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„Екофизиолошке карактеристике неких дрвенастих врста биљака и њихов
потенцијал за ревитализацију депонијe пепела термоелектране "Никола
Теасла – А“ у Обреновцу“.
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за биолошка истраживања „Синиша Станковић“.
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ШУМАРСКИ ФАКУЛТЕТ

НАСТАВНО–НАУЧНОМ ВЕЋУ ШУМАРСКОГ ФАКУЛТЕТА У БЕОГРАДУ

Предмет: Oцена пријављене теме докторске дисертације мр Олге Костић

Одлуком Наставно-научног већа Универзитета у Београду-Шумарског
факултета број 01-1658/1 од 27.02.2013. год., образована је комисија за оцену
пријављене теме докторске дисертације мр Олге Костић, под насловом:
„Екофизиолошке карактеристике неких дрвенастих врста биљака и њихов
потенцијал за ревитализацију депоније пепела термоелектране „Никола Тесла –А“
у Обреновцу“, у саставу:
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2. др Раде Цвјетићанин, ванредни професор Универзитета у Београду-
Шумарског факултета,

3. др Павле Павловић,  научни саветник Института за биолошка истраживања
„Синиша Станковић“, Универзитета у Београду,
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В. Тема докторске дисертације:

Наслов дисертације: „Екофизиолошке карактеристике неких дрвенастих врста
биљака и њихов потенцијал за ревитализацију депоније пепела термоелектране
„Никола Тесла –А“ у Обреновцу

Полазне основе:

Интензивно сагоревање угља у термоелектранама, узроковано растућим потребама
човечанства за електричном енергијом, резултирало је експоненцијалним растом
количине продуката сагоревања (пепела), који ако се не искористи бива третиран
као отпад. Ограничена употреба пепела у индустрији и грађевинарству
подразумева одлагање огромних количина произведеног пепела који угрожава
животну средину. Зато се продуктима сагоревања посвећује посебна пажња у
смислу технологије одлагања, коришћења и сигурности одржавања одлагалишта, и
ризицима по животну средину и одрживи развој (Haynes, 2009). Наиме, разношење
финих честица пепела ветром на околне просторе загађује ваздух, воду и земљиште
и представља ризик по здравље људи. Честице пепела које садрже различите
хемијске елементе укључујући тешке метале, могу да контаминирају земљиште,
површинске и подземне воде. Једно од најбољих решења за одржавање депонија
пепела и смањење ризика по животну средину је успостављање вегетативног
покривача који спречава ерозију и обезбеђује фитостабилизацију токсичних
хемијских елемената, а такође ствара и услове за формирање земљишта (Carlson
and Adriano, 1993; Djurdjević et al., 2006; Gupta and Sinha, 2006; Haynes, 2009).
Међутим, физичке, хемијске и микробиолошке карактеристике, пепела
представљају лимитирајући фактор за опстанак и раст биљака: недостатак
есенцијалних нутријената (одсуство N и мања доступност P и К); токсичност
изазвана високим pH и/или високим концентрацијама растворљивих соли; високим
садржајем B, Аs, Mo, Se и других потенцијално токсичних елемената; формирање
компактних и/или цементних слојева; и смањење броја слободно-живућих и
симбиотских микроорганизама N2-фиксатора (Carlson and Adriano 1993; Pavlović et
al. 2004). Досадашња еколошка истраживања су показала да врсте које су погодне
за ревегетацију оваквих станишта треба да задовоље следеће критеријуме: да
природно расту на том подручју, да су вишегодишње, да имају екстензиван
коренов систем и способност вегетативног размножавања, да имају способност
фиксације азота (N-фиксатори), да толеришу висок pH, салинитет и токсичне
елементе, да су толерантне на екстремно високе температуре и сушу (Pavlović et al.,
2004; Mitrović et al., 2008; Pandey et al., 2009; Pandey and Singh, 2011). У последње
време се истиче значај биљака које спонтано продиру на оваква антропогено
деградована станишта и у великом броју колонизују овај простор (Pavlović et  al.,
2004; Mitrović et al., 2008; Gupta and Sinha, 2008; Mitrović et al., 2012; Kostić et al.,
2012; Pandey, 2012). Упркос деловању бројних фактора који лимитирају опстанак и
раст биљака, на депонијама пепела расту различите врсте биљака које толеришу те
неповољне услове на станишту, и са мање или више тешкоћа опстају и шире се. За
истраживања која су предмет ове дисертације, изабране су две врсте (тамарикс



Tamarix tentrandra Pall., и багрем Robinia pseudoacacia L.), које су сађене у сврху
биолошке рекултивације неактивних лагуна и две врсте (багренац Amorpha
fruticosa L.  и бела топола Populus alba L.) које су спонтано колонизовале простор
неактивних лагуна депоније пепела термоелектране „Никола Тесла-А“ у
Обреновцу, старости три и једанаест година. Екофизиолошке карактеристике
биљака са пепелишта ће бити процењене у односу на исте са природних станишта
(контрола).

