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Adaptabilnost i fitoremedijacioni potencijal vrste Phragmites australis (Poaceae) sa
odlagalista jalovine rudnika metala

Sazetak

Jalovina koja nastaje tokom procesa obrade rude sadrZzi visoke koncentracije potencijalno
toksi¢nih elemenata (PTE) koji lako mogu dospeti u nezagadene ekosisteme erozijom vodom
ili vetrom, a kasnije i putem lanaca ishrane na vise troficke nivoe gde ispoljavaju brojne
negativne efekte na sve organizme. Phragmites australis je vrsta koja se spontano javlja u
plitkim vodama rudnickih/flotacionih odlagalista jalovine i odli¢an je kandidat za ispitivanje
fitoremedijacionog potencijala kao i mehanizama koji joj omogucavaju opstanak u
ekstremnim edafskim uslovima. Analizom hemijskih osobina biljaka sa odlagalista jalovine
pokazan je visok stepen akumulacije metala na nivou korena, a histohemijskom lokalizacijom
je potvdena imobilizacija metala u ¢elijskom zidu/vakuoli biljnih celija, Sto je jedan od
mehanizama tolerancije poviSenih koncentracija PTE u biljkama. Analiza biohemijskog
odgovora pokazala je da poviSene koncentracije PTE imaju snaZan uticaj na antioksidativni
sistem biljaka. Pri veoma visokim koncentracijama metala u korenu biljaka najcesce dolazi do
inhibicije aktivnosti enzima, dok niZe koncentracije metala, kao one u listovima, mogu uticati
na porast aktivnosti enzima. Osim inhibicije aktivnosti enzima, veoma visoke koncentracije
metala dovode i do pada ukupnog antioksidativnog kapaciteta, kao i do povetanog stepena
lipidne peroksidacije membrana, Sto ukazuje na to da mehanizmi odbrane biljaka nisu
dovoljni na potpuno neutraliSu njihove toksi¢ne efekte. Ipak, P. australis je pokazala visok
potencijal za fitostabilizaciju podloga bogatih metalima, a potencijalno i za rizofiltraciju
otpadnih voda poreklom iz rudnika.

Kljucne reci: Phragmites australis, potencijalno toksi¢ni elementi, antioksidativni enzimi,
fitostabilizacija, odlagalista jalovine rudnika
Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Ekologija, biogeografija i zastita zivotne sredine



Adaptability and phytoremediation potential of Phragmites australis (Poaceae) from
mine and flotation tailings ponds

Abstract

The tailings resulting from ore processing contain high concentrations of potentially toxic
elements (PTEs) that can easily enter unpolluted ecosystems through water or wind erosion
and later through the food chain to higher trophic levels, where they have numerous negative
effects on all organisms. Phragmites australis is a wetland species that occurs spontaneously
in the shallow waters of mine/flotation tailings and is an excellent candidate for investigation
of its phytoremediation potential and the mechanisms that allow it to survive under extreme
edaphic conditions. Analysis of the chemical properties of the plant material showed a high
level of metal accumulation in the plant roots, and histochemical localization confirmed the
immobilization of metals in the plant cell wall/vacuole, which is one of the tolerance
mechanisms to elevated concentrations of PTE. The biochemical response analysis showed
the strong effects of elevated metal concentrations on the antioxidant system of plants. At
very high metal concentrations in plant roots, enzyme activities are usually inhibited, whereas
lower metal concentrations, e.g. in leaves, often lead to increased enzyme activities. High
concentrations PTE also lead to a decrease in overall antioxidant capacity as well as increased
levels of lipid peroxidation of membranes, suggesting that plant defense mechanisms are
insufficient to fully neutralize toxic effects. Nevertheless, P. australis showed high potential for
phytostabilization of metal-rich substrates and possibly for rhizofiltration of mining
wastewater.

Key words: Phragmites australis, potentially toxic elements, antioxidant enyzmes,
phytostabilization, mine tailings

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Ecology, biogeography and environmental protection



Lista skracenica:

AF Akumulacioni faktor
APX Askorbat peroksidaza
ASC Askorbat

BAF Bioakumulacioni faktor
BCF Biokoncentracioni faktor
BHT Dibutilhidroksitoluen
BSA Govedi serumski albimin
CAT Katalaza

Chl (a/b) Odnos hlorofilaaib
Chl (a+b)  Ukupni hlorofili

DHA Dehidroaskorbat

DHAR Dehidroaskorbat reduktaza
DMSO Dimetilsulfoksid

DPPH 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazil
EDTA Etlendiamintetrasiréetna kiselina
GPX Glutation peroksidaza

GR Glutation reduktaza

GSH Redukovani glutation

GSSG Oksidovani glutation

HO Hem oksigenaza

HSP Proteini toplotnog Soka

IAA Indol-3-siré¢etna kiselina

LP Lipidna peroksidacija membrana
MDA Malondialdehid

MDHA Monodehidroaskorbat
MDHAR Monodehidroaskorbat reduktaza

MDK Maksimalna dozvoljena koncentracija
MT Metalotionini

PC Fitohelatini

PH H20 Aktivna kiselost

pH ka Supstituciona kiselost

POD Gvajakol peroksidaza

PSI Fotosistem |

PSII Fotosistem Il

PTE Potencijalno toksi¢ni elementi

ROS Reaktivne kiseoni¢ne vrste

SEM-EDS  Skenirajuca elektronska mikroskopija sa
energo-disperzivnom spektrofotometrijom

SOD Superoksid dismutaza

SOM SadrZaj organske materije

TAC Ukupni antioksidativni kapacitet
TBA Tiobarbiturna kiselina

TCA Trihlorsiréetna kiselina

TF Translokacioni faktor

Tot Carot  Ukupni karotenoidi



Sadrzaj:

1. UVOD cooooeieveseesssseesssssesssssssesssssseessssssessesssssssssss s 488821888 RR RS S R R R R R 1
1.1. Zagadenje Zivotne sredine potencijalno toksi¢nim elementima.......eeeeseesneesneenne 1
1.2. UtiCA] PTE N DIIJKE wureeueeeeeeeecenseeereeesseeisse s ssssssssssssssssessssasssessssas s s sssssssssessssssssssssesssassssassasssssnssanes 2

1.2.1. Uticaj poviSenih koncentracija gvoZda na bilJKe .......cccoeeeenmeeenmeeessneesneessssssesessssssssesesns 3
1.2.2. Uticaj poviSenih koncentracija mangana na bilJKe.......ceeemeseessesssesessssssssssesnns 4
1.2.3. Uticaj poviSenih koncentracija nikla na DiljKe.....coenemenmenncrneesseeessessssesseeessessssesssseens 4
1.2.4. Uticaj poviSenih koncentracija cinka Na BiljKe .....coeneminmeenncneesesessesnseesssesssessssessssesnnns 4
1.2.5. Uticaj poviSenih koncentracija 0lova na biljKe.......cimennreosneesnnesseeessesesssesssssseessssssssssassennns 5
1.2.6. Uticaj poviSenih koncentracija bakra na biljKe .......coeeeenmeseeesssssesssesessssssssssssanns 6
1.2.7. Uticaj poviSenih koncentracija kadmijuma na biljKe ......ccomemeenmersmsessmesssseesssesssesesns 6
1.2.8. Uticaj poviSenih koncentracija kobalta na DiljKe ......ccomeomenmcrneeneeeseeenseesseeessesssessseene 7
1.2.9. Uticaj poviSenih koncentracija hroma na biljKe .......ccoeoncnncneeneeseeenseesseeessesssessseens 7
1.3. Metalima indukovan oksidativii STres ... 8
1.3.1. Uticaj ROS na razliCite CelijsSke STIUKLUTE ......commreneersereseessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssesesanes 9
1.4. Antioksidativni SiStemM DiljaKa ... ssesssss s sesssss st sesss s sssss s ssssssssesas 10
1.4.1. Enzimska komponenta antioksidativnog sistema biljaka.........neencenneenseenscennees 10
1.4.2. Neenzimska komponenta antioksidativnog sistema biljaka ......cceeneeeseeenmeersneessecennens 12
1.5, FItOTEMEAIJACI] Ak urerseesseeesseeeseesseessseesssessssesseessssessssessessssessssesssessssessssesssssessesesssesssesssessssessssessasesmssssmsssssssessneas 14
1.5.1. Uloga Phragmites australis U fitOremMedijaciji ... erermemermesneesseesseessssessssssssssssssssees 16

2. CILJEVI RADA ..ot eteetueetessssseeessssssssssssessssssssssssss s ssss e es s sss 88588 R RS E AR R R 19

3. MATERIJAL I METODE......ieissssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssasssssssessssssssssssnsssssens 21
20 0} 3 T30 U] €= X = OO 21
3.2. Prikupljanje uzoraka i hemijske analize Sedimenta........ereneenenensesessssesssseseeens 22

3.2.1. Odredivanje pH zZemIjiSN0OZ FAStVOTA ..coceocermreerneereeineessseesseeesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssens 22
3.2.2. Odredivanje sadrzaja organskog ugljenika i organske materije.......meeereeeens 22
3.2.3. Odredivanje sadrzaja UKUPNOZ QZOTA ...cceeerrereeersmessmsessssessssssssssessssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssessens 22



3.2.4. Odredivanje koncentracije lako pristupacnih oblika fosfora ... 23

3.2.5. Odredivanje koncentracije lako pristupacnih oblika Kalijuma ........cmemeeesneeeseeeens 23
3.2.6. Odredivanje pseudototalnog sadrzaja Metala ... esessseseeens 23
3.2.7. Odredivanje sadrzaja pristupacnih Metala......eee e sesesssesesens 24
3.3. Prikupljanje i analize biljnog Materijala ... eeeeseeesseeessessees s sssessessssessesens 24
3.3.1. Odredivanje ukupnog sadrzaja MEtala .........coweesmeesseessesseesssssssssessssssssssssssssssssssssssessens 24
3.3.2. Odredivanje fitoremedijacionog potencijala Phragmites QuStraliS...........een. 24
3.3.3. Histohemijska detekcija metala u biljnim tKivima ... 25

3.3.4. Detekcija metala u biljnim tkivima pomo¢u metode skenirajuce elektronske

mikroskopije sa energo-disperzivnom spektrofotometrijom (SEM-EDS) ....cccnemmrerreerrnecenne 25
3.3.5. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata.......ne s 25
3.3.6. Odredivanje sadrzaja fenola U liStOVIMA .......owereermeesmesseessseessssessssesssssesssssssssssssssssssssessens 26
3.3.7. Odredivanje ukupnog antioksidativnog Kapaciteta.......eeemeermeesmeseesssessssesseeens 26
3.3.8. Odredivanje stepena lipidne perokSidacije ... ssessssessssssesens 26
3.3.9. Odredivanje koncentracije uKupnih proteina........ s 27
3.3.10. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativnog SiStema........couueemeeemeesreeseermseessseessenens 27
3.4. StatistiCka obrada POdataka ... ssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssens 29
A REZULT AT ottt eeeeesssseeesssssessssssesesssssssssssssesssssssesessssessessss e sss e 2s £ 8RR RS R SRR R 30
4.1. Hemijske odlike iSpitivanog SEAIMENTA ......cueeeeenmeesnmeesseesseesssissssssssssssssssssessssssssessssss s ssssssans 30
4.2. Hemijski sastav biljnog Materijala. ... erereeseeeseessesssssessssesssessssssesssssssssssssssssssssssesans 32
4.2.1. Stehiometrijski 0dnosi metala U DilJCi .....oeeereneesrseeeeeesesessessseesesesees s sessssessseesans 44
4.3. Fitoremedijacioni potencijal Phragmites QUSLTALIS ........ceneermeenssesssesssssssessessssssssssssssesans 46

4.4. Histohemijska lokalizacija i detekcija metala u biljnim tkivima Phragmites australis

pomoéu metode skeniraju¢e elektronske mikroskopije sa energo-disperzivnom

SPERET O OTOIMEIT T OIMueueieeceeeeeeeee ettt ees e bbb bR b 47
4.5. Biohemijski parametri PRragmites QUSLTALS .......eeenseessessssesmssessssesssssssessssssssssssssssssssssssssans 51
4.5.1. SadrZaj fotosintetskih PIgMENAta .....oeeeereermeessesersssssssssssssssse s sssssssssssssssssssssssssanes 51

4.5.2. SAATZA] FENONA courieiiereceree ettt s s ee bbb e 53



4.5.3. Ukupan antioksidativii KAPaCIteLt.....eeenreeneisrseessesisssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 54

4.5.4. Stepen lipidne peroksidacije Membrana....... s ————. 55
4.4.5. SadrZaj URUPNIN PrOteING .. rcesseerecesecsseeesseesessssss s ssss st sssss s ssssans 56
4.4.6. Aktivnost antioksidativiih eNzima...... s ————— 57

5. DISKUSIJA coeetetstesssssssesssssesessssssssssssssssssssssssss s ss s s s RS R RSEERS R R R R R S R S R 64
5.1. Hemijske odlike ispitivanog sedimenta i jalOVINe.......eeeeneesserseessesseseessssesssesseeens 64
5.2. Hemijske odlike ispitivanog biljnog materijala........ e ssessssssseesssens 67
5.3. Fitoremedijacioni potencijal PAragmites QUSLTAILS .......eeonmeenmeesseesssessssesssesssessssessssessssens 72
5.4. Biohemijski odgovor P. australis na poviSene koncentracije metala.......eeeseersseseens 73

5.4.1. Uticaj poviSenih koncentracija metala na biohemijske parametre u korenu P.

0 LT 4 7 1 Y 73

5.4.2. Uticaj poviSenih koncentracija metala na biohemijske parametre u listu P. australis

......................................................................................................................................................................................... 76
60 ZAKLJUCCI covvveeeeeeeseeessesesssssessssesssssssssssssssssssssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 79
7. LITERATURA w.cvoovsseveenssssessssssossssssssssssssssessssosessssossssssssessssosesesssssassssossssssossssssossasssssssssssosessssossasssssssssssosses 80

S R 2 0 10 /1 103



1.UVOD

1.1. Zagadenje Zivotne sredine potencijalno toksi¢cnim elementima

Metali i metaloidi se u prirodi sre¢u kao sastavni deo minerala stena i kao takvi ulaze u
sastav mineralne komponente zemljista. Hemijskom dezintegracijom minerala se postepeno
oslobadaju, rastvaraju i prelaze u organizmima dostupni oblik u zemljistu, povrSinskim i
podzemnim vodama. Ranije su se u naucnoj literaturi koja se bavi zagadenjem Zivotne
sredine odredeni elementi sa relativnom gustinom ve¢om od 4 g/cm?3 oznacavali kao teski
metali (Hawkes 1997). Medutim, posto se radi o veoma heterogenoj grupi elemenata koju €ine
ne samo metali i metaloidi (npr. As), ve¢ i neki nemetali (Se), kao i pojedini elementi ¢ija je
gustina manja od 4 g/cm3 (Al, 2,7g/cm3; Se, 4,8 g/cm3), u novijoj literaturi se sve ¢eS¢e koristi
naziv potencijalno toksi¢ni elementi (PTE). Jedan deo PTE cine oni elementi (npr. Zn, Cu, Fe)
koji imaju bioloSku ulogu i organizmima su neophodni u malim koli¢inama, a pri znacajnijem
povecanju koncentracije u organizmu ispoljavaju toksi¢ne efekte. Ovi metali (Cu, Zn, Fe, Mn,
Mo, Ni, Co) se oznacavaju kao esencijalni (Reeves & Baker 2000) i veoma su znacajni za
odvijanje fizioloskih procesa budu¢i da su sastavna komponenta mnogih biomolekula, kao Sto
su metalo-proteini i hlorofil (Raki¢ et al. 2021). Drugu grupu PTE c¢ine i oni elementi koji,
koliko je do sada poznato, nemaju nikakvu ulogu u organizmu (npr. Cd, Hg, Pb) i ve¢ pri veoma
niskim koncentracijama ispoljavaju negativna i toksi¢na dejstva (Gaur & Adholeya 2004).

PTE su u vecini tipova stena i zemljiSta prisutni u veoma niskim koncentracijama,
izuzev pojedinih koji prirodno sadrZe poviSene koncentracije jednog, a najceSc¢e veceg broja
ovih elemenata, kao Sto su ultramafiti. Medutim, u savremeno doba zbog zagadenja Zivotne
sredine brojnim antropogenim aktivnostima, metali se nalaze u poviSenim koncentracijama i
u onim zemljiStima i vodama koje ih u toj koli¢ini prirodno ne sadrze. Najvazniji izvori
zagadenja PTE su industrija, rudarstvo, saobracaj, toplane i ku¢na lozista, kanalizacioni mulj,
kao i intenzivna poljoprivreda koja podrazumeva Siroku upotrebu pesticida i mineralnih
dubriva.

Rudarstvo, koje se smatra jednim od najvecih zagadivaCa Zivotne sredine PTE,
podrazumeva iskopavanje rude iz koje se vrsi ekstrakcija metala/metaloida koji se dalje
koriste u drugim granama privrede. Nakon obrade rude, koja obuhvata mehanicko
usitnjavanje stene i potom njenu hemijsku obradu, preostaje velika koli¢ina otpada - jalovine.
Jalovina se dalje meSa sa vodom u procesu flotiranja i u vidu mulja taloZi u blizini rudnika.
Tako se postepeno formira i Siri flotaciono odlagaliste jalovine koje dostize dubinu od
nekoliko desetina do preko stotinu metara, u zavisnosti od duZine i intenziteta rada rudnika.
Fizicke i hemijske osobine flotacione jalovine su izuzetno nepovoljne za rast biljaka i razvoj
vegetacije. Pored visokih koncentracija ve¢eg broja metala i metaloida, jalovina je nepovoljnog
granulometrijskog sastava, odlikuje se velikom sabijenoS¢u na maloj dubini i niskim
sadrzajem makroelemenata koji su neophodni za rast i razvoj biljaka. Usled visokih
koncentracija PTE, nepovoljnog vodnog i mineralnog reZima mali broj biljnih vrsta je
sposoban da kolonizuje ovakve povrSine. Zbog specificne strukture i odsustva biljnog
pokrivaca koji bi fizicki vezao podlogu, flotaciona jalovina je izuzetno podloZna eolskoj i
fluvijalnoj eroziji kojima lako moZe dospeti u okolne prirodne ekosisteme u kojima
predstavlja dugotrajan izvor zagadenja PTE (Andreji¢ 2021).

Danas su PTE najzastupljenije zagadujuce materije Zivotne sredine i medu njima su Cd,
Cr, Cu, Hg, Pb i Zn najceSc¢e prisutni u povisSenim koncentracijama. Biodostupnost metala, a
time i njihova toksi¢nost zavise ne samo od njihove koncentracije u podlozi, ve¢ i od brojnih
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fizicko-hemijskih karakteristika podloge kao $to su pH zemljiSnog rastvora, granulometrijski
sastav, udeo gline i huminskih kiselina, interakcije razli¢itih metala u podlozi, kao i od vrste
biljaka (Violante et al. 2010). Dostupne metale biljke usvajaju i akumuliraju u razlic¢itim
delovima biljnog organizma (koren, stablo, list). S obzirom da se ne razgraduju, oni dospevaju
do svih organizama u okviru troficke mreze, ispoljavajuci toksicne efekte na svim bioloSkim
sistemima, a na najviS§im trofickim nivoima se akumuliraju u najviSim koncentracijama. U
¢elijama u kojima se nadu u povisenim koncentracijama dolazi do ¢itavog niza procesa koji
vode razli¢itim poremecajima, a €ak i pri niskim koncentracijama metala moguce je
ispoljavanje negativnih efekata (Pehlivan et al. 2009).

1.2. Uticaj PTE na biljke

Kako nedostatak, tako i prisustvo poviSenih koncentracija esencijalnih metala ima
odredene posledice u funkcionisanju ¢elija i organizma. Esencijalni mikroelementi su Stetni
tek pri povisSenim koncentracijama u biljnom organizmu, a gornje vrednosti koncentracija za
razlicite metale se obi¢no razlikuju izmedu biljnih vrsta, Sto uveliko zavisi od njihove
sposobnosti da umanje Stetne efekte poviSenih koncentracija metala. S druge strane, pojedini
metali i metaloidi kao Sto su Cd, Hg i As nemaju nikakvu poznatu biolosku ulogu i visoko su
toksi¢ni za metaboli¢ke aktivnosti biljaka ¢ak i u niskim koncentracijama (Reeves & Baker
2000).

Kako je prethodno istaknuto, esencijalni mikronutrijenti su prisutni u malim
koli¢inama u ¢eliji i imaju brojne znacajne uloge. Tako na primer Ni ima ulogu u usvajanju i
metabolizmu azota (Siqueira et al. 2018). Fe, Cu i Mo kao komponente razli¢itih metalo-
proteina (npr. feredoksin) ucestvuju u prenosu elektrona u elektron-transportnim lancima
mitohondrija i hloroplasta (Tang & Blankenship 2013). Pojedini metali, kao $to su Fe, Mn, Zn,
Cu i Ni predstavljaju aktivatore i kofaktore metalo-enzima. Neki od primera su superoksid
dismutaza (SOD), katalaza, askorbat oksidaza, citohrom, transferaze i izomeraze, a metali koji
ulaze u njihov sastav su nezamenljiva i apsolutno neophodna komponenta koja im omogucava
kataliticku aktivnost (Schmidt & Husted 2019; Mydy et al. 2021). Pored toga, brojni metali
ucestvuju i u procesima osmoregulacije u Celiji (Raki¢ et al. 2021).

Medutim, usvajanje metala u poviSenim Kkoncentracijama cesto uzrokuje brojne
negativne efekte na rast i razvoj biljaka. NajceSc¢e posledice su smanjen rast i reproduktivna
sposobnost biljaka (Kiipper & Anderssen 2016). MoZe do¢i do oStec¢enja na nivou korena koja
uzrokuju poremeceno usvajanje vode i mineralnih elemenata, disbalansa u sastavu
mikroelemenata, poremecaja metabolizma proteina, pigmenata i hormona, promene
intenziteta ¢elijskog disanja i fotosinteze i narusavanja antioksidativnih mehanizama zastite
kod biljaka (Opdenakker et al. 2012; Cuypers et al. 2016; Kiipper & Andresen 2016).

Povecanje koncentracije jednog ili viSe PTE u podlozi dovodi do promena u usvajanju
biljkama neophodnih makro- i mikroelemenata usled antagonistickih odnosa koji postoje
izmedu elemenata pri usvajanju korenovim sistemom. Povisene koncentracije PTE u biljnom
organizmu izazivaju veliki broj metabolickih i fizioloskih poremecaja koji nastaju kao rezultat
njegovog direktnog i indirektnog dejstva. Tako, poviSene koncentracije PTE izazivaju
inhibiciju biomolekula vezuju¢i se za njihove funkcionalne grupe, bilo u katalitickom centru
enzima umesto njegovog neophodnog metala ili za druge funkcionalne grupe, ¢ime im
menjaju osnovnu strukturu i inihibiraju funkciju. Jedna od posledica supstitucije metala koji
ulaze u sastav biomolekula je i poremecena signalizacija u ¢eliji koja dovodi do neadekvatnih
celijskih odgovora. Jedna od tipicnih posledica poviSenih koncentracija PTE u celiji je
povecano stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) koje mogu nastati u redoks reakcijama
(Fentonova i Haber-Weiss reakcija) u kojima direktno ucestvuju tranzicioni (redoks aktivni)
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metali, kao i indirektno (redoks neaktivni metali) kroz inhibiciju aktivnosti proteina, na taj
nacin izazivajuc¢i metabolicki disbalans u ¢eliji. Ovako nastale ROS izazivaju dalje oksidativna
oStecenja biomolekula i ¢elijskih struktura i njihovih funkcija (Slika 1). Kao rezultat ovih
dejstava poviSenih koncentracija PTE u C¢eliji, biljke pokazuju smanjen rast, smanjenu
reproduktivnu sposobnost i izraZenu senescenciju.

Koncentracije metala pri kojima dolazi do nepovoljnih efekata na biljne ¢elije zavise od
vrste metala, vrste biljke i njenog mineralnog statusa (N, P), kao i od toga da li je biljka
istovremeno izloZena jo$ nekom tipu stresa na stanistu. Danas su za sve metale postavljene
gornje granice Kkoncentracije u nemetalifernim zemljiStima (maksimalno dozvoljena
koncentracija, MDK) koje su bazirane na prosecnim koncentracijama pojedinacnih metala u
ovim podlogama, kao i na poznavanju njihovog praga toksi¢nosti. Ove vrednosti treba da
posluze kao reper za odredivanje stepena zagadenosti zemljiSta metalima, a nakon njihovog
ukljucivanja u lance ishrane i na potencijalni rizik za zdravlje Zivotinja i ljudi. Neki od metala
koji se danas najceSce sre¢u kao zagadujuce supstance u zemljiStu su Zn, Cd, Cu, Cr, Pb, Co, Ni i
Mn.

PLAZMAMEMBRANA 1
MIKROTELA | HLOROPLAST
ENDOPLAZMATIENI ( PRODUKCIJAROS | - miTononpria

RETIKULUM l
OKSIDATIVNI STRES KOD BILJAKA
FITOTOKSICNI EFEKTI- ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA
PROMENE U STRUKTURI I Hfl

FUNKCIJI CELIJE
ENZIMSKI NEENZIMSKI
SMRT CELIJE ANTIOKSIDANTI ANTIOKSIDANTI

Slika 1. Uticaj PTE na biljke.

1.2.1. Uticaj poviSenih koncentracija gvozda na biljke

Gvozde kao esencijalni element za biljke ima mnogo vaZnih uloga u bioloSkim
procesima. Neki od njih su proces fotosinteze, razvoj hloroplasta i biosinteza hlorofila. Glavni
je konstituent Celijskog redoks sistema, buduc¢i da hem proteini ukljucuju citohrome, katalazu,
peroksidazu i leghemoglobin, kao i Fe-S proteine ukljucujué¢i feredoksin, akontijazu i
superoksid dismutazu (SOD) (Marschner 1995). Granica fitotoksi¢nosti, iznad koje kod
osetljivih biljaka dolazi do pojave nekroti¢nih mrlja i drugih vidljivih znakova oStecenja, iznosi
1000 mg kg! (Kabata-Pendias 2011). Iako je ve¢ina minerala bogata gvozdem, toksi¢ni
simptomi na listovima se javljaju u uslovima plavljenja u kojima dolazi do redukcije
nerastvorljivog Fe3* do rastvorljivog i biljkama lako dostupnog Fe?*, pod uticajem
mikroorganizama (Becker & Asch 2005). PoviSene koncentracije Fe2* deluju kao katalizator
Fentonove reakcije u kojoj nastaju ROS i remete celijsku strukturu dovodeci do ireverzibilnih
oStecenja membrana, DNA i proteina (Arora et al. 2002; De Dorlodot et al. 2005; Zahra et al.
2021). Toksi¢nost Fe kod duvana, uljane repice, soje i Hydrilla verticillata ispoljava se
smanjenjem fotosinteze i prinosa, rastom aktivnosti askorbat peroksidaze i povecanjem
oksidativnog stresa (Sinha et al. 1997).



1.2.2. Uticaj poviSenih koncentracija mangana na biljke

Mangan je jedan od biljkama neophodnih elemenata koji je klju¢an za razlicite
fizioloSke procese u biljci kao Sto su fotosineza, ublazavanje negativnih efekata povecéane
produkcije ROS i ucestvovanje u redoks reakcijama. Mangan se lako transportuje
transpiracionim tokom od korena do listova, ali se nakon $to dospe u listove nesto slabije
retranslocira putem floema do drugih delova biljke (Loneragan 1988). Smatra se da je granica
fitotoksi¢nosti za ovaj element 500 mg kg ! (Kabata-Pendias 2011). Najces¢i simptomi
toksi¢nosti ogledaju se u pojavi braon pega na listovima, lisnim drSkama i c¢itavom
nadzemnom delu biljke, Sto je posledica procesa taloZenja oksida mangana u apoplastu, kao i
nekroze tkiva (Wu 1994). Korenovi izloZeni povisSenim koncentracijama Mn su cesto braon
boje i povremeno sa prisutnim pukotinama (Foy et al. 1995). Visak Mn u biljkama dovodi do
smanjenja apsorpcije drugih esencijalnih elemenata kao $to su Ca, Mg, Fe i P, usled pojave
antagonizma pri usvajanju, negativno uti¢e na proces fotosinteze (Nable et al. 1988; Amao &
Ohashi 2008), inhibira sintezu hlorofila (Clairmont et al. 1986; Subrahmanyam & Rathore
2001) i izaziva inhibiciju enzima uklju¢enih u antioksidativnu zastitu ¢elije (StClai & Lynch
2004; Fernando & Lynch 2015).

1.2.3. Uticaj povisenih koncentracija nikla na biljke

Nikl je jedan od elemenata koji je neophodan biljkama u niskim koncentracijama, ali
Stetne i toksicne efekte ispoljava kada njegova koncentracija u biljci prede optimalan nivo.
Nikl je tranzicioni element i u prirodnim zemljiStima se nalazi u tragovima, izuzev
ultramafitskih u kojima je prisutan u daleko visim koncentracijama. Danas, koncentracija Ni
raste u zemljiStima svih oblasti koje su pod uticajem c¢ovekovih aktivnosti kao Sto su
rudarstvo, emisija Cestica poreklom iz topionica, sagorevanje uglja i nafte, ispustanje otpadnih
kanalizacionih voda, zatim zbog upotrebe fosfatnih dubriva i pesticida (Gimeno-Garcia et al.
1996). Koncentracije Ni u zagadenim zemljiStima dostiZu vrednosti od 20 do 30 puta vece od
proseCnih koncentracija za prirodna zemljista (10-1000 mg kg!) (Izosimova 2005).
Medutim, fitotoksi¢ne koncentracije za vecinu biljaka kre¢u se u opsegu od 10-100 mg kg!
(Kabata-Pendias 2011). Visak Ni u biljci uzrokuje razlicite fizioloSke promene i simptome u
vidu hloroza i nekroza (Rahman et al. 2005). Biljke koje rastu pri povisSenim koncentracijama
jona nikla imaju naruSen mineralni balans, Sto rezultuje u poremecaju funkcija celijske
membrane. Tako Ni utiCe na sastav lipida i aktivnost H-ATP-aze plazmamembrana kod
nadzemnih delova pirinc¢a (Ros et al. 1992). Budu¢i da je redoks-aktivan metal, nikl izaziva
povecanu produkciju ROS S$to, izmedu ostalog, izaziva i oksidativnha oStecenja lipida i
nukleinskih kiselina (Pandolfini et al. 1992). Ovakve promene remete funkcionalnost
membrane i jonski balans unutar citoplazme, narocito jona K koji je najmobilniji jon kroz
membrane biljnih ¢elija. Drugi simptomi toksi¢nosti nikla kod tretiranih biljaka povezani su sa
promenama u vodnom balansu, pa se smanjeno usvajanje vode Kkoristi kao indikator u
progresiji toksi¢nosti nikla kod biljaka (Pandey & Sharma 2002; Gajewska et al. 2006). Pored
toga, negativno uti¢e na aktivnost enzima i time izaziva redukciju metabolickih procesa,
probleme sa klijanjem, rastom i razvojem biljke (Hassan et al. 2019).

1.2.4. Uticaj povisenih koncentracija cinka na biljke

Cink je esencijalni element koji kao sastavni deo metalo-enzima ucestvuje u nekoliko
metabolickih procesa u biljkama. Cink ima dugacak bioloski poluZivot, Sto moZe predstavljati
problem u slucaju kada je biljka izloZena poviSenim koncentracijama Zn jer je potrebno duze
vreme za njegovu eliminaciju i smanjenje aktivnosti na mestima akumulacije (Cakmak &
Marshner 1993).



Koncentracije Zn u zagadenim zemljistima su najc¢eS¢e u opsegu 150-300 mg kg1, Sto
prevazilazi potrebe biljaka za ovim nutrijentom i izaziva kod njih toksi¢ne efekte (Devries et
al. 2002; Warne et al. 2008). Fitotoksi¢nost Zn se ogleda u poremecenom metabolizmu i
indukovanju oksidativnih oStecenja u ¢elijama, promenama u razvoju, smanjenom rastu i
ubrzanom starenju, Sto je pokazano kod vecéeg broja biljnih vrsta kao Sto su Phaseolus vulgaris
(Van Assche et al. 1988; Somasekharaiah et al. 1992; Cakmak & Marshner 1993), Brassica
juncea (Prasad et al. 1999), Pisum sativum (Romero-Puertas et al. 2004) ili Miscanthus x
giganteus (Andreji¢ et al. 2018). Takode, uocava se pojava hloroza na mladim listovima koje se
nakon produzenog izlaganja visokim koncentracijama Zn mogu prosiriti i na starije listove
(Ebbs & Kochian 1997). Hloroze nastaju delimi¢no usled nedostatka Fe?* indukovanog
kompeticijom sa jonima Zn?2+ koji imaju sli¢an radijus i naelektrisanje (Marschner 1986), a
jednim delom i kao rezultat oksidativnih oStecenja celije. ViSak Zn takode Cesto dovodi i do
nedostatka Mn i Cu u biljkama koji nastaje usled poremecéenog usvajanja i transporta ovih
mikroelemenata od korena do nadzemnih delova biljke zbog medusobne kompeticije jona
ovih metala koji se vezuju za ista mesta na transmembranskim transporterima (Ebbs &
Kochian 1997). Drugi tipi¢an efekat toksiCnosti Zn je pojava purpurno-crvene boje listova
usled nedostatka fosfora (Lee et al. 1996), a nastaje zbog akumulacije antocijanina u listovima,
kao odgovor na stres usled nedostatka datog makroelementa (Nakabayashi et al. 2014).
Poznato je da visoke koncentracije Zn u biljkama redukuju usvajanje P, odnosno ova dva
elementa se ponasaju kao antagonisti, pa je tako i usvajanje Zn redukovano pri poviSenim
koncentracijama P u zemljistu (Marschner et al. 1990; Das et al. 2005; Salimpour et al. 2010).

1.2.5. Uticaj povisenih koncentracija olova na biljke

Olovo je jedan od najzastupljenijih potencijalno toksi¢nih elemenata u zemljiStima,
budu¢i da se koristi u brojnim industrijskim oblastima (kao komponenta baterija, razlic¢itih
boja, pesticida itd.), ali je i dugo vremena bio sastavni deo katalizatora goriva zbog Cega se
vremenom akumulirao u znacajnim koncentracijama u povrSinskim slojevima zemljiSta u
blizini saobracajnica. Olovo nema niti jednu poznatu ulogu u funkcionisanju ¢elije i organizma,
zbog Cega predstavlja visoko toksican element koji Stetne efekte ispoljava vec¢ pri relativno
niskim koncentracijama u biljnom organizmu. Opseg fitotoksi¢nosti za veéinu biljaka krece se
od 30-300 mg kg1 (Ross 1994). Negativni efekti se ogledaju u poremecenoj morfologiji i
rastu biljke. Poznato je da inhibira klijanje semena kod odredenih vrsta biljaka (Pinus
halepensis, Spartiana altemiflora) (Morzck & Funicclli 1982), Sto moze biti posledica
interferencije ovog elementa sa vaznim enzimima. U vecini slucajeva dolazi do interakcije
metala sa enzimskim -SH grupama c¢ime se menja njihova struktura i izaziva inhibicija
aktivnosti enzima. Takode, aktivnosti metaloenzima mogu biti smanjene usled zamene
esencijalnog metala olovom na aktivnom mestu enzima (Sengar et al. 2008). Ovaj fenomen je
potvrden kod velikog broja biljaka. Tako su Mukherji & Maitra (1976) nasli da olovo inhibira
proteazu i amilazu za oko 50% u endospermu pirinca. Sli¢no je nadeno kod soje, kukuruza,
jeCma, paradajza i odredenih mahunarki. Visok nivo olova u podlozi uzrokuje poremecaje u
morfologiji mnogih vrsta biljaka. Pb inhibira izduzivanje korena i stabla, kao i ekspanziju
listova kod vrsta iz roda Allium (Gruenhage & Jager 1985) i je¢ma (Juwarkar & Shende 1986).
Kod graska dolazi do nepravilnog zrakastog zadebljavanja korenova, Ccelijskih zidova
endodermisa i lignifikacije parenhima kore (Paivoke 1983). Pokazano je da Pb indukuje
proliferativni efekat u procesu reparacije kod vaskularnih biljaka (Kaji et al. 1995), dok
inhibitorni efekat Pb%* na rast i produkciju biomase verovatno proizilazi iz uticaja na
metabolicke procese kod biljaka (Van Assche & Clijsters 1990). Primarni uzrok inhibicije rasta
Celija potice od oksidacije indol-3 siréetne kiseline (IAA) indukovane olovom.

U procesu fotosinteze Pb inhibira aktivnost enzima koji uCestvuju u karboksilaciji
(Stiborova et al. 1987). Pored inhibicije aktivnosti razli¢itih enzima, visok nivo Pb dovodi i do
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poremecaja u vodnom balansu i u propustljivosti membrana, kao i do disbalansa u mineralnoj
ishrani biljaka (Sharma & Dubey 2005). Visoke koncentracije olova takode dovode do
povecane produkcije ROS i time indukuju oksidativni stres kod biljaka (Reddy et al. 2005).

1.2.6. Uticaj poviSenih koncentracija bakra na biljke

Bakar je mikroelement koji ima vaznu ulogu u asimilaciji COz i sintezi ATP (Thomas et
al. 1998). Ulazi u sastav nekoliko klju¢nih enzima (superoksid dismutaza (SOD), citohrom
oksidaza, askorbat peroksidaza, polifenol oksidaza) i ima vazne funkcije u procesima kao Sto
su fotosinteza i respiracija, metabolizam nitrata, ugljenih hidrata, proteina i dr. Esencijalna je
komponenta proteina kao $to su plastocijanini fotosintetskog sistema i citohrom oksidaze
respiratornog elektron transportnog lanca (Demirevska-Kepova et al. 2004). Visak Cu u
biljkama dovodi do brojnih promena na nivou ¢elije koje uzrokuju pojavu stresa, poremecéen
rast biljke i hlorozu listova (Lewis et al. 2001). Opseg fitotoksi¢nosti za vecinu biljaka krece se
od 25-40 mg kg1 (Chaney 1989). Stres izazvan viSkom Cu u ¢eliji, izmedu ostalog, nastaje kao
rezultat promenjenih molarnih odnosa izmedu Cu i drugih mikroelemenata (Fe, Zn, Mn), ¢ime
se ometa normalna sinteza biomolekula kao $to su nikotinamin ili hlorofil (Bosni¢ et al. 2019;
Joseph et al. 2019). Visak Cu naruSava integritet Celijskog zida i izaziva promene u strukturi
hloroplasta, mitohondrija, peroksizoma i endoplazmati¢nog retikuluma (Minkina et al. 2020).
Dolazi do povecane produkcije ROS usled metabolickog disbalansa i povecane produkcije
malondialdehida (Stadtman & Oliver 1991; Kurt-Giir et al. 2018). Oksidativni stres dodatno
remeti metabolicke puteve i uzrokuje oSte¢enja makromolekula (Hegedus et al. 2001). U
kombinaciji sa kadmijumom, bakar nepovoljno utice na klijanje, duZinu klijanaca i broj bo¢nih
korenova kod vrste Solanum melongena (Neelima & Reddy 2002; Ambrosini et al. 2018;
Aghajanzadeh et al. 2020).

1.2.7. Uticaj povisenih koncentracija kadmijuma na biljke

Kadmijum je jedan od elemenata za koji nije poznato da ima bilo kakvu biolosku ulogu
i smatra se da ve¢ pri veoma niskim koncentracijama izaziva negativne posledice u
metabolizmu Celija i citavog biljnog organizma. Kadmijum je danas jedna od tipi¢nih
zagadujuc¢ih materija poljoprivrednih zemljiSta u koja se unosi redovnom primenom fosfatnih
mineralnih dubriva proizvedenih od sedimenata koji u sebi sadrze Cd. Iako je u samom
mineralnom dubrivu njegova koncentracija veoma niska, redovna primena na
poljoprivrednim povrSinama dovodi do akumulacije u povrsinskim slojevima zemljista, gde se
nalazi najve¢i deo korenovog sistema kulturnih biljaka. Zbog toga je Pravilnikom o
dozvoljenim koli¢inama opasnih i Stetnih materija u zemljiStu i vodi za navodnjavanje i
metodama njihovog ispitivanja (,Sluzbeni glasnik RS”, br. 23/94) odredena maksimalna
dozvoljena koncentracija Cd u poljoprivrednim zemljistima koja iznosi 3 mg kg1, dok je u
Evropi ta vrednost 1-3 mg kg 1. Biljke koje rastu na zemljiStima sa poviSenom koncentracijom
Cd pokazuju simptome toksi¢nosti kao Sto su hloroza, inhibicija rasta, tamni vrhovi korenova i
u krajnjem ishodu dolazi do smrti biljke (Di Toppi & Gabbrielli 1999; Wojcik & Tukiendorf
2004; Mohanpuria et al. 2007; Guo et al. 2008). Neki od negativnih efekata poviSenih
koncentracija Cd na biljku su:

- Cd-indukovana inhibicija Fe (III) reduktaze na nivou korena $to dovodi do nedostatka
Fe2+, Deficit gvozda inhibira biosintezu hlorofila, izaziva delimi¢nu dezintegraciju membrane
hloroplasta, inhibira rad elektron transportnog lanca i umanjuje fotosintezu (Alcantara et al.
1994; Li et al. 2021),

- poremeceno usvajanje, transport i iskoriS¢avanje Zn, Mn, Fe i Ca u (celiji, usled
kompeticije izmedu Cd i ovih elemenata za iste receptore (Rascio & Navari-I1zzo 2011),
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- redukcija aktivnosti nitratne reduktaze u nadzemnom delu biljke i smanjenje
apsorpcije i transporta nitrata od korena do nadzemnog dela (Tran & Popova 2013),

- smanjeno formiranje korenskih nodula usled niZeg nivoa usvajanja amonijaka i
fiksacije azota u zoni rizosfere (Balestrasse et al. 2003),

- pojava vodnog deficita do kog dolazi zbog strukturnih promena usled smanjenja
ukupne povrsine korenskih dlaka i izduzivanja primarnog korena (Gallego et al. 2012). Ovim
se smanjuje povrsina preko koje se odvija interakcija izmedu korena i zemljista,

- naruSena difuzija kroz c¢elijsku membranu zbog promene u ekspresiji gena za
akvaporine i supresije njihove funkcije (Gall et al. 2015),

- redukovana ATP-azna aktivnost membrana koja je pokazana kod korena pSenice i
suncokreta (Fodor et al. 1995),

- poviSen nivo oksidativnog stresa, indukcija peroksidacije membranskih lipida i
poremecen metabolizam unutar hloroplasta, Sto inhibira biosintezu hloforila i aktivnost
enzima ukljucenih u fiksaciju COz (De Filippis & Ziegler 1993).

1.2.8. Uticaj povisenih koncentracija kobalta na biljke

Kobalt predstavlja jedan od mikroelemenata koji biljke sadrze u izuzetno niskim
koncentracijama (Kukier et al. 2004; Li et al. 2004; Bakkaus et al. 2005). Medutim, usled
preterane i redovne upotrebe dubriva, sagorevanja fosilnih goriva, pove¢anog iskopavanja i
obrada ruda koje sadrze Co, dolazi do zagadenja zemljiSta i voda ovim elementom. Za razliku
od drugih metala, veoma malo informacija je dostupno u smislu njegovih fitotoksi¢nih efekata.
Prema Kabata-Pendias (2001), opseg fitotoksi¢nosti za ovaj element je od 15-50 mg kg1
Poznato je da viSak Co limitira koncentraciju hlorofila, proteina i katalaznu aktivnost. S druge
strane, povecana koncentracija Co u biljci izaziva povecanje aktivnosti peroksidaza, kisele
fosfataze, enzima ribonukleaze, kao i pove¢an udeo ugljenih hidrata u biljci. Takode, smanjuje
translokaciju Fe, P, S, Mn, Zn i Cu od korena do vr$nih delova biljke ¢ime izaziva njihovu
deficijenciju (Chatterjee & Chatterjee 2003). Nasuprot visku Cu ili Cr, Co znacajno smanjuje
vodni potencijal i stopu transpiracije zbog ¢ega sadrzaj vode raste u listovima karfiola pri
izlaganju njegovom visku (Chatterjee & Chatterjee 2000; Nagajyoti et al. 2010). Kao rezultat
ovih promena, pokazan je negativan efekat Co na rast nadzemnog dela i akumulaciju biomase
kod jeCma, uljane repice i paradajza (Li et al. 2009).

1.2.9. Uticaj poviSenih koncentracija hroma na biljke

Za sada ne postoje podaci da Cr ima bilo kakvu ulogu u metabolizmu biljaka. Zbog toga
su jedinjenja hroma visoko toksi¢na za biljke i Stetna za njihov rast i razvoj. Za vecinu visih
biljaka toksi¢ni efekti se ispoljavaju pri koncentracijama od 100 mg kg Cr u zemljistu
(Davies et al. 2002). Budu¢i da je klijanje semena prvi fizioloski proces pogoden toksi¢nim
koncentracijama hroma, sposobnost klijanja u medijumu koji sadrzi Cr bi bila indikator nivoa
tolerancije ovog metala od strane biljne vrste (Peralta et al. 2001). Tako je klijanje semena
vrsta Echinochloa colona redukovano za 25% pri koncentraciji hroma od 200 uM (Rout et al.
2000), a Kklijanje semena Phaseolus vulgaris i lucerke do 48%, odnosno 23% pri
koncentracijama Sestovalentnog Cr od 500 mg kg ! (Parr & Taylor 1982) i 40 mg kg1 (Peralta
et al. 2001). Pokazano je i da do smanjenog klijanja semena dolazi zbog rasta aktivnosti
proteaze raste pri tretmanu hromom (Zeid 2001). PoviSena koncentracija Cr redukuje
usvajanje esencijalnih elemenata kao Sto su Fe, Mg, P, S, Cu i Ca, Cime narusava balans
elemenata u biljnom organizmu (Dube et al. 2003). Pored toga, Cr spada u grupu tranzicionih
ili redoks metala koji direktno ucestvuju u pove¢anom stvaranju ROS u ¢elijama kroz Haber-
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Weiss i Fentonovu reakciju (Shanker et al. 2005). Takode, kao i ostali PTE, kada se nade u
visku i Cr moZe inhibirati aktivnost Citavog niza enzima vezuju¢i se za kataliticko ili neko
drugo mesto na enzimu i time narusiti procese u kojima ucestvuju. Kao rezultat, nastaje citav
niz problema u odvijanju osnovnih procesa u celijama. Hrom moze da izazove tri tipa
metabolickih poremecaja i fizioloSkih odgovora biljke: (i) smanjenu produkciju pigmenata
(hloforil, antocijanini) usled deficijencije esencijalnih elemenata ili poveéane aktivnosti nekih
enzima kao S$to je hlorofilaza (Boonyapookana et al. 2002), (ii) pove¢anu produkciju
metabolita koji mogu ucestvovati u otporu ili toleranciji prema ovoj vrsti stresa (glutation,
askorbinska kiselina, prolin) i aktivnosti enzima (superoksid dismutaza, katalaza,
peroksidaze) koji ucestvuju u odgovoru biljke na stres (Shanker et al. 2004; Sharma et al.
2020) i (iii) izmene u produkciji hormona (etilen) (Schmfger 2001). Kao rezultat ovih
promena u metabolizmu na fizioloSkom nivou dolazi do promena u procesu fotosinteze, u
smislu fiksacije CO, transporta elektrona, fosforilacije i aktivnosti enzima (Clijsters & Van
Assche 1985), Sto se ogleda u smanjenom rastu biljaka (Tang et al. 2001).

1.3. Metalima indukovan oksidativni stres

Tokom normalnog metabolizma aerobnih organizama produkuje se relativno nizak
nivo reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) u simplasticnom i apoplasticnom delu celije, a njihove
koncentracije se pazljivo kontroliSu i pomoc¢u antioksidativnih mehanizama zastite odrzavaju
na za Celiju prihvatljivom nivou (Mittler 2002). ROS su veoma vazne za biljke jer neke od njih
su ukljuceni u rastenje i razvice biljke, kao i njen adaptivni odgovor na stres (Gapper & Dolan
2006; Tores 2010; Mittler et al. 2011; Ray et al. 2012). Stvaraju se tokom aerobnih
metabolickih procesa, kao Sto su fotosinteza i respiracija, i stoga se najveéi deo produkuje u
mitohondrijama, hloroplastima, peroksizomima, plazmamembrani i apoplastu (Ahmad et al.
2008). Enzimi kao Sto su NADPH oksidaze, amin oksidaze i peroksidaze c¢elijskog zida
predstavljaju glavne izvore unutarcelijskih i vancelijskih ROS (Cona et al. 2006; KaAman-To6th
et al. 2019; Hu et al. 2020). U uslovima abiotickog ili biotickog stresa produkcija ROS ponekad
prevazilazi mehanizme celijske odbrane, Sto rezultuje u nekontrolisanim oksidativnim
procesima i oSteenjima na nivou Celije i tkiva. Stoga, dugotrajni oksidativni stres dovodi do
promena u fizioloSkim procesima biljke i vidljivih oSte¢enja. Odgovor biljke na povecanu
produkciju ROS u velikoj meri zavisi od vrste biljke, faze u razvicu, vrste stresa i perioda
izloZenosti.

Reaktivne vrste kiseonika nastaju od molekulskog kiseonika u redoks reakcijama ili
prilikom ekscitacije elektronom i obuhvataju singletni kiseonik (102), vodonik-peroksid
(H202), superoksidni anjonski radikal (0O2*) i hidroksilni radikal (OHe) (Das & Roychoudhury
2014; Sies & Jones 2020).

Tabela 1. Najvazniji tipovi ROS.

Singletni kiseonik 10, radikal visoko reaktivan
Superoksid 02 radikal umereno reaktivan
Vodonik peroksid H.0, neradikalni ROS nisko reaktivan
Hidroksilni radikal OHe radikal veoma visoko reaktivan

Singletni kiseonik se najve¢im delom produkuje u hloroplastima u okviru Fotosistema
Il prilikom prebacivanja energije sa tripletnog hlorofila na molekulski kiseonik, ali moZe biti i
rezultat aktivnosti lipogenaze (Foyer et al. 1994; Ballottari et al. 2013). Visoko je reaktivna
vrsta koja ima kratak poluZivot od oko 3ps (Hatz et al. 2007), moZe preéi put od 100 nm i pri
tome naneti Stetu ¢itavom spektru biomolekula. U biljnoj ¢eliji singletni kiseonik se uklanja
pomocu - karotena, tokoferola, plastokinona (Krieger-Liszkay & Trebst 2006; Ramel et al.
2012). Pored negativnih dejstava u ¢eliji singletni kiseonik ima ulogu i u povecanju aktivnosti
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gena koji su zaduZeni za obezbedenje zastite od foto-oksidativnog stresa (Krieger-Liszkay et
al. 2008).

Superoksidni radikal nastaje u hloroplastima (PSI i PSII) i mitohondrijama kao
sekundarni proizvod, kao i u peroksizomima zbog parcijalne redukcije O: ili transfera energije
na Oz1i obi¢no je prvi tip ROS koji se na ovim mestima formira (Del Rio et al. 2006; Moller et al.
2007). Ima poluzivot od 2-4 ps i ne prolazi fosfolipidnu membranu (Garg & Manchanda 2009)
pa je bitno da ¢elija ima adekvatne mehanizme za njegovo uklanjanje. Takode moZe biti
produkovan od strane NADPH oksidaze u plazma membrani (Moller et al. 2007). Superoksidni
radikal moZe uclestvovati u Fentonovoj reakciji i formiranju drugih mnogo reaktivnijih i
toksic¢nih vrsta ROS, kao $to su hidroksilni radikal i singletni kiseonik (Halliwell 2006).

Vodonik peroksid je umereno reaktivan i nastaje univalentnom redukcijom kao i
protonacijom superoksidnog radikala. MozZe nastati neenzimski, dismutacijom pri niskim pH
vrednostima, ili u reakciji katalizovanoj SOD. H;02 se najve¢im delom proizvodi u
peroksizomima, elektron-transportnom lancu hloroplasta i mitohondrija, u procesu
fotorespiracije, ali nastaje i na drugim mestima kao Sto su endoplazmati¢ni retikulum i
membrane. Nije radikal i lako prolazi kroz akvaporine membrane, sa poluzivotom od oko 1 ms
(Garg & Manchanda 2009). U niskim dozama ima povoljan efekat na celiju deluju¢i kao
regulatorni signal za osnovne fizioloSke procese.

Hidroksilni radikal je najreaktivnija i najtoksi¢nija vrsta ROS koja nastaje od vodonik
peroksida kroz Fenton i Fenton-slicne reakcije i za razliku od dva prethodna ROS nema
poznatih enzimskih sistema sposobnih da ga razgrade (Freinbichler et al. 2011). Nastaje u
Fentonovoj reakciji, izmedu H202 i 02, katalizovanoj gvozdem (Fe). Ova ROS dovodi do
peroksidacije lipida, oSte¢enja proteina i destrukcije membrana (Das & Roychoudhury 2014) .

Iako superoksidni radikal i vodonik peroksid nisu reaktivni koliko i ostale vrste ROS,
produkuju se u velikim koli¢inama u ¢eliji i iniciraju druge reakcije koje dovode do stvaranja
opasnijih vrsta radikala (Noctor & Foyer 1998). Ustvari, superoksidni radikal se pomocu
odredenih enzima prevodi u vodonik peroksid, Sto dalje inicira pokretanje Fentonove reakcije
(Moller et al. 2007).

1.3.1. Uticaj ROS na razlicite Celijske strukture

Razli¢ite vrste stresa dovode do povecane produkcije ROS, Cesto u kolicinama koje
mogu izazivati oksidativna oStecenja biomolekula (proteina, lipida, ugljenih hidrata, DNK),
zbog Cega je veoma vazno da Celija odrzava ravnotezu izmedu produkovanih ROS i njihovog
uklanjanja. U suprotnom, moZe do¢i do naruSavanja Celijske homeostaze i smrti Celije.

Nezasi¢ene masne Kkiseline koje grade lipide ¢elijskih membrana su narocito osetljive
na oksidaciju usled koje dolazi do oStecenja i povecane propustljivosti membrana. Lipidna
peroksidacija se odvija kroz niz lanc¢anih reakcija koje pocinju kada ROS, kao Sto je hidroksilni
radikal, ukloni jedan atom vodonika vezan za ugljenik iz masnih kiselina (pretezno
nezasic¢enih). Kiseonik se tada lako moZe vezati za to mesto i formirati lipidni peroksil radikal
koji dalje propagira sli¢ne reakcije na membrani (Gill & Tuteja 2010).

Proteini su takode osetljivi na oksidaciju pod uticajem ROS koji dovode do gubitka
Cija oksidacija dovodi do denaturacije proteina i gubitka funkcionalne konformacije (Moller et
al. 2007). Takode, oksidacija proteina vodi ka stvaranju karbonilnih grupa i povecanoj stopi
proteolize oStecenih proteina od strane proteolitickih enzima (Palma et al. 2002). Promene na
nivou koli¢ine i sastava proteina u Celiji cesto mogu biti posledica stresa izazvanog toksi¢nim
metalima. Tako je u listovima Lupinus luteus zabeleZen znacajno visi sadrzaj proteina nakon
izloZenosti odredenim koncentracijama bakra tokom 11 dana, u poredenju sa kontrolom. Ovaj
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porast koncentracije proteina moZe biti posledica uspostavljanja balansa zbog inaktivacije
drugih vrsta proteina unutar celije, a predstavlja jedan od mehanizama zastite Celije od stresa
buduéi da novonastali proteini ispoljavaju brojne uloge u ¢eliji, ukljucujuc¢i i antioksidativnu
zaStitu (Mourato & Martins 2012). Takode, posmatrajuci proteinski profil nakon izloZenosti
bakru uocena je pojava novih proteina, Sto se takode moze objasniti ¢elijskim odbrambenim
mehanizmima.

Kod DNK, ROS uzrokuju brojne mutacije i genske poremecaje (Tuteja et al. 2001).
Dovode do razdvajanja lanaca DNK, uklanjaju i/ili izmenjuju nukleotide i vrSe oksidaciju
dezoksiriboze, kao i azotnih baza. Ove oksidacije DNK vode ka nekoliko hromozomskih
aberacija. Takode, hidroksilni radikal napada DNK i DNK-vezujuce proteine, Sto dovodi do
kros-reakcija izmedu proteina i DNK koje mogu biti letalne za ¢éeliju (Choudhary et al. 2020).

Ugljeni hidrati, slobodni i vezani u polisaharidima ¢elijskog zida, lako stupaju u
reakciju sa visoko reaktivnim hidroksil radikalom, Sto takode moZe biti jedan od potencijalnih
¢elijskih mehanizama odbrane pre uniStavanja bioloski znacajnijih molekula (Moller et al.
2007). Istovremeno, u uslovima oksidativnog stresa dolazi do redoks modifikacija enzima koji
uCestvuju u procesu glikolize i Krebsovom ciklusu, odnosno do inhibicije enzima puta
pentozofosfata sa povecanjem nivoa ROS (Hasanuzzaman et al. 2020).

1.4. Antioksidativni sistem biljaka

Mehanizmi odbrane biljaka od oksidativnog stresa izazvanog potencijalno toksi¢nim
elementima veoma zavise od vrste metala i same biljke i uglavnom ukljucuju enzime askorbat-
glutation ciklusa i druge antioksidativne enzime. U glavne antioksidativne enzime spadaju
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat peroksidaza (APX),
monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR), dehidroaskorbat reduktaza (DHAR), glutation
reduktaza (GR) i gvajakol peroksidaza (POD) (Das & Roychoudhury 2014). Sa druge strane,
antioksidativna svojstva imaju i neenzimske komponente kao Sto su askorbat, glutation,
alkaloidi, fenolna jedinjenja, neproteinske aminokiseline i karotenoidi.

1.4.1. Enzimska komponenta antioksidativnog sistema biljaka

Enzimski mehanizmi i enzimi ukljuceni u specificne metabolicke puteve su jedan od
glavnih antioksidativnih mehanizama odbrane biljaka od prekomerne koli¢ine ROS.
Superoksid dismutaza (SOD) katalizuje dismutaciju superoksidnog radikala do vodonik
peroksida i kiseonika (Alscher et al. 2002) u sledecoj reakciji:

02+ 02+ 2H*—> H202 + 02

SOD se u zavisnosti od metala koji predstavlja kofaktor za ovaj enzim klasifikuje u tri razlicita
tipa koji su lokalizovani u razli¢itim delovima c¢elije: FeSOD u hloroplastima, MnSOD u
mitohondrijama i peroksizomima i Cu/ZnSOD u hloroplastima i citosolu. PoSto se vodonik
peroksid nastao pod dejstvom SOD Kkasnije prevodi do molekula vode pomo¢u peroksidaze i
katalaze, aktivnosti sva tri enzima treba da budu fino izbalansirane.

Katalaza (CAT) je najve¢im delom zastupljena u peroksizomima i posSto je vazna za
detoksikaciju H202, koji u peroksizome dospeva difuzijom iz drugih delova celije, broj ovih
organela tokom stresa raste (Mittler 2002). CAT prevodi vodonik peroksid do molekula vode
u sledecoj reakciji:

H202+ H202— 2H20+ O3

Peroksidaze su ¢lan velike familije enzima koji sadrze Fe (osim glutation peroksidaze
koja sadrzi Se). Prisutne su u svim delovima cCelije kao i u apoplastu, u kojima imaju brojne
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metabolicke uloge. Ucestvuju u  metabolizmu auksina, izgradnji lignina i suberina,
povezivanju komponenti Celijskog zida, kao i u odbrani od patogena i izduZivanju celija
(Passardi et al. 2005). Uklanjaju H202 nastao u uslovima stresa pomocu razlicitih redukujucih
agenasa tokom sledece reakcije:

H202 + R(OH)2— 2H20+ RO;

R(OH): predstavlja razli¢ita organska jednjenja koja predstavljaju elektron-donore.
Gvajakol peroksidaza (POD) koristi uglavnom fenolna jedinjenja, askorbat peroksidaza (APX)
koristi askorbinsku kiselinu (AsA), a glutation peroksidaza (GPX) koristi redukovani glutation
(GSH). Pored uloge u uklanjaju vodonik peroksida, peroksidaze Ccelijskog zida imaju
oksidativnu funkciju, pa su takode ukljucene u produkciju vodonik peroksida. Produkovani
H>0; ucestvuje u odbrani od biotickog stresa, a kao regulatorni molekul redoks signalizacije
Celije ucestvuje u procesima rastenja i razvica, ali i odbrani od abioti¢kog stresa, dovodec¢i do
aktivacije odbrambenih mehanizama (Mika et al. 2004). APX ima mnogo ve(i afinitet za H202u
odnosu na CAT, $to ukazuje na to da imaju razli¢ite uloge u uklanjaju ovog jedinjenja.
Askorbat peroksidaza je odgovorna za odrZavanje niskog nivoa H202, dok je uloga CAT da
ukloni njegov viSak (Mittler 2002).

Askorbat-glutation ciklus je vazna grupa enzimski katalizovanih reakcija uklju¢enih u
detoksikaciju ROS. Ukljuc¢uje APX, GPX, kao i druge enzime kao $to su monodehidroaskorbat
reduktaza (MDHAR) i dehidroaskorbat reduktaza (DHAR) koji imaju ulogu u regeneraciji
redukovanih formi askorbata, kao i glutation reduktazu (GR) koja je vazna za odrzavanje
ukupne koli¢ine redukovanog glutationa.

aarbat | m
/ Y\

APX - DHAR GR
\ I /1

0D

Slika 2. Askorbat-glutation ciklus.

Drugi enzimi, kao hem oksigenaza (HO) koja katalizuje specificno prevodenje hema do
biliverdina (Balestrasse et al. 2005), takode imaju ulogu u odbrani biljaka od oksidativnog
stresa.
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Aktivnost enzima ukljucenih u uklanjanje ROS nastalih pod uticajem PTE je intenzivno
istrazivana u okviru brojnih studija (Rubino 2015; Guo et al. 2019; Singh et al. 2020). Razliciti
metali indukuju drugacije mehanizme odbrane kod biljaka. U zavisnosti od vrste biljke, metala
i njegove koncentracije, biljnog dela, duZine izloZenosti stresu, starosti biljke i drugih faktora
odgovor ¢elije ¢e biti drugaciji (Gratdo et al. 2005). U nekim situacijama aktivnost enzima
raste pri niZim koncentracijama metala, a zatim pada pri visokim koncentracijama, kada
odbrambeni mehanizam prestaje da funkcioniSe (Farid et al. 2017). Ovo pokazuje da su
razlicite komponente antioksidativnog sistema aktivne pod razli¢itim uslovima. Porast
aktivnosti enzima ukazuje na to da je enzim aktiviran, odnosno njegova ekspresija
stimulisana. S druge strane, nekada je negativan efekat metala toliki da je sama struktura
enzima naruSena, pa dolazi do pada aktivnosti. Takode, neki od enzima imaju metale kao
kofaktore, Sto ukazuje na postojanje veze izmedu ekspresije aktivnosti enzima i dostupnosti
potrebnog metala (Cohu & Pilon 2007). Sve ovo Cini enzimski odgovor biljaka izuzetno
kompleksnim.

1.4.2. Neenzimska komponenta antioksidativnog sistema biljaka

Postoji veliki broj supstanci za koje je potvrdeno da imaju antioksidativnu ulogu kod
biljaka. Neke od njih, kao Sto su askorbat i glutation, dobro su poznate, dok se za druge smatra
da ucestvuju u antioksidativnoj zastiti iako njihova uloga jo$ uvek nije do kraja razjasnjena.
Vecina studija ukazuje na povecanje koncentracije ovih supstanci tokom izloZenosti stresu, ali
takva korelacija nije dovoljna da objasni konkretan uticaj na metabolizam biljke. Nekoliko
organskih molekula ima sposobnost da formira komplekse sa metalima. Takvi su fitohelatini,
organske Kkiseline i neke aminokiseline (npr. prolin). Askorbat i glutation su antioksidanti koji
postoje u relativno visokim koncentracijama u ¢eliji i ukljuceni su u askorbat-glutation ciklus.
U tom ciklusu, askorbat predstavlja supstrat za APX, a GSH supstrat za dehidroaskorbat
reduktazu, koje katalizuju reakcije ukljuc¢ene u uklanjanje vodonik peroksida.

Askorbat (ASC) je elektron-donor koji moZe biti oksidovan do radikala
monodehidroaskorbata (MDHA), a zatim i do dehidroaskorbata (DHA). Pored toga, ASC moZe
direktno reagovati sa singletnim kiseonikom i superoksidnim radikalom i vaZan je za
regeneraciju - tokoferola i odredenih karotenoida (Potters et al. 2002).

Glutation je tripeptid koji moZe postojati u redukovanoj (GSH) i oksidovanoj formi
(GSSG) (Noctor & Foyer 1998). Ukljucen je u metabolizam sumpora i u antioksidativnu zastitu.
Takode vodi ka sintezi fitohelatina koji su vazni za sekvestraciju odredenih metala (Cobbett &
Goldsbrough 2002).

Proteini toplotnog Soka (HSP) su proteini ¢ija ekspresija raste pod uticajem stresa, ali
takode imaju ulogu u zastiti drugih proteina od oStetenja u stresnim uslovima (Feder &
Hofmann 1999). Omogucavaju odrZavanje ili oporavak nativne konformacije proteina i
uklanjanje potencijalno opasnih polipeptida. Ekspresija ovih proteina povezana je sa visokim
temperaturama, hladno¢om, suSom, metalima, solima, itd. (Timperio et al. 2008).

Karotenoidi imaju vaZnu zaStitnu ulogu tokom procesa fotosinteze kao molekuli
pomocu kojih se izbegava produkcija ROS (102) tokom pobudenih stanja hlorofila. Posledica
toga je da sami molekuli postaju ekscitirani, $to ne predstavlja problem jer u ovom slucaju
nema dovoljno energije koja bi omogucila stvaranje ROS (Taiz & Zeiger 2002).

Terpenoidi su velika klasa organskih jedinjenja poreklom od izoprena koji takode
imaju antioksidativnu ulogu, ali ona nije potpuno razjasnjena.

Flavonoidi su organski molekuli za koje je potvrdeno da imaju zaStitnu ulogu od
nekoliko vrsta stresa (Jaakola et al. 2004) kako sami, tako i udruzeni sa peroksidazama (Mika
et al. 2004). Antocijanini predstavljaju vrstu flavonoida prisutnih u vakuolama, koji imaju
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antioksidativni kapacitet (Kahkonen & Heinonen 2003). Medutim, njihova pozicija u ¢eliji ih
sprecava da dodu u direktan kontakt sa mestima produkcije ROS, iako se njihov nivo povecava
pri izloZenosti stresu PTE (Naing & Kim 2021).

Tioli mogu imati vaznu antioksidativnu ulogu Stite¢i lipide membrana. Lipoinska
kiselina takode ima ulogu u uklanjanju ROS, ali je sposobna i da gradi helatna jedinjenja sa
nekoliko jona metala koji indukuju antioksidativni stres i stoga ima vaznu ulogu u zastiti celije
(Navari-Izzo et al. 2002).

Tokoferoli su klasa jedinjenja sintetisana od strane fotosintetskih organizama. o-
tokoferol je najceSc¢a forma u listovima, dok je y- tokoferol najzastupljeniji u korenu (Abbasi et
al. 2007). Imaju ulogu u zastiti od ROS jer uklanjaju singletni kiseonik i prekidaju lanac
reakcija pokrenut tokom lipidne peroksidacije (Garg & Manchanda 2009).

Pojedine aminokiseline, kao $to su prolin i histidin, pored brojnih drugih uloga igraju i
znaCajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti Celija. Prolin je osmoprotektant koji omogucava
balansiranje vodnog stresa u biljnim celijama. Za prolin je pokazano da vrsi direktno
uklanjanje ROS (102 ,0He), povecava aktivnost antioksidativnih enzima, odrzava redoks
homeostazu (Matysik et al. 2002) i ucestvuje u signalnim putevima koji reguliSu ekspresiju
odgovarajucih gena tokom stresa (Khedr et al. 2003). Pokazano je da koncentracija prolina
raste tokom stresa PTE kod odredenih vrsta biljaka (Martins et al. 2011). Medutim, njegova
uloga nije sasvim jasna u njihovoj detoksifikaciji, budu¢i da to moze da bude samo odgovor na
naruSen vodni balans (Schat et al. 1997). Istovremeno, histidin je aminokiselina koja je najviSe
povezivana sa hiperakumulatorima nikla (Sharma & Dietz 2006).

Glicin betain je joS jedan osmoprotektant ukljucen u kontrolu vodnog balansa i
odbranu biljaka od stresa izazvanog solima (Banu et al. 2009). Pored toga, veoma je vazan za
pokretanje antioksidativnog sistema biljaka aktiviranjem antioksidativnih enzima (CAT, POD,
SOD), ¢ime pomaZe u odrzavanju strukture proteina i membrana ¢elija u stresu (Zhang et al.
2008; Rasheed et al. 2017; Ali et al. 2020).

Rastvorljivi Seceri, iako su povezani sa metabolickim putevima koji stvaraju ROS, mogu
imati ulogu i u njihovom uklanjanju. Naime, povec¢ani nivo glukoze dovodi do povecanog
stvaranja NADPH koji je primarni elektron-donor u askorbat-glutation ciklusu i obezbeduje
unutarcelijski redoks status (Couée et al. 2006). Van den Ende & Valluru (2009) smatraju da
saharoza takode ima zaStitnu ulogu od stresa zbog svog kapaciteta da uklanja ROS. Trehaloza
je neredukuju¢i disaharid koji takode ucestvuje u stabilizaciji membrana i zastiti proteina pod
abiotickim stresom (Luo et al. 2008). Ona se kod biljaka nalazi uglavnom u niskim
koncentracijama (Wingler 2002), ali neke studije povezuju dostupnost ovog disaharida sa
odgovorima na stres. Almeida et al. (2005) su nasli da transgene biljke duvana koje pokazuju
prekomernu ekspresiju trehaloza-6-fosfata imaju vecu otpornost prema razli¢itim tipovima
abiotickog stresa (npr. susa i temperatura). Takode trehaloza §titi Celije od vodonik peroksida,
sprecavajuci oksidaciju proteina i membrana.

1.4.2.1. Druge neenzimske supstance ukljucene u toleranciju PTE

Metali su retko dostupni u jonskoj formi jer su najceS¢e vezani sa razlic¢itim vrstama
organskih molekula sa kojima formiraju metalne ligande. Ovo ukljucuje organske kiseline kao
Sto su limunska i maleinska, kao i neke aminokiseline (Haydon & Cobbett 2007). Organske
kiseline povecavaju rastvorljivost i biodostupnost metala u rizosferi za usvajanje korenovim
sistemom. Istovremeno, mnoge organske Kiseline kao Sto su limunska, jabu¢na, oksalna,
malonska, akonitat i tartarat heliraju metale vezuju¢i ih za karboksilne grupe jakim vezama
¢ime nastaju metalni ligandi (Anjum et al. 2015). U ovom obliku se metali transportuju kroz
biljku do mesta na kome se koriste ili sekvestriraju, ¢ime se smanjuje moguénost njihovog
vezivanja za komponente ksilema kao i nekontrolisan transport kroz biljku (Anjum et al.
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2015; Zhang et al. 2020). Za neke organske kiseline, kao $to je jabucna kiselina, pokazano je da
umanjuju oksidativni stres kod biljaka regulisanjem neenzimske i enzimske komponente
antioksidativnog sistema (Guo et al. 2017). Takode su citrati i malati opisani kao ligandi Ni i
Zn (Haydon & Cobbett 2007).

Metabolizam nekoliko fenolnih jedinjenja se menja pod stresom izazvanim metalima,
Sto indikuje potencijalnu ulogu ovih jedinjenja u njihovoj detoksifikaciji. Naime, utvrdeno je
da se smanjuje koli¢ina slobodnih jona metala (Kovacik et al. 2009; Jiang et al. 2017; Chen et
al. 2019). Akumulacija lignina je takode opisana kao posledica toksi¢nosti Cu (Lequeux et al.
2010).

Fitohelatini (PC) su mali peptidi koji vezuju metale, sa strukturom (y-Glu-Cys)n-Gly,
gde je n izmedu 2 i 11 (Cobbett & Goldsbrough 2002). Njihova sinteza je katalizovana
fitohelatin sintazom, koja koristi glutation kao supstrat (Clemens 2006). Formiraju komplekse
sa metalima kao $to je Cd, vrSe njihovu sekvestraciju u vakuoli i stoga predstavljaju vazan
mehanizam za izbegavanje toksi¢nosti metala u ¢eliji.

Poznato je jo$ peptida sa strukturom slicnom onoj kod fitohelatina koji takode
ucestvuju u detoksifikacionim mehanizmima biljaka u slucaju izloZenosti Cd, ali i As (Vazquez
et al. 2009) i Pb (Zhang et al. 2008). Metalotionini (MT) su takode mali peptidi koji sadrze
obi¢no izmedu 60 i 85 aminokiselina (Freisinger 2009). Izmedu ostalog sadrze i cistein u
razli¢itim koli¢cinama u zavisnosti od vrste MT. Imaju drugaciji sintetski put od fitohelatina
(Cobbett & Goldsbrough 2002) i vaznu ulogu u kompleksaciji metala, ali i u uklanjanju ROS
(Hassinen et al. 2011). Pokazano je da su kod odredenih vrsta biljaka mnogo bitniji u
toleranciji Cu u odnosu na fitohelatine (Mijovilovich et al. 2009).

1.5. Fitoremedijacija

Remedijacija zemljiSta opterecenih metalima i metaloidima podrazumeva niz fizicko-
hemijskih metoda kojima se postiZe njihovo brzo i efikasno uklanjanje iz podloge. Neke od
metoda podrazumevaju delimi¢no ili potpuno uklanjanje zagadenog zemljiSta i njegovu
zamenu nezagadenim zemljiStem, tretiranje visokim temepraturama u cilju uklanjanja
isparljivih elemenata iz zemljista (90 °C-500 °C) ili veoma visokim temperaturama (1400
°C-2000 °C) do potpunog sagorevanja organske mase, imobilizaciju metala/metaloida
dodavanjem neorganskih ili organskih helatnih jedinjenja, ispiranje zemljiSta vodom i
razlic¢itim reagensima itd. Medutim, ove metode cesto nisu prikladne za uklanjanje metala sa
ve¢ih povrSina jer je neophodno iskopavanje i transport zagadenog povrSinskog sloja
zemljiSta, Sto je tehnicki i finansijski zahtevno. Osim toga, neophodna je i primena dodatne
mehanizacije ¢ime se povecava upotreba fosilnih goriva $to dodatno doprinosi zagadenju
zivotne sredine. Danas se, zato, mnogo ulaZze u razvoj ekoloski prihvatljivih tehnika
remedijacije koje podrazumevaju upotrebu mikroorganizama i biljaka koje efikasno vrse
uklanjanje ili imobilizaciju metala kroz niz razlicitih procesa (Raki¢ et al. 2021).

Fitoremedijacija je postala efikasno i dostupno reSenje za uklanjanje metala iz
zagadenog zemljiSta, sedimenta i vode. Ona Koristi prednost selektivnog usvajanja
zagaduju¢ih materija putem korenovog sistema biljke, zajedno sa translokacijom,
bioakumulacijom i sposobnosc¢u razgradnje pojedinih materija unutar biljnih ¢elija (Hinchman
et al. 1995). Sam naziv metode sastoji se od grékog prefiksa "phyto”- biljka, dodatog na
latinski koren "remedium"”- lek, pomo¢. Vecina istrazivaca je definiSe kao “green clean”
tehnologiju koja koristi odabrane vrste biljaka da ukloni zagaduju¢e supstance iz Zivotne
sredine i na taj na¢in poboljsa njen kvalitet (Salt et al. 1998; Pilon-Smits 2005).

Osnovne tehnike fitoremedijacije su fitostabilizacija, fitoekstrakcija, rizofiltracija,
fitovolatizacija i fitotransformacija/fitodegradacija (Pilon-Smits 2005; Prasad 2005). Osim
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metala i metaloida, fitoremedijacionim tehnikama mogu se uklanjati radionuklidi, nemetali i
organski kontaminanti u zemljiStu, sedimentima i muljevitom medijumu. Najc¢es¢e koriS¢ene
tehnike fitoremedijacije su fitoekstrakcija i fitostabilizacija.

Fitostabilizacija je remedijaciona tehnika koja koristi biljke ekskludere kako bi
smanjila mobilnost toksi¢nih elemenata u podlozi i njihovu biodostupnost. To su biljke koje
vrSe imobilizaciju metala/metaloida u supstratu ili korenu biljke (Prasad & Freitas 2006).
Fitostabilizacija se postize kroz procese kompleksacije sa organskim kiselinama koje biljka
izluCuje preko korena u rizosferu (eksudati korena), njihove precipitacije u zoni rizosfere,
adsorpcije na povrsini korena, apsorpcije i akumulacije u korenovima (vezivanjem za ¢elijske
zidove ili sekvestracijom najc¢eS¢e u vakuoli). Dobrim fitostabilizatorima se smatraju biljke
koje su otporne na visoke koncentracije metala, a koje imaju dobro razvijenu podzemnu
biomasu (kojom vezuju metale/metaloide) i nadzemnu biomasu, kojima umanjuju eroziju
podloge vetrom ili vodom. Najcesc¢e su to zeljaste vrste iz familije Fabaceae (Medicago, Lotus,
Trifolium), Poaceae (Lolium, Festuca, Agrostis, Typha, Phragmites, Miscanthus, Arundo), i
drvenaste biljke iz rodova Populus, Salix, Acer, Pinus, Leucaena (Prasad 2005).

Fitoekstrakcija, sa druge strane, koristi biljke sposobne da apsorbuju i akumuliraju
metale i metaloide u visokim koncentracijama u nadzemnom delu biljke. PostiZe se izrazenim
usvajanjem i translokacijom elemenata u nadzemni deo biljke i njihovom sekvestracijom u
vakuoli Celija. Transport metala iz korena u nadzemni deo biljke se obavlja prvenstveno
putem ksilema, a rede floema. Celijski zidovi ksilemskih elemenata odlikuju se velikom
sposobno$c¢u vezivanja jona metala na svojoj povrsini, pa se zato metali ksilemom prenose
vezani za helatna jedinjenja kao Sto su jabucna, limunska kiselina i histidin. Kada metal ude u
Celiju, preko transmembranskih transportera prolazi kroz plazmalemu i vezuje se za
odredeno helatno jedinjenje. U tom obliku se transportuje do vakuole, gde su za prolaz kroz
tonoplast opet potrebni transmembranski transporteri, da bi se na kraju u vakuoli inaktivirao
vezivanjem za neki od fitohelatina (Jabeen et al. 2009). Posebnu grupu akumulatora ¢ine
biljke hiperakumulatori. Hiperakumulatori su podgrupa akumulatorskih vrsta, koja akumulira
ekstremno visoke koncentracije metala u listovima i drugim nadzemnim delovima. To su one
vrste biljaka koje su sposobne da akumuliraju metale u koncentracijama koje su i do 100 puta
viSe od onih koje su normalno prisutne u biljakama (Antonijevi¢ et al. 2012; Alagic¢ et al. 2013;
Mari¢ et al. 2013). Pokazano je da mogu koncentrovati metale i do 0,1% suve mase u svom
lis¢u za Ni, Co, Cr, Cu, Al'i Pb, 1% za Zn i Mn i 0,01% za Cd i Se (Bhargava et al. 2012). Biljke
koje su se pokazale kao dobri fitoekstraktori metala su Brassica juncea (Pb, Cu, Ni)
(Purakayastha et al. 2008), Heliathus annuus (Pb) (Alaboudi et al. 2018), Zea mays (Pb)
(Ahmad et al. 2011), Rumex crispus (Cd, Zn, Pb) (Barrutia et al. 2009), Sinapis alba (Pb) (Vasile
et al. 2021), Raphanus sativus (Zn) (Marchiol et al. 2004), Amaranthus hypochondriacus i
Amaranthus mangostanus (Cd) (Yuan et al. 2014) i hiperakumulatori, kao $to su pojedine
vrste rodova Thlaspi (Zn, Cd) (Assuncao et al. 2003), Alyssum (Ni) (McGrath & Zhao 2003),
Viola (As) (Wan et al. 2017) i Pteris (As) (Xie et al. 2009).

Rizofiltracija je tehnika u kojoj se koriste vodene biljke i alge za uklanjanje
kontaminanata iz otpadnih voda. Takode, podrazumeva i upotrebu terestricnih biljaka u
hidroponskom rastvoru za filtriranje zagadene vode. Korenov sistem biljaka koje su pogodne
za rizofiltraciju je veoma dobro razvijen, pa obuhvata veliku povrsinu vode. Remedijacija se
postiZe kroz procese rizosferne adsorpcije, apsorpcije, akumulacije i precipitacije polutanata.
Primeri algi i vodenih biljaka koje se koriste u rizofiltraciji su Sargassum sp., Myriophyllum sp.,
Elodea sp., Azolla sp., Lemna sp., Eichhornia crassipes. Terestri¢ne biljke koje su se pokazale
pogodne za rizofiltraciju su Brassica juncea (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn), Helianthus annus (Pb, U, Cs,
St, Cu, Co, Zn), Typha latifolia (Pb, Zn) (Pilon-Smits 2005).

15



Fitovolatizacija je tehnika koja koristi biljke sposobne da apsorbuju Se, As i Hg iz
zemljiSta, pretvaraju ih u organska isparljiva jedinjenja unutar ¢elija nadzemnog dela biljke i
postepeno oslobadaju u atmosferu transpiracijom (Raskin et al. 1997; Pilon- Smits 2005).
Glavni proces u biljci je biometilacija do forme gasovitog molekula. Isparljiva metilovana
jedinjenja selena su detektovana kod Astragalus bisculatus, Medicago sativa, Brassica juncea,
Typha latifolia (De Souza et al. 2000). Medutim, biljke ne mogu da izvrse direktnu metilaciju
Hg i As, ve¢ usvajaju metilovane forme produkovane od strane mikroorganizama.

Fitotransformacija/fitodegradacija je remedijaciona tehnika koja koristi biljke koje
pomocu svojh enzima razgraduju kontaminante kroz metabolicke procese. Ovim procesom
mogu biti tretirani organski polutanti koji se razgraduju na jednostavne neorganske molekule
(CO2, H20, Clp) ili stabilna organska jedinjenja koja se akumuliraju u vakuoli i apoplastu
korena i lista, pa se oznacavaju kao vezani rezidualni produkti.

Rizodegradacija/fitostimulacija je vid remedijacije koji podrazumeva degradaciju
polutanata u zoni rizosfere delovanjem mikroorganizama koji Zive u mutualistickom odnosu
sa biljkom. Zasniva se na sposobnosti biljaka da modifikuju zonu rizosfere (Rainbird et al.
2018), oslobadajuéi jedinjenja koja stimuliSu mikrobijalnu aktivnost, odnosno razgradnju
polutanata (Truu et al. 2015). Biljne vrste i alge koje se koriste u svrhu biodegradacije su
hibridi u okviru rodova Populus i Salix, Chara sp., itd.
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Slika 3. Osnovne tehnike fitoremedijacije.

1.5.1. Uloga Phragmites australis u fitoremedijaciji

Geografska distribucija trske (Phragmites australis) (Slika 4) obuhvata prvenstveno
Evropu i Aziju, ali je Siroko rasprostranjena i u Severnoj Americi i razli¢itim regionima JuzZne
Amerike i Australije (Srivastava et al. 2014; Mykleby et al. 2016). Vezana je za vlaZzna staniSta
od hladnih i umerenih oblasti, do toplih i vlaZnih tropskih oblasti na gotovo svim
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kontinentima, a narocito u Aziji i Evropi (Vymazal 2013). Phragmites australis je viSegodi$nja
trava iz familije Poaceae, sa nadzemnim izdancima koji dostizu visinu od 2-6 m, dok
podzemni izdanci (rizomi) mogu i¢i u duZinu od 6-10 m. Njen ekstenzivan sistem rizoma
moze i¢i u dubinu od 0,6—1 m (Vymazal 2013).
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Slika 4. Geografska distribucija P. australis (preuzeto iz Eller et al. 2017).

Poznato je da ova vrsta ima Siroku ekoloSku valencu prema brojnim ekoloSkim
faktorima, kao Sto su nadmorska visina, temperatura, salinitet, koncentracija nutrijenata,
organskih i neorganskih polutanata, itd. (Eller et al. 2017). Medutim, ekstremne vrednosti
pojedinih ekoloskih faktora dovode do promena u morfologiji i fiziologiji vrste. Tako su Hurry
et al. (2013) nasli da visok salinitet u Gippsland jezerima (oko 3%) ima negativan efekat na
rast trske. Pri takvim uslovima duZina izdanka se smanjuje, kao i duZina i Sirina listova.
Nasuprot tome, povecana koncentracija nutrijenata dovodi po povecanja relativne stope rasta.
Tako na primer, dodavanje nitrata i fosfata pozitivno uti¢e na produkciju biomase ove vrste
(Uddin & Robinson 2018). Oscilacije nivoa vode takode imaju efekta na rast biljke u
terestricnim ekosistemima budu¢i da su prose¢ne duZine stabla i njihov dijametar bili veci
nego kod biljaka u plavljenim zonama (Zhao et al. 2013). Faktori kao $to su pH zemljiSnog
rastvora, dostupnost azota, mesto na kome raste trska imaju znacCajan uticaj na prinos
biomase. Nadzemna biomasa u prirodnim eutrofnim ekosistemima dostiZe svoj maksimum
kroz 3-5 godina (Vymazal & Krépfelova 2005). Sposobnost trske za uklanjanje nutrijenata iz
otpadnih voda procenjuje se od 70-ih godina proslog veka. Tako je utvrdeno da je akumulacija
nutrijenata i metala najveca izmedu aprila i novembra zbog intenzivnog rasta biljaka
(Mulkeen et al. 2017). Prema Bhatia & Goyal (2014) trska se moze Koristiti u tretmanu
primarnih, sekundarnih i tercijernih otpadnih voda poreklom iz domacinstava ili industrije.
Jednostavno gajenje i visok potencijal za uklanjanje otpadnih materija €ini ovu vrstu
pogodnom za kori$éenje u navedenim procesima. U sistemu sa dovoljno kiseonika, trska moze
da imobilise velike koli¢ine fosfora u kratkom vremenskom periodu (Lan et al. 2018).
Fountoulakis et al. (2017) su odredivali sposobnost trske za uklanjanje nutrijenata iz
otpadnih voda poreklom iz domacinstava. Koncentracija organskih polutanata (COD) u
otpadnim vodama je viSestruko smanjena (sa 224 + 41 na 47 + 12 mg I'1) upotrebom trske.
Izrazeno u procentima, efikasnost remedijacije iznosila je 78-79%. SadrZaj azota je takode
smanjen, sa efikasnoS¢u remedijacije od 20-30% tokom perioda od 8 meseci (mart—oktobar).
Liang et al. (2017) su ustanovili da kombinacija trske i drugih emerznih vrsta moZe da ukloni
izmedu 40 i 80% organskih zagadujucih supstanci iz otpadnih voda sa visokim
koncentracijama rastvorenih soli.
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Zahvaljuju¢i razvijenim mehanizmima tolerancije, trska je sposobna da usvoji velike
kolicine metala (Huang et al. 2018) i da ih akumulira u biljnim delovima u razli¢itim
koncentracijama, najces¢e na slede¢i nacin: koren> rizom> list> stablo (Vymazal & Biezinova
2016). Najveca koli¢ina metala se zadrZava na nivou korena, Sto ovu vrstu €ini dobrim
kandidatom za fitostabilizaciju. Rzymski et al. (2014) su opisali da se Cr, Cd, Cu, Co, Fe, Pb, Mn,
Ni i Zn akumuliraju na nivou korena, dok je za Cd i Pb primecena i znacajna translokacija u
listove. Generalno niska translokacija metala u nadzemne delove biljke i visok
bioakumulacioni kapacitet Cine trsku atraktivnom za fitostabilizaciju metala kao Sto su Zn,
Mn, Pb i Cu (Klink 2017). Kombinacija Phragmites australis, Typha angustifolia i Eichornia
crassipes koristi se za uklanjanje 60—-80% Fe, Cu, Mn, Zn, Ni i Cd iz otpadnih voda industrije
celuloze i papira (Arivoli et al. 2015). Marchand et al. (2014) su nasli da je kombinacija P.
australis, J. articulatus i P. arundinacea u sklopu veStackih vlaznih ekosistema uspe$no
uklonila od 7 do 90% ukupnog bakra. Takode, trska je pokazala odlican potencijal za
uklanjanje metala iz sedimenta i to Co, Ni, Mo, Cd, Pb, Ba, Cr, Cu, Fe, Mn i Zn pre svega
podzemnom biomasom tokom perioda od 10 godina, dok As i Se zahtevaju joS duZe periode za
remedijaciju zemljiSta (Cicero-Fernandez et al. 2017). U smislu akumulacionog faktora (AF),
koji predstavlja odnos koncentracije datog metala u biljnom delu i ukupne koncentracije tog
metala u podlozi, za metale kao Sto su Mn, Ni, Zn, As, Al, Co i Fe opseg AF je bio od 0,03-18,7
za sediment optere¢en metalima (Shaheen et al. 2019).
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2. CILJEVI RADA

lako je Phragmites australis jedna od do sada intenzivno istrazivanih vrsta u smislu
geografske distribucije, raznovrsnosti ekoloskih uslova koje naseljava i geneti¢kog diverziteta
postoji jasna potreba za proucavanjem njene sposobnosti da tolerisSe ekstremne uslove
sredine koji su posledica savremenih ekoloSkih promena klime, zagadenja zemljiSta i
formiranja specifi¢nih tipova tehnosola opterecenih velikim brojem toksi¢nih jedinjenja.

P. australis se odlikuje izrazitom fenotipskom plasticnoscu i ekstenzivnom ekoloskom
amplitudom koja joj omogucéava da uspesno naseljava stanista sa viSestrukim tipovima stresa.
lako je do sada u viSe navrata istraZivana njena sposobnost da toleriSe i usvaja metale iz
metalima antropogeno zagadenih prirodnih podloga, detaljnija istraZivanja na biljkama koje
spontano obrastaju tehnosole koji se odlikuju ekstremno nepovoljnim edafskim uslovima,
kakvi su na deponijama jalovine, do sada nisu vrSena. Jalovina koja nastaje u procesu obrade
ruda metala (rudnicka ili flotaciona) predstavlja tip tehnosola koji se odlikuje brojnim
nepovoljnim fizickim i hemijskim karakteristikama koje ograni¢avaju i Cesto potpuno
onemogucavaju rast i zivot biljaka. To su pre svega nepovoljan granulometrijski sastav, visoke
koncentracije veceg broja metala, prisustvo procesnih hemikalija, izraZen nedostatak
makroelemenata i organske materije i nepovoljan vodni reZim. Jalovina predstavlja
potencijalnu opasnost za Zivotnu sredinu bududi da je izuzetno podloZna eolskoj i vodnoj
eroziji, zbog Cega velika koli¢ina potencijalno toksi¢nih elemenata lako dospeva u Zivotnu
sredinu. Stoga bi istrazivanja P. australis koja spontano nastanjuje jalovinu i Zivi u ekstremnim
edafskim uslovima prosirila dosadasnja znanja o njenoj ekoloskoj plasti¢nosti i omogucila
nove podatke o mogucénosti upotrebe obicne trske u preciS¢avanju voda i sedimenta
ekstremno zagadenog ve¢im brojem metala.

Ovo istrazivanje zasnovano je na slede¢im hipotezama:

¢ Visoke koncentracije metala u podlozi dovode do povecane koncentracije istih
metala u biljci,

e Phragmites australis poseduje mehanizme koji omogucéavaju slabiju transkolaciju
metala u nadzemne organe,

e Apsorbovani metali se uspeSno inaktiviraju/imobilizuju u ¢éelijskom zidu ili unutar
celije,
¢ Biljke P. australis imaju dobar antioksidativni sistem koji im omogucava zastitu od

povecanih koncentracija ROS koji nastaju u prisustvu poviSenih koncentracija
metala,

e Biljke P. australis se mogu potencijalno gajiti u cilju fitostabilizacije sedimenta
bogatog metalima, preciS¢avanju voda pre njihovog ispustanja iz flotacijskih jezera
rudnika u Zivotnu sredinu, kao i dreniranja iz starih jalovista.

Osnovni ciljevi istrazivanja u okviru ove disertacije obuhvataju:
e Utvrdivanje hemijskih odlika jalovine na kojoj su rasle biljke,
¢ (Odredivanje nivoa usvajanja metala i njihove translokacije kroz biljku,

e Utvrdivanje fitoremedijacionog potencijala Phragmites australis na osnovu
biokoncentracionog (BCF), bioakumulacionog (BAF) i translokacionog faktora (TF),

¢ Lokalizaciju metala na nivou biljnih tkiva u cilju boljeg razumevanja mehanizama za
uklanjanje i inaktiviranje metala u tkivima podzemnih i nadzemnih biljnih delova,
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e Proucavanje otpornosti vrste Phragmites australis na osnovu biohemijskih
parametara koji se koriste kao standardne procedure za procenu stepena stresa i
oStecenja kod biljaka izazvanih potencijalno toksi¢nim elementima,

® Procena efikasnosti dugorocnog gajenja ovih biljaka u cilju fitostabilizacije
sedimenta bogatog metalima i potencijalnog uticaja na poboljSanje kvaliteta voda
koje se iz prelivnog sistema flotacijskih jezera rudnika ispusStaju u Zivotnu sredinu.

/
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Slika 5. Sematski prikaz predmeta istraZivanja doktorske disertacije.

20



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Opis lokaliteta

Biljni materijal i odgovarajuci sediment sakupljeni su tokom juna i septembra 2018. godine na
lokalitetima (Slika 5.):

e "Carska bara” (severna Srbija, 45°16'10”N, 20°24'51"E) - Specijalni rezervat
prirode,

e "Rudnik” (centralna Srbija, 44°06'19”"N, 20°29'14"E) - odlagaliste flotacione
jalovine,

e "Bor” (isto¢na Srbija, 44°01'1"N, 22°08'29"E i 44°03'51"N, 22°08'14") - odlagalista
rudnicke i flotacione jalovine.
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Slika 6. Lokaliteti na kojima je vrSeno uzorkovanje prikazani na karti Srbije (A); zajednice trske na
kontrolnom lokalitetu Carska bara (a); zajednice trske na odlagaliStu flotacione jalovine na lokalitetu
Rudnik (b); zajednice trske ispod odlagaliSta rudnicke jalovine na lokalitetu Bor 1 (c); zajednice trske
ispod odlagalista flotacione jalovine na lokalitetu Bor 2 (d).

Uzorci prikupljeni na lokalitetu Carska bara uzeti su kao kontrolni, budué¢i da je
nezagaden metalima. Specijalni rezervat prirode “Carska bara” obuhvata podrutje duz
gornjeg toka reke Begej. Predstavlja kompleks barsko-mocvarnih, Sumskih, livadskih, stepskih
i slatinskih ekosistema sa velikim diverzitetom. Ovaj prostor ¢ine staniSta mnogih endemicnih
i reliktnih vrsta (Glavonji¢ et al. 2018). Na obodnim delovima mocvarnih ekosistema javljaju
se guste zajednice sa dominacijom vrsta Phragmites australis i Typha latifolia.

U rudniku i flotaciji "Rudnik”, lociranom na istoimenoj planini, vrsi se ekstrakcija Pb,
Zn i Cu iz polimetalne rude. Otpad generisan tokom eksploatacije rude istace se u vidu pulpe u
flotaciono jezero. Na obodnim delovima jezera javljaju se zajednice u kojima dominiraju vrste
Phragmites australis i Typha latifolia.
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Rudarsko-topioni¢arki basen "Bor”, sme$ten u gradu Boru, primarno se bavi
eksploatacijom rude bakra. Tokom ovog procesa generiSe se velika koli¢ina otpada u vidu
rudnicke i flotacione jalovine. Na obodnim delovima jezera ispod odlagalista rudnicke (Bor 1)
i odlagaliSta flotacione jalovine (Bor 2) jasno se izdvajaju zajednice u kojima dominira
Phragmites australis.

3.2. Prikupljanje uzoraka i hemijske analize sedimenta

Prikupljanje uzoraka sedimenata izvrSeno je tokom juna 2018. godine. Sediment je
uzorkovan na dubini od 0-20 cm, $to odgovara zoni rizosfere. Uzorci su potom suSeni na
vazduhu. Usitnjeni su pomoc¢u tucka i avana, prosejani kroz sito sa prec¢nikom pora 0,5 mm i
osuseni na 65°C do konstantne mase. U okviru ispitivanja sedimenta radene su sledece analize
u cilju odredivanja:

pH zemljisSnog rastvora,

sadrzaja organskog ugljenika,

sadrzaja ukupnog azota,

koncentracija lako pristupacnih oblika fosfora i kalijuma (P20s i K20),
koncentracija pristupacnih frakcija Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, Cd, Cri Co,
pseudo-totalne koncentracije Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, Cd, Cr i Co.

3.2.1. Odredivanje pH zemljiSnog rastvora

Deset grama vazdu$no osuSenog sedimenta pomeSano je sa 25 ml redestilovane vode.
pH vrednost je izmerena direktno u suspenziji sedimenta i vode prema potenciometrijskoj
metodi ISO 10390:1994, pomoc¢u pH-metra Iskra MA 5730. Dobijena vrednost predstavlja tzv.
aktivnu kiselost. U suspenziji sedimenta (10 g) i 1M KCI (25 ml) odredena je supstituciona
kiselost.

3.2.2. Odredivanje sadrZaja organskog ugljenika i organske materije

Prethodno osuSenom zemljiStu mase 0,05-0,5 g dodato je 10 ml 0,07M rastvora
K2Cr207u 48% H2S04. Ova smesa je u prisustvu katalizatora (Ag2S04) zagrevana do kljucanja,
a zatim je dodato 30 ml redestilovane vode. Titracija je izvrSena 0,1M rastvorom Morove soli
(gvozde-ll-amonijum-sulfat - (NH4)2Fe(SO4)2 x 6H20). Kao indikator je koriS¢ena
fenilantranilna kiselina (Tyrin 1965). Sadrzaj organskog ugljenika je izracunat prema formuli:

Corg(%) = ((A—B) x Fx 0,0003 x 100) +m

gde je: A - zapremina rastvora Morove soli utroSene za titraciju slepe probe (ml); B -
zapremina rastvora Morove soli utroSene za titraciju uzorka (ml); F - faktor normaliteta
Morove soli; 0,0003 - 1 ml 0,1N K2Cr207 je ekvivalentan sa 0,0003 g organskog C; m - masa
uzorka zemljista (g).

SadrZaj organske materije u podlozi (SOM) je odreden prema formuli koju je dao
Jackson (1958), uzimajuéi da je prosecan procenat ugljenika u organskim jedinjenjima oko
58% i ukljucujuc¢i Von Bemmelen faktor (1,72):

Organska materija (%) = Corg(%) X 1,72
3.2.3. Odredivanje sadrZaja ukupnog azota

Sadrzaj ukupnog azota je odreden semimikro-Kjeldalovom metodom (Bremner 1996).
Za analizu je koris¢en 1 g osuSenog zemljiSta pomeSan sa 2 ml redestilovane vode.
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Mineralizacija je vrSena u 3 ml ccH2S04 uz dodatak katalizatora (K2SO4 + CuSO4 + Se, 100:10:1,
w/w/w) pri temperaturi od 330°C. Nakon tri sata digestije, sav azot iz uzorka je preveden u
amonijacni jon koji se oslobada u prisustvu NaOH. Destilat je sakupljen u 5 ml rastvora 0,3M
borne kiseline u prisustvu smeSe indikatora metil oranz-bromkrezol zeleno. Zapremina 0,01M
H>S04 utroSena za titraciju koriS¢ena je za odredivanje ukupnog azota u rastvoru prema
formuli:

N(%) = ((A—B) x 0,28 X 100) ~ m

gde je: A - zapremina 0,01M H2SO4 utroSena za titraciju uzorka (ml); B - zapremina 0,01M
H2S04 utroSena za titraciju slepe probe (ml); 0,28 - faktor konverzije (1 ml 0,01M H2SO4
utroSen za titraciju vezuje 0,28 mg amonijacnog azota); m - masa uzorka zemljiSta (mg).

3.2.4. Odredivanje koncentracije lako pristupacnih oblika fosfora

Koncentracija fosfora u obliku dostupnom biljkama odredena je spektrofotometrijski
metodom po Egner-Reihm-u (Egner et al. 1960). Pet grama vazdu$no osuSenog zemljiSta
pomesSano je sa 10 ml ekstrakcionog rastvoral i 90 ml redestilovane vode. Zatim je smeSa
muckana tokom dva sata sata na rotacionoj mesalici (temperatura 20 + 2°C, brzina rotacije 30
obrtaja/min). Po zavrSetku ekstrakcije uzorci su filtrirani (Sartorius, no 391). Reakciona
smesa sadrZala je 5 ml ekstrakta, 7,5 ml molibdenovog reagensaZ2 i 0,5 ml rastvora 1% SnCl; u
1% askorbinskoj kiselini. Apsorbanca uzoraka merena je na spektrofotometru (Shimadzu UV-
1800) na talasnoj duZini od 580 nm. Na osnovu apsorbanci standardnih rastvora poznatih
koncentracija dobijena je kalibraciona kriva pomoc¢u koje je odredena koncentracija lako
pristupacnih oblika fosfora u uzorcima sedimenta.

3.2.5. Odredivanje koncentracije lako pristupacnih oblika kalijuma

Uzorci za odredivanje koncentracije pristupacnog kalijuma su pripremljeni prema
metodi koriS¢enoj za odredivanje koncentracije pristupacnog fosfora. Nakon filtriranja,
koncentracija kalijuma je merena na atomskom apsorpcionom spektrofotometru (Shimadzu
AA-7000) na talasnoj duZini od 766,5 nm. Kalibraciona kriva na osnovu koje je izracunata
koncentracija K u uzorcima dobijena je nakon merenja apsorbanci standardnih rastvora
poznatih koncentracija.

3.2.6. Odredivanje pseudototalnog sadrzaja metala

Pseudototalni sadrZaj metala Fe, Mn, Ni, Zn, Pb, Cu, Cd, Cr i Co u sedimentu odreden je
prema metodi Jones & Case (1990). Digestija 5 g osuSenog sedimenta je vrSena u ccHNO3 na
temperaturi od 150°C. Nakon hladenja uzorci su dopunjeni do zapremine od 50 ml
redestilovanom vodom i filtrirani kroz kvantitativni filter papir (Sartorius, no 391).
Asporbance uzoraka su merene na AAS (Shimadzu AA-7000) na razli¢itim talasnim duzinama
u zavisnosti od metala, a koncentracije su izracunate na osnovu kalibracionih kriva dobijenih
merenjem apsorbanci rastvora poznatih koncentracija metala. Nivoi detekcije za AAS
(Shimadzu AA-7000) za ispitivane metale su sledeci: Fe (0,05 mg kg 1), Mn (0,005 mg kg™1), Ni
(0,05 mgkg1), Zn (0,005 mg kg'1), Pb ( 0,02 mg kg1), Cu (0,015 mg kg 1), Cd ( 0,05 mg kg 1),
Cr (0,05 mgkg1),Co (0,03 mg kg 1).

! Ekstrakcioni rastvor sastoji od 100 g mle¢ne kiseline i 200 ml destilovane vode hidrolizirane na 95°C tokom 48
sati. Hidrolizovanoj mle¢noj kiselini dodaje se 178,5 ml 96% sircetne kiseline i 77 g amonijum acetata. Zatim se
rastvor dopuni destilovanom vodom do 1 1.

2 Molibdenov reagens: 3 g (NH4)¢Mo07024 x 4H20 rastvara se u 40 ml destilovane vode uz zagrevanje (50°C).
Nakon hladenja dodaje se 40 ml 10M H3;S0;4 i rastvor se dopunjava destilovanom vodom do 1 1.
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3.2.7. Odredivanje sadrZaja pristupacnih metala

Sadrzaj pristupacnih metala Fe, Mn, Ni, Zn, Pb, Cu, Cd, Cri Co je odreden prema metodi
Pansu & Gautheyrou (2006). Dva i po grama osusSenog sedimenta pomesSano je sa 50 ml
rastvora 1M amonijum-acetata i 0,01M EDTA (pH 7,0). Uzorci su muckani na rotacionoj
mesalici (temperatura 20 + 2°C, brzina rotacije 30 obrtaja/min) tokom 2 sata, nakon ¢ega su
filtrirani kroz kvantitativni filter papir (Sartorius, no 391). Asporbance metala u uzorcima su
merene na AAS (Shimadzu AA-7000), a njihove koncentracije su izracunate na osnovu
kalibracionih kriva dobijenih merenjem apsorbanci rastvora poznatih koncentracija.

3.3. Prikupljanje i analize biljnog materijala

Prikupljanje biljnog materijala vrSeno je tokom juna i septembra 2018. godine. Na
svakom lokalitetu uzorkovanja prikupljeno je 5 biljaka unutar polja 10 m x 2 m. Svaka biljka je
pazljivo izvadena i prenesena zajedno sa sedimentom do laboratorije, gde je vrSena priprema
za dalje analize. Biljni materijal je razdvojen na korenove, rizome, stabla i listove. Opran je
Cesmenskom i destilovanom vodom. Materijal namenjen za biohemijske analize je odmah
nakon pranja zamrznut na -70°C. Materijal za analizu elemenata je osusen na vazduhu, zatim
usitnjen pomocu tucka i avana i potom susen na 105°C do konstantne mase.

3.3.1. Odredivanje ukupnog sadrZaja metala

Za odredivanje ukupnog sadrZaja metala (Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn, Cd, Cr, Co) u biljkama
koriS¢ena je metoda prema Jones & Case (1990). Jedan gram biljnog materijala je
mineralizovan u 10 ml ccHNO3 na 150°C. Nakon hladenja uzorci su dopunjeni redestilovanom
vodom do finalne zapremine od 50 ml i filtrirani kroz kvantitativni filter papir (Sartorius, no
391). Asporbance elemenata su merene na AAS (Shimadzu AA-7000), a koncentracije metala
su izraCunate na osnovu kalibracionih kriva dobijenih merenjem apsorbanci rastvora
poznatih koncentracija.

Stehiometrijski odnosi elemenata u biljkama izraZeni kao molarni (atomski) odnos
metala, nakon konverzije koncentracije metala iz mg kg 1 u mol kg 1.

3.3.2. Odredivanje fitoremedijacionog potencijala Phragmites australis

Fitoremedijacioni potencijal trske odreden je na osnovu biokoncentracionog (BCF),
bioakumulacionog (BAF) i translokacionog faktora (TF). BCF predstavlja odnos koncentracije
elementa u korenu i njegove dostupne koncentracije u podlozi. BAF predstavlja odnos
koncentracije elementa u odredenom biljnom delu (listu) i njegove dostupne koncentracije u
podlozi. Ove vrednosti nam daju informaciju o sposobnosti biljke da akumulira elemente u
korenu/listu i efikasno vrsi njihovo uklanjanje iz podloge (Ghosh & Singh 2005).

BCF = C elementayy e, + C elementagegiment
BAF = C elementa;s; + C elementagegiment

Translokacioni faktor (TF) predstavlja odnos koncentracije odredenog elementa u listu
i njegove koncentracije u korenu. Daje nam informaciju o sposobnosti biljke da efikasno vrsi
transfer elementa od korena do lista, u kom se skladisti na odgovarajuci nacin (Ghosh & Singh
2005).

TF = C elementay;s; +~ C elementaygren

24



3.3.3. Histohemijska detekcija metala u biljnim tkivima

Za histohemijsku detekciju metala (Pb, Cu i Zn) koriscen je sveZ biljni materijal. Ru¢no
napravljeni preseci korena, rizoma, stabla i listova potapani su u rastvore boja i nakon
nekoliko minuta posmatrani su pod mikroskopom (ZeissAxiolmager M.1). Fotografije su
dobijene pomoc¢u AxioCam MR5 kamere, uz koriS¢enje AxioVision version 4.8 softvera za
njihovu obradu.

Za histohemijsku lokalizaciju Pb i Cu koris¢en je 0,2% rastvor Na-rodizonata uz
dodatak kapi siréetne kiseline. Rodizonat sa Pb pri neutralnoj pH gradi kompleks
plavoljubicaste boje, dok sa Cu formira kompleks narandzZastocrvene boje (Feigl & Suter
1942). Za lokalizaciju Zn u biljnim tkivima koriS¢eno je 0,0065 g boje cinkon rastvorene u 0,2
ml 1M NaOH u boraksu (NazB407 x 10 H20), a zatim je dodata voda do finalne zapremine od
10 ml. Ovako dobijeni rastvor je zagrevan tokom 10 minuta na temperaturi od 80°C. Za
bojenje je koriS¢en rastvor ohladen do sobne temperature. Cinkon zajedno sa Zn gradi
kompleks plave boje (Seregin & Kozhevnikova 2011).

3.3.4. Detekcija metala u biljnim tkivima pomocu metode skenirajuce elektronske
mikroskopije sa energo-disperzivnom spektrofotometrijom (SEM-EDS)

Za fiksaciju biljnog materijala (koren, rizom, stablo, list) koris¢eni su apsolutni metanol
i etanol, prema opStem protokolu za SEM (Talbot & White 2013). Uzorci su zatim podvrgnuti
procesu liofilizacije (Laboratory freeze dryer Alpha 2-4 LSCplus), nakon cega je vrSeno
naparavanje zlatom u uredaju za naparavanje (BALTEC SCD005 Sputter Coater). Morfoloska i
hemijska analiza biljnog materijala izvrSena je metodom skeniraju¢e elektronske
mikroskopije (JEOL, JSM-6460LV) i koriS¢enjem EDS programa (Oxford, INCA).

3.3.5. Odredivanje sadrZaja fotosintetskih pigmenata

Sadrzaj hlorofila (Chl a, Chl b) i ukupnih karotenoida (Car) u listovima odreden je
metodama opisanim od strane Hiscox & Israelstam (1979). Odsecci svezih listova (= 0,02g)
preliveni su sa 1 ml dimetil-sulfoksida (DMSO) i zagrevani na 65°C do obezbojavanja. Nakon
toga izmerene su apsorbance pigmenata u uzorcima na talasnim duzinama od 480 nm, 663
nm i 645 nm na spektrofotometru Shimadzu UV-1800. Koncentracije hlorofila izracunate su
na osnovu formula prema Arnon (1949) i izraZzene u miligramima pigmenta po gramu suve
mase lista (mg g 1 suve mase):

(0,0127 X Aggz — 0,00269 X Agys) X Voumso

Mygsecka

Chla =

(0,0229 X Agys — 0,00468 X Aggz) X Vomso

Mygsecka

Chlb =

gde je Vpmso izraZena u gramima;

Sadrzaj ukupnih karotenoida u listovima izra¢unat je prema formulama koje je dao
Wellburn (1994) i izrazen kao miligrami pigmenta po gramu suve mase lista (mg g1 suve
mase):

(1000 X Aggo — 2,14 x Chla—70 x Chlb)
(1000 X 220 X modseéka)

Car =
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3.3.6. Odredivanje sadrZaja fenola u listovima

Sadrzaj slobodnih i vezanih fenola odreden je metodom prema Feldman & Hanks
(1968). Za odredivanje slobodnih formi fenola odsecak lista ( 0,02g) stavljen je u ependorf
tubu sa 1 ml 80% etanola i zagrevan tokom 2 h na 60°C. Dobijeni ekstrakt koriS¢en je u
reakciji za dokazivanje slobodnih formi fenola u prisustvu Folin-Ciocalteu reagensa. Isti
odsecak lista koriScen je za dalje odredivanje sadrzaja vezanih fenola u listu. U ependorf tubu
sa odseckom dodato je 1 ml DMSO i zagrevano tokom 2 h na 60°C, nakon ¢ega je dodato 0,5 ml
2M HCl i zagrevanje je nastavljeno naredna 2h na 60°C. Dobijeni ekstrakti rastvoreni su u 7 ml
redestilovane vode u koje je dodato 0,1 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 0,2 ml 20% Na»COs3.
Epruvete sa reakcionom smeSom zagrevane su u vodenom kupatilu na 100°C tokom 15 min. i
ohladene pod mlazom hladne vode. Ocitavanje apsorbanci vrSeno je na 660 nm na
sprektrofotometru (Shimadzu UV-1800). Standardna kriva na osnovu koje su izracunate
koncentracije fenola u uzorcima dobijena je merenjem apsorbanci rastvora ferulinske kiseline
poznatih koncentracija. Koncentracije fenola su izraZene u mg g ! suve mase lista.

3.3.7. Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta

Ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) korena i lista je odreden prema metodi Brand-
Williams et al. (1995). Metoda se zasniva se na prelasku oksidovane forme ljubic¢astog
radikala 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazila (DPPH) u redukovani 2,2-difenil-1-(2,4,6-
trinitrofenil)-hidrazin Zute boje koji se formira u prisustvu antioksidanasa. Za dobijanje
etanolnog ekstrakta koriS¢eno je oko 0,2 g sveZeg biljnog materijala (koren, list). Materijal
sprasen u tecnom azotu prenesen je u ependorf tube, a zatim mu je dodato 2 ml 96% etanola.
Biljni materijal je potom inkubiran tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga,
materijal je centrifugiran tokom 15 minuta na 12 000 x g. Dobijeni supernatant je kori$¢en za
dalju analizu. Svaki uzorak je analiziran u tri rastuc¢e zapremine (20 pl, 50 pl i 100 pl).
Reakciona smes$a sadrzala je uzorak u navedenim zapreminama, 400 pl metanolnog rastvora
DPPH i 580 pl, odnosno 550 pl i 500 pl metanola. SmeSa je potom inkubirana na sobnoj
temperaturi u mraku tokom 60 min, da bi se odigrala reakcija sa DPPH. Stepen redukcije
DPPH radikala se odreduje nakon merenja apsorbance na 517 nm na spektrofotometru
(Shimadzu UV-1800). IzraZava u procentima potrosenog DPPH:

(A — Ay) X 1000

TAC (%) = A
0

gde je: Ag— apsorbanca slepe probe; A1 —apsorbanca uzorka

3.3.8. Odredivanje stepena lipidne peroksidacije

Odredivanje stepena oksidativnih oStecenja membranskih lipida (LP) izazvanih
reaktivnim kiseoni¢nim vrstama zasnovano je na odredivanju koliCine malondialdehida
(MDA), produkta peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Koli¢ina MDA odredena je
prema metodi Heath & Packer (1968), kasnije modifikovanoj od strane Hodges et al. (1999).
Za dobijanje ekstrakta 0,5 g sveZeg biljnog materijala (koren, list) spraseno je u te¢nom azotu
u avanu i zatim je dodato 5 ml 10% rastvora trihlorsiréetne kiseline (TCA). Uzorci su potom
centrifugirani tokom 10 minuta na 3000 x g. Reakciona smesSa sadrzala je 1 ml supernatanta, 4
ml 20% TCA (u kojoj je bilo 0,65% tiobarbiturne kiseline (TBA) i 0,01%
dibutilhidroksitoluena (BHT)). Potom je smeSa zagrevana u vodenom Kkupatilu na 95°C tokom
25 min. Reakcija je zatim naglo prekinuta hladenjem epruveta na ledu. Uzorci su
centrifugirani tokom 10 min na 3000 x g. Apsorbance su merene spektrofotometrijski na
talasnim duZinama od 440 nm, 532 nm i 600 nm (Shimadzu UV-1800). MDA ekvivalenti su
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izracunati prema formuli Hodges et al. (1999) i izraZeni kao nmol MDA g-! suve mase korena
ili lista:
((Aszz — Asoo) — (Agao — Asgo) X 0,0571) X 10° X V
157000 X m

gde je: 0,0571 - odnos molarnih apsorbanci 1 + 10 mM saharoze na 532 nm (8,4) i 440 nm
(147); 157000 - molarni ekstinkcioni koeficijent za MDA; V - zapremina koriS¢enog ekstrakta
(ml); m - masa suvog uzorka (g)

MDA =

3.3.9. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Odredivanju koncentracije proteina i aktivnosti antioksidativnih enzima prethodila je
ekstrakcija proteina iz biljnog materijala (koren, list). Biljni materijal (= 0,5 g) ekstrahovan je
u smesi koja je sadrzala 100 mM K-fosfatni pufer pH 7,0, 0,1 mM EDTA i 5% polivinilpirolidon
(PVP). Biljni materijal je spraSen u te¢nom azotu u avanu. Dobro usitnjen biljni materijal
prebacen je u ependorf tube u koje je zatim dodato 100 pl ekstrakcione smese. Uzorci su
drzani na ledu i povremeno vorteksirani tokom 30 min. Nakon izvrSene ekstrakcije proteina
uzorci su centifugirani na 15000 x g u trajanju od 20 minuta, na temperaturi od 4°C. Dobijeni
supernatant je dalje koriS¢en za odredivanje koncentracije proteina i aktivnosti enzima.

Koncentracija proteina u biljnom materijalu odredena je spektrofotometrijski
metodom prema Bradford (1976). Princip na kome se zasniva je merenje promene boje
komazi plavo (engl. Coomassie blue) u braon boju koja nastaje nakon formiranja kompleksa
izmedu proteina i same boje u kiseloj sredini. Reakciona smesa za odredivanje koncentracije
proteina sadrzala je 200 pl Bradfordovog reagensa, 790 pl redestilovane vode i 10 pl uzorka.
Asporbanca uzoraka merena je na talasnoj duZini od 595 nm (Shimadzu UV-1800).
Koncentracija proteina izracunata je na osnovu krive dobijene ocitavanjem apsorbanci
standardnih rastvora govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin - BSA)
poznatih koncentracija, a izraZena je u mg ml ..

3.3.10. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativnog sistema

Aktivnost nekoliko enzima antioksidativnog sistema odredena je na temperaturi od
25°C u prethodno pripremljenim ekstraktima proteina korena i lista trske. Odredene su
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APX), ukupnih
rastvorljivih peroksidaza (POD) i glutation reduktaze (GR).

3.3.10.1. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) je odredena spektrofotometrijski merenjem
fotohemijske redukcije nitro plavo tetrazolijum hlorida (engl. nitro blue tetrazolium chloride -
NBT) prema metodi Beauchamp & Fridovich (1971). Pod dejstvom svetlosti i u prisustvu
metionina dolazi do redukcije riboflavina, pri kojoj nastaje superoksidni anjon. Ovaj anjon
redukuje NBT do formazana koji je obojeni produkt. SOD eliminiSe superoksidni anjon, sto
dovodi do inhibicije stvaranja formazana. Tako se aktivnost SOD izrazava kroz koli¢inu
enzima potrebnu za inhibiciju redukcije 50% NBT.

Reakciona smeSa zapremine 1 ml sadrzala je 897,5 ul 100 mM K-fosfatnog pufera pH
7,0, 20 ul 3,75 mM NBT, 50 pul 650 mM metionina, 2,5 pl 800 uM riboflavina i 30 ul uzorka.
Uzorci su tokom 15 min bili izloZeni svetlosti jacine 78 pmol foton s™'m™. Asporbanca je
merena na talasnoj duZini od 560 nm na spektrofotometru Shimadzu UV-1800. Aktivnost SOD
u ispitivanim uzorcima izraZena je kao AAsso min ! mg 1 proteina:
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100
SOD = AAggo X =5~ + 15 X V X C

gde je: AAseo— razlika u apsorbanci blanka i uzorka; % — koli¢ina SOD koja inhibira redukciju

50% NBT; 15 — vreme trajanja reakcije u minutima; V- zapremina uzorka (ml); C -
koncentracija proteina u uzorku (mg ml™1).

3.3.10.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) je odredena spektrofotometrijski pra¢enjem potroSnje H20>
koji je supstrat za ovaj enzim (Aebi 1984). Princip metode odredivanja aktivnosti CAT zasniva
se na pracenju razlaganja H202 na 240 nm, pri ¢emu je pad apsorbance proporcionalan
aktivnosti katalaze. Reakciona smesSa zapremine 1 ml je sadrzala 970 pl 100 mM K-fosfatnog
pufera pH 7,0, 10 ul 2M H2021i 20 pl uzorka. Pad apsorbance na 240 nm je praen u vremenu
(Shimadzu UV-1800). Aktivnost katalaze u ispitivanim uzorcima izrazena je kao AAz40 min?!
mg ! proteina:

AA,,omin~! X Vg
XV, xXC

CAT =

gde je: AAz40 min~ 1 — promena apsorbance uzorka u minuti; Vs — zapremina reakcione smese
(ml); € — molarni ekstinkcioni koeficijent za H202 na 240 nm; Vy;— zapremina uzorka (ml); C —
koncentracija proteina u uzorku (mg ml™1).

3.3.10.3. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze (APX) je odredena spektrofotometrijski, pracenjem
oksidacije askorbinske kiseline prema Nakano & Asada (1981). Reakciona smes$a zapremine 1
ml sadrzala je 950 pl 100 mM K-fosfatnog pufera pH 7,0, 10 pl 10 mM H202, 10 pul 50 mM
askorbinske kiseline i 30 pl uzorka. Oksidacija askorbinske kiseline merena je na 290 nm
pracenjem pada apsorbance u vremenu (Shimadzu UV-1800). Aktivnost APX u ispitivanim
uzorcima izrazena je kao AAz90 min 1 mg ! proteina:

AA,9omin~1 X Vg
eXV,, xXC

APX =

gde je: AA290 min ! — promena apsorbance uzorka u minuti; Vs — zapremina reakcione smese
(ml); € — molarni ekstinkcioni koeficijent za askorbat peroksidazu na 290 nm; V; — zapremina
uzorka (ml); C — koncentracija proteina u uzorku (mg ml1).

3.3.10.4. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze

Aktivnost gvajakol peroksidaze (POD) je odredena spektrofotometrijski prema metodi
Polle et al. 1994. Reakcija se zasniva na oksidaciji gvajakola i formiranju obojenog jedinjenja,
tetragvajakola braon boje. Reakciona smeSa zapremine 1 ml sadrzala je 959 ul 100 mM K-
fosfatnog pufera pH 7,0, 10 pul 2M H202, 1 pl 9,8 M gvajakola i 30 pl uzorka. Pracen je porast
apsorbance na 470 nm tokom vremena (Shimadzu UV-1800). Aktivnost gvajakol peroksidaze
u ispitivanim uzorcima izraZena je kao AA470 min ! mg 1 proteina:

AA,7omin~t X Vg

POD =
eXVy, xC
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gde je: AA470 min 1 — promena apsorbance uzorka u minuti; Vis — zapremina reakcione smese
(ml); € molarni ekstinkcioni koeficijent za gvajakol peroksidazu na 470 nm; Vu; — zapremina
uzorka (ml); C— koncentracija proteina u uzorku (mg ml™1).

3.3.10.5. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost glutation reduktaze (GR) je odredena spektrofotometrijski, pra¢enjem
brzine oksidacije NADPH do NADP* prema metodi Foyer & Halliwell (1976).

Reakciona smeSa zapremine 1 ml sadrZzala je 910 pul 100 mM K-fosfatnog pufera pH 7,5, 10 pl
10 mM NADPH, 50 pl 50 mM GSSG i 30 pl uzorka. Oksidacija NADPH do NADP+ je pracena
padom apsorbance na 340 nm u vremenu (Shimadzu UV-1800). Aktivnost glutation reduktaze
u ispitivanim uzorcima izraZena je kao AAz4o min ! mg 1 proteina:

_ AAgominT! X Vg

GR
eXV,, xC

gde je: AAz4o min"! — promena apsorbance uzorka u minuti; Vs — zapremina reakcione smese
(ml); € — molarni ekstinkcioni koeficijent za NADPH na 340 nm; V., — zapremina uzorka (ml);
C — koncentracija proteina u uzorku (mg ml™1).

3.4. Statisticka obrada podataka

Sve izmerene vrednosti izraZene su kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom
(M * SD) za tri ponavljanja po mestu uzorkovanja. Zatim je testirana normalnost raspodele
podataka. Dobijeni rezultati su potom uporedeni koriS¢enjem neparametrijskog Mann-
Whitney U testa kojim se utvrduje postojanje statisticki znacajnih razlika u merenim
parametrima izmedu svake dve nezavisne grupe uzoraka. Kao statisticki znacajne uzete su
vrednosti za p < 0,05.

Za poredenje svih merenih varijabli (koncentracije metala, biohemijski parametri)
koris¢en je Spearman-ov koeficijent korelacije (p) kako bi se utvrdila korelacija izmedu dva
parametra. Sve statisticke analize su radene u softverskom paketu R (Version 3.5.1; R Core
Team 2018).
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4. REZULTATI

4.1. Hemijske odlike ispitivanog sedimenta

Osnovne hemijske karakteristike sedimenta i jalovine prikazane su u Tabeli 2. pH
vrednosti zemljiSnog rastvora kontrolnog sedimenta, kao i jalovina sa lokaliteta Bor 1 i
Rudnik su bile neutralne reakcije, dok je jalovina iz Bora 2 ultrakisele reakcije (Soil Survey
Division Staff 1993). SadrZaj organske materije (SOM) je bio najve¢i u meSavini sedimenta i
rudnicke jalovine iz Bora 1 i flotacionoj jalovini Rudnika. NajniZa koncentracija je izmerena u
jalovini iz Bora 2, ¢ak 7—8 puta niZa u odnosu na Rudnik i Bor 1. SadrZaj azota je bio najveci u
kontrolnom sedimentu i mesavini sedimenta i rudnicke jalovine iz Bora 1, dok je u flotacionoj
jalovini poreklom iz Rudnika i Bora 2 bio ¢ak 4 i 28 puta niZi u odnosu na prethodne dve
podloge. SadrZzaj dostupnog fosfora je bio najveci u prirodnom kontrolnom sedimentu. U
odnosu na njega, flotaciona jalovina Rudnika je sadrzala 3 puta niZu koncentraciju dostupnog
P, dok je njegov sadrzaj u Boru 1 i Boru 2 bio ¢ak 17 i 506 puta nizi. SadrZaj dostupnog
kalijuma je bio najvedi u jalovini iz Bora 1, dok je najmanji sadrzaj ovog metala bio je u jalovini
iz Rudnika.

Tabela 2. Hemijske osobine analiziranog sedimenta (M * SD).

pHizo | pHa | C (%) SOM (%) N (%) (mgpfgég—l) (mglizo%g_l)
Carskabara | 7,43 | 6,68 | 1,78+0,26 | 3,08£0,46 | 0,16+0,0 | 253%0,2 19,0+ 0,3
Bor 1 71 | 675 25+0,02 |431+0,03| 0,16+0,0 | 147+004 | 260%0,0
Bor 2 35 [302] 03%01 | 052+0,1 | 004%0,0 | 009+002 | 140%0,0
Rudnik 691 | 6,64 | 2,21+0,14 |381+0,23 [ 001£0,0 | 7,59+0,05 | 9,57+1,16

Pseudototalne koncentracije i koncentracije pristupac¢nih oblika metala u kontrolnom
sedimentu i jalovini prikazane su u Tabeli 3. Najvise pseudototalne i koncentracije
pristupacnih oblika gotovo svih analiziranih metala osim bakra nadene su u jalovini sa
Rudnika, dok je Cu bio najzastupljeniji u jalovini iz Bora 1.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Fe se statisticki znacajno razlikuju medu
svim lokalitetima, pri ¢emu je najviSa pseudototalna koncentracija Fe izmerena u Rudniku. U
poredenju sa kontrolnim sedimentom pseudototalna koncentracija Fe u jalovini iz Rudnika
bila je 2,5 puta visa. Medutim, najviSa izmerena koncentracija pristupa¢nog oblika Fe je bila u
jalovini iz Bora 2.

Pseudototalne i pristupac¢ne koncentracije Mn se statisticki znacajno razlikuju medu
svim lokalitetima, a najviSe zabeleZene su bile u jalovini sa Rudnika. Pseudototalna
koncentracija Mn u ovom sedimentu bila je ¢ak 5,3 puta visa u odnosu na kontrolu i 10 puta
viSa u odnosu na jalovinu iz Bora 2. Sli¢ni odnosi postoje i kada je reC o pristupa¢nim
koncentracijama Mn u podlozi, pa je tako njegova koncentracija u flotacionoj jalovini Rudnika
bila visa za 6,5, 3,7 i 19,1 puta u odnosu na kontrolni sediment i jalovinu Bora 1 i Bora 2.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Ni se statisti¢ki znacajno razlikuju medu
svim lokalitetima, a najviSe zabeleZene su bile takode u flotacionoj jalovini iz Rudnika.
Pseudototalna koncentracija ovog metala je bila 3,4 puta viSa od one koja je zabelezena u
kontrolnom sedimentu, dok je u odnosu na jalovinu iz Bora 1 i Bora 2 bila 7, odnosno 17 puta
viSa. Koncentracija pristupac¢nog oblika Ni je bila 6,2 puta viSa u jalovini sa Rudnika u odnosu
na kontrolni sediment, dok je gotovo 40 i 43 puta bila viSa u odnosu na jalovinu iz Bora 2 i
Bora 1.
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Tabela 3. Pseudototalne koncentracije i koncentracije pristupacnih oblika metala u sedimentu (M
+ SD, mg kg'1). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu lokalitetima prikazane su

razlic¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik
Fe (%) pseudototani 2,5+0,02 3,6 £0,4b 4,9 +0,0¢ 6,8 +0,3d
Fe (%) pristupacni 0,0 £0,0b 0,0 £ 0,02 0,0 £0,0d 0,0 £0,0¢
Mnpseudototalni 362 +2b 413 £ 47¢ 186 + 22 1940 + 1464
Mnypristupacni 41,7 £ 0,4b 74,1 £ 2,5¢ 14,2 £ 0,02 272 £12d
Nipseudototalni 25,5 +0,3¢ 12,5+1,3b 5,0 £ 0,02 85,7 £ 0,8d
Nipristupacni 1,0 £0,1¢c 0,2+0,12 0,2+0,1b 6,4 +0,0d
ZNpseudototalni 54,8+ 0,72 218 £ 23¢ 60,9 +2,7b 1431 + 2254
ZNpristupacni 1,3+0,2a 20,9 £1,3¢ 2,1+0,0b 194 + 3d
Pbypseudototalni 10,8 +0,1a 59,8 + 4,5¢ 26,1 +0,1b 1948 + 1854
Pbyristupacni 3,4+0,3b 12,3 +0,4¢ 0,8 £ 0,02 812 £ 1d
Cupseudototalni 15,7 £0,2a 4703 + 4594 288 + 20p 761 + 60¢
CUpristupazni 5,7 £0,22 774 +224d 29,2 £0,2b 45,3 + 0,4¢
Cdpseudototalni 0,0 £0,0b 1,1+0,3¢ <LDLa 11,3 £ 0,44
Cdopristupazni 0,0 £0,0c 0,3+0,0° <LDLa 4,0 £ 0,04
Copseudototalni 4,1+0,1b 3,6 £ 0,00 1,5+ 0,02 17,8 £ 0,3¢
COpristupacni 0,1+0,02 0,4 +0,0b <LDLa 3,3+£0,1¢
Crpseudototalni 23,0 £0,1c 8,0 +0,6b 7,1+0,1a 49,0 £ 1,94
Crpristupatni 0,1+0,02 0,0 £ 0,02 0,1 0,00 5,8+ 0,6¢

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Zn se takode statisti¢ki znacajno razlikuju
medu ispitivanim lokalitetima, a viSestruko viSe koncentracije u odnosu na ostale lokalitete su
izmerene u jalovini sa Rudnika, gde je u odnosu na kontrolu pseudototalna koncentracija
cinka bila 26 puta viSa, a u odnosu na jalovinu iz Bora 1 i Bora 2 za gotovo 7 i 23 puta visa.
I[stovremeno, koncentracija pristupacnog oblika Zn u flotacionoj jalovini sa Rudnika je bila ¢ak
149 puta visa u odnosu na kontrolu, dok je u Boru 1 i Boru 2 njegov dostupni sadrZaj bio 9 i
gotovo 93 puta visi.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Pb pokazuju slican obrazac, sa statisticki
znaCajnim razlikama u koncentracijama medu svim lokalitetima, pri ¢emu su najviSe
koncentracije izmerene u jalovini iz Rudnika. Porede¢i sa kontrolnim sedimentom,
koncentracija pseudototalnog Pb u Rudniku je bila ¢ak 190 puta viSa, dok je koncentracija
pristupacnog oblika bila 240 puta viSa. U poredenju sa jalovinom iz Bora 1 i Bora 2
koncentracija pristupacnog oblika Pb je bila 66 i ¢ak 812 puta visa.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Cu takode pokazuju statisticki znacajne
razlike medu lokalitetima. NajviSe pseudototalne koncentracije bakra izmerene su u Boru 1 i
¢ak 300 puta premasuju koncentraciju ovog metala u kontrolnom sedimentu, a 16 odnosno 6
puta premasuju koncentracije u jalovini iz Bora 2, odnosno sa Rudnika. Koncentracije
pristupacnog oblika Cu u jalovini iz Bora 1 su bile 48 puta viSe u odnosu na kontrolu, kao i 26 i
17 puta viSe u odnosu na jalovinu iz Bora 2 i Rudnika.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Cd slede obrazac veéine analiziranih metala.
Naime, statisticki znacajne razlike u koncentracijama su detektovane medu lokalitetima.
NajviSe pseudototalne koncentracije ovog elementa su zabeleZene u jalovini sa Rudnika i ¢ak

31



275 puta premasuju koncentraciju kadmijuma u kontrolnom sedimentu, odnosno gotovo 10
puta koncentraciju u jalovini iz Bora 1, dok je u jalovini iz Bora 2 koncentracija Cd bila ispod
nivoa detekcije. Koncentracija pristupa¢nog oblika Cd u jalovini sa Rudnika u poredenju sa
kontrolom je bila 80 puta visa, a ¢ak 400 puta visa u odnosu na jalovinu iz Bora 1, dok je 12
puta bila viSa u odnosu na jalovinu iz Bora 2.

Pseudototalna koncentracija kobalta je bila znacajno viSa u jalovini sa Rudnika u
odnosu na ostale lokalitete i to 4 puta viSa u odnosu na kontrolu, gotovo 5 puta u odnosu na
jalovinu iz Bora 1 i 12 puta viSa u odnosu na jalovinu iz Bora 2. Koncentracija pristupa¢nog
oblika Co je bila gotovo 41 put viSa u jalovni sa Rudnika u odnosu na kontrolu, dok je 8 puta
bila viSa od koncentracije u jalovini iz Bora 1. U jalovini iz Bora 2 koncentracija Co bila je ispod
nivoa detekcije.

Pseudototalne i pristupacne koncentracije Cr su bile statisticki znacajno razlicite medu
analiziranim lokalitetima, sa najvisSim zabeleZenim koncentracijama u jalovini sa Rudnika. U
odnosu na kontrolni sediment, pseudototalna koncentracija hroma je bila duplo visa, dok je u
odnosu na Bor 1i Bor 2 izmerena gotovo 7 puta viSa koncentracija ovog metala. Koncentracija
pristupacnog oblika Cr u jalovni sa Rudnika je bila ¢ak 116, odnosno 97 puta viSa u odnosu na
jalovinu iz Bora 1 i kontrolu, respektivno, dok je 45 puta bila visa od kocentracije Cr u jalovni
iz Bora 2.

4.2. Hemijski sastav biljnog materijala

Ukupne koncentracije metala u biljnim delovima trske sakupljene u junu i septembru
2018. godine su prikazane na Grafikonima 1-6.

Koncentracija Fe u korenu i listu trske u junu je bila viSa kod biljaka sa jaloviSta u
odnosu na kontrolne biljke, dok su rizom i stablo kontrolnih biljaka imali viSe koncentracije
ovog metala u odnosu na ostale lokalitete. Kada poredimo razli¢ite delove biljaka, u korenu
biljaka iz Bora 2 izmerene su ¢ak 176 puta viSe koncentracije ovog elementa u odnosu na
listove (Grafikon 1). Zatim slede stablo i rizom sa pribliZzno jednakim koncentracijama, a
potom i list u kome su izmerene najniZe koncentracije ovog metala. Gotovo svi biljni delovi
trske iz Bora 2 imali su znacajno visSu koncentraciju Fe u odnosu na ostale lokalitete, dok je
najniza koncentracija bila u kontrolnim biljkama. Izuzetak su stabla kontrolnih biljaka, koja su
imala najviSu koncentraciju ovog metala.

Koncentracija Mn u korenu i listu ispitivanih biljaka je bila visa od onih koje su
izmerene u rizomu i stablu za 7 i viSe puta (Grafikon 1). Pri tome, biljke iz Bora 2 i sa Rudnika
su sadrzale znacajno vise koncentracije Mn u odnosu na biljke sa preostala dva lokaliteta.
Tako je koren biljaka iz Bora 2 sadrzao gotovo 3 puta viSe Mn u odnosu na kontrolne biljke,
dok su na nivou lista te razlike bile neSto manje. Rizom i stablo trske su kod svih biljaka imali
sli¢ne koncentracije ovog elementa.

Koncentracija Ni je bila najviSa u korenu biljaka sa Rudnika, sa koncentracijom do 6
puta viSom u odnosu na koren kontrolnih biljaka, kao i 10 puta viSom u odnosu na koren
biljaka iz Bora 1, dok je najveca razlika pokazana u odnosu na koren biljaka iz Bora 2, kod
koga je koncentracija Ni bila ispod nivoa detekcije AAS (Grafikon 1). Poredenjem sadrzaja Ni u
razli¢itim delovima biljaka se uocava da je koren po pravilu akumulirao najvisSe Ni, dok su
preostali delovi biljke, a narocito list, sadrzali daleko nize koncentracije ovog elementa. Tako
je koren biljaka sa Rudnika imao ¢ak do 27 puta viSu koncentraciju ovog elementa u odnosu
na ostale delove biljaka. U poredenju sa biljkama sa ostalih lokaliteta, biljke rasle u Boru 2 su
imale najnizZu koncentraciju Ni u svim delovima, dok je u stablu biljaka iz Bora 1 koncentracija
Ni bila ispod nivoa detekcije AAS.
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Grafikon 1. Koncentracije Fe, Mn i Ni u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u junu 2018.
godine. * - ispod nivoa detekcije. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim
delovima trske medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p <
0,05).
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Koncentracija Zn je bila znacajno vi$a u svim biljkama sa odlagalista jalovine u odnosu
na kontrolu, dok su biljke sa flotacionog jalovista na Rudniku, osim lista, sadrzale najvisSe
koncentracije ovog elementa (Grafikon 2). U korenu trske sa Rudnika je izmerena 10 puta visa
koncentracija Zn u odnosu na kontrolne biljke, kao i ¢ak 19 puta viSa koncentracija u odnosu
na listove istih biljaka.

U korenu trske sa svih lokaliteta su izmerene viSestruko viSe koncentracije Pb u
odnosu na ostale delove biljaka. NajviSa koncentracija Pb je detektovana u korenu biljaka sa
flotacione jalovine Rudnika (Grafikon 2). Ona je bila 13 i 5 puta visa u odnosu na koren
kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 2, respektivno, dok je najveca razlika bila u odnosu na
koren biljaka iz Bora 1, gde je koncentracija Pb bila ispod nivoa detekcije AAS. Takode, bila je
51, 231 i 129 puta visa u odnosu na sadrzaj Pb u rizomu, stablu i listovima kod istih biljaka,
respektivno. Medutim, i pored najviSe zabeleZene koncentracije Pb u korenu biljaka sa
Rudnika, viSa koncentracija Pb je zabeleZena u listovima biljaka iz Bora 1 i Bora 2.

Koncentracija Cu je bila znacajno visa u svim biljkama sa odlagalista jalovine u odnosu
na kontrolne biljke. U korenu biljaka iz Bora 1 i Rudnika koncentracije Cu su bile sli¢ne i
gotovo duplo viSe u odnosu na koren biljaka iz Bora 2 i ¢ak oko 50 puta viSe u odnosu na
kontrolu (Grafikon 2), dok su u korenu bile ¢ak 20 i viSe puta viSe u odnosu na ostale delove
biljke. Rizomi biljaka iz Bora 1 i Bora 2 su imali znac¢ajno viSu koncentraciju ovog elementa u
odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta. I pored toga Sto su biljke iz Bora 2 sadrzale znacajno
niZu koncentraciju Cu u korenu, u njihovom stablu i listu su detektovane dvostruko vise
koncentracije ovog elementa u odnosu na biljke sa ostalih jalovista.
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Grafikon 2. Koncentracije Zn, Pb i Cu u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u junu 2018.
godine. * - ispod nivoa detekcije Statisticki znacCajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima
trske medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).
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Koncentracija Cd u korenu i listu je bila znacajno visa u biljkama sa jalovista u odnosu
na kontrolu, sa najviSom koncentracijom detektovanom u biljkama sa flotacione jalovine
Rudnik (Grafikon 3). Kod svih biljaka sa jaloviSta rizomi, stabla i listovi biljaka su sadrzali
viSestruko nize koncentracije Cd u odnosu na koren. Pri tome se najviSe razlike u
koncentracijama Cd u korenu u odnosu na preostale delove biljke uocavaju kod biljaka sa

Rudnika, ¢iji je koren sadrzao 12 i viSe puta visSu koncentraciju ovog elementa u poredenju sa
ostalim biljnim delovima.

NajviSe koncentracije Co su detektovane u korenu biljaka sa jalovista Bor 1 i Rudnik i
bile su 7 i skoro 4 puta viSe u odnosu na kontrolne biljke, respektivno, dok je najniza
koncentracija zabeleZena u korenu biljaka iz Bora 2, ¢ak 14 puta niZa u odnosu na kontrolu
(Grafikon 3). Od rizoma i stabla ka listovima se uocava postepeno smanjenje koncentracije Co
u biljkama sa lokaliteta Bor 1 i Rudnik. Tako su u korenu biljaka iz Bora 1 detektovane oko 6
puta vise koncentracije Co u odnosu na listove istih biljaka. Medutim, u stablu, a posebno u
listovima, sadrzaj kobalta ne zavisi direktno od njegovog sadrzaja u korenu, pa su najvisSe
koncentracije detektovane u kontrolnim biljkama i biljkama iz Bora 2.

NajviSe koncentracije Cr su izmerene u korenovima biljaka sa Rudnika, dok su ostali
delovi ovih biljaka sadrzali viSestruko niZe koncentracije ovog metala. Tako je koren biljaka sa
Rudnika imao 3 i viSe puta viSu koncentraciju ovog elementa u odnosu na kontrolne i biljke iz
Bora 2, dok je najveca razlika u odnosu na koren biljaka iz Bora 1 kod kojih je koncentracija Cr
bila ispod nivoa detekcije AAS (Grafikon 3). Kod kontrolnih i biljaka sa Rudnika njegov sadrzaj
je bio daleko niZi u svim ostalim biljnim delovima u odnosu na koren. Za razliku od njih, biljke
iz Bora 2 su pokazale ujednacen sadrzaj Cr u svim delovima biljke, i imale su visu
koncentraciju ovog elementa u rizomu, stablu i listovima u odnosu na biljke sa ostalih
lokaliteta, medutim bez statisticki znacajne razlike u odnosu na biljke sa Rudnika.
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Grafikon 3. Koncentracije Cd, Co i Cr u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u junu 2018.
godine. * - ispod nivoa detekcije Statisticki znacCajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima
trske medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).
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Ukupne koncentracije metala u biljnim delovima trske sakupljenim u septembru 2018.
godine su prikazane na Grafikonima 4-6.

Poredeéi sadrzaj ispitivanih metala u biljkama uzorkovanim u junu i septembru
uocavaju se odredene razlike u svim biljnim delovima. Naime, koncentracije vec¢ine ispitivanih
elemenata su bile viSe u biljkama uzorkovanim u septembru sa izuzetkom Zn i Cd cije su
koncentracije u svim ispitivanim uzorcima bile vise u junu, kao i Cu, Cr, i Ni, cije su
koncentracije bile viSe u korenovima biljaka iz Rudnika u junu 2018. godine.

Koncentracije Fe u ispitivanim biljnim delovima kod gotovo svih biljaka sa razli¢itih
lokaliteta su bile viSe u odnosu na prethodni period, sa najznacajnijim razlikama u korenu kod
kog su izmerene viSestruko viSe koncentracije ovog elementa. Koren biljaka sa svih lokaliteta
je sadrzao znacajno viSe koncentracije Fe u odnosu na ostale delove biljaka. Korenovi
kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 2 su sadrZali najviSe koncentracije ovog elementa, i kod
kontrolnih biljaka su bile ¢ak oko 214 puta viSe u odnosu na sadrzaj Fe u listu (Grafikon 4).
Koncentracije Fe u rizomu i listu su bile znacajno viSe u biljkama sa jaloviSta u odnosu na
kontrolne biljke. [ako su biljke iz Bora 2 sadrzale jednu od najvisih zabeleZenih koncentracija
Fe u korenu i rizomu, njegov sadrzaj u stablu je bio nizak i ¢ak niZi u odnosu na biljke sa
preostalih lokaliteta.

Koncentracije Mn u svim biljnim delovima pokazuju slican obrazac kao kod biljaka
uzorkovanih u junu, sa koncentracijama koje su ovoga puta bile nesto vise, Sto se posebno
odnosi na koncentracije detektovane u korenu svih ispitivanih biljaka. U poredenju sa ostalim
biljnim delovima, koren je i ovoga puta sadrzao znacajno vise koncentracije datog elementa, a
razlike u sadrzaju su bile najizraZenije kod biljaka iz Bora 1 kod kojih su koncentracije u
korenu bile ¢ak 74 puta viSe u odnosu na rizom (Grafikon 4). UopSteno, biljke iz Bora 1 suiu
ovom uzorkovanju imale znacajno visi sadrzaj Mn u korenu u poredenju sa biljkama sa ostalih
lokaliteta, koji je bio gotovo 3, 14 i 6 puta visi u odnosu na kontrolu, Bor 2 i biljke sa Rudnika
(Grafikon 4), respektivno. Takode, kod ovih biljaka je sadrzaj Mn i u stablu i listu ovoga puta
bio viSi u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta.

Koncentracije Ni pokazuju slican trend kao kod biljaka uzorkovanih u junu. I kod ovog
elementa su najviSe Kkoncentracije detektovane u korenu, sa najviSim vrednostima
zabeleZenim kod biljaka sa Rudnika, 3 do 4 puta viSim u odnosu na koren kontrolnih i biljaka
iz Bora 1 i Bora 2 (Grafikon 4). SadrZaj Ni je bio priblizno ujednacen izmedu rizoma, stabla i
listova biljaka sa svakog od lokaliteta, sa najniZim vrednostima zabeleZenim kod biljaka iz
Bora 1.
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Grafikon 4. Koncentracije Fe, Mn i Ni u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u septembru
2018. godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim organima trske medu
lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

39



Koncentracije Zn u biljkama uzorkovanim u septembru pokazuju isti trend distribucije
po biljnim delovima kao u junu, sa najvi§im vrednostima zabeleZenim u korenu, kao i u svim
biljnim delovima biljaka sa jaloviSta u odnosu na kontrolu. Biljke sa Rudnika su sadrzale
znacajno visu koncentraciju ovog elementa u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta u svim
biljnim delovima, osim lista, u kom su najviSe koncentracije zabeleZene kod biljaka iz Bora 2.
Tako je sadrZaj Zn u korenu, rizomu i stablu biljaka sa Rudnika bio 5, 9 i 3 puta visi u odnosu
na kontrolne biljke, respektivno (Grafikon 5).

Koncentracija Pb je bila znacajno viSa u odnosu na prethodni period uzorkovanja, sa
viSestruko vec¢im sadrzajem u svim ispitivanim delovima biljaka sa jalovista u odnosu na
kontrolu. Dok je viSestruko visa koncentracija Pb zabeleZena u korenovima biljaka sa Rudnika
u odnosu na biljke sa drugih lokaliteta, kod biljaka iz Bora 2 je detektovan znacajno veci
sadrzaj ovog elementa u svim ostalim biljnim delovima. Kada uporedimo koncentracije Pb u
razli¢itim delovima biljaka sa istog lokaliteta, uoCava se da su one pribliZno ujednacene.
[zuzetak su biljke sa Rudnika kod kojih je koncentracija Pb u korenu bila ¢ak oko 20 puta visa
u odnosu na ostale biljne delove (Grafikon 5).

Koncentracija Cu u biljkama sakupljenim u septembru pokazuje veoma sli¢an trend
distribucije, sa slicnim koncentracijama kao Sto je zabeleZeno u junu. Tako je i u ovom
uzorkovanju koncentracija Cu bila znacajno viSa u svim ispitivanim biljnim delovima kod
biljaka sa jaloviSta u odnosu na kontrolu. Biljke iz Bora 1 su pokazale najviSu koncentraciju Cu
u korenu, ¢ak 70 puta visu u odnosu na kontrolu, i ¢ak 155 puta viSu koncentraciju u odnosu
na listove i stablo istih biljaka. Takode, ova koncentracija je bila duplo visa u odnosu na
uzorke sakupljene u junu. S druge strane, biljke iz Bora 2 su sadrzale znacajno visu
koncentraciju ovog elementa u svim ostalim biljnim delovima (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Koncentracije Zn, Pb i Cu u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u septembru
2018. godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu
lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).
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Koncentracija Cd je, za razliku od prethodnog perioda, u svim biljnim delovima
kontrolnih biljaka bila ispod nivoa detekcije, dok je u svim ispitivanim delovima biljaka sa
jaloviSta zabelezen veci sadrZaj ovog elementa u odnosu na kontrolu. Osim kod kontrolnih
biljaka, koncentracija ispod nivoa detekcije je detektovana jo$ u rizomu kod biljaka iz Bora 1,
kao i u stablu i listu biljaka sa Rudnika. NajviSe zabeleZene koncentracije su bile, kao i u
slucaju ostalih ispitivanih metala, u korenovima biljaka, osim kod biljaka iz Bora 2 koje su
pribliZzno jednaku koncentraciju Cd imale u listu i korenu. NajizraZenije razlike u sadrzaju Cd
se uocavaju kod biljaka sa Rudnika, pa je tako koncentracija u korenovima bila 10 puta visa u
odnosu na rizom, dok su razlike jo§ ve¢e u odnosu na stablo i list istih biljaka zbog veoma
niskog sadrzaja Cd koji je bio ispod nivoa detekcije (Grafikon 6).

Koncentracije Co u septembru su bile znacajno viSe u korenovima biljaka u odnosu na
prethodni period, sa znacajno viSim koncentracijama u svim ispitivanim biljnim delovima
biljaka sa jalovista u odnosu na kontrolu. Izuzetak su rizomi kod kojih nije bilo znacajne
razlike izmedu kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 1. NajviSe koncentracije su i dalje bile
prisutne u korenu kod svih ispitivanih biljaka, sa najviSim vrednostima izmerenim u
korenovima biljaka iz Bora 1 i Rudnika. Tako je koncentracija Co u korenu biljaka iz Bora 1
bila gotovo 5 puta visa u odnosu na listove istih biljaka (Grafikon 6).

Koncentracije Cr u biljkama sakupljenim u septembru su generalno bile vise u odnosu
na one detektovane u biljkama u junu, osim u korenu kontrolnih biljaka i rizomu, stablu i
listovima biljaka sa Rudnika. SadrZaj Cr u korenu biljaka sa odlagalista jalovine je bio znacajno
viSi u odnosu na kontrolu, sa 4 puta viSom koncentracijom u korenu biljaka sa Rudnika.
I[stovremeno, biljke sa Rudnika su sadrzale najniZe koncentracije ovog elementa u rizomima,
stablima i listovima. Na svim ostalim lokalitetima se uocavaju sli¢ne koncentracije u listovima
i korenovima biljaka, osim u slucaju kontrolnih uzoraka kod kojih je koncentracija u listovima
biljaka bila 4 puta viS$a u odnosu na koren (Grafikon 6).

42



Cd (mg kg™ )

Co (mg k™)

Cr(mg kg

bb

+ *
aa

c

sells

I Carska bara
== Bor 1

I Bor 2

N Rudnik

rizom

stablo

70

60 -

50 A

40

30 A

20 A

koren

rizom

stablo

list

20 4

15 4

10 A

koren

rizom

stablo

list

Grafikon 6. Koncentracije Cd, Co i Cr u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis u septembru
2018. godine. * - ispod nivoa detekcije. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim
delovima trske medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p <
0,05).
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4.2.1. Stehiometrijski odnosi metala u biljci

Stehiometrijski odnosi elemenata u biljnim delovima sakupljenim tokom juna i
septembra odredeni su za metale sa potencijalnim uticajem na antioksidativnu aktivnost
enzima.

Tokom juna su kontrolne biljke i biljke iz Bora 1 u korenovima imale znacajno vece
odnose Mn:Zn, Mn:Pb i Zn:Pb u poredenju sa biljkama iz Bora 2 i Rudnika (Tabela 4). Sa druge
strane, najmanji odnos Mn:Pb, Fe:Pb, Cu:Pb i Zn:Pb detektovan je u biljkama sa Rudnika. U
listu su, pak, najve¢i odnosi Mn:Cu, Mn:Zn, Mn:Pb, Fe:Pb i Zn:Pb detektovani upravo u
biljkama sa Rudnika, dok je istovremeno najveéi odnos Fe:Mn, Cu:Pb i Cu:Zn bio prisutan u
biljkama iz Bora 2 (Tabela 4).

Tokom septembra korenovi kontrolnih biljaka su imali zna¢ajno ve¢e odnose Mn:Cu,
Mn:Pb, Fe:Pb i Fe:Cu u odnosu na biljke sa deponija jalovine (Tabela 5). Istovremeno
stehiometrijski odnosi Mn:Cu, Mn:Zn i Mn:Pb u listovima su bili znacajno manji i u biljkama iz
Bora 2 i Rudnika u poredenju sa biljkama sa ostalih lokaliteta (Tabela 5).

Znacajno veci stehiometrijski odnosi Fe:Mn, Fe:Pb, Fe:Zn, Fe:Cu, kao i Cu:Zn za gotovo
sve lokalitete su bili u korenovima u odnosu na listove biljaka tokom oba perioda merenja.
Izuzetak su kontrolne biljke ¢iji su korenovi i listovi imali isti odnos Cu:Zn u oba perioda
uzorkovanja, odnosno biljke sa Rudnika sa slicnim odnosom Fe:Pb u korenu i listu u junu.

Sa druge strane, znacajno veci stehiometrijski odnosi Mn:Cu, Mn:Zn, Mn:Pb i Zn:Pb su
zabeleZeni u listovima u odnosu na koren kod svih biljaka uzorkovanih u junu. Kod biljaka
sakupljenih u septembru javljaju se odredena odstupanja, te nema znacajne razlike u odnosu
Mn:Cu u listu i korenu kontrolnih biljaka, odnosno Mn:Zn kod kontrolnih i biljaka iz Bora 1.
Takode je odnos Mn:Pb u septembru bio veéi u listovima jedino kod biljaka iz Bora 2 i
Rudnika, dok je kod biljaka sa ostalih lokaliteta ovaj odnos bio znacajno veéi u korenu biljaka.

Kada poredimo odnose elemenata u razlic¢itim periodima godine zapaZaju se znacajno
viSe vrednosti u Korenu i listu tokom septembra za Fe:Pb, Fe:Zn i Fe:Cu u odnosu na jun iste
godine. Takode, odnos Mn:Zn, kao i Mn:Pb je bio veéi u korenovima svih ispitivanih biljaka,
odnosno kontrolnih i biljaka iz Bora 1 u septembru, u odnosu na prethodni period.
Istovremeno, odnos Zn:Pb u svim biljkama je tokom juna bio znacajno ve¢i u odnosu na
septembar, kao i odnos Mn:Pb u listovima biljaka sa jalovista. Ove razlike posledica su
razli¢ite akumulacije elemenata u biljnim delovima tokom dva perioda uzorkovanja.
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Tabela 4. Stehiometrijski odnos elemenata u biljnim delovima Phragmites australis u junu 2018. godine.

Odnos List Koren

elemenata Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik

Mn:Cu 15,4 +1,0 12,3+0,1 1,8+0,03 16,3+0,3 7,5+1,2 0,8+0,7 0,3+£0,0 0,2+0,0
Mn:Zn 6,4+0,3 54+0,2 1,7+0,0 8,4+0,3 2,7+0,4 42+24 0,6 £0,0 0,4+£0,0
Mn:Pb - 277 £ 94 169 + 49 1208 £ 317 119 £ 40 - 46,0 + 3,4 11,5 0,4
Fe:Mn 0,2+0,0 0,1+0,0 0,4+0,0 0,1+0,0 10,5+1,2 3,5+1,3 37,0+0,5 8,7+0,3

Fe:Pb 8,9+3,7 16,8 + 4,3 37,5+10,2 317 £120 - 450 + 27 26,4 0,2
Fe:Zn 09+0,1 0,7+0,1 0,6+0,0 1,0+0,0 27,3+0,7 10,7 +3,3 20914 3,6+£0,0
Fe:Cu 2,2+0,1 1,5+0,2 0,6+0,0 1,8+0,0 75,6 + 3,1 3,2+0,3 10,2 £0,2 2,0+0,1

Cu:Pb - 22,6 +7,6 95,6 + 29 74,4 + 20 15,1 6,0 - 161 6,4 49,5+ 3,1
Zn:Pb - 51,817 101 +£28 142 £ 40 42,1 £16,0 - 78,6 £ 0,6 26,9+ 0,4
Cu:Zn 0,4+0,0 0,4+0,0 0,9+0,0 0,5+0,0 0,4+0,0 3,3+0,7 2,0+0,1 1,8+0,1

Tabela 5. Stehiometrijski odnos elemenata u biljnim delovima Phragmites australis u septembru 2018. godine.

Odnos List Koren

elemenata Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik

Mn:Cu 30,3+1,3 31,7 £ 4,7 4,5+0,0 12,4+0,5 32,2+0,2 1,4+0,1 0,4+0,0 0,7+0,1
Mn:Zn 21,1+1,2 15,7+ 3,0 6,2+0,1 6,7+0,8 22,9+ 1.6 21,1+0,1 2,5+0,0 2,0+0,0
Mn:Pb 264 +19 95,8 + 28,4 349+1,0 55,6 + 23,0 654 + 53 450+ 72 20,8+1,3 50+0,0
Fe:Mn 0,2+0,0 0,5+0,1 0,7+0,1 0,8+0,2 13,2+0,1 1,8+0,1 67,3+0,3 23,8+0,7
Fe:Pb 48,4 + 4,1 43,9+ 2,0 23,4+29 43,4 £ 8,6 8626+ 79 788 £ 70 1402 £ 92 118+ 4

Fe:Zn 3,7+0,7 7,3+0,5 41+06 54+0,5 303+18 37,2+29 166 + 2 47,4+ 1,2
Fe:Cu 52+1,0 149+1,6 3,004 10,2+1,8 425+7 2,4+0,3 25,3+0,1 16,3+2,0
Cu:Pb 8,6+59 3,0+£0,5 7,8+0,2 4,4 +1,7 20,3+1,5 33270 554 +3,4 7,3+0,6
Zn:Pb 12,2 +8,2 6,0 0,7 57+0,1 8,2+24 28,7 + 4,3 21,4+ 3,5 8,5+0,5 2,5+0,0
Cu:Zn 0,7+0,0 0,5+0,0 1,4+0,0 0,5+0,0 0,7+0,1 15,4 0,7 6,5+0,0 2,9+0,3
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4.3. Fitoremedijacioni potencijal Phragmites australis

Biokoncentracioni, bioakumulacioni i translokacioni faktori odredeni za period
uzorkovanja jun i septembar 2018. godine su prikazani u Tabelama 61 7.

Biokoncentracioni faktor (BCF) predstavlja odnos koncentracije elementa u korenu i
njegove pristupacne koncentracije u sedimentu i ukazuje na nivo akumulacije elemenata u
korenu. U junu je BCF > 1 bio za sve ispitivane elemente u biljkama sa svih lokaliteta osim u
slucaju Pb i Mn kod biljaka sa Rudnika. NajviSe vrednosti ovog faktora zabeleZene su za Zn u
Boru 2, ¢ak 142, kao i za Cr na kontrolnom lokalitetu koji je iznosio 140 (Tabela 6). Za Pb i Cr
(Bor 1), kao i za Ni, Cd i Co (Bor 2) ovaj faktor nije bilo moguce odrediti zbog koncentracija
ovih elemenata u podlozi i/ili biljnim organima, koje su bile ispod nivoa detekcije AAS.

Bioakumulacioni faktor (BAF) predstavlja odnos koncentracije elementa u listu i
njegove pristupacne koncentracije u sedimentu. Ukazuje nam na nivo akumulacije elemenata
u nadzemnim delovima (listu) biljke. U junu je BAF > 1 detektovan u Carskoj bari za elemente
Mn, Zn, Cu i Cr, dok su na Rudniku svi ispitivani elementi imali vrednost BAF < 1. U Boru 1 je
BAF > 1 bio izracunat za sve elemente osim Fe, Pb i Cu, dok je u Boru 2 jedino za Fe ovaj faktor
bio manji od 1. Za Pb, Cd i Cr (Carska bara) i Ni, Cd i Co (Bor 2) ovaj faktor nije odreden zbog
koncentracija ispod nivoa detekcije u podlozi i/ili biljnim delovima.

Translokacioni faktor (TF) predstavlja odnos koncentracije elementa u listu i korenu i
ukazuje na nivo translokacije elementa iz korena u nadzemni deo (list). U junu je
translokacioni faktor imao vrednost manju od 1 za sve ispitivane elemente, osim u slu¢aju Mn
u Rudniku. Za Pb i Cr (Carska bara, Bor 2), Cd (Carska bara), kao i Ni i Co (Bor 2) ovaj faktor
nije odreden zbog koncentracija koje su u biljnim delovima bile ispod nivoa detekcije.

Tabela 6. Biokoncentracioni (BCF), bioakumulacioni (BAF) i translokacioni faktor (TF) za biljke
sakupljene tokom juna 2018. godine.

Element Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik

BCF | BAF TF BCF | BAF TF BCF | BAF TF BCF | BAF TF
Fe 18 0,2 0,0 95,2 0,7 0,01 | 13,2 0,1 0,0 17,4 0,2 0,0
Mn 3,0 2,6 0,8 4,8 2,3 0,48 | 10,2 5,7 0,6 0,8 0,8 1,0
Ni 11,7 0,9 0,1 40,7 | 16,3 | 0,40 - - - 9,6 0,4 0,0
Zn 42,6 | 154 | 04 15,6 1,8 0,12 | 142 | 27,8 0,2 2,9 0,2 0,0
Pb 1,5 - - - 0,1 - 14,4 2,4 0,2 0,1 0,0 0,0
Cu 3,4 1,4 0,4 1,3 0,0 0,02 | 20,2 1,8 0,1 22,4 0,3 0,0
Ccd 15,2 - - 12,3 1,4 0,11 | 257 | 84,0 0,3 3,9 0,1 0,0
Co 45,2 | 73,6 1,6 65,3 5,4 0,15 - - - 4,3 0,9 0,2
Cr 140 - - - 36,6 - 62,6 | 53,9 0,9 4,9 0,8 0,2

Kod svih biljaka uzorkovanih u septembru BCF > 1 je izracunat za sve ispitivane
elemente. NajviSe zabeleZene vrednosti su bile za Fe na svim lokalitetima, kao i za Cd (Bor 1) i
Co (Carska bara) (Tabela 7). Za Cd (Carska bara, Bor 2) i Co (Bor 2) ovaj faktor nije bilo
moguce odrediti zbog koncentracija koje su u podlozi i/ili biljnim delovima bile ispod nivoa
detekcije.

U septembru je BAF > 1 odreden za vecinu elemenata kod biljaka sa svih lokaliteta,
osim biljaka sa Rudnika kod kojih su jedino Fe, Ni i Co imali vrednosti BAF > 1. NajviSe
zabeleZene vrednosti su bile za Co (Carska bara) i Cr (Bor 2) (Tabela 7). BAF < 1 je bio
zabeleZen za Fe (Carska bara) i Cu (Bor 1), kao i za sve isptivane elemente kod biljaka sa
Rudnika izuzev Fe, Ni i Co. Za Cd (Carska bara, Bor 2, Rudnik) i Co (Bor 2) ovaj faktor nije
odreden koncentracija koje su u podlozi i/ili biljnim delovima bile ispod nivoa detekcije.
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TF je u septembru bio manji od 1 za vecinu ispitivanih elemenata na svim lokalitetima.
[zuzetak su Pb (Carska bara), Cr (Carska bara, Bor 1, Bor 2) i Mn, Ni i Cd (Bor 2) (Tabela 7). Za
Cd (Carska bara, Rudnik) ovaj faktor nije odreden zbog nedetektabilnih koncentracija u
biljnom materijalu.

Kada poredimo vrednosti faktora izmedu dva perioda uzorkovanja, uotavamo najvece
razlike u vrednostima BCF, koje su tokom septembra bile znacajno viSe u odnosu na jun 2018.
godine za vecinu ispitivanih metala. Tako je BCF za Fe kod biljaka iz Bora 2 bio 17 puta veéi u
septembru u odnosu na jun. Takode su veoma visoke vrednosti BCF = 291 i BAF = 305 za Cr
zabeleZene kod biljaka iz Bora 1. Najmanje razlike se uocavaju za TF, budu¢i da se najveci deo
metala kod ispitivanih biljaka akumulira na nivou korena, pa nema znacajnih razlika u
translokaciji elemenata u nadzemne delove billjke. Izuzetak je Pb, €iji je TF bio gotovo 5 puta
veli u Boru 2 tokom septembra.

Tabela 7. Biokoncentracioni (BCF), bioakumulacioni (BAF) i translokacioni faktor (TF) za
biljke sakupljene tokom septembra 2018. godine.

| Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik
Element = e T BAF | TF | BCF | BAF | TF | BCF | BAF | TF | BCF | BAF | TF
Fe 168 | 08 | 00 | 156 | 64 | 00 | 302 | 40 | 00 | 996 | 1,6 | 0,0
Mn 211 | 75 | 04 | 352 | 52 | 02 | 124 | 171 ] 1,4 | 15 | 07 | 04
Ni 100 | 48 | 05 | 81,2 | 224 | 03 | 472 | 559 | 1,2 | 50 | 1,4 | 03
Zn 352 | 136 | 04 | 71 | 15 | 02 | 409 | 224 | 06 | 1,3 | 02 | o1
Pb 15 | 18 | 1,2 | 1,8 | 1,3 | 07 | 386 | 31,3 | 08 | 04 | 00 | 00
Cu 55 | 21 | 04 | 29 | 00 | 00 | 186 | 215 | 01 | 155 | 04 | 00
cd - - - 173 ] 12 | o1 - S [y |- -
Co 156 | 33 | 02 | 254 | 31,0 | 02 - - 08 | 25 | 62 | 06
Cr 64,7 | 269 | 42 | 291 | 305 | 1,0 | 991 | 133 | 1,4 | 30 | 02 | 00

4.4. Histohemijska lokalizacija i detekcija metala u biljnim tkivima
Phragmites australis pomocu metode skenirajuce elektronske
mikroskopije sa energo-disperzivnom spektrofotometrijom

Histohemijska lokalizacija metala u biljnim delovima (koren, rizom, stablo, list)
omogucava njihovu vizualizaciju unutar razlicitih biljnih tkiva, pri ¢emu ne daje informaciju o
njihovoj koncentraciji.

Na osnovu specificne plavoljubicaste boje koja nastaje kao posledica kompleksacije Na-
rodizonata i Pb uocava se da je u korenu biljaka olovo dominantno akumulirano u zidovima
parenhimskih celija srzi i Celija egzodermisa (Slika 7A, 7a). Slican obrazac akumulacije se
uocava i u slucaju Zn. Naime, na osnovu specificne plave boje koja nastaje kao posledica
kompleksacije boje cinkon i Zn se uocava da je u korenu biljaka Zn dominantno akumuliran u
zidovima parenhimskih c¢elija srzi i egzodermalnih ¢elija (Slika 7B, 7b). Medutim, kada je u
pitanju akumulacija Cu primecujemo potpuno drugaciji trend. Na osnovu specificne
narandzastocrvene boje koja nastaje kao posledica kompleksacije Na-rodizonata i Cu
zaklju¢ujemo da je u korenu biljaka Cu dominantno akumuliran unutar ¢elija endodermisa,
pericikla, kao i unutar floemskih, sklerenhimskih, epidermalnih i egzodermalnih ¢elija (Slika
7A, 7a).
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S A

Slika 7. Histohemijska detekcija Pb i Cu (4, a) i Zn (B, b) u korenu Phragmites australis.

U listu je Pb dominantno akumulirano u zidovima sklerenhimskih ¢elija oko provodnih
snopica (Slika 8A), dok je Zn takode najve¢im delom akumuliran u ¢elijskim zidovima
sklerenhimskih, ali i floemskih ¢elija (Slika 8B). Bakar je, medutim, dominantno akumuliran
unutar Celija parehhimske sare i floema (Slika 8A). Takode, ne moze se iskljuciti prisustvo
ispitivanih elemenata u ¢elijama hlorenhima.

i

Slika 8. Histohei]'sa detekcija Pb, Cu (A) i Zn (B) u listu Phragmites australis.

U stablu i rizomu je obrazac akumulacije ispitivanih elemenata gotovo identican.
Naime, Pb i Zn su dominantno akumulirani u ¢elijskim zidovima sklerenhimskih ¢elija
pozicioniranim ispod epidermisa i oko provodnih snopic¢a (Slika 94, 104, 9B, 10B), dok je Cu
akumuliran u epidermalnim, skelerenhimskim c¢elijama, parenhimu primarne kore, kao i
unutar floemskih celija (Slika 94, 10A).
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Slika 10. Histohemijska detekcija Pb, Cu (A) i Zn (B)u rizomu Phragmites australis.

SEM-EDS metoda daje detaljan uvid u anatomske karakteristike preparata, odnosno
biljnih delova, omoguéava vizualizaciju razli¢itih elemenata i istovremeno daje informaciju o
njihovom relativnom masenom udelu u biljnim tkivima.

Kako su biljni delovi prethodno liofilizirani vizualizacija elementa unutar ¢elije je
gotovo nemoguca, ali je moguce utvrditi prisustvo razlic¢itih elemenata u zidovima c¢elija
unutar pojedinih biljnih tkiva.

Tako se na osnovu mikrografija preseka korena uocava znacajno prusustvo Fe, Zn,
Cui Pb u ¢elijskim zidovima epidermalnih i egzodermalnih ¢elija (Slika 11A), dok je prisustvo
ovih elemenata potvrdeno i u zidovima parenhimskih ¢elija srzi (Slika 11a). U epidermalnim i
egzodermalnim celijama je detektovan najveci relativni udeo Pb (1,45%), zatim sledi Cu
(0,45%), Fe (0,21%) i Zn (0,15%) (Prilog 3). Ako posmatramo parenhimske celije srzi oko
ksilemskih elemenata, sadrzaj ispitivanih elemenata je bio neSto drugaciji. Naime, ponovo je
dominiralo Pb (1,71%), ali za njim slede Fe (0,58%) kao i Zn (0,36%) kog je bilo dvostruko
viSe u tkivima centralnog cilindra korena, dok je sadrzaj Cu (0,17%) ovde bio 2 i viSe puta
manji u odnosu na epidermalne i egzodermalne Celije (Prilog 3).
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Slika 11. SEM-EDS detekcija metala u korenu Phragmites australis.

Na osnovu SEM mikrografije preseka lista (Slika 12) se uocava prisustvo Fe, Zn, Cu i Pb
u Celijama hlorenhima. Kada se posmatra maseni udeo ovih elemenata, sadrzaj Fe i Cu je bio
ispod nivoa detekcije, dok je sadrzaj Pb (1,73%) i Zn (0,14%) bio pribliZno jednak onome u
¢elijama korena (Prilog 3).

15kV  X3,0000 Spum

Slika 12. SEM-EDS detekcija metala u listu Phragmites australis.

Na SEM mikrografiji preseka stabla (Slika 13) se prisustvo Fe, Zn, Cu i Pb detektuje u
parenhimskim ¢elijama kore stabla. Medutim, od analiziranih elemenata jedino je bio merljiv
maseni udeo Pb (2,53%) koji je bio znacajno visi u odnosu na analizirana tkiva korena i lista,
dok je sadrZaj Fe (0,42%) bio nesSto nizi u odnosu na parenhimske ¢elije srzi korena (Prilog 3).
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Slika 13. SEM-EDS detekcija metala u stablu Phragmites australis.

Na mikrografiji preseka rizoma (Slika 14) se detektuje prisustvo Fe, Zn i Cu u Celijama
parehnima oko provodnih snopi¢a. Na osnovu masenog udela elemenata u datom tkivu,
drugim biljnim delovima. Maseni udeo Zn i Cu je bio ispod nivoa detekcije u ovom biljnom
tkivu (Prilog 3).

Slika 14. SEM-EDS detekcija metala u rizomu Phragmites australis.

4.5. Biohemijski parametri Phragmites australis

4.5.1. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

SadrZaj fotosintetskih pigmenata hlorofila a (Chl a), hlorofila b (Chl b), ukupnih
hlorofila (Chl a+b) i ukupnih karotenoida (Tot Carot), kao i odnos hlorofila ai b (Chl a/b) u
listovima biljaka uzorkovanih u junu i septembru 2018. godine je prikazan na Grafikonu 7 .

U junu je sadrzaj Chl a i karotenoida bio znacajno visi u odnosu na sadrzaj Chl b.
Koncentracije Chl a, ukupnih karotenoida i Chl (a+b) su bile najviSe u listovima biljaka iz Bora
1. NajniZe izmerene koncentracije ovih pigmenata su zabeleZene u listovima biljaka iz Bora 2,
ali bez statisticki znacajnih razlika u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta. Znacajna pozitivna
korelacija se uocava izmedu fotosintetskih pigmenata, odnosno hlorofila ai b (p = 0,923), kao
i hlorofila a i b i karotenoida (p = 0,73, p = 0,706) (Prilog 11). Odnos Chl a/b je bio najmanji u
listovima kontrolnih biljaka, dok je na ostalim lokalitetima ovaj odnos bio pribliZzno ujednacen
i znacajno pozitivno korelisan sa koncentracijom Cd (p = 0,669) i negativno sa sadrzajem
fenola u listovima (p = -0,587) (Prilog 11).
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U listovima biljaka uzorkovanih u septembru sadrzaj Chl a i Chl b je bio kod vecine
biljaka neSto niZi u odnosu na jun, osim u slucaju biljaka sa Rudnika kod kojih je doslo do
gotovo dvostrukog povecanja koncentracije Chl a u odnosu prethodni period, kao i u odnosu
na listove biljaka sa drugih lokaliteta. Za razliku od hlorofila, koncentracija ukupnih
karotenoida je bila uocljivo niza kod biljaka sa svih lokaliteta uzorkovanih u septembru.
Koncentracija Chl a u listovima svih biljaka je bila znacajno visa u poredenju sa drugim
pigmentima. Koncentracije Chl a, Chl b, ukupnih karotenoida i Chl (a+b) su bile najvise u
listovima biljaka sa Rudnika. NajniZe izmerene koncentracije fotosintetskih pigmenata su bile
u listovima biljaka iz Bora 2, osim u slu¢aju karotenoida koji nisu pokazali statisticki znac¢ajnu
razliku izmedu lokaliteta. Izmedu hlorofila a i b (p = 0,748) je pokazana znacajna pozitivna
korelacija (Prilog 13). Odnos Chl a/b je bio najmanji u listovima biljaka sa Rudnika i znacajno
negativno korelisan sa koncentracijama Cu (p = -0,881), Zn (p = -0,846), Ni (p = -0,776), Co
(p=-0,720) i Pb (p = -0,692), dok je pozitivna korelacija detektovana jedino sa Mn (p =
0,727) (Prilog 13).

JUN I Carska bara
B Bor1

16 1 B Gor 2

I Rudnik

Pigmenti (mg 9_1 dw)

SEPTEMBAR

Pigmenti (mg 9'1 dw)

Chia Chl b TotCarct  Chi(a+h) Chl{a/b)

Grafikon 7. Koncentracija Chl a, Chl b, Tot Carot, Chl (a+b) i odnos Chl a/b u listovima Phragmites
australis u junu i septembru 2018. godine. Statistic¢ki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim
delovima trske medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p <
0,05).
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4.5.2. Sadrzaj fenola

SadrZaj fenola (slobodnih, vezanih i ukupnih) u listovima biljaka sakupljenim u junu i
septembru 2018. godine je prikazan na Grafikonu 8.

SadrZaj slobodnih fenola u listovima biljaka uzorkovanim u junu i septembru 2018. je
bio znacajno visi u odnosu na sadrzaj vezanih fenola.
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Grafikon 8. Koncentracija fenola (slobodnih, vezanih i ukupnih) u listovima Phragmites australis u
junu i septembru 2018. godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima
trske medu lokalitetima prikazane su razlic¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

U junu su najviSe koncentracije slobodnih i ukupnih fenola u listovima biljaka izmerene
u kontrolnim biljkama i biljkama sa Rudnika, dok su dva do tri puta niZe vrednosti
detektovane u listovima biljaka iz Bora 1 i Bora 2. Kod vezanih fenola nije bilo statisticki
znacajnih razlika izmedu biljaka sa razli¢itih lokaliteta. ZnacCajna negativna korelacija je
zabeleZena izmedu ukupnog sadrZaja fenola i koncentracija Cd (p = -0,606) i Cu (p = -0,671),
odnosa Chl a/b (p = -0,587) i aktivnosti SOD (p = -0,643), dok je pozitivna korelacija
detektovana izmedu ukupnih fenola i LP (p = 0,720) (Prilog 11).

lIako su koncentracije slobodnih i ukupnih fenola u listovima kontrolnih biljaka i biljaka
sa Rudnika ostale priblizno iste kao u prethodnom periodu uzorkovanja, njihov sadrzaj je u

septembru bio znacajno viSi u listovima biljaka iz Bora 1 i Bora 2. NeSto viSim
koncentracijama vezanih fenola se odlikuju listovi kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 2 u
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odnosu na prethodni period, dok je njihov sadrzaj u listovima biljaka iz Bora 1 i Rudnika ostao
pribliZno isti kao u junu.

4.5.3. Ukupan antioksidativni kapacitet

Ukupan antioksidativni kapacitet (TAC) odreden u korenu i listu biljaka sakupljenih u
junu i septembru 2018. godine prikazan je na Grafikonu 9.

Ukupan antioksidativni kapacitet u korenu biljaka u junu je bio znacajno visi u biljkama
iz Bora 2 i Rudnika u odnosu na biljke sa drugih lokaliteta, tacnije za oko 50 i 30% viSi u
odnosu na koren kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 1, respektivno. Tokom ovog perioda
uocava se znacajna pozitivna korelacija izmedu TAC i koncentracija Pb (p = 0,758), Zn (p =
0,678) i Fe (p = 0,629), dok je negativna korelacija detektovana sa aktivno$¢u enzima CAT (p =
-0,846), APX (p =-0,811) i POD (p = -0,783) (Prilog 10).
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Grafikon 9. Ukupan antioksidativni kapacitet (TAC) u korenu i listu Phragmites australis u junu i
septembru 2018. godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske
medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

U listu je TAC bio viSi u odnosu na koren. Kod biljaka iz Bora 1 TAC je bio statisticki
znacajno visi u odnosu na listove biljaka iz Bora 2 i Rudnika, dok izmedu kontrolnih i biljaka
sa jalovista nije bilo znacajnih razlika. Na nivou lista se beleZi znaCajna pozitivna korelacija
izmedu ovog parametra i aktivnosti GR (p = 0,601) (Prilog 11).
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Ukupan antioksidativni kapacitet biljaka u septembru je bio i dalje visi u listovima u
odnosu na koren biljaka. Najvisi TAC je zabeleZzen u korenu kontrolnih biljka, dok su na
ostalim lokalitetima vrednosti bile pribliZno ujednaCene i znacajno nize u odnosu na
prethodni period, posebno u korenu biljaka iz Bora 2 i Rudnika.

U listu statisticki znacajno niZi TAC imale su biljke sa Rudnika, dok vrednosti u
listovima sa ostalih lokaliteta nisu bile statisticki znacajno razlicite. Totalni antioksidativni
kapacitet listova u septembru je pokazao znacajnu negativnu korelaciju sa ukupnim
sadrzajem hlorofila (p = -0,713), odnosno sadrzajem hlorofila a (p = -0,699) i hlorofila b (p =
-0,664) (Prilog 13).

4.5.4. Stepen lipidne peroksidacije membrana

Stepen lipidne peroksidacije membrana (LP) u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu
i septembru 2018. godine je prikazan na Grafikonu 10.
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Grafikon 10. Stepen lipidne peroksidacije membrana (LP) u korenu i listu Phragmites australis u junu i
septembru 2018. godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske
medu lokalitetima prikazane su razlic¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

Kada posmatramo nivo MDA na nivou korena u junu, uocava se najniza koncentracija
kod kontrolnih biljaka, dok je znacajno visa izmerena u korenu biljaka iz Bora 2, ali bez
znacajnih razlika u odnosu na biljke sa drugih odlagalista jalovine. U korenu se znacajna
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pozitivna korelacija beleZi izmedu LP i sadrZaja proteina (p = 0,790 ), a negativna izmedu LP i
aktivnosti POD (p = -0,587) (Prilog 10).

U listu je nivo MDA bio vis$i u odnosu na koren, sa najizraZenijom razlikom kod
kontrolnih biljaka gde je 5 puta ve¢i nivo MDA zabeleZen u listu. Znacajno viSa koncentracija
MDA je bila u listovima kontrolnih biljaka i biljaka sa Rudnika, u poredenju sa biljkama sa
ostalih lokaliteta, pa su tako biljke iz Bora 1 i Bora 2 imale 2 i 3 puta manji nivo MDA u odnosu
na kontrolne biljke. U listu se znacajna negativna korelacija belezi izmedu LP i aktivnosti SOD
(p=-0,671) i Chl a/b (p = -0,594), kao i koncentracija Zn (p = -0,876), Cu (p = -0,783), Cd
(p= -0,782) i Fe (p= -0,587), dok se znacajna pozitivna korelacija beleZi sa ukupnim
fenolima u listu (p = 0,720) (Prilog 11).

U septembru su koncentracije MDA u korenu biljaka iz Bora 2 i Rudnika bile nesto vise
u odnosu na prethodni period, kao i u odnosu na koncentracije u korenovima biljaka sa
preostala dva lokaliteta u kojima je sadrzaj MDA bio duplo niZi u odnosu na biljke sa
navedenih lokaliteta. Znacajna pozitivna korelacija u korenu je detektovana sa Pb (p = 0,755),
dok je negativna uocena sa Mn (p = -0,825) (Prilog 12).

U listovima je koncentracija MDA bila znacajno niza u odnosu na prethodni period,
odnosno 5 i 2 puta niZza kod kontrolnih biljaka i biljaka sa Rudnika. Poredenjem biljaka sa
razli¢itih lokaliteta uocava se najvisa koncentracija MDA u biljkama sa Rudnika, ali bez
statisti¢ki znacajnih razlika u odnosu na sadrzaj u listovima biljaka sa preostalih lokaliteta.

4.4.5. Sadrzaj ukupnih proteina

SadrZaj proteina u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu i septembru 2018. godine je
prikazan na Grafikonu 11.

Koncentracija proteina u korenu biljaka u junu je bila znacajno viSa u biljkama sa
odlagaliSta jalovine u odnosu na kontrolne biljke, odnosno 2 puta visa u biljkama iz Bora 2 i
Bora 1 i 3 puta viSa u biljkama sa Rudnika, respektivno. U korenu se uocava znacajna
pozitivna korelacija izmedu koncentracije Fe i sadrzaja proteina (p= 0,734) (Prilog 10).

U listu su zabeleZene viSe koncentracije proteina u odnosu na Kkoren biljaka, sa
najizrazenijom razlikom kod kontrolnih biljaka kod kojih je koncentracija proteina u listu bila
4 puta visa u odnosu na koren. Istovremeno, kontrolne biljke su sadrZzale nesto viSu
koncentraciju ukupnih proteina u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta, ali bez statisticki
znacajnih razlika. Na nivou lista je tokom datog perioda detektovana znacajna pozitivna
korelacija izmedu sadrzaja proteina i koncentracije Co (p = 0,587), kao i negativna korelacija
sa hlorofilom a (p =-0,608) i hlorofilom b (p =-0,587) (Prilog 11).

Koncentracije proteina u korenu u septembru su bile nize u odnosu na prethodni
period, sa najve¢om razlikom kod biljaka iz Bora 1, kod kojih je u septembru izmerena duplo
niZa koncentracija proteina u odnosu na jun. Znacajno viSe koncentracije proteina utvrdene su
kod biljaka sa jaloviSta u odnosu na kontrolu. Tako su biljke iz Bora 1 imale duplo ve¢i sadrzaj,
a biljke iz Bora 2 i Rudnika oko 3 puta vedi sadrzaj proteina u odnosu na kontrolne biljke.
Znacajna pozitivna korelacija je pokazana izmedu sadrZaja proteina i LP (p= 0,599),
koncentracija Pb (p = 0,862), Zn (p = 0,760), Cd (p = 0,635) i Cr (p = 0,585), dok je negativna
korelacija zabeleZena sa aktivno$¢u enzima CAT (p = -0,932), APX (p = -0,921) i POD (p =
-0,753) (Prilog 12). Koncentracija proteina u listovima je bila priblizno ujednacena, bez
statisti¢ki znacajnih razlika medu lokalitetima i nije znacajnije odstupala u odnosu na
prethodni period. Znacajno viSe koncentracije proteina su bile prisutne u listovima u odnosu
na koren biljaka. Ovaj odnos koncentracija najupecatljiviji je kod kontrolnih biljaka, sa gotovo
5 puta ve¢om koncentracijom u listovima u odnosu na koren biljaka. U listovima se znacajna
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negativna korelacija beleZi izmedu sadrzaja proteina i Chl a/b (p = -0,608) i koncentracije Mn
(p = -0,706), dok se znacajna pozitivna korelacija uocava sa aktivnosé¢u POD (p = 0,713)
(Prilog 13).

1,4
JUN @ Carska bara
@ Bor1

H Gor 2

B Rudnik

Proteini (mg ml'1)

" |SEPTEMBAR

Proteini (mg ml'1)

koren list

Grafikon 11. Koncentracija proteina u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018.
godine. Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

4.4.6. Aktivnost antioksidativnih enzima

4.4.6.1. Aktivnost superoksid dismutaze

Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) u korenu i listu biljaka sakupljenih u
junu i septembru 2018. godine prikazana je na Grafikonu 12.

U junu su kontrolne biljke imale viSu aktivnost SOD u korenu u odnosu na sve biljke sa
jalovista, kao i u odnosu na listove biljaka. Znacajna pozitivna korelacija na nivou korena je
detektovana izmedu aktivnosti SOD i koncentracije Ni (p = 0,641), dok se negativna javlja
izmedu SOD i koncentracije Fe (p = -0,601), kao i aktivnosti GR (p = -0,580) (Prilog 10).

U listu se najviSom aktivno$¢u SOD odlikuju biljke iz Bora 2, dok su kontrolne biljke i
biljke sa Rudnika imale znacajno niZi i medusobno slican nivo aktivnosti SOD. Znacajna
pozitivna korelacija u listu je detektovana izmedu aktivnosti datog enzima i koncentracija Cu
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(p=0,874),Zn (p =0,797), Fe (p = 0,699) i Cd (p = 0,641), dok je negativna korelacija prisutna
izmedu aktivnosti SOD i ukupnih fenola (p =-0,643) i LP (p =-0,671) (Prilog 11).

Aktivnost SOD u korenu biljaka uzorkovanih u septembru je bila ve¢a u odnosu na
aktivnost u prethodnom periodu, Sto je posebno izraZeno kod kontrolnih biljaka i onih sa
lokaliteta Bor 1 kod kojih se aktivnost povecala 2 i skoro 3 puta, dok je aktivnost u biljkama iz
Bora 2 i Rudnika ostala veoma sli¢na onoj iz juna. Zbog toga su i znacajno vise aktivnosti SOD
zabeleZene u korenu kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 1 u odnosu na biljke sa preostala dva
lokaliteta. Detektovana je znacajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti SOD i aktivnosti
APX (p= 0,671), CAT (p= 0,678), kao i koncentracije Mn (p = 0,860), dok je negativna
korelacija zabeleZena sa koncentracijom Pb (p =-0,636) i LP (p =-0,755) (Prilog 12).

U listu su u odnosu na prethodni period izmerene aktivnosti SOD kod biljaka iz Bora 2 i
Rudnika bile viSestruko niZe u odnosu na koren, Sto predstavlja jednu od glavnih razlika
izmedu biljaka uzorkovanih u junu i septembru. Kao rezultat povecanja aktivnosti SOD u
korenu i nesto smanjene aktivnosti u listu uocavaju se vecée razlike, pa je kod kontrolnih
biljaka, biljaka iz Bora 1, Bora 2 i Rudnika aktivnost SOD bila 6,5, 4,4, 5,6 i 5,2 puta niZa u
odnosu na koren, respektivno. U listu su se biljke iz Bora 1 i kontrolne biljke odlikovale viSom
akivno$¢u SOD u odnosu na biljke sa preostala dva lokaliteta. Takode je detektovana znacajna
negativna korelacija izmedu aktivnosti SOD i koncentracije Fe u listu biljaka (p = -0,776 )
(Prilog 13).
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Grafikon 12. Aktivnost SOD u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine.
Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

4.4.6.2. Aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu i septembru 2018.
godine prikazana je na Grafikonu 13.

U junu je aktivnost CAT u korenu biljaka sa deponija jalovine bila znacajno niza u
odnosu na kontrolne biljke, pa su tako kod biljaka iz Bora 2 i Rudnika aktivnosti datog enzima
bile 11 i 10 puta manje u odnosu na kontrolu. Takode se uo¢ava znacajna negativna korelacija
na nivou korena izmedu aktivnosti CAT i koncentracija Fe (p = —0,587), Zn (p = —0,594), Pb
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(p= —0,669) i TAC (p= —-0,846), dok je znacajna pozitivna korelacija prisutna izmedu
aktivnosti CAT i POD (p = 0,881) i CAT i APX (p = 0,902) (Prilog 10).

U listovima je aktivnost CAT bila znacajno veéa u odnosu na korenove svih biljaka u
oba perioda uzorkovanja, sa najizraZenijom razlikom kod biljaka sa deponija jalovine. Tako je
aktivnost CAT u listu bila ¢ak 20, 40 i 50 puta veca u odnosu na koren biljaka iz Bora 1, Bora 2
i Rudnika, respektivno. Najvecu aktivnost na nivou lista CAT je ispoljila kod biljaka iz Bora 1,
gde je bila znacajno viSa u odnosu na kontrolne i biljke iz Bora 2. Detektovana je znacajna
pozitivna korelacija izmedu aktivnosti CAT i ukupnih hlorofila (p = 0,643), koncentracije Ni
(p = 0,594) i aktivnosti enzima APX (p= 0,951) i POD (p = 0,762), a negativna izmedu
aktivnosti CAT i koncentracije Co (p =-0,713) (Prilog 11).

U septembru se aktivnost CAT u korenu biljaka povecala u odnosu na prethodni period,
gotovo 3, 2,2, 3,4 i 1,5 puta kod kontrolnih, biljaka iz Bora 1, Bora 2 i Rudnika, respektivno, u
odnosu na jun iste godine. Kada se porede aktivnosti CAT u biljkama sa razliCitih lokaliteta
uocava se znacajno veca aktivnost u korenu kontrolnih biljaka u odnosu na ostale lokalitete,
koja je 5, gotovo 10 i ¢ak 22 puta veca u odnosu na biljke iz Bora 1, Bora 2 i Rudnika,
respektivno. Znacajna negativna korelacija se uocava sa koncentracijama Pb (p = -0,923), Zn
(p=-0,804), Cr (p=-0,692) i Cd (p=-0,708), kao i sa LP (p = -0,657) i koncentracijom
proteina (p = -0,932), dok je znacajna pozitivna korelacija zabeleZena izmedu CAT i enzima
APX (p =0,965), POD (p =0,748) i SOD (p = 0,678) (Prilog 12).

I[stovremeno aktivnost CAT u listu je imala slican obrazac kao u prethodnom periodu,
sa nes$to nizom aktivnosti kod biljaka iz Bora 2 i malo viSom aktivnosti kod kontrolnih biljaka,
ali bez znacajnijih razlika u odnosu na jun iste godine. Najmanja aktivnost CAT je bila u
listovima biljaka iz Bora 2, dok je najvecu aktivnost CAT ispoljila u biljkama iz Bora 1, koja je
bila znacajno viSa u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta. Znacajna negativna korelacija je
detektovana izmedu aktivnosti CAT i koncentracije Ni (p = -0,636), a pozitivna izmedu
aktivnosti CAT i koncentracije hlorofila b (p = 0,643) i aktivnosti APX (p = 0,958) (Prilog 13).
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Grafikon 13. Aktivnost CAT u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine.
Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).
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4.4.6.3. Aktivnost askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze (APX) u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu i
septembru 2018. godine prikazana je na Grafikonu 14.

U junu je aktivnost APX u korenu bila niZa kod biljaka sa deponija jalovine u odnosu na
kontrolne biljke, sa najizraZenijom razlikom kod biljaka iz Bora 2 gde je zabeleZena gotovo 5
puta niZa aktivnost u odnosu na kontrolu. Znacajna pozitivna korelacija je zabeleZena izmedu
aktivnosti APX i CAT (p = 0,902) i APX i POD (p = 0,776), dok je aktivnost datog enzima bila
negativno korelisana sa TAC (p = —0,783) i koncentracijama Pb (p =-0,812),Zn (p =-0,615) i
Cd (p =-0,608) (Prilog 10).

Aktivnost APX je bila znatno veca u listovima u odnosu na koren, gotovo 4, 24, 21 i ¢ak
60 puta kod kontrolnih biljaka, biljaka iz Bora 1, Bora 2 i Rudnika, respektivno. U listovima je
najvecu aktivnost APX ispoljila u biljkama iz Bora 1, kod kojih je bila znac¢ajno visa u odnosu
na kontrolne i biljke iz Bora 2. Znacajna pozitivha korelacija zabeleZena je u odnosu na
koncentraciju Ni (p = 0,630), ukupnih hlorofila (p = 0,594), i aktivnost enzima CAT (p = 0,951)
i POD (p = 0,706), a negativna u odnosu na koncentraciju Co (p =—0,636) (Prilog 11).
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Grafikon 14. Aktivnost APX u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine.
Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

U septembru je aktivnost APX u korenu biljaka bila visa kod kontrolnih biljaka i biljaka
iz Bora 2 za 3 i gotovo 2 puta u odnosu na prethodni period uzorkovanja, dok je kod biljaka sa
preostala dva lokaliteta zadrzan slican nivo aktivnosti APX. Najvecu aktivnost u listovima APX
je ispoljila u korenu kontrolnih biljaka sa 4, gotovo 8 i ¢ak 12 puta ve¢om aktivno$éu u odnosu
na biljke iz Bora 1, Bora 2 i Rudnika, respektivno. Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija sa
aktivno$éu CAT (p = 0,965) i POD (p = 0,657) i negativna sa LP (p = —0,762), koncentracijom
proteina (p =—0,921) i koncentracijama Pb (p =-0,916), Zn (p =-0,762), Cr (p =—0,692) i Cd
(p =—0,669) (Prilog 12).

