraciju pigmenata u starim listovima

Klon LTretman | Hiorofil a | Hlorofil b | Hlorofil a +b | Karotenoidi
Cd (M) mg/g suve materije

0 11.39a 3.08a 14.12 a 295b

1 10 7.07 cd 1.45 cd 8.46 cd 2.25cd
107 6.55 de 2.39b 9.04 cd 1.92 def

0 12.17 a 1.37 cd 13.57 a 3.82a

2 10 1.04 g 034e 142 g 0.33h
107 6.22 de 2.36b 8.71 cd 1.76 efg

0 8.74b 2.32b 11.03 b 2.33¢

3 10* 4.16 f 1.50 cd 5.89 f 1.43 g
10° 6.94 cd 2.34b 9.29 cd 2.04 cde
0 8.11 bc 2.24 b 9.97 bc 2.11 cde

4 10 5.62 e 1.25d 6.74 ef 1.75 efg
10° 6.10 de 1.73¢ 7.90 de 1.64 fg
NZR 1.15 0.44 1.48 0.34

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
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Tretman veéom koncentracijom Ni (10“ M) doveo je do znadajnog smanjenja
koncentracije pigmenata u mladim listovima sa jednim izuzetkom za hlorofil b kod
klona 3, koji je i u kontrolnim billkama imao zna€ajno manju koncentraciju pigmenata

u odnosu na ostale klonove (Tabela 5).

Tabela 5. Uticaj Ni na koncentraciju pigmenata u mladim listovima

Klon LTretman | Hiorofil a | Hiorofil b | Hlorofil a +b | Karotenoidi
Ni (M) mg/g suve materije

0 9.89 bcd 2.87b 12.45 bc 2.55 bc

1 10 51le 0.33d 5.51 d 150 e
10° 10.66 abc 3.55a 14.43 a 2.54 bc

0 11.01 ab 1.43c 12.47 bc 3.58a

2 10 2.50 f 0.45d 2.95¢e 0.84 f
107 8.83d 3.07b 12.05 bc 2.18 cd

0 11.96 a 157c 13.32 ab 377 a

3 10 486 e 1.29¢ 6.38 d 1.21 ef
10° 9.34cd 2.95b 12.24 be 2.31cd

0 10.61 abc 3.14 ab 13.58 ab 2.85b

4 10 476 e 1.24c 6.08 d 0.98 f
10° 8.63d 2.85b 11.54 ¢ 2.05d

NZR 1.32 0.46 1.64 0.37

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Manja koncentracija Ni (10° M) u nekoliko slu¢ajeva kod svih klonova nije
dovela do znafajnog smanjenja sadrzaja pigmenata, a kod klona 3 doslo je do
signifikantnog povecéanja koncentracije hlorofila b u odnosu na kontrolu.

Smanjenje koncentracije pigmenata pod uticajem Ni u starim listovima nije
bilo tako izrazeno kao kod mladih listova (Tabela 6). Primenom vece koncentracije
nije utvrdeno znacajno smanjenje nivoa hlorofila a i b kod klona 3 i hlorofila b kod
klona 4. Manja koncentracija nikla (10° M) nije dovela do statisticki znagajnog
smanjenja koncentracije pigmenata kod klonova 1 i 4, dok je kod klonova 2 i 3

utvrdeno stimulativho delovanje na sintezu pigmenata.
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Tabela 6. Uticaj Ni na koncentraciju pigmenata u starim listovima

Klon |Tretman | Hlorofil a | Hlorofil b | Hlorofil a +b | Karotenoidi
Ni (M) mg/g suve materije

0 11.39 ab 3.08b 14.12 ab 295b

1 10 7.76 c 0.73 e 8.53d 2.47 cd
10° 11.91 ab 3.84 ab 15.88 a 3.05b

0 12.17 a 1.37d 1357 b 3.82a

2 10 6.20 d 1.96 ¢ 8.10d 1.62 fg
10° 10.54 b 3.58 ab 14.12 ab 2.46 cd

0 8.74 ¢ 2.32¢c 11.03 ¢ 2.33d

3 10* 7.24 cd 2,39 ¢ 9.62 cd 1.86 ef
10° 11.78 ab 2.50 ab 15.18 ab 2.86 bc

0 8.11c 224 ¢ 9.97cd 2.11 de

4 10 6.18 d 2.10c 8.31d 1.33¢g
107 7.43cd 2.24c 9.50 cd 1.79 ef

NZR 1.48 0.48 1.87 0.43

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Tretman Pb-EDTA nije doveo do statisticki znaajnog smanjenja
koncentracije pigmenata u mladim listovima, sa nekoliko izuzetaka (Tabela 7). Kod
klonova 1 i 2, Pb-EDTA je stimulativno delovalo na sintezu pigmenata, ali nisu

dokazane signifikantne razlike.

Tabela 7. Uticaj Pb-EDTA na koncentraciju pigmenata u mladim listovima

Klon |Tretman _|Hlorofil & | Hlorofil b | Hlorofil a +b | Karotenoidi
Pb-EDTA (M) mg/g suve materije

0 11.27 abc 346 a 14.75 abc 2.87 bc

1 10 9.29 de 2.76 b 12.13d 2.42cd
107 12.65a 347 a 16.04 a 3.21ab

0 12.59 ab 3.75a 16.30 a 3.33ab

2 10 12.16 ab 3.38a 15.70 a 3.25ab
107 12.74 a 354 a 16.32 a 3.61la

0 11.55 abc 3.39a 14.96 ab 3.16 ab

3 10 10.79 bed 3.71a 14.63 abc 2.35 de
10° 743 f 340 a 11.34 d 1.87e

0 10.20 cde 3.90a 12.42 cd 2.27 de

4 10 8.52 ef 2.36b 10.65 d 2.06 de
107 8.76 ef 3.68 a 12.55 bed 1.97 de

NZR 1.72 0.61 2.35 0.50

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
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Koncentracija pigmenata u starim listovima takode nije znaCajno opala, sa
nekoliko izuzetaka (Tabela 8). Klon 2 je bio najmanje tolerantan na tretman Pb-

EDTA, dok je kod klona 3 utvrden stimulativni efekat na koncentraciju pigmenata.

Tabela 8. Uticaj Pb-EDTA na koncentraciju pigmenata u starim listovima

Klon | Tretman _|Hlorofil a | Hlorofil b | Hlorofil a +b | Karotenoidi
Pb-EDTA (M) mg/g suve materije
0 11.11 bc 3.96 abc 1499 b 2.85 bc
1 10 11.53b 3.11 cde 15.00 b 3.12 abc
107 9.42b 2.60 e 12.02 ¢ 2.65 bc
0 1493 a 4.60 a 19.44 a 3.89a
2 10 12.46 b 3.77 abcd 16.38 b 2.87 bc
107 12.45b 3.45 bede 15.89 b 3.17 ab
0 12.09 b 3.32 cde 15.29 b 3.23ab
3 10* 11.81 b 4.09 abc 16.23 b 2.54 bc
10° 6.32 e 4.59 ab 10.75 ¢ 2.57 bc
0 9.05d 2.74 de 11.75 ¢ 2.58 bc
4 10 9.58 d 2.60e 11.83 ¢ 2.36¢C
107 9.95 cd 243 e 12.39¢c 2.69 bc
NZR 1.428 1.078 1.998 0.7422

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

5.3.1. Uticaj kombinovanih tretmana teSkih metalan  a koncentraciju

pigmenata

Kombinovani i pojedinadni tretmani teskih metala koncentracije 10* M su
doveli do zna¢ajnog opadanja koncentracije svih pigmenata u mladim listovima kod
oba klona (Tabela 9). Izuzetak je tretman Pb koji je kod klona 1 stimulativho delovao
na koncentraciju svih analiziranih pigmenata. Koncentracija pigmenata je bila
genotipski specificha. Najnizu koncentraciju pigmenata u mladim listovima klon 1 je
imao na tretmanu Cd, a klon 4 na tretmanu Ni+Pb, zatim na pojedinacnim
tretmanima Ni i Cd. Klon 1 je imao signifikantno veci nivo svih pigmenata u odnosu
na klon 4, na tretmanu Pb, zatim veci sadrzaj hlorofila b i karotenoida na tretmanu
Cd+Ni i veci zajednicki sadrzaj hlorofila a i b na tretmanu Ni+Pb (vrednosti u tabeli

date bold simbolima).
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Tabela 9. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10 M na

koncentraciju pigmenata u mladim listovima

Tretman | Hlorofila | Hlorofil b | Hlorofil a+b | Karotenoidi
Klon 7 —
10" M mg/g suve materije
Kontrola 9.83 b 2.89b 1254 b 2.65c
Cd 1.62f 0.54 h 2.16 h 0.61h
Ni 4.17 de 1.12 fg 5.28 ef 1.42 ef
1 Pb 13.03 a 3.62a 16.95 a 3.66 a
Cd Ni 5.43d 1.59e 7.02d 1.93d
Cd Pb 3.49e 1.10 fg 4.59 fg 1.18fg
Ni Pb 4.22 de 1.07 fg 5.49 def 1.34 efg
CdNiPb| 4.88d 1.29 ef 6.17 def 1.91d
Kontrola | 10.47 b 2.76 bc 13.23 b 3.19b
Cd 4.42 de 1.30 ef 5.72 def 1.38 ef
Ni 344 e 1.05fg 4.50 fg 1.151g
4 Pb 8.12c 2.35d 10.52 c 2.09d
Cd Ni 4.48 de 1.31i 5.79 def 1.59e
Cd Pb 5.01d 1.36 ef 6.37 de 1.46 ef
Ni Pb 3.34 ¢ 0.77 gh 3.46 gh 1.05¢
Cd Ni Pb 7.02c 2.39cd 9.41c 2.43c
NZR 1,19 0,39 1,56 0,30

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

vrednosti oznagene bold simbolima su znacajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

Klon 4 je imao statistiCcki znaCajno veée vrednosti koncentracija svih
pigmenata u mladim listovima u poredenju sa klonom 1, na tretmanima Cd i
Cd+Ni+Pb, kao i hlorofila a na tretmanu Cd (Tabela 9).

U starim listovima, teski metali koncentracije 10* M su takode doveli do
smanjenja koncentracije pigmenata, ali u manjoj meri nego u mladim listovima
(Tabela 10). Tretman Pb je kod klona 1 takode stimulisao sintezu pigmenata u
odnosu na kontrolu (osim hlorofila a, gde nije bilo signifikantnih razlika), dok je kod
klona 4 sadrzaj pigmenata pod uticajem ovog tretmana bio jednak sa kontrolom ili

niZi za jedan nivo znacajnosti.
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Tabela 10. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

koncentraciju pigmenata u starim listovima

K] Tretman | Hlorofila | Hlorofil b | Hlorofil a+b | Karotenoidi
on 7 >
10" M mg/g suve materije

Kontrola | 12.05 ab 2.84b 14.89 b 3.13b

Cd 4.64 e 1.44 de 6.08 f 1.69 fg

Ni 6.60 d 1.65d 8.24 e 1.88 ef

1 Pb 13.16 a 3.49a 16.98 a 34l a
Cd Ni 497 e 1.65d 6.63 f 1.91 ef
Cd Pb 7.45 cd 2.19c 9.65d 2.23 cd

Ni Pb 461e 1.07 ef 6.00 f 1.37 h
CdNiPb| 4.64e 1.69d 6.00 f 1.91 ef
Kontrola | 12.71 ab 3.35a 16.19a 3.50a

Cd 472 e 1.54d 6.25f 1.68 fg
Ni 7.13 cd 2.19c 9.33 de 2.09 de

4 Pb 11.87b 3.35a 15.00 b 3.08b
Cd Ni 4.65e 1.62d 6.27 f 1.53 gh
Cd Pb 7.80¢c 2.33c 10.14 cd 2.20 cd
Ni Pb 5.22 e 0.77 f 6.69 f 1.50 gh
CdNiPb| 8.20c 2.20c 11.03 c 2.43c

NZR 1,07 0,41 1,16 0,25

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
vrednosti oznacene bold simbolima su znac¢ajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

Najmanje vrednosti oba klona su imala na tretmanima Ni+Pb, pa zatim
tretmanima Cd, i Cd+Ni, a klon 1 i na tretmanu Cd+Ni+Pb. Klon 1 je imao znacajno
vecu koncentraciju pigmenata (osim hloforila b) u odnosu na klon 4 na tretmanu Pb, i
karotenoida na tretmanu Cd+Ni, a klon 4 na kontrolnom tretmanu (osim hlorofila a),
zatim na tretmanu Cd+Ni+Pb i veéi nivo hlorofila b na tretmanu Ni.

Rastvori teSkih metala koncentracije 10° M su u mladim listovima znagajno
smanjili koncentraciju svih pigmenata u odnosu na kontrolu kod klona 4, kod klona 1
nije bilo razlika na tretmanu Ni, dok je tretman Pb delovao stimulativho (Tabela 11).
Najmanje vrednosti koncentracija analiziranih pigmenata kod oba klona su utvrdene
na tretmanima Cd, Cd+Pb i Cd+Ni+Pb, a kod klona 4 i na tretmanu Cd+Ni. U
poredenju dva ispitivana genotipa na istim tretmanima, klon 1 je imao veci sadrzaj
pigmenata u mladim listovima na tretmanima Ni, Pb i Ni+Pb, a klon 4 na tretmanima
Cd, Cd+Pb i Cd+Ni+Pb.
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Tabela 11. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

koncentraciju pigmenata u mladim listovima

Tretman | Hlorofila | Hlorofil b | Hlorofil a+b | Karotenoidi
Klon _5 —
10" M mg/g suve materije
Kontrola 9.83 b 2.89b 1254 b 2.65b
Cd 1.98h 0.53 gh 251f 0.70 g
Ni 9.64 bc 291b 1255b 2.72b
1 Pb 12.16 a 3.40a 15.67 a 3.29a
Cd Ni 3.411fg 1.04 e 4.45e 1.15f
Cd Pb 1.84h 0.41h 2.25f 0.64 g
Ni Pb 8.69 cd 247 c 11.17 c 2.59 bc
CdNiPb| 2.50gh 0.65¢g 3.15f 0.84 ¢
Kontrola | 10.47 b 2.76 b 13.23 b 3.19a
Cd 3.60f 1.01 ef 4.60 e 1.11f
Ni 8.55d 247 c 11.02c 2.38 cd
4 Pb 8.43d 242 c 10.77 c 2.30d
Cd Ni 3.39fg 0.98 ef 437 e 1.12f
Cd Pb 3.68 f 0.95 ef 463 e 1.17f
Ni Pb 7.30e€ 2.07d 9.32d 2.01le
Cd Ni Pb 361f 0.84 f 445 e 1.17f
NZR 1,02 0,18 1,09 0,25

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05
vrednosti oznagene bold simbolima su znacajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

U starim listovima je takode doSlo do znacajnog opadanja koncentracije
pigmenata (Tabela 12). Izuzeci su kod klona 1 tretman Pb, te kod klona 4 tretmani Ni
i Pb gde nije doSlo do opadanja hlorofila b u poredenju sa kontrolom. Najnize
vrednosti kod oba klona utvrdene su na tretmanu Cd+Ni Pb, zatim na tretmanima
Cd+Ni, Cd+Pb i Cd. Poredeci dva klona, klon 1 je imao znacajno veéu koncentraciju
pigmenata na tretmanima Pb, Ni+Pb i Cd (izuzetak je hlorofil a), a klon 4 na
kontrolnom tretmanu (izuzetak je hlorofil a) i na tretmanu Ni (koncentracije hlorofila b
i hlorofila a+b).
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Tabela 12. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

koncentraciju pigmenata u starim listovima

K] Tretman | Hlorofila | Hlorofil b | Hlorofil a+b | Karotenoidi
on 5 >
10" M mg/g suve materije
Kontrola | 12.05 a 2.84c 14.89 b 3.13 bc
Cd 7.32¢€ 2.51d 9.83 fg 245f
Ni 9.30 cd 2.43 def 11.72 de 2.53 ef
1 Pb 1291 a 3.48 a 16.46 a 3.30 ab
Cd Ni 5.95fgh | 2.14 efgh 8.09 ijk 1.98 gh
Cd Pb 7.01ef @ 2.27 defg 9.27 gh 2.07 g
Ni Pb 10.06 bc  2.47 de 12.66 cd 2.82d
CdNiPb| 5.72gh 1.84 hi 7.57 jk 1.64 jj
Kontrola | 12.71 a 3.35ab 16.19 a 3.50 a
Cd 6.42efg @ 2.11fgh 8.52 hij 2.04 gh
Ni 10.03bc  3.06 bc 13.10 ¢ 2.73 de
4 Pb 11.01b 3.14 bc 14.20 b 2.95 cd
Cd Ni 6.77efg @ 2.12fgh 8.88 ghi 1.92 gh
CdPb | 6.37efgh 2.05gh 8.42 hij 1.80 hi
Ni Pb 8.45d 2.07 gh 10.87 ef 2.32f
CdNiPb| 5.32h 1.69i 7.01k 1.52 ]
NZR 1,00 0,32 1,05 0,24

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
vrednosti oznacene bold simbolima su znac¢ajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

Koncentracija pigmenata pod uticajem vece primenjene koncentracije teskih
metala (10 M) na kombinovanom tretmanu Cd+Ni, &esto je bila veéa u odnosu na

pojedinacan tretman Cd (Tabele 9 — 12).

5.4. Disanje, fotosinteza i fluorescencija hlorofil  a

Intenziteti disanja i fotosinteze u mladim listovima tretiranim Cd varirali su
specificno u zavisnosti od primenjene koncentracije i genotipa (Tabela 13). U svim
sluCajevima doSlo je do statisticki znaCajnog opadanja intenziteta disanja i
fotosinteze pod uticajem obe primenjene koncentracije Cd. Ta tendencija je bila
znadajnije izraZena na veéoj primenjenoj koncentraciji (10 M).

Parametar Fv/Fm nije znac¢ajno varirao pod uticajem svih tretmana (Tabela
13). lzuzetak je tretman Cd od 10“ M koji je uticao na znagajno opadanje ovog

parametra.
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Tabela 13. Uticaj Cd na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u mladim

listovima
Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Cd (M) pumol O,g*-ht Fu/Fr

0 114.27 ¢ 221.62c 0.736 a

1 10* 63.02 f 136.79 ef 0.687 b
10° 72.43 ef 99.35 g 0.741 a

0 156.98 a 280.31 a 0.755 a

2 10* 91.42 d 106.54 g 0.758 a
10° 142.32 b 250.40 b 0.761 a

0 144.52 ab 280.65 a 0.754 a

3 10* 81.94 de 142.86 ef 0.753 a
10° 106.05 ¢ 181.83 d 0.748 a

0 114.27 ¢ 192.54d 0.729 a

4 10* 84.02 de 129.40 f 0.754 a
10° 136.79 b 151.92 e 0.741 a

NZR 14.07 17.47 0.03

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Intenziteti disanja i fotosinteze opali su pod uticajem Cd u manjoj meri u
starijim listovima u odnosu na mlade (Tabela 14). Tako nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika u intenzitetu disanja izmedu kontrolnih i biljaka tretiranih
koncentracijom od 10 M kod klonova 2 i 3.

Fluorescencija hlorofila nije znacajno varirala sem kod klona 3 pri vecoj
koncentraciji Cd (10* M), gde je utvrdeno naru$avanje fotohemijske efikasnosti
fotosistema (Tabela 14).

Pod uticajem obe koncentracije nikla zna¢ajno su opali intenziteti disanja i
fotosinteze kod svih ispitivanih genotipova u mladim listovima (Tabela 15). Ova
inhibicija disanja i fotosinteze je bila najvise izraZena na koncentraciji 10* M,
narocito kod klonova 3 i 4.

Fluorecencija hlorofila nije znacajno varirala pod uticajem tretmana u mladim

listovima (Tabela 15).
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Tabela 14. Uticaj Cd na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u starim

listovima
Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Cd (M) umol O, g*-ht Fu/Fim
0 121.67c 213.42b 0.763 a
1 10 93.61 def 136.79 ef 0.725 ab
10° 142.86 b 182.50 c 0.743 ab
0 153.78 ab 211.27 b 0.777 a
2 10 114.27 cd 152.25 def 0.789 a
10° 151.25 ab 176.08 cd 0.760 a
0 111.74 cde 228.54 ab 0.720 ab
3 10* 82.36 f 144 .52 ef 0.689 b
10° 121.00c 173.44 cd 0.722 ab
0 169.68 a 247.87a 0.739 ab
4 10* 90.75 ef 129.06 f 0.729 ab
10° 121.00 ¢ 160.65 cde 0.718 ab
NZR 20.57 25.63 0.06

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Pod uticajem Ni, intenziteti disanja i fotosinteze bili su zna€ajno smanjeni i u
starim listovima (Tabela 16), specificno u odnosu na genotip. Fluorescencija je
znagajno opala samo kod klona 1 (10* M), ali se ta vrednost parametra Fv/Fm ne

smatra indikativnom za potvrdivanje naruSavanja fotohemijske efikasnosti.

Tabela 15. Uticaj Ni na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u mladim

listovima
Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Ni (M) pumol O, g*-ht Fu/Fm
0 114.05 b 221.28 ¢ 0.737 a
1 10 55.21 g 128.82 e 0.742 a
10° 64.64 f 103.75 ef 0.734 a
0 142.00 a 250.73 b 0.755 a
2 10 45.12 h 80.88 f 0.779 a
10° 94.36 C 86.29 f 0.758 a
0 144.19 a 280.98 a 0.754 a
3 10 42.11 hi 20.72 g 0.765 a
10° 73.36 e 90.49 f 0.752 a
0 113.94 b 175.64 d 0.730 a
4 10 35.05i 21.39g 0.769 a
10° 85.63 d 85.62 f 0.736 a
NZR 8.22 25.71 0.05

vrednosti oznagene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05




Tabela 16. Uticaj Ni na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u starim

listovima
Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Ni (M) umol O, g*-h! Fu/Fim
0 121.00 b 213.42 b 0.763 ab
10* 86.74 c 129.51 ¢ 0.718 b
10° 86.29 ¢ 81.76 de 0.775 a
0 155.45 a 204.35b 0.777 a
10* 84.22 ¢ 74.56 e 0.768 ab
10° 77.23 cd 94.69 de 0.775 a
0 11041 b 228.21 ab 0.720 ab
10* 46.96 e 70.15e 0.733 ab
10° 64.98 d 85.96 de 0.737 ab
0 169.02 a 248.87 a 0.739 ab
10* 25.73 f 108.62 cd 0.764 ab
10° 86.29 ¢ 137.67 ¢ 0.749 ab
NZR 14.87 30.70 0.05675

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Za razliku od Cd i Ni, tretman Pb-EDTA je u znaajno manjoj meri narusio

intenzitet disanja i fotosinteze u mladim listovima (Tabela 17). Tako kod klonova 1 i 2

nije bilo znagajnih razlika izmedu kontrolnih i biljaka tretiranih koncentracijom 10 M.

Kod klona 3 utvrden je stimulativni efekat na intenzitet disanja.

Tabela 17. Uticaj Pb-EDTA na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u mladim

listovima
Klon Tretman Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Pb-EDTA (M) pumol O, g*-h? Fu/Fim
0 126.42 abcd 234.40 bc 0.736 a
1 10 108.48 cdef 264.37 ab 0.745 a
10 91.25 ef 182.50 de 0.742 a
0 92.88 ef 234.40 bc 0.755 a
2 10 95.10 def 261.66 ab 0.747 a
10° 133.02 abc 184.17 de 0.742 a
0 105.63 cdef 284.33 a 0.754 a
3 10 155.00 a 234.69 bc 0.747 a
10° 145.42 ab 180.31 de 0.745 a
0 120.04 bcde 211.25 cd 0.729 a
4 10 83.54 f 170.39 e 0.716 a
10 82.02 f 130.83 f 0.719 a
NZR 30.77 32.52 0.05

vrednosti oznagene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05
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Fluorescencija hlorofila se nije znaajno menjala u zavisnosti od tretmana
(Tabela 17).

U starijim listovima nije bilo znacajnog opadanja intenziteta disanja kod klona
1 izmedu kontrole i tretmana Pb-EDTA koncentracije 10* M, kao i kod klonova 2 i 3
u odnosu na manju koncentraciju 10° M (Tabela 18). Intenzitet fotosinteze takode
nije signifikantno opao kod klonova 11 2.

Mada je signifikantna razlika u parametru Fv/Fm izmedu tretmana utvrdena
kod klonova 2 i 4 (veca, tj. manja vrednost parametra), odrzavanje ovog odnosa
iznad 0,7 ukazuje da je fotohemijska efikasnost fotosistema Il bila stabilna (Tabela
18).

Tabela 18. Uticaj Pb-EDTA na disanje, fotosintezu i fluorescenciju hlorofila u starim

listovima
Klon Tretman Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
Pb-EDTA (M) pumol O, g*-ht Fo/Fm
0 77.46 cde 21459 b 0.763 ab
1 10* 68.60 def 228.12 ab 0.756 abc
10° 65.75 ef 128.85d 0.761 ab
0 87.85 bcd 240.08 ab 0.777 a
2 10* 78.50 cde 229.79 ab 0.752 abc
10° 108.19 b 174.79 ¢ 0.742 abc
0 91.21 bc 255.19 a 0.720 bc
3 10* 29.35¢g 137.54 cd 0.722 abc
10° 102.68 b 126.19d 0.712 bc
0 139.17 a 229.69 ab 0.739 abc
4 10* 49.48 f 121.27 d 0.719 bc
10° 91.06 bc 158.00 cd 0.703 ¢
NZR 20.13 37.10 0.06

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

5.4.1. Uticaj kombinovanih tretmana teSkih metalan  a intenzitet disanja,

fotosinteze i fluorescenciju hlorofila

Brzina razmene kiseonika u mladim listovima je zna€ajno opala pod uticajem
kombinovanih i pojedinaénih tretmana teskih metala koncentracije 10* M (Tabela
19). Kod klona 4 nisu utvrdene znacajne razlike u intenzitetu disanja izmedu kontrole
I tretmana Pb i Cd+Ni, a u intenzitetu fotosinteze na tretmanima Pb i Ni+Pb. Najnizi

intenziteti disanja utvrdeni su na tretmanima Cd+Pb, a kod klona 4 i na tretmanu
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Cd+Ni+Pb. Intenzitet fotosinteze je opao viSe od dva puta u odnosu na kontrolu kod
oba klona, na svim tretmanima osim Pb i Ni+Pb. Klon 1 je u okviru istih tretmana
imao znacajno veci intenzitet disanja na tretmanima kontrole, Ni+Pb i Cd+Ni+Pb, u
odnosu na klon 4. Intenzitet fotosinteze nije znacajno varirao medu klonovima u
okviru istog tretmana sa izuzetkom tretmana Pb.

Parametar fluorescencije (Fv/Fm) nije znafajno varirao pod uticajem
primenjenih tretmana tesSkih metala (Tabela 19). Signifikantno niza vrednost

utvrdena je na tretmanu Ni+Pb.

Tabela 19. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

intenzitet disanja i fotosinteze i fluorescenciju hlorofila u mladim listovima

Klon Tretznan Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
10* M pumol O, g*-h? Fu/Fim
Kontrola | 129.73 a 119.19 a 0.756 abcd
Cd 78.75 cde 34.98 e 0.743 abcd
Ni 85.77 bcde | 55.46 cde 0.738 bcd
1 Pb 89.25 bc 79.33 bcd 0.763abcd
Cd Ni 75.95 cde 51.84 de 0.776 ab
Cd Pb 46.09 g 54.07 cde 0.742 bcd
Ni Pb 87.96 bcd 85.96 bc 0.717d
Cd NiPb | 78.48 cde 55.55 cde 0.768 abc
Kontrola | 100.19b 106.58 ab 0.758 abcd
Cd 71.69 ef 26.31 e 0.764 abc
Ni 72.68 def 53.03 de 0.764 abc
4 Pb 100.17 b 135.50 a 0.762abcd
Cd Ni 90.10 bc 28.12 e 0.771 abc
Cd Pb 59.59 fg 33.87 e 0.759 abcd
Ni Pb 75.46 cde 76.12 bcd 0.730 cd
CdNiPb| 54.00¢9 41.67 e 0.787 a
NZR 14,76 30,00 0,04

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05
vrednosti oznacene bold simbolima su znac¢ajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

U starijim listovima, intenzitet disanja je bio zna€ajno manji u odnosu na
kontrolu u svim tretmanima osim tretmana Pb i Cd+Ni kod oba ispitivana genotipa
(Tabela 20). Intenzitet fotosinteze je znac¢ajno opao u svim slu¢ajevima osim kod
klona 4 na tretmanu Pb. Intenzitet fotosinteze je i u starim listovima opao viSe od dva
puta na svim tretmanima osim Pb i Ni+Pb, sa izuzetkom tretmana Cd+Ni kod klona
1. U poredenju klonova 1 i 4 unutar istih tretmana, klon 1 je imao znacajno veci
intenzitet disanja i fotosinteze na tretmanu Cd+Ni, a klon 4 intenzitet disanja na

tretmanu Pb.
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Fluorescencija hlorofila je bila zna¢ajno manja na tretmanu Cd+Ni+Pb klona

1, dok izmedu ostalih tretmana nije bilo signifikantnih razlika (Tabela 20).

Tabela 20. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

intenzitet disanja i fotosinteze i fluorescenciju hlorofila u starim listovima

Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
10 M pumol O, g*-h? Fu/Fm
Kontrola | 106.77 a 110.02 a 0.766 a
Cd 57.90 cdef | 25.58 ef 0.749 a
Ni 80.34 bc 51.28 bcde 0.755 a
1 Pb 92.58 ab 69.42 b 0.767 a
Cd Ni 87.93 ab 70.00 b 0.754 a
Cd Pb 57.56 cdef | 39.36 bcdef 0.761 a
Ni Pb 60.58 cdef | 64.96 bc 0.734 a
Cd Ni Pb | 56.05 def 33.60 cdef 0.662 b
Kontrola | 95.04 ab 101.54 a 0.740 a
Cd 58.90 cdef | 32.52 def 0.731 a
Ni 73.86 bcde | 39.93 bedef 0.738 a
4 Pb 78.33 bed 122.33 a 0.749 a
Cd Ni 62.93 cdef | 34.31 cdef 0.759 a
Cd Pb 46.97 f 17.63 f 0.768 a
Ni Pb 54,71 def 60.58 bcd 0.728 a
CdNiPb| 54.17 ef 35.33 cdef 0.743 a
NZR 21,9 29,51 0,04

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
vrednosti oznacene bold simbolima su znac¢ajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

Primena manjih koncentracija teskih metala (10° M), u mladim listovima
uslovila je zna€ajnu deperesiju intenziteta disanja na svim tretmanima osim tretmana
Cd klona 4 (Tabela 21). Intenzitet fotosinteze je u mladim listovima manje opao na
koncentraciji 10° M u poredenju sa koncentracijom 10 M. Nisu utvrdene znagajne
razlike izmedu kontrole i tretmana Ni, Pb i Ni+Pb klona 1, odnosno Ni, Ni+Pb i
Cd+Ni+Pb klona 4. Intenzitet disanja je medu klonovima unutar istih tretmana, bio
veci kod klona 1 na tretmanima kontrole, Ni, Pb i Ni+Pb, a kod klona 4 na tretmanu
Cd. Intenzitet fotosinteze bio je zna€ajno veci kod klona 1 na tremanima Ni i Pb.

Parametar Fv/Fm nije znacCajno varirao pod uticajem primenjenih tretmana
(Tabela 21). Na tretmanima Pb klona 1 odnosno Cd+Pb klona 4 utvrdene su navecée
vrednosti ovog parametra, koje su bile zna¢ajno ve€¢e samo u odnosu na tretman
Cd+Ni+Pb klona 1.
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Tabela 21. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

intenzitet disanja i fotosinteze i fluorescenciju hlorofila u mladim listovima

Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
10> M pumol O, g™-h™ Fu/Fr
Kontrola | 129.73 a 119.19 ab 0.756 ab
Cd 41.71 h 34.31f 0.745 ab
Ni 90.58 bc 125.81 a 0.755 ab
1 Pb 91.33 bc 145.33 a 0.783 a
Cd Ni 72.96 cdef | 69.96 def 0.739 ab
Cd Pb 54.12 fgh 61.67 ef 0.743 ab
Ni Pb 84.85 bcd 116.62 abc 0.751 ab
CdNiPb| 50.12 gh 68.83 def 0.716 b
Kontrola | 100.19b 106.58 abcd 0.758 ab
Cd 85.08 bcd | 56.83 ef 0.749 ab
Ni 65.31 defg | 76.94 cde 0.744 ab
4 Pb 57.58 efgh | 62.67 ef 0.761 ab
Cd Ni 77.69 cde 61.90 ef 0.741 ab
Cd Pb 57.00 efgh | 49.96 ef 0.775 a
Ni Pb 49.69 gh 84.19 bcde 0.737 ab
CdNiPb| 61.62efgh| 85.58 bcde 0.758 ab
NZR 19,33 37,46 0,05

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05
vrednosti oznagene bold simbolima su znacajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

Inzenzitet disanja u starim listovima je zna€ajno opao na svim tretmanima u
odnosu na kontrolu, pod dejstvom koncentracija te$kih metala od 10 M (Tabela 22).
Kod intenziteta fotosinteze nisu utvrdene znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana
Pb oba klona, odnosno kontrole i tretmana Ni i Ni+Pb klona 4. Intenziteti disanja oba
klona opali su viSe od dva puta u poredenju sa kontrolom na tretmanima Cd+Pb i
Cd+Ni+PDb, a intenziteti fotosinteze na tretmanima Cd+Ni i Cd+Pb i kod klona 4 na
tretmanu Cd. Znacajnih razlika izmedu klonova u okviru istih tretmana nije bilo osim
na tretmanu Pb, gde je klon 1 imao vedéi intenzitet fotosinteze.

Parametar Fv/Fm je imao vrlo mala variranja na razli€itim tretmanima (Tabela
22).
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Tabela 22. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

intenzitet disanja i fotosinteze i fluorescenciju hlorofila u starim listovima

Klon Tretman | Int. disanja | Int. fotosinteze | Fluorescencija
10> M pumol O, g*-h? Fu/F
Kontrola | 106.77 a 110.02 ab 0.766 ab
Cd 62.90 cdef 59.50 def 0.744 ab
Ni 65.87 cde 63.87 def 0.735 ab
1 Pb 78.33 bc 115.67 a 0.781 a
Cd Ni 63.53 cdef 54.17 def 0.771 a
Cd Pb 38.37 ¢ 51.46 def 0.769 ab
Ni Pb 54.42 defg 63.87 def 0.743 ab
Cd Ni Pb | 52.71 defg 60.29 def 0.747 ab
Kontrola | 95.04 ab 101.54 abc 0.740 ab
Cd 55.17 cdefg | 34.98 f 0.740 ab
Ni 61.60 cdefg | 74.66 cde 0.731 ab
4 Pb 69.50 cd 80.79 bcd 0.752 ab
Cd Ni 70.29 cd 44.92 ef 0.747 ab
Cd Pb 40.21 fg 47.75 def 0.749 ab
Ni Pb 53.75 defg 74.66 cde 0.719b
CdNiPb| 45.17 efg 60.58 def 0.736 ab
NZR 21,74 31,44 0,05

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
vrednosti oznacene bold simbolima su znac¢ajno veée u odnosu na isti tretman drugog klona

5.5. Akumulacija teskih metala

Akumulacija kadmijuma u korenu je zavisila od genotipa (Slika 77). Statisticki
vece razlike su utvrdene izmedu klonova 1 i 2 (ista vrsta), nego izmedu klonova 1 i 3,
ili 114 (razlicite vrste). Kod svih klonova, veéa primenjena koncentracija (10* M)

uzrokovala je znac¢ajno ve¢u akumulaciju Cd u korenu.
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Slika 77. Koncentracija Cd u korenu
(NZR = 715.2)

U odnosu na koren, akumulacija u nadzemnom delu vrba bila je viSestruko
manja (Slike 77 i 78). Akumulacija Cd u nadzemnim delovima je bila zna¢ajno veca
pod dejstvom veée primenjene koncentracije (10 M) u odnosu na manju (10° M).

Najvecu koli€¢inu Cd u izbojku akumulirao je klon 4 na obe primenjene koncentracije,

a najmanju klon 2 (Slika 78).

Izbojak ECd 10*

ocd 10°
a

347.0

Klonovi

Slika 78. Koncentracija Cd u izbojku
(NZR = 50.07)
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Kao i kod izbojka, najvecu sposobnost akumulacije kadmijuma u listovima
pokazali su klonovi 4 i 1, a najmanju klon 2 (Slika 79). Mladi listovi su imali nesto
vecu koncentraciju Cd u odnosu na starije (znacajne razlike postojale su kod klonova
2i4).

600.0 1 a cd 10*
ab -5
Ocd 10
500.0 ] 476.6 | o
e

389.0 407.3
400.0 4

300.0 A

ug Cd/g

200.0 4

100.0 1

0.0 -

[Mladi listovi] Stari listovi

Slika 79. Koncentracija Cd u listovima
(NZR = 42.47)

Stepen translokacije Cd u nadzemni deo je bio najveci kod klona 4 (odnos
koncentracija koren / listovi bio je ispod 10), te je stoga ovaj klon imao i najvecu
koncentraciju Cd u nadzemnim delovima (Tabela 23). Klon 2 je imao najmanji stepen
translokacije (odnos koren : listovi 51.7 i 73.7) i kao posledicu najmanju
koncentraciju Cd u listovima.

Translokacija Ni u nadzemne delove bila je manja u odnosu na Cd za sve
klonove sem za klon 2 (Tabela 23). Stoga je i koncentracija Ni u nadzemnim
delovima (28.9-148.6 ugNi/g suve materije) bila manja u odnosu na Cd (121.0-507.5
pngCd/g suve materije). Stepen translokacije Ni u nadzemni deo je specifiéno zavisio
od primenjene koncentracije. Translokacija je bila viSe od dva puta veca na

koncentraciji 10 M u poredenju sa koncentracijom 10“ M (Tabela 23).
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Tabela 23. Relativni odnos koncentracija akumuliranih teskih metala u biljnim

organima - koren : izbojak : stari listovi : mladi listovi

Genotip Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4
Organ k. i i sl i ml k. i sl. i mlL k. i. sl ml k. i sl. i mlL
cd 10*°M/l [ 238 1 14 13| 737 65 28 1 256 11:14 15| 89 1 15 12
10°M/l [ 165 1 15 13| 517 22 24 1 324 1 .18 17| 9.2 1 16 13
Ni 10 M/l 55 1 35 39 58 1 27 24667 1 4 24| 855 1 46 4
| 10°M/l | 119 1 28 4 |1052 1 1.7 23[1281 1 28 342025 1 22 24
Ph 10*°M/l | 239 1 21 12| 179 12 17 1 [1179 1 14 1 | 1744 13 28 1
10°M/l | 170 1 2 21| 266 1 1 15| 533 (1:18 13| 718 1 19 26

k. — koren i. — izbojak s.l. - stari listovi m-.mladi listovi

Razlika u koncentraciji akumuliranog Ni u korenu i izbojcima izmedu dve

primenjene koncentracije (10* i 10®) bila je znagajno manja u poredenju sa Cd

(Slike 80-81). Odnos izmedu ove dve koncentracije bio je 2.1-6.2 za Cd naspram
1.0-3.0 za Ni.

Mg Nilg

3000 -
2500 -+
2000 -+
1500 4
1000 4

500 -

Koren

a

Ni 10*
O Ni 10°

a

2762 2693

Klonovi

Slika 80. Koncentracija Ni u korenu
(NZR = 245.6)

Razlike izmedu sposobnosti klonova za akumulaciju Ni u korenu i izbojku su

bile manje izraZzene u poredenju sa Cd.

Koncentracija nikla u izbojku je bila nekoliko puta manja (1.7-4.6) u poredenju
sa listovima (Slike 81 i 82).
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Hg Ni/g

Klonovi

Slika 81. Koncentracija Ni u izbojku
(NZR = 12.26)

U sposobnosti akumulacije nikla u listovima, utvrdene su statisti¢ki znacajne
razlike izmedu klonova na vecoj primenjenoj koncentraciji (10* M), u odnosu na
manju (10 M). Nije uo&ena razlika u sposobnosti akumulacije nikla izmedu mladih i
starih listova (Slika 82).

a .
160 < 148.6 Ni 10*

148.5
0 Ni 10°

140 4

120 4

100 4

80 -

Mg Ni/g

60 1

40 4

20 -

[1] [2] [3] [4] 1 2 3 4
[Mladi listovi] S tari listovi

Slika 82. Koncentracija Ni u listovima
(NZR = 11.96)
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Koncentracija Pb akumuliranog u biljkama tretiranim Pb-EDTA, bila je
znadajno veéa pod dejstvom veée primenjene koncentracije od 10* M u odnosu na
koncentraciju od 10° M (Slike 83-85). Odnos u akumulaciji Pb izmedu dve
koncentracije (10 / 10 M) bio je narogito visok u korenu klonova 3 i 4 (7.3 i 6.3).
Koncentracija Pb akumulirana u korenu ova dva klona na koncentraciji 10 M bila je

nekoliko puta vec¢a u poredenju sa koncentracijama Cd i Ni u korenu istih klonova.

Koren Pb 10*
5
2 OPb10
25000 - a 23023
20589
20000 4
> 15000 -
O
o
2 10000 |
5000 A 4326 c

Klonovi

Slika 83. Koncentracija Pb u korenu
(NZR = 3269)

Stepen translokacije u nadzemne delove bio je viSestruko maniji u poredenju
sa Cd i Ni (Tabela 23). Posledica je znacajno manja koncentracija Pb u izbojku i
listovima u poredenju sa Cd i Ni (Slike 78, 81 i 84).
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Slika 84. Koncentracija Pb u izbojku

(NZR = 2.11)

Kao i kod Ni, izmedu genotipova se ne uocCavaju razlike u sposobnosti

akumulacije Pb u listovima na manjoj primenjenoj koncentraciji (10° M). Na veéoj

primenjenoj koncentraciji (10“ M), uo¢ava se da je akumulacija Pb u starim listovima

bila zna€ajno vec¢a u odnosu na mlade kod svih istrazivanih klonova (Slika 85).

40.0 -+

35.0 4
30.0 4

bc
20.9 cd
17.5

25.0 4
20.0 4

ug Pb/g

de

15.0 1 11.3

10.0 1

5.0 4

Pb 10*
OPb10°

a
37.3

0.0 -
[1] (2] (3]
[Mladi listovi]

Stari listovi

Slika 85. Koncentracija Pb u izbojku

(NZR = 6.66)
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5.5.1. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metalan  a stepen njihove

akumulacije

Akumulacija Cd u pojedinim biljnim organima biljaka gajenih na teSkim
metalima koncentracije 10 M prikazana je u tabeli 24. Mada je sadrzaj kadmijuma u
mladim listovima bio veéi u poredenju sa starim, odnosi izmedu tretmana su u
korelaciji u obe grupe listova. Zna¢ajno najvise Cd akumulirano je na tretmanu Cd,
zatim Cd+Pb, Cd+Ni+Pb i Cd+Ni. Isti odnos utvrden je i u izbojku. Koncentracija Cd
u korenu je viSestruko premasila koncentracije u nadzemnim delovima biljke
(2429,31-12047,74 ug Cd/g suve materije). Sposobnost genotipa u akumulaciji je

zavisila od primenjenog tretmana.

Tabela 24. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

akumulaciju Cd

Klon | Tretman | Koncentracija Cd (ug Cd g™ suve materije)
10* M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren
1 Cd 291 a 224 a 274 a | 8637 ¢c
Cd Ni 27 h 33f 33 f 2429 h
Cd Pb 158 d 135¢c 181 c | 12048 a
Cd Ni Pb 79 f 43 ef 79 e 3952 f
4 Cd 246 b 196 b 258 b | 6728d
Cd Ni 53¢ 33f 76e | 3294 ¢
Cd Pb 170 c 112 d 176 c | 11299 b
Cd Ni Pb 108 e 52 e 114d | 4642 e
NZR 12,03 9,77 11,45 284,8

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Na koncentracijama 10> M, akumuliranje Cd bilo je manje u odnosu na
koncentraciju 10 M, ali su odnosi izmedu tretmana sliéni (Tabela 25). U nadzemnim
delovima najveéa koncentracija Cd je izmerena u pojedinaénom tretmanu Cd, zatim
na tretmanima Cd+Pb, Cd+Ni+Pb i Cd+Ni. Mladi listovi su akumulirali viSe Cd u
odnosu na stare. Koren je akumulirao viSestruko veée koncentracije od izbojka i
listova, mada u manjoj meri u odnosu na tretmane 10 M. Obe primenjene
koncentracije teSkih metala, uslovile su najvecu akumulacija Cd u korenu na

tremanu Cd+Pb.
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Tabela 25. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

akumulaciju Cd

Klon | Tretman | Koncentracija Cd (ug Cd/g suve materije)
10> M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren
1 Cd 170d 153 bc 174 bc | 2711 b
Cd Ni 58 f 45 e 74e |2149cd
Cd Pb 284 a 170 ab 191b | 3342 a
Cd Ni Pb 138 e 108d 118d | 1857 e
4 Cd 237 b 164 abc | 209 a | 2080 de
Cd Ni 162 d 123d 129d | 1855¢e
Cd Pb 208 ¢ 176 a 179b | 3615a
Cd Ni Pb 211 c 146 c 160c | 2378 ¢c
NZR 13,19 22,07 17,72 278,1

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Najvec¢a koncentracija Ni, u listovima biljaka tretiranim teSkim metalima
koncentracije 10“ M, utvrdena je na tretmanu Ni+Cd, zatim na tretmanu Ni (Tabela
26). Klon 1 akumulirao je viSe Ni na tretmanu Ni+Pb u poredenju sa tretmanom
Ni+Cd+Pb, dok je kod klona 4 bilo obrnuto. Nije utvrdena opSta tendencija da su

mladi ili stari listovi, medusobno, imali vecu koncentraciju Ni.

Tabela 26. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

akumulaciju Ni

Klon | Tretman | Koncentracija Ni (ug Ni/g suve materije)
10* M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren
1 Ni 142 cd 141 c 14d |2971c
Ni Cd 241 b 241 b 27b |1836d

Ni Pb 113 e 119d 20c 722 g

Ni Cd Pb 136 d 53 e 16cd | 473 h
4 Ni 144 c 147 c 10e |4162a
Ni Cd 254 a 266 a 72a |3176Db

Ni Pb 106 f 118d 20c | 956 e

Ni Cd Pb 779 62 e 17cd | 833f

NZR 6,17 14,61 4,66 65,92

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

U poredenju sa Cd, koncentracija Ni u izbojku je u odnosu na listove bila
znatno manja. Koncentracija Ni u korenu bila je kod oba klona najve¢a na

pojedinacnom tretmanu Ni (~20-30 puta veca u odnosu na listove), pa zatim na
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tretmanima Ni+Cd i Ni+Pb, a najmanja na tretmanu Ni+Cd+Pb (~3-10 puta veca u
odnosu na listove).

Razlike izmedu tretmana u sposobnosti akumulacije Ni u listovima su bile
manije izraZene na koncentracijama teskih metala od 10° M (Tabela 27). U mladim
listovima oba klona, znafajno najve¢a vrednost je utvrdena na tretmanima
Ni+Cd+Pb. U mladim i starim listovima najmanja statisti¢ki zna¢ajna koncentracija Ni
utvrdena je na tretmanu Ni+Pb. U izbojku je bilo znaajno manje Ni u odnosu na
listove, sa najmanjom koncentracijom akumuliranog nikla na tretmanu Ni+Pb.
Akumulacija Ni je bila najve¢a u korenu, gde je najmanji stepen akumulacije takode

utvrden na tretmanu Ni+Pb.

Tabela 27. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

akumulaciju nikla

Klon | Tretman | Koncentracija Ni (ug Ni /g suve materije)
10 M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren
1 Ni 101 b 112 a 20a | 1055b
Ni Cd 89 bc 115a 14 bc | 853d
Ni Pb 78 cd 41 d 5d 576 e
Ni Cd Pb 154 a 84 c 16 abc | 1045 bc
4 Ni 67 de 90 bc 16 abc | 1191 a
Ni Cd 68 de 96 b 15 bc | 1052 bc
Ni Pb Sle 48 d 12 ¢ 542 e
Ni Cd Pb 93 bc 83 c 18ab | 966 c
NZR 17,54 7,79 4,52 86,46

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Koncentracija Pb akumuliranog u pojedinim organima billke pod uticajem
teSkih metala koncentracije 10® M prikazana je u tabeli 28. Koncentracija Pb u
listovima bila je zna€ajno manja u poredenju sa Cd i Ni. Najveéi stepen akumulacije
u listovima utvrden je na pojedinaChom tretmanu Pb, Sto je takode uoceno i kod
izbojka. Stari listovi akumulirali su vise Pb od mladih. U mladim listovima najmanja
koncentracija Pb utvrdena je tretmanu sva tri metala (Pb+Cd+Ni), dok kod starih
listova nije bilo statistiCcki znacajnih razlika izmedu kombinovanih tretmana.
Koncentracija Pb u korenu je bila veoma velika (ve¢a u poredenju sa Cd i Ni), te je
stoga stepen translokacije u nadzemne delove bio zna¢ajno maniji u poredenju sa Cd

i Ni. Najmanja koncentraciju Pb u korenu utvrdena je, kod oba klona, na
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pojedini¢énom tretmanu Pb. Klon 4 imao je najveéu koncentraciju Pb u korenu na
tretmanu Pb+Cd+Ni (46575,04 ug Pb/g suve materije).

Tabela 28. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

akumulaciju Pb

Klon | Tretman | Koncentracija Pb (ug Pb/g suve materije)
10* M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren

1 Pb 39b 110 b 50abc | 1199 e
PbCd 25 cd 28 ¢c 22 c | 25567 c
PDbNi 29 c 35¢c 38 bc | 22123d
Pb Cd Ni 12 e 44 c 26 c | 25986 ¢

4 Pb 105 a 216 a 67 a 2551 e
PbCd 20 de 26 C 42 abc | 35667 b
PDbNi 15 ef 22 ¢ 56 ab | 21600 d
Pb Cd Ni 10 f 25¢ 46 abc | 46575 a
NZR 6,59 30,63 28,38 2663

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Na rastvorima teskih metala koncentracije 10> M, koncentracija olova je u
listovima bila najveéa na tretmanu Pb+Ni (Tabela 29). Najmanja koncentracija olova
u mladim i starim listovima i izbojku utvrdena je na tretmanima koji su sadrzali Cd.
Koncentracija Pb u korenu je bila zna¢ajno manja u odnosu na koncentraciju 10 M.
Najveci stepen akumulacije u korenu je utvrden na tretmanu Pb+Cd+Ni i Pb+Cd, a

najmanji na tretmanu Pb, odnosno Ni+Pb.

Tabela 29. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

akumulaciju olova

Klon | Tretman | Koncentracija Pb (ug Pb/g suve materije)
10> M | Mladi listovi | Stari listovi | Izbojak | Koren

1 Pb 41 b 27c 39c 310 e
PbCd 19c 28 C 33c | 4390d

PbNi 64 a 82 a 99 a 809 e

Pb Cd Ni 15c¢c 35 bc 21c | 8539Db

4 Pb 17 c 29 ¢ 60 b 471 e
PbCd 12 c 29¢c 30c 7075 ¢

PDbNi 39b 43 b 61b | 1139e
Pb Cd Ni 19c 13d 18c |12117 a

NZR 13,17 12,62 24,67 1081

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05
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5.6. Koncentracija kalijuma i fosofora pod uticajem teSkih metala

Koncentracija K i P se pod uticajem Cd menjala specificno u zavisnosti od
ispitivanih genotipova (Tabela 30). Kod klonova 1, 3 i 4 u mladim listovima,
koncentracija K je znacajno porasla u odnosu na kontrolne biljke. Kod klona 2
tretman 10 M Cd doveo je do smanjenja koncentracije K. U starim listovima doslo je
do smanjenja koncentracije K kod klona 1, 2 i 4 pod uticajem veée koncentracije Cd
(10™* M), dok kod klona 3 nisu utvrdene statisti¢ki zna¢ajne razlike medu tretmanima.
Koncentracija K u korenu je bila veoma varijabilna. Osim klona 4, kod ostalih klonova
doslo je do znagajnog povecanja koncentracije K u korenu u odnosu na kontrolne
bilike. Sa izuzetkom dva tretmana (10 M, 1 i 3 klon), koncentracija K je u korenu
bila manja ili jednaka u odnosu na listove.

Koncentracija P u listovima je pod uticajem Cd varirala u opsegu od 0,15 —
0,51% (Tabela 30). U mladim listovima do znacajne promene koncentracije P u
odnosu na kontrolu doslo je jedino kod klona 1. U starim listovima koncentracija P se
znacajno smanijila kod klonova 1, 2 i 4 u poredenju sa kontrolom. U korenu je samo
kod klona 4 doSlo do statistiCki znaCajnog opadanja koncentracije P, pod uticajem
veée primenjene koncentracije Cd (10 M). Koncentracija P je u korenu bila veéa u
odnosu na listove i varirala je u opsegu 0,37 — 1,11%.

Tabela 30. Uticaj Cd na koncentraciju K i P

Klon Tretman K (%) P (%)
Cd (M) ml. list. | st. list. koren ml. list. st. list. koren
0 2,23d | 3,64bc | 0,92de 0,33 e 0,43 a | 0,66 bcde
1 10 4,13b | 3,03de | 6,21a | 0,36de 0,23 f 0,37 e
10° 516a | 3,38cd | 3,71¢c 0,47 ab 0,37 b | 0,70 bcde
0 3,30c | 3,72abc | 0,78e | 0,45abcd | 0,44a | 0,77 abcd
2 10 156¢€ 2,70 e 0,73 e | 0,37 cde 0,15¢g 0,47 de
10° 439b | 3,31cd | 361c | 0,39bcde | 0,46a 0,93 abc
0 3/11c | 4,03ab | 0,91 de 0,51a 0,37b 0,87 abc
3 10 451b | 406ab | 6,04a | 0,46abc | 0,35bc | 0,63 cde
10° 4,45b 423a | 449b 0,51a |0,33bcd | 0,65 bcde
0 3,09c | 404ab | 3,24c | 0,41 bcd | 0,30cd 1,00 ab
4 10 466ab | 256e | 1,28de | 0,42 bcde | 0,24 ef 0,41 de
10° 4,76 ab | 3,69 abc | 1,36d 0,47 ab 0,29 de 111a
NZR 0,60 0,53 0,53 0,08 0,05 0,34

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

U mladim listovima je pod uticajem tretmana veée koncentracije Ni (10 M)

doslo do znacajnog smanjenja koncentracije K kod klona 2. Kod klonova 1 i 3 je
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dosSlo do znacajnog porasta koncentracije K pod uticajem manje primenjene
koncentracije Ni od 10° M u odnosu na kontrolne biljke. U starim listovima utvrdeno
je znacajno opadanje koncentracije K pod uticajem tretmana od 10 M nikla kod svih
ispitivanih genotipova. Osim kod klona 4, koncentracija K u korenu je narasla pod
uticajem manje koncentracije Ni od 10° M u odnosu na kontrolne biljke.
Koncentracija K u korenu tretiranim Ni bio je u veéini slu¢ajeva manja u odnosu na
listove, kao i pri tretmanu Cd.

Koncentracija P se u listovima biljaka tretiranih niklom, kretala u
opsegu 0,20 — 0,57% (Tabela 31).

Tabela 31. Uticaj Ni na koncentraciju K i P

Klon Tretman K (%) P (%)
Ni (M) ml. list. | st. list. koren ml. list. st. list. koren
0 2,23d | 364ab |0,92d 0,33 fg 0,43 ab | 0,66 de
1 10" 2,16 d 1,45f |1,09d | 0,44 bcde | 0,20e | 1,10 abc
10° 3,11bc | 3,59ab | 3,75a 0,55 a 0,42 ab 0,57 e
0 3,30bc | 3,72ab | 1,08d | 0,45bcd | 0,44a | 0,77 cde
2 10" 2,12d 227e |1,27d 0,26 g 0,35¢c 1,26 ab
10° 3,26 bc | 3,05 bed | 3,97 a | 0,36 cdefg | 0,42 ab | 0,94 bcde
0 3,11bc| 403a |091d| 051ab | 0,36bc | 0,87 bcde
3 10" 294c | 280cde | 1,19d 0,32 fg 0,24 de 143 a
10° 443a | 394a |363a 0,57 a 0,35¢c 1,18 ab
0 3,09bc | 404a |3,24b | 0,41bcdef | 0,30cd | 1,00 bcd
4 10" 3,66b | 2,78 cde | 1,27d | 0,47 abc | 0,25de | 0,74 cde
10° 3,53 bc | 3,48 abc | 2,78 c | 0,34 defg | 0,27d | 0,90 bcd
NZR 0,65 0,68 0,35 0,10 0,06 0,37

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Variranje koncentracija je bilo zavisno od genotipa. Do znacajnog povecanja
koncentracije P u odnosu na kontrolu doSlo je samo u jednom slu€aju kod mladih
listova klona 1. Kod klonova 1, 2 i 3 koncentracija P u listovima je pod uticajem
koncentracije 10% M znadajno opala u odnosu na kontrolu, dok pri manjoj
primenjenoj koncentraciji od 10° nisu utvrdene statisticki znaéajne razlike.
Koncentracija P u korenu je bila ve¢a u odnosu na listove (0,57 — 1,43%). Osim kod
klona 4, tretman vecom koncentracijom Ni doveo je do znacajnog povecanja nivoa P
u korenu, u odnosu na kontrolu.

Koncentracija K u listovima vrba je varirala u manjoj meri pod uticajem Pb-
EDTA u odnosu na Cd i Ni (Tabela 32). U mladim listovima kod klona 1 doSlo je do
povecanja koncentracije K na obe primenje koncentracije Pb-EDTA, dok je kod klona
3 takvo povedanje utvrdeno samo na veéoj primenjenoj koncentraciji (10* M). U
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starim listovima je kod svih klonova utvrdeno smanjenje koncentracije K u listu. U
korenu je Pb-EDTA uticao na povecanje koli€¢ine K kod klonova 1, 2 i 3 (i do 8,12%
kod klona 3). Kod ovih klonova, koncentracija K je u korenu pod uticajem tretmana
bila veéa u odnosu na listove, sa izuzetkom klona 1 na koncentraciji od 10 M.
Koncentracija P se u listovima i korenu, nije znacajno menjala pod uticajem
tretmana Pb-EDTA, u odnosu na kontrolne biljke (Tabela 32). U listovima se

koncentracija P kretala u opsegu 0,27 — 0,57%, a u korenu 0,45 — 1,00%.

Tabela 32. Uticaj Pb-EDTA na koncentraciju K i P

Klon Tretman K (%) P (%)

Pb-EDTA (M) | ml. list. st. list. koren ml. list. st. list. koren
0 2,23c | 364abc | 0,92e 0,33d 0,43ab | 0,66 ab
1 10" 3,35b | 3,01 bcde | 5,13 b 0,33d | 0,34 bcd | 0,61 ab
10° 3,75b | 2,79de | 2,56cde | 0,43bcd | 0,44 a 0,51b
0 3,30b 3,72 ab 1,08 e 0,45 bc 0,44 ab 0,77 ab

2 10" 3,67b | 291bcde | 4,88b | 0,44bc | 0,38abc | 0,53 b
10° 3,66 b 2,72 de 805a |0,48abc| 0,42 ab 0,76 ab
0 3,11b 403a 091e 0,51 ab | 0,36 abcd | 0,87 ab
3 10" 465a | 246e€ 8,12 a 0,57 a 0,27 de | 0,65 ab
10° 3,66b | 3,49 abcd | 3,91bc | 0,47 abc | 0,39 abc | 0,64 ab

0 3,09b 404 a 3,24 bcd | 0,41 bed | 0,30 cde 1,00 a
4 10" 3,48b | 253e 1,34de | 0,37cd | 0,30cde | 0,68 ab
10° 3,36 b | 2,87 cde | 2,09cde | 0,39 cd 0,24 e 0,45b

NZR 0,66 0,79 1,90 0,10 0,09 0,40

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

5.6.1. Uticaj kombinovanih tretmana tesSkih metalan  a koncentraciju Ki P
Koncentracija K u listovima je pod uticajem teskih metala koncentracije 10 M
varirala u opsegu 2,25-4,47%, a u korenu u opsegu 0,64-3,41% (Tabela 33). U
velikom broju slu¢ajeva koncentracija K u tretiranim biljkama nije opala u odnosu na
kontrolu. Mladi listovi klona 1 na tretmanima Cd, Pb, Ni+Pb i stari listovi istog klona
na tretmanima Ni, Pb, Cd+Ni, Cd+Ni+Pb nisu imali statisticki znac¢ajno razli€itu
koncentraciju K u odnosu na kontrolu. Takode, mladi listovi klona 4 na tretmanima
Pb, Cd+Ni, Ni+Pb i stari listovi na tretmanima Cd, Pb, Cd+Ni, Cd+Pb, Ni+Pb nisu
imali naruSen nivo koncentracije K. U pojedinim sluajevima utvrden je stimulativni
efekat na povecanje koncentracije K. Ova stimulacija je konstatovana kod klona 1 u
mladim listovima na tretmanu Cd+Pb i starim listovima na tretmanima Cd i Cd+Pb, a

kod klona 4 u mladim listovima na tretmanima Cd, Ni i starim listovima na tretmanu
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Ni. Utvrden je i stimulativan efekat tretmana Pb kod oba klona i Cd+Ni kod klona 1,
na povecanje koncentracije kalijuma u korenu. Ostali tretmani doveli su do
znacCajnog snizenja koli¢ine K u korenu. Osim pri tretmanu Pb (i Cd+Ni klona 1),
koncentracija K u korenu na drugim tretmanima tesSkih metala bila je niza u
poredenju sa listovima.

Koncentracija P pod uticajem teSkih metala u pojedinaénim i kombinovanim
rastvorima (10* M) u mladim listovima kretala se u opsegu 0,29-0,59%, u starim
listovima 0,18-0,51%, dok je u korenu bila neSto vec¢a i to u rasponu 0,44-0,86%
(Tabela 33).

Tabela 33. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na
koncentraciju K i P

Klon Tretman K (%) P (%)

10* M ml.list st.list koren ml.list st.list koren

Kontrola | 3,12 cde | 2,65def |256¢c | 0,42de | 0,46b 0,58 e
Cd 3,28 ¢ 3,13b 0,84 gh || 0,59 a 0,51 a 0,46 gh

Ni 2,76 f 2,66def |1,38e | 0,50b 0,23 h 0,67 ¢

1 Pb 2,94 def | 2,83 cd 34l1a |0,36fg |0,33de 0,50 f
Cd Ni 2,64 fg 2,72 de 3,04b | 0,41de | 0,37 cd 0,45 gh

CdPb |397b 3,51a 1,14 ef | 0,44 cd | 0,38 cd 0,78 b

NiPb |286ef |285cd 1,75d | 0,33ghi|0,30efg | 0,86 a

Cd Ni Pb | 2,68 fg 2,46 efgh | 0,64 h | 0,47 bc | 0,41 bc 0,62d

Kontrola | 3,31 ¢ 2,58defg | 255¢c ||0,40ef |0,27fgh | 0,56 e
Cd 407 b 2,36 gh 1,30e | 0,38 ef | 0,29 efgh | 0,47 fgh

Ni 4,47 a 3,08 bc 1,37e ]0,32ghi | 0,45b 0,44 h

4 Pb 3,25cd | 2,72 de 3,30a | 0,39ef |0,27fgh | 0,48 fg
CdNi |3,31lc 2,74de |0,76gh| 0,31i 0,31 ef 0,44 gh

CdPb | 2,88¢€f 241fgh | 121le | 0,29i 0,25 gh 0,68 ¢

Ni Pb 3,17cde | 2,80d 1,33e | 0,35fgh | 0,18 0,65 cd
CdNiPb|235¢g 2,25 h 0,94fg | 0,32hi | 0,29 efg | 0,47 fgh

NZR 0,32 0,27 0,23 0,039 0,049 0,034

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Koncentracija P je u listovima porasla kod klona 1 na tretmanima Cd, i u
mladim listovima na tretmanima Ni i Cd+Ni+Pb, dok je kod klona 4 povecéanje
koncentracije P u odnosu na kontrolu utvrdeno jedino u starim listovima na tretmanu
Ni. Klon 1 je imao znacajno vec¢u koncentraciju P u listovima u poredenju sa klonom

4 na vecini tretmana. U korenu je kod oba klona koncentracija P znacajno porasla u
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odnosu na kontrolu, na tretmanima Cd+Pb i Ni+Pb, a kod klona 1 i na tretmanu Ni.
Na ostalim tretmanima koncentracija P u korenu je znac¢ajno opala.

Koncentracija K je u biljikama tretiranim teskim metalima koncentracije 10° M
varirala u rasponu 2,40-5,11%, a u korenu 1,85-3,95% (Tabela 34). Sa izuzetkom
tretmana Ni+Pb na mladim listovima, dejstvom ostalih tretmana teskih metala doslo
je do zna€ajnog povecéanja koncentracije K u odnosu na kontrolu, ili se koncentracija
K nije znacajno menjala. Koncentracija K u korenu se povecala u odnosu na kontrolu
na tretmanima Pb, Cd+Pb i Ni+Pb kod oba ispitivana klona. U korenu je
koncentracija kalijuma bila manja u odnosu na listove sa izuzetkom tretmana Pb i
Ni+Pb.

Pod uticajem teskih metala koncentracije 10° M, koncentracija P se u
listovima kretala u rasponu 0,22-0,55%, a u korenu 0,44-0,81% (Tabela 34).
Koncentracija P je varirala specificno sa genotipom i tretmanima. U mladim listovima
utvrden je stimulativni efekat tretmana kod klona 1 na tretmanima Cd, Cd+Ni i
Cd+Pb. Kod klona cetiri nije utvrden stimulativan efekat, ali je koncentracija P bila
bez znacajnih razlika u odnosu na kontrolu na tretmanima Cd, Cd+Pb i Cd+Ni+Pb, a
u starim listovima i na tretmanima Pb, Cd+Ni i Ni+Pb. Koncentracija fosfora u korenu

je na svim tretmanima bila ve¢a u odnosu na listove.

Tabela 34. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

koncentraciju K i P

Klon Tretman K (%) P (%)
10° M ml.list | st.list koren ml.list st.list koren
Kontrola | 3,12 e | 2,65 gh | 2,56 efgh 0,42 c 0,46 a 0,58 de
Cd 4,74b | 444a | 2,77defg| 0,55a 0,51 a 0,69b
Ni 3,02e| 2,84fg | 2,67 defg | 0,36 def | 0,30 cdef | 0,54 fgh
Pb 3,04e|268gh| 395a | 0,39 cde | 0,33 bcd | 0,54 efgh
Cd Ni 4,24 c | 3,27 cd 1,92 0,48b 0,37 bc 0,61 cd
CdPb |456b| 3,78b | 3,68 ab 0,50 b 0,38 b 0,57 efg
Ni Pb 251f | 284fg | 3,60abc | 0,39cd | 0,31 cde 0,52 h
CdNiPb|3,20e| 3,38c 1,85i 0,36 defg | 0,32 cd 0,81 a
Kontrola | 3,31e| 2,58 h | 255 fgh 0,40 cd | 0,27 defg | 0,56 efgh
Cd 511a| 3,04ef | 2,13 hi 0,42 ¢ 0,32 cd 0,57 def
Ni 3,15e| 2,46 h | 2,25 ghi 0,29 h 0,22 ¢ 0,47 i
Pb 3,11e| 2,44 h 3,81la 0,34fg | 0,28 defg | 0,53 gh
Cd Ni 327e | 296 ef | 2,98def | 0,32gh | 0,33 bcd 0,46 i
CdPb |3,82d|3,15de | 3,17 bcd | 0,36 defg | 0,30 cdef | 0,56 efgh
Ni Pb 2,40f | 3,0lef | 3,08cde | 0,35efg | 0,25 efg 0,44
CdNiPb|321e| 29 ef | 204hi |0,36defg| 0,25fg 0,64 c
NZR 0,31 0,22 0,50 0,038 0,061 0,039

vrednosti oznagene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05
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5.7. Koncentracija azota i nitrata pod uticajem teS  kih metala

U tabeli 35 prikazane su koncentracije N i NO3 u listovima vrba tretiranim Cd,
Ni i Pb-EDTA. Koncentracija N u listovima varirala je u opsegu 4,01 — 5,17%. Cd je
kod klonova 1 i 2 uzrokovao znacajno opadanje koli€ine N u odnosu na kontrolu, a
Ni samo kod klona 1. Delovanje Pb-EDTA dovelo je takode do opadanja nivoa N kod
klona 1 i 4, dok je kod klonova 2 i 3 doSlo do statistiCki znaCajnog povecanja, u
poredenju tretmana 10 M (klon 2), odnosno 10 M (klon 3) sa kontrolnim biljkama.

Koncentracija NOj3’ je bila relativno stabilna, na vecini tretmana bez znacajnog
variranja pod uticajem primenjenih teskih metala. Zna¢ajne promene u odnosu na
kontrolu utvrdene su pri tretmanu Pb-EDTA kod klonova 1 i 4 (10* M), te klonova 2 i
3 (10° M). Utvrdena variranja koncentracije NO3™ koja su bila statisti¢ki zna¢ajna,
zavisila su od koriSéenog genotipa.

Tabela 35. Uticaj Cd, Nii Pb-EDTA na koncentraciju N i NO3™ u listovima vrba

Klon Koncentracija N (%) NO;z (ug/g)
(M) Cd Ni Pb-EDTA Cd Ni Pb-EDTA
0 5.17 a 5.17 a 5.17 a 5399 a | 5399 a | 5399 abcd
1 10" 4.15 de 4.01f 451cd | 4795ab | 4563 ab | 4793 cde
10° 4.35c¢c 4.02 f 458c |4998ab | 4853 ab | 4143 de
0 424 cd 424 e 424 e 5598 a | 5598 a | 5598 abcd
2 10" 403e |43lcde| 525a |499 ab | 5351a | 5432 abcd
10° 4.15de | 447bcd| 4.61c |5256ab | 5578 a 6541 a
0 433cd | 433cde | 4.33e | 4566 ab | 4566 ab | 4566 cde
3 10" 4.21 cde | 4.28 de 435e 4253 b | 4358 b | 5879 abc
10° 429cd | 432cde | 4.80b |4601ab|4529ab | 6270ab
0 463b 463b 4.46d | 4992 ab | 4992 ab | 4992 bcde
4 10" 455b | 4.48 bcd 4.11f 4532 ab | 4357 Db 6754 a
10° 4.61b | 4.46 bcd 4.06 f 4755 ab | 4443 b | 5533 abcd
NZR 0.181 0.202 0.109 1050 901 1401

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

5.8. Uticaj teskih metala na aktivnost nitrat reduk  taze

Aktivnost nitrat reduktaze se pod uticajem Cd menjala specificno u zavisnosti
od genotipa (Tabela 36). U mladim listovima utvrdeno je znaajno smanjenje ove
aktivnosti u odnosu na kontrolu, kod klonova 2 (10° M) i 4 (10* M). U starim

listovima aktivnost ispitivanog enzima se povecala kod klona 1 na obe primenjene
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koncentracije Cd, kod klona 2 i 4 na veéoj koncentraciji (10* M), dok je kod klona 3
utvrdeno statistiéki zna¢ajno smanjenje pri koncentraciji 10® M. Aktivnost nitrat
reduktaze u korenu je pod uticajem Cd manje varirala nego u listovima. Znacajna

razlika izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka utvrdena je samo u korenu klona 3.

Tabela 36. Uticaj Cd na aktivnost nitrat reduktaze

Klon |1retman | Aktivnost nitrat reduktaze  (uM NO, gth?)
Cd (M) mladi listovi stari listovi koren
0 1.45 de 1.06f 0.53 ab
1 10* 1.53 cde 2.07 de 0.46 abcd
10° 1.30 def 1.78 e 0.41 bcd
0 2.59 ab 1.96 de 0.38 cde
2 10* 3.10a 3.15b 0.49 abc
10° 0.77f 1.76 e 0.42 bcd
0 1.68 cde 2.89 bc 0.43 bcd
3 10* 2.06 bc 1.74 e 0.59 a
10° 2.06 bc 2.49 cd 0.33 de
0 1.85cd 2.77 bc 0.38 cde
4 10* 1.13 ef 3.79 a 0.33 de
10° 1.29 def 3.83ab 0.26 e
NZR 0.53 0.59 0.13

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Tretman Ni je uticao na smanjenje aktivnosti nitrat reduktaze u listovima i
korenu kod svih istrazivanih genotipova (Tabela 37). Smanjenje aktivnosti nije se
pokazalo statistiCki znaCajnim u poredenju sa kontrolnim tretmanima samo u starim
listovima klona 1.

Tabela 37. Uticaj Ni na aktivnost nitrat reduktaze

Klon LTretman | Aktivnost nitrat reduktaze (UM NO, g'h?h
Ni (M) mladi listovi stari listovi koren
0 1.44 b 1.06 cde 0.53 a
1 10* 0.81 cd 0.98 cde 0.05¢
10° 0.96 c 1.17 cd 0.10¢c
0 2.59 a 1.96 b 0.38b
2 10* 0.73 cd 1.26 cd 0.07 ¢
10° 1.57b 0.90 cdef 0.07 ¢
0 1.68b 2.89 a 0.43Db
3 10* 0.52 de 0.78 def 0.08 ¢
10° 0.55 cde 0.42 f 0.09 c
0 1.85b 2.73 a 0.38b
4 10* 0.51 de 1.37 ¢ 0.10c
10° 0.16 e 0.61 ef 0.10¢c

NZR 0.39 0.50 0.06

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05




Tretman Pb-EDTA, nije uticao na aktivnost nitrat reduktaze (Tabela 38).
Jedina znacajna razlika u odnosu na kontrolu utvrdena je kod klona 4 u starim
listovima. U korenu je aktivnost analiziranog enzima bila na ujednaenom niskom

nivou na svim tretmanima.

Tabela 38. Uticaj Pb-EDTA na aktivnost nitrat reduktaze

Klon L_Tretman _|Aktivnost nitrat reduktaze (UM NO, gth?h
Pb-EDTA (M) mladi listovi stari listovi koren
0 0.29 a 0.23 ab 0.09 a
1 10* 0.34 a 0.28 ab 0.05 a
10° 0.31a 0.23 ab 0.05 a
0 0.16 b 0.26 ab 0.07 a
2 10* 0.17b 0.27 ab 0.04 a
10° 0.17 b 0.21 bc 0.04 a
0 0.27 a 0.29 ab 0.09 a
3 10* 0.31a 0.31a 0.06 a
10° 0.26 a 0.23 bc 0.08 a
0 0.19b 0.31a 0.07 a
4 10* 0.35a 0.29 ab 0.06 a
10° 0.18 b 0.23 bc 0.08 a

NZR 0.11 0.09 0.05

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

5.8.1. Uticaj kombinovanih tretmana tesSkih metalan  a aktivnost nitrat

reduktaze

Tretman Cd koncentracije 10% M znaéajno je povisio aktivnost nitrat-
reduktaze kod oba ispitivana klona (Tabela 39). Tretman Cd+Ni u starim listovima
klona 4 takode je stimulativno delovao na aktivhost ovog enzima. Tretman Ni je
smanjio aktivnost nitrat reduktaze ali bez statistiCke znacCajnosti. Na ostalim
tretmanima aktivnost ispitivanog enzima je bila u istom nivou znacajnosti sa

kontrolom. Najmanja aktivnost nitrat reduktaze je kod oba klona utvrdena na
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tretmanu Cd+Ni+Pb. Na svim tretmanima aktivnost nitrat reduktaze bila je vec¢a u

listovima u odnosu na koren.

Tabela 39. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

aktivnost nitrat reduktaze

Klon Tretman Aktivnost nitrat reduktaze (UM NO, g'l h'l)
10 M Mladi listovi | Stari listovi Koren
Kontrola 0.24 c 0.24 de 0.03 cd
Cd 0.63 b 0.78 b 0.02 def
Ni 0.18 cde 0.21 def 0.02 fgh
1 Pb 0.19 cde 0.18 efg 0.02 def
Cd Ni 0.23 cd 0.17 efg 0.01h
Cd Pb 0.22 cde 0.28 cd 0.01 gh
Ni Pb 0.17 cde 0.17 h 0.01 gh
Cd Ni Pb 0.05¢ 0.05h 0.02 fg
Kontrola 0.18 cde 0.24 de 0.03 bc
Cd 0.96 a 1.36 a 0.04 ab
Ni 0.15 def 0.18 ef 0.02 efg
4 Pb 0.15 def 0.17 efg 0.02 efg
Cd Ni 0.20 cde 0.33¢c 0.05a
Cd Pb 0.19 cde 0.23 def 0.02 def
Ni Pb 0.11 efg 0.18 ef 0.02 ef
Cd Ni Pb 0.08 fg 0.13 fgh 0.03 cde
NZR 0,08 0,08 0,007

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Aktivnost nitrat reduktaze u korenu je bila veoma niska i u kontrolnim biljkama
i u tretiranim biljkama, pod uticajem obe primenjene koncentracije, Sto je rezultiralo
veoma niskom znacajnom razlikom kad je u pitanju ovaj parametar (Tabele 39 i 40).

Takode je na koncentracijama 10 M utvrden stimulativni efekat tretmana Cd i
Cd+Ni u poredenju sa kontrolom, kod oba istrazivana genotipa (Tabela 40). Tretman
niklom je smanjio aktivhost enzima na svim tretmanima, sa statistiCki znacajnim
razlikama utvrdenim kod klona 1. Aktivnost nitrat reduktaze nije znacajno izmenjena

na drugim tretmanima u odnosu na kontrolne biljke.
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Tabela 40. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

aktivnost nitrat reduktaze

Klon Tretman Aktivnost nitrat reduktaze (UM NO, g'l h'l)
10° M Mladi listovi | Stari listovi Koren
Kontrola 0.24 b 0.24 de 0.03 abcd
Cd 0.69 a 1.32b 0.02de
Ni 0.11 cd 0.12de 0.03 bcde
Pb 0.21b 0.23 de 0.03 abcd
1 Cd Ni 0.67 a 0.99c 0.02 de
Cd Pb 0.24 b 0.31 de 0.03 bcd
Ni Pb 0.15 bcd 0.17 de 0.03 cde
Cd Ni 0.13 bcd 0.23 de 0.04 ab
Pb
Kontrola 0.18 bc 0.24 de 0.03 abcd
Cd 0.65 a 0.74 a 0.06 cde
Ni 0.07 cd 0.10 de 0.03 abcd
Pb 0.17 bc 0.26 de 0.02 de
4 Cd Ni 0.58 a 1.11 bc 0.02 de
Cd Pb 0.23b 0.33d 0.01e
Ni Pb 0.10 cd 0.15de 0.04 abc
Cd Ni 0.16 bcd 0.15de 0.04 a
Pb
NZR 0,12 0,26 0,012

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

5.9. Uticaj teskih metala na koncentraciju slobodno g prolina
Sadrzaj prolina se pod uticajem Cd menjao vrlo varijabilno bez uniformne
tendencije (Tabela 41). U mladim listovima na obe primenjene koncentracije, njegov
sadrZaj se znagajno poveéao u klonovima 1 i 4, klonu 2 (10®° M) i klonu 3 (10 M). U
mladim listovima klona 2 je doSlo do znafajnog opadanja sadrzaja prolina pod
uticajem vece koncentracije Cd (10 M). U starim listovima klona 1 je pod uticajem
veée koncentracije Cd (10 M) doslo do znadajnog porasta, dok je za klon 2
utvrdeno opadanje sadrzaja prolina. Kod ostalih klonova nije bilo znac¢ajnih promena.
U korenu je Cd uzrokovao opadanje koncentracije prolina u svim slu¢ajevima.
Smanjenje koncentracije prolina u korenu nije u svim sluajevima bilo statisticki

znacajno.
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Tabela 41. Uticaj Cd na koncentraciju prolina

Klon Tretman Koncentracija prolina (ug g'l)
Cd (M) | mladi listovi | stari listovi koren
0 22.39 ef 9.20 fg 19.18 a
1 10* 64.75a |13.50bcde | 14.91b
10 45.25¢c | 10.57 defg | 16.01b
0 29.82d 15.85ab | 10.18 cd
2 10™ 21.69 ef 8.08 g 6.37 fg
10° 58.03 b 18.26a | 10.75c
0 14.15g | 13.50 bcde | 7.67 ef
3 10 2451 de | 14.13bcd | 7.13 efg
10° 18.03 fg 14.74bc | 5.59¢g
0 25.78de | 10.52efg | 12.11c
4 10 44.61c | 10.84 defg | 10.63 ¢
10° 52.28 b | 12.18 cdef | 8.56 de
NZR 5.76 3.37 1.89

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Pod uticajem Ni koncentracija prolina je u listovima i korenu u vecini sluajeva

bila manja u poredenju sa kontrolom (Tabela 42).

Tabela 42. Uticaj Ni na koncentraciju prolina

Klon Tretman Koncentracija prolina (ug g*)
Ni (M) | mladi listovi | stari listovi | koren
0 22.05 cde 9.38 cd 19.12 a

1 10* 29.09 a 8.94cd |10.58 bc
10° 24.71 abc 5.75 e 7.66 de

0 20.27 de 15.82a | 10.18c¢c
2 10* 23.46 bed 2.23f 6.07 ef
10 11.83 fg 8.51d 6.02 ef

0 14.15 f 13.67b | 7.67de
3 10 12.61 fg 3.03f 7.93d
10 8.81¢ 894cd | 2.77¢g
0 25.45abc | 10.82c | 12.13b

4 10 18.89 e 3.89 ef 5.70 f
10° 27.44 ab 9.20 cd 1.92 g

NZR 4.20 2.15 1.76

vrednosti oznaene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

Samo u mladim listovima klona 1 na koncentraciji od 10* M Ni, doslo je do
znaCajnog porasta koncentracije prolina. U korenu su razlike izmedu kontrole i

tretmana Ni bile znagajne sa jednim izuzetkom (klon 3, 10 M).
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Koncentracija prolina je u listovima pod uticajem Pb-EDTA bila manja u
tretiranim biljkama u poredenju sa kontrolnim (u vecini sluajeva statisti¢ki zna¢ajno).
lzuzetak su klonovi 2 i 3 za koje je utvrdeno signifikantno povecanje koncentracije
prolina pod uticajem Pb-EDTA (Tabela 43). U korenu klonova 1, 3 i 4 utvrdeno je
znacajno smanjenje koncentracije prolina pod uticajem tretmana, dok je za klon 2 na
koncentraciji 10* M utvrdeno povecéanje koncentracije prolina za jedan nivo

znacajnosti.

Tabela 43. Uticaj Pb-EDTA na koncentraciju prolina

Klon Tretman Koncentracija prolina (ug g7)
Pb-EDTA (M) | mladi listovi | stari listovi | koren
0 30.31a 3091a | 2031c
1 10™ 26.29bc | 14.94cd | 22.49¢
10° 22.82de | 15.05cd | 16.35d
0 26.25 bc 1854c | 9.84f
2 10™ 28.92 ab 26.0lb | 1261e
10° 21.76 ef 18.76 ¢ | 9.84f
0 25.16 cd 85le |26.82b
3 10™ 21.27 ef 13.73d | 9.85f
10° 19.08 fg | 12.39 de | 10.80 ef
0 21.79ef | 20.75ab | 4467 a
4 10 18.94fg | 11.32de |10.80 ef
10° 15.96 g 11.49 de | 12.12 ef
NZR 3.01 3.77 2.33

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znac¢ajno za p<0.05

Pojedinacnim delovanjem sva tri teSka metala (Cd, Ni i Pb-EDTA) u korenu je
doslo do opadanja koncentracije prolina u odnosu na kontrolu, sa izuzetkom klona 2,
pod uticajem Pb-EDTA (Tabele 41-43). Koncentracija prolina u mladim listovima bila

je veca u odnosu na stare listove na svim primenjenim tretmanima.
5.9.1. Uticaj kombinovanih tretmana teSkih metalan  a koncentraciju
slobodnog prolina
Koncentracija prolina u listovima se pod dejstvom tesSkih metala koncentracije

10 M uglavnom poveéala u poredenju sa kontrolnim biljkama (Tabela 44). Izuzetak

je tretman Pb, na kom je koncentracija prolina u listovima opala. Na svim
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tretmanima, koncentracija prolina u mladim listovima bila je ve¢a u odnosu na stare
listove.

U korenu je takode na vecini tretmana doslo do stimulacije u sintezi prolina
(Tabela 44). Opadanje njegovog nivoa je utvrdeno tretiranjem klona 1 kombinacijom

Cd+Pb i tretmanu Ni+Pb kod oba klona, ali bez statisticke znaCajnosti.

Tabela 44. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10* M na

koncentraciju prolina

Klon Tretman Koncentracija prolina  (ug g™)
10 M Mladi listovi | Stari listovi Koren
Kontrola 12.15 def 5.33 cde 12.72 efgh
Cd 16.63 cd 7.59 bed 50.67 b
Ni 23.45 bc 7.41 bcd 20.33 def
1 Pb 7.05f 3.31le 25.64 de
Cd Ni 15.63 de 8.69 bc 10.93 fgh
Cd Pb 14.43 de 5.32 cde 3.18 h
Ni Pb 26.77 b 6.49 cde 7.11 fgh
Cd Ni Pb 23.56 bc 2581l a 88.46 a
Kontrola 10.61 def 7.44 bcd 9.77 fgh
Cd 34.26 a 10.39 b 43.22 bc
Ni 16.78 cd 4.53 de 30.81 cd
4 Pb 8.58 ef 4.43 de 18.52 defg
Cd Ni 22.79 bc 6.91 bcd 11.69 fgh
Cd Pb 9.04 ef 5.01 de 14.43 efgh
Ni Pb 28.89 ab 7.74 bed 5.91 gh
Cd Ni Pb 27.15b 28.16 a 11.91 fgh
NZR 6,67 3,26 12,56

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se znacajno za p<0.05

ZnacCajno smanjenje koncentracije prolina u listovima, pod uticajem
koncentracija teskih metala od 10° M, utvrdeno je samo u starim listovima na
tretmanu Cd+Ni klona 1 i na tretmanu Pb klona 4 (Tabela 45). Na ostalim tretmanima
koncentracija prolina je bila slicha ili veca u odnosu na kontrolne biljke. Kao i na
koncentracijama 10* M, koncentracija prolina u mladim listovima bila je ve¢a u
poredenju sa starim listovima.

U korenu je vecina tretmana dovela do povecanja koncentracije prolina

(Tabela 45). l1zuzetak su tretmani Cd i Cd+Ni klona 1 i Cd i Cd+Ni+Pb klona 4.
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Tabela 45. Uticaj kombinovanih tretmana teskih metala koncentracije 10° M na

koncentraciju prolina

Klon Tretman Koncentracija prolina  (ug g™)
10° M | Mladilistovi | Stari listovi Koren
Kontrola 12.15 de 5.33 def 12.72 bcd
Cd 14.58 cde 2.66 gh 478 i
Ni 23.60 b 7.47 cde 13.61 bc
1 Pb 9.22 e 4.41 fg 22.35a
Cd Ni 22.78 b 1.19h 6.74 ghi
Cd Pb 23.51b 5.82 def 10.24 cdefg
Ni Pb 14.84 cde 7.04 cde 21.95 a
Cd Ni Pb 20.90 bc 25.67 a 10.02 cdefg
Kontrola 10.61 de 7.32 cde 9.77 defg
Cd 17.60 bcd 11.01b 6.27 hi
Ni 13.23 cde 8.77 bc 11.15 cde
4 Pb 9.62 e 3.99 fg 8.52 efghi
Cd Ni 16.38 bcde 4.94 efg 10.52 cdef
Cd Pb 44.76 a 6.01 def 7.06 fghi
Ni Pb 13.58 cde 7.88 cd 1552 b
Cd Ni Pb 13.23 cde 4.94 efg 6.03 hi
NZR 7,34 2,37 3,47

vrednosti oznacene istim slovom u kolonama ne razlikuju se zna¢ajno za p<0.05

5.10. Analiza potencijala klonova u fitoekstrakciji Cd, NiiPb

U cilju udruzivanja dobijenih podataka u jednu preglednu analizu, izvrSena je
analiza statisticke udaljenosti genotipova koriS¢enjem vrednosti istrazenih
parametara. U obzir su uzeti parametri koji se smatraju najvaznijim predispozicijama
za efikasnu primenu u fitoekstrakciji i za Cije vrednosti je pozeljno da budu na sto
vecem nivou: masa korena, zapremina korena, masa izbojka, visina izbojka, masa i
povrSina listova, intenzitet transpiracije, disanja i fotosinteze i akumulacija metala u

nadzemnom delu biljke.

Svakom genotipu dodeljena su tri ,karaktera®:

,a" — vrednost parametra za dati genotip je statisti¢ki znacajno veca od kontrole ili
veca od vrednosti drugih genotipova
.0“ — vrednost parametra za dati genotip je statistiCki jednaka sa kontrolom

,C“ — vrednost parametra za dati genotip je statisticki znacajno manja od kontrole
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U tabelama 46-48 je dat prikaz pojave odgovarajucih parametara po svakom
genotipu u zavisnosti od primenjenog teSkog metala. Za efikasnu fitoekstrakciju
poZeljan je Sto vecdi broj karaktera a i b, a Sto maniji broj karaktera c. Kvantitet ovako
formiranih parametara iskoriS¢en je za klaster analizu ¢ime je utvrdena statisticka
bliskost genotipova u njihovom fitoekstrakcionom potencijalu svakog od teSkih
metala pojedinacno. Na grafickim prikazima klastera (eng. cluster), povecanjem
vrednosti statistickog rastojanja (d) izmedu klonova, smanjuje se sposobnost datog
klona u fitoekstrakciji (slike 86-88).

5.10.1. Potencijal klonova u fitoekstrakciji Cd
Svi klonovi imali su najveéi broj karaktera ,c“, Sto ukazuje da je Cd delovao
kao jak faktor stresa na istrazene klonove (Tabela 46). Klon 4 se izdvaja kao klon sa
najve¢im brojem karaktera ,a" i ,b" Sto potvrduje da ovaj genotip ima najveci

potencijal u fitoekstrakciji Cd.

Tabela 46. Predispozicija klonova za fitoekstrakciju Cd
podvucen je klon sa najvec¢im statisticki utvrdenim potencijalom u fitoekstrakciji

a |b |c
Klonl |8 |4 |22
Klon2 |0 |3 |27
Klon3 |2 |10 16
Klon4 |18 |3 |19

Pored klona 4, klon 1 je takode imao znacajan broj parametara koji nisu opali
pod uticajem Cd. Ovo potvrduje i klaster (Slika 86). Po predispoziciji za
fitoekstrakciju Cd statisticki najblizi su bili klonovi 1 i 4, dok je klon 2 imao najmanju
frekvenciju pozeljnih parametara, sa najvecim statistickim rastojanjem u odnosu na

ostale genotipove.
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Klon 1

Klon 4

Klon 3

Klon 2

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Rastojanje izmedu klonova (d)

Slika 86. StatistiCka sli€nost izmedu klonova u zavisnosti od predispozicije za
fitoekstrakciju kadmijuma
5.10.2. Potencijal klonova u fitoekstrakciji Ni

Kao i u slu¢aju Cd, veliki broj karaktera ,c“ ukazuje da je tretman Ni
uzrokovao znacajan stres vrba (Tabela 47). Ponovo se kao najefikasniji klonovi u

fitoekstrakciji izdvajaju klon 4, odnosno klon 1.

Tabela 47. Predispozicija klonova za fitoekstrakciju Ni
podvucen je klon sa najvec¢im statisticki utvrdenim potencijalom u fitoekstrakciji

a |b |c
Klonl |11|6 |22
Klon2 |3 |8 |20

Klon3 |0 |9 |19
Klon4 | 15|10 | 18
Najveca statisticka bliskost izraCunata na osnovu pozeljnih karaktersitika

fitoekstraktora Ni, ponovo je karakteristicha za klonove 4 i 1 (Slika 87). Za razliku od

Cd, kao najlosiji klon u fitoekstrakciji Ni izdvojio se klon 3.
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Rastojanje izmedu klonova (d)

Slika 87. StatistiCka sli€nost izmedu klonova u zavisnosti od predispozicije za
fitoekstrakciju Ni

5.10.3. Potencijal klonova u fitoekstrakciji Pb

Najveci broj pozeljnih parametara u fitoekstrakciji Pb utvrden je kod klona 1

(Tabela 48). Za razliku od Cd i Ni, broj karaktera ,c* koji su naruSavali bioprodukciju

vrba osim kod klona 4, nije premasio broj karaktera koji ukazuju na toleranciju i

adaptaciju na stres nastao tretmanom Pb-EDTA, Sto ukazuje da prisustvo Pb-EDTA

u hranljivom rastvoru nije delovalo kao jak stresogeni faktor.

Tabela 48. Predispozicija klonova za fitoekstrakciju Pb
podvucen je klon sa najvec¢im statisticki utvrdenim potencijalom u fitoekstrakciji

a |b |c
Klonl |22 |13 |7
Klon2 | 10|18 |9
Klon3 |4 13|13
Klon4 |6 |8 |20
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Kao klonovi sa najve¢om predispozicijom u fitoekstrakciji Pb izdvojili su se
klon 1, odnosno klon 2 (Slika 88). Klon 4, koji se pokazao kao dobar fitoekstraktor
Cd i Ni, za Pb je imao najnizi nivo pozeljnih osobina. Sli€no se moze utvrditi i za klon
3 Cije se statistiCko rastojanje u odnosu na klaster klonova 1i 2 (d = 0.71) vrlo malo

razlikovalo u odnosu na rastojanje klona 4 prema klasteru klonova 1, 2 i 3 (d = 0.73).

Klon 1

Klon 2

Klon 3

Klon 4

L L L L =
0 0.2 0.4 0.6 0.8
Rastojanje izmedu klonova (d)

Slika 88. StatistiCka slicnost izmedu klonova u zavisnosti od predispozicije za
fitoekstrakciju Pb
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6. Diskusija

6.1. Uticaj teskih metala na rast biljaka i produkc  iju biomase

Svi elementi koji spadaju u grupu teskih metala, u vec¢im koncentracijama
deluju toksi¢no na biljke, bez obzira na njihovu fizioloSku ulogu. Efekti toksi¢nosti
ispoljavaju se usled veceg broja poremecaja. TeSki metali menjaju ili inhibiraju
aktivnost enzima, osSteéuju celijske membrane, naruSavaju aktivhost fitohormona,
usvajanje jona, translokaciju asimilata, dovode do promena u vodnom rezimu,
stvaraju oksidativni stres, inhibiraju fotosintezu i disanje (Dietz i sar., 1999). Postoje
dokazi da ubrzavaju starenje listova (Jana i Choudhuri, 1982; Fuhrer, 1983). Teski
metali prihvataju par elektrona iz koordinatnih kovalentnih veza, reagujuéi sa -S’, -
OH’, amino grupama i terminalnim delovima karboksilnih kiselina. Cd i Pb, kao
neesencijalni elementi, deluju na SH grupe i N atome proteina, ¢ime ih inaktiviraju
(Lambers i sar., 2008). Kada je koncentracija tesSkih metala u blizini ¢éelijske
membrane visoka, ispoljavaju se nekontrolisane redoks reakcije, usled Cega se
povec¢ava koncentracija slobodnih radikala. Slobodni radikali dovode do lipidne
peroksidacije usled ¢ega se naruSava selektivha propustljivost membrane (Clemens,
2001). Neki teski metali inaktiviraju enzime tako Sto preuzimaju aktivacionu ulogu
drugih katjona (Van Assche i Clijsters, 1990). Brojne fizioloSke, anatomske i
morfoloSke promene, za krajnju posledicu imaju smanjenu produkciju organske
materije (Kastori i Maksimovi¢, 2008).

Simptomi toksi¢nog delovanja suviSka teSkih metala u tkivu vrba ispitivanih u
ovoj disertaciji bili su specificni u odnosu na primenjeni tretman. Pod uticajem Cd,
hloroza je bila homogena na celoj lisnoj plo¢i mladih listova. Nikl je doveo do pojave
hloroza na mladim i starim listovima, sa postepenom progresijom od interkostalne ka
homogenoj hlorozi. Konstatovano je takode Sirenje nekroti¢nih povrSina od oboda
liske. Sliéni morfoloski simptomi su utvrdeni na krompiru pod uticajem Ni (Rajni i
Rajeev, 2009).

Izrazeni hloroticni i nekroticni simptomi na billkama tretiranim Cd i Ni
koncentracije 10* M, uz smanjenu visinu i masu nadzemnog dela biljaka ukazuju da
je dati nivo kontaminacije ova dva metala zna¢ajno uticao na smanjenje vijabilnosti

istrazivanih genotipova. Cesto su razlike u reakciji bioprodukcije genotipa na
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tretmane, bile vece izmedu klona 1 i 2 (pripadaju istoj vrsti) nego izmedu klonova
razli¢itin vrsta, Sto ukazuje na genotipsku specificnost reakcije na teSke metale,
odnosno na znacaj genotipa u uspesnoj primeni vrba u fitoekstrakciji.

Obe koncentracije Cd dovele su do znacajnog opadanja visine i mase izbojka,
ukupne mase i povrSine lista. Takode je doSlo do znac¢ajnog smanjenja veli€ine lista
(opadanje prose¢ne mase i povrSine pojedinac¢nog lista). Redukcija biomase je bila
znadajno vise izraZena pod uticajem koncentracije 10* M Cd. Ovi rezultati su u
skladu sa ranijim istrazivanjima po kojima Cd smanjuje Klijanje, rast i organsku
produkciju (Lozano-Rodriguez i sar., 1997, Larbi i sar., 2002). Kao genotip sa
najvecom bioprodukcijom u uslovima kontaminacije korenskog medijuma
kadmijumom, izdvojio se klon 4.

Veéa koncentracija Ni (10* M) je u najveéoj meri redukovala rast klonova u
poredenju sa kontrolom, tako da je npr. masa izbojka opala od 2,43 do 6,33 puta u
odnosu na kontrolu. Razlike u bioprodukciji izmedu biljaka gajenih na dve razliclite
koncentracije Ni (10 i 10™ M), bile su izraZenije u poredenju sa Cd. Za razliku od Cd
i Pb, Ni nije statisticki zna¢ajno stimulisao rast korena, koji je u manjem broju
slu€ajeva bio redukovan. Klonovi 1 i 4 su se izdvojili kao genotipovi sa najve¢om
bioprodukcijom na tretmanu Ni.

Prisustvo Pb-EDTA je u najmanjoj meri redukovalo rast ispitivanih genotipova.
U poredenju sa kontrolom, vecina parametara rasta registrovanih za klonove 31 4 je
bila jednaka ili niza. Klon 2 je imao najmanje promene rasta pod uticajem zagadenja,
dok je kod klona 1 utvrden stimulativan efekat Pb-EDTA na rast. Reakcija
genotipova je bila veoma specificna. Tako npr. klon 2 nije imao manje mase i
povrSine lista po izbojku u odnosu na kontrolu, ali je imao manju prose¢nu masu i
povrSinu jednog lista. Ovo ukazuje da je smanjenje veli€ine lista pratilo povecanje
broja listova ¢ime se ukupna masa listova odrzala na istom nivou kao i kod
kontrolnih biljaka. Klon 1 je pokazao znaCajno povecanje mase i zapremine korena
pod uticajem obe primenjene koncentracije Pb-EDTA. Prema tome, EDTA je zastitila
biljke neutralisanjem jona Pb. Sli¢éne rezultate dobili su Larbi i sar. (2002) tretirajuci
Secernu repu poviSenim koncentracijama Pb-EDTA, Sto nije u znacajnoj meri
redukovalo rast.

