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SAZETAK

Odredivanje mobilnosti i biopristupacnosti metala u tlu predstavlja osnovu za procjenu rizika
od njihovog potencijalnog uklju€ivanja u hranidbeni lanac. Stoga je cilj rada bio definirati
mehanizme kojima organska tvar (OT) i salinitet tla rezultiraju promjenama u mobilnosti i
biopristupacnosti bakra (Cu) i kadmija (Cd) u tlu. Pretpostavljeno je da ¢e povecéanje OT i
zaslanjenosti tla utjecati na mobilnost/biopristupaénost Cu i Cd te mikrobiolosku
dehidrogenaznu aktivhost (DHA) u tlu.

Istrazivanje je obuhvatilo 2 pokusa koji su provedeni u kontroliranim uvjetima plastenika na
Agronomskom fakultetu u Zagrebu, s bobom (Vicia faba L. cv. Aguadulce) kao test kulturom.
Eksperimentalni dizajn pokusa bio je split-split-plot u 3 ponavljanja. Glavni faktor bio je
sadrzaj OT u 2 razine: tlo uzeto iz podru¢ja Donje Neretve (OT,) te isto tlo mijeSano s
tresetom u omjeru 4:1 (OT,). Podfaktor bio je NaCl salinitet u 3 razine (0, 50 i 100 mM), a
podpodfaktor kontaminacija tla s 250 i 500 mg kg™ Cu (pokus 1), odnosno 5 i 10 mg kg™ Cd
(pokus 2) i kontrolna (nekontaminirana) varijanta.

Rezultati istraZivanja ukazuju da je OT jedna od najznac&ajnijih pedovarijabli koje utje€u na
mobilnost/biopristupacnost istraZivanih metala u tlu. Dodatak OT u varijanti OT, smanjio je
biopristupacnost Cu u tlu procesima sorpcije i kompleksacije s OT (ukupna koncentracija Cu
u tlu povecana je za 5 %, dok je koncentracija Cu u mahuni boba smanjena za 14 %).
Rezultati upucuju i ha smanjenu biopristupaénost Cu u uvjetima NaCl saliniteta i/ili smanjeno
primanje Cu u test kulturu iz zaslanjene rizosfere. Dodatak OT u varijanti OT, i posljedi¢no
poveéanje koncentracije DOC-a u otopini tla, smanjuje aktivnost slobodnog Cd?**, a time i
njegovo primanje u korijen (koncentracija Cd u listu boba smanjena je za 28 %, u mahuni za
40 % te u sjemenu za 20 %). Primjena NaCl nije rezultirala pove¢anom biopristupacno$cu
Cd, nego samo njegovom redistribucijom unutar krute faze tla. Kontaminacija tla Cu i Cd nije
utjecala na fotosintetske pokazatelje lista boba, upuéujuéi na zaklju€ak da nije utjecala na
produktivnost biljaka boba, iako je indeks sadrzaja klorofila (CCI) smanjen za 4 % s Cdyo
tretmanom. Dodatak OT u varijanti OT, povecao je za 30-65 %, a NaCl salinitet smanjio za
28-29 % pri NaCly tretmanu dehidrogenaznu aktivnost (DHA) u tlu. Kontaminacija tla Cu
smanijila je DHA za 50 % pri Cusg tretmanu. Kontaminacija tla Cd nije utjecala na DHA, ali
modeliranje udjela razliitih kemijskih oblika Cd u otopini tla primjenom programa Visual
MINTEQ i modela NICA-Donnan upuéuje na moguénost da kompleksi Cd i klorida (CdCl,*™)

imaju izrazeniji inhibitorni u€inak na DHA u tlu.

Kljuéne rijeéi: sorpcija, kompleksacija, mobilnost Cu i Cd, NaCl, dehidrogenazna aktivnost



Modification of copper and cadmium bioavailability to faba bean plant (ViciafabalL.)

as affected by soil organic matter and salinity

ABSTRACT

The aim of this research was to study the mechanisms by which soil organic matter (SOM)
and increased soil salinity affect copper (Cu) and cadmium (Cd) mobility in soil, as well as
the importance of afore mentioned mechanisms for their bioavailability in soil. Therefore, to
study the Cu and Cd bioavailability in soil, two pot experiments were conducted in a
greenhouse at the experimental station Maksimir of the Faculty of Agriculture University of
Zagreb (Croatia). In a half of both experiments alluvial soil from cultivated land in a Neretva
valley (Croatian Mediterranean region) (OT;) was used, and in the other half the same
alluvial soil with added peat to increase SOM content (OT,). The soil (OT; and OT,) was
spiked with Cu and Cd at two levels: 250 and 500 mg Cu kg™, and 5 and 10 mg Cd kg™. The
same treatment with NaCl salinity was applied in both experiments: control, 50 and 100 mM
NaCl. Faba bean (Vicia faba L. cv. Aguadulce) was used as a test plant.

Copper solubility and therefore bioavailability in soil is lowered by sorption and complexation
processes with SOM. Visual MINTEQ speciation revealed that the Cu in the soil solution is
mostly present as Cu-dissolved organic carbon (DOC) complex. The proportion of other Cu
species in the soil solution rise with increasing Cu concentration, but only if SOM level is not
increased. Faba bean uptake of Cu increased with raising soil Cu concentration, although
plants may have restricted the translocation of Cu, behaving like metal excluder plants.
However, application of SOM decreased plant tissue Cu concentration, yet significantly only
for faba bean pod. Nevertheless, results suggest that Cu phytoavailability may be affected by
the increase in SOM, and that faba bean pod tissue provides a best (shoots) reflection of
bioavailable Cu in soil. The possibility of reduced Cu mobility in salinized soils and/or
reduced plant uptake of Cu from a saline rhizosphere is also suggested by obtained results.
Application of salts either lowered Cu solubility in soil or reduced plant uptake by excessive
salts in the rhizosphere. Then again, plant adaptive mechanisms may modify Cu
phytoavailability. Results also point to a possible malfunction of faba bean root plasma

membrane under Cu toxicity conditions.

This study confirms that Cd is highly mobile between different soil fractions, depending on its
total concentration and the presence of inorganic (chlorides) and organic (humics) ligands in

surrounding media. Cd speciation was greatly affected by all investigated trial factors, i.e. soil



Cd contamination enhanced the proportion of the free Cd?*, raised SOM content induced Cd-
organo-complexation with DOC, and increased soil salinity promoted the formation of CdCl,*
" complexes in soil solution, all of which consequently modified the mobility of Cd in soil. Soil
Cd contamination led to an increased plant Cd uptake. The addition of SOM caused a
decreased Cd availability to plants, possibly because of the redistribution of Cd to a less
available organically-bound Cd fraction. However, bean plants have uptaken the highest
amount of Cd in a non-saline environment, indicating that, if soil adsorption capacity for Cd
has not been exceeded, increased Cd mobility in soil does not have to result in its increased
phytoavailability, than only in Cd transfer between soil solid phases. Additionally, leaf
photosynthetic parameters were not affected by soil Cu and Cd contamination, except for

chlorophyll content index (CCl) which decreased with soil Cd contamination.

Results show that raised SOM can increase soil dehydrogenase acitivity (DHA), whilst
increased soil salinity decreases DHA. Although soil Cd contamination did not significantly
affect DHA at studied metal concentrations, the results suggested that CdCI,*" has a higher
inhibitory effect on DHA than other Cd chemical species in soil solution. DHA decreased with
soil Cu contamination, and was even reduced in half at the total soil concentration of 500 mg
Cu kg™. Results also suggest similar inhibitory effect of all Cu species in soil solution on
DHA, but also the possibility that DHA may affect Cu soil availability by reducing the

formation of metal-DOM complexes in the soil solution.

Keywords: sorption, complexation, Cu and Cd mobility, NaCl, soil dehydrogenase activity
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1. UVOD

Odrzivo gospodarenije tlima sve se ¢eSce suofava s antropogenom degradacijom kvalitete
tala kao $to je smanjenje udjela organske tvari u tlu, povecanje stupnja zaslanjenosti tala te
oneciséenje tala teSkim metalima na globalnoj razini. Medutim, iako oneciS¢enje tala teskim
metalima predstavlja rastuéi problem u svijetu, zbog Siroke primjene u razli¢itim ljudskim
djelatnostima (industrija, poljoprivreda, rudarstvo) smanjenje njihove emisije u okoli§ nije
realno oc€ekivati u skoroj buduénosti. Metali su prirodno prisutni u tlima i mati€énom supstratu
iz kojih nastaju, medutim antropogeni unos predstavlja dodatno opterec¢enje na tla zbog
narusene bilance njihovog kruzenja u okoliSu. Problem toksi¢nosti metala izravno je povezan
s njihovom koncentracijom, ali samo taj podatak jo$ uvijek nije dovoljan za procjenu rizika od
uklju€ivanja metala u hranidbeni lanac (Reichman, 2002; Allen i Janssen, 2006; Maderova i
sur., 2011). Pristupacna frakcija metala u tlu predstavlja udio u ukupnoj koncentraciji koji je
dostupan ili relativno lako moZe postati dostupan organizmima. Biopristupacna frakcija
metala u tlu predstavlja udio u pristupacnoj frakciji koji je uistinu u odredenom trenutku
dostupan za prelazak preko stanicne membrane, odnosno primanje u neki organizam
(Semple i sur., 2004) te iskljuCuje onaj udio frakcije metala koji lako mozZe postati dostupan (a
obuhvacéen je pristupanom frakcijom). Univerzalno kemijsko ekstrakcijsko sredstvo za
odredivanje biopristupacne frakcije metala u tlu jo$ uvijek nije definirano u literaturi te se za
takve procjene koristi multidisciplinarni pristup koji uklju€uje fizikalne, kemijske i bioloske
znaCajke tla, kemijske znalajke metala, znaCajke organizma od interesa te njihove
interakcije. Sustav tlo-bilka dinami¢an je, meduovisan i podlozan promjenama, gdje se
utjecaj na jednu sastavnicu, kao $to je npr. tlo, nuzno reflektira na ostale komponente (biljka,
mikroorganizmi). Za konacnu procjenu biopristupacnosti nuzno je utvrditi i koncentracije

metala koje se uistinu nalaze u organizmu od interesa.

Metali kojima dosada nije utvrdena esencijalnost, kao Sto su kadmij, olovo i Ziva, iznimno su
toksiéni ve¢ pri niskim koncentracijama. Medutim, i esencijalni metali poput bakra i cinka
mogu postati toksi¢ni pri povecanim koncentracijama svoje pristupacne forme. Bakar (Cu) je
sastavni dio biljnih proteina, plastocijanina i enzima te sudjeluje u transportu elektrona u
kloroplastima (Hochmuth i sur., 1991). lako je kao mikrohranivo u nizim koncentracijama
neophodan za normalan rast i razvoj biljaka, u visokim koncentracijama takoder moze imati
toksi¢an ucinak na biljke. Povecane koncentracije Cu u tlima mogu biti geogenog, ali i
antropogenog porijekla. Poljoprivreda ima znatnog udjela kao izvor oneciS¢enja tala Cu zbog

uCestale primjene fungicida na bazi Cu, mineralnih i organskih gnojiva te otpadnih muljeva.



Za razliku od Cu, kadmij (Cd) zasad nema poznatu fitofizioloSku ulogu te se kao takav
smatra toksiCnim &ak i u niskim koncentracijama. Poveane koncentracije Cd u okoliSu
posljedica su sve intenzivnije antropogene emisije koja je zapocela industrijalizacijom

(Alloway, 1990) te se nastavila procesima urbanizacije i agrarizacije (fosfatna gnojiva).

Metali u tlima mogu biti vezani na &vrstu tvar, precipitirati u obliku soli, ili se mogu nalaziti u
otopini tla. U kojem ¢e se obliku metal nalaziti u tlu ovisi, osim o ukupnoj koncentraciji
metala, i o znaCajkama tla (pH, udio organske tvari i gline, prisutnost drugih iona-
anorganskih liganada) te uvjetima okolisa (temperatura, vlaga u tlu). Kemijska specijacija
metala kojom se utvrduje kemijski oblik u kojemu se metal zapravo nalazi u otopini tla vazan
je u istrazivanju pristupaénosti metala, jer ¢e upravo kemijski oblik metala odrediti njegovu
mobilnost u tlu, a time i potencijalnu biopristupacnost (Adriano i sur., 2004). Medu brojnim
fizikalno-kemijskim €imbenicima koji utjeCu na pristupacnosti metala u tlu, posebnu ulogu
imaju organska tvar (OT) i salinitet tla. Organska tvar u tlu ima dvojaku ulogu u pristupacnosti
metala: (i) Cvrsta OT u tlu veZze metale tvoreéi metal-OT komplekse i na taj nacin potencijalno
smanjuje njihovu pristupacnost te (ii) otopljena OT stvara komplekse s metalima i povecava
njihovu mobilnost jer su u takvom obliku metali slabije vezani na Cestice tla i lakSe se
otpustaju u otopinu tla (Kirchmann i Eriksson, 2011). Procesima sorpcije i kompleksacije s
OT mobilnost Cu u tlu moze se znacajno smanijiti, ¢ime se reducira i njegova potencijalna
toksi¢nost za organizme. Cu stvara vrlo stabilne organske komplekse u tlu (Liao 2000;
Romié, 2012), Sto smanjuje njegovo otpusStanje u otopinu tla, a time i pristupa¢nost
organizmima. | mobilnost Cd u tlu takoder moze biti reducirana procesima sorpcije i
kompleksacije s OT. Uz navedeno, stvaranjem Cd-organskih kompleksa s otoplienom OT
smanjuje se koncentracija Cd** u otopini tla koji se smatra najpristupacnijim oblikom za
primanje u biljku (Ghallab i Usman, 2007). Medutim, poznato je da je salinitet tla jedan od
vaznijih ¢imbenika koji mogu utjecati na pristupacnost Cd u tlu (McLaughlin i sur., 1994;
Smolders i sur., 1998; Weggler i sur., 2004). Sekundarno zaslanjivanje tala koje se javlja kao
posljedica neodgovarajuéeg navodnjavanja i/ili navodnjavanja vodom loSije kvalitete, jedan je
od najvaznijih okolidnih faktora koji limitiraju poljoprivrednu proizvodnju (Romi¢ i sur., 2008).
Procjenjuje se da je ¢ak do 50% navodnjavanih poljoprivrednih povrsina u svijetu zahvaceno
odredenim stupnjem salinizacije (Pitman i Lalchli, 2002), uz vrlo izglednu tendenciju rasta u
buduc¢nosti (Tejera i sur., 2005). Osim izravnog Stetnog utjecaja na kvalitetu tla, poveéanje
stupnja zaslanjenosti tala utjeCe i na pristupaénost metala u tlu, a poglavito Cd, jer prisutnost
odredenih anorganskih liganada kao $to su kloridi, favorizira topljivost i mobilnost Cd u tlu
(Ondrasek i sur., 2009).

Bob (Vicia faba L.) je poljoprivredna kultura koja je relativno tolerantna na povecanu

zaslanjenost tla (Matijevi¢ i sur., 2012), zbog €ega je i odabrana kao prikladna testna kultura
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u ovome istrazivanju. Nadalje, brojne studije su takoder koristile bob kao testnu kulturu u
istrazivanjima toksi¢nog utjecaja Cu i Cd (Probst i sur., 2009; Foltéte i sur., 2012) te ¢e ova
disertacija nastojati prosiriti prethodne spoznaje o fitotoksi¢nosti metala s mehanizmima i

procesima u tlu koji su uvjetovali njihovo primanje u biljku.

Osim biljaka, za procjenu toksi¢nosti metala u tlu mogu se koristiti i drugi bioloski pokazatelji,
kao $to je primjerice enzimatska aktivnost u tlu (Chaperon i Sauvé, 2008). Enzimi su vrlo
osjetljivi na promjene u okoliSu te stoga promjene u enzimatskoj aktivnosti u tlu mogu brzo
reflektirati negativne utjecaje na okolis, kao Sto je kontaminacija tla metalima. S obzirom na
to da su dehidrogenaze enzimi koji se ne akumuliraju u tlu izvanstani¢no, dehidrogenazna
aktivnost (engl. Dehydrogenase Activity - DHA) Cesto sluzi kao indikator ukupne
mikrobioloSke aktivnosti u tlu, odnosno kao mijerilo opée plodnosti tla. Dosadadnja su
istraZivanja pokazala da Cu i Cd mogu utjecati na aktivhost dehidrogenaza u tlu, medutim
kakav Ce taj utjecaj biti uvelike ovisi o koncentraciji, kao i o ionskoj vrsti metala (Chaperon i

Sauvé, 2008), sto e se takoder testirati u ovoj studiji.

1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

Hipoteze istrazivanja su:

Da &e povecani udio organske tvari u tlu i povecan stupanj zaslanjenosti tla zna¢ajno utjecati
na mobilnost bakra i kadmija u tlu te pristupacnost bakra i kadmija biljci.

Ciljevi istrazivanja su utvrditi utjecaj organske tvari u tlu, stupnja zaslanjenosti tla i

kontaminacije tla bakrom i kadmijem na:

1. Ukupnu koncentraciju metala u tlu, koncentraciju pristupacnog metala u tlu,

specijaciju metala u otopini tla te enzimatsku (dehidrogenaznu) aktivnost u tlu;

2. Primanje bakra i kadmija u biljku (Vicia faba L.) te njihovu akumulaciju u

nadzemnim biljnim organima.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Biopristupa¢nost metala u tlu

Kada govorimo o biopristupaénoj frakciji metala u poljoprivrednim tlima, logi¢no je za
pretpostaviti da ¢e znacajni organizmi od interesa biti poljoprivredne kulture uzgojene na
poljoprivrednim tlima kontaminiranim metalima. Konzumacija biljaka koje rastu na metalima
kontaminiranim tlima jedan je od vaznijih naCina povecanja koncentracije metala u
zivotinjskom i ljudskom organizmu (Romi¢, 2012) te je stoga primanje metala u biljku zapravo
granica ulaska metala iz terestrickog okoliSa u hranidbeni lanac (Ehlken i Kirchner 2002).
Smatra se da relativho slabija ekstrakcijska sredstva poput 0,01 M CaCl, daju najbolje
rezultate za procjenu transfera metala iz tla u biljke (Brun i sur., 1998; Romi¢ i sur., 2004) jer
osim vodotopljive frakcije metala, ekstrahiraju i frakciju metala koja je slabo vezana u tlu, ali
se ipak smatra dostupnom biljkama (lvezi¢ i sur., i navedene reference, 2013). Medutim, kod
procjene fitopristupacnosti metala potrebno je uzeti u obzir da razli¢ite biljne vrste mogu imati
razliCite mehanizme adaptacije na povecane koncentracije metala u tlu (Reichman, 2002) te
da podatak o koncentraciji metala u biljnom tkivu moze biti neSto modificiran odgovorom
biljke na toksi¢ne koncentracije metala u tlu. Naime, nerijetko se metali u pojedinim biljnim
organima mogu akumulirati u relativno visokim koncentracijama, a bez vidljivih simptoma
fitotoksiCnosti (Wagner, 1993). Nadalje, logiCno je za pretpostaviti da ovisno o ostalim
uvjetima u okoli8u, biljnoj vrsti i kultivaru, ali i fizioloSkom stadiju razvoja biljke (vegetativni,
generativni) pa €ak i biljnom organu, odgovor biljke na pove¢ane koncentracije metala u tlu
moze biti razli€it. Isto tako, veC je prepoznata i moguénost da viSe od jednog mehanizma
moze biti ukljuéeno u adaptaciju bilike na kontaminaciju tla metalima, kao i da jedan
mehanizam moze djelovati na viSe okoliSnih stresora (kontaminacija tla metalima, povecan
stupanj zaslanjenosti tala, izlaganje susi) (Reichman, 2002). Opcenito bi se moglo reci da $to
je bilika bolje prilagodena na jedan okoli$ni stresor (npr. povecan stupanj zaslanjenosti tala),
moZe se ocekivati i bolja adaptacija na neki drugi okoliSni stresor (npr. povecane
koncentracije metala u tlu), Sto je i sugerirano u ve¢ postojecim istrazivanjima (Chiu i sur.,
1995; Lefévre i sur., 2008).

S obzirom na to da biljke primaju hraniva iz otopine tla, najvazniji kemijski procesi koji utjeCu
na pristupacnost metala u tlima su oni koji se odnose na adsorpciju metala iz otopine tla na

Cvrstu fazu tla. Navedeni procesi kontroliraju koncentracije metalnih iona i njihovih



kompleksa u otopini tla te zbog navedenog imaju veliki utjecaj na njihovo primanje u korijen.
Tlo, zahvaljujuéi svojoj izuzetnoj mogucénosti da zadrZzi metalne ione kroz razne mehanizme
sorpcije, moze djelovati kao filter izmedu izvora oneciScenja i organizama u tlu, odnosno
smanijiti njihovu pristupacnost, no izmjena uvjeta u tlu moze vrlo brzo rezultirati otpuStanjem
metala u otopinu tla, uzrokuju¢i njihovo povec¢ano primanje u organizme (Baki¢, 2014).
Nekoliko razliCitih mehanizama moze biti ukljueno u adsorpciju metalnih iona, ukljuCujuci
kationsku zamjenu (nespecifi€énu adsorpciju), specifi€énu adsorpciju, organsku kompleksaciju i
koprecipitaciju (Alloway, 1990). Medutim, ako uzmemo u obzir da su ¢vrsta faza tla, otopina
tla i korijen biljke u neprestanoj interakciji koja rezultira izmjenom procesa koji se medusobno
uvjetuju i/ili nadovezuju, Cesto je tedko biti precizan koji je toéno proces (samostalno)
odgovoran za pristupac¢nost nekog metala u odredenom tlu, odnosno statiCkom reakcijom u

odredenom trenutku opisati navedeni izrazito dinamican sustav tlo - biljka.

2.2. Organskatvar u tlu

2.2.1. Znacajke i uloga organske tvari u tlu

Glavna znacajka koja razlikuje tlo od regolita prisutnost je organizama, organskih ostataka i
humusa (Alloway, 1990). Sva tla sadrze odredeni udio organske tvari (OT), no $to se to¢no
podrazumijeva pod nazivom ,organska tvar u tlu“ moze varirati, ovisno o literaturi. Naime, u
rie€niku Ameri¢kog drustva znanosti o tlu (engl. Soil Science Society of America - SSSA,
1997) pod terminom ,organska tvar u tlu“ podrazumijeva se organska frakcija tla koja ne
ukljuCuje nerazgradene biljne i Zivotinjske ostatke te se smatra sinonimom s humusom.
Medutim, primjerice Schnitzer (2000) OT definira kao sumu svih supstanci u tlu koje sadrze
ugljik organskog porijekla, a sastoji se od mjeSavine biljnih i Zivotinjskih ostataka razliCitog
stupnja razgradnje, tvari koje su sintetizirali mikroorganizmi u tlu i/ili produkata razgradnje
koji su nastali kemijskim procesima te Zzivih i mrtvih stanica mikroorganizama i njihovih
produkata razgradnje. Iz navedenog proizlazi da se OT u tlu moze podijeliti na: (i) zivu OT,
koja se sastoji od korijenja biljaka, faune tla i mikrobne biomase; i (i) nezivu OT, koja nastaje

kemijskom i bioloSkom razgradnjom organskih ostataka u tlu.

Koloidalna (neziva) OT je jedan od najvaznijih faktora koji utje€e na kemijske znacajke tla, a

moze se podijeliti na nehumusne i humusne tvari (Alloway, 1990):



(i)

(ii)

Slika 1. Shematski prikaz organskih komponenti u tlu (prilagodeno prema Nieder i Benbi,

2008).

Nehumusne tvari sastoje se od nepromijenjenih biokemikalija kao §to su
aminokiseline, ugljikohidrati, organske kiseline, masti i vosak koji nisu promijenili
oblik u odnosu na onaj u kojemu su ih organizmi sintetizirali.

Humusne tvari sastoje se od niza kiselih, Zuto do crno obojenih polielektrolita koji
imaju relativno veliku molekularnu masu. Nastaju reakcijama sekundarne sinteze
koje ukljuCuju mikroorganizme i imaju karakteristike koje su razliCite od tvari koje
se nalaze u Zivim organizmima. Humusne tvari mogu imati veliki broj razlicitih
funkcionalnih skupina, kao 3to su karboksilna, fenolna, karbonilna, esterska i
druge skupine. Elementarni sastav humusa je tipi€éno: 44 - 53 % C, 3.6 - 5.4 % H,
1.8.-3.6 % Ni40.2 - 47 % O. Takoder, humus se moZe razdvoijiti na tri frakcije:
humin (netopljiv u luzini), huminske kiseline (engl. Humic Acid - HA) (topljive u
luzini, a netopljive u kiselini) i fulvo kiseline (engl. Fulvic Acid - FA) (topljive i u

luzini i u kiselini) (slika 1).
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Ipak, navedene se frakcije ne mogu smatrati razliCitim tvarima, nego se samo razlikuju u
molekularnoj masi, sadrzaju C, sadrzaju O, kiselosti i kapacitetu zamjene kationa (CEC), i to
prema redoslijedu: humin > huminske kiseline > fulvo kiseline, sa sadrzajem N koji se
smanjuje prema istom redoslijedu (Nieder i Benbi, 2008). Manje od polovice C u huminskim
je kiselinama aromatiéno, dok se ostatak javlja kao nesaturirani alifatski lanci s karboksilnim
skupinama koje doprinose vecini aciditeta. Huminske kiseline imaju molekularnu masu u
rasponu od 20.000 - 100.000, a frakcija fulvo kiselina opc¢enito se sastoji od komponenti
niske molekularne mase. Osim $to sadrze do 10 % polisaharida, sastav fulvo kiselina sli¢an
je sastavu huminskih kiselina. Frakcija fulvo kiselina moZe sadrzavati prekursore i produkte
razgradnje frakcije huminskih kiselina. Humini se smatraju komponentama koje su u tipu
huminskih kiselina, adsorbirani na minerale (Alloway, 1990). Udio i svojstva OT utjeCu na

fizikalne, kemijske i bioloSke znacajke tla (tablica 1).

Tablica 1. Fizikalne, kemijske i bioloSke znaCajke tla na koje utjeCe organska tvar u tlu

(prilagodeno prema Baldock i Nelson, 2000).

Znacajke tla Funkcija / proces

FIZIKALNE

Agregacija €estica tla formiranjem veza s reaktivnim
povrSinama mineralnih ¢estica u tlu

Povecanje kapaciteta tla za vodu povecanjem apsorpcije
vode i modifikacijom distribucije veliine pora u tlu

Stabilnost agregata

Zadrzavanje vode

Boja tla

KEMIJSKE

Kapacitet zamjene kationa
(CEC)

Interakcija s metalima u tlu
Interakcija s organskim
komponentama u tlu
Puferni kapacitet tla

BIOLOSKE | BIOKEMIJSKE

Izvor energije

Spremnik hraniva

MikrobioloSka biomasa i
aktivnost
Enzimatska aktivnost

Stabilnost ekosustava

Promjene u toplinskom rezimu tla zbog tamnije boje

Adsorpcija kationa i aniona iz otopine tla

Vezanije ili mobilizacija (helatizacijom) metala u tlu
Promjene u biorazgradivosti, aktivnosti i perzistentnosti
organskih komponenti dodanih u tlo (agrokemikalija)
Protonski pufer u slabo kiselim do alkalnim tlima

Supstrat za stvaranje metaboliCke energije u bioloSkim
procesima

Oslobadanje hraniva mineralizacijom organske tvari (N, P i
S)

Stimulacija ili inhibicija mikrobioloSke biomase i aktivnosti
Indikacija oksidativne aktivnosti u tlu

Znacajan udio organske tvari u tlu i s njom povezanih

hraniva moZe povecati sposobnost ekosustava da se
oporavi nakon prirodnih ili antropogenih nepogoda




2.2.2. Utjecaj organske tvari na biopristupaénost metala u tlu

Medu brojnim fizikalno-kemijskim ¢imbenicima pristupacnosti metala u tlu, OT ima iznimno

znacajnu ulogu. Moglo bi se reéi da OT ima dvojaku ulogu u pristupaénosti metala u tlu:

0] Cvrsta OT u tlu veze metale tvoreéi metal-OT komplekse i na taj nacin smanjuje
njihovu pristupacnost te

(i) otopliena OT stvara komplekse s metalima i poveéava njihovu mobilnost jer su u
takvom obliku metali slabije vezani na Cestice tla i lakSe se otpustaju u otopinu tla
(Kirchmann i Eriksson, 2011).

