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UTICAJ OLOVA NA RAST IZDANAKA I KONCENTRACIJU
FOTOSINTETICKIH PIGMENATA U LISTOVIMA KLONOVA BELIH
TOPOLA (Populus alba) U KULTURI TKIVA

Katani¢ Marina ' , Pilipovié¢ Andrejl, Orlovi¢ Sasa', Krsti¢ Borivoj ¢

Izvod: U radu je prikazan uticaj olova na parametre rasta i koncentraciju
fotosintetickih pigmenata u listovima izdanaka cCetiri klona topola iz sekcije Leuce u
kulturi tkiva. Mikroizdanci su gajeni pet nedelja na ¢vrstom ACM medijumu (Aspen
Culture Medium) sa dodatkom olova u formi Pb EDTA u razli¢itim koncentracijama
(0, 10 i 10 M). Mereni su slede¢i parametri: visina glavnog izdanka, sveza masa,
multiplikacija (broj aksilarnih izdanaka po eksplantatu) i koncentracija
fotosintetickih pigmenata u listovima. U primenjenim koncentracijama, generalno,
olovo je delovalo inhibitorno na visinu i svezu masu izdanaka svih ispitivanih
klonova, dok razlike u multiplikaciji i sadrzaju fotosintetiCkih pigmenata izmedu
kontrole i tretmana sa olovom nisu bile statisticki znacajne. Ispitivani klonovi su
pokazali varijabilnost u reakcijama na prisustvo olova u hranljivom medijumu.

Kljucne reci: topole, fitoremedijacija, olovo, klon, in vitro

THE INFLUENCE OF LEAD ON THE SHOOT GROWTH AND CONCENTRATION OF
PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS IN LEAVES OF THE WHITE POPLAR
(Populus alba) CLONES IN VITRO

Abstract: This research deals with the effect of lead on growth parameters and concentration
of photosynthetic pigments in leaves of four poplar clones from section Leuce cultivated in
vitro. Microshoots were cultivated five weeks on solid ACM medium (Aspen Culture Medium)
with addition of lead in form of Pb EDTA in different concentration (0, 107 and 10 M). The
parameters investigated included: length of the main shoot, fresh mass, multiplication
(number of axillary shoots per explantat) and concentration of photosynthetic pigments in
leaves. Applied lead generally decreased height and fresh mass of shoots of all investigated
clones, but differences in multiplication and concentration of photosynthetic pigments
between control shoots and that treated with lead were not statistically significant.
Investigated clones differed in their reactions on lead presence in growth medium.
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1. UVOD

Zagadenje teSkim metalima je jedan od najozbiljnijih problema danasnjice.
Najces¢i izvori olova su sagorevanje tecnih i ¢vrstih goriva, topionice, otpadne vode
sa visokim sadrzajem olova, kao i hemikalije kojima se tretira zemljiste ukljucujuéi i
dubriva (Seregin i Ivanov, 2001).

Toksi¢no dejstvo teSkih metala posledica je njihovog vezivanja sa SH
grupama proteina S$to dovodi do inhibicije enzimske aktivnosti ili naruSavanja
njihove strukture. Takode mogu da zamene esencijalne elemente u biomolekulima i
na taj nacin prouzrokuju efekat njihovog nedostatka (van Assche i Clijsters,
1990). Enzimska aktivnost opada pod dejstvom olova, ¢ime se moZze objasniti
inhibitorno dejstvo ovog metala na ¢elijski metabolizam, mineralnu ishranu, vodni
rezim, respiraciju i dr. Do opadanje fotosinteticke aktivnosti dolazi usled narusavanja
ultrastrukture hloroplasta i sinteze fotosintetickih pigmenata, ometanja transporta
elektrona i dr.

Efekat vrste metala ili razlic¢itih koncentracija metala na sadrzaj hlorofila
varira medu biljnim vrstama.

Inhibicija rasta prouzrokovana teSkim metalima moze da potice od
metabolickih poremecaja, ali i od direktnog uticaja na rast, na pr. interakcija sa
polisaharidima celijskog zida smanjuje plasti¢nost zida. Dokazano je, medutim, da u
niskim koncentracijama olovo moze da deluju stimulativno na rast korena (Seregin
i Ivanov, 2001).

Posto se teski metali ne mogu razloziti najbolje ih je ukloniti iz zagadenih
podruc¢ja. Tokom 80-tih godina 20. veka u SAD su zapocela istraZivanja vezana za
uticaj biljaka na kontaminirana zemljista (Salt et al., 1998; EPA, 2001;
Barcelo i Poschenrieder, 2003; Ghosh i Singh, 2005). Utvrdeno je da
biljke mogu da uti€u na smanjenje koncentracije kontaminanata u zemlji$tu i
podzemnim vodama. Tehnologija kori$¢enja biljaka u ove svrhe poznata je kao
fitoremedijacija.

Topole su biljne vrste koje se vrlo Cesto koriste u fitoremedijaciji
zahvaljuju¢i svojim osobinama da brzo rastu, dobro podnose i zemljista male
plodnosti, imaju dobro razvijen korenov sistem koji moze da dopre i do podzemnih
voda i mogu da transpiri$u velike koli¢ine vode (Aitchison et al., 2000). One su
u stanju da posredno i neposredno vrse fitoremedijaciju viSe vrsta polutanata na vise
nacina: fitoekstrakcijom, fitodegradacijom, fitovolatilizacijom i rizodegradacijom.

Rezultati savremenih istrazivanja ukazuju na mogucénost uspeSnog
kori§¢enja topola u fitoremedijaciji zemljiSta zagadenih teskim metalima
(Pilipovi¢ et al., 2002, KaliSova - gpirochova et al., 2003; Bojarczuk,
2004; Pilipovi¢, 2005, Pilipovi¢ et al., 2005, 2006, Katani¢ et al.,
2006).

U radu su prikazani rezultati dejstva olova na rast izdanaka i koncentraciju
fotosintetickih pigmenata u listovima cetiri klona belih topola u kulturi tkiva.
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2. MATERIJAL I METOD RADA

Za ogled su odabrani klonovi belih topola (Populus alba, sekcija Leuce ) L-
12, L-80, L-111/81 i LBM zbog njihove osobine da dobro rastu u kulturi tkiva
(Guzina i Tomovié¢, 1989; Kovacevi¢ et al., 2005). U kulturu tkiva su
uvedeni aksilarni pupoljci sa stabala razli¢ite starosti u periodu mirovanja vegetacije.
U svim fazama istrazivanja je koris¢en Aspen Culture Medium (Ahuja, 1984)
kome je dodavano 20 mg/l adenin-sulfata, 100 mg/l mio-inozitola, 0,5 mg/l
benzilaminopurina (BAP), 0,02 mg/l a-naftilsiréetne kiseline (NAA), 20g/l saharoze
i 9g/l agara (Kolevska-Pletikapi¢ i Tomovié¢, 1988). Kulture su rasle na
temperaturi od 26+3 °C i izlagane su beloj svetlosti fluorescentnih cevi od 160
W/m* u trajanju od 16 &asova dnevno. UmnoZavanje materijala je vrieno
mikropropagacijom.

Vrhovi izdanaka duzine oko 1,5 cm su kultivisani na podlozi sa olovom pet
nedelja. Olovo je dodato podlozi u formi Pb EDTA u koncentracijama od 0, 107 i
10 M. Merena su sledeca svojstva: sveza masa izdanaka (g), visina glavnog izdanka
(mm), broj aksilarnih izdanaka po eksplantatu (multiplikacija izdanaka) i
koncentracija fotosintetickih pigmenata u listovima. Koncentracije pigmenata
hloroplasta-hlorofila a, hlorofila b i ukupnih karotenoida su odredene
spektrofotometerijski (Wettstein, 1957). Podaci su analizirani u statistickom
programu STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc., 2006). Dobijeni rezultati su obradeni
dvofaktorijalnom analizom varijanse, a znacajnost razlika izmedu pojedinih
tretmana, klonova i njihove interakcije su utvrdene i prikazane Dankanovim testom.

3. REZULTATI I DISKUSIJA
Nakon pet nedelja in vitro kultivacije, izmedu izdanaka raslih na podlogama

sa i bez olova, nije bilo morfoloskih razlika tj. nisu uocene razlike u boji listova i nije
bilo hloroze ( SI. 1.).

Slika 1. Efekat spitivanih koncentracija olova na klon L-80 (10 M, 01 10 M)
Figure 1. Effect of investigated concentrations of lead on clone L-80 (10° M, 0 and 107 M)
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Dejstvo olova u koncentracijama 10° M i 10 M na visinu i masu izdanaka
klonova belih topola je prikazano u tabeli 1. MozZe se uociti da je u oba tretmana
olovom doslo do smanjenja visine izdanaka u poredenju sa kontrolom, ali je razlika
bila statisticki znacajna samo u slucaju vece koncentracije olova kod klonova L-12 i
L-80. U pogledu sveze mase po tretmanima bez obzira na klon, u oba tretmana
olovom je dobijena manja masa nego u kontroli, ali je razlika bila statisti¢ki znacajna
samo u slu¢aju manje koncentracije olova. Statisticki znacajne razlike su zabelezene
kod klona L-12 izmedu kontrole i tretmana 10° M olova, kao i kod klona L-80
izmedu kontrole i tretmana 10 M olova. Ispitivani klonovi su se medusobno
statisticki razlikovali u pogledu sveze mase koju su postigli u totalu, $to ukazuje na
njihovu veliku varijabilnost.

Tabela 1. Uticaj razli¢itih koncentracija olova na visinu i svezu masu izdanaka
klonova belih topola

Table 1. Influence of different lead concentrations on height and fresh mass of white poplar
clones shoots

VISINA IZDANAKA (mm) SVEZA MASA IZDANAKA (2)
Shoots height (mm) Fresh mass of shoots (g)

Klon/Koncentracija ¢ 0 cl0® ¢ 10* Proseck c0 cl0® ¢ 10" Prosek
Clone/Concentration M M Average M M Average
LBM 32.32de 25.04de 27.60de 28.32¢ 0.18efg 0.25def 0.15fg 0.19¢
L-12 67.68a 66.65ab 57.27b 64.73a 0.63a  0.37bcd 0.50ab 0.52a
L-80 44.60c  44.08c 33.70d 41.05b 0.48b 0.43bc 0.31cde 0.40b
L-111/81 25.88de 24.24de 21.96e 24.03c 0.09g O0.11fg 0.12fg 0.10d
Prosek / Average 42.52a 38.60a 32.61b 0.33a 0.26b  0.27ab

*Vrednosti oznacene istim slovom se ne razlikuju zna¢ajno za p=0.05
Values with same letter did not differ significantly at p=0.05

Smanjenje biomase klonova topola u prisustvu olova kao i dobijena
varijabilnost medu klonovima je u skladu sa rezultatima ranijih istraZivanja
Pilipovic¢a et al. (2006) koji su ispitivali dejstvo olova na reznice topola u
vodenim kulturama pri koncentracijama olova od 10 i 100 ppm. Medutim,
Kali§ova-Spirochova et al. (2002) nisu ustanovili negativno dejstvo olova na
biomasu topola u kulturi tkiva pri koncentracijama od 0,1 mM, nego su cak
ustanovili i porast biomase u poredenju sa kontrolom.

Zavisno od primenjenih koncentracija olova nisu postignute statisticki
znacajne razlike u mutliplikaciji u poredenju sa kontrolom, medutim klon L-12 se
statisticki znacajno razlikovao od ostalih klonova (Grafikon 1.). Primenjene
koncentracije bile su preniske da bi se izazvao inhibitorni efekat, na §ta ukazuju i
rezultati Bojarczuka (2004) koji je znacajno smanjenje broja izdanaka topola
gajenih in vitro dobio tek pri koncentraciji Pb*" od 2 mM.
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Grafikon 1. Efekat ispitivanih koncentracija olova na multiplikaciju izdanaka
klonova bele topole (Dankanov test)