Istovremeno, aktivnost APX u listovima biljaka je zadrzala slican obrazac kao i u

prethodnom periodu kada se porede biljke sa razlic¢itih lokaliteta. Tokom septembra u
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listovima svih biljaka dolazi do blagog povecanja aktivnosti APX, osim kod biljaka iz Bora 2
gde je uocen blagi pad. Tako je zna¢ajno niza aktivnost APX zabeleZena kod biljaka iz Bora 2 u
odnosu na ostale lokalitete, odnosno dvostruko manja od aktivnosti datog enzima u biljkama
iz Bora 1. Znacajna pozitivna korelacija je detektovana izmedu aktivnosti APX i hlorofila b (p =
0,636), ukupnih hlorofila (p = 0,587) i aktivnosti CAT (p = 0,958) (Prilog 13).

4.4.6.4. Aktivnost gvajakol peroksidaze

Aktivnost gvajakol peroksidaze (POD) u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu i
septembru 2018. godine prikazana je na Grafikonu 15.

U junu je najvecu aktivnost POD pokazala u korenu Kkontrolnih biljaka, dok je
viSestruko, gotovo 9 i 3 puta bila niZa u korenu biljaka iz Bora 2 i Rudnika, respektivno. Ako se
uporedi aktivnost POD u korenu sa onom u listovima, uocava se da je aktivnost u korenu bila
daleko veca (7 i gotovo 3 puta) kod kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 1 u odnosu na listove,
dok su razlike u aktivnosti ovog enzima bile manje izraZene kod biljaka iz Bora 2 i Rudnika.
Znacajna pozitivna korelacija na nivou korena je utvrdena izmedu aktivnosti POD i CAT (p =
0,881) i APX (p = 0,776), dok se negativna korelacija uocava sa TAC (p = —-0,811), LP (p =
—0,587), i koncentracijom Fe (p =—-0,734) (Prilog 10).

Istovremeno, u listovima biljaka POD je najviSu aktivnost ispoljila u biljkama sa
Rudnika. U listovima je detektovana znacajna pozitivna korelacija izmedu POD i koncentracije
Mn (p = 0,699), aktivnosti CAT (p = 0,762) i APX (p = 0,706), dok je negativna korelacija
zabeleZena izmedu POD i koncentracije Co (p =-0,741) (Prilog 11).
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Grafikon 15. Aktivnost POD u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine.
Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).

Aktivnost POD u korenu biljaka uzorkovanih u septembru se povecala u svim
ispitivanim biljkama, sa najveéim skokom aktivnosti kod biljaka iz Bora 2, kod kojih je
aktivnost POD porasla 8 puta u odnosu na jun iste godine. Iako je aktivnost POD u korenu svih
biljaka sa deponija jalovine bila niZa u odnosu na kontrolu, najniza aktivnost POD je bila
prisutna kod biljaka sa Rudnika sa vrednoS$¢u gotovo 3 puta niZom u odnosu na kontrolne
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biljke. Znacajna pozitivna korelacija u korenu detektovana je izmedu aktivnosti POD i CAT(p =
0,748) i APX (p= 0,657), a negativna Kkorelacija se belezi izmedu aktivnosti POD i
koncentracije proteina (p = —0,753), koncentracija Pb (p = -0,811), Zn (p = -0,748), Cd (p =
0,630) i Ni (p =-0,622) (Prilog 12).

Istovremeno u listovima je tokom septembra doSlo do blagog porasta aktivnosti POD
kod biljaka iz Bora 2 i Rudnika u odnosu na prethodni period. Medutim, zadrzan je slican
obrazac u aktivnosti kada se porede biljke sa razlicitih lokaliteta, pa je najveca aktivnost POD
zabeleZena kod biljaka sa Rudnika, gotovo 3 puta veca u odnosu na kontrolne biljke. U
listovima je aktivnost POD bila znacajno pozitivno korelisana sa koncentracijama Cu (p =
0,713), Co (p= 0,706), Zn (p = 0,622) i Ni (p = 0,594), kao i koncentracijom proteina (p =
0,713) i aktivno$¢éu GR (p = 0,664), dok je negativno korelisana bila sa Chl a/b (p = —0,853)
(Prilog 13).

4.4.6.5. Aktivnost glutation reduktaze

Aktivnost glutation reduktaze (GR) u korenu i listu biljaka sakupljenih u junu i
septembru 2018. godine prikazana je na Grafikonu 16.

Najveca zabeleZena aktivnost GR u korenu biljaka u junu je izmerena kod kontrolnih
biljaka, ali bez statisticki znacajnih razlika u odnosu na ostale lokalitete. Aktivnost GR u
korenu je bila znacajno negativno korelisana sa koncentracijom Cd (p = —0,622) i aktivnoS¢u
SOD (p = -0,580) (Prilog 10). Poredenjem aktivnosti GR u korenu i listovima se uocava da se
aktivnost GR znacajno ne razlikuje, osim u slucaju biljaka iz Bora 2 kod kojih je u korenu
aktivnost ovog enzima bila 2 puta ve¢a u odnosu na list.

U listovima biljaka iz Bora 2 i Rudnika se beleZe niZe aktivnosti GR u odnosu na druga
dva lokaliteta, ali bez statisti¢ki znacajnih razlika medu lokalitetima. U listu je aktivnost GR
bila znacajno pozitivno korelisana sa ukupnim antioksidativnim kapacitetom (p = 0,601)
(Prilog 11).
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Grafikon 16. Aktivnost GR u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine.
Statisticki znacajne vrednosti koncentracija metala u biljnim delovima trske medu lokalitetima
prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p < 0,05).
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U odnosu na biljke uzorkovane u junu, kod biljaka iz septembra se uocCava pad
aktivnosti GR u korenu biljaka i najizraZeniji je kod kontrolnih biljaka, biljaka iz Bora 1 i Bora
2 kod kojih je aktivnost manja za 2, odnosno 3 i gotovo 3 puta u odnosu na prethodni period.
Poredenjem biljaka sa razlicitih lokaliteta se primecuje da na nivou korena nema znacajnih
razlika u aktivnosti GR. Znacajna pozitivna korelacija se beleZi sa aktivnos¢u CAT (p=0,608), a
negativna sa koncentracijama Zn (p = —0,678), Cr (p = —0,650), Cu (p = —-0,636), Cd (p =
—-0,620) i Co (p =-0,580) (Prilog 12).

Takode je i na nivou lista doslo do znacajnog pada aktivnosti GR u odnosu na prethodni
period uzorkovanja kod kontrolnih i biljaka iz Bora 1, kod kojih je zabeleZena aktivnost GR
bila niza 2 i gotovo 3 puta u odnosu na prethodni period. Za razliku od njih, u listovima biljaka
iz Bora 2 i Rudnika tokom septembra je doslo do blagog porasta aktivnosti datog enzima u
odnosu na prethodni period, pa su najvisSe vrednosti izmerene kod biljaka sa Rudnika. U
listovima je aktivnost GR znacajno pozitivho korelisana sa aktivno$¢u POD (p = 0,664) i
koncentracijama Ni (p = 0,755) i Cu (p = 0,608), a znacajna negativna Kkorelacija se beleZi sa
Chla/b (p =-0,706) i koncentracijama Mn (p =-0,860) i Cr (p =—-0,699) (Prilog 13).
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5. DISKUSIJA

Jedan od glavnih i veoma kompleksnih izazova Covecanstva je duboko razumevanje
posledica koje antropogene aktivnosti imaju na Zivotnu sredinu, dok je jedan od klju¢nih
zadataka pokusSaj da se Stetan uticaj na Zivotnu sredinu umanji Sto je viSe moguce. Zagadenje
zemljiSta i voda metalima predstavlja globalni problem koji je posebno izraZen u razvijenim
zemljama i zemljama u razvoju, prvenstveno zbog rudarstva, kao i viSedecenijske upotrebe
pesticida i mineralnih dubriva. Navedene aktivnosti su dovele do akumulacije metala u
povrsinskim slojevima zemljista, a zatim do njihovog kretanja kroz zemljiSte i oslobadanja u
okolne vodene i kopnene ekosisteme, odakle putem lanaca ishrane lako dospevaju na sve
troficke nivoe i ispoljavaju negativne efekte na Zive organizme. U procesu prirodnog
smanjenja negativnih uticaja metala u Zivotnoj sredini veliku ulogu imaju biljke koje svojim
bioloskim aktivnostima uti¢u na smanjenje njihove koncentracije i mobilnosti u podlozi.

Globalno rasprostranjene vrste koje pokazuju visok potencijal za aklimatizaciju na
Sirok spektar promena uslova u Zivotnoj sredini mogu biti dobri kandidati za nastanjivanje
metalima zagadenih podloga. Jedna od njih je Phragmites australis, emerzna vodena biljka
koja zahvaljujudi velikoj genetickoj varijabilnosti i izraZenoj fenotipskoj plasti¢nosti ispoljava
Siroku ekoloSku valencu za veliki broj ekoloSkih faktora i tako uspeS$no nastanjuje Sirok
spektar ekoloskih uslova (Eller et al. 2017). Ova robusna helofita se moZe naci na razlicitim
nadmorskim visinama i svim temperaturnim zonama, na podlogama razli¢itog mineralnog
sastava (od slatkih voda do zaslanjenih priobalnih zona, metalima opterecenih podloga,
podloga bogatim ili siromasnim makroelementima) i onima sa razli¢itim stepenom zasienosti
vodom (Mozdzer et al. 2010; Yu et al. 2012). Zbog toga, obi¢na trska ima Siroko geografsko
rasprostranjenje, odnosno predstavlja kosmopolitsku vrstu koja veoma Cesto dominira u
ekosistemima koje naseljava. Ima veoma veliki uticaj na njih zahvaljuju¢i visokoj godisnjoj
produkciji biomase i veoma uspeSnom polnom i vegetativnom razmnoZavanju, $to joj
omogucava brzu ekspanziju i dominaciju na stanistu (Kettenring et al. 2015, 2016; Eller et al.
2017). Osim gore navedenih, naseljava i fizicki i hemijski narusena stani$ta. Zbog svega ovoga,
obi¢na trska predstavlja izuzetno dobar model za proucavanje ekofizioloskih odgovora na
razliCite tipove stresa, kao i za proucavanje potencijalne primene ove vrste u uklanjanju
polutanata iz podloge.

5.1. Hemijske odlike ispitivanog sedimenta i jalovine

Kontrolni sediment koji je sakupljen u Specijalnom rezervatu prirode Carska bara
prirodnog je porekla, a imajuci u vidu da se radi o zasti¢enom podrucju, antropogeni uticaj je
minimalan. Razvija se na aluvijalnoj ravni izmedu Tise i kanala Begej i pripada tipu slabo
razvijenog aluvijalnog zemljiSta sa neutralnom pH reakcijom karakteristicnom za ovakav tip
podloge (Anti¢ et al. 1990). Na osnovu sadrzaja organske materije (SOM), kontrolni sediment
pripada grupi dosta humoznih zemljista (Tyurin 1965), Sto je u korelaciji sa aluvijalnim tipom
zemljiSta Cija se geneza zasniva na taloZenju materijala nanesenog vodenim tokovima. Tako se
ovaj sediment odlikuje umerenim sadrZajem azota (DZami¢ et al. 1996), Sto je u najveéoj meri
posledica dekompozicije organske materije, ali i procesa nanosenja i ispiranja pod uticajem
vodenog toka. Ovo je u skladu sa podacima o hemijskim osobinama slabo razvijenog
aluvijuma u kome je prosecan sadrzaj azota 0,14% (Anti¢ & Jovi¢ 1965). Kontrolni sediment je
dobro snabdeven lako dostupnim fosforom i srednje snabdeven kalijumom prema DZami¢ et
al. (1996), sSto se pripisuje generalno visokom sadrZaju organske materije u ovom tipu
zemljista.

Sedimenti sa preostala tri lokaliteta su potpuno ili delimi¢no antropogenog porekla i
predstavljaju naslage rudni¢ke (Bor 1) ili flotacione jalovine (Bor 2 i Rudnik) koje se
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medusobno razlikuju po nastanku, obradi u rudarstvu, kao i fizickim i hemijskim svojstvima.
Oba tipa jalovine se odlikuju visokim sadrZajem potencijalno toksi¢nih metala i izrazenim
nedostatkom organske materije, Sto su glavni oteZavajuéi faktori za razvoj biljaka
karakteristi¢ni za ovaj tip staniSta. Sediment iz Bora 1 koji se javlja na obodu starog
odlagaliSta borske otkrivke predstavlja meSavinu smede kiselog zemljista na peScaru i
andezitu i ostataka rudnicke jalovine. Tip stene od koje jalovina vodi poreklo oznacava se kao
dvostruka litologija budu¢i da se sastoji od kombinacije andezita i sedimentnih stena.
Dobijene vrednosti supstitucione Kkiselosti u ovom istraZivanju su unutar opsega
karakteristi¢nog za ovaj tip stene (pHka 5,33-7; Randelovi¢ 2015) i ukazuju na neutralnu pH
reakciju (Soil Survey Division Staff 1993). Visok sadrzaj organske materije objasSnjava se
prisustvom zemljista razvijenog na obodnom delu jezera ispod odlagalista rudnicke jalovine,
odakle su biljke prikupljene. Takode, neophodno je ista¢i da je deponovanje konglomerata na
Staroj otkrivci zavrSeno 1960. godine, pa su ove stene dug vremenski period bile izloZene
spoljasnjim uticajima (Randelovi¢ 2015) Sto je moglo uticati na sadrzaj makroelemenata.
Sediment iz Bora 1 se prema Dzamic¢ et al. (1996) karakteriSe umerenim sadrzajem azota, $to
je povezano sa visokim sadrZajem organske materije u zemljistu, dok je siromasan u pogledu
sadrzaja lako pristupac¢nog fosfora i dobro snabdeven pristupa¢nim kalijumom. Generalno, za
zemljiSta u neposrednom okruZenju borske otkrivke karakteristi¢an je sadrzaj humusa 1-7%,
sadrzaj pristupacnog fosfora 1-16,2 mg 100g™! i sadrzaj pristupacnog kalijuma 10-25 mg
100g1 (Randelovi¢ 2015).

Za razliku od prethodnog, supstrat poreklom iz Bora 2 predstavlja flotacionu jalovinu
poreklom od grupe stena hornblenda andeziti (Randelovi¢ 2015), cija se aktivna i
supstituciona kiselost nalaze u rangu ultra kisele reakcije (Soil Survey Division Staff 1993).
Ovako niska pH vrednost je poreklom od rastvorenih sulfidnih minerala iz stene koja cini
flotacionu jalovinu i upliva zakiSeljene vode koja se proceduje iz okolnih naslaga jalovine do
jezera na cijem obodu raste trska (Stankovi¢ et al. 2015). Ova flotaciona jalovina se odlikuje
veoma niskim sadrZajem organske materije, a u skladu sa tim i izuzetno niskim sadrzajem
ukupnog azota i pristupacnog fosfora, Sto je ¢ini veoma nepovoljnim supstratom za razvoj
biljaka. Ovaj sediment je takode umereno snabdeven lako pristupacnim kalijumom. Veoma
nizak sadrzaj organske materije, azota, kao i umerena snabdevenost lako pristupatnim
kalijumom u hornblenda andezitima potvrdeni su analizom datog tipa stena u istraZivanju
Randelovi¢ (2015).

Jalovina poreklom iz Rudnika odlikuje se neutralnom pH (Soil Survey Division Staff
1993). Neutralna pH reakcija jalovine iz Rudnika posledica je nacina obrade rude koji
podrazumeva upotrebu baznih agenasa tokom hemijske obrade. lako se odlikuje visokim
sadrzajem organske materije (Tyurin 1965), u ovom slucaju gotovo sav organski ugljenik je
poreklom od ksantata koji se koriste kao kolektori metala u procesu flotiranja sulfidnih
minerala u hidrometalur§kom procesu, kao i produkata njihove degradacije (Lam 1999;
Ozturk et al. 2022). Zbog toga se ova flotaciona jalovina odlikuje niskim sadrzajem azota, kao i
pristupacnog fosfora i kalijuma, Sto pokazuju i istrazivanja Andreji¢ (2021).

Kada je re¢ o pseudototalnom sadrZaju ispitivanih metala u podlozi, uoc¢ava se da je u
jalovini poreklom iz Rudnika sadrzaj gotovo svih ispitivanih elemenata znacajno veéi u
odnosu na uzorke sa ostalih lokaliteta. Sadrzaj pseudototalnog Fe u flotacionoj jalovini iz Bora
2 i Rudnika je znacajno viSi u odnosu na kontrolni sediment i sediment iz Bora 1, Sto je i
oCekivano s obzirom da je Fe jedan od glavnih konstituenata litosfere sa prosetnom
koncentracijom u Zemljinoj kori od oko 5% (Kabata-Pendias 2011). S druge strane, u
kontrolnom sedimentu i sedimentu iz Bora 1 koji predstavlja meSavinu prirodnog zemljiSta i
rudnicke jalovine sadrZaj ukupnog Fe je slican prosec¢noj koncentraciji pseudototalnog Fe u
zemljiStima od oko 3,5%. Pored Fe, sadrZaj ostalih ispitivanih metala je najveci u flotacionoj
jalovini sa Rudnika, sa izuzetkom bakra koga najviSe ima u jalovini poreklom iz Bora 1, a ¢ija
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koncentracija daleko premasuje prosecnu koncentraciju ovog metala u razlic¢itim tipovima
stena i zemljiSta Sirom sveta koja se krece najces¢e u opsegu od 25-75 mg kg1 i 14-109 mg
kg1, respektivno (Kabata-Pendias 2011). Pojedini tipovi stena sadrZe i znacajno vise
koncentracije Cu, kao $to je slucaj sa rudom iz Bora. Naime, viSi pseudototalni sadrzaj bakra u
stenama borskog odlagaliSta karakteristican je za dvostruke litologije (Bor 1) u odnosu na
hornblenda andezite (Bor 2) (Randelovi¢ 2015). Pored toga, znacajna koli¢ina organske
materije u sedimentu iz Bora 1 ima veliku ulogu u kompleksiranju bakra i smanjenju njegove
mobilnosti, Sto zajedno sa neutralnom pH vrednos$¢u zemljiSnog rastvora igra ulogu u
akumulaciji Cu i njegovim ekstremno visokim koncentracijama u ispitivanom sedimentu
(Kabata-Pendias 2011).

Znacajno viSa koncentracija Mn izmerena je u jalovini sa Rudnika u odnosu na uzorke
sa ostalih lokaliteta, ali je i dalje unutar opsega maksimalne dozvoljene koncentracije u
poljoprivrednim zemljiStima od 1500-3000 mg kg1 (Kabata-Pendias 2011). [ako se zbog
bioloSke uloge i prisutnih koncentracija u zemljiStima Mn generalno ne smatra zagaduju¢om
materijom, njegova znacajnija akumulacija u povrsinskim slojevima zemljiSta moZe dovesti do
ispoljavanja toksi¢nih efekata na biljke (Kabata-Pendias 2011).

Prosecan sadrzaj Ni u Zemljinoj kori krec¢e se oko 20 mg kg1, dok u ultramafitskim
stenama moZe biti znacajno visi i u opsegu od 1400-2000 mg kg ! (Kabata-Pendias 2011).
lako najviSe zabeleZene koncentracije u jalovini sa Rudnika 4 puta premasSuju prosecan
sadrzaj Ni u zemljistima Sirom sveta (22 mg kg 1; Kabata-Pendias 2011), one ne premasuju
koncentracije koje su u ranijim istraZivanjima zabeleZene u jalovini rudnika u Velikoj Britaniji
(do 1150 mg kg1; Grove & Ellis 1980). Takode, u zagadenim zemljiStima zabeleZene su i
ekstremno visoke koncentracije Ni, cak do 26 000 mg kg ! (Izosimova 2005).

Koncentracija Zn u jalovini sa Rudnika, zna¢ajno visa u odnosu na podlogu sa ostalih
lokaliteta, posledica je mineralnog sastava stene sa visokom procentualnom zastupljeno$¢u Zn
(0,49-4,49%; Stojanovic et al. 2018). Prosecan sadrZaj Zn u zemljiStima Sirom sveta krece se u
opsegu od 17-125 mg kg! (Kabata-Pendias 2011), Sto je 11 puta niZe od izmerene
koncentracije u jalovini sa Rudnika, odnosno gotovo dvostruko niZe od koncentracije u
jalovini iz Bora 1. Ovako visoke koncentracije Zn takode su zabeleZene u rudama obojenih
metala u Velikoj Britaniji u kojima se kre¢u u opsegu od 185-4500 mg kg1 (Davies 1977).

Najvisa koncentracija Pb u jalovini iz Rudnika, gotovo 290 puta viSa u odnosu na
kontrolni sediment, direktna je posledica hemijskog sastava rude u kojoj je Pb procentualno
najzastupljeniji metal (0,94-5,66%; Stojanovi¢ et al. 2018). Daleko premaSuje prosecnu
koncentraciju u razli¢itim tipovima zemljiSta koja se procenjuje na 32 mg kg ! (Kabata-
Pendias 2011). Takode, jalovina iz Bora 1 sadrZi dvostruko viSu koncentraciju Pb u odnosu na
navedeni prosek, ali ipak niZu od gornje granice za nezagadena zemljisSta od 70 mg kg1 koju
predlaZe Davies (1976).

Sadrzaj Cd u jalovini sa Rudnika znacajno je viSi u odnosu na uzorke sa ostalih
lokaliteta i gotovo 11 puta prevazilazi njegovu prosecnu koncentraciju u zemljistima koja se
krece u opsegu od 0,06—1,1 mg kg™ (Kabata-Pendias 2011). Imaju¢i u vidu da se Cd javlja kao
pratec¢i element u leZistima Pb i Zn, njegove visoke koncentracije na podrucju Rudnika su i
oCekivane. lako visoke, koncentracije Cd u jalovini sa Rudnika su viSestruko niZe od onih
zabeleZenih u neposrednoj okolini rudnika Zn ,Padaeng” (Phaenark et al. 2009).

Najvise izmerene koncentracije Cr i Co zabeleZene u jalovini sa Rudnika ne
prevazilazile prosecnu koncentraciju od 54 mg kg1 za Cr, odnosno 0,1-70 mg kg1 za Co u
razli¢itim tipovima zemljiSta (Kabata-Pendias 2011). Znacajno viSe Kkoncentracije ovih
elemenata u jalovini sa Rudnika u odnosu na druge tipove jalovine posledica su hemijskog
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sastava rude na ovom prostoru, u kojoj se pored Pb, Zn, Cu, Ag, Bi i Cd koji su najzastupljeniji,
Cr i Co takode prirodno javljaju (Stojanovi¢ et al. 2018).

Kada posmatramo dostupnost metala u odnosu na njihove pseudototalne
koncentracije, uoc¢ava se znacajna pozitivna Kkorelacija, Sto je prethodno potvrdeno
istraZivanjem Bonanno & Giudice (2010). Naime, u sedimentu koji sadrzi najvisu
pseudototalnu koncentraciju odredenog elementa, po pravilu uoCavamo i najviSu
koncentraciju dostupnog oblika istog elementa. Medutim, ovo ne mora uvek biti pravilo
buduéi da veliki broj faktora utice na dostupnost metala biljkama (Antonangelo & Zhang
2019). Cesto najveéi uticaj ima pH zemlji$nog rastvora i po pravilu ve¢a dostupnost veéine
ispitivanih metala je pri niZoj pH, odnosno u kiseloj sredini. Na pH u neposrednoj okolini
korena, rizosferi, u velikoj meri uticu biljke i zemljiSni mikroorganizmi koji svojim eksudatima
mogu dovesti do smanjenja pH i time vece dostupnosti i apsorpcije metala (Johnstone & Nolan
2015). Medutim, Zn je jedan od elemenata za koji je karakteristicCna veca mobilnost i
dostupnost pri neutralnoj odnosno alkalnoj pH zemljiSnog rastvora (Azouzi et al. 2015), sto
potvrduje znacajno veca dostupnost ovog metala u jalovini poreklom iz Bora 1 i Rudnika u
odnosu na Bor 2.

Pored toga, izuzetno veliki uticaj na dostupnost metala moze imati sadrzaj organske
materije u podlozi, $to se uoc¢ava na primeru Pb. Naime, udeo pristupacnog olova u odnosu na
njegov ukupni sadrzaj u jalovini iz Bora 2 je znacajno niZi u odnosu na ostale uzorke, iako je
ovde pH izrazito kisela, $to bi inace povecalo dostupnost ovog elementa. Razlog tome jeste
izuzetno nizak sadrZaj organske materije koja ima veliki kapacitet za vezivanje olova, ¢ija
dostupnost u uslovima niske pH znacajno raste (Kabata-Pendias 2011). Istovremeno, moZe se
smatrati da je vece uceSc¢e dostupnog Cr u njegovom ukupnom sadrZaju u jalovini sa Rudnika
posledica adsorpcije za rezidualni ksantat i produkte njihove degradacije (Arim et al. 2019;
Moreno-Lopez 2019).

Koncentracije biodostupnih oblika pojedinih metala su viSe od fitotoksi¢nih
koncentracija prema Kabata-Pendias (2011). Tako je pristupatna koncentracija olova u
jalovini iz Rudnika 25 puta viSa od grani¢ne koncentracije za toksi¢nost ovog metala (30 mg
kg 1), dok je koncentracija bakra u sedimentu iz Bora 1 38 puta visa od grani¢ne koncentracije
za toksi¢nost ovog elementa (20 mg kg 1). Koncentracija Mn u jalovini iz Rudnika takode je
neSto iznad gornje granice za fitotoksi¢nost ovog metala (200 mg kg1; Marschner 2012).
Biodostupne forme ostalih ispitivanih metala su ispod granice fitotoksi¢nosti prema Kabata-
Pendias (2011).

5.2. Hemijske odlike ispitivanog biljnog materijala

Najveci broj dosadasnjih naucnih istraZivanja P. australis se odnosi na proucavanje
ekoloSke plasti¢nosti i sposobnosti ove vrste da akumulira razli¢ite hemijske elemente iz
podloge, a time i mogucnosti njenog koriS¢enja u bioloSkom preciS¢avanju otpadnih voda
umereno zagadenih metalima u okviru konstruisanih vlaznih stanista (Brix & Schierup 1989;
Bragato et al. 2006; Lee & Scholz 2007; Vymazal 2013; Hernandez-Crespo et al. 2015). Ipak,
istrazivanja obiCne trske koja se spontano javlja na metalima izuzetno opterecenoj podlozi
koja ne predstavlja prirodnu podlogu ve¢ tehnosol, do sada su prikazana u malom broju
studija gde su odredivane koncentracije veteg broja metala u delovima trske koja je rasla na
jalovini (Stoltz & Greger 2002; Prica et al. 2019; Kovacevi¢ et al. 2020). Gotovo sva
istrazivanja obic¢ne trske pokazuju da se najve¢i deo akumuliranih elemenata zadrzava na
nivou podzemnih delova biljke. Ipak, stepen akumulacije metala kod trske, kao i kod svih
biljaka, zavisi od razli¢itih faktora ukljuc¢uju¢i koncentracije metala i njihovu dostupnost u
podlozi, fizicke i hemijske karakteristike vode i sedimenta, vreme uzorkovanja i proces
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translokacije elemenata unutar biljke (Du Laing et al. 2009; Bonanno & Giudice 2010;
Teuchies et al. 2013).

Kada je re¢ o koncentracijama metala u biljkama sa rudnicke i flotacione jalovine u,
vrednosti Zn, Pb, Cu, Cd i Co u septembru su daleko viSe u odnosu na kontrolne biljke, kao i u
odnosu na one zabeleZene u ranijim istrazivanjima obicne trske sa prirodnih stanista izloZene
komunalnim i industrijskim otpadnim vodama (Bragato 2006; Bonanno 2011). Razlog ovome
su izuzetno visoke koncentracije ispitivanih metala u jalovini koje su viSestruko viSe u odnosu
na sadrzaj u navedenim otpadnim vodama. U ispitivanim biljkama poreklom sa odlagaliSta
jalovine u oba perioda uzorkovanja, sa izuzetkom Mn (jun, septembar) i Cr (septembar) kod
biljaka iz Bora 1, ustanovljene su znacajno viSe koncentracije ispitivanih metala u korenovima
u odnosu na ostale delove biljke. Na to moZe uticati i pasivna apsorpcija odredenih metala
apoplasticnim putem, koja se javlja u uslovima veoma visokih koncentracija metala u
zemljiSnom rastvoru (Kabata-Pendias 2011). Poznato je da ve¢ina biljaka koje uspesno Zive na
metalima optereenim podlogama akumuliraju i efikasno imobilizuju metale u apoplastu
zahvaljujudi visokom afinitetu katjona metala za vezivanje za funkcionalne grupe celijskog
zida (-OH, -COOH i -SH funkcionalne grupe) (Schmohl et al. 2000; Meyers et al. 2009; Colzi et
al. 2011), ogranicavaju njihov prolazak u centralni cilindar korena hidrofobnim naslagama
suberina na ¢elijama endoderma (Kasparijevim zadebljanjima), kao i unutar ¢elijske vakuole
parenhimskih ¢elija korteksa korena (Salt et al. 1995). Razlike u sadrZaju metala izmedu
korena i ostalih delova ispitivanih biljaka trske sa jaloviSta ukazuju na izrazenu imobilizaciju
metala u korenu, ¢ime su umanjeni toksi¢ni efekti metala na metabolicke procese ¢elija,
posebno u listovima biljaka.

Kod viSegodisnjih trava, kao Sto je obicna trska, postoji sezonska dinamika rasta i
usvajanja mineralnih elemenata koja moZe da uti¢e na razlike u koncentracijama metala u
biljci u razli¢itim periodima godine. Tako su zabeleZene gotovo dvostruko niZe koncentracije
Zn u korenu svih biljaka sa jalovine uzorkovanih u septembru u odnosu na biljke iz juna, Sto je
u skladu sa generalno viSim koncentracijama Zn u svim biljnim delovima, korenu, nadzemnim
delovima i reproduktivnim organima tokom rasta biljke u odnosu na one kod zrelih jedinki
(Longnecker & Robson 1993). Ovo ukazuje na znacaj Zn kao cCeste komponente eukariotskog
proteoma, kao i na efikasnu kontrolu apsorpcije i transporta Zn u okviru biljke (Andreini et al.
2009; Habashi 2013). Nasuprot tome, koncentracije Fe, Mn, Pb i Co u korenu svih biljaka
uzorkovanih u septembru 2018. godine su viSestruko viSe u odnosu na biljke iz juna. Sli¢no je i
sa Ni i Cr kod biljaka iz Bora 1 i Bora 2 i Cu i Cd kod biljaka iz Bora 1. Razlog tome moZe biti
Cinjenica da tokom jesenjih meseci, pri kraju vegetacione sezone, bioakumulacija dostiZe svoj
maksimum (Bonnano & Giudice 2010). Ovo moZe biti rezultat dobre dostupnosti ovih metala
u podlozi, postepene akumulacije metala tokom vremena usled izrazenog transporta
apoplastom koji je pod snaznim uticajem transpiracije i ujedno znacajne imobilizacije u okviru
korena.

Iako je sadrzaj analiziranih metala u korenu biljaka sa jaloviSta uglavnom u okviru
vrednosti koje su toksi¢ne za vecinu biljaka, postavljene grani¢ne vrednosti koncentracija su
ustanovljene prvenstveno za nadzemne delove biljaka i stoga nisu nuZno primenljive za koren
(Kabata-Pendias 2011). I zaista, u dosadasnjim istrazZivanjima je veoma retko primecen Stetan
uticaj povisenih koncentracija metala na vitalne fizioloske i biohemijske procese Celije. Tako je
sadrzaj Fe u korenovima biljaka ekstremno visok i u kontrolnim biljkama i u bljkama sa
jalovine. Ovako visoke koncentracije Fe samo u korenovima biljaka zajedno sa BCF
vrednostima koje su posebno visoke u septembru i veoma niskim TF ukazuju na transport Fe
putem apoplasta i taloZenje unutar korena, kao i veoma nisku translokaciju u akropetalnom
pravcu. [Izmerene koncentracije Fe u korenovima biljaka su dva puta vise od onih dobijenih u
biljkama koje su rasle na sedimentu reke koja je pod intenzivnim uticajem urbanizacije i
poljoprivrede (Bonnano 2011), dok su jo$ uvek znac¢ajno niZe od onih u biljkama koje su rasle

68



na kiseloj rudnickoj drenaZzi (Guo et al. 2014). Visok nivo akumulacije Fe predstavljen visokim
vrednostima BCF se moZe objasniti hipoksi¢nim uslovima koji postoje u supstratu bogatom
vodom u kome se ocekuje da je gvozde dominantno prisutno u Fe2* obliku koji biljka lako
usvaja (Ishimaru et al. 2006). Takode, najviSe vrednosti BCF koje su detektovane kod biljaka iz
ultrakisele sredine na lokalitetu Bor 2 se mogu objasniti i ve¢om dostupno$¢u FeZ*. Ovako
visoke detektovane koncentracije Fe u korenu svih biljaka mogu dovesti do nekontrolisaih
oksidativnih procesa u ¢eliji, buduéi da ono predstavlja redoks-aktivan metal ¢iji Fe2* oblik
ucestvuje u Haber-Weiss i Fentonovoj reakciji i time povecava nivo oksidativnih oStec¢enja u
¢eliji. Zbog niskog nivoa translokacije, sadrzaj Fe u listovima ovih biljaka nije iznad granice
fitotoksi¢nosti od 1000 mg kg1, iznad koje kod osetljivih biljaka dolazi do pojave nekroti¢nih
mrlja i drugih vidljivih znakova oSteéenja (Kabata-Pendias 2011).

Sadrzaj Mn u korenovima kontrolnih i biljaka iz Bora 1 uzorkovanih u septembru je
vi$i od gornje grani¢ne vrednosti iznad koje Mn najceS¢e ispoljava fitotoksi¢ne efekte (>500
mg kg 1) kod vecine biljaka (Kabata-Pendias 2011). Tako, u korenu biljaka iz Bora 1 izmerena
koncentracija Mn ¢ak 5 puta prevazilazi dati prag toksi¢nosti. Poznato je da su mobilnost i
biodostupnost Mn visoko zavisni od reakcija koje kontroliSu ponasanje Mn u podlozi, kao Sto
su proces oksidacije, redukcije i hidrolize. U hipoksi¢nim, odnosno redukujuc¢im uslovima koji
vladaju u podlozi trske mangan je dobro rastvorljiv i dominantno se nalazi u redukovanom
Mn2+ koji je lako biodostupan. Jedina vrednost TF > 1 je detektovana kod biljaka iz
ultrakiselog supstrata Bora 2 (septembar) i ukazuje na znacajnu translokaciju ovog metala u
nadzemne delove biljke. Sli¢can sadrZaj i distribucija Mn u biljci nadeni su za biljke P. australis
sakupljene na jezerima u Poljskoj u blizini pasSnjaka i poljoprivrednih zemljiSta (Klink 2017),
kao i sa zemljista zagadenih rudarskim aktivnostima, sa nesto niZim stepenom translokacije
Mn u nadzemni deo biljke (Cicero-Fernandez et al. 2017). Poznato je da je Mn jedan od veoma
mobilnih elemenata u okviru biljnog organizma, ¢iji je transport iz korena do listova efikasniji
u odnosu na veéinu drugih metala, Sto se moZe pripisati i njegovoj ulozi u esencijalnim
biohemijskim procesima ceije, kao Sto su biosinteza ATP-a, masnih kiselina i proteina
(Millaleo et al. 2010).

Koncentracije Ni detektovane u korenovima svih biljaka oslikavaju stepen
opterecenosti podloge ovim metalom, pa su najvise koncentracije detektovane u korenovima
trske sa Rudnika koji sadrze i do 10 puta viSu koncentraciju Ni u odnosu na koren biljaka sa
ostalih lokaliteta. Sadrzaj nikla u korenu kod svih biljaka u septembru, osim onih iz Bora 2 je
unutar opsega vrednosti koje mogu izazvati toksi¢ne efekte na biljke (Kramer 2010). Najvisa
izmerena koncentracija, u korenovima biljaka iz Rudnika, Sest puta prevazilazi donji
predloZeni prag fitotoksi¢nosti (10 mg kg 1) i daleko je viSa od onih u biljkama sakupljenim na
obalnim delovima reka opterecenih komunalim otpadnim vodama (Bonanno & Giudice 2010)
i biljaka sa vestackih vlaznih staniSta (Bragato 2006). Medutim, slicne koncentracije Ni
nadene su u podzemnim delovima biljaka P. australis koje su rasle na estuarskom sedimentu
visoko zagadenom metalima (Cicero-Fernandez et al. 2017). Jedino je TF > 1 u Boru 2 i
ukazuje na intenzivnu translokaciju Ni u nadzemni deo biljaka, dok je na ostalim lokalitetima
ova translokacija znac¢ajno niza.

Koncentracija Zn u korenovima biljaka iz Rudnika je u okviru potencijalno fititoksi¢nih
vrednosti (500-1000 mg kg 1) (Chaney 1989), Sto je ocekivano s obzirom na to da sama
flotaciona jalovina sadrzi veoma visoke koncentracije ukupnog i pristupa¢nog Zn. Na drugim
lokalitetima sadrZaj Zn u korenu je viSestruko visi u biljkama sa odlagalista jalovine (Bor 1 i
Bor 2) u odnosu na kontrolne biljke, ali ispod potencijalno fitotoksi¢nih koncentracija.
Koncentracije Zn u korenovima odgovaraju onim dobijenim u ranijim istraZivanjima trske
koja je rasla na odlagaliStima jalovine rudnika metala (Zn, Cu, Pb, Ni, Au, Ag) (Stoltz & Greger
2002), ali su znacajno viSe u odnosu na koncentracije u biljkama P. australis izloZenim uticaju
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poljoprivrednih, industrijskih i komunalnih otpadnih voda (Bragato et al. 2006; Klink 2017). I
pored poviSenih koncentracija u korenu ispitivanih biljaka sa tehnosola, koncentracije Zn u
rizomima i nadzemnim delovima su u okviru vrednosti za koje se smatra da ne izazivaju
oStecCenja kod biljaka osetljivih na metale, Sto zajedno sa TF < 1 pokazuje da nema znacajnije
translokacije Zn u nadzemne delove biljke. Ova imobilizacija Zn, ali i Cu, u okviru korenovog
sistema se postiZe vezivanjem za Celijske zidove celija korteksa korena, ali i unutar samih
Celija gde su metali vezani za specificne male proteine sa heliraju¢om aktivnoscu, ¢ime se
spreCava vezivanje metala za nespecificne proteine i narusavanje funkcionalnosti celije
(Cobbett 2000; Hasan et al. 2017). Histohemijska detekcija Zn u podzemnim i nadzemnim
delovima biljke pokazuje da je cink dominantno akumuliran u ¢elijskim zidovima ¢elija
egzodermisa i Celija korteksa korena, Sto predstavlja imobilizaciju Zn u ¢elijskom zidu i jednu
od tipi¢nih strategija odbrane biljaka od povecanih koncentracija metala u podlozi. Do
imobilizacije dolazi usled vezivanja metala za funkcionalne grupe pektina i drugih
komponenti Celijskog zida prilikom apoplasti¢nog radijalnog kretanja kroz koren. Takode, u
rizomu, stablu i listu Zn je akumuliran u zidovima sklerenhimskih c¢elija.

Zahvaljujuc¢i veoma visokoj koncentraciji i ukupnog i pristupacnog Pb u flotacionoj
jalovini sa Rudnika, biljke su akumulirale znacajnu koliinu ovog elementa u korenu. SadrZzaj
olova u korenu biljaka iz Rudnika je prema Ross (1994) iznad opsega fitotoksi¢nosti za vec¢inu
biljaka (30-300 mg kg 1) i znacajno je visi u odnosu na onaj izmeren u korenovma biljaka sa
ostalih lokaliteta, a posebno kontrolnih biljaka. Zahvaljujuéi izuzetno niskom nivou transporta
Pb u nadzemne delove, najveéi udeo Pb se zadrzava na nivou korena. Ovakvi rezultati su
ranije prijavljeni za P. australis (Rocha et al. 2014; Prica et al. 2019), Helianthus annuus
(Winska-Krysiak et al. 2015), Miscanthus x giganteus (Korzeniowska & Stanislawska-Glubiak
2015; Pidlisnyuk et al. 2018; Andreji¢ et al. 2019), Allium sativum (Jiang & Liu 2010),
Nicotiana tabacum (Gichner et al. 2008), kao i kod nekoliko vrsta metalofita i
pseudometalofita (Dahmani et al. 2000). Poznato je da se efikasna prevencija transfera Pb u
stelu Kkorena postize depozicijom Pb na Celijskim zidovima kortikalnih c¢elija, kao i
Kasparijevim zadebljanjima endoderma (Seregin et al. 2004; Meyers et al. 2009; Jiang & Liu
2010). I pored toga Sto je koncentracija Pb daleko niZa u listovima, ona je ipak najmanje dva
puta viSa od prosecne koncentracije zabeleZene u biljkama iz nezagadenih sredina (5 mg kg 1)
(Markert 1992). Histohemijska detekcija Pb u podzemnim i nadzemnim delovima biljke
pokazuje da je i olovo dominantno akumulirano i imobilizovano u ¢elijskim zidovima
egzodermisa i korteksa korena, kao i zidovima sklerenhimskih ¢elija rizoma, stabla i lista Pb.

Koncentracija bakra u korenovima biljaka svih ispitivanih lokaliteta, osim kontrole,
viSestruko prevazilazi fitotoksi¢ne vrednosti (25-40 mg kg1) (Chaney 1989). NajviSa
zabeleZena koncentracija, u korenu biljaka iz Bora 1, posledica je ekstremno visokog sadrzaja
Cu u datom tipu jalovine. Izmerena koncentracija Cu znacajno je visa u odnosu na onu u
korenu trske koja je rasla na metalima bogatom prirodnom sedimentu (Cicero-Fernandez et
al. 2017), kao i na sedimentu obalnog dela reke pod velikim uticajem urbanizacije i
poljoprivrede (Bonanno 2011). Medutim, koncentracija bakra u nadzemnim delovima svih
ispitivanih biljaka je znacajno niZa usled niske translokacije ovog elementa (TF < 1), a kao
rezultat taloZenja Cu unutar egzodermalnih ¢elija korteksa korena, kao i endodermu. I pored
toga, koncentracija Cu u stablu i listovima biljaka sa lokaliteta Bor 2 je viSa od gore navedenih
koncentracija koje kod vecine biljaka izazivaju negativne efekte. Ipak, za razliku od Pb i Zn,
poviSena akumulacija Cu se vizualizuje i u centralnom cilindru korena, pa je Cu uocljiv i
unutar cCelija floema. Imobilizacija metala unutar celija postiZe se vezivanjem za fitohelatna
jedinjenja najceS¢e u vakuoli, ¢ime nastaju inaktivni kompleksi sa metalom (Kiipper et al.
2009; Tong et al. 2004). I pored toga, sadrzaj Cu u nadzemnim delovima svih ispitivanih
uzoraka trske je u okviru koncentracija karakteristi¢nih za biljke sa Cu-neopterecenih podloga
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(<20 mg kg™ 1), a time svakako niZi od koncentracija pri kojima Cu kod veéine biljaka ispoljava
negativan uticaj.

Koncentracije Cd u korenu biljaka sa Rudnika u junu su znacajno vise u odnosu na
korenove biljaka sa preostalih lokaliteta i nesto su vise od donje granice za fitotoksi¢nost ovog
metala (5-700 mg kg™1) prema Chaney (1989). Medutim, ova vrednost je znacajno visa u
odnosu na koncentracije datog elementa u korenu trske koja je rasla na metalima bogatoj
podlozi (Cicero-Fernandez et al. 2017) i sedimentu reke pod intenzivnim uticajem
urbanizacije (Bonanno 2011). Iako Cd predstavlja neesencijalni element za metabolicke
procese biljaka, on se veoma lako usvaja i akumulira u korenu i u listu vecine biljaka, budu¢i
da interferira sa nekoliko makroelemenata (Ca, Mg, P, K) (Das et al. 1977) i istovremeno
pokazuje visok afininet ka vezivanju za sulfhidrilne (-SH) grupe proteina (Kabata-Pendias
2011). Tako, iako nisu unutar opsega fitotoksi¢nosti, koncentracije Cd u svim ispitivanim
delovima biljaka sa svih lokaliteta, osim listova kontrolnih biljaka (<LDL) i stabala biljaka iz
Bora 1, iznad su koncentracija detektovanih u biljkama iz nezagadenih sredina (0,01-0,3 mg
kg1; Allen 1989). Generalno niske koncentracije Cd u biljnim delovima su najcesSce posledica
njegove slabe dostupnosti u razli¢itim tipovima sedimenta, posebno na pH vrednostima oko
neutralne i u sredini u kojoj ima sulfida sa kojima Cd precipitira (Christensen & Huang 1999).
U kiseloj sredini Cd se efikasnije usvaja korenom biljaka (Bingham et al. 1980; Kitagishi &
Yamane 1981), ¢cime se moZe objasniti daleko viSi BCF kod biljaka koje su rasle u ultrakiseloj
sredini jezera Bor 2.

NajviSa izmerena koncentracija Co je u korenovima biljaka iz Bora 1 i viSa je od datog
opsega fitotoksi¢nosti za ovaj element (15-50 mg kg 1) prema Kabata-Pendias (2001). I
koncentracije Co u korenovima biljaka sa ostalih lokaliteta u septembru su unutar navedenog
opsega, osim biljaka sa kontrolnog staniSta. Detektovane koncentracije u korenovima biljaka
su znacajno viSe od onih zabeleZenih kod trske rasle na sedimentu reke pod intenzivnim
uticajem urbanizacije (Bonanno 2011), kao i kod biljaka M. x giganteus raslih na flotacionoj
jalovini rudnika metala (Pb, Zn, Cu) (Andreji¢ 2021). MoZe se primetiti da i pored najviSe
koncentracije ukupnog i dostupnog Co u jalovini sa Rudnika, biljke ne sadrZze viSu
koncentraciju ovog metala u odnosu na druge ispitivane biljke sa jaloviSta, Sto se mozZe
objasniti time da apsorpcija Co korenom ukljucuje aktivan transport (Wiersma 1979). Ipak, i
pored slabe mobilnosti u okviru biljnog organizma, kada se jednom nade u ksilemu, transport
Co u akropetalnom pravcu je transiracionim tokom, $to je u skladu sa dobijenim rezultatima u
nadzemnim delovima biljaka trske. Naime, koncentracije kobalta u listovima biljaka iz Bora 2 i
Rudnika su takode u opsegu fitotoksi¢nosti datog metala.

Koncentracija Cr najvisSu vrednost ima u korenovima biljaka iz Rudnika, $to viSestruko
prevazilazi prag za fitotoksi¢nost ovog metala (0,5 mg kgl; Allen 1989). Na ostalim
lokalitetima koncentracije hroma u svim biljnim delovima u septembru su takode iznad date
vrednosti. Ono Sto izdvaja hrom od vecine drugih elemenata jeste sadrzaj ovog metala u
nadzemnim delovima biljaka, koji je veoma blizak vrednostima u korenu na vecini ispitivanih
lokaliteta. To potvrduju i visoke vrednosti TF koje ukazuju na veoma znacajan nivo
translokacije u nadzemni deo biljaka. Sli¢na distribucija Cr kao u ovom istrazivanju dobijena
je u istrazivanju trske koja je rasla na metalima zagadenom sedimentu Cicero-Fernandez et al.
(2017). Ranija istraZivanja ukazuju na veliku sposobnost trske da Cr akumulira na nivou
podzemne biomase i nizak nivo translokacije u nadzemni deo biljaka (Marchand et al. 2014).
U tom smislu, potrebna su dalja istrazivanja koja ukljuCuju ispitivanje usvajanja Cr unutar
biljaka u razli¢itim uslovima podloge, kao i proucavanja mehanizama distribucije i tolerancije
na ovaj metal.
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5.3. Fitoremedijacioni potencijal Phragmites australis

Fitoremedijacioni potencijal biljke ili njena sposobnost da apsorbuje zagadujuce
materije iz podloge i akumulira ih bilo u nadzemnim ili podzemnim delovima, kao i
fitoremedijaciona strategija koja bi mogla biti primenjena u remedijaciji metalima zagadenih
podloga se moZe proceniti na osnovu konkretnih koncentracija usvojenih metala i
koris¢enjem biokoncentracionog, bioakumulacionog i translokacionog faktora.

Visoke koncentracije metala koje su prisutne u korenu biljaka, kao i veoma visoke
vrednosti biokoncentracionog faktora ukazuju da P. australis poseduje visok fitoremedijacioni
potencijal. Obicna trska akumulira i zadrzava ispitivane metale dominantno na nivou
korenovog sistema i redukuje njihovu translokaciju u nadzemne delove biljke, Sto se uocava
na osnovu velike razlike u koncentracijama metala izmedu korena, stabla i lista, ali i na
osnovu faktora koji ukazuju na izbegavanje kao dominantnu odbrambenu strategiju biljke. Za
sve ispitivane metale je ustanovljen visok biokoncentracioni faktor koji je za ve¢inu elemenata
daleko visi od 1, sa izuzetkom olova u biljkama sa Rudnika. Generalno najviSe vrednosti BCF
su dobijene za Fe i Cr, $to se moZe objasniti ¢injenicom da je mehanizam usvajanja Cr sli¢an
onome kod Fe (Tiffin 1977). Poredenjem vrednosti BCF izmedu biljaka uzorkovanih u dva
perioda, junu i septembru iste godine, uocava se da su BCF visi kod biljaka u septembru, Sto
ukazuje na koncentrovanje metala u korenu biljaka tokom vremena. Jedinu jasnu razliku
pokazuje Zn koji je biljka usvajala intenzivije tokom perioda rasta (jun), pa su sve vrednosti
BCF viSestruko vece u odnosu na septembarsko uzorkovanje.

Vrednosti BCF ukazuju na odbrambenu strategiju biljke, ali ne govore mnogo o kolic¢ini
metala koju biljka uklanja iz zagadene, a posebno iz ekstremno zagadene podloge, kao Sto je
jalovina. Tako su najnize vrednosti BCF (Fe, Mn, Ni, Zn, Pb, Cd, Cr) zabeleZene kod biljaka sa
Rudnika koje vec¢inu navedenih elemenata (Ni, Zn, Pb, Cu, Cd i Cr) akumuliraju u najvisSim
koncentracijama. Ova razlika izmedu BCF i konkretnih akumuliranih koncentracija metala
ukazuje na znacCaj hemijskih karakteristika podloge koje mogu umanjiti ili povecati
dostupnost metala za apsorpciju korenom, kao i na postojanje odredenog kapaciteta biljke za
apsorpciju koji zavisi od mehanizama usvajanja specificnog metala. Tako, niska pH supstrata
povecava mobilnost, usvajanje i akropetalni transport Ni, Mn i Pb. Pored toga, u slabo
dreniranoj i slabo aerisanoj podlozi tranzicioni metali koji se mogu nac¢i u viSe oksidacionih
stanja se javljaju preteZzno u redukovanom obliku (Fe2*, Mn2+, Pb2+*) koji su mobilniji i
biodostupniji u odnosu na njihove oksidovane forme (Fe3*, Mn#*, Pb%") (Kabata-Pendias
2011). Takode i kisela sredina, kakva je u Boru 2, pospesSuje hemijsku dezintegraciju minerala
stene, dok H* joni izbacuju monovalentne i dvovalentne katjone metala sa negativno
naelektrisanih mesta na cesticama supstrata ¢ine¢i ih lakSe dostupnim za usvajanje biljkama
(Wei et al. 2020). Pored toga, odredene razlike u stepenu apsorpcije i translokacije metala u
akropetalnom pravcu mogu biti uslovljene i genetickom varijabilnoscu trske (Kiihl et al. 1999;
Eller & Brix 2012; Gao et al. 2012; Tripathee & Schafer 2015).

Bioakumulacioni faktori su u najve¢em broju slucajeva visi kod biljaka uzorkovanih u
septembru, dok je BAF za Zn bio visi kod biljaka uzorkovanih u junu. Izuzetno vise vednosti
BAF za Mn, Ni, Zn, Pb i Cu kod biljaka iz Bora 2 ukazuju da uslovi sredine mogu uticati i na
proces translokacije metala u nadzemne delove.

Dobijeni rezultati pokazuju visok potencijal za fitostabilizaciju gotovo svih ispitivanih
metala, budu¢i da su vrednosti BCF > 1, a i TF < 1 (Yoon et al. 2006). Prethodnim
istrazivanjima je potvrden fitostabilizaconi potencijal Phragmites australis (Pérez-Sirvent et
al. 2017; Prica et al. 2019), kao i mogu¢nost koriS¢enja svih delova trske u biomonitoringu
kvaliteta sedimenta i vode (Bonanno & Giudice 2010). lako u nadzemnim delovima biljke
koncentracije metala nisu visoke, trska zbog velikog godiSnjeg prinosa nadzemne biomase
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moze biti pogodna i za fitoekstrakciju ukoliko se Zetva vrsi u vreme najvece bioakumulacije
metala od interesa (Klink 2017).

5.4. Biohemijski odgovor P. australis na poviSene koncentracije metala

Biljke koje naseljavaju podloge koje su opterecene poviSenim koncentracijama metala
retko kada su izloZene samo jednom potencijalno toksicnom elementu. Naime, metaliferne
stene su bogate ve¢im brojem metala, a njihove koncentracije u biljci i specificni medusobni
odnosi, kao i zastitni mehanizmi biljke odreduju njihov uticaj na fiziologiju, rastenje i
prezivljavanje biljke (Israr et al. 2011; Lou et al. 2017). Analiza biohemijskih parametara
korena i lista biljaka P. australis koje su spontano rasle u plitkoj vodi jalovista daje nam
detaljan uvid u zaStitne mehanizme koji ovim biljkama omogucavaju uspeSan opstanak i rast u
uslovima znacajno povisenih koncentracija PTE u podlozi i u biljnom organizmu.

5.4.1. Uticaj poviSenih koncentracija metala na biohemijske parametre u korenu P.
australis

Jedan od analiziranih parametara je sadrzaj rastvorljivih proteina cije promene u
sadrzaju predstavljaju indikator metabolickih promena nastalih pod uticajem razlicitih tipova
stresa (Singh & Tewari 2003). Tako povecan sadrzaj ukupnih solubilnih proteina u korenu
biljaka sa odlagaliSta jalovine u odnosu na kontrolu predstavlja uobicajeni odgovor sloZenog
adaptivnog mehanizma celije sa ciljem smanjenja metalima indukovanog stresa. Ovaj
stimulatorni efekat povisenih koncentracija metala se ogleda u povecanoj biosintezi
specificnih grupa proteina kao Sto su proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins) i
proteoliticki i antioksidativni enzimi koji su uklju€eni u homeostazu proteina i redoks stanja
Celije (Srivastava et al. 2005; Shu et al. 2012; Hasan et al. 2017; Georgiadou et al. 2018).
Brojna ranija istraZivanja su pokazala da znacajno povisene koncentracije metala u korenu,
kakve su detektovane u korenovima ispitivanih biljaka trske, najceS¢e izazivaju smanjenje
sadrzaja ukupnih solubilnih proteina. Do toga dolazi zbog narusavanja njihove biosinteze
usled inhibicije aktivnosti metaloenzima ukljucenih u taj proces, i to zbog zamene njihovih
metalnih kofaktora nekim od metala koji se u ¢eliji nalazi u slobodnom obliku i naruSavanja
procesa pravilnog uvijanja proteina vezivanjem metala za funkcionalne grupe peptidnih
lanaca. Rezultat ovoga je nastanak proteina nepravilne konformacije, agregacija proteina,
oksidacija proteina u prisustvu povecane koncentracije ROS i degradacija oksidacijom
oStecenih proteina (Nagoor 1999; Chrestensen et al. 2000; El-Amier et al. 2019). Medutim,
rezultati dobijeni za trsku ukazuju na to da su mehanizmi uklju€eni u imobilizaciju metala u
apoplastu i simplastu ¢elija korteksa korena dovoljno efikasni da smanje nivo slobodnih jona
metala u Celiji i omoguce povecanu sintezu proteina koja je neophodna za odrZavanje
funkcionalnosti ¢elija korena, a koja se kod biljaka javlja kao tipican odgovor ¢elije na malo
povisene koncentracije metala (Ghori et al. 2019).

Kako je ranije istaknuto, glavnu ulogu u pogledu zastite celije od ROS imaju
antioksidativni enzimi (Bhaduri & Fulekar 2012). Razlike u aktivnostima antioksidativnih
enzima zavise od specificnog odgovora konkretne biljne vrste (Mazhoudi et al. 1997; Gupta et
al. 2010), vrste i koncentracija metala u biljci, njihovog sinergistickog/antagonistickog dejstva
u cCeliji (Srivastava et al. 2006; Deef 2007; Esmaeilzadeh et al. 2017), kao i vremena
ekspozicije (Chaoui & El Feriani 2005; Lou et al. 2017). Porast aktivnosti enzima moZe biti
rezultat njegove stimulisane ekspresije u prisustvu poviSene koncentracije nekog metala.
Tako se na primer porast aktivnosti enzima beleZi najceS¢e kada je biljka izlozena samo
jednom metalu u kratkotrajnim eksperimentima (Iannelli et al. 2002; Malar et al. 2014; Liu et
al. 2018). Takode, veliki broj istrazivanja potvrduje da aktivnost antioksidativnih enzima raste
pri niZim koncentracijama metala, dok sa daljim porastom koncentracije ili duzine izloZenosti
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biljke dolazi do pada aktivnosti enzima (Farid et al. 2017; Kovacevi¢ et al. 2020). Medutim,
nekada je negativni efekat metala toliki da je sama struktura enzima pogodena zbog Cega
dolazi do pada njegove aktivnosti ili aktivnosti enzima uklju¢enih u njegovu biosintezu.
Aktivnosti svih ispitivanih enzima (SOD, CAT, APX, POD, GR) u korenu u oba uzorkovanja su
generalno znacajno nize u odnosu na kontrolu, Sto ukazuje na odredeni stepen inhibicije
povezane sa poviSenim koncentracijama metala i njihovim direktnim i indirektnim dejstvima
u Celiji.

SOD je klju¢ni enzim u prevodenju superoksidnog anjona u vodonik peroksid, koji
kasnije uklanjaju CAT i peroksidaze, i predstavlja prvu liniju odbrane od oksidativnih
oStecenja. Redoks aktivni metali (Cu, Cr) koji su prisutni u visokim koncentracijama u
korenovima svih biljaka sa jaloviSta su veoma dobri donori elektrona, a predajom elektrona
kiseoniku dovode do direktnog stvaranja superoksidog radikala. Drugi, redoks-neaktivni
metali prisutni u visokim koncentracijama (Pb, Zn) mogu izazvati supstituciju nekog od
metalnih kofaktora SOD i inhibiciju aktivnosti enzima. Analiza koeficijenata korelacije i
stehiometrijskih odnosa metala u korenu trske ukazuje na to da je pad u ukupnoj aktivnosti
SOD posledica interferencije metala u visku (Zn, Cu, Cr) i metalnih kofaktora za SOD
(Yamakura et al. 1995; Gallego et al. 1996; Shainberg et al. 2000; Jouili & El Feriani 2003;
Sinha & Saxena 2006). Znacajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti SOD i koncentracije
Mn u korenu (Prilog 12), kao i nizak odnos Mn:Zn u korenu biljaka iz Bora 2 i Rudnika koje su
ispoljile najnizu aktivnost SOD u korenu, ukazuje na supstituciju mangana cinkom na
aktivnom mestu enzima Mn SOD (Yamakura et al. 1995; Gallego et al. 1996; Dietz et al. 1999;
Shainberg et al. 2000; Jouili & El Feriani 2003; Sinha & Saxena 2006; Zhao et al. 2012). Ova
hipoteza je podrzana visoko o¢uvanom aktivno$¢éu SOD u korenu biljaka iz Bora 1 izloZenih
visokim koncentracijama Mn i znacajno viSim odnosom Mn:Zn, koji je sli¢an (jun), ili ¢ak i
neSto visi (septembar) od onoga kod kontrolnih biljaka. Stimuliraju¢i efekat Mn na
antioksidativni sistem, pre svega na aktivnost SOD i POD, i ranije je potvrden kod nekoliko
vrsta biljaka (Gonzalez et al. 1998; Shi et al. 2006; Zhao et al. 2012). Povrh toga, nije isklju¢eno
da i antagonizam Zn-Pb doprinosi supresiji aktivnosti Cu/Zn SOD kod ovih istih biljaka na Sta
ukazuje nizak odnos Zn i Pb u korenu. Ranija istrazivanja su pokazala da stres izazvan olovom
dovodi do pada aktivnosti SOD u korenu biljaka Sedum alfredii (Zhang et al. 2007) i smanjuje
ekspresiju razlicitih gena za SOD, $to je potvrdeno kod Lolium perenne i Festuca arundinacea
(Lou et al. 2017). Iako biljke sa redukovanom (Bor 2, Rudnik) i one sa o¢uvanom aktivno$¢u
SOD (Bor 1) u septembru imaju veoma sli¢cne aktivnosti CAT, APX i GR, kao i slican ukupan
antioksidativni kapacitet korena, one se ipak znacajno razlikuju po sposobnosti za uklanjanje
slobodnih radikala. Biljke sa ocuvanom aktivno$¢u SOD (Bor 1) imaju nizak stepen lipidne
peroksidacije membrana, slican onome kod kontrolnih biljaka, dok biljke sa redukovanom
aktivnosti SOD imaju znacajno visSi stepen oksidativnih ostecenja lipida membrana. Ovo
ukazuje na izuzetnu ulogu SOD u odrZavanju redoks homeostaze u metalima opterecenoj
¢eliji, kao i na povecano stvaranje superoksidnog radikala u prisustvu navedenih metala.
Visok stepen peroksidacije membranskih lipida je ranije zabeleZen kod biljaka Phragmites
australis izloZenih poviSenim koncentracijama Pb, Zn i Cu (Alfadul & Al-Fredan 2013), kao i
kod Spirodela polyrhiza pri poviSenim koncentracijama Cu i Hg (Singh et al. 2020) i
Ceratophyllum demersum (Devi & Prasad 1998).

Aktivnosti CAT i APX su znacajno inhibirane kod svih biljaka sa jalovista, $to je posebno
naglaSeno kod biljaka uzorkovanih u septembru, i negativno su korelisane sa koncentracijama
Pb, Zn, Cu i Cr u korenu. Porede¢i njihove aktivnosti pri razli¢itim koncentracijama metala
moZe se zakljuciti da je inhibicija njihove aktivnosti posledica ne samo visokih koncentracija
svakog od navedenih metala, ve¢ i njihovog sinergistickog dejstva u korenu. Ova inhibicija
aktivnosti CAT moZe biti rezultat inaktivacije od strane ROS, smanjene sinteze enzima ili
promene u organizaciji subjedinica ovog enzima (Verma & Dubey 2003). Tako je kod
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Eichornia crassipes (Odjegba & Fasidi 2007) i Zea mays (Cui & Zhao 2011) ustanovljeno da pri
znacajnijem porastu koncentracije Zn dolazi do pada aktivnosti CAT, odnosno supresije
aktivnosti enzima, kao i da poviSene koncentracije Pb sniZavaju aktivnost CAT kod Jatropha
curcas (Shu et al. 2012). Takode, ustanovljeno je da Cr sniZava kataliticke aktivnosti ova dva
enzima (Pandey et al. 2005; Hiibner et al. 2010). Niza aktivnost APX i CAT se moZe objasniti
ulogom Cr kao signalnog molekula koji moZe izazvati stvaranje ROS i time negativno uticati na
aktivnost ova dva enzima (Mallick et al. 2010). Pored toga, CAT je metaloenzim koji sadrzi Fe
u porfirinskom prstenu, pa njegova aktivnost moZe biti umanjena supstitucijom gvozda nekim
od metala u visku, kao i smanjenom dostupnos¢u Fe usled kompeticije sa datim metalom
(Sharma et al. 2003).

Aktivnost gvajakol peroksidaze je znacajno niZa kod biljaka sa jalovista u odnosu na
kontrolu, pri ¢emu je sa porastom koncentracija metala, posebno Zn, Pb i Cd, taj pad sve
izrazeniji. Pad aktivnosti POD i ranije je zabelezen kod Helianthus annuus pri poviSenim
koncentracijama Cd i Cr (Gallego et al. 2002). MoZe se primetiti da Sto je niza aktivnost POD to
je visi nivo peroksidacije membranskih lipida. Biljke sa najnizom POD aktivno$¢u ujedno
ispoljavaju i najniZe aktivnosti CAT i APX, Sto za rezultat ima poviSeno generisanje H202 koji
se u prisustvu trazicionih metala redukuje do hidroksilnih radikala koji direktno izazivaju
oksidaciju membranskih lipida i povecanje LP.

Aktivnost GR je od svih ispitivanih enzima najmanje pogodena poviSenim
koncentracijama metala u korenu. Na sli¢an nacin je inhibirana kod svih biljaka sa jaloviSta u
septembarskom uzorkovanju i pod najveéim je uticajem povisenih koncentracija Cd, Cr, Cu i
Zn. SniZavanje kataliticke sposobnosti GR u prisustvu povecane koncentracije Cr je dokazano
kod vrsta Lemna minor (Lopez-Luna et al. 2009; Chen et al. 2015) i Arabidopsis sp. (Xu & Deng
2012). MoZe se pretpostaviti da je pad aktivnosti GR posledica ireverzibilne inaktivacije
aktivnog mesta GSSG metalnim konjugatima glutationa koji se sastoje od dva molekula
oksidovanog glutationa povezanih metalom (GS-[metal]-SG). Kada se ovaj metal-glutation
konjugat veZe za aktivno mesto na GR, metal je taj koji se vezuje za njegovo aktivno mesto
umesto atoma sumpora iz oksidovanog glutationa (GSSG), Sto vodi ka ireverzibilnoj inhibiciji
aktivnosti GR (Rubino 2015). Osim toga, poviSene koncentracije metala mogu dovesti do
iskoriS¢avanja glutationa u biosintezi fitohelatina ¢ime se smanjuje ukupni sadrzaj glutationa
koji je dostupan u antioksidativnoj zastiti Celije i ukupna aktivnost GR c¢ija je uloga u
regeneraciji redukovang glutationa (GSH) iz oksidovane forme (GSSG) (Habibi 2014).

Znacajan pad ukupnog antioksidativnog kapaciteta kod biljaka sa jalovista u odnosu na
kontrolu, koji se uoCava u septembru, ukazuje na znatnu potroSnju neenzimskih
antioksidanata direktno ukljucenih u redukciju slobodnih radikala kao S$to su superoksid,
tokoferoksil i alkoksil /peroksil radikali (Smirnoff 2018). Medutim, uprkos redukovanom TAC,
biljke iz Bora 1 imaju slican LP kao kontrolne biljke $to ukazuje na to da su neenzimski
antioksidanti dovoljni u zastiti od antioksidativnog stresa. Nasuprot tome, kod biljaka sa
inhibiranom aktivnosti SOD neenzimske antioksidativne komponente nisu dovoljne u zastiti
od visoko reaktivnih superoksidnih radikala, koji dovode do oksidativnih oStecenja
membrane. Medutim, znacajno visi TAC u junu kod biljaka sa jalovista u odnosu na kontrolu
ukazuje na aktivaciju neenzimske komponente antioksidativnog sistema pri poviSenim
koncentracijama metala, kao i na to da je pri generalno niZim koncentracijama metala u
odnosu na septembar ovaj vid zaStite dovoljan da neutraliSe negativne efekte ROS, bududi da
su razlike u LP izmedu kontrolnih i biljaka sa jalovista znacajno niZe u odnosu na septembar.
Takode, iako biljke iz Bora 2 u korenu sadrze nesto niZe koncentracije metala u odnosu na
biljke iz Bora 1, aktivnost njihovih enzima i visok nivo peroksidacije membranskih lipida se
moZe povezati sa dodatnim stresom - ultrakiselom reakcijom sredine u kojoj se koren nalazi.
Naime, visoka koncentracija H* jona u korenu dovodi do poveéanog stvaranja ROS, kao $to su
superoksidni radikal i vodonik peroksid i izaziva dodatni oksidativni stres (Shi et al. 2006;
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Zhang et al. 2016). Zbog toga, biljke iz Bora 2 treba istovremeno da savladaju dva izazova -
umanje negativne efekte poviSenih koncentracija metala i da odrZe povoljnu pH vrednost u
tkivima i ¢elijama korena.

5.4.2. Uticaj poviSenih koncentracija metala na biohemijske parametre u listu P.
australis

Razlic¢it biohemijski odgovor korenova i listova biljaka trske na povisene koncentracije
metala proizilazi iz velikih razlika u koncentracijama, kao i razli¢itim kombinacijama metala
akumuliranih u ovim biljnim delovima.

Analiza sadrZaja fotosintetskih pigmenata se Cesto koristi za procenu stresa kod biljaka
budué¢i da pored svetlosti, temperature, mineralne ishrane, faze razvoja i starosti lista,
koncentracija fotosintetskih pigmenata u velikoj meri zavisi i od efekata poviSene
koncentracije jednog ili viS§e metala u listu (Li et al. 2018). StaviSe, promene u njihovim
koncentracijama cesto su povezane sa smanjenom fotosintetskom efikasno$¢u i vidljvim
simptomima fitotoksi¢nosti (Croft et al. 2017). Tako sadrzaj hlorofila a u listovima svih
biljaka, osim onih sa Rudnika, pokazuje blagi trend smanjenja s vremenom, dok koncentracije
hlorofila b i ukupnih karotenoida ispoljavaju znacajan pad u septembru. Ovo smanjenje
sadrzaja fotosintetskih pigmenata u listovima biljaka je u skladu sa ranijim istrazivanjima
Sestak (1963), Bertamini & Nedunchezhian (2002) i Mauromicale et al. (2006). ZabeleZeni
pad koncentracija pigmenata u septembru, kada je i najveca bioakumulacija govoto svih
ispitivanih metala, moZe se donekle povezati i sa negativnim efektima koje metali u poviSenim
koncentracijama imaju na biosintezu i razgradnju pigmenata. To je i ranije potvrdeno kod
biljaka Arabidopsis thaliana (Cu, Mn, Pb, Zn) (Baek et al. 2012), Brassica juncea (Cd) (Mobin &
Khan 2007), kukuruza (Cd) (Ekmekci et al. 2008), pSenice (Cd, Zn) (Paunov et al. 2018), Vicia
faba (Pb, Cu, Cd) (Saadaoui et al. 2022), Eruca sativa (Cd) (Waheed et al. 2022), Jatropha
curcas (Pb) (Shu et al. 2012), Spirodela polyrhiza (Cu) (Singh et al. 2020) i razlicitih
genotipova topole (Cd, Cu, Cr, Zn) (Chandra & Kang 2016). Potencijalni mehanizmi dejstva
akumuliranih metala su supstitucija Mg2* u molekulu hlorofila nekim od metala slicnog
radijusa i naelektrisanja, zatim inhibicija sinteze i/ili pojacana degradacija pigmenata
(Ghasemi et al. 2009), kao i oksidativna ostecenja tilakoidnih membrana hloroplasta usled
poviSenog nivoa lipidne peroksidacije (Sytar et al. 2013).

Medutim, kod biljaka sa Rudnika se uocCava nesSto drugaciji trend promena, pa su
koncentracije Chl a i Chl b znacajno povecane u odnosu na jun, dok je sadrzaj ukupnih
karotenoida slabije redukovan u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta, ukazuju¢i na
akumulirane metale kao razlog ovih promena. Naime, povecane koncentracije metala mogu
smanjiti, ali i povecati sadrzaj fotosintetskih pigmenata, Sto zavisi od vrste biljke, tipa i
koncentracije metala, njihovog uticaja na biosintezu i degradaciju pigmenata, kao i uloge
pomoc¢nih pigmenata u zastiti od metalima indukovanog stresa u ¢eliji (Sinha et al. 2003;
Kachout et al. 2012).

Ipak, najistaknutiji je pad koncentracija ukupnih karotenoida kod svih biljaka u
septembru. Karotenoidi predstavljaju neenzimsku komponentu antioksidativne zasStite,
budu¢i da se i sami oksiduju, ¢ime se objasnjava njihova povecana potrosnja u uslovima
poviSene koncentracije PTE. Ipak, oni su znatno manje efikasni u odnosu na enzimsku
komponentu (Di Mascio 1989; Sies & Stahl 1995; Stahl & Sies 2003). Takode, karotenoidi
preuzimaju viSak energije tokom ekscitiranog stanja hlorofila i na taj nacin sprecavaju
nastanak ROS i dalja oksidativna oStecenja Celijskih struktura (Taiz & Zeiger 2002).

Listovi svih biljaka sa jalovista imaju visok ukupni antioksidativni kapacitet u oba
uzorkovanja, slican onome kod kontrolnih biljaka. Ovo ukazuje na relativno nizak nivo
stvaranja ROS usled malo povisenih koncentracija pojedinih metala u listovima, kao i na dobru
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razliCite grupe jednjenja.

Slobodni fenoli predstavljaju Siroku grupu jedinjenja koja ima viSestruku ulogu u
biljnom organizmu. Naime, ucestvuju u uklanjanju ROS u procesu oksidacije i polimerizacije
fenolnih jedinjenja pod dejstvom klase III peroksidaza koje kao supstrat koriste H:0:
(Welinder & Gajhede 1993; Barcelo & Poschenrieder 2002; Takahama 2004). IzraZen skok u
koncentraciji slobodnih fenola kod biljaka iz Bora 1 i Bora 2, ¢iji listovi u septembru sadrze
poviSene koncentracije nekoliko metala bez poznate bioloSke uloge (Cd, Pb, Cr), ukazuje na
njihovu vaznu ulogu u uklanjanju nastalih ROS, a posebno vodonik peroksida. Takode, ukazuje
i na potencijalnu direktnu helaciju metala u visku fenolnim jedinjenjima, kao Sto je ranije
pokazano za Pb, Cr i Hg kod Nymphaea sp. (Lavid et al. 2001) i kod Zea mays pri izloZenosti

biljaka povisenim koncentracijama Pb, Cu i Cd (Kisa et al. 2016).

Za razliku od korenova biljaka sa jaloviSta koji sadrze znacajno viSe koncentracije
proteina u odnosu na kontrolu, sadrzaj proteina u njihovim listovima je veoma slican onome
kod kontrolnih biljaka. Ovo se moZe povezati sa generalno niskim koncentracijama metala
koje u listovima u junu i septembru (sa izuzetkom Pb i Cr) nisu iznad fitotoksi¢nih nivoa. Ipak,
nesto visi sadrzaj proteina koji je zabeleZen u septembru kod svih biljaka sa jaloviSta u odnosu
onaj u junu bi se mogao objasniti indukcijom sinteze proteina sa ulogom u odrZavanju
proteinske i redoks homeostaze u ¢eliji (Gupta et al. 2010; Jiang & Liu 2010).

NajviSa aktivnost SOD u junu kod biljaka iz Bora 2, kao i smanjena aktivnost u
septembru kod biljaka iz Bora 2 i Rudnika ukazuje na povisene koncentracije i stehiometrijske
odnose pojedinih metala kao faktore koji bi mogli da imaju uticaj na aktivnost ovog
metaloenzima. Tako su uzorci trske iz Bora 2 u junu sadrzali najvise koncentracije Pb i Cd u
listovima i imali viSestruko nizZi odnos Mn:Cu i Mn:Zn u odnosu na biljke sa ostalih lokaliteta i
ujedno najvisi odnos Cu:Zn. Ranija istraZivanja su dokazala poviSenu aktivnost SOD, i to samo
Cu,Zn-SOD, kod leguminoza i klijanaca soje u prisustvu umereno poviSenih koncentracija Pb i
Cd, kao rezultat uticaja ovih metala na regulaciju Cu,Zn-SOD na transkripcionom i
posttranslacionom nivou (Rucinska et al. 2004; Sobkowiak et al. 2004; Pawlak et al. 2009; Pan
et al. 2019). S druge strane, znacajno nize aktivnosti SOD koje su detektovane kod biljaka iz
Bora 2 i Rudnika u septembru se mogu povezati sa specificnim odnosima izmedu
akumuliranih metala. Tako je ustanovljeno je da je u listu trske pri postojecim
koncentracijama metala aktivnost SOD negativno korelisana sa koncentracijom Fe, Pb i Zn, Sto
je ranije pokazano kod Sorghum bicolor (Jawad Hassan et al . 2020). Ako se uporede
stehiometrijski odnosi metala, uoc¢ava se da biljke sa ova dva lokaliteta imaju najnize
koncentracije Mn u listovima i uocljivo viS§i odnos Fe:Mn i Zn:Mn Sto ukazuje na to da
promenjena homeostaza izmedu mangana i Fe i Zn i moze imati inhibitoran efekat na SOD (Hu
etal.2022).

Aktivnosti CAT i APX su visoko pozitivno korelisane i pokazuju isti obrazac aktivnosti.
Blagi pad aktivnosti oba enzima detektovan je samo u biljkama iz Bora 2 i indukovan je
poviSenim koncentracijama Pb, Zn, Cu i Cd koje su negativno korelisane sa aktivno$¢u ova dva
enzima i u okviru vrednosti koje su toksi¢ne za vecinu biljaka (Kabata-Pendias 2011). MoZe se
ocekivati da ovako povisena koncentracija ima negativno dejstvo na biosintezu ovih enzima,
kao i na strukturu CAT kao metaloenzima.

I[stovremeno povecanje aktivnosti gvajakol peroksidaze (POD), koja kao supstrat
koristi fenole, ukazuje na povecanu produkciju vodonik peroksida i znacaj ovog enzima i
povecéane koli¢ine fenolnih jednjenja u njegovom uklanjanju (Takahama 2004). Njihova
efikasnost u uklanjanju viska H202 se ogleda i u stabilnom nivou lipidne peroksidacije koja je u
listovima u septembru ostala sli¢na onoj u junu, kao i onoj kod kontrolnih biljaka. Nasuprot
tome, pri manjem povecanju koncentracije Pb detektovan je porast aktivnosti enzima koji
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uklanjaju H202: CAT i APX (Bor 1, Rudnik) i POD (Rudnik), Sto je ve¢ opisano kod biljaka
izloZenih niskim koncentracijama Pb kao Sto su Wolffia arrhiza, Lolium perenne i Eichhornia
crassipes (Piotrowska et al. 2009; Li et al. 2012; Malar et al. 2014). Ovi rezultati joS jednom
potvrduju suprotne efekte niskih i visokih doza metala na aktivnosti enzima antioksidativog
sistema.

