Utjecaj dusikovih spojeva na fotosintetske
pokazatelje u liSaja Flavoparmelia caperata

Smetisko, Marina

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:741035

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-08-18

L STE U2
S EN 2

72
< £,
S %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:741035
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:2021
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:2021
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:2021

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno — matematicki fakultet

BioloSki odsjek

Marina Smetisko

Utjecaj dusSikovih spojeva na fotosintetske pokazatelja u liSaja

Flavoparmelia caperata

Diplomski rad

Zagreb, 2017.



Ovaj rad, izraden na Botanickom zavodu BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Mirte Tkalec, predan je na
ocjenu BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu radi
stjecanja zvanja magistra edukacije biologije i kemije



Zahvale:

Velika hvala mojoj mentorici izv. prof. dr. sc. Mirti Tkalec na ogromnom razumijevanju i
strpljenju. Hvala Vam na pomodi prilikom provedbe i pisanja diplomskog rada.

Takoder, hvala Mariji $to je prikupila uzorke i time omogucila ovo istraZivanje.

Hvala Kristini, Katarini, Ines na svim rije¢ima podrSke, pomoci i strplienju tijekom ovih
nezaboravnih pet godina. Hvala i svim ostalim prijateljima na vremenu kojem smo proveli
zajedno.

Najveca hvala mojim roditeljima, sestri i braci koji su uvijek bili tu uz mene. Hvala $to ste
vjerovali u mene.



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno — matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Utjecaj duSikovih spojeva na fotosintetske pokazatelja u lisaja

Flavoparmelia caperata

Marina Smetisko

Roosveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska
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1. Uvod

1.1. Ligaji

LiSaji su simbiotska zajednica najmanje dva organizma, fotobionta i mikobionta. Na
mjesto fotobionta najceS¢e dolaze ili cijanobakterije ili zelene alge, a na mjesto mikobionta
gliive iz razreda Arthoniomycetes, Dothideomycetes i Eurotiomycetes. Odnos fotobionta i
mikobionta je mutualisticki. Fotobionti vrSe fotosintezu i opskrbljuju mikobionta
ugljikohidratima dok mikobiont apsorbira vodu i nutrijente iz podloge te &titi fotobiont od

ekstremnih temperatura te svjetla jakog intenziteta.

LiSaji su svrstani u carstvo gljiva. Procjenjuje se da ih ima izmedu 13 500 — 17 000
razliCitih vrsta (Nash 2008). LiSaji pokazuju velike varijacije u izgledu. Prema obliku najceSce
se dijele na listaste, grmaste, koraste i galertaste. Razlikuju se i po boji. Moze se ih se naci u
narancastoj boji, Zutoj, crvenoj, zelenoj, sivoj, smedoj i crnoj boji. Takoder, variraju i u
veli€ini. Mogu biti dugacki od nekoliko milimetara pa do dva metra (Nash 2008). Zbog
mutualistickog nacina Zivota ove organizme mozZzemo naci na gotovo svim podrucjima
Zemljine povrsine, izloZenim visokim temperaturama, niskim temperaturama, susi, poplavi
(Nimis i sur. 2000). LiSaji mogu zivjeti na razli¢itim podlogama. Veéina vrsta zive kao epifiti

na drvecu i drugim biljkama, a manji broj vrsta na stijenama ili zemlji.

Anatomija lidaja je poprilicno jednostavna. Gradeni su od Cetiri sloja (Slika 1). Na
povrsini se nalaze gljive i njihove hife koje isprepletene tvore tkivo plektenhim (sloj 1 na slici
1). Ispod ovog sloja dolazi takozvani gonodijalni sloj u kojem se nalaze alge (sloj 2 na slici
1). U ovaj sloj ulaze hife gljiva s povrSine i crpe ugljikohidrate koje su alge proizvele. Treci
sloj &ini mreza hifa i gljiva (sloj 3 na slici 1). Cetvrti sloj je graden od hifa gljiva (sloj 4 na slici

1). Zadnji sloj sadrzii rizoide kojima se liSaji pri€vrS¢uju na podlogu (Nash 2008).

Slika 1 Grada liSaja: 1 - povrsinski sloj plektenhima, 2 — gonodijalni sloj, 3 — mreza hifa i
gljiva, 4 — hife gljiva. Preuzeto i prilagodeno prema: http://www.buffelskloof.info/Lichens.htm



1.2. Lisaji kao bioindikatori onecis¢enja

Kako ligaji nemaju vaskularni sustav za provodenje vode i minerala razvili su poseban
mehanizam za uzimanje vode, u obliku magle i rose, i nutrijenata iz atmosfere. Zbog
nedostatka kutikule i pudi, cijelom povrSinom talusa apsorbiraju iz zraka za zivot potrebne
nutrijente i vodu (Carter i sur. 2017). U danasnje vrijeme, kada je jako razvijena industrija,

vvvvv

takoder apsorbiraju.

LiSaji iz zraka apsorbiraju teSke metale poput kadmija, olova, Zive, arsena, kositra, te
nemetale kao Sto su sumpor, dusik, hidrogen fluoridi, oksidi i dr. Kako su liSaji dugozivuci
organizmi koji ne odbacuju svoje dijelove tijekom sezone, oneciSéenja se akumuliraju u

talusu te izazivaju promjene u fiziologiji i izgledu ovih organizama (Nimis i sur. 2000).

lako se liSajevi prilagodavaju razlicitim uvjetima zbog ¢ega ih mozemo naéi na gotovo
svim podrucjima Zemljine povrsine vrlo su osjetljivi na promjene okolisa u kojem Zive. Upravo
zbog toga S$to su dugozivuéi i vecina njih spororastuéi organizmi koji gotovo cijelog Zivota
zadrZavaju isti izgled, promjena morfologije, fiziologije, te bioraznolikosti li8aja na nekom
podruéju ukazuju na odredene promjene u okoliSu, zbog &ega ih se ve¢ neko vrijeme Koristi
za biomonitoring kvalitete zraka te kao bioindikatore kvalitete zraka (Nimis i sur. 2000). Tako
je na primjer u Londonu pocetkom dvadesetoga stolje¢a zrak bio jako onecid¢en industrijom i
prometom te je na stablima udaljenim 16 km od centra, bilo zabiljezeno samo 9 vrsta liSaja.
Tijekom 1980-ih na stablima su se pojavile nove vrste liSaja te vrste koje su Zivjele na tom
podrucju u proSlome stoljecu poput vrsta Parmelia tilacea i Lecanore albelt. Poveéanje broja i
raznolikosti vrsta liSaja, bio je znak poboljSanja kvalitete zraka odnosno smanjenja koli¢ine

smoga i koncentracije sumporovog (IV) oksida (Larsen i sur. 2007).

Postoje tri nacina na koji se liaji koriste za prac¢enje kvalitete zraka. Prvi tip je praenje
bioraznolikosti lisaja na nekom podrucju, koji se temelji da €injenici da postoje razliCite razine
tolerancije na onecisc¢enje kod liSajeva. Drugi tip je odredivanje promjena u fiziologiji liSajeva.
degradaciji, promjene u stupnju produkcije etilena, propusnosti membrane, koli€ini
sekundarnih metabolita i dr. Treéi tip temelji se na mjerenju koli¢ine oneciS¢ivaca u

vvvvv

u zraku (Conti i Cecchetti 2001).



1.3. Ucinak dusikovih spojeva na lisajeve

Za razliku od proSloga stolje¢a gdje je sumporov (V) oksid bio glavni oneciscivac zraka
koji je utjecao na bioloSku raznolikost liSaja, posliednjih desetlie¢a na raznolikost utjeCe
povecana koli¢ina duSikovih spojeva u zraku. DuSikovi oksidi i amonijak smatraju se jednim
(Spier i sur. 2010). Kao glavni izvor duSikovih oksida smatra se sve jaci promet tijekom kojeg
izgaranjem fosilnih goriva nastaju velike koli¢ine ispusnih plinova. Izvor amonijaka u najvecoj
mjeri ukljuCuje Zzivotinjski otpad, kemijska gnojiva te gorenje biomase (Maslanakova i sur.
2015). Prema nekim autorima upravo povecana koli¢ina amonijaka u zraku predstavlja glavni
uzrok smanjene brojnosti nekih vrsta liSajeva (Frati i sur. 2006, Munzi i sur. 2009). U Toskani
(Italija), Frati i sur. (2007) proveli su istrazivanje u kojem su pomocu liSaja pratili emisiju
amonijaka s okolne farme svinja. Rezultati su pokazali da je koncentracija amonijaka
negativno povezana s udaljenod¢u od farme, da je emisija NHs utjecala na bioloSku
raznolikost lisaja u tom podrudju te da je koncentracija dudika u liSaja pozitivho povezana s

koncentracijom amonijaka u zraku.

S obzirom na toleranciju liSajeva na koli¢inu dusika, razlikujemo acidofilne vrste koje su
jako osjetljive na povec¢anu koli¢inu dusikovih spojeva i tolerantnije, nