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1. UVOD

Vecina ljudi smatra da su lisajevi vrlo jednostavni organizmi no zapravo su lisajevi vrlo slozeni,
simbiotski organizmi koji su ponekad sastavljeni od ¢ak tri ¢lana razli¢itih carstva. Zbog te specificne
zajednice koju sacinjavaju gljive i alge te ponekad cijanobakterije moZemo reéi da su jedinstveni oblik

Zivota koji nalazimo na Zemlji.

LiSajevi Cine vrlo stabilan i uspjesan odnos gljive kao mikobionta te alge koja sadrZi klorofil,
odnosno cijanobakterije koja sadrzi modrozeleni fotosintetski pigment, kao fotobionta koji vrsi
fotosintezu. Gljiva sakuplja vodu, omogucduje oblik i zastitu za algu te moZe kod odredenih vrsta iz tla
crpiti mineralne tvari za oboje. U velikom broju slucajeva nijedan od clanova ovakve zajednice nije
naden da Zivi samostalno u prirodi. Zapravo intrigantno pitanje je imaju li i mikobiont i fotobiont
koristi od zajednice koju ¢ine. Mnogi biolozi smatraju lisaj jednim od Skolskih primjera simbioze (dva
ili viSe organizma Zive zajedno) jer su lisajevi jako rasprostranjeni i alge unutar liSajeva su zdrave.
Drugi medutim vjeruju da je odnos koji nalazimo u liSaju ,kontrolirani parazitizam“ odnosno da su
stanice fotobionta Zrtve, a ne partneri mikobionta. Prvi koji je otkrio da je lisaj ¢ine dva organizma bio
je Nijemac Simon Schwendener 1869. godine. lako je njegovo otkri¢e tada bilo revolucionarno, nije

bilo u potpunosti prihvaéeno (Purvis 2010).

Mnoge lihenizirane gljive su vrlo selektivne i formiraju zajednicu samo s odgovarajuéim
fotobiontom, no nalazimo i neke iznimke kao S$to su neki liSajevi koji sadrZe razlicite fotobionte
tijekom razlicitih stupnjeva svog razvoja ili isti mikobiont na razli¢itom geografskom podrucju sadrzi
razlicite fotobionte. Usprkos svemu oba partnera dijele jednu veliku korist, kao zajednica imaju
mogucénost kolonizirati mnoga stanista koja kao zasebni organizmi ne bi mogli (Purvis 2010). Lisajeve
kao raznoliku skupinu koja ima posebne prilagodbe za Zivot u ekstremnim uvjetima nalazimo na
gotovo svim kopnenim staniStima, od tropskih pa sve do polarnih. Jedina podruéja gdje ih ne

nalazimo su ona jako zasjenjena s obzirom da liSajevi trebaju svjetlost kako bi provodili fotosintezu.

LiSajevi su dugozivudéi, otporni, preferiraju svjetlost i rastu vrlo sporo pa je njihova uloga
organizama koji prvi zauzimaju nova zahtjevna staniSta velika. Kada liSajevi odumru, hranjive tvari

koje nastaju stvaraju podlogu za nove organizme te se stoga Cesto nazivaju , pionirima vegetacije”.

1.1. LiSajevi kao bioindikatori onecis¢enja
LiSajevi su organizmi koji su danas Siroko rasprostranjeni na Zemlji, a dominiraju u okolisu
gdje dolazi do krajnosti u temperaturi, isusivanju i hranjivim tvarima. Stanista su im najc¢esce izlozene

stijene i grane drveca. Razvili su brojne prilagodbe na stresne uvjete u okoliSu pa uspijevaju normalno



fotosintetizirati i rasti na ekstremnim staniStima. LiSajevi preuzimaju sve mineralne tvari iz atmosfere
jer nemaju razvijen korijenov sustav. Osim toga oni su dugozivué¢i ektohidricni organizmi s
ogranicenom kontrolom nad unutarnjom regulacijom vode i izmjenom plinova. Zahvaljujudi
nedostatku zastitne kutikule i puci, talus moze akumulirati mineralne tvari, pa tako i tesSke metale, iz
atmosfere u koli¢inama koje premasuju njegove metaboli¢cke potrebe. Sve navedene karakteristike
¢ine ih vrlo dobrim bioindikatorima onecisé¢enja zraka (Garty 2001). Osim toga razliCite vrste liSajeva
su razli¢ito tolerantne na onecis¢enje pa se prisutnost pojedinih vrsta koristi kao pokazatelj kvalitete

zraka.

LiSajevi su prepoznati kao vrlo osjetljivi na onecis¢enje zraka joS u 19. stolje¢u kad su
neovisna promatranja u Engleskoj, Miinchenu i Parizu dokumentirala kako liSajevi nestaju iz urbanih
podrucja. Do pocetka 20. stoljeca ovaj ,,gradski efekt” je veé prepoznata pojava u Europi i pripisan je
ugljenoj prasini, koju su tada ispustale brojne loZionice na ugljen, tada glavno gorivo u kuéanstvima i
vedini industrije. Tek kasnije je bezbojni plin, sumporni dioksid, prepoznat kao glavni fitotoksicni
agens. Danas je popis onecis¢ujuc¢ih tvari u zraku mnogo duzi i ukljuuje razlicite sumporne i

dusikove spojeve, hidrogen fluorid, metale, ozon, kisele kiSe i razli¢ite organske tvari (Nash 11l 2008).

Osjetljivost liSajeva na zagadenje zraka je vezana uz njihovu biologiju. Vecdina vrsta zZivi
desetljecima ili stotinama godina, a neke i viSe, stoga, kao trajnica moZe pokazati kumulativni efekt
oneciS¢enja. LiSajevi nemaju vaskularni sustav za provodenje vode i nutrijenata, pa su razvili
mehanizme za uzimanje vode i nutrijenata iz zraka. Magla i rosa, jedni od izvora vode za liSajeve,
¢esto imaju vecu koncentraciju oneciséujucih tvari od padalina. Takoder, liSajevi imaju mehanizme za
akumulaciju nutrijenata Sto takoder moZe doprinijeti vecoj koncentraciji oneciséujucih tvari u talusu
liSaja. Za razliku od brojnih vaskularnih biljaka, liSajevi nemaju dijelove koje sezonski odbacuju, stoga
se sve akumulira u samom talusu. | na kraju, buduéi da nemaju puci ni kutikulu te se aerosol
apsorbira cijelim talusom, liSajevi nemaju biolosku kontrolu nad izmjenom plinova te plinoviti
lisSajevima da prezive susne periode, ona takoder dovodi do povecanja koncentracije svih tvari do

razine koja moze biti toksi¢na (Garty 2001).

LiSajevi se Cesto koriste za biomonitoring teskih metala u atmosferi zbog njihove visoke
osjetljivosti na razlicite zagadivace iz okolisa (Garty 2001). lzvrsni su bioakumulatori elemenata u
tragovima, posto se koncentracija nadena u njihovom talusu moZe direktno povezati s onom
prisutnom u okolisu (Wolterbeek 2002). Ucinkovitost lisajeva u preuzimanju Cestica iz atmosfere, ali i
iz supstrata zabiljeZzena je u mnogim radovima (Loppi i sur. 1999, Pirintsos i sur. 2006). Te Cestice
lisajevi skladiSte ili na povrsini talusa ili mogu biti zarobljene u medustaniénom prostoru medule

(Garty i sur. 1979) i tamo mogu ostati nepromijenjene duzi vremenski period. Usprkos tome Sto
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akumuliraju i sadrzavaju mnoge teSke metale u koli¢inama koje premasuju fizioloske zahtjeve, lisajevi
ih toleriraju tako sto ih zarobljavaju izvanstani¢no u obliku oksalatnih kristala ili ih vezu na razli¢ite

kiseline (Purvis 2014).

1.2. Istrazivane vrste
U ovom sam istrazivanju koristila tri relativno ceste vrste liSajeva u Hrvatskoj, koje se
razlikuju prema svojoj osjetljivosti na onecis¢enje: Parmelia sulcata, Flavoparmelia caperata i Evernia

prunastri.

Parmelia sulcata je kozmopolitski listasti (foliozni) liSaj iz porodice Parmeliaceae (Slika 1).
Talus je veli¢ine 4-20 cm u promjeru, a najcesce ga nalazimo na drvecu, iako ga se ponekad mozZe naci
i na stijenama. Gornja povrsina talusa je srebrnasto sivo zelena, donja je strana tamnosmeda i
pricvrs¢ena za podlogu crnim rizinama gotovo do ruba steljke. Sorediji se stvaraju na bijelim ili
blijedo-smedim pukotinama koje tvore mrezoliki uzorak na gornjoj strani reznjeva. Plodista se rijetko
pojavljuju te se vedinom razmnozavaju nespolno. Od sekundarnih metabolita sadrzi u gornjem
korteksu atranorin i kloroatranorin, a u meduli salazinsku i konsalazinsku kiselinu. Ova je vrsta

relativno otporna na onecis¢enja u okolisu (Nash 111 2008).

Slika 1. LiSaj Parmelia sulcata (L.) Hale (autor: Maja Maslac)



Flavoparmelia caperata je takoder listasti (foliozni) liSaj iz porodice Parmeliaceae koji
veéinom raste na suncanoj strani kore drveéa. Gornja povrSina mu je specificno blijedo Zuto-zelene
boje i na njenom veéem dijelu povrsine nalaze se Zuckasto zeleni soraliji (Slika 2). ReZnjevi su Siroki do
oko 1 cm, obi¢no naborani u sredistu i tvore velike taluse do 10 cm promjera. Donja povrsina je u
sredini crne boje dok je prema rubovima smeda i pricvrséena je za podlogu crnim rizinama. Plodista
se rijetko pojavljuju, a razmnozava se nespolno pomocu soralija. Od sekundarnih metabolita u
gornjem korteksu nalazimo usninsku kiselinu i atranorin, a u meduli protocetrari¢nu i kaperati¢nu
kiselinu (Nash Il 2008). Neko¢ Siroko rasprostranjena vrsta liSaja zbog svoje osjetljivosti na SO,
nestala je na vrlo zagadenim podrucjima zbog negativnog utjecaja industrije. Posljednjih godina s
poboljSanjem kvalitete zraka zbog smanjenja emisije SO, uslijed jace zakonske regulative po pitanju

dopustene emisije SO, ova se vrsta polako vraca na svoja stara stanista (Purvis 2010).