Pod uticajem Cd doSlo je do porasta korena svih klonova osim klona 2.
Povecanje korena pod uticajem Cd i Pb-EDTA je potvrdeno i ispitivanjem

kombinovanog uticaja teskih metala na rast klonova 1 i 4. Kombinovani tretman
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Ni+Pb je takode doveo do povecanja mase korena, ali bez statisticke znacajnosti.
Sliéne rezultate u drvenastim vrstama dobio je Gussarson (1994), za neSto nize
primenjene koncentracije Cd. Prema ovom autoru akumulacija Cd u kombinaciji sa
povecanjem korena, bi mogla biti mehanizam zastite nadzemnog dela biljke od
toksi¢nog dejstva teSkog metala. Po ovoj hipotezi, poveéanjem korena stvara se
.rezervoar® koji moze da nakupi vecCe koliCine teSkog metala i izoluje ga od
nadzemnih delova, gde bi ispoljavanje njihovih toksi¢nih dejstava imalo najvece
posledice. Tolerancija teskih metala na nivou korena, koja ukazuje na ocuvanje
selektivnosti Celijskih membrana korena, predstavlja prvi preduslov da se neka biljka
moZze primeniti kao fitoekstraktor. Zacchinni i sar. (2009) su istrazivali uticaj Cd na 6
klonova vrba i 10 klonova topola. U 50% vrba i 40% topola, tretman poviSenim
koncentracijama Cd nije doveo do smanjenja duzine korena u odnosu na kontrolu.
Wojcik i Tukendorf (1999) su utvrdili povecanje korena kukuruza gajenog 3 sata na
0,5x10*Mi2,5x10*M Cd, za 106,6 - 112,5 %. Lux i sar. (2004) su utvrdili da se
genotipovi vrba sa potvrdenom tolerancijom na Cd karakteriSu specificnostima u
anatomiji korena. Apoplastni transport Cd u steli korena i uzlazna translokacija
znacajno su zavisile od anatomije korena. Razvoj endodermalnih kasparijevih traka
u klonovima koji su imali visoku toleranciju na Cd se odvijao na vecoj udaljenosti od
vrha korena u poredenju sa klonovima koji imaju nisku akumulaciju Cd. Takode,
formiranje suberinskih lamela odvijalo se na vecoj udaljenosti od vrha korenova kod
klonova vrba koji se karakteriSu veéom translokacijom Cd u nadzemne delove.
Nikoli¢ (2009) konstatuje genotipsku specificnost anatomskih promena korena topola
izlozenih poviSenim koncentracijama Cd i Ni. U nekim klonovima topola utvrdeno je
povecanje udela korteksa sa istovremenim smanjenjem centralnog cilindra korena. U
cilju preciznog utvrdivanja uzroka povecanja korena pod uticajem Cd, odnosno Pb-
EDTA u vrbama ispitanim u ovoj disertaciji potrebno je izvrSiti dodatna istrazivanja.
Precizno funkcionalno objasnjenje slicnih povecanja korena pod uticajem teskih
metala, na molekularnom nivou, joS nije poznato u dostupnoj nau¢noj literaturi.
Ispitivanje uticaja kombinovanih tretmana teskih metala na klonove 1 i 4
pokazalo je da je Pb-EDTA najmanje redukovalo rast ili Cak delovalo stimulativho na
genotipove, Sto ukazuje na zastitni efekat EDTA. Parametri rasta u kombinovanim
rastvorima Cd+Pb-EDTA i Ni+Pb-EDTA su u vecini slu¢ajeva bili znacajno veci u
poredenju sa parmetrima rasta izmerenim pod uticajem Cd, odnosno Ni, a maniji u

odnosu na pojedinacne rastvore Pb-EDTA. Kombinovani tretman Cd+Ni+Pb-EDTA i
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tretman Cd+Ni su u najvecoj meri redukovali rast klonova 1 i 4. Nekoliko studija
ukazuje da se Ni nalazi ¢eSc¢e u citosolu ¢elije, dok se Cd ¢eS¢e akumulira u vakuoli,
Sto ukazuje na postojanje odvojenih mehanizama tolerancije za Cd i Ni (Brune i sar.,
1995). Antagonizam u njihovom toksichom dejstvu je u tom slu€aju sveden na
najmanju moguéu meru, ¢ime se moze objasniti da je njihovo zajedni¢ko delovanje
izazvalo najve¢e smanjenje svih parametara bioprodukcije u ispitivanim vrbama.
Prisustvo EDTA u hranljivom rastvoru je znacajno umanijilo negativne efekte
teskih metala, pre svega Pb ali i Cd i Ni. Stvaranjem helata teSkih metala smanjuje
se njihova reaktivnost i toksi¢no delovanje. Kako se jon olova nije nalazio u velikim
koncentracijama slobodan u biljnim ¢elijama, uobi€ajeni toksi¢ni efekti Pb su izostali.
Specifiénost genotipa je potvrdena i analizom bioprodukcije pod uticajem
kombinovanog delovanja teSkih metala u istom rastvoru. Klon 4 je imao znacajno

vecu bioprodukciju u odnosu na klon 1 na vecini primenjenih tretmana.

6.2. Uticaj teSkih metala na intenzitet transpiraci  je

U brojnim istrazivanjima je potvrden negativan uticaj teskih metala na vodni
rezim biljaka. Ovaj uticaj se najCeSce ogleda kroz smanjen intenzitet transpiracije.
Smanjeno odavanje vode pod uticajem teSkih metala nastaje usled direktnih i
indirektnih efekata na odredene metaboliCke procese biljaka. Primer direktnog
delovanja je smanjenje stomaterne provodljivosti kroz neposredan uticaj Cd na cCelije
zatvaracice (Milone i sar., 2003). Joni zive blokiraju akvaporine ¢ime se redukuje
potencijal prolaska vode kroz membranu (lonenko i sar., 2006). Joni Zive, olova i
cinka direktno inhibiraju otvaranje stoma (Yang i sar., 2004). Negativnim delovanjem
na niz procesa kao Sto su fotosinteza, disanje, aktivhost enzima, transport jona kroz
membranu, redukovana bioprodukcija, teSki metali posredno smanjuju i promet vode
kroz biljku. Utvrdeno je i da je otpornost biljaka na susSu zna€ajno manja kada su
biljke izloZzene dejstvu teskih metala u podlozi.

Uticaj teSkih metala na intenzitet transpiracije bio je najveci u prepodnevnom
periodu (od 7 — 13 h) kada je transpiracija najintenzivnija. U popodnevnhom periodu
(13 — 19 h) odavanje vode se postepeno smanijivalo, ali su razlike izmedu dejstva

razliitin teSkih metala i genotipova bile u korelaciji sa prepodnevnim periodom. U
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toku noéi (19 — 7 h), nivo transpiracije je opao na zanemarljivo male vrednosti, te
stoga uticaj teSkih metala na vodni rezim nije pokazao znacajan efekat.

Nikl je u obe primenjene koncentracije u najvec¢oj meri redukovao intenzitet
transpiracije, u odnosu na kontrolu, dok je dejstvom Cd i Pb-EDTA do znacajnog
smanjenja transpiracije doslo u manjem broju slu¢ajeva. U pojedinim slu€ajevima
doslo je i do blagog povecanja odavanja vode. Potvrdeno je da tesSki metali delom
smanjuju transpiraciju kroz direktnu redukciju apsorpcione povrSine korena
inhibicijom stvaranja korenskih dlaka, redukcijom permeabilnosti membrana
korenskih ¢elija, broja i dijametra vaskularnih elemenata (Barcel6 i Poschenrieder,
1990). Maniji uticaj Cd i Pb-EDTA na smanjenje transpiracije u odnosu na uticaj Ni i
kombinovanih tretmana moze se objasniti Cinjenicom da je rast korena bio najmanje
inhibiran upravo na ovim tretmanima. Odavanje vode se pod uticajem teSkih metala
najmanje menjalo kod klona 4 i to ukazuje na tolerantnost ovog genotipa na
primenjene tretmane. Kombinovani tretmani Cd+Ni+Pb-EDTA, Cd+Ni i Cd+Pb-EDTA
su znacajno uticali na smanjenje intenziteta transpiracije, naroCito na vecoj
koncentraciji teskih metala (10* M). Smanjenje transpiracije je pod uticajem Cd
potvrdeno, Cak i kada je aktivnost fotosintetiCkog aparata zasSti¢ena sintezom
fitohelatina (Haag-Kerwer i sar., 1999; Gouia i sar. 2000). Mada Vasilev i sar. (2005)
navode da su poremecaji u vodnom rezimu pod uticajem Cd manje izrazeni u
hidroponskim eksperimentima u odnosu na zemljiSne kulture, klon 4 je pokazao
izuzetnu stabilnost vodnog rezima u uslovima suviska Cd.

Intenzitet transpiracije je opao u manjoj meri u odnosu na kontrolu pod
uticajem kombinovanih rastvora teskih metala koncentracije 10° M, nego $to je
utvrdeno na koncentracijama 10” M. Stoga su i razlike izmedu razligitih uticaja
pojedinih  kombinacija teSkih metala bile statistiCki manje znaCajne na
koncentracijama 10° M, $to ukazuje da je toksi¢an efekat teskih metala zavisan od
nivoa kontaminacije. ZajedniCko dejstvo teSkih metala, obi¢no je imalo vedi
negativan efekat u odnosu na pojedinacho dejstvo metala. Medutim, utvrdeno
povecanje toksi¢nosti nikada nije bilo potpuno aditivho (duplirano) Sto ukazuje ili na
antagonisticki efekat izmedu metala, ili na izraZeniju aktivaciju zastitnih mehanizama

pod uticajem veceg broja prisutnih teskih metala.
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6.3. Uticaj teskih metala na koncentraciju pigmenat  a, fotosintezu i

disanje

TeSki metali u biljkama, kao faktori stresa, izazivaju Citav niz poremecaja koji
dovode i do naruSavanja fundamentalnih metabolickin procesa kao Sto su
fotosinteza i disanje. Veliki broj istrazivanja ukazuje da teSki metali, direktno ili
indirektno, u zavisnosti od vrste i koncentracije, smanjuju intenzitete fotosinteze i
disanja i uticu na sintezu i razgradnju biljnih pigmenata. Negativni efekti ogledaju se
kroz naruSavanje strukture hloroplasta, sinteze hlorofila, karotenoida, plastohinona,
destruktivnim delovanjem na pigment-proteinske komplekse, konformaciju i aktivhost
enzima, prenos elektrona u transportnim lancima disanja i fotosineze (Becceril i sar.,
1988; Seregin i Ivanov, 2001; Milone i sar., 2003; Pietrini i sar., 2005; Seregin i
Kozhevnikova, 2006). Ocekivana redukcija merenih fotosintetickih i respiratornih
parametara u ispitivanim vrbama izloZzenim poviSenim koncentracijama teSkih
metala, bila je specifiCna u zavisnosti od teSkog metala i nivoa kontaminacije.

Cd i Ni su doveli do znac¢ajnog smanjenja koncentracije pigmenata u
listovima, Sto je bilo izrazenije u mladim listovima. Pb-EDTA u vecini slucajeva nije
smanjilo koncentraciju fotosintetickih pigmenata u listu, pri ¢emu je registrovano
nekoliko primera stimulacije sinteze pigmenata. Xiang i sar. (2006) su tretirali kineski
kupus razli¢itim koncentracijama Pb. U vecini slu€ajeva koncentracija pigmenata je
opala, ali je na koncentraciji od 0,4 mmol/kg suve zemlje, utvrden stimulativni efekat
Cistog Pb na koncentraciju hlorofila b. Pri tome autori nisu uspeli da utvrde
funkcionalni razlog tom povecanju koncentracije pigmenata. Cd je pojedinac¢no
uticao na znacajnije smanjenje koncentracije pigmenata nego kombinovani tretman
Cd+Ni, ali su svi ostali primenjeni pojedina¢ni i kombinovani tretmani (osim
pojedinacnog tretmana Pb-EDTA) doveli do smanjenja koncentracije pigmenata u
odnosu na kontrolu. Genotipska specificnost u pogledu koncentracije pigmenata bila
je veoma izrazena, kako u reakciji na pojedinacne tako i na kombinovane tretmane
teSkih metala. Vasilev i sar. (2005) su utvrdili smanjenje koncentracije hlorofila a, a
posledi¢no i intenziteta fotosinteze u dva klona vrba tretiranih povisenim
koncentracijama Cd u vodenim kulturama. Smatra se da Cd direktno naruSava
enzimatsku aktivnost u Kalvinovom ciklusu, inhibira sintezu pigmenata inhibiranjem

prothlorofilid reduktaze i uticajem na ultrastrukturu tilakoida. PoviSene koncentracije
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Cd stvaraju nedostatak Fe, Sto utiCe na pojavu hloroze listova, poremecaje usvajanja
hraniva, funkcionisanja elektron-transportnih lanaca i vodnog rezima Sto udruzeno
dovodi do opadanja intenziteta fotosinteze i disanja (Becceril i sar., 1988; Hendry i
sar., 1992; Wallace i sar., 1992; Barila i sar., 2001; Perfus-Barbeoch i sar., 2002;
Milone i sar., 2003; Pietrini i sar., 2005; Dinakar i sar., 2008).

Brzina razmene kiseonika u procesu disanja i fotosinteze je znacajno opala
pod uticajem pojedinacnog delovanja Cd i Ni. Ovo naruSavanje fotosintetickog i
respiratornog procesa je bilo znacajnije u mladim listovima i pri primenjenim
koncentracijama od 10 M.

O fotosinteti¢koj aktivnosti se delom moZe zaklju€ivati na osnovu indukcije
fluorescencije hlorofila, pracenjem parametra Fv/Fm. U optimalnim zivotnim
uslovima, bez obzira na taksnonomsku grupu, ekolosko poreklo, ili zivotnu formu
biljaka, ovaj parametar je stabilan i vrednost mu se kreé¢e oko 0,8 (Bjérkman, 1987;
Pajevi¢, 1996). Svaka promena u fluorescecniji hlorofila ukazuje na inhibiciju,
odnosno poremecaje u transportu elektrona, ¢ime se dobijaju informacije o
eventualnim heterogenostima u antena strukturi PS 1l i u elektronskom toku do PQ
(Bolhar-Nordenkampf i sar., 1989; Karukstis, 1992; Nogués i sar., 1994;
Longenberger i sar., 2009). U ovom radu, teski metali nisu uticali na opadanje
parametra fluorescencije Fv/Fm ispod 0,7 sem u jednom slucaju, i vrednosti koje su
se kretale u opsegu izmedu 0,7 — 0,8 se uglavhom nisu statistiCki razlikovale u
odnosu na kontrolu. To ukazuje da u vrbama nije dosSlo do naruSavanja fotohemijske
efikasnosti, te da je smanjenje intenziteta fotosinteze verovatno vezano za
smanjenje koncentracije pigmenata. Pravilan fotosinteticki i respiratorni metabolizam
vrba je pod uticajem Ni i Cd bio najviSe narusen u mladim listovima, koji su imali i
najizrazenije morfoloSke simptome (hloroze i nekroze), sto je delimi¢éno posledica
vece koncentracije Cd akumuliranog u mladim listovima u odnosu na stare.
Nesmanjena transpiracija pod uticajem Cd i Cinjenica da su metaboliCki procesi
najintenzivniji u mladim formiranim listovima, ukazuju da su postojali dobri uslovi za
translokaciju Cd u gornje, mlade listove. Metaboli€ki procesi, disanje i fotosintetiCka
produktivnost dostizu svoj najveci nivo u mladim potpuno formiranim listovima. Taj
nivo se zadrzava neko vreme, da bi sa starenjem lista po¢eo da opada, usled ¢ega
stari listovi imaju manji doprinos proizvodnji organske materije od mladih (Hirano i
sar., 1994).
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Prisustvo Pb u organskoj formi (Pb-EDTA) nije uticalo na opadanje intenziteta
fotosinteze i disanja, sa nekoliko izuzetaka, niti na naruSavanje parametra
fluorescencije. Kod klona 3, Pb-EDTA je stimulisalo disanje biljaka. Ovakvi rezultati
ukazuju da je EDTA kao helatiraju¢i agens zastitio metabolizam biljke od toksi¢nih
efekata Pb, Sto je u skladu sa nekim ranijim istrazivanjima (Larbi i sar., 2002).

Efekat kombinovanog dejstva teskih metala na fotosintezu i disanje bio je
uoCljiv pri viSim primenjenim koncentracijama, bez naruSavanja fotohemijske
efikasnosti fotosintetiCckog aparata. Kombinacija sva tri teSka metala u vedini
slu€ajeva dovela je do vece redukcije intenziteta fotosinteze, disanja i koncentracije
pigmenata u odnosu na pojedinacne tretmane teSkim metalima. Genotipovi su
specifi€¢no reagovali na tretmane.

S obzirom da je fotohemijska efikasnost fotosistema Il nenarusena, dobijeni
rezultati ukazuju da je intenzitet fotosinteze opao usled smanjenja koncentracije
pigmenata, narocito pod uticajem tretmana Cd i Ni. Potvrdeno je da Cd u listovima
uniStava tilakoidne membrane i menja enzimsku aktivnost ¢ime se smanjuje sinteza
pigmenata i inhibira fotosinteza (Pietrini i sar., 2005). Larbi i sar. (2002) su u
Secéernoj repi takode potvrdili smanjenje koncentracije pigmenata pod dejstvom Cd u
vodenim rastvorima, ali je i fotohemijska efikasnost bila narusena (Fv/IFm<6).
NaruSavanje procesa oksidacije i redukcije u fotosistemu Il sa poslediénim
smanjenjem efikasnosti fotosinteze potvrdeno je i u drugim zeljastim vrstama kao Sto
su kukuruz i soja (Pankovi¢ i sar., 2000; Pal i sar. 2006). Pod uticajem Cd u biljkama
vrste Brassica juncea stimulisana je sinteza fitohelatina koji su vezali vecinu jona Cd
I neutralisali njihovu toksi¢nost, Sto je bilo dovoljno da zastiti fotosinteticki aparat, ali
je ipak doSlo do opadanja intenziteta transpiracije (Haag-Kerwer i sar., 1999). Kako
je kod ispitivanih vrba u ovom radu, Cd izazvao opadanje koncentracije pigmenata i
intenziteta fotosinteze i disanja, dok u pojedinim slu€ajevima intenzitet transpiracije
nije znacajno opao (npr. pod uticajem pojedinacnih tretmana Cd, Slika 62), mala je
verovatnoca da su fitohelatini glavni mehanizam zastite od metala kod ispitivanih
genotipova vrba. Ovakav nacin zaStite je karakteristiCniji za hiperakumulatorske
zeljaste billine vrste. Izolacija Cd u korenu je tipiCan mehanizam drvenastih vrsta
kojim one ,izbegavaju® stres u nadzemnom delu. Dobijeni rezultati su u skladu sa
istrazivanjem Vassilev i sar. (1995) koji takode nisu utvrdili poremecaje u
fluorescecniji pod uticajem Cd i Ni u je€mu, ali je doSlo do drugih poremecéaja u

tilakoidnim membranama i hloroplastima.
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Utvrdeno je da Ni u velikim koncentracijama moZe da zameni centralni atom
Mg u molekulu hlorofila, ¢ime se veéi deo energije rasipa u formi fluorescencije i
toplote (Kupper i sar., 1996). U ovom radu analiza fluorescencije nije pokazala slicne
poremecéaje. Studije koje su se bavile toksi¢noS¢u Ni ukazuju da je moguci uzrok
hloroze smanjen unos Fe i Mg (Khalid i Tinsley, 1980; Piccini i Malavolta, 1992).
Kako ni pod uticajem Ni nije utvrdeno naruSavanje parametara fluorescencije,
osnovni uzrok utvrdene redukcije intenziteta fotosinteze vezan je za smanjenje
sinteze, odnosno koncentracije fotosintetiCkih pigmenata. Takode, usled poremecaja
u vodnom rezimu, moguce je da je naruSen transport produkata fotosinteze sa mesta
sinteze do mesta potrosnje, usled ¢ega je smanjen i intenzitet disanja. TeSki metali
deluju na smanjenje disanja direktno i indirektno. U citoplazmi inhibiraju aktivnost
enzima direktne oksidacije glukoze (Hampp i sar., 1973). Utvrdeno je da u
mitohondrijama Cd, Ni i Pb u suviSku inhibiraju dalji proces disanja, tj. Krebsov ciklus
i transport elektrona u procesu oksidativne fosforilacije (Kastori i sar., 1997). U
prisustvu Cd i Cu mitohondrije, narocito kriste, bubre, podstice se oksidacija metala,
piruvata, sukcinata, a posebno NADH, ¢ime se smanjuje nakupljanje ekvivalenata
redukcije (Ouzounidou et al., 1995). Stvaranjem reaktivnih oksidativnih produkata
naruSavanje procesa disanja i fotosinteze mogucée je u svim koracima sloZenih

enzimatskih reakcija i transporta intermedijernih metabolita.

6.4. Akumulacija teSkih metala

Sposobnost akumulacije teSkih metala u odredenim delovima biljnog tkiva
zavisi od brojnih Cinilaca. TeSki metal mora biljkama da bude dostupan u rastvornoj
formi. BioloSka dostupnost teSkog metala zavisi od zastupljenosti odredenih koli€ina
soli, odnosno mineralnih materija u podlozi, hemijske i fiziCke forme organskih
ostataka, pH vrednosti, aktivhosti mikroorganizama itd. Veli€ina i forma korenovog
sistema je veoma vazna da bi se formirala Sto veca kontaktna zona izmedu biljke i
zagadivaca (Pilon-Smiths, 2005). Kada udu u koren, joni teSkih metala mogu da se
transportuju apoplastno i simplastno. Prilikom apoplastnog transporta, fizicki veci
joni, kao Sto je olovo, imaju tendenciju jaCe adsorpcije za slobodne meducelijske

povrSine, te je i njihov transport otezan. U prolasku kroz celiske membrane, teski
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metali koriste postojeée proteinske transportere koji nemaju apsolutnu specifi¢nost
za odredene neophodne nutrijente (Hall, 2002). Unutarcelijski mehanizmi zastite od
stresa koji uzrokuju joni teSkih metala, specificno se aktiviraju u zavisnosti od
bioloSke forme, vrste i genotipa biljaka (Dietz i sar. 1999). U dosadaSnjim
istrazivanjima drvenastih vrsta, kao Sto su vrbe, pokazano je da se najceSce vedi
deo usvojene koliCine teSkih metala zadrzava u korenu (Greger i sar., 1991; Dos
Santos Utmazian i sar., 2007).

Koncentracije teSkih metala akumulirane u listovima, izbojcima i korenovima
istrazenih vrba su bile genotipski specificne. Ranija istrazivanja takode ukazuju na
genetiCki determinisanu osobenost u sposobnosti akumulacije teSkih metala u
vrbama. Landberg i Greger (1994) su testirali 94 klona vrsta Salix viminalis i Salix
dasyclados u hidroponskim eksperimentima. Varijabilnost u toleranciji na teSke
metale i njihovoj akumulaciji je bila veoma znaCajna, tako da su se u nekim
slu¢ajevima, klonovi medusobno razlikovali i do 80 puta u sposobnosti akumulacije
metala. Lux i sar. (2004) potvrduju da su razlike izmedu predispozicija genotipova u
akumulaciji teSkih metala, delom uzrokovane razlikama u genotipskoj anatomiji
korena, pre svega usled razlika u proporciji apoplastnih barijera u korenu i
vakuolizaciji ¢elija.

Razlike izmedu klonova u akumulaciji metala su bile izrazenije u uslovima
vecih koncentracija teSkih metala u podlozi (10* M). Takode je i statistitka
varijabilnost u sposobnosti akumulacije, bila viSe izrazena na vec¢im koncentracijama
metala. Ovo ukazuje da ispoljavanje genotipske specifi€nosti zavisi od nivoa
koncentracije teskih metala u podlozi. Ovakvo pravilo se potvrduje Cinjenicom da je
translokacija Ni iz korena u listove bila proporcionalno oko 50% veca na vecoj
primenjenoj koncentraciji nikla u poredenju sa manjom koncentracijom. Galardi i sar.
(2007) ukazuju da korenovi i izdanci vrste Alyssum bertolonii reaguju razli€ito i
specificno na razliCite koncentracije Ni, tako da se poveéanjem koncentracije Ni u
hranljivom rastvoru varijabilnost tolerancije korena na tretman smanjila, a izdanka
povecala. Po procenama razliitih autora graniCne vrednosti toksi¢nosti Ni u
listovima su 25-50 mg/kg suve biljne mase (Davis i sar., 1978; Magnicol i Beckett,
1985). Evidentno je da je ova granica u ispitivanim vrstama vrba zna€ajno predena u
tretmanima Ni koncentracije 10 M, $to je za posledicu imalo pojavu toksiénosti.

Dobijeni rezultati za koncentracije teSkih metala u korenu pokazuju da ukupna

koli¢ina teSkih metala akumuliranin u korenu znatno premasuje nadzemni deo.
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Translokacija svih ispitivanih teSkih metala u nadzemni deo je bila veoma slaba
(naroCito Pb). Mnoge metal-tolerantne vrste imaju ograni¢enu translokaciju u
nadzemne delove (Baker i sar. 1990, Malkowski i sar. 2005, Kurtyka i sar. 2007).
Ograniceni transport u nadzemni deo biljke je zaStitni mehanizam, kojim se Stiti
fotosintetiCki aparat od negativnih efekata teSkih metala koji se ,izoluju” u korenu
(Baker 1981, Stoltz i Greger 2002). Ovaj mehanizam adaptacije na stres izazvan
teSkim metalima je naroCito karakteristiCan za drvenaste vrste. Smatra se da se
transport teskih metala u drvec¢u odvija vec¢inom kroz ksilem, gde se mobilnost
metala u nadzemni deo zna€ajno smanjuje zbog velikog kapaciteta c¢elijskog zida
ksilema u izmeni katjona, tj. vezivanju i adsorpciji metala (Komives i Gullner, 2006).
Translokacija Pb u nadzemne delove ispitanih biljaka vrba bila je viSe od deset puta
manja u odnosu na Cd i Ni, bez obzira Sto je Pb bilo kompleksirano sa EDTA, Sto je
trebalo da stimuliSe transport i usvajanje Pb. Mnoga istrazivanja su potvrdila da neki
sintetiCki helati poveéavaju ratvorljivost i mobilnost Pb (i drugih metala) vezanog za
razliCite frakcije zemljiSta i njegovu tranlokaciju i pokretljivost u biljlkama (Huang i sar.
1996, 1997, Blaylock i sar. 1997, Vassil i sar. 1998, Wu i sar. 1999, Elles i sar. 2000,
Kirkham i sar. 2000, Meers i sar. 2005, Santos i sar. 2006). Huang i sar. (1997)
ukazuju da je efektivnost takvih helata za mobilnost Pb u opadaju¢em nizu sledeca:
EDTA > HEDTA > DTPA > EGTA > EDDHA (etilen—diamin-tetrasircetna kiselina >
hidroksietil-diamin—tetrasir¢etna kiselina > dietil-triamin—pentasir¢etna kiselina >
etilen—glikol-tetrasiréetna kiselina > etilen—diamin—dihidroksifenil siréetna kiselina).
Hernandez-Allica i sar. (2007) navode da pravilnom upotrebom EDTA moZe da se
smaniji fitotoksi¢nost teSkog metala i poveca njegovo usvajanje, povecavajuci stepen
bioloSke dostupnosti. Tako je ispitivan uticaj razliCitih koncentracija EDTA na
usvajanje Pb i organsku produkciju kukuruza. Visoke koncentracije EDTA su bile
letalne za biljke (2,5 mmol/kg) dok srednje i manje nisu uticale na rast (0,5-1
mmol/kg), ali je na svim tretmanima povecano usvajanje i translokacija Pb u odnosu
na kontrolu. Ipak, na svim tretmanima, Pb je akumulirano u viSestruko vec¢im
koncentracijama u korenu kukuruza u odnosu na izbojak (Hovsepyan i Greipsson,
2005). Mada EDTA ima dokazan potencijal u povecanju efikasnosti fitoekstrakcije,
kompleksi teSkih metala sa EDTA mogu da budu toksi¢ni za biljke i mikroorganizme,
imaju nisku biorazgradljivost i visoku rastvorljivost, te lako dospevaju u podzemne
vode. Takode, lako formiraju komplekse sa drugim teSkim metalima u zemljiStu,

povecavajuci njihovu bioloSku dostupnost, samim tim i toksi¢nost, sa moguéim
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posledicama na Zivotnu sredinu. Potvrdeno je i da EDTA moze da stimuliSe
usvajanje i translokaciju nekih esencijalnih elemenata, npr. P do toksi¢nih granica.
Stoga se upotreba sintetickih helata mora koristiti uz izuzetan oprez i stru¢an nadzor
(Hovsepyan i Greipsson, 2005; Meers i sar. 2005, Hernandez-Allica i sar. 2007, Hu i
sar. 2007).

Malkowski i sar. (2005) navode da se mehanizmi translokacije Pb i Cd iz
korena u izdanak razlikuju. Ovi istrazivaci su utvrdili 10 puta vecu akumulaciju Pb u
odnosu na Cd u apikalnim segmentima korena kukuruza, dok je translokacija Cd u
nadzemni deo bila zna€ajno veca u odnosu na Pb. Autori navode mogucnost da se
vece koli€¢ine Pb vezuju u apoplastu korena (za c¢elijske zidove) u poredenju sa Cd.
Prema Modelu aktviteta slobodnih jona (MASJ — Free lon Activity Model), aktivitet
odredenog jona metala u zemljiSnom rastvoru je glavna determinanta njegove
bioloSke dostupnosti (Hough i sar. 2005). Mada bi primena heliraju¢ih agenasa
zemljiStu (kao npr. EDTA) trebala da poveca aktvitet metalnih jona, uspeh takve
aplikacije nije zagarantovan. Jedan od glavnih problema u primeni MASJ-modela,
lezi u Cinjenici da u neposrednoj blizini aktivnog dela korena dolazi do smanjenja
sadrZzaja jona, te stoga uslovi u rizosferi korena ne odraZzavaju opSte uslove u
okolnom zemljiStu (Zhang i sar. 2001). Stoga, nakon selekcije genotipa sa
odgovarajucim karakteristikama u hidroponim eksperimentima, istrazivani klonovi
moraju biti testirani u spoljasnjim uslovima na zemljiStu. Uspeh takve primene mora
se procenjivati u zavisnosti od razliitih karakteristika zemljiSta, ali i specifiCnosti
genotipa.

Koncentracija Cd u listovima vrste S. alba (476,6 pg/g suve materije), S.
matsudana (389,0 pg/g) i S. nigra (507,5 ug/g) i u izbojcima S. alba (338,9 ug/g), S.
matsudana (259,6 pg/g) i S. nigra (347,0 pug/g) su medu najvecim ikad objavljenim
koncentracijama akumuliranim u vrbama gajenim na vodenim kulturama (BoriSev i
sar., 2009). Pregled istrazivanja vrba gajenih u prisustvu teskih metala u vodenim
kulturama dali su Dos Santos Utmazian i sar. (2007). Po navodima Lux i sar. (2002) i
Lunackova i sar. (2003), sadrzaj Cd u vrsti Salix alba kretao se u rasponu 2,0 — 62,1
u stablu i 3,0 — 160 u listovima i izbojcima (ug/g suve materije). Veée koncentracije
Cd u listovima u odnosu na one dobijene u ovoj disertaciji, dobili su Cosio i sar.
(2006) u prisustvu 50 uM Cd u vodenim kulturama. Daljim povec¢anjem koncentracije
na 100 uM (100 pM = 10* M = 11,24 pg/ml) i 200 puM, koncentracija akumuliranog

Cd u njihovom istrazivanju je opao. Zacchini i sar. (2009) su u klonovima belih vrba
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(Salix alba) gajenim takode u prisustvu 50 pM Cd u vodenim kulturama, imali
najvece do sada potvrdene koncentracije Cd u nadzemnim delovima (srednja
vrednost 651 pg/g suve materije). Maksimalne dozvoljene koncentracije Cd u
zemljiStu u Srbiji su 3 pg/g subog zemljiSta (Sluzbeni glasnik Republike Srbije
23/1994). Istrazivanja pokazuju da zagadenja Cd u Evropi retko prelaze tu granicu
za viSe od nekoliko puta, a vrlo retko do 20 puta (Lacatusu i sar. 2001, Biernacka i
Maluszynski, 2006). Npr. u delovima Poljske pod jakim antropogenim uticajem
koncentracije Cd varirale su u rasponu od 4,6-20, izuzetno do 64 ug/g (Biernacka i
Maluszynhski, 2006). Zacchini i sar. (2009) su testirane klonove vrba na poviSenim
koncentracijama Cd u hidroponima, klasifikovali kao visoko tolerantne, sa veéim
stepenom translokacije Cd u odnosu na testirane topole (koje su klasifikovali kao
srednje tolerantne). Smatra se da je visoka transpiracija osnovni pokretac
translokacije Cd u nadzemne delove bilike (Salt i sar. 1995). Na sliCan zaklju¢ak
navode i rezultati ovog istrazivanja. Kod klona 4 koji je imao najve¢u akumulaciju Cd
u listovima, intenzitet transpiracije u tretiranim biljkama nije opao u odnosu na
kontrolne biljke. NenaruSena transpiracija verovatno je uzrok veé¢e akumulacije Cd u
mladim listovima u odnosu na stare, s obzirom na cinjenicu da su metabolicki
procesi obi¢no najintenzivniji u mladim potpuno formiranim listovima (Kriedeman u
Hirano i sar., 1994). Korelaciju izmedu poviSene akumulacije Cd u listovima i visoke
transpiracije utvrdili su i Vasilev i sar. (2005) ispituju¢i genotipove vrba u vodenim
kulturama. Upotreba genotipova istrazivanih u ovoj disertaciji, za potrebe
fitoekstrakcije, zavisila bi od karakteristika zemljiSta, ali iznete €injenice ukazuju da je
njihov potencijal u takvoj primeni znacajan, pogotovo kad se uzme u obzir da su do
sada u dostupnoj literaturi potvrdena samo dva hiperakumulatora Cd sa
nezadovoljavaju¢om produkcijom mase (Thlaspi coerulescens i Arabidopsis halleri).
Kombinovani uticaji teskih metala su pokazali postojanje specifi€nih
antagonizama izmedu pojedinih jona. Najve¢a akumulacija Cd u listovima i izbojku,
utvrdena je pod pojedinacnim uticajem Cd i kombinovanim uticajem Cd+Pb. S
obzirom da je translokacija Pb u nadzmene delove bila mnogo manja u odnosu na
Cd, Pb nije u zna¢ajnoj meri ulazilo u kompeticiju sa transporterima koji su prenosili
Cd. Takode, moguce je da je Cd kao manji jon imao veci afinitet za vezivanje sa
EDTA cime je istisnuo deo Pb, te da je na taj nacin dodatkom Pb-EDTA u rastvor
stimulisan transport i usvajanje Cd. Sliéni zakljuéci se mogu potvrditi kada se

razmatra odnos izmedu tretmana Cd+Ni i Cd+Ni+Pb. Dodatkom Pb-EDTA u rastvor,
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stimulisala se translokacija Cd u nadzemne delove pa je njegova koncentracija na
tretmanu Cd+Ni+Pb bila znaajno ve¢a u odnosu na tretman Cd+Ni. Medutim,
izmedu Cd i Ni postoji jasan antagonizam kada je u pitanju usvajanje i tranlokacija
Cd. Dodatkom Ni akumulacija Cd u nadzemnim delovima je znacCajno opala u
odnosu na pojedinacan tretman Cd. Takode, dodatkom Ni u rastvor Cd+Pb, sadrzaj
Cd opada u odnosu na tretman Cd+Pb bez Ni. Sli¢ni odnosi su utvrdeni i u usvajanju
Cd korenom, gde je prisustvo EDTA u rastvoru dovelo do povecanja sadrzaja Cd u
korenu. AntagonistiCki i sinergistiCki odnosi teskih metala sa drugim elementima su
dokazani (Morghan, 1993). Antagonizam se naj¢eSce javlja izmedu jona koji su
relativno bliski po radijusu (Seregin i Kozhrvnikova, 2006). Kako su Cd i Ni od
ispitivanih teskih metala najsli¢niji po radijusu, ova hipoteza objasSnjava Cinjenicu da
je dobijeni antagonizam izmedu njih najveci. Pb ima znacajno veci radijus te samim
tim nece ulaziti u kompeticiju sa Cd i Ni za iste prenosioce. S obzirom da Cd i Pb
nemaju korisnu ulogu u bioloskim organizmima, oni se u biljlkama prenose preko
proteinskih transportera koji se sintetiSu u cilju transporta jona esencijalnih i korisnih
elemenata. Stoga se moze pretpostaviti da Pb kao veliki jon ima znacajno manji
afinitet za takve prenosioce, za razliku od Cd i Ni. Kompeticija Pb sa drugim
elementima i njegova translokacija u nadzemne delove biljke je znaajno manja u
odnosu na Cd i Ni. Takode, Ni je po radijusu sli¢niji jonima Mg, Na, Ca, Fe u odnosu
na Cd, te je stoga moguce da je u analiziranim eksperimentima ,istisnuo“ Cd jer je
imao vedi afinitet da zameni navedene esencijalne elemente.

Koncentracija Ni u listovima biljaka tretiranih kombinovanim rastvorima teskih
metala znaCajno je rasla dodatkom Cd u rastvore, naroCito na veéim
koncentracijama (10 M). Kako Cd i Ni ulaze u kompeticiju za iste prenosioce, moze
se zakljuciti da Ni ima veci afinitet za prenosioce, te da istiskuje Cd, Sto je i
oCekivano s obzirom da je Ni esencijalni element za razliku od Cd. Ipak, na tretmanu
Ni+Cd koncentracije Ni u listovima bile su veé¢e nego na Cistom tretmanu Ni. Takode,
dodatkom Cd u rastvor Ni+Pb doSlo je do povecanja akumulacije Ni u listovima.
Moguce objaSnjenje je Cinjenica da je prisustvo Cd u rastvoru u veéim
koncentracijama (10“ M) posle odredenog vremena uslovilo pojavu lisne hloroze.
Dokazano je da Cd prilikom usvajanja ulazi u kompeticiju sa K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu,
Zn i Ni (Rivetta i sar., 1997; Sanita di Toppi i Gabbrielli, 1999). Povecane
koncentracije jona Cd uslovljavaju pojavu hloroze kao posledica nedostatka Fe i Mg

sa kojima su u kompeticiji. Po istrazivanju koje su dali Larbi i sar. (2002), nedostatak
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Fe kod Arabidopsis-a stimuliSe sintezu transportera koji prenose Fe kao vid
adaptacije. Iste transportere koriste i Cd i Ni, te se u istraZivanju navedenih autora
navodi da nedostatak gvozda stimuliSe usvajanje Cd. Ovim modelom se moze
objasniti i pove¢ana akumulacija Ni u ispitivanim vrbama koja je nastala kao rezultat
dodavanja Cd. Dodati Cd uslovljava nedostatak Fe, mozda i Mg, ¢ime se uslovljava
pojava hloroze ali i stimuliSe sinteza prenosioca. Povecan broj prenosioca
omogucava vecée usvajanje Cd i Ni, pri ¢emu Ni ima veci afinitet i istiskuje Cd. Na
ovaj nacin Ni se usvaja u znacajno vecoj meri, usled povecanog broja transportera,
nego u rastvoru ¢istog Ni, kada biljka nije stimulisana na njihovu sintezu.

Koncentracija Ni u korenu bila je najveca takode na tretmanima Ni i Ni+Cd, pri
¢emu je sadrzaj Ni bio znacajno veéi na Cistom tretmanu Ni. Ovo ukazuje da je
nedostatak Fe, kao posledica toksi¢nog dejstva Cd, izazvao povecanu translokaciju i
akumuliranje Ni, pre svega u nadzemnom delu biljaka, ne i u korenu.

Opisani odnosi izmedu tretmana su bili ispoljeni u zna¢ajno manjoj meri na
tretmanima te$kih metala koncentracije 10° M, gde izmedu koncentracija Ni u
listovima na tretmanima Ni i Ni+Cd nije bilo statistiCki zna¢ajnih razlika. S obzirom da
na tretmanima teskih metala koncentracije 10™° M nisu ispoljeni morfolodki simptomi,
opisani efekat povecanja sinteze tranportera pod uticajem hloroze izazvane Cd nije
bio izrazen. Koncentracija Ni u izbojku je bila zna¢ajno manja u odnosu na listove Sto
je nepozeljno u primeni ispitanih klonova u fitoremedijaciji s obzirom da vecinu mase
nadzemnog dela vrba ¢ine drvenasti delovi biljke (Dickinson i Pulford, 2005).

Opisani antagonizmi izmedu teSkih metala dobro se uofavaju na
kombinovanim tretmanima koncentracije 10 M, kada se prati usvajanje Pb. Najveéa
koncentracija Pb u nadzemnom delu utvrdena je uvek na pojedinachom tretmanu
Pb. Dodatkom Cd u hranljivi rastvor najviSe je opala translokacija Pb, kako u odnosu
na individualan tretman Pb-EDTA, tako i u odnosu na kombinovan tretman Pb+Ni.
Ovo je u skladu sa dobijenim rezultatima koncentracije i distribucije Cd. Usvajanje
Cd bilo je stimulisano dodatkom Pb-EDTA u rastvor Sto ukazuje da je Cd u
antagonizmu sa Pb za vezivanje za EDTA, te da je Cd verovatno istisnuo jone olova
i niskoristio® EDTA za bolju translokaciju. Antagonizam izmedu teSkih metala na
celijskom nivou se odigrava na dva nivoa. Potvrdeno je da se kompeticija izmedu
teskih metala odvija kako na povrsSini Celije, odnosno na celijskoj membrani, tako i
unutar Celije. Smatra se da se kompeticija odvija istovremeno na oba nacina jer se

funkcionalne grupe za koje se vezuju metali (karboksilne, sulfhidrilne, porfirinske itd.)
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nalaze i na transportnim proteinima membrane i na intracelularnim enzimima i nikad
nisu iskljuc€ivo specificne za samo jednu vrstu metala (Sunda, 1989; Visviki i Rachlin,
1991). Kao i kod pojedinacnih tretmana, na kombinovanim tretmanima Pb se viSe
akumuliralo u donjim, starijim listovima nego u gornjim, mladim, Sto ukazuje na
slabiju translokaciju u biljci. Koncentracija Pb u korenu je u skladu sa opisanim
procesima. Najmanja koncentracija Pb u korenu utvrdena je na pojedinacnom
tretmanu Pb, Sto potvrduje najvecu stimulaciju translokacije. Najveée koncentracije
Pb u korenu utvrdene su u rastvorima koncentracije 10* M u kojima je bio prisutan
Cd gde je translokacija Pb u listove bila najslabija. Na kombinovanim tretmanima
metala koncentracija 10° M, potvrdeni su sliéni odnosi sa nekim izuzecima.
Koncentracija Pb je na tretmanu Ni+Pb koncentracije 10 M bila ve¢a u odnosu na
tretman pojedinacnog Pb-EDTA. Ovo ukazuje da antagonizam izmedu teSkih metala
u znacajnoj meri zavisi od koncentracija teSkih metala kojima je biljka izlozena.
Prema dobijenim rezultatima, antagonizam izmedu primenjenih teSkih metala je bio
viSe izraZen u vrbama izloZenim vecoj koncentraciji teSkih metala (10 M). Sliéne
rezultate dobili su Xin i sar. (2010) izlazuéi biljke vodenog spanaca (Ipomoea
aquatica) pojedina¢nim i kombinovanim tretmanima Cd i Pb. Na srednjem nivou
kontaminacije dodatak Pb u podlogu je stimulisao akumulaciju Cd dok je pri visokim
koncentracijama dodatak Pb smanjio akumulaciju Cd, ispoljavajuci vec¢i antagonizam
na ve¢im koncentracijama.

Navedene teze koje objasSnjavaju utvrdene antagonisticCke odnose izmedu
teSkih metala zahtevaju detaljnije provere. Antagonizam izmedu teSkih metala je
slozen proces koji ne zavisi samo od kompeticije za transportere u membrani vec i
od drugih metaboli¢kih procesa. RazliCiti teSki metali specificno indukuju aktiviranje
adaptacionih mehanizama celije kao Sto je npr. sinteza fitohelatina (Lee i sar., 1996).
TeSki metali Cesto pokazuju specificno dejstvo na pojedine enzime (Teresa i sar.,
2001). Arazi i sar. (1999) su utvrdili da sinteza transportnog proteina NtCBP4 u
biljkama duvana dovodi do istovremenog poveéanja usvajanja Pb navedenim
proteinom i inhibicije usvajanja Ni. Autori zaklju€uju da je verovatno da navedeni
protein direktno inhibira transportere Ni. SloZzenost sinergisti¢kih i antagonistickih
odnosa se ogleda u Cinjenici da negativno dejstvo toksi¢nih doza teSkih metala nikad
nema prost aditivan efekat, Sto je potvrdeno i u ovoj disertaciji.
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6.5. Uticaj teskih metala na koncentraciju kalijuma | fosfora

Uticaj teSkih metala na sadrzaj hranljivih mineralnih elemenata analiziran je u
velikom broju radova. Posledice takvog uticaja, koje se izrazavaju u razli€itim
izmenama celijskog metabolizma biljke zavise kako od teSkog metala, tako i od biljne
vrste odnosno genotipa biljke. Veliki uticaj na karakter promena u metabolickim
procesima ima koncentracija odredene vrste teSkog metala, pH vrednost u podlozi,
prisustvo helata, aktivnost mikroorganizama itd. (Fodor, 2002). TeSki metali naj¢eS¢e
ulaze u antagonistiCke ili sinergisticke odnose sa drugim elementima tokom
usvajanja i translokacije (Morghan, 1993). Deluju na celije korena, selektivnost
Celijske membrane, menjaju funkciju ATP-aza i drugih transportera, a promene u
sadrzaju hranljivih elemenata nastaju i indirektno preko oksidativnih naruSavanja
metabolickog balansa (Greger i sar., 1991; Costa i Morel, 1994; Siedleska, 1995).
Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji ukazuju na dominantan uticaj Cd i Ni na

koncentraciju hranljivih elemenata dok je Pb-EDTA uzrokovalo minimalne promene.

6.5.1. Koncentracija kalijuma

Koncentracija K je varirala specificno sa genotipom i primenjenim tretmanom.
U mladim listovima Cd je uticao na povecanje sadrzaja K narocCito pri manjoj
primenjenoj koncentraciji. Povecanje K je utvrdeno i u korenu kod klonova 1, 2 i 3.
Smanjenje koncentracije K je bilo vezano uglavhom za stare listove pri tretiranju
vecom koncentracijom Cd. Sli¢ni rezultati utvrdeni su u topolama (Nikoli¢, 2009), gde
je veca koncentracija K utvrdena u mladim u odnosu na stare listove, dok je u
jednom klonu topole utvrdeno stimulativno delovanje Cd koncentracije 10° M na
koncentraciju K. Rezultati drugih istrazivaca su takode vrlo divergentni. U zeljastoj
vrsti Beta vulgaris pod uticajem Cd je doslo do smanjenja koncentracije K (Greger i
Lindberg, 1987; Greger i sar., 1991). Ciec¢ko i sar. (2004) su u nadzemnim delovima
ovsa i korenu kurkuruza utvrdili pove¢anu koncentraciju K pod uticajem Cd, dok je u
Zutoj lupini i rotkvici doSlo do opadanja nivoa K. Ovi autori navode da je
koncentracija K bila u korelaciji sa sadrzajem vecine drugih makroelemenata i sa

organskom produkcijom. Zhao i sar. (2004) su utvrdili da se pod uticajem kalijumovih
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dubriva akumulacija Cd u izbojku vrste Triticum aestivum povecala za dva puta.
Usled veoma varijabilnih rezultata teSko je utvrditi tane metabolicke uzroke
variranja koncentracije K pod uticajem Cd.

Koncentracija K je pod uticajem Ni varirala bez uopStene tendencije. Ni je u
vecini slu¢ajeva doveo do opadanja koncentracije K u listovima, sa izuzetkom mladih
listova klonova 1 i 3. U starim listovima koncentracija K je zna€ajno opala na svim
tretmanima pod uticajem Ni. U korenu pod uticajem manje primenjene koncentracije
doslo je do povecanja koncentracije K, dok je pod uticajem vece koncentracije Ni
koncentracija K opala. Veci broj istrazivanja potvrdio je znafajno opadanje
koncentracije pojedinih nutrijenata u biljkama pod uticajem tretmana Ni (K&ahkonen i
Kairesalo, 1998; KevreSan i sar., 2001; Pandey i Sharma, 2002; Maksimovi¢ i sar.,
2007). U klonovima topola takode je utvrdeno opadanje koncentracije K u
nadzemnim delovima biljaka gajenih na poviSenim koncentracijama Ni (Nikolic,
2009).

Akumulacija K u korenu ispitivanih biljaka vrba pod uticajem Ni i Cd, ali i na
kontrolnom tretmanu, bila je manja u korenu u odnosu na listove. Medutim sa
izuzetkom klona 4, Cd i Ni su doveli do povecanja koncentracije K u korenu u
odnosu na kontrolu, Sto ukazuje da su metali uticali na zadrzavanje K u korenu i
inhibirali njegovu translokaciju. Visoka akumulacija Cd i Ni u korenu mogla je da
uslovi znacajnije ispoljavanje stresa u korenu u odnosu na listove kao i inhibtorni
uticaj na transport K u nadzemne delove biljaka i njegovo uklju€ivanje u metaboliCke
procese u korenu. Takode, naruSavanje tranpiracije moglo je da onemogudi
optimalan transport K u nadzemne delove.

Variranje koncentracije K je pod uticajem Pb-EDTA bilo znaajno manje
izrazeno u odnosu na Cd i Ni. U mladim listovima i korenu, koncentracija K je bila
slicna ili ¢ak poviSena pod uticajem Pb-EDTA u odnosu na kontrolu dok se
koncentracija P nije znacajno menjala, Sto je u skladu sa rezultatima koje navode
Hovsepyan i Greipsson (2005), koji su u zavisnosti od primenjene koncentracije
EDTA za kompleksiranje Pb, dobili istovremeno i porast i malo opadanje korisnih
elemenata u odnosu na netretirane kontrolne biljke. Larbi i sar. (2002) su u Secernoj
repi utvrdili da tretman Pb-EDTA nije doveo do opadanja koncentracije N, P i K, au
redim slu¢ajevima opadanje je utvrdeno u znafajno manjoj meri u odnosu na
tretman Cd. Lopez i sar. (2005; 2007) su utvrdili zastitni efekat EDTA u usvajanju P i
K u biljci Medicago sativa (lucerka). Oni navode da je EDTA zastitio bilku od

144



toksi€nog dejstva Pb, time Sto je spreCeno naruSavanje usvajanja mikro i
makroelemenata korenom. Takode, pretpostavlja se da EDTA stimuliSe translokaciju
P i drugih hranljivih elemenata.

U starim listovima je koncentracija K pod uticajem organske forme Pb opala u
svim klonovima. S obzirom da je koncentracija akumuliranog Pb bila zna€ajno veca
u starim u odnosu na mlade listove, moguce je da je negativan toksi¢an uticaj Pb bio
ispoljen samo u starim listovima. S obzirom da stari listovi imaju najmanje uticaja na
ukupnu organsku produkciju (Hirano i sar., 1994), o€uvanost bioprodukcije u mladim
listovima biljaka vrba rezultirala je stabilnoS¢u parametara rasta pod uticajem Pb-
EDTA.

Koncentracija K je bila vrlo varijabilna pod uticajem kombinovanih tretmana
teSkih metala. U najvecem broju tretmana nisu utvrdene promene u odnosu na
kontrolu. Koncentracija K u korenu je bila takode manja u odnosu na listove. U
odredenom broju tretmana utvrdeno je povecanje, odnosno opadanje koncentracije

K u odnosu na kontrolu. Ovakve reakcije su bile genotipski specificne.

6.5.2. Koncentracija fosfora

Vecina bazi¢nih fizioloSko-biohemijskih procesa u billkama ne mogu proteci
bez uceS¢a fosfornih jedinjenja. Osnovnu ulogu fosforna jedinjenja imaju u
akumulaciji i prenosu energije. TeSki metali dovode do disbalansa u mineralnoj
ishrani biljaka, Sto rezultira i u narusavanju brojnih reakcija biosinteze koje zavise od
P (Siedleksa, 1995; Larbi i sar., 2002; Ciecko i sar., 2004). Stoga je stabilno
usvajanje P i njegovo uklju€ivanje u metabolicke procese, koje se ogleda i kroz
ukupan sadrzaj P u biljnom tkivu, jedan od indikatora otpornosti biljaka na stres
izazvan toksi¢nim uticajem teskih metala.

Dobijeni rezultati ukazuju da se koncentracija P pod uticajem Cd, znacajno
smanjila u odnosu na kontrolu u starijim listovima svih klonova sem klona 3, dok su u
mladim utvrdene statistiCki znaCajne promene samo kod klona 1. Pod uticajem obe
primenjene koncentracije Ni, koncentracija P se smanjila u listovima klonova 1, 2 i 3.
Opadanje koncentracije P je potvrdeno i u drugim biljnim vrstama izlozenim dejstvu

poviSenih koncentracija Cd i Ni (Kahkoénen i Kairesalo, 1998; KevreSan i sar., 2001;
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Pandey i Sharma, 2002). Znacajno je napomenuti da u literaturi pored veceg broja
navoda koji ukazuju na opadanje koncentracije P pod uticajem Cd i Ni, jedan broj
istrazivanja ukazuje i na moguénost povecanja koncentracije P, Sto je specificnho
zavisno od biljne vrste i ekoloskih uslova (Yang i sar. 1996; Palacios i sar., 1998).
Koncentracija P u korenu je na tretmanima Cd, Ni i kontroli bila ve¢a u odnosu na
listove, Sto ukazuje na visoku translokaciju P u nadzemne delove. Ni je izazvao
statisticki znacajna povecanja koncentracije P u korenu klonova 1, 2 i 3, dok je Cd
doveo do smanjenja koncentracije P u korenu, ali bez utvrdenog statistiCkog
znacCaja. Ovo ukazuje da je P dobro usvajan korenom ali je Ni istovremeno inhibirao
njegovu translokaciju u nadzemne delove, dok je Cd inhibirao i usvajanje P korenom.
Sliéni rezultati slabe translokacije P pod uticajem Ni potvrdeni su u topolama
izlozenim poviSenim koncentracijama Ni (Nikoli¢, 2009).

Prisustvo helathog oblika Pb (Pb-EDTA) nije znacajno uticalo na
koncentraciju P u listovima i korenu, Sto je u skladu sa rezultatima drugih istrazivanja
koja su potvrdila zasStitnu ulogu EDTA na bioprodukciju i sadrzaj esencijalnih
nutrijenata (Larbi i sar. 2002; Lopez i sar. 2005; 2007). Na svim tretmanima
koncentracija P je bila ve¢a u korenu u odnosu na listove.

Na kombinovanim tretmanima teSkih metala koncentracija P u korenu je
takode bila veca u odnosu na listove. Koncentracije P su pod uticajem kombinovanih
tretmana teSkih metala varirale specificno sa genotipom i tretmanima bez uniformne
pravilnosti. Kastori i Maksimovi¢ (2008) navode da se koncentracija P u vecini biljaka
krece u opsegu od 0,1-0,8% u zavisnosti od vrste i ekoloskih uslova. Bez obzira Sto
je u pojedinim sluc¢ajevima koncentracija P statistiCki zna¢ajno opala u odnosu na
kontrolu, moze se utvrditi da nivo P u ispitivanim vrbama verovatno nije bio direktni
ograniCavajuci Cinilac za nesmetanu organsku produkciju, jer njegove koncentracije
nisu opale ispod 0,18 % u listovima odnosno 0,44 % u korenu, a tipicni simptomi
nedostatka P nisu uo€eni. Medutim, Jiang i sar. (2007) i Yu i Zhou (2009) navode da
fosforna dubriva mogu da smanje toksi¢nost Cd i Zn, smanjenjem oStecenja
membranskog sistema hloroplasta i drugih poremecaja. Znacajan deo P koji se nade
u suvisku u podlozi i biljnom tkivu, smanjuje rastvorljivost i mobilnost Cd, stvaranjem
hemijskog depozita Cd3(PO,),, Cime se minimizuje toksi¢an uticaj Cd koji se uoCava
bez fosfatnog dubrenja. Stoga se moze zakljuCiti da postoji mogucnost da je

tolerancija istrazenih biljaka vrba na teSke metale bila smanjena u delovima tkiva koji
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su imali manju koncentraciju P od kontrolnih biljaka, mada je kolicina P u billkama
vrba bila dovoljna da zadovolji osnovne metaboli¢ke potrebe.

Literaturni podaci ukazuju da teSki metali deluju veoma razliito na sadrzaj
hranljivih elemenata koji moze da poraste ili opadne u zavisnosti od biljne vrste
(genotipa), primenjenog teSkog metala i eksperimentalih uslova. Antagonizam,
odnosno kompeticija za ista mesta vezivanja izmedu jona sliénih radijusa moze da
dovede do opadanja sadrzaja nutrijenata pod uticajem teSkih metala. Tako je
utvrdena kompeticija jona Ni** sa jonima Mg®*, Zn**, Fe**, odnosno jona Cd** i Zn?* i
Ca?* (Seregin i Kozhrvnikova, 2006). Pb kao jon sa znadajno veéim radijusom,
verovatno ima manji afinitet prema prenosiocima, te je sli€ha kompeticija sa drugim
jonima manje izrazena. Ovo je takode jedan od razloga zasto je mobilnost Pb u biljci
manja u odnosu na Cd i Ni.

Znacajno je napomenuti da bi vremenski period izloZenosti biljaka delovanju
teSkih metala, mogao biti znacajan faktor u variranju koncentracije hranljivih
elemenata. Tako su Hernandez i sar. (1998) utvrdili da je Cd (50 uM/l) znacajno
smanjio sadrzaj Fe u billkama samo u kratkoro¢nim eksperimetnima, dok je pri
produzenju eksperimenta dosSlo do stabilizovanja nivoa Fe u biljkama. Stoga,
dobijeno variranje koncentracije hranljivih elemenata u ispitivanim vrstama i
genotipovima vrba treba proveriti u zavisnosti od duzine perioda izlozenosti teSkim

metalima.

6.6. Uticaj teskih metala na koncentraciju nitrata | azota

TesSki metali indukuju disbalans u mineralnoj ishrani biljke kada su prisutni u
povecanim koncentracijama, a Cd i Pb i u manjim koncentracijama. Azot je znaCajan
kao jedan od osnovnih sastojaka organske materije. Smanjenje njegovog usvajanja i
poremecaji u njegovom transportu imaju direktnu vezu sa naruSavanjem optimalne
bioprodukcije. U vedéini istrazivanja koja su ispitivala uticaj teSkih metala na
mineralnu ishranu biljaka utvrdeno je da teski metali smanjuju usvajanje N, odnosno
NO3 i remete njihovo ukljuc€ivanje u niz metaboli¢kih procesa (Greger i sar., 1991,
Narwal i sar., 1993; Kéhkonen i Kairesalo, 1998; Pal i sar., 2006; Lépez i sar., 2007).

U mineralnoj ishrani biljaka, veliki zna¢aj ima genotipska specifichost Ccije
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ispoljavanje nije stabilno, nego zavisno od velikog broja abioti¢kih €inilaca kao 5to su
fiziCko-hemijske karakteristike zemljiSta, klimatski €inioci i ekstremne vremenske
nepogode, pojava odredenih sojeva mikroorganizama u podlozi i nivo i vrsta
zagadenja (Saric, 1983).

Koncentracija N je u ispitivanim vrbama varirala u opsegu od 4,01 — 5,17 %
pod uticajem Cd, Ni i Pb-EDTA. StatistiCki zna¢ajna smanjenja koncentracije N su
utvrdena kod klonova 1 i 2 pod uticajem Cd, odnosno klona 1 pod uticajem Ni, dok
kod ostalih klonova nije bilo promena. Pb-EDTA je delovalo razlicito, pa su tako
utvrdena i povecanja i opadanja koncentracije N u odnosu na kontrolu, a u najve¢em
broju sluCajeva nije bilo promena. Boussama i sar. (1999) i Chaffei i sar. (2003;
2004) navode da stres izazvan teskim metalima moze znacajno da narusSi
metabolizam N, pri ¢emu su utvrdeni inhibitorni efekti na aktivhost mnogih enzima
uklju€enih u usvajanje i asimilaciju N, kao Sto su nitrat i nitrit reduktaza i glutamin
sintaza, pri ¢emu istovremeno dolazi do povecéanja aktivnosti enzima koji dovode do
tzv. disimilacije tj. oslobadanja N iz organskih jedinjenja. Potvrdeno je i inhibitorno
delovanje teskih metala na proces usvajanja N. Medutim, ihibicija usvajanja N i
naruSavanje metaboli¢kih procesa zavisi od visine kontaminacije tesSkim metalima,
duzine izloZenosti i tolerancije odredene biljne vrste (Du i sar., 2009). Grani¢na
vrednost sadrzaja teSkih metala, Cije prekoraenje pocinje da izaziva smanjenje
sadrzaja N zavisi od biljne vrste odnosno genotipa Sto je potvrdeno i u analizi
ispitivanih vrba. Utvrdeno je da u biljkama pirin€a primena razli€itih koncentracija i
hemijskih formi azotnih dubriva mozZe da poveca njihovu toleranciju na teSke metale,
Sto ukazuje da je u primeni fitoekstrakcije potrebno obratiti paznju na stabilnost
usvajanja i translokacije azota (Jalloh i sar., 2009). Amonijaéna odnosno nitratna
forma N, razlikuju se u uticaju koji imaju na rast i hemijski sastav biljaka (Lewis i
Chadwick, 1983; Maier i sar., 2002). Razlika izmedu NH;" i NOs forme kojoj se
pridaje veliki znaCaj je Cinjenica da NOs dovodi do povecanja kolicine OH™ jona u
korenskom medijumu, dok NH," poveéava koli¢inu H* jona. Nastale promene pH
mogu znacajno da uti¢u na metabolizam biljke. Pored ove, razlike u delovanju NH," i
NO3 forme N na biljke utvrdene su i na molekularnom nivou. Kako se teski metali
bolje usvajaju u blago kiselim uslovima (pH 4 do 6), hemijska forma dostupnog N
ima velik znaCaj i za interakciju biljaka sa teSkim metalima (Hisinger i sar., 2003;
Jalloh i sar., 2009)
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Koncentracija NO3 je u ispitivanim vrbama varirala u opsegu od 4,14 do
6,27%, uglavhom bez statisticke znaCajnosti u odnosu na kontrolu. Znacajne
promene su utvrdene samo pod uticajem Pb-EDTA u pojedinacnim slucajevima kako
u smeru povecanja tako i u smeru opadanja koncentracija u odnosu na kontrolu. Pod
uticajem Cd i Ni znaCajne promene su utvrdene izmedu genotipova ali ne i izmedu
tretmana u okviru jednog genotipa. Stabilnost metabolizma N u biljci izloZzenoj
poviSenim koncentracijama teskih metala je osnovni preduslov uspeSne primene
fitoekstrakcije. Ispitivane vrbe su pokazale da su nitrati (N se u Hoglandovom
hranljivom rastvoru nalazio isklju¢ivo u NO3" formi) dobro usvajani, jer nije bilo velikih
variranja u njihovoj koncentraciji.

Sliéni rezultati potvrdeni su u klonovima topola izlozenim Cd i Ni (Nikoli¢,
2009). Koncentracija N u istrazenim topolama se nije menjala ili je ¢ak doSlo do
povecéanja u odnosu na kontrolu. U listovima topola N je varirao u opsegu od 3,25 do
6,13% a u korenu od 2,38 do 4,35 %. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji, Sto ukazuje na dobru obezbedenost N. Epstein (1999)
navodi da se 1,5 % N u suvoj biljnoj materiji u vecini vrsta joS uvek moze smatrati
optimalnom koli¢inom. Ipak, Sari¢ i Krsti¢ (1983) navode da je genotipsko variranje
koncentracije N u nekim poljoprivrednim zeljastim kulturama, daleko najmanje u
poredenju sa drugim elementima (9-13 %). PoSto utvrdeno smanjenje bioprodukcije
vrba pod uticajem teSkih metala, nije bilo limitirano inhibiranjem usvajanja i
destabilizovanjem integriteta metabolizma N i NO3’, N kao element Ciji je sadrzaj

najstabilniji nije pouzdan indikator stresa izazvanog teSkim metalima.

6.7. Aktvinost nitrat-reduktaze u prisustvu teskih metala

Nitrat-reduktaza je inducibilan enzim. Prisustvo nitrata u biljnoj ¢eliji indukuje
transkripciju gena povecavajuc¢i sintezu i aktivhost ovog enzima (Stitt, 1999).
Smanjena aktivnost nitrat-reduktaze pod uticajem teSkih metala je viSe puta
potvrdena. Predlozeni uzroci smanjene aktivnosti nitrat reduktaze su vodni stres i
inhibicija usvajanja nitrata, izazvani toksicnim efektima teskih metala (Bhandal i
Kaur, 1992; Gouia i sar. 2000; KevreSan i sar., 2001, Xiong i sar., 2006). Rezultati u

ovom radu delimi¢no potvrduju ove navode. Na kombinovanim tretmanima sva tri
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teSka metala i na pojedinacnim tretmanima Ni utvrdeno je znaCajno smanjenje
aktivnosti nitrat reduktaze. Poznato je da se transport nitrata odvija kroz simplast,
uglavnom aktivno$éu H* - ATP-aza koje su osetljive na niz sulfhidrilnih reagenasa
Cije koncentracije se povecavaju dejstvom teSkih metala, usled Cega dolazi do
poremecaja u polarizaciji plazmaleme i efluksa protona, te poremecaja usvajanja
hranljivih materija (Kennedy i Gonsalves, 1989). Kako pod uticajem Ni nije utvrdeno
znacajno smanjenje koncentracije NO3', uzrok smanjenja aktivnosti nitrat reduktaze
lezi na drugom mestu npr. u direktnoj inhibiciji enzima. Xiong i sar. (2006) navode da
je moguca direktna inhibicija enzima koja nastaje vezivanjem teskih metala za SH
grupe u cisteinskim grupama enzima, ¢ime se enzim inaktivira. JoS jedan mogudi
uzrok smanjenoj aktivnosti nitrat reduktaze je endogena akumulacija H,O,
indukovana povisenim koncentracijama Ni (Gajewska i Sklodowska, 2007). Znacajno
je da su intenziteti fotosinteze pod uticajem Ni i kombinovanih tretmana teSkih
metala znac¢ajno opali. Matraszek (2008) navodi da smanjena koli¢ina redukcionih
ekvivalenata, usled opadanja intenziteta fotosinteze, moze da dovede do inhibicije
redukovanja nitrata jer su za aktivnost nitrat reduktaze redukcioni ekvivalenti
neophodni kao donori elektrona.

U velikom broju tretmana nije utvrdena statistiCki znac¢ajna razlika u aktivnosti
enzima izmedu tretiranih biljaka i kontrole. Pod uticajem tretmana Cd kod vecine
klonova je Cak evidentirano povecanje aktivnosti ovog enzima u listovima. Na
pojedinacnim tretmanima Cd, nije utvrdeno smanjenje koncentracije NO3 u odnosu
na kontrolne biljke, usled ¢ega se transkripcija gena koji kodiraju sintezu nitrat
reduktaze, verovatno nesmetano odvijala. Rauser i Dumbroff (1981) navode da je
vodni deficit nastao delovanjem Cd Cest razlog smanjenja aktivnosti nitrat reduktaze
u listovima. U ispitivanim biljkama vrba u vecini slu¢ajeva, nije utvrdeno smanjenje
intenziteta transpiracije pod uticajem Cd. Stoga nije naruSena ni aktivnost
redukovanja NO3s'. Aktivnost nitrat reduktaze nije bila naruSsena pod uticajem Cd ¢ak
ni u korenu u kom je akumulacija Cd viSestruko nadmasila akumulaciju u listovima.
Moguce je da je veliki deo Cd bio vezan u apoplastu korena ili da su u korenu
aktivirani efikasni mehanizmi akumulacije i izolacije Cd, ¢ime bi se mogla objasniti
nenarusena aktivnost nitrat reduktaze. Pojedinacan tretman Pb-EDTA nije zna¢ajno
uticao na aktivnost nitrat reduktaze. Uprkos ranije potvrdenim inhibitornim efektima
Pb na asimilaciju NO3 (Kumar et al., 1991; Singh et al., 1997; Xiong et al., 2006),

rezultati ukazuju da je metabolizam N bio potpuno zasti¢en od Pb koris¢enjem EDTA
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kao helatiraju¢eg agensa. Takode, niska translokacija Pb u nadzemne delove biljke
potvrduje da je toksi¢nost Pb potpuno izostala u listovima. Sli¢ne rezultate dobili su
Aiken i sar. (2003) ispitujuci uticaj vec¢eg broja teSkih metala na aktivnost nitrat
reduktaze u biljkama vrste Aspergillus niger. Znacajna inhibicija aktivnosti nitrat
reduktaze pod uticajem Cr¥*, Cu®*, Cd**, Ni** i zn** bila je potpuno zaustavljena
dodavanjem EDTA u korenski medijum. Luna i sar. (1997) utvrdili su da se utvrdeno
smanjenje aktivnosti nitrat reduktaze pod uticajem Cu®* moZe reverzibilno povedéati
dodavanjem EDTA.

Nitrati usvojeni korenom se u zavisnosti od biljne vrste redukuju odmah u
korenu ili u listovima, ili u oba biljna organa. Takode, billke imaju potencijal u
magacioniranju nitrata u vakuolama celija korena i izdanka. Kako su u listovima
redukcioni ekvivalenti i energetska ugljenikova jedinjenja nastala u fotosintezi lako
dostupna, kod vecine biljnih vrsta utvrdeno je da se veci deo redukcije nitrata odvija
u listovima (Cardenas-Navaro i sar., 1999; Matraszek, 2008). Niska aktivnost nitrat
reduktaze u korenovima u odnosu na listove vrba istrazenih u ovom radu ukazuje da
se asimilacija nitrata odvija veéim delom u nadzemnim delovima ispitivanih
genotipova vrba. Sli¢ni rezultati potvrdeni su u biljkama topola (Nikoli¢, 2009), i u
biljkama pasulja gde se navodi da se 80 % redukcije nitrata odvija u listovima
(Andrews, 1986), a takode i u billkama vrste Arachis hypogaea (kikiriki) (Dinakar i
sar., 2008).

6.8. Uticaj teSkih metala na koncentraciju prolina

Mada je uloga procesa sinteze i akumulacije prolina kao molekula koji
ublazava efekte osmotskog stresa dokazana, pod uticajem teskih metala njegovo
akumuliranje zavisi od veceg broja cinilaca, odnosno nacina na Kkoji se ceo
metabolizam odredene biljne vrste prilagodava specifichnom delovanju odredenog
teSkog metala, ali je u ve¢em broju istrazivanja utvrdeno da se sadrzaj prolina pod
uticajem teskih metala povecava (Sharma and Dietz, 2006).

Utvrdeno povecanje prolina u ispitanim biljkama vrba pod uticajem tesSkih
metala bilo je oCekivano. Povecanje koncentracije prolina se pre svega vezuje za

vodni stres i fizioloSku suSu (Barcelo and Poschenrieder 1990, Hasan et al. 2007).
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TeSki metali u poviSenim koncentracijama dovode do pojava simptoma vodnog
stresa. Stoga je akumulacija prolina Cesta pojava u biljlkama koje se nalaze pod
uticajem poviSenih koncentracija teSkih metala (Dinakar i sar., 2008). Takode,
smatra se da akumulacija prolina u biljkama izlozenim teSkim metalima, moze da
bude direktna posledica delovanja teSkih metala, pri ¢emu prolin helatira teSke
metale, vezuje nastale hidroksilne radikale, vezuje singlet kiseonik i inhibira lipidnu
peroksidaciju (Farago and Mullen 1979, Smirnoff and Cumbes 1989, Kastori et al.
1992, Siripornadulsil et al. 2002, Lin and Kao 2007).

Smanjenje koncentracije prolina u vrbama na mnogim od ispitivanih tretmana
teSkim metalima bilo je neocCekivano. Chen et al. (2004) utvrdili su opadanje
koncentracije prolina pod uticajem poviSenih koncentracija Cu. Nadeno je da se
prolin premesSta i akumulira u vrSnim delovima korena kukuruza (Ober and Sharp
1999, Verslues and Sharp 1999). Chen et al. (2004) predlazu kao mogucéu hipotezu
to da se translokacijom prolina njegova koncentracija u aktivnim vrhovima korena
povecava, Cak i ako je ukupna koncentracija prolina u korenu manja, Sto medutim
nije eksperimentalno potvrdeno. liyama i sar. (1994) navode da glikoproteini bogati
prolinom i hidroksiprolinom uc€estvuju u stabilizaciji i depoziciji lignina u celijskim
zidovima, ¢ime se stvara barijera ulaska hidrofilnih komponenti, poput tesSkih metala,
Sto bi mogao biti neki vid adaptacije. Metoda koriS¢ena u ovom istrazivanju vrba
detektuje samo slobodne molekule prolina dok se proteini ne detektuju jer su
izolovani taloZzenjem. Stoga je moguce da je dodatno formiranje takvih proteina
(bogatih prolinom) uzrokovalo utvrdena smanjenja u koncentraciji slobodnog prolina,
mada ovakvu hipotezu treba posmatrati sa rezervom. Naime, u sastav Celijskog zida
svakako ulaze prolinom i hidroksiprolinom bogati proteini, medu kojima je najbolje
prou¢ena familija ekstenzina. Ovi proteini stabilizuju strukturu c¢elijskog zida i Cine
njegov sastavni deo i kada celija raste u potpuno normalnim uslovima (Arsenijevic-
Maksimovi¢ i sar., 1997). Pored ekstenzina, u grupu proteina bogatih hidroksi-
prolinom spadaju i neki nodulini, arabinogalaktanski proteini i lektini, koji svi takode
ulaze u sastav osnovne supstance celijskog zida (Kieliszewski i Lamport, 1994).
Kako je prolin u ¢éelijskom zidu prisutan u proteinskom obliku u odredenoj koli€ini,
nezavisno od interakcije biljke sa teskim metalima, hipoteza koju su predlozili liyama
i sar. (1994) zahteva detaljnije provere. Smanjenje transpiracije i poremecaji u
vodnom rezimu pod uticajem teSkih metala se Cesto navode kao osnovni uzrok

pojacane akumulacije prolina (Gajewska i Sklodowska, 2008). Medutim, vodni rezim
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na tretmanima Cd i Pb-EDTA je bio najmanje naruSen, sa ¢ak stimulisanim
intenzitetom transpiracije kod pojedinih genotipova, te nije postojao inicijalni stimulus
za povecanu sintezu prolina.

Bassi and Sharma (1993) su takode utvrdili promenljivu dinamiku akumulacije
prolina u korenu pSenice, pod uticajem poviSenih koncentracija Cu i Zn. Utvrden je
proporcionalan rast koncentracije prolina uporedo sa povecanjem koncentracije Cu i
Zn, ali do odredene granice, preko koje dolazi do progresivhog smanjenja
koncentracije prolina. Bassi i Sharma (1993) navode da akumulacija prolina raste
dokle god biljka moze da odrzi metaboliCke aktivnosti. Ako je koncentracija teSkih
metala suviSe visoka, to dovodi do zaustavljanja metabolizma uklju€ujuci i formiranje
prolina. Kako su ispitivani genotipovi imali smanjenu produkciju biomase, narocito na
veéoj primenjenoj koncentraciji te$kih metala (10 M), znadajno narusavanje
metaboliCkih akivnosti je takode moguc¢ uzrok smanjenja koncentracije prolina.
DuZina izloZenosti teSkim metalima takode ima znacaj. Metalelli et al. (2009) navode
da je povecanje koncentracije prolina pod uticajem Cu, Cd i Zn u vrsti Lemna gibba
prolazno, odnosno da sadrzaj prolina dostize vrhunac nakon 4 dana tretmana, Sto je
pra¢eno opadanjem njegove koncentracije u odnosu na kontrolu nakon Sestog dana.

Sun et al. (2007) navode da se slobodan prolin u novootkrivenoj
hiperakumulatorskoj vrsti Solanum nigrum znacajno povecao pod uticajem Cd, dok
je naprotiv, u vrsti Solanum melongena (plavi patlidzan) koja nije hiperakumulator,
koncentracija prolina varirala bez znacajnih razlika. Stoga se veci kapacitet za
savladavanje oksidativhog stresa povezuje se sa sposobnoséu formiranja prolina.
Formiranje prolina kao reakcija na stres izazvan teskim metalima mogao bi biti
genotipski zavistan mehanizam, izrazeniji u biljkama koje su bolje adaptirane na
ovakav stres, poput hiperakumulatoskih vrsta.

Geni koji kodiraju vecinu enzima uklju€enih u sintezu i degradaciju prolina su
klonirani i delimicno okarakterisani, ali faktori koji reguliSu ekspresiju ovih gena su
joS uvek vec¢inom nepoznati.

Mada je uloga prolina u toleranciji na osmotski stres potvrdena, sve njegove
uloge u biohemijskim putevima biljaka joS uvek nisu sasvim jasne. Dalja istraZivanja
su neophodna u cilju odredivanja preciznih uzroka akumulacije prolina kao adaptivne
reakcije na stres izazvan teskim metalima, naroCito kada je u pitanju utvrdeno

smanjenje sadrzaja prolina u ispitivanim genotipovima vrba.
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6.9. Predispozicija ispitivanih klonova u fitoekstr akciji

Klaster analiza ispitivanih klonova pokazala je da je klon 4 (Salix nigra)
pokazao najveci potencijal za fitoekstrakciju Cd i Ni. U istraZzivanju Kuzovkina i sar.
(2004) ova vrsta je takode pokazala najvecu toleranciju i akumulaciju Cd, u odnosu
na CcCetiri druge vrste vrba. Klon crne vrbe ispitan u ovoj disertaciji je imao
zadovoljavaju¢e koli€¢ine Cd i Ni akumuliranih u nadzemnim delovima, Sto uz
odrzanje visokog nivoa organske produkcije moZe da dovede do njihove uspesSne
primene u fitoekstrakciji Cd i Ni. Ipak, primena ovog klona mora se pazljivo isplanirati
i kontrolisati s obzirom da je u pitanju alohtona vrsta poreklom sa Ameri¢kog
kontinenta. Klon 1 je posle klona 4, takode pokazao znaCajan potencijal u
fitoekstrakciji Cd i Ni. Mada je imao manji broj poZeljnih karakteristika u odnosu na
klon 4, klon 1 kao genotip autohtone vrste Salix alba treba uzeti u obzir u daljim
analizama i potencijalnoj primeni remedijacile na zagadenim staniStima. Kao
autohtona vrsta, ovaj klon je ve¢ prilagoden abiotickim i biotiCkim uslovima regiona i
njegova primena ne uklju€uje ekoloSke rizike ugroZzavanja lokalne flore i postoje¢eg
ekvilibrijuma biosfere. Kod unoSenja alohtonih vrsta kao Sto je klon 4 (Salix nigra),
brojne su opasnosti koje postoje usled naruSavanja ekoloSkog balansa domace flore
koja se kroz odgovarajuce meduodnose razvijala milionima godina (Stevanovic,
1996). Ipak uz nau¢no utemeljenu kontrolu, potencijal koji ima klon 4 u fitoekstrakciji
Cd i Ni mogao bi se iskoristiti.

Mada je klaster analiza pokazala da su klonovi 1 i 2 pokazali najvece
predispozicije za fitoekstrakciju Pb, primena bilo kog ispitivanog klona za
remedijaciju staniSta zagadenih olovom nema ozbiljan potencijal. Klaster analiza
predstavlja relativan odnos medu ispitanim genotipovima. Medutim, male
koncentracije Pb akumulirane u nadzemnim delovima svih genotipova vrba, ne
dozvoljavaju njihovu primenu u fitoekstrakciji Pb koje je najveC¢im delom ostalo

vezano u korenu.
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6.10. Vrbe u fitoekstrakciji teSkih metala u poljsk  im uslovima

Dobijeni rezultati ukazuju na genotipske karakteristike 1 specificnosti
istrazivanih genotipova koji bi se morali ispoljiti i u poljskim uslovima. Waston i sar.
(1999) su testirali reznice 15 klonova vrba koristeci hidroponsku tehniku cirkulisanja
hranljivog rastvora (eng. nutrient film technic), sa cillem izbora genotipova sa
visokom organskom produkcijom. Kasnijom primenom u poljskim uslovima utvrdena
je zadovoljavajuca korelacija bioprodukcije izmedu hidroponskog i poljski ostvarenog
organskog prirasta, Sto ukazuje na visoku korelaciju izmedu rezultata hidroponskih i
poljskih eksperimenata kada su u pitanju karakteristike klonova. Stoga je oCekivano
da bi klon 4 (Salix nigra — klon 0408) verovatno bio najefikasniji fitoekstraktor i u
poljskim uslovima. Variranja u uspesnoj primeni fitoekstrakcije vrbama, zavisila bi
pre svega od karakteristika zemljiSta i analiza dostupnosti teSkih metala, koji se
jednim, vecéim ili manjim delom, nalaze u nerastvornom obliku u podlozi. Povecanje
te dostupnosti moguée je izvesti dodavanjem helatora u zemljiSte uz prethodnu
struénu procenu rizika po zivotnu sredinu i pravilnog izbora heliraju¢eg agensa. U
odredenim uslovima sliCan efekat moguce je posti¢i dodavanjem odredenih vrsta
dubriva i smanjenjem pH zemljiSta (Eriksson i Ledin, 1999). Moguci su i drugi
postupci kao npr. manipulacija dubrivom. Zhao i sar. (2004) su utvrdili
udvostru¢avanje akumulacije Cd u izbojku dodavanjem kalijumovih dubriva u
zemljiSte. UspeSna primena zavisi i od kvaliteta i kvantiteta kontaminacije. Dickinson
i Pulford (2005) navode da je translokacija Cd u nadzemne delove tkiva manja u
visoko kontaminiranim stanistima u odnosu na umereno kontaminirane, mada je
ukupna akumulacija nesto vec¢a. Po sluzbenom glasniku Republike Srbije, MDK za
Cd u zemljiStu iznosi 3 mg/kg suve zemlje. Kako su u ovom radu primenjene dve
koncentracije Cd 10 M = 11,24 mg/kg i 10° M = 1,12 mg/kg, a simptomi toksiénosti
su utvrdeni narocito na vecéoj primenjenoj koncentraciji, moze se pretpostaviti da bi
se istrazeni genotipovi vrba mogli uspesSno primeniti na staniStima umereno
zagadenim Cd, gde zagadenje prelazi do tri puta MDK vrednost (npr. do 10 mg/kg).
S obzirom da jedan deo Cd verovatno ne bi bio dostupan u rastvornom obliku,
bioprodukcija vrba bi verovatno mogla biti zadovoljavajuéa i simptomi toksi¢nosti bi

izostali, uz istovremeno zadovoljavaju¢u translokaciju Cd u nadzemne delove biljaka.
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Uzimajuci u obzir da su ¢inioci koji utiCu na uspeh ovakve primene fitoremedijacije
brojni, raznovrsni i Cesto nepredvidivi, navedene pretpostavke treba uzeti sa
rezervom, dok se ne potvrde u realnim uslovima. Prvi rezultati istrazivanja ispitivanih
vrba u zemljiSnim kulturama i na poljskom ogledu koji su u toku, potvrduju njihov
potencijal u remedijaciji staniSta sa umerenim zagadenjima Cd.

S obzirom na viSestruko ve¢u akumulaciju teSkih metala u korenu ispitivanih
vrba, one se kao i vecina drvenastih vrsta mogu ubrojati u tzv. ,ekskludere* (eng.
exclude — iskljuciti), vrste koje ograniCavaju usvajanje, unos i translokaciju teskih
metala, ,isklju€ujuci® ih iz metabolizma. Ipak, umerena utvrdena translokacija Cd i Ni
ukazuje da bi uz dobru bioprodukciju ispitivane vrbe verovatno mogle da zadovolje
potrebe fitoekstrakcije.

Rezultati su potvrdili da je akumulacija Cd, Ni i Pb veca u listovima u odnosu
na izbojke. Ovo je dokazano i ranijim istrazivanjima, ali kako masa izbojka ¢ini oko
75% nadzemnog dela bilke (Dickinson i Pulford, 2005), koSenjem izbojaka u
zimskom periodu iznosi se veca koli¢ina metala iz podloge u odnosu na sakupljanje
listova u jesen. Niz istrazivanja ukazao je na razliCitu stopu akumulacije tokom
razli¢itih faza razvica jedne biljke, kako u toku sezone, tako i u toku ontogeneze. Kod
drvenastih vrsta brzog rasta, vazna pojava je tzv. ,biolosko razblazivanje, tj.
razblazivanje metala u biljnom tkivu nastalo naglim prirastom biomase. Koncentracija
teSkih metala u biljnom tkivu zavisi od odnosa usvajanja mineralnih elemenata i
brzine prirasta biomase. Tako su Dinelli i Lombini (1996) ispitivanjem vecéeg broja
vrsta iz rodova Salix, Silene i Populus, utvrdili da je koncentrovanje metala bilo
najvece u ranoj vegetativnoj fazi rasta, kada je usvajanje elemenata veliko, a prirast
mase mali. Daljim ulaskom biljaka u fazu naglog rasta, koncentracije metala u
biljnom tkivu su se ,razblazile u nastaloj biomasi, Sto se odrzalo sve do faze
cvetanja. Takode, u viSe navrata, u vrbama gajenim na supstratu sa visokim
kolic¢inama teskih metala, utvrdeno je njihovo koncentrovanje u listovima neposredno
pre senescencije, na kraju vegetativne sezone (Riddell-Black, 1994; Hasselgren,
1999), Sto je tumaceno kao moguéi mehanizam detoksifikacije. Stoga se mora voditi
rac¢una o pravilnom planiranju vremenske dinamike koSenja i iznoSenja biomase iz
kontaminiranog stanista.

Koncentracije Cd akumulirane u nadzemnim delovima biljaka na
kombinovanim tretmanima koje prevazilaze 200 mg/kg, potvrduju potencijal dva

analizirana genotipa (klon 1 Salix alba — 68/53/1 i klon 4 Salix nigra — 0408) u
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fitoekstrakciji Cd. Medutim, njihova primena in vivo bi mogla biti ograniCena
utvrdenim antgonizmom, ukoliko bi zagadenje Cd iSlo uporedo sa zagadenjem Ni.
Nikl u kompeticiji sa Cd znaCajno smanjuje njegovo usvajanje. ZajedniCke
kombinacije sa Pb-EDTA nisu pokazale takve antagonizme, ali se prilikom primene
EDTA, ili drugih sintetiCkih helata, mora izvrSiti detaljna analiza staniSta da bi se
eliminisali rizici koji postoje prilikom primene tih helirajuc¢ih supstanci. Angelova i sar.
(2004) navode da su rastvorne i karbonatne frakcije teSkih metala u zemljiStu najvise
uticale na akumuliranje metala u biljkama duvana, mada je dostupnost karbonatne
frakcije teSkih metala zadovoljavajuéa samo u kiselim pH vrednostima podloge. U
istom istrazivanju utvrdeno je da je rastvorna frakcija Pb u zemljistu samo 0,8 — 2,0
% ukupne koli¢ine Pb, dok je za Cd bila daleko veca (26,2 - 38,3 %). Stoga, ¢ak i u
sluCaju da se ne koriste helati, verovatno je da bi antagonizam izmedu Pb i Cd u
zemljiStu izostao, jer je olovo u zemljiStu najve¢im delom bioloski ,nevidljivo“. Ipak, u
slu¢aju potencijalne primene u fitoekstrakciji potrebno je obratiti paznju na
antagonizme koji bi mogli da utiCu na rezultate remedijacije.

Prema podacima AmeriCke organizacije za zastitu zivotne sredine (EPA,
2000), fitoremedijacija je u vecini sluCajeva 50-80% jeftinija od alternativnih
tehnologija. Lokalne i drzavne vlasti, privatne kompanije i druga pravna tela trebalo
bi ohrabriti na primenu fitoremedijacije, narocito kada su fondovi ograniceni, te kad je
alternativa izostanak primene bilo kakvog postupka remedijacije. Takode, mnoga
zagadena staniSta mogla bi se iskoristiti kao poligoni za eksperimentalne primene
fitoremedijacije na obostranu korist vlasnika i istrazivata. Na ovaj nacin,
demonstracijom fitoremedijacije, njena komercijalizacija bi se znacajno ubrzala i

postala uspesnija.
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7. ZAKLJU CAK

Cd i Ni u koncentraciji od 10* M doveli su do ispoljavanja simptoma
toksi¢nosti, koji su se ogledali kroz opadanje vrednosti niza morfoloSkih i
metaboliCkih parametara (visine izbojka, mase izbojka, korena i listova, zapremine
korena i povrsine listova). Vrbe gajene na manjoj koncentraciji (10> M), ispoljile su
zadovoljavajucu toleranciju u odnosu na vecinu analiziranih parametara.

Pb-EDTA je u najmanjoj meri redukovalo rast ispitivanih genotipova, pre
svega usled slabe translokacije Pb u nadzemne delove biljke tako da je toksi¢nost
Pb potpuno izostala. Takode, joni Pb su bili vezani u organskoj formi,
kompleksiranjem sa EDTA, ¢ime je neutralisana njihova destruktivha reaktivnost.

Prisustvo EDTA u hranljivom rastvoru je zastitilo optimum bioprodukcije vrba
od toksi¢nog uticaja kombinovanih rastvora tesSkih metala.

Cd i Pb-EDTA su stimulisali rast korena vecine klonova vrba. Poveéanje mase
i zapremine korena verovatno je zastitni mehanizam kojim biljka stvara dodatni
prostor u korenu za izolaciju toksi¢nih metala, ¢ime se Stiti nadzemni deo biljke.

Prisustvo Cd i Ni u istom hranljivom rastvoru, imalo je najveci udruzeni
negativan uticaj na bioprodukciju vrba.

Uticaj teSkih metala na transpiraciju bio je najveci u prepodnevnom periodu
(od 7 do 13 ¢asova) kada su odavanje vode i metaboli¢ki procesi u biljkama dostizali
najvisi nivo. Nikl je u najve¢oj meri smanjio intenzitet transpiracije, na obe
primenjene koncentracije u odnosu na kontrolu, dok je dejstvom Cd i Pb-EDTA do
znacajnog smanjenja transpiracije dosSlo u manjem broju slu€ajeva, ponekad i sa
utvrdenim blagim povecanjem transpiracije. Nesmanjena transpiracija uslovila je
dobru translokaciju Cd u najmlade listove gde su metaboliCki procesi najintenzivniji.
Stoga su akumulacija Cd i njegov toksi¢an uticaj bili izrazeniji u mladim listovima
vrba. Transpiracija klona 4 (Salix nigra - klon 0408) je bila najmanje naruSena pod
uticajem teskih metala.

Cd i Ni su, kako pojedinacno tako i u kombinovanim rastvorima, najvisSe
smanijili koncentraciju pigmenata, disanje i fotosintezu, narocito u mladim listovima.
Fotohemijska efikasnost utvrdena merenjem fluorescencije nije bila naruSena pod

uticajem svih primenjenih teSkih metala, Sto ukazuje da su utvrdena smanjenja
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intenziteta fotosinteze vezana za poremecaje u sintezi pigmenata. Tretman Pb-
EDTA nije uslovio smanjenje koncentracije fotosintetiCkin pigmenata, intenziteta
disanja i fotosinteze.

Akumulacija i translokacija teSkih metala zavisila je od koncentracije
odredenog teSkog metala i od genotipa. Translokacija svih teSkih metala iz korena u
nadzemne delove je bila slaba, narocito Pb (i viSe od deset puta manja od Cd i Ni).
Ovo utvrdeno nakupljanje teskih metala u korenu zastitilo je nadzemni deo biljke od
njihovih negativnih efekata. Koncentracije Cd koje su u izbojcima i listovima dostigle
nekoliko stotina mg/kg su medu najveéim utvrdenim koncentracijama ikada
postignutim u hidroponskim eksperimentima gajenja vrba. Zadovoljavajuci transport
Cd verovatno je bio dodatno stimulisan odrzavanjem transpiracionog toka blizu nivoa
kontrolnih biljaka. Ova ¢&injenica je najbolje uocljiva kod klona 4 (Salix nigra - klon
0408) koji je imao nenaruSenu transpiraciju i najveéu koncentraciju Cd u
nadzemnom delu. Stoga je potencijal ispitanih vrba u fitoekstrakciji Cd znacajan,
pogotovo kada se ima u vidu da medu fitoekstraktornim biljnim vrstama Cd, joS nisu
nadeni zadovoljavajuéi predstavnici.

Utvrdeno je ispoljavanje specificnih antagonizama izmedu teSkih metala koji
se nalaze zajedno u korenskom medijumu. Prisustvo EDTA u rastvoru najvise je
stimulisalo translokaciju Cd koji je verovatno delom istisnuo Pb i formiralo kompleks
sa EDTA. Izmedu Cd i Ni utvrden je jak antagonizam u usvajanju i translokaciji Cd
pri ¢emu Ni, kao jon ¢Ciji je radijus sli¢niji radijusu nekih esencijalnih elemenata,
verovatno ima veci afinitet za membranske prenosioce u biljci, ¢ime istiskuje Cd.
Prisustvo Cd u rastvoru stimulisalo je akumuliranje Ni u listovima i izbojku. Moguce
objasSnjenje je da je nedostatak Fe i Mg izazvan prisustvom Cd (prisustvo Cd u
rastvoru uvek je dovelo do hloroze na veéoj koncentraciji 10 M), stimulisao sintezu
njihovih transportera koje istovremeno koristi i Ni kao jon sa najsli¢nijim radijusom.
Isti efekat stimulacije akumuliranja Ni u korenu (gde nije bilo hloroze) je izostao pod
uticajem Cd.

Opisani antagonizmi bili su ispoljeni na veéim primenjenim koncentracijama
teSkih metala (10* M), dok su na manjoj koncentraciji (10° M), gde nije bilo ni
simptoma toksicnosti, sli€ni antagonizmi bili znaajno manje izrazeni.

Sve utvrdene promene sadrzaja K, P, N, NOj3 i aktivnosti nitrat reduktaze su
zavisile od koncentracije primenjenih metala i genotipa. Uprkos simptomima hloroze

i toksiénosti, koji su na tretmanima Cd i Ni utvrdeni na koncentracijama od 10 M,
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oCekivano smanjenje koncentracije ispitanih hranljivih elemenata nije bilo
dominantno. Sadrzaji K i P su veoma varirali pod uticajem teSkih metala, narocito
kada je u pitanju koncentracija K u listovima. Pod uticajem Cd i Ni u mladim listovima
je utvrdeno povecanje a u starim opadanje koncentracije K i P. Cd i Ni su doveli do
povecéanja koncentracije K u korenu u odnosu na kontrolu, Sto ukazuje da su metali
uticali na zadrzavanje K u korenu i inhibirali njegovu translokaciju. Ni je takode
inhibirao i translokaciju P iz korena, dok je Cd inhibirao i neposredno usvajanje P
korenom. Pb-EDTA je u najmanjoj meri uticalo na sadrzaj K, P, N i NO3’, Sto je i bilo
oCekivano zbog zastitnog efekta primenjenog EDTA.

Usvajanje N i NOjs nije izmenjeno pod uticajem teSkih metala. Utvrdeno
smanjenje bioprodukcije na nekim pojedinacnim i kombinovanim tretmanima teskih
metala koncentracije 10 M nije uzrokovano nedostatkom K, P, N i NOs".

Na aktivnost nitrat reduktaze, najviSe je uticao Ni i kombinovani tretmani sva
tri teSka metala verovatno i usled indirektne inhibicije vezane za utvrdenu hlorozu i
nekrozu listova i posledicno smanjenje intenziteta fotosinteze. Cd nije pokazao
stabilan inhibitoran uticaj na aktivnost nitrat reduktaze, s obzirom da su sadrzaj NO3
i intenzitet transpiracije u vrbama tretiranim Cd bili stabilni. Veéi udeo redukcije NO3
do NH," odvijao se u listovima ispitivanih vrba. Kako je translokacija Pb u nadzemne
delove bila veoma niska, toksiCan efekat Pb u listovima gde se odvija veci deo
aktivnosti nitrat reduktaze nije utvrden. Takode, zastitni efekat EDTA, koji je potvrden
u ve¢em broju analiza ove disertacije, dodatno je stabilizovao redukciju nitrata.

Koncentracija prolina je varirala specificno u zavisnosti od tretmana i
genotipa. Kod nekih klonova pod uticajem pojedinacnih tretmana Cd i Pb-EDTA, i
vecCine kombinovanih tretmana, koncentracija prolina se povecala ili ostala na
slichom nivou kao u kontrolnim biljkama. Medutim, oCekivano povecanje prolina pod
uticajem teSkih metala nije bilo dominantno na svim tretmanima. Na vecini tretmana
Ni i nekim tretmanima Cd i Pb-EDTA utvrdeno je smanjenje koncentracije prolina u
listovima i korenu. Utvdeno variranje koncentracije prolina moze da zavisi i od duzine
perioda izloZenosti biljaka teSkim metalima i od specifiénosti metaboli¢kih puteva
sinteze, razgradnje i transporta prolina. Stoga je potrebno izvrSiti nove analize u cilju
utvrdivanja preciznih uzroka ovakvih variranja u akumuliranju prolina.

Specifiénost genotipa bila je karakteristicha za sve analize, Sto ukazuje na
selekciju genotipskih mehanizama tolerancije na teSke metale na subspecijskom,

populacionom nivou. Stoga je izbor adekvatnog klona za potrebe fitoekstrakcije
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potrebno izvrSiti na nivou genotipa, dok vrsta kao taskonomska jedinica ima maniji
znacaj.

Zajednicko dejstvo teskih metala, obi¢no je imalo veci negativni efekat u
odnosu na pojedina¢no dejstvo metala. Medutim, utvrdeno povecanje toksicnhosti
nikada nije bilo potpuno aditivno (duplirano) Sto ukazuje ili na antagonisticki efekat
izmedu metala, ili na izraZeniju aktivaciju zastitnih mehanizama pod uticajem vecéeg
broja prisutnih tesSkih metala.

Razlike izmedu klonova utvrdene analizom prikazanih fizioloSkih parametara,
bile su vise izraZene na veéim primenjenim koncentracijama teskih metala (10 M).
Ovo ukazuje da je ispoljavanje genotipske specifi€nosti zavisno od nivoa
kontaminacije.

Najbolje predispozicije za fitoekstrakciju Cd i Ni imao je klon 4 (Salix nigra -
klon 0408). Mada je imao manji broj pozeljnih osobina od klona 4, klon 1 (Salix alba -
klon 68/53/1) takode zasluzuje paznju u daljim analizama fitoekstrakcije, s obzirom

Ispitivani klonovi nisu pokazali zadovoljavajuéi stepen akumulacije Pb da bi se
njihova primena u remedijaciji staniSta zagadenih Pb mogla smatrati praktichom.

Primena ispitanih genotipova vrba u poljskim uslovima zavisila bi od
karakteristika zemljiSta, klime i dostupnosti teSkih metala na datom staniStu.
Utvrdene predispozicije klonova bi se morale ispoljiti i u poljskim uslovima, s obzirom
na u literaturi ve¢ potvrdene pozitivne korelacije izmedu hidroponih i eksperimenata
postavljenih u poljskim uslovima. Moze se prognozirati da bi primena analiziranih
vrba bila uspeSna na zemljiStima umereno zagadenim Cd i Ni, gde njihova
koncentracija prelazi dozvoljene granice najviSe tri puta. Pri tome se mora obratiti
paznja da bi takva remedijacija mogla biti ograni¢ena istovremenim prisustvom oba
teSka metala na istom staniStu, usled utvrdenih antagonizama koji se javljaju izmedu
Cd i Ni.
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lzvod:

Cetiri genotipa vrba Salix alba — klon 68/53/1, Salix alba — klon 106/54/0, Salix matsudana —
klon SM 4041, Salix nigra — klon 0408 bila su izloZena poviSenim koncentracijama Cd, Ni i
Pb-EDTA u vodenim kulturama. Reznice vrba su tretirane pojedinacnim i kombinovanim
rastvorima teSkih metala. Izveden je niz morfoloskih i fizioloSkih merenja na osnovu kojih je
izvrSena uporedna statisticka analiza klonova i tretmana. Toksi¢ni efekat teSkih metala je
specifi€no zavisio od genotipa i vrste tretmana i najviSe se ogledao u smanjenoj organskoj
produkciji, poremecajima u sintezi pigmenata i procesima disanja i fotosinteze. Cd i Ni su u
poviSenim koncentracijama doveli do znacajno vece inhibicije organske produkcije u odnosu
na Pb-EDTA. Prisustvo EDTA u rastvoru imalo je zastitni efekat. Akumulacija prolina je bila
specifi€na u zavisnosti od prirode teSkog metala, njegove koncentracije i tretiranog klona i
nije potvrdena kao pouzdan indikator prisustva teskih metala. Genotip Salix nigra — klon

0408, pokazao je znacajne predispozicije za fitoekstrakciju Cd.
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Abstract:

Four willow genotypes Salix alba — clone 68/53/1, Salix alba — clone 106/54/0, Salix
matsudana — clone SM 4041, Salix nigra — clone 0408 were exposed to excessive
concentrations of Cd, Ni and Pb-EDTA using water cultures. Willow woody cuttings were
treated with individual and combined solutions of heavy metals. Several morphological and
physiological analyses were conducted followed by statistical analyses of clones and
treatments. Toxic effect of heavy metals was dependent on genotype and treatment. It was
most obvious in disturbances of pigment synthesis and reduction of respiration and
photosynthesis. Cd and Ni caused significantly stronger inhibiton of bioproduction comparing
with Pb-EDTA. EDTA presence in the solution confirmed its protective role against negative
impact of heavy metal treatment. Proline accumulation was specific and not obligatory as a
signal of heavy metal stress. Genotype Salix nigra — clone 0408 proved to have strong

potential in phytoextraction of Cd.
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