Procesima sorpcije i kompleksacije s OT mobilnost metala u tlu moze se znacajno smanijiti,
¢ime se reducira i njihova potencijalna toksi¢nost za organizme. Medutim, kompleksacija
metala s OT u tlu, iako moze ucinkovito smanijiti njihovu pristupacnost organizmima,
navedeni ucinak nije dugoro€an s obzirom na to da OT u tlu podlijeze procesima
mikrobioloSke razgradnje, ¢ime se potencijalno metali mogu ponovno osloboditi. Cu stvara
vrlo stabilne organske komplekse u tlu (Liao 2000; Romi¢, 2012), $to smanjuje otpustanje u
otopinu tla, a time i pristupacnost Cu. Mobilnost Cd u tlu takoder moZe biti reducirana
procesima sorpcije i kompleksacije s OT (OndraSek i sur., 2009). Isto tako, stvaranjem Cd-
organskih kompleksa s otoplienom OT smanjuje se koncentracija Cd** u otopini tla, koji se
smatra najpristupacénijim oblikom za primanje u biljku (Ghallab i Usman, 2007). Vecina se
metala (s iznimkama kao $to su metaloidi As, Sb, i Se te metali Mo i V) u otopini tla nalaze
uglavnom u kationskom obliku te njihova adsorpcija ovisi 0 gustoci negativnog naboja na
povrSinama koloida tla. Kako bi se odrzala elektroneutralnost, povrSinski negativni naboj
izbalansiran je jednakom koli¢inom suprotno nabijenih iona. lonska zamjena odnosi se na
zamjenu izmedu suprotno nabijenih iona koji odrzavaju ravnoteZzu povrSinskog naboja na
koloidima i iona u otopini tla. lonska zamjena reverzibilan je proces kontroliran difuzijom te u
vecini sluCajeva postoji odredena selektivnhost odnosno sklonost adsorbenta za odredeni ion
u odnosu na ostale. Navedena selektivnost uzrokuje odredeni poredak zamjene medu
kationima, a koji je odreden njihovom valencijom i stupnjem hidratacije. Sto je veca valencija
iona, veca je njegova sposobnost zamjene drugih iona (H* ponasaju se kao polivalentni ioni),
a Sto je vedi stupanj hidratacije iona njegova sposobnost zamjene drugih iona je manja,
ukoliko su ostali parametri podjednaki. Adsorpcija koja nastaje kationskom zamjenom
takoder se mozZe opisati kao stvaranje vanjsko-sfernih kompleksa s funkcionalnim grupama

na povrsini za koje se vezu elektrostaticki (Alloway, 1990).



Kapacitet zamjene kationa (engl. Cation Exchange Capacity - CEC) tala mnogo je veéi od
kapaciteta zamjene aniona Sto omogucava veci broj negativnih naboja na koloidnim

povrSinama. Postoje dva tipa negativnih naboja (Alloway, 1990):

0] stalni naboj koji nastaje kao rezultat izomorfne supstitucije glavnih elemenata
unutar 2:1 minerala gline i rubnog efekta na mineralima gline (neovisan o pH);
(ii) pH-ovisni naboji na humusnim polimerima i hidriranim oksidima koji nastaju
zbog disocijacije protona s karboksilnih i fenolnih hidroksilnih skupina na
humusnim polimerima te O i OH skupina na povrSini hidriranih oksida i

rubovima kristala kaolinita.

Osim sto je uklju€ena u reakcije zamjene kationa, OT moze utjecati na pristupaénost metala
u tlu formiranjem helatnih kompleksa s metalima. Poznato je da stvaranje metal-helatnih
kompleksa moze povecati mobilnost metala u tlu (Gréman i sur., 2001). Organski ligandi
niske molekularne mase, koji porijeklom ne moraju nuzno biti od humusa, mogu stvarati
topljive komplekse s metalima i na taj nacin sprije€iti njihovu adsorpciju ili precipitaciju.
Humusne komponente s prikladnim reaktivnim skupinama, kao $to su hidroksilna, fenolna i
karboksilna, stvaraju komplekse s metalnim ionima. Konstante stabilnosti helata s metalima
najéesdce se smanjuju prema poretku: Cu > Fe = Al > Mn = Co > Zn. Karboksilne skupine
imaju dominantnu ulogu u vezanju metala kod huminskih i fulvo kiselina, a maksimalna
koli€¢ina metala koja moze biti vezana na njih priblizno je jednaka broju karboksilnih skupina
(Alloway, 1990). Ukupni aciditet humusnih i fulvo kiselina ozna¢ava sumu karboksilnih i
fenolnih-OH skupina te indicira kapacitet zamjene kationa i kompleksiraju¢u sposobnost OT.
Sto je vrijednost ukupnog aciditeta huminskih i fulvo kiselina veé¢a, smatra se da imaju veéi
kapacitet zamjene kationa, kao i ve¢u sposobnost kompleksacije metala u tlu. lako huminske
i fulvo kiseline sadrze znacajnu koncentraciju OH, C=0 i OCH; skupina, fulvo kiseline sadrze
vise funkcionalnih skupina kisele prirode, a osobito COOH. Iz navedenog proizlazi da je
ukupni aciditet fulvo kiselina zna€ajno veci od ukupnog aciditeta huminskih kiselina te
potencijalno imaju veCu sposobnost kompleksacije metala u tlu (Nieder i Benbi, 2008).
Naime, pri viSem pH tla dolazi do disocijacije molekule vode i vezivanja s metalnim kationima
iz otopine tla pri ¢emu nastaju hidroksi-kompleksi. Metalni ioni i hidroksi-oksidi reagiraju s
jednom kiselom COOH i jednom fenolnom OH skupinom, ili dvije kisele COOH skupine (Van
Dijk, 1971). Nastale organo-metalne strukture i pH tla utjeCu na stabilnost metal-humusnih
primanju u korijen, dok za razliku od njih netopljive huminske kiseline mogu zadrZzavati

znaCajne koncentracije metala od primanja u korijen.



Sposito i Page (1984) predlozili su alternativni pristup prema kojemu se adsorpcijske reakcije
smatraju reakcijama kompleksacije s funkcionalnim skupinama na ¢&vrstim povrdinama pri
¢emu nastaju povrSinske metalne kemijske vrste analogne glavnim tekuéim kemijskim
vrstama koje se nalaze u otopini tla. PovrSinske funkcionalne skupine, ukljuujuci hidroksilne
skupine na rubovima glina i hidrirane okside, ditrigonalne Supljine u bazalnom dijelu glina i
karboksilne, amino i fenolne skupine na povrsinama OT, reagiraju s ionima pri ¢emu nastaju

povrsinski kompleksi. Postoje dva tipa povrsinskih kompleksa (Alloway, 1990):

() unutarsferni kompleksi, u kojima se ne nalazi niti jedna molekula otapala (vode)
izmedu povrSinskih skupina i iona ili molekule koju vezuje, a predstavljaju
ekvivalent specificno adsorbiranim i organski helatiranim metalnim ionima;

(i) vanjskosferni kompleksi, u kojima se nalazi najmanje jedna molekula otapala
izmedu funkcionalne skupine i iona. Obiéno su elektrostaticki vezani i
predstavljaju ekvivalent reakciji zamjene kationa. Manje su stabilni od unutar-
sfernih kompleksa.

Medutim, OT je Cesto usko povezana s mineralnom frakcijom u tlu, osobito s ¢esticama gline
i praha. Utjecaj minerala gline na kemijske znacCajke tla rezultat je njihovih relativno velikih
povrdina i stalnog negativhog povrsinskog naboja. Frakcija gline sastoji se od rasprsenih
minerala €iji je promjer maniji od 2 um. Minerale gline Cine listi¢i silikatnih struktura koji obi¢no
nastaju kombinacijom Al-OH oktaedra i Si-O tetraedra. U svim mineralima (osim kaolinita),
izomorfna supstitucija unutar kristalne reSetke dovodi do povecanja ukupnog negativhog
naboja na povrSini minerala, jer trovalentni Al zamjenjuje Cetverovalentni Si, i dvovalentni Mg
zamjenjuje Al (Alloway, 1990). Prisutnost pH ovisnog (varijabilnog) naboja na huminskim
kiselinama omogucava stvaranje kemijskih kompleksa ili helata s metalima u tlu te interakciju
s mineralnim Cesticama u tlu i formiranje organo-mineralnog kompleksa (Nieder i Benbi,
2008). Kombinirani organo-mineralni koloidalni kompleks (organo-mineralna frakcija - OMF)
ima vrlo vaznu ulogu u kontroli koncentracije, kako metalnih, tako i ostalih iona u otopini tla.
Primjerice, u Cvrstoj fazi tla vezanje Cd odvija se povrSinskom kompleksacijom
karakteristicnom za vezivanje Cd s OT pri nizim pH vrijednostima, odnosno s anorganskom
frakcijom poput troslojnih minerala gline (2:1) gdje zamjenjuje ion Ca, a kada cijela povrSina
minerala gline izreagira na ovaj nadin, preostali Cd** precipitira u otopini kao CdCOs
(Langmuir, 1997). Pri viS§im pH vrijednostima tla dominantna je kompleksacija Cd preko OH-
skupina s hidroksidima i mineralima gline (McBride, 1994). Dodatno, Cu®* i Cd** spadaju u
slabe Lewisove kiseline, dok je voda vrlo jaka baza. Minerali gline ponaSaju se kao slabe
baze, a Fe-oksidi kao jake baze. Posljedi¢no, minerali gline pokazuju jaci afinitet za Cd, u
odnosu na Zn ili Ni, koji su sli€no ,jaki“ i preferencijalno adsorbirani na Fe-okside, koji su

.Jjace” baze (Alloway, 1990).
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Otopliena organska tvar (engl. Dissolved Organic Matter - DOM) ukljuCuje otopliene
organske oblike sacinjene uglavnom od ugljika i dudika koje mogu proéi kroz pore filtera
velicine 0,45 pym te predstavlja najreaktivnije i najmobilnije oblike OT u tlu sa zna€ajnom
ulogom u biogeokemijskim procesima tla (Zsolnay, 2003). Otopljeni organski ugljik (engl.
Dissolved Organic Carbon - DOC), kao sastavni dio DOM podrazumijeva otopljene organske
oblike ugljika (C) te se smatra labilnom frakcijom OC (engl. Organic Carbon - OC) u tlu (Bi i
sur., 2013). DOC u otopini tla sastoji se od niskomolekularnih alifatskih karboksilnih kiselina i
makromolekularnih fulvo i huminskih kiselina (Strobel i sur., 2001). Organska kompleksacija
metala s visoko- i niskomolekularnim organskim molekulama bogatim ugljikovim radikalima
ima vaznu ulogu u biogeokemizmu metala u tlu (OndraSek, 2015). Naime, za razliku od
slobodnih kemijskih oblika metala i anorganski kompleksiranih oblika metala u otopini tla,
organski kompleksiran metal smatra se slabije biopristupacnim te stoga i potencijalno manje
toksi¢nim. Primjerice, smanjeno primanje i akumulacija Cu i Cd u prisutnosti poveéane
koncentracije otoplienog organskog uglika u tlu (DOC) utvrdene su kod raznih
poljoprivrednih kultura, a objasnjavaju se redistribucijom Cu i Cd iz vodotopljive i lako
zamjenjive frakcije u organski vezane i manje pristupaéne frakcije Cu i Cd (OndraSek i
Rengel, 2012; Matijevi¢ i sur., 2014).

Neizravan utjecaj OT na mobilnost metala u tlu dogada se preko utjecaja OT na pH tla.
Naime, smatra se da povecanje udjela OT snizava pH tla uslijed razgradnje OT i oslobadanja
vodikovih iona, §to ovisi o po¢etnom pH tla, kao i o svojstvima OT (ukupni aciditet). pH tla
jedan je od najvaznijih faktora koji kontrolira kemijsko ponaSanje metala, kao i mnoge druge
vazne procese u tlu. pH tla odnosi se na koncentraciju H" u otopini tla koja se nalazi u
porama tla, a koja je u dinamickoj ravnotezi s pretezno negativno nabijenim povrSinama
Cestica tla. Vodikovi ioni imaju jaki afinitet za povrSinske negativne naboje te mogu zamijeniti
vecinu drugih kationa na adsorpcijskom kompleksu tla (Alloway, 1990). Reducirajuéi uvjeti u
tlu opcenito uzrokuju povec¢anje pH, a oksidacija dovodi do smanjenja pH. Postoji nekoliko
mehanizama koji sluze kao pufer u tlu, uklju€ujuci hidroksi-Al ione, CO,, karbonate i reakcije
zamjene Kkationa (Alloway, 1990). U tlima obi¢no dolazi do varijacija oksidacijsko-
redukcijskog (redoks) stanja, $to moze utjecati na (bio)pristupacnost metala u tlu, poglavito
redoks aktivnih metala (Cu). Opéenito, metalni su kationi (Cu**, Cd®*) najmobilniji u kiselim
uvjetima te se povecanjem pH (primjerice kalcifikacijom) mozZe smanijiti njihova mobilnost u
tlu zbog procesa kompleksiranja s OT (Cu, Cd) ili koprecipitacije s karbonatnim ionima u
otopini tla (Ni) (slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz ovisnosti koncentracije veéine slobodnih metalnih kationa (M*") u
otopini tla i metala kompleksiranog s organskom tvari (Mog) 0 reakciji (pH) otopine tla pri

povec¢anom udjelu organske tvari u tlu (prilagodeno prema Ondrasek, 2015).
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2.3. Salinitet tla

2.3.1. Uzroci i posljedice zaslanjivanja tala

Povecani stupanj zaslanjenosti poljoprivrednih tala smatra se jednim od najvaznijih
limitirajuéih faktora u poljoprivrednoj proizvodniji u aridnim i semiaridnim klimatskim zonama
(Rengasamy, 2006) te u obalnim podrucjima svih klimatskih zona (Zhao i sur., 2007). Prema
FAO (2002), vise od 6% tala u svijetu zahvaceno je problemom zaslanjivanja ili alkalizacije,
Sto Cini vise od 800 milijuna hektara (slika 3), dok se povrSine zaslanjenih tala u obalnim
podrucjima procjenjuju na oko 230 milijuna ha (Cao i sur., 2013). Nastojanja da se postigne
visoka produktivnost kultura i smanjenje kvalitete raspolozive vode za navodnjavanje razlozi
su primjene neodgovarajuc¢eg navodnjavanja u poljoprivrednoj proizvodnji. Poznato je da
poljoprivredna proizvodnja ovisi o kvaliteti tala i vode te upotreba vode za navodnjavanje
loSije kvalitete moZe dovesti do akumulacije topljivih soli u zoni korijena biljke, odnosno
stresa soli kod biljaka (Romi¢ i sur., 2008). Procijenjeno je da je 20-50% navodnjavanih
poljoprivrednih povrSina u svijetu zahvaéeno salinizacijom (Pitman i Latchli, 2002) te se
oCekuje da ¢e se problem povecati u buducnosti (Tejera i sur., 2005), smanjujuci prinose
usjeva. lako je cilj navodnjavanja u poljoprivrednoj proizvodnji poveéanje prinosa uzgajanih
kultura, navodnjavanje vodom loSije kvalitete moze se odraziti na smanjenje prinosa kultura,
a dugoro€no moze uzrokovati smanjenje kvalitete navodnjavanih tala (plodnosti). Salinizacija
tala prisutna je i u Hrvatskoj, u priobalju Jadrana (delta Neretve, Vransko jezero), na
prostorima koji nacionalno pripadaju najintenzivnijim hortikulturnim regijama (Romi¢, 2003;
Ondrasek, 2015).

Opcéenito, povecani stupanj zaslanjenosti tala nastaje kao rezultat akumulacije razli€itih
vodotopljivih soli u profilu tla te se moze re¢i da su zaslanjena ona poljoprivredna tla u kojima
su koncentracije otopljenih soli tolike da mogu uzrokovati ograniCenja u rastu, razvoju i/ili
produktivnosti uzgajanih poljoprivrednih kultura. Medutim, kako Ce stres soli utjecati na
odredenu poljoprivrednu kulturu ovisi o vrsti, sorti i fazi razvoja kulture (vegetativna,
generativna), kao i o ostalim uvjetima u okoliu (vlaga, temperatura) te o ionima (Na*, Ca*",

Mg*, CI', SO,” i dr.) koje se u tlu nalaze u povec¢anim koncentracijama (Yadav i sur., 2011).
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Slika 3. Tla u svijetu zahvacena problemom zaslanjivanja i/ili alkalizacije (prilagodeno prema
Wicke i sur., 2011).

Prema porijeklu, zaslanjivanje tala moze biti prirodno (primarno) ili antropogeno
(sekundarno). U aridnim i semiaridnim klimatskim zonama te u obalnim podrucjima prirodno
se javljaju visoke koncentracije soli u tlima, dok su koli€ine oborina nedovoljne za ispiranje
soli u dublje horizonte tla (Zhao i sur., 2007). Kod primarnog zaslanjivanja, soli mogu dospjeti
kapilarnim usponom zaslanjene podzemne vode do same povrSine tla, gdje se procesima
evaporacije i/ili evapotranspiracije soli akumuliraju. Takoder, u obalnom se podrucju vjetrom
noSene soli mogu akumulirati u povrSinskom horizontu tla i na pojedinim lokalitetima
viSestruko povecati koncentraciju otopljenih soli, ¢ineci ih nepogodnima za rast biljaka.
Primarna zaslanjenost tala moze biti i posljedica prodora morskog vodenog klina uzvodno
kroz uSca rijeka i obalne vodonosnike kroz podzemlje te prodora soli kroz povrSinske

vodotoke, rijeke i kanale.

Kod sekundarnog zaslanjivanja soli se u tlu akumuliraju antropogenom djelatnoséu,
primjerice izgradnjom hidrotehnickih objekata gdje dolazi do podizanja razine podzemne
vode te navodnjavanjem zaslanjenom vodom. Promjene razine podzemne vode zbog sve
veceg crplienja podzemnih izvora vode, klimatske promjene te poveéana primjena vode
loSije kvalitete za navodnjavanje usko su povezani s porastom sekundarnog zaslanjivanja tla
u svijetu. Prema procjenama FAO-a (2002) svake godine 0,25-0,50 milijuna hektara
poljoprivrednog zemljiSta u svijetu postaje nepogodno za poljoprivrednu proizvodnju zbog

sekundarnog zaslanjivanja tla izazvanog navodnjavanjem.
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UobiGajeni kationi koji se povezuju sa zaslanjenim tlima su Na*, Ca?" i Mg?, dok su
uobigajeni anioni CI, SO,> i HCOj3, a natrijev klorid (NaCl) predstavlja dominantnu
akumuliranu sol u zaslanjenim poljoprivrednim tlima (Abdelhamid i sur., 2010). Tla se prema
ukupnoj koncentraciji soli u tlu i prema udjelu Na* u odnosu na Ca®" i Mg®* mogu klasificirati
kao =zaslanjena, alkalizirana i zaslanjeno-alkalizirana tla (Dudley, 1994). Stupanj
zaslanjenosti tala prema FAO-voj (1988) klasifikaciji procjenjuje se na temelju elektricne
vodljivosti (E.C.) saturacijskog vodnog ekstrakta tla i izrazava se u (deci)Simensima po metru
(dS m™). Prema Richardsu (1954), klasifikacija zaslanjenih tala prema vrijednosti E.C. (dS m°
1) tla kre¢e se od nezaslanjenih tala, preko slabo i umjereno zaslanjenih tala, do jako i vrlo

zaslanjenih tala (tablica 2).

Tablica 2. Klase zaslanjenosti tla s obzirom na vrijednosti E.C. tla i moguceg utjecaja na

biliku (prilagodeno prema Richards, 1954).

KLASE ZASLANJENOSTI EC.(dSm™') MOGUCI UTJECAJ NA BILJKU

Nezaslanjeno 0-2 Ucinci zaslanjenosti uglavnhom zanemarivi
Slabo zaslanjeno 2-4 Prinos osjetljivih kultura moze biti smanjen
Umijereno zaslanjeno 4-8 Prinos vecine kultura je smanjen

Jako zaslanjeno 8- 16 ngo otporne kulture daju zadovoljavajuée
prinose
Samo jedan dio otpornih kultura daje

Vrlo jako zaslanjeno >16 S )
zadovoljavajuée prinose

Povecanjem koncentracije soli u tlu dolazi do povecanja osmotskog potencijala tla i/ili
alkalizacije tla. Do povecanja osmotskog potencijala tla dolazi pri povecanoj koncentraciji
ukupnih soli u tlu, dok do alkalizacije tla dolazi zbog povecanja koncentracije natrija u tlu.
SuviSak natrija u zaslanjenim tlima odrazava se na fizikalno-kemijska svojstva matriksa tla
bubrenjem gline i disperzijom Cestica tla, uzrokujuc¢i degradaciju strukture tla i smanjenja
infiltracijske sposobnosti i propusnosti tla za vodu (Zovko, 2015). Stabilnost koaguliranih
koloidnih Cestica ovisi o tome da li su dominantne disperzivne ili privlacne sile. Do disperzije
Cestica dolazi uslijed distorzije dvostrukog difuznog sloja izmedu susjednih koloidnih Cestica
zbog koje dolazi do povecanja elektrostatskog odbijanja (Sumner, 1992). Veliki kationi u

dvostrukom difuznom sloju djeluju kao antikoagulansi za Cestice gline u mineralnoj frakciji tla
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(Shainberg, 1992) te se zamjenom dvovalentnih kationa (Ca®") s jednovalentnim kationima
(Na") povecava debljina dvostrukog difuznog sloja (Brady, 1990), pri éemu dolazi do
disperzije koaguliranih Cestica gline. Stupanj zasic¢enosti tla Na* najée$ce se izrazava kao
vrijednost udjela zamjenjivog Na® u ukupnom kapacitetu zamjene kationa (engl.
Exchangeable Sodium Percentage - ESP vrijednost) ili kao vrijednost udjela adsorbiranog
natrija (engl. Sodium Adsorption Ratio - SAR vrijednost). U tlima u kojima je ESP vrijednost
>6 % mogu se oc&ekivati promjene u stabilnosti strukture tla kao posljedica disperzije Cestica
gline (FAO, 1988).

2.3.2. Posljedice zaslanjivanja tala na biljke

U poljoprivrednoj proizvodnji znaCajne posljedice zaslanjivanja tala na uzgajane kulture
moguce su u obliku stresa soli. Stres soli predstavlja stanje biljke u kojemu prekomjerne soli
u otopini tla uzrokuju smetnje u rastu i razvoju biljaka, inhibiciju fizioloSkih procesa,
smanjenje produktivnosti te naposljetku uvenuce biljke (Zhu, 2007). Stres soli najéesc¢e
uzrokuje nepovratne promjene vidljive veé u kratkom vremenskom razdoblju te moZe
uzrokovati smanjenje prinosa usjeva do ¢ak 50 % (Romic¢ i sur., 2010). Simptomi stresa soli
na biljkama su Zucenje (kloroza) najprije starih (bazalnih) listova, nakon ¢ega slijedi prvo
rubna, a kasnije i potpuna nekroza te otpadanje listova u uznapredovalim stadijima stresa
soli (Parida i Das, 2005) (slika 4).
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Slika 4. Simptomi stresa soli na listovima boba pri havodnjavanju zaslanjenom vodom (50 i
100 mM NaCl) (fotografija: Filipovi¢, L.).
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Stres soli zapravo se sastoji od ionskog i osmotskog stresa te niza sekundarnih stresova kao
8to je oksidativni stres (Zhu, 2002). lonski stres nastaje zbog neravnoteZe u dostupnosti
hranivih elemenata zbog povecéanih koncentracija soli u zoni rizosfere, $to uzrokuje
poremecaje u ishrani bilia. Za umjerene do visoke koncentracije Na* u okolnom mediju,
elektrokemijski gradijent za transport Na* u biljci staniénom membranom favorizira pasivni
Na" transport. Prema Ondrasek i sur. (2009) uobi¢ajeni pokazatelji NaCl stresa su povecana
koncentracija natrija i klorida u biljnom tkivu uz pad koncentracije kalija. Primjerice, uslijed
povecane koncentracije NaCl, primanje visokih koncentracija Na i Cl otezava primanje
ostalih hraniva (npr. K, Ca, Mg, P), Sto rezultira neravnotezom u primanju i/ili akumulaciji
hraniva u biljnom tkivu, a posljedi¢no i smanjenjem koli¢ine i/ili kvalitete prinosa (Grattan i
Grieve, 1999). Takoder, poveéane koncentracije soli u tlu mogu utjecati i na
primanje/akumulaciju mikrohraniva u biljnom tkivu, no utjecaj moze biti stimulativan ili
inhibitoran, ovisno o ispitivanoj kulturi kao i o pojedinom mikrohranivu (I1zzo i sur., 1991;
Rahman i sur., 1993; Grattan i Grieve, 1999; Yadav i sur, 2011). Kod osmotskog stresa
dolazi do ometanja korijena biljke u apsorpciji vode iz tla zbog smanjenog osmotskog
potencijala u otopini tla (Sumner, 1992; Zhu, 2007). Naime, u zaslanjenim uvjetima dolazi do
povecanja propusnosti CI' u membranskim vezikulama te do snazne depolarizacije stanica
kako se koncentracija CI" u citoplazmi povecava (Tyerman i Skerrett, 1999). SuviSak klora
dovodi do porasta turgora stanica i smanjenja transpiracije, uz pojavu sitnih i deformiranih
listova. Oksidativni stres karakterizira povecanje koncentracije slobodnih radikala u biljnim

stanicama koji uzrokuju razli¢ita oStecenja na stani¢noj razini (npr. nukleinskih kiselina).

Stres soli utjeCe na sve vazne procese u biljci: fotosintezu, sintezu proteina i metabolizam
lipida, a kako biljka reagira na vise koncentracije soli razlikuje se ovisno o fazi rasta i razvoja
bilike te duljini izloZzenosti pove¢anom stupnju zaslanjenosti (Munns i Tester, 2008). U
istrazivanjima gdje su tretmani saliniteta bili jednakog trajanja tijekom razli€itih stadija rasta,
utvrdeno je da su biljke bile vise osjetljive na zaslanjenost tijekom vegetativne faze i ranih
reproduktivnih faza nego u kasnijim fazama rasta (Maas, 1993). Prema Parida i Das (2005)
kod biljaka izloZzenih zaslanjivanju, posebno NaCl-u, dolazi do smanjenog intenziteta
fotosinteze, a time i rasta lisne povrSine i brojnosti listova. U brojnim istraZivanjima dokazano
je smanjenje intenziteta fotosinteze uzrokovano povecéanim koncentracijama soli (Abdul
Qados, 2011). Naime, povecan stupanj zaslanjenosti tla moze znac€ajno reducirati proces
fotosinteze putem smanjenja lisne povrSine i sadrZzaja klorofila te provodljivosti pudi, kao i
smanjenjem ucinkovitosti fotosustava Il (Chinnusamy i sur., 2006). Opéenito se negativan
ucinak povecane zaslanjenosti na proces fotosinteze moze podijeliti na stomatalne i ne-
stomatalne ucinke (Debez i sur., 2006). Stres soli uzrokuje ograni¢enja u transportu

produkata u primarnim reakcijama fotosinteze, $to u konacnici moze rezultirati inhibicijom
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transporta elektrona, poveéanjem fluorescencije klorofila, kao i produkcijom slobodnih
radikala (Koyro i sur., 2010). Sekundarni negativni ucinci poveéane zaslanjenosti na
fotosintezu odnose se na stomatalne ucinke, odnosno rezultiraju zatvaranjem puci (Carillo i
sur., 2011), sto je vedinom inducirano djelovanjem apscizinske kiseline (ABA) koja se
oslobada iz korijena biljke, a posljedi€no se odraZava na inhibiciju izmjene plinova (CO,, O,)
(Koyro i sur., 2010). Drugim rijeCima, kao odgovor na osmotski stres, koji je sastavni dio
stresa soli, biljke pokuSavaju zadrzati vodu zatvaranjem puci i smanjenjem transpiracije, Sto
se posljedicno odrazava na intenzitet fotosinteze. Adaptacija biljaka na stres soli, osim
prethodno navedenog, uklju€uje i sintezu osmotski aktivnih tvari (Stoddard i sur., 2006). Isto
tako, manja gusto¢a puci na listu biljke takoder se povezuje s boljim biljnim mehanizmima
zadrzavanja vode, a time i boljim adaptacijskim sposobnostima na stres soli (Khan i sur.,
2010). Takoder, smatra se da stres soli moze uzrokovati inhibiciju sinteze molekula klorofila,
kao i povecanje njihove degradacije djelovanjem enzima klorofilaze, $to moze dovesti do
smanjenja sadrzaja klorofila u listovima biljaka izlozenima stresu soli (Azooz i sur., 2013).
Poveéan stupanj zaslanjenosti tla ima negativne uc€inke na razvoj biljine biomase, odnosno
na morfoloSke pokazatelje kao $to su visina biljke, broj listova, duljina korijena biljke te odnos
nadzemnih dijelova i korijena biljke (Ashraf i Bashir, 2003; Jamil i sur., 2006; Ondrasek i sur.,
2006; Gama i sur., 2007; Abdul Qados, 2011; Turhan i Seniz, 2012). Povec¢ana zaslanjenost
okolnog medija, osim posredno putem negativnog utjecaja na proces fotosinteze, uzrokuje
dehidraciju biljnih stanica Sto se takoder mozZe negativnho odraziti na rast bilke te moze
izazvati i uvenuée bilke. Smanjenje rasta javlja se kod svih biljnih vrsta, ali razina
tolerantnosti i stopa smanjenja rasta pri toksi€nim koncentracijama soli varira izmedu
razli€itih biljnih vrsta. U€inci poveéanog stupnja zaslanjenosti poljoprivrednih tala na kvalitetu
komercijalnih proizvoda dobivenih od kultura uzgojenima na takvim tlima, manje su poznati
od ucinaka koje zaslanjenost ima na prinose uzgajanih kultura. Primjerice, navodnjavanje
zaslanjenom vodom moze znac€ajno povecati sadrzaj Secera i organskih kiselina kod cherry

rajCice (De Pascale i sur., 2007) te poboljSati okus preradenih raj¢ica (Mitchell i sur., 1991).

2.3.3. Utjecaj saliniteta tla na biopristupacnost metala u tlu

Osim izravnog Stetnog utjecaja na kvalitetu tla, poveéanje stupnja zaslanjenosti tla jedan je
od vaznijih ¢imbenika koji mogu utjecati na pristupaénosti metala u tlu, a poglavito Cd
(McLaughlin i sur., 1994; Smolders i sur., 1998; Weggler i sur., 2004). Naime, povec¢ane
koncentracije soli u tlu mogu utjecati na stupanj adsorbiranosti odredenog metala jer
adsorbenti imaju razli¢it afinitet za razli€ite metale. Relativha selektivhost za metalne katione

moze se u velikoj mjeri objasniti pomocu Lewisova jaka-slaba kiselina-baza principa (engl.
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Hard-Soft Acid-Base - HSAB). Termin ,jaka“ odnosi se na veliku elektronegativnost, nisku
mogucnost polarizacije i mali ionski promjer, a termin ,slaba“ se odnosi na suprotno od
navedenog. Cu® i Cd** spadaju u slabe Lewisove kiseline. Povec¢ane koncentracije soli u tlu
mogu utjecati na HSAB princip jer kompleksirajuci ligandi mogu onemoguciti primjenu HSAB
principa, kao $to je sluéaj s CI koji reagira s Cd** i smanjuje koncentraciju adsorbiranog Cd u
tlu (Alloway, 1990). Stoga se smatra da prisutnost anorganskih liganada kao &to su kloridi,
favorizira topljivost i mobilnost Cd u tlu (OndraSek i sur., 2009).

Formiranjem Cd-Cl kompleksa, kloridi smanjuju adsorpciju Cd na Cestice tla te na taj nadin
povecavaju njegovu koncentraciju i mobilnost u otopini tla (McLaughlin i sur., 1997; Smolders
i sur., 1998; Ondrasek i sur., 2009), 8to takoder moze utjecati na biopristupacnost Cd te
povecati njegovo primanje i fitoakumulaciju (McLaughlin i Singh, 1999). Uz navedeno Cd-Cl
kompleksi se smatraju fitopristupaénim. Kadmij iz CdCI,>" kompleksa mozZe biti primljen u
korijen izravno kao klorokompleks i/ili disocirajuéi s klorokompleksa pri kontaktu sa
stanicama korijena i ulaze¢i u stanice kao Cd** (Crea i sur., 2013). Stoga, navedene &injenice
upucuju na potencijalnu opasnost od povecane fitoakumulacije mobilnijih i biopristupacnijih
oblika Cd u poljoprivrednim kulturama koje se uzgajaju na zaslanjenim tlima kontaminiranim
Cd (Ondrasek, 2015). Ipak, slobodni metalni ion (Cd®*) smatra se najpristupacnijim oblikom
za primanje u korijen (Ghallab i Usman, 2007), dok se primanje CdCl,>" kompleksa odvija
sporije u odnosu na primanje Cd®" iz otopine tla (Crea i sur., 2013) te se stvaranjem Cd-
klorokompleksa zapravo smanjuje aktivnost slobodnog iona u otopini tla, Sto bi moglo

smanijiti fitopristupacnost Cd ili barem usporiti njegovo primanje u korijen.

Stvaranje kompleksa s kloridima smatra se manje znacajnim procesom za mobilizaciju Cu i
Zn u tlu jer se njihovi klorokompleksi smatraju manje stabilnima od Cd-Cl kompleksa (Acosta
i sur.,, 2011). Ipak, poviSene koncentracije natrija u tlu mogu inducirati procese ionske
zamjene na adsorpcijskom kompleksu tla te tako utjecati na pristupacnost svih metalnih
kationa (Cu®*, Zn*, Cd?"). Naime, iako je u istraZivanjima dokazano da jednovalentni ioni
(Na®) ni u velikim koncentraciama ne mogu utjecati na oslobadanje Cd s izmjenjivog
kompleksa (Norvell i sur., 2000; Smolders i sur., 1998), ukoliko su u otopini tla prisutni Ca®" i
Mg?* u veéim koncentracijama ($to je obiéno sluéaj u zaslanjenim tlima), zbog kompeticije za
mjesta na adsorpcijskom kompleksu tla, ipak moze doéi do oslobadanja metalnih iona (Cd*")
(Paalman i sur., 1994). Tako prema rezultatima McLaughlin i sur. (1994) visoka koncentracija

Na" u otopini tla takoder mozZe utjecati na povec¢anu topljivost Cd.
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2.4. Modeliranje kemijske specijacije metala u otopini tla

Biopristupa¢nost metala u tlu uvjetovana je kemijskim oblikom (engl. speciesom) metala u
otopini tla (Shahid i sur., 2012), a na Sto utjeCe ukupna koncentracija i kemijske znacajke
metala, znacajke tla (pH, udio OT i gline, prisutnost drugih iona-anorganskih liganada) te
razni drugi uvjeti okoliSa (temperatura, vlaga u tlu). Poznato je da odredeni kemijski oblici
metala u otopini tla mogu biti znacajno mobilniji od drugih kemijskih oblika, a time i
pristupacniji organizmima za primanje (Ondrasek, 2015). Stoga je odredivanje oblika metala

u otopini tla vazan alat u istrazivanjima biopristupacnosti metala (Adriano i sur., 2004).

Kemijska specijacija metala u otopini tla predstavlja sumu pojedinih koncentracija razli€itih
kemijskih oblika metala, a koji zajedno Cine njegovu ukupnu koncentraciju u otopini tla
(Florence, 1982). Za potrebe procjene kemijske specijacije metala koriste se razni raCunalni
programi (Shahid i sur., 2011), koji na temelju kemijskih (aciditet, aktivitet, pojedinacne
koncentracije) i fizikalnih (temperatura, parcijaini tlak) parametara, po termodinamic¢kom
konceptu, procjenjuju ponaSanje metala tijekom geokemijskih reakcija u otopinama,
suspenzijama i/ili ¢vrstom (an)organskom mediju. Programi se medusobno razlikuju po broju
i vrsti simulacija koje mogu izvesti, odnosno koje modele adsorpcije/lkompleksacije i

matematicke funkcije koriste (Ondrasek, 2015).

Program Visual MINTEQ je besplatni specijacijski softver s mogucénos¢u predikcije
povrSinske (anorganske) adsorpcije s pomocéu pet modela (Diffuse Layer, Constant
Capacitance, Triple Layer, Basic Stern i Three Plane model) te organokompleksacije metala
s pomoc¢u tri modela (Gaussian DOM, Stockholm Humic Model i NICA-Donnan Model)
(Gustafsson, 2006) (slika 5).

Model Non-Ideal Competitive Adsorption (NICA) - Donnan (Kinniburgh i sur., 1999) smatra
se jednim od naprednijin modela za kompetitivno kompleksiranje metala s DOC
kompleksima (Weng i sur., 2002), $to je od osobitog znacaja za modeliranje kemijskih oblika

metala u otopini rizosfernog tla.
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Slika 5. Glavni izbornik programa Visual MINTEQ (version 3.0) za odredivanje kemijske

ravnoteze.
Naime, u otopini rizosfernog tla najc¢eSée su disperzirani:

1. slozeni, visokomolekularni koloidi (huminske tvari) nastali rizodepozicijom,
oksidacijom OT te mikrobioloSkom aktivnoS¢u,
organski, niskomolekularni ligandi (citrati, acetati, oksalati)
anorganski koloidi (hidroksipolimeri Fe, Al, Mn)

4. jednostavni ligandi (karbonati, fosfati, sulfati, kloridi) (Ondrasek, 2015).

Iz navedenog proizlazi da je otopina rizosfernog tla kemijski vrlo sloZen i dinami¢an medij
gdje je kompleksiranje metala s otopljenim ugljikovim spojevima od iznimnog znacaja za
njihovu mobilnost i fitopristupaénost. Cd je u svom slobodnom ionskom obliku (Cd*") u
navedenim uvjetima rizosfere vrlo podlozan kemijskim reakcijama te je uglavnom
kompleksiran s razli€itim otopljenim anorganskim i/ili organskim ligandima (Ondrasek, 2015).
Cu se pak u otopini rizosfernog tla u najéeS¢e moze naci kao Cu-organski kompleks, dok je

udio slobodnog ionskog oblika (Cu®") malen do zanemariv (Matijevi¢ i sur., 2014).
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2.5. Dehidrogenazna aktivnost (DHA) u tlu

MikrobioloSka aktivnost se smatra vaznim faktorom plodnosti tla buduéi da se transformacije
OT i hraniva pretezno odvijaju pod utjecajem mikroorganizama i njihovih enzima (Sikora i
sur., 2010). Takoder, poznato je da se antropogeni utjecaj na kvalitetu tala moze reflektirati i
na enzimatsku aktivnost u tlu, $to se posebice odnosi povrsinski horizont poljoprivrednih tala
u kojemu se dominantno primjenjuju osnovni agrotehnicki zahvati (Redzepovi¢ i sur., 2012).
Enzimi su vrlo osjetljivi na promjene u okoliSu te promjene u enzimatskoj aktivnosti u tlu
mogu brzo reflektirati negativne utjecaje na okolis, kao Sto je primjerice kontaminacija tla
metalima. Zbog navedenog, kao bioloSki pokazatelji toksi¢nog uc¢inka metala u tlu koriste se i

enzimatske aktivnosti u tlu (Chaperon i Sauve, 2008).

Dehidrogenaze su unutarstani¢ni enzimi iz skupine oksidoreduktaza koji se nalaze u svim
zivuéim mikrobnim stanicama (Alrumman i sur., 2015). S obzirom na to da su dehidrogenaze
isklju€ivo unutarstani¢ni enzimi koji se ne akumuliraju u tlu izvanstani¢no, dehidrogenazna
aktivnost (engl. Dehydrogenase Activity - DHA) cCesto sluzi kao indikator ukupne
mikrobioloSke aktivnosti u tlu, odnosno kao mjera opée plodnosti tla. Dehidrogenaze
sudjeluju u bioloskoj oksidaciji OT tako Sto prenose elektrone i protone s organskih supstanci

na anorganske akceptore (Wolinska i Stepniewska, 2012).

Enzimatska aktivnost u tlu €esto je usko povezana s udjelom OT u tlu (Das i Varma, 2011),
odnosno povecanje udjela OT u tlu mozZe povecati enzimatsku aktivnost u tlu. Povecanje
dehidrogenazne aktivnosti u tlu s dodatkom OT moze biti rezultat izravnog i neizravnog
utjecaja OT. Naime, povecanjem OT u tlu osiguravaju se povoljniji uvjeti za rast mikrobnih
populacija s obzirom na to da se na taj nacin poboljSavaju vodozracni uvjeti u tlu te se
hraniva vezana na OT zadrZavaju u tlu u biopristupaénom obliku, a ipak je otezano
(sprijeCeno) njihovo ispiranje u dublije horizonte tla. Takoder, s obzirom na to da
dehidrogenaze imaju ulogu u oksidaciji OT, povecéanje udjela OT u tlu predstavlja dodatni
izvor supstrata za rad enzima, odnosno moguci izravan utjecaj povecanja udjela OT na

povecanje DHA u tlu.

Poznato je da prisutnost visokih koncentracija soli u tlu smanjuje enzimatsku aktivnost u tlu
zbog osmotskog i ionskog stresa kojemu su izloZene mikrobne populacije u zaslanjenim
tlima (Rao i Pathak, 1996). Smanjenje DHA s porastom stupnja zaslanjenosti tla takoder je
potvrdeno (Malik i sur., 1995). Visoke koncentracije soli u tlu mogu uzrokovati znacajne
promjene u vodnom potencijalu tla, $to se moze negativno odraziti na stani¢nu aktivnost

mikrobnih populacija te mogu uzrokovati smetnje u kompetitivnom primanju hraniva iz tla ifili
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njihovoj raspodjeli unutar mikrobnih stanica, uzrokuju¢i u konacnici retardaciju rasta
mikrobnih stanica i/ili stani€énu smrt. Osim navedenog, stres soli mozZe inducirati oksidativni
stres u mikrobnim stanicama, koji je karakteriziran poveéanim stvaranjem slobodnih radikala
(engl. Reactive Oxygen Species - ROS), koji uzrokuju nespecificne oksidacije proteina i
membranskih lipida u stanicama te oSte¢enja nukleinskih kiselina (Schitzendibel i Polle,
2002).

Kontaminacija tla Cu moze smanjiti DHA neizravno - smanjenjem mikrobne biomase, ili
izravno - stvarajuc¢i smetnje u procesu sinteze enzima u mikrobnim stanicama, utjeCuci na
enzim-supstrat kompleks, denaturirajuéi protein enzima ili interferirajuéi s funkcionalnim
skupinama na proteinu enzima (Pan i Yu, 2011). Wyszkowska i sur. (2009) takoder su u
svojim istrazivanjima potvrdili da pove¢ane koncentracije Cu u tlu znacajno inhibiraju DHA.
Medutim, rezultati istrazivanja utjecaja povec¢ane koncentracije Cd u tlu na DHA u tlu nisu
tako jasni kao Sto je to slu¢aj sa Cu. Naime, Wolinska i Stepniewska (2012) utvrdile su da je
koncentracija Cd od 2 mg kg™ imala stimulativan uginak na DHA u tlu, dok je koncentracija
Cd od 20 mg kg™ imala jak inhibitoran uginak na DHA. Ipak, rezultati prethodno navedenih
istrazivanja jasno pokazuju da kontaminacija tla Cu i Cd moze utjecati na DHA u tlu, a sto
uvelike ovisi 0 koncentraciji metala i njegovom kemijskom obliku u tlu (Chaperon i Sauvé,

2008), ali vrlo vjerojatno i o ostalim uvjetima u okoliSu (temperatura, vlaga u tlu, i sl.).

2.6. Bakar i kadmij u sustavu tlo - biljka

2.6.1. Primanje, translokacija i interakcije bakra s drugim elementima u biljci

Bakar je esencijalni mikroelement potreban biljkama u niskim koncentracijama jer je sastavni
dio proteina i enzima koji su ukljuCeni u proces fotosinteze i respiracije (Ait Ali i sur, 2002).
Bakar se u biljici pojavljuje u dva oksidacijska stanja (Cu* i Cu®) djelujuéi kao kofaktor u
bilinim enzimima (Cu/Zn superoksid dismutaza, citokrom ¢ oksidaza, aminooksidaze i dr.) te
u transportu elektrona i redoks reakcijama u mitohondrijima, kloroplastima, stani€noj stjenci i
citoplazmi biljne stanice (Marschner, 1995; Welch, 1995; Liao, 2000; Fargasova, 2004). Na
stani¢noj razini Cu ima vaznu ulogu u signalizaciji transkripcije u oksidativnoj fosforilaciji i
imobilizaciji Zeljeza (Yruela, 2005). Optimalna koncentracija Cu u biljkama iznosi 5-20 mg kg
! suhe tvari (Kabata-Pendias, 2011). Uslijed nedostatka Cu bilike razvijaju specifitne
simptome, veé¢inom na mladim listovima i reproduktivnim organima (Yruela, 2005), dok kod

veéih koncentracija dolazi do pojave toksi¢nosti (Kabata-Pendias, 2011), koja se ocCituje u
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obliku kloroze, sporijeg rasta te oStecenja permeabilnosti stanicne membrane (Marschner,
1995).

Prosjeéna koncentracija Cu u tlu obiéno iznosi izmedu 2-250 ug g*, dok biljke (prosje&no)
mogu primiti oko 20-30 ug g™ (Azzoz i sur, 2015). Jedan od vaznijih faktora koji utjeéu na
pristupaénost Cu u tlu je pH tla te se fitotoksi¢nost Cu javlja na kiselim tlima ili kod
dugogodisSnje primjene sredstava za zastitu bilja na bazi Cu (vocnjaci i vinogradi). Primanje
Cu iz otopine tla u biljku regulirano je specificnim proteinskim transporterima koji se nalaze
na plazmatskoj membrani korijena. Bilike Cu primaju iz otopine tla najées¢e kao Cu®
(Maksymiec, 1997) te je primanje Cu u biljku (i njegova fitotoksi¢nost) usko povezano s
koncentracijom Cu®" u otopini tla, duljinom izloZenosti biljke povi§enim koncentracijama Cu te

s genotipom biljke (Nicholls i Mal, 2003; Emamverdian i sur, 2015).

Smatra se da Cu nije naroCito mobilan unutar bilike, odnosno da njegova distribucija u
odredene biline organe ovisi o opskrbljenosti biljike Cu (Hochmuth i sur., 1991). Redoks
svojstva, koja Cine Cu esencijalnim elementom, takoder doprinose njegovom toksi¢hom
uginku na biljne stanice. Naime, redoks kruzenje izmedu Cu®* i Cu* moze katalizirati
proizvodnju slobodnih radikala koji oStecuju nukleinske kiseline, lipide, proteine i ostale
makromolekule (Lombardi i Sebastiani, 2005; Doncheva i Stoyanova, 2007). Na stani¢noj
razini toksi¢nost moze biti i rezultat vezanja Cu na sulfhidrilne skupine proteina, inhibirajuci
na taj nacin enzimatsku aktivnost ili funkciju proteina (van Assche i Clijsters, 1990) ili vezanje
Cu sa sulfhidrilnim grupama na stani¢noj membrani §to moze inducirati peroksidaciju lipida,
tj. oStecenje Sto rezultira osteéenje biomembrane (Chen i sur, 2000; Emamverdian i sur,
2015).

Antagonizam izmedu primanja Cu i Zn te Mn u korijen takoder se sugerira u istrazivanjima
Xiong i sur. (2002). Bowen (1969) navedeni antagonizam objasnjava istim membranskim

transporterima za Cu® i zZn*

u stanicama korijena. Ait Ali i sur. (2002) su u svojim
istrazivanjima s povec¢anjem koncentracije Cu u tlu dobili smanjenje koncentracije Mn u
bilinom tkivu. Takoder, s poveéanim primanjem Cu u biljku sugerira se mogucénost
naru$avanja homeostaze Ca?* unutar biljnih stanica (Alaoui-Sossé i sur., 2004); Rengel,
1992). Isto tako, Cu moze interferirati s transportom drugih elemenata u biljci stvaranjem

visoko stabilnih kompleksa s aminokiselinama u ksilemu biljke (Liao, 2000).
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2.6.2. Primanje, translokacija i interakcije kadmija s drugim elementima u biljci

Primanje Cd kroz plazmatsku membranu jo$ uvijek nije potpuno razjadnjeno kod visih biljaka.
S obzirom na to da za Cd jo$ uvijek nije dokazana bioloSka uloga (esencijalnost) kod vecCine
zivih bi¢a, tada vjerojatno u biljinom organizmu ne postoje specificni mehanizmi za njegovo
primanje i transport, ve¢ se primanje Cd putem korijena odvija sustavima koja prvenstveno
sluze za primanje sliénih hraniva (Clemens, 2006). Cinjenica je medutim, da su bilike
sposobne primiti i akumulirati Cd (i ostale toksi¢ne elemente) u pojedinim organima i u
relativno visokim koncentracijama bez vidljivih simptoma fitotoksi¢nosti (Wagner, 1993). Cd
bilike akumuliraju prvenstveno u podzemnim organima, zatim u stabljici i listovima, a
najmanje u plodovima (Zhang i sur., 2006). Primanje Cd iz tla kod biljaka moze izazvati
smetnje u primanju i akumuliranju esencijalnih elemenata, a samim time i u fizioloSkim

procesima u kojima oni sudjeluju (slika 6).

METALI f METALOIDI

N ° N\
ESENCIJALNI WE-ESENCIJALNI

METALI METALI

—_

POREMECAJ U FOTOSINTEZ], TRANSPORTUMETABOLITA,
RAVNOTEZI SLOBODNIH RADIKALA 1 RASTU

POREMECAT U KSILEMSKOM TRANSPORTUMETALA

PROMIENE U USVAIANIU OSTALIH HEANIIVA [ VODE,
TRANSPORTUI DISTRIBUCHI HRANIIVA

R DO MODIFIKACUE MORFOLOGLE | FIZIOLOGUE KORUENA,
Ly _. 1 i
C' e
o0
EKSUDATI KORIJENA

Slika 6. Poremecaiji koje izaziva primanje povecanih koncentracija metala iz otopine tla u

biljke (prilagodeno prema Luo i sur., 2014).

Primjerice, kontaminacija tla Cd moze uzrokovati smanjenje koncentracije Zn u biljnom tkivu,
Sto se obi¢no objasnjava nespecificnom propusnosti stanica korijena koja dovodi do inhibicije
primanja Zn u prisutnosti povec¢anih koncentracija Cd u tlu. Cu-Zn antagonizam vjerojatno se
javlja zbog njihove kompeticije za proteinske transportere na plazmatskoj membrani korijena,
ili zbog interferencije Cd s ekspresijom gena koji su zaduzZeni za regulaciju proteinskih
transportera (Andersen i Kuipper, 2013).
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Takoder, povecane koncentracije Cd u tlu mogu uzrokovati smanjenje koncentracije Ca u
biljkama to upucuje na Ca-Cd kompeticiju za transportne kanale kod ulaska hraniva u
ksilem biljke (Vondrackova i sur., 2014). Isto tako, poznato je da Cd ima veliki afinitet prema
tiolnim skupinama (SH) u biljnim enzimima i drugim proteinima te postoji moguénost da
obrambeni mehanizam biljke protiv toksiénog ucinka poveéane koncentracije Cd u okolnom
mediju ukljuCuje i povecano primanje S iz otopine tla (Gill i Tuteja, 2011; Andersen i Kupper,
2013). Takoder, kontaminacija tla Cd kod biljaka mozZe uzrokovati simptome toksicnosti, kao
8to su smanjenje rasta, a osobito rasta korijena, poremeéaje u metabolizmu ugljikohidrata
(Moya i sur., 1993), a time i na produkciju biomase. Redukcija biomase mozZe biti izravan
rezultat inhibicije sinteze klorofila i posljedicnog smanjenja intenziteta fotosinteze. Poznato je
i da povec¢ane koncentracije Cd u biljnom tkivu mogu smanijiti aktivnost fotosintetskih enzima
te smetnje u fotosintetskom transportnom lancu elektrona, rezultiraju¢i smanjenom sintezom
molekula klorofila u listu, a time i smanjenim indeksom sadrzaja klorofila (CCl). Primjerice,
Dong i sur. (2005) u istrazivanjima su utvrdili smanjenje intenziteta fotosinteze kod biljaka
rajCice izlozenih Cd stresu te sugerirali da bi dobiveni rezultat mogao biti posljedica
smanjenja sadrzaja klorofila koje je takoder potvrdeno kod rajCice s povecanjem

koncentracije Cd. Isto tako, Cd moZe zamijeniti esencijalni Ca®" i Mn®'

, prisutne u
reakcijskom centru fotosustava |l (Photosystem - PS Il) (Hossain i sur., 2014),
onemogucavaju¢i na taj nacin njegovo funkcioniranje i smanjujuci posljedi¢no intenzitet

fotosinteze.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Postavljanje pokusa

U kontroliranim uvjetima plastenika na eksperimentalnoj postaji Maksimir, Sveudciliste u
Zagrebu Agronomski fakultet (45°50' N, 16°02' E, 128 m.n.m.), u razdoblju od 02. 04. - 15.
06. 2012., postavljena su dva pokusa u loncima, jedan za istraZivanje mobilnosti i
biopristupaénosti Cu u tlu (pokus 1), a drugi za istraZivanje mobilnosti i biopristupa¢nosti Cd
u tlu (pokus 2). Plastenik je bio opremljen automatiziranim sustavom za grijanje (podno
radijacijsko grijanje), ventilacijskim sustavom (krovna i bo€na ventilacija) te automatskim

sustavom za navodnjavanje kapanjem.

U oba pokusa koristeno je tlo iz poljoprivrednog povrsinskog sloja (5-25 cm) s podrucja
Donje Neretve (slika 7). Navedeno podrucje karakterizira pove¢ana opasnost od degradacije
uslijed procesa zaslanjivanja, ali i moguénosti povecane akumulacije teSkih metala u tlu
(Zovko, 2015). Tlo je prilikom uzorkovanja ruéno ocis¢eno od biljnih ostataka i vidljivih

necistoc¢a, usitnjeno i prosijano kroz sito promjera mreze 1x1 cm.

Privatne povriine

[ ] cranice, bvade, plastenic
vajni nasad

Bivde druttvene povrdine

[ cranice. ivade. plastenici
¥] wajri nasad

Slika 7. Lokacija na podruc¢ju Donje Neretve s koje je uzeto tlo koristeno u pokusima (izvor

karte: Romic i sur., 2010; fotografija: Filipovi¢, L.).

27



U oba pokusa kao test kultura koristio se bob (Vicia faba L. cv. Aguadulce), tako sto su 20
dana stare presadnice boba uzgojene u plasti¢nim ¢aSicama napunjenim tresetom (Potgrond
P, Klasmann; tablica 3), a zatim su odabrane ujednagene biljke za presadivanje u lonce

volumena 3 L (slika 8).

Tablica 3. Zna&ajke treseta koristenog u pokusu.

Naziv Potgrond P

Proizvodacd Klasmann

Upotreba mlade povrtne kulture

Treset smrznuti crni sphagnum treset
Struktura fina (0 - 5 mm)

PHh20 6,0

|/

s | .

Slika 8. Priprema za pokus i presadivanje presadnica boba (fotografija: Filipovic, L.).

Tijekom cijelog trajanja pokusa, bilike su navodnjavane pomocu automatskog sustava za
navodnjavanje kapanjem, kroz koji je i primjenjivana gnojidba vodotopljivim gnojivom (Poly-
Feed Drip 20-20-20, Haifa) u koncentraciji od 2 g L™ (tablica 4). Intenzitet navodnjavanja bio
je isti za sve biljke u pokusu, prilagoden fizioloSkom stadiju razvoja biljaka, kao i temperaturi

zraka u plasteniku.
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Tablica 4. Zna&ajke gnojiva koriStenog u pokusu.

Naziv Poly-Feed Drip 20-20-20 s mikrohranivima

Proizvodacé Haifa

Vrsta gnojiva Vodotopljivo NPK gnojivo

Upotreba Gnojivo za fertigaciju i folijarnu prihranu
Sastav ghojiva

Ukupni du$ik (kao N) 20 %

Nitratni duSik (N-NO3) 6 %

Amonijacni dusik (N-NH,) 4%

Dusik iz uree (N-NH,) 10 %

Fosfor (kao P,05s) 20 %

Kalij (kao K;0) 20 %

Zeljezo (Fe)* 500 mg L™

Mangan (Mn)* 250 mg L™

Bor (B) 100 mg L™

Cink (Zn)* 75mg L

Bakar (Cu)* 55 mg L™

Molibden (Mo) 35mg L™

* kao EDTA-helati

3.2. Primijenjeni tretmani i eksperimentalni dizajn
Za oba pokusa koristen je split-split-plot eksperimentalni dizajn u tri ponavljanja (slika 9).
Glavni faktor (OT) - udio organske tvari primijenjen je u 2 varijante:

OT; = nepromijenjeni (prirodni) udio OT u tlu uzorkovanom na podrucju Donje Neretve, i
OT, = povecéani udio OT (OT, + treset).

Treset koristen kako bi se poveéao udio OT komercijalni je treset koji se koristi u uzgoju
mladih povrtnih kultura (Potgrond P, Klasmann; tablica 3), u omjeru tlo:treset = 4:1 (v/v).
MijeSanje tla s tresetom ucinjeno je kroz period od tjedan dana uz svakodnevno mijeSanje

kako bi se postigla Sto bolja homogenizacija.
Podfaktor - NaCl salinitet primijenjen je u 3 varijante:

NacCl, = kontrola (bez dodatka NaCl),
NaClsg = 50 mM NacCl i
NaCl;go = 100 mM NaCl.

Dva tjedna nakon presadivanja boba, kroz automatski sustav za navodnjavanje kapanjem u
oba pokusa primijenjene su i dvije (iste) koncentracije natrijeva klorida (NaCl) te se koristila i

kontrolna otopina (bez dodatka NacCl).
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Podpodfaktor - koncentracija metala primijenjen je u 3 varijante:

Pokus 1: Cuop = kontrola (bez kontaminacije),
CUaso = 250 mg Cu kg™ i
Cusoo = 500 mg Cu kg'™;

Pokus 2: Cd, = kontrola (bez kontaminacije),
Cds=5mg Cd kg™ i
Cdyo = 10 mg Cd kg™.

Prije poCetka pokusa, odredena je po€etna ukupna koncentracija Cu i Cd u tlu pripremljenom
za pokus (OT, i OT,) (tablica 5).

Tablica 5. Ukupna koncentracija Cu i Cd (mg kg™) u tlu pripremlijenom za pokus (OT; i OT,),
a prije kontaminacije.

Cu Cd
mg kg™
oT, 41,6 0,45
oT, 39,5 0,46

Kontaminacija se provela postupnim dodavanjem metala (engl. spiking) kako bi se omogucila
Sto bolja homogenizacija i raspodjela metala u tlu. Za kontaminaciju tla Cu koristila se
otopina bakar nitrata (Cu(NO3), x 3 H,0), a za kontaminaciju tla Cd otopina kadmij nitrata
(Cd(NO3), x 4 H,O). Kontaminirao se volumen od 5L tla te je nekontaminirano tlo dodavano
postupno tijekom 30 dana, u volumenima potrebnim za postizanje ciljnih ukupnih

koncentracija Cu i Cd.

Po zavrdenoj kontaminaciji tla (OT; i OT,) od svake varijante pokusa uzet je uzorak u
triplikatu te su odredene ukupne koncentracije Cu i Cd kako bi se provjerila ujednadenost

kontaminacije (tablica 6).

Tablica 6. Ukupna koncentracija Cu i Cd (mg kg™) nakon kontaminacije, a prije sadnje

kulture.
Cuyso CUsoo Cds Cdyo
mg kg™ mg kg™
oT, 277,8 435,7 4.4 11,1
OT, 229,8 466,7 4.5 10,7
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POKUS 1. (Cu)
CUsoo Cusoo
CUsoo CUsoo
Cusgo Cusoo
CUzso Cuzso
Cum Cuzso
Cl.lzso CUzso
CUo Cup
CU(] Cug
Cllo CUo
CUsoo CU5oo
Cusgo Cusoo
Cusgo Cusoo
Cuzso Cuzso
Cuzso Cuzso
Cuzso Cuzsp
CUo C Ug
cUo Cup
CUo Cup
CU5oo CUsoo
CU5oo cUuo
Cusgo Cusgo
Cuazso Cuzso
CUzso CUZSO
Cuszso Cuzso
C Ug Clh
Cug cllo
Cug Cuo
Cusoo Cusoo
CUsoo CU500
cum CUsoo
cUm CU250
cUzso Cuzso
Cuzso Cuzso
Cup Cup
Cup Cup
CUo Cug
CUsoo Cusoo
CUsoo Cusog
CU5oo Cusoo
Cuzso Cuzso
Cuzso Cuzso
Cuzso Cuzso
clb Cup
cUo CUo
Cug Cup
Cusgo Cusgo
Cusgo Cusoo
CUsoo CUmo
Cuzso Cuzso
Cuazso Cuzso
CUzso Cl.lzso
Cug Cuo
Cuo Cup
Cug Cug

POKUS 2. (Cd)
Cdio Cdyo
Cdio Cdyo
Cdio Cdio
Cds Cds
Cds Cds
Cds Cds
Cdo Cdp
Cdo Cdo
Cdo Cdo

Cdio Cdqo

Cdio Cdio

Cdio Cdso

Cds Cds

Cds Cds

Cds Cds

Cdo Cdo

Cdo Cdo

Cdo Cdo

Cdyg Cdio

Cdso Cdio

Cdyo Cdio

Cds Cds

Cds Odﬁ

Cds Cds

Cdo Cdo

Cdo Cdo

Cdy Cdo
Cdio Cd1o
Cdqo Cdio
Cdio Cdio
Cds Cds
Cds Cds
Cds Cds
Cdo Cdo
Cdo Cdo
Cdo Cdo

Cd1o Cdﬂ)

Cdyo Cdio

Cdio Cdio

Cds Cds

Cds Cds

Cds Cds

Cdo Cdo

Cdo Cdo

Cdo Cdp

Cdio Cdio

Cdio Cdio

Cdyo Cdio

Cds Cds

Cds Cd&

Cds Cds

Cdo Cdo

Cdo Cdp

Cdy Cdp

Legenda:

00 Bl

OoT;

OT,

NaCIo
NaClLso

NaCIm

Slika 9. Shema postavljenih pokusa s glavnim faktorom udio organske tvari u tlu (OT; i OT),),

podfaktorom salinitet (NaClo, NaClso i NaClyoo) | podpodfaktorom ukupna koncentracija Cu /

Cd u tlu (Cup, Cussg i Cusgg; 0dnosno Cdy, Cds i Cdyp).

31



3.3. Mjerenje fotosintetskih pokazatelja lista

Cetiri tjedna nakon podetka primjene NaCl tretmana, u fazi nalijevanja mahuna, mjereni su

fotosintetski pokazatelji lista boba (slika 10):

e koncentracija intercelularnog CO; lista (Ci, umol mol™);
e provodiljivost pugi (gs, mol H,O m?s™);
e transpiracija (E, mol H,O m?s™);

e intenzitet fotosinteze (A, ymol CO, m?s™).

Svi navedeni pokazatelji mjereni su u triplikatu, na najmladem fizioloSki zrelom listu, na tri
bilike unutar repeticije iste varijante pokusa. Mjerenja su ucinjena prenosivim sustavom za
mjerenje fotosinteze (LCpro+ Portable Photosynthesis System, ADC BioScientific Ltd., Great
Britain). U isto vrijeme, na istom listu, mjeren je i relativni sadrzaj ukupnih klorofila u mezofilu
lista izrazen kao indeks sadrzaja klorofila (Chlorophyll Content Index - CCI) pomocu
klorofilmetra (CCM-200 plus Chlorophyll Content Meter, ADC BioScientific Ltd., Great
Britain).

Slika 10. Faza nalijevanja mahuna u kojoj su mjereni fotosintetski pokazatelji lista boba
(fotografija: Filipovi¢, L.).
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3.4. Uzorkovanje tla

Pet tjedana nakon pocetka primjene NaCl tretmana, nakon dozrijevanja mahuna boba uzeti
su uzorci tla, tako da je sa svake varijante pokusa tlo pomije$ano i ruéno homogenizirano u
jedan prosjec€an reprezentativni uzorak za utvrdivanje kemijskih analiza. Zasebno su na isti
nacin i u isto vrijeme uzeti uzorci za analizu dehidrogenazne aktivnosti u tlu te su odmah po

uzimaniju spremljeni na -18°C do provodenja analiza.

3.5. Uzorkovanje biljnog materijala

Istovremeno sa uzorkovanjem tla i na isti nacin uzeti su i uzorci biljnog materijala: posebno
listovi, mahune i sjeme boba. Uzorak lista sastojao se od fizioloSki zrelih listova uz mahunu,
s tri biljke koje Cine istu varijantu pokusa. Uzorak mahune sastojao se od svih mahuna,
odvojenih od sjemena, s tri bilke iste varijante, a uzorak sjemena cinilo je sjeme iste

varijante pokusa.

3.6. Analize tla

Priprema uzoraka za analizu napravljena je prema standardiziranom postupku za fizikalne i
kemijske analize (HRN ISO 11464:2004). Ukratko, uzorci tla osuSeni su na zraku, usitnjeni i
prosijani kroz sito promjera mreze 0,5 mm. pH i elektri¢na vodljivost (E.C.) tla izmjereni su u
suspenziji u vodi u omjeru tlo/voda 1:5 (HRN ISO 10390:2005; HRN ISO 11265:2004)
(MettlerToledo pH-metar i EC-metar MPC 227). Organski ugliik (Coq) odreden je
sulfokromnom oksidacijom (HRN ISO 14235:1998), udio karbonata (CaCOs) volumetrijski
pomoc¢u Scheiblerovog kalcimetra (HRN 1SO 10693:2004) te granulometrijski sastav prema
standardnoj normi i proceduri (HRN ISO 11277:2004).

Za odredivanje ukupne koncentracije elemenata uzorci tla rad€injeni su u zlatotopci
primjenom mikrovalne tehnike u MARSXpress sustavu (CEM) (HRN I1SO 11466:2004), a
koncentracije Cd, Cu, Ca, Mg, P, S, Fe, Mo, Mn i Zn odredene su optickom emisijskom
spektroskopijom induktivho spregnutom plazmom (ICP-OES, Vista MPX, Varian). Ukupne
koncentracije Na i K odredene su u istom ekstraktu atomskom emisijskom spektroskopijom
(Atomic Absorption Spectrometer 3110, Perkin Elmer). Sve koncentracije izraunate su na
bazi suhe odvage uzoraka (105 °C, 24 h). Kontrola kvalitete provedena je tako da su
nasumicni uzorci sprovedeni kroz analize u duplikatu te su koriSteni referentni uzorci tla
(sliécnog matriksa) dobiveni iz medulaboratorijskih usporednih postupaka (Houba i sur.,
1996). Maksimalna dopustena relativna standardna devijacija (RSD) izmedu duplikata

uzoraka bila je 10%.
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U saturacijskom vodnom ekstraktu tla utvrdene su koncentracije Na i K atomskom
emisijskom spektroskopijom (Atomic Absorption Spectrometer 3110, PerkinElmer), CI', P,
NOs, NH," i SO, spektrofotometrijski metodom segmentiranog protoka na ionskom
analizatoru vode i ekstrakta tla (San++ Continuous Flow Analyzer, Skalar) te Ca**, Mg*" i
HCO3; kompleksometrijski titracijom.

Za odredivanje pristupacne frakcije Cu i Cd koriStena je ekstrakcija 0,01 M kalcijevim
kloridom (CaCly) (Houba i sur., 1999) jer se smatra da slaba ekstrakcijska sredstva kao $to je
0,01 M CaCl, daju najbolje rezultate za procjenu transfera metala iz tla u biljke (Brun i sur.,
1998; Romi¢ i sur., 2004). Ekstrakcija s kalcijevim kloridom provodi se tako da se 5 g tla
ekstrahira s 50 ml 0,01 M CaCl, tijekom 2 h pri 20 °C uz muckanje, nakon Cega slijedi
filtracija i odredivanje koncentracije metala u dobivenom ekstraktu optiCkom emisijskom

spektroskopijom induktivho spregnutom plazmom (ICP-OES, Vista MPX, Varian).

Dehidrogenazna aktivnost (DHA) u uzorcima tla odredena je 2, 3, 5 - trifenil tetrazolijev klorid
(TTC) metodom (ISO 23753-1:2005(E)). TTC se dodaje u 5 g tla i mjeSavina se inkubira 16 h
pri 25 °C. Nastali se trifenilformazan (TPF) ekstrahira pomoéu acetona i odreduje

spektrofotometrijski pri 485 nm (UV-Vis Spectrometer Lambda 12, Perkin Elmer).

3.7. Analize biljnog materijala

Uzorci biljnog materijala (list, mahuna, sjeme) osuseni su (24 h pri 60 °C), samljeveni i
ras€injeni u smjesi HNO3:H,O, (10:1, v/v) primjenom mikrovalne tehnike u MARSXpress
sustavu (CEM). Koncentracije Cd, Cu, Ca, Mg, P, S, Fe, Mo, Mn i Zn odredene su optickom
emisijskom spektroskopijom induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES, Vista MPX, Varian),
a Na i K atomskom emisijskom spektroskopijom (Atomic Absorption Spectrometer 3110,
PerkinElmer). Koncentracija klorida u biljinom tkivu mijerena je spektrofotometrijski u
vodenom ekstraktu metodom segmentiranog protoka na ionskom analizatoru vode i
ekstrakta tla (San++ Continuous Flow Analyzer, Skalar). Kontrola kvalitete provedena je tako
da su nasumicni uzorci sprovedeni kroz analize u duplikatu te su koristeni referentni uzorci
biljnog materijala (slicnog matriksa) dobiveni iz medulaboratorijskin usporednih postupaka
(Houba i sur., 1996). Maksimalna dopustena relativha standardna devijacija (RSD) izmedu

duplikata uzoraka bila je 10%.

3.8. Modeliranje kemijske specijacije bakra i kadmija u otopini tla

Udio (%) razli¢itih kemijskih oblika Cu i Cd u otopini tla procijenjen je primjenom programa
Visual MINTEQ (version 3.0) za odredivanje kemijske ravnoteZe (Gustafsson, 2006), koji se

u literaturi Cesto koristi za izraCune distribucije razli¢itih kemijskih oblika metala (Shahid i
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sur., 2011). Za procjenu je koristen model Non Ideal Competitive Adsorption (NICA)-Donnan
za adsorpciju kationa na otopljenu organsku tvar (DOC) uz standardnu baza podataka
konstanti (Kinniburgh i sur., 1996).

Koncentracije Cu i Cd koje su koridtene za procjenu distribucije njihovih vrsta u otopini tla,
koncentracije su dobivene ekstrakcijom s 0,01 M CaCl, (mg L™) jer se smatra da slaba
ekstrakcijska sredstva kao $to je 0,01 M CacCl, ekstrahiraju osim vodotopive frakcije metala i
frakciju metala koji su slabo vezani u tlu, ali ipak dostupni biljkama za primanje (lvezi¢ i sur., i
navedene reference, 2013). Takoder su upotrijebljeni i podaci o pH i koncentracijama
elemenata dobiveni analizama saturacijskog vodnog ekstrakta tla (mg L™) za svaku varijantu
pokusa zasebno. lonska jakost izraCunata je programom za svaku varijantu pokusa zasebno

pri temperaturi od 25 °C.

Koncentracije DOC-a dodijeljene su varijantama s razligitim udjelom OT u tlu, i to 10 mg L™
za varijantu OT, i 20 mg L™ za varijantu OT, na temelju sljedecih kriterija: (i) pedomorfologiji
tla (reljef, zivi i mrtvi pokrov, dubina/boja/tekstura tla, nacinu koriStenja tla u trenutku
uzorkovanja), (ii) koncentracijama DOC-a navedenim u literaturi za tla sli¢nih karakteristika
(You i sur., 1999; Romkens i sur., 1999; Neff i Asner, 2001; Chantigny, 2003; Glatzel i sur.,
2003; Kalbitz i sur., 2003; Ondrasek i Rengel, 2012) te (iii) Cinjenici da su koncentracije
DOC-a u rizosfernom tlu obi¢no nesto vise nego u okolnom (engl. bulk) tlu (Cattani i sur.,
2006). Udio aktivhe otopliene organske tvari (engl. Dissolved Organic Matter - DOM) u
odnosu na DOC je postavljen na 1,4 (Shitza i sur., 2008; Ondradek i sur., 2009), a humusne
kiseline su odabrane kao dominantne u odnosu na fulvo kiseline (You i sur., 1999). Ostali

parametri u modelu nisu modificirani.

3.9. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza svih dobivenih podataka provedena je primjenom statistickog programa
SAS (Statistical Analysis Software, SAS Institute, 2001). Analiza varijance ucCinjena je
primjenom MIXED modela, a znacajnost razlike izmedu srednjih vrijednosti Tukeyevim
testom pri P<0,05. MIXED model generalni je linearni model koji ukljuCuje fiksne i slu€ajne
utiecaje na testirani parametar te omogucava pracenje utjecaja viSe faktora. Rezultati
dobiveni pomoc¢u MIXED modela izrazeni su kao srednje vrijednosti testiranog parametra u
odnosu na svaki faktor pojedinacno. Ukoliko su srednje vrijednosti testiranog parametra
razliCite, ali ne i statisticki razliC¢ite u odnosu na promatrani faktor, rezultati upuéuju na to da
je izvor varijacije u vrijednostima testiranog parametra rezultat utjecaja nekog drugog
(netestiranog) faktora. Takoder model kombinira utjecaj viSe faktora (interakcije) te rezultat

prikazuje kao znacajnost (svih mogucih) interakcija za vrijednost testiranog parametra pri
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odabranoj granici znacajnosti (npr. P<0,05). Tukeyev HSD (engl. Honest Significant
Difference - HSD; uistinu znacajna razlika) test primjenjuje se za precizniju identifikaciju
statistiCki znaCajnog utjecaja odredenog faktora na vrijednost testiranog parametra. TocCnije,
ukoliko je potvrden statistiCki znaCajan utjecaj odredenog faktora na vrijednost testiranog
parametra, Tukeyev test omogucava identifikaciju (testirane) razine faktora koja je uistinu

uzrokovala zna¢ajnu promjenu u vrijednosti testiranog parametra.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Fizikalno-kemijske znacajke tala koristenih u pokusima

Tlo koristeno u pokusu (OT; i OT,) prema teksturnoj podjeli praskasto je glinasta ilovaca
(PrGl) koja s osrednjim sadrzajem karbonata pripada umjereno karbonatnim tlima (FAO,
2006) (tablica 7). Na osnovi podjele tala prema udjelu humusa prema Gracaninu (1951) tlo
OT, pripada kategoriji dosta humoznih (3-5 % humusa), a tlo OT, jako humoznih tala (5-10 %
humusa) (tablica 7).

Tablica 7. Sadrzaj organskog ugljika (Coy) te udio (%) humusa, udio kalcijeva karbonata

(CaCO0:s) i granulometrijski sastav (%) tala koristenih u pokusima.

Pijesak Prah Glina
Corg Humus CaCOg 0,02-2 mm 0,0(r)sr-r(]),oz <0,002 mm
g kg™ % % %
oT, 26,8 4,6 12,5 13 54 33
oT, 56,7 9,8 10,8 17 52 31
4.2. Bakar

4.2.1. Elementarni sastav tla

Dodatak OT u varijanti OT, uzrokovao je statisticki zna€ajno smanjenje pH i ukupnih

koncentracija Ca, Mg, Fe, Mn i Zn te povec¢anje ukupnih koncentracija Cu, S i Mo (tablica 8).

Navodnjavanje NaCl zaslanjenom vodom statisticki je zna€ajno povecalo pH tla u odnosu na
kontrolnu varijantu, ali bez razlike izmedu zaslanjenih varijanti (NaClsy i NaClyo) (tablica 8).
Povecanje stupnja zaslanjenosti tla o€ekivano je povecalo E.C. i ukupnu koncentraciju Na u
tlu, proporcionalno tretmanima zaslanjivanja. Utvrdena je i povec¢ana ukupna koncentracija P
u tlu s povecanjem stupnja zaslanjenosti, ali bez razlike izmedu NaCl tretmana.
Navodnjavanje NaCl zaslanjenom vodom takoder je wuzrokovalo smanjenje ukupne
koncentracije K, Mg i Fe u tlu u odnosu na kontrolnu varijantu (bez NaCl tretmana), ali bez

ocitog trenda smanjenja koncentracije u odnosu na NaCl tretmane (tablica 8).

Kontaminacija tla Cu (Cuyso i Cusgg) uzrokovala je statistiCki znacajno povecanje ukupne

koncentracije Cu u tlu, proporcionalno tretmanima kontaminacije. Isto tako, utvrdeno je
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smanjenje E.C. i povecanje ukupne koncentracije P i Zn s porastom ukupne koncentracije
Cu u tlu (tablica 8).

Dodatno, interakcija OT*Cu statisticki je visoko znacajno (P<0,01) utjecala na ukupnu
koncentraciju Cu u tlu, dok je interakcija OT*NaCl znacajno (P<0,05) utjecala na ukupnu
koncentraciju K u tlu, a interakcija NaCI*Cu (P<0,05) na E.C. tla (tablica 8).
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Tablica 8. Utjecaj organske tvari u tlu (OT, i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih interakcija na
pH, E.C. i ukupne koncentracije elemenata tla.

Tretman pH E.C. Cu Na K Ca Mg P Fe S Cd Mo Mn Zn
H,O dSm® mg kg™ g kg™ mg kg™
oT, 7,7a 2a 252b 2a 6a 70a 13,8a la 3la 774b 06a 1,1b 719a 8ba
OT, 7,5b 2a 264a 2a 6a 66b 13b la 29b 924a 05a 1,5a 660b 82b
NaCl, 7,5b 1c 253a 0,4c 7a 68a 13,7a 1,2b 3la 856a 0,6a la 696a 85a
NaClsg 7,6a 2,2b 259a 2b 5c 69a 13,2b 1,3a 30b 848a 0,5a la 689a 83a
NaClgg 7,6a 3a 262a 3a 6b 68a 13,2b 1,3a 30b 842a 0,5a la 683a 83a
Cug 7,6a 2,2a 40c 2a 6a 68a 13a 1,2b 30a 837a 0,6a la 692a 82b
Cuasg 7,6a 2b 227b 2a 6a 69a 14a 1,3a 30a 853a 0,5a la 693a 84a
Cusgg 7,6a 2b 506a 2a 6a 68a 13a 1,3a 30a 856a 0,5a la 682a 85a
Interakcije
OT*NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cu n.s. n.s. P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cu n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki znacajno razliCite pri P<0,05; n.s.: nije znacajna (engl. non-significant)
interakcija.
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4.2.2. lonski sastav saturacijskog vodnog ekstrakta tla

Povecanje udjela OT u tlu kod varijante OT, statisti¢ki je zna¢ajno povecalo koncentracije K,

HCO3, SO4* i ukupnog P u saturacijskom vodnom ekstraktu tla (tablica 9).

Povecanje stupnja zaslanjenosti tla (NaCls, i NaClygo) takoder je utjecalo na koncentracije
elemenata u saturacijskom vodnom ekstraktu tla, i to povecavajucéi koncentracije Na*, K",
Ca®" i CI' proporcionalno tretmanima zaslanjivanja, kao i koncentraciju ukupnog P, ali samo
pri najveCem tretmanu zaslanjivanja (tablica 9). Takoder je s primjenom NaCl utvrdeno i
statisticki znadajno, tretmanima proporcionalno, smanjenje koncentracije NO3 i SO,* u

saturacijskom vodnom ekstraktu tla.

Kontaminacija tla Cu smanijila je koncentracije Na* i CI" proporcionalno tretmanima (Cuysp i
Cusgo) te koncentracije K* i ukupnog P, ali bez razlike izmedu tretmana (tablica 9). Isto tako,
utvrdeno je i povecanje koncentracije NOs; u saturacijskom vodnom ekstraktu tla pri

najvecem tretmanu kontaminacije tla Cu (Cusgp).

Takoder, interakcija NaCl*Cu znacajno je (P<0,05) utjecala na koncentraciju Na®*, a visoko
znacajno (P<0,01) na koncentracije K i CI" u saturacijskom vodnom ekstraktu tla. Interakcija
OT*NaCl bila je znadajna (P<0,05) za koncentraciju Ca*" u saturacijskom vodnom ekstraktu
tla (tablica 9).
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Tablica 9. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih
interakcija na koncentracije elemenata u saturacijskom vodnom ekstraktu tla.

Tretman Na* K* Ca** Mg?* HCOy cr NO3 NH," SO~ P
gL* mg L™
OoT, la 0,15b la 0,2a 0,25b 2a 3a 5a 58b 0,6b
oT, la 0,17a la 0,2a 0,3a 3a 3a 5a 117a 0,8a
NacClg 0,1c 0,12c 1c 0,2a 0,3a 0,2c 3,4a 4a 109a 0,6b
NaClsg 2b 0,17b 1,4b 0,2a 0,3a 3b 2,9b 5a 87b 0,6b
NaCligg 3a 0,19a 1,5a 0,2a 0,3a 5a 2,7¢c 6a 67c 0,8a
Cug 1,6a 0,17a la 0,2a 0,3a 3,1a 2,9b 6a 94a 0,8a
Cuasp 1,4b 0,15b la 0,2a 0,3a 2,7b 2,8b 5a 84a 0,6b
Cusgg 1,3c 0,15b la 0,2a 0,3a 2,5¢ 3,2a 5a 85a 0,6b
Interakcije

OT*NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cu P<0,05 P<0,01 n.s. n.s. n.s. P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki zna¢ajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije znacajna (engl. non-significant)
interakcija.
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4.2.3. Ekstrakcija bakraiz tlas 0,01 M CaCl;,

Statisti¢ki znaCajne razlike utvrdene su za koncentracije Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla s

obzirom na sve tretmane primijenjene u pokusu (slika 11). Dodatak OT u varijanti OT,, kao i

primjena NacCl, znacajno je smanjila koncentraciju Cu, dok je kontaminacija tla (Cu,sg i Cusgo)

znacajno povecala koncentraciju Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla.

Interakcije OT*NaCl,
koncentraciju Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla (slika 11).

i NaCl*Cu utjecale su visoko znacajno (P<0,01) na

2.00
Cuc,cn
1.80 | [mgkg']
1,60
1,40
5 1.2a

120 I.1a
1.00

0.8b 0.8b
G 0.7b o —
0.60
0.40

0,2¢c
0.20 ’—‘
0,00 e —
OTlI oT2 NaCl0  NaCl50 NaCll100 Cu0 Cu250

Interakcije Cucaciz [mg kg'll
OT*NaCl*Cu n.s.
OT*NaCl P<0,01
OT*Cu P<0,01
NaCl*Cu P<0,01

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki zna¢ajno razlicite pri P<0,01;

n.s.: nije znacajna (,,non-significant*) interakcija.

Cu500

O0T1
mOT2

ONacClo
@ENaCl50
mNaCl100

OCu0
@Cu250
mCu500

Slika 11. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT;), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije
tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih interakcija na koncentraciju Cu u 0,01 M CacCl,

ekstraktu tla.
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4.2.4. Modeliranje kemijske specijacije bakra u otopini tla

Modeliranje udjela razlicitih kemijskih oblika Cu u otopini tla (%) primjenom programa Visual
MINTEQ i modela NICA-Donnan jasno upucuje na dominaciju Cu-kompleksa s huminskim
kiselinama u otopini tla, neovisno o tretmanima pokusa (tablica 10). Ipak, primjetno je manje
povecanje udjela kemijskog oblika CuCO; u otopini tla (%) s porastom kontaminacije tla Cu
(Cuzso i Cusgg) kod tretmana u kojima nije povec¢an udio OT (OT,) (tablica 10).

Tablica 10. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM) i
kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) na procjenu kemijske specijacije Cu u otopini tla
(%) primjenom programa Visual MINTEQ i modela NICA-Donnan.

Tretman OTy OT>
Kem|JSk| Oblikl’z Cug Cuosg Cusgo Cug Cussg Cusgg
Udio u ukupnoj Udio u ukupnoj
koncentraciji (%) koncentraciji (%)
CuCO; (aq) 0 1 4 0 0 0
NaCl, HA1-Cu(6)(aq) 1 4 7 1 2 4
HA2-Cu(6)(aq) 99 95 89 99 98 96
CuCO; (aq) 0 1 4 0 0 0
NaCls, HA1-Cu(6)(aq) 1 3 6 1 2 4
HA2-Cu(6)(aq) 99 96 90 99 98 96
CuCOs3 (aq) 0 1 4 0 0 0
HA1-Cu(6)(aq) 1 3 6 1 2 4
NacCl
a-hoo Ha2-cu(6)(aq) 99 96 90 99 98 96

'Kemijski oblici &iji je udio u ukupnoj koncentraciji <0,5 % nisu prikazane.
?HA-Cu: Cu kompleksiran s humusnim kiselinama (engl. Humic Acids - HA) preko 1-
karboksilnih i 2-fenolnih funkcionalnih skupina.
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4.2.5. Dehidrogenazna aktivnost (DHA) u tlu

Povecanje udjela OT tla kod varijante OT, statisti¢ki je znaCajno povecalo DHA u tlu (tablica
11).

Povecanje stupnja zaslanjenosti tla primjenom NaCl, kao i poveéanje ukupne koncentracije
Cu u tlu (Cugsp i Cusgg) znacajno su smanijili aktivnost enzima dehidrogenaza u tlu, dok

interakcije izmedu varijanti pokusa nisu bile zna€ajne za DHA u tlu (tablica 11).

Tablica 11. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM),
kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih interakcija na DHA u tlu i
koncentraciju kemijskih oblika Cu u otopini tla izraCunate na osnovi njihova udjela u otopini

tla (%) procijenjenog programom Visual MINTEQ.

TLO KEMIJSKI OBLIK Cu U OTOPINI TLA*?
Tretman DHA CuCO; CUorq
ug TPF g* suho tlo h* mg L*

oT, 2,3b 0,0044a 0,11a
OT, 3,8a 0,0002b 0,07b
NaClg 3,6a 0,004a 0,12a
NaClsg 2,8b 0,002b 0,08b
NaClyqo 2,6¢ 0,001c 0,07c
Cug 4a 0,000c 0,02c
Cuaso 3b 0,001b 0,08b
Cusgg 2C 0,005a 0,16a
Interakcije

OT*NaCl*Cu n.s. P<0,01 n.s.
OT*NacCl n.s. P<0,01 P<0,05
OT*Cu n.s. P<0,01 P<0,01
NaCl*Cu n.s. P<0,01 P<0,01

'Kemijski oblici &iji je udio u ukupnoj koncentraciji <0,5 % nisu prikazane

2Cuorgi Cu kompleksiran s humusnim kiselinama

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisti¢ki zna¢ajno razli€ite pri P<0,05;
n.s.: nije znacajna (engl. non-significant) interakcija

Nadalje, na osnovi njihova udjela u otopini tla (%) procijenjenog programom Visual MINTEQ
izraCunate su realne koncentracije najznacajnijih kemijskih oblika Cu prisutnih u otopini tla
kako bi se dobio utjecaj na DHA (tablica 11).

Korelacijskom matricom (gornji trokut) prikazane su korelacije izmedu ukupne koncentracije

Cu u tlu, koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla, koncentracija najznacajnijih
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kemijskih oblika Cu u otopini tla (CuCOj3; i Cuyg-Cu kompleksiran s humusnim kiselinama) i

DHA u tlu (tablica 12).

DHA u tlu znacajno je (P<0,01) negativno korelirala s ukupnom koncentracijom Cu u tlu (r=-
0,576), kao i koncentracijom Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla (r=-0,586). Takoder je utvrdena

i negativna korelacija (P<0,01) izmedu aktivnosti dehidrogenaza u tlu i izraCunatih

koncentracija CuCOg3; i Cugg U otopini tla, s ve¢im korelacijskim koeficijentom izmedu DHA u

tlu i koncentracije Cugq (r=-0,589) (tablica 12).

Tablica 12. Korelacijska matrica (gornji trokut) za ukupnu koncentraciju Cu u tlu,

koncentraciju Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla, koncentraciju kemijskih oblika Cu u otopini tla

izraCunate na osnovi njihova udjela u otopini tla (%) procijenjenog programom Visual

MINTEQ i DHA u tlu.

Kemijski oblik Cu u otopini tla*

CUukupni CuUcaci CuCOs;
CUykupni 1 0,791~ 0,438*
Cucacr 1 0,825*
CuCO; 1
Cugrg
DHA

Cuorg

0,804*
0,998*

0,798*
1

DHA

-0,576*
-0,586*

-0,412*
-0,589*

lCUorg: Cu kompleksiran s humusnim kiselinama
*korelacija znacajna pri P<0,01
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4.2.6. Fotosintetski pokazatelji lista boba

Povecanje udjela OT u tlu kod OT, tretmana nije zna¢ajno utjecalo ni na jedan od mjerenih
fotosintetskih pokazatelja lista boba: koncentraciju intercelularnog CO, lista (Ci), provodljivost
puci (gs), transpiraciju (E), intenzitet fotosinteze (A), niti na indeks sadrzaja klorofila (CCl)
(slika 12 a, b, c, d, e).

Medutim, povecanje stupnja NaCl zaslanjenosti uzrokovalo je znacdajno smanjenje
provodljivosti puci lista boba (gs), $to se negativho odrazilo na transpiraciju (E) i intenzitet
fotosinteze (A) (slika 12 b, c, d). NaCl nije zna€ajno utjecao na koncentraciju intercelularnog
CO; lista (Ci), niti na indeks sadrzaja klorofila (CCl) (slika 12 a, e).

Kontaminacija tla Cu (Cus i Cusgg) nije utjecala na mjerene fotosintetske pokazatelje lista
boba (slika 12 a, b, c, d, e).

Ipak, interakcija OT*NaCl*Cu znacajno je utjecala (P=0,05) na provodljivosti puci lista boba
(slika 12).
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pmol mol” mol H,O m™s™ mol H,0 m?s™ umol CO, m?s! klorofila (CCI)
OT*NaCl*Cu n.s. n.s. P=0,05 ns. n.s.
OT*NaCl n.s. ns. ns. ns. ns.
OT*Cu ns. ns. ns. ns. ns.
NaCl*Cu n.s. ns. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razliite pri P<0,05; n.s.: nije zna¢ajna (,,non-significant”) interakcija.

Slika 12. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije

tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih interakcija na fotosintetske pokazatelje lista boba: a)

koncentraciju intercelularnog CO; lista (Ci, pmol mol™), b) provodijivost pugi (gs, mol H,O m™

s™), ¢) transpiraciju (E, mol H,O m? s™), d) intenzitet fotosinteze (A, umol CO, m?s™) i e)

indeks sadrzaja klorofila (CClI).
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4.2.7. Elementarni sastav lista boba

Povecanje udjela OT (OT,) statisti¢ki je zna€ajno povecéalo koncentracije Mg i Mo u listu
boba (tablica 13).

Navodnjavanje NaCl zaslanjenom vodom uzrokovalo je znacajno povecanje koncentracija
Na i Cl u listu boba, ¢ak na 64 g Na kg™ i 96 g Cl kg™ pri najve¢em tretmanu zaslanjivanja
(NaClygo) (tablica 13). Takoder je, proporcionalno tretmanima zaslanjivanja, utvrdeno i
znacajno smanjenje suhe tvari i koncentracija K i P, ali i smanjenje koncentracija Ca, Mg, S'i

Mn, no bez znacajne razlike izmedu primijenjenih tretmana (NaClso i NaCl,qo).

Kontaminacija tla Cu (Cu,sq i Cusgg) znacajno je povecéala koncentracije Cu i Na u listu boba
(tablica 13). Koncentracija Mg u listu boba znacajno je smanjena povecanjem ukupne
koncentracije Cu u tlu, ali bez razlike izmedu primijenjenih tretmana (Cu,sq i Cusgg).
Koncentracije Ca i Mn u listu boba takoder su smanjene, ali bez vidljivog trenda smanjenja u
odnosu na tretmane kontaminacije tla Cu (Cuxg i Cusg). Naime, iako su najvise
koncentracije Ca i Mn utvrdene u listu kontrolnih biljaka, najnize koncentracije utvrdene su pri

srednjem tretmanu kontaminacije tla Cu (Cuaso) (tablica 13).

Dodatno, interakcija NaCl*Cu bila je znacajna (P<0,05) za koncentraciju Mg u listu boba
(tablica 13).
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Tablica 13. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u listu boba.

Suha

Cu tvar Na K Ca Mg Cl P S Cd Fe Zn Mn Mo
Tretman mg kg™ % g kg™ mg kg™
oT, 13a 12a 39a 18a 3la 2,9b 59a 3a 3a <0,15a* 759a 13a 79a 1b
OT, 11a 13a 36a 17a 30a 3,4a 54a 3a 3a <0,15a* 88b5a 1l4a 78a 4a
NaCl, 12a 15a 3c 37a 38a 4a 10c 3,3a 2,8a <0,15a* 416a 14a 9la 2a
NaClsg 13a 12b 45h 11b 26b 3b 62b 2,5b 2,4b <0,15a* 10l12a 13a 72b 2a
NaClgg 12a 1llc 64a 6c 28b 3b 96a 2,1c 2,4b <0,15a* 1040a 13a 72b 2a
Cug 9c 13a 33c 19a 33a 4a 52a 3a 3a <0,15a* 795a 1l4a 83a 3a
Cuysg 12b 12a 38b 19a 28b 3b 56a 3a 3a <0,15a* 763a 1l4a 73b 2a
Cusgg 16a 12a 40a 16a 3lba 3b 60a 3a 3a <0,15a* 909a 13a 79ba 2a
Interakcije
OT*NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki znac¢ajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije znacajna (engl. non-significant) interakcija.

*granica detekcije instrumenta
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4.2.8. Elementarni sastav mahune boba

Povecanje udjela OT (OT,) statisticki je znacajno smanjilo koncentraciju Cu u mahuni boba
(tablica 14). Takoder je s navedenim tretmanom (OT,) utvrdeno i poveéanje koncentracije

Mo u tkivu mahune.

Primjena NaCl uzrokovala je zna€ajno povecéanje koncentracija Na i Cl te Mo u mahuni boba,
proporcionalno tretmanima zaslanjivanja (tablica 14). Utvrdeno je i znacajno, tretmanima
zaslanjivanja proporcionalno, smanjenje koncentracije Mg u mahuni boba, kao i smanjenje
koncentracija Ca i S, ali bez znacajne razlike izmedu primijenjenih tretmana zaslanjivanja
(NaClsg i NaClyqp).

Kontaminacija tla Cu znacajno je, proporcionalno tretmanima (Cuzs i Cusy), povecala
koncentraciju Cu u mahuni boba (tablica 14). Utvrdeno je i povec¢anje koncentracije Mn, ali
samo kod najveceg tretmana kontaminacije tla Cu (Cusq). Takoder, kontaminacija tla Cu
znacajno je smanjila koncentraciju Zn u mahuni boba, proporcionalno tretmanima (Cuasg i
Cuso).

Interakcija OT*NaCl bila je znaCajna (P<0,05) za koncentraciju Cu, a visoko znacajna
(P<0,01) za koncentraciju Mo u mahuni boba (tablica 14). Interakcija OT*Cu znac&ajno je
(P<0,05) utjecala na koncentraciju Mg, a interakcija NaCI*Cu (P<0,05) na koncentraciju Cu u

mahuni boba.
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Tablica 14. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u mahuni boba.

Cu St\t’;‘f Na K ca Mg Cl P s cd Fe zZn  Mn Mo
Tretman mg kg™ % g kg™ mg kg™
oT;, 8a 1l4a 5a 18a 2a la 6a 3a la <0,15a* 34a 10a 12a 3b
OoT, 7b 14a 5a 18a 2a la 7a 3a la <0,15a* 41a 11a 13a 10a
NaCl, 8a 14a 0,3c 18a 2,4a 1,4a 1c 3a 0,9a <0,15a* 40a 10a 13a 5c
NaClsg 7a 1l4a 6b 18a 1,7b 1,2b 7b 3a 0,8b <0,15a* 42a 11a 12a 7b
NaCligg 7a 1l4a 10a 18a 1,8b 1,1c 12a 3a 0,8b <0,15a* 32a 10a 12a 8a
Cug 5c 14a 5a 18a 2a la 6a 3a la <0,15a* 32a 12a 12b 7a
Cuysg 8b 14a ba 18a 2a la 7a 3a la <0,15a* 48a 10b 12b 7a
Cusgg 9a 1l4a 6a 18a 2a la 7a 3a la <0,15a* 33a 9c 1l4a 6a
Interakcije
OT*NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,01
OT*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cu P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki znac¢ajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije zna€ajna (engl. non-significant) interakcija.

*granica detekcije instrumenta
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4.2.9. Elementarni sastav sjemena boba

Povecanje udjela OT (OT,) statisticki je zna¢ajno povecalo koncentraciju Zn i Mo, a smanijilo

koncentraciju Mn u sjemenu boba (tablica 15).

Povecanje stupnja zaslanjenosti tla primjenom NaCl znacajno je povecalo koncentracije Na,
Cl'i Mo u sjemenu boba (tablica 15). Utvrdeno je i znaajno smanjenje koncentracija Cu, Zn i
P u sjemenu boba, proporcionalno tretmanima NaCl zaslanjivanja, ali i smanjenje

koncentracija Ca i S, medutim bez znacajne razlike izmedu NaCl tretmana (NaClsy i NaClygo).

Kontaminacija tla Cu (Cuas i Cusgg) znacajno je povecala koncentracije Cu i Mn u sjemenu
boba (tablica 15). Koncentracija Mg u listu boba zna€ajno je smanjena povecanjem ukupne
koncentracije Cu u tlu, ali bez razlike izmedu primijenjenih tretmana (Cuzsy i Cusqo).
Koncentracije Zn i Mo u sjemenu boba takoder su zna¢ajno smanjene, ali bez razlike izmedu

tretmana kontaminacije tla Cu (Cuaso i Cusg) za koncentraciju Mo (tablica 15).

Nadalje, interakcija OT*Cu bila je znacajna (P<0,05) za koncentraciju P i Mo u sjemenu boba
(tablica 15).
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Tablica 15. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla bakrom (250 i 500 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u sjemenu boba.

Cu St\‘j;‘f‘ Na K ca Mg Cl P s cd Fe Zn  Mn Mo
Tretman mg kg™ % g kg™ mg kg™
oT, 1l4a 2la 0,3a 17a la la la 6a 1,5a <0,15a** 46a 20b 11a 7b
OT, 14a 21a 0,4a 17a la la la 6a 1,5a <0,15a** 52a 24a 10b 19a
NaCl, 15a* 20a 0,05c 18a la la 0,8c 6,4a 1,6a <0,15a** 57a 24a 10a 11c
NaClsg 14b* 2la 0,4b 18a 0,7b la 1,2b 6b 1,4b <0,15a** 45a 22b 10a 13b
NaCligo 12c* 22a 0,6a 17a 0,7b la 1,3a 5,7c 1,4b <0,15a** 44a 21c 10a 14a
Cug 11c 21a 0,3a 18a la la la 6a 1,5a <0,15a** 53a 27a 9c 14a
Cuazsg 14b 20a 0,4a 17a la la la 6a 1,5a <0,15a** 42a 21b 10b 12b
Cusgg 16a 2la 0,3a 17a la la la 6a 1,5a <0,15a** 52a 19c 1la 12b
Interakcije
OT*NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05
NaCl*Cu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznaCene istim slovom nisu statisticki znac¢ajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije zna€ajna (engl. non-significant) interakcija.
*P=0,05; **granica detekcije instrumenta
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4.2.10. Korelacije izmedu ukupne koncentracije Cu u tlu, koncentracije Cu u
0,01 M CaCl; ekstraktu tla i tkivu boba

Korelacije izmedu ukupnih koncentracija Cu u tlu, zatim 0,01 M CaCl, ekstraktu tla te u tkivu
boba (list, mahuna, sjeme) prikazane su u korelacijskoj matrici (gornji trokut) (tablica 16), iz
koje je vidljivo da je svaka korelacija izmedu navedenih parametara bila visoko znacajna
(P<0,01). Korelacijski koeficijent bio je visok (r=0,800) za korelaciju izmedu ukupne
koncentracije Cu u tlu i koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla. Takoder je utvrden
visok korelacijski koeficijent (r=0,803) izmedu koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla i
koncentracije Cu u mahuni boba. Koncentracije Cu u tkivu boba (list, mahuna, sjeme)
medusobno su znacajno korelirale, s korelacijskim koeficijentima u rasponu od r=0,408 -
0,469 (tablica 16).

Tablica 16. Korelacijska matrica (gornji trokut) za ukupnu koncentraciju Cu u tlu,
koncentraciju Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla i koncentraciju Cu u listu, mahuni i sjemenu
boba.

CUukupni Cucacr Cuiist CUmanhuna CUsjeme
CUukupni 1 0,800* 0,491* 0,683* 0,514*
Cucacr 1 0,529* 0,803* 0,589*
Cuiist 1 0,408* 0,417*
CUmahuna 1 0,469*
CUsjeme 1

*korelacija znacajna pri P<0,01
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4.3. Kadmij

4.3.1. Elementarni sastav tla

Povec¢anje udjela OT u varijanti OT, uzrokovalo statisticki je znaCajno smanjenje pH i
ukupnih koncentracija Ca, Fe, Mn i Zn u tlu te poveéanje ukupnih koncentracija S, Mo i Na
(tablica 17).

Navodnjavanje NaCl zaslanjenom vodom statisticki je znacajno povecéalo pH, E.C. i ukupne
koncentracije Na i P u tlu, proporcionalno tretmanima zaslanjivanja (tablica 17). Utvrden je i
statisti¢ki znac¢ajan utjecaj na ukupnu koncentraciju Cd u tlu, ali bez ocitog trenda u odnosu
na NaCl tretmane jer je najniza koncentracija Cd utvrdena u kontrolnom tlu (bez
zaslanjivanja), dok je najviSa utvrdena pri NaCls, tretmanu. Primjena NaCl smanijila je ukupnu
koncentraciju P u tlu, medutim bez znacajne razlike izmedu tretmana zaslanjivanja (NaCls i
NaClyq) (tablica 17).

Kontaminacija tla Cd (Cds i Cdy) povecala je ukupnu koncentraciju Cd u tlu, proporcionalno
tretmanima kontaminacije (tablica 17). S porastom ukupne koncentracije Cd u tlu utvrdeno je
smanjenje E.C. i ukupnih koncentracija Na i Mn, ali bez znacajne razlike izmedu tretmana
(Cds i Cdyp).

Dodatno, interakcija OT*NaCl*Cu statistiCki je znacajno (P<0,05) utjecala na ukupnu
koncentraciju Na u tlu, interakcija OT*Cd visoko znacajno (P<0,01) na ukupnu koncentraciju
Na u tlu i zna€ajno (P<0,05) na ukupnu koncentraciju Mo u tlu, a interakcija NaCI*Cd visoko
znacajno (P<0,01) na E.C. tla (tablica 17).
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Tablica 17. Utjecaj organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih interakcija na

pH, E.C. i ukupne koncentracije elemenata tla.

Tretman pH E.C. Cd Na K Ca Mg P Fe S Cu Mo Mn Zn
H,O dSm* mg kg™ g kg™ mg kg™
OoT, 7,7a 2a 4.8a 1,5b 5a 77a 14a la 3la 708b 40a 0,9b 764a 83a
OT, 7,6b 2a 4.6a 1,8a 6a 73b 14a la 29b 837a 40a 1,2a 711b 79
NaCl, 7,6¢C 1c 4,5¢c 0,4c 6a 74a 14a 1,15¢ 30a 792a 40a la 733a 82a
NaClsg 7,65b 2b 4,9a 1,6b 5a 75a 14a 1,2b 30a 765b  40a la 741a 8la
NaCl g 7,68a 2,6a 4,7b 3a 6a 75a 14a 1,24a 30a 761b 40a la 737a 8la
Cdp 7,6a 2a 0,6¢c 1,9a 6a 76a 14a la 3la 760a 40a la 752a 8la
Cds 7,6a 1,7b 3,8b 1,5b 5a 74a 14a la 30a 771a 40a la 730b 8la
Cdyp 7.6a 1,7b 9,7a 1,6b 6a 74a 1l4a la 30a 788a 40a la 730b 82a
Interakcije
OT*NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cd n.s. n.s. n.s. P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s.
NaCl*Cd n.s. P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznaCene istim slovom nisu statisti¢ki zna€ajno razlicite pri P<0,05; n.s.: nije znacajna (engl. non-significant)
interakcija.
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4.3.2. lonski sastav saturacijskog vodnog ekstrakta tla

Povecanje udjela OT kod varijante OT, statisti¢ki je znaCajno povecalo koncentracije HCOy',

NH,", SO,* i ukupnog P u saturacijskom vodnom ekstraktu tla (tablica 18).

Primjena NaCl proporcionalno je tretmanima (NaCls, i NaClyoy) povecala koncentracije Na*,
K*, Ca®*, Mg*, HCOj3, CI' i NH,", a smanjila koncentraciju NO5 u saturacijskom vodnom
ekstraktu tla (tablica 18). Koncentracija SO,> takoder je smanjena, ali bez razlike izmedu

primijenjenih tretmana.

Kontaminacija tla Cd smanijila je koncentracije Na*, K, CI" i NO5™ u saturacijskom vodnom
ekstraktu tla, ali bez razlike izmedu tretmana (Cds i Cd,o) (tablica 18). Takoder, najniza
ukupna koncentracija P u saturacijskom vodnom ekstraktu tla utvrdena je pri srednjem
tretmanu kontaminacije tla Cd (Cds).

Interakcija NaCI*Cd znacajno (P<0,05) je utjecala na koncentraciju Na® u saturacijskom
vodnom ekstraktu tla (tablica 18).
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Tablica 18. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih
interakcija na koncentracije elemenata u saturacijskom vodnom ekstraktu tla.

Tretman Na* K* Ca** Mg?* HCOy cr NO3 NH," SO~ P
gL* mg L™

OoT, 2a 0,17a 1,3a 0,3a 0,4b 4a 3a 7,5b 146b 0,8b
oT, 2a 0,17a 1,3a 0,3a 0,5a 4a 3a 8,2a 276a 1,1a
NacClg 0,1c 0,14c 1c 0,2¢c 0,4c 0,3c 3,4a 7,2¢ 233a 0,9b
NaClsg 2b 0,18b 1,4b 0,3b 0,41b 4.,4b 2,8b 7,8b 201b 0,9b
NaCligg 3a 0,2a 1,5a 0,32a 0,44a 7,3a 2,5¢ 8,5a 198b 1,1a

Cdp 2a 0,2a 1,4a 0,3a 0,4c 4 5a 3,4a 7,8a 201a la
Cds 1,5b 0,16b 1,3a 0,3a 0,41b 3,7b 2,7b 7,5a 215a 0,9b

Cdsg 1,6b 0,16b 1,3a 0,3a 0,44a 3,8b 2,7b 8,3a 216a la

Interakcije

OT*NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NacCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cd P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki znac¢ajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije zna€ajna (engl. non-significant)
interakcija.
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4.3.3. Ekstrakcija kadmija iz tla s 0,01 M CacCl,

Statisti¢ki znaCajne razlike utvrdene su za koncentracije Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla s
obzirom na sve tretmane primijenjene u pokusu (slika 13). Dodatak OT u varijanti OT,
znacajno je smanijio koncentraciju Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla. Primjena NaCl takoder je
smanjila koncentraciju Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla, ali bez statisticki opravdane razlike
izmedu primijenjenih tretmana (NaClsy i NaClyo). Kontaminacija tla (Cds i Cdyo) znacajno je
povecala koncentraciju Cd u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla.

Takoder, interakcije OT*NaCl, OT*Cd i NaCI*Cd su visoko zna&ajno (P<0,01) utjecale na
koncentraciju Cd u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla (slika 13).

Cdeycn
[mg kg™']
0.42a
0.4
0,35a 0,35a 0O0TI
BOT2
0.3
ONacClo
@NaCl50
297
B mNaCll100
0.2
0,16b
: o
0,14b 0,14b 0.15b ol
oCds
mCdio
0.1
0 L .
OTlI 0712 NaCl0 NaCl50 NaCl100 Cdo Cds Cdio
Interakcije Cdcacrz [mg kg']
OT*NaCl*Cd n.s.
OT*NaCl P<0,01
OT*NaCd P<0,01
NaCl*Cd P<0,01

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisti¢ki zna¢ajno razlicite pri P<0,01;

n.s.: nije znacajna (,,non-significant*) interakcija.

Slika 13. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT;), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije
tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih interakcija na koncentraciju Cd u 0,01 M CacCl,
ekstraktu tla.
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4.3.4. Modeliranje kemijske specijacije kadmija u otopini tla

Modeliranje udjela razlicitih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) primjenom programa Visual
MINTEQ i modela NICA-Donnan pokazuje da se Cd u otopini tla koje nije tretirano niti
jednom varijantom pokusa (OT,, NaCl,, Cdo) veéinom nalazi kao slobodni Cd** (42% od
ukupne koncentracije), zatim kao Cd kompleksiran s huminskim kiselinama (30% od ukupne
koncentracije) te u manjoj mjeri (1-12% od ukupne koncentracije) kompleksiran s
anorganskim ligandima (pretezno kao CdCI* i CdCO3) (tablica 19).

Kontaminacija tla srednjim tretmanom (Cds) rezultirala je manjim promjenama u udjelu
razliitih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%), dok je pri Cdio tretmanu tla utvrden porast
udjela slobodnog Cd** (do 47% od ukupne koncentracije), veéinom na raéun udjela Cd

kompleksa s huminskim kiselinama (22% od ukupne koncentracije) (tablica 19).

Modeliranje udjela razli€itih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) u odnosu samo na povecan
udio OT (Cdo-NaClo-OT; i Cdo-NaCl,-OT,) pokazuje porast Cd kompleksa s huminskim
kiselinama (i do 60% od ukupne koncentracije), dok je u odnosu samo na povecéan stupanj
NaCl zaslanjenosti tla (Cdy-NaCly-OT,;, Cdy-NaCls-OT; i Cdg-NaCly,-OT,) povecan udio
CdCl,>" kompleksa (62-72% od ukupne koncentracije) na raéun svih ostalih kemijskih oblika
Cd u otopini tla (tablica 19).
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Tablica 19. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM) i
kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) na procjenu kemijske specijacije Cd u otopini tla
(%) primjenom programa Visual MINTEQ i modela NICA-Donnan.

Tretman OT, OT.
Kemijski oblik? Cd, Cds Cdyo Cd, Cds Cdyo
Udio u ukupnoj Udio u ukupnoj
koncentraciji (%) koncentraciji (%)

cd* 42 43 47 23 23 27
cdcr 12 13 14 7 7 8
CdCl, (aq) 0 0 0 0 0 0
CdSO, (aq) 2 2 2 1 1 1

NaCl, CdNO5" 3 3 3 1 1 2
CdHCO;" 3 3 3 1 1 2
CdCOs(aq) 7 7 8 4 4 4
HA1-Cd (6) (aq) 1 1 1 2 2 2
HA2-Cd (6) (aq) 30 27 22 60 60 53
cd* 14 14 15 12 12 12
cdcr 49 49 52 40 40 40
CdCl, (aq) 13 13 14 10 10 10
CdSO, (aq) 0 0 0 0 0 0

NaCls, CdNOs* 1 1 1 0 0 0
CdHCO;" 1 1 1 1 1 1
CdCO;(aq) 2 2 2 1 1 1
HA1-Cd (6) (aq) 1 1 1 1 1 1
HA2-Cd (6) (aq) 19 19 14 34 34 34
cd* 10 10 10 8 8 8
cdcr* 51 51 53 43 43 43
CdCl, (aq) 21 21 22 18 18 18
CdSO, (aq) 0 0 0 0 0 0
CdNO;* 0 0 0 0 0 0

NaChoo  Sinco, 1 1 1 0 0 0
CdCO;(aq) 1 1 1 1 1 1
HA1-Cd (6) (aq) 1 1 0 1 1 1
HA2-Cd (6) (aq) 15 15 13 28 28 28

'Kemijski oblici &iji je udio u ukupnoj koncentraciji <0,5 % nisu prikazane.
’HA-Cd: Cd kompleksiran s humusnim kiselinama (engl. Humic Acids - HA) preko 1-
karboksilnih i 2-fenolnih funkcionalnih skupina.
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4.3.5. Dehidrogenazna aktivnost (DHA) u tlu

Vedi udio OT kod varijante OT, znacajno je povec¢ao DHA u tlu (tablica 20).

Primjena NaCl znacajno je smanijila aktivhost dehidrogenaza u tlu, dok kontaminacija tla Cd
(Cds i Cdyp) nije znacajno utjecala na DHA u tlu. Ipak, interakcija NaCl*Cd bila je znacajna
(P<0,05) za DHA (tablica 20).

Tablica 20. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM),
kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih interakcija na DHA u tlu i koncentraciju
kemijskih oblika Cd u otopini tla izraCunate na osnovi njihova udjela u otopini tla (%)
procijenjenog programom Visual MINTEQ.

TLO KEMIJSKI OBLIK Cd U OTOPINI TLA*?

Tretman DHA Ccd* cdcl," Cdorg
ug TPF g* suhotlo h* mg L™

oT, 3,3b 0,012b 0,013a 0,009a
oT, 4,3a 0,003b 0,007b 0,01a
NacCl, 4,5a 0,017a 0,003c 0,017a
NaClso 3,7b 0,003b 0,012b 0,007b
NaClygg 3,2C 0,002c 0,014a 0,006¢c
Cdo 3,9a 0,005b 0,009b 0,008b
Cds 3,6a 0,006b 0,008b 0,009b
Cdyo 3,9a 0,011a 0,012a 0,013a
Interakcije
OT*NaClI*Cd n.s. P<0,01 n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. P<0,01 n.s. P<0,01
OoT*Cd n.s. P<0,01 P<0,01 n.s.
NaCl*Cd P<0,05 P<0,01 n.s. P<0,05

'Kemijski oblici &iji je udio u ukupnoj koncentraciji <0,5 % nisu prikazane.

?Cd kompleksiran s: CdCl,*"-kloridima (CdCI*, CdCl,); Cdgg- humusnim kiselinama.
Srednje vrijednosti oznaCene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli€ite pri P<0,05;
n.s.: nije znac¢ajna (engl. non-significant) interakcija.

Nadalje, na osnovi njihova udjela u otopini tla (%) procijenjenog programom Visual MINTEQ
izraCunate su realne koncentracije najznacajnijin kemijskih oblika Cd prisutnih u otopini tla
kako bi se dobio utjecaj na DHA (tablica 20).

Korelacijskom matricom (gornji trokut) prikazane su korelacije izmedu ukupne koncentracije

Cd u tlu, koncentracije Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla, koncentracija najznacajnijih
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kemijskih oblika Cd u otopini tla (CdCl,*"-Cd kompleksiran s kloridima (CdCI*, CdCl,) i Cdorg
-Cd kompleksiran s humusnim kiselinama) i DHA u tlu (tablica 21).

lako nije utvrden negativan utjecaj kontaminacije tla Cd (Cds i Cdy) na DHA u tlu (tablica 20),
ipak je utvrdena znacajna negativna korelacija (P<0,01) izmedu DHA u tlu i izraCunate
koncentracije Cd kompleksiranog s kloridima u otopini tla (CdCl,*"), s korelacijskim
koeficijentom r=-0,514 (tablica 21).

Tablica 21. Korelacijska matrica (gornji trokut) za ukupnu koncentraciju Cd u tlu,
koncentraciju Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla, koncentraciju kemijskih oblika Cd u otopini tla
izraCunate na osnovi njihova udjela u otopini tla (%) procijenjenog programom Visual
MINTEQ i DHA u tlu.

Kemijski oblik Cd u otopini tla*

Cdukupni Cdcaciz cd* cdcl,>" Cdorg DHA
Cdurupni 1 0,238™ 0,177™ 0,245™ 0,213™ -0,048™
Cdcaciz 1 0,941* -0,064"™ 0,670* -0,032"™
CdCO; 1 -0,238™ 0,738* 0,024"™
cdcl,2" 1 -0,470* -0,514*
Cdorg 1 0,281"™
DHA 1

'Cd kompleksiran s: CdCl,*"-kloridima (CdCI*, CdCl); Cdgrg- humusnim kiselinama.
*korelacija zna¢ajna pri P<0,01.
"*korelacija nije znac¢ajna (engl. non-significant)
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4.3.6. Fotosintetski pokazatelji lista boba

Pove¢an udio OT kod OT, tretmana nije znaCajno utjecao na mjerene fotosintetske

pokazatelje lista boba (slika 14 a, b, c, d, e).

NaCl znacajno je smanjio provodljivosti puci lista boba (gs), transpiraciju (E) te intenzitet
fotosinteze (A) (slika 14 b, c, d). Primjena NaCl nije zna¢ajno utjecala na koncentraciju

intercelularnog CO, lista (Ci), niti na indeks sadrzaja klorofila (CCl) (slika 14 a, e).

Kontaminacija tla Cd znaéajno je utjecala samo na indeks sadrZaja klorofila (CCl), koji je

smanjen proporcionalno tretmanima (Cds i Cdy) (slika 14 e).

Interakcija OT*NaCl*Cu znacajno je utjecala (P=0,05) na provodljivosti puci lista boba (gs)
(slika 14).

a) 1609 . R . .
) Koncentracija intercelularnog CO, lista (Ci)
[umol mol!]
155
150 00Tl
145a il M2
145 144a 143a
ONaClo
140a . .
140 — 139a @NaCl50
137a mNaCl100
] 135a
135 —
oCdo
@Cds
130
mCdlo
125
120 L ]
OT1 OoT2 NaCl0  NaCl50 NaCl100 Cdo Cds Cd10
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b) 020
Provodljivost puci (g,)
[mol H,O m~2s]

0.16a
0.15 00Tl
m0T2
0.12a 0.12a 0.12a 0.12a
L UL ONaClo
0.10 BNaCl50
0.08¢ mNaCl100
oCdo
mCds
0.05
uCdlo
0.00 L L
OT1 0OT2 NaCl0  NaCl50 NaCl100 Cdo Cds Cdl10
C) 4.0 . .
Transpiracija (E)
[mol H,O m™2 5]
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d) 20 1 ] ]
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e) 90 - Y .
Indeks sadrzaja klorofila (CCI)

85
80
75
70 66a
651 oa 6la 6la 62a ] 61b o
60 e — 56a — ) mOT2
55 | 54¢
50 ONaClo
45 @NaCl50
40 - mNaCl100
35
30 oCdo
25 4 B Cds
20 + mCdlo
15
10
5
0 . S - ___
0TI OT2 NaCl0  NaClI50 NaCl100 Cdo Cds Cdl10
Koncentracija
Interakcije intercelularnog CO, lista (Ci) Transpiracija (E)  Provodljivost puci (g,) Intenzitet fotosinteze (A)  Indeks sadrzaja
pmol mol” mol H,0 m™s™ mol H,0 m?s™ umol CO, m?s’ klorofila (CCI)
OT*NaCl*Cd ns. ns. P=0,05 ns. ns.
OT*NaCl n.s. n.s. ns. ns. n.s.
oT*Cd n.s. n.s. ns. n.s. ns.
NaCI*Cd n.s. n.s. ns. n.s. ns.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite pri P<0,05; n.s.: nije zna¢ajna (,,non-significant”) interakcija.

Slika 14. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT4 i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM), kontaminacije
tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih interakcija na fotosintetske pokazatelje lista boba: a)
koncentraciju intercelularnog CO, lista (Ci, pmol mol™), b) provodijivost pugi (gs, mol H,O m™
s™), ¢) transpiraciju (E, mol H,O m? s™), d) intenzitet fotosinteze (A, umol CO, m?s™) i e)

indeks sadrzaja klorofila (CCl).
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4.3.7. Elementarni sastav lista boba

Povecanje udjela OT kod varijante OT, statisti¢ki je zna¢ajno povecalo koncentraciju Mg i

Mo, a smanjilo koncentraciju Cd u listu boba (tablica 22).

NaCl znagajno je povecao koncentracije Na i Cl u listu boba (63 g Na kg™ i 86 g Cl kg™ pri
NaCl,oo tretmanu zaslanjivanja) (tablica 22). Takoder, proporcionalno tretmanima NaCl
(NaClsgi NaClygo) znacajno je smanjena suha tvar lista i koncentracije K i Ca u listu boba, ali i

koncentracije Mg, P, Cd i Zn, no bez znacajne razlike izmedu tretmana.

Kontaminacija tla Cd povecala je koncentraciju Cd u listu boba, proporcionalno tretmanima
(Cds i Cdy) (tablica 22). Takoder, kontaminacija tla Cd zna&ajno je utjecala na koncentraciju
Na u listu boba, pri &emu je najniza koncentracija Na utvrdena u listu kontrolnih biljaka (Cdo),
a najvida kod Cds varijante. Koncentracija S u listu boba znacajno je povecana s
kontaminacijom tla Cd, no bez razlike izmedu tretmana (Cds i Cdy,). Nadalje, koncentracije
Ca, Mg i Mn u listu boba zna¢ajno su smanjene, ali bez razlike izmedu primijenjenih
tretmana (Cds i Cd,p) (tablica 22).

Interakcija OT*Cd bila je visoko znacajna (P<0,01), a interakcija NaCI*Cd znacajna (P=0,05)
za koncentraciju Cd u listu boba (tablica 22).
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Tablica 22. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u listu boba.

Suha

Cd tvar Na K Ca Mg Cl P S Cu Fe Zn Mn Mo
Tretman mg kg™ % g kg™t mg kg™
OoT: 1,8a 13a 38a 18a 35a 3,2b 53a 2a 3a 8a 762a 15a 80a 0,6b
oT, 1,3b 13a 37a 18a 37a 3,9a 52a 2a 3a 8a 801a 15a 80a 5a
NaClg 1,8a 15a 3c 34a 42a 4 4a 12c 3a 3a 9a 847a 16a 83a 3a
NaClsg 1,3b 12b 44pb 12b 34b 3b 57b 2b 3a 9a 775a 14b 83a 2a
NaCligo 1,4b 1llc 63a 9c 3lc 3b 88a 2b 3a 8a 724a 14b 74a 3a
Cdg <0,15c* 13a 33c 18a 40a 4a 49a 2a 2,6b 8a 542a 14a 90a 3a
Cds 1,6b 12a 40a 17a 33b 3b 56a 3a 3a 8a 696a 16a 74b 3a
Cdyg 2,8a 12a 37b 18a 34b 3b 52a 2a 3a 9a 1107a 15a 76b 2a
Interakcije
OT*NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OoT*Cd P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cd P=0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznaCene istim slovom nisu statisticki znacajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije zna€ajna (engl. non-significant) interakcija.
*granica detekcije instrumenta
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4.3.8. Elementarni sastav mahune boba

Povecanje udjela OT kod OT, tretmana statistiCki je zna¢ajno smanjilo koncentraciju Cd u
mahuni boba (tablica 23). Takoder je pri OT, tretmanu utvrdeno i poveéanje koncentracije

Mo te smanjenje koncentracije Cu.

Primjena NaCl znacajno je povecala koncentracije Na, Cl i Mo te smanjila koncentracije Ca,
Mg i S u mahuni boba, proporcionalno tretmanima zaslanjivanja (tablica 23). Suha tvar

mahune

Kontaminacija tla Cd proporcionalno je tretmanima povecala koncentraciju Cd, a smanijila
koncentracije Ca i Mo u mahuni boba (tablica 23). Utvrdeno je i smanjenje koncentracije Cu
u mahuni boba, ali bez razlike u odnosu na tretmane (Cds i Cd,).

Interakcija OT*NaCl bila je visoko znacajna (P<0,01) za koncentraciju Mo u mahuni boba.
Interakcija OT*Cd visoko je znacajno (P<0,01) utjecala na koncentraciju Cd, a znac¢ajno

(P<0,05) na koncentraciju K u mahuni boba (tablica 23).
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Tablica 23. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT, i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u mahuni boba.

Suha

Cd tvar Na K Ca Mg Cl P S Cu Fe Zn Mn Mo
Tretman mg kg™ % gkg™* mg kg™
oT, 0,5a 14a 5a 19a 2a la 7a 3a la 5a 145a 16a 13a 3b
oT, 0,3b 1l4a ba 19a 2a la 6a 3a la 4b 65a 18a 13a 12a
NacCl, 0,4a 13a 0,5¢c 19a 2,3a 1,4a 2c 3a 1,2a 4a 53a 17a 13a 6¢c
NaClsg 0,3a 15a 6b 18a 1,90 1,3b 7b 3a 1,1b 4a 193a 17a 13a 8b
NaCligg 0,5a 15a 8a 20a 1,8¢c 1,2c 11a 3a 1c 4a 69a 18a 13a 9a
Cdp <0,15c* 14a 5a 19a 2,1a la 6a 3a la 5a 125a 18a 1l4a 9a
Cds 0,4b 1l4a 5a 19a 2b la 6a 3a la 4b 41a 16a 13a 8b
Cdqp 0,7a 1l4a 5a 19a 1,8c la 7a 3a la 4b 148a 17a 13a 7c
Interakcije
OT*NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,01
OT*Cd P<0,01 n.s. n.s. P<0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki znacajno razli€ite pri P<0,05; n.s.: nije zna€ajna (engl. non-significant) interakcija.

*granica detekcije instrumenta
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4.3.9. Elementarni sastav sjemena boba

Povecanje udjela OT kod varijante OT, znacajno je smanijilo koncentraciju Cd, a povecalo

koncentraciju P i Mo u sjemenu boba (tablica 24).

Primjena NaCl proporcionalno je tretmanima (NaCls, i NaCly) zna€ajno povecala
koncentracije Na, Cl i Mo, a smanjila koncentracije P, S i Fe u sjemenu boba (tablica 24).
Koncentracija Ca u sjemenu boba takoder je smanjena primjenom NaCl, medutim bez

znacajne razlike izmedu tretmana (NaClsy i NaClygg).

Kontaminacija tla Cd proporcionalno je tretmanima (Cds i Cdi) znacéajno povecala
koncentraciju Cd, a smanijila koncentraciju Zn u sjemenu boba (tablica 24). Utvrdeno je i
smanjenje koncentracija Fe i Mo u sjemenu boba s kontaminacijom tla Cd, medutim bez

znacajne razlike izmedu tretmana (Cds i Cd,y).

Interakcija OT*NaCl bila je visoko znac¢ajna (P<0,01) za koncentraciju Cd u sjemenu boba.
Takoder je i interakcija OT*Cd bila visoko znacajna (P=0,01) za koncentraciju Cd u sjemenu
boba (tablica 24).
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Tablica 24. Utjecaj udjela organske tvari u tlu (OT; i OT,), NaCl (0, 50 i 100 mM NaCl), kontaminacije tla kadmijem (5 i 10 mg kg™) i njihovih

interakcija na akumulaciju elemenata u sjemenu boba.

Cd St\lj:ra Na K Ca Mg Cl P S Cu Fe Zn Mn Mo
Tretman mg kg* % g kg mg kg™
OoT, 0,5a 2la 0,3a 18a la la la 6,2b 2a 1la 46a 27a 9a 8b
oT, 0,4b 20a 0,4a 18a la la la 6,5a 2a 9a 44a 29a 9a 20a
NacClg 0,4a 20a 0,06¢c 18a 1,1a la 0,9c 6,8a 1,8a 11la 56a 30a 9a 12c
NaClsg 0,4a 20a 0,4b 18a 0,8b la 1,3b 6,2b 1,6b 1la 41b 28a 9a 14b
NaCligo 0,5a 2la 0,6a 18a 0,8b la 1,6a 6¢c 1,5¢ 9a 38c 27a 9a 15a
Cdg <0,15c* 2la 0,4a 18a la la la 6a 2a 1la 50a 3la 9a 15a
Cds 0,5b 20a 0,3a 18a la la la 6a 2a 9a 43b 28b 9a 13b
Cdqg 0,7a 2la 0,4a 18a la la la 6a 2a 1la 42b 26¢C 9a 13b
Interakcije
OT*NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OT*NaCl P<0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
OoT*Cd P=0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NaCl*Cd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Srednje vrijednosti oznacene istim slovom nisu statistiCki zna€ajno razlicite pri P<0,05; n.s.: nije znacajna (engl. non-significant) interakcija.

*granica detekcije instrumenta

73



4.3.10. Korelacije izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu, koncentracije Cd u
0,01 M CaCl; ekstraktu tla i tkivu boba

Korelacije izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu, koncentracije Cd u 0,01 M CaCl, ekstraktu
tla te koncentracije Cd u tkivu boba (list, mahuna, sjeme), prikazane su korelacijskom
matricom (gornji trokut) (tablica 25). Koncentracija Cd u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla znacajno
je korelirala samo s koncentracijom Cd u listu boba, iako korelacijski koeficijent nije bio visok
(r=0,404). Utvrdena je bolja korelacija izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu i koncentracije
Cd u tkivu boba (list, mahuna, sjeme), s najviSim korelacijskim koeficijentom (r=0,824)
izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu i koncentracije Cd u listu boba. Koncentracije Cd u
tkivu boba (list, mahuna, sjeme) medusobno su znaéajno korelirale, s visokim korelacijskim
koeficijentima (r=0,831-0,897) (tablica 25).

Tablica 25. Korelacijska matrica (gornji trokut) za ukupnu koncentraciju Cd u tlu,
koncentraciju Cd u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla i koncentraciju Cd u listu, mahuni i sjemenu
boba.

Cdukupni Cdcaciz Cdist Cdmanuna Cdsjeme
Cdukupni 1 0,255" 0,824* 0,672* 0,748*
Cdcac2 1 0,404* 0,319™ 0,213™
Cdiist 1 0,831* 0,842*
Cdmahuna 1 0,897*
Cdsjeme 1

*korelacija znacajna pri P<0,01
"korelacija nije znac¢ajna (engl. non-significant)
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5. RASPRAVA

5.1. Modifikacija biopristupaénosti bakra biljci boba (Vicia faba L.)

pod utjecajem organske tvari i saliniteta tla

5.1.1. Biopristupa€nost bakra biljci boba (Vicia faba L.) u tlu kontaminiranom

bakrom

Kontaminacija tla Cu (Cuase i Cusgg) znacajno je povecala koncentracije Cu u tkivu boba (list,
mahuna, sjeme) (tablica 13, 14 i 15), Sto upucuje na povecanu biopristupacnost Cu i njegovo
pove¢ano primanje u billku s povecanjem ukupne koncentraciie Cu u tlu. Najvisa
koncentracija Cu utvrdena je u sjemenu boba (tablica 15), $to je u suglasnosti s prethodnim
istraZivanjima translokacije i akumulacije Cu u tkivu boba (Rashed i Awadallah, 1998).
Koncentracije metala u biljnom tkivu opcéenito su u funkciji ukupne koncentracije metala u
okolnom mediju, ali je takoder poznato da taj odnos varira s obzirom na ispitivanu biljnu
vrstu, ali i biljni organ (Mohamed i sur., 2003), $to je ovim istrazivanjem potvrdeno i za biljku
boba. ProsjeCne koncentracije Cu u nadzemnim organima leguminoznih usjeva iznose oko
8,7 mg kg suhe tvari (Liao, 2000), a kriti¢nim se koncentracijama Cu u biljnom tkivu prema
Marschner (1995) smatraju koncentracije vie od 20 mg kg™ suhe tvari. S obzirom na to da
su koncentracije Cu u svim ispitivanim nadzemnim biljnim organima (list, mahuna, sjeme)
bile nize od navedene kriti¢ne vrijednosti (tablica 13, 14, 15), rezultati upu¢uju na mogucnost
da su biljke boba u uvjetima kontaminacije tla Cu (Cuaso i Cusgo) bile u mogucnosti ograniciti
translokaciju Cu u nadzemne dijelove biljke, ponasajuc¢i se kao biljke isklju€ivaci metala
(engl. metal excluder plants; Baker, 1981). Naime, razliCite strategije tolerantnosti koje se
javljaju kao odgovor biljke na pove¢anu koncentraciju Cu u okolnom mediju definirali su
Akbar Boojar i Goodarzi (2007): isklju€ivanje Cu u stanicama korijena, stabilizacija suviSnog
Cu u tlu i povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima. Medutim, razliCite biljne vrste, ali i
razliciti biljni organi, mogu imati razliCite mehanizme tolerantnosti na pove¢ane koncentracije
metala u tlu te postoji i moguénost da vise od jednog mehanizma unutar jedne biljne
vrste/organa moze istovremeno biti uklju¢eno u odgovor bilike na toksi¢ne koncentracije
metala u tlu (Reichman, 2002). Primjerice, Pedersen i sur. (2000) u istrazivanjima toksi¢nosti
Cu na biljke zaklju€ili su da Fallopia convolvulus imobilizira suvisni Cu izvan ili unutar
korijenovih dlacica te na taj nacin sprje€ava njegovu translokaciju u nadzemne dijelove biljke.

Takoder su utvrdili i limit navedenog biljnog regulatornog mehanizma za zastitu biljke od
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toksiénosti suvisnog Cu u tlu, koji je za istrazivanu biljnu vrstu iznosio oko 200 mg Cu kg™ tla,
odnosno oko 20 mg Cu kg™ biline biomase, nakon kojega se primanje Cu iz tla brzo
povecCavalo. S obzirom na to da u ovom istraZivanju nije utvrdeno brzo povecanje
akumulacije Cu u biljnom tkivu (tablica 13, 14, 15) koje bi preSlo kriti€cne koncentracije Cu u
bilinom tkivu (Marschner, 1995), moZzemo zakljuciti da postoji vjerojatnost da pri istrazivanim
ukupnim koncentracijama Cu u tlu (250 i 500 mg kg™), nismo dosegnuli limit regulatornog
mehanizma za zaéstitu biljke boba od toksi¢nosti suviSsnog Cu u tlu. Na moguénost postojanja
mehanizama prilagodbe boba na poveéane koncentracije Cu u tlu ukazali su i Probst i sur.
(2009) kada su povezali zadebljanja stani¢ne stjenke u stanicama korijena s izlaganjem
biljaka poveéanim koncentracijama Cu u tlu. Takoder, kontaminacija tla Cu (Cu,sg i Cusgg)
nije utjecala na mjerene fotosintetske pokazatelje lista boba (slika 12 a, b, c, d, e), upucujuci
na zakljuéak da povecana ukupna koncentracija Cu u tlu nije utjecala na produktivhost
biljaka boba.

Smatra se da slaba ekstrakcijska sredstva kao sto je 0,01 M CaCl, daju najbolje rezultate za
procjenu primanja metala iz tla u bilike (Brun i sur., 1998; Romi¢ i sur., 2004). Medutim,
ekstrakcija s 0,01 M CaCl, nam daje informaciju o koncentraciji Cu koja je dostupna biljkama,
dok se ukupna koncentracija Cu u biljnom tkivu moze definirati kao funkcija primanja Cu iz
otopine tla u korijen, ali i njegove akumulacije u odredenom biljnom organu tijekom
odredenog vremenskog perioda. Iz navedenog proizlazi da bi se to€nije moglo procijeniti
biopristupa¢nost Cu u tlu ako umjesto izravne komparacije ukupne koncentracije Cu u tlu,
koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla i koncentracija Cu u biljnom tkivu, dobivene
podatke interpretiramo na temelju njihovih korelacija. Iz Slike 11 vidljivo je da je
kontaminacija tla Cu (Cu,sg i Cusgg) znacajno povecala koncentraciju Cu u 0,01 M CacCl,
ekstraktu tla. Utvrdena je visoko znacajna pozitivna korelacija (P<0,01) izmedu ukupne
koncentracije Cu u tlu, koncentracije Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla i koncentracije Cu u
tkivu boba (tablica 16). Ipak, korelacijski koeficijenti bili su veéi izmedu koncentracije Cu u
0,01 M CaCl, ekstraktu tla i koncentracije Cu u listu, mahuni i listu boba, u odnosu na
korelaciju s ukupnom koncentracijom Cu u tlu, s najviS§im korelacijskim koeficijentom
(r=0,803) izmedu koncentracije Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla i koncentracije Cu u mahuni
boba. Navedeni rezultati upu€uju na zaklju¢ak da za procjenu pristupacnosti Cu u tlu
biljkama, ekstrakcija s 0,01 M CaCl, daje bolje rezultate u odnosu na ukupnu koncentraciju
Cu u tlu. Isto tako, iz navedenih rezultata proizlazi da tkivo mahune boba najbolje odrazava
pristupa¢nu frakciju Cu u tlu (tablica 14). Dodatno, rezultati upu¢uju na moguénost da je
akumulacija Cu u listu i sjemenu boba modificirana (drugadijim) biljnim mehanizmima u
odnosu na mahunu boba. Brun i sur. (1998) takoder su pronasli visoko znac€ajnu korelaciju

izmedu koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla i koncentracije Cu u biljnom tkivu
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nadzemnih biljnih organa kod biljaka uzgojenih u kiselim do neutralnim tlima, kao i varijacije
u dobivenim rezultatima u odnosu na ispitivanu biljnu vrstu. 1z dobivenih rezultata istrazivanja
(tablica 10, slika 11, tablica 16), moZzemo zakljuciti da biopristupaénost Cu u tlu ovisi o
njegovu otpustanju s krute faze tla u otopinu tla te da ¢ée na fitopristupacnost utjecati isti
procesi (tablica 13, 14, 15 i 16), ali da navedeni utjecaj moze biti modificiran biljnim

regulatornim mehanizmima.

Povecana ukupna koncentracija Cu u tlu utjecala je na koncentracije drugih elemenata u
tkivu boba (tablica 13, 14, 15), $to upuéuje na zaklju¢ak da povecano primanje, akumulacija
i/ili translokacija Cu moze interferirati u primanju, akumulaciji i/ili translokaciji drugih
elemenata, a time i u odvijanju fizioloSkih procesa. Primanje Cu iz tla u biljku regulirano je
specificnim proteinskim transporterima koji se nalaze u plazmatskoj membrani korijena.
Xiong i sur. (2002) u svojim istrazivanjima zakljuéuju da povec¢ane koncentracije Zn i Mn
mogu smanijiti koncentraciju Cu u nadzemnim organima Brassice pekinensis, upucujuéi pri
tome na antagonizam u primanju Cu i navedenih hraniva. U ovom istrazivanju takoder postoji
mogucnost antagonizma izmedu Cu i Zn jer je poveéanje ukupne koncentracije Cu u tlu
uzrokovalo zna¢ajno smanjenje koncentracije Zn u mahuni i sjemenu boba, proporcionalno
tretmanima kontaminacije tla Cu (Cuxso i Cusg) (tablica 14 i 15), Sto je u suglasnosti s
istrazivanjima koje je proveo Bowen (1969) gdje je navedeni antagonizam objasnjen istim
membranskim transporterima za Cu®" i Zn** na plazmatskoj membrani korijena. Nadalje,
koncentracija Mn u listu boba takoder statisti¢ki je znacajno smanjena, ali samo pri Cuasg
tretmanu kontaminacije tla Cu (tablica 13). Ait Ali i sur. (2002) u svojim su istraZivanjima
dobili smanjenje koncentracije Mn u nadzemnim organima Phragmites australis i Zea mays.
Medutim, u ovom istrazivanju je poveéanje ukupne koncentracije Cu u tlu kontaminacijom
uzrokovalo povecanje koncentracije Mn u mahuni i sjemenu boba (tablica 14 i 15), Sto
ukazuje na mogucnost razli€itog mehanizma primanja i/ili translokacije Mn u biljci ovisno o
bilinoj vrsti ili ¢ak organu. Takoder, kontaminacija tla Cu imala je znacajan utjecaj na
koncentraciju Ca u listu boba (tablica 13) te su sli¢an ucinak poveéane koncentracije Cu na
koncentraciju Ca u listu Cucumis sativus pronasli i Alaoui-Sossé i sur. (2004). NaruSavanje
homeostaze Ca* unutar biljnih stanica moZe biti jedan od prvih znakova negativnog
djelovanja razliCitih okoliSnih stresora na rast i razvoj biljke, ukljuCujuéi i povecane
koncentracije metala u tlu, jer ionske interakcije u prostoru apoplasta stanice te na samoj
plazmatskoj membrani stanica korijena biljke, mogu biti odgovorne za promjene u
koncentraciji Ca u biljnom tkivu (Rengel, 1992). Medutim, navedene promjene u koncentraciji
drugih elemenata u biljnom tkivu s povecanjem koncentracije Cu mogu biti i rezultat
transporta Cu unutar biljke prilikom kojeg Cu mozZe interferirati s transportom drugih

elemenata u biljci. Cu se prvenstveno transportira ksilemom, kompleksiran s ligandima jer
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slobodni Cu?* moze imati toksi¢an uginak na stanice. Poznato je da poveéane koncentracije
Cu u okolnom mediju induciraju sintezu odredenih aminokiselina unutar biljke (histidin i
nikotianamin imaju najznacajniju ulogu), a koje stvaraju visoko stabilne komplekse s Cu u
ksilemu biljke (pH ksilemskog fluida je 5,5-6,5), $to se moze odraziti i na koncentracije drugih
elemenata u nadzemnim organima biljke (Liao, 2000).

S obzirom na to da su dehidrogenaze unutarstani¢ni enzimi koji se nalaze u svim zivu¢im
mikrobnim stanicama te se ne akumuliraju u tlu izvanstani¢éno (Alrumman i sur., 2015), ¢esto
se koriste kao indikator ukupne mikrobioloske aktivnosti u tlu, odnosno kao mjera opce
plodnosti tala. 1z navedenog razloga, kao dodatni pokazatelj u€inka poveéane koncentracije
Cu u tlu na organizme u tlu, osim utjecaja na samu biljku, procijenjen je i ucinak
kontaminacije tla Cu na DHA u tlu (tablica 11). Utvrdeno je zna¢ajno smanjenje DHA u tlu s
porastom ukupne koncentracije Cu u tlu te je pri najvecem tretmanu kontaminacije tla Cu
(Cusge) DHA bila reducirana ¢ak za 50 % (tablica 11). Poznato je da povec¢ana koncentracija
Cu u tlu moze Stetno djelovati na aktivnhost mikrobnih enzima uzrokujuéi promjene u
metabolickim putevima u stanicama, cesto rezultirajuéi stanicnom apoptozom, kao i
posliedi€nim smanjenjem brojnosti i raznolikosti mikroorganizama u tlu, a time i smanjenjem
njihove aktivnosti u tlu (Wyszkowska i Wyszkowski, 2003). lako je Cu kao esencijalno
mikrohranivo sastavni dio fizioloSkih procesa svih organizama, u uvjetima njegove povecane
koncentracije moze imati toksi¢an ucinak na organizme. Cu moze smanijiti DHA neizravno -
smanjenjem mikrobne biomase, ili izravno - stvarajuc¢i smetnje u procesu sinteze enzima u
mikrobnim stanicama, utjeCuéi na enzim-supstrat kompleks, denaturirajuci protein enzima ili
interferirajuci s funkcionalnim skupinama na proteinu enzima (Pan i Yu, 2011). Wyszkowska i
sur. (2009) takoder su u svojim istrazivanjima potvrdili da koncentracije Cu u rasponu od
150-450 mg kg™ znadajno inhibiraju DHA te su u isto vrijeme, u odnosu na ostale ispitivane
enzime u navedenom istrazivanju (dehidrogenaze, ureaze, katalaze), dehidrogenaze bile
negativha korelacija izmedu DHA i ukupne koncentracije Cu u tlu (r=-0,576) te DHA i
koncentracije Cu u 0,01 M CacCl, ekstraktu tla (r=-0,586). Takoder je utvrdena i znacajna
(P<0,01) negativna korelacija izmedu DHA u tlu i (na osnovi njihova udjela u otopini tla (%)
procijenjenog programom Visual MINTEQ) izraCunatih koncentracija CuCOg3; i Cugq kemijskih
oblika Cu u otopini tla (tablica 12). Navedene korelacije upucuju na sli¢an inhibitorni u€inak
na DHA u tlu svih promatranih kemijskih oblika Cu u otopini tla, povezujuéi negativan ucinak
povecanih koncentracija Cu u tlu na DHA viSe sa biopristupacnoséu Cu u tlu opéenito, nego
sa vecim ili manjim negativnim ucCinkom odredenih kemijskih oblika Cu u otopini tla. lako
korelacija ne implicira i uzrocno-posljediCnu vezu, ipak postoji mogucénost i povratnog ucinka

izmedu parametara koji koreliraju, odnosno da DHA moze utjecati na biopristupacnost Cu u
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tlu. Ovakva moguénost osobito se odnosi na Cu zbog velikog afiniteta Cu za organske
komponente u tlu te zbog C&injenice da enzimi dehidrogenaze sudjeluju u procesima
oksidacije OT u tlu. Otoplijena OT (engl. Dissolved Organic Matter - DOM) sastoji se od
organskih komponenti koje se nalaze u otopini tla te predstavijaju izvor supstrata za
mikrobiolodku aktivnost u tlu (Haynes, 2005). Oksidacijom OT u otopini tla djelovanjem
enzima dehidrogenaza moglo bi se stvoriti vise pozitivhog naboja na DOM-u, smanjujuéi na
taj naCin sposobnost DOM-a da kompleksira kationske metale. Drugim rijeCima, rezultati
upucuju na moguénost da DHA moZe utjecati na biopristupac¢nost Cu u tlu tako da utjeCe na

stvaranje metal-DOM kompleksa u otopini tla.

5.1.2. Modifikacija biopristupaénosti bakra biljci boba (Vicia faba L.) pod

utjecajem organske tvari u tlu

Dodatak OT u varijanti OT, uzrokovao je poveéanje ukupne koncentracije Cu u tlu (za 5 %;
tablica 8). lako sama ukupna koncentracija Cu nije dovoljan podatak za procjenu njegove
biopristupacnosti u tlu (Allen i Janssen, 2006; Reichman, 2002; Maderova i sur., 2011), Cesta
je pozitivna korelacija izmedu ukupne koncentracije nekog elementa i njegove biopristupacne
frakcije. Ova korelacija obi¢no je visoko znacajna osobito u jako kontaminiranim tlima ili u
tlima postupno kontaminiranim (engl. spiked) metalima (Romi¢ i sur., 2004), Sto je potvrdeno
i ovim istrazivanjem jer je utvrdena visoko znacajna korelacija (P<0,01) izmedu ukupne
koncentracije Cu u tlu i koncentracije Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla (r=0,800) (tablica 16).

Cu je u tlima obi¢no prisutan u dvovalentnom obliku jer se jednovalentni oblik smatra izrazito
nestabilnim (Reichman, 2002) te povecanje ukupne koncentracije Cu u tlu s povecanjem
udjela OT (tablica 8) upuéuje na zakljuak da je Cu®* u prisutnosti poveéanog udjela OT u tlu
vecinom adsorbiran na OT. |z navedenog mozemo zakljuciti da je mobilnost Cu u tlu, a time i
njegova pristupacnost organizmima, bila kontrolirana procesima sorpcije i kompleksacije s
OT. Naime, Cu stvara vrlo stabilne organske komplekse (Liao, 2000; Romi¢, 2012) te je
stoga OT koriStena u pokusu kompleksirala viSe Cu, zadrzavajuci ga na taj nacin u krutoj fazi
tla i uzrokujuci povecanje njegove ukupne koncentracije u tlu (tablica 8), a time i smanjenje
njegove mobilnosti u tlu (Romic i sur., 2012). Dodatno, da je Cu jako vezan na ¢vrstu OT u
tlu u uvjetima gdje dolazi do isuSivanja i ponovnog vlazenja tla potvrdili su i Degryse i sur.
(2009). Isusivanje i ponovno vlazenje tla u pokusima u loncima s biljkama neizbjezno je te je
takav bio slu€aj i u ovom pokusu. Takoder, OT*Cu interakcija bila je visoko znacajna
(P<0,01) za ukupnu koncentraciju Cu u tlu (tablica 8), Sto takoder naglasava vaznost

navedene interakcije za kona¢nu sudbinu Cu u okolisu.
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CaCl, kao ekstraktant daje mjeru trenuta¢no biopristupacnog Cu (ukljuujuéi topljive i lako
zamjenjive oblike Cu) u prirodnim uvjetima (Yobouet i sur., 2010). Koncentracija Cu u 0,01 M
CaCl, ekstraktu tla smanjila se s dodatkom OT u varijanti OT, te je takoder utvrdena i visoko
znacgajna interakcija OT*Cu (P<0,01) za koncentraciju Cu u CaCl, ekstraktu tla (slika 11).
Navedeni rezultati dodatno potvrduju vaznost uloge OT u biopristupa¢nosti Cu u tlu, odnosno

da povecéanje OT moZe smanijiti pristupaénost Cu organizmima u tlu.

Nadalje, modeliranje udjela razli€itih kemijskih oblika Cu u otopini tla (%) primjenom
programa Visual MINTEQ i modela NICA-Donnan jasno upuéuje na dominaciju Cu-
kompleksa s huminskim kiselinama u otopini tla, neovisno o tretmanima pokusa (tablica 10).
Veé je poznato da ¢e pri pH tla > 5, Cu u vecini otopina tala biti prisutan kao Cu-DOC
kompleks (Degryse i sur., 2009; Liao, 2000) te da biopristupacnost metala u tlima moze
varirati s obzirom na koncentraciju humusnih kiselina (Shahid i sur., 2012). Iz navedenog
proizlazi da ¢e u uvjetima povecanog udjela OT, (pri pH tla > 5) Cu u otopini tla biti pretezno
vezan s organskim ligandima, neovisno o varijacijama drugih okolisnih faktora kao $to je
primjerice povecan salinitet tla. Ipak, utvrdeno je i manje povecanje udjela kemijskog oblika
CuCO3 u otopini tla (%) s porastom kontaminacije tla Cu (Cus i Cusgp), ali samo ako nije
povecan i udio OT (OT,) (tablica 10). Kompleksiranje Cu s anorganskim ligandima (ve¢inom
COg) raste pri neutralnom pH tla (Ondrasek i Rengel, 2012). Dakle, rezultati takoder upucuju
na zaklju¢ak da je mogucée povecanje anorganski kompleksiranog Cu u otopini tla
(prvenstveno CuCO3) u odnosu na Cu kompleksiran s organskim ligandima, ali samo u
uvjetima poveéane ukupne koncentracije Cu u tlima s manjim udjelom OT, pri neutralnom do
slabo bazi€nom pH tla. Takoder, primijenjeni program za odredivanje kemijske ravnoteze
pokazuje da je veéina Cu bila kompleksirana s humusnim kiselina preko fenolnih
funkcionalnih skupina (tablica 10), 3to je u suglasnosti s pretpostavkom da fenolne
funkcionalne skupine imaju veci zna€aj za kompleksiranje metala na humusne kiseline u
otopini tla pri viSem pH tla (pH = 7,5-7,7; tablica 10), u odnosu na karboksilne funkcionalne
skupine (Ondrasek i Rengel, 2012).

Dodatak OT u varijanti OT, uzrokovao je i smanjenje ukupnih koncentracija drugih metalnih
kationa u tlu (Ca, Mg, Fe, Mn i Zn) (tablica 8). Medutim, iako drugi metalni kationi mogu
konkurirati Cu za sorpcijska mjesta na povrSini ¢vrste tvari u tlu (Degryse i sur., 2009), Cu
stvara jaCe organske komplekse od drugih dvovalentnih prijelaznih metala (Romic¢, 2012) kao
Sto su primjerice Fe, Mn ili Zn te bi navedena kompeticija mogla uzrokovati njihovo
otpusStanje s Cvrste OT u otopinu tla. Dodatno, kod varijante OT, je utvrdeno povecanje
ukupne koncentracije Mo i S (tablica 8). Molibden se u tlima vecinom nalazi kao anion

MoO,* koji moze biti kompleksiran s OT zamjenom s OH™ anionima (Mengel i Kirkby, 1979),
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Sto omogucava njegovo zadrzavanje u krutoj fazi tla i sprije€avanje ispiranja. S druge strane,
veéina sumpora u tlu organskog je porijekla te je pretpostavka da je treset koristen u pokusu
mogao predstavljati dodatni izvor sumpora i povecati njegovu ukupnu koncentraciju kod

varijante OT, (tablica 8).

Dodatak OT u varijanti OT, nije zna€ajno smanijio koncentraciju Cu u listu (tablica 13) niti
sjemenu (tablica 15) boba, ali je uzrokovalo statisti¢ki znacajno smanjenje koncentracije Cu
u mahuni boba za 14 % (tablica 14), 3to potvrduje zakljuCak iz prethodnog poglavlja
(Poglavlje 5.1.1.) da tkivo mahune boba (s obzirom na ostale analizirane nadzemne organe

boba) najbolje odrazava pristupacnu frakciju Cu u tlu (tablica 14).

Dodatak OT u varijanti OT, statisti¢ki je zna¢ajno povec¢ao DHA u tlu za 65 % (tablica 11).
Enzimatska aktivnost u tlu ¢esto je usko povezana s udjelom OT u tlu (Das i Varma, 2011) te
su mnoga istrazivanja, ukljuujuéi i ovo istrazivanje, dokazala da povecanje udjela OT u tlu
moze povecati DHA u tlu (Kalembasa i Symanowicz, i navedene reference, 2012). Poznato
je da povecéanje udjela OT u tlu moze poboljsati fizikalne, kemijske i bioloSke znacCajke tla
(Cha-um i Kirdmanee, 2011) te da razliciti agrotehni¢ki zahvati mogu utjecati na biogenost tla
kao i na mikrobioloSke procese (Sikora i sur., 2010). OT u tlu zadrzava hraniva u tlu tako da
sprje€ava njihovo ispiranje u dublje horizonte tla, ali i dalje dostupne (mikro)organizmima za
primanje (Bohn i sur., 2001) te na taj nacin osigurava povoljnije uvjete za rast mikrobnih
populacija u tlu. Cesto je potvrdena pozitivna linearna veza izmedu mikrobne biomase i
udjela OT u tlu (Kaurin i sur., 2015). S obzirom na to da dehidrogenaze imaju ulogu u
oksidaciji OT, povecanje udjela OT predstavlja dodatni izvor supstrata za rad enzima, $to se

mozZe odraziti i na povecéanje njihove aktivnosti u tlu (tablica 11).

5.1.3. Modifikacija biopristupaénosti bakra biljci boba (Vicia faba L.) pod

utjecajem saliniteta tla

pH tla jedan je od najznacajnijih faktora koji utje€e na mobilnost, a time i biopristupacnost,
elemenata u tlu, ukljuujuéi i metale. U ovom istrazivanju, pH tla malo je, ali statisticki
znacajno povecan primjenom NaCl (tablica 8). Poznato je da poveéanje pH moze rezultirati
smanjenjem mobilnosti metala u tlu zbog povecanja njihove adsorpcije na krutu fazu tla, ali i
povecanjem mobilnosti metala zbog povecanja koncentracije DOC-a u otopini tla (Kim i sur.,
2010). Medutim, (kruta) OT jedan je od najznacajnijih faktora koji utje€u na mobilnost Cu u
tlu (Matijevi¢ i sur., 2014) te se povecanjem pH tla zbog procesa kompleksacije Cu s OT u tlu

smanjuje koncentracija Cu u otopini tla, kao i aktivhost slobodnog iona Cu u otopini tla (Liao,
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2000). Ipak, prema istrazivanju Tao i sur. (2004), promjene pH tla koje su manje od pola
jedinice malo ¢e vjerojatno inducirati zna¢ajne promjene u frakcioniranju Cu u tlu. S obzirom
na to da je povecanje pH tla s povecanjem stupnja zaslanjenosti tla u ovom istraZivanju bilo
minimalno, navedeni neizravan utjecaj povecanog saliniteta tla na pristupacnost Cu u tlu ne

mozemo sa sigurnos¢u potvrditi.

lako ukupna koncentracija Cu u tlu nije otkrila znaCajan utjecaj primjene NaCl na
biopristupacnost Cu u tlu (tablica 8), koncentracija Cu u 0,01 M CaCl, ekstraktu tla smanjila
se s povecanjem stupnja zaslanjenosti tla, proporcionalno primijenjenim tretmanima
zaslanjivanja (NaCls, i NaClyy) (slika 11). Takoder, primjena NaCl znacajno je smanjila
koncentraciju Cu u sjemenu boba (tablica 15), dok su OT*NaCl i NaCI*Cu interakcije bile
znacajne (P<0,05) za koncentraciju Cu u mahuni boba (tablica 14). Dobiveni podaci upucuju
na zaklju¢ak da je koncentracija Cu u biljnom tkivu biljaka uzgojenim u uvjetima povecanog
stupnja zaslanjenosti tala rezultat visSe faktora, jedan od kojih je i salinitet tla, kao i njihovih
interakcija. Poznato je da neki metali, kao $to je primjerice Cd, mogu biti kompleksirani s
anorganskim ligandima (kloridi) (Ondrasek i sur., 2009; OndraSek i Rengel, 2012). Medutim,
u ovom istrazivanju Cu je gotovo u cijelosti bio kompleksiran s organskim ligandima (tablica
10). Ipak, smanjenje koncentracije Cu u CacCl, ekstraktu tla (slika 11) te u sjemenu boba
(tablica 15) s poveéanjem stupnja zaslanjenosti tla, ukazuje na moguénost smanjenja
mobilnosti Cu u zaslanjenim tlima i/ili njegovo smanjeno primanje u biljku iz zaslanjene
rizosfere. SuviSak Na* u otopini tla mogao bi inducirati kationsku zamjenu s primjerice Ca i
Mg na adsorpcijskom kompleksu tla (Matijevi¢ i sur., 2012), dok je manje vjerojatno da bi
mogao inducirati otpuStanje Cu kompleksiranog s OT. Naime, Cu stvara unutarsferne
komplekse s OT (Boudescque i sur., 2007) koji predstavljaju mnogo ¢vrs¢u vezu s OT od
vanjskosfernih kompleksa kakve stvaraju zemnoalkalijski metali kao Sto su Ca i Mg (Tessier i
sur., 1996). Tako bi primjena NaCl i posljediéno povecéanje koncentracije Na® u otopini tla
mogli omoguciti Cu da se veze na oslobodena mjesta na OT te bi navedeni u€inak mogao
uzrokovati smanjenje koncentracije pristupacnog Cu u tlu (slika 11). Rezultati dakle upucuju
na zaklju€ak da povecéan stupanj zaslanjenosti tala moze izravno i/ili neizravno utjecati i na
biopristupa¢nost Cu u tlu: izravno smanjenjem mobilnosti Cu u tlu zbog povecéanja njegove
adsorpcije na OT te neizravno smanjenjem njegova primanja iz zaslanjene rizosfere u

korijen.

Takoder, moguénost ameliorativhog ucinka visoke koncentracije Na u otopini tla (tablica 9)
na toksi¢ni ucinak povecanih koncentracija Cu u tlu na biljke je takoder istrazen. Biljni
kapacitet zamjene kationa (engl. Plant Cation Exchange Capacity - biljni CEC) odreden je

zamjenjivim mjestima na stani¢noj stjenci stanica korijena biljike (Reichman, 2002), Sto
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dopusta pretpostavku da saturacija zamjenjivih mjesta na stani¢noj stjenci suviSkom Na*
mozZe utjecati na primanje ostalih kationa (Cu®") iz otopine tla. Ipak, s obzirom na to da Cu
moze izmjestiti veéinu drugih iona sa stani¢ne stjenke stanica korijena (Mengel i Kirkby,
1979), ¢ini se malom vjerojatnost da suviak iona Na* moze u tolikoj mjeri smanijiti primanje
Cu u billku da bi se to odrazilo i na znaCajno smanjenje toksicnog ucinka povecanih
koncentracija Cu u tlu na biljku. Ipak, takvu moguc¢nost ostavljaju otvorenom istrazivanja koja
su primjerice proveli Chiu i sur. (1995), a koji su sugerirali da NaCl reducira toksi¢ni ucinak
Cu (i Zn) kod halofitne biljne vrste Kandelia candel. Bob se ne mozZe smatrati halofithom
kulturom, medutim njegova sposobnost preZivljavanja u zaslanjenim uvjetima veé je
potvrdena, kao i moguénost postojanja biljnih mehanizama adaptacije na povecan stupanj

zaslanjenosti tla (Matijevic i sur., 2012).

Isto tako, utvrdena je i mogucnost suprotnog ucinka, odnosno zabiljezeno je povecéanje
koncentracije Na u listu boba (tablica 13), praceno smanjenjem koncentracije Na* u otopini
tla (tablica 9), s povec¢anjem ukupne koncentracije Cu u tlu. Dodatno, NaCl*Cu interakcija
bila je znac¢ajna (P<0,05) za koncentraciju Na® u otopini tla (tablica 9). Rezultati stoga
upucuju na povecano primanje Na u korijen boba iz tla kontaminiranog Cu. Ve¢ je poznato
da visoke koncentraciie Cu u tlu mogu imati Stetan utjecaj na strukturu plazmatske
membrane korijena, ometajuci tako primanje drugih hraniva (de Vos i sur., 1991; Arduini i
sur., 1995). 1z navedenog proizlazi da bi povec¢ana koncentracija Cu u tlu mogla doprinijeti
povec¢anom influksu Na u stanice korijena boba u uvjetima poveéane zaslanjenosti tla. S
obzirom na to da se suviSak Na obi¢no akumulira u listu biljaka (Ondrasek i sur., 2009), za
oCekivati je da bi se takav u€inak u mogao odraziti na elementarni sastav lista biljke, kakav je
i bio slu€aj u ovom istrazivanju (tablica 13). Takoder, rezultati upucuju na moguénost da u
uvjetima povecane koncentracije Cu u tlu moze do¢i do naruSavanja strukture plazmatske

membrane korijena boba.

Dodatno, primjena NaCl znacajno je smanijila DHA u tlu (za 28 % pri NaClyy tretmanu;
tablica 11). Povec¢ana zaslanjenost tla smanjuje enzimatsku aktivnost u tlu zbog osmotskog i
ionskog stresa kojemu su izlozene mikrobne populacije u prisutnosti visokih koncentracija
soli u tlu (Rao i Pathak, 1996). Visoke koncentracije soli u tlu mogu uzrokovati znacajne
promjene u vodnom potencijalu tla, $to se mozZe negativno odraziti na normalnu stani¢nu
aktivnost mikrobnih populacija. Isto tako, poveéane koncentracije soli u tlu zbog interferencije
S primanjem hraniva, mogu uzrokovati smetnje u kompetitivnom primanju hraniva iz tla i/ili
njihovoj raspodjeli unutar mikrobnih stanica, uzrokuju¢i u konacnici usporavanje rasta
mikrobnih stanica i/ili stani¢nu smrt. Osim navedenog, veéina abioti¢kih i bioti¢kih stresova
moze inducirati oksidativni stres u stanicama, koji je karakteriziran povecanim stvaranjem

slobodnih radikala (engl. Reactive Oxygen Species - ROS) koji mogu dovesti do nespecifine
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oksidacije proteina i membranskih lipida u stanicama te uzrokovati oStecenja nukleinskih
kiselina (Schitzendibel i Polle, 2002). Smanjenje DHA s porastom stupnja zaslanjenosti tla
potvrdeno je i u drugim istrazivanjima (Malik i sur., 1995; Batra i Manna, 1997) te takoder
objasnjeno smanjenjem mikrobne biomase zbog osmotskog stresa nastalog zbog povecane
koncentracije soli u tlu, kao i specificnom (Na*, CI') toksi¢nosti koja moze uzrokovati smetnje
u ishrani mikrobnih stanica i posljedicnom smanjenju mikrobne biomase, a time i njihove
(dehidrogenazne) aktivnosti (tablica 11).
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5.2. Modifikacija biopristupa¢nosti kadmija biljci boba (Vicia faba L.)

pod utjecajem organske tvari i saliniteta tla

5.2.1. Biopristupa€nost kadmija biljci boba (Vicia faba L.) u tlu kontaminiranom

kadmijem

lako je kontaminacija tla Cd (Cds i Cdj) rezultirala tretmanima proporcionalnim povecanjem
ukupne koncentracije Cd u tlu (tablica 17), koncentracija Cd u CaCl, ekstraktu tla statisticki je
znacajno povec¢ana samo pri najveéem tretmanu kontaminacije tla Cd (Cdy,) te nije
pronadena razlika izmedu koncentracije Cd u CaCl, ekstraktu kontrolnog tla (Cdo) i tla
kontaminiranog srednjim tretmanom Cd (Cds) (slika 13). Navedeni rezultati jasno pokazuju
da pristupaénost Cd u tlu nije linearno slijedila ukupnu koncentraciju Cd u tlu, upuéujuéi na
zaklju¢ak da na pristupacnost Cd u tlu, osim njegove ukupne koncentracije u tlu, takoder
utjeCu i drugi faktori. Poznato je da se samo mali udio u ukupnoj koncentraciji metala obi¢no
nalazi u njegovom pristupaénom obliku u tlu (LeStan i Gréman, 2001). Isto tako, veliki
sorpcijski kapacitet tla upotrijeblienog u pokusu (dosta humozno tlo koje je po
granulometrijskom sastavu praskasto glinasta ilovaca - PrGl; tablica 7) mogao je utjecati na
pristupacnost Cd u tlu tako da je Cd u kontrolnom tlu (Cdo) i tlu kontaminiranom srednjim
tretmanom Cd (Cds) vecina Cd zadrzana na adsorpcijskom kompleksu tla. Navedeni uc€inak
bi smanijio pristupacnost Cd u tlu, odnosno utjecao na koncentraciju Cd u CaCl, ekstraktu tla.
Stoga mozemo pretpostaviti da je pri Cds tretmanu kontaminacije tla Cd, tlo upotrijebljeno u
pokusu bilo u moguénosti zadrzati vecinu Cd na svom adsorpcijskom kompleksu, umanjujuci
na taj nacin ucinak Cds kontaminacije na koncentraciju Cd u CacCl, ekstraktu tla, odnosno

njegovu pristupaénost u tlu (slika 13).

Medutim, povecana ukupna koncentracija Cd u tlu znaCajno je, ali i tretmanima
kontaminacije tla Cd (Cds i Cd,o) proporcionalno, povecéala koncentraciju Cd u listu (tablica
22), mahuni (tablica 23) i sjemenu (tablica 24) boba. Navedeni rezultati ipak upucuju na
zaklijuCak da povecanje ukupne koncentracije Cd u tlu uzrokuje njegovu povecéanu
biopristupacnost u tlu. lako ukupna koncentracija Cd u tlu nije dovoljan podatak za procjenu
njegove fitopristupacnosti, Cesto je u istrazivanjima potvrdeno povec¢ano primanje Cd u biljku
s povecanjem njegove ukupne koncentracije u tlu (Smolders, 1998). U skladu s navedenim
su i podaci dobiveni korelacijama izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu, koncentracije Cd u
0,01 M CacCl, ekstraktu tla te koncentracije Cd u tkivu boba (list, mahuna, sjeme) (tablica 25).

Naime, utvrdena je bolja korelacija izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu i koncentracije Cd
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u tkivu boba (list, mahuna, sjeme), nego izmedu koncentracije Cd u 0,01 M CaCl, ekstraktu
tla te koncentracije Cd u tkivu boba. Nadalje, najviSi korelacijski koeficijent (r=0,824)
pronaden je izmedu ukupne koncentracije Cd u tlu i koncentracije Cd u listu boba (tablica
25).

Kada procjenjujemo biopristupacnosti Cd u tlu kontaminiranom Cd, moramo uzeti u obzir da
je kontaminacija tla Cd pracena cijelim nizom kaskadnih reakcija u tlu te da je koncentracija
Cd u otopini tla rezultat mnogobrojnih, medusobno povezanih, procesa kao Sto su:
oksidacija-redukcija, precipitacija-otapanje, adsorpcija-desorpcija te formiranje razli€itih
anorganskih i organskih kompleksa u tlu (Romi¢, 2012). Cd adsorbiran na mineralne
povrsine u tlu vezan je reverzibilnom adsorpcijom (Cullen i Maldonado, 2013), §to ga &ini vrlo
mobilnim izmedu razli¢itih frakcija u tlu (Kos i sur., 2003). lako navedeno upucéuje nha
zaklju¢ak da se Cd relativno lako moze mobilizirati u tlu i manjim promjenama okolisnih
uvjeta, s obzirom na sve rezultate dobivene u ovom istrazivanju, mozemo pretpostaviti da
veza izmedu mobilnosti Cd u tlu i njegove biopristupacénosti, nije nuzno linearna. Odnosno,
rezultati upuéuju na zaklju¢ak da fizikalno-kemijske znacajke tla kontaminiranog Cd mogu
utjecati na vrijeme zadrzavanja Cd u otopini tla, koje moze biti manje ili vece od brzine
njegova primanja u korijen. 1z navedenog proizlazi da ukoliko tlo ima veliki sorpcijski
kapacitet za Cd, vrijeme zadrzavanja Cd u otopini tla pri prelasku s jedne na drugu krutu fazu
tla (ukoliko je doSlo do njegove mobilizacije u tlu) moze biti kra¢e od brzine njegova primanja
u korijen, Sto bi rezultiralo manjom koncentracijom Cd u biljnom tkivu, odnosno obrnuto.
Medutim, i vrijeme zadrzavanja Cd u otopini tla s velikim sorpcijskim kapacitetom, ali i brzina
njegova primanja iz otopine tla u korijen, ponajvise ¢e ovisiti o0 kemijskom obliku Cd u otopini
tla. Naime, poznato je da se nekompleksirani (slobodni) ion metala u otopini tla smatra
najpristupacénijim kemijskim oblikom metala za njegovo primanje u biliku (Ghallab i Usman,
2007). Stoga, povecano primanje Cd u biljku s rastuéom ukupnom koncentracijom Cd u tlu

(tablica 22, 23 i 24), upuéuje na poveéanje udjela kemijskog oblika Cd** u otopini tla.

Medutim, modeliranje udjela razli€itih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) primjenom
programa Visual MINTEQ i modela NICA-Donnan pokazala je da je kontaminacija tla Cds
tretmanom rezultirala samo manjim promjenama u udjelu razliCitih kemijskih oblika Cd u
otopini tla (%) u odnosu na otopinu kontrolnog tla (OT,, NaCly, Cdo) (tablica 19). Naime, Cd u
otopini kontrolnog tla ve¢inom se nalazio kao slobodni Cd** (42% od ukupne koncentracije),
8to je u suglasnosti s drugim istraZivanjima (Bataillard i sur., 2003) te je tek pri Cd;o tretmanu
tla utvrden porast udjela slobodnog Cd** (do 47% od ukupne koncentracije) (tablica 19).
Kako slaba ekstrakcijska sredstva kao sto je 0,01 M CaCl, ekstrahiraju frakciju metala u tlu

koja se smatra dostupnom biljkama za primanje (lvezi¢ i sur., i navedene reference, 2013),
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podaci dobiveni navedenom ekstrakcijom Kkoristeni su za modeliranje udjela razli€itih
kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) primjenom programa Visual MINTEQ (tablica 19). Iz
navedenog proizlazi da ukoliko je i doslo do trenutagnog poveéanja koncentracije Cd** pri
Cds tretmanu kontaminacije tla Cd, to ne bi bilo vidljivo iz rezultata dobivenih navedenim
modeliranjem. No, uzevsi u obzir oba tretmana kontaminacije tla Cd (Cds i Cd,,), modeliranje
udjela razliCitih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) ipak upucuje na zaklju¢ak da, ukoliko
ostali okoliSni parametri nisu promijenjeni, povecanje ukupne koncentracije Cd u tlu ¢e

rezultirati poveéanjem udjela (%) slobodnog Cd** u otopini tla (tablica 19).

Kada uzmemo u obzir sve navedene rezultate, moZzemo ustvrditi da je kontaminacija tla Cd
rezultirala povecanjem njegove ukupne koncentracije u tlu (tablica 17), ali i njegove
pristupacnosti bilikama boba (tablica 22, 23 i 24). lako postoji moguc¢nost da je tlo
upotrijeblieno u pokusu bilo u moguénosti zadrzati ve¢inu Cd na svom adsorpcijskom
kompleksu, umanjujuéi na taj nacin u€inak Cds kontaminacije na koncentraciju Cd u CacCl,
ekstraktu tla (slika 13), to se ipak nije u dovoljnoj mjeri odrazilo i na njegovu biopristupacnost
u tlu (tablica 22, 23 i 24). 1z navedenog proizlazi da je vrijeme zadrzavanja Cd®* u otopini tla
pri prelasku s jedne na drugu krutu fazu tla, bilo dovoljno da bi bio primljen u korijen boba,
odnosno da je brzina primanja Cd*" iz otopine tla u korijen biljke bila veé¢a od brzine njegove
ponovne adsorpcije na krutu fazu tla, Sto je rezultiralo pove¢anom koncentracijom Cd u

bilinom tkivu proporcionalno tretmanima kontaminacije tla Cd (tablica 22, 23 i 24).

Dodatno, kontaminacija tla Cd (Cds i Cdjo) uzrokovala je smanjenje koncentracije Zn u
sjemenu boba (tablica 24). Nespecifi€éna propusnost stanica korijena obi¢no je objasnjenje
inhibicije primanja Zn u prisutnosti povecéanih koncentracija Cd u tlu, vjerojatno zbog njihove
kompeticije za proteinske transportere na plazmatskoj membrani korijena, ili zbog
interferencije Cd s ekspresijom gena koji su zaduzeni za regulaciju proteinskih transportera
(Andersen i Kiipper, 2013). S obzirom na to da je Cd*" kemijski slisan Zn?*, rezultati upuéuju
na zaklju¢ak da Cd moZze konkurirati Zn za mjesto na proteinskim transporterima plazmatske
membrane korijena boba. Takoder, pove¢ana ukupna koncentracija Cd u tlu je uzrokovala
smanjenje koncentracije Ca u listu (tablica 22) i mahuni (tablica 23) boba. Ca-Cd kompeticija
za transportne kanale kod ulaska hraniva u ksilem biljke veC je sugerirana u prijasnjim
(Vondrackova i sur., 2014), a potvrdena i ovim istrazivanjem. Nadalje, s pove¢anjem ukupne
koncentracije Cd u tlu utvrdeno je i povecanje koncentracije S u listu boba (tablica 22).
Poznato je da Cd ima veliki afinitet prema tiolnim skupinama (SH) u biljnim enzimima i
drugim proteinima te postoji moguénost da obrambeni mehanizam biljke protiv toksi¢nog
uCinka povec¢ane koncentracije Cd u okolnom mediju ukljuuje i poveéano primanje S iz

otopine tla (Gill i Tuteja, 2011; Andersen i Kipper, 2013). lako je u ovom istrazivanju
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potvrdena povecana koncentracija S u listu boba s kontaminacijom tla Cd (Cds i Cdig)
(tablica 22), samo iz elementarnog sastava lista ne moZemo sa sigurnod¢u potvrditi
prethodno navedena istrazivanja, kao niti da je ucCinjena kontaminacija tla Cd izazvala
aktivaciju adaptacijskin mehanizama biljaka boba. Ipak, s obzirom na prethodno navedene
rezultate, kao i €injenicu da su sve biljke boba koriStene u pokusu bile sposobne zavrsiti svoj
Zivotni ciklus, odnosno producirati mahune i sjeme, navedena mogucnost ipak postoji i

trebala bi se dalje istraziti u buducim istrazivanjima.

Na slian zaklju€ak upucuju i rezultati mjerenja fotosintetskih pokazatelja lista boba koji iako
su pokazali moguci toksi¢ni uc€inak kontaminacije tla Cd na molekule klorofila jer je indeks
sadrzZaja klorofila (CCIl) smanjen za 4% pri Cd;, kontaminaciji tla (slika 14 e), navedeni se
ucinak nije odrazio na intenzitet fotosinteze (A) (slika 14 d). Poznato je da povecane
koncentracije Cd u biljnom tkivu mogu smanijiti aktivnost fotosintetskih enzima te smetnje u
fotosintetskom transportnom lancu elektrona, rezultiraju¢i smanjenom sintezom (a time i
smanjenim CCI) molekula klorofila u listu te da Cd moze zamijeniti dva esencijalna iona -
Ca®" i Mn?, prisutna u reakcijskom centru fotosustava Il (Photosystem - PS 1) (Hossain i
sur., 2014). U ovom istrazivanju je uz smanjenje CCI u listu boba s kontaminacijom tla Cd
(slika 14 e) utvrdeno i smanjenje koncentracije Ca u listu boba (tablica 22), sto ukazuje na
mogucnost da je povec¢ana koncentracija Cd mogla uzrokovati smetnje u funkcioniranju
fotosustava Il. Ipak, navedeni ucinak se nije odrazio na intenzitet fotosinteze (A) u listu boba
(slika 14 d), upucujuci na moguénost da su biljke boba mogle aktivirati odredene strukturalne
i/ili funkcionalne modifikacije potrebne za odrzanje intenziteta fotosinteze unato¢ smanjenju

CCI uzrokovanim kontaminacijom tla Cd.

Kako se enzimatska aktivnost u tlu ¢esto koristi kao bioloski pokazatelj negativnog utjecaja
oneCid¢enja na kvaltetu tala (Das i Varma, 2011), kao dodatni pokazatelj ucinka
kontaminacije tla Cd (Cds i Cdyg) na organizme u tlu, procijenjeno je i djelovanje
kontaminacije tla Cd na DHA u tlu (tablica 20). lako je poznato da poveéane koncentracije
metala u tlu mogu negativno utjecati na DHA (Wyszkowska i Wyszkowski, 2003), nije
pronaden znacajan utjecaj pove¢ane ukupne koncentracije Cd u tlu na DHA u tlu (tablica 20).
Wolinska i Stepniewska (2012) su u svojim istrazivanjima utjecaja koncentracija Cd u tlu na
DHA pronasle da je koncentracija Cd od 2 mg kg™ zapravo imala stimulativan u¢inak na DHA
u tlu, dok je koncentracija Cd od 20 mg kg™ imala jak inhibitoran uginak na DHA. U ovom
istraZivanju nije utvrden ni stimulativni, niti inhibitorni u€inak ispitivanih koncentracija Cd u tlu
(Cds i Cdip) na DHA u tlu, odnosno ispitivane koncentracije Cd nisu predstavljale ni pozitivhu
niti negativnu granicu koncentracije Cd u tlu na DHA. Medutim, iako nije potvrden ucinak

ukupne koncentracije Cd na DHA u tlu (tablica 20), pronadena je znacajna (P<0,01)
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negativna korelacija izmedu DHA u tlu i (na osnovi njihova udjela u otopini tla (%)
procijenjenog programom Visual MINTEQ) izraCunate koncentracije Cd kompleksiranog s
kloridima u otopini tla (CdCl,*"), s korelacijskim koeficijentom r=-0,514 (tablica 21).
Postojanje navedene negativne korelacije upu¢uje na moguénost da CdCl,*" kemijski oblici
Cd u otopini tla imaju jaci inhibitorni u€inak od drugih kemijskih oblika Cd u otopini tla na
DHA u tlu. Ovakav zaklju¢ak potvrduje i Cinjenica da iako pove¢ana ukupna koncentracija Cd
u tlu nije imala u€inka na DHA, interakcija izmedu NaCI*Cd ipak je bila zna¢ajna (P<0,05) za
DHA u tlu (tablica 20).

5.2.2. Modifikacija biopristupaénosti kadmija biljci boba (Vicia faba L.) pod

utjecajem organske tvari u tlu

Dodatak OT u varijanti OT, rezultirao je malim, ali statistiCki znaajnim smanjenjem pH tla
(tablica 17), upucujuéi na zakljuéak da su H* razgradnjom OT otpusteni u otopinu tla. lako
dodatak OT u varijanti OT, nije utjecao na ukupnu koncentraciju Cd u tlu (tablica 17),
uzrokovao je smanjenje koncentracije Cd u CaCl, ekstraktu tla (slika 13). Poznato je da
ukupna koncentracija nije dobar pokazatelj biopristupacnosti metala u tlu (Reichman, 2002)
te stoga rezultati CaCl, ekstrakcije tla upu€uju na zaklju¢ak da je biopristupa¢nost Cd u tlu
smanjena dodatkom OT, §to je u suglasnosti s prethodnim istrazivanjima (Ciadamidaro i sur.,
2015).

Modeliranje udjela razli€itih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) u odnosu samo na povec¢an
udio OT (usporedba Cdy-NaCly-OT; i Cdy-NaCly-OT, varijanti pokusa) pokazuje da je
povecani DOC, koji je u modelu dodijeljen pove¢anom udjelu OT (OT,), uzrokovao porast u
udjelu Cd kompleksa s huminskim kiselinama (i do 60% od ukupne koncentracije), i to
pretezno na radun udjela Cd** u otopini tla (tablica 19). Takoder, treba uzeti u obzir da se pH
tla u ovom istrazivanju kretao u rasponu od 7,6-7,7 (tablica 17) te je poznato da kako pH tla
raste iznad neutralnog pH, sorpcija DOC-a u tlu postaje slabija, a time raste moguénost
stvaranja DOC-kation kompleksa u otopini tla (Romkens i sur., 1996). Dakle, rezultati
upucuju na zaklju¢ak da povecéan udio OT, posljedi¢nim povecanjem koncentracije DOC-a u
otopini tla, smanjuje aktivnost slobodnog Cd*" u otopini tla, a time i njegovo primanje u

korijen.

Prethodno navedeni zakljuCak potvrduje i Cinjenica da je koncentracija Cd u tkivu boba
smanjena dodatkom OT u varijanti OT, (koncentracija Cd u listu boba smanjena je za 28 %,
u mahuni za 40 % te u sjemenu za 20 %; tablica 22, 23 i 24). Smanjeno primanje Cd u biljku

iz tla koje sadrzi veliki udio OT takoder je potvrdeno i za druge poljoprivredne kulture te

89



objasnjeno redistribucijom Cd s pristupacnih frakcija u tlu (vodotopljiva frakcija i lako
zamijenjiva frakcija) na manje pristupacnu organsku frakciju Cd u tlu (OndraSek i sur., 2009;
Pinto i sur., 2004; Shuman i sur., 2002).

Dodatak OT u varijanti OT, je, kao i u pokusu s kontaminacijom tla Cu, statisti¢ki znacajno

povecalo DHA (za 30 %) (tablica 20), Sto je objasnjeno u Poglavlju 5.1.2.

5.2.3. Modifikacija biopristupaénosti kadmija biljci boba (Vicia faba L.) pod
utjecajem saliniteta tla

Primjena NaCl statisticki je zna€ajno utjecala na ukupnu koncentraciju Cd u tlu, ali bez ocitog
trenda u odnosu na tretmane (NaClsy i NaClgo) (tablica 17). U isto vrijeme, utvrden je i
znacajan utjecaj primjene NaCl na koncentraciju Cd u CaCl, ekstraktu tla, s najviSom
koncentracijom Cd utvrdenom u CaCl, ekstraktu kontrolnog tla (NaCl, - bez zaslanjivanja)
(slika 13). S obzirom na to da je najniza ukupna koncentracija Cd u tlu utvrdena u kontrolnom
tlu (NaClp) (tablica 17), rezultati dobiveni CaCl, ekstrakcijom (slika 13) zapravo potvrduju da
je najveca pristupacnost Cd bila u tlu kojemu nije poveéan stupanj zaslanjenosti (NaCly). Isto
tako, nije utvrdena znacajna razlika izmedu koncentracija Cd u u CaCl, ekstraktu tla izmedu

primijenjenih tretmana zaslanjivanja (NaClsg i NaCl,q) (slika 13).

Modeliranje udjela razli€itih kemijskih oblika Cd u otopini tla (%) u odnosu samo na povec¢an
stupanj zaslanjenosti tla (usporedba Cdg-NaCly-OT;, Cdo-NaCls-OT; i Cdg-NaCly,-OT,
varijanti pokusa) pokazalo je da se Cd u otopini zaslanjenih tala ve¢inom nalazi kao CdCI,*"
kompleks (CdCI" i CdCl,: 62-72% od ukupne koncentracije) te da je, u odnosu na tla koja
nisu zaslanjena, smanjen udio (%) svih ostalih kemijskih oblika Cd u otopini tla (tablica 19).
Poznato je da ¢e u otopinama tala koje sadrze velike koncentracije CI, Cd primarno biti
kompleksiran s kloridima (Adriano, 2001), pri éemu je dominantni kemijski oblik CdCI*, dok
udio CdCl, raste s porastom stupnja zaslanjenosti tla, odnosno s porastom koncentracije
klorida u otopini tla (tablica 18). |1z rezultata proizlazi da ¢e povecanje stupnja zaslanjenosti
tla i posliediéno poveéanje koncentracije klorida u otopini tla, formiranjem CdCl,*"
kompleksa, smanijiti koncentraciju slobodnog Cd**, kao i organski kompleksiranog Cd u
otopini tla. Smanjenje koncentracije Cd kompleksiranog s huminskim kiselinama s porastom
koncentracije drugih iona u otopini tla u suglasnosti je s istrazivanjem koje su proveli
Abasiyan i Tofighi (2013) te je poznato da povecane koncentracije Na* u otopini tla mogu
konkurirati metalnim kationima za negativno nabijene funkcionalne skupine na huminskim

kiselinama (OndrasSek i sur., 2012). Dakle, ovo istrazivanje potvrduje da povec¢ana (NaCl)
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zaslanjenost tla utjete na specijaciju Cd u otopini tla poveéanjem udjela (%) CdCl2"
kompleksa, a prvenstveno kemijskog oblika CdCI*. U CdCI* obliku Cd je slabije vezan za
Eestice tla (nego Cd**) te uz &injenicu da su kloridi izrazito mobilni u tlu, poveéanjem stupnja
(NaCl) zaslanjenosti tla oCekuje se i pove¢ana mobilnost Cd u tlu, a time i njegova povecana
biopristupacnost. Medutim, rezultati dobiveni CaCl, ekstrakcijom (slika 13) pokazuju da je
najve¢a pristupaénost Cd zapravo bila u tlu kojemu nije poveéan stupanj zaslanjenosti
(NaClp). 1z navedenih rezultata proizlazi da pove¢ana mobilnost Cd u tlu ne mora uvijek
rezultirati i njegovom povec¢anom biopristupaénod¢u. Naime, ako uzmemo u obzir da je tlo
upotrijebljeno u pokusu imalo veliki adsorpcijski kapacitet za Cd (tablica 7), mogucée je da su
kloridi pri istraZzivanim koncentracijama NaCl (NaCls, i NaClyo) sluZili samo kao nosac¢ za Cd
pri njegovu prelasku s jedne krute faze tla na drugu. Takoder, koncentracija CI u
saturacijskom vodnom ekstraktu tla smanjena je s kontaminacijom tla Cd u odnosu na
kontrolno tlo, bez razlike izmedu tretmana (Cds i Cd,o) (tablica 18), upuéujuéi da je
kontaminacija tla Cd mogla povecati adsorpciju Cl u tlu. Spomenuti rezultati zajedno s
rezultatima modeliranja udjela razli¢itih kemijskih oblika Cd u otopini tla koje je pokazalo da
se Cd u otopini zaslanjenih tala veéinom nalazi kao CdCl,?" kompleks (tablica 19), upuéuju
na mogucénost da je Cd i u obliku klorokompleksa mogao biti zadrzan na adsorpcijskom
kompleksu tla. 1z navedenog proizlazi da iako bi povecani stupanj (NaCl) zaslanjenosti tla
inicijalno uzrokovao pove¢anu mobilnost Cd u tlu, ukoliko to tlo ima veliki adsorpcijski
kapacitet, mozZe rezultirati samo redistribucijom Cd unutar krute faze tla, a ne nuzno i
njegovom povecanom biopristupacnoscu u tlu. Ipak, iz navedenog takoder proizlazi da bi
daljnje povecéanje stupnja (NaCl) zaslanjenosti tla (>100 mM NaCl) moglo dovesti i do
povecane biopristupaénosti Cd u tlu, nakon Sto bi adsorpcijski kapacitet tla za Cd bio
premas$en. Drugim rije€ima, djelovanje povecane NaCl zaslanjenosti na biopristupa¢nost Cd
u tlu ovisit ¢e o stupnju zaslanjenosti tla, a koliki stupanj zaslanjenosti tla ée uzrokovati

povecanu biopristupaénost Cd u tlu bit ¢e uvjetovano fizikalno-kemijskim znacajkama tla.

Prethodno navedenu mogucénost potvrduju i koncentracije Cd u listu boba jer je najvisa
koncentracija Cd utvrdena u listu biljaka uzgojenim u tlu navodnjavanim kontrolnom
otopinom (NaCly), dok je primjena NaCl znacajno smanjila koncentraciju Cd u listu boba, no
bez razlike izmedu tretmana zaslanjivanja (NaClsg i NaClyg) (tablica 22). Medutim, primjenom
NaCl smanjena je i suha tvar lista boba (tablica 22) Sto upucuje na mogucu inhibiciju
translokacije elemenata u listove biljke zbog smanjenog transpiracijskog toka (slika 14c).
Ipak, suha tvar lista i transpiracija smanjene su proporcionalno NaCl tretmanima (tablica 22,
slika 14c), dok je koncentracija Cd u listu boba primjenom NaCl smanjena samo u odnosu na
kontrolne biljke, bez razlike izmedu tretmana (tablica 22), pokazujudi isti trend kao i podaci

dobiveni CaCl, ekstrakcijom (slika 13). Stoga rezultati ipak upuCuju na zakljuCak da je
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primjena NaCl mogla smanijiti biopristupacnost Cd u tlu. Ako povezemo ove rezultate s
prethodnom pretpostavkom da su kloridi pri istrazivanim koncentracijama NaCl (NaClso i
NaClygo) sluZili samo kao nosa€ za Cd pri njegovu prelasku s jedne krute faze tla na drugu,
isti mehanizam ¢ini se kao najvjerojatnije objasnjenje. Naime, iako se CdCl,”" kompleksi
smatraju fitopristupaénim oblicima Cd u tlu, njihovo je primanje u korijena sporije od primanja
Cd** jer Cd koji potjede iz CdCI,*" kompleksa moZe uéi u stanice korijena ili izravno kao
CdCl,>" kompleks, ifili disociraju¢i iz CdCl,*" kompleksa pri kontaktu s korijenom, ulazeéi u
stanice korijena kao Cd* (Crea i sur., 2013). Iz navedenog proizlazi da je vrijeme

|n2-n

zadrZavanja Cd u otopini tla u CdCI,,”™" obliku pri prelasku s jedne na drugu krutu fazu tla bilo
kraée od vremena potrebnog da bi ga korijen boba primio kao CdCl,>", odnosno da je brzina
primanja CdCl,?" iz otopine tla u korijen biljaka bila manja od brzine njegove ponovne
adsorpcije na krutu fazu tla, $to je moglo rezultirati smanjenom koncentracijom Cd u listu
boba (tablica 22) primjenom NaCl. Sli¢ne rezultate dobili su i Lefévre i sur. (2008), koji su
pronasli da je pove¢ana NaCl i KCI zaslanjenost tala smanjila akumulaciju Cd u korijenu i
nadzemnim organima halofitne biljne vrste Atriplex halimus. Sli¢no, Muahling i Lauchli (2003)
su s povecanjem stupnja zaslanjenosti tla pronasli zna¢ajno povecéanje koncentracije Cd u
nadzemnim biljnim organima samo kod genotipa p$enice koji je osjetliiv na povecane
koncentracije soli u rizosferi, dok su Mei i sur. (2014) u svojim istrazivanjima sugerirali da
kompeticija izmedu Na i Cd za proteinske transportere na plazmatskoj membrani korijena
biike moze smanijiti primanje Cd u biljku. Dodatno, primjena NaCl nije imala statisti¢ki
znacajan utjecaj na koncentraciju Cd u mahuni (tablica 23) niti sjemenu (tablica 24) boba,
upucujuéi na mogucnost da povecana koncentracija NaCl u tlu nema utjecaja na transport
Cd floemom unutar biljaka boba, odnosno da nije utjecala na mobilnost Cd od listova prema

plodovima biljke.

Takoder, primjena NaCl znacajno je smanjila DHA u tlu (za 29 % pri NaClyoo tretmanu;
tablica 20), Sto je potvrdilo rezultate navedenog utjecaja koji su dobiveni u pokusu s
kontaminacijom tla Cu (tablica 11), gdje je navedeni utjecaj i detaljnije objasnjen (Poglavlje
5.1.3.).
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6. ZAKLJUCCI

1. Udio OT je uz pH tla najznacajniji je faktor koji utieCe na mobilnost i biopristupacnost
Cu u tlu. Dodatak OT u varijanti OT, smanjio je biopristupaénost Cu procesima
sorpcije i kompleksacije s OT (ukupna koncentracija Cu u tlu povec¢ana je za 5 %). Cu
je u otopini tla (Ciji je pH priblizno neutralan do slabo luznat) pretezno prisutan kao
Cu-DOC kompleks, dok udio drugih kemijskih oblika Cu u otopini tla raste samo u
slu¢aju povecéane ukupne koncentracije Cu u tlu s manjim udjelom OT.
Fitopristupadnost Cu takoder moze biti smanjena poveéanjem udjela OT u tlu
(koncentracija Cu u mahuni boba smanjena je za 14 %), medutim navedeni utjecaj

moze biti modificiran biljnim regulatornim mehanizmima.

2. Utvrdena je moguc¢nost smanjene mobilnosti Cu u zaslanjenim tlima i/ili njegovo
smanjeno primanje u biljku iz zaslanjene rizosfere. Rezultati upucuju na zaklju¢ak da
povecan stupanj zaslanjenosti tala moze izravno i/ili neizravno utjecati i na
biopristupacnost Cu u tlu: izravno smanjenjem mobilnosti Cu u tlu zbog povecéanja
njegove adsorpcije na OT u tlu te neizravnho smanjenjem njegova primanja iz

zaslanjene rizosfere u korijen.

3. lako i manje promjene okoliSnih uvjeta mogu rezultirati mobilizacijom Cd u tlu,
rezultati upu€uju na zakljuak da veza izmedu mobilnosti Cd u tlu i njegove
biopristupacnosti, nije nuzno linearna: fizikalno-kemijske znacajke tla mogu utjecati
na vrijeme zadrzavanja Cd u otopini tla, koje moze biti manje ili veCe od brzine
njegova primanja u korijen. Ukoliko tlo ima veliki sorpcijski kapacitet za Cd, vrijeme
zadrzavanja Cd u otopini tla pri prelasku s jedne na drugu krutu fazu tla moze biti
krace ili duze od brzine njegova primanja u korijen, ovisno o kemijskom obliku Cd u
otopini tla. Kontaminacija Cd tla s velikim adsorpcijskim kapacitetom za Cd ipak
dovodi do periodickog povecanja udjela Cd** u otopini tla, &ija je brzina primanja u
korijen biljke ve¢a od brzine njegove ponovne adsorpcije na krutu fazu tla, Sto moze

rezultirati pove¢anom koncentracijom Cd u biljnom tkivu.

4. Dodatak OT u varijanti OT, i posljedi€no poveéanje koncentracije DOC-a u otopini tla
smanjuje aktivnost slobodnog Cd**, a time i njegovo primanje u korijen. Ovaj
zaklju¢ak potvrduje i Cinjenica da je koncentracija Cd u tkivu boba smanjena
povecanjem udjela OT u tlu (koncentracija Cd u listu boba smanjena je za 28 %, u

mahuni za 40 % te u sjemenu za 20 %).
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5. Primjena NaCl znacajno je utjecala na ukupnu koncentraciju Cd u tlu, ali rezultati
upucuju na zaklju€¢ak da je najvecéa pristupaénost Cd zapravo bila u tlu kojemu nije
povecan stupanj zaslanjenosti. Naime, iako povecana (NaCl) zaslanjenost tla
poveéava mobilnost Cd u tlu stvaranjem CdCl,*" kompleksa u otopini tla, poveéana
mobilnost Cd u tlu nije rezultirala i njegovom poveé¢anom pristupacnos¢u biljkama
boba. Iz navedenog proizlazi da su kloridi pri istrazivanim koncentracijama NaCl (50 i
100 mM) sluzili samo kao nosac za Cd pri njegovu prelasku s jedne krute faze tla na
drugu, upucujuéi na zaklju€¢ak da, ukoliko tlo ima veliki adsorpcijski kapacitet za Cd,
povecana (NaCl) zaslanjenost tla mozZe rezultirati samo njegovom redistribucijom
unutar krute faze tla, ali ne nuzno i poveéanom biopristupaénosc¢u. Dakle, rezultati
upucuju na zakljuak da ¢e djelovanje povecane NaCl zaslanjenosti na
biopristupacnost Cd u tlu ovisiti 0 stupnju zaslanjenosti tla, a koliki stupanj
zaslanjenosti tla ¢e uzrokovati povecanu biopristupaénost Cd bit ¢ée uvjetovano
fizikalno-kemijskim znadajkama tla. Nadalje, iako se CdCI,>" kompleksi smatraju
fitopristupacnim oblicima Cd u tlu, njihovo je primanje u korijen sporije od primanja
Cd?* &to je moglo rezultirati smanjenom koncentracijom Cd u listu boba primjenom
NacCl.

6. Kontaminacija tla Cu i Cd nije utjecala na mjerene fotosintetske pokazatelje lista
boba, osim na CCI koji je smanjen za 4 % pri Cdq tretmanu, upucujuci na zaklju¢ak
da nije doSlo do smanjenja produktivnost biljaka boba. Ipak, rezultati upuéuju i na
moguci toksi¢ni ucinak kontaminacije tla Cd na molekule klorofila, ali i da su biljke
boba mogle aktivirati odredene strukturalne i/ili funkcionalne modifikacije u uvjetima
kontaminacije tla Cd, potrebne za odrzanje intenziteta fotosinteze unato€ smanjenju
CCl.

7. Dodatak OT u varijanti OT, je poveéao (za 30-65 %), a NacCl salinitet smanjio (za 28-
29 % pri NaClyoo tretmanu) dehidrogenaznu aktivnost (DHA) u tlu. Kontaminacija tla
Cu smanjila je DHA za 50 % pri Cusgo tretmanu. Rezultati upucuju na sli¢an inhibitorni
uCinak najznacajnijin kemijskih oblika Cu u otopini tla na DHA u tlu, povezujuci
negativan uc€inak kontaminacije tla Cu na DHA s biopristupacno$¢u Cu u tlu opcenito.
Rezultati upu€uju i na moguénost da DHA mozZe utjecati na biopristupacnost Cu u tlu
tako da utjeCe na stvaranje metal-DOM kompleksa u otopini tla. Kontaminacija tla Cd
nije utjecala na DHA, ali je pronadena znacajna negativna korelacija izmedu DHA i
kompleksa Cd i klorida u otopini tla, upuéuju¢i na moguénost da CdCl,*" kemijski

oblici Cd imaju izraZeniji inhibitorni u¢inak na DHA u tlu.
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8. Daljnja istrazivanja trebala bi biti usmjerena na stehiometrijsko/matematicko
definiranje najvaznijih mehanizama koji kontroliraju mobilnost i biopristupa¢nost Cu i
Cd u tlu (sorpcija na &vrstu tvar u tlu, kompleksacija i transformacije u otopini tla), u
svrhu unapredenja i koritenja rac¢unalnih modela za predvidanje biopristupacnosti Cu
i Cd u tlima. Navedena bi se istrazivanja mogla pokazati korisnim alatom u odrzivom
gospodarenju tlima kontaminiranim Cu i Cd, procjeni i predvidanju njihove
potencijalne toksi¢nosti u okoliSu i donodenju preporuka za provodenje popravnih

mjera kako bi se smanijila fitopristupacnost Cu i Cd u poljoprivrednim tlima.
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