Enzim glutation reduktaza koji je uklju¢en u regeneraciju redukovanog glutationa nije
ispoljio statisticki znacajne razlike u aktivnosti izmedu biljaka sa razlicitih lokaliteta. Samo u
listovima biljaka sa Rudnika GR pokazuje neSto viSu aktivnost. Dok je aktivnost GR kod
kontrolnih biljaka i biljaka iz Bora 1 bila vidno niZa u septembru u odnosu na jun, u listovima
biljaka iz Bora 2 i Rudnika je zadrzana na prethodnom nivou ukazuju¢i na vecu koli¢inu
glutationa i potrebu biljke za uklanjanjem H202 kroz AsA-GSH ciklus.
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6. ZAKLJUCCI

¢ Visoke koncentracije pseudototalnih i pristupa¢nih metala u jalovini ukazuju na
potencijalni negativni uticaj jaloviSta na okolnu Zivotnu sredinu. Ovaj uticaj
proizilazi iz raznoSenja finih Cestica jalovine vetrom u okolne ekosisteme, kao i
procedivanjem metala kroz slojeve jalovine do podzemnih voda.

¢ Biljke trske kontinuirano izloZene stresu usled visokih koncentracija PTE u podlozi,
kao i nedostatka markoelemenata, poseduju zastitne mehanizme pre svega bazirane
na efikasnoj imobilizaciji metala i antioksidativnim mehanizmima zastite.

e Zahvaljujuéi niskom stepenu translokacije vecine analiziranih metala u nadzemne
delove (TF < 1), kao i intenzivnom usvajanju podzemnim delovima biljaka (BCF > 1),
najveci deo metala se zadrZava na nivou korena, a koncentracije u listovima biljaka
ostaju u okviru normalnih vrednosti. To omogucava neometano odvijanje fizioloSkih
procesa i obezbeduje biljkama trske znacajnu ekolosku prednost i uspesan rast i
preZivljavanje u ekstremno nepovoljnim edafskim uslovima.

¢ Akumulacija metala u razli¢itim biljnim tkivima trske zavisi od vrste metala i
zasniva se na imobilizaciji u ¢elijskom zidu/vakuoli biljnih ¢elija.

e Razlicite koncentracije i medusobni odnosi PTE dovode do drugacijih efekata na
biohemijski odgovor i antioksidativne mehanizme zastite kod biljaka sa razlicitih
lokaliteta.

¢ Niske koncentracije stimuliSu, dok visoke koncentracije PTE inhibiraju aktivnost
enzima. Medutim, stopa inhibicije aktivnosti enzima zavisi od konkretnog enzima,
koncentracija metala u biljkama i njihovih odnosa i medusobnih interakcija.

e U slucaju visokih koncentracija metala optimalni stehiometrijski odnosi metala
mogu da ublaze negativne efekte na aktivnost enzima.

e Kod biljaka izloZenih poviSenim koncentracijama PTE SOD ima jedinstvenu i
nemerljivu ulogu u odrZavanju redoks homestaze u Celiji.

e Znacajna inhibicija aktivnosti enzima, pad ukupnog antioksidativnog kapaciteta i
povecéan stepen lipidne peroksidacije membrana sugeriSu da pri veoma visokim
koncentracijama metala mehanizmi uklju€eni u imobilizaciju i detoksifikaciju ne
mogu u potpunosti da ogranice njihovu toksi¢nost.

® Phragmites australis se moze dugoro¢no gajiti u cilju fitostabilizacije jalovine i
drugih metalima opterecenih supstrata bogatih vodom, kao i za rizofiltraciju
otpadnih voda zagadenih visokim koncentracijama viSe metala, kao $to su one iz
flotacionih jalovista, pre njihovog ispustanja u prirodne akvati¢ne ekosisteme.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Koncentracije metala u razli¢itim biljnim delovima Phragmites australis u junu 2018. godine (M # SD, mg kg™1). Statisticki znacajne vrednosti
koncentracija medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

]2[(1)128 Deo biljke Fe Mn Ni Zn Pb Cu Cd Co Cr
koren 1289 + 94a 127,0 + 23,52 12,3+4,3c | 553+27a | 51+29 | 194+0,62 | 0,8+0,32 3,6 £1,7b 8,4+1,7b
Carska rizom 42,3 £ 8,5 18,0 + 0,12 7,5 = 2,0b 15,3 +£0,32 <LDLa 4,4 +0,1a 0,8 +0,0b 3,4+ 0,22 1,3+0,72
bara stablo 292 + 4d 26,2 +0,3¢ 0,9 +£0,2bc | 23,4+1,3a <LDLa 5,1+0,5a 0,6 +£0,2¢ 6,1 +2,1b <LDLa
list 159+ 1,12 108 + 4b 1,0+£0,32> | 20,0 + 0,32 <LDla 8,2 + 0,92 <LDlLa 5,9 +£0,3b <LDLa
koren 2856 + 153b 356 + 85d 6,1+ 0,2b 327+76¢ <LDLa 1004 +32¢ | 4,1+0,3¢ 27,4 +0,2¢ <LDLa
Bor 1 rizom 18,5 + 6,92 23,0 + 1,8bc 3,3+1,7ab | 21,1 +4,6b <LDLa 453 +4,2c | 0,8+ 0,2ab 7,0 £0,7¢ <LDLa
stablo 7,3 +1,62 19,1 +0,3b <LDLa 77,5 + 2,6¢ <LDLab 18,4+0,5> | 0,3+0,12 8,3+1,2b 1,3+0,7b
list 21,5 + 3,5b 172 + 3¢ 24+0,0c | 37,7+.0,7¢| 1,7+1,2ac | 16,1+£0,1> | 0,4+0,2¢ 4,1+ 0,62 1,8 £ 0,4b
koren 5291+387¢ 146 + 13b <LDLa 296+1b 11,9+0,2b | 590+ 31b 2,6 £0,1b 0,2 +0,1a 8,1 +1,0b
Bor 2 rizom 179+40¢ 22,8 £0,3¢ 0,9 £0,3a 32,6 £3,5¢ | 27+1,7° | 42,0+4,0c | 0,6+0,1a 0,9 +£0,8a 6,6 £1,9¢
stablo 39,8 + 8,6¢ 16,0 + 2,42 06+03> | 41,8+6,6> <LDLb 39,9+0,2c | 0,4+0,00 3,7+1,3a 48+1,3¢c
list 30,1 +2,7¢ 81,2 + 4,02 <LDLa 58,0+3,6d | 20+1,0ac | 529+1,7¢ | 0,8+0,3c 5,6 +2,6b 7,0 £ 2,6¢
koren 1744 + 42b 204 + 1c 61,8 + 0,54 570 + 84 67,1+2,0c | 1017 +334 | 156+0,2c | 14,1+19c | 28,4+5,0c
Rudnik rizom 50,0 + 6,8b 20,0 £ 1,82b 7,0 £ 1,4b 33,4+1,1c | 1,3+0,6> | 205+0,8> | 1,2+0.2¢ 5,6 +1,3bc 2,7 £0,4b
stablo 13,4 + 3,00 28,6 + 4,6¢ 6,0 £ 0,8¢ 101 + 154 0,3+0,2¢c | 181+1,6> | 0,6 +0,2d 44 +24a 2,8 £ 1,6bc
list 23,7 £0,7b 204 +10d 2,3+0,4bc | 289+0,3> | 0,5+0,4bc | 14,6 +0,5° | 0,2 +0,1bc 2,8 +0,7a 48 +1,0c
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Prilog 2. Koncentracija metala u razli¢itim biljnim delovima Phragmites australis u septembru 2018. godine (M + SD, mg kg™1). Statisticki znacajne vrednosti
koncentracija medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

SEPTEMBAR

2018, Deo biljke Fe Mn Ni Zn Pb Cu Cd Co Cr
koren 11790 + 722¢ 879 + 45¢ 10,4 +3,00 | 458+5,4a 51+1,22 31,5+ 1,42 <LDLa 12,5+0,72 | 3,9+0,92
Carska bara rizom 43,2 + 18,42 44,8 + 4.8¢ 4,4 + 2,62 5,4+ 0,02 3,6 +2,72 6,7 +0,22 <LDLa 78+28 | 96+1,8>
stablo 19,7 + 10,5 51,5 + 6,0¢ 6,5+ 0,1¢c 20,4 + 0,02 2,8+ 1,62 8,5+1,3 <LDLa 49+242 | 98+0,9b
list 55,0 £9,7a 313 +12¢c 5,0+0,2a 17,7 £0,3a 6,1 + 3,52 11,9 £ 0,02 <LDLa 2,6 £0,1a | 16,1 + 3,5
koren 4676 + 80a 2612 +234d | 12,2 +3,0b 148 + 14¢ 22,1+1,6b | 2228+3184 | 57+0,7c | 60,4 +5,34 | 14,6 + 0,5
Bor 1 rizom 402 £ 9b 35,3 +0,4b 1,8+1,22 16,1+1,3> | 11,1 +0,8b 26,6 + 0,4¢ <LDLa 8,1+1,52 | 12,8+0,6c
stablo 65,7 +33,8¢ 71,8 + 6,44 1,5+0,9a 50,3 +2,5¢ | 10,7 £ 0,6P 12,6 £ 0,2b 0,1+0,1> | 9,7+0,8> | 12,4 +0,9¢
list 191 £ 47> 389 + 5d 3,4 +1,62 30,7+5,6> | 16,2 +4,8> 14,4 + 2,1b 0,4+0,1b | 13,0+2,7> | 15,2 +4,1b
koren 12085 + 150¢ 176 + 1a 8,0 £0,3a 85,4+0,3b | 32,0+1,7c 543 + 4b 1,2+0,2b | 21,2+4,0b | 12,9+ 2,4b
Bor 2 rizom 917 + 1474 29,5 + 1a 6,3 +1,5b 30,9 +3,0c | 23,2+2,1d 33,0 £1,2d 0,6+0,00 | 11,2+0,7> | 13,1 +3,1b
stablo 7,4 +1,4a 38,2 + 3,32 55+1,8bc | 386+4,8> | 22,2+ 3,9d 34,5 + 0,74 0,8+0,0c | 17,0+£0,2¢ | 14,8 + 0,6
list 162 +4b 243 + 42b 9,5+0,7b 468+ 7,4c | 26,0+3,8c | 625+10,6¢ | 1,4+0,2c | 180+3,1b | 17,3 +1,9b
koren 9961+233b 411 +22b 32,0 £2,7¢ 246 + 124 312 +19d 702 +100¢ 6,6 +0,5¢ | 35,6 +3,4c | 17,2 +3,5b
Rudnik rizom 476 + 24¢ 46,5 + 1,5¢ 6,4 +0,2b 49,0+0,3¢ | 159+ 3,2¢c 19,0 + 2,2b 0,7+0,1b | 16,6 +0,2c | 1,0 £0,02
stablo 186 + 224 43,8 +1,3b 53+0,2b | 66,8+11,14| 13,9+0,9c 15,5+ 0,0¢ <LDLa 13,6 +£2,8c | 1,9+0,1a
list 157 + 32b 187 + 4a 9,2 +1,6b 33,9+3,4b | 14,1 +5,5> 17,5 + 0,4¢ <LDLa 20,1+4,6 | 1,0+0,22
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Prilog 3. Koncentracije (%) ispitivanih elemenata u korenu, rizomu, stablu i listu Phragmites australis
sa flotacionog odlagaliSta jalovine ,Rudnik” detektovane EDS-om.

Koren Koren
Element (epidermis,egzodermis (centralni Rizom Stablo List
i deo primarne kore) cilindar)
Fe 0,21 0,58 091 0,42 -
Pb 1,45 1,71 - 2,53 1,73
Zn 0,15 0,36 - - 0,14
Cu 0,45 0,17 - - -

Prilog 4. Koncentracije fotosintetskih pigmenata u listu (Chl a, Chl b, Tot Carot, Chl (a+b), Chl a/b)
Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine (M * SD, mg kg™1). Statisticki znacajne vrednosti

koncentracija medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu
(p<0,05).

Lokalitet Period Chla Chlb TotCarot | Chl(a+b) | Chl(a/b)
uzorkovanja
jun 6,6 + 0,82 1,7 £ 0,4 6,8 0,72 84 +1,2 4,0+0,52
Carska bara
septembar 6,4 + 2,22 0,8 +0,2b 35+1,62 7,4+1,92 9,1+1,3b
Bor 1 jun 86+1,0> | 1,9+0,2 | 7,2+1,1> | 10,5+1,0> | 4,5%0,2
or
septembar 81+05 | 1,0£0,1» | 2,6+0,52 9,8+0,6b 8,5+0,7b
Bor 2 jun 54+1,3 1,1+£0,32 48+ 1,4 6,1 +1,62 4,5+0,1b
or
septembar 4,8 + 1,02 0,5+0,22 3,0+0,52 54 +1,02 10,4 + 5,82
jun 6,2 0,62 1,3+0,1a> | 5,0+1,22 7,4 +0,62 4,6 + 0,42b
Rudnik
septembar 11,5+2,0c | 1,8+0,3¢ | 3,2+0,6a | 139+2,0c | 65%04a

Prilog 5. Koncentracije fenola (slobodnih, vezanih, ukupnih) u listu Phragmites australis u junu i
septembru 2018. godine (M * SD, mg kg!). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu
lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

Lokalitet Period .| Slobodni fenoli Vezan.l Ukupr.u
uzorkovanja fenoli fenoli
Carska bara jun 1,1+0,2b 0,3 £0,02 1,4 +0,2¢
septembar 1,0 £ 0,32 0,6 £0,1b 1,6 £ 0,22
Bor 1 jun 0,5+ 0,32 0,2+0,12 0,7 £ 0,32b
septembar 2,1+0,8b 0,2+0,0a 2,4+0,82
Bor 2 jun 0,3+0,22 0,3 £0,02 0,6 £0,1a
septembar 1,5+ 0,52 0,6 £0,20b 1,9 £ 0,62
) jun 1,1+0,5b 0,2+0,1a 1,5 + 0,6bc
Rudnik septembar 1,2 + 0,8 03+0,1= | 1,5%0,7a
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Prilog 6. Ukupan antioksidativni kapacitet (TAC) u korenu i listu Phragmites australis u junu i
septembru 2018. godine (M + SD, %). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu lokalitetima

prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

Prilog 7. Koncentracija MDA u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine (M +
SD, mg kg1). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu lokalitetima prikazane su razlic¢itim

. Period TAC
Lokalitet uzorkovanja koren list
Carska b jun 45,7 £ 5,42 88,4 + 6,72b
arskabara - tembar | 68,8 12,60 | 91,2%0,5
jun 54,2 +3,22 91,8 + 0,90
Bor 1
septembar 47,8 £ 6,63b 90,9 +2,8b
jun 79,3 £8,0p 90,4 +1,3b
Bor 2
septembar 47,0 £1,52 92,6 +0,9b
) jun 77,8 £ 0,9v 83,3 + 5,52
Rudnik
septembar 50,0 + 4,62 86,0 + 1,92

slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

Prilog 8. Koncentracija proteina u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine
(M + SD, mg kg'1). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu lokalitetima prikazane su

razli¢itim slovima

i MDA
Lokalitet Period . :
uzorkovanja koren list
jun 7,6 £ 1,02 37,2 £9,4b
Carska bara septembar 560,62 7,6 4,52
jun 8,9 + 1,5 15,8 + 4,92
Bor 1
septembar 550,72 10,4 1,22
jun 10,8 £ 0,9v 11,3 + 3,62
Bor 2
septembar 14,1 + 3,40 9,5+ 3,02
) jun 98+3,6a> | 30,1+11,0b
Rudnik septembar 13,0+ 14> | 14,6+7,9

rema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

i Proteini
Lokalitet Period . :
uzorkovanja koren list
Carska b jun 0,27 +0,032 | 1,0+0,1a
arskabara e ptembar 0,20% 0,02 | 1,0 £ 0,00
jun 0,80 +0,03> | 0,9+0,02
Bor 1
septembar 0,40 + 0,08b 1,0 + 0,02
jun 0,60+0,16> | 1,0+0,1a
Bor 2
septembar 0,55 +0,02¢ 1,1+0,02
Rudnik jun 0,78 £ 0,28b 1,0+ 0,12
e septembar 0,65 0,10c | 1,1% 0,00
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Prilog 9. Aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT, APX, POD, GR) u korenu i listu Phragmites australis u junu i septembru 2018. godine (M = SD, U mg !

protein). Statisticki znacajne vrednosti koncentracija medu lokalitetima prikazane su razli¢itim slovima prema Mann-Whitney U testu (p<0,05).

Enzim Deo Carska bara Bor 1 Bor 2 Rudnik
biljke jun septembar jun septembar jun septembar jun septembar
oD koren 6,66 * 0,14bc 10,22 +1,78¢ 4,0+0,13b 11,06 +1,03¢ | 3,48+0,482 | 4,660,162 4,32 +0,08¢ 5,75 £ 0,800p
list 1,98 + 0,73ab 1,57 £0,28b 2,81+£0,13p 2,53+£1,95b 3,44+0,31c | 0,83+0,262 1,94 +0,072 | 1,10 +0,48b
. koren 1,87 +0,29» 546 0,414 0,49 £ 0,14 1,09 £ 0,15¢ 0,17+0,072 | 0,55+0,13b 0,18 £ 0,072 0,25+ 0,082
list 6,36 £ 0,822 7,04 £ 0,41b 9,92 +0,95b 9,59 +0,53¢ 6,57 +1,262 | 518+ 1,142 | 8,71 +1,52ab | 8,46 + 1,69bc
APX koren 0,45 £ 0,180c 1,36 +0,75¢ 0,28 £0,07b 0,31+£0,07b 0,10+0,022 { 0,18+0,05= | 0,11+0,08®> | 0,11+0,032
list 4,33+ 0,582 5,28 £ 0,20b 6,32 +0,99b 7,59 £ 0,60¢ 4,68+1,022 | 3,810,792 541+ 1,463 | 6,84 +1,47bc
POD koren 18,24 +5,314 | 3550+12,83¢ | 12,01 £1,44c | 21,85+8,80bc | 2,54+0,132 | 21,39+3,36> | 6,22+2,07> 9,96 + 1,892
list 2,722,182 2,89 £ 0,032 3,44 + 0,852 3,57 £0,65b 384 +1,22 5,27 £1,24bc | 6,98 +0,69> 8,29 * 2,44¢
R koren 0,36 £ 0,14 0,17 £ 0,062 0,32 +0,12a 0,10 + 0,04 0,30+£0,032 | 0,11 +0,022 0,13 £ 0,052 0,08 + 0,042
list 0,22 £ 0,092 0,10 £ 0,06ab 0,24 +0,11a 0,08 £ 0,02 0,14 £ 0,072 0,16 * 0,0bc 0,17 £ 0,062 0,23 +0,0c
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Prilog 10. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP), ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), aktivnost
antioksidativnih enzima (APX, POD, CAT, GR, SOD) i koncentracije metala u korenu trske u junu 2018. godine. (p <0,05).

LP TAC Proteini APX POD CAT GR SOD Fe Mn Ni Zn Pb Cu Cd Co Cr
LP 1,000
TAC 0,392 1,000
Proteini 0,790 0,531 1,000
APX -0,399 -0,783 -0,357 1,000
POD -0,587 -0,811 -0,573 0,776 1,000
CAT -0,469 -0,846 -0,503 0,902 0,881 1,000
GR -0,266  -0,098 -0,056 0,483 0,231 0,315 1,000
SOD -0,133  -0,392 -0,336 0,056 0,441 0,231 -0,580 1,000
Fe 0,503 0,629 0,734 -0,469 -0,734 -0,587 0,147 -0,601 1,000
Mn 0,469 0,266 0,503 -0476 -0,252 -0,357 -0,399 0,063 0,280 1,000
Ni -0,366  -0,134 -0,416 -0,042 0,416 0,162 -0,521 0,641 -0,746 0,141 1,000
Zn 0,133 0,678 0,413 -0,615 -0,434 -0,594 -0,469 0,140 0,259 0,462 0,380 1,000
Pb 0,231 0,758 0,125 -0,812 -0,573 -0,669 -0,520 0,053 0,117 0,249 0,394 0,619 1,000
Cu 0,238 0,413 0,483 -0,434 -0,294 -0434 -0427 0,175 0,224 0,559 0,268 0867 0,278 1,000
Cd 0,350 0,476 0,497 -0,608 -0,385 -0,559 -0,622 0,182 0,217 0,769 0,366 0,860 0473 0909 1,000
Co -0,140  -0,266 0,140 0,196 0,396 0,238 -0,207 0,340 -0,193 0459 0395 0424 -0,300 0,711 0,592 1,000
Cr 0,042 0,303 -0,275 -0,437 -0,310 -0,408 -0,563 0,296 -0,387 -0,049 0,546 0,296 0,713 0,056 0,232 -0,310 1,000
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Prilog 11. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP), ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), sadrzaj hlorofila
a i b, ukupnih karotenoida (Tot Carot), Chl (a+b), Chl (a/b), ukupnih fenola (Tot Ph), aktivnost antioksidativnih enzima (APX, POD, CAT, GR, SOD) i
koncentracije metala u listu trske u junu 2018. godine. (p < 0,05).

LP TAC Chla Chlb Czlc'):)t [54}.1[17) (S}lll)) Tot Ph Proteini APX POD CAT GR SOD
LP 1,000
TAC -0,189 1,000
Chla -0,056 0,126 1,000
Chl b 0,133 0,000 0,923 1,000
Tot Carot 0,000 0,357 0,734 0,706 1,000
Chl (a+b) -0,077 0,259 0,909 0,706 0,643 1,000
Chl (a/b) -0,594 0,105 0,063 -0,210 -0,140 0,217 1,000
Tot Ph 0,720 -0,315 -0,266 -0,056 -0,315 -0,301 -0,587 1,000
Proteini 0,161 0,154 -0,608 -0,587 -0,350 -0,552 0,098 0,042 1,000
APX -0,098  -0,217 0,503 0,336 0,231 0,594 0,427 -0,301 -0,524 1,000
POD 0,154 -0,350 0,077 -0,007 -0,203 0,231 0,301 0,287 -0,406 0,706 1,000
CAT -0,091 0,007 0,503 0,308 0,259 0,643 0,483 -0,245 -0,503 0,951 0,762 1,000
GR 0,371 0,601 -0,077 -0,091 0,336 0,105 -0,427 0,126 0,105 -0,168 -0,091 -0,021 1,000
SOD -0,671 0,378 -0,042 -0,182 -0,161 0,070 0,427 -0,643 0,028 -0,063 -0,210 -0,035 0,014 1,000
Fe -0,587  -0,189 -0,364 -0,476 -0,399 -0,245 0,399 -0,434 -0,014 0,063 0,133 0,007 -0,133 0,699
Mn 0,497 -0,231 0,154 0,147 0,266 0,266 -0,147 0,420 -0,210 0,490 0,699 0,538 0,371 -0,531
Ni 0,238 -0,210 0,463 0,552 0,491 0,367 -0,238 0,160 -0,509 0,630 0,498 0,594 0,121 -0,420
Zn -0,867 0,007 -0,035 -0,126 -0,105 -0,063 0,524 -0,685 -0,175 0,175 -0,007 0,133 -0,336 0,762
Pb -0,101  -0,211 -0,187 -0,148 0,140 -0,257 0,359 -0,179 0,226 0,242 0,265 0,234 -0,117 -0,140
Cu -0,783 0,105 -0,077 -0,210 -0,133 -0,007 0,483 -0,671 -0,147 0,133 0,007 0,119 -0,112 0,874
Cd -0,782 0,021 -0,063 -0,141 -0,099 -0,099 0,669 -0,606 -0,035 0,211 0,120 0,218 -0,380 0,641
Co -0,252 0,028 -0,294 -0,140 -0,189 -0,524 -0,007 -0,182 0,587 -0,636 -0,741 -0,713 -0,371 0,238
Cr -0,535  -0,366 -0,479 -0,542 -0,514 -0,394 0,416 -0,246 0,070 0,049 0,254 -0,014 -0,289 0,528
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Prilog 11. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP), ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), sadrzaj hlorofila
a i b, ukupnih karotenoida (Tot Carot), Chl (a+b), Chl (a/b), ukupnih fenola (Tot Ph), aktivnost antioksidativnih enzima (APX, POD, CAT, GR, SOD) i
koncentracije metala u listu trske u junu 2018. godine. (p < 0,05). *nastavak

Fe Mn Ni n Pb Cu Cd Co Cr
Fe 1,000
Mn -0,175 1,000
Ni -0,306 0,705 1,000
Zn 0,797 -0,378 -0,107 1,000
Pb 0,218 0,382 0,329 0,296 1,000
Cu 0,895 -0,322 -0,214 0,944 0,172 1,000
Cd 0,683 -0,246 -0,039 0,930 0,542 0,831 1,000
Co 0,021 -0,720 -0,463 0,238 0,086 0,098 0,268 1,000
Cr 0,937 -0,070 -0,215 0,746 0,385 0,775 0,716 0,092 1,000

Prilog 12. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP),ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), aktivnost
antioksidativnih enzima (APX, GPX, CAT, GR, SOD) i koncentracije metala u korenu trske u septembru 2018. godine. (p< 0,05)

LP TAC Proteini APX POD CAT GR SOD Fe Mn Ni Zn Pb Cu Cd Co Cr
LP 1,000
TAC -0,119 1,000
Proteini 0,599 -0,315 1,000
APX -0,762 0,315 -0,921 1,000
POD -0,308 0,182 -0,753 0,657 1,000
CAT -0,657 0,392 -0,932 0,965 0,748 1,000
GR -0,070 0,483 -0,539 0,524 0,315 0,608 1,000
SOD -0,755 0,238 -0,560 0,671 0,259 0,678 0,259 1,000
Fe 0,287 0,322 -0,063 0,021 0,406 0,056 0,070 -0,503 1,000
Mn -0,825 0,049 -0,490 0,538 0,280 0,517 -0,112 0,860 -0,552 1,000
Ni 0,070 0,203 0,445 -0,448 -0,622 -0455 -0,371 0,224  -0,413 0,238 1,000
Zn 0,266 -0,413 0,760 -0,762 -0,748 -0,804 -0,678 -0,147 -0,552 0,056 0,741 1,000
Pb 0,755 -0,315 0,862 -0916 -0,811 -0923 -0,364 -0,636 -0,175 -0,594 0,420 0,727 1,000
Cu -0,091  -0,538 0,434 -0,406 -0,455 -0,427 -0,636 0,168 -0,741 0,434 0490 0811 0,350 1,000
Cd 0,242 -0,536 0,635 -0,669 -0,630 -0,708 -0,620 -0,133 -0,658 0,109 0,546 0928 0,690 0,823 1,000
Co -0,021  -0,552 0,399 -0,392 -0441 -0,399 -0,580 0,182 -0,769 0,406 0462 0,783 0378 0972 0,851 1,000
Cr 0,448 -0,510 0,585 -0692  -0,566 -0692 -0650 -0,245 -0,441 -0,056 0490 0804 0,727 0699 0872 0,783 1,000
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Prilog 13. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP), ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), sadrzaj hlorofila
a i b, ukupnih karotenoida (Tot Carot), Chl (a+b), Chl (a/b), ukupnih fenola (Tot Ph), aktivnost antioksidativnih enzima (APX, GPX, CAT, GR, SOD) i
koncentracije metala u listu trske u septembru 2018. godine. (p < 0,05)

LP TAC Chla Chlb Tot Chl Chl Tot Ph Proteini APX POD CAT GR SOD
Carot (a+b) (a/b)

LP 1,000
TAC -0,098 1,000
Chl a 0,315 -0,699 1,000
Chl b 0,294 -0,664 0,748 1,000
Tot Carot -0,105 0,140 0,028 -0,350 1,000
Chl (a+b) 0,322 -0,713 0,993 0,783 -0,021 1,000
Chl (a/b) -0,063 0,182 -0,168 -0,049 -0,343 -0,098 1,000
Tot Ph 0,007 0,028 0,028 -0,329 0,273 -0,014 -0,028 1,000
Proteini 0,119 -0,545 0,469 0,154 0,545 0,434 -0,608 0,084 1,000
APX 0,406 -0,469 0,566 0,636 -0,196 0,587 0,336 0,224 -0,070 1,000
POD 0,364 -0,441 0,476 0,420 0,245 0,434 -0,853 0,021 0,713 0,098 1,000
CAT 0,385 -0,329 0,531 0,643 -0,322 0,559 0,441 0,217 -0,252 0,958 -0,035 1,000
GR 0,056 -0,343 0,371 0,364 0,112 0,308 -0,706 -0,413 0,510 -0,154 0,664 -0,238 1,000
SOD 0,146 0,071 -0,374 0,050 -0,477 -0,306 0,477 -0,445 -0,224 -0,071 -0,331 -0,021 -0,142 1,000
Fe -0,056  -0,140 0,294 0,021 0,196 0,266 -0,497 0,063 0,238 -0,049 0,399 -0,133 0,126 -0,776
Mn -0,154 0,448 -0,273 -0,245 -0,168 -0,238 0,727 0,392 -0,706 0,322 -0,699 0,448 -0,860 -0,043
Ni 0,063 -0,175 0,000 0,028 0,049 -0,035 -0,776 -0,490 0,434 -0,531 0,594 -0,636 0,755 -0,068
Zn 0,077 0,112 -0,007 -0,154 0,154 -0,070 -0,846 -0,084 0,294 -0,448 0,622 -0,510 0,524 -0,498
Pb -0,098 0,280 -0,175 -0,315 0,182 -0,238 -0,692 -0,014 0,112 -0,434 0,413 -0,490 0,322 -0,569
Cu 0,168 0,084 0,021 -0,105 0,210 -0,042 -0,881 -0,126 0,385 -0,420 0,713 -0,503 0,608 -0,413
Cd -0,071 0,593 -0,396 -0,552 0,123 -0,444 -0,396 0,299 -0,172 -0,403 0,127 -0,377 -0,119 -0,473
Co 0,287 -0,231 0,357 0,252 0,077 0,336 -0,720 -0,364 0,448 -0,196 0,706 -0,287 0,559 -0,381
Cr -0,238 0,469 -0,587 -0,622 -0,273 -0,552 0,301 0,259 -0,406 -0,455 -0,517 -0,343 -0,699 0,153

111



Prilog 13. Spearman-ov koeficijent korelacije (p) za stepen lipidne peroksidacije membrana (LP), ukupan antioksidativni kapacitet (TAC), sadrzaj hlorofila
a i b, ukupnih karotenoida (Tot Carot), Chl (a+b), Chl (a/b), ukupnih fenola (Tot Ph), aktivnost antioksidativnih enzima (APX, GPX, CAT, GR, SOD) i
koncentracije metala u listu trske u septembru 2018. godine. (p < 0,05) *nastavak

Fe Mn Ni n Pb Cu Cd Co Cr
Fe 1,000
Mn -0,070 1,000
Ni 0,350 -0,860 1,000
Zn 0,699 -0,490 0,776 1,000
Pb 0,762 -0,217 0,594 0,937 1,000
Cu 0,601 -0,594 0,818 0,979 0,874 1,000
Cd 0,571 0,202 0,198 0,717 0,851 0,634 1,000
Co 0,741 -0,601 0,783 0,832 0,692 0,839 0,347 1,000
Cr 0,056 0,497 -0,217 0,000 0,140 -0,119 0,489 -0,210 1,000
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H3jaBa o0 ayTOpCTBY

WmMe u npe3ume ayTopa __Mwuaujana K. KoBaueBuh

Bpoj unjekca E3002/2016

H3sjaB/byjeM
Jla je JJOKTOPCKa AvcepTalnuja noJ HacJIoBOM

ApanTabuaHocT ¥ dUTOpeMeaWjallMOHM ToTeHIMjan BpcTe Phragmites australis (Poaceae) ca

oJUIaraJIMINTA jaJIOBUHE pYAHUKA MeTaJja

® pe3yJsITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT PaJia;

e JlaAucepTalyjay LieJIMHU HU y [leJIOBUMa HUje OuJ1a NpeJiJloxKeHa 3a CTULame Jpyre AUIJIoMe
npeMa CTyZMjCKUM IpOrpaMUMa [pyTUX BUCOKOLIKOJICKUX yCTaHOBA;

e Jla cy pe3yJITaTU KOPEKTHO HaBeJleHH U

e /la HMCaM KPILIMO/Ja ayTOpPCKa MpaBa U KOPUCTHO/J1a UHTEJNEKTyaIHy CBOjUHY APYTHUX JUIA.

IloTiuc ayTopa

Y Beorpany,




H3jaBa 0 HICTOBETHOCTH LUTAMIIaHE U eJIEKTPOHCKe Bep3Hje
AOKTOPCKOT paja

Hme 1 npe3uMe ayTopa Munujana XK. KopauyeBuh
Bpoj unjekca E3002/2016

Ctyaujcku nporpam _Ekosoruja/ Ekosioruja 6usbaka v dutoreorpaduja

Hacnos paza AnanTabunHocT ¥ GUTOpeMeaUjallMOHU OTeHUUjal Bpcte Phragmites australis

(Poaceae) ca oasiarajiuviiiTa jaJloBUHe PYJHKUKA MeTajla

MeHTOp npod. ap Tamapa Pakuh, pepoBHu npodecop, YuuBepsuTteT y beorpasay, buosomku

AKVJITET

H3jaBsbyjeM fa je mwITaMIlaHa Bep3HWja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO] BEP3HUjU KOjy
caM npeziao/ya pajy rnoxpamweHa y JUruTajHoM peno3uTopujymy YHuBep3urtera y beorpaay.
Jlo3Bo/baBaM Jia ce ob6jaBe MOjU JIMYHM MOJALM Be3aHH 3a AoOHjarbe aKaJeMCKOT HasWBa JOKTopa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOJAMHA U MeCTO poherma U AaTyM ojb6paHe paja.

OBM /NMYHU NOJALM MOTY ce 006jaBUTH Ha MpEXHHUM CTpPaHHUIAMa [UTUTa/lHe OUOJHOTEKe, Yy

eJIEKTPOHCKOM KaTaJsIory U y nybJinKanujama YHuBep3uTeTa y beorpaay.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpany,




U3jaBa o0 Kopuurthewy

OpusawhyjeM YHuBep3uTeTcKy 6ubnoTeky ,CBeTo3ap MapkoBuh” na y JUrutaiHu peno3uTopujym
YuuBepsuTeTtay beorpasy yHece Mojy JOKTOPCKY JUCepTaLujy 0J HACJ0BOM:

AjnanTabuaHocT U GUTOpEeMeArjallMOHU IOTEHIUjaa BpcTe Phragmites australis (Poaceae) ca
oJuIaraJIMIITa jaJIOBUHE pYAHUKA MeTaJjia

KOja je MOje ayTOPCKO JZeJIo.

JucepTanujy ca CBUM NpUJIO3UMa Npenao/na caM y eJeKTPOHCKOM ¢GopMaTy MOroJHOM 3a TPajHO
apXUBUpamE.

Mojy [OKTOpCKY pAaucepTalujy NoxpaweHy y /JUrUTaJHOM peno3uTOpHujyMy YHHUBep3uTeTa y
Beorpazy v AOCTyIIHy y OTBOPEHOM NPHUCTYIy MOTY Jila KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjY oApeAde caipKaHe
y ogabpaHoM Tumny jinleHle KpeatuBHe 3ajeguuiie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce oAJIy4uo/Jia.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopctBo - HekoMepnujaaHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO - HeKoMepuujasHo - 6e3 npepaja (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — AeJUTH 1o uctuM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — aAesuTH noj uctum ycaopuma (CC BY-SA)

(MosinMo J1a 3a0Kpy>KUTE CaMo jeJIHY O LIeCT MOHyHeHUX JIUIEHLIH.
KpaTak onuc JIMIeHIIM je CaCTaBHH JIeo OBe H3jaBe).

IloTniuc ayTopa

Y Beorpaay,




1. AytopcTBo. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYLIUjy U jaBHO CaolllTaBake Jiesa, U Npepaje,
aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH oJ cTpaHe ayTopa WJM JaBaola JMULEHIle, YaK U y
KoMep1yjasiHe cBpxe. OBO je Hajc1060/JHHUja O/l CBUX JIUIEHIH.

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaaHo. /l03B0o/baBaTe yMHOXaBakbe, JUCTPUOYLH]jy U jaBHO CaONLITaBakbe
JleJ1a, ¥ Npepajie, ako Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayuH ofpebheH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaola
snuneHne. OBa JiMlLleHla He 03B0/baBa KOMepLMjalHy yIOTpeOy JAea.

3. AyTOPCTBO - HEKOMepIMja/JHO - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBawkbe, JUCTPUOYLIHjY U
jaBHO caomIlTaBame Jesa, 6e3 MpoMeHa, MPeosJUKOBamka UM YIOTpebe Jiesia Y CBOM Jiesly, ako ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH oJ; cTpaHe ayTopa WJH JAaBaola JjuleHle. OBa JiMLeHLa He
Jl03BO/baBa KOMEpILHjaJHy YIOTPeOy Aesa. Y O4HOCY HA CBe OCTasle JIMLEHIle, OBOM JIMLEHIIOM Ce
orpaHuyaBa Hajsehu o61M MpaBa Kopuiuhema gea.

4. AyTOpCTBO - HEeKOMepIMja/IHO — AeJIMTU MO UCTHUM YyCJI0BUMA. /l03BO/baBaTe yMHOXKABae,
JUCTPUOYLMjy U jaBHO CaollITaBame Jiea, U Ipepajie, ako Cce HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4uH ofpehen
0/l CTpaHe ayTopa WJIM AaBaola JIMLEeHLe U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa 1noJ UCTOM WU CIUYHOM
JquneHnoM. OBa iMLeHLa He 103B0J/baBa KOMepIiyjalHy yoTpeby Aesa U npepaja.

5. AyTopcTBO - 6e3 mpepaja. /[03Bo/baBaTe YMHOXaBake, NUCTPUOYIMjy U jaBHO CAOMIITaBaHe
Jles1a, 6e3 MpoMeHa, MPeobIMKOBaka UK YIIOTpebe Aiesia y CBOM Jiesly, aKo Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha
Ha4yuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola JiuneHne. OBa JIMIeHIIa [[03B0/baBa KOMepLUjaHy
ynoTpeoy Aesa.

6. AyTOpCTBO — A€JINTH MOJ UCTHM YCJ0BUMA. /I03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
CaoMILITAaBaKE /IeJ1a, U IPepajie, aKo Cce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH o/ cTpaHe ayTopa Wid
JlaBaolia JIMIEHLe U aKO Ce Mpepajia AUCTPUOYHpa Mo/ UCTOM UJIM CIMYHOM JrleHoM. OBa JHIeHIIa
Jl03B0J/baBa KOMepIMjaJHy ynoTpeby Aesna u npepaja. CauvHa je codTBEPCKUM JIMIEHI[aMa, OJJHOCHO
JIMI[eHIlaMa OTBOPEHOT KOo/a.