Предмет истраживања:

           Предмет истраживања докторске дисертације су испитивања
екофизиолошких карактеристика изабраних дрвенастих врста и пручавање њиховог
адаптивног одговора на ефекте мултипног стреса на лагунама депоније пепела
различите старости (3 и 11 година). На основу индивидуалних физиолошких,
биохемијских и морфолошких одговора изабраних дрвенастих врста биљака, биће
процењен њихов капацитет за опстанак у таквим условима и потенцијал за садњу у
сврху ревитализације депонија пепела. Дефинисање абиотичких фактора који
лимитирају опстанак и раст испитиваних врста биљака на депонијама пепела је,
такође, предмет ове докторске дисертације.

Циљ и задаци истраживања:

- утврђивање физичко-хемијског састава пепела и земљишта у циљу
идентификације лимитирајућих фактора за функционисање испитиваних
врста биљака.

- утврђивање ефекта старења (Weathering of ash) и утицаја вегетације на
квалитет пепела

- утврђивање укупне и потенцијалне DTPA- доступне фракције хемијских
елемената у пепелу и земљишту у циљу процењивања мобилности и
потенцијалне токсичности хемијских елемената присутних у супстратима.

- утврђивање садржаја хемијских елемената (Аs, B, Cu, Zn, Mn, Mo, Se, Cr, Ni)
у листу и корену.

- утврђивање биоакумулационог фактора (БФ) и транслокационог фактора
(ТФ) у циљу одређивања ефикасности биљака да усвајају, транспортују и
акумулирају хемијске елементе у својим ткивима.

- утврђивање физиолошких оштећења код испитиваних биљака мерењем
фотосинтетичке ефикасности PSII у листовима (Fv/Fm, Fo, Fm, Fv, t1/2 и
Fm/Fo) са циљем одређивања осетљивости фотосинтетичког апарата на
стрес.

- утврђивање количине хлорофила (Chl a, Chl b, Chl a+b, Chl a/b),
каротеноида (Tot Carot) и антоцијана (Anthoch) у листовима биљака у циљу
одређивања осетљивости пигмената који са једне стране улазе у састав



реакционог центра PSII  и антенских пигмената,  а са друге стране имају
значајну улогу у протекцији фотосинтетичког апарата.

- утврђивање „оксидативног“ стреса у листовима мерењем количине
малондиалдехида (MDA), као индикатора слободних радикала  и оштећења
мембрана ћелија.

- утврђивање укупне антиоксидативне активности биљака коришћењем DPPH
радикала, са циљем дефинисања укупног антиоксидативног потенцијала
биљака у условима мултипног стреса.

- утврђивање количине фенолних једињења (слободних, везаних и укупних
форми фенолних једињења) у листовима са циљем дефинисања секундарних
метаболита као потенцијалних антиоксиданата.

- утврђивање морфолошких промена листова кроз анализу стања
површинских структура листова путем SEM (EDS) анализе величине,
облика и хемијског састава честица пепела на површини листова биљака.

Хипотезе истраживања:

У истраживањима се полази од следећих хипотеза:

а) да биљке акумулирају високе концентрације полутаната у условима пепела,

б) да биљке показују смањену виталност због изложености  мултипном стресу,

ц) да изложеност биљака мултипном стресу  изазива биохемијска, физиолошка и
морфолошка оштећења биљака (листова и/или корена),

д) да различите биљне врсте имају различите адаптиване одговоре на ефекте
мултипног стреса на пепелу,

е) да су различити адаптивни механизми везани пре свега за процесе усвајања и
транслокације полутаната, односно њихове дистрибуције, редистрибуције,
складиштења и детоксификације у листовима и кореновима али и за толерисање
екстремних климатских услова, пре свега суше

ф) да биљне врсте које спонтано насељавају депоније пепела термоелектрана имају
већи адаптивни потенцијал од врста које се користе у биорекултивацији.

Методе истраживања:

Истраживањима ће бити обухваћене четири дрвенасте врсте биљака, од којих су
две сађене (Tamarix tentrandra Pall.  и Robinia pseudoacacia L.) у сврху биолошке
рекултивације пепела, а две су спонтано придошле на простор депонијe са околног
простора природне плавне шуме Populeto nigrae - albae Slavnić 1952. (Amorpha
fruticosa L. и Populus alba L.)

Истраживања ће бити спроведена на неактивним лагунама различите старости (L1-
старости три године и L2- старости једанаест година), депоније пепела



термоелектране „Никола Тесла-А“ (ТЕНТ- А) у Обреновцу. Критеријум за избор
врста је био да су врсте евидентиране на обе лагуне и да су присутне у броју
довољном да се могу обавити сва неопходна мерења физиолошких параметара in
situ и in vivo и узорковати материјал за лабораторијске анализе. Контролна
површина за екофизиолошка испитивања аутохтоних врста биљака биће њихово
природно станиште на обали реке Колубаре (К1), три километра удаљено од
депоније пепела у Обреновцу, док ће за алохтону врсту, T. tetrandra, контролно
станиште бити у Ботаничкој башти „Јевремовац“ у Београду (К2).

На експерименталним и контролним површинама биће обављена следећа теренска
истраживања:

Фитоценолошка истраживања по методи Westhoff and van der Marrel (1973), која
представља комбиновану скалу бројности и покровности нумеричке природе.

Отварања репрезентативних педолошких профила на којима ће  бити сакупљени
узоркци у нарушеном стању ради одређивање најважнијих физичких и хемијских
особина земљишта и пепела.

Мерења фотосинтетичка ефикасности PSII методом индуковане флуоресценције
хлорофила према методи Krause and Weiss (1991). Кинетика флуоресценције
хлорофила листова биљака биће мерена in situ и in  vivo помоћу портабл
флуориметра (Plant Stress Meter, Biomonitor S.C.I.AB, Sweeden). Мерења ће бити
обављена у три сезонска пресека (мај, јул и септембар) у 20 понављања.

Сакупљање узорака земљишта и пепела за одређивање садржаја хемијских
елемената биће обављено на дубини од 0-10цм у три сезонска пресека (мај, јул и
септембар) у пет понављања.

Сакупљање узорака биљног материјала (лист и корен) за одређивање садржаја
хемијских елемената биће обављено у три сезонска пресека (мај, јул и септембар) у
пет понављања.

Лабораторијским испитивања биће анализиран материјал сакупљен на терену, и
обухватаће:

Анализа пепела и земљишта:

- Физичке особине земљишта и пепела биће одређене анализом узорака
сакупљених из педолошких профила, а састојаће се од мерења хигроскопне
влаге (сушењем узорака на температуре од 1050Сдо константне тежине) и
утврђивања гранулометријског састава методом седиментације
комбинованом пипет техником у 0.4М раствору натријум пирофосфата.
Фракционисање ће се обавити према Aterberg-у у шест фракција (2.0-0.2



mm, 0.2-0.06 mm, 0.06-0.02 mm, 0.02-0.006 mm, 0.006-0.002 mm и <
0.002mm).

- Хемијске особине земљишта и пепела биће одређене анализом узорака
сакупљених из педолошких профила и обухватиће: електрометријско
одређивање активне (у H2O) и супституционе (у 0.1M KCl) киселости,
хидролитичке киселости по методи Kappen-а (Y1), суме абсорбованих
базних катјона по методи Kappen-а (S),  тоталног капацитета адсорпције за
катјоне (Т) рачунским путем, суме киселих катјона (T-S) рачунским путем,
степена засићености базама (V) по Hissink-у рачунским путем, укупног азота
по методи Kjedahal-а, садржаја физиолошки доступних облика P2O5 и K2O2

(мг/100  г земљишта,  пепела)  Al  методом,  количине угљеника по методи
Tjurin-а у модификацији Simakov-а (1957) и односа C:N, рачунским путем.

- Садржаја растворљивих соли у пепелу и земљишту на дубини од 0-10  цм
биће одређен мерењем електричне проводљивости (EC)  у екстракту пепела
(земљишта):води=1:5, и изражен у dSm-1.

- Саржај хемијских елемената у пепелу и земљишту (Аs, B, Cu, Zn, Mn, Mo,
Se, Cr, Ni) биће одређен према методи USEPA 3051 (1994), припремом
узорака путем влажне дигестије у микроталасној пећи (CEM, 39 MDS-2000).
Концетрације наведених елемената биће анализиране методом оптичке
емисионе спетрометрије за симултану мултиелементарну анализу (ICP-OES,
Spectro Genesis).

- Биорасположиве фракције хемијских елемената у пепелу и земљишту DTPA
(diethylene-triamиne-pentaacetic acid) биће одређене по методама Lindsay and
Norvell (1969).

Анализе биљног материјала:
- Саржај хемијских елемената у корену и листу (Аs,  B,  Cu,  Zn,  Mn,  Mo,  Se,

Cr, Ni) биће одређен према методи USEPA 3052 (1996), припремом узорака
путем влажне дигестије у микроталасној пећи (CEM, 39 MDS-2000).
Концентрације хемијских елемената биће анализиране методом оптичке
емисионе спетрометрије за симултану мултиелементарну анализу (ICP-OES,
Spectro Genesis).

- Саржај хлорофила (Chl a и Chl b),као и укупних каротеноида (Tot Carot) у
листовима биљака биће одређиван је мерењем апсорбанце екстракта у
DMSO на таласним дужинама од 663 nm, 645 nm и 480 nm на
спектрофотометру (Shimadzu UV-160). Концентрације Chl a, Chl b, Chl a+b
и odnos Chl a/b биће одређиван према формулама Arnon (1949), а
концентрације Tot Carot према формули Wellburn (1994).

- Садржај антоцијана у листовима биће одређиван мерењем апсорбанце
екстракта у DMSO и HCl на таласним дужинама од 530 nm, 620 nm и 650 nm
на спектрофотометру према методи Creasy (1968) и Proctor (1974).



- Малондиалдехид (MDA, malondyaldehide) ће бити одређиван у листу,
мерењем апсорбанце екстракта у 80% етанолу, тиобарбитурној (TBA,
thiobarbituric acid) и трихлорацетатној киселини (TCA, trichloacetic acid) нa
450 nm, 532 nm и 600 nm на спектрофотометру према методу Blum аnd
Ebercon (1981), Du and Bramlage (1992) и Hodges et al. (1999).

- Укупни (слободни и везани) феноли у листу биће анализирани према методи
Djurdjević et al. (2007). Слободни феноли као високо растворне фракције
бити одређивани екстракцијом сувог материјала у 80% метанолу и етил
ацетату. Везани феноли који постоје као естри или су везани за
полисахариде матрикса ћелијског зида или су полимеризовани у лигнин,
биће одређени хидролизом сувог остатка у 2N HCl и превођењем у етил
ацетат. Укупни феноли ће бити одређивани из екстракта коришћењем
Фолин-Чоколто реагенса (Folin-Ciocalteu reagent) мерењем апсорбанце на
660 nm на спектрофотометру.

- DPPH (1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) је слободни радикал који се користи за
одређивање укупне антиоксидативне активности узорака листова према
методи Blois (1958), Hatano et al. (1988) и Brand-Williams et al. (1995).
Мерена ће бити апсорбанца екстракта у 95% етанолу и DPPH на 517 nm на
спектрофотометру. Ефикасна концентрација EC50 се дефинише као количина
антиоксиданата потребна да смањи почетну концентрацију DPPH радикала,
тако да ниске EC50 вредности карактеришу високу антиоксидативну
активност. За поређење антиоксидативног потенцијала узорака биће
одређивана DPPH антиоксидативна активност аскорбинске киселине и
неколико фенолних киселина (p-кумаринска, ферулинска, ванилинска и
сирингинска киселина) узетих као референтни стандарди.

- Морфолошке промене листова испитиваних биљака биће детектоване
анализом свежег и хербаризованог материјала. Стање површинских
структура листова, kао и морфолошка и хемијска анализа честица пепела
депонованог на листовима биће одређене SEM микроскопијом (JEOL, JSM-
6460LV) коришћењем EDS програма (Oxford, INCA), методом напаравања
златом (BALTEC SCD005, Sputter Coater) према методи USEPA (2002).

Статистичка анализа ће обухватати утврђивање средње вредности (М) и
стандардне девијације (SD) за сваки од измерених параметара у земљишту и
пепелу, и у биљном материјалу. Код сваке врсте анализом варијанси (one way
ANOVA) биће утврђиван степен разлика у вредностима свих мерених параметара
током сезоне (временска дистрибуција), и између локалитета (просторна
дистрибуција). Пирсонов (r) коефицијент корелације ће бити коришћен да би се
утврдио значај и однос који постоји између свих мерених параметара.
Дискриминантна анализа (DA) биће коришћена за утврђивање варијабилности
мерених параметара између локалитета, као и за утврђивање разлика између врста.
Статистичка анализа добијених података обрадиће се у статистичком пакету



SYSTAT 7 (Systat Software, Inc. 2004).

Очекивани резултати и научни допринос:

Ова истраживања би требала да допринесу утврђивању адаптивних одговора
биљака на ефекте мултипног стреса депоније пепела, што би могло бити значајно
за разумевање механизама толеранције на стрес код биљака на антропогено
деградованим стаништима. Такође, резултати добијени у овој дисертацији би
допринели формирању базе дрвенастих биљних врста које се могу користи за
биолошко обнављање деградованих станишта попут депонија пепела, а тиме и за
креирање стратегија еколошког обнављања деградованих екосистема.
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