Graph 1. Effect of investigated lead concentrations on multiplication of white poplar clones
shoots (Duncan test)
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Razlike u sadrzaju hlorofila a, hlorofila b i karotenoida u sveZoj masi lista
izmedu tretmana olovom u koncentraciji 10* M i u kontroli nisu bile statisticki
znacajne kod proucavanih klonova (sem u slucaju sadrzaja karotenoida kod klona L-
80). U tretmanu sa 10° M olova kod klona LBM je sadrzaj hlorofila a i karotenoida
bio znacajno manji, dok je kod klona L-12 bio statisticki znacajno veéi u odnosu na
kontrolu. U istom tretmanu sadrzaj hlorofila b se nije razlikovao od sadrzaja ovog
pigmenta u kontroli u slu¢aju svih klonova, kao ni sadrzaj karotenoida kod klonova
L-80 i L-111/81. Odnos hlorofil a/ hlorofil b se razlikovao kod ispitivanih klonova
Sto ukazuje na razli¢ite reakcije klonova na prisustvo olova u podlozi.

Izmedu tretmana sa olovom i kontrole kod klonova LBM, L-80 i L-111/81,
kao i generalno nisu utvrdene statistiCki znacajne razlike u sadrzaju hlorofila a,
hlorofila b i karotenoida u suvoj masi lista. U pogledu sadrzaja hlorofila a i
karotenoida po klonovima bez obzira na tretman znacajno se razlikovao klon LBM,
kod koga je izmerena manja koncentracija ovih pigmenata u poredenju sa ostalim
klonovima.

Efekat olova na koncentraciju hlorofila je ispitivan kod pasulja (Zengin et
al., 2005) i korovskih biljaka (Ewais, 1997). Utvrdeno je statisticki znacajno
smanjenje sadrzaja hlorofila, ali pri ve¢im koncentracijama olova (20 mg/ kg za
korovske biljke i preko 1,5 mM olova za pasulj).

Kod klona L-12 je utvrdeno statisticki znacajno povecéanje sadrzaja hlorofila
a 1 karotenoida u tretmanu sa manjom koncentracijom olova. Stimulativan efekat
olova u malim koncentracijama na sadrzaj hlorofila je u skladu sa istrazivanjima
Sarvari et al. (2002) koji su gajili topole i krastavce u hidroponima sa dodatkom
Fe EDTA i Fe citrata, a zatim ih tretirali sa 10, 50 i 100 uM olovo nitratom. Utvrdili
su relativno blag inhibitoran efekat olova na fotosintezu pri relativno visokom
koncentracijama, dok je sadrzaj hlorofila bio povecan pri manjim koncentracijama
olova.
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Tabela 2. Uticaj olova na sadrzaj hlorofila a, hlorofila b, karotenoida (mg g sveZe
mase) i na hlorofil a/hlorofil b odnos u listovima izdanaka klonova bele topole

Table 2. Effects of Pb*" on leaf chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoid contents (mg g”
fresh mass) and on the chlorophyll a/chlorophyll b ratio in white poplar clones shoots

Klon c(Pb*)[M] Chla " Chib ? Chla/Chlb Karotenoidi °)
Clone Carotenoides
0 0.496bc ¥ 0.252abc 197 0.172 be
107 0.336d 0.140 ¢ 2.40 0.120d
LBM 10™ 0.440 cd 0.244 abc 1.80 0.140 cd
Sredina 0424 a 0.212b 0.144 b
Average
0 0.488 be 0.196 be 2.80 0.168 bc
107 0.724 a 0.296 ab 1.80 0.232a
L-12 10™ 0.496 bc 0.192 be 2.94 0.156 bed
Sredina 0.548 a 0.228 b 0.184 a
Average
0 0.560 bc 0.368 a 1.33 0.156 bed
107 0.636 ab 0.326 ab 2.21 0.192 ab
L-80 10™ 0.500 bc 0.244 abc  2.03 0.172 a
Sredina 0.564 a 0.312a 0.172 a
Average
0 0.548 bc 0.284 abc 1.97 0.188 abc
10° 0.532 bc 0.224 abc  2.83 0.192 ab
L-111/81 10™ 0.564 bc 0.276 abc 1.81 0.188 abc
Sredina 0424 a 0.260 ab 0.192a
Average

