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1. Uvod

U svetu nagle industrijalizacije i intenzivne poljoprivrede, uz sve veéu ekspanziju rasta
ljudske populacije, prisustvo zagadujucih supstanci u zivotnoj sredini je u konstantnom
porastu. Medu polutantima, znafajno mesto zauzimaju teSki metali. Imaju¢i u vidu
perzistentnost ovih polutanata i mogucnost njihovog nagomilavanja tokom vremena, zagadenje
zivotne sredine teskim metalima predstavlja globalni problem, te dekontaminacija zagadenih
podrucja predstavlja jedan od najvecih izazova danasnjice.

Teski metali pokazuju toksi¢no dejstvo na sve zive organizme. Ovi polutanti kod biljaka
uti¢u na sve zZivotne procese, a ulaskom u troficke lance predstavljaju rizik za zdravlje zivotinja
i ¢oveka. Prisustvo teskih metala u biljkama dovodi do niza morfoloskih, anatomskih i
fiziolosko-biohemijskih promena, a kao rezultat toga dolazi do smanjenja produkcije organske
materije. Toksi¢ni efekti poviSenih koncentracija teskih metala uzrokuju poremecaje u
metaboliCkim procesima biljaka, u usvajanju jona, vodnom rezimu, U procesu fotosinteze,
transpiracije, kao i translokacije asimilata. Pored toga, toksi¢ne koncentracije metala mogu
dovesti do pojave oksidativnog stresa, $to se manifestuje produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta, oksidacijom biomolekula, kao i promenom aktivnosti antioksidativnih enzima.

U cilju preciscavanja zemljiSta danas su u upotrebi razli¢ite tehnike koje dovode do
smanjenja sadrzaja teskih metala u zemljistu. Siroku primenu u dekontaminaciji zemljista nagla
je fitoremedijacija koja se zasniva na sposobnosti biljaka da usvajaju, akumuliraju i na taj na¢in
da uklanjaju teske metale iz Zivotne sredine. Generalna prednost ove tehnike, u odnosu na
klasicne metode preciS¢avanja zemljiSta, poput iskopavanja 1 ispiranja zemljiSta, je
neinvazivnost, ekoloska prihvatljivost, energetska efikasnost i ekonomska opravdanost. Uzevsi
u obzir da je interakcija zemljiste-biljka veoma slozen i dinamican proces, razumevanje
fizioloskih procesa u biljkama je od klju¢nog znacaja pri odabiru vrsta koje ¢e se koristiti U
sanaciji kontaminiranog zemljista.

Razli¢ite biljne vrste se odlikuju razli¢itim afinitetom za usvajanje teskih metala, pa se
samim tim razlikuju i u sposobnosti da vr$e dekontaminaciju zemljista. Medu kandidatima za
proces fitoremedijacije, Siroku primenu naSle su brzorastu¢e drvenaste vrste, poput
predstavnika roda Salix (vrbe). Ove vrste se odlikuju nizom pozeljnih osobina za proces
fitoremedijacije, kao $to su brz rast, velika produkcija biomase, dobro razvijen korenov sistem,
lako vegetativno razmoZavanje, visok stepen tolerantnosti prema toksi¢nom dejstvu teskih
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lako biljke poseduju sposobnost da usvajaju teske metale iz podloge, ovi polutanti se u
zemljistu Cesto nalaze u formi koja je nedostupna biljkama. Samim tim, moguénost
pre¢iS¢avanja zemljiSta moze biti veoma limitirana, §to namece potrebu za usavrSavanjem
tehnika fitoremedijacije. Novije studije pokazuju sve veéu upotrebu razli¢itih supstanci koje
poboljsavaju efikasnost biljaka u procesu fitoremedijacije, medu kojima je Siroku primenu
nasla limunska kiselina. Tretiranje kontaminiranog zemljista limunskom kiselinom moze
uticati na povecano usvajanje, akumulaciju i translokaciju metala, $to je utvrdeno kod velikog
broja biljnih vrsta. Medutim, u literaturi nedostaju istrazivanja vezana za potencijalni uticaj
limunske kiseline na morfoloSke karakteristike i fizioSko-biohemjske procese kod vrba. Stoga,
u ovom radu je predstavljen uticaj asistirane fitomeredijacije na morfoloske, fizioloske i
biohemijske parametre kod odabranih klonova razli¢itih vrsta vrba. Na osnovu dobijenih
rezultata mogucée je definisati odgovarajac¢e klonove kao potencijalne kandidate pogodne za
proces fitoremedijacije. Takode, na osnovu sveobuhvatnih analiza moguce je izvrSiti selekciju
parametara koji mogu posluziti kao indikatori prisutnosti teSkih metala, a koji bi se mogli

koristiti u budu¢im istrazivanjima u ovoj oblasti.



Pregled literature

Zivotna sredina je u velikoj meri zagadena razli¢itim hemijskih materijama, organskim
I neorganskim supstancama, medu kojima teSki metali zauzimaju znacajno mesto.
Nagomilavanje teskih metala u Zivotnoj sredini moze da bude rezultat procesa litogeneze i
pedogeneze (formiranje zemljista od mati¢nog supstrata), erozije, vulkanskih erupcija, Sumskih
pozara, atmosferske depozicije Cestica iz vazduha), kao i antropogenih aktivnosti (Prasad i
Freitas, 2003). Citav niz ljudskih aktivnosti (intenzivna urbanizacija, saobradaj, industrija,
metalurgija, poljoprivreda i dr.) znatno doprinose povecanju emisije teskih metala, Sto za
posledicu ima njihovo kumulativno nakupljanje u zivotnoj sredini (Kabata-Pendias, 2007).
Povecanje koncentracije teskih metala na poljoprivrednim zemljistima je sve ucestalije zbog
intenzivne upotrebe mehanizacije, nepravilne i prekomerne upotrebe organskih i mineralnih
dubriva, stajnjaka, pesticida 1 herbicida, kao 1 zbog dodatnog zagadenja otpadnim vodama
(Toth i sar., 2016). Jedan od osnovnih razloga za nakupljanje teskih metala u biosferi je taj $to
su to nerazgradivi elementi, pa se ne mogu unistiti, ve¢ se mogu samo prevesti u manje toksi¢ne
oblike ili se mogu deponovati u vidu neaktivnih hemijskih formi (Prasad, 2003). Prisustvo
povecanih koncentracija teskih metala u zemljistu i vodi moZze ugroziti zdravlje ljudi i Zivotinja
direktno, upotrebom zagadene vode, ili indirektno ishranom zagadenim biljkama. Prema
navodima Singh i saradnika (2011) sadrzaj teSkih metala u Zivotnoj sredini, u svetskim
razmerama dostize ¢ak 22.000 tona kadmijuma; 939.000 tona bakra; 783.000 tona olova 1 ¢ak
1.350.000 tona cinka. Generalno gledano, procenjuje se da emisija kadmijuma na globalnom
nivou iznosi oko 7000 tona godiSnje (Stoeppler, 1991). Kao najc¢esc¢i izvori kontaminacije
zemljista teSkim metalima navode se metalurS8ka i metalopreradivacka industrija, rudarstvo,
postrojenja za tretman otpadnih voda, deponije, neadekvatne agrotehnicke mere, kao i
prekomerna upotreba mineralnih dubriva. Veliki problem prekomernog nakupljanja teskih
metala, posebno u zemljama u razvoju, su i neadekvatne legislative, kao i zakoni koji nisu jasno
regulisani i koji propisuju mnogo ve¢e maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK vrednost)
u poredenju sa svetskim i evropskim standardima. Stoga, dekontaminacija zagadenog zemljista

predstavlja jedan od globalnih izazova danas$njice.



1.1. Karakteristike teSkih metala

Termin ,teski metali oznaCava heterogenu grupu elemenata razli¢itih fizicko-
hemijskih osobina, ¢ija je osnovna karakteristika visoka specifi¢na tezina, najcesée veca od 5
g/cm? (Appenroth, 2010). Medutim, jasna definicija ,,teskih metala“ jo§ uvek nije u potpunosti
razja$njena, jer u grupu ,teSkih metala“ spadaju i prelazni metali, metaloidi, kao i nemetali
poput selena (Kabata-Pendias i Pendias, 2000). Ovi elementi su u prirodi prisutni u veoma
niskim koncentracijama (mg/kg) pa se oznacavaju kao elementi u tragovima. Medu njima,
pojedini metali kao §to su nikal (Ni), bakar (Cu), cink (Zn), gvozde (Fe), mangan (Mn) i
molibden (Mo) su neophodni biljkama kako bi zavrsile svoj zivotni ciklus i definiSu se kao
esencijalni teski metali (H&nsch i Mendel, 2009). Ovi mikroelementi u¢estvuju kao konstituenti
ili aktivatori enzima, imaju ulogu u esencijalnim metabolickim procesima, kao $to su
fotosinteza, fiksacija azota, transkripcija DNK molekula i dr. (Greger i Landberg, 1999;
Vamerali i sar., 2010). Medutim, iako su neophodni za normalno odvijanje Zivotnog ciklusa
biljaka, ovi elementi u povisenim koncentracijama pokazuju snazan toksi¢ni efekat. Sa druge
strane, elementi poput kadmijuma (Cd), olova (Pb), zive (Hg), arsena (As) spadaju u grupu
neesencijalnih teSkih metala 1 ne pokazuju nikakvu fiziolosku, ni biohemijsku ulogu u
metabolizmu biljaka, ve¢ 1 pri relativno niskim koncentracijama imaju toksican efekat na Zive
sisteme (Lasat, 2002; Clemens, 2006). Toksi¢ni efekti ovih polutanata se ispoljavaju na
razli¢itim strukturnim 1 funkcionalnim nivoima biljaka 1 dovode do razli¢itih morfoloskih,
anatomskih, fizioloskih i biohemijskih promena (Marmiroli i sar., 2011). Karakteristike teskih
metala kao $to su nemoguénost biorazgradnje, dug poluzivot, kao i visok stepen akumulacije u
biljkama, predstavljaju veliki problem za zivotnu sredinu jer preko biljaka teski metali
dospevaju u lance ishrane, a takode i u podzemne i povrsinske vode (Pulford i Watson, 2003).

Povecano zagadenje zivotne sredine, povezano sa industrijskim razvojem i intenzivnom
poljoprivrednom, uzrokuje neprekidno i poveéano zakiseljavanje zemljista. Kisela sredina,
odnosno smanjena pH vrednost zemljiSta omogucéava nagomilavanje jona teskih metala, usled
¢ega metali prelaze u lako dostupne oblike, ¢ime se povecava njihovo usvajanje od strane biljke
(Quartacci i sar., 2006). Intenzivna primena fosfornih dubriva, koja se odlikuju relativno
visokim sadrzajem Cd, jedan je od uzroka deponovanja ovog metala u poljoprivrednim
zemljistima, pa samim tim i u biljkama (Wuana i Okieimen, 2011; Pagani i sar., 2012).

Dosadasnja istrazivanja su pokazala uticaj teskih metala na odvijanje brojnih
fiziolosko-biohemijskih procesa: mineralnu ishranu, vodni rezim, fotosintezu, disanje,
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aktivnost enzima, $to dalje uzrokuje promene u hemijskom sastavu biljaka kao i smanjenje
organske produkcije (Pajevié i sar., 2016).

Osnova toksi¢nosti teskih metala ogleda se u njihovoj reakciji sa razli¢itim hemijskim
grupama. Naime, teski metali se oznacavaju kao ,,Luisove kiseline* i imaju sposobnost da
prime par elektrona iz kovalentne veze tako $to reaguju sa ,,Luisovim bazama* kao $to su tiolna,
hidroksilna, amino ili karboksilna grupa (Appenroth, 2010). Pojedini teSki metali imaju
sposobnost da istisnu/zamene neki neophodni elemenat i time da dovedu do simptoma
nedostatka tog elementa. Visoke koncentracije teskih metala u biljnom tkivu dovode do
oksidativnog stresa, tako Sto stimuliSu formiranje slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (eng. Reactive oxygen species — ROS) (Dietz i sar., 1999). Nastanak reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta u prisustvu teSkih metala moze biti direktan proces koji je uslovljen
aktivnoséu redoks aktivnih jona metala, poput jona Fe?* i Cu?*, pri ¢emu nastali radikali
izazivaju oksidaciju gotovo svih molekula (Fenton i Haber-Weiss reakcija), ili indirektan
proces gde usled poremecaja na nivou elektron transportnog lanca nastaju ROS molekuli.
Takode, prisustvo ovih polutanata u biljnom tkivu dovodi do lipidne peroksidacije ¢elijskih
membrana, ¢ime se narusava njihova funkcionalnost i selektivnost pri transportu materija
(Sharma i Dietz, 2009). Toksi¢nost teSkih metala moze indukovati inhibiciju aktivnosti enzima,
moze uzrokovati zamenu esencijalnih kofaktora, ili dovesti do blokiranja funkcionalnih grupa

proteina (Rodriguez-Serrano i sar., 2009).

1.1.1. Bio(fito)dostupnost teskih metala u zemljistu

Biljke pre svega usvajaju teSke metale iz zemljista, dok se odredene koli¢ine mogu
usvajati i preko nadzemnih organa, odnosno iz vazduha. I pored ¢injenice da se metali nalaze
u velikoj koli¢ini u zemljistu, njihovo usvajanje od strane biljke je u direktnoj korelaciji sa
koli¢inom dostupnih oblika metala u zemljistu (Chaney i sar., 2007). Da bi se izvrSila
remedijacija zemljiSta, najpre je neophodno da se metali u zemljiSnom matriksu nalaze u obliku
koji je dostupan biljkama, Sto obuhvata nekoliko faza: oslobadanje metala iz ¢vrste faze,
transport oslobodenog polutanta, njegovo vezivanje za koren, prolazak kroz ¢elijsku membranu
i ulazak u metabolicke procese u c¢eliji (Kim i sar., 2015). Biodostupni oblici metala se u
zemljiStu mogu nalaziti u razli¢itim hemijskim formama, kao §to su metalni joni, rastvorljivi
metalni kompleksi sa organskim helatima, kao i joni koji su adsorbovani za ¢estice zemljista u
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obliku neorganskih komponenti. Sa druge strane, katjoni metala mogu biti vezani i za organsku
materiju zemljiSta, pa se u rizosferi nalaze u formi karbonata ili silikata ¢ime je limitirana
njihova dostupnost biljkama (Mari¢, 2014). Na osnovu prisustva biodostupnih oblika u
zemljisnom matriksu, teski metali se mogu definisati kao lako biodostupni metali, gde spadaju:
Cd, Ni, Zn, As, Cu i Se; umereno biodostupni: Fe, Mn i Co, dok se u grupu slabo biodostupnih
metala ubrajaju: Pb, Cr i U (Prasad, 2003). Pored navedenog, biodostupnost teskih metala u
zemlji$tu u velikoj meri zavisi od karakteristika zemljiSnog rastvora, poput pH vrednosti,
aeracije, vlaznosti, kao i od temperature zemljista (Nagajyoti i sar., 2010). Limitirajuci faktor
za oslobadanje i vezivanje teSkih metala za ¢elije korena je pH vrednost. Niske pH vrednosti
povecavaju mobilnost katjona, poput: Cd, Pb, Zn i dr., pa su ovi metali lako dostupni u kiseloj
sredini, dok za anjone, poput As i Se vazi obrnuto, odnosno pokretljivost ovih elemenata je
veéa u alkalnoj sredini (Clemente i sar., 2010). Naime, u kiselom zemljistu dolazi do
oslobadanja H* jona sa Celija korena, §to dovodi do desorpcije metalnih jona sa Cestica
zemljista i njihovog otpustanja u zemlji$ni rastvor (Singh i sar., 2015). Na taj na¢in Se povecava
moguénost usvajanja metalnih jona pomocu korena biljke. Sa druge strane, u alkalnom
zemlji$tu metalni joni su u veéoj meri imobilisani, te je utvrdeno da je mobilnost jona Cd?*
znatno smanjena pri pH vrednosti viSoj od 6-7 (Trakal i sar., 2012). Ova ¢injenica ukazuje na
to da je usvajanje kadmijuma iz zemljiSta pre svega zavisno od koli¢ine biodostupnog metala

u odnosu na ukupnu koli¢inu metala.

1.1.2. Usvajanje i transport teskih metala u biljkama

Poslednjih godina mehanizmi usvajanja, transporta i akumulacije teskih metala su
dobro prouceni. Primarnu ulogu u usvajanju teSkih metala iz zemljista ima koren (Slika 1).
Metali usvojeni iz zemljiSnog rastvora mogu biti zadrZani u korenu (vezani za celijske zidove),
transportovani kroz apoplast korteksa do endodermisa, ili uéi u ¢elije korena (Nikoli¢, 2009).
Naime, primarno mesto za vezivanje metala predstavlja celijski zid. Nakon adsorpcije jona
metala ili metal-helatnih kompleksa na povrsinu korena, dolazi do njihovog transporta kroz
¢elijsku membranu, S$to je omoguceno posredstvom nespecificnih membranskih transportera
koji su vezani za proteinske nosace na plazma membrani (Seregin i Kozhevnikova, 2008). Ovi
transporteri poseduje ekstracelularni vezuju¢i domen za koji se vezuju metali 1 na taj nacin
omogucavaju povezivanje ekstracelularne sredine i intracelularnog medijuma. Medutim,
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odredena koli¢ina metala ostaje vezana za ¢elijski zid zbog postojanja negativno naelektrisanih
grupa, ¢ime se katjoni metala zadrzavaju i sprecen je njihov dalji transport i ulazak u citosol
(Wang i sar., 2008). Takode, celijski zid predstavlja fizicku i fiziolosku barijeru za dalji
transport metalnih jona, zbog postojanja velikog broja ugljenih hidrata koji su bogatih
karboksilnim grupama, kao $to su pektini i lignini. Na povrsini korena, joni Cd** mogu ostati
vezani za karboksilne grupe, ¢ime se smanjuje njihov ulazak u koren (Lasat, 2000).

Usvojeni metali se ulaskom u celije dalje mogu transportovati simplastom ili
apoplastom. Simplastni put predstavlja ulazak jona kroz plazma membranu celije, uz
mogucnost daljeg transporta plazmodezmama od ¢elije do Celije. Simplastno kretanje jona
obavezno ukljucuje ulaz 1 izlaz kroz plazma membrane endodermalnih ¢elija, Sto ¢esto inicira
I aktivan transport, dok je apoplastni put transport jona kroz porozne zidove ¢elija omoguéen
isklju¢ivo pasivnim usvajanjem jona (Oljaca i sar., 2017). Transport Cd?* jona kroz éelijsku
membranu vrs$i se pomocu dvovalentnih katjonskih kanala (proteinskih transportera) koji
neselektivno transportuju i druge dvovalentne katjone, poput Ni?*, Zn?*, Cu?*, Fe?* (Vassilev i
sar., 2002; Shahid i sar., 2016). Do sada je identifikovano nekoliko familija proteinskih
trasportera za teSke metale, kao Sto su ZIP familija (eng. Zinc-regulated, iron-regulated
transporter protein), koja prvenstveno predstavlja nosa¢e za jone Zn?* i Fe?*, ABC familija
transportera (eng. ATP-binding cassette transporters), zatim Nramp familija (eng. Natural
resistance-associated macrophage) i dr. (Zhao i Chu, 2011). Ovi transporteri igraju vaznu ulogu
u prenosu razli¢itih dvovalentnih jona, ukljuéujuéi i jone Cd?* koji se nesmetano mogu preneti
u unutrasnjost ¢elije (Seth i sar., 2012). Upravo ova neselektivnost membranskih transportera
objasnjava ulazak neesencijalnih metala nasuprot koncentracijskom gradijentu, odnosno
posredstvom aktivnog transporta jona (Ali i sar., 2013). Takode, ovi transporteri imaju ulogu
u odrzavanju homestaze metala u citosolu, a istovremeno mogu biti ukljuéeni i u procese
detoksifikacije teskih metala u celiji, tako $to vr$e njihovo premestanje iz citosola u vakuolu
(Salt i sar., 1993). Pored toga, proteinski transporteri mogu uticati na aktivaciju
antioksidatvnog sistema zastite, a takode mogu povecati produkciju kompatibilnih osmolita
(Singh i sar., 2015).

Nakon S$to dospeju u koren, teSki metali mogu biti imobilisani i1 zadrZani na nivou
korena, ili se preko ksilemskog soka mogu transportovati u nadzemne delove biljke gde se u
najvecoj meri deponuju u vakuoli (Salt i sar., 1995). Kretanje ksilemskog soka, koji sadrzi jone
metala, od korena do nadzemnih delova biljaka izdanka i listova, oznaceno je kao translokacija
metala i u velikoj meri je zavisno od intenziteta transpiracije (Raskin i Ensley, 2000).

7



Kadmijum se u ksilemskom soku transportuje u vidu slobodnih Cd?* jona, ili u
kompleksu vezan za organske ili aminokiseline (Cataldo i sar., 1988; Irtelli i Navari-1zzo,
2006). S obzirom da vakuole predstavljaju celijske organele sa niskom metabolickom
aktivnoscu, sekvestracija teskih metala u ovim organelama omoguéava da se Visoke
koncentracije jona metala uklone iz citosola, ¢ime se redukuje njihova interakcija u
metaboliCkim procesima (Sheoran i sar., 2009). Na taj nacin izolacija metala u vakuoli
predstavlja jedanu od glavnih strategija biljaka da toleriSu prisustvo teSkih metala, posebno
Cd?* i Zn?* (Bhargava i sar., 2012). Medutim, odredena koli¢ina usvojenog Cd se zadrzava u
citosolu i posredstvom HMA transportera (eng. Heavy Metal transporting ATPases) ulazi u
ksilem (Slika 1). Studije novijeg datuma pokazuju da organske kiseline, poput malonske,
oksalne i limunske imaju veliki znacaj u transportu metala kroz ksilem, i doprinose njihovoj

sekvestraciji u vakuolu (Magdiziak i sar., 2017).
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Slika 1. Model transportnog puta kadmijuma iz zemljista preko korenskih dlaka i dalji
tok ksilemom do nadzemnih delova biljaka (Irfan i sar., 2013). 1. Usvajanje jona Cd iz
zemljis$nog rastvora u Celije korena aktivnoséu ZIP i Nramp transporterima i Ca?* kanalima;
2-4.Uloga endoplazmati¢nog retikuluma i GoldZijevog aparata u obrazovanju GSH-Cd
kompleksa i mehanizmima detoksifikacije Cd izbacivanjem u zonu korenskih dlaka; 5.
Sekvestracija Cd u vakuolu posredstvom ABC familije transportera koja je lokalizovana na
tonoplastu; 6. Aktivacija HMA transportera i premestanje Cd u ksilem.

8



1.2. Toksi¢nost kadmijuma — osobine i uticaj na Zivotne procese biljaka

Kadmijum (Cd) je prelazni metal koji pripada I1b grupi periodnog sistema elemenata
sa atomskim brojem 48. Cd je jedan od najsire rasprostranjenih teSkih metala u zivotnoj sredini,
moze biti uslovljeno atmosferskom depozicijom, pri ¢emu se kadmijum smatra jedinim od
najée$éih metala koji se nagomilavaju talozenjem iz vazduha (eng. runoff metali). Cestice dadi,
prasine, izduvni gasovi motornih vozila mogu da sadrze Cd u tragovima, koje se emituju u
vazduh, a zatim se padavinama u vidu kiSe i snega ponovo deponuju na povrsinu puteva i
spiraju se na okolno zemljiste (Welikala i sar., 2018). Takode, veliki broj antropogenih
aktivnosti doprinosi povecanju sadrzaja ovog metala u zivotnoj sredini. Kadmijum ima Siroku
upotrebu u razli¢itim aspektima ljudske delatnosti, koristi se u izradi u Ni/Cd baterija, u
brodogradnji se upotrebljava za izradu prevlaka koje Stite od korozije, ulazi u sastav
komponenti elektri¢nih uredaja, razli¢itih produkata rafinerija, fosfornih dubriva, deterdzenata
i dr. (Wuana i Okieimen, 2011). Povisene koncentracije ovog metala mogu izazvati ozbiljne
posledice kod svih Zivih organizama. Kadmijum se u najvecoj meri akumulira u jetri,
bubrezima, kostima, kao i u nervnom sistemu, dok hroni¢no izlaganje visokim koncentracijama
ovog metala moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme kod ljudi. Toksi¢nost teskih
metala kod ¢oveka se ispoljava u vidu ostec¢enja koze, oboljenja koStanog sistema, bubrega,
jetre, centralnog nervnog sistema, a smatra se da prisutnost teSkih metala u visokim
koncentracijama ima i kancerogeni efekat (Yeung i Hsu, 2005). Poznat je primer trovanja
kadmijumom u Japanu kod ljudi koji su jeli pirina¢ koji je bio zagaden toksi¢nom
koncentracijom kadmijuma. Bolest je nazvana Itai-itai $to u prevodu znaci boli — boli. Osnovne
fizicke manifestacije trovanja ovim teSkim metalom su iskrivljenost kostiju i pogurena ki¢ma,
dok je visok procenat smrtnosti obolelih osoba registrovan kao posledica oStecenja bubrega
(Nishijo i sar., 2017).

Fitotoksi¢nost kadmijuma zavisi od biljne vrste, a ispoljava se kada koncentracije ovog
metala u biljnom tkivu dostignu vrednosti izmedu 10 i 20 mg/kg suve materije (Kabata-Pendias
I Pendias, 2000). Kadmijum se karakterise dobrom mobilnos¢u, te se lako usvaja korenom i
premesta u nadzemne delove biljaka, Sto mu omogucava brz ulazak u lanac ishrane preko
sistema zemljiSte-voda-biljka (Liu i sar., 2011). Toksi¢nost kadmijuma se ¢esto zasniva na tzv.

jonskoj mimikriji, pri ¢emu se joni Cd?* usvajaju umesto Ca?* ili Zn?* i dovode do njihovog
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nedostatka (Sandbichler i Hockner, 2016). Neki od efekata toksi¢nosti kadmijuma u biljnom
tkivu su oSte¢enje meristemskih tkiva korena, usporen rast korena i izdanaka, hloroza, ubrzana
senescencija i1 apscisija listova (Seregin i Kozhevnikova, 2008). Cd inhibira klijanje semena,
uzrokuje lisnu hlorozu izazivajuci nedostatak Fe, narusava vodni rezim, izaziva poremecaje u
usvajanju mnogobrojnih makro- i mikroelemenata, remeti funkcionisanje velikog broja
enzima, dovodi do formiranja slobodnih radikala i izaziva oksidativni stres (Greger i Lindberg,
1986; Ahmad i sar., 2009; Ehsan i sar., 2014). Takode, poznat je uticaj Cd na proces razmene
gasova. Nakupljanje ovog metala u fotosinteticki aktivnim ¢elijama moze dovesti do smanjenja
intenziteta fotosinteze izazivajuéi strukturne promene hloroplasta, kao i do poremecaja u
sintezi hlorofila, karotenoida i plastohinona, transporta elektrona, aktivnosti enzima
Kalvinovog ciklusa (Nikoli¢, 2009). Takode, kadmijum dovodi do promena u necikli¢noj
fosforilaciji i fotolizi vode, a zbog smanjene provodljivosti stoma i inhibicije aktivnosti enzima
koji su ukljuceni u fiksaciju COz2, redukuje se asimilacija ugljenika (Seregin i Ivanov, 2001).
U literaturi se navodi da visoke koncentracije Cd uti¢u na mineralnu ishranu, ¢ak i kod Cd-
rezistentnih biljaka (npr. Brassica juncea). Naime, u listovima biljaka vrste Brassica juncea
zapazen je pad sadrzaja mikroelemenata poput Mn, Cu i Zn, ¢ak i pri veoma niskim
koncentracijama Cd (Salt i sar., 1995). Toksi¢nost kadmijuma pre svega je vezana za njegov
visok afinitet ka tiolnoj grupi proteina, Sto moZe dovesti do promena u strukturi i
funkcionisanju proteina (Irtelli i Navari-1zzo, 2006); poremecaja u ¢elijskoj redoks homeostazi
(Mishra i sar., 2006); kao i do hiperprodukcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Romero-Puertas i
sar., 2007). Visoke koncentracije ovog metala u c¢eliji smanjuju mitoticki indeks, ¢ime se
redukuje deoba celija i usporava se njihova proliferacija (Alagi¢ i sar., 2013). Stres izazvan
prisustvom visokih koncentracija Cd utie na sintezu biljnih hormona, pri ¢emu moze do¢i do
pojacane sinteze etilena, abcisinske kiseline, salicilne kiseline ili jasmonata (Maksymiec i sar.,

2007; Irfan i sar., 2013).

1.2.1. Uticaj kadmijuma na produkciju biomase

Generalno gledano, jedan od prvih vidljivih simptoma toksi¢nosti kadmijuma je
smanjena produkcija biomase i redukovan rast biljaka, pre svega korena. Smanjena produkcija
biomase u prisustvu kadmijuma kod razlicitih predstavnika roda Salix potvrdena je u velikom
broju studija (Cosio i sar., 2006; Meers i sar., 2007; Yang i sar., 2015a). Lukovi¢ i saradnici
(2012) ukazuju da prisustvo Cd dovodi do smanjene produkcije biomase korena, listova i
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izdanka u znatno ve¢oj meri kod vrba, u odnosu na topole gajenje u istim uslovima. Sli¢no
navode Guo i saradnici (2015), koji naglasavaju da intenzivnije smanjenje biomase kod vrba u
odnosu na topole, predstavlja rezultat ve¢e akumulacije Cd kod vrsta u okviru roda Salix.
Rezultati razli¢itih studija pokazuju znacajne razlike u pogledu uticaja Cd na morfoloSke
karakteristike biljaka, zavisno od analiziranog genotipa, odnosno klona. Tako, Zacchini i
saradnici (2009) navode znacajan inhibitorni efekat Cd na duZinu korena kod razli¢itih klonova
Salix alba gajenih u hidroponima, u prisustvu 50 uM Cd. Suprotno tome, Coccoza i saradnici
(2011) nisu utvrdili statisti¢ki znacajan uticaj prisustva Cd na duzinu korena S. alba, klon SS5,
pri istim eksperimentalnim uslovima. Aktivna povrsSina korena, kao 1 duzina korena igraju
znacajnu ulogu u usvajanju mineralnih materija, te se promena duzine korena u uslovima
povecéanih koncentracija teSkih metala moze koristiti kao jedan od bioindikatora prisustva Cd
u podlozi (Vaculik i sar., 2012). Jos$ jedan od vidljivih simptoma toksi¢nosti Cd je smanjena
produkcija biomase nadzemnih delova biljaka, posebno listova. Kao rezultat dugoro¢nog
izlaganje biljaka visokim koncentracijama Cd moze do¢i do pojave hloroze ili nekroze listova,
kao i do defolijacije (Tlustos i sar., 2007). Cosio i koautori (2006) navode pojavu hloroze kao
posledicu prisustva Cd u biljkama pri koncentracijama od 5, 10, 50, i 200 uM Cd u hranljivom
rastvoru, dok su simptomi nekroze zabelezeni pri koncentracijama od 10 i 50 uM Cd.
Smanjenje biomase biljaka, kao i redukovan rast korena, Cesto su u vezi sa smanjenim
usvajenjem neophodnih makro- i mikroelemenata, kao i sa padom fotosinteticke aktivnosti

biljaka $to je uslovljeno prisustvom teskih metala u biljnoj celiji.

1.2.2. Uticaj kadmijuma na mineralnu ishranu

Brojna istraZivanja su pokazala da poviSene koncentracije teSkih metala mogu dovesti
do promena u usvajanju biogenih elemenata koji su neophodni biljci kako bi neometano
zavrsila zivotni ciklus (Mattina i sar., 2003; Gomes i sar., 2013; BoriSev i sar., 2016). Usvajanje
Cd od strane korena biljke moze dovesti do pojave deficijencije i poremecaja u balansu
mineralnih elemenata u korenu i listovima (Vassilev i sar., 2005). Prisustvo Cd u visokim
koncentracijama u zemljiStu moze dovesti do oStecenja korenskih dlaka 1 njihove smanjene
propustljivosti za jone neophodnih elemenata, usled kompeticije sa jonima teSkih metala.
Samim tim, smanjuje se i translokacija mineralnih elemenata u nadzemne delove §to rezultira
njihovim nedostatkom (Hagemeyer i Breckle, 2002). Visoke koncentracije Cd u biljnom tkivu
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mogu dovesti do redukcije sadrzaja K, Ca i Mg, §to je registrovano kod paradajza i krastavca
(Burzynski, 1988). Takode, smanjenje sadrzaja makroelemenata azota, fosfora i kalijuma u
uslovima povisenih koncentracija Cd registrovano je i kod veceg broja drvenastih vrsta, poput
breze (Gussarsson, 1994), bagrema (Zupunski, 2017), topola (Kebert, 2014). Medutim, uticaj
Cd na sadrzaj makronutrijenata u velikoj meri zavisi od mnogobrojnih faktora: primenjene
doze Cd, genotipske specifi¢nosti analizirane vrste, kao i od duZine trajanja izloZzenosti teSkim
metalima. BoriSev (2010) naglasava negativan uticaj Cd na sadrzaj makroelemenata N, P, K u
razli¢itim biljnim organima, u zavisnosti od analiziranog klona vrba. Takode, Cocozza i
saradnici (2011) su zabelezili signifikantan pad sadrzaja fosfora kod biljaka topola gajenih u
prisustvu Cd. Visoke koncentracije Cd uticu na metabolizam azota delujuéi na tiolne grupe
proteina, a takode i na promenu aktivnosti enzima nitrat-reduktaze (Burzynski, 1988). Pored
toga, smanjenje asimilacije azota moze indukovati i nedostatak sumpora u nadzemnim
delovima biljaka (Vassilev i sar., 2002; Irfan i sar., 2013). Imaju¢i u vidu da je uloga azota u
fizioloSkim procesima mnogostruka, nedostatak ovog elementa moze dovesti do smanjenog
rasta biljaka usled smanjenja sinteze hlorofila (Gomes i sar., 2013). Takode, u literaturi je
poznat antagonisti¢ki efekat Cd sa razli¢itim mineralnim elementima (Borisev i sar., 2016).
Kako autori navode, kod vrste Salix viminalis visoka akumulacija Cd u nadzemnim organima
biljaka indukovala je smanjeno usvajanje Mg?* i Fe?*, $to je uslovljeno kompeticijom
dvovalentih jona Cd sa ovim nutrijentima. Sli¢no navode Mleczek i saradnici (2011), koji su
utvrdili pozitivnu korelaciju izmedu koli¢ine usvojenog Cd i koli¢ine Ca i Mg u zemljiStu. Na
nivou korena Cd moze vrsti substituciju i drugih dvovalentnih katjona poput Zn?*, izazivaju¢i
njihovo smanjeno usvajanje (Irfan i sar., 2013). Smanjeno usvajanje neophodnih makro- i
mikronutrijenata od stane korena moze biti pra¢eno njihovom smanjenom translokacijom u
nadzemne organe, Sto se mozZe manifestovati u vidu hloroze 1 nekroze listova. Jedan od nacina
transporta Cd kroz ¢elijsku membranu omogucen je pomocu voltazno-zavisnih jonskih kanala
za kalcijum. Naime, kadmijum moZe delovati na propustljivost ¢elijskih membrana na taj nacin
da joni kalcijuma (Ca?") mogu biti zamenjeni jonima Cd?*, §to moze indukovati nedostatak
ovog makronutrijenta (Rodriguez-Serrano i sar., 2009). Takode, kadmijum moze uticati na
aktivnost enzima Ca-ATPaza, cime se remeti transport kalcijuma i menja se distribucija ovog
elementa u biljnim tkivima. Takode, postoje podaci da teski metali mogu i da podsticu
usvajanje drugih jona. Na primer, poznat je sinergizam izmedu jona Cd?* i Cu?* (Moraghan,
1993).
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1.2.3. Uticaj kadmijuma na parametre fotosinteze i transpiracije

Ocuvanje fotosinteti¢ke aktivnosti biljaka izloZenih prisustvu teskih metala predstavlja
imperativ za njihov nesmetan rast i razvoj. Visoka aktivnost fotosintetickog aparata je ujedno
i jedan od neophodnih uslova za uspesnu primenu biljaka u procesu fitoekstrakcije. S obzirom
da je Cd izuzetno mobilan element, njegovo prisustvo u visokoj koncentraciji u listovima moze
da dovede do inhibicije razli¢itih metaboli¢kih i fizioloSkih procesa kod biljaka. Prisustvo
teskih metala u ¢eliji moze indukovati promene u reakcionim centrima i antena pigmentima,
uticati na transport elektrona i reakcije svetle faze fotosinteze (Shahid i sar., 2016). Promene u
strukturi hloroplasta, kao posledica prisustva Cd u biljnom tkivu, zabelezene su kod vrste
Juncus effusus koja je gajena u hidroponima pri tretmanima od 50 i 100 uM Cd (Najeeb i sar.,
2011). U literaturi se posebno isti¢e uticaj Cd na aktivnost enzima Rubisco (ribuloza-1,5-
bisfosfat karboksilaza/oksigenaza), pri ¢emu prisustvo Cd u listovima biljaka moze usloviti
smanjenje karboksilacije i regeneracije ovog enzima, ¢ime se naruSava efikasnost tamne faze
fotosinteze (Guo i sar., 2015). Takode, poznato je da Cd pokazuje inhibitorni efekat na
aktivnost drugih enzima poput fosofoenolpiruvat karboksilaze, aldolaze, fruktozo-6-
fosfokinaze, fruktozo-1,6-bisfosfataze, NADP* gliceraldehid-3-fosfart dehidrogenaze i dr.
(Sheoran i sar., 2009; Parmar i sar., 2013). Kadmijum pokazuje negativan uticaj na vodni
balans 1 proces transpiracije, Sto je u bliskoj vezi sa promenama u gradi i aktivnosti stominog
aparata. Prisustvo jona kadmijuma u biljnom tkivu utiCe na povecanje broja stoma, uz
istovremeno smanjenje njihovih dimenzija (Lunackova i sar., 2003). Visoka koncentracija Cd
u biljnom tkivu moZze dovesti do povecanje koncentracije abcisinske kiseline u listovima, §to
uzrokuje povecanja difuznog otpora stoma i njihovo zatvaranje, usled ¢ega dolazi do smanjenja
asimilacije CO (Pietrini i sar., 2010). Pored toga, prisustvo Cd moZe uzrokovati poremecaj u
signalingu Ca?* jona, §to takode uti¢e na regulaciju otvaranja i zatvaranja stoma (He i sar.,
2011). Poznato je da Cd?* ima sposobnost da istisne jone Mg?* iz porfirinskog prstena hlorofila,
¢ime se vrs$i substitucija jona Mg i naruSava se struktura hlorofila, a kao rezultat toga moze
do¢i do postepene inhibicije fotosinteze (Slika 2). Kadmijum se lako vezuje za funkcionalne
grupe mnogih enzima, strukturnih proteina ili ugljenih hidrata ¢ime se ometa fotosinteticka
aktivnost biljaka (Pietrini i sar., 2005). Inhibitorno dejstvo Cd na biosintezu hlorofila, zajedno
sa njihovom poja¢anom degradacijom dovodi do smanjenja sadrzaja fotosintetiCkih pigmenata
kod brojnih biljnih vrsta (Vassilev i sar., 2005; Ahmad i sar., 2009; Mohamed i sar., 2012).

Negativan uticaj Cd na fotosinteticke parametre kod vrba i topola gajenih u uslovima povecanih

13



koncentracija ovog metala u podlozi zebelezen je u ve¢em broju radova (Lunackova i sar.,
2003; Pajevic i sar., 2009; Pietrini i sar., 2010; Nikoli¢ i sar., 2015).
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Slika 2. Uticaj kadmijuma (Cd) na fotosinteticki aparat. (a) Usvajanje Cd preko
korena 1 transport do listova zahvaljujuci transporterima (NRAMP i ZIP familije
transportera); (b) Dejstvo Cd na fotosistem Il (P680) i fotosistem 1 (P700); (c) substitucija
jona Mg?* jonima Cd?* u molekulu hlorofila (Parmar i sar., 2013).

1.2.4. Uticaj kadmijuma na biohemijske pokazatelje

Obrazovanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) je normalan metaboli¢ki proces i
odvija se tokom fotosinteze, respiracije, beta-oksidacije masnih kiselina, kao i tokom
senescencije biljaka, dok prekomerna produkcija ROS nastaje kao rezultat dejstva razlicitih
stresnih faktora na biljke (Vassilev i sar., 2002; Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Kada su biljke
izlozene svetlosti, najveca kolicina ROS molekula se produkuje tokom Mehlerove reakcije u
hloroplastima, kao i tokom transporta elektrona u peroksizomima, dok se u mraku ovi molekuli
produkuju tokom celijske respiracije u mitohondrijama (Slika 3). Tokom transporta elektrona
primarni akceptor je O, koji se od 95-99% redukuje do vode, dok se preostalih 1-5% prevode
u superoksid anjon radikal (O™ ). Ovaj molekul se prirodno produkuje tokom procesa
fotosinteze u fotosistemu Il (P680). Medutim, tokom prenosa elektrona duz FSII moze do¢i do
,curenja“ elektrona, usled ¢ega dolazi do nakupljanja toksicnog superoksid anjon radikala i
pojave oksidativnog stresa. U peroksizomima, glavni put nastanka O>" je fotorespiracija, dok
se H.O> produkuje u enzimskim reakcijama. Mitohondrije predstavljaju glavnu energetsku
masineriju u biljnoj ¢eliji i u najve¢oj meri doprinose produkciji ROS molekula. Produkcija

ovih reaktivnih oblika kiseonika duz respiratornog lanca mitohondrija najcesce se deSava na
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nivou kompleksa I (NADH: ubikinon oksidoreduktaza), kao i na nivou kompleks IlI
(citohromski b/c: kompleks) (Asada, 2006; Del Rio i sar., 2006; Noctor i sar., 2007; Ma i sar.,
2013).

Prisustvo teskih metala u biljkama dovodi do oksidativnog stresa kod biljaka, Sto se
manifestuje hiperprodukcijom reaktivnih Kiseoni¢nih vrsta. Prekomerna koli¢ina ovih
molekula u Cceliji pokazuje Stetan efekat na aktivnost proteina, hlorofila, dovodi do
peroksidacije lipida biomembrane, uzrokuje transformaciju DNK i ometa normalno odvijanje
metabolic¢kih puteva (Hassan i sar., 2017). Kada mehanizmi odbrane biljaka od prekomerne
koncentracije Cd u citosolu nisu u stanju da odrZze nivo slobodnih jona ovog metala ispod
toksi¢nih vrednosti, moze do¢i do disbalansa u produkciji i eliminaciji slobodnih radikala, kao
I do njihovog nagomilavanja u ¢eliji. S obzirom da je Cd redoks neaktivan molekul, on nema
mogucénost direktne produkcije reaktivnih kiseoni¢nih molekula u Fentonovoj i Haber-Weiss-
ovoj reakciji (Rodriguez-Serrano i sar., 2009). Medutim, Cd indirektno moze da dovede do
hiperprodukcije slobodnih radikala, poput singlet kiseonika (*O.), superoksida anjona (0**),
vodonik-peroksida (H20>) ili hidroksi-radikala (OH" ), sto dovodi do celijskih oStecenja,
najées¢e na nivou mitohondrija i hloroplasta (Sandbichler i Hockner, 2016; Mahmud i sar.,
2018) (Slika 3).

Da bi se odbranile od oksidativnog stresa koji je izazvan prisustvom teSkih metala,
biljke imaju mogucénost aktiviranja razli¢itih mehanizama odbrane, koji uklju¢uju enzimski 1
neezimski sistem zastite. Generalno, antioksidanti se prevode u prooksidante koji su manje
reaktivni, ili se oksiduju do netoksi¢nih oblika §to je kljuéno u prilagodavanju biljaka na
razlicite stresne faktore (Gill i Tuteja, 2010). Medu antioksidativnim enzimima za
neutralizaciju 1 uklanjanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta veliki zna¢aj imaju enzimi kao §to su:
katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX), superoksid-dismutaza (SOD), gvajakol-
peroksidaza (GPOD), glutation-S-transferaza (GST) i dr. Kao odgovor na akumulaciju Cd u
biljnom tkivu moze do¢i do promena (pojacana sinteza ili ihibicija) aktivnosti antioksidativnih
enzima (Alayat i sar., 2014). Neenzimski sistem zastite ¢ine jedinjenja malih molekulskih masa
poput prolina, glutationa, tiola, tokoferola, karotenoida 1 dr., ¢ija je pojacana produkcija Cesto
uslovljena prisustvom teskih metala u biljkama (Michalak, 2006). Metaboliti poput prolina,
histidina, tiola, fitohelatina, amina i drugih, imaju nekoliko znacajnih uloga u ¢elijskom
odgovoru na prisustvo teskih metala. Oni prvenstveno uti¢u na vezivanje (helatiranje) metala,
neutraliSu $tetno dejstvo slobodnih radikala i funkcioni$u kao aktivatori signalnih puteva
(Sharma i Dietz, 2006).

15



Oksidacija, Lipid Ksidacii .
osforilacija proteina Ipidna peroksidacija NADPH + 20, e
R
Fentonova

‘ ’ Genska ekspresija reakcija

Celijski zid

Slika 3. Biosinteza reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), mehanizmi regulacije
produkcije ovih molekula i aktivnost razli¢itih antioksidativnih enzima u biljnoj ¢eliji. 1.
Fenton i Haber-Weiss reakcija ciklus detoksifikacije 02"~ i H2O2 aktivnos¢u alternativnih
oksidaza (AOKS) u tilakoidima. Kod nekih biljaka moguca je zamena CuZnSOD (bakar-
cink-superoksid-dismutaza) sa gvozde-superoksid-dismutazom (FeSOD) u hloroplastima.

H20: koji izlazi iz ovog ciklusa detoksifikuje se pomocu superoksid-dismutaze (SOD) i
ukljucuje se u askorbat-glutation ciklus. Peroksiredoksin (PrxR) i glutation peroksidaza
(GPx) su takode su ukljuceni u neutralizaciju H202. 2. U mitohondrijama, SOD i druge
komponente askorbat-glutationa ciklusa indukuju proizvodnju vodonik-peroksida. 3. U
peroksisomima, ROS molekuli se prihvataju od strane SOD, katalaza (CAT) i askorbat

peroksidaza (Apx). Prekomerna proizvodnja i nagomilavanje H.O> indukovano je (I) NADPH
oksidazom, (I1) peroksidazama ¢elijskog zida, (I11) oksalatnim oksidazama i (IV) amin

oksidazama. lako su putevi nastanka H202 u razli¢itim ¢elijskim organelama odvojeni jedni
od drugih, ovaj molekul lako moze difundovati kroz membrane, a antioksidanti poput

glutationa i askorbinske kiseline se mogu lako transportovati izmedu razli¢itih delova ¢elije

(Maisar., 2013).

Akumulacija aminokiseline prolina jedan je odbrambenih mehanizama toksi¢nog
delovanja Cd (Slika 4). Povecana sinteza prolina usled izloZenosti biljaka povisenim
koncentracijama teskih metala registrovana je kod velikog broja biljnih vrsta (John i sar., 2008;
Nikoli¢ i sar., 2008; Alayat i sar., 2014). Istrazivanja su pokazala da ovo jedinjenje ima brojne

i veoma znacajne uloge u biljnim ¢éelijama u uslovima stresa (Grill i sar., 1989; Pietrini i sar.,
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2003; Chou i sar., 2012, Seth i sar., 2012). Pojacana sinteza prolina utice na odrzavanje
turgorovog pritiska usled vodnog deficita, koji moZe nastati kako posledica razli€itih stresnih
faktora, poput prisustva jona teSkih metala u ¢eliji (Sun i Hong, 2011). Istrazivanja su pokazala
da prolin predstavlja rezervoar ugljenika i azota, te po prestanku delovanja nepovoljnih faktora
spoljasnje sredine ovi elementi mogu biti iskoriséeni za rast biljaka, dok se koncentracija
prolina u biljnom tkivu snizava (Verbruggen i Hermans, 2008; John i sar., 2008). Uloga prolina
u oksidativnom stresu ogleda se u njegovoj funkciji da vrsi neutralizaciju ROS molekula pri
visokim koncentracijama Cd u ¢eliji, pri ¢emu biosinteza ove aminokiseline moze imati ulogu
u puferisanju pH vrednosti citosola i odrzavanju redoks homeostaze u ¢eliji (Islam i sar., 2009;
Bauddh i sar., 2016). Pored toga, prolin u ¢eliji funkcionise kao molekulski Saperon koji vrsi
stabilizaciju proteina, tako Sto gradi slozene strukture sa molekulima vode, ¢ime se Stiti
struktura proteina i spre¢ava njihova denaturacija. Takode, ovaj molekul ima ulogu u

helatiranju metalnih jona kako u samoj ¢eliji, tako i u ksilemskom soku (Sharma i Dietz, 2006).
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Slika 4. Sematski prikaz usvajanja i transporta jona Cd?* iz korena u nadzemne
delove biljke pomoc¢u ZIP familije transportera i Ca* kanala. Endogena sinteza prolina i
uticaj na odrzavanje redoks balansa u ¢eliji, prenos signala i aktivnost mehanizama
detoksifikacije Cd i njegov dalji iz transport Cd iz citosola u vakuolu preko Cd?*/H* antiport
sistema (Singh i sar., 2015).

Glutation (GSH) je Siroko rasprostranjen redoks aktivni tripeptid (y-Glu-Cys-Gly) koji
ima kljuénu ulogu u mehanizmima odbrane od prevelike produkcije slobodnih radikala i
ucestvuje u njihovoj neutralizaciji (Sytar i sar., 2013). Ovaj molekul ima nekoliko uloga u

odbrani biljaka od toksi¢nog dejstva Cd u ¢eliji: predstavlja prekursor u sintezi fitohelatina,
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uCestvuje u askorbat-glutation ciklusu i predstavlja vaznu komponentu u redoks balansu
(Vassilev i sar., 2002; Maksymiec i sar., 2007). Vezivanjem glutationa sa Cd?* jonima obrazuje
se GSH-Cd kompleks koji se smatra prvom linijom odbrane i sprecava Cd da uzrokuje dalja
ostecenja u ¢eliji (Sandbichler i Hockner, 2016).

Usled nakupljanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta moze do¢i do oStec¢enja celijskih
membrana, a posebno lipida u procesu lipidne peroksidacije, Sto za posledicu ima
hiperprodukciju malondialdehida (MDA) koji moze posluziti kao bioindikator oksidativnhog
stresa (Hassan i sar., 2017).

1.2.5. Uticaj kadmijuma na gensku ekspresiju

Razumevanje uticaja teskih metala na celokupan metabolizam biljaka najbolje se moze
izu€iti na nivou genoma, te se sve veci broj studija bavi uticajem Cd na molekularnom nivou,
kako bi se okarkterisali i bolje razumeli mehanizmi koji dovode do prilagodavanja biljaka na
stresne uslove zivotne sredine. Do danas postoji relativno mali broj studija koje se bave ovim
istrazivanjima na topolama i vrbama (Konlechner i sar., 2013; Benyd i sar., 2016; Zou i sar.,
2017). Prema navodima Yang i saradnika (2015a) kod vrba je registrovana mreza razli¢itih
transkripcionih faktora koji reguli$u signalnu transdukciju i dovode do povecanja tolerantnosti
biljaka na stres indukovan prisustvom Cd. Identifikacija gena ¢ija je pojacana ekspresija
uslovljena povecanim koncentracijama ovog metala je od fundamentalnog znacaja za
razumevanje molekularnih mehanizama koji dovode do povecanja otpornosti biljaka (Rao i
sar., 2014). Do sada je poznato da je povecana sinteza enzima poput fitohelatin-sintaze,
glutation-s-transferaze, kao i povecana aktivnost razli¢itih transportera (ABC, ZIP i drugih
familija), uslovljena pojacanom ekpsresijom gena koji kodiraju ove proteina (Clemens, 2006;
Parmar i sar., 2013; He i sar., 2015; Zou i sar., 2017). Smatra se da povecana ekspresija gena
koji kodiraju transport metala igra klju¢nu ulogu u odrzavanju tolerantnosti biljaka prema
teSkim metalima (He i sar., 2013). S obzirom da visoke koncentracije Cd u biljnom tkivu mogu
da dovedu do pojave oksidativnog stresa, utvrdeno je da regulacija ekspresije gena koji
kodiraju enzime, koji u¢estvuju u oksidativnom odgovoru, ima znacaj u procesu detoksifikacije

teSkih metala (Agrawal i sar., 2002).
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1.3. Fitoremedijacija

Kako je prisustvo teskih metala u Zivotnoj sredini u konstantnom porastu, u poslednje
vreme se sve viSe radi na usavrSavanju tehnika za preciS¢avanje (remedijaciju) zemljista.
Klasi¢ne metode remedijacije zemljiSta obuhvataju fizicke i hemijske metode uklanjanja
metala iz podloge, ispiranje zemljiSta, iskopavanje 1 ponovnu upotrebu zemljista. Ove metode
su dugotrajne, skupe, ali su ¢esto i neefikasne, ¢ime je njihova upotreba limitirana (Vamerali i
sar., 2010). Nasuprot klasicnim metodama, alternativa za dekontaminaciju zemljiSta je
upotreba zelene tehnologije koja se bazira na sposobnosti biljaka da uklanjaju polutantne iz
podloge i oznacava se kao fitoremedijacija (Salt i sar., 1995). Termin fitoremedijacija potice
od grckih reci phyto - biljka i latinske rec¢i remedium - Cistiti, obnoviti i predstavlja niz tehnika
koje se zasnivaju na sposobnosti biljaka da u svojim organima nakupljaju velike koliine
polutanata (Pilon-Smits, 2005). Fitoremedijacija podrazumeva ekstrakciju hazardnih supstanci,
poput teskih metala, radionukleida, pesticida, polihlorovanih bifenola iz zivotne sredine i
njihovo prevodenje u stabilne netoksi¢ne metabolite, ¢ime se vr$i dekonataminacija zemljista
i voda (Mahar i sar., 2016). Iako se fitoremedijacija Cesto opisuje kao ,,nova“ tehnika, ova
tvrdnja se moze snazno opovrgnuti, s obzirom da proucavanja sposobnosti biljaka da usvajuju
i akumuliraju teSke metale datiraju oko 300 godina unazad (McCutcheon i Rock, 2001). Poceci
istrazivanja koja su pokazala da biljke imaju moguc¢nost da toleriSu prisustvo visokih
koncentracija teSkih metala u zemljistu ustanovili su rudari, koji su uocili da biljke iz familije
Brassicaceae imaju sposobnost da rastu na podrucju rudnika bakra. Andrea Cesalpino je jos u
XVI veku utvrdio da odredene biljne vrste imaju sposobnost da opstaju na zemljiStu koje se
odlikuje visokim sadrzajem Mg 1 Fe, koje su kasnije definisane kao serpentinske biljne
zajednice (Stephenson i Black, 2014). Tokom XX veka razvoj nauke u ispitivanju biljaka koje
se odlukuju sposobnos¢u da usvajaju, akumuliraju i toleriSu prisustvo razli¢itih metala rapidno
se intenziviralo. Medutim, osnovni principi upotrebe fitoremedijacije su tokom vremena ostali
nepromenjeni, dok su se saznanja u ovoj oblasti intenzivno usavr$avala. Tokom pedesetih
godina proslog veka istrazivanja Margazzi i Vergano (1948) su pokazala da vrsta Alyssum
bertolonnii ima mogu¢nost da akumulira visok sadrzaj nikla u svojim tkivima, a time i
sposobnosti da vr$i dekontaminaciju zagadenog zemljista. Ovo je kasnije nametnulo potrebu
za definisanjem biljaka koje se karakteriSu osobinama pogodnim za proces fitoremedijacije.
Termin hiperakumulator prvi put navode Brooks i saradnici (1977), ¢ime su autori definisali

biljke koje se odlikuju prisustvom Ni u koncentraciji ve¢oj od 1000 mg/kg suve materije.
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Kasnije, hiperakumulatori su okarakterisani kao vrste koje imaju sposobnost usvajanja i
akumuliranja jednog ili vise teskih metala u koncentracijama visim od 100 puta u nadzemnim
organima, u odnosu na neakumulatorske vrste, bez znacajnih posledica po prezivljavanje biljke
(Lux i sar., 2004; Jensen i sar., 2009). Granice definisanja hiperakumulatora se razlikuju za
odredene teske metale. Hiperakumulatori Zn i Mn su vrste koje imaju sposobnost nakupljanja
ovih metala u vrednostima iznad 10000 mg/kg; hiperakumulatori Ni, Pb, Cu i Co preko 1000
mg/kg (Reeves i Baker, 2000), a Cd iznad 100 mg/kg (Skrebsky i sar., 2008).

Biljke hiperakumulatori se odlikuju znac¢ajno visokom tolerantnosc¢u na prisustvo teskih
metala u Celiji, $to ukazuje na specifi¢ne | snazno razvijene mehanizme detoksifikacije (Alkorta
i sar., 2004). Hiperakumulacija metala se moze okarakterisati kao ekofizioloska adaptacija
biljaka da nesmetano rastu na zagadenom zemljistu. Takode, u literaturi se navodi da biljke
ovu osobinu koriste kao vid defanzivnog odgovora u borbi protiv patogena ili predatora
(Bhargava i sar., 2012). Intenzivna istrazivanja na polju fitoremedijacije su pokazala da veliki
broj biljaka poseduje sposobnost akumulacije visokih koncentracija teskih metala, pa se oko
450 vrsta definiSu kao hiperakumulatori, §to ¢ini oko 0.2% ukupnog broja skrivenosemenica
(McGrath i Zhao, 2003). Medu hiperakumulatorskim vrstama posebno se isticu predstavnici iz
familije Brassicaceae kao $to su Thlaspi i Brassica (Prasad i Freitas, 2003; Ueno i sar., 2005).
Na primer, vrsta Brassica juncea ima sposobnost akumuliranja visokih koncentracija
kadmijuma u svojim tkivima, ¢ak i uslovima niske koncentracije Cd od 0.1 mg/ kg u zemljistu
(Salt i sar., 1995). Prema navodima Mahar i saradnika (2016) vrsta Datura stramonium je
definisana kao vrsta sa najve¢im kapacitetom apsorpcije Cd u biljnom tkivu, dok je Amarathus
paniculatus definisana kao vrsta sa najve¢im kapacitetom apsorpcije Cd po jedinici povrsine
(68.04 g/ha). lako mnoge zeljaste biljke spadaju u grupu hiperakumulatora, veliki broj ovih
vrsta ima ograniCen potencijal za usvajajnje teSkih metala zbog male biomase i kratkog
zivotnog ciklusa. Alternativa hiperakumulatorima su vrste velike organske produkcije, medu
kojima se posebno isti¢u drvenaste vrste.

Drvenaste vrste poseduju niz karakteristika pogodnih za proces fitoremedijacije, a to su
snazno razvijeni korenovi, velika produkcija nadzemne biomase, visok intenzitet transpiracije
kao i geneticka varijabilnost (Robinson i sar., 2000; Capuana, 2011; Alagi¢ i sar., 2013; Pajevic¢
i sar., 2016). Akumuliranje teskih metala u korenu i nizak stepen translokacije u nadzemne
delove biljaka su bitni ¢inionici koji omogucéavaju preZivljavanje drveca na staniStu koje se
odlikuje visokim koncentracijama teskih metala u podlozi (Tlustos i sar., 2007). Uprkos niskoj
akumulaciji teskih metala u nadzemnim delovima, drvenaste vrste koje se odlikuje velikom
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organskom produkcijom i brzim rastom, imaju moguénost da usvoje i uklone znatno vece
koli¢ine teSkih metala iz zemljis$ta, u odnosu na zeljaste hiperakumulatorske vrste. Uzevsi u
obzir ¢injenicu da drvenaste vrste naseljavaju industrijska i ruralna podrucja, ove vrste se mogu
koristiti kao bioindikatori zagadenosti staniSta teSkim metalima, pri ¢emu se sadrzaj ovih
polutanata u biljnom tkivu moze odrediti jednostavnim i ne toliko skupim metodama (Komives
i Gullner, 2006). Prva istrazivanja 0 mogucénosti upotrebe drvenastih vrsta u remedijaciji
zemljista zagadenog Cd datiraju iz 1991, kada su Huiyi i saradnici u svom istrazivanju utvrdili
da razli¢ite Sumske drvenaste vrste poseduju sposobnost usvajanja i akumuliranja velikih
koli¢ina teskih metala u biljnom tkivu. Nekoliko godina kasnije, Landberg i Greger (1994) su
utvrdili sposobnost akumulacije visokih koncentracija Cd kod vrba i predlozili su ove vrste kao
potencijalne kandidate za proces fitoremedijacije. Nakon toga, sproveden je veliki broj
istrazivanja sa ciljem da se utvrde vrste i klonovi vrba koji poseduju visoku efikasnost
usvajanja i akumulacije teSkih metala (Landberg i Greger, 1996; Vyslouzilova i sar., 2006;
Marmiroli i sar., 2011; Yang i sar., 2015a; Zarubova i sar., 2015).

Fitoremedijacija je metod koji obuhvata nekoliko tehnika kao §to su fitoekstrakcija
(fitoakumulacija), fitodegradacija, fitostabilizacija (fitoimobilizacija), fitovolatizacija,
fitofiltracija, rizodegradacija i fitodesalinizacija (Ali i sar., 2013). Osnovne karakteristike

najcesce koristenih tehnika date su u Tabeli 1.

Tabela 1. Razlic¢ite tehnike u procesu fitoremedijacije (Ali i sar., 2013.)

Tehnika Opis tehnike Mehanizam tehnike
Akumulacija  polutanata u  nadzemnim
delovima biljke i njihovo iznosSenje iz zemljista
Upotreba biljaka sa ciljem da se sadrzaj
kontaminatata zadrzi u rizosferi pomocu
korena biljke, ¢ime se ograni¢ava mobilnost
polutanta
Ekstrakcija metala iz zemljiSta uz pomoc
biljaka 1 njthovo oslobadanje u atmosferu
Fitofiltracija PreciS€avanje voda biljkama Rizosferna akumulacija

Fitoekstrakcija Hiperakumulacija

Fitostabilizacija Stvaranje kompleksa

Fitovolatizacija Volatizacija lis¢em

Prilikom izbora odgovarajuée tehnike fitoremedijacije neophodno je uzeti u obzir §to
vecéi broj abiotickih faktora, biologiju odabrane vrste kao i moguénost njene manipulacije
(Zupunski i sar., 2018). Jedna od najéesce koriséenih tehnika fitoremedijacije je fitoekstrakcija.
Primenu ovu tehnike, u obliku u kom se i danas sprovodi, prvi navodi Chaney (1983).

Fitoekstrakcija ukljucuje nekoliko faza: mobilizaciju teskih metala u podlozi, usvajanje metala
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pomoc¢u korenovog sistema, njihovu translokaciju iz korena u nadzemne delove biljaka i
sekvestraciju metala u biljnom tkivu (naj¢e$¢e u vakuoli) (Raskin i Ensley, 2000; McGrath i
Zhao, 2003; Clemens, 2006). Jedan od nacina definisanja biljaka pogodnih za proces
fitoremedijacije (preciznije fitoekstrakcije) moze se ustanoviti na osnovu Odnosa sadrzaja
metala u biljci i koli¢ine metala u zemljiStu. Prema navodima Baker (1981) ukoliko je odnos
koncentracije metala u nadzemnim delovima biljaka i zemljiStu veéi od 1, biljke se definisu
kao akumulatori, a ukoliko je taj odnos manji od 1 biljke se definisu kao ekskluderi. Odnos
metala u zemljistu i biljci se u novijim istrazivanjima intenzivno koristi i oznacava se kao
biokoncentracijski faktor (BCF) (T6zsér i sar., 2018). Pored toga, veliki broj istrazivanja
ukazuje na znacaj transporta teskih metala iz korena u nadzemne delove, §to se oznacava kao
translokacijski faktor (TF) (Zacchini sar., 2009; Kacalkova i sar., 2015; Zupunski i sar., 2016).
Ukoliko je vrednost translokacijskog faktora veca od 1, biljka je pogodna za proces
fitoekstrakcije, a ukoliko je vrednost TF manja od 1, to ukazuje da je mobilnost elementa
ograni¢ena na zonu korena, pa se ta vrsta moze koristiti za proces fitostabilizacije (Kuzovkina
i sar., 2004).

Uspesna fitoekstrakcija je omogucéena zahvaljujuéi razlicitim strategijama biljaka, koje
ukljucuju aktivaciju mehanizama tolerancije i1 detoksifikacije teSkih metala u biljnom tkivu.
Ovo se postize sekvestracijom i kompartmentalizacijom metala u razli¢itim organelama, kao i
drugim mehanizmima koji su ukljuceni u procese detoksifikacije metala, kao §to su: vezivanje
metala za celijski zid, helatiranje jona metala, kao i pojacana sinteza fitohelatina i
metalotioneina (Pilon-Smits, 2005; Chen i sar., 2006).

1.4. Mehanizmi tolerancije i detoksifikacije biljaka na stres teSkim metalima

1zloZenost biljaka visokim koncentracijama teSkih metala ¢esto moze dovesti do pojave
fitotoksicnost, medutim kod izvesnog broja biljnih vrsta simptomi toksi¢nosti se ne ispoljavaju
¢ak ni pri relativno visokim koncentracijama teskih metala u biljnom tkivu. Jedan od osnovnih
razloga za to je postojanje razli¢itih strategija odbrane koje su biljke razvile tokom evolucije.
Sposobnost prezivljavanja na staniStima sa visokim koncentracijama teskih metala u podlozi
ostvaruje se razli¢itim mehanizmi otpornosti biljaka, kao §to su izbegavanje ili tolerancija.
Prema reakciji biljaka na prisustvo teSkih metala u podlozi, biljke su svrstane u tri grupe
(Bhargava i sar., 2012). Prvu kategoriju ¢ine biljke iskljucivaci (eng. excluders) — vrste koje

izbegavaju usvajanje i nagomilavanje teskih metala u organizmu. Kod ovih biljaka
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koncentracija teSkih metala u nadzemnim organima je ispod kriticnog nivoa, pa se ove vrste
mogu koristiti za stabilizaciju zemljista, kao 1 za spreavanje erozije, Cime se izbegava dalje
sirenje zagadenja. Drugu grupu ¢ine akumulatori — biljke koje usvajaju i akumuliraju znacajne
koli¢ine teskih metala u nadzemni organima. Mehanizmi detoksifikacije metala kod ovih
biljnih vrsta nisu aktivni na nivou korena, ¢ime je omogucen visok nivo usvajanja i akumulacije
teSkih metala. Pored navedenih kategorija postoje i indikatori — vrste kod kojih koncentracija
teSkih metala u biljnom tkivu proporcionalno reflektuje njihovu koncentraciju u spoljasnjoj
sredini.

Generalno gledano, mehanizmi izbegavanja stresa izazvanog teSkim metalima
ukljuéuju niz procesa koji mogu dovesti do njihovog smanjenog usvajanja i akumuliranja, kako
koncentracija ovih polutanata u biljci ne bi dostigla kritican nivo koji bi izazvao ostecenja
biljnog tkiva. Najznac¢ajni mehanizmi izbegavanja stresa ukljucuju: zadrZavanje jona metala u
¢elijskom zidu, kao 1 izlu€ivanje helata i organskih kiselina, ¢ime se ograniava usvajanje
teSkih metala u zoni rizosfere (Hall, 2002; Cobbett i Goldsbrough, 2002). Sa druge strane
mehanizmi tolerancije na stres teSkim metalima odnose se na mehanizme koji omoguéavaju
prezivljavanje biljaka u uslovima povecanog sadrzaja teskih metala u samoj biljci. To su
genetski kontrolisani mehanizmi, koji su najce$¢e pod kontrolom veceg broja gena i
predstavljaju evolutivne adaptacije biljaka (Zou i sar., 2017). Biljke su tokom vremena razvile
snaznu mrezu mehanizma pomocu kojih odrZzavaju jonsku homeostazu i reguliSu usvajanje,
transport, akumulaciju i detoksifikaciju teSkih metala (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Ovi
mehanizmu ukljucuju metal transportere, koji su odgovorni za prenos i nakupljanje teskih
metala u Celiji, razliite vrste helatora, poput organskih i aminokiselina, aktivnost fitohelatina
I metalotioneina, heat-shock proteine i Saperone koji ucestvuju u transportu i distribuciji teskih
metala (Slika 5), a i sama promena propustljivosti i selektivnosti membrana uti¢e na

tolerantnost biljaka na prisustvo ovih polutanata (Cobbett i Goldsbrough, 2002).
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Slika 5. Mehanizmi detoksifikacije teskih metala — vakuolarna sekvestracija. 1. Usvajanje
jona teskih metala aktivno$¢u ZIP familije proteina 2. Ulazak jona Cd?* u citosol stimulige
glutation da dejstvom enzima fitohelati-sintaze (PCS) sintetiSe fitohelatine (PC) 3.
Fitohelatini se vezuju za citosolni Cd i obrazuju niskomolekularni metal-helatni kompleks 4.
Transport metal-helatnog kompleksa preko ABC transportera u vakuolu 5. Stvaranje helata sa
razli¢itim visokomolekularnim ligandima u citosolu, 6. U¢es¢e razlicitih proteinskih familija
u kompartmentalizaciji metala u vakuoli, 7. U¢es¢e metalotioneina, organskih i aminokiselina
u puferisanju teskih metala u citosu i njihovo odrzavanje na niskom nivou (Yang i Chu,
2011).

Skracenice: Cd — kadmijum; PC — fitohelatini; PCS — fitohelatin-sintaza; MT — metalotionini;
LMW — niskomolekularni; HMW — visokomolekularni; ABC — ATP vezujuci proteinski
transporteri; CAX — katjon/proton transporteri na tonoplastu; NRAMP i MTP — razli¢ite
proteinske familije za transport Cd jona.

Jedan od nacina neutralizacije toksi¢nog dejstva teSkih metala ogleda se u obrazovanju
metal-helatnih kompleksa u citoplazmi. Helatori imaju ulogu u detoksifikaciji teskih metala,
pri ¢emu ove supstance imaju sposobnost da puferisu citosolnu koncentraciju metala, ¢ime se
smanjuje aktivnost slobodnih jona metala i ublazava se toksi¢no dejstvo ovih polutanata. Veliki
broj jedinjenja ima sposobnost helatiranja teskih metala, kao Sto su jedinjenja niske molekulse
mase poput organskih kiselina, aminokiselina, peptida, kao $to su metalotioneini (MT) i
fitohelatini (PC) (Clemens, 2006; Saraswat i Rai, 2011). Prisustvo odredenih metala (Zn, Cu,
Cd, Hg) u visokoj koncentraciji moze indukovati I sintezu heat-shock proteina koji Stite
membrane od stresa indukovanog ovim polutantima (Zou i sar., 2017). Posebnu grupu ovih
proteina Cine klasa Saperona Cija se ekspresija znatno povecava u uslovima poviSenih
koncentracija teSkih metala, ¢ime je utvrdena njihova uloga u mehanizmima mobilizacije 1

detoksikacije metala.
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1.4.1. Uloga fitohelatina i metalotioneina u procesu fitoekstrakcije

Helatiranje metala pomoc¢u odgovarajucih liganada predstavlja zna¢ajan mehanizam
suoCavanja biljaka sa stresom izazvanim prisustvom teSkih metala. NajznaCajniji metal —
vezujudi ligandi su proteini i peptidi, odnosno fitohelatini i metalotioneini (Cobbett, 2000;
Clemens, 2001).

Fitohelatini (PCs) c¢ine familiju peptida izgradenih iz ponavljaju¢ih fragmenata
dipeptida y-Glu-Cys (glutaminska kiselina i cistein), pri ¢emu je terminalna ainokiselina glicin
(Gly) Opsta formula fitohelatina je (y-Glu-Cys)n-Gly, gde se broj ponovljenih sekvenci (n)
krece najcesce od 2-5, a najvisa vrednost ponovljenih nizova je 11 (Kubota i sar., 2000; Memon
i Schroder, 2009). Fitohelatini su u strukturnom pogledu veoma sli¢ni glutationu (GSH) koji je
tripeptid (y-Glu-Cys-Gly), tako da se pretpostavilo da je glutation prekursor u biosintezi ovih
molekula (Rauser, 1995). Glutation sluzi kao supstrat za sintezu fitohelatina, §to se odvija
pomocu enzima fitohelatin-sintaze (PCs) ili y-Glu-Cys dipeptidil-transpeptidaze (Xu i sar.,
2017). Fitohelatin-sintaza predstavlja konstitutivni enzim koji se posttranslatorno aktivira u
prisustvu jona teskih metala, posebno jona Cd, Pb, Cu i dr. (Grill i sar., 1989). Fitohelatini su
identifikovani kod velikog broja biljnih vrsta, a njihov sadrzaj se znatno povecava u prisustvu
teSkih metala poput Cd, Cu, Zn, Ni, i dr. (Cobbett, 2000). lako pokazuju variranja u strukturnoj
formi kod razli¢itih biljnih vrsta, ovi peptidi pokazuju istu fiziolosku ulogu. Memon i Schroder
(2009) navode da mutant biljke vrste Arabidospis thaliana usled nedostatka enzima fitohelatin-
sintaze nemaju moguénost sinteze fitohelatina i postaju hipersenzitivne na prisustvo
kadmijuma i zive. Otkri¢e da se nivo fitohelatina znatno povecava u prisustvu teSkih metala,
dovelo je do ekspanzije istrazivanja o ulozi ovih jedinjenja, kao potencijalnih biomarkera
tokom izloZenosti biljaka visokim koncentracijama teSkih metala (Hall, 2002). Pojafana
sinteza fitohelatina tokom izlozenosti biljaka toksi¢nim koncentracijama teskih metala
utvrdena je u velikom broju studija (Rauser, 1999; Sun i sar., 2005, Mishra i sar., 2006; 2009),
¢ime je potvrdena znacajna uloga ovih molekula u mehanizmima detoksifikacije, posebno jona
Cd. Prisustvo Cd?* jona u ¢eliji, aktivira enzim PCs da stvara helatne komplekse sa metalima.
Nastali metal-helatni kompleks je netoksican, stabilan kompleks koji se lako transportuje iz
citoplazme u vakuolu, §to naglasava znacaj fitohelatina u mehanizmima detoksifikacije,
posebno na nivou vakuolarne izolacije (Rauser, 1995; Clemens, 2006; Bhargava i sar., 2012).
Pored toga, fitohelatini su bitni za odrzavanje homeostaze teskih metala u biljnim ¢elijama, pa
tako imaju vaznu ulogu u distribuciji i akumulaciji Cd, kao i drugih toksi¢nih elemenata, poput

zive 1 arsena (Shah i Nongkynrih, 2007; Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Takode, pretpostavlja se da
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imaju i ulogu antioksidanata u ¢eliji (Rauser, 1995), kao 1 da u€estvuju u metabolizmu gvozda
i sumpora (Cobbett, 2000).

Metalotioneini (MTs) su niskomolekularni, termo-stabilni peptidi bogati cisteinom,
koji su inicijalno izolovani kao vezujuéi proteini za razliite tesSke metale poput Cd, Zn i Cu
(Hamer, 1986). Pretpostavlja se da ostaci cisteina (Cys) koji su visoko konzervirani duz
sekvenci metalotioneina imaju ulogu u helaciji teskih metala (Du i sar., 2012 ). Ovi molekuli
su prvobitno identifikovani u animalnom tkivu, a zatim je njihovo prisustvo utvrdeno kod algi,
gljiva 1 visih biljaka (Cobbett i Goldsbrough, 2002). Dok su fitohelatini enzimski sintetisani,
prisustvo metalotioneina u celiji je genetski kodirano (Saraswat i Rai, 2011), a njihova
aktivnost je zavisna od prisustva teskih metala u ¢eliji (Pagani i sar., 2012). Primarna uloga
ovih molekula je vezivanje metala za tiolne grupe, helatiranje i imobilizacija teskih metala
(Antoniadis i sar., 2017). Samim tim, visoka ekspresija gena za MTs dovodi do porasta
tolerantnosti biljaka na stres teskim metalima (Pagani i sar., 2012). Ekspresija gena za
metalotioneine kod biljaka osim teskim metalima moze biti uzrokovana razli¢itim abiotickim i
bioti¢kim faktorima kao S§to su suSa, UV radijacija, razli¢iti patogeni. Ovi molekuli imaju
znacajnu ulogu u borbi protiv oksidatvnog stresa, tako $to ucestvuju u prihvatanju i degradaciji
slobodnih radikala. Naime slobodni radikali se vezuju za slobodne sulthidrilne grupe, ¢ime se
vr$i njihovo prevodenje u netoksi¢ne forme i na taj nacin Se sprecavaju intracelularna ostec¢enja
(Yang i Chu, 2011). Kod razli¢itih biljnih vrsta registrovano je viSe od 50 metalotioneina, koji
se mogu svrstati u 4 klase, na osnovu gena koji ih kodiraju, kao i broja i rasporeda cisteinskih
ostataka (Cobbett i Goldsbrough, 2002). Pagani i saradnici (2009) su utvrdili da su klase 1, 2 i

3 zasluzne za detoksifikaciju Cd, dok klasa 4 ima ulogu u vezivanju Zn.

1.4.2. Vakuolarna sekvestracija

Vakuole predstavljaju mesto akumulacije sekundarnih produkata metabolizma kao i
metabolita koji se iz spolja$nje sredine unose u Celiju. Nakupljanje kadmijuma u vakuoli
predstavlja jednu od glavnih strategija obrane biljaka od stresa koji je indukovan prisustvom
teSkih metala, $to je identifikovano kod zeljastih i kod drvenastih vrsta (He i sar., 2013; Wu i
sar., 2016). U ¢elijama korena, mali deo Cd koji se usvaja iz zemljiSta ostaje vezan za Celijski
zid, dok se najveci procenat usvojenog metala unosi u ¢eliju i transportuje se do vakuola.
Transport Cd u vakuolu je omogucéen obrazovanjem kompleksa kadmijuma sa
niskomolekularnim citosolnim proteinima. Zahvaljuju¢i postojanju antiportnog sistema

katjon/H* jon (Slika 5), koji je lokalizovan na tonoplastu, Cd se unosi u vakuolu, dok se protoni
26



nakupljaju u citosolu. Najces¢i transporter Cd?* jona je familija proteina CAX (eng. CAtion
eXchangers), koja je smestena na tonoplastu i koja omogucéava da se usvojeni Cd?* Katalise iz
niskomolekularnog kompleksa (Slika 5) i sekvestira u vakuolu (Irfan i sar., 2013). Postojanje
ovih transportera na tonoplastu dalje utice na distribuciju i1 transport Cd od korena ka
nadzemnim delovima (Korenkov i sar., 2007). Takode, Wu i saradnici (2016) navode da se Cd
u vakuoli u najvecoj meri vezuje za peptide bogate —SH grupom, kao i za organske kiseline

koje predstavljaju ligande za Cd, ¢ime se smanjuje toksi¢nost ovog metala.

1.4.3. Upotreba helatora u procesu fitoekstrakcije

lako postoje mnogobrojni podaci i istrazivanja vezana za tehnike fitoremedijacije, ovaj
metod se i dalje razvija, s obzirom na Cinjenicu da se procenat kontaminiranih podrucja sve
vi$e povecava. Smatra se da bi proces uklanjanja teskih metala sa nekog podrucja trebalo da
traje oko 5 do 10 godina, medutim upotreba drvenastih vrsta ¢esto ne zadovoljava navedene
vremenske okvire (Vassilev i sar., 2002). 1 pored toga Sto se odlikuju nizom pozeljnih
karakteristika, uklanjanje Cd pomocu ovih vrsta predstavlja dugotrajan i spor proces. Nedavna
studija Greger i Landberg (2015) je pokazala da je za smanjenje sadrzaja Cd u zemljiStu sa 0.7
mg/kg na 0.5 mg/kg Cd potrebno 12.5 godina, a da bi se sadrzaj Cd u zemljistu Smanjio sa 6.6
mg/kg na 0.8 mg/kg potrebno je ¢ak 77 godina. Limitiraju¢i faktor u izvlacenju metala iz
zemljiSta je ograni¢ena biodostupnost metala. U cilju poboSanja efiksanosti biljaka u procesu
pre€iS¢avanja zemljista, u novije vreme u sve vecoj upotrebi su razli¢iti hemijski agensi koji
pospesuju mobilnost metala, a time i njihovo uklanjanje.

Novija Klasifikacija fitoremedijacije deli ovaj metod u dve klase: 1. prirodna
fitoremedijacija — tehnika koji se zasniva na upotrebi biljaka koje zahvaljuju¢i svojim
prirodnim karakteristikama imaju sposobnost da usvajaju metale iz podloge i 2. asistirana
fitoremedijacija — metod koji se zasniva na izmenama karakteristika zemljista kroz upotrebu
helatora, pri ¢emu se na taj nacin pospesuje biodostupnost metala, a time i1 njihovo iznosSenje
iz zemljista pomocu biljaka (Ali i sar., 2013). Dodavanje helatora u zemljiste dovodi do
formiranja metal-helatnih kompleksa koji su rastvorljivi u vodi, $to dalje vodi do povecanja
biodostupnosti metala u zemljisnom matriksu, te se oni mogu lako usvajati od strane korena
biljke (Wenzel i sar., 2003). U helatore spada veliki broj organskih kiselina, medu kojima
znacajno mesto zauzimaju limunska, jabu¢na, malatna, oksalatna, kao i ¢ilibarna kiselina

(Huang i sar., 1998). Upotreba razlic¢itih kiselina dovodi do povecanje kiselosti rizosfere ¢ime
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se rastvaraju karbonati, a metali postaju biodostupni (Sheoran i sar., 2009). Naime, smanjenje
pH vrednosti zemlji$nog rastvora se postize tako $to vodonikovi (H*) joni, zamenjuju katjone
metala adsorbovane na Cesticama zemljiSta, pri ¢emu dolazi do poveéanja sadrzaj toksi¢nih
jona u zemljiSnom rastvoru (Lestan i sar., 2008). Takode, kisela sredina zemljista (pH <6)
dodatno stimuliSe stvaranje kompleksa teSkih metala sa organskim kiselinama (Salt i sar.,
2002).

S obzirom na ¢injenicu da je uspesna fitoekstrakcija u velikoj meri ogranic¢ena
biodostupnoscu teskih metala u podlozi, u sve vecoj meri se koriste razliciti sintetski i organski
helatori kako bi se olak$ala i unapredila mogucnost fitoekstrakcije teskih metala iz zemljiSta
(Slika 6). Tokom poslednjih godina ¢esta je upotreba razlicitih sintetskih helatora u koje se
ubrajaju perzistentne aminopolikarboksilne kiseline medu kojima je Siroku primena nasla
EDTA (etilen-diamin-tetrasiretna kisleina) koja je Cesto koriS¢ena u procesu asistirane
fitoekstrakcije (Hammer i sar., 2003; Meers i sar., 2005; Lestan i sar., 2008; Zhao i sar., 2011).
Prema navodima Hernandez-Allica i saradnika (2007) aplikacija EDTA kao helatora moze
dovesti do smanjenja fitotoksi¢nosti uslovljene prisustvom teskih metala, uz istovremeno
povecanje usvajanja metala, posebno onih koji se odlikuju niskom biodostupnoscu. Iako
stimuliSu usvajanje metala iz zemljiSta, sintetski helatori su izuzezno perzistentni molekuli pa
njihova upotreba moze da dovede do ispiranja metala u podzemne vode, §to dodatno doprinosi
zagadenju ekosistema (Meers i sar., 2005; Melo i sar., 2008; Wuanna i sar., 2010). Takode,
prekomerna 1 nekontrolisana upotreba sintetskih helatora moZe imati toksican efekat na biljke,
a moze Stetno delovati i na brojnost i raznovrsnost rizosfernih mikroorganizama (Zhao i sar.,
2011). Robinson i saradnici (2000) su utvrdili da primena EDTA dovodi do znatnog povecanja
akumulacije Cd u nadzemnim organima biljaka, sto dalje dovodi do nekroze i apscisije listova.
Jos jedan od limitirajucih faktora za upotrebu sintetskih helatora je njihova visoka cena, pa je
njihova aplikacija na velikim zagadenim podru¢jima ekonomski neisplativa (Wang i sar., 2006;
Chaney i sar., 2007). U novije vreme sve veca paznja se posvecuje biodegradabilnim sintetskim
kiselinama kao s§to su EDDS (etilen-diamin-disiréetna kisleina) i NTA (nitrilo-siréetna
kiselina) (Chen i sar., 2003; Meers i sar., 2005; Quartacci i sar., 2006; Meers i sar., 2007) koje
su predloZene kao alternativa za EDTA. Pored toga, istraZivanja su pokazala da se prirodne
niskomolekularne organske kiseline, koje se odlikuju brzom razgradnjom, a samim tim i
smanjenom fitotoksi¢nos¢u, sve vise koriste u procesima dekontaminacije zemljista (Gao i sar.,
2010; Sun i Hong, 2011; Ehsan i sar., 2014; Hu i sar., 2016). Citrat, malat i oksalat su organske
kiseline koje su ukljucene u razlicite procese detoksifikacije teskih metala, kao sto je transport
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teskih metala kroz ksilem ili vakuolarna izolacija (Rauser, 1995), ¢ime znacajno uticu ha
odrzavanje homeostaze u ¢eliji. Ove niskomolekularne organske kiseline imaju centralnu ulogu
u Krebsovom ciklusu, uti¢u na metabolizam fosfora, kao i na proces fotosinteze i respiracije
(Guo i sar., 2017). Dodavanjem razli¢itih prirodnih helatora u vidu niskomolekularnih
organskih kiselina u zagadeno zemljiste pospesuje se produkcija biomase, $to je pored visoke
akumulacije i tolerantnosti biljaka na prisustvo teSkih metala, jedna od kljucnih strategija
uspesne fitoekstrakcije (Evangelou i sar., 2007; Melo i sar., 2008). Takode, istrazivanja su
pokazala da organske kiseline dospevaju u zemljiste eksudacijom preko korenskih izluc¢evina,
¢ime se dodatno pospesuje rastvorljivost mineralnih elemenata usled acidifikacije rizosfere,
kao i stvaranje organo-mineralnih kompleksa (Meers i sar., 2008). Medu korenskim
izluCevinama znacajno mesto zauzimaju limunska, oksalatna i malatna kiselina koje imaju
znacajnu ulogu na dostupnost teskih metala u zemljistu (Moreno Pires i sar., 2007; Koo i sar.,
2013).

Hiperakumulator p
co,

Usvajanje i
translokacija

teskih metala i
Biomasa 1
Biodostupnost T
teskih metala
EDTA, EDDS, Mineralna dubriva:
Limunska kis., N, P, K, S, Ca;
Oksalna kis. organska dubriva

Slika 6. Primena razli¢itih helatora sintetickih i organskih kiselina u procesu
asistirane fitoremedijacije (Yang, 2018).
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1.5. Upotreba limunske kiseline u procesu fitohelacije

Limunska kiselina (CeHsOy) je slaba, organska, trikarboksilna kiselina, koja je prirodno
prisutna u biljkama, dok u biohemijskim putevima zauzima vaznu ulogu u Krebsovom ciklusu
(ciklus limunske kiseline, eng. TCA - tricarboxylic acid). Ciklus limunske kiseline (Slika 7)
predstavlja jedan od klju¢nih metabolickih procesa aerobnog disanja. Krebsov ciklus je
amfibolicki ciklus koji spaja puteve degradacije (katabolizma) ugljenih hidrata, masti i
proteina, ¢ime se vrsi potpuna oksidacija supstrata do CO2 i H2O i biosinteze (anabolizma)

molekula u vidu nastanka ATPa.
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Slika 7. Krebsov ciklus (ciklus limunske kiseline) (Berg i sar., 2002).
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Limunska kiselina, kao 1 druge niskomolekularne organske kiseline, pokazuje znac¢ajnu
ulogu u mnogim biohemijskim putevima u biljkama, kao $to su stvaranje energije, respiracija,
transport katjona, sinteza aminokiselina, kao i detoksifikacija metala (Chaney i sar., 2007;
Afshan i sar., 2015; Magdziak i sar., 2017). Tokom poslednjih godina, mnogobrojna
istrazivanja su ukazala na znacaj limunske kiseline u mehanizmima tolerantnosti biljaka na
stres indukovan prisustvom teskih metala (Afshan i sar., 2015); soni stres (Sun i Hong, 2011);
temperaturni stres (Hu i sar., 2016). Uspesnost organskih kiselina, ukljucujuci i limunsku
kiselinu, u procesu fitoekstrakcije ogleda se u njihovoj sposobnosti da obrazuju komplekse sa
teSkim metalima koji se lako transportuju do nadzemnih delova biljaka (Clemens, 2006). U
literaturi se navodi da biljke hiperakumulatori ¢esto imaju neobi¢no visok sadrzaj malata i
citrata u biljnom tkivu, dok izloZenost teSkim metalima moze dodatno da pospesi produkciju
ovih karboksilnih kiselina (Chaney i sar., 2007; Suoza i sar., 2013; Fernandez i sar., 2014;
Mnasri i sar., 2015). Studija Ueno i saradnika (2005) je pokazala snazno vezivanje *3Cd za
malat i citrat, $to je dokazano upotrebom nuklearne magnetne rezonance kod vrste Thlaspi
caerulescens. Takode, Pence i saradnici (2000) su utvrdili da se kod biljaka Thlaspi
caerulescens znatno povecava sinteza limunske kiseline usled povecanja sadrzaja Cd u biljnom
tkivu i formira se organo-metalni kompleks. Obrazovanje ovog kompleksa dovodi do
smanjenja koncentracije slobodnih Cd?* jona, jer se metalni joni imobilisu u ovom kompleksu,
pa i pored visoke akumulacije Cd u ¢eliji ne dolazi do oStecenja Celijskih struktura. Helatiranje
metala sa slabim organskim kiselina, njihov transport ksilemom i sekvestracija u vakuoli se
smatra normalnim fizioloskim procesom kod hiperakumulatorskih vrsta, jer se na taj nacin §tite
subéelijske strukture od Stetnih efekata slobodnih metalnih jona (Chaney i sar., 2007; Lux i
sar., 2011). Takode, formiranjem metalo-organskih kompleksa smanjuje se afinitet katjona za
vezivanje sa negativno naelektrisanim komponentama celijskih zidova, ¢ime je omoguéena
translokacija metala u nadzemne delove biljaka. lako je ideja o postojanju zavisnosti izmedu
sadrzaja niskomolekularnih organskih kiselina u biljkama i njihove sposobnosti da akumuliraju
i toleri$u prisustvo teSkih metala relativno stara i datira jos iz 1999 god. (Rauser, 1999), pitanje
uticaja limunske kiseline na usvajanje teskih metala je jo§ uvek otvoreno, s obzirom na
¢injenicu da naucnici jo$ uvek nisu usaglaseni po pitanju efikasnosti ovog helatora u procesu
fitoekstrakcije (Kim i Lee, 2010). Dok odredeni broj studija pokazuje pozitivan uticaj limunske
kiseline na usvajanje tesSkih metala iz podloge (Freitas i sar., 2013), drugi naglasavaju slabu
efektivnost ovog helatora u procesu fitoekstrakcije (Meers i sar., 2005; Nascimento i Xing,
2006). Medu organskim kiselinama, limunska kiselina se istice kao dobar helator na povecanje
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dostupnosti i mobilnosti metala iz tla (Quartacci i sar., 2006; Freitas i sar., 2013; Farid i sar.,
2017). Poredenjem efikasnosti limunske kiseline sa drugim niskomolekularnim organskim
helatorima (malat, oksalat, sukcinat) utvrdena je znatno veca efikasnost citrata u usvajanju
teSkih metala, u odnosu na ostale navedene kiseline (Najeeb i sar., 2011). Takode, Gao i
saradnici (2003) su utvrdili da efekat helatora opada u smeru citrat > malat > acetat, pri ¢emu
se efikasnost limunske kiseline povecava sa pove¢anjem njene koncentracije od 2 mM/kg do
15 mM/kg zemlje.

Limunska kiselina predstavlja jedan od najznacajnih liganada za Cd i gradi kompleks
sa kadmijumovim jonima ¢ak i pri niskoj koncentraciji ovog metala u ¢eliji (Wagner 1993). U
literaturi se navode i kompleksi limunske kiseline sa drugim metalima, kao $to je nikl-citratni
kompleks, koji se ¢esto obrazuje kod Ni-hiperakumulatorskih vrsta (Chen i sar., 2004; Mnastri
i sar., 2015). Huang i saradnici (1988) su analizirali uticaj dodavanja limunske kiseline na
usvajanje uranijuma kod biljka iz roda Brassica (B. juncea, B. narinosa, B. chinese). Autori su
utvrdili da dodatak limunske kiseline od 20 mmol/kg zemlje dovodi do poveéanog usvajanja
uranijama za ¢ak 100 puta, u odnosu na biljke gajene bez ovog helatora. Uspesnost asistirane
fitohelacije limunskom kiselinom zavisi od niza faktora, pre svega od odabira biljne vrste,
koncentracije teSkih metala u zemljiStu, kao i od koncentracije aplikovane limunske kiseline
(Kim i Lee, 2010). Prednost limunske kiseline u odnosu na sinteti¢ke kiseline je njena visoka
biodegradabilnost u zemljistu. Razgradnja limunske kiseline u zemljistu je pospesena dejstvom
rizosfernih mikroorganizama, te se ona zadrzava u zemljistu oko 7 do 10 dana (Freitas i sar.,
2013), ¢ime je spreceno njeno ispiranje u dublje slojeve zemljista. Pojedini autori ovu odliku
limunske kiseline smatraju nepoZeljnom, jer se ¢ak 30% limunske kiseline u zemljiStu razgradi

ve¢ nakon 24 Casa, pa efektivnost ovog helata moze biti veoma ograni¢ena (Strom i sar., 2001).

1.6. Efikasnost primene fitoremedijacije u praksi

Veliki broj nau¢nih studija nedvosmisleno potvrduje da razlicite biljne vrste imaju
sposobnost da uklone, metabolisu ili imobliSu Sirok spektar zagadivaca, Sto je dokazano
mnogobrojnim in situ i ex situ istrazivanjima (Antoniadis i sar., 2017). Sirok spektar
mogucnosti primene fitoremedijacije, kako u Sumskim ekosistemima, tako i na velikim
poljoprivrednim povrSinama, ukazuju na znacajan potencijal ove tehnike za dekontaminaciju
zemljista zagadenog teskim metalima. Nedavna studija Greger i Landberg (2015) ukazala je na

znacaj zasada vrba u uklanjanju Cd iz poljoprivrednog zemljiSta, $to doprinosi smanjenju
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sadrzaja ovog metala u zrnu pSenice koja je gajena na tom zemljistu. Medutim, komercijalna
upotreba ove tehnike jo$ uvek nije razvila svoj potpuni potencijal, s obzirom na nedostatak
podataka o kompleksnosti sistema zemljiste — biljke — rizosferna mikroflora. Fitoremedijacija
se svrstava u zelene “eco-friendly” tehnike jer koristi prirodne resurse, odnosno biljke koje zive
na odredenom stani$tu, pa se zivotna sredina dodatno ne opterecuje (Lasat, 2002). Upotreba
razli¢itih alternativnih metoda remedijacije, poput fizickih i hemijskih metoda (iskopavanje,
uklanjanje zemljiSta, hemijska inverzija) je izuzetno skupa i uzrokuje mnogobrojne
ireverzibilne promene u kvalitetu zemljista, $to za posledicu ima naruSavanje bioloske
raznovrsnosti. Prednost fitoremedijacije u odnosu na klasi¢ne metode remedijacije je u tome
§to se na ovaj nacin ne narusavaju fizicko-hemijske osobine zemljista (Oljaca i sar., 2017).
Jedan od primarnih ciljeva fitoremedijacije je oCuvanje zivotne sredine. Pored osnovnog cilja
dekontaminacije zemljista, fitoremedijacija doprinosi oCuvanju strukture zemljista, sprecava
eroziju, a znacajna prednost primene ove tehnike je njena niska cena u poredenju su
konvencionalnim metodama remedijacije zemljista (Wan i sar.,, 2016). Kontinuirano
upravljanje zagadenim zemljiStem omogucava njegovu dalju upotrebu za gajenje useva i
razlicitih poljoprivrednih kultura. Sa druge strane, postoje izvesna ogranicenja u upotrebi ove
metode. Naime, teski metali se ¢esto u zemljiStu nalaze u obliku koji je nedostupan za biljke
pa se ne mogu ukloniti iz rizosfere, stoga je upotreba ove metode ograni¢ena samo na odredene
klimatske zone i tipove zemljista (Singh i sar., 2003). Pored toga, uspesnost fitoremedijacije
zagadenih zemljiSta moze biti limitirana duzinom korenovog sistema, koja uglavnom ne prelazi
90 cm (Sheoran i sar., 2009). Osnovni problem nakon primene fitoremedijacije/fitoekstrakcije
je odlaganje biljnog materijala koji sadrzi visoke koncentracije polutanata, imaju¢i u vidu da
se zagaden biljni materijal ne sme Koristiti za ishranu biljojeda. Sa druge strane, ostaci biljaka
koje se odlikuju velikom produkcijom biomase, poput drvenastih vrsta, esto se nakon procesa
fitoremedijacije koriste kao biogorivo (Mleczek i sar., 2010). Prema navodima Evropske
agencije za zaStitu prirode, EPA (eng. Environmental Protection Agency) nakon spaljivanja
biljnog materija, teski metali ostaju Cvrsto vezani u pepelu, ¢ime se smanjuje mogucnost
njihovog oslobadanja u zivotnu sredinu (EPA, 2005). Uspesnost fitoremedijacije Cesto je
zasnovana samo na rezultatima laboratorijskih istrazivanja, Sto implicira potrebu ka
utvrdivanju efikasnosti ove metode na dugoro¢nom planu, u prirodnim staniStima. Takode,
bolje razumevanje kompleksnih mehanizama koji omogucavaju opstanak biljaka na
zagadenom podruéju jedan je od neophodnih uslova za uspesnu fitoremedijaciju. Pored toga,
identifikacija gena koji su ukljuceni u odrzavanje homeostaze teskih metala u ¢eliji, zajedno sa
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razumevanjem nacina njihove ekspresije, znatno bi doprinela poboljSanju efikasnosti tehnika

fitoremedijacije.

1.7. Novi trendovi u fitoremedijaciji

Kako dosada$nja istrazivanja potvrduju potencijal fitoremedijacije kao tehnike u
dekontaminaciji zemljiSta i voda, naucnici su saglasni po pitanju primene ove metode za
sanaciju zagadenih podrué¢ja. Medutim, vec¢ina dosadasnjih studija se zasniva na gajenju biljaka
u laboratorijskim uslovima ili u staklarama, pa bi se rezultati dobijeni u polju mogli delimi¢no
razlikovati u odnosu na kontrolisane uslove. Mnogobrojni ekoloski faktori poput temperature,
suse, vlaznost zemljista, neujednacene distribucije polutanata i drugi mogu remetiti uspesnost
fitoremedijacije (Mahar i sar., 2016). Do sada su definisane mnogobrojne karakteristike biljaka
koje su poZeljne za proces fitoekstrakcije, pa novije studije koriste ova saznanja sa ciljem
unapredivanja svojstava biljaka, uporebom razli¢itih tehnika kulture tkiva, ili manipulacije
genske ekspresije kod transgenih biljaka (Borisev i sar., 2018). Identifikacijom i
transformacijom gena koji su odgovorni za toleranciju na stres teSkim metalima mogu se dobiti
,,super biljke* otporne na ove polutante (Mosa i sar., 2016). Ovakve biljke bi mogle posedovati
mehanizme pomocu kojih bi se u rizosferi, putem korena, ekskretovali metal senzitivni ligandi
ka specifi¢nim jonima metala koji su od interesa za proces fitoekstrakcije (Ali i sar., 2013).
Upravo ovakve kompleksne interakcije, hemizam delovanja jona teSkih metala u rizosferi
korena, ekspresija gena senzitivnih na prisustvo teskih metala, kao i brojni fizioloski i genetski
procesi mehanizmi biljaka koji doprinose hiperakumulaciji metala moraju biti studiozno

proucene, a sve sa ciljem oCuvanja biosfere.

1.8. Karakteristike roda Salix i njihova uloga u fitoremedijaciji

Potencijal upotrebe drvenastih biljaka u procesu fitoremedijacije zasniva se na brojnim
osobinama ovih vrsta koje ih odlikuju dobrim kandidatima za proces fitoremedijacije
(Landberg i Greger 2002a, Rosseli i sar., 2003). Dobro razvijen korenov sistem kod ovih vrsta
omogucava izvlacenje polutanata iz dubljih slojeva zemljiSta, $to uz visoku organsku
produkciju doprinosi efikasnoj dekontaminaciji zemljiSta, u poredenju sa zeljastim vrstama
(Komives i Gullner, 2006; Marmiroli i sar., 2011). Jedan od dokaza uspesnog prezivljavanja
drvenastih vrsta na zagadenom zemljiStu, predstavlja samoniklo drvece koje uspesno raste na

degradiranim podrucjima, kao i pored rudnika (Pulford i Watson, 2003). Medu drvenastim
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vrstama, Siroku primenu u fitoremedijaciji imaju predstavnici roda Salix. Nedavne studije
potvrduju efikasnost vrba u fitoremedijaciji, posebno u uklanjanju Zn i Cd iz kontaminiranog
zemljista (Cocozza i sar., 2011; Kacélkova i sar., 2015; Yang i sar., 2015b; Tdzsér i sar., 2018).
Jos neki od argumenata za upotreba vrba u sanaciji zemljista koje je zagadeno teskim metalima
je njihova smanjena uloga u trofi¢kim lancima, kao i mogucnost gajenja ovih vrsta na
marginalnim zemljiStima i plavnim podru¢jima koja su Cesto zagadena otpadnim vodama
(Greger i Landberg, 1999).

Vrbe (Salix spp.) spadaju u familiju Salicaceae, a rod je dobio ime od keltskih reci sal
i lis $to u prevodu znaci blizu vode i ukazuje na njihovu vezanost za vlazna podrucja (Oljaca i
sar., 2017). U svetu postoji oko 450 vrsta (Argus, 1997), dok je u Srbiji ovaj rod zastupljen sa
oko 18 vrsta (Josifovié, 1972). Predstavnici ovog roda su Siroko rasprostranjeni na Severnoj
hemisferi i smatraju se pionirskim vrstama. To su naj¢es¢e drvenaste vrste, rede Zbunaste, ali
postoje i vrste koje su polegle i imaju patuljastu zivotnu formu. Vrbe se najcesce javljaju na
vlaznim staniStima 1 toleriSu povremeno plavljenje, naseljavaju doline reka i1 ritova Sto
predstavlja adaptaciju ovih vrsta na nestabilne zivotne uslove. Rod Salix se odlikuje visokim
potencijalom za vegetativno razmnozavanje, $to omogucava obrazovanje velikog broja sorti i
hibrida, te se ovaj rod karakteriSe Sirokom genetiCkom varijabilno§¢u. Ovo omogucéava
selekcionisanje i ciljano gajenje odabranih klonova pogodnih za razlite tipove zemljista, kao i
uslove zivotne sredine (Zarubovd i sar., 2015). Pored toga obrazovanje velikog broja novih
izdanaka doprinosi visokoj produkciji biomase, u kratkom vremenskom periodu, koja se moze
koristiti u proizvodnji biogoriva (Hammer i sar., 2003; Bedell i sar., 2009). Jos jedna odlika
vrba je visok intenzitet transpiracije, koji je visoko pozitivno korelisan sa akumulacijom Cd u
biljnom tkivu, sto ukazuje da su vrbe pogodne za proces precis¢avanja zagadenih ekosistema
(Ingwersen i Streck, 2005). Veliki broj istrazivanja je pokazao da razli¢ite vrste ovog roda
imaju potencijal u akumulaciji teskih metala, medutim izmedu razli¢itih klonova su utvrdene
znacajne razlike u pogledu usvajanja i otpornosti prema toksicnom dejstvu teskih metala
(Landberg i Greger, 1996; Lunackova i sar., 2003; Marmiroli i sar., 2011; Yang i sar., 2015a).
Takode, izrazene razlike u koncentrisanju teskih metala postoje 1 medu razli¢itim klonovima
(Landberg i Greger, 2002a; Mleczek i sar., 2010). Vrbe su nasle primenu i u procesu kratkih
rotacionih kultura (eng. short rotation coppies) pri ¢emu se ove vrste Cesto sade na
poljoprivrednom zemljistu, koriste se za dobijanje biomase i bioenergije, dok se istovremeno
vr$i uklanjanje Cd iz podloge (Dickinson i Pulford, 2005). Studija Witters i saradnika (2009)
je pokazala da primena vrba u kratkim rotacionim ciklusima gajenja na zemljiStu koje je
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kontaminirano teskim metalima moze da dovede do smanjenja sadrzaja metala, te se dato
zemljiSte moze koristiti za gajenje razli¢itih poljoprivrednih kultura. Uzimajuéi u obzir sve
navedene Kkarateristike, mnogobrojna istrazivanja se sprovode u cilju identifikacije
najotpornijih klonova vrba koja se mogu koristiti za prec¢is¢avanje lokaliteta kontaminiranih

teSkim metalima.

1.8.1. Biologija analiziranih vrsta

Salix viminalis L. 1753. (koSaracka vrba)

Kosaracka vrba je Zbunaste forme, rede listopadno drvo, visine do 10 m. Vrsta je
rasprostranjena na podrucju srednje, zapadne, istocne Evrope i Azije i Cesto je koris¢ena za
proizvodnju korpi, po ¢emu je i dobila narodni naziv. Kosaracka vrba raste na aluvijalnom
humusu, svezem glinovitom zemljistu i na ilovaci, dok slabo podnosi stajacu vodu. Izdanci ove
vrste su dugi, Siboliki, vrlo elasti¢ni, gotovo bez bo¢nih izdanaka. Listovi su uski, lancetasti,
dugi od 8 do 16 cm, nazubljeni. Nali¢je lista je belicasto i dlakavo. Biljka je dvodoma, cveta
pre listanja (Oljaca i sar., 2017). Ova vrste se vegetativno razmnozava reznicama i koristi se

kao ziva ograda za uc¢vr§¢ivanje obala i nasipa, a sadi se i kao dekorativna vrsta.
Salix matsudana Koidz. (kineska kovrdzava vrba)

Kineska kovrdzava vrba autohtono raste na podrucju severoisto¢ne Kine do MandZurije
1 Koreje, a zbog svog atraktivnog izgleda Cesto je gajena po parkovima kao dekorativna vrsta.
Salix matsudana predstavlja listopadno drvo visine do 18 m. Grane su uspravne, zuckaste do
maslinasto zelene, mlade su potpuno gole. Listovi su izduzeni, usko lancetasti, zaSiljeni, oStro
nazubljeni, sa nali¢ja beliCasti, dlkakavi, svetlozeleni, duzine od 4 do 10 cm. Biljka je

dvodoma, cvetovi rese. Zenske rese oko 12 mm duge sa 2 nektarije (Vukicevié, 1987).
Salix alba L. 1753. (bela vrba)

Bela vrba je rasprostranjena na podrucju srednje i juzne Evrope, Azije i severne Afrike.
U Srbiji je to autohtona vrsta koja raste u re€nim dolinama, plavnim Sumama, uz obalu reka na
aluvijalnom tlu sa dosta vlage, slabije podnosi kisela zemljista (Franji¢ i Skvoc, 2010). Bela
vrba je drvenasta vrsta, visine oko 25-30 m sa granama povijenim na dole. Listovi su
naizmenicno rasporedeni, do 10 cm dugi, lancetasti, zaSiljeni, po obodu sitno, Zlezdasto

testerasti, sa lica tamnozeleni i sjajni, na nali¢ju dlakavi (Josifovi¢, 1972). Biljka je dvodoma,
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cvetovi su organizovani u rese, seme je pucajuca ¢aura (Oljaca i sar., 2017). Kora bele vrbe je
sivo do smede boje, kod mladih izdanaka bela. Kora ove vrste predstavlja prirodni izvor
salicilne kiseline i njenih derivata, koji pokazuju lekovita svojstva, te se moze koristi u
medicinske svrhe kao antipiretik. Bela vrba se odlikuje velikim brojem klonova i kultivara, pa
se Cesto koristi u Sumarstvu 1 vrtlarstvu. Vrsta pokazuju i privredni znacaj, pa se koristi U
proizvodnji namestaja, CaCkalica, papira, kao i za izradu furnira, dok se kora moze

upotrebljavati za Stavljenje koze (Josifovié, 1972).
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2. Cilj istrazivanja

Osnovni cilj istrazivanja bio je ispitivanje uticaja razlicitih koncentracija kadmijuma na
morfoloske, fizioloske i biohemijske osobine odabranih klonova vrba (Salix viminalis L. klon
SV068, Salix matsudana Koidz klon SM4041 i Salix alba L. klon VV-158/B-44) u uslovima bez,
kao i sa dodatkom limunske kiseline, gajenih metodom zemljis$nih kultura u polu-kontrolisanim
uslovima. Utvrdivanjem potencijala razli¢itih klonova vrba da usvajaju, akumuliraju,
translociraju i toleriSu prisustvo kadmijuma mogao bi se identifikovati klon koji se odlikuje
najpovoljnijim  morfo-fizioloSkim i biohemijskim karakteristikama pogodnim za
dekontaminaciju zemljiSta zagadenog kadmijumom. Takode, istraZivanje ima za cilj da pokaze
efikasnost primene limunske kiseline kao potencijlnog helatora u asistiranoj fitoremedijaciji.
Da bi se postigao navedeni cilj istrazivanje je obuhvatalo:

. Utvrdivanje akumulacije 1 distribucije Cd u zemljistu 1 u razli¢itim biljnim organima
(koren, izdanak, mladi i stari listovi). Na osnovu dobijenih parametara odreden je
bioakumulacijski faktor korena i nadzemnog dela biljke, kao i translokacijski faktor.

. Utvrdivanje uticaja Cd i limunske kiseline na morfometrijske parametre: visina i
precnik izdanka, masa i povrSina listova, broj listova, masa i zapremina korena. Na
osnovu dobijenih parametra utvrden je indeks tolerantnosti biljaka na prisustvo Cd u
biljnom tkivu.

. Utvrdivanje uticaja Cd 1 limunske kiseline na mineralnu ishranu i distribuciju
makronutrijenata u biljkama (sadrzaj azota, fosfora i kalijuma).

. Utvrdivanje uticaja Cd i limunske Kiseline na parametre razmene gasova: intenzitet
fotosinteze, intenzitet transpiracije, stomatalna provodljivost, intercelularna
koncentracija CO», efikasnost koriS¢enja vode, kao i na sadrzaj fotosinteti¢kih
pigmenata (sadrzaj hlorofila a, hlorofila b, ukupnih hlorofila i karotenoida).

. Utvrdivanje uticaja Cd i limunske kiseline na sadrzaj aminokiselina prolina i cisteina.

. Utvrdivanje uticaja Cd 1 limunske kiseline na aktivnost antioksidativnih enzima
(katalaze, askorbat-peroksidaze, gvajakol-peroksidaze, glutation-s-transferaze).
Takode, utvrden je uticaj primenjenih tretmana na intenzitet lipidne peroksidacije,

sadrzaj redukovanog glutationa, produkciju ukupnih, neproteinskih i proteinskih tiola.

Rezultati dobijeni ovim analizama imaju za cilj da ukazu na efiksanost upotrebe
limunske kiseline kao helatora u prisustvu kadmijuma u zemljiStu. Na osnovu dobijenih
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rezultata mogao bi se pouzdano definisati uticaj razli¢itih koncentracija kadmijuma na
efikasnost analiziranih klonova vrba u dekontaminaciji umereno zagadenih zemljista. Takode,
dodavanje limunske kiseline u alkalno zemljiSte omogucava utvrdivanje potencijala ove

ameliorativne mere u procesu asistirane fitoremedijacije.
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3. Materijal i metode

3.1. Odabir biljnog materijala i uslovi gajenja

Vrbe (Salix spp.) su gajene u polu-kontrolisanim uslovima u staklari Prirodno-
matematickog fakulteta, Departmana za biologiju i ekologiju (Slika 8). Klonovi koriséeni u
eksperimentima su dobijeni selekcijom biljnog materijala koja je izvrsena u Institutu za
nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu u Novom Sadu. Gajenje biljaka je vrSeno tokom dve
sezone, pa je eksperiment podeljen na dve godine istrazivanja (prvi i drugi eksperiment). Izbor

klonova je prikazan u Tabeli 2.

Tabela 2. Odabrani klonovi vrba (Salix spp.) gajeni u polu-kontrolisanim uslovima u staklari.
Prvi eksperiment
Naziv biljne vrste narodni naziv oznaka klona
Salix viminalis L. kosaracka vrba SV068
Salix matsudana Koidz. kineska kovrdzava vrba SM4041
Salix alba L. bela vrba V-158
Drugi eksperiment
Salix viminalis L. koSaracka vrba SV068
Salix matsudana Koidz. kineska kovrdzava vrba SM4041
Salix alba L. bela vrba B-44

Slika 8. Prvi eksperiment zemlji$nih kultura vrba u staklari.
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3.2. Dizajn prvog eksperimenta

Odabrani klonovi vrba su gajeni metodom zemljisnih kultura. Tokom faze mirovanja
biljaka (februar mesec), reznice vrba su posecene i deponovane u hladnjaci do pocetka ogleda
(april). Zemlja je za prvi, kao i za drugi eksperiment, obezbedena iz rasadnika Instituta za
nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu, lokalitet (45.3025°N 19.9385°E). Pocetkom aprila,
zemlja je istretirana kadmijumom i limunskom kiselinom, a ovako pripremljen supstrat je
ostavljen do pocetka ogleda. Kadmijum je dodat u koncentracijama koje odgovoraju
maksimalno dozvoljenoj koncentraciji (MDK vrednost) i duploj vrednosti maksimalno
dozvoljene koncentracije (2*MDK vrednost), prema vaze¢em Pravilniku o koli¢inama
pesticida, metala, metaloida i drugih otrovnih supstancija, hemoterapeutika, anabolika i drugih
supstancija koje se mogu nalaziti u namirnicama (“Sl. list SRJ”, br. 5/92, 11/92 —ispr. i 32/2002
i “Sl. glasnik RS”, br. 25/2010 —dr. pravilnik i 28/2011 — dr. pravilnik), $to za kadmijum iznosi
3 mg/kg, odnosno 6 mg/kg zemljista. Kadmijum je dodat u obliku nitratne soli
Cd(NO3)2*4H-0, ¢iji je vodeni rastvor prskalicom rasprSen po zemljistu. Nakon toga, zemljiste
je istretirano limunskom kiselinom, koja je dodata u koncentraciji od 20 mM/kg zemljista.
Limunska kiselina je dodata u vidu monohidrata molarne mase M = 210.14 g/mol u vodenom
rastvoru i rasprSena je po zemljistu. Tako pripremljen supstrat je homogenizovan i prenet u
Micerlihove sudove, pri ¢emu je u svaki sud dodato po 5 kg supstrata. Tretmani su obuhvatali
sledece varijante: kontrola i 2 doze nehelatiranim kadmijumom (Cd3 i Cd6); limunska kiselina
i kombinovani tretmani (L+Cd3 i L+Cd6), te je na ovakav nacin formirano 6 razli¢itih tretmana
(Slika 9). U svaki Micerlihov sud je postavljeno po 6 jednogodisnjih reznica vrba ujednacenih
dimenzija. Pre samog postavljanja, reznice su su ostavljene u vodi tokom 24 ¢asa, a zatim Su
dezinfikovane potapanjem u 2% rastvor bakar-sulfata u trajanju od 15 minuta.

Nakon 14 dana izvrSena je redukcija broja izdanaka, pri ¢emu je ostavljen po jedan
izdanak na svakoj reznici, kako bi se obezbedila uniformnost i ujednacen rast biljaka. Tokom
gajenja, biljke su redovno zalivane do nivoa optimalne humidnosti (60%), a temperataura u
staklari se kretala u rasponu od 25 do 30°C, dok je osvetljenje zavisilo od spoljasnjih uslova.

Biljke su gajenje tokom 3 meseca, nakon ¢ega su vrSene analize morfo-fizioloskih i

biohemijskih parametara.
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tretmani
zemljista

sa limunskom kiselinom (LK)
bez limunske kiseline 20mM/kg (kombinovani

tretman)
T
T T 1
+3 mg/kg Cd +6 mg/kg Cd
kontrola cd3 cd6

Slika 9. Sematski prikaz tretmana (biljke S. viminalis —90 dana gajenja).

limunska
kiselina

L

LK+3 mg/kg Cd LK+6mg/kg Cd

L+Cd3 L+Cd6
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3.3. Dizajn drugog eksperimenta

Kao i u prvom eksperimentu, odabrani klonovi vrba (Tabela 2) su obezbedeni iz
rasadnika Instututa za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu. Dinamika gajenja vrba u polu-
kontrolisanim uslovima (u staklari) se nije razlikovala u odnosu na prvi eksperiment. Tokom
drugog eksperimenta sustrat za gajenje vrba, kao i aplikacija limunske Kiseline su modifikovani
u cilju utvrdivanja uticaja sukcesivne aplikacije limunske kiseline na usvajanje kadmijuma iz
zemljista. U drugom ekperimentu, supstrat za gajenje vrba je sadrzao meSavinu zemljiSta
(koriSteno je zemljiSte kao 1 u prvom ogledu) i1 treseta u zapreminskom odnosu 5:1, Sto
odgovara masenom odnosu 2.5 kg zemlje 1 0.5 kg treseta po svakom Micerlihovom sudu.
Kadmijum je dodat u obliku nitratne soli Cd(NO3)>*4H>0 i prskalicom je raspr§en po supstratu
koji je homogenizovan. Kadmijum je dodat u istim koncentracijama kao i tokom prve godine
istrazivanja, §to odgovara koncentraciji od MDK (3 mg/kg zemljista) 1 2*MDK (6 mg/kg
zemljiSta). Stabilizacija supstrata je trajala 10 dana, nakon Cega je u svaki Micerlihov sud
postavljeno po 6 reznica vrba. Tokom drugog eksperimenta limunska kiselina je dodata u 3
ponavljanja, nakon 30 dana gajenja biljaka, nakon 60 dana, i nakon 90 dana gajenja biljaka.
Limunska kiselina je dodata u istoj koli¢ini kao i tokom prvog eksperimenta, odnosno 20
mmol/kg zemljiSta, u vidu monohidrata molarne mase M = 210.14 g/mol u vodenom rastvoru
1 aplikovana je po zemljiStu. Biljke su gajene u optimalnim uslovima svetlosti 1 temperature
(25 do 30°C) i redovno su zalivane do optimalne vlaznosti zemljista (Slika 10). Pojavom prvih
resa je utvrdeno da se radi o Zenskim biljkama. 7 dana nakon poslednjeg dodavanja limunske

kiseline pristupilo se analizi razli¢itih morfo-fizioloskih i biohemijskih parametara.
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Slika 10. Gajenje vrba tokom drugog eksperimenta u staklari.

3.4. Analize zemljista

Fizi¢ko-hemijski parametri zemljiSta su odredeni pre pocetka eksperimenta, odnosno

pre postavljanja reznica. Analize su vrSene u Laboratoriji za ispitivanje zemljiSta, dubriva i

biljnog materijala, odeljenja za agrohemiju, Poljoprivrednog fakulteta upotrebom standardnih

metoda:

1.

Odredivanje sadrzaja karbonata (CaCOs) — volumetrijska metoda — JUS 1SO
10693:2005.

Odredivanje sadrzaja humusa — Odredivanje organskog ugljenika oksidacijom pomocu
smese kalijum-dihromat/sumporna kiselina. JUS ISO 14235: 2005

Odredivanje mehani¢kog sastava zemljiSta (prosejavanje-sedimentacija) - odreden
pipet metodom, priprema uzoraka sa Na-pirofosfatom po Thun-u, (Laboratorija za
zemljiste i agroekologiju, Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad, DM 8/1-3-004,
L).

Odredivanje sadrZaja ukupnog azota — Odredivanje ukupnog azota u zemljistu vr§eno
je modifikovanom semimikro-Kjeldahlovom metodom (Ubavi¢ i Bogdanovi¢, 2006).
Odredivanje amonijum laktatnog P2Os i K20 - Odredivanje lako pristupa¢nog fosfora i

kalijuma u zemljistu je vr$eno Al-metodom (Ubavi¢ i Bogdanovic¢, 2006).
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3.4.1. Odredivanje pH vrednosti zemljista

Odredivanje pH vrednost zemljista je vrSeno po metodi Vukanovi¢ i Berti¢ (1989).
Suspenzija zemljista je pravljena dodavanjem 10 g zemljista u 25 ml dH20, odnosno u 25 ml
1 M KCl, a zatim je sadrzaj meSan na automatskoj muckalici tokom 30 minuta, nakon ¢ega je

pH vrednost izmerena pomoc¢u pH metra (i330 WTW, Germany).

3.4.2. Odredivanje biodostupnosti kadmijuma u zemljistu

Odredivanje biodostupnosti Cd je vr$eno u zemlji$nom rastvoru prema metodi Takac i
sar. (2009). Zemljiste je osuSeno do potpunog gubitka vlage, homogeno izmesano i samleveno.
Zemljisni rastvor je dobijen meSanjem 10 g zemljista uz dodatak 10 ml 0.1 M CaClz koji je
zatim homogenizovan na automatskoj muckalici tokom 1 ¢asa. Dostupnost kadmijuma je
odredena upotrebom atomske aspsorpcione spektrofotometrije (spektrofotometar model
FSAAS240/GTA120/VGAT7, proizvodaa Varian).

3.5. Analize morfometrijskih parametara
Analize su vrSene na po 6 biljaka svakog klona i tretmana, a obuhvatale su sledece parametre:

1. Visina izdanka (cm) — merena od baze do vrha izdanka

2. Precnik izdanka (cm) — meren je pri bazi izdanka upotrebom digitalnog nonijusa

3. Broj listova — izrazen je kao ukupan broj listova po biljci (mladi + stari listovi)

4. Biomasa biljaka (g) — posebno je merena masa mladih listova (u mlade listove je
ubrojano 7 potpuno formiranih najmladih listova); masa starih listova koja je obuhvatala
sve ostale listove; masa izdanka i masa korena. Masa biljnih organa je merena pomocu
tehnic¢ke vage (model BJ610C, proivodaca Precisa).

5. Povrina (cm?) mladih i starih listova je merena pomoéu automatskog opti¢kog aparata
za merenje povrsine "ADC Bioscientific Ltd. AM350" (Slika 11).

6. Zapremina korena (cm®) — odredena je metodom po Pajevié i sar. (2014).

Na osnovu dobijenih vrednosti biomase kontrolnih i i tretiranih biljaka izracunat je
indeks tolerantnosti biljaka (T1) na prisustvo Cd u biljnom tkivu (Wilkins, 1978):

TI = biomasa biljaka u prisustvu Cd * 100/ biomasa kontrolnih biljaka.
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Slika 11. Merenje mase i povrsine listova biljaka.

3.6. Analize fizioloSkih parametara

3.6.1. Parametri razmene gasova

Intenzitet fotosinteze (A) (umol CO2, m?s?)

Intenzitet transpiracije (E) (mmol H20 m? s)

Stomatalna provodljivost (gs) (mol m2s?)

Intercelularna koncentracija CO> (ci) (umol mol™)
Efikasnost kori$éenja vode (WUE) (umol CO, mmol™ H,0)

a > w0 DN e

Analize parametara razmene gasova su vrSene upotrebom aparata LCPro+, proizvodaca
ADC Bioscientific, UK (Slika 12). Merenje je vrSeno na po tri biljke, svakog klona i tretmana,
u tri tehnicka ponavljanja. Analaze su vrSene u prepodnevnim ¢asovima 09-14 h, pri
temperaturi od 25 do 30°C. Fotosinteticki aktivna radijacija (FAR) je iznosila 1000 pmol m™
s1, dok je protok okolnog vazduha u komori lista iznosio 100 pmol s™*. Temperatura i vlaznost
vazduha, kao i koncentracija CO, zavisili su od spoljasnjih uslova sredine. Efikasnost
koris¢enja vode (WUE), je izracunata kao odnos intenziteta fotosinteze i transpiracije (A/E)

[umol/mmol] (Zhang i sar., 2004).
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Slika 12. Merenje fotosintetickih paramétara potreb"ap‘ara LCPro+
(S. viminalis, tretman limunska kiselina).

3.6.2. Odredivanje sadriaja pigmenata hloroplasta

Sadrzaj hlorofila a, b i karotenoida meren je na intaktnim listovima (mladim i starim)
po metodi Wettstein-a (1957). Listovi su uzeti sa po 3 biljke od svakog klona i tretmana. Mladi
listovi su €inili uzorak koji je obuhvatao od 3. do 5. potpuno formiranog lista od vrha izdanka,
dok su stari listovi izabrani pri sredini izdanka. Svaki uzorak je meren u odvagi od 0.2 g, a
odredivanje koncentracije pigmenata je vrSeno u acetonskom ekstraktu, nakon ¢ega je merena
apsorbanca na spektrofotometru (model DU-65, proizvoda¢a Beckman) na talasnim duzinama
(A=440 nm za karotenoide, A=644 nm za hlorofil b i A==662 nm za hlorofil a). Ukupni hlorofili
su izraCunati kao zbir koncentracije hlorofila a+b. Koncentracije fotosintetickih pigmenata su

izrazene u mg/g sveze biljne materije.

3.6.3. Priprema maticnih rastvora

Za pripremu matic¢nih rastvora kori§¢eni su razliciti biljni organi (mladi, stari listovi,
izdanak i koren) kao i uzorci zemljiSta. SuSenje uzoraka je vrSeno tokom 2 dana na sobnoj
temperaturi, a zatim tokom 24 ¢asa U suSnici pri temperaturi od 70°C. Osusen biljni materijal
je zatim koriSten za pripremu mati¢nih rastvora suvim putem po metodi Pajevi¢ i sar. (2014).
Biljni materijal je samleven i na analiti¢koj vagi je izmereno po 0.3 g svakog biljnog organa,
kao i po 1 g zemljista. Uzorci su zareni u peci za Zarenje tokom 3 ¢asa, uz dodatak 33% H20:
kako bi se obezbedila potpuna mineralizacija biljnog materijala. Nakon mineralizacije dodato
je 10 ml 25% HCI i zagrevano do uparavanja polovine zapremine. Nakon toga, sadrzaj je
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profiltriran kroz filter papir i dekantovan u normalan sud od 50 ml i dopunjen dH20. Tako
pripremljeni mati¢ni rastvori su kori§¢eni za analizu sadrZzaja mineralnih elemenata (K i P), kao

1 za odredivanje sadrzaja kadmijuma.

3.6.4. Odredivanje sadriaja mineralnih elemenata (azot, fosfor, kalijum)

Za odredivanje sadrzaja ukupnog azota (N) koris¢ena je modifikovana Kjeldahl-a
metoda (Nelson i Sommers, 1973). Razaranje organske materije je vrSeno mokrim putem
koncentrovanom H>SO4, nakon ¢ega je vrSena destilacija nastalog amonijum-sulfata uz dodatak
NaOH. Koli¢ina predestilisanog azota je odredena retitracijom sa hlorovodoni¢nom kiselinom,
Sto se manifestuje promenom boje tasiro indikatora iz crveno-ljubicaste u svetlo zelenu boju.
Odredivanje sadrzaja fosfora (P) vrSeno je iz mati¢nih rastvora primenom metode po Gericke
I Kurmies (1952), koja se zasniva na sposobnosti ortofosforne kiseline da u reakciji sa
amonijum-molibdatom i amonijum-vanadatom, uz dodatak azotne Kiseline, nagradi
heterokiselinski kompleks zute boje. Sadrzaj fosfora je odreden merenjem apsorbance na
spektrofotometru (model DU-65, proizvodac¢a Beckman) pri talasnoj duzini od A = 436 nm.
Odredivanje sadrzaja kalijuma (K) vrSeno je direktno iz mati¢nih rastvora, upotrebom
plamenfotometra (model PFP7 Plameni fotometar, proizvodaca Jenway). Sadrzaj mineralnih

elemenata (N, P, K) izraZen je u procentima (%).

3.6.5. Odredivanje sadriaja kadmijuma (Cd) u bilinom tkivu

Odredivanje sadrzaja kadmijuma u razli€itim biljnim organima vrba, kao i u zemljistu,
vrseno je upotrebom atomskim apsorpcionim spektrofotometrom sa plamenim atomizerom
(model FSAAS240/GTA120/VGATT, proizvodaca Varian) (Slika 13). Kadmijum je doveden
u atomsko stanje u oksiduju¢em svetlo-plavom plamenu, upotrebom smese vazduha i acetilena,
a apsorbanca je ocitana na talasnoj duzini od A = 228.8 nm (Kebert, 2014). Svi uzorci su
analizirani u tri ponavljanja, a sadrZaj kadmijuma je izrazen u pg/g suve biljne materije. Sadrzaj

Cd u zemljistu je meren pre i nakon zavrSetka eksperimenta.
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Slika 13. Atomski apsorpcioni spektrofotometar sa plamenim atomizerom.

Na osnovu sadrzaja Cd u biljnom tkivu i zemljistu izracunati su biokoncentracijski faktor
(BKF) korena i nadzemnog dela biljke (Zayed i sar. 1998), kao i translokacijski faktor (TF)

(Zacchini i sar. 2009). Vrednosti su izra¢unate prema formulama:
BKF korena = koncentracija Cd u korenu tretiranih biljaka / koncentracija Cd u zemljiStu

BKF nadzemnog dela = koncentracija Cd u nadzemnom delu tretiranih biljaka / koncentracija

Cd u zemljistu
TF = koncentracija Cd u nadzemnom delu biljke * 100 / koncentracija Cd u korenu

3.7. Analize biohemijskih parametara

3.7.1. Odredivanje sadriaja slobodnog prolina

Sadrzaj aminokiseline prolina meren je u mladim i starim listovima po metodi Bates i
sar., (1973). Mereno je po 0.2 g svezeg biljnog materijala i macerirano je u avanu, uz dodatak
5 ml 3% sulfosalicilne kiseline. Sadrzaj je centrifugiran tokom 10 minuta na 3.500 obrtaja/min
a zatim je 3 ml supernatanta preneto u epruvetu, uz dodatak 2 ml kiselog ninhindrinskog
reagensa 1 2 ml koncentrovane siréetne kiseline. Sadrzaj je inkubiran tokom 15 min na 100°C,
pri ¢emu se formira kompleks roze boje (Ruhemann-ov ljubicasti kompleks). Reakcija je
prekinuta hladenjem, a zatim je dodato 4 ml toluola i ocitana je apsorbanca bojenog kompleksa
na talasnoj duzini A = 520 nm. Koncentracija slobodnog prolina je o€itana sa standardne krive

11zraZena je u mg/g sveze mase.
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3.7.2. Priprema biljnih ekstrakata za enzimske eseje

Biljni materjial (mladi 1 stari listvi) je maceriran u tecnom azotu i skladiSten je na
temperaturi od -74°C do pocetka analiza. Ekstrakcija biljnog materijala je vrSena maceriranjem
0.2 g biljnog materijala u avanu na ledu uz dodatak 2 ml fosfatnog pufera (0.1mol/l KH2POg;
pH 7.0 podesen sa KOH). U pufer za ekstrakciju je dodat ImM Na;EDTA, i 1 mM fenil-metilo-
sulfonil-fluorid (PMSF). Uzorci su centrifugirani na 4°C na 12.000 obrtaja/min u trajanju od
12 minuta. Dobijeni ekstrakti su dalje koriS¢eni za utvrdivanje sadrzaja ukupnih proteina,

aktivnosti razli¢itih antioksidativnih enzima i komponenata antioksidativne zastite.

3.7.3. Odredivanje sadrZaja ukupnih rastvorljivih proteina

Sadrzaj proteina odreden je po metodi Bradford (1976). Metod se zasniva na upotrebi
Bradford-ov reagensa koji sa proteinima nagraduje kompleks plave boje. Smesa 100 pl biljnog
ekstrakta i 1 ml Bradford-ovog reagensa je inkubirana tokom 5 minuta na sobnoj temperaturi,
¢ime je obezbedeno razvijanje kompleksa plave boje. Intenzitet boje je odreden
spektrofotometrijski, oitavanjem apsorbance na A = 595 nm. Koncentracija proteina u uzorku
je odredena upotrebom stanadrne krive, a koncentracija proteina u uzorku je izrazena u mg

proteina /g sveZze mase.

3.7.4. Odredivanje aktivnosti enzima katalaze (CAT)

Aktivnost enzima katalaze odredena je prema modifikovanoj metodi Aebi (1984),
prac¢enjem promene apsorbance na talasnoj duzini od A = 240 nm. U reakciji je koristen 50 mM
fosfatni pufer (KH2PO4, pH 7.0) uz dodatak 33% vodonik-peroksida. Reakcija je zapoceta
dodatkom 100 pl biljnog ekstrakta i meren je pad apsorbance tokom 3 minuta. Aktivnost CAT
je izraCunata upotrebom ekstencionog milimolarnog koeficijenta koji za katalazu iznosi (A240,
€=0.0436 mM* cm™?) i izraZena je u jedinicama (U - units) po jedinici koli¢ine ukupnih

proteina. Jedinica (U) predstavlja koli¢inu enzima koja razgradi 1 pM H20 tokom 1 minuta.

3.7.5. Odredivanje aktivnosti enzima gvajakol-peroksidaze (GPOD)

Aktivnost enzima GPOD odredena je po metodi Simon i sar. (1974) pracenjem
povecéanja apsorbance tokom 3 minuta na talasnoj duzini od A=436 nm. Gvajakol-peroksidaza
je enzim koji kataliSe proces oksido-redukcije gde se u prisustvu gvajakola, kao supstrata,

neutralise H202 do vode, a nagraduje se zuto-smedi kompleks u vidu tetragvajakola. Reakciona
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smesa je sadrzavala 100 pl biljnog ekstrakta, 3 ml 0.1 M fosfatnog pufera (KH2PO4, pH 7.0) i
50 ul rastvora gvajakola. Reakcija je zapocéeta dodatkom 50 pl 12.3 mM vodonik-peroksida
(H202). Aktivnost enzima GPOD je izrazena je u jedinicama (U - units) po jedini koli¢ine
ukupnih proteina.

3.7.6. Odredivanje aktivnosti enzima askorbat-peroksidaze (APX)

Aktivnost enzima APX odredena je po metodi Nakano i Asada (1981) merenjem
smanjenja apsorbance tokom 3 minuta na talasnoj duzini od A = 290 nm. Reakciona smesa je
sadrzavala 25 pl biljnog ekstrakta, 1 ml 0.05 M fofatnog pufera (KH2POa4, pH 7.0) i 50 pl
askorbata. Reakcija je zapoceta dodatkom 50 pl 33% H.O:> koji se redukuje do vode, dok se
askorbat oksiduje dejstvom enzima askorbat-peroksidaze. Aktivnost enzima APX je izrazena

u jedinicama enzima (U - units) po jedinici koli¢ine ukupnih proteina.

3.7.7. Odredivanje aktivnosti enzima glutation-s-transferaze (GST)

Aktivnost enzima GST je odredena po metodi Habig i sar. (1974) merenjem promene
apsorbance na talasnoj duzini od A=340 nm. Tokom reakcije dolazi do formiranja kompleksa
redukovanog GSH i CDNB (1-hloro, 2.4-dinitrobenzen) §to se prati smanjenjem apsorbance
tokom 3 minuta. Reakciona smesa je sadrzavala 0.1 M fofatni pufer (KH2POs, pH 6.5), 3.6
mM redukovani GSH i 1 mM CDNB. Reakcija je zapoceta dodatkom 50 pl biljnog ekstrakta.
Aktivnost GST enzima je izrazena U jedinicama enzima (U - units) po jedinici koli¢ine ukupnih

proteina.

3.7.8. Odredivanje sadriaja redukovanog glutationa (GSH)

Sadrzaj redukovanog glutationa odreden je po metodi Kapetanovi¢ 1 Mieyal (1979).
Odredivanje sadrzaja glutationa vr$eno je merenjem 0.5 g svezeg biljnog materijala, koji je
maceriran na ledu, uz dodatak 5 ml 5% sulfosalicilne kiseline, a zatim je sadrzaj centrifugiran
na 3000 obrt/min tokom 10 minuta. 200 ul biljnog ekstrakta preneto u staklene epruvete uz
dodatak 2 ml Ellman-ovog reagensa (5.5’-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina — DTNB u
fosfatnom puferu). Apsorbanca formiranog bojenog kompleksa je ocitana na talasnoj duzini od

A =412 nm. Sadrzaj GSH izrazen je u mol/mg sveze biljne materije.
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3.7.9.0dredivanje intenziteta lipidne peroksidacije (sadriaj MDA)

Intenzitet lipidne peroksidacije odreden je po metodi Devasagayam i sar. (2003),
pracenjem produkcije malondialdehida (MDA), koji nastaje kao krajnji produkt razgradnje
membranskih lipida ¢elije. Reagens smesa (2.25 ml) (20% TCA — trihlorsir¢etne kiseline i
0.5% TBA — tiobarbituratne kiseline) uz dodatak 250 pl biljnog ekstrakta je inkubirana tokom
20 min pri temperaturi od 95°C. Nakon inkubacije sadrzaj je centrifugiran tokom 10 minuta na
3000 obt/min i ocitana je apsorbanca na talasnoj duzini od A = 532 nm. Intenzitet lipidne

peroksidacije i izrazen je u nmol MDA ekvivalenata/mg proteina.

3.7.10. Odredivanje sadrZaja vodonik-peroksida (H20)

Odredivanje sadrzaja vodonik-peroksida (H202) je vr$eno po metodi Sergiev i sar. (1997).
0.2 g svezeg biljnog materijala je homogenizovano na ledu sa 2 ml 0.1% TCA (trihlorsiréetna
kiselina), a zatim je homogenat centrifugiran na 12.000 obrt/min tokom 15 min. Nakon toga, 1
ml supernatanta je kvantitativno prenet u reakcionu smesu rastvora koji je sadrzavao 1 ml 10
mmol fosfatnog pufera (KH2POg4, pH 7.0) i 2 ml 1 M kalijum jodida (KI). Apsorbanca rastvora
je ocitana na talasnoj duzini A = 390 nm, a koncentracija H2O; je ocitana sa standardne krive.

Sadrzaj vodonik-peroksida je izrazen u pmol H202/g svezeg biljnog materijala.

3.7.11. Odredivanje sadriaja aminokiseline cisteina

Sadrzaj aminokiseline cisteina odreden je spektrofotometrijski po metodi Giatonde
(1967). Svez biljni materijal (0.5 g) je homogenizovan na ledu uz dodatak 5% perhlorne
kiseline (HCIOg) i centrifugiran je na 10.000 obrt/min tokom 10 min pri temperature od 4°C.
Sadrzaj cisteina je odreden u supernatantu (1 ml) uz dodatak 2 ml kiselog ninhidrinskog
reagensa. Apsorbanca je o€itana na spektrofotometru na talasnoj duzini od A = 560 nm. Sadrzaj

cisteina je ocitan sa standardne krive i izraZen u nmol/ml uzorka.

3.7.12. Odredivanje sadriaja ukupnih (UT), neproteinskih tiola (NPT) i proteinskih

tiola (PT)

Sadrzaj ukupnih tiola, kao i neproteinskih tiola odreden je prema metodi Sedlak i
Lindsay (1968) koja se zasniva na upotrebi Ellman-ovog reagensa. Ekstrakcija svezeg biljnog
materijala (0.5 g) vrSena je uz dodatak 5% sulfosalicilne kiseline 1 sadrzaj je centrifugiran na
3000 obrt/min tokom 10 minuta. 250 pl supernatanta je pomesano sa 750 pl TRIS pufera (pH
8.2) uz dodatak 50 pl 0.01mol DTNB (rastvor 5-5'-ditiobis-2-nitrobenzoeve kiseline) i 3.95 ml
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apsolutnog metanola. Reakciona smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi od 25 °C tokom
15 min do razvijanja boje (kompleks braon boje). Apsorbanca je merena na talasnoj duzini od
A=412 nm.

Sadrzaj neproteinskih tiola je odreden upotrebom 1.25 ml biljnog ekstrakta uz dodatak
1 ml dH20 i 250 pl 50% TCA (trihlorsiréetna kiselina). Sadrzaj je inkubiran tokom 15 minuta
na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugiran tokom 15 minuta na 10.000 obrt/min. Nakon ¢ega
je supernatant pomesSan sa 0.4 M Tris puferom (pH 8.9), uz dodatak 0.1 ml DTNB. Reakciona
smesa je inkubirana tokom 5 minuta na sobnoj temperaturi, a apsorbanca je oc¢itana na talasnoj
duzini od A = 412 nm.

Proteinski tioli (PT) su izra¢unati na osnovu odnosa ukupnih (UT) i neproteinskih tiola

(NPT). Sadrzaj je izrazen u umol/g sveze mase.

3.8. Statisticka obrada podataka

Dobijeni podaci su statisticki obradeni upotrebom programa Microsoft Excel i
DSAASTAT (verzija 1.101.). Rezultati su prikazani tabelarno i graficki. Na graficima, podaci
su prikazani u vidu srednje vrednosti = standardna devijacija. Srednje vrednosti izmedu
klonova i tretmana analizirani su pomocéu dvofaktorijalne analize varijanse (two way
ANOVA), a razlike izmedu dobijenih vrednosti posmatranih parametara poredene su Fisher-
ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti od 95% (p<0.05). Srednje vrednosti koje se statisticki
ne razlikuju za posmatrani nivo znaéajnosti oznacene su istim slovom. Vrednosti u tabelama
koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju na signifikantne razlike u odnosu na
pripadajucu kontrolu - kontrolni tretman, odnosno tretman limunskom kiselinom.

U okviru deskriptivnih statistickih analiza vrSeno je poredenje medusobne zavisnosti
razli¢itih parametara u okviru svake analizirane vrste. Poredenje je vrSeno analizom Pearson-
ovog testa korelacija za nivo znacajnosti od 95% (p<0.05) pomocu statistickog paketa
STATISTICA 13.1. Analiza je izvrSena na rezultatima dobijenim u drugoj godini, i u okviru
svake vrste analizirani su podaci mladih listova: masa i povrSina listova, akumulacija Cd,
intenzitet fotosinteze (A), intenzitet transpiracije (E), efikasnost koriS¢enja vode (WUE),
provodljivost stoma (gs), koncentracija hlorofila a, hlorofila b, ukupnih hlorofila, karotenoida,
sadrzaj prolina, sadrzaj rastvorljivih proteina, aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APX),
glutation-s-transferaze (GST), gvajakol-peroksidaze (GPOD), produkcija malondialdehida
(MDA), sadrzaj ukupnih tiola (UT), neproteinskih tiola (NPT), proteinskih tioli (PT), sadrzaj

cisteina, kao i sadrzaj vodonik-peroksida (H202). Pored toga, analiza dobijenih podataka je
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izvrSena 1 pomoc¢u multivarijantne analize glavnih komponenti (eng. principal component
analysis — PCA analiza) uz pomocu statistickog programskog paketa R. Na osnovu matrica

varijansi dobijenih pomoc¢u PCA analize utvrdena je povezanost izmedu analiziranih varijabli.
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4. Rezultati

4.1. Karakteristike zemljista

Na osnovu analize fizicko-hemijskih parametara zemljista utvrdeno je da je izabrano
zemljiste tipa fluvisol, dok po teksturi pripada klasi peskovitog tipa (Tabela 3). Sadrzaj
kalcijum-karbonata je iznosio 10.89% (prvi eksperiment), odnosno 8% (drugi eksperiment),
Sto pokazuje da je u pitanju umereno do jako karbonatno zemljiste. Merenjem pH vrednosti
zemljista je utvrdeno da je u pitanju slabo alkalno zemljiste. Aktivna kiselost, merena u dH20,
u analiziranom zemljistu je iznosila 8.16, odnosno 7.8, dok je supstituciona kiselost, merena u
rastvoru KClI, iznosila 7.62 u prvom, odnosno 7.88 u drugom eksperimentu. Procenat humusa
u zemljiStu bez dodatka treseta (prvi eksperiment) je iznosio 2.29%. Dodatak treseta u drugom
eksperimentu je uticao na znatno povecanje sadrzaja humusa (4.59%). Visok procenat humusa
je pokazao da je zemljiste bilo bogato organskom materijom. Sadrzaj ukupnog azota je pokazao
da je zemljiSte u prvom eksperimentu bilo srednje obezbedeno azotom, dok je u drugom
eksperimentu utvrdena dobra snabdevenost ovim elementom. Sadrzaj lako pristupacnog
fosfora je pokazao da je zemljiste bilo slabo obezbedeno ovim elementom, dok je obezbedenost

zemljiSta lako dostupnim kalijumom bila slaba do umerena.

Tabela 3. Osnovne fizicko-hemijske karakteristike zemljista.
pH

Tip zemljista Ca()(/:Os Humus %  Ukupan N % AL;;’ég)s AL/-EzOO
peskovita ilovaca uKCl  udH,0O 0 mgiiteg - mg 9
Prvi eksperiment 7.62 8.16 10.89 2.29 0.15 5.69 12.56
Drugi eksperiment 7.18 7.88 8.01 4.59 0.23 6.51 13.08

Pre pocetka postavljanja eksperimenta, u zemljiStu je utvrden ukupni sadrZaj
kadmijuma (Cd), kao 1 biodostupnost Cd u zemljisSnom rastvoru (Tabela 4). Prisustvo Cd u
zemlji$tu je utvrdeno i nakon zavrSetka ogleda (Slike 14 1 15). Nakon prvog eksperimenta nije
zabeleZena statistiCki znacajna razlika u koncentraciji preostalog Cd izmedu zemljiSta na
kojima su gajeni razlic¢iti klonovi vrba (Slika 14). Nasuprot tome, u drugom eksperimentu, na
tretmanu L+Cd6 je utvrdena statisticki znacajna razlika u sadrzaju Cd koji je preostao u
zemljiStu, u zavisnosti od klona koji je u njemu gajen (Slika 15). Sadrzaj preostalog Cd u
zemljiStu se kretao u rastu¢em nizu S. viminalis < S. matsudana < S. alba, $to je iznosilo: 6.82

Mg/g, 6,96 pg/g i 7.38 ug/g Cd.
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Tabela 4. Koncentracija kadmijuma (Cd) u zemljiStu pre pocetka postavljanja eksperimenta i
biodostupnost Cd u zemljiSnom rastvoru.

prvi eksperiment drugi eksperiment
Postignuta . Postignuta .
Tretman koncentracija Cd BIOdOStUpTOt Cd koncentracija Cd BIOdOStUpQ?Ot Cdu
u zemljiStu zemljiStu
[mg/kg] [mg/kg]
kontrola 0.79 nd* 0.86 nd”
Cd3 3.75 0.21 4.69 0.22
Cdé 6.25 0.26 8.35 0.23
L 0.78 nd” 0.89 nd”
L+Cd3 3.65 0.35 4.26 0.36
L+Cd6 6.39 0.46 8.29 0.45
nd” (eng. not detected) - biodostupnost Cd nije utvrdena u kontrolnom zemljistu.
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Slika 14. Sadrzaj kadmijuma u zemljistu nakon zavrSetka prvog eksperimenta.
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kontrola Cd3 Cdé L L+Cd3 L+Cd6

B S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 15. Sadrzaj kadmijuma u zemljistu nakon zavrsetka drugog eksperimenta.
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4.2. Prvi eksperiment

4.2.1. Akumulacija Cd, parametri fitoremedijacije (biokoncentracijski i
translokacijski faktor)

Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj Cd u suvoj masi razli¢itih biljnih organa
predstavljen je graficki: mladi listovi (Slika 16), stari listovi (Slika 17), izdanak (Slika 18) i
koren (Slika 19). Distribucija kadmijuma u biljnom tkivu je pokazala varijabilnost u zavisnosti
od analiziranog klona i primenjenog tretmana. Povecanje koncentracije Cd u zemlji$tu na 6
mg/kg je dovelo do statisticki znacajnog povecanja sadrzaja ovog metala u mladim listovima i
korenu, u odnosu na sadrzaj ovog metala u biljkama gajenim na tretmanu Cd3. Nasuprot tome,
u starim listovima 1 izdanku nije zabelezeno linearno poveéanje sadrzaja Cd usled povecanja
njegovog sadrzaja u zemljiStu. Najveca koncentracija kadmijuma je zabelezena u mladim
listovima (S. viminalis 22.2 i S. matsudana 21.93 mg/kg Cd na tretmanu Cd6), dok je najmanji
sadrzaj ovog metala registrovan u izdanku. Dodatak limunske kiseline nije znacajno uticao na
usvajanje jona kadmijuma, te u veéini slucajeva nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
izmedu tretmana sa i bez dodatka limunske kiseline. lzuzetak su mladi listovi vrste S.
matsudana, gde su zabelezene statisticki znacajno veée koncentracije Cd na tretmanu
nehelatiranim Cd (Cd3 i Cd6), u odnosu na kombinovani tretman. Na tretmanu L+Cd3 je
utvrdeno smanjenje sadrzaja Cd za 36% u odnosu na tretman Cd3, dok je na tretmanu L+Cd6
smanjenje u sadrzaju Cd iznosilo 37%, u odnosu na tretman Cd6. Nasuprot tome, aplikacija
limunske kiseline je imala pozitivan efekat na sadrzaj Cd u izdanku S. viminalis, pa je na
tretmanu L+Cd6 zabelezeno povecéanje za 42% u odnosu na koncentraciju Cd na tretmanu Cd6
(Slika 18).

25 a
20 |
15

10

koncentracija Cd [pg/g]

kontrola Cd3 Cdé6 L L+Cd3  L+Cd6

B S.viminalis S.matsudana WM S.alba

Slika 16. Akumulacija kadmijuma u mladim listovima vrba (Salix spp.).
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Slika 17. Akumulacija kadmijuma u starim listovima vrba (Salix spp.).
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Slika 18. Akumulacija kadmijuma u izdanku vrba (Salix spp.).
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Slika 19. Akumulacija kadmijuma u korenu vrba (Salix spp.).

Sposobnost odabranih klonova da akumuliraju Cd u razli¢itim biljnim organima
predstavljena je u vidu biokoncentracijskih faktora (BKF) korena i nadzemnog dela biljke
(Tabela 5). Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala statisticki znacajne razlike u
biokoncentracijskom faktoru izmedu primenjenih tretmana i1 klonova. Trend povecanja BKF

korena sa povecanjem sadrzaja Cd u zemljistu je utvrden na svim tretmanima, sa izuzetkom
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kod S. viminalis na tretmanima nehelatiranim Cd (Tabela 5). Signifikantno povec¢anje BKF
korena usled aplikacije limunske kiseline je utvrdeno kod S. viminalis, gde je na tretmanu
L+Cd6 zabelezen porast vrednosti BKF korena za 20% u poredenju sa tretmanom Cd6 (Tabela
5). Nasuprot tome, BKF nadzemnog dela biljke je pokazao suprotan trend, odnosno sa
povecanjem sadrzaja Cd u zemljiStu uoceno je smanjenje vrednosti ovog parametra. Medutim,
dodatak limunske kiseline je uticao na vrednosti BKF nadzemnog dela pri vec¢oj primenjenoj
dozi Cd u zemljistu, tako da je na tretmanu L+Cd6 zabelezena statisticki znaCajno veca

vrednost ovog faktora, u odnosu na isti tretman bez limunske kiseline (Tabela 5).

Tabela 5. Uticaj primenjenih tretmana na biokoncentracijske faktore (BKF) korena i nadzemnog dela
u analiziranim klonovima vrba (Salix spp.)

BKF korena BKF nadzemnih delova
tretman/klon  S.viminalis S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana  S. alba
Cd3 2.19+0.03d  2.04+0.01d 2.05+0.24d 7.03+£0.17a 6.38+0.09b 5.11+0.08d
Cd6 2.04+£0.08d 2.43+0.0l1abc  2.22+0.01cd  4.69+0.16e 4.0510.04f 3.45+0.02¢
L+Cd3 2.18+0.16d 1.62+0.02¢ 2.14+0.16bc  5.85%0.01c 6.27+0.05b 6.96+0.01a
L+Cd6 2.63+0.26a 2.46+0.08ab 2.40+0.04cd  5.62+0.12c 5.75+0.15¢c 3.95+0.08f
ANOVA p vrednost p vrednost
tretman (T) * *x
klon (K) ns **

T X K ** **

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo zna¢ajnosti.

“Statisticki zna¢ajna razlika za p<0.05

" Statisti¢ki zna¢ajna razlika za p<0.01

" Ne postoji statiti¢ki znacajna razlika

Transport jona kadmijuma iz korena u nadzemne organe odabranih klonova vrba je
predstavljen u vidu translokacijskog faktora (Tf) (Tabela 6). Kombinovani tretman nizom
dozom Cd (L+Cd3) je indukovao signifikantno smanjenje Tf kod S. matsudana u poredenju sa
tretmanom nehelatiranim Cd (tretman Cd3), $to nije zabelezeno kod S. viminalis i S. alba.
Nasuprot tome, pri vecoj primenjenoj dozi Cd (tretman L+Cd6) je utvrdeno da je aplikacija
limunske kiseline doprinela statisti¢ki zna¢ajnom povecanju translokacijskog faktora jedino

kod S. viminalis u poredenju sa tretmanom Cdé.
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Tabela 6. Uticaj primenjenih tretmana na translokacijski faktor (Tf) u analiziranim klonovima vrba

(Salix spp.).
tretman/klon S. viminalis S. matsudana S. alba
Cd3 219+3.26d 204+1.63d 205+24.49d
Cd6 204+8.14d 243+1.63abc 222.33+12.25¢cd
L+Cd3 218+16.32d 162+2.44¢ 240+16.32bc
L+Cd6 263.66+26.3a 246.33+8.65ab 214+4.08d
ANOVA p vrednost
tretman (T) *
klon (K) ns
KxT ol

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznagene su slovnim oznakama. Vrednosti oznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti.

“Statisti¢ki znacajna razlika za p<0.05

™ Statisticki znadajna razlika za p<0.01

"> Ne postoji statiti¢ki znacajna razlika

4.2.2. Morfometrijski parametri i indeks tolerancije

Uticaj prisustva Cd i limunske kiseline na morfometrijske parametre odabranih klonova
vrba je prikazan u Tabeli 7. VVarijabilnost posmatranih karaktera je zavisila od odabranog klona,
primenjene koncentracije kadmijuma, kao i od uslova gajenja vrba (prisustvo limunske
kiseline). Tretmani kadmijumom su doveli do blagog smanjenja parametara rasta biljaka (mase
mladih i starih listova, mase korena i izdanka) u odnosu na kontrolne biljke. Veci stepen
smanjenja analiziranih parametara je zabelezen kod biljaka gajenih na tretmanu Cd6 u odnosu
na tretman Cd3. U ve¢ini slucajeva dodatak limunske kiseline nije pokazao znacajan efekat na
morfometrijske karakteristike u poredenju sa odgovarajué¢im tretmanom bez dodatka ovog
helatora (Tabela 7). Primena kombinovanih tretmana je pokazala sli¢an trend kao i primena
tretmana nehelatiranim Cd, te je na tretmanima L+Cd3 i L+Cd6 utvrdeno blago do
signifikantno smanjenje parametara rasta i biomase biljaka u odnosu na tretman L. Kod vrste
S. viminalis kombinovani tretmani su uzrokovali promene u broju, biomasi listova i izdanka,
kao 1 povrSini listova, dok se visina izdanka, masa i zapremina korena nisu signifikantno
razlikovali u odnosu na pripadajucu kontrolu (tretman L). Kod vrste S. alba primenjeni tretmani
su uticali na ve¢inu posmatranih morfometrijskih parametara, te je kod ove vrste zabeleZzeno
signifikantno smanjenje broja listova, mase i povrsine starih listova, mase i visine izdanka, kao
i mase i zapremine korena (Tabela 7). Suprotno tome, kod S. matsudana primena
kombinovanih tretmana je dovela do signifikantno smanjenje mase mladih listova, kao i

zapremene korena §to je zabeleZzeno na tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman L (Tabela 7).
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Tabela 7. Uticaj primenjenih tretmana na morfometrijske parametre analiziranih klonova vrba (Salix

spp.).
masa mladih listova (g) masa starih listova (g)

S. viminalis S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana  S. alba
kontrola  2.5+0.2a 1+0.5efg 1.1+0.15d-g  6.0+0.5ab 4.6x0.5a-d 6.3+0.2ab
Cd3 1.9+0.1b 1.1+0.1c-g 0.7+0.1g 4.0+£0.4b-e 3.3+0.5de 3.4+0.3de
Cd6 1.740.1bc 0.9+0.2fg 1.0+0.1efg  3.8+0.3cde 2.9+0.2de 5.0+1.0a-d
L 2.940.1a 1.34+0.6c-g  1.6+0.1cf 6.6+1.1a 3.7+0.6de 6.5+1.6a
L+Cd3  1.8+0.2b 0.8+0.1fg 0.9+0.3fg 3.8+0.7cde 2.9+0.5de 3.740.6de
L+Cd6é  1.6+0.3bcd 1.1+0.1dg 1.0+0.1efg  3.6+0.8de 3.6+0.3de 3.8+0.5cde

povrsina mladih listova (cm?) povrsina starih listova (cm?)
kontrola  170.9+6.5ab 74.2+4 1ef 83.2+7.8c-f 452.6+113ab  358.4+53bcd  446.6+45.9ab
Cd3 138.7+7.3abc  88.1+8.8c-f  62.2+4.7f 313.7424.8cd  326.8463.4cd  236.3+26.9¢f
Cdé 132.9+43.6a-d  76.3+12.1def 69.2+7.8f 303.8+26.1cd  172.9+18.7f 362.9+42.1bc
L 190.7+9.6a 181.3+17.4a  88.9+2.8c-f 526.7+34.5a 295.1+52.1cde  445.7+40.1ab
L+Cd3  135.2+11.0a-d 82.4+8.8c-f = 68.3+5.8f 282.2453.2c-f  250.2+15.9def 274.2+22.1c-f
L+Cd6  118.8+44.2b-f 83.749.8c-f  68.5+4.5f 277.8£48.2c-f 263.9+32.4c-f 285.9+17.cde
masa izdanka (g) masa korena (g)
kontrola  5.0+0.5bcd 4.7+0.3b-e 5.2+0.2abc  2.7+0.6¢c-f 3.5+0.4a 3.4+0.2ab
Cd3 3.2+0.2c-f 3.7+0.6b-f 2.8+0.1def  1.9+0.2ghi 2.1+0.1f-i 1.8+0.2hi
Cdé 2.9+0.2def 1.8+0.2f 3.7+0.7b-f  2.5%0.2d-g 1.7£0.2hi 1.7+0.2hi
L 5.8+0.8ab 3.6+0.6¢-f 6.2+1.5a 2.7+0.3b-f 2.1+0.2f-i 3.2+0.2abc
L+Cd3  2.8+0.5ef 2.5+0.3f 2.9+0.4def  2.8+0.2b-e 1.8+0.11ghi 2.5+0.2d-g
L+Cd6  2.6+0.5ef 2.9+0.2def 3.6£0.2¢c-f  2.9+0.1a-d 1.5+0.2i 2.3+0.1e-h
visina izdanka (cm) precnik izdanka (cm?)
kontrola  72.8+1.5b-e 83.9+4.8abc = 85.6+6.3ab  3.7+0.6a-d 4.1+0.3a 3.8+0.1abc
Cd3 58.5+1.7fgh 66.4+2.6e-h  73.9+2.7b-e  3.5+0.la-e 3.4+0.3a-f 3.1+0.2d-g
Cd6 58.2+3.2gh 70.3#5.2c-g  73.3%4.5c-g 3.5x0.1a-f 2.9+0.2efg 3.1+0.23d-g
L 80.7+1.9a-d 76.3t3.9b-e  93.015.2a 3.440.4a-f 3.320.7b-f 3.9+0.2ab
L+Cd3  72.4+2.7b-f 69.243.5d-g  67.9+2d-h  3.5+0.4a-e 3.440.15a-f 3.3+0.15a-f
L+Cd6  54.3+2.7h 70.845.2c-f  70.742.3c-g 2.4+0.7g 2.7+0.6fg 3.5+0.3a-¢e
broj listova zapremina korena (cm®)
kontrola  39t1cde 37+2def 48+1a 2.2+0.4a-d 2.5+0.2ab 2.5+0.1ab
Cd3 37+3def 37+2def 43+3b 1.7£0.4ef 1.7£0.1def 1.5+0.2f
Cd6 35+2fg 30+2i 43+2b 2.4+0.2ab 1.5+0.2f 1.6+0.2ef
L 42+1a 34+2fgh 47+2a 2+0.4b-e 240.2b-e 2.6+0.2a
L+Cd3  36x1g 31+1hi 41+1bcd 1.8+0.2c-f 1.740.2ef 2.1+0.2b-e
L+Cd6  33+1ghi 34+2fgh 40+1bcd 2.3+0.2abc 1.5+0.2f 1.9+0.2c-f

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti+standardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vriene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Analizom uticaja primenjenih tretmana na indeks tolerancije (T1), utvrdena je statisticki
znacajna razlika u sposobnosti analiziranih klonova da tolerisu prisustvo Cd (Slika 20). Kod
vrste S. alba na tretmanu Cd3 i L+Cd3 zabeleZene vrednosti TI su bile manje od 60, §to se
smatra granicnom vrednos$cu da bi se vrsta (klon) smatrala otpornom na primenjenu dozu Cd.
Pored toga, primena kombinovanog tretmana L+Cd3 nije uticala na promenu tolerantnost
biljaka S. viminalis i S. alba, te na ovom tretmanu nije utvrdena razlika u vrednosti indeksa
tolerancije u odnosu na tretman Cd3. Medutim, kod S. matsudana je utvrdeno signifikantno
povecanje TI na tretmanu L+Cd3 u odnosu na tretman Cd3. Takode, kod ove vrste je

zabelezeno signifikantno povecanje TI koje prati trend povecanja sadrzaja Cd u biljnom tkivu
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(Slika 20). Pored toga, kod ove vrste je utvrdeno da je primena limunske kiseline (tretman L)
pozitivno uticala na vrednost TI u odnosu na kontrolu. Sli¢an trend je zabelezen i na tretmanu
L+Cd3, dok je na tretmanu L+Cd6 (T1 = 62) utvrden suprotan efekat, odnosno doslo je do pada
vrednosti T1 u odnosu na tretman Cd6 (T = 85).

140 a
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20

ghi& ;  ghi ghi

Indeks tolerancije %

kontrola  Cd3 Cdé6 L L+Cd3 L+Cd6

W S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 20. Uticaj primenjenih tretmana na indeks tolerancije (T1) u analiziranim klonovima
vrba (Salix spp.). (vrednost 60 predstavlja kriti¢an nivo za definisanje stepena tolerancije na
prisustvo Cd u biljnom tkivu).

4.2.3. Mineralna ishrana

Sadrzaj makronutrijenata azota (N), fosfora (P) i kalijuma (K) u razliitim biljnim
organima (mladi, stari listovi, koren i izdanak) pod uticajem tretmana Cd i LK prikazan je u
Tabelama 8-10. Sadrzaj azota je pokazao variranja u zavisnosti od posmatranog organa,
primenjenog tretmana kao i analizirane vrste. Najveci sadrzaj azota je zabeleZen u mladim
listovima vrste S. matsudana na tretmanu Cd3 (5.7%), sa trendom smanjenja sadrzaja u starim
listovima, korenu i izdanku. U vecini slu¢ajeva primenjeni tretmani nisu imali signifikantan
uticaj na sadrzaja azota u odnosu na kontrolni tretman (Tabela 8). Medutim, tretmani Cd3 i
L+Cd3 su pokazali blago stimulativno dejstvo na sadrzaj azota u biljnom tkivu u odnosu na
kontrolu. U mladim listovima S. alba na tretmanu L+Cd3 je utvrdeno povecanje sadrzaja azota
za ¢ak 46% u odnosu na tretman L, dok je u korenu S. matsudana na tretmanu Cd3 zabelezeno
povecéanje od 14% u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome, primena kombinovanih tretmana je
dovela do signifikantnog smanjenje sadrzaja azota u starim listovima S. viminalis i S.

matsudana na L+Cd3 i/ili L+Cd6 u poredenju sa tretmanom L.
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Tabela 8. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj azota (N) u razli¢itim biljnim organima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).
mladi listovi (N%)

stari listovi (N%)

S. viminalis S. matsudana  S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
kontrola 4.3+0.2bcd 5.2+0.9abc 4.5+0.1a-d 3.5+0.7c-f 3.8+0.1abc 3.9+0.1ab
Cd3 4.4+0.3bcd 5.7+0.9a 5.1+0.2ab 3.3+0.5f 3.8+0.2abc 3.6+0.7b-f
Cdé6 4.1+0.4d 5.5+0.1abc 4.8+0.2a-d 3.5+0.12¢c-f  3.8+0.6abc 4.1+0.2a
L 4.6+0.5a-d 4.7+0.4a-d 3.2+0.7e 3.9+0.3ab 3.8+0.05a-d  3.8+0.4abc
L+Cd3 4,7+0.1ad 4.7+0.5a-d 4.7+0.1a-d 3.5+0.1def 3.6£0.1b-e 3.8+0.9abc
L+Cd6 4,3+0.1cd 4.6+0.3a-d 3.3%£0.1de 3.3+0.1f 3.37+0.1ef 3.7+0.4b-e

izdanak (N%) koren (N%)
kontrola 1.1+0.1def 1.3+0.1a-¢ 1.1+0.2¢c-f 1.4+0.2bcd 1.4+0.3bcd 1.3+0.3de
Cd3 1.0+0.1ef 1.3+0.7a-¢ 1.4+0.3a-¢ 1.3+0.3de 1.6+0.3a 1.3+0.4de
Cd6 0.9+0.1f 1.4+0.5abc 1.3+0.3a-¢ 1.4+0.3bcd 1.5+0.3abc 1.3+0.6de
L 0.8+0.1f 1.4+0.2a-d 0.9+0.2f 1.4+0.1bcd 1.6+0.04a 1.3+0.4de
L+Cd3 1.1+0.1b-f 1.5+0.2a 0.8+0.2f 1.4+0.01bcd  1.4+0.3bcd 1.3+0.3de
L+Cd6 1.1+0.5b-f 1.3+0.2a-¢ 1.4+0.3a-e 1.3+0.2de 1.5+0.3abc 1.3+0.2de

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZnacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj fosfora je prikazan u Tabeli 9. Kod vrste S.
matsudana nisu zabeleZene promene sadrzaja fosfora pod uticajem tretmana Cd, kao ni pod
uticajem kombinovanih tretmana, u poredenju sa kontrolnim biljakama (Tabela 9).
Signifikantan pad sadrzaja fosfora je zabeleZen u mladim listovima, kao i u izdancima vrste S.
alba koja je gajena na kombinovanim tretmanima L+Cd3 i L+Cd6 u odnosu na pripadajucu
kontrolu (tretman L). Kod vrste S. viminalis registrovano je statisticki znac¢ajno smanjenje
sadrzaja fosfora u starim listovima (tretmani Cd3 i Cd6) i korenu (tretmani Cd3 i Cd6, L+Cd3

1 L+Cd6) u odnosu na pripadajuc¢u kontrolu, Sto nije zabeleZeno kod ostalih ispitivanih klonova.

Tabela 9. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj fosfora (P) u razliitim biljnim organima
analiziranih klonova vrba (Salix spp.).
mladi listovi (P%)

stari listovi (P%)

S. viminalis S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
kontrola 0.33+0.02ab  0.31+0.03abc  0.34+0.02ab  0.31+0.01a 0.11+0.01bc  0.14+0.02bc
Cd3 0.36+0.02a 0.33+0.02ab  0.31+0.01ab  0.15+0.02bc  0.11+0.01bc  0.14+0.01bc
Cd6 0.34+0.02ab  0.25+0.02cd  0.32+0.02ab  0.06+0.01c 0.07+0.02c 0.13+0.02bc
L 0.37+0.01a 0.31+0.02abc  0.36%0.01a 0.14+0.01bc  0.14+0.02bc  0.14+0.02bc
L+Cd3 0.31+0.2abc ~ 0.32+0.02ab  0.27+0.01bc  0.06+0.01c 0.07+0.01c 0.13+0.01bc
L+Cd6 0.34+0.02ab  0.33+0.02ab  0.24+0.02d 0.11+0.01bc  0.15+0.02bc  0.06%0.01c

izdanak (P%) koren (P%)
kontrola 0.07+0.01cd  0.13+0.01a 0.12+0.01ab  0.11+0.01a-d 0.03+0.0le 0.14+0.02ab
Cd3 0.06+0.03cd  0.13+0.01a 0.06+0.01cd  0.04+0.01e 0.03+0.02e 0.08+0.02b-e
Cd6 0.05+0.01d 0.08+0.01a-d  0.05+0.01d 0.05+0.01e 0.05+0.01e 0.08+0.01b-e
L 0.06+0.02cd  0.06+£0.01cd  0.1+0.0l1abc  0.15%0.01a 0.05+0.01e 0.04+0.01e
L+Cd3 0.09+0.02a-d  0.06+0.01cd  0.05+0.01d 0.08+0.01b-e  0.02+0.01e 0.05+0.01e
L+Cd6 0.06+£0.01cd  0.06+0.01cd  0.06+0.02cd  0.03+0.01e 0.02+0.1e 0.07+0.1cde

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vr$ene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznaCene su slovnim oznakama. Vrednosti oznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su ozna¢ene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).
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Sadrzaj kalijuma je pokazao opadajuéi trend u smeru: mladi listovi > stari listovi >
izdanak > koren (Tabela 10). Primena tretman Cd3 nije signifikantno uticala na sadrzaj
kalijuma u biljnom tkivu u poredenju sa kontrolnim biljkama, sa izuzetkom kod S. matsudana,
gde je utvrdeno signifikantno smanjenje sadrzaja kalijuma u korenu ove vrste. Takode, oba
primenjena tretmana kadmijumom (Cd3 i Cd6) su dovela do znacajnog smanjenja sadrzaja
kalijuma (34%) u korenu ove vrste u poredenju sa kontrolom. Aplikacija limunske kiseline je
uticala na signifikantno povecanje sadrzaja kalijuma u mladim listovima S. alba, u odnosu na
kontrolni tretman (Tabela 10). Takode, primena kombinovanih tretmana (L+Cd3 i L+Cd6)
uzrokovala je blago povecanje sadrzaja kalijuma, u poredenju sa odgovaraju¢im tretmanima
bez ovog helatora (Cd3 i Cd6), ali u vecini slu¢ajeva zabelezene razlike nisu bile statisti¢ki

znacajne (Tabela 10).

Tabela 10. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj kalijuma (K) u razli¢itim biljnim organima
analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

mladi listovi (K%) stari listovi (K%)

S. viminalis S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
kontrola 4.2240.1bcd  4.25#0.07bc  3.69+0.11c-f 3.07+0.03b-f 3.81+0.03a 3.14+0.02a-f
Cd3 3.7+0.06¢-f 3.91+0.04b-f 3.52+0.08ef  2.75%0.07efg 3.72+0.0lab  3.36+0.09a-e
Cd6 3.52+0.03ef  4.31+0.06b 3.38+0.14f 2.95+0.03c-g 3.5940.04a-d 2.29+0.12¢g
L 4.09+0.11b-e 4.24+0.08bc  5.2+0.06a 3.12+0.02b-f 3.52+0.04a-d 3.60+0.03ab
L+Cd3 4.31+0.06b 3.67+£0.18c-f  3.85+0.07b-f 2.90+0.05d-g 3.72+0.09ab  3.06+0.03b-f
L+Cd6 3.75+0.08b-f  3.65+0.08def 3.64+0.14def 2.58+0.04fg  3.54+0.07a-d 3.47+0.06a-d

izdanak (K%) koren (K%)
kontrola 0.9240.07cde  0.95+0.03b-e  1.06+0.02abc  0.92+0.02bc  1.41+0.13a 0.92+0.04bc
Cd3 0.8340.02¢e 0.94+0.03b-e  0.94+0.02b-e  0.96+0.05b 0.93+0.02bc  0.89+0.04bc
Cd6 0.99+0.1bcd  0.89+0.03de  0.89+0.03de  0.73+0.04cd  0.90+0.03bc  0.81+0.1bcd
L 0.9440.02b-e  1.17+0.12a 1.21+0.03a 0.81+0.1bcd  0.96+0.03b 0.9+0.04bc
L+Cd3 0.9+0.04de 0.85+0.03de  1.09+0.04ab  0.62+0.04d 0.85+£0.08bc  0.91+0.03bc
L+Cd6 0.90+0.04de  0.95+0.03b-e 0.95+0.02b-e  0.75+0.1bcd  0.91+0.04bc  0.93+0.16bc

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti+standardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vr$ene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i ozna¢ene su slovnim oznakama. Vrednosti ozna¢ene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.2.4. Sadriaj fotosintetickih pigmenata

Koncentracija fotosinteti¢kih pigmenata (hlorofil a, b, ukupnih hlorofila i karotenoida)
je varirala u zavisnosti od primenjenog tretmana, analiziranih klonova i starosti listova (Tabela
11). U mladim listovima tretmani Cd3 i L+Cd3 su doveli do blagog pada sadrzaja hlorofila a
kod svih analiziranih vrsta. Medutim, tretman Cd6 je doveo do statisticki znacajnog smanjenja
sadrzaja hlorofila a samo kod vrste S. alba (26%), dok je tretman L+Cd6 uzrokovao statisticki
znaajno smanjenje sadrzaja ovog pigmenta kod S. alba (34.5%), kao i kod S. matsudana
(18.5%). Uticaj Cd na sadrzaj hlorofila a bio je jace izraZzen u starim listovima, tako je na
tretmanu Cd6 zabelezeno smanjenje sadrzaja hlorofila a za 30% kod vrste S. viminalis, 46.8%
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kod S. matsudana i 23.2% kod S. alba, u odnosu na kontrolu. Takode, trend smanjenja sadrzaja
hlorofila b, kao i ukupnih hlorofila zabeleZen je u listovima biljaka gajenih na tretmanima Cd
I limunskom kiselinom, pri ¢emu je stepen smanjenja bio veéi u starim, u odnosu na mlade
listove. Tretman Cd6 je doveo do signifikantnog pada sadrzaja karotenoida u mladim listovima
svih analiziranih klonova, a najveci procenat smanjenja je zabeleZen kod vrste S. alba (37.2%).
Primena limunske kiseline u kombinaciji sa Cd pokazala je varijabilan uticaj na sadrzaj
pigmenata u zavisnosti od doze Cd, starosti listova i analiziranog klona (Tabela 11). U mladim
listovima najveci procenat smanjenja ukupnih hlorofila je zabelezen kod vrste S. alba gajene
na kombinovanom tretmanu L+Cd6. Istovremeno, u starim listovima, kombinovani tretmani
L+Cd3 i/ili L+Cd6 nisu doveli do signifikantne promene sadrzaja hlorofila a u odnosu na
tretman L, dok je znacajno smanjenje sadrzaja hlorofila b zabelezeno kod S. matsudana i S.

alba, a karotenoida kod S. viminalis i S. alba.

Tabela 11. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj pigmenata hloroplasta (hlorofil a, b, at+b i
karotenoida) u mladim i starim listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).
mladi listovi stari listovi
hlorofil a (mg/g sveZze mase) hlorofil a (mg/g sveZze mase)

tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
kontrola 2.04+0.13a 2.01+0.14a 1.85+0.13ab  2.72+0.32a 2.52+0.5ab 2.24+0.2b-e
Cd3 1.83+0.0ab 1.82+0.2abc  1.60+0.2bcd  2.48+0.3abc  2.13+0.14b-g 1.80+0.3fg
Cdé 1.76+0.1abc ~ 1.77+0.1abc  1.36+0.11d 1.9+0.02efg  1.34+0.4h 1.7240.56gh
L 1.83+0.06ab  1.95+0.17a 1.5140.14cd  2.34+0.2a-d  2.2740.08b-e 2.20+0.04b-f
L+Cd3 1.5740.1bcd  1.774#0.2abc  1.79+0.14ab  1.89+0.26efg 2.25+0.02b-e 2.16+0.2b-f
L+Cd6 1.51+0.16cd  1.59+0.2bcd  0.99+0.11e 2.08+0.21c-g 2.13+0.06b-g 1.77+0.1fgh
hlorofil b (mg/g sveze mase) hlorofil b (mg/g sveze mase)
kontrola 0.77+0.1abc  0.80+0.11a 0.64+0.06b-e  0.99+0.1a 0.99+0.04a 0.72+0.1bcd
Cd3 0.68+0.03a-d 0.78+0.02ab  0.60+0.08de  0.83+0.labc  0.75%0.2bcd  0.65+0.09de
Cd6 0.61+0.05de  0.78+0.03ab  0.58+0.01de  0.82+0.labc  0.76+0.2bcd  0.54+0.0le
L 0.64+0.09b-e  0.72+0.08a-d 0.72+0.12a-d 0.86+0.labc  0.96+0.09a 0.86+0.1abc
L+Cd3 0.51+0.06e 0.7240.02a-d  0.59+0.2de 0.59+0.2de 0.88+0.1abc  0.70+0.1cde
L+Cd6 0.63+0.0cde  0.68+0.11a-d  0.35+0.08f 0.66+0.04de  0.70+0.1cde  0.71#0.1cde
hlorofil a+b (mg/g sveze mase) hlorofil a+b (mg/g sveZe mase)
kontrola 2.51+0.21a-e  2.80+0.13ab  1.95+0.14g 3.7240.15a 3.52+0.22ab  2.96+0.1cde
Cd3 2.374£0.06b-g 2.55+0.22a-d 2.21+0.23d-g 3.32+0.labc  2.10+0.23f 2.46+0.14ef
Cdé 2.81+0.13ab  2.61+0.16a-d 2.49+0.15a-e 2.91+0.1cde 2.90+0.2cde  2.26+0.12f
L 2.22+0.13d-g 2.67+0.2abc  2.11+0.22efg 3.2+0.23abc  3.21+0.2abc  2.91+0.2cde
L+Cd3 2.02+0.22fg  2.32+0.16d-g 2.52+0.23a-e  2.61+0.14def 3.16+0.1bcd  2.87+0.2cde
L+Cd6 2.46+0.08a-e  2.45+0.33a-f  1.34+0.19h 2.48+0.23ef  2.83+0.2cde  2.64+0.2def
karotenoidi (mg/g sveze mase) karotenoidi (mg/g sveze mase)
kontrola 0.41+0.03a 0.36+0.1abc  0.3510.05a-d 0.49+0.15ab  0.41+0.08b-f 0.33+0.lefg
Cd3 0.38+0.04ab  0.31+0.02c-f 0.30+0.02c-f  0.40+0.06b-f 0.31+0.08fg  0.35+0.1d-g
Cd6 0.33+£0.04b-f  0.30+0.02def 0.22+0.04g 0.5540.16a 0.47+0.1abc  0.44+0.1a-d
L 0.29+0.01def 0.35+0.03a-e  0.28+0.04fg  0.48+0.labc  0.41+0.04b-f  0.40+0.06b-f
L+Cd3 0.30+0.03c-f  0.29+0.01def 0.31+0.04cf  0.38+0.2c-g  0.39+0.07b-g 0.40+0.11b-f
L+Cd6 0.38+0.0lab  0.31+0.04c-f  0.32tb-f 0.46+0.1a-d  0.43%0.04b-e  0.29+0.08g

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vr$ene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i ozna¢ene su slovnim oznakama. Vrednosti oZzna¢ene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznac¢ene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).
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4.2.5. Parametri razmene gasova

Uticaj primenjenih tretmana na parametre razmene gasova je prikazan u Tabeli 12.
Primenjeni tretmani se doveli do signifikantnog smanjenja intenziteta fotosinteze u odnosu na
kontrolne biljke, Sto je zabelezeno kod svih ispitivanih klonova vrba (Tabela 12). Rezultati su
pokazali da sa povecanjem sadrzaja Cd u zemljiStu dolazi do linearnog smanjenja intenziteta
fotosinteze. Na tretmanu Cd6 je zabeleZen pad intenziteta fotosinteze za 64% kod vrste S.
viminalis, 44% kod S. matsudana, a kod S. alba 33% u poredenju sa kontrolnim biljkama.
Dodatak limunske kiseline uz vecu primenjenu dozu Cd (tretman L+Cd6) je ublazio negativne
efekte Cd na intezitet fotosinteze, tako da je kod vrste S. viminalis utvrden pad intenziteta
fotosinteze za 43.3% u poredenju sa tretmanom L, kod S. matsudana 13%, dok kod vrste S.
alba nije zabeleZzen ovaj trend i smanjenje intenziteta fotosinteze je iznosilo 46% (Tabela 12).
Sliéno tome, rezultati su pokazali da intenzitet transpiracije prati trend pada intenziteta
fotosinteze, pa je sa povecanjem koncentracije kadmijuma utvrdeno smanjeno odavanje vode.
Na tretmanu Cd6 je zabeleZen pad intenziteta transpiracije za 48.6% kod vrste S. viminalis;
27% kod S. matsudana i 17.3% kod vrste S. alba u poredenju sa kontrolnim biljkama. Takode,
protok gasova kroz stome (gs) je pokazao trend smanjenja sa povecanjem sadrzaja ovog metala
u zemljistu. Najveci procenat redukcije stomatalne provodljivosti u iznosu od ¢ak 79% je
zabelezen na tretmanu Cd6 kod vrste S. viminalis, $to je u direktnoj vezi sa smanjenim
intenzitetom fotosinteze na ovom tretmanu. Dodatak limunske kiseline je uslovio blagi pad kod
ve¢ine posmatranih parametara razmene gasova, u odnosu na odgovarajuéi tretman bez
dodatka ovog helatora. Medutim, aplikacija limunske kiseline uz vecu dozu Cd (tretman
L+Cd6) uticala je na povecanje intenziteta fotosinteze kod svih analiziranih klonova u
poredenju sa tretmanom Cd6. Isti trend je zabelezen i u efikasnosti koris¢enja vode kod S.
viminalis i S. matsudana. Intercelularna koncentracija ugljen-dioksida je pokazala fluktuacije

u zavisnosti od primenjenog tretmana i posmatranog klona.
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Tabela 12. Uticaj primenjenih tretmana na parametre razmene gasova u analiziranim klonovima vrba

(Salix spp.).

intenzitet fotosinteze (A) (umol CO, m?2 st)

intenzitet transpiracije (E) (mmol H,O m? s

tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
kontrola 19.99+0.23a  15.36+0.2bc  16.02+0.1b  2.57+0.04def 2.82+0.04ab  2.83+0.12ab
Cd3 14.95+0.27¢  10.52+0.11g 14.13+0.4d  2.24+0.14h 2.51+0.05ef  2.76+0.1abc
Cd6 7.19+0.51k 8.59+0.23ij 10.68+0.59  1.32+0.03I 2.06+0.02i 2.34+0.01gh
L 13.89+0.31ef 12.99+0.19f 15.1+0.9c 2.46+0.03fg 2.89+0.08a 2.74+0.12bc
L+Cd3 9.50+0.8h 9.32+0.12hi 13.26+0.4ef 1.81+0.11k 2.64+0.1cde  2.68+0.1bcd
L+Cd6 7.87+£0.37jk  11.32+0.199 8.2+0.23j 1.16+0.08m 1.88+0.02jk  1.97+0.04ij

efikasnost koriStenja vode (WUE) stomatalna provodljivost (gs) (mol m? st)

(umol CO, m? s)/ (mmol H,O m2 s?) P ! g
kontrola 7.76+0.14a 5.43+0.1cde  5.67+0.2cd 0.43+0.07a 0.31+0.05b-f 0.36+0.07ab
Cd3 6.71+0.59b 4.18+0.03g 5.11+0.1def 0.33+0.04a-d  0.2440.04d-g 0.25+0c-g
Cd6 5.47+0.5cde  4.17%0.07¢ 4.56+0.2fg 0.09+0.01hi 0.21+0.04fg  0.24+0.1d-g
L 5.63+0.05cd  4.49+0.12fg  5.51+0.2cde 0.16+0.01ghi 0.35+0.1abc  0.19+0.03gh
L+Cd3 5.29+0.68de  3.52+0.08h 4.93+0.08ef 0.22+0.04efg  0.32+0.06b-e  0.15+0.1ghi
L+Cd6 6.79+0.46b 6.02+0.44c 4.14+0.1gh  0.08+0.01i 0.15+0.04ghi  0.20+0.02g
intercelularna koncentracija CO- (ci)
(umol mol™)

kontrola 206.6+6.1fgh  207.3+3.6fgh  189.6+1.6ij
Cd3 227+4.32¢cd 237.6+4.2ab  203+2.82gh
Cd6 238.3+3.8a 228+1.4bc 180.65.4j
L 213+4 5ef 217.3+1.7de  198.6x0.5hi
L+Cd3 204+3.2fgh 210.3£3.9efg  213+3.1ef
L+Cd6 204.6+£5.2fgh  186.3+6.8j 200£1.6h

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.2.6. Sadriaj prolina

Analiza sadrZaja prolina ukazuje na znatno veéu akumulaciju ove aminokiseline u
mladim, u odnosu na stare listove (Slike 21 1 22). Najveca produkcija ove aminokiseline je
zabelezena u mladim listovima kod vrste S. viminalis (65.9 pg/g) i kod vrste S. alba (64.4 pug/g)
na tretmanu Cd6, a isti trend je zabelezen i u starim listovima (27.5 ug/g, odnosno 33.1 pg/g).
Tretman Cd6 je doveo do signifikantnog poveéanja akumulacije prolina u mladim listovima S.
viminalis i S. alba (45.5%, odnosno 49.8%) u poredenju sa kontrolnim biljkama, dok ovaj trend
nije zabelezen kod vrste S. matsudana (Slika 21). Primena limunske kiseline u kombinovanim
tretmanima doprinela je smanjenju akumulacije prolina u odnosu na isti tretman nehelatiranim
Cd, sto je utvrdeno u mladim i starim listovima (Slike 21 i 22). Najveci procenat smanjenja
sadrzaja prolina je zabelezen kod S. viminalis na tretmanu L+Cd6 (39%) u odnosu na tretman
Cd6 (Slika 21), dok je u starim listovima isti procenat smanjenja zabelezen kod S. alba (Slika
22).
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Kontrola Cd3 Cdé L L+Cd3 L+Cd6

W S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 21. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj prolina u mladim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

40 r
35
30
25
20
15
10

ug prolina/g sveze mase

Kontrola Cd3 Cdé L L+Cd3 L+Cd6

W S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 22. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj prolina u starim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

4.2.7. Sadriaj ukupnih rastvorljivih proteina

Koncentracija ukupnih rastvorljivih proteina je pokazala statisticki znacajna variranja
u zavisnosti od analiziranog genotipa, primenjenog tretmana, koncentracije Cd, kao i od starosti
listova (Slike 23 1 24). U mladim listovima, tretman Cd3 nije doveo do statisti¢ki znacajnih
promena u sadrzaju proteina u odnosu na kontrolni tretman, dok je trend povecanja
koncentracije ukupnih rastvorljivih proteina utvrden na tretmanu Cd6 (Slika 23). Povecanje
sadrZaja proteina sa trendom povecanja akumulacije Cd u biljnom tkivu registrovano je 1 u
starim listovima kod vrste S. matsudana, §to je zabeleZzeno na tretmanima bez, kao i na
tretmanima sa limunskom kiselinom (Slika 24). Nasuprot tome, u starim listovima S. viminalis
i S. alba nisu registrovane signifikantne promene sadrZzaau proteina izmedu tretiranih i
kontrolnih biljaka (Slika 23). Najveci sadrzaj proteina u mladim listovima je registrovan na

tretmanu L+Cd6 kod vrste S. alba (41.39 mg/g), Sto je 7 puta veca vrednost u odnosu na tretman
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L, dok je u starim listovima najveci sadrzaj proteina zabelezen na istom tretmanu, ali kod vrste

S. matsudana (35.87 mg/qg).

N w B (%4
o o o o

=
o

sadrzaj proteina [mg/g]

o

kontrola Cd3 Cdé L L+Cd3 L+Cd6

W S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 23. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina u mladim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).
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Slika 24. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina u starim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

4.2.8. Antioksidativni sistem zaStite

Uticaj povisenih koncentracija kadmijuma u uslovima sa i bez dodatka limunske
kiseline na aktivnost antioksidativnih enzima askorbat-peroksidaze (APX), katalaze (CAT) i
gvajakol-peroksidaze (GPOD) je prikazan u Tabeli 13. Analizom varijanse dvofaktorijalnog
ogleda utvrdene su statisticki znacajne razlike u aktivnosti APX kod biljaka izlozenih
kadmijumu, pri ¢emu su dobijene razlike zavisile od analiziranog klona, primenjenog tretmana,
kao i od starosti listova (Tabela 13). Dodatak limunske kiseline nije uticao na promenu
aktivnosti APX u mladim listovima biljaka, u odnosu na odgovarajucéi tretman kadmijuma bez
ovog helatora. lzuzetak je vrsta S. alba kod koje je zabelezeno povecanje aktivnosti enzima

APX pri tretmanu L+Cd6 za 30% u mladim listovima, dok je u starim listovima aktivnost ovog
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enzima bila ¢ak 4 puta veca u poredenju sa tretmanom Cd6. Linearno povecanje aktivnosti
enzima katalaze je utvrdeno sa povecanjem sadrzaja Cd, Sto je zabelezeno kako u mladim, tako
i u starim listovima (Tabela 13). Najveca aktivnost ovog enzima je zabelezena na tretmanu
L+Cd6 kod vrste S. viminalis u mladim listovima (0.97 U/mg proteina), dok je u starim
listovima najveca aktivnost CAT konstatovana na tretmanu Cd6 kod vrste S. matsudana (1.19
U/mg proteina). Statisticki znacajne razlike u aktivnosti katalaze su registrovane kako izmedu
klonova, tako i izmedu razli¢itih tretmana i starosti listova. U mladim listovima S. matsudana
i S. alba je zabelezeno signifikantno povecanje aktivnosti CAT na tretmanu L+Cd6 u odnosu
na tretman Cd6 (Tabela 13). Nasuprot tome, u starim listovima je utvrdeno smanjenje
aktivnosti CAT na tretmanu L+Cd6 u poredenju sa tretmanom Cd6 (28% S. matsudana i 46%
S. alba). Sli¢no ostalim enzimima, aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOD) je pokazala trend
uvecanja aktivnosti sa povecéanjem koncentracije kadmijuma u biljnom tkivu (Tabela 13).
Dodatak limunske kiseline pri vecoj dozi Cd (tretman L+Cd6) indukovao je statisti¢ki znacajno
smanjenje aktivnosti GPOD u mladim listovima Salix matsudana za 40% u odnosu na isti
tretman bez ovog helatora, S$to nije registrovano kod ostalih analiziranih vrsta (Tabela 13).
Uticaj prisustva limunske kiseline na aktivnost GPOD je utvrden i u starim listovima vrste S.
alba, gde je zabelezeno povecanje aktivnosti ovog enzima pri tretmanu L+Cd6 za 3 puta u

odnosu na tretman Cde.
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Tabela 13. Uticaj primenjenih tretmana na aktivnost antioksidativnih enzima u analiziranim

klonovima vrba (Salix spp.).

mladi listovi stari listovi
aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) (U/mg proteina)
tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
kontrola 0.12+0.02c 0.06+0.01c 0.01+0.01c  0.12+0.04ef  0.3040.01f 0.11+0.02¢f
Cd3 0.12+0.03c 0.44+0.04b 0.44£0.09b  0.34+0.06b-f  0.31+0.19c-f  0.14+0.06ef
Cd6 0.53+0.15b 0.81+0.18a 0.51+0.12b  0.39+0.14b-e  0.31+0.03c-f  0.25+0.2c-f
L 0.09+0.01c 0.07+0.01c 0.01+0.01c  0.15+0.04ef = 0.24+0.11c-f  0.2+0.04def
L+Cd3 0.16+0.05c 0.52+0.23b 0.45+£0.02b  0.57+0.19bc  0.47+0.14b-e  0.4+0.04b-e
L+Cd6 0.56+0.05b 0.83+0.19a 0.82+0.25a  0.33+0.10c-f  0.5+0.12bcd  0.96+0.23a
aktivnost katalaze (CAT) ) (U/mg proteina)
kontrola 0.02+0.01f 0.08+0.02f 0.02+0.01f 0.14+0.1fgh  0.04+0.01gh  0.01+0.01h
Cd3 0.38+0.02d 0.29+0.02de  0.12+0.04ef  0.27+0.01def 0.44+0.05cd 0.52+0.01c
Cdé 0.86+0.05ab  0.63%0.2c 0.38+0.04d  0.48+0.06¢c 1.19+0.33a 0.76+0.13b
L 0.26£0.02de  0.15+0.06ef  0.16+0.04ef  0.24+0.03d-g 0.25+0.02def 0.2+0.04efg
L+Cd3 0.60+0.04c 0.16£0.04ef  0.28+0.05de  0.33+£0.01c-f  0.5+0.02c 0.26+0.0def
L+Cd6 0.97+0.13a 0.83+0.19ab  0.78+0.09bc  0.49+0.19c 0.86+0.01b  0.41+0.1cde
aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOD) (U/mg proteina)

kontrola 0.09+0.02def  0.14+0.03def 0.04+0.03ef  0.11+0.04def 0.12+0.03def 0.04+0.02ef
Cd3 0.23£0.03c-f  0.56+0.09ab  0.14+0.01de  0.16+0.03cde 0.15+0.09c-f  0.04+0.01ef
Cdé 0.65+0.23ab  0.73+0.03a 0.26£0.12cd  0.24+0.05cd  0.47+0.03a 0.17+0.0cde
L 0.04+0.02ef ~ 0.05+0.04ef  0.04+0.0lef  0.01+0.01f 0.09£0.03ef  0.18+0.0cde
L+Cd3 0.18+0.04def 0.31+0.05cd  0.25+0.03c-f 0.16+0.04cde 0.15+0.05c-f 0.3+0.03bc
L+Cd6 0.74+0.01a 0.44+0.02bc  0.3#0.02cd  0.29+0.01bc  0.44+0.02ab  0.52+0.02a

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Uticaj primenjenih tretmana na peroksidaciju lipida pracen je preko produkcije
malondialdehida (MDA) u mladim i starim listovima (Tabela 14). Statisticki znacajno uvecanje
sadrzaja MDA pri tretmanu Cd3 je zabeleZeno kod S. matsudana i S. alba, sa izuzetkom u
mladim listovima S. viminalis, odnosno u starim listovima S. alba, dok je tretman Cd6
indukovao povecanje sadrzaja MDA kod svih analiziranih klonova u poredenju sa kontrolnim
biljkama (Tabela 14). Dodatak limuske kiseline pri tretmanu L+Cd6 indukovao je pad sadrzaja
MDA u odnosu na njegov sadrzaj kod biljaka gajenih na tretmanu nehelatiranim kadmijumom
(tretman Cd6), Sto je zabelezeno kod svih analiziranih klonova, bez obzira na starost listova. U
mladim listovima procenat smanjenja se kretao u opsegu od 4 do 31%, dok je u starim listovima
registrovano smanjenje od 16 do 34% (Tabela 14). Primenjeni tretmani Cd3 i Cd6 su
indukovali povecanje sadrzaja redukovanog glutationa (GSH) kod svih analiziranih klonova,
bez obzira na starost listova (Tabela 14). U mladim listovima sadrzaj GSH je bio 2 puta veci
kod S. viminalis, 6 puta kod S. matsudana, a kod S. alba 5 puta veci na tretmanu Cd6 u odnosu
na kontrolne biljke. Dodatak limunske kiseline pri ve¢oj primenjoj dozi kadmijuma (L+Cd6)

je uzrokovao statisticki znacajno uvecanje sadrzaja GSH u mladim listovima vrba, u odnosu
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na biljke gajene na tretmanu bez aplicirane limunske kiseline (Cd6 tretman). U starim listovima
ovaj trend je zabeleZen jedino kod vrste S. alba, dok je kod S. viminalis registrovano smanjenje
sadrzaja GSH, a kod vrste S. matsudana nije bilo statisticki znacajnih promena na

kombinovanom tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6.