Slika 2. Lisaj Flavoparmelia caperata Taylor (autor: Maja Maslaé)



Evernia prunastri je grmasti (frutikozni) lisaj iz porodice Parmeliaceae te je jedna od rijetkih
vrsta liSajeva koja ima hrvatsko ime — hrastov lisaj (Slika 3). Svojedobno je bilo rasireno njegovo
intenzivno sakupljanje na podrucju Hrvatske, osobito na podrucju Slavonije. Hrastov lisaj koristio se u
industriji parfema stoga danas viSe nije tako Cest kao nekad. Osim sakupljanjem, brojnost mu je jos
viSe smanjena nestajanjem hrastove sume koja je dobrim dijelom danas posjecena, promjenama
mikroklimatskih uvjeta te oneciséenjem zraka bududi da je dosta osjetljiv (Purvis 2010). Gornja
povrsina je zelenkasta, a donja bjelkaste boje. RazmnoZava se nespolno soredijima. Od sekundarnih
metabolita u gornjem korteksu nalazimo usninsku kiselinu koja ponekad izostane, atranorin i
kloroatranorin te u meduli everni¢na kiselina (Yoshimura i sur. 1994). Hrastov lisaj je rasprostranjen
na vecem dijelu sjeverne polutke, a ve¢inom raste na neutralnoj do kiseloj kori, osobito na hrastu.

Nalazimo ga na podrucjima visoke vlage s dosta sunca.

Slika 3. Lisaj Evernia prunastri (L.) Ach (autor: Maja Masla¢)



1.3. OneciScenje zraka teSkim metalima

Kako raste broj svjetskog stanovnisStva tako raste i intenzitet ljudskih djelatnosti Sto na kraju
ima izravni utjecaj na okolis. Zbog industrije te prometa ispustaju se onecis¢ujuée tvari u zrak,
odnosno mijenja se kemijski sastav u okolisu, a samim time i uvjeti Zivota za organizme u biosferi.
Oneciséenje zraka danas predstavlja ne samo ekoloski ve¢ i zdravstveni te ekonomski problem. U
oneciscenju zraka posebno je naglasen i manje istrazen problem zagadenja zraka teskim metalima.
TesSke metale nalazimo u sastavu Zemljine kore. Zajednicko je svim teskim metalima da se tijekom
vremena mogu nakupljati u tkivima Zivih bi¢a (bioakumulacija), posebno u vr$nim predatorima
(biomagnifikacija) te u cijelim ekosustavima. Teski metali su kemijski elementi Cije je relativna
gustoca veca od 5 g/cmz, a dijele se na esencijalne, odnosno biogene (Cu, Fe, Mn, Zn, Mo, Ni, Cr, Co) i
neesencijalne, odnosno, nebiogene (Cd, Pb, Hg, As, Sn). Esencijalni su potrebni za pravilno
funkcioniranje organizama, pa njihov nedostatak moze biti Stetan za organizam, isto kao i njihova
visoka koncentracija u organizmu, tako da je pitanje njihove toksi¢nosti samo pitanje koli¢ine. Teski
metali predstavljaju znacajnu sirovinu za brojne industrijske grane, koje su ujedno znacajni
zagadivaci. Najveci izvori kontaminacije tla teskim metalima su metalurska, metalopreradivacka,
elektronicka industrija, rudarstvo, postrojenja za procis¢avanje vode, vojni poligoni, odlagalista
otpada i sl. (Tchounwou i sur. 2012). Veliki doprinos onecisé¢enju okolisa teskim metalima potjece od
cestovnog prometa, a promet autocestama, odrZavanje prometnica posebno tijekom zimske sezone
kada se prometnice tretiraju solima, troSenje kolnika, abrazija kocnica i korozija najcesce se spominju
kao izvor teskih metala uz prometnice. Od toga izravno od pogonskog i koCionog sustava potjecu
kadmij, bakar i nikal, od maziva kadmij, bakar i cink, od emisije ispusnih plinova olovo, a od abrazije
pneumatika cink. Plinovi koji potjecu iz industrijskih postrojenja takoder, uz ispustanje teskih metala,

zakiseljuju i tlo te tako pospjesuju oslobadanje teskih metala u tlu Sto ometa rast biljaka.

1.3.1. Kadmij (Cd)

Kadmij je metal visoke topljivosti te je jedan od najopasnijih teSkih metala. Kadmij je drugi
najveci onecis¢iva¢ okolisa, odmah iza olova zbog ¢ega sam ga i odabrala u svom istrazZivanju.
Predstavlja veliku opasnost za zdravlje ¢ovjeka jer je toksican u vrlo malim koli¢inama (Tchounwou i
sur. 2012). Za razliku od cinka i bakra kadmij nije biogeni element. Medu zagadivacima kadmijem se
isticu petrokemije, produkcija klora, industrija gnojiva te Zeljezare i ¢elicane. Kadmij se upotrebljava
za prekrivanje drugih metala elektroplatiniranjem, osobito Zeljeza i Celika, za izradu nisko taljivih
legura te ponovo punjivih Ni-Cd baterija. Proizvodnja ovih baterija znatno je porasla zadnjih godina

zbog njihovog velikog elektricnog kapaciteta i male mase. Ugraduju se u najrazliCitije uredaje od



elektromobila, pokretnih izvora napajanja do kucanskih i toaletnih uredaja. Kadmij se koristi i kao
materijal za kontrolu fisije u nuklearnim reaktorima te za zastitu plavog i zelenog fosforescentnog
nanosa katodnih cijevi TV uredaja u boji. Kadmij nastaje u industriji plasticnih masa, preradi cinka i
olova te u proizvodnji i pri koriStenju umjetnih gnojiva. U prirodi je najées¢e zastupljen u obliku
kadmijeva sulfida (CdS), kadmijeva oksida (CdO), kadmijeva hidroksida (Cd(OH),) te kadmijeva sulfata
4 (CdSQ,). Moze se javiti u mineralima koji su zastupljeni u tlu te organskim tvarima (Tchounwou i

sur. 2012).

Vece koncentracije kadmija u biljkama inhibiraju metabolizam Zeljeza, sto uzrokuje kloroze i
tako smanjuju intenzitet fotosinteze. Takoder, visoke koncentracije kadmija inhibiraju i stanicno
disanje i transport elektrona u procesu oksidativne fosforilacije. Kadmij inhibira transpiraciju

zatvaranjem stanica puci (Sanita di Toppi i sur. 2005).

1.4. Sekundarni metaboliti liSajeva

LiSajevi proizvode veliki broj razli¢itih sekundarnih metabolita i veéina njih su specifi¢ni za
lisajeve. Neki sekundarni metaboliti lisajeva imaju mnogostruke bioloske aktivnosti (Huneck 1999).
Proizvodi ih mikobiont (Elix i Stocker-Worgotter 2008) i skladisti ih kao sitne izvanstanic¢ne kristale na
vanjskoj povrsini hifa. Dok su neki sekundarni metaboliti smjesteni u gornjem korteksu, veéinu ipak
nalazimo u meduli (Solhaug i sur. 2009). Produkcija sekundarnih metabolita ovisi i fotobiontu,
odnosno, o Secerima koje sintetizira. LiSajni metabolizam, kao i biljni metabolizam, dijelimo na
primarni i sekundarni. Sekundarni metabolizam nije potreban za preZivljavanje odnosno rast, razvoj
te reprodukciju i njegovi proizvodi se nalaze ekstracelularno te su topivi u organskim otapalima, dok
je primarni metabolizam bitan za opstanak i produkciju esencijalnih tvari za odrZzavanje Zivota.
Sekundarni metaboliti su kemijski razliciti, ali su proizvedeni od nekoliko klju¢nih intermedijera
primarnog metabolizma, odnosno Secera, koje organizam proizvodi te su opéenito i kategorizirani
pomodu intermedijera iz kojih se proizvode (Bennett i Ciegler 1983). IstraZivanja analitickim i
eksperimentalnim metodama rezultirala su otkrivanjem viSe od 1050 razli¢itih spojeva u lisajevima
(Molnér i Farkas 2010). Vedina tih spojeva je specificna samo za liSajeve te imaju veliku ulogu u
njihovoj taksonomiji i sistematici. Osim te primjene, sekundarni metaboliti imaju i nekoliko mogucih
bioloskih uloga, ukljuCujuci fotozastitu protiv intenzivnog zracenja, kao i alelokemijsko, antivirusno,
antitumorsko, antibakterijsko, antiherbivorno i antioksidativho djelovanje (Huneck i Yoshimura
1996), a mnoge se vrste liSajeva ve¢ par stotina godina koriste u industriji hrane, parfema i boja (Elix i
Stocker-Worgotter 2008). Ovi spojevi su takoder vazni ¢imbenici u homeostazi metala i toleranciji

talusa liSaja na oneciséenja. lako se nase znanje o doprinosu tih izvanstani¢nih spojeva znacajno



povecalo u posljednjih nekoliko desetljec¢a (Molnar i Farkas 2010), njihove bioticke i abioticke uloge
nisu u potpunosti istrazene. Sekundarni metaboliti liSajeva klasificiraju se prema Culberson i Elix
(1989) po njihovom biosintetskom podrijetlu i znacajki u kemijskoj strukturi. Vecina sekundarnih
metabolita su izvedeni iz acetil-polimalonilnog puta koji je put svojstven samo lisajevima gdje nastaju
posebne, samo njima svojstvene, skupine spojeva (depsidi, depsidoni, dibenzofurani i usninska
kiselina), dok ostali spojevi potjecu iz putova mevalonske kiseline i putova Sikiminske kiseline koje
nalazimo i kod biljaka. Sekundarne metabolite nalazimo u meduli ili gornjem korteksu lisaja te na
povrsini lisaja gdje ih nalazimo u kolicini i do oko 20 % suhe tvari (Huneck i Yoshimura 1996). Danas
su metode za razdvajanje i identifikaciju pojedinih metabolita standardizirane te se najcesce koriste
tankoslojna kromatografija (eng. thin-layer chromatography — TLC) i tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography — HPLC). S obzirom da se sekundarni
metaboliti koriste u kemotaksonomiji, relativno su dobro istrazeni unutar najc¢escéih vrsta i rodova,

zbog Cega su i standardizirane metode za njihovo istrazivanje.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) jedna je od najucestalije koristenih
analitickih metoda. Ova metoda ima moguénost razdvajanja komponenti smjesa razli¢itih kemijskih
sastava te se zbog toga koristi za odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativho odredivanje kemijskih
sastojaka. Odreduje ju postojanje mobilne ili pokretne faze i stacionarne ili nepokretne faze. Uzorak
se stavlja u odredeno otapalo i zatim se mali volumen uzorka kao mobilna faza pusta kroz
kromatografsku kolonu pod visokim tlakom. Visoki tlak se koristi jer povecava linearnu brzinu i tako
komponente imaju manje vremena za zadrZavanje na koloni te se time poboljSava rezolucija
razdvajanja. Odjeljivanje sastojaka temelji se na razli¢itim brzinama kretanja odnosno njihovoj
specificnosti vezivanja za Cestice stacionarne faze. Molekule otapala se natjeCu sa molekulama
uzorka za apsorpcijska mjesta na povrsini stacionarne faze. Vrijeme zadrZavanja ovisi o prirodi tvari
koja se analizira, stacionarnoj fazi i sastavu mobilne faze. Vrijeme u kojem tvar eluira odnosno dode
do kraja kolone naziva se retencijsko vrijeme i karakteristicno je za odredenu tvar. Koncentraciju
neke tvari odredujemo mjerenjem povrsine ispod pikova na kromatogramu te to primjenjujemo kada
je potrebno otkriti i kvantificirati promjene neke tvari. Za identifikaciju i kvantifikaciju pojedinih tvari

koriste se standardi poznate koncentracije.

1.4.1. Istrazivani sekundarni metaboliti
Everni¢na kiselina je glavni fenolni spoj u vrsti liSaja Evernia prunastri. Everni¢na kiselina
spada u depside orcinolnog tipa. Depsidi tvore veliku skupinu sekundarnih metabolita liSajeva. Ovaj

organski spoj jedan je od tri najcesc¢ih alergena koji spadaju u sekundarne metabolite lisajeva.



Everni¢na kiselina kao sekundarni metabolit liSajeva ima jaku antimikoti¢nu i alelopatsku ulogu

(Halama i Van Haluwin 2004). Koristi se u kozmetickoj industriji i industriji parfema.

Atranorin je jedan od najc¢es¢ih sekundarnih metabolita u liSajeva. Dokazano izaziva alergiju
kod nekih ljudi kada se nalazi u parfemima (Dahlquist i Fregert 1980). Atranorin spada u B-orcinol

depside.

Protocetraricna kiselina spada u grupu depsidona. Dokazana je njena antimikrobna uloga, te
potencijalna upotreba kao lijeka protiv patogena (Nishanth i sur. 2015) . Takoder je detektirana i
potencijalna antifungalna uloga (Nishanth i sur. 2015). Rodovi u kojima ju najé¢e$ée nalazimo su

Parmelia, Cladonia i Usnea.

Usninska kiselina je jedan od najpoznatijih sekundarnih metabolita u liSajeva i nalazimo je u
izobilju kod rodova Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina i Evernia. Usninska kiselina je
Zuckasti kortikalni pigment koji spada u grupu dibenzofurana i nalazimo je u dva enantiomera
(Ingolfsdottir 2002). Ova kiselina je od svoje prve izolacije 1844. godine dosad daleko najistrazeniji
sekundarni metabolit liSajeva te je od polovice 20. stoljeéa izdano na stotine radova sa polja
taksonomije, ekologije, medicinske-farmakologije, kozmetike i agrikulture (Cocchietto i sur. 2002). Od
ekoloskih uloga najpoznatije su antibiotska, antimikotska, antiprotozoalna, antiinflatorna,

analgeticka, fitotoksi¢na i UV protektivna (Ingolfsdottir 2002).

Salazinska kiselina spada u grupu depsidona. U istraZivanju njezine antimikrobne uloge
pokazalo se da reagira ovisno o vrsti bakterije (Candan i sur. 2007). Najéesce ju nalazimo u rodovima

Punctelia, Usnea, Cladonia, Parmelia, Heterodermia i Xanthoparmelia.

1.5. Fotosinteza

Sva Ziva bi¢a na nasSoj planeti trebaju energiju za Zivot. Vecina energije koju koriste Ziva bica
na Zemlji dolazi od Sunca. Fotosinteza je najvazniji biokemijski proces na Zemlji jer se njime
apsorbirana Sunceva energija ugraduje u energijom bogate kemijske veze organskih spojeva. Sunéeva
svjetlost je Cista energija koju medutim mnogi organizmi ne mogu direktno koristiti. Biljke, alge i neki
prokarioti sposobni su svjetlosnu energiju koristiti za sintezu organskih spojeva koji su izvor energije
ili prekursori za ostale organske spojeve. To je jedan od najvaZnijih procesa koji omogucuje Zivot svim
Zivim bié¢ima na Zemlji. Tijekom fotosinteze se oslobada kisik nuZan za proces stani¢nog disanja kod
aerobnih organizama, a i njezina uloga je nezamjenjiva u stvaranju hrane za sve heterotrofne
organizme. Fotosintezu Cini niz reakcija: apsorpcija sunceve svjetlosti, prijenos elektrona i enzimske

reakcije kojima se proizvode ugljikohidrati.



1.5.1. Tijek fotosinteze

Fotosinteza se sastoji od primarnih ili svjetlosnih reakcija i sekundarnih reakcija odnosno
Calvinovog ciklusa. Tijekom primarnih reakcija na molekulama i proteinskim kompleksima u
tilakoidnim membranama kloroplasta dogada se apsorpcija svjetlosti, prijenos elektrona do NADP" te
fotofosforilacija ADP-a u ATP (Pevalek-Kozlina 2003). Primarni procesi obuhvadaju dvije uskladene i
serijski povezane fotokemijske reakcije. Svaka je vezana uz svoj reakcijski sustav, odnosno fotosistem
I (P700) i fotosistem Il (P680). Oni su funkcionalne i strukturne jedinice uklju¢ene u proces
fotosinteze i zajedno provode apsorpciju svjetlosti te prijenos energije i elektrona. Fotosistem | i Il su
proteinski kompleksi gradeni od dva dijela: reakcijskog srediSta i antena kompleksa. Ulogu u
apsorbiranju energije fotona svijetlosti ima antena kompleks izgraden od molekula karotenoida i
klorofila, vezanih uz proteine, koji prenose energiju do molekule klorofila a smjestene u reakcijskom
sredistu (Pevalek-Kozlina, 2003). Svaki fotosistem ima svoj specifi¢ni klorofil a s odredenom valnom

duljinom apsorpcije.

Fotokemijske reakcije pocinju apsorpcijom svjetlosti na fotosistemu I, prijenosom energije do
reakcijskog sredista gdje se zbiva fotokemijska reakcija odnosno iz klorofila a se izbijaju dva elektrona
koji se, tako obogaceni energijom, prenose enzimima do oksidiranoga koenzima NADP’, te ga
reduciraju u NADPH. Fotosistem | (P+700) otpustanjem elektrona ostaje pozitivho nabijen. Radi toga
mora nadoknaditi elektrone iz fotosistema Il (P680), za Sto je takoder potrebna apsorpcija dvaju
fotona svjetlosti koja dovodi do fotokemijske reakcije u reakcijskom sredistu fotosistema Il te do
prijenosa elektrona na lanac prijenosa elektrona. Plastokinon, citokrom i plastocijanin su dijelovi
lanca elektrona koji elektron prenose do oksidiranog sredista fotosistema I. Gubitkom elektrona
fotosistem Il (P+680) ostaje takoder pozitivho nabijen, a nadoknaduje elektrone fotolizom vode pri
¢emu se oslobada kisik i protoni. Tijekom primarnih reakcija poveéava se koncentracija protona u
tilakoidnom prostoru sto dovodi do stvaranja protonskog gradijenta. Zbog razlike u naponu i
koncentraciji izmedu tilakoidnog prostora i strome kloroplasta, protoni prolaze kroz enzim ATP
sintazu dovodecdi do stvaranje adenozintrifosfata odnosno ATP-a, koji je, uz NADPH, produkt

primarnih procesa.

U sekundarnim reakcijama fotosinteze (Calvinov ciklus) koji se zbivaju u stromi kloroplasta
ugljicni dioksid (CO,) se veie pomoéu enzima ribuloza-1,5-difosfat-karboksilaze/oksigenaze
(RUBISCO) na akceptorsku molekulu ribuloze-1,5-difosfat te nastaje nestabilni spoj sa 6 ugljikovih
atoma, koji se brzo raspada na dvije molekule 3-fosfoglicerata. One se reduciraju pomocu produkata
primarnih procesa, NADPH i ATP, u gliceraldehid-3-fosfat. Nastali trioza-fosfati regeneriraju molekulu
ribuloza-1,5-difosfat odnosno sluZze za sintezu saharoze ili Skroba. Za efikasno odvijanje Calvinovog

ciklusa moraju se vezati tri molekule (CO,) pri cemu u konacnici nastaje Sest molekula gliceraldehid-3-
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fosfata od kojih ih je pet potrebno za regeneraciju tri akceptorske molekule, a jedna ide u sintezu

saharoze tj. Skroba.

1.5.2. Fluorescencija klorofila a

Apsorpcijom fotona svijetlosti pomocu fotosintetskih pigmenata zapocinje fotosinteza.
Svjetlosna energija apsorbirana molekulama klorofila moZze biti iskoristena na tri nacina: dio energije
ulazi u proces fotosinteze, dio se oslobada u obliku topline, a dio u obliku fotona crvene svijetlosti Sto
rezultira fluorescencijom klorofila a. Sva tri procesa medusobno ovise jedan o drugome, Sto znaci da
povecanje prinosa jednog procesa rezultira smanjenjem prinosa druga dva procesa (Maxwell i
Johnson 2000). Od ukupne apsorbirane svijetlosti samo se mali dio energije (manje od 5 %) emitira u
obliku fluorescencije (Taiz i Zeigler 1998). Danas se brojni parametri fluorescencije klorofila koriste
kako bi se odredio fotosintetski kapacitet i funkcija fotosintetskog aparata, a promjena krivulje
fluorescencije kod uzoraka adaptiranih na mrak daje vaine informacije o sakupljanju svjetlosne
energije, transportu elektrona, stanju tilakoidne membrane i procesima fiksacije ugljikovog dioksida

(Babani i Lichtenthaler 1996).

Fotosistem Il je dio fotosintetskog aparata koji je najviSe podlozan ostecenju te su njegova
ostecenja prvi pokazatelj stresa u organizmu. Mjerenjem fluorescencije klorofila a zapravo dobivamo
podatke o fotosistemu Il pa ova metoda otkriva vrlo rane znakove smanjenog fotosintetskog
kapaciteta uzrokovanog vodnim stresom, zagadenjem zraka, UV stresom i dr. Naime, u stresnim
uvjetima ucinkovitost procesa fotosinteze se moZe smanijiti pa ¢ée se veéi udio energije oslobadati
fluorescencijom Sto se pomodu osjetljivog uredaja moze izmjeriti (Maxwell i Johnson, 2000).

Fluorescencija klorofila @ mjeri se pomocu uredaja koji se nazivaju fluorimetri.

Pomocu fluorimetra mijeri se fluorescencije klorofila a iz koje izracunavamo razlicite
parametre koji nam ukazuju na ucinkovitost fotosistema |l (Lichtenthaler i Babani 2004). Prije
mjerenja uzorak mora stajati u mraku 20-30 minuta kako bi reakcijski centri bili potpuno otvoreni i
mogli sudjelovati u fotokemijskim reakcijama. Uzorak se prvo obasjava crvenom svjetlos¢u vrlo
niskog intenziteta svjetlosti koji nije dovoljan da se pokrene fotosinteza. U tim uvjetima minimalnog
osvjetljenja kada su svi plastokinoni potpuno oksidirani mjeri se minimalni prinos fluorescencije (Fo).
Zatim se uzorak obasja svjetlod¢u visokog intenziteta (~ 2000 pmol fotona m™? s) koji dovodi do
zasi¢enja fotosinteze. Pri uvjetima jakog osvjetljenja kada se plastokinoni potpuno reduciraju, a
reakcijska srediSta zatvore mjeri se maksimalni prinos fluorescencije (F,). Trajanjem osvjetljenja
dolazi do aktivacije fotosintetskih procesa pa fotosistem | preko lanca prijenosa elektrona od

reduciranih akceptora elektrona preuzima elektron, Sto dovodi do otvaranja reakcijskih centara
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fotosistem |l te intenzitet fluorescencije pocinje padati sve do stabilnog stanja (Lichtenthaler i sur.
2005). Razlika izmedu maksimalne i minimalne fluorescencije naziva se varijabilnom fluorescencijom
(F,). Omijer varijabilne i maksimalne fluorescencije (F./F.) predstavlja optimalan prinos fotosistema Il
i mjera je potencijalnog maksimalnog prinosa kvanta fotosistema Il koji za veéinu biljnih vrsta iznosi
od 0,70 do 0,83 (Roger i Weiss, 2001). Parametar R4 se definira kao stopa smanjenja fluorescencije
klorofila do stabilnog stanja. Ryy predstavlja indeks vitalnosti fotosintetskog aparata jer ukazuje na
funkcionalnost procesa fotosinteze od apsorbiranja svjetlosne energije pa do fiksacije ugljikovog
dioksida nakon uspostavljanja stabilnog stanja (Lichtenthaler i Babani 2004). Parametar Rgq ham za
vrijeme vegetacijskog razdoblja i razdoblja stresa govori o moguéim promjenama fotosintetske
aktivnosti odnosno pokazuje je li potencijalni fotosintetski kapacitet izrazen kao F,/F,, postignut i

odrzan tijekom stabilnog stanja.

Obzirom da se vrijednosti parametara fluorescencije mijenjaju prilikom izlaganja stresnim
uvjetima odabrala sam ovu metodu u sklopu svog diplomskog rada kako bih pratila u¢inak kadmija na

lisajeve.
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2. CILJEVI

LiSajevi su organizmi koje nalazimo na gotovo svim stanistima na Zemlji, ukljucujudi i stanista
koja se istiCu ekstremnim uvjetima vezanima uz temperaturu, vlagu i dostupnost hranjivim tvarima.
Tijekom evolucije liSajevi su razvili mnoge prilagodbe na stresne uvjete, zbog kojih, unato¢ stresnim
uvjetima vrse fotosintezu, sto im omogucuje rast i razvoj. Zbog svoje specificne grade liSajevi nemaju
razvijen korijenov sustav, niti zastitnu kutikulu i puéi, pa stoga sve mineralne tvari, ukljucujudi i teSke
metale, uzimaju direktno iz atmosfere. Dugozivudéi su organizmi te vecina vrsta Zivi desetlje¢ima ili ¢ak
stotinama godina, pa i viSe te nam kao takvi mogu ukazivati na duzi period promjena u okoliSu. Zbog
svih tih karakteristika oni su prepoznati kao bioindikatori onecis¢enja okolisa. Stoga sam ih i izabrala
u svom istrazivanju kao modelne organizme za istraZivanje utjecaja teskih metala. Odlucila sam
koristiti tri epifitske vrste liSajeva, jer su se ve¢ u brojnim radovima pokazali kao dobri bioindikatori.

Cilj mi je bio u svom diplomskom radu pokusati dokazati u kojoj mjeri teski metali, odnosno u
ovom istrazivanju jednokratno izlaganje visokoj koncentraciji kadmija, utjecu na fizioloSke promjene
u lisajevima kao bioindikatorima onecisé¢enja u okolisu. Kako bih istrazila utjecaj na fiziologiju liSajeva,
istrazivala sam utjecaj kadmija na ucinkovitost fotosinteze i na kolic¢inu sekundarnih metabolita.

U sve tri vrste pokusSala sam detektirati sekundarne metabolite koji se nalaze u ovim vrstama
lisSajeva jer sam htjela utvrditi dolazi li do promjene u koli¢ini pojedinog sekundarnog metabolita
ovisno o unosu kadmija u organizam. Zbog vrlo velike uloge sekundarnih metabolita kod lisajeva
htjela sam ovim radom pokusati dokazati koliko pojedini sekundarni metaboliti imaju ulogu u

toleranciji lisajeva na teSke metale.
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3. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju ucinka kadmija na liSajeve koristila sam tri vrste liSajeva Flavoparmelia
caperata (L.) Hale, Parmelia sulcata Taylor i Evernia prunastri (L.) Ach. Za odredivanje osStecenja
fotosintetskog aparata pod utjecajem kadmija koristila sam metodu fluorescencije klorofila a in vivo
dok sam za odvajanje te kvalitativno i kvantitativnho odredivanje sekundarnih metabolita koristila

metodu HPLC-a.

3.1. Kemikalije

Kemikalije koristene u ovom istraZivanju su bile analiticke Cistoce (p. a.) (Tablica 1), a metanol
koji je sluzio kao mobilna faza za HPLC te aceton koji je sluzio za ekstrakciju uzoraka, su bili HPLC

Cistoce. KoriStena je deionizirana i profiltrirana voda.

Tablica 1. Kemikalije koristene u radu.

Kemikalija Proizvodac

Aceton Sigma
Metanol Sigma
Benzojeva kiselina Merck
Fosfatna kiselina Kemika
Kadmij-klorid Sigma

3.2. LiSajni materijal

Uzorke svih triju vrsta liSaja sakupila sam u parku Maksimir (45°49'45"N, 16°01'17"E, 160 m
nadmorske visine) koji se nalazi na isto¢noj strani grada Zagreba. Uzorkovala sam u kasnu jesen
krajem listopada 2014. godine po 10 jedinki svake vrste lisaja. Uzorci su uzeti sa starih i otpalih grana
hrasta (Quercus sp.). Stavljanjem liSajeva (uzoraka) u vlaznu vrecicu osigurala sam da se ne isuse
tijekom transporta u laboratorij u koji su dopremljeni u roku 24 h. Zatim sam izabrala lisajeve
podjednakih veli¢ina, stavila ih u petrijeve posude na nekoliko slojeva filter papira namocenog
destiliranom vodom te ih stavila u klima-komoru kako bi se prilagodili uvjetima u samoj komori.
Uvjeti u klima-komori su bili 16 h svjetla (60 umol fotona m*s™) i 8 h tame uz temperaturu 22 + 2 °C.

Uzorci liSajeva su stavljeni na aklimatizaciju tijekom sedam dana prije samog izlaganja kadmiju.
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3.3. Tretiranje kadmijem
Nakon aklimatizacije liSajnog materijala dio uzoraka sam natopila otopinom kadmija
koncentracije 50 pg/ml u volumenu od 5 ml. Dio uzoraka sam koristila kao negativnu kontrolu te sam
ih natopila samo destiliranom vodom. Zatim sam uzorke vratila u klima-komoru te sam daljnje
pokuse vrsila 0., 1., 3. i 8. dan pokusa. Nakon sto bih izmjerila fluorescenciju klorofila a, dio uzoraka

sam odvojila za daljnju analizu sekundarnih metabolita. Svi uzorci su mjereni u najmanje tri replike.

3.4. Mjerenje fluorescencije klorofila a u uvjetima in vivo
Prije samog mjerenja fluorescencije liSajni materijal sam stavila u tamu na 30 minuta.
Ukljucila sam racunalo te pokrenula program Logger Pro 3.2 koji je povezan fluorometrom. Za
mjerenje fluorescencije klorofila a in vivo koristila sam se metodom koju su opisali Lichtenthaler i

Babani (2004) te Lichtenthaler i sur. (2005), a mjerena je pomocu sustava Qubit (Kanada).

Postavljanjem uzorka na filter papir natopljen destiliranom vodom koji se nalazi na stalku
fluorimetra zapocela sam mjerenje fluorescencije. Prvo sam uzorak izlozila crvenoj svjetlosti niskog
intenziteta (1 pmol fotona m™ s™) te zabiljeZila minimalnu vrijednost fluorescencije (Fo). Zatim sam
isti uzorak izloZila bijeloj svjetlosti visokog intenziteta ili aktiniénom svjetlu (1500 umol fotona m?s™)
u trajanju od 7 minuta. Nakon izlaganja bijeloj svjetlosti fluorescencija klorofila je porasla do
maksimalne vrijednosti fluorescencije (F.,) nakon cega je u iduéih 7 minuta padala do stabilnog stanja
(Fs). Kad je vrijeme isteklo iskljucila sam bijelu svjetlost te je uzorak tada bio osvijetljen crvenom

svjetlo$cu, Sto je oznacilo zavrSetak mjerenja. Uzorke sam mjerila istom metodom 0., 1., 3.i 8. dan.

Program Logger Pro 3.2 biljezi dobivene rezultate u obliku grafa, kojem se na apscisi nanosi
vrijeme, a na ordinate relativni intenzitet fluorescencije. Iz grafova sam iscitavala podatke za Fg, F, i
F, te sam iz njih pomodéu programa Microsoft Excel 2007 prema dolje navedenim formulama

(Lichtenthaler i sur. 2005) rac¢unala slijedece parametre:
OMIJER VARUABILNE | MAKSIMALNE FLUORESCENCIJE
(Fo/F)Fu/Fon = (Fon - Fo) / Fn (FORMULA 1)
OMIJER VARIJABILNE | MINIMALNE FLUORESCENCIJE (F,/Fo)
Fu/Fo = (Fn = Fo)/Fo (FORMULA 2)
STOPA SMANJENJA FLUORESCENCIJE KLOROFILA a

Reg= (Frm-Fo)/F, (FORMULA 3)
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3.5. Analiza sekundarnih metabolita
Prije ekstrakcije materijala za HPLC analizu uzorke sam liofilizirala 24 sata u liofilizatoru Alfa

1-2, Christ, Njemacka.

Za analizu sekundarnih metabolita koristila sam po tri replike liSajnog materijala za svaku

vrstu liSaja te sam mjerenja vrsila 1., 3. i 8. dan na kontrolnim i onim uzorcima izlozenim kadmiju.

3.5.1. Ekstrakcija materijala
Za ekstrakciju sam izvagala 18 mg liofiliziranog liSajnog materijala po uzorku. Uzimala sam
vrsne dijelove lisaja (do 5 mm) jer sadrze vece koli¢ine sekundarnih metabolita (Bjerke i sur. 2004,
2005). Zatim sam dodala 1,5 ml hladnoga acetona te ekstrahirala materijal u trajanju od 60 minuta na
+4 °C (Feige i sur. 1993). Nakon toga sam uzorke centrifugirala na 25000 g tijekom 30 minuta na +4
°C. Dobiveni supernatant sam otpipetirala u prethodno pripremljene oznacene tubice te stavila na -

20 °C do daljnje obrade.

3.5.2. Tekuéinska kromatogrdfija visoke djelotvornosti

Pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) sam u pripremljenim
uzorcima napravila kvalitativnu i kvantitativnu analizu sekundarnih metabolita. Analizu sam vrsila
pomocu HPLC sustava Perkin Elmer 200 (Perkin Elmer, SAD) opremljenog kvarternom pumpom,
automatskim ubrizgiva¢em uzorka, nosaem uzorka i detektorom UV/VIS s diodnim nizom te
reverzno-faznu kolonu Brownlee Spehri-5 ODS (5 um, 250 x 4,6 mm, Perkin Elmer, SAD) s
odgovaraju¢om predkolonom istog proizvodaca i tipa (1,5 cm x 3,2 mm). Cijeli sustav je povezan s
osobnim racunalom opremljenim rac¢unalnim programom TotalChrom v6 2.1 (Perkin Elmer, SAD) koji
upravlja, prikuplja, analizira i obraduje podatke. Kao unutarnji standard koristila sam 0,002%

benzojevu kiselinu pripremljenu otapanjem 2 mg benzojeve kiseline u 100 ml acetona.

Mobilna faza sastojala se od dviju otopina: (A) 1% (v/v) fosfatne kiseline u deioniziranoj vodi
te (B) 100% metanola. Elucijski program razdvajanja, koji sam prilagodila iz metode po Feige i sur.
(1993), optimiziran je s obzirom na svaku vrstu i njezin sadrZaj sekundarnih metabolita. Protokol
razdvajanja za vrstu Parmelia sulcata je bio sljedeci: ekvilibracija 5 minuta s 30% otopine B, linearni
gradijent 11 minuta od 30 do 70% otopine B, linearni gradijent 8 minuta od 70 do 100% otopine B,
izokratno 10 minuta 100% otopine B. Protokol razdvajanja za vrste Evernia prunastri i Flavoparmelia
caperata je bio sljededi: ekvilibracija 5 minuta s 30% otopine B, linearni gradijent 20 minuta od 30% B

do 70% B, linearni gradijent 8 minuta od 70% do 100% otopine B, izokratno 10 minuta 100% otopine
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B. Injekcijski volumen uzoraka bio je 20 pl, brzina protoka 0,8 ml min™, temperatura peltijera +10 °C,
temperatura kolone je bila sobna (oko +23 °C), a metaboliti su detektirani na 245 nm. Uzorke sam
prije pustanja na HPLC-u ponovno centrifugirala (25000 g 30 minuta na +4 °C) te pipetirala
supernatant u oznacene testne tubice od 2 ml te ih potom jo$ jednom pipetirala u oznacene vijalice

od tamnog stakla.

Kako bih identificirala i kvantificirala pojedine sekundarne metabolite liSajeva izolirala sam
njihove standarde tako Sto sam sakupljala pojedinacne odijeljene komponente u testnu tubicu
tijekom analize na HPLC-u. Pojedinaéne komponente sam identificirala pomodéu podataka o
retencijskom vremenu poznatih iz literature odnosno spektara dobivenih HPLC analizom pomodu
detektora UV/VIS s diodnim nizom. Spektre pojedinih izoliranih i identificiranih komponenti sam
dodatno analizirala pomodu spektrofotometra (UV/VIS spektrofotometar Spekol 1100, Analytik Jena,
Njemacka) tako $to sam izmjerila apsorbancije svake pojedine komponente u podrucju 200-800 nm.
Iz dobivenog spektra i vrijednosti apsorbancija na odredenim valnim duljinama te poznatih molarnih
ekstincijskih koeficijenata odredila sam koncentraciju izoliranih standarda pomoéu Lambert-Beerovog
zakona. lIzolirala sam sljedeée sekundarne metabolite za koje navodim valne duljine maksimalne
aposrbancije i ekstinkcijske koeficijente (Huneck i Yoshimura 1996): usninska kiselina (287 nm, log € =
4,41), salazinska kiselina (239 nm, log € = 4,31), atranorin (252 nm, log € = 4,16), protocetrari¢na (242

nm i log € = 4,44) i evernic¢na kiselina (269 nm, log € = 4,48).

Za izradu kalibracijskog pravca potrebnog za odredivanje koncentracije svakog spoja u
uzorcima lisajeva koristila sam otopine pojedinih izoliranih standarada (atranorin, usninska,
protocetrari¢na, everni¢na i salazinska kiselina) koje sam dodatno razrijedila kako bih imala niz

poznatih koncentracija s kojima sam napravila kalibracijski pravac.

Usporedbom povrsine ispod svakog maksimuma pojedinog spoja iz uzoraka s povrsinama

odgovarajuéeg standarda poznatih koncentracija izracunala sam koncentraciju tog spoja u uzorku.

3.6. Statisticka analiza
Dobiveni rezultati su prikazani grafovima, koji prikazuju srednju vrijednost + standardna
pogreska. Rezultati koji se razlikuju na razini p < 0,05 su oznaceni razli¢itim slovima. Za obradu
dobivenih podataka koristila sam Microsoft Excel 2010 i Statistica 10 (StatSoft Inc., SAD). Medusobno

sam dobivene rezultate usporedila analizom varijance (one-way ANOVA) i post hoc Tukey testom.
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4. REZULTATI

4.1. Fluorescencija Kklorofila a

Kako bih provjerila fizioloSko stanje sakupljenih liSajeva i vidjela jesu li se uspjesno
aklimatizirali na uvjete u klima-komori te utvrdila tzv. nulto stanje, fluorescenciju klorofila a in vivo
izmjerila sam prije samog tretiranja liSajeva kadmijem i to je na grafu prikazano kao 0. dan. Zatim sam
fluorescenciju klorofila a mjerila 1., 3. i 8. dan nakon samog tretmana kadmija i na kontrolnim
uzorcima koji nisu bili tretirani kadmijem i na onima koji su bili tretirani kako bih mogla utvrditi dolazi
li i u kontrolnim uzorcima do nekih promjena tijekom duljeg drzanja u klima-komori. Od parametara
fluorescencije koristila sam optimalni prinos fluorescencije (F./F.) kao pokazatelj ulinkovitosti

fotosistema Il te stopu smanjenja fluorescencije (Rry) kao pokazatelj stope fotosinteze.

4.1.1. Flavoparmelia caperata
U vrste Flavoparmelia caperata nulti dan (0. dan) nije bilo znacajne razlike u istrazivanim
parametrima fluorescencije klorofila a izmedu onih primjeraka liSajeva koji ¢e biti kontrolni i onih koji

¢e poslije biti tretirani kadmijem (Slika 4 i 5).

Nakon 1. i 3. dana izlaganja kadmiju takoder nije bilo znafajne promjene u istraZivanim
parametrima. Medutim, 8. dan pokusa utvrdila sam smanjenje vrijednosti parametra F,/F, i kod
kontrolnih i kod liSajeva tretiranih kadmijem s time da smanjenje u kontrolnim uzorcima nije bilo
znacajno u odnosu na kontrolu 0. dan dok je smanjenje u uzorcima tretiranim kadmijem bilo
znacajno nize u odnosu na 0. dan S§to govori o negativnom ucinku kadmija na fotosintetsku

ucinkovitost fotosistema Il (Slika 4 ).

Takoder, 8. dan sam uocila i znacajno sniZenje vrijednosti Ry parametra u odnosu na 0. dan i
u kontrolnim i u uzorcima tretiranim kadmijem Sto ukazuje na smanjenje stope fotosinteze i u

uzorcima koji nisu bili tretirani i u onima koji jesu (Slika 5).
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Slika 4. Optimalni prinos fluorescencije (F,/F.) u vrste Flavoparmelia caperata. Parametri
fluorescencije klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani
kadmijem (Kontrola) te u lisajevima tretiranim kadmijem (Kadmij) u koncentraciji 50 mg/l. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova

iznad stupaca predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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Slika 5. Stopa smanjenja fluorescencije (Rgq) U vrste Flavoparmelia caperata. Parametri fluorescencije
klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) te u lisajevima tretiranim kadmijem (Kadmij) u koncentraciji 50 mg/|. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad stupaca

predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).

4.1.2. Evernia prunastri
U vrste Evernia prunastri 0. dan nisam uocila znacajnu razliku u istrazivanim parametrima
fluorescencije klorofila a izmedu onih primjeraka lisajeva koji ¢e biti kontrolni i onih koji ¢e se kasnije

tretirati kadmijem (Slike 6 i 7).

Nakon 1. dana izlaganja kadmiju nije dosSlo do znacajnije promjene u istraZivanim
parametrima. Treceg dana izlaganja doslo je do vrlo malog smanjenja vrijednosti parametra F,/F,, kod
lisajeva tretiranih kadmijem u odnosu na 0. dan dok je u kontrolnim uzorcima vrijednost ostala
stabilna u odnosu na kontrolu 0. dan. Takoder 3. dan izlaganja nije bilo znac¢ajne promjene u stopi

smanjenja fluorescencije (Rqg).

Zadnjim mjerenjem, odnosno 8. dan utvrdila sam smanjenje parametra F,/F,, u liSajeva

tretiranih kadmijem koje je bilo znacajno u odnosu na 0. dan dok je vrijednost kod kontrolnih uzoraka
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ostala sli¢na i nije bilo znadajne razlike u odnosu na 0. dan $to nam govori o negativnom ucinku

kadmija na fotosintetsku ucinkovitost fotosistema Il (Slika 6).

Kod mjerenja vrijednosti Ryy parametra 8. dan pokusa uocdila sam lagano poveéanje
vrijednosti u kontrolnim uzorcima u odnosu na 0. dan, a kod liSajeva tretiranih kadmijem znacajno
smanjenje vrijednosti u odnosu na netretirane liSajeve Sto nam ukazuje na smanjenje stope

fotosinteze u tretiranim uzorcima i na negativan ucinak kadmija (Slika 7).
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Slika 6. Optimalni prinos fluorescencije (F,/F.) u vrste Evernia prunastri. Parametri fluorescencije
klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) te u lisajevima tretiranim 50 mg/| kadmijem (Kadmij). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad stupaca predstavljaju

statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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Slika 7. Stopa smanjenja fluorescencije (Rgg) u vrste Evernia prunastri. Parametri fluorescencije
klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) te u lisajevima tretiranim 50 mg/| kadmijem (Kadmij). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost od najmanje tri replike £+ standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad stupaca predstavljaju

statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).

4.1.3. Parmelia sulcata
U vrste Parmelia sulcata 0. dan razlika u istraZivanim parametrima fluorescencije klorofila a
izmedu primjeraka kontrolnih liSajeva i onih koji ¢e se kasnije tretirati kadmijem nije bila znacajna

(Slike 81 9).

Pri mjerenju 1. i 3. dan nakon tretiranja kadmijem takoder nije bila uoclena znacajna

promjena u istrazivanim parametrima.

Osmog dana pokusa utvrdila sam smanjenje vrijednosti parametra F,/F,, kod uzoraka liSajeva
tretiranih kadmijem u odnosu na 0. dan te u odnosu na netretirane liSajeve 8. dan sto nam ukazuje
na negativan ucinak kadmija na fotosintetsku ucinkovitost fotosistema Il. Kod kontrolnih uzoraka nije

doslo do znacajnije promjene u odnosu na kontrolu 0. dan.
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Slika 8. Optimalni prinos fluorescencije (F,/F..) u vrste Pamelia sulcata. Parametri fluorescencije
klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) te u lisajevima tretiranim 50 mg/| kadmijem (Kadmij). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost od najmanje tri replike £+ standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad stupaca predstavljaju

statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).

Takoder, 8. dan sam uocila sniZzenje vrijednosti parametra Ryy na uzorcima tretiranim
kadmijem u odnosu na 0. dan te u odnosu na netretirane liSajeve 8. dan , ali to sniZenje nije bilo

statisticki znacajno. Kod kontrolnih uzoraka R4 vrijednost je ostala stabilna u odnosu na 0. dan.
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Slika 9. Stopa smanjenja fluorescencije (Reg) U vrste Pamelia sulcata. Parametri fluorescencije
klorofila a odredivani su 0., 1., 3. i 8. dan tretmana u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) te u lisajevima tretiranim 50 mg/| kadmijem (Kadmij). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razlic¢ita slova iznad stupaca predstavljaju

statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).

4.2. Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti liSajeva su kemijski razliciti spojevi veé¢inom specifi¢ni samo za lisajeve.
Buduci da se spominju kao vazni ¢imbenici u homeostazi metala i toleranciji liSaja na oneciséenje u
ovom sam radu identificirala sekundarne metabolite u svim istrazivanim vrstama liSajeva te odredila
njihovu koncentraciju u jedinkama koje nisu bile izlagane kadmiju te u onima izlaganim kadmiju (1., 3.
i 8. dan). Kao metodu za razdvajanje i identifikaciju te odredivanje koncentracije pojedinih
sekundarnih metabolita istraZzivanih liSajeva koristila sam tekucinsku kromatografiju visoke

djelotvornosti (HPLC).

4.2.1. Flavoparmelia caperata
Na kromatogramu (Slika 10) dobivenom iz acetonskih ekstrakata liSaja Flavoparmelia
caperata pomocu HPLC-a jasno se uocava nekoliko razdvojenih pikova. Svaki od pikova na

kromatogramu predstavlja pojedinacne spojeve. Prvi sa najkra¢im retencijskim vremenom je aceton
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(oko 5 minute), zatim slijedi protocetrari¢na kiselina (oko 20 minute) i na kraju usninska kiselina (oko
35-36 minute). Pik koji izlazi nakon usninske kiseline najvjerojatnije je atranorin. Spojeve sam
identificirala pomoc¢u snimljenih UV-VIS spektara tih spojeva (Slika 10) koje sam usporedila s

literaturnim podacima.
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Slikal0. Kromatogram acetonskog ekstrakta vrste Flavoparmelia caperata i UV-VIS spektri

protocetrari¢ne i usninske kiseline.

Kvantifikacija pojedinih spojeva pokazala je da je u kontrolnim uzorcima vrste Flavoparmelia
caperata doslo do malog porasta u udjelu protocetrari¢ne kiseline (od 0,77 mg/gdo 0,92 mg/gsr i
usninske kiseline (od 0,22 mg/g do 0,52 mg/g <1) od 1. do 8. dana pokusa (Slika 10) koji nije bio

znacajan.

U uzorcima liSajeva tretiranih kadmijem kolic¢ina protocetrari¢ne kiseline bila je nesto veca
(0,92 mg/g sr) u odnosu na kontrolne uzorke nakon 1. dana izlaganja. Nakon 3. dana izlaganja udio se
smanjio na 0,80 mg/g sy i na kraju nakon 8. dana na 0.76 mg/g s;$to je znacajno nize u odnosu
vrijednost u kontrolnim uzorcima tog istog dana (Slika 11A). Koli¢ina usninske kiseline u tretiranim
uzorcima se nije znacajno mijenjala u odnosu na kontrolne nakon 1. i 3. dana izlaganja, no nakon 8.

dana doslo je do porasta koli¢ine do vrijednosti 0,75 mg/g <1 (Slika 11B).
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Slika 11. Maseni udio protocetrari¢ne (A) i usninske kiseline (B) u tkivu vrste Flavoparmelia caperata.
Maseni udio metabolita je mjeren 1., 3. i 8. dan pokusa u liSajevima koji nisu bili tretirani kadmijem
(Kontrola) i u lisajevima tretiranim 50 mg/l kadmijem (Kadmij). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad stupaca predstavljaju

statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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4.2.2. Evernia prunastri

Na kromatogramu dobivenom razdvajanjem iz ekstrakata liSaja Evernia prunastri vidljivo je

nekoliko dobro razdvojenih pikova. Prvi sa najkra¢im retencijskim vremenom je aceton (oko 5 min),

zatim slijedi everni¢na kiselina (oko 31 minute) pa atranorin (oko 36-37 minute) kao glavni

sekundarni metabolit i kloroatranorin (oko 37-38 minute) u manjini (Slika 12). Navedene spojeve sam

nasla u svim izmjerenim uzorcima, ali sam kvantificirala samo dva glavna metabolita, evernic¢nu

kiselinu i atranorin.
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Slika 12. Kromatogram acetonskog ekstrakta vrste Evernia prunastri i UV-VIS spektri everni¢ne

kiseline i atranorina.

Kod kontrolnih uzoraka vrste Evernia prunastri udio everni¢ne kiseline i atranorina nije se
mijenjao tijekom pokusa od 1. do 8. dana te se kretao oko 1,10 mg/gsrza everni¢nu kiselinu i 2,05

mg/g st za atranorin (slika 13).

U uzorcima tretiranih kadmijem nije uocena znacajna promjena u udjelu metabolita tijekom

trajanja pokusa od 1. do 8. dana.
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Slika 13. Maseni udio evernicne kisleine (A) i atranorina (B) u vrste Evernia prunastri. Maseni udio
metabolita mjeren je 1., 3. i 8. dan pokusa u lisajevima koji nisu bili tretirani kadmijem (Kontrola) i u
lisajevima tretiranim 50 mg/l kadmijem (Kadmij) te izrazena u mg po g suhe tvari. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad

stupaca predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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4.2.3. Parmelia sulcata

U acetonskim ekstraktima liSaja Parmelia sulcata izdvojila sam dva sekundarna metabolita i
odredila ih prema retencijskom vremenu i UV spektrima. Kod ove vrste liSaja glavni metabolit je
salazinska kiselina (izlazi oko 24 minute) dok je onaj u manjini atranorin (oko 36 minute) (slika 14).

Navedeni spojevi nadeni su u svim mjerenim uzorcima.
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Slika 14. Kromatogram acetonskog ekstrakta vrste Parmelia sulcata i UV-VIS spektri salazinske

kiseline i atranorina.

Tijekom trajanja pokusa koli¢ina salazinske kiseline u kontrolnim uzorcima liSajeva se malo

smanijila od 1. do 8. dana, sa 2,04 na 1,76 mg/g sr dok se koli¢ina atranorina nije znac¢ajno mijenjala

tijekom pokusa (slika 15).

U uzorcima lisajeva tretiranih kadmijem koli¢ina salazinske kiseline je bila niza u odnosu na
kontrolne vrijednosti no razlika je bila znac¢ajna tek nakon 3. dana izlaganja kada je vrijednost pala na
1,10 mg/g <7 (slika 15A). Kod atranorina se dogodilo suprotno odnosno uocen je znacajni rast koli¢ine

nakon 1. i 8. dana izlaganja kadmiju (slika 15B).
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Slika 15. Maseni udio salazinske kiseline (A) i atranorina (B) u vrste Parmelia sulcata. Maseni udio
metabolita mjeren je 1., 3. i 8. dan pokusa u lisajevima koji nisu bili tretirani kadmijem (Kontrola) i u
lisajevima tretiranim 50 mg/l kadmijem (Kadmij) te izrazena u mg po g suhe tvari. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost od najmanje tri replike + standardna pogreska. Razli¢ita slova iznad

stupaca predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka (p < 0,05).
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5. RASPRAVA

Za svoje istraZivanje utjecaja kadmija na fotosintezu i sekundarne metabolite u ovom radu
sam koristila epifitske liSajeve koji su poznati kao vrlo dobri bioloski indikatori onecis¢enja zraka te su
kao takvi prepoznati u Europi josS 1860-tih godina (Nash Il 2008). Lisajevi su organizmi bez
korijenovog sustava i kutikule te kao takvi primaju sve hranjive tvari pa tako i metale iskljucivo iz
atmosfere (Conti i Cecchetti 2001). Takoder je vazna i njihova znacajka da zbog svoje velike povrsine
te sporog rasta mogu akumulirati kolicine metala van svojih fizioloskih potreba (Garty 1988). Zbog
svega navedenog lisajevi su organizmi koji se Cesto koriste kao pokazatelji zagadenja zraka iz razlicitih
industrija, cestovnog prometa i drugih izvora (Loppi i sur. 2004, Lackovicova i sur. 2013, Stamenkovié¢
i sur. 2013). U ovom istraZivanju koristila sam vrste Parmelia sulcata, Evernia prunastri i
Flavoparmelia caperata, koje su se u dosadasnjim istrazivanjima pokazale osjetljive na zagadenje

zraka metalima (Loppi i sur. 2004, Lackovicova i sur. 2013, Stamenkovi¢ i sur. 2013).

Mjerenje razli¢itih parametara fluorescencije klorofila a uspjesno je koristeno tijekom zadnjih
20-tak godina u mnogim istraZivanjima s lisajevima (Jensen 2002). Kao i u biljaka jedan od
parametara je optimalni kvantni prinos FSII (F,/F..) koji je vazan pokazatelj fotosintetske ucinkovitosti
(Maxwell i Johnson 2000). U radovima u kojima su lisajevi koristeni kao bioindikatori zagadenja
koristen je i kao pokazatelj vitalnosti liSajeva (Paoli i sur. 2015). U ovom radu kod sve tri istrazivane
vrste liSajeva, vrijednost parametra F,/F, kod liSajeva veéinom je odgovarala vrijednostima
karakteristi¢nim za liSajeve od 0,63 do 0,76, koje su niZe nego vrijednosti koje nalazimo u biljkama, od
0,74 do 0,83 (Jensen 2002). U uzorcima liSajeva tretiranih kadmijem izmjerene su znatno nize
vrijednosti parametra F,/F, koje ukazuju na osteéenja fotosintetskog aparata. Dobiveni rezultati bili
su ocekivani jer se u stresnim uvjetima ucinkovitost procesa fotosinteze smanjuje i veéi udio energije
se oslobada fluorescencijom. Poznato je da kadmij uzrokuje ultrastukturne promjene i inhibira
sintezu klorofila te moZe uzrokovati oksidacijski stres (Sanita di Toppi i sur. 2005) sto moze dovesti do
inhibicije procesa fotosinteze te oStecenja fotosintetskog aparata. Medutim, smanjenje ucinkovitosti
fotosinteze je uoceno tek nakon 8. dana izlaganja kadmiju, sto nam zapravo ukazuje na relativnu
otpornost fotosinteze prema kadmiju kod liSajeva. Backor i sur. (2010) su takoder utvrdili kako kadmij
ima relativno nisku toksi¢nost u liSajeva Peltigera rufescens i Cladonia arbuscula, kad ga
usporedujemo s drugim teskim metalima, kao Sto je na primjer bakar. Karakoti i sur. (2014) pokazali
su kako je talus liSaja Pyxine cocoes koji je sadrzavao razli¢ite metala (aluminij, Zeljezo, zink, olovo,
bakar) u razli¢itim koli¢inama imao F,/F, vrijednost sli¢cnu onoj koju je imao talus koji nije bio izlagan
metalima. Suprotno tome, smanjenje F,/F, vrijednosti je uoceno kod epifitskog grmastog lisaja
Ramalina lacera koji je sadrzavao visoke koli¢ine barija, nikla, sumpora, vanadija i cinka nakon

izlaganja antropogenom oneciséenju (Garty i sur. 2000). 1z svega mozemo zakljuciti da osjetljivost
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fotosintetske aktivnosti na razlicite metale prilicno varira ovisno o vrsti liSaja te vrsti metala.
Primije¢ena odgoda ucinka kadmija na proces fotosinteze u ovom radu nam potencijalno ukazuje da
toksi¢nost moze ovisiti i o duljini vremena izlaganja. Naime liSajevi u ovom radu nakon tretiranja
kadmijem nisu bili ispirani nego su samo stalno vlaZeni kako bi bili u stanju aktivnhog metabolizma pa
je za pretpostaviti da je cijelo to vrijeme naneseni kadmij mogao ulaziti u tkivo talusa i akumulirati se.
To je djelomiéno i potvrdeno mjerenjem koncentracije kadmija u talusu istrazivanih liSajeva koje je
pokazalo da se tijekom pokusa koncentracija kadmija u vrsta E. prunastri i P. sulcata proporcionalno
povecavala s priblizno 0,45 ug/g sr prije izlaganja na oko 400 i 570 pg/g sr 1., odnosno 3. dan, nakon
tretmana kadmijem, pa sve do 1100 pg/g sr 8. dan. U vrste F. caperata prije izlaganja je izmjereno
oko 8,5 ug Cd/g sr, a nakon tretmana kadmijem 530 i 835 ug Cd/g 1 1. i 3. dan odnosno 2200 ug Cd/g
st 8. dan (neobjavljeni rezultati). No kako je za odredivanje metala ostala mala koli¢ina tkiva koja je
bila dovoljna samo za jednu repliku ove rezultate bi trebalo dodatno potvrditi. Takoder, u
istrazivanjima ucinaka olova, otkriveno je da produljeno izlaganje dovodi do dodatnog smanjenja
vrijednosti parametra F,/F, u vrste Flavoparmelia caperata (Garty 2002). Osim parametra F,/F, u
ovom radu sam takoder mjerila stopu smanjenja fluorescencije (R¢y), parametar koji je direktno
povezan sa stopom fotosinteze, odnosno govori nam i o tome S$to se dogada u sekundarnim
reakcijama fotosinteze (Lichtenthaler i sur. 2005). Ako je vrijednost tog parametra smanjenja znaci da
je doslo do smanjenje ucinkovitosti Calvinovog ciklusa i smanjenog troSenja ATP-a i NADPH $to
posljediéno dovodi do inhibicije primarnih reakcija fotosinteze. U ovom radu Rgy vrijednost u
kontrolnim uzorcima je veéinom bila podjednaka Reqvrijednostima izmjerenima kod lisaja Anaptychia
ciliaris (Valladeras i sur. 1995). Medutim, u mojem pokusu produljeno vrijeme uzgoja lisajeva u
laboratorijskim uvjetima uzrokovalo je smanjenje parametra Ry tijekom pokusa u kontrolnim
talusima vrste F. caperata, sto nam vjerojatno pokazuje da je ova vrsta osjetljiva na okolisSne uvjete
koji nisu prirodni. U uzorcima liSajeva tretiranih kadmijem, Ryqparametar je pokazao isti trend kao i
F./F., parametar u svim istrazivanim vrstama, odnosno doslo je do smanjenja i to osobito 8. dan
izlaganja kadmiju. S obzirom da je parametar Rgq rijetko istrazivan kod lisajeva, nisam pronasla

nikakve podatke o tom parametru u lisajeva koji su bili izlagani oneciS¢enju teskim metalima.

Vecina metabolita koji spadaju u sekundarne metabolite kao i njihove kombinacije specifi¢na
je za svaku pojedinu vrstu liSaja te se stoga njihovo odredivanje vrlo cesto koristi u taksonomiji i
sistematici liSajeva (Molnar i Farkas 2010). Takoder ti su metaboliti poznati po tome da funkcioniraju
kao helatori teskih metala (Backor i Loppi 2009) i stoga imaju vaznu ulogu u toleranciji liSajeva na
oneciscenja teskim metalima. U vrstama liSajeva koje smo analizirali u ovom istraZivanju gotovo svi
sekundarni metaboliti specificni za tu vrstu su uspjeSno detektirani. Tako sam u vrste P. sulcata

utvrdila salazinsku kiselinu i atranorin, u vrste E. prunastri everni¢nu kiselinu, atranorin i
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kloroatranorin,a u vrste F. caperata protocetrari¢nu i usninsku kiselinu (Nash i sur. 2002). Budu¢i da
se navedeni spojevi ne mogu kupiti kao standardi morala sam ih sama izolirati pomoéu HPLC metode
i/ili metode tankoslojne kromatografije iz onih vrsta lisajeva za koje su specifi¢ni (Nash i sur. 2002) te
ih zatim potvrditi pomocu UV-VIS spektara koji su karakteristi¢ni za svaki specificni metabolit. Nisam
uspjela detektirati samo konsalazinsku kiselinu, metabolit koji nalazimo u manjoj koli¢ini kod vrste P.
sulcata i kaperati¢nu kiselinu, takoder metabolit koji se u manjoj koli¢ini nalazi u vrste F. caperata.
Kaperaticna kiselina spada u alifatske kiseline koje se ne mogu detektirati putem HPLC metode koja
je koristena u ovom istraZivanju. Rezultati kvantitativne analize sekundarnih metabolita pokazali su
da je kod lisajeva koji imaju listastu formu talusa tijekom izlaganja kadmiju doslo do smanjenja
sadrzaja metabolita karakteristicnih za pojedinu vrstu. Tako je u vrste P. sulcata uocena niza koli¢ina
salazinske kiseline, a u vrste F. caperata protocetrari¢ne kiseline. Zanimljivo je da oba dva metabolita
po svojoj kemijskog strukturi spadaju u grupu depsidona za koje je karakteristicno da se akumuliraju
u meduli lisajeva. S druge strane, izlaganje kadmiju je dovelo do porasta koli¢ine metabolita koji su
karakteristi¢ni za korteks liSaja; depsida atranorina u vrste P. sulcata i dibenzofurana usninske
kiseline u vrste F. caperata. Medutim, kod grmastog liSaja E. prunastri nije dosSlo do nikakvih
znacajnijih promjena u koli¢ini sekundarnih metabolita nakon tretmana kadmijem. Rezultati mog
istrazivanja mogli bi potvrditi da kemijska struktura metabolita te dio lisaja u kojem se pojedini
metaboliti deponiraju, meduli ili korteksu, znacajno utje¢u na funkciju tog metabolita u homeostazi
teskih metala. Takoder €ini se da bi i nacin na koji liSaj raste odnosno forma rasta (listasti/grmasti)
mogao imati utjecaj. Neki autori predlazu da uloga sekundarnih metabolita ovisi o dijelu lisaja u
kojem su deponirani pa se tako za kortikalne depside pretpostavlja da Stite od viska suncevog
zraCenja, dok se za medularne depsidone misli da bi mogli imati ulogu helatora za katione ili da su
pak antiherbivorne tvari (Solhauget i sur. 2009). PoviSene razine fizodalicne kiseline depsidona
karakteristicnog za medulu nadene su kod vrste Hypogymnia physodes, nakon sto je bila prenesena i
transplantirana u industrijskom podrucju sa visokom emisijom teskih metala kadmija, kroma, nikla,
olova, cinka te sumpora (Bialonska i Dayan 2005). U iste vrste nadena je smanjena razina kortikalnog
depsida atranorina. Pawlik-Skowronska i Backor (2011) utvrdili su vece koli¢ine depsida lekanori¢ne
kiseline kod vrste Hypocenomyce scalaris i depsidona fumaroprotocetraricne kiseline u lisaju
Cladonia furcata na rudarskom podruéju zagadenom olovom i cinkom u usporedbi sa onima na
nezagadenom stanistu. Rezultati nekoliko istrazivackih radova pokazali su da sekundarni metaboliti
lisaja kontroliraju homeostazu metala tako da poticu vezanje odredenog kationa to jest esencijalnog
metala i/ili reduciraju apsorpciju drugog metala koji je potencijalno toksi¢an (Molnar i Farkas 2010).
Na primjer, fizodali¢na kiselina iz vrste Hypogymnia physodes je povecala vezanje Fe**iona i smanijila
vezanje Cu*, Mn*" i Na* iona (Hauck i Huneck 2007, Hauck 2008). Kod sekundarnih metabolita

dibenzofurana usninske kiseline i divarikati¢cne kiseline je otkriveno da oba povecdavaju intracelularni
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unos Cu®* iona u vrsta Evernia mesomorpha i Ramalina menziessii (Hauck i sur. 2009), ali smanjuju
unos i vezanje Mn*" iona. Spektroskopske metode i metoda rendgenske difrakcije pokazale su $iroku
rasprostranjenost kompleksa koju ioni metala ¢ine sa sekundarnim metabolitima liSajeva (Backor i
Fahselt 2004, Hauck i sur. 2009). Medutim, Gauslaa i sur. (2015) su objavili kako se kod grmastih
lisajeva (Ramalina farinacea, Usnea dasypoga) smanjila koncentracija medularnih sekundarnih
metabolita na zagadenim podrucjima, dok to nije bio slucaj kod listastih vrsta (Parmelia sulcata,
Lobaria pulmonaria). U istom radu utvrdeno je da kod niti jedne od navedenih vrsta nije doslo do
promjene koli¢ine kortikalnih metabolita. Uz to kod liSaja Lobaria pulmonaria uoceno je jako
smanjenje vijabilnosti na zagadenom podrucju unato¢ povecanju sadrzaja medularnog spoja stikti¢ne

kiseline koja ima mogucnost vezanja s teskim metalima.

Iz svega navedenog moZe se zakljuciti da iako se unazad nekoliko godina poveéao broj
istrazivanja i saznanja o sekundarnim metabolitima liSajeva, njihova bioloSka uloga jos uvijek nije

potpuno razjasnjena.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju kvantitativne analize sekundarnih metabolita te parametara fluorescencije
klorofila u vrsta liSajeva Flavoparmelia caperata, Evernia prunastri i Parmelia sulcata izlozenih

kadmiju mogu zakljuciti sljedede:

1. U uzorcima tretiranim kadmijem utvrdila sam niZe vrijednosti parametara F,/F., i Ryq S$to

ukazuju na smanjenu fotosintetsku ucinkovitost i negativan ucinak kadmija.

2. Znacajno nize vrijednosti parametara F,/F,, i Req izmjerene su tek 8. dan pokusa Sto ukazuje

da su istrazZivane vrste relativno otporne na izlaganje kadmiju.

3. Vrsta F. caperata se pokazala najosjetljivijom na promjene prirodnih uvjeta stanista bududéi da

je i kod kontrolnih uzoraka uoéeno smanjenje vrijednosti parametara F,/Fy, i Req.

4. U sve tri vrste liSaja sam pomoc¢u HPLC metode uspjesno detektirala sekundarne metabolite
karakteristicne za pojedinu vrstu: u vrste F. caperata protocetrari¢nu i usninsku kiselinu, u
vrste E. prunastri everni¢nu kiselinu i atranorin, a u vrste P. sulcata salazinsku kiselinu i

atranorin.

5. lzlaganje kadmiju uzrokovalo je nizi sadrzaj medularnih metabolita u listastih lisajeva:
salazinske kiseline (P. sulcata) i protocetraricne kiseline (F. caperata), a povecdani sadrzaj
kortikalnih, atranorina (P. sulcata) te usninske kiseline (F. caperata). U grmastog lisaja E.

prunastri nije utvrdena znacajnija promjena sadrZaja metabolita nakon izlaganja kadmiju.

6. Rezultati istraZivanja sekundarnih metabolita pokazuju da viSe faktora, ukljucujuéi kemijsku
strukturu spojeva, dio lisaja gdje se spojevi deponiraju te forma rasta (listasti/grmasti)
odreduje ulogu sekundarnih metabolita u homeostazi teskih metala.

7. lz rezultata dobivenih u ovom istraZivanju mogu zakljuciti da su istraZivane vrste relativno
otporne na kratkorocno izlaganje kadmiju i da bi sekundarni metaboliti mogli imati vaznu

ulogu u zastiti od negativnog ucinka kadmija, barem kod nekih vrsta.
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Organizacijske / rukovoditeljske
vjestine
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Digitalna kompetencija
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profesor biologije

Prirodoslovno — matematicki fakultet, BioloSki odsjek, Sveuciliste u Zagrebu
Rooseveltov trg 6, Zagreb (Hrvatska)

srednja stru¢na sprema

Il. gimnazija
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hrvatski
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Slusanje Citanje Govorna interakcija
C1 C1l Cl Cl C1
A2 A2 A2 A2 A2

Stupnjevi: A1iA2: Pocetnik - B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i C2: Iskusni korisnik

Govorna produkcija

Odli¢ne komunikacijske vjestine koje sam stekla radom u $koli sa razlicitim profilom djece, njihovih
roditelja te kolega

Kreativna i elokventna

Organizirana i pedantna
Sposobna i sistemati¢na u radu sa nekoliko istovremenih zadataka (odraz osobnih karakteristika)

Lako se uklopim u razli¢ite radne sredine

Lako i brzo usvajam nova znanja

Etika (ljudska, moralna i poslovna) na visokom nivou
Optimisti¢na i komunikativna po prirodi

SAMOPROCJENA
Obrada Komunikaiia Stvaranje Siournost RjeSavanje
informacija ! sadrzaja 9 problema

Samostalni korisnik | Samostalni korisnik Samostalni korisnik,  Temeljni korisnik | Temeljni korisnik
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Konferencije

Projekti

Projekti
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A. Maslaé, M. Tkalec, M. Masla¢ (prihvaceno za objavljivanje): The impact of cadmium on
photosynthesis performance and secondary metabolites in lichens Parmelia sulcata, Evernia prunastri
and Flavoparmelia caperata. Acta Botanica Croatica. Zagreb.

18-23/9/2015 - 12. Hrvatski bioloski kongres; Sv. Martin na Muri, Hrvatska.

A. Maslaé, M. Tkalec, M. Masla¢: U¢inak kadmija na fotosintezu i sadrzaj sekundamih metabolita u
liSajeva Parmelia sulcata, Everniaprunastri i Elavoparmelia caperata

- postersko priopéenje

2009 - No¢ biologije; Bioloski odsijek, PMF, SveuciliSte u Zagrebu
- sudionik volonter na dogadaju

2009-2012 - Eko-Skole
- eko-koodinator tijekom rada u Skoli
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