D Chl a — sadrzaj hlorofila a [mg*g'sveze mase]), > Chl b - sadrzaj hlorofila b [mg*g'sveze mase]),
Karotenoidi - sadrzaj karotenoida [mg*g'sveze mase]), ¥ Dankanov test - Vrednosti oznaGene istim
slovom se ne razlikuju znacajno za ay s

Y Chl a — chlorophyll a content [mg*g”of fress mass]), ¥ Chl b - chlorophyll b content [mg*g”of fress mass]), ¥
Carotenoides - carotenoides content [mg*g” of fress mass]), ¥ Duncan test - Values with same letter did not differ
significantly for 0,05

Dobijeni rezultati kao i rezultati drugih autora ukazuju na to da su
koncentracije olova primenjene u ovom istrazivanju nedovoljno visoke da bi se
ostvario znacajniji inhibitorni efekat na razvoj bocnih izdanaka kao i na sadrzaj
fotosintetickih pigmenata u listovima. Stoga je neophodno nastaviti ispitivanja sa
vi§im koncentracijama olova.

Klon L-12 je imao najveéu visinu, masu i multiplikaciju u poredenju sa
ostalim klonovima, dok je na manju koncentraciju olova reagovao povecanim
sadrzajem fotosintetickih pigmenata. Medutim, kod ovog klona je u tretmanima
olovom do$lo do znacajnog smanjenja visine i mase izdanaka u poredenju sa
kontrolom pa bi povecan je sadrzaja pigmenata moglo biti uzrokovano smanjenjem
mase. Kod klonova LBM i L-111/81 nije utvrdeno znacajno smanjenje mase i visine
u tretmanima olovom, ali su ovi klonovi imali zna¢ajno manju produkciju biomase
od ostalih. Idealan klon za fitoremedijaciju zemljiSta kontaminiranih olovom bi
trebao da nesmetano raste na podlozi sa olovom, ima visok prinos biomase i pri tom
da akumulira ovaj teski metal u znacajnim koli¢inama.
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Tabela 3. Uticaj olova na sadrzaj hlorofila a, hlorofila b, karotenoida (mg g suve
mase) i na hlorofil a/hlorofil b odnos u listovima izdanaka klonova bele topole

Table 3. Effects of Pb*" on leaf chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoid contents (mg g’
dry mass) and on the chlorophyll a/chlorophyll b ratio in different white poplar clone shoots

Klon c(Pb*)[M] Chla " Chib ? Chla/Chlb Karotenoidi ~
Clone Carotenoides
0 378bc Y 191ab 1.97 1.29 be
107 2.64 ¢ 1.09b 2.74 093¢
LBM 10" 3.56 bc 2.01 ab 1.77 1.15bc
Sredina 333b 1.68 a 1.13b
Average
0 3.72 bc 1.48b 2.51 1.27 be
107 5.60 a 231 ab 2.43 1.78 a
L-12 10 3.82 be 1.46 b 2.61 1.20 be
Sredina 438 a 1.75 a 142 a
Average
0 446D 292a 1.53 1.23 be
107 3.38b 1.99 ab 1.93 1.17 be
L-80 10™ 3.77 be 1.85 ab 2.04 1.30 ab
Sredina 4.03a 226a 1.23 ab
Average
0 432b 2.23 ab 1.93 1.48 ab
107 3.41 be 143 b 2.39 1.25 be
L-111/81 10™ 435D 2.11 ab 2.06 1.45 ab
Sredina 403 a 1.92a 1.39a
Average

U Chl a — sadrzaj hlorofila a [mg*g'suve mase]), ? Chl b - sadrzaj hlorofila b [mg*g" suve mase]), ”
Karotenoidi - sadrzaj karotenoida [mg*g' suve mase]), ¥ Dankanov test - Vrednosti oznadene istim
slovom se ne razlikuju znacajno za o s

U Chl a — chlorophyll a content [mg*g’of dry mass]), ¥ Chl b - chlorophyll b content [mg*g”of dry massj), ¥
Carotenoides - carotenoides content [mg*g” of dry mass]), ¥ Duncan test - Values with same letter did not differ
significantly for 0,05

Dobijeni rezultati ukazuju da u pravcu procene pogodnosti ispitivanih
genotipova za njihovu primenu u fitoremedijaciji zemljiSta kontaminiranih olovom
postoji potreba za daljim istrazivanjima. Ovim istraZivanjima bi se ispitalo dejstvo
visSih koncentracija olova, uticaj olova na druge fizioloske parametre rasta, kao i
nivo akumulacije olova za svaki klon.

4. ZAKLJUCCI

Kod ispitivanih klonova, generalno, ustanovljena je statisticki znacajno
manja masa izdanaka u tretmanu olovom u koncentraciji 10° M kao i znadajno
manja visina izdanaka u tretmanu olovom u koncentraciji 10* M u poredenju sa
kontrolom.

Vrednosti multiplikacije izdanaka u kontroli i tretmanima olovom se nisu
statisticki znacajno razlikovale, dok se klon L-12 izdvojio po znac¢ajno veéem broju
aksilarnih izdanaka po eksplantatu u poredenju sa ostalim klonovima.
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Razlike u sadrzaju fotosintetickih pigmenata izmedu kontrole i tretmana
olovom u totalu nisu bile znacajne. U tretmanu olovom u koncentraciji od 10° M
sadrzaj hlorofila a i karotenoida je znacajno smanjen u odnosu na kontrolu kod
klona LBM, dok je kod klona L-12 doslo do povecanja sadrzaja ovih pigmenata.

Uprkos smanjenju mase i visine kod nekih klonova, prisustvo nizih
koncentracija olova u podlozi nije ozbiljno narusilo rast i sadrzaj fotosinteti¢kih
pigmenata kod ispitivanih klonova.

Klon L-12 se izdvojio od ostalih klonova postignutom biomasom i
sadrzajem fotosintetickih pigmenata u prisustvu olova, pa se moze smatrati
potencijalnim kandidatom za fitoremedijaciju zemljista kontaminiranih olovom.
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Summary

THE INFLUENCE OF LEAD ON THE SHOOT GROWTH AND CONCENTRATION OF
PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS IN LEAVES OF THE WHITE POPLAR
(Populus alba) CLONES IN VITRO

by

Katani¢ Marina, Pilipovi¢ Andrej, Orlovi¢ Sasa, Krsti¢ Borivoj

Heavy metal pollution has become one of the most serious environmental problems
today. When heavy metal enters the cell it interacts with SH groups and inactivates many
enzymes and disturb many metabolic processes. HMs can not be degraded and thus should be
estracted from contaminated site. Poplars are tree species that are often used in HMs
phytoremediation of contaminated s0ils.

This research deals with the effect of lead presence in growth medium on some
growth parameters and concentracion of photosynthetic pigments in leaves of shoots of four
poplar clones from section Leuce cultivated in vitro.

Shoots of clones L-12, L-80, L-111/81 and LBM were gained by micropropagation
on ACM (Aspen Culture Medium) with 0,5 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), 0,02 mg/l o-
naphthaleneacetic acid (NAA), 20 mg/l adenine sulphate and 100 mg/l myoinozitole. The
cultures were kept at 26+3 °C in the white fluorescent light with a 16 hour photoperiod.

Then, microshoots were cultivated five weeks on solid ACM medium with addition of lead in
form of Pb EDTA in different concentration (0, 107 and 107 M).

The investigated parameters included: length of the main shoot, fresh mass,
multiplication (number of axillary shoots per explantat ) and concentration of photosynthetic
pigments in leaves (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids).

Lead decreased fresh mass and  hight of all investigated clones shoots in
concentration of 10° M and 107 M respectively. Differences of shoots multiplication between
treatments with lead and control were not statistically significant. In total, differences in
photosynthetic pigments concentration between treatments with lead and control were not
statistically significant. In the treatment with lead in concentration of 10° M content of
chorophyll a and carotenoides in leaves decreased in clone LBM, but increased in clone L-12
compared to control. Investigated clones differed in their reactions on lead presence in
growth medium.
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