Tabela 14. Uticaj primenjenih tretmana na intenzitet lipidne peroksidacije (MDA sadrzaj) i sadrzaj
redukovanog glutation (GSH) u analiziranim klonovima vrba (Salix spp.).

mladi listovi stari listovi
sadrzaj malondialdehida (nmol MDA/mg proteina)

tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
kontrola 49.8+2.2d-g  25.6+2.6ijk 12.9+0.3k 39.8+2.5¢ 29.1+7.1ef 22.3+7.8fg
Cd3 52.03+x1.3c-f 49.145.3d-g 52.3+6.7c-f  75.2+2.2¢c 58.7+1.3d 29.4%2 2ef
Cd6 69.5+4.6ab 79.8+3.9a 62.4x3.4bcd 126.9%5.1a 92.8+5.6b 65.7+3.6¢cd
L 34.6x0.219-j 36.2+3.39-j 22.5x2.1jk 34.9+4 lef 33.6x7.9ef 14.6x1.99
L+Cd3 42.7+2.5fgh  38.5+1.4f-i 31.9+3.1hij  56.4+5.7d 37.9+2.9e 23.7x1.7fg
L+Cd6 66.7x2.2abc  58.4x3.9b-e  43.2+3.6e-h  96.6x14.8b 60.8+4.4d 55.3+5.6d

sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) (mol/mg sveze mase)
kontrola 17.0£5.1e 26.5+2.9¢ 31.4x1.6e 81.3+5.0e 24.920.6ij 35.2+3.1hij
Cd3 30.1+4.5e 34.1+2.1e 63.5+6.2d 111.6+10.4d  55.8+8.9fg 67.8+3.6ef
Cd6 60.5+4.3d 153.0+7.3b 121.9+20.8c 187.6+£9.1b 132.2+2.5¢c 176.4+8.3b
L 17.2+1.4e 36.6+8.5e 16.5+3.6e 69.1+3.7ef 20.5+0.9j 32.2+2.9hij
L+Cd3 28.6+1.9¢ 56.3+2.9d 26.8+5.3e 75.5+4.0e 40.2+4.5ghi  45.24+2.7gh
L+Cd6 221.3+27.1a 208.5+19.5a 171.6+24.3b 115.3+#13.2d 124.1+22cd  236.5+21.1a

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.3. Drugi eksperiment

4.3.1. Akumulacija Cd, parametri fitoremedijacije (biokoncentracijski i
translokacijski faktor)

Akumulacija kadmijuma u suvoj masi razlicitih biljnih organa predstavljena je graficki:
mladi listovi (Slika 25), stari listovi (Slika 26), izdanak (Slika 27) i koren (Slika 28). Sadrzaj
kadmijuma u biljnom tkivu varirao je u zavisnosti od odabranog klona, primenjene
koncentracije kadmijuma, kao i od prisustva limunske kiseline. Na osnovu distribucije Cd u
biljnom tkivu je utvrdeno da je najveci sadrzaj ovog metala zabelezen u korenu na tretmanu
L+Cd6. Akumulacija Cd je iznosila 25.73 pug/g kod vrste S. viminalis; kod vrste S. matsudana
23.26 pg/g; dok je kod vrste S. alba sadrzaj Cd na ovom tretmanu iznosio 25.29 pg/g. Primena
limunske kiseline je imala najveci uticaj na sadrzaj Cd u korenu vrste S. matsudana, pa je na
tretmanu L+Cd6 koncentracija Cd bila za 52% veca u odnosu na tretman Cd6 (Slika 28).
Takode, kod ove vrste je zabelezena najveca akumulacija Cd u mladim listovima, u poredenju
sa ostalim analiziranim klonovima vrba (Slika 25). Akumulacija Cd na tretmanu L+Cd6 u

mladim listovima S. matsudana je bila 18.39 pg/g Cd, sto je statisticki znacajno vece u odnosu
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na sadrzaj Cd pri tretmanu Cd6 (17.48 pg/g Cd). Pozitivan uticaj aplikacije limunske kiseline
na sadrzaj Cd u biljnom tkivu je utvrden i u starim listovima (Slika 26). Ovaj trend je zabelezen
kod vrste S. viminalis pa je na tretmanu L+Cd6 zabelezeno povecanje za 27% u odnosu na
tretman Cd6, dok je u starim listovima S. alba, utvrdeno poveéanje akumulacije Cd za 52%.
Sli¢an trend registrovan je i u izdancima S. alba gde je zabelezeno poveéanje od skoro 100%
u odnosu na tretman Cd6 (Slika 27), dok je kod ostalih ispitivanih klonova tretman L+Cd6

doveo do signifikantnog smanjenja akumulacije Cd u poredenju sa tretmanom Cdo6.
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Slika 25. Akumulacija kadmijuma u mladim listovima vrba (Salix spp.).
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Slika 26. Akumulacija kadmijuma u starim listovima vrba (Salix spp.).
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Slika 27. Akumulacija kadmijuma u izdanku vrba (Salix spp.).
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Slika 28. Akumulacija kadmijuma u korenu vrba (Salix spp.).

Vrednosti biokoncentracijskih faktora su pokazale da sa pove¢anjem koncentracije Cd
u zemljis$tu dolazi do povecéanja akumulacije ovog metala u korenu, dok je u nadzemnom delu
utvrden suprotana efekat (Tabela 15). Vrednost BKF nadzemnog dela je pokazala trend
smanjenja usled primene veée doze kadmijuma (tretman Cd6), u odnosu na tretman nizom
dozom kadmijuma (Cd3) (Tabela 15). lzuzetak je vrsta S. viminalis gde je registrovano
signifikantno povecanje BKF u nadzemnom delu biljaka gajenih na tretmanu Cd6, u poredenju
sa tretmanom Cd3. Aplikacija limunske kiseline je indukovala statisticki znacajno povecéanje
vrednosti BKF korena pri ve¢oj primenjenoj dozi Cd (tretman L+Cd6) u odnosu na tretman
Cdo, sto je zabeleZeno kod klonova S. matsudana i S. alba, dok ovaj trend nije utvrden kod S.
viminalis (Tabela 15). Suprotno tome, kod svih analiziranih klonova je zabelezen signifikantan

pad BKF nadzemnog dela biljke na tretmanu L+Cd6 u odnosu na Cd6 (Tabela 15).
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Tabela 15. Uticaj primenjenih tretmana na biokoncentracijske faktore (BKF) korena i nadzemnog
dela analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

BKF korena BKF nadzemnih delova
klon/tretman  S.viminalis S. matsudana  S. alba S.viminalis  S. matsudana  S. alba
Cd3 2.95+0.2d 2.04+0.4h 2.34+0.2f 5.52+0.2bc 5.68+0.4ab 3.95+0.7f
Cd6 3.1+0.2¢c 2.18+0.2g 3.45+0.4b 5.86+0.3a 4.53+0.8e 4.,56+0.3e
L+Cd3 2.18+0.1g 2.86+0.2¢ 2.87+0.1de  5.35+0.1c 5.08+0.3d 3.96+0.5f
L+Cd6 3.08+0.3c 3.06+0.4c 3.63+0.4a 5.54+0.2bc 3.32+0.4¢ 3.1+0.7h
ANOVA p vrednost p vrednost
tretman (T) ** **
klon (K) ** **

K X T *% *%

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti+standardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vriene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti.

“Statisticki zna¢ajna razlika za p<0.05

™" Statisticki znacajna razlika za p<0.01

" Ne postoji statiti¢ki znacajna razlika

Translokacija Cd iz korena u nadzemne delove biljke (Tf) je pokazala zavisnost od
primenjenog tretmana, kao i od odabranog klona (Tabela 16). Statisticki znacajno poveéanje
Tf usled primene limunske kiseline je zabeleZzeno kod S. viminalis, §to je utvrdeno na oba
primenjena tretmana Cd. Kombinovani tretman L+Cd3 je indukovao poveéanje Tt za 31%, dok
je na tretmanu L+Cd6 utvrdeno povecéanje za 18%. Sli¢no tome, signifikantan porast Tf je
zabelezen i kod vrste S. alba, te je na tretmanu L+Cd6 utvrdeno povecanje TF za 17% u odnosu
na tretman Cd6 (Tabela 16). Suprotno tome, kod S. matsudana kombinovani tretmani su

indukovali signifikantno smanjenje Tf u odnosu na tretmane nehelatiranim Cd (Tabela 16).

Tabela 16. Uticaj primenjenih tretmana na translokacijski faktor (Tf) analiziranih klonova vrba (Salix
spp.).

translokacijski faktor (Tf)

klon/tretman S. viminalis S. matsudana S. alba
Cd3 186.66+3.21e 212+8.88¢ 164+4.58g
Cdé 147+2h 233.33%5.13b 114+2j
L+Cd3 245.66+3.05a 203.66+2.51d 163+5.19g
L+Cd6 173.66+5.03f 146.33+3.05h 133.33+1.15i
ANOVA p vrednost
tretman (T) *x
klon (K) **
TxK *k

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti.

“Statisticki znacajna razlika za p<0.05

" Statisti¢ki zna¢ajna razlika za p<0.01

"s Ne postoji statiticki znacajna razlika
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4.3.2. Morfometrijski parametri i indeks tolerancije

Uticaj primenjenih tretmana na rast i produkciju biomase odabranih klonova vrba je
prikazan u Tabeli 17. Primenjeni tretmani nisu doveli do znacajnih vidljivih promena, tako da
na biljkama nisu uoceni simptomi hloroze i nekroze. Usled primene tretmana Cd3 i Cd6
utvrdena je tendencija smanjenja posmatranih morfometrijskih parametara, ali u veéini
slucajeva (broj listova, masa mladih listova, precnik izdanka, masa i zapremina korena)
zabeleZzena smanjenja nisu bila signifikantna (Tabela 17). Tretman Cd6 je doveo do
signifikantnog smanjenja povrsine starih listova za 48% kod vrste S. viminalis; za 50% kod S.
matsudana; dok je kod vrste S. alba registrovan najveci procenat smanjenja za 65% u odnosu
na kontrolu. Pored toga, primena tretmana Cd6 je uticala na povr$inu mladih listova, te je
signifikantno smanjenje ovog parametra zabelezeno kod S. viminalis i S. alba (31%, odnosno
51% u poredenju sa kontrolom). Takode, tretmani kadmijumom (Cd3 i Cd6) su pokazali
negativan uticaj na visinu i masu izdanka (Tabela 17). Najve¢i procenat smanjenja je zabeleZen
kod vrste S. matsudana pri tretmanu Cd6 (21% visina izdanka; 58.5% masa izdanka) u
poredenju sa kontrolnim biljkama. Primenjeni retmani Cd3 1 Cd6 nisu zna¢ajno uticali na masu
korena, sa izuzetkom kod S. alba gde je utvrdeno signifikantno smanjenje mase korena kod
biljaka koje su gajene na tretmanu Cd6, u poredenju sa kontrolom (Tabela 17). Dodatak
limunske kiseline u kombinovanim tretmanima L+Cd3 i L+Cd6 je ublaZio negativno dejstvo
Cd, te kod vecine posmatranih morfometrijskih parametara nisu utvrdene znacajne razlike u
odnosu na pripadajucu kontrolu (Tabela 17). Medutim kod vsrte S. alba ovo nije bio slucaj, te
je kod ove vrste na tretmanu L+Cd6 utvrdeno signifikantno smanjenje veéine posmatranih
morfometrijskih parametara (Tabela 17). Takode, tretmani (L+Cd3 i L+Cd6) su doveli do
signifikantnog smanjenja mase starih listova kod svih analiziranih klonova u poredenju sa

tretmanom L.
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Tabela 17. Uticaj primenjenih tretmana na morfometrijske parametre analiziranih klonova vrba
(Salix spp.).

masa mladih listova (g) masa starih listova (g)

S.viminalis  S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana  S. alba
kontrola 1.6+0.3a 0.9+0.2c-g 1.4+0.1ab 2.5+0.4c-f 3.3+0.3abc 2.7+0.8b-f
Cd3 1.440.1ab 1.0£0.2c-f 1.2+0.2bcd 2.610.3b-f 3.1+0.6a-d 1.9+0.6efg
Cdé 1.3+0.1ab 0.8+0.12e-h  1.2+0.3bcd 2.1+0.2efg 2.3+0.1def 1.8+0.4fg
L 1.4+0.2ab 0.940.1d-h 1.4+0.3ab 3.540.7ab 3.9+1.6a 3.5+0.1ab
L+Cd3 1.440.1ab 0.7+0.1fgh 1.0+0.1cde 2.540.2c-f 2.8+0.8b-e 1.8+0.3efg
L+Cd6 1.1540.1b 0.7+0.14gh 0.6%0.1h 2.140.8efg 2.1+0.7efg 1.3+0.4g

povrsina mladih listova (cm?) povrsina starih listova (cm?)
kontrola 137.2+33.4a 76.7£13.1c-g 95.6+5.8bcd  283.9+1.2a 300.1+29.9a  283.4+9.4a
Cd3 109.4+17.8b 77.1+12.5c¢c-f 88.2+8.1b-e 195.8+24.1bc  194.24+28.8bc  143.8+23.4cd
Cd6 95.045.2bcd  66.4+11.3efg 41.5+4.3h 149.8425.2cd  148.8+22.4cd  99.8+15.4d
L 96.2+16bcd  72.646.0d-g  86.6+19.6b-f  195.8+6.1bc = 275.4+29.5a  206.2+28.8bc

L+Cd3 97.3¥2.8bc  56.6%16.7gh  70.3+6.2efg 194.7+26.1cd 259.6+26.8ab  158.1+26.1cd
L+Cd6 74.8£1.9c-f  63.7x14.4fgh 72.9+12.9d-g 149.1+7.8cd  194.7+23.7bc  139.9+19.1cd

masa izdanka (g) masa korena (g)

kontrola 3.2+0.2b 4.1+0.6a 3.2+0.3b 5.8+0.3ab 3.8+0.5bcd 4.8+1.6ab
Cd3 2.2+0.1cde 1.840.1ef 2.1+0.1def 4.4+0.8abc 3.6+0.6bcd 4+1.2a-d
Cd6 1.940.1def 1.740.1ef 1.3+0.1f 4.3+0.3abc 3.5+1.8bcd 2.3+0.1d

L 2.9+0.1bc 2.9+0.2bc 2.60.1bcd 4.1+1.6a-d 4.1+0.5a-d 4.4+1.1abc
L+Cd3 2.6+0.3bcd 2.6+0.2bcd 2.1+0.2def 2.7+0.3cd 3.8+1.3bcd 3.6+1.2bcd
L+Cd6 2.3+0.1cde 2.510.1b-e 1.8+0.3ef 3.440.6bcd 2.6+1.1cd 340.6bcd

visina izdanka (cm) pre¢nik izdanka (cm?)
kontrola 455+2.5cde  69+13.7a 43+6.5de 3.9+0.5abc 3.7+0.2bcd 4.0£0.4abc
Cd3 39.2+1.6ef 62.3+6.6f 39.3+7.1ef 4.2+0.3ab 3.540.1cde 3.6+0.3b-¢
Cd6 38.7+1.5ef 54.3+4.0bc 40.4+2.9ef 3.60.4bcd 2.9+0.2f 3.6+0.2cde
L 42.3+5.2def  60.5+7.5ab 50.8+2.5¢cd 3.740.2bcd 3.9+0.2abc 4.3+0.4a
L+Cd3 40£0.5ef 50+3cd 40+3ef 3.740.2bcd 3.3+0.3def 3.8+0.4a-d
L+Cd6 33.5+1.7f 46.315.1cde  33.245.1f 3.6+0.4bcd 3.3+0.2def 3.1+0.3ef
broj listova zapremina korena (cm®)

kontrola 18+2.8ef 27+2.6ab 19+2.1ef 5.3+0.6ab 3.5+0.5bcd 5+1.3abc
Cd3 17+0.5ef 26+4.6b 18+2ef 5.7+0.6a 4+0.5a-d 4.3+1.1a-d
Cd6 18+1.5ef 25+2.8hc 15+2.8f 4.7+0.3abc 4+1.7a-d 2.7+0.2d

L 20£2.1def 31+4.7a 21+1cde 4.3+1.1ad 4.7+1.5abc 4.6+1.3abc
L+Cd3 20+2def 28+2.3ab 17+3.8ef 3.3+0.6¢d 3.8+0.9a-d 3.9+1.2a-d
L+Cd6 17+2ef 24+1.1bcd 16+1.7f 3.7+0.6bcd 2.5+0.5d 3.8+1.1a-d

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti+standardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vr$ene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Analiza indeksa tolerancije biljaka na prisustvo Cd u biljnom tkivu je pokazala
signifikantne razlike u zavisnosti od analiziranog klona i primenjenog tretmana (Slika 29).
Povecanje sadrzaja Cd u zemljistu (tretmani Cd3 i Cd6) je uticalo na smanjenje indeksa
tolerancije kod svih analiziranih klonova (Slika 29). Na tretmanu Cd6 kod vrste S. viminalis je
utvrdeno smanjenje tolerantnost biljaka za 48%, kod S. alba za 45%, dok se vrsta S. matsudana
pokazala kao najtolerantnija na prisustvo kadmijuma, te se indeks tolerancije ove vrste smanjio
za 32% u odnosu na kontrolne biljke. Dodatak limunske kiseline je ublazio toksicne efekte
kadmijuma, te je utvrdeno statisticki znac¢ajno povecanje indeksa tolerantnosti kod vrste S.

viminalis na tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6 (22%), dok kod ostalih analiziranih
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vrsta nisu utvrdene signifikantne razlike izmedu kombinovanih i tretmana nehelatiranim Cd
(Slika 29). Medu analiziranim vrstama, najmanji indeks tolerancije je utvrden kod vrste S. alba
na tretmanu Cd6 1 L+Cd6, gde su zabelezene vrednosti bile manje od 60, ¢ime se ova vrsta

definiSe kao umereno tolerantna na prisustvo Cd.
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Slika 29. Uticaj primenjenih tretmana na indeks tolerancije (Ti) u analiziranim klonovima
vrba (Salix spp.). (vrednost 60 predstavlja kriti¢an nivo za definisanje stepena tolerancije na
prisustvo Cd u biljnom tkivu).

4.3.3. Mineralna ishrana

Uticaj primenjenih tretmana na sadrZaj neophodnih makroelemenata azota, fosfora 1
kalijuma u razli¢itim organima analiziranih klonova vrba je prikazan u Tabelama 18-20.
Tretmani kadmijumom su uslovili smanjenje sadrZaja makronutrijenata u najve¢oj meri u
mladim i starim listovima, zatim u korenu, dok je najmanji uticaj Cd registrovan u izdancima.
Medutim, tretman Cd3 je indukovao poveéanje sadrzaja azota u mladim listovima S. viminalis
i S. alba za oko 5% u odnosu na kontrolu (Tabela 18). Sto se ti¢e sadrzaja fosfora, najveéi
procenat smanjenja ovog elementa je zabeleZen u starim listovima na tretmanu Cd6 i kretao se
u rasponu od 26% kod S. matsudana, 42% kod S. alba, dok je najveci procenat smanjenja od
45% utvrden u starim listovima S. viminalis (Tabela 19). Sadrzaj kalijuma u biljnom tkivu je
pokazao variranja u zavisnosti od analiziranog klona, organa i primenjenog tretmana (Tabela
20). Tretman Cd6 je indukovao znacajno smanjenje sadrzaja kalijuma u nadzemnim organima
S. matsudana, starim listovima i izdanku kod vS. alba, dok je kod S. viminalis pad sadrzaja
kalijuma utvrden u korenu (Tabela 20). Tendencija povecanja sadrzaja azota utvrdena je na
kombinovanim tretmanima L+Cd3 i L+Cd6 u poredenju sa istim tretmanom nehelatiranim Cd
(Tabela 18). Suprotno tome, primena kombinovanih tretmana nije dovela do signifikantnih

promena sadrzaja fosfora u poredenju sa istim tretmanom nehelatiranim Cd. [zuzetak su mladi
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listovi S.mtasudana gde je utvrden signifikantan porast sadrzaja fosfora na tretmanu L+Cd6 u
odnosu na tretman Cd6 (Tabela 19). Ovakav trend je najmanje bio izrazen u pogledu sadrzaja
kalijuma, te je na tretmanu L+Cd6 u mladim listovima svih analiziranih klonova, u izdanku
vrste S. matsudana, kao i u korenu S. alba utvrdeno statisti¢ki zna¢ajno manje kalijuma, u

poredenju sa sadrzajem ovog makronutrijenta u biljkama gajenim na tretmanu Cd6 (Tabela
20).

Tabela 18. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj azota (N) u razli¢itim biljnim organima analiziranihh
klonova vrba (Salix spp.).

mladi listovi (N%) stari listovi (N%)
S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
Kontrola 3.81+0.05ef  4.81+0.09a 4.57+0.01b 3.83+0.04b 3.70+0.02c 4.0+0.05a
Cd3 4.02+0.02d 4.50£0.05bc  4.78+0.09a 3.59+0.12def 3.56%0.02efg 3.94+0.2a
Cd6 3.76+0.05f 4.02+0.04d 4.44+0.02c 3.53+0.04f-h  3.63+0.02cde 3.57+0.1d-g
L 4.06+0.02d 4.76+0.06a 4.69+0.04a 3.62+0.04c-f  3.70%0.02c 3.48+0.02ghi

L+Cd3 3.89+0.04e 45240.08bc  4.53+0.03bc  3.67+0.05cd  3.55+0.03efg  3.43+0.04hi
L+Cd6 3.81+0.04ef  4.52+0.02bc  4.48+0.12bc  3.30+0.04j 3.52+0.08f-i  3.42+0.06i

izdanak (N%) koren (N%)
Kontrola 1.46+0.02de  1.36+0.05fg  1.50+0.05d 2.72+0.01a 1.14+0.02¢ 1.81+0.13c
Cd3 1.4+0.03ef 1.1140.02j 1.3£0.03ghi  2.7+0.1a 1.10+0.03e 1.70+0.05c
Cd6 1.25+0.05hi  1.09+0.03j 1.22+0.06i 1.73+0.03c 1.11+0.01e 1.4+0.2d
L 1.78+0.05b 1.62+0.05¢c 1.21+0.03i 2.74+0.02a 1.74+0.05¢c 1.47+0.03d
L+Cd3 1.31+0.03ghi  1.93+0.03a 0.92+0.06k 2.09+0.02b 2.02+0.05b 1.37+0.1d
L+Cd6 1.36+£0.01fg  1.79+0.01b 1.05+0.01j 1.67+0.07c 2.16x0.01b 1.13£0.07e

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vriene se Fisher-ovim post-hoc testom za

nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovim oznakama. Vrednosti ozna¢ene istim slovom u okviru jednog analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani

nivo znagajnosti, o yrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju na signifikantne razlike u odnosu na pripadaju¢u kontrolu
(kontrola, odnosno tretman L).

Tabela 19. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj fosfora (P) u razli¢itim biljnim organima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

mladi listovi (P%) stari listovi (P%)

S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
Kontrola 0.95+0.02a 0.23+0.03j 0.93+0.01abc  0.20+0.02b 0.19+0.01bc  0.19%0.03bc
Cd3 0.74+0.07fg 0.16+0.02jk 0.84+0.05de  0.14+0.01f-h  0.16+0.0lef  0.14%0.1fgh
Cd6 0.63+0.03hi 0.15+0.02k 0.88+0.02a-d  0.11+0.01i 0.14+0.01fgh 0.11+0.01i
L 0.92+0.01abc  0.95+0.02a 0.94+0.02ab  0.24+0.01a 0.14£0.01fgh  0.18%0.01bc
L+Cd3 0.77+0.02¢ef 0.8+0.04a-d 0.87£0.01bcd 0.17+0.01cd  0.14+0.01fgh 0.15+0.01ef
L+Cd6 0.55+0.02i 0.68+£0.07gh  0.86+0.01cd  0.13+0.01f-i  0.12+0.01ghi 0.14+0.1fgh

izdanak (P%) koren (P%)

Kontrola 0.12+0a 0.07+0bc 0.09+0ab 0.09+0bc 0.09+0bc 0.12+0a
Cd3 0.09+0ab 0.10+0ab 0.09+0ab 0.09+0bc 0.07+0de 0.09+0bc
Cd6 0.09+0a 0.09+0ab 0.09+0ab 0.08+0cd 0.07+0de 0.08+0cd
L 0.09+0ab 0.09+0ab 0.12+0a 0.12+0a 0.09+0bc 0.11+0a
L+Cd3 0.08+0abc 0.09+0ab 0.11+0ab 0.09+0bc 0.09+0bc 0.0920bc
L+Cd6 0.11+0ab 0.04+0c 0.12+0a 0.09+0bc 0.07+0de 0.09+0bc

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vr$ene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su ozna¢ene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).
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Tabela 20. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj kalijuma (K) u razli¢itim biljnim organima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

mladi listovi (K%)

stari listovi (K%)

S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba

Kontrola 1.08+£0.03ef  2.49+0.12a 1.11+0.09ef  1.18+0.05g-j 4.08+0.06a 1.71+0.18f
Cd3 1.05+0.03fg  1.56+0.06b 1.1240.01ef  1.05+0.03hij  3.73+0.16bc  1.15+0.03g-j
Cd6 1.10+0.06ef  1.27+0.04cd  1.15+0.0lef  1.05+0.03ij 2.53+0.16e 1.30£0.04g

L 1.17+0.03de  1.28+0.04cd  1.61+0.01b 1.2340.02gh  3.91+0.04ab  1.22+0.05g-j
L+Cd3 0.94+0.03gh  1.36+0.09c 1.19+0.03de  1.06+0.03hij  3.70+0.1c 1.1840.04g-j
L+Cd6 0.90+0.05h 1.1240.07ef  0.94+0.03gh  1.02+0.02j 3.47+0.13d 1.08+0.03gij

izdanak (K%) koren (K%)

Kontrola 0.5+0.02def  0.65+0.04a 0.43+0.02fgh  0.34+0.02def 0.32+0.02e-i  0.37+0.02cd
Cd3 0.5+0.05def = 0.59+0.01abc  0.36%0.03hi 0.29+0.1g-k  0.31+0.01f-j  0.3440.01def
Cd6 0.48+0.01ef  0.56+0.03b-d  0.35%0.02i 0.28+0.2h-k  0.26+0.01j 0.3+0.01cde
L 0.52+0.05cde  0.55+0.03b-e  0.44+0.02fg  0.35+0.02def 0.6+0.03a 0.35+0.01def
L+Cd3 0.53+0.03b-e  0.60+0.06ab  0.44+0.03fg  0.32+0.01e-h 0.51+0.01b 0.3440.01def
L+Cd6 0.58+0.05bc  0.48+0.02ef  0.38+0.02ghi  0.26+0.01jk  0.40+0.04c 0.27+0.01ijk

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.3.4. Sadriaj fotosintetickih pigmenata

Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj pigmenata hloroplasta (hlorofil a, b, a+b i
karotenoida) u mladim i starim listovima odabranih klonova vrba (Salix spp.) je prikazan u
Tabeli 21. Tretman nizom dozom kadmijuma (Cd3) imao je blago stimulativno dejstvo na
sadrzaj hlorofila a kod S. viminalis i S. alba, pa su na ovom tretmanu zabeleZena povecanja od
21%, odnosno 17% u poredenju sa kontrolnim biljkama. Nasuprot tome, tretman Cd6 je doveo
do pada sadrzaja hlorofila a i b, ukupnih hlorofila i karotenoida, medutim, smanjenja uglavnom
nisu bila statisticki znaCajna (Tabela 21). Statisticki signifikantno smanjenje hlorofila a na
tretmanu Cd6 je utvrdeno kod S. matsudana (37% u mladim i 33% u starim listovima). Isti
tretman je doveo i do znacajnog pada sadrzaja hlorofila b kod S. viminalis (60% u mladim i
40% u starim listovima) u odnosu na kontrolu. Najmanji uticaj primenjenih tretmana je
registrovan kod S. alba, gde nisu utvrdene statisticki znacajne promene sadrzaja fotosinteti¢kih
pigmenata (Tabela 21). Medu analiziranim klonovima, najvec¢a koncentracija hlorofila a je
zabeleZzena u mladim listovima S. viminalis (5.5 mg/g sveze mase), $to je registrovano na
tretmanu L. Aplikacija limunske Kkiseline je pokazala stimulativni efekat i kod ostalih
analiziranih klonova, pa je na tretmanu L zabelezeno povecanje sadrzaja hlorofila a, b, kao i
ukupnih hlorofila u odnosu na kontrolu, bez obzira na starost listova (Tabela 21). Dodatak
limunske kiseline je uticao na sadrzaj fotosintetickih pigmenata i u uslovima prisustva Cd, pa

je zabelezen porast sadrzaja hlorofila a i b na kombinovanim tretmanima L+Cd3 i L+Cd6, u
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odnosu na odgovarajuéi tretman bez limunske kiseline. Ovaj trend je u ve¢oj meri bio izrazen
kod mladih listova, pri ¢emu je kod vrste S. viminalis zabeleZeno povecanje sadrzaja hlorofila
a od 2.2 puta na tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6, dok je sadrzaj hlorofila b bio 1.83
puta veéi (Tabela 21).

Tabela 21. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj pigmenata hloroplasta (hlorofil a, b, a+b i
karotenoida) u mladim i starim listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

mladi listovi stari listovi
hlorofil a (mg/g sveZe mase) hlorofil a (mg/g sveZze mase)
tretman/klon S. viminalis S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
Kontrola 2.3+0.1def 3.8+0.1bc 2.4%0.1def 3.1+0.1b-e 3.5+0.2bcd 2.5+0.3c-f
Cd3 2.8+0.2c-f 3.11+0.2b-e 2.8+0.3b-f 2.4+0.2¢f 3.240.3b-e 2.3+0.2ef
Cd6 1.7£0.1f 2.4+0.1def 1.8+0.4ef 2.310.1ef 2.4+0.3ef 2.4+0.8def
L 5.5+0.2a 4.1+0.6b 2.6£0.2c-f 4.8+0.5a 3.8+0.1ab 3.0£0.1b-e
L+Cd3 4.1+0.4b 3.2+0.4bcd 2.7£0.1c-f 2.6£0.3c-f 3.410.1b-e 2.4+0.2def
L+Cd6 3.8+0.1bc 2.910.4b-f 2.2+0.2def 3.6+0.1bc 2.3£0.1ef 1.5+0.1f
hlorofil b (mg/g sveZe mase) hlorofil b (mg/g sveze mase)
Kontrola 1.5+0.0ab 1.3+0.2bcd 0.9+0.1c-f 1.2+0.1bcd 1.1+0.1b--e ~ 0.8%0.1cde
Cd3 1.3+0.1bcd 1.0£0.1c-f 0.940.1c-f 0.4+0.1f 1.1+0.2b-e 0.7+0.1ef
Cd6 0.6+0.1f 0.940.1c-f 0.940.2c-f 0.7+0.1ef 1.1+0.2b-e 0.9+0.3b-e
L 1.840.3a 1.4+0.2bcd 0.940.1c-f 1.6£0.2a 1.3+0.1ab 1.2+0.1bc
L+Cd3 1.3+0.1abc 1.2+0.3b-e 0.940.2c-f 1.3+0.2ab 1.1+0.1b-e 1.0£0.1b-e
L+Cd6 1.1+0.1b-e 1.1+0.1b-e 0.8+0.2ef 1.3+0.2ab 0.940.1b-e 0.8+0.1cde
hlorofil a+b (mg/g sveZe mase) hlorofil a+b (mg/g sveZe mase)
Kontrola 3.8+0.2b-f 5.1+0.3bc 3.3+0.1def 4.5+0.1bc 4.5+0.2bc 3.4+0.5¢c-f
Cd3 4.1+0.1b-e 4.3+0.7b-e 3.840.2b-f 2.840.2¢f 4.3+0.4bcd 2.940.2def
Cdé 2.4+0.1f 3.540.3c-f 2.6+0.2ef 3.8+0.1b-e 3.520.5¢-f 3.4+1.1cf
L 7.3+0.2a 5.4+0.8def 3.5+0.2c-f 6.4+0.1a 5.1+0.1ab 4.2+0.3bcd
L+Cd3 5.5+0.5b 4.2+0.5b-e 3.6+0.3c-f 3.8+0.6b-e 4.4+0.1bc 3.4+0.3c-f
L+Cd6 4.9+0.1bcd 3.8+0.5b-f 3.2+0.2ef 4.9+0.3b 3.3+0.1c-f 2.3+0.1f
karotenoidi (mg/g sveZze mase) karotenoidi (mg/g sveze mase)
Kontrola 1.3+0.1abc 1.240.1a-d 0.7+0.1efg 1.0+0.1bcd 1.1+0.2bcd 0.8+0.3cde
Cd3 1.4+0.2ab 1.0£0.1b-f 0.8+0.1d-g 1.3+0.2ab 1.0£0.3b-e 0.7+0.2de
Cd6 0.9+0.1c-f 0.9+0.2¢-g 0.5+0.1g 1.140.1bcd 1.1+0.3bcd 0.8+0.1cde
L 1.540.1a 1.2+0.1a-d 0.8+0.1d-g 1.2+0.5abc 1.140.1bcd 0.940.1b-e
L+Cd3 1.2+0.1a-d 1.0£0.1b-f 0.8+0.1d-g 1.5+0.3a 1.040.1bcd 0.7+0.2de
L+Cd6 1.140.1a-e 0.840.11d-g  0.72+0.02fg  1.1+0.1bcd 0.8+0.1cde 0.6+0.1e

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti+standardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statistic¢ki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.3.5. Parametri razmene gasova

Intenzitet fotosinteze je pokazao opadajuci trend sa povecanjem koncentracije Cd u
biljnom tkivu (Tabela 22). Tretman ve¢om dozom kadmijuma (Cd6) je indukovao smanjenje
intenziteta fotosinteze za 63% kod S. viminalis, 35.4% kod S. matsudana i 32.9% kod vrste S.

alba. Dodatak limunske kiseline je imao stimulativni uticaj na intenzitet fotosinteze, te je kod
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S.viminalis i S. matsudana gajenih na tretmanu limunskom kiselinom utvrdeno povec¢anje ovog
paramtera, u odnosu na kontrolne biljke (Tabela 22). Sli¢no tome, aplikacija limunske kiseline
uz manju dozu kadmijuma (tretman L+Cd3) je uticala na povecanje intenziteta fotosinteze kod
S.viminalis i S. matsudana za oko 30%, u odnosu na tretman Cd3, dok ovaj trend nije zabeleZen
kod S. alba. Na tretmanu L+Cd6 isti obrazac je utvrden jedino kod S. viminalis, gde je utvrdeno
povecanje za 23% u odnosu na tretman Cd6. Intenzitet transpiracije je pokazao opadajuci trend
sa povecanjem koncentracije Cd kod svih analiziranih klonova (Tabela 22). Primena
kombinovanog tretmana limunske kiseline i ve¢e doze kadmijuma (L+Cd6) je indukovala
statistiCki znaCajno povecanje intenziteta transpiracije u odnosu na tretman Cd6 Sto je utvrdeno
kod S. viminalis, dok je kod S. alba zabelezen suprotan obrazac, odnosno na tretmanu L+Cd6
je zabelezen signifikantan pad intenziteta transpiracije (32.25%) u odnosu na tretman Cd6
(Tabela 22). Kada je u pitanju efikasnost koris¢enja vode (WUE) utvrdeno je da su vrednosti
ovog parametra bile statisti¢ki znacajno vece na kombinovanim tretmanima u poredenju sa
odgovaraju¢im tretmanom bez limunske kiseline (Tabela 22). Najveé¢i procenat povecanja
(46%) je zabeleZen na tretmanu L+Cd3 kod vrste S. matsudana. Oba tretmana Cd su uslovila
statisticki znacajno smanjenje stomatalne provodljivosti (gs) kod svih analiziranih klonova u
odnosu na kontrolne biljke (Tabela 22). Primena kombinovanog tretmana limunske Kiseline i
vece koncentracije Cd (tretman L+Cd6) znacajno je povecala stomatalnu provodljivost kod S.
viminalis i S. matsudana, pa je vrednost gs parametra bila duplo ve¢a na ovom tretmanu u
poredenju sa tretmanom Cd. Intercelularna koncentracija CO: je pokazala varijabilnost u
zavisnosti od analiziranog klona i primenjenog tretmana (Tabela 22). Pod uticajem tretmana
Cd3 i Cd6 kod biljaka S. viminalis je utvrdeno statisticki znac¢ajno povecanje ci parametra, dok
je kod ostalih klonova utvrden pad ci vrednosti. Primena kombinovanih tretmana je indukovala
porast intercelularne koncentracije CO2 u poredenju sa odgovaraju¢im tretmanom
nehelatiranim Cd (Tabela 22). Ovakav obrazac nije utvrden na tretmanu L+Cd6 kod S.
viminalis, $to je korelisano sa povecanjem intenziteta fotosinteze na ovom tretmanu u

poredenju sa vrednostima dobijem na tretmanu Cd6.
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Tabela 22. Uticaj primenjenih tretmana na parametre razmene gasova u analiziranim klonovima vrba
(Salix spp.).

intenzitet fotosinteze (A) (umol CO, m?s) intenzitet transpiracije (E) (mmol H,O m? s?)

S. viminalis S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
Kontrola 18.5+0.7bc 16.4+1.2d 14.8+0.7e 1.5+0.1c 1.2+0.1de 1.8+0.1a
Cd3 8.7+0.6hi 13.9+0.5e 13.7+0.7e 1.2+0.2de 1.3+0.1d 1.8+0.1a
Cd6 8.2+0.6i 10.6+0.5fg 10.5+0.2fg  1.1+0.2fg 1.0+0.1hi 1.6+0.2b
L 19.3+1.2ab 20.6+2.1a 13.8+0.4e 1.5+0.1c 1.2+0.1de 1.4+0.1c
L+Cd3 11.3+0.9fg 17.8+1.3cd 11.8+0.3f 1.2+0.1de 1.1+0.2fg 1.2+0.1de
L+Cd6 10.1+0.4gh 9.9+0.7gh 10.6+0.5fg  1.2+0.1de 0.9840.01i 1.1+0.1fg

efikasnost koriS¢enja vode (WUE)

. 5
(umol CO, m? s/ (mmol H0 m? s) stomatalna provodljivost (gs) (mol m=s™)

kontrola 12.6+0.9b 13.7+2.6b 7.8+0.5f 0.7+0.1b 0.4+0.1cd 0.7£0.1b
Cd3 7.42+0.46fg  10.9+0.4c 7.4+0.3fg 0.5+0.1c 0.2+0.1ef 0.3+0.1def
Cd6 7.3+0.6fg 10.2+0.3cd 6.3+0.2g 0.2+0.1ef 0.240.1ef 0.2+0.1ef
L 12.7+0.7b 17.2+1.7a 9.5+0.5cde  0.5+0.1cd 1.3+0.3a 0.7£0.1b
L+Cd3 9.4+0.7de 15.9+0.9a 9.8+0.3cde  0.3+0.1def 0.4+0.1cd 0.4+0.1cd
L+Cd6 8.6+0.3e 10.1+0.6cd 9.8+0.4cde  0.4+0.1cd 0.4+0.2cd 0.3+0.1def
intercelularna koncentracija CO> (ci)
(umol mol™)
kontrola 272.3+4.9ij 306.3+9.5ef  303x1.5ef
Cd3 318.6+7.0cd  236.36jk 280+4.7hi
Cd6 327.3+5.6bc  257.3+5.2k 297+0.6fg
L 346.6t11.1a  277.4+10.0hi 273.6+4.0ij
L+Cd3 3341+9.71b 287.2£12.gh  334.3+5.8b
L+Cd6 276.6£4.0hi  263+12.7jk  312+2.1de

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.3.6. Sadriaj prolina

Sadrzaj slobodnog prolina je varirao u zavisnosti od primenjenog tretmana (doze Cd i
prisustva limunske kiseline), odabranog klona i starosti listova (Slike 30 i1 31). Medu
analiziranim klonovima, najveci sadrzaj prolina je zabelezen kod vrste S. alba. Primenjeni
tretmani su uticali na blagi porast sadrzaja ove aminokiseline, medutim u mladim listovima
ova povecanja nisu bila signifikantna u poredenju sa vrednostima dobijenim u kontrolnim
biljakama. Nasuprot tome, tretmani Cd6 i L+Cd6 su indukovali signifikantno povecanje
koncentracije prolina za ¢ak 50% u odnosu na kontrolu, $to je utvrdeno u starim listovima S.
alba. Aplikacija limunske kiseline nije znacajno uticala na akumulaciju prolina u odnosu na
isti tretman bez ovog helatora. lzuzetak su mladi listovi S. matsudana gde je utvrdeno

signifikantno smanjenje akumulacije prolina na tretmanu L+Cd6, u odnosu na Cd6 (Slika 30).
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Slika 30. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj prolina u mladim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).
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Slika 31. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj prolina u starim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

4.3.7. Sadriaj ukupnih rastvorljivih proteina

Sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina je pokazao znacajne fluktuacije u zavisnosti od
vrste, primenjenog tretmana, kao i od starosti listova (Slike 32 i 33). U mladim listovima vrba
je utvrdeno povecanje sadrzaja proteina sa povecanjem doze Cd (Slika 32), dok ovaj trend nije
zabelezen u starim listovima (Slika 33). Medutim, utvrdene vrednosti u mladim listovima nisu
bile statisticki znacajno ve¢e u odnosu na kontrolu, izuzev na tretmanu Cd6 kod vrste S.
viminalis (Slika 32). U starim listovima signifikantno povecanje sadrzaja proteina je
zabelezeno na tretmanu Cd3 kod S. matsudana (Slika 33). Dodatak limunske kiseline pri
tretmanu L+Cd6 je pokazao pozitivan efekat na sadrzaj proteina §to Se manifestovalo
signifikantnim povecanjem njihove koncentracije u mladim listovima S. matsudana i S. alba.
U starim listovima, najveéi sadrzaj proteina je registrovan pri tretmanu L+Cd3 kod vrste S.

alba (48.71 mg/g sveze mase). Takode, kod ove vrste je zabelezen najveéi porast sadrzaja
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ukupnih rastvorljivih proteina na tretmanima sa limunskom kiselinom u odnosu na iste
tretmane bez ovog helatora (Slika 33). Nasuprot tome, u starim listovima S. viminalis nije
zabeleZena statistiCki znacajna razlika u sadrzaju proteina usled primene kombinovanih

tretmana.
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Slika 32. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina u mladim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).
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Slika 33. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina u starim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

4.3.8. Antioksidativni sistem zaStite

Uticaj poviSenih koncentracija kadmijuma, kao i prisustva limunske kiseline na
aktivnost razli¢itih antioksidativnih enzima u mladim 1 starim listovima ispitivanih klonova
vrba je prikazan u Tabeli 23. Statisticki znacajno povecanje aktivnosti askorbat-peroksidaze je
zabelezeno u mladim i starim listovima S. viminalis i S. alba na tretmanu Cd6 u odnosu na
kontrolne biljke. Najveca aktivnost enzima APX je zabelezena u starim listovima S. alba (4.09
U/mg proteina), Sto je registrovano na tretmanu Cd6, a zabeleZena vrednost je bila ¢ak 7.4 puta

veca u odnosu na kontrolu (Tabela 23). Primena kombinovanog tretmana L+Cd6 je dovela do
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povecanja aktivnosti enzima APX u mladim listovima S. viminalis i S. matsudana u poredenju
sa tretmanom L, dok u starim listovima nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u aktivnosti
APX izmedu tretiranih biljaka (L+Cd3 i L+Cd6) i pripadajuce kontrole (tretman L). Medutim,
primena limunske kiseline je uticala na signifikantno smanjenje aktivnosti APX u starim
listovima, u odnosu na tretman nehelatiranim Cd (Tabela 23). Ovaj trend je utvrden pri
tretmanu L+Cd6 u odnosu na Cd6, a aktivnost APX je bila 5.6 puta manja kod vrste S.
viminalis, dok je kod vrste S. alba aktivnost APX bila 5.1 puta manja u odnosu na tretman Cd6.
Aktivnost enzima glutation-s-transferaze (GST) je bila statistiCki znafajno poveéana u
uslovima poviSenih koncentracija kadmijuma (Tabela 23). U mladim listovima S. alba na
tretmanu Cd6 je utvrdeno povecanje aktivnosti GST enzima za 10 puta u odnosu na kontrolne
biljke, dok je u starim listovima aktivnost ovog enzima bila ¢ak 20 puta veca. Statisticki
znacajno povecanje aktivnost enzima GST je utvrdeno i kod S. viminalis na tretmanu Cd6 u
poredenju sa kontrolom, bez obzira na starost listova (Tabela 23). Suprotno tome, kod
S.matsudna primena tretmana Cd3 i Cd6 nije znacajno uticala na promenu aktivnosti GST
enzima u odnosu na kontrolu (Tabela 23). Dodatak limunske kiseline je uzrokovao variranja u
aktivnosti enzima GST u zavisnosti od primenjenog tretmana, klona, kao i od starosti listova
(Tabela 23). Kod vrste S. matsudana na tretmanu L+Cd6 je utvrdeno statisticki znacajno
povecanje aktivnosti ovog enzima u odnosu na tretman Cd6, Sto je zabeleZeno kako u mladim,
tako i u starim listovima. Nasuprot tome, kod klonova S. viminalis i S. alba pri tretmanu L+Cd6
je utvrdeno smanjenje aktivnosti ovog enzima za 42.3% 1 47% u mladim listovima, odnosno
79.4% 1 40% u starim listovima. Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdene su statisticki
znacajne razlike u aktivnosti enzima gvajakol-peroksidaze (GPOD) izmedu posmatranih
tretmana i klonova (Tabela 23). Najvec¢a aktivnost GPOD u mladim listovima je zabelezena na
kombinovanim tretmanima (L+Cd3 i L+Cd) kod S. matsudana, dok je u starim listovima
najveca aktivnost ovog enzima zabeleZena kod S. alba pri tretmanu Cd6. Dodatak limunske
kiseline uz vecu primenjenu dozu Cd je pokazao razli¢it efekat na aktivnost GPOD u zavisnosti
od analiziranog klona (Tabela 23). U mladim listovima S. viminalis je utvrdeno signifikantno
smanjenje aktivnosti ovog enzima na tretmanu L+Cd6 u odnosu na Cd6, kod S. alba povecanje,
dok kod S. matsudana nisu utvrdene signifikantne promene u aktivnosti GPOD izmedu
posmatranih tretmana (Tabela 23). Medutim, u starim listovima je zabelezen drugaciji odgovor
biljaka, tretman L+Cd6 je doveo do signifikantnog smanjenja aktivnosti enzima GPOD kod S.
matsudana i S. alba, dok kod S. viminalis nisu utvrdene statisti¢ki znac¢ajne promene aktivnosti
enzima u odnosu na tretmanu Cd6 (Tabela 23).
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Tabela 23. Uticaj primenjenih tretmana na aktivnost antioksidativnih enzima u analiziranim

klonovima vrba (Salix spp.).

mladi listovi stari listovi

aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) (U/mg proteina)
tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S.viminalis  S. matsudana S. alba
Kontrola 0.63+0.1d-g  0.38+0.11fg  0.38+0.1fg 0.50+0.2de 0.4+0.01e 0.8+0.3cde
Cd3 0.62+0.3d-g  0.22+0.19g 2.4+0.2ab 0.52+0.4de 1.35+0.1b-e  1.7+0.7bcd
Cd6 1.34+0.8c 0.49+0.2efg  2.83+1.12a  2.374#0.27bc  1.39+0.9b-e = 4.09+2.28a
L 0.37+0.48fg  0.18+0.01g 0.7+0.2d-g 0.65+0.2de 1.08+0.2b-e  0.9+0.6cde
L+Cd3 0.29+0.1g 0.5+0.16d-g  0.29+0.1g 0.36+0.1de 1.39+0.9b-e  1.7+0.7bcd
L+Cd6 1.81+0.5bc 1.16+0.2c-f  1.3+0.5cde 0.42+0.1de 2.52+0.24b 0.8+0.3cde

aktivnost glutation-s-transferaze (GST ) (U/mg proteina)
Kontrola 3.8+0.7de 1.9+0.6e 3.8+0.1de 8.7£1.1ef 0.5+0.1f 1.9+0.2f
Cd3 10.2+0.2cde  2.4+0.le 20.1+1.5b 6.2+3.5ef 2.7+0.3ef 5.3+3.2ef
Cdé 22.2+0.1b 6.7+0.5de 38.7+0.2a 19.4+3.2cd 4.3+0.6ef 42.2+8.8b
L 1.9+0.3e 5.4+0.2de 6.7+0.3de 4.3+0.6¢f 2.5+0.6ef 1.9+0.2f
L+Cd3 3.8+0.6de 6.4+0.1de 8.3+0.4de 1.4+0.3f 13.1+1.1de 5.1+1.2ef
L+Cd6 12.8+0.2bcd  19.1+0.2bc 20.5+0.1b 4.0+1.8ef 64.6+9.6a 25.3+1.2¢

aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOD) (U/mg proteina)
Kontrola 0.3+0.3fg 0.2+0.1fg 0.1+0.1g 0.4+0.24gh 0.2+0.1h 0.4+0.14gh
Cd3 0.9+0.5cde 0.1+0.1g 0.5+0.1efg 1.8+0.14b-e  0.2+0.13h 0.9+0.2d-h
Cd6 1.4+0.1abc 1.6+0.2ab 0.3+0.2fg 2.3+0.72bc 2.6+0.6b 3.74+0.17a
L 0.4+0.1efg 0.8+0.4c-f 0.3+0.1fg 0.7+0.25e-h  0.4+0.2gh 0.4+0.01gh
L+Cd3 0.7+0.3def 1.9+0.5a 1.2+0.2bcd  1.6+0.65b-f  0.3%0.1h 0.7+0.3fgh
L+Cd6 0.7+0.4def 1.8+0.4a 1.2+0.5bcd  1.940.3bcd 1.4+0.2c-g 1.8+0.3bcd

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Peroksidacija lipida je pracena preko produkcije malondialdehida (sadrzaj MDA) i
predstavljena je u Tabeli 24. Primena tretmana nize doze Cd (Cd3) nije zna¢ajno uticala na
promenu sadrzaja MDA u poredenju sa kontrolnim biljkama. Izuzetak je vrsta S. matsudana
gde je u starim listovima zabelezeno signifikantno povecanje sadrzaja MDA na tretmanu Cd3
u odnosu na kontrolne biljke (Tabela 24). Sa druge strane, izloZenost biljaka visoj dozi Cd
(tretman Cd6) dovela je do povecanja produkcije MDA u odnosu na kontrolne biljke, koje je u
pojedinim sluc¢ajevima bilo signifikantno (Tabela 24). Najveci sadrzaj MDA je registrovan na
tretmanu Cd6 kod S. matsudana, 84.8 nmol/mg proteina u mladim listovima, odnosno 108
nmol/mg proteina. Nasuprot tome, u starim listovima ostalih analiziranih klonova nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike u sadrzaju MDA izmedu kontrolnih i biljaka gajenih na tretmanima
Cd3i Cd6 (Tabela 24). Na kombinovanim tretmanima (L+Cd3 i L+Cd6) je utvrden blagi porast
sadrzaja MDA sa povecanjem doze Cd, medutim utvrdene vrednosti se nisu statisti¢ki znacajno
razlikovale u odnosu na kontrolu (Tabela 24). Takode, primena kombinovanog tretmana
L+Cd6 je znacajno uticala na smanjenje sadrzaja MDA u odnosu na tretman Cd6, $to je
utvrdeno u mladim listovima S. matsudana i S. alba, dok je u starim listovima ovaj obrazac

zabelezen samo kod vrste S. matsudana (Tabela 24).
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Tabela 24. Uticaj primenjenih tretmana na intenzitet lipidne peroksidacije (MDA sadrzaj) u
analiziranim klonovima vrba (Salix spp.).

mladi listovi stari listovi
Sadrzaj malondialdehida (nmol MDA/mg proteina)
tretman/klon  S.viminalis  S. matsudana S. alba S. viminalis S. matsudana S. alba
kontrola 9.5+3.1cd 13.2+4.6¢d 5.2+2.4d 5.9+1.9ef 3.8+0.5f 14.6+1.8c-f
Cd3 14.320.9cd  28.9+5.6bc 18.4+1.6¢d 16.5+7.7b-f 37.4+22.2bc  10.4+2.7def
Cd6 20.2+7.6cd  84.8+40.7a 45.0+17.6b  29.3+9.2b-e  108+29.8a 10.9+2.7def
L 3.9+1.8d 4.6+0.8d 9.3+2.1cd 9.3+1.6def 6.8+1.7ef 26.6+7.5b-f
L+Cd3 13.745.6cd  4.8+0.4d 9.8+0.7cd 18.4+3.8b-f 9.7+2.4def 29.4+6.3b-¢
L+Cd6 19.74#11.7cd  6.7+1.4cd 11.8+1.2cd 31+1.5bcd 14.8+4.1c-f 29.4+2.9b-e

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

Sadrzaj ukupnih (UT), neproteinskih (NPT) i proteinskih tiola (PT) je pokazao variranja
u zavisnosti od analiziranog klona, primenjenog tretmana, kao i od starosti listova (Tabela 25).
U mladim listovima najve¢i sadrzaj ukupnih tiola je zabelezen na tretmanu Cd6 kod vrste S.
alba, sto je bilo 4 puta vece u odnosu na kontrolne biljke (Tabela 25). Dodatak limunske
kiseline pri vecoj primenjenoj dozi Cd (tretman L+Cd6) uticao je na sadrzaj ukupnih tiola u
zavisnosti od analiziranog klona i starosti listova (Tabela 25). U mladim listovima S. viminalis
I S. matsudana nisu utvrdene signifikantne razlike u sadrzaju ukupnih tiola izmedu
kombinovanog tretmana L+Cd6 i tretmana Cd6, dok je kod S. alba utvrdeno signifikantno
smanjenje od 72.5% na tretmanu L+Cd6. Suprotno tome, u starim listovima S. viminalis i S.
alba je utvrdeno znacajno povecanje UT na tretmanu L+Cd6, $to nije bilo zabelezeno kod S.
matsudana (Tabela 25). Takode, u starim listovima svih analiziranih klonova je utvrdeno
signifikantno povecanje sadrzaja NPT U poredenju sa istim tretmanom bez limunske kiseline
(tretman Cd6) (Tabela 25). Kada je u pitanju sadrzaj proteinskih tiola (PT), njihova najveca
koncentracija u mladim listovima je registrovana kod S. alba na tretmanu Cdé6 (3.1 pumol/g
sveze mase), dok je u starim listovima najveca vrednost ovog parametra zabelezena na
tretmanu L+Cd6 kod S. viminalis (3.2 umol/g sveZe mase). Utvrdene vrednosti su se znac¢ajno
razlikovale u odnosu na sadrzaj PT kod kontrolnih biljka (Tabela 25). Takode, signifikantno
povecanje sadrzaja PT je utvrdeno u starim listovima S. alba na tretmanu L+Cd6 (Tabela 25),
dok kod ostalih analiziranih klonova i primenjenih tretmana nisu utvrdene znacajne promene,

u poredenju sa kontrolnim biljkama.
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Tabela 25. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj tiola u analiziranim klonovima vrba (Salix spp.)

mladi listovi stari listovi
sadrzaj ukupnih tiola (umol/g sveze mase)
tretman/klon  S. viminalis S. matsudana  S. alba S.viminalis ~ S. matsudana S. alba
kontrola 1.040.2cd 1.0+0.2d 1.1+0.1d 1.4+0.4de 1.4+0.2de 1.0£0.1e
Cd3 1.3+0.1d 1.8+0.8bcd 2.3£0.9b 1.2+0.2e 2.3%1.2bcd 1.0£0.1e
Cdé 1.740.5bcd 1.2+0.1d 4.0+0.8a 1.4+0.3de 1.5£0.1cde 1.1+0.1e
L 0.940.1d 0.9+0.1d 1.2+0.1d 1.1+0.2e 1.6£0.1cde 0.8+0.1e
L+Cd3 0.9£0.1d 1.3+0.7cd 1.2+0.1d 2.6+0.7b 2.3+0.8bcd 0.940.1e
L+Cd6 2.2+0.8bc 1.2+0.4d 1.1+0.1d 4.1+0.6a 1.3+0.4de 2.4+0.8bc
sadrzaj neproteinskih tiola (umol/g sveZe mase)
Kontrola 0.940.1a 0.5+0.1f 0.8+0.1ab 0.7+0.1fgh  0.6£0.1hij 0.9+0.1ab
Cd3 0.8+0.1abc 0.8+0.2ab 0.6+0.1def  0.6+£0.1ghi  0.5+0.1j 0.8+0.1bc
Cd6 0.840.1ab 0.3+0.1g 0.840.2ab 0.5%0.1ij 0.540.1jk 0.7£0.1efg
L 0.6+0.1ef 0.6+0.1ef 0.940.1a 0.7+0.1fgh  0.4+0.1k 0.6+0.1hij
L+Cd3 0.8+0.1ab 0.3+0.1g 0.940.1a 0.7+0.1def  0.7+0.1def 0.8+0.1cde
L+Cd6 1.0+0.1a 0.7+0.1cde 0.940.1a 0.8+0.1cd 0.8+0.1c-f 1.0+0.1a
sadrzaj proteinskih tiola (umol/g sveZe mase)
Kontrola 0.4£0.2cd 0.5+0.2cd 0.4£0.1cd 0.7£0.5d-h  0.8+0.1c-h 0.1£0.1gh
Cd3 0.2+0.1d 1.1+0.8bcd 1.7+0.8b 0.5+0.2e-h  1.8+1.1bc 0.1+0.1gh
Cd6 0.8+0.4bcd 0.8+0.2bcd 3.1+0.9a 0.9+0.3c-h  1.1+0.1b-g 0.1+0.1gh
L 0.3%0.1cd 0.3%0.1cd 0.2+0.1d 1.9+0.6b-f 1.240.1b-f 0.3+0.1fgh
L+Cd3 0.19+0.1d 0.95+0.69bcd  0.23+0.06d  0.3+0.1fgh  1.5+0.8b-e 0.1+0.1h
L+Cd6 1.24+0.7bc 0.51+0.2cd 0.14+0.09d  3.2+0.6a 0.620.4e-h 1.4+0.8bcd

Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednostitstandardna devijacija. Razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih parametara vrSene su
Fisher-ovim post-hoc testom za nivo znacajnosti p<0.05 i oznacene su slovnim oznakama. Vrednosti oZznacene istim slovom u okviru jednog
analiziranog parametra se statisticki ne razlikuju za postmatrani nivo znacajnosti, dok vrednosti koje su oznacene boldovanim slovima ukazuju
na signifikantne razlike u odnosu na pripadajucu kontrolu (kontrola, odnosno tretman L).

4.3.9. Sadriaj aminokiseline cisteina

Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj aminokiseline cisteina u mladim i starim
listovima je prikazan na Slikama 34 i 35. Pod uticajem tretmana Cd3 i Cd6 u mladim listovima
S. viminalis i S. matsudana nisu utvrdene signifikantne promene u akumulaciji cisteina u
odnosu na kontrolu (Slika 34), dok je kod vrste S. alba utvrdeno linearno povecanje
akumulacije cisteina sa povecanjem sadrzaja Cd u biljnom tkivu. Najvec¢a akumulacija cisteina
je zabelezena u mladim listovima S. alba (15 pmol/ml) na tretmanu L+Cd6, a zabeleZena
vrednost je bila statisti¢ki znacajno veca vrednost u odnosu na pripadajucu kontrolu (tretman
L) (Slika 34). Kada je u pitanju koncentracija cisteina u starim listovima, najve¢a akumulacija
ove aminokiseline je utvrdena kod istog klona (vrsta S. alba) na tretmanu Cd6, a zabelezena
vrednost je bila za ¢ak 50% veca u odnosu na kontrolu. Takode, na tretmanu Cd6 su utvrdene
statisticki znacajne razlike u sadrZaju cisteina izmedu klonova i kretale su se u opadaju¢em
smeru S. alba > S. viminalis > S. matsudana. Nasuprot tome, na tretmanu L+Cd6 razlike u

sadrzaju cisteina izmedu klonova nisu utvrdene.

89



koncentracija cisteina
[umol /ml]
=
o

kontrola Cd3 Cdé6 L L+Cd3 L+Cd6

B S.viminalis S.matsudana M S.alba

Slika 34. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj cisteina u mladim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).
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Slika 35. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj cisteina u starim listovima analiziranih
klonova vrba (Salix spp.).

4.3.10. Sadrzaj vodonik peroksida

Sadrzaj vodonik peroksida (H202) je pokazao linearnu zavisnost od primenjene doze
Cd, tako da je sa porastom sadrzaja Cd sa MDK na 2*MDK vrednost u zemlji$tu, zapazen trend
povecéanja koncentracije vodonik peroksida u listovima, bez obzira na njihovu starost (Slike 36
i 37). lzuzetak je vrsta S. matsudana gde se produkcija H2O2 u mladim listovima nije statisticki
znacajno razlikovala na tretmanu Cd6, u odnosu na tretman Cd3 (koncentracija H2O2 u mladim
listovima je bila 1.28 pmol/g na tretmanu Cd3, odnosno 1.32 pmol/g na tretmanu Cd6). Najveci
sadrzaj H202 u mladim listovima je registrovan na tretmanu Cd6 kod vrste S. viminalis, gde je
zabeleZena koncentracija vodonik peroksida bila 2.6 puta ve¢a u odnosu na kontrolu. U starim
listovima najveci sadrzaj H20: je zabelezen na tretmanu L+Cd6 kod vrste S. matsudana, 1.63

umol/g sveze mase, a utvrdena vrednost je bila 6 puta veca u odnosu na kontrolni tretman.
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Dodatak limunske kiseline pri ve¢oj dozi Cd (tretman L+Cd6) doveo je do statisticki znacajnog
smanjenja sadrzaja H.O> u odnosu na tretman Cd6, bez obzira na starost listova. U mladim
listovima na tretmanu L+Cd6 je utvrden procenat smanjenja za 46.53% kod S. viminalis,
67.43% kod S. matsudana i 23.77% kod S. alba (Slika 36). Pored toga, signifikantan pad u
koncentraciji vodonik peroksida je utvrden u starim listovima S. viminalis, gde je zabelezeno
smanjenje za 64.48%, kao i kod S. matsudana za 41.11%, dok kod S. alba nije utvrdena
signifikantna razlika izmedu akumulacije vodonik peroksida izmedu Cd6 i L+Cd6 tretmana
(Slika 37).
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Slika 36. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj vodonik peroksida (H202) u mladim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).
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Slika 37. Uticaj primenjenih tretmana na sadrzaj vodonik peroksida (H202) u starim
listovima analiziranih klonova vrba (Salix spp.).

4.4. Korelacije

Korelacije izmedu analiziranih parametara (razli¢itth morfoloskih 1 fiziolosko-
biohemijskih karaktera) i akumulacije Cd u mladim listovima kod svakog analiziranog klona

su prikazane u vidu matrica korelacije i date su u prilogu (tabele P1, P2 i P3). Na osnovu
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Pearson-ovog koeficijenta korelacije utvrdena je medusobna zavisnost izmedu razli¢itih
karaktera, koja je bila specifi¢na za svaki analizirani klon. Na Slikama 39-40 u vidu linijskog
plota je prikazana zavisnost analiziranih parametara i akumulacije Cd u mladim listovima.
Vrednosti koje su oznac¢ene crvenom bojom ukazuju na statisti¢ki znacajnu korelaciju za nivo
znaCajnosti p<0.05. Rezultati Pearson-ovog koeficijanat korelacije su pokazali da kod
analiziranih klonova S. viminalis i S. matsudana postoji jaka pozitivna korelacija izmedu
primenjenih tretmana i akumulacije Cd, $to nije utvrdeno kod S. alba. Akumulacija Cd u
mladim listovima je pokazala signifikantnu pozitivnu korelaciju sa antioksidativnim enzimima
odbrane (APX, GST, GPOD). Na osnovu vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije je
utvrdeno da je sadrzaj Cd u mladim listovima S. viminalis visoko pozitivno korelisan sa
produkcijom H20., sadrzajem MDA, ukupnih i proteinskih tiola, kao i sadrzajem proteina.
Takode, visoka negativna korelacija je utvrdena izmedu akumulacije Cd i biomase 1 povrsine
listova, kao 1 parametra razmene gasova i sadrzaja fotosintetickih pigmenata (Slika 38). Kod
analiziranog klona vrste S. matsudana utvrdena je jaka negativna korelacija izmedu sadrzaja
Cd i povrsine listova, intenziteta fotosinteze i transpiracije, kao i sadrzaja ukupnih hlorofila i
karotenoida (Slika 39). Nasuprot tome, kod analiziranog klona S. alba sadrzaj Cd u mladim
listovima je pokazao znacajnu korelaciju jedino sa sadrzajem neproteinskih tiola, dok ostali

analizirani parametri nisu direktno korelisani sa koncentracijom Cd u mladim listovima.

Line plot accumulation in S.viminalis
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Slika 38. Korelacije izmedu analiziranih morfoloskih i fiziolosko-biohemijskih parametara, i
akumulacije Cd u mladim listovima S. viminalis.
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Line plot accumulation in S.matsudana

GPOD
fetgnan proteiQiAg,X%ST
H,0,
MBAr pr %
o ©
el
o
oy
S "
Lé [masa Jistova prglin
2 hlorgfil a NPT
gs cisfein
WUE
r ; .é 5 hlorgfil b
povrsind listova \arotenoid
ukupni hlorgfili3"*¢"'¢!
tretman E hlorofil b proteini MDA HZO2
powsina listova gs karotenoidi GST PT

Slika 39. Korelacije izmedu analiziranih morfoloskih i fiziolosko-biohemijskih parametara, i
akumulacije Cd u mladim listovima S. matsudana.
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Slika 40. Korelacije izmedu analiziranih morfoloskih i fiziolosko-biohemijskih, i
akumulacije Cd u mladim listovima S. alba.

4.5. Analiza glavnih komponenti (PCA)

Varijjabilnost izmedu primenjenih tretmana, prisustva limunske kiseline, kao 1 izmedu
analiziranih klonova je utvrdena pomocu analize glavnih komponenti (PCA analiza) i
predstavljena je na Slikama 41-43 u vidu bi-plotova. Analizirani bi-plotovi su zasnovani na
matricama korelacije, te se na osnovu dobijenih podataka moZze utvrditi doprinos pojedinia¢nih
karaktera u ukupnoj varijabilnosti. Na osnovu dobijenih bi-plotova je utvrdeno da je doprinos
prve glavne komponente iznosio 31.4% u ukupnoj varijabilnosti analiziranih karaktera. U prvoj
dimenziji najve¢i dopinos imaju biohemijski parametri poput ukupnih tiola, askorbat-

peroksidaze i glutation-s-transferaze (Slika 41). Pored toga, druga glavna komponenta
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pokazuje doprinos u iznosu od 13.3% u kumulativnoj varijabilnosti, gde najveci znacaj imaju
masa listova, transpiracija, kao i aktivnost gvajakol-peroksidaze. Kada je u pitanju razdvajanje
na osnovu primenjenih tretmana, na Slici 41 jasno se uocava razdvajanje izmedu kontrolnog i
tretmana Cd6, dok se tretman Cd3 preklapa sa pomenutim tretmanima. Na Slici 42 je prikazana
raspodela analiziranih karaktera u zavisnosti od primenjenih tretmana (nehelatiran Cd i
kombinovani tretman sa limunskom kiselinom). Na osnovu raspodele analiziranih karaktera u
prve dve komponente uocava se preklapanje analiziranih karaktera, $to ukazuje na sli¢an
odgovor biljaka bez obzira na prisustvo, odnosno odsustvo LK. Raspodela analiziranih vrsta u
prostoru prve dve ose pokazuje preklapanje u vecini analiziranih parametara (Slika 43).
Medutim, poredenjem vrsta uocava se da S. viminalis pokazuje najmanji stepen variranja u
poredenju sa ostale dve analizirane vrste, dok je najveéi stepen varijabilnosti utvrden kod S.

alba.

PCA Biplot Treatments

o

cos2

- 0.2
—= 04
—= 0.6

2

0.0 Treatment

CA
[&]carcas
CA+Cd6

Cd3
Cdé
Comrol

Dim2 (13.3%)

i
o

i
[a)]
i

1]
Dim1 (31.4%)

Slika 41. Bi-plot radvajanja morfoloskih i fiziolo§ko-biohemijskih parametara analiziranih
klonova vrba (Salix spp.) na osnovu primenjenih tretmana.
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Slika 42. Bi-plot radvajanja morfoloskih i fizioloSko-biohemijskih parametara analiziranih
klonova vrba (Salix spp.) poredenjem tretmana bez (-) i tretmana sa limunskom kiselinom
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Slika 43. Bi-plot razdvajanja klonova vrba (Salix spp.) na osnovu analiziranih morfo-
fizioloskih i biohemijskih parametara.
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5. Diskusija

5.1. Kadmijum u zemljistu

Tokom poslednjih decenija svest o kvalitetu zemljiSta i prisustvu potencijalnih
zagadivaca se znatno povecala Sirom sveta, pa i u Srbiji, te se sve veéi broj istrazivaca bavi
ovim problemom (Alagi¢ i sar., 2013; Mihailovi¢ i sar., 2015). Zvani¢ni izveStaji Agencije za
zastitu zivotne sredine navode da je u Srbiji identifikovan veliki broj lokaliteta, uglavnom u
okolini deponija, fabrika i hemijskih postrojenja, pa i u urbanim sredinama, koji se odlikuju
prekoracenjem dozvoljenih koncentracija teskih metala prema vazecem pravilniku (Vidojevi¢
i sar., 2013).

Prisustvo visokih koncentracija teskih metala u zemljistu pokazuje negativan efekat na
rizosfernu mikrofloru i moze dovesti do smanjenja njihove brojnost i aktivnosti (Ali i sar.,
2013), sto posledi¢no uti¢e na kvalitet i sastav zemljiSta. Za razliku od organskih polutanata,
teski metali u zemljiStu ne podlezu mikrobnoj, kao ni hemijskoj degradaciji, pa se u rizosferi
zadrzavaju veoma dugo (Wuana i Okieimen, 2011). Uticaj ovih opasnih polutanata na biljke
ne zavisi samo od ukupne koli¢ine metala u zemljistu, ve¢ 1 od hemijske forme u kojoj je
prisutan, kao i od karakteristika zemljista. Veliki broj edafskih faktora poput pH vrednosti,
prisustva organske materije, kapaciteta izmene katjona i dr. uti¢e na dinamiku usvajanja teskih
metala iz zemljista (Clemens, 2006; Chaney i sar., 2007; Welikala i sar., 2018). Limitirajuci
faktor u usvajanju teskih metala, a narocito kadmijuma, predstavlja visoka pH vrednost, §to se
naglasava u velikom broju studija (Prasad, 2003; Quartacci i sar., 2006; Antoniadis i sar.,
2017).

Rezultati ovog rada su pokazali da je dostupnost jona kadmijuma u zemljistu tipa
fluvisol (zemljiSte alkalnog tipa) u velikoj meri smanjena, ¢ime je moguénost dekontaminacije
zemljiSta, kao 1 mogucnost fitoekstrakcije teSkih metala u ovakvom zemljiStu veoma
ograni¢ena. Prema navodima Vidojevi¢ i saradnika (2013) zemljiste alkalne pH reakcije je
dominantan tip zemljista na podru¢ju Vojvodine. Takode, ovakav tip zemljista se odlikuje
visokim procentom karbonata (visoka pH vrednost), Sto dodatno smanjuje moguénost
uklanjanja teSkih metala (Kirkham, 2006). Prema navodima Meers i saradnika (2007)
sposobnost vrste S. viminalis da usvaja Cd i Zn u kiselom zemljistu (pH < 6) znatno je vec¢a u
odnosu na moguc¢nost uklanjanja ovih metala iz zemljiSta alkalnog tipa (pH > 6). Nedavna
studija Zhang i koautora (2017) ukazuje da dostupnost jona Cd znatno opada sa pove¢anjem

pH vrednosti zemljiSta iznad 5.
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U ovom radu je utvrdeno da primena treseta doprinosi delimi¢énom zakiseljavanju
zemljiSta, smanjenju sadrzaja karbonata, povecanju sadrzaja organske materije, Kao i
povecanju sadrzaja makroelemenata (azota, kalijuma i fosfora) u zemljistu, dok je dodatak
limunske kiseline doveo do blagog pada pH vrednosti zemljista. Istrazivanje Evangelou i
saradnika (2007) je pokazalo da aplikacija limunske kiseline u zemljiste koje se odlikuje
povecanim sadrzajem teskih metala ima moguénost da snizi pH vrednost za oko 0.5 do 1
jedinice pH vrednosti. Tokom poslednjih decenija sproveden je veliki broj istrazivanja koja
naglasavaju pozitivan efekat primene limunske kiseline u remedijaciji zagadenog zemljista (Li
i sar., 2014; Arsenov i sar., 2017; Zhang i sar., 2017). Takode, dodatak treseta koji se odlikuje
niskom pH vredno$¢u (pH vrednost je oko 3.5) moze uticati na biodostupnost katjona metala i
doprineti njihovom uklanjanju iz zemljista (Trevisan i sar., 2010). Stanislawska-Glubiak i
saradnici (2012) su zabelezili povecano usvajanje Cd i Pb usled dodavanja treseta u peskovito
zemljiste, u odnosu na isti tretman bez treseta. Autori naglaSavaju da primena treseta utie na
sorpciju jona ovih metala u peskovitom zemljistu, ¢ime se povecava njihovo usvajanje od
strane Celija korena. Sli¢no tome zabelezili su i Welikala i saradnici (2018), koji su analizirali
uticaj razli¢itih suplemenata na biodostupnost i mobilnost jona metala u zemljistu, pri cemu su
utvrdili da dodatak treseta moZze pozitivno uticati na navedene parametre. Pored toga, primena
treseta u zagadenom zemljiStu predstavlja dodatni izvor organske materije, kao 1 neophodnih
makronutrijenata ¢ime se pobolj$ava kvalitet zemljista, a time i uspes$niji rast i razvoj biljaka
(Stanislawska-Glubiak i sar., 2012; Salam i sar., 2016).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je u kontrolnom zemlji§tu koncentracija Cd
iznosila oko 1 mg/kg zemljista. Prisustvo kadmijuma u kontrolnom zemlji§tu se moZe objasniti
¢injenicom da je ovaj metal prirodno prisutan u litosferi, te se raspadom mati¢ne stene teski
metali mogu nakupljati i u rastresitom sloju zemljista (Kabata-Pendias i Pendias, 2000).
Navedeni autori naglasavaju da koncentracija Cd koja je prirodno prisutna u rizosferi zavisi od
tipa zemljiSta 1 u proseku se kre¢e od 0.6 do 1.1 mg/kg zemljiSta. Sli¢no navode Irfan i saradnici
(2013), koji isticu da se prisustvo Cd u koncentraciji od 0-1 mg/kg smatra nezagadenim
zemljiStem, koncentracija Cd od 1-3mg/kg ukazuju na blago zagadenje, dok prisustvo Cd u
zemljistu preko 3 mg/kg ukazuje na visok stepen zagadenje zemljista. U nedavnoj studiji,
Mihailovi¢ i saradnici (2015) su pokazali da u urbanom zemljistu u regionu grada Novog Sada
koncentracija teskih metala poput As, Ni i Pb prevazilazi maksimalno dozvoljene vrednosti,
prema vazec¢im legislativama, §to namece potrebu za odabirom vrsta koje bi se mogle koristiti
u remedijaciji zagadenog zemljista.
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5.2. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na akumulaciju i distribuciju kadmijuma u

biljnom tkivu

Upotreba brzorastucih drvenastih formi, posebno vrsta iz familije Salicaceae nasla je
Siroku primenu u dekontaminaciji zemljiSta zagadenog teSkim metalima (Landberg i Greger,
1999; Robinson i sar., 2000; Meers i sar., 2007; Pajevi¢ i sar., 2016). Prema navodima Pulford
i saradnika (2002) od 20 analiziranih vrsta iz roda Salix, 11 vrsta je pokazalo visoku efikasnost
u uklanjanju metala poput Cd, Ni, Cu i Zn 1z zemljiSta, uz istovremenu visoku produkciju
biomase, ¢ime se naglaSava uspesnost ovih vrsta u akumulaciji i otpornosti prema toksi¢nom
dejstvu razlitih metala. Takode, Zhivotovsky i saradnici (2011) naglasavaju da razlicite vrste u
okviru roda Salix pokazuju visoku uspesnost u dekontaminaciji zemljista zagadenog olovom,
kao i visok stepen translokacije ovog metala u nadzemne organe. Imajuéi u vidu da razlicite
vrste, kao i klonovi vrba pokazuju visoku varijabilnost u kapacitetu usvajanja i akumulacije
teskih metala, na osnovu brojnih literaturnih navoda utvrdeno je da uklanjanje metala iz zivotne
sredine direktno zavisi od odabira vrste i klona vrba (Kuzovkina i sar., 2004; Dos Santos
Utmazian i sar., 2007; Yang i sar., 2015a). Mleczek i saradnici (2017) su utvrdili znacajne
razlike u pogledu efikasnosti usvajanja i akumulacije teskih metala kod razli¢itih klonova vrste
S.viminalis. Utvrdene razlike izmedu najviseg i najnizeg sadrzaja metala bile su 84% za sadrzaj
Cd; 90% Cu; 167% Hg; 190% Pb i 36% Zn. Medu vrbama, vrsta Salix viminalis se isti¢e kao
izuzetno pogodna za proces fitoekstrakcije 1 pokazuje moguénost akumulacije Cd koja
odgovara vrednostima hiperakumulatorskih vrsta (Hammer i sar., 2003). Pored toga, Greger i
Landberg (1999) su utvrdili da se ova vrsta odlikuje visokim procentom translokacije Cd od
korena ka nadzemnim delovima, pri ¢emu procenat translokacije kod pojedinih klonova moze
iznositi ¢ak 72% ukupno usvojenog kadmijuma. Pored toga, veliki broj studija je pokazao da
se vrbe odlikuju efikasnijom translokacijom Cd iz korena u nadzemne organe, u odnosu na
topole, a samim tim pokazuju visoku uspesnost u fitoekstrakciji (Dos Santos Utmazian i sar.,
2007; Zacchini i sar., 2009; Pietrini i sar., 2010). Nasuprot tome, pojedini literaturni izvori
navode da se kod vrba velika koli¢ina usvojenih metala, posebno Cd, zadrzava na nivou korena,
dok je translokacija u nadzemne organe smanjena, pa se vrste ovog roda mogu Koristiti za
fitostabilizaciju zagadenih zemljista (Meers i sar., 2003; Rosseli i sar., 2003). Ova ¢injenica
Cesto predstavlja limitirajuci faktor za upotrebu drvenastih vrsta u procesu fitoekstrakcije, $to
namece potrebu za skriningom vrsta i klonova koji se karakteriSu sposobnos$¢u visoke

translokacije u nadzemne organe.
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Rezultati prvog eksperimenta ovog istrazivanja su pokazali da je medu analiziranim
klonovima vrba najveéi sadrzaj usvojenog Cd zabeleZen u mladim listovima S. viminalis i S
matsudana na tretmanu Cdé6. U listovima, Cd predstavlja veoma toksican element jer pokazuje
snazno negativno dejstvo na veliki broj fizioloskih procesa i dovodi do oSte¢enja membrane
tilakoida, ometa fotosintezu, uti¢e na aktivnost enzima (El-Shintinawy, 1999; Pietrini i sar.,
2003). Rezultati ove studije su pokazali da akumulacija Cd zavisi i od starosti listova, tako je
veéi procenat Cd utvrden u mladim u odnosu na starije listove. Slicno navode Salt i saradnici
(1995), koji su zabelezili najveci procenat ukupno usvojenog Cd u najmladim listovima, $to je
utvrdeno kod hiperakumulatorske vrste Brassica juncea. Ovakva distribucija Cd u listovima
moze se objasniti veéim intenzitetom transpiracije mladih listova, u odnosu na stare, jer
intenzitet odavanja vode ovim putem opada sa staro$cu listova (Cosio i sar., 2006). Nasuprot
ovim rezultatima, u drugom eksperimentu najveca koli¢ina usvojenog Cd je registrovana u
korenu S. viminalis i S. alba na kombinovanom tretmanu limunske kiseline i ve¢e doze Cd
(tretman L+Cd6). Generalno, sadrzaj Cd u korenu bio je znatno veéi tokom drugog
eksperimenta, u poredenju sa rezultatima dobijenim tokom prvog eksperimenta. Ovakvi
rezultati se mogu objasniti primenom ameliorativnih mera u vidu dodatka treseta i sukcesivne
aplikacije limunske kiseline koje su doprinele povecanom usvajanju, ali 1 zadrZzavanju Cd na
nivou korena. Aplikacija limunske Kkiseline dovodi do obrazovanja organo-metalnog
kompleksa ¢ime se povecava procenat biodostupne forme Cd u zemljiSnom rastvoru, kao 1
njegovo usvajanje od strane korena (Kim i Lee, 2010). Sa druge strane, zadrzavanje kadmijuma
na nivou korena dovodi se u vezu sa apoplastnim vezivanjem Cd za zidove ¢elija korenskih
dlaka, ¢ime je smanjena translokacija metala u nadzemne organe (Adeniji i sar., 2010).

Rezultati ove studije su pokazali da je varijabilnost u usvajanju Cd zavisna od genotipa,
primenjene doze kadmijuma, kao i karakteristika zemljiSta na kome su biljke gajene. U prvom
eksperimentu dodatak limunske kiseline nije znacajno uticao na povecanje akumulacije Cd u
biljkama, dok je helatiranje kadmijuma limunskom kiselinom tokom drugog eksperimenta
znacajno doprinelo poveéanju akumulacije Cd u biljnom tkivu. Iako postoji veliki broj studija
koje ukazuju na pozitivan uticaj limunske kiseline u procesu asistirane fitoekstrakcije (Najeeb
i sar., 2011; Ehsan i sar., 2014; Afhsan i sar., 2015), u literaturi postoje i istrazivanja koja daju
opre¢ne rezultate. Prema navodima Shamshad i saradnika (2018) dodatak limunske kiseline
nije uticao na povecanje akumulacije Cd kod graska, dok je kod vrste Brassica juncea utvrdena
slaba efikasnost ovog helatora na usvajanje Cd, Cr, Cu, Pb i Zn (Quartacci i sar., 2006). Takode,
Hassan i koautori (2016) navode da aplikacija limunske kiseline nije doprinela pove¢anom
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usvajanju Cd kod vrste Corchorus olitorius, dok je usvajanje Cd uz primenu limunske kiseline
bilo zna¢ajno vece kod vrste Poa pratensis u odnosu na isti tretman bez ovog helatora (Wang
I sar., 2017). Jedan od mogucih razloga za uspesnu primenu limunske kiseline kao helatora je
njena uloga u aktivaciji ATPaza na plazma membrani ¢elija korena, koje uti¢u na povecanje
mobilnosti jona Cd kroz apoplast i simplast (Najeeb i sar., 2011). Pored toga, organske kiseline
u rizosferi deluju tako $to pospeSuju usvajanje metala i ve¢ na nivou korena heliraju slobodne
metalne jone u citosolu, ¢ime povecavaju stopu difuzije ovih kompleksa u vakuolu i sprecavaju
negativan uticaj metala na metabolizam ¢elije (Chen i sar., 2006; Irtelli i Navari-1zzo, 2006).
Mogu¢énost nakupljanja odredenog metala u razli¢itim biljnim tkivima moze se izraziti
pomocu biokoncentracijskog faktora, koji pokazuje sposobnost biljke da akumulira dati metal
u odredenom tkivu. Najcesc¢e korisc¢eni faktori su biokoncentracijski faktor korena (BKF
korena) i nadzemnog dela biljke (BKF nadzemnog dela), koji pokazuju da li se usvojeni metal
zadrzava na nivou korena ili se translocira u nadzemne organe (Mattina i sar., 2003). Usvajanje
metala i njihova distribucija u biljnim organima zavisi od mnogobrojnih faktora, izbora biljne
vrste, kolic¢ine metala u podlozi, kao i od fizicko-hemijskih karakteristika zemljista
(Nascimento i sar., 2006). Rezultati ove studije su pokazali da sa povecanjem sadrzaja Cd u
zemljiStu dolazi do povecanja BKF korena, a isti trend je utvrden i na kobinovanim tretmanima
sa limunskom kiselinom (sa izuzetkom kod S. viminalis u prvom eksperimentu). Tokom prvog
eksperimenta, najveéa vrednost BKF korena je zebeleZena na tretmanu L+Cd6 kod S. viminalis
(2.63), dok je tokom drugog eksperimenta registrovana na istom tretmanu, ali kod S. alba
(3.63). Sli¢no rezultatima dobijenim u ovom radu, Melo i saradnici (2008) su zabelezili nizu
akumulaciju metala u uslovima pojedina¢ne primene helata u odnosu na sukcesivnu aplikaciju
limunske kiseline. Autori su utvrdili da se akumulacija Cd u biljkama ljubicastog pasulja
(Stizolobium aterrimum), povecala za 32% na tretmanima gde je limunska kiselina dodata 3
puta, u odnosu na pojedinacan tretman ovom kiselinom. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da sukcesivna aplikacija ublazava negativan efekat degradacije limunske kiseline
u zemljistu, ¢ime se dodatno povecava njena efikasnost u procesu fitoremedijacije. Poredenjem
vrednosti biokoncentracijskog faktora korena i nadzemnih organa, u ovom radu je utvrdeno
povecanje sadrzaja Cd u nadzemnim organima svih analiziranih klonova, u odnosu na BKF
korena. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem Kacéalkova i saradnika (2015), gde
su autori zabelezili vrednosti BKF korena u opsegu od 0.35 do 3.8, odnosno BKF listova od
3.97 do 15.4 kod vrsta Salix rubens i Salix x smithiana koje su gajene u prisustvu niske
koncentracije Cd od 1.5 mg/kg zemljista. Sli¢no tome, Tézsér i saradnici (2018) naglasavaju
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visoku vrednost BKF u listovima S. viminalis kod biljaka gajenih u zemlji$tu koje je umereno
zagadeno kadmijumom. Nasuprot tome, niska stopa translokacije 1 zadrzavanje Cd na nivou
korena registrovani su kod biljaka S. alba koje su gajene tokom 112 dana u zemljistu koje je
sadrzavalo 2.9 mg/kg Cd (Bedel i sar., 2009). Navedeni autori su zabelezili vrednost BKF
korena od 3.38, dok je u listovima vrednost BKF iznosila 0.42. Razliciti literaturni navodi
pokazuju da distribucija Cd u biljnom tkivu direktno zavisi od analizirane vrste, odnosno klona
vrba (Cocozzai sar., 2011; Yang i sar., 2015a).

Raspodela Cd u biljnom tkivu predstavlja indirektan pokazatelj aktivacije mehanizama
odbrane na povecan sadrzaj metala u biljkama. Smanjena mobilnost Cd u nadzemne organe i
njegovo zadrzavanje na nivou korena, omogucava da se Stite fotosinteticki organi, ¢ime se
postize oc¢uvanje visoke produkcije nadzemne biomase biljaka (Han i sar., 2013). Sa druge
strane, visoka mobilnost teskih metala i njihovo premestanje u nadzemne organe (izdanci i
listovi) ima klju¢nu ulogu u odabiru vrsta za proces fitoekstrakcije (Pulford i Watson, 2003;
Tozsér i sar., 2018). Uzevsi u obzir ¢injenicu da apscisija listova moze dovesti do vracanja
metala u zemljiste, nakupljanje metala u izdancima i granama predstavlja jedan od selektivnih
kriterijuma pri izboru vrste za proces fitoekstrakcije (Antoniadis i sar., 2017). Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je distribucija Cd u razliitim biljnim organima zavisila od odabira
klona, kao i od primenjenog tretmana. Na osnovu distrubicije Cd u biljnom tkivu, utvrdeno je
da je najmanji sadrzaj ovog metala akumuliran u izdancima. Nasuprot dobijenim rezultatima,
Kacélkova i saradnici (2015) su zabelezili da se sadrzaj Cd u razli¢itim vrstama iz roda Salix
kretao u opadaju¢em nizu list > izdanak > koren. Autori su utvrdili da se 82—97% od ukupno
usvojenog Cd translociralo u nadzemne biljne organe.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je primena kombinovanih tretmana na
mobilnost Cd zavisila od primenjene doze kadmijuma i analiziranog klona. Najveci stepen
povecanja translokacijskog faktora usled primene kombinovanog tretmana (Cd+LK) utvrden
je kod S. viminalis. Sli¢no tome, u istrazivanju Mnasri i saradnika (2015) primena limunske
kiseline je dovela do povecanja sadrzaja Cd i Ni u nadzemnom delu biljaka, $to je zabelezeno
kod halofitne vrste Sesuvium portulacastrum. Zajedno sa povecanjem sadrzaja metala u
nadzemnom delu, utvrdeno je i poveéanje koncentracije citrata, odnosno njegovo smanjenje u
korenu. Ove rezultate autori objasnjavaju ulogom limunske kiseline u transportu metala Cd i
Ni od korena ka nadzemnim delovima, te povecanje koncentracije ove karboksilne kiseline u
ksilemskom soku doprinosi premestanju ovih metala u nadzemne delove biljaka. Suprotno
tome, u drugom eksperimentu ovog istrazivanja utvrdeno je da aplikacija limunske kiseline
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nije dovela do povecanja translokacije Cd iz korena u nadzemne organe kod vrste S.
matsudana. Ovako dobijeni rezultati su bili pozitivno korelisani sa povecanjem
biokoncentracijskog faktora u korenu ove vrste na kombinovanom tretmanu, u odnosu na
tretman nehelatiranim Cd. Visoka akumulacija Cd i njegovo zadrzavanje na nivou korena moze
se objasniti visokim stepenom vakuolarne sekvestracije u ¢elijama korena, ¢ime je spreceno

njegovo dalje premestanje u nadzemne organe biljaka (Antoniadis i sar., 2017).

5.3. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na produkciju biomase i tolerantnost
analiziranih klonova vrba

Visoka produkcija nadzemne biomase vrba, kao i njihova visoka tolerantnost na
povisen sadrzaj metala u zemljiStu, predstavlja osnovu efikasnosti ovih vrsta u procesu
remedijacije zemljiSta (Magdiziak i sar., 2017). S obzirom da se vrbe odlikuju intenzivnim
rastom, posebno tokom prve 2-3 godine gajenja, tokom ovog vremenskog perioda uspostavlja
se realan potencijal vrsta, odnosno klonova, za proces fitoekstrakcije (Zhivotovsky i sar.,
2011). U poredenju sa hiperakumulatorskim vrstama, vrbe se odlikuju ne$to nizim stepenom
akumulacije, ali velikom produkcijom biomase (Greger i Landberg, 2015; Salam i sar., 2016).
Na osnovu rezultata dosadas$njih istrazivanja, vrste iz roda Salix se generalno smatraju
rezistentnim na prisustvo niskih koncentracija Cd u biljnom tkivu (Landberg i Greger, 2002b;
Dos Santos Utmazian i sar., 2007). Medutim, u literaturi se navodi da postoji direktna negativna
korelacija izmedu produkcije biomase i akumulacije Cd u biljkama (Marmirolli i sar., 2011).
Toksi¢ne koncentracije ovog metala u biljnom tkivu vrba pokazuju inhibitorno dejstvo na
produkciju biomase, dovode do smanjenja duZine izdanka i korena, kao i smanjenja povrSine
listova (Robinson i sar., 2000; Zacchini i sar., 2009; Lukovi¢ i sar., 2012; Nikoli¢ i sar., 2015;
Salam i sar., 2016). Usporen rast biljaka je u vezi sa uticajem Cd na metabolizam biljaka.
Naime, kadmijum dovodi do smanjenog usvajanja neophodnih makroelemenata, uti¢e na
aktivnost antioksidativnih enzima, uzrokuje redukciju sinteze hlorofila, $to posledi¢no dovodi
do smanjenja rasta i produkcije biomase biljaka (Han i sar., 2013).

Rezultati ove studije su pokazali varijabilnost posmatranih morfoloskih karaktera u
zavisnosti od odabranog klona, primenjene koncentracije kadmijuma, kao i od uslova gajenja
vrba, odnosno prisustva limunske kiseline. Primenjeni tretmani nisu doveli do pojave vidljih
simptoma toksi¢nosti, poput hloroze i nekroze, §to potvrduje rezistentnost odabranih klonova
na primenjene koncentracije Cd. Sa povecanjem koncentracije Cd u zemljistu utvrden je trend

smanjenja analiziranih  morfometrijskih parametara. Porede¢i rezultate dvogodis$njeg
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eksperimenta utvrdena je veca produkcija mase korena u uslovima dodatka treseta i sukcesivne
aplikacije limunske kiseline. Pored toga, u drugom eksperimentu nisu zabeleZene signifikantne
razlike u masi korena izmedu primenjenih tretmana i kontrole, dok je tokom prvog
eksperimenta zabeleZzeno znacajno smanjenje mase korena kod S. matsudana i S. alba pri obe
primenjene doze Cd. Ovi rezultati sugeriSu da je aplikacija treseta i sukcesivna primena
limunske kiseline doprinela efikasnijem rastu biljaka u zemljistu kontaminiranom Cd. Primena
treseta predstavlja dodatni izvor organske materije Sto stimuliSe produkciju biomase biljaka
izloZenih dejstvu kadmijuma. Sli¢ne rezultate su zabelezili Stanistawska-Glubiak i saradnici
(2012), koji su utvrdili poveéanje mase izdanka za 20% kod biljaka S. viminalis koje su gajene
na zemljiStu u koje je dodat treset, u poredenju sa biljakama gajenim u zemljiStu bez dodatka
treseta. Takode, autori su zabelezili signifikantno poveéanje mase izdanka biljaka koje su
gajene na tretmanu Cd+Pb+treset u odnosu na isti tretman bez treseta.

U novije vreme sve ve¢i broj istrazivanja ukazuje na stimulativnu ulogu limunske
kiseline na rast biljaka u prisustvu povisenih koncentracija razlic¢itih metala poput Cd, Pb, Cr i
dr. (Freitas i sar., 2013; Ehsan i sar., 2014; Afshan i sar., 2015). U skladu sa prethodnim
studijama, rezultati ovog istrazivanja su pokazali pozitivan uticaj primene limunske kiseline na
biomasu izdanka, mladih i starih listova. Jedan od moguc¢ih razloga za to je povecana
sekvestracija teskih metala u vakuoli, u uslovima prisustva limunske kiseline. Samim tim
negativno dejstvo prisustva jona teSkih metala u biljnom tkivu je ublazeno, Sto je direktno
povezano sa povecanjem biomase biljaka. Farid i saradnici (2017) navode da primena ove
organske kiseline kao helatora dovodi do znacajnog ublaZzavanja toksi¢nosti indukovane
visokom akumulacijom metala, §to doprinosi odrzavanju visoke produkcije biomase i u
uslovima povecanih koncentracija metala. Autori su utvrdili znaajno povecanje mase korena,
izdanka i listova na kombinovanim tretmanima Cr i limunske kiseline, u odnosu na tretmane
Cr bez dodatka ovog helatora. Dobijeni rezultati su pozitivno korelisani sa prethodnim
studijama (Evangelou i sar., 2007; Melo i sar., 2008) koje naglaSavaju pozitivau ulogu
limunske kiseline na bioprodukciju, kao i smanjenu fitotoksi¢nost ovog helatora u odnosu na
sintetske helatore koji se mogu koristiti u procesu asistirane fitohelacije. Sli¢no navode Gao i
saradnici (2010) koji su utvrdili povecanje biomase korena, izdanka i listova u prisustvu 50
mg/kg Cd uz dodatak limunske kiseline od 20 mM, sto je registrovano kod biljaka krompira.
Prisustvo limunske kiseline potencijalno uzrokuje biohemijsku transformaciju metala i prevodi

ih u manje toksi¢ne oblike (metal-helatni kompleks), ¢ime je omogucen nesmetan rasta biljaka
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i u uslovima umereno povecanih koncentracija metala u zemljistu/biljkama (Najeeb i sar.,
2011).

Pored svega navedenog, vazno je naglasiti ¢injenicu da primenjena doza ovog helatora
ima znacajnu ulogu na njegovo dejstvo na biljke. U literaturi se navodi da niske koncentracije
ovog helatora mogu imati stimulativno dejstvo na usvajanje metala iz zemljista, dok povecanje
doze ovog helatora moze uzrokovati pojavu fitotoksicnih efekata na biljkama, usled povecanog
usvajanja i akumulacije teskih metala u biljnom tkivu (Farid i sar., 2017). Rezultati dobijeni u
ovom istrazivanju su pokazali da sukcesivna aplikacija limunske kiseline nije znacajno uticala
na promenu analiziranih morfometrijskih parametara odabranih klonova vrba u poredenju sa
tretmanima bez limunske kiseline. Suprotno rezultatima prikazanim u ovom radu, Aderholt i
saradnici (2017) su utvrdili da primena limunske kiseline od 40 mM/kg zemljista moze dovesti
do pojave hloroti¢nih listova, kao i nekroze tkiva, §to je primeceno na biljkama Panicum
virgatum koje su bile izlozene dejstvu Cd i limunske kiseline. Slicno tome Evangelou i koautori
(2006) su utvrdili znacajnu redukciju biomase biljaka duvana gajenim na tretmanu limunske
kiseline od 125 mM/kg zemljista u kombinaciji sa povisSenim koncentracijama Pb i Cu u
zemljiStu. Autori navode da je primenjena doza limunske kiseline indukovala smanjenje pH
vrednosti zemljisSta na 4, Sto je doprinelo povecanom usvajanju jona teSkih metala, a Sto se
negativno odrazilo na rast biljaka i produkciju biomase.

Tolerantnost biljaka na povisene koncentracije teskih metala predstavlja neophodan
preduslov za o¢uvanje fizioloskih 1 metaboli¢kih procesa biljaka, kao i za njithovu upotrebu u
fitoremedijaciji (Pietrini i sar., 2003; Marmirolli i sar., 2011). Za ispitivanje tolerantnosti
biljaka prema teskim metalima koriste se parametri produkcije rasta biljaka: biomasa listova,
izdanka, masa 1 duzina korena, na osnovu kojih je moguce utvrditi adaptabilnost biljaka na
izmenjene uslove Zivotne sredine (Wilkins, 1978). Otpornost biljaka na poviSene koncentracije
teSkih metala najpre se ogleda u smanjenju Stetnih efekata na morfoloske osobine biljaka, pre
svega na nivou korena, kao §to su, duzina, zapremina i masa korena (Hakmaoui i sar., 2007).
Na nivou korena, tolerantnost biljaka se zasniva na selektivnosti ¢elijske membrane da propusta
jone metala 1 da omoguci njihov prolazak i dalji transport ksilemom. Rezultati ove studije su
pokazali da su obe primenjene doze Cd (tretmani Cd3 i Cd6) dovele do znacajne redukcije
mase i zapremine korena kod S. matsudana i S. alba, §to nije utvrdeno kod S. viminalis.
Dobijeni rezultati su pozitivno korelisani sa rezultatima istrazivanja Zacchini 1 saradnika
(2009), koji su utvrdili znacajnu redukciju duZine korena kod S. alba, koja je gajena metodom
vodenih kultura pri koncentraciji od 50 uM Cd.
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Rezultati ovog istrazivanja su pokazali negativan uticaj obe primenjene doze Cd na
povrsinu starih listova kod svih analiziranih klonova. Medutim, aplikacija limunske kiseline u
drugom eksperimentu je imala stimulativno dejstvo na rast biljaka, tako da i pri pove¢anim
koncentracijama Cd nije utvrdena znacajna promena u povrSini starih listova kod biljaka
gajenih na kombinovanim tretmanima (L+Cd3 i L+Cd6) u odnosu na tretman L. Sli¢no ovim
rezultatima, Kim i Lee (2010) navode da primena limunske kiseline od 10 mM/kg zemljista
nije dovela do smanjenja rasta biljaka Echinochloa crus-gali, uz istovremeno povecanje
akumulacije Cd, dok je primena sintetskih helatora u vidu EDTA uzrokovala signifikantnu
redukciju u rastu biljaka.

Do sada je potvrdeno da vrbe pokazuju visoku efikasnost u remedijaciji umereno
zagadenih zemljista (Rosseli i sar., 2003, Kuzovkina i sar., 2004; Jensen i sar., 2009; Kacalkova
i sar., 2015; Tézsér i sar., 2018). Medutim, odabir vrste u okviru roda Salix, izbor klona, pa ¢ak
i pol biljke mogu uticati na sposobnost biljaka da ekstrahuju metale iz zemljista (Magdiziak i
sar., 2017). Lux i saradnici (2004) navode da se vrste koje pokazuju indeks tolerancije (TT) >
60 mogu okarakterisati kao visoko tolerantne vrste. Rezultati ovog rada su pokazali da medu
analiziranim vrstama, postoji znacajna varijabilnost u tolerantnosti biljaka na stres
kadmijumom. Na osnovu vrednosti indeksa tolerancije utvrdeno je da S. matsudana pokazuje
najvecu tolerantnost na stres kadmijumom, dok je najmanja vrednost TI registrovana kod vrste
S. alba (Slike 20 i 29). Visoka tolerantnost razli¢itih klonova vrste S. matsudana na prisustvo
Cd u zemlji$tu je utvrdena u ve¢em broju istrazivanja (Dos Santos Utmazian i sar., 2007; Yang
i sar., 2015b). Na osnovu dobijenih vrednosti za indeks tolerancije proisti¢e da se vrste S.
matsudana i S. viminalis mogu definisati kao visoko tolerantne vrste, dok se indeks tolerancije
kod S. alba kretao u rasponu od 50 do 64, te se ova vrsta karakteriSe kao umereno do visoko
tolerantna vrsta. RazliCita tolerantnost biljaka na stres Cd moze se utvrditi kako izmedu
razli¢itih vrsta, tako i na nivou razli¢itih klonova (Mleczek i sar., 2017). Landberg i Greger
(2002a) su zabelezili signifikantne razlike u tolerantnosti razli¢itih klonova vrste S. viminalis
na prisustvo povecanih koncentracija kadmijuma, te je kod Cd senzitivnih klonova zabelezena
vrednost T1 od 15 do 25, dok se kod rezistentnih klonova tolerantnost kretala u rasponu od 71
do 82. Vassilev i saradnici (2005) su poredili tolerantnost razli¢itih klonova S. viminalis i S.
alba koje su gajili metodom vodenih kultura u prisustvu razlicitih koncentracija Cd, pri ¢emu
je utvrdena veca tolerantnost kod S. alba u poredenju sa analiziranim klonom vrste S. viminalis,

Sto je suprotno od rezultata koji su dobijeni u ovoj studiji.
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Dodatak limunske Kiseline pokazao je varijabilan uticaj na indeks tolerancije u
zavisnosti od analiziranog klona i primenjenog tretmana. Kod vrsta S. viminalis i S. alba
povecanje tolerantnosti biljaka je zabeleZzeno na tretmanu L+Cd6, dok je aplikacija limunske
kiseline pri tretmanu L+Cd3 uticala na povecanje tolerantnosti kod vrste S. matsudana, sto je i
potvrdeno tokom drugog eksperimenta. U literaturi se navodi da organske kiseline mogu uticati
na povecanje tolerantnosti biljaka na prisustvo Cd helatiranjem ovog metala, odnosno
obrazovanjem organo-metalnih kompleksa, preko kojih se vrsi premestanje metalnih jona iz
citosola u vakuolu, a time se umanjuje negativan uticaj ovih polutanata na fundamentalne
fizioloske procese u biljkama (Fernandez i sar., 2014; Guo i sar., 2017). Sa druge strane,
dodatak razlic¢itih helatora u cilju pospeSivanja akumulacije teSkih metala u biljkama, moze
posledi¢no dovesti do smanjenja rasta biljaka, te adekvatna upotreba ovih jedinjenja predstavlja
jedan od preduslova za njihovu efikasnu upotrebu.

5.4. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na sadriaj neophodnih makroelementa azot
(N), fosfor (P) kalijum (K)

Kadmijum ispoljava toksi¢no dejstvo na metabolizam biljaka tako Sto dovodi do
redukcije u usvajanju makronutrijenata, uzrokuje znacajne promene u metabolizmu azota i
sumpora, §to posledi¢no dovodi do disbalansa razlicitih fiziolosko-biohemijskih puteva
(Gomes i sar., 2013; Mahmud i sar., 2018). Rezultati ove studije su pokazali blago smanjenje
parametara rasta kod biljaka gajenih na tretmanu Cd6, Sto se moze dovesti u vezu sa
smanjenjem sadrzaja neophodnih makroelemenata, N, P i K koje je registrovano kod ovih
biljaka. Do sada je dobro poznato da prisustvo kadmijuma u biljnom tkivu moZze da inhibira
usvajanje neophodnih makronutrijenata, §to dalje utice na rast i razvoj biljaka (Salt i sar., 1998).
Kadmijum u biljnom tkivu uti¢e na sadrzaj makro i mikronutrijenata, jer stupa u kompeticiju
sa razli¢itim biogenim elementima (K, Ca, Mg, Fe) za vezivanje za proteinske nosace na
membrani Celije, $to moze da dovede do smanjenog usvajanja neophodnih elemenata
(Lunackova i sar., 2003). U ovom radu je utvrdena tendencija poveéanja sadrzaja azota u
mladim listovima biljaka gajenih na tretmanu Cd3, sa izuzetkom kod S. matsudana u drugom
eksperimentu, gde je zabelezen signifikantan pad sadrZaja azota na tretmanu Cd3 u odnosu na
kontrolu. Ovakav trend povecanja sadrzaja azota pri niskoj koncentraciji Cd u biljnom tkivu
navodi i Kebert (2014), koji je zabeleZio povecanje sadrzaja azota kod biljka topola gajenih u
zemljistu koje je sadrzavalo 3 mg/kg Cd. Jedan od potencijalnih objasnjenja za ovakav rezultat

je dodatak Cd u vidu nitratnih soli. Ove soli su lako rastvorljive, pa u zemljistu mogu
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predstavljati dodatni izvor NO3™ jona, §to potencijalno mozZe uticati na povecanje sadrzaja azota
u biljnom tkivu, ¢ak i1 pri umerenom zagadenju zemljista. U prilog tome, Irfan i saradnici (2013)
su utvrdili da dobra obezbedenost zemljista nitratnim solima dovodi do poveéanja sadrzaja
dostupnog oblika N, ¢ime je pospeseno njegovo usvajanje od strane korena biljke, i u slovima
prisustva Cd u zemljiStu. Samim tim, adekvatna mineralna ishrana biljaka moze doprineti
povecéanju tolerantnosti biljaka na prisustvo Cd. Sli¢no navode Gomes i saradnici (2013) koji
su ustanovili porast sadrzaja azota u biljkama Pfaffia glomerata koje su gajene tokom 20 dana
na tretmanu Cd od 15, 25, 45 i 90 uM/L. Nasuprot tome, tretman Cd6 je doveo do smanjenja
sadrzaja N, P, i K u mladim listovima svih analiziranih klonova. Negativan uticaj prisustva
kadmijuma u biljnom tkivu na ukupan sadrzaj mineralnih elemenata K, Mg, Ca i Fe zabelezen
je i kod vrste Juncus effusus koja je gajena u prisustvu 50 i 100 uM Cd (Najeeb i sar., 2011).
Suprotno rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji, Gomes i koautori (2013) su utvrdili
povecanje sadrzaja fosfora kod biljaka Pfaffia glomerata gajenih u prisustvu povecanih
koncentracija Cd, a kao moguce objasnjenje autori navode ulogu fosfora u sintezi
antioksidativnih enzima zastite (posebno enzima superoksid-dismutaze i peroksidaza) koji se
pojacano aktiviraju usled stresa indukovanog prisustvom Cd u biljnom tkivu. Takode, fosfor je
ukljuéen u sintezu glutationa koji funkcionise kao prekursor u sintezi fitohelatina (Sarwar i
sar., 2010), a vazan je konstituent visokoenergetskih jedinjenja poput ATPa.

Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da je aplikacija limunske kiseline imala
stimulativan uticaj na sadrzaj makroelemenata u biljkama, te je dodavanje ovog helatora
umanjilo negativan uticaj Cd na sadrzaj azota, fosfora i kalijuma. Limunska kiselina povecava
dostupnost hranljivih materija iz zemljista tako §to vr$i helatiranje neorganskih komponenti
zemljisnog matriksa koje se vezuju za fosfor, ¢ime je olakSano njegovo usvajanje korenom
(Mattina i sar., 2003). Signifikantno povecanje sadrzaja makroelemenata je u najvecoj meri
zabelezeno u korenu i starim listovima na kombinovanim tretmanima (L+Cd3 i L+Cd6) u
odnosu na odgovaraju¢i tretman nehelatiranim Cd. Slican trend zabelezili su Aderholt i
saradnici (2017), koji su utvrdili povec¢anje sadrzaja fosfora kod biljaka Panicum virgatum koje
su gajene metodom zemljiSnih kultura na kombinovanom tretmanu olova 1 limunske kiseline.
U ovom radu tretmani kadmijumom, kao i limunskom kiselinom su pokazali najmanji uticaj
na sadrzaj makroelemenata u izdanku biljaka. Ovako dobijeni rezultati su verovatno posledica
najmanje akumulacije Cd u izdanku, u odnosu na ostale biljne organe, te se sadrzaj N, P, K nije

znacajno razlikovao kod tretiranih biljaka u odnosu na kontrolu.
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5.5. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na sadrZaj fotosintetickih pigmenata

U literaturi je dobro poznato da stres teSkim metalima dovodi do mnogobrojnih
promena na nivou hloroplasta i u velikoj meri uti¢e na smanjenu sintezu i poja¢anu razgradnju
pigmenata hloroplasta (Vassilev i sar., 2002). Samim tim, smatra se da promena sadrzaja
fotosintetickih pigmenata u prisustvu povisenih koncentracija teSkih metala moze posluziti kao
pokazatelj otpornosti odredenog genotipa prema ovim polutantima (Krupa i sar., 1993). Uticaj
teskih metala na strukturu hloroplasta jedan je od klju¢nih mehanizama za razumevanje dejstva
ovih polutanata na fizioloSke procese kod biljaka, jer ove organele imaju klju¢no ulogu u
procesu fotosinteze (Hakmaoui i sar., 2007). Promene u strukturi hloroplasta uslovljene
prisustvom povecanih koncentracija teSkih metala dovode do naruSavanja strukture membrana
tilakoida, $to se moze manifestovati smanjenm veli¢inom i brojem hloroplasta, kao i
smanjenim sadrZzajem fotosinteti¢kih pigmenata (He i sar., 2013). Veliki broj literaturnih izvora
ukazuje na toksican efekat razlicitih doza Cd na sadrzaj fotosintetickih pigmenata kod razlicitih
vrsta vrba (Lunackova i sar., 2003; Hakmaoui i sar., 2007; Nikoli¢ i sar., 2015).

U ovoj studiji je zabeleZen pad sadrzaja pigmenata sa trendom povecanja sadrzaja Cd
u biljnom tkivu. Aplikacija Cd od 3 mg/kg (MDK vrednost) nije statisticki znacajno uticala na
sadrzaj hlorofila a u odnosu na kontrolne biljke, dok je u drugom eksperimentu tretman Cd3
delovao stimulativno na sadrzaj hlorofila a, $to je utvrdeno kod S. viminalis i S. alba. Pietrini i
saradnici (2010) navode da neke vrste vrba i topola tolerisu prisustvo Cd u milimolarnim
koncentracijama u listovima, $to se verovatno zasniva na aktivaciji mehanizama odbrane.
Pored toga, usvojeni Cd gradi komplekse sa organskim ili aminokiselinama i vr$i njegovo
premestanje u vakuolu, ¢ime se minimizira $tetan efekat prisustva Cd na fotosinteticku
aktivnost biljaka. U ovom radu je zabelezeno da je dodatak helatora doprineo poveéanju
sadrzaja fotosintetickih pigmenata u odnosu na tretmane bez limunske kiseline. Ovaj trend je
zabelezen u drugom eksperimentu, gde je sukcesivna aplikacija limunske Kiseline pozitivno
uticala na sadrzaj hlorofila a i b u odnosu na kontrolne biljke. Dobijeni rezultati su pokazali
najveci uticaj limunske kiseline na sadrzaj pigmenata kod vrste S. viminalis u poredenju sa
ostalim analiziranim klonovima. Pozitivna uloga limunske kiseline na sadrzaj pigmenata
hloroplasta u prisustvu poviSenih koncentracija Cd je registrovana kod vrste Brassica napus
(Ehsan i sar., 2014). Shamshad i saradnici (2018) navode da je dodatak limunske kiseline kod
biljaka graska gajenih u prisutvu Cd uzrokovao smanjenje sadrzaja pigmenata hloroplasta u
mladim listovima, dok je u starim listovima dodatak limunske kiseline imao stimulativni efekat

na sadrzaj pigmenata. Pozitivan uticaj limunske kiseline na koncentraciju pigmenata
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hloroplasta utvrden je i kod biljka suncokreta gajenih u prisustvu poviSenih koncentracija
hroma (Farid i sar., 2017). Medutim, u literaturi nedostaju podaci o uticaju limunske kiseline
na sadrzaj fotosineti¢kih pigmenata drvenastih vrsta izlozenih povecanim koncentracijama Cd.

Medu hloroplastnim pigmentima, karotenoidi imaju znacajnu protektivnu ulogu u
stresnim uslovima i u¢estvuju u zastiti fotosistema tako Sto ukljanjaju kiseoni¢ne vrste nastale
tokom ekscitacije hlorofila. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali tendenciju pada sadrzaja
karotenoida na tretmanima kadmijumom, dok aplikacija limunske kiseline u prvom
ekperimentu nije znacajno uticala na promenu sadrzaja ovih pigmenata. Medutim, sukcesivna
aplikacija limunske kiseline uz dodatak treseta je uticala na blago povecanje sadrzaja
karotenoida na tretmanu L+Cd6 u odnosu na Cd6 tretman, Sto je registrovano u mladim
listovima vrsta S. viminalis i S. alba. Ovaj trend nije utvrden u mladim listovima S. matsudana,
Sto je verovatno rezultat signifikantno veée akumulacije Cd na kombinovanom tretmanu
L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6. Sinteza nisko-molekularnih komponenti poput karotenoida
moze biti indukovana poja¢anom sintezom ROS formi, koje dovode do pojave oksidativnog
stresa u prisustvu teskih metala (Sytar i sar., 2013). Poznato je da karotenoidi mogu
funkcionisati kao prihvata¢i ROS molekula $to ukazuje na njihov znacaj u borbi protiv
slobodnih radikala ¢ime se naglasava njihova antioksidativna uloga u ¢eliji (Hassan i sar.,
2017). Pozitivan uticaj niskih doza limunske kiseline na povecanje sadrzaja karotenoida za
37% utvrden je kod biljaka Boehmeria nivea gajenih metodom vodenih kultura u prisustvu
kadmijuma (Li i sar., 2014).

5.6. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na parametre razmene gasova

Negativan uticaj kadmijuma na intenzitet fotosinteze, stomatalnu provodljivost, kao i
na efikasnost transpiracije dokumentovan je u velikom broju studija (Pajevi¢ i sar., 2009;
Pietrini i sar., 2010; Sytar i sar., 2013; Nikoli¢ i sar., 2015; Zupunski i sar., 2016). Visok sadrzaj
ovog metala u nadzemnim organima, posebno u listovima, dovodi do inhibicije biosinteze
hlorofila i karotenoida, smanjuje asimilaciju ugljendioksida, a §to posledi¢no uzrokuje usporen
rast biljaka i smanjenje produkcije biomase (Shahid i sar., 2016). Rezultati ove studije pokazuju
znacajno smanjenje parametara razmene gasova, intenziteta fotosinteze 1 transpiracije, kao 1
efikasnosti kori§¢enja vode u uslovima povisenih koncentracija Cd. U radu je utvrdeno linearno
smanjenje intenziteta fotosinteze sa povecanjem sadrzaja Cd u zemljiStu. Inhibitorni efekat
veée primenjene doze Cd (tretman Cd6) na intenzitet fotosinteze najjace je bio izrazen kod S.

viminalis, dok je najmanji procenat smanjenja zabelezen kod vrste S. alba, $to je utvrdeno
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tokom oba eksperimenta. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima Lunackova i
saradnici (2003) koji naglasavaju inhibitorni efekat prisustva Cd (vrbe su gajene tokom 21 dana
u vodenim kulturama na tretmanu 10uM Cd) na neto fotosintezu kod vrste S. viminalis.
Istovremeno, navedeni tretman nije znacajno uticao na promenu intenziteta fotosinteze kod
vrste S. alba u odnosu na kontrolu. Povisene koncentracije Cd u biljnom tkivu utiCu na
smanjenje difuzije CO. kroz stome, a redukcija asimilacije CO, dalje vodi do pada neto
fotosinteze (Pietrini i sar., 2010). Smanjenje asimilacije CO> je direktnoj vezi sa padom
stomatalne provodljivosti koja je najjace bila izraZzena na tretmanu Cd6 kod vrste S. viminalis.
Slicne rezultate su zabelezili He i saradnici (2011), koji navode smanjenje provodljivosti
gasova kroz stome usled prisustva Cd, kao i inhibiciju fotosinteze, §to je utvrdeno kod biljaka
topola (Populus x canescens). Smanjenje stomatalne provodljivosti u uslovima povisenih
koncentracija Cd, zajedno sa promenama intercelularne koncentracije CO2, ukazuje na ulogu
stominog aparata u smanjenju intenziteta fotosinteze (Gill i sar., 2012). U prisustvu Cd u
biljnom tkivu dolazi do indukcije zatvaranja stoma pod dejstvom abcisinske kiseline, $§to moze
dovesti do smanjenja neto fotosinteze (Salt i sar., 1995). Pored toga, usled zatvaranja stoma i
redukcije neto asimilacije CO> dolazi do povecéanja intercelularne koncetracije ugljen-dioksida
(ci), §to je potvrdeno u ovom radu. Takode, toksi¢ne koncentracije Cd mogu indirektno uticati
na neto fotosintezu, jer mogu dovesti do substitucije neophodnih elemenata poput Fe, Mg, Mn
1Zn koji su vazni kofaktori enzima, a ¢ije je smanjeno usvajanje posledica pove¢anog usvajanja
jona kadmijuma (Pietrini i sar., 2010). Poredenjem uticaja Cd na intenzitet fotosinteze (A)
utvrdeno je da je najmanji stepen redukcije intenziteta fotosinteze zabeleZen kod vrste S. alba
u odnosu na ostale analizirane vrste. Sa druge strane, na osnovu indeksa tolerantnosti ova vrsta
se pokazala kao najmanje tolerantna na prisutvo Cd u poredenju sa ostalim analiziranim
vrstama. Jedno od mogucih objaSnjenja za ovakav rezultat je distribucija Cd u biljnom tkivu
listova. Kako Pietrini i saradnici (2010) navode, kod ove vrste usvojeni Cd se pretezno
zadrZava oko glavnog nerva, ¢ime je fotosinteticko tkivo u velikoj meri zasti¢eno od Stetnog
delovanja ovog metala. Efikasnost koriS¢enja vode ukazuje na zavisnost vodnog balansa od
asimilacije CO. i predstavlja bitan pokazatelj aklimatizacije biljaka na promenjene uslove
zivotne sredine, te je od velikog znacaja za odabir genotipova pogodnih za proces
fitoekstrakcije.

Primena helatora u vidu limunske kiseline u kontaminiranom zemljiStu moze uticati na
efikasnost koris¢enja vode, dovesti do povecanog usvajanje nutrijenata, §to stuimulativno
deluje na rast biljaka, dok se procesi fotosinteze i transpiracije odrzavaju na visokom nivou
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(Ehsan i sar., 2014). Poredenjem fotosinteticke aktivnosti biljaka tokom prvog i drugog
eksperimenta utvrden je veci intenzitet fotosinteze u drugom eksperimentu, §to moze biti u vezi
sa sukcesivnom aplikacijom LK i sa dodatkom treseta. Ovo se moZze objasniti ¢injenicom da je
tokom drugog eksperimenta najveéi sadrzaj Cd registrovan u korenu, dok je u prvom
eksperimentu najveci sadrzaj ovog metala detektovan u mladim listovima. Iz ovoga se moze
zakljuciti da su primena treseta 1 sukcesivna aplikacija LK dovele do smanjenja fitotoksicnosti
Cd na fotosinteticke organe, ¢ime je obezbedena visoka fotosintetiCka aktivnost biljaka.
Pozitivan uticaj primene treseta na intenzitet fotosinteze je utvrden kod biljaka S. viminalis
gajenih u zemljiStu koje sadrzi povecan sadrzaj Cd i Pb (Stanistawska-Glubiak i sar., 2012).
Autori navode da je intenzitet fotosinteze u biljkama koje su gajene u zemljistu koje je
sadrzavalo treset u kombinaciji sa povecanim koncentracijama Cd i Pb bio znatno veéi u
poredenju sa fotosintetickom aktivnoséu biljaka gajenim U kontaminiranom zemljiStu bez
dodatka treseta. Odrzavanje intenziteta fotosinteze na visokom nivou direktno uti¢e na visoku
produkciju biomase biljaka, $to doprinosi efikasnijoj fitoekstrakciji. U drugom eksperimentu
je zabelezeno statisticki znacajno povecéanje neto fotosinteze, kao i povecanje stomatalne
provodljivosti kod biljaka S. matsudana gajenih na tretmanu limunskom kiselinom, u odnosu
na kontrolni tretman. U prilog tome, istrazivanje Guo i saradnika (2017) je ukazalo na znacaj
organskih kiselina na otvaranje stoma, regulaciju transporta K* jona i odrzavanje citosolne pH
vrednosti kod biljaka iz roda Miscanthus, koje su gajene u prisustvu povisenih koncentracija

Cd u zemljistu.

5.7. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na akumulaciju aminokiseline prolina

Akumulacija aminokiseline prolina predstavlja jedan od znacajnih indikatora
izloZenosti biljaka razliitim abiotickim faktorima, poput vodnog deficita ili visokih
koncentracija teSkih metala (Bauddh i sar., 2016). Prolin je heterocikli¢na aminokiselina ¢ija
je sinteza genetski kontrolisana, a pojacana ekspresija gena koji dovode do hiperprodukcije ove
aminokiseline smatra se mehanizmom detoksifikacije teskih metala (Xu i sar., 2009). Visoka
produkcija ove aminokiseline smatra se aktivnim odgovorom odbrane biljaka na promenjene
uslove Zivotne sredine i pokazuje niz pozitivnih efekata na metabolizam biljke (Sharma i Dietz,
2006). Najpre, prolin ima ulogu da stabilizuje osmotske uslove u ceiliji 1 smatra se
kompatibilnim osmolitom koji stiti subcelularne strukture i makromolekule u nepovoljnim
uslovima Zivotne sredine (Ahmad i sar., 2012). Veliki broj studija ukazuje na znacaj prolina

kao osmoprotektanta u uslovima prisustva toksiénih koncentracija teskih metala u celiji
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(Verbruggen i Hermans, 2008; Irfan i sar., 2013; Xie i sar., 2014). Takode, prolin sprecava
denaturaciju enzima (Sharma i Dietz, 2009), uti¢e na acidifikaciju citosola, §titi integritet
¢elijskih membrana od prekomerne produkcije slobodnih radikala (Xu i sar., 2009). Povecana
sinteza ove aminokiseline predstavlja aktivaciju neenzimskog sistema odbrane i ima ulogu u
prihvatanju singlet kiseonika, ¢ime se smanjuje efekat oksidativnog stresa koji nastaje kao
posledica toksi¢nih koncentracija teSkih metala (Sharma i Dietz, 2009). Samim tim,
akumulacija ove aminokiseline se smatra korisnim markerom za procenu tolerantnosti biljaka
na prisustvo teSkih metala (Nikoli¢ i sar., 2008; Xie i sar., 2014).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali varijabilnost u sadrzaju prolina u zavisnosti od
primenjenog tretmana, starosti listova, kao i od analiziranog genotipa. Generalno gledano,
koncentracija ove aminokiseline je bila znatno ve¢a u mladim u odnosu na stare listove. Prema
navodima Verbruggen i Hermans (2008) biosinteza prolina se pre svega vrsi u apikalnom
meristemu i mladim listovima, gde dolazi do nakupljanja ove aminokiseline, dok je u starim
listovima produkcija prolina ograni¢ena samo na pojedine delove lista (nervatura lista, dlake i
dr.). Kao sto je napred navedeno, prolin ima ulogu antioksidanta u ¢eliji i vr$i zastitu ¢elije od
slobodnih radikala (Alayat i sar., 2014), te je pojacana sinteza prolina u mladim listovima
direktno uslovljena ve¢om akumulacijom Cd u mladim u odnosu na stare listove. He i saradnici
(2011) su zabelezili relativno malu produkciju prolina od 2 do 2.5 mg/g suve mase kod vrste
Populus x canescens na tretmanu 50uM Cd, Sto ukazuje na slabu efikasnost prolina u
reakcijama odbrane od oksidativnog stresa kod ovih biljaka. Poveéanje sadrzaja prolina sa
porastom koncentracije Cd (2.5, 25, 50, 75 i 100uM) u hranljivom medijumu je registrovano
kod biljaka psenice (Triticum durum) koje su gajene tokom 14 dana (Alayat i sar., 2014).
Rezultati prikazani u ovom radu su u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima, tako da je
potvrdeno da sa porastom sadrzaja Cd u biljnom tkivu dolazi do pojacane sinteze aminokiseline
prolina. Prema navodima Xu i saradnika (2009) hiperprodukcija slobodnog prolina ima ulogu
da neutraliSe toksi¢ne efekte Cd, tako Sto uti¢e na povecanje produkcije glutationa i dovodi do
promena u aktivnosti antioksidatvnih enzima.

Dobijeni rezultati u ovom radu ukazuju na znacaj primene limunske kiseline na
biosintezu prolina. Naime, kod biljaka gajenih na tretmanima L+Cd3 i L+Cd6 utvrdeno je
smanjenje sinteze ove aminokiseline u odnosu na odgovarajuéi tretman nehelatiranim Cd.
Takode, u mladim listovima S. matsudana pri sukcesivnoj aplikaciji LK uz dodatak treseta
utvrdeno je signifikantno smanjenje produkcije ove aminokiseline. Medu analiziranim
klonovima, najvec¢a produkcija prolina je registrovana kod vrste S. alba. Visoka produkcija ove
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aminokiseline ukazuje na smanjenu tolerantnost ove vrste na primenjene tretmane, $to je
utvrdeno 1 na osnovu vrednosti indeksa tolerancije, koji pokazuje najmanju vrednost u
poredenju sa ostalim aniziranim vrstama. Kada je u pitanju uticaj limunske kiseline na
produkciju prolina, signifikantno smanjenje ovog osmolita je utvrdeno i u studiji Hassan i
saradnika (2016). Autori su zabelezili Smanjenje sinteze prolina kod biljaka sleza koje su bile
izlozene kombinovanom tretmanu Cd+LK u odnosu na tretman nehelatiranim Cd, ¢ime

sugeriSu protektivnu ulogu LK u prevenciji oksidativnog stresa, odnosno toksi¢nog dejstva Cd.

5.8. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na sadriaj ukupnih proteina

Promena sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina smatra se indikatorom oksidativnog
stresa. Prisustvo teSkih metala u biljnoj celiji Cesto je negativno korelisano sa sadrzajem
ukupnih rastvorljivih proteina u ¢eliji (Shakoor i sar., 2014). Znacajno smanjenje sadrzaja
proteina utvrdeno je kod biljaka graska gajenih tokom 15 dana na tretmanu 50 uM CdCl;
(Romero-Puertas i sar., 2007). Slican trend smanjenja ukupnih rastvorljivih proteina
registrovan je i kod biljaka Brassica napus, gajenih na tretmanima 10 i 50 uM Cd (Ehsan i sar.,
2014). Smanjenje sadrzaja rastvorljivih proteina kod biljaka izlozenih povecanim
koncentracijama teskih metala moze biti rezultat povecanja aktivnosti proteaza, kao i razlic¢itih
posttranslatornih modifikacija koje dovode do strukturnih promena proteina Sto indukuje
njihovu denaturaciju, a time i pad ukupne koli¢ine proteina (Hassan i sar., 2017). Nasuprot
tome, odredene studije pokazuju povecanje sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina u prisustvu
teSkih metala, Sto se objasnjava povecanom sintezom proteina stresa, poput enzima koji imaju
ulogu u sintezi glutationa, fitohelatina ili heat-shock proteina (Mishra i sar., 2006).

Rezultati ove studije su pokazali da koncentracija rastvorljivih proteina statisticki
znaajno varira u zavisnosti od ispitivanog genotipa vrba, primenjenog tretmana, kao i od
starosti listova. Poveéana koncentracija Cd, kao i dodatak limunske kiseline su pokazali veci
uticaj na promenu sadrZaja rastvorljivih proteina u mladim, u odnosu na stare listove, gde je
registrovano njihovo povecanje u odnosu na kontrolu. Sli¢no tome, Ouyang i saradnici (2017)
su utvrdili porast sadrzaja proteina kod biljaka S. babylonica izlozenih tretmanima 50 i 100 pM
Cd tokom 28 dana. U literaturi se navodi da Cd ima visok afinitet ka tiolnim grupama proteina,
te povecanje koncentracije ovog metala u biljnom tkivu utie na pojacanu sintezu metal-
vezujucih proteina poput glutationa 1 fitohelatina, $to posledi¢no dovodi do uvecéanja sadrzaja
ukupnih proteina u biljkama (Xu i sar., 2009). Takode, poveéana sinteza i aktivnost razli¢itih

antioksidativnih enzima koji su uklju¢eni u mehanizme odbrane od stresa, moze da dovede do
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porasta ukupnih rastvorljivih proteina (Wu i sar., 2016). Podaci dobijeni u ovom istraZivanju
su pokazali da je primena limunske kiseline u zemljistu koje sadrzi 2*MDK dozu Cd (tretman
L+Cd6) doprinela povecanju sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina u poredenju sa njihovim
sadrzajem u biljkama na tretmanu Cd6. Rezultati ovog rada su u saglasnosti sa ve¢im brojem
studija koji naglaSavaju stimulativan uticaj ovog helatora na sadrzaj rastvorljivih proteina u
uslovima povecanih koncentracija teSkih metala. Afshan i koautori (2015) navode da je
primena limunske kiseline dovela do signifikantnog povecanja sadrzaja proteina u korenu i
listovima kod vrste Brassica napus koja je gajena na tretmanima 100 i 500 uM Cr, u odnosu
na isti tretman bez limunske kiseline. Ovakav trend je zabeleZen i kod biljaka Brassica napus
koje su gajene na tretmanima 10 i 50 uM Cd (Ehsan i sar., 2014), kao i kod biljaka gajenim na
tretmanima 50 i 100 uM Cu (Zaheer i sar., 2015). Autori isti¢u da je ovakav sadrzaj ukupnih
rastvorljivih proteina uslovljen promenama aktivnosti i sadrzaja enzimskih i neezimskih
komponenti antioksidativnog sistema zaStite, koje Stite Celiju od oksidativnih oStecenja u

uslovima stresa.

5.9. Uticaj kadmijuma i limunske kiseline na produkciju enzimskih i neenzimskih

komponenti antioksidatvnog sistema zastite

Toksi¢nost teskih metala moze se ispoljiti kroz promenu u redoks homeostazi u ¢eliji i
dovesti do disbalansa izmedu stvaranja slobodnih radikala i njihove neutralizacije pomocu
komponenti antioksidativnog sistema zastite (Mittler i sar., 2011). Hiperprodukcija reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (0%, OH' i H20;) &esto se javlja kao odgovor biljaka na indukovani
oksidativni stres, a ¢ije nakupljanje biljke pokuSavaju da eliminiSu aktiviranjem odbrambenih
mehanizama zastite (Suzuki i sar., 2012). Novije studije su pokazale da je produkcija ROS
molekula 1 njihovo uklanjanje aktivnoS¢u antioksidativnog sistema zastite pre svega zavisno
od duzine trajanja tretmana i koncentracije Cd kojoj su biljke izlozene (Pérez-Chaca i sar.,
2014, Shahid i sar., 2017, Ouyang i sar., 2017). Niske koncentracije ROS molekula u biljnom
tkivu imaju ulogu signalnih molekula i uti¢u na fiziolosko-biohemijski odgovor biljaka na
prisustvo teSkih metala. Suprotno tome, visoka produkcija ovih molekula dovodi do
oksidativnih oSte¢enja makromolekula 1 promena u strukturi ¢elija, Sto dalje inhibira rast i
razvoj biljaka, a moze imati i letalan efekat (Gill 1 Tuteja, 2010). Hiperprodukcija slobodnih
radikala inicira seriju kaskadnih reakcija antioksidativnog sistema odbrane od stresa ¢ime se
vr$i prihvatanje i neutralizacija nastalih ROS vrsta (Mittler i sar., 2011, Hossain i sar., 2015).

Ovo podrazumeva pojacanu biosintezu i aktivaciju razli¢itih enzima i neenzimskih komponenti
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koje uti¢u na regulaciju efluksa K* jona, kao i na aktivnost elektron-transportnog lanca (Farid
i sar., 2017).

Medu slobodnim radikalima, vodonik-peroksid (H202) zauzima centralnu ulogu u
signalnoj transdukciji tokom izlozenosti biljaka stresnim uslovima (Cho i Seo, 2005). Da bi se
vodonik-peroksid mogao koristiti kao signalni molekul neophodno je da se njegova
koncentracija u ¢eliji odrzava na netoksi¢nom nivou, $to se obezbeduje balansom izmedu
njegove produkcije i eliminacije (Hossain i sar., 2015). Visoka produkcija vodonik peroksida
jedan je od pokazatelja oksidativnih ostecenja Celijskih struktura usled stresa indukovanog
prisustvom te$kih metala u celiji. Ovaj molekul predstavlja supstrat za brojne oksidativne
reakcije, lako se transportuje kroz membrane i ima mogucnost oksidacije tiolne grupe (-SH),
DNK molekula i lipida (Romero-Puertas i sar., 2007). Do povecane produkcije H2O2 moze
do¢i u uslovima smanjene asimilacije CO2 pri ¢emu se elektroni umesto na primarni akceptor
NADP* prenose na alternativne akceptore, poput O2. S obzirom da u hlorofilima postoji velika
koli¢ina O, direktnom interakcijom kiseonika sa ekscitiranim hlorofilima stvara se H2O2 u
PSII.

U ovoj studiji zabelezeno je signifikantno poveéanje sadrzaja H2O2 u mladim i starim
listovima biljaka izloZzenih Cd. Kod vrste S. matsudana registrovana je znatna produkcija ovog
reaktivnog produkta, $to je u direktnoj vezi sa povecanom peroksidacijom lipida na plazma
membrani. Visoka produkcija MDA predstavlja direktan indikator oksidativnog oStecenja
¢elije usled visoke koncentracije Cd u biljnoj ¢eliji (Li i sar., 2014). Sli¢no navode i Ouyang i
sar., (2017) koji su utvrdili porast sadrzaja vodonik-peroksida kod biljaka vrste S. babylonica
koji prati trend povecanja koncentracija Cd sa 10, na 50 do100 uM CdCl2 u hranljivom
medijumu. Autori navode da je visoka produkcija ovog molekula direktna posledica oste¢enja
integriteta ¢elijske membrane, §to je u vezi sa pojacanom peroksidacijom lipida u prisustvu
kadmijuma. Takode, visoka produkcija peroksida usled visoke akumulacije Cd?* jona u éeliji
u velikoj meri zavisi od aktivnosti NADPH-oksidaze koja inicira aktivaciju jasmonat signalnog
puta, $to uti¢e na tolerantnost biljaka na stresne uslove (Maksymiec i Krupa, 2006). Visoka
produkcija H20z kao rezultat dugotrajne izlozenosti biljaka teSkim metalima moze dovesti i do
promena u aktivnosti antioksidativnih enzima. He i sar., (2011) su utvrdili znacajno povecanje
sadrzaja H20- kod topole (Populus x canescens) koja je gajena u prisustvu 50 pM CdSOQgs, uz
istovremenu inhibiciju aktivnosti enzima katalaze. S obzirom da Cd nije redoks aktivan metal,
smatra se da produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta predstavlja indirektan proces, do koga
dolazi promenom u aktivnosti antioksidativnih enzima (Shamshad i sar., 2018). Takode, Chou
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i saradnici (2012) su pokazali da produkcija vodonik-peroksida uti¢e na aktivaciju heat-shock
proteina i dovodi do pojacane aktivacije enzima askorbat-peroksidaze i glutation reduktaze,
¢ime se podstice povecanje tolerantnosti biljaka pirinca na stres indukovan prisustvom Cd.

Rezultati ove studije su pokazali da je primena limunske kiseline doprinela smanjenju
koncentracije H20> molekula u biljnom tkivu, u odnosu na isti tretman nehelatiranim
kadmijumom. Sli¢no dobijenim rezultatima navode i Shamshad i sar. (2018), koji su utvrdili
blago smanjenje sadrzaja H202 u mladim listovima graska izlozenih kombinovanom tretmanu
Cd+LK, dok u starim listovima nije zabelezena znacajna promena u produkciji vodonik-
peroksida u odnosu na tretman bez limunske kiseline. Takode, kod biljaka Brassica napus koje
su gajene na tretmanima povecanih koncentracija bakra (50 i 100 pM Cu) u kombinaciji sa
limunskom kiselinom od 2.5 mM zabelezena je redukcija sadrzaja vodonik-peroksida, u
poredenju sa istim tretmanom bez limunske kiseline (Zaheer i sar., 2015).

Oksidativna degradacija lipida na nivou celijske membrane predstavlja biohemijski
marker prisustva toksi¢nih koncentracija teskih metala u ¢eliji (Wahsha i sar., 2011). Ostecenje
¢elijske membrane koje nastaje degradacijom lipida moze se pratiti na osnovu sadrzaja
malondialdehida (MDA) kao krajnjeg produkta lipidne peroksidacije, te se sadrzaj ovog
produkta moze smatrati indikatorom oksidativnog stresa (Shakoor i sar., 2014). To potvrduju i
brojna istrazivanja na razli¢itim vrstama vrba, koja ukazuju da visoke koncentracije teskih
metala indukuju poveéanje sadrzaja MDA (Landberg i Greger, 2002b, Wahsha i sar., 2011,
Arsenov i sar., 2017). Rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali znatno povecanje sadrzaja
MDA sa porastom sadrzaja Cd u biljnom tkivu. Takode, tretman ve¢om dozom Cd6 uslovio je
signifikantne razlike u produkciji MDA medu analiziranim klonovima, pri ¢emu je najveca
produkcija MDA registrovana kod vrste S. matsudana. Dobijeni podaci pokazaju da se kod
razliitih vrsta, odnosno klonova, kao odgovor na povecan sadrzaj Cd u biljnom tkivu mogu
aktivirati razli¢iti mehanizmi odbrane, odnosno da odabrani klonovi imaju drugaciji fizioloski
odgovor na prisustvo teSkih metala. Gao i saradnici (2010) su pokazali da sadrzaj MDA nije u
korelaciji sa akumulacijom Cd, §to je registrovano kod biljaka Solanum nigrum koje su gajene
u prisustvu 50 uM Cd u zemljistu tokom 10 nedelja. Ovakav rezultat navedeni autori
objaSnjavaju aktivnoS¢u razli¢itih antioksidativnih enzimima zaStite, ¢ime se smanjuje
toksicnost teskih metala, a Sto za posledicu moze imati smanjenu produkciju MDA.
Varijabilnost u produkciji malondialdehida u listovima analiziranih klonova vrba pri tretmanu
Cd6 jasno naglaSava negativan uticaj Cd na razli¢ite biohemijske puteve 1 pokazuje varijabilost
u fizioloskom odgovoru ¢elije na stresne uslove. Poznato je da inhibicija fotosinteze u uslovima
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povecanih koncentracija teskih metala dovodi do produkcije ROS vrsta, a akumulacija ovih
molekula inicira peroksidaciju lipida (Hernandez-Allica i sar., 2007). Kako je u ovom radu
zabelezen pad intenziteta fotosinteze na tretmanu Cd6, to ukazuje na zavisnost produkcije
MDA od intenziteta fotosinteze. Aplikacija LK uz ve¢u dozu Cd (tretman L+Cdo6) je uticala na
smanjenje produkcije MDA u odnosu na tretman nehelatiranim Cdé6. Rezultati veceg broja
studija naglaSavaju uticaj LK u prevenciji oksidatvnog stresa biljaka, Sto se manifestuje
smanjenom produkcijom vodonik-peroksida i malondialdehida (Farid i sar., 2015). Tendencija
povecanja sadrzaja MDA sa porastom koncentracije Cd detektovana je i u listovima vrste
Boehmeria nivea dok je aplikacija LK dovela do smanjenja lipidne peroksidacije $to je
registrovano redukcijom sadrzaja MDA na kombinovanom tretmanu Cd+LK, u odnosu na
tretman bez limunske kiseline (Li i sar., 2014).

Neutralizacija ostecenja ¢elije usled visoke produkcije ROS vrsta dovodi do aktiviranja
mehanizama odbrane koji ukljucuju veliki broj antioksidativnih enzima poput CAT, APX,
SOD, GPOD i drugih (Pietrini i sar., 2003, Sytar i sar., 2013, Pérez-Chaca i sar., 2014). Pored
antioksidativnih enzima, vaznu ulogu u mehanizmima zastite od oksidativnog stresa preuzima
i redukovani glutation (GSH) ¢ija se koncentracija znatno povecava sa poveéanjem sadrzaja
teSkih metala, $to dovodi do povecanja intracelularnog antioksidativnog kapaciteta (Mourato i
sar., 2012, He i sar., 2015). Guo i saradnici (2017) navode da je tolerantnost biljaka na prisustvo
Cd pozitivno korelisana sa antioksidativnim kapacitetom biljaka, te prisustvo teskih metala u
biljnom tkivu dovodi do pojacane produkcije velikog broja antioksidanata poput glutationa,
tiola, karotenoida i dr. Dobijeni podaci u ovom istrazivanju su pokazali da je tretman ve¢om
dozom (Cd6) uzrokovao znatno vec¢e promene u aktivnosti antioksidativnih enzima, u odnosu
na tretman nizom dozom Cd (Cd3). Kod vecine analiziranih biohemijskih parametara tretman
Cd3 nije doveo do signifikantnih razlika u poredenju sa kontrolom. Ovakvi rezultati ukazuju
da odabrani klonovi vrba toleriSu prisustvo niskih koncentracija Cd u biljnom tkivu, dok se
biohemijski mehanizmi zastite aktiviraju tek pri ve¢im dozama Cd (tretman Cd6). Nasuprot
tome, Gao i saradnici (2010) navode da odnos izmedu akumulacije teSkih metala i enzimske
aktivnosti kao pokazatelja otpornosti antioksidatvnog sistema biljaka najceS¢e se smatra
nelinearnom regresijom. Primena limunske kiseline u zemljistu koje je umereno zagadeno Cd
pokazala je uticaj na promenu aktivnosti antioksidativnih enzima, $to je u saglasnosti sa
razli¢itim literaturnim navodima koji pokazuju isti efekat ovog helatora kod razli¢itih biljnih

vrsta (Ehsan i sar., 2014, Farid i sar, 2017).
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Katalaza (CAT) je osnovni konstitutivni enzim mehanizma odbrane od stresa
indukovanog prisustvom teskih metala u biljkama. Ovaj enzim kataliSe reakciju prelaska
vodonik-peroksida do kiseonika i vode, uz transfer elektrona (Aebi, 1984, Gill i sar., 2011).
Katalaza je enzim prisutan u citosolu, peroksizomima, kao i u mitohondrijama, ali ne i u
hloroplastima (Mishra i sar., 2006). S obzirom da spada u prvu liniju odbrane, pojacana
aktivnost ovog enzima kod biljaka vrba 1 topola izlozenih teSkim metalima zabeleZena je u
razli¢itim studijama (Nikoli¢ i sar., 2008, Guo i sar., 2015). U ovom istrazivanju, tokom prvog
eksperimenta, utvrdeno je linearno povecanje aktivnosti enzima katalaze sa povecanjem
sadrzaja Cd kako u mladim, tako i u starim listovima (Tabela 13). Nasuprot dobijenim
rezultatima, Ehsan i sar., (2014) su utvrdili smanjenje aktivnosti CAT sa porastom sadrzaja Cd
sa 10 na 50 uM kod biljaka Brassica napus. Sli¢no rezultate su zabelezili i Afshan i sar., (2015),
koji su utvrdili da koncentracija hroma od 100 uM dovodi do povecanja koncentracije
antioksidativnih enzima CAT, APX, SOD, POX u odnosu na kontrolne biljke, dok dalji porast
sadrzaja Cr na 500 pM uzrokuje smanjenje aktivnosti ovih enzima. Takode, Ouyang i sar.,
(2017) su registrovali smanjenje aktivnosti katalaze kod biljaka Salix babylonica sa porastom
sadrzaja Cd u hranljivom rastvoru na kome su biljke gajene tokom 28 dana. Jedan od mogucih
razloga za smanjenje aktivnosti CAT je nemogucnost biljaka da se suoce sa intenzivnim
stresom izazvanim visokom akumulacijom metala u biljnom tkivu. U ovom istraZivanju
povecanje sadrzaja Cd sa MDK na 2*MDK vrednost nije narusSilo efikasnosti enzima katalaze
u borbi protiv oksidativnog stresa, te je sa povecanjem Cd u biljnom tkivu zabelezeno
povecanje aktivnosti ovog enzima. Kombinovani tretman L+Cd6 uzrokovao je smanjenje
aktivnosti katalaze u starim listovima S. matsudana i S. alba u poredenju sa aktivnoséu ovog
enzima kod biljaka gajenih na tretmanu nehelatiranim Cd6. Nasuprot tome, u mladim listovima
navedenih klonova utvrdeno je statisticki znacajno povecanje aktivnosti katalaze na tretmanu
L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6. Navedeni rezultati su utvrdeni tokom prvog eksperimenta,
medutim aktivnost katalaze nije registrovana tokom drugog eksperimenta.

Razli¢iti literaturni navodi su pokazali da je katalaza enzim veoma osetljiv na stres
teSkim metalima. Mahmud i saradnici (2018) navode smanjenje aktivnosti ovog enzima kod
biljka Brassica napus koje su bile izloZzene pove¢anim koncentracijama Cd, dok je aplikacija
limunske kiseline uzrokovala porast aktivnosti ovog enzima. Guo i sar., (2015) nisu utvrdili
promene u aktivnosti CAT kod biljaka Salix jiangsuensis klon 172, koje su gajene tokom 90
dana na razli¢itim tretmanima Cd (5 mg/kg i 25 mg/kg zemljista). PoviSena koncentracija Cd
uzrokovala je smanjenje sadrzaja katalaze kod senzitivnih i rezistentnih klonova S. viminalis,
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medutim znacajne razlike u aktivnosti katalaze medu analiziranim klonovima nisu utvrdene
(Landberg i Greger, 2002b). Podaci iz literature o aktivnosti katalaze tokom izloZenosti biljaka
povisenim koncentracijama teskih metala su Cesto kontradiktorni. Dobijene razlike u aktivnosti
katalaze u razliCitim studijama se potencijalno mogu objasniti aktivacijom razli¢itih
mehanizama odbrane tokom Ccelijskog stresa. Naime, kada jedna od komponenti
antioksidativnog sistema postaje ograni¢avajuca, smanjena aktivnost nekog od enzima se moze
kompenzovati pojac¢anom aktivnoscu drugog enzima (Foyer i Noctor, 2000). Degradacija
vodonik-peroksida dejstvom enzima APX moze biti potencijalni razlog za smanjenu aktivnost
katalaze (Ahmad i sar., 2009), §to je verovatno razlog za nisku aktivnost katalaze koja je
utvrdena u ovom radu. Takode, Asada (2006) naglasava da je katalaza pretezno lokalizovana
u peroksizomima, §to potencijalno uti¢e na umanjenu aktivnost ovog enzima u uslovima niskog
stresa. Na osnovu dobijenih rezultata u ovom radu, kao i na osnovu literaturnih navoda moze
se zakljuciti da se aktivnost katalaze ne moze koristiti kao pouzdan indikator oksidativnog
stresa kod analiziranih klonova vrba, jer ne predstavlja kljucni enzim u mehanizmima odbrane
ovih vrsta na prisustvo kadmijuma.

Peroksidaze predstavljaju grupu enzima koji kataliSu redoks reakcije u kojima
ucestvuje vodonik-peroksid i razli¢iti supstrati (Asada, 2006). Ovde spadaju enzimi poput
gvajakol-peroksidaze (GPOD) i askrobat peroksidaze (APX) koji su, uz katalazu, vrlo vazni
enzimatski antioksidansi ¢ija je glavna uloga uklanjanje H>O>. Za razliku od CAT, ovi enzimi
koriste organske supstrate gvajakol, odnosno askorbat, kao donore elektrona i pokazuju visok
afinitet prema H20> (Mourato i sar., 2012). Varijabilnost u aktivnosti razli¢itih peroksidaza je
uslovljena karakteristikama biljne vrste (koje ukljucuju geneticke i fizioloSke osobine biljaka),
koncentracijom tesSkog metala, kao 1 duzinom trajanja kojoj je biljka izlozena. Istrazivanja
Hassan i saradnika (2016, 2017), pokazuju da svaka promena u aktivnosti razli¢itih peroksidaza
predstavlja odgovor biljaka u prevenciji oksidativnog stresa.

Gvajakol-peroksidaza (GPOD) je enzim koji je direktno uklju¢en u detoksifikaciju
ROS formi, koristi gvajakol kao donor elektrona, redukuje nivo peroksida i pretvara ga u manje
toksi¢ne oblike uz nastanak vode (Singh i sar., 2003, Hasanuzzaman i sar., 2012). Brojna
istrazivanja potvrduju da izlozenost biljaka teSkim metalima uzrokuje signifikantno povecanje
aktivnosti GPOD enzima (Alayat i sar., 2014, Gao i sar., 2010, Mahmud i sar., 2018). Prema
navodima Gill i Tuteja (2010) GPOD pokazuje veéi afinitet za peroksid u odnosu na katalazu,
a time 1 vecu efikasnot u uslovima poviSenih koncentracija teskih metala, $to je utvrdeno i u
ovoj studiji. Aktivnost gvajakol-peroksidaze je pokazala fluktuacije u zavisnosti od
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primenjenih tretmana sa trendom povecanja aktivnosti koja prati povecanje sadrzaja Cd u
biljnom tkivu. Dodatak limunske kiseline pri ve¢oj dozi Cd (L+Cd6 tretman) rezultirao je u
znac¢ajnom smanjenju aktivnosti GPOD u mladim listovima Salix matsudana u odnosu na isti
tretman bez LK. Uticaj prisustva LK na aktivhost GPOD bio je jasno izrazen i u starim
listovima kod vrste S. alba, gde je zabelezeno znacajno povecanje aktivnosti ovog enzima pri
tretmanu L+Cd6 u poredenju sa tretmanom Cd6. Sa druge strane, sukcesivna aplikacija LK 1
dodatak treseta indukovali su varijabilnost u aktivnosti ovog enzima, u zavisnosti od odabranog
klona. U mladim listovima tretman L+Cd6 doveo je do smanjenja aktivnosti GPOD kod vrste
S. viminalis, do povecanja aktivnosti kod vrste S. alba, dok kod vrste S. matsudana nisu
registrovane promene u aktivnosti ovog enzima u odnosu na isti tretman nehelatiranim Cd.
Istovremeno, u starim listovima je registrovan pad aktivnosti enzima GPOD na kombinovanim
tretmanima u odnosu na tretman nehelatiranim Cd. Ve¢i broj istrazivanja pokazuje da dodatak
limunske kiseline moze dovesti do smanjenja aktivnosti peroksidaza, §to naglaSava ulogu ovog
helatora u smanjenoj produkciji kiseoni¢nih vrsta tokom izloZenosti biljaka teskim metalima
(Gao i sar., 2010, Shakoor i sar., 2014, Afsan i sar., 2015).

Askorbat-peroksidaza (APX) je enzim koji katalise reakciju oksidacije askorbata u
dehidroaskorbat, a zatim i do monohidroaskrobata, ¢ime se uklanja visak vodonik-peroksida.
Ovaj enzim je konstituent askorbat-glutation ciklusa i pokazuje znac¢ajnu ulogu u neutralizaciji
kiseoni¢nih radikala (Mourato i sar., 2012). Poveéanje aktivnosti ovog enzima u prisustvu Cd
detektovano je kod velikog broja biljnih vrsta Arabidopsis thaliana (Maksymiec i Krupa,
2006), Solanum nigrum (Fidalgo i sar., 2011), Brassica juncea (lgbal i sar., 2010), Triticum
aestivum (Khan i sar., 2007) i Robinia pseudoacacia (Zupunski, 2017) i dr. Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali povecanje aktivnosti enzima APX usled povecanja sadrzaja Cd u
biljnom tkivu. Sli¢no tome, Landberg i Greger (2002b) su utvrdili poveéanje aktivnosti APX
enzima kod razli¢itih klonova vrste S. viminalis koje su gajene metodom vodenih kultura na
tretmanu 7 pmol/L CdCl> tokom 20 dana. Nasuprot tome, Guo i saradnici (2015) su zabelezili
smanjenje aktivnosti APX kod topola gajenih tokom 3 meseca u zemljistu koje je sadrzalo 5
mg/kg zemljiSta Cd, dok isti tretman nije doveo do promene aktivnosti ovog enzima kod vrba
gajenih na istom tretmanu u poredenju sa kontrolnim biljkama. Na osnovu Pearson-ovog
koefecijenta korelacije u ovom istrazivanju je utvrdeno da je aktivnost APX enzima u jakoj
pozitivnoj korelaciji sa akumulacijom Cd u biljnom tkivu, sa izuzetkom kod S. alba gde nije
utvrdena signifikantna korelacija. Uticaj primene limunske kiseline na aktivnost APX varirao
je u zavisnosti od analiziranog klona, starosti listova, kao i od samog nacina aplikacije ovog
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helatora. Tokom prvog eksperimenta kod vrste S. alba zabeleZeno je statisticki znacajno
povecanje aktivnosti APX na tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6, dok je tokom drugog
eksperimenta zabelezen suprotan efekat, odnosno signifikantno smanjenje aktivnosti ovog
enzima na kombinovanom tretmanu L+Cd6 u odnosu na tretman Cd6. Takode, pad aktivnosti
ovog enzima zabelezen je i u starim listovima vrste S. viminalis, pri tretmanu L+Cd6 u odnosu
na Cd6. Ovako rezultati sugeriSu da limunska kiselina ublazava toksi¢nost Cd u biljnom tkivu,
uzrokuje smanjenje produkcije slobodnih radikala, poput vodonik-peroksida, $to samim tim
dovodi do smanjenja aktivnosti APX na kombinovanim tretmanima. Suprotno tome, Shakoor
i saradnici (2014) navode povecanje aktivnosti enzima SOD i APX kod biljaka Brassica napus
gajenih u vodenoj kulturi na tretmanu 50 i 100 uM Pb uz dodatak 2.5 mM limunske kiseline.
Autori sugeriSu da prisustvo limunske kiseline direktno deluje na aktivaciju mehanizama
odbrane pri visokoj koncentraciji teskih metala u biljnom tkivu, a time i na povecéanje aktivnosti
antioksidativnih enzima.

Glutation-S-transferaza (GST) je multigenska familija enzima koja je ukljucena u
neutralizaciju slobodnih radikala kao vazna komponenta glutation-askorbat ciklusa. GST
fukcioniSe kao ,,prihvatac* slobodnih radikala zajedno sa glutationom i dalje vrsi njihovu
eliminaciju iz ¢elije (Agrawal i sar., 2002). Visok nivo ovog enzima na celularnom nivou
ukazuje na njegov znacaj u mehanizmima detoksifikacije 1 tolerancije biljaka na oksidativni
stres (Sharma 1 Dietz, 2009). U ovom radu je zabelezen trend povecanja aktivnosti GST enzima
sa porastom sadrzaja Cd u biljnom tkivu. Dobijeni rezultati su u skladu sa brojim istrazivanjima
aktivnosti GST enzima pri povecanim koncentracijama Cd kod razli¢itih biljnih vrsta.
Signifikantno povecanje aktivnosti enzima GST registrovano je kod biljaka Ceratophyllum
demersum gajenih na tretmanima od 1, 5, 10 uM Cd (Mishra i sar., 2009). Indukcija sinteze
enzima GST u uslovima poviSenih koncentracija teSkih metala zabeleZena je 1 kod drvenastih
vrsta. Choi i sardanici (2013) su utvrdili hiperprodukciju ovog enzima kod biljaka topola
gajenih na tretmanima od 0.15 i 0.3 mM CdClz u medijumu. Takode, Benyo¢ i saradnici (2017)
su zabelezili pojacanu aktivnost enzima GST u korenu i listovima razli¢itih klonova topola
gajenih natretmanu 3130 UM Cu i Zn. Dodatak limunske kiseline u kombinovanim tretmanima
je pokazao klon-specifi¢an odgovor. Kod vrste S. matsudana primena ovog helatora je dovela
do signifikantno vece aktivnosti GST enzima na tretmanu L+Cd6, dok je kod klonova S.
viminalis i S. alba zabelezen pad aktivnosti ovog enzima u odnosu na tretman Cd6.

Glutation (GSH) je neenzimatski antioksidant koji funkcioniSe kao stres signalni
molekul i igra znacajnu ulogu u detoksifikaciji 1 toleranciji biljaka izlozenih teSkim metalima
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(Meyer i Fricker, 2002), tako $to vrsi neutralizaciju ROS molekula preko askorbat-glutation
ciklusa (Suzuki i sar., 2012). Ovaj tripeptid je redoks aktivni molekul koji se dejstvom enzima
glutation reduktaze lako prevodi iz oksidovane forme (GSSG) u redukovanu formu (GSH).
Odrzavanje visokog nivoa GSH/GSSG je od velikog znacaja za povecanje otpornosti biljaka
na stres indukovan prisustvom teSkih metala (Foyer i sar., 2001). Ovaj metabolit predstavlja
vazan kofaktor mnogih enzima, a povecane koncentracije GSH neutraliSu visok nivo slobodnih
radikala 1 omogucavaju detoksifikaciju peroksida (Sharma i Dietz, 2006). Takode, glutation
predstavlja prekursor za sintezu fitohelatina koji imaju ulogu u sekvestraciji i detoksifikaciji
Cd?* jona ¢ime se ublazavaju $tetni efekti visokih koncentracija ovog metala u éeliji (El-
Shintinawy, 1999). Rezultati ove studije su pokazali signifikantno povecanje sadrzaja GSH
koje prati trend povecanja sadrzaja Cd u biljnom tkivu. Dobijeni podaci su u skladu sa
rezultatima prethodnih studija koje pokazuju pojacanu sintezu GSH pri poviSenim
koncentracijama teSkih metala kod razli¢itih biljnih vrsta (Mishra i sar., 2006; Romero-Puertas
i sar., 2007; Mishra i sar., 2009). Gao i saradnici (2010) naglasavaju da je sinteza GSH
pozitivno korelisana sa sadrzajem Cd u biljnom tkivu. Visok sadrzaj glutationa u biljnom tkivu
ima protektivnu ulogu u neutralizaciji ROS formi, ¢ime se hloroplasti Stite od oksidativnih
oSte¢enja Sto dodatno doprinosi o¢uvanju funkcija elektron-transportnog lanca i nesmetanom
radu fotosintetickog aparata (El-Shintinawy, 1999). Rezultati ove studije su pokazali da je
dodatak limunske kiseline pri L+Cd6 tretmanu doveo do povecanja sadrzaja GSH u mladim
listovima vrba, u odnosu na isti tretman nehelatiranim Cd (Cd6), sto je pozitivno korelisano sa
povecanjem fotosinteticke aktivnosti kod klonova S. viminalis i S. matsudana pri ovom
tretmanu. Sli¢no tome, u starim listovima ovakav trend je utvrden kod S. alba. Dobijeni
rezultati sugeriSu da limunska kiselina pokazuje visoku efektivnost u ¢elijskom odgovoru na
stresne faktore 1 utiCe na aktivaciju antioksidativnih mehanizama odbrane.

Fitohelatini (PCs) predstavljaju neproteinske tiole (NPT), niske molekulske mase, koji
se sintetiSu od glutationa (GSH) 1 imaju ulogu da prevode metale u manje toksi¢ne oblike
(Clemens, 2006). Smatra se da pojacana sinteza fitohelatina predstavlja vid adaptivnog
mehanizma biljke da se suoci sa toksi¢nim efektima Cd u ¢eliji (Mishra i sar., 2009; Saraswat
i Rai 2011; Fernandez i sar., 2014). Rezultati dobijeni u ovom istraZivanju su pokazali da je
sadrzaj neproteinskih tiola bio statisticki znacajno veéi na tretmanima limunskom kiselinom
pri 2*MDK vrednosti Cd u zemljistu, u odnosu na isti tretman bez LK. Rezultati dosadaSnjih
istrazivanja su pokazali da neproteinski tioli imaju ulogu u ublazavanju toksi¢nih efekata Cd,
te sa povecanjem koncentracije Cd jona u ¢eliji dolazi do njihovog nakupljanja, kao posledica
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pojacane sinteze razli¢itih fitohelatina (Chaney i sar., 2007; Fernandez i sar., 2014; Mahdavian
i sar., 2016). Samim tim tolerantnost biljaka na prisustvo teSskih metala je pozitivno korelisana
sa sintezom tiola (Cobbett, 2000). Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju su pokazali da je
najveci sadrzaj ukupnih tiola u mladim listovima zablezen kod vrste S. alba na tretmanu Cd6 i
bio je znatno vec¢i u odnosu na sadrzaj UT kod kontrolnih biljaka. Zna¢ajno povecanje ukupnih
tiola, fredukovanog glutationa (GSH), kao i neproteinskih tiola je zabeleZeno kod leguminoze
Vigna mungo u uslovima povecane koncentracije Cd (Molina i sar., 2008). Isti trend navode i
Mishra i saradnici (2006), koji su utvrdili znatno povecéanje ukupnih, kao i neproteinskih tiola
kod biljaka Ceratophyllum demersum izlozenih tretmanima 1, 5 i 10 Cd uM. Takode, rezultati
ovog istrazivanja su pokazali da je sadrzaj ukupnih tiola u starim listovima S. alba bio statisticki
znacajno veci pri tretmanu Cd6 u odnosu na njihov sadrzaj u biljkama gajenim na
kombinovanom tretmanu L+Cd6. Istovremeno, ovaj trend nije utvrden kod ostalih analiziranih
vrsta. Uticaj primene limunske kiseline na sadrzaj ukupnih tiola, kao 1 fitohelatina
(neproteinskih tiola) zabelezen je i u studiji Gao i saradnika (2010). Autori su utvrdili da
aplikacija 20 mmol limunske kiseline po kg zemljista koje sadrzi 50 mg/kg Cd moze da dovede
do smanjenja sadrzaja ukupnih i neproteinskih tiola, u odnosu na tretman bez dodatka LK. Tioli
imaju ulogu da vezu usvojeni Cd, ¢ime umanjuju negativan uticaj ovog metala u biljkama, a
kako limunska kiselina pokazuje sli¢an efekat, dodatak ovog helatora moze doprineti
smanjenju produkcije ovih jedinjenja.

Cistein je aminokiselina koja predstavlja najvazniju komponentu koja izgraduje
molekul GSH. Pored cisteina, glutamat i glicin izgraduju glutation, medutim intracelularna
koncentracija ovih aminokiselina je visoka, za razliku od cisteina Cija je intracelularna
koncentracije veoma ograni¢ena. Biosinteza ove aminokiseline predstavlja energetski skup
proces gde dolazi do utro§ka neophodnih makroelemenata azota i sumpora (Saraswat i Rai,
2011), tako je produkcija redukovanog glutationa u velikoj meri zavisna od sinteze ove
aminokiseline, sto posledi¢no utice na odgovor biljaka na razliite stresne ¢inioce. Na osnovu
toga moze se zakljuciti da akumulacija cisteina predstavlja vazan biomarker u bioloskom
odgovoru biljaka na prisustvo teSkih metala u ¢eliji. Rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali
da ne postoji jasna korelacija izmedu akumulacije Cd u mladim listovima i produkcije cisteina.
Medutim, najvec¢a produkcija cisteina u mladim listovima zabelezena je kod vrste S. alba gde
je konstatovana najveca koncentracija usvojenog Cd u poredenju sa ostalim analiziranim
vrstama. Takode, pojaCana sinteza cisteina je pozitivno korelisana sa visokom produkcijom
ukupnih, kao i proteinskih tiola koji su registrovani kod biljaka S. alba. Visoka produkcija
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cisteina u uslovima povisSenih koncentracija olova u biljnom tkivu registrovana je kod vrste
Peganum harpala (Mahdavian i sar., 2016). Autori su utvrdili znatno veéi sadrzaj cisteina kod
vrsta koje se definiSu kao fakultativne metalofite (rastu na staniStima bez metala u podlozi, a
toleriSu 1 njihovo prisustvo) u odnosu na prave metalofite. S obzirom da vrbe nisu prave
metalofite, pojacana sinteza cisteina kod ovih vrsta moze se smatrati linijjom odbrane biljaka
na povecan sadrzaj Cd u biljnom tkivu. Uticaj primene LK na sadrzaj cisteina bio je jate izrazen
na starim listovima u odnosu na mlade, kod kojih nije utvrdena signifikantna razlika u
akumulaciji ove aminokiseline usled primene kombinovanih tretmana. U starim listovima
primena kombinovanog tretmana L+Cd6 indukovala je klon-specifican odgovor kada je u
pitanju sadrzaj cisteina. Kod vrste S. alba je utvrdeno signifikantno smanjenje produkcije
cisteina usled primene kombinovanog tretmana u poredenju sa Cd6 tretmanom, uz istovremeno
veéu akumulacija Cd. Dobijeni podaci sugeriSu da aktivacija mehanizama odbrane kod vrste
nije efikasna, $to je potvrduje i indeks tolerancije koji je pokazao najmanju vrednost u
poredenju sa ostalim analiziranim vrstama.

Na osnovu analize glavnih komponenti (PCA analiza) utvrden je bioloski odgovor
odabranih klonova vrba na primenjene tretmane. Ova analiza je pokazala da postoji jasno
razdvajanje biljnog odgovora na primenjenu koncentraciju Cd, dok je primena limunske
kiseline doprinela smanjenju razdvajanja izmedu tretmana L 1 kombinovanih tretmana. Takode,
PCA analizom je utvrdeno je da je klon vrste S. viminalis pokazao najmanji stepen variranja

analiziranih karaktera, dok se klon S. alba odlikovao visokom varijansom.
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6. Zakljucak

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Biodostupnost jona Cd u zemljistu tipa fluvisol je veoma limitirana visokom pH
vrednosc¢u, dok aplikacija limunske kiseline, kao i dodatak treseta mogu dovesti do
povecanja biodostupnosti jona ovog metala i time uticati na uspesniju fitoremedijaciju
umereno zagadenog zemljista.

Distribucija Cd u biljnom tkivu je pokazala zavisnost od odabranog klona i
primenjenog tretmana. Najmanji sadrzaj Cd je zabelezen u izdancima biljaka, dok je
sadrzaj u listovima i korenu pokazao zavisnost od osobina zemljista, odnosno od
aplikacije limunske kiseline i treseta. U prvom eksperimentu najveci sadrzaj Cd je
konstatovan u mladim listovima S. viminalis i S. matsudana, dok su sukcesivna
primena limunske kiseline i dodatak treseta doprineli pove¢anom usvajanju Cd, ali i
zadrZavanju ovog metala u korenu. Kod vrste S. alba (klon B-44) najveéi procenat
usvojenog Cd se zadrzao na nivou korena, te je kod ove vrste zabelezena najmanja
translokacija u nadzemne organe. Uporednom analizom odabranih klonova vrba
utvrdeno je da je najveéi sadrzaj Cd registrovan u mladim listovima S. matsudana,
istovremeno ovaj klon se odlikovao najmanjim sadrzajem Cd u korenu.

Na osnovu dobijenih vrednosti biokoncentracijskog faktora (BF) korena i nadzemnih
organa, utvrdeno je znatno povecanje vrednosti u nadzemnom delu biljaka u odnosu
na BF korena, bez obzira na analizirani klon i primenjeni tretman. Primena limunske
kiseline je pokazala signifikantan uticaj na povecanje translokacijskog faktora (Tf) kod
S. viminalis, kod S. alba primena ovog helatora je dovela do blagog povecanja Tf, dok
kod S. matsudana primena ovog helatora nije pokazala pozitivan uticaj na vrednost
translokacijskog faktora u predenju sa istim tretmanom nehelatiranim Cd.

Primenjeni tretmani Cd nisu dovedi do pojave fitotoksicnosti, te nisu utvrdeni vidljivi
simptomi poput hloroze i nekroze, pa se moze zakljuciti da su analizirani klonovi vrba
rezistentni na umerenu zagadenost zemljiSta. Signifikantno smanjenje posmatranih
morfoloskih karaktera (masa 1 povrSina listova, masa korena, visina i1 precnik izdanka)
utvrdeno je pri vecoj primenjenoj dozi Cd (6 mg/kg zemljista), dok su sukcesivna
aplikacija limunske kiseline 1 dodatak treseta doprineli boljem rastu biljaka i u

zemlji$tu kontaminiranom Cd.
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Najveci stepen redukcije rasta i produkcije biomase u uslovima povisenih
koncentracija Cd utvrden je kod S. alba u predenju sa ostalim analiziranim vrstama.
Ovako dobijeni rezultati su potvrdeni i na osnovu vrednosti indeksa tolerancije (TI), te
je kod ove vrste utvrdena najmanja vrednost TI, dok je najveéi indeks tolerancije
zabeleZen kod S. matsudana. Na osnovu dobijenih vrednosti T, analizirani klonovi se
mogu definisati kao umereno-(S. alba) do visoko tolerantni na primenjene doze Cd.
Dodatak limunske kiseline je doveo do povecanja indeksa tolerancije kod S. viminalis
i S. alba pri vecoj primenjenoj dozi Cd (L+Cd6), dok je kod S. matsudana stimulativan
efekat ovog helatora utvrden pri tretmanu L+Cd3.

Kod analiziranih klonova vrba utvrdeno je da je primena tretmana Cd6 uzrokovala
blago smanjenje sadrzaja neophodnih makroelemenata, N, P i K, dok je aplikacija
limunske kiseline pokazala stimulativan efekat na usvajanje ovih biogenih elemenata.
Primenjeni tretmani Cd uslovili su pad sadrzaja fotosintetiCih pigmenata, dok je
dodatak limunske kiseline uticao na blagi porast sadrzaja hlorofila a i b na
kombinovanim tretmanima L+Cd3 i L+Cd6, u odnosu na odgovarajuéi tretman bez
limunske kiseline.

Signifikantno smanjenje parametara razmene gasova, intenziteta fotosinteze i
transpiracije, kao i efikasnosti koris¢enja vode utvrdeno je u uslovima povisenih
koncentracija Cd. Inhibitorni efekat neto fotosinteze najjace je bio izrazen kod S.
viminalis, dok je najmanji procenat smanjenja zabelezen kod vrste S. alba, §to je
zabeleZeno na tretmanu Cd6. Medutim, primena treseta i sukcesivna aplikacija
limunske kiseline doprineli su smanjenju fitotoksi¢nosti Cd, $to je uticalo na efikasniju
aktivnost fotosintetickog aparata, u poredenju sa tretmanima nehelatiranim Cd.
Primenjeni tretmani Cd su doveli do pojacane sinteze aminokiseline prolina, posebno
u mladim listovima, dok je najveca produkcija ove aminokiseline utvrdena kod S. alba.
Signifikantno povecéanje sadrZzaja vodonik-peroksida (H20) utvrdeno je u mladim i
starim listovima biljaka izlozenih Cd. Najve¢i sadrzaj ovog produkta je registrovan
kod S. matsudana, sto je u direktnoj vezi sa povecanom peroksidacijom lipida na
plazma membrani, koja je pracena preko produkcije malondialdehida (MDA). Visoka
produkcija MDA predstavlja direktan indikator oksidativnog oStec¢enja celije usled
visoke koncentracije Cd u biljnoj celiji. Rezultati ove studije su pokazali da je

aplikacija limunske kiseline doprinela smanjenju koncentracije H.O> u biljnom tkivu,
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u odnosu na isti tretman nehelatiranim kadmijumom, uz istovremeno smanjenje
peroksidacije lipida.

e Prisustvo Cd u biljnom tkivu uzrokuje oksidativni stres i dovodi do aktivacije
mehanizama odbrane i promene aktivnosti razli¢itih antioksidativnih enzima. Tokom
ovog istrazivanja je utvrdeno da postoje razlike u aktivnost antioksidativnih enzima
(katalaze, askorbat-peroksidaze, gvajakol-peroksidaze, glutation-s-transferaze) u
zavisnosti od analiziranog klona, primenjenog tretmana, kao i od starosti listova, $to je
u najvecoj meri vezano za akumulaciju Cd u biljnom tkivu. Primena limunske kiseline
moze donekle modifikovati bioloski odgovor biljaka u uslovima povecanih
koncentracija Cd, tako §to smanjuje toksi¢nost jona Cd, menjajuci aktivnost
komponenata antioksidativnog sistema zastite. Uticaj ovog helatora zavisi od
analiziranog genotipa, odnosno klona, kao i od koncentracije teskih metala.

e Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju su pokazali signifikantno povecanje sadrzaja
redukovanog glutationa (GSH) koje prati trend povecanja sadrzaja Cd u biljnom tkivu,
Sto pokazuje visoku efikasnost odabranih klonova vrba u ¢elijskom odgovoru na stres
indukovan prisustvom Cd. Uporednom analizom klonova vrba utvrdeno je da je
najveca produkcija GSH registrovana kod S.alba, §to je pozitivno korelisano sa
poveéanjem sadrzaja tiola, kao i koncentracije aminokiseline cisteina Kkoja je
registrovana kod ove vrste.

Na osnovu sveobuhvatnih analiza 1 razli¢itih kriterijuma moguce je izvrsti odabir vrsta

i selekciju klonova koji se karakteriSu najve¢im potencijalom za proces fitoremedijacije.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da analizirani klonovi poseduju genotipsku

specifi¢nost posmatranih morfo-fizioloskih i biohemijskih osobina u uslovima povisenih

koncentracija Cd u zemljistu. Poredenjem analiziranih klonova, klonovi SV068 (vrsta S.

viminalis) i SM4041 (vrsta S. matsudana) mogli bi se izdvojiti kao klonovi koji se odlikuju

osobinam pozeljnim za fitoremedijaciju. Aplikacija limunske kiseline se moze smatrati

adekvatnom ameliorativnom merom koja doprinosi povecanju biodostupnosti jona Cd u

alkalnom zemljiStu, a samim tim i efikasnijem izvla¢enju metala. Takode, prednost se daje

sukcesivnoj aplikaciji u odnosu na jednokratan tretman ovom kiselinom. Pored toga,
primena limunske kiseline uticala je na bioloski odgovor biljaka u prisustvu Cd u ¢eliji,
kroz modifikaciju fiziolosko-biohemijskih procesa i pojacanu aktivaciju mehanizama
odbrane. Svakako, istrazivanja potencijala limunske kiseline u procesu asistirane

fitoremedijacije je potrebno nastaviti i utvrditi moguénost primene ovog helatora u
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istrazivanjima u polju, uzimajuéi u obzir dodatne abioticke 1 bioticke faktore koji mogu

uticati na biodostupnost i usvajanje teSkih metala iz zemljista.
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8. Prilog

Tabela P1. Korelacije izmedu analiziranih parametara (razli¢itih morfologkih i fiziolo§ko-biohemijskih karaktera) i akumulacije Cd u mladim listovima S. viminalis.

Oznacene korelacije su znacajne za p <.05000, N=18

Varijable "’:tfja pl‘l’g’t:)s\'lga A E  WUE gs h':r h't?r “';‘fgr”' karotenoidi  prolin  proteini  APX GST GPOD MDA  TT PT NPT  HO, cistein  akumulacija
masa listova 1.00 0.94 061 051 060 049 -015 001  -0.06 0.47 032 088 -074 -058 -048 -065 -082 -075 -019 -040  -0.55 -0.76
povrsina listova  0.94 1.00 055 044 054 043 -037 013  -0.14 0.26 021 071 -051 -040 -041  -047 -061 -052 -003 -024 -0.71 -0.70
A 0.61 0.55 100 078 098 048 046 -058  -0.26 0.62 020 068 050 -076 -0.83 -0.89 -0.60 -034 -031 -0.76 -0.46 -0.94
E 0.51 0.44 078 100 071 064 032 -047 -022 058 018 052 038 -058 064 -069 -041 031 -026 -0.60 -0.43 -0.76
WUE 0.60 0.54 098 071 100 046 047 -053 -0.16 058 021 066 050 -078 -084 -086 -061 -031 -023 076 -050 -0.91
Gs 0.49 043 048 064 046 100 007 -028 -0.10 047 029 032 021 -042 054 041 -027 -023 037 047 -042 -0.52
hlor a -0.15 037 046 032 047 007 100 -070 0.8 0.61 030 025 -036 -065 054 -059 -031 -0.19 -0.38 -0.72  0.35 -0.30
hlor b 0.01 013  -058 -047 053 -028 070 100 045 -0.75 038 022 020 047 052 068 018 011 042 076  -0.28 0.58
ukupni hlor -0.06 014 026 022 -016 -010 018 045  1.00 -0.08 031 000 018 -032 015 021 -010 -014 031 006 -0.10 037
Karotenoidi 0.47 0.26 062 058 058 047 061 -075  -0.08 1.00 072  -067 -069 -080 -068 -0.86 -063 -066 -043 -090 0.2 0.72
Prolin -0.32 021  -020 -018 -021 029 -030 038 -031 -0.72 100 037 048 063 055 043 036 048 009 069  -0.01 0.32
Proteini -0.88 071  -068 -052 -066 -0.32 -025 022 000 -0.67 037 100 095 075 053 085 097 090 051 057 022 0.78
APX -0.74 051  -050 -0.38 -050 -0.21 -036 020 -0.18 -0.69 048 095 100 075 044 077 097 096 055 056  0.00 0.61
GST -0.58 040  -076 -058 078 042 -065 047  -0.32 -0.80 063 075 075 100 088 084 075 062 026 091 026 0.72
GPOD -0.48 041 083 064 084 -054 -054 052  -0.15 -0.68 055 053 044 08 100 074 047 029 004 089 046 0.75
MDA -0.65 047 089 069 -0.8 -041 -059 068 021 -0.86 043 085 077 08 074 100 08 066 055 08  0.12 0.92
T -0.82 061 060 -041 061 -027 -03L 018  -0.10 -0.63 036 097 097 075 047 080 100 090 048 054 015 0.69
PT -0.75 052  -034 031 -031 023 -019 011  -0.14 -0.66 048 090 096 062 029 066 090 100 051 044  -007 052
NPT -0.19 003  -03L -026 -023 037 -038 042 031 -0.43 009 051 055 026 004 055 048 051 100 027  -0.39 0.38
H20, -0.40 024  -076 060 -076 047 -072 076  -0.06 -0.90 069 057 056 091 089 085 054 044 027 100 011 0.74
Cistein -0.55 071  -046 -043 050 042 035 -028 -0.10 0.12 001 022 000 026 046 012 015 -007 -039 011  1.00 0.41
Akumulacija -0.76 070  -094 -076 -091 052 -030 058 037 0.72 032 078 061 072 075 092 069 052 038 074 041 1.00
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Tabela P2. Korelacije izmedu analiziranih parametara (razli¢itih morfoloskih i fiziolo§ko-biohemijskih karaktera) i akumulacije Cd u mladim listovima S. matsudana.

Oznacene korelacije su znacajne za p <.05000; N=18

masa

povrsina

hlor

hlor

ukupni

Varijable listova listova A E WUE gs a b hlor karotenoidi  prolin  proteini  APX GST GPOD MDA TT PT NPT H202  cistein  akumulacija
masa listova 1.00 0.30 -0.05 0.37 -0.16 -0.16 -0.01 -0.05 0.10 0.24 0.23 -0.19 -0.24 -0.23 -0.39 0.04 0.37 0.41 0.34 0.08 -0.05 -0.08
povrsina listova 0.30 1.00 009 032 -013 013 -026 0.9 0.52 0.46 0.23 -0.81 -046  -0.46 -0.75 0.02 007 -0.26 0.60 -0.03 0.10 -0.65
A -0.05 0.09 1.00 0.71 0.96 072 027 072 0.83 0.79 0.24 -0.21 -0.67  -0.56 -0.17 -055 -0.34 -022 -010 -055 0.38 -0.59
E 0.37 0.32 071 1.00 057 025 039 040 0.62 0.64 0.25 -0.34 -0.72  -0.70 -0.44 -041 022 027 017 -033 0.26 -0.58
WUE -0.16 -0.13 0.96 0.57 1.00 0.75 0.27 0.74 0.74 0.70 0.16 -0.01 -0.50 -0.38 0.02 -0.57 -048 -029 -0.24 -0.55 0.38 -0.45
Gs -0.16 0.13 0.72 0.25 0.75 1.00 -0.34 0.67 0.72 0.55 0.42 -0.05 -0.31 -0.04 0.05 -0.47 -0.59  -0.68 0.13 -0.34 0.56 -0.36
hlor a -0.01 -0.26 0.27 0.39 0.27 -0.34 1.00 0.30 0.12 0.19 -0.69 0.20 0.01 -0.24 -0.08 -0.47 0.15 0.40 -0.22 -0.26 -0.26 -0.21
hlor b -0.05 0.19 0.72 0.40 0.74 0.67 0.30 1.00 0.86 0.75 -0.19 -0.09 -0.19 -0.16 -0.26 -0.73 -0.57  -054 0.12 -0.45 0.33 -0.64
ukupni hlor 0.10 0.52 0.83 0.62 0.74 0.72 0.12 0.86 1.00 0.91 0.13 -0.45 -0.57 -0.49 -0.50 -0.58 -0.43 -0.48 0.25 -0.50 0.36 -0.81
Karotenoidi 0.24 0.46 0.79 0.64 0.70 0.55 0.19 0.75 0.91 1.00 0.19 -0.58 -0.72 -0.69 -0.60 -0.32 -0.38  -0.27 0.03 -0.57 0.27 -0.78
Prolin 0.23 0.23 024 025 016 042 -069 -0.19 0.13 0.19 1.00 -0.37 061  -0.34 -0.07 0.37 014 002 012 -0.04 0.37 -0.03
Proteini -0.19 -0.81 -021 -034 -001 -0.05 020 -0.09 -0.45 -0.58 -0.37 1.00 0.73 0.78 0.75 -0.37  0.03 013 -0.08 0.20 -0.08 0.64
APX -0.24 -0.46 -0.67 -072 -050 -0.31 0.01 -0.19 -0.57 -0.72 -0.61 0.73 1.00 0.93 0.51 -0.10 -0.06 -0.13 0.05 0.37 -0.22 0.59
GST -0.23 -0.46 -056 -0.70 -038 -004 -024 -0.16 -0.49 -0.69 -0.34 0.78 0.93 1.00 0.59 -0.16 -0.13  -0.25 0.16 0.37 -0.05 0.62
GPOD -0.39 -0.75 -0.17  -044 0.02 0.05 -0.08 -0.26 -0.50 -0.60 -0.07 0.75 0.51 0.59 1.00 -0.06 0.04 -0.03 -0.33 0.14 -0.14 0.76
MDA 0.04 0.02 -0.55 -041 -0.57 -0.47  -047 -0.73 -0.58 -0.32 0.37 -0.37 -0.10 -0.16 -0.06 1.00 0.18 0.26 -0.36 0.24 -0.16 0.32
TT 0.37 0.07 -0.34 022 -048 -059 015 -057 -0.43 -0.38 0.14 0.03 -0.06  -0.13 0.04 0.18 100 076 036 0.20 -0.35 0.28
PT 0.41 -0.26 -0.22 027 -029 -0.68 040 -054  -0.48 -0.27 0.02 0.13 -0.13  -0.25 -0.03 0.26 076 100 -0.08 0.3 -0.31 0.29
NPT 0.34 0.60 -0.10 017 -024 013 -022 012 0.25 0.03 0.12 -0.08 0.05 0.16 -0.33 -0.36 036 -0.08 1.00 0.17 0.15 -0.22
H20, 0.08 -0.03 -055 -033 -055 -0.34 -0.26 -045 -0.50 -0.57 -0.04 0.20 0.37 0.37 0.14 0.24 020 013 017 1.00 -0.16 0.36
Cistein -0.05 0.10 038 0.26 0.38 056 -0.26  0.33 0.36 0.27 0.37 -0.08 -0.22  -0.05 -0.14 -0.16 -035 -031 015 -0.16 1.00 -0.36
akumulacija -0.08 -0.65 -059 -058 -045 -0.36 -0.21 -0.64 -0.81 -0.78 -0.03 0.64 0.59 0.62 0.76 0.32 028 029 -022 036 -0.36 1.00
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Tabela P3. Korelacije izmedu analiziranih parametara (razli¢itih morfoloskih i fiziolo§ko-biohemijskih karaktera) i akumulacije Cd u mladim listovima S. alba.

Varijable
masa listova

povrsina listova
A

E

WUE

gs

hlor a

hlor b
ukupni hlor
karotenoidi
prolin
proteini
APX

GST
GPOD
MDA

TT

PT

NPT

H202
Cistein

Akumulacija

Oznacene korelacije su znacajne za p <.05000, N=18

masa

povrsina

hlor

hlor

ukupni

listova listova A E WUE gs a b hior karotenoidi  prolin  proteini  APX GST GPOD MDA TT PT NPT  H02 cistein  akumulacija
1.00 0.35 0.73 0.29 -0.44 0.57 0.21 0.67 0.10 -0.01 -0.47 -0.90 -0.06 -0.28 -0.87 0.00 0.18 0.20 -0.32  -0.44 -0.85 0.11
0.35 1.00 0.87 0.30 0.37 0.72 0.74 0.07 0.74 0.72 -0.34 -0.19 -0.55  -0.83 -0.20 -0.85 -0.73 -066 -0.20 -0.63 -0.61 0.24
0.73 0.87 1.00 047 0.00 074 060 0.35 0.56 0.48 -0.56 -0.58 -041 -070  -0.58 -058 -041 -034 -035 -063 -0.85 0.23
0.29 0.30 047 100 -0.17 028 -0.03 0.07 -0.03 -0.16 -0.84 -0.19 -0.21 -025 -0.34 -0.19 -013 -0.09 -020 -0.18 -0.29 -0.06
-0.44 0.37 0.00 -0.17 1.00 0.36 0.45 -0.36 0.46 0.58 0.44 0.33 -0.72  -0.62 0.64 -0.75 -0.85  -0.90 0.64 -0.47 0.00 -0.26
0.57 0.72 0.74 0.28 0.36 1.00 0.38 0.27 0.31 0.35 -0.31 -0.47 -0.75  -0.84 -0.42 -0.70 -0.62  -0.63 0.31 -0.89 -0.75 -0.28
0.21 0.74 0.60 -0.03 0.45 0.38 1.00 0.28 0.94 0.92 0.17 -0.30 -045 -0.71 0.16 -0.69 -0.57  -054 -0.22 -0.33 -0.54 0.39
0.67 0.07 0.35 0.07 -0.36 0.27 0.28 1.00 0.14 0.10 -0.05 -0.79 -0.01 -0.14 -0.46 0.12 0.28 0.27 -0.15 -0.01 -0.56 -0.08
0.10 0.74 0.56 -0.03 0.46 0.31 0.94 0.14 1.00 0.85 0.17 -0.16 -0.41  -0.66 0.23 -0.70 -0.59  -055 -0.27 -0.32 -0.44 0.37
-0.01 0.72 0.48 -0.16 0.58 0.35 0.92 0.10 0.85 1.00 0.25 -0.06 -043  -0.66 0.27 -0.72 -0.64 -0.62 -0.07 -0.33 -0.37 0.34
-0.47 -0.34 -056 -0.84 044 -031 017 -0.05 0.17 0.25 1.00 0.23 0.00 0.12 0.65 005 -0.05 -011 039 017 0.32 -0.12
-0.90 -0.19 -058 -019 033 -047 -030 -0.79 -0.16 -0.06 0.23 1.00 0.15  0.30 0.65 -0.03 -019 -018 018 0.35 0.84 -0.03
-0.06 -0.55 -041 -021 -072 -0.75 -045 -0.01 -0.41 -0.43 0.00 0.15 1.00 0.91 -0.21 0.86 0.87 0.89 -0.59 0.64 0.42 0.40
-0.28 -0.83 -0.70 -025 -062 -084 -071 -0.14 -0.66 -0.66 0.12 0.30 0.91 1.00 -0.01 0.94 0.87 0.86 -0.26 0.72 0.64 0.12
-0.87 -0.20 -0.58 -0.34 0.64 -0.42 0.16 -0.46 0.23 0.27 0.65 0.65 -0.21  -0.01 1.00 -022  -0.36 -0.40 0.38 0.33 0.61 -0.08
0.00 -0.85 -058 -019 -0.75 -0.70 -0.69 0.12 -0.70 -0.72 0.05 -0.03 0.86 0.94 -0.22 1.00 0.97 0.95 -0.25 0.62 0.39 0.06
0.18 -0.73 -041 -013 -085 -0.62 -0.57 0.28 -0.59 -0.64 -0.05 -0.19 0.87 0.87 -0.36 0.97 1.00 0.99 -0.41 0.61 0.24 0.17
0.20 -0.66 -0.34 -009 -090 -0.63 -0.54 0.27 -0.55 -0.62 -0.11 -0.18 0.89 0.86 -0.40 0.95 0.99 1.00 -0.51 0.62 0.23 0.23
-0.32 -0.20 -0.35 -0.20 0.64 031 -022 -0.15 -0.27 -0.07 0.39 0.18 -0.59  -0.26 0.38 -0.25 -041 -051 100 -034 0.14 -0.73
-0.44 -0.63 -063 -0.18 -047 -0.89 -0.33 -0.01 -0.32 -0.33 0.17 0.35 0.64 0.72 0.33 0.62 0.61 0.62 -0.34 1.00 0.69 0.23
-0.85 -0.61 -0.85 -0.29 0.00 -0.75 -054 -0.56 -0.44 -0.37 0.32 0.84 0.42 0.64 0.61 0.39 0.24 0.23 0.14 0.69 1.00 -0.07
0.11 0.24 0.23 -0.06 -0.26 -0.28 0.39 -0.08 0.37 0.34 -0.12 -0.03 0.40 0.12 -0.08 0.06 0.17 0.23 -0.73 0.23 -0.07 1.00
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The role of citric acid on morphological, physiological and biochemical characteristics

of selected willow clones (Salix spp.) grown in soil with moderately polluted cadmium



(Cd) was presented. The aim of this study was to determine the Cd accumulation,
translocation and tolerance of different willow clones, as well as the influence of citric
acid as a chelator in the assisted phytoremediation process. In order to achieve this goal,
plants were grown in semi-controlled conditions for 3 months. The experiment was
divided into two phases (two years of research), based on differences in the
methodological approach, regarding the application of citric acid. During the first-year
experiment, citric acid was added once, while in the second year the application of this
chelator was performed in three repetitions. The analyses included: the accumulation
and distribution of Cd in soil and various plant organs (root, stem, young and old leaves);
influence of Cd and citric acid on morphometric parameters: stem hight and diameter,
number of leaves, biomass and area of leaves, biomass and volume of the root; on
photosynthetic characteristics: net photosynthetic and transpiration rate, water use
efficiency, stomatal conductance, intercellular concentration of CO2, concentration of
photosynthetic pigments; on mineral nutrition and distribution of macronutrients in
plants (nitrogen, phosphorus and potassium content); on the content of the amino acid
proline and cysteine; on the activity of antioxidant enzymes (catalase, ascorbate
peroxidase, guaiacol peroxidase), as non-enzymatic components such as reduced

glutathione and thiol content.

The obtained results indicated the genotypic specificity of the analyzed willow clones in
the phytoremediation process, depending on the treatment applied, the Cd dose, and the
presence of citric acid. The toxic effect was not evident on the morphological level,
while the applied treatments showed a significant influence on the physiological-
biochemical processes in the willows. The net photosynthetic rate, transpiration rate, as
well as, water use eficiency showed decreasing with increasing Cd concentration in plant
tissue, while the application of citric acid mitigated the harmful effect of this heavy
metal, which was registered on combined treatments. In response to the accumulation of
Cd in plant tissue, a change in the activity of anti-oxidant enzymes, as well as non-
enzymatic components of the defense system has been established. In addition, the
application of citric acid showed the promotion role on the absorption, accumulation and
tolerance of willows grown in moderately polluted soil cadmium, which has a practical
significance in the improvement of phytoremediation techniques and decontamination

of polluted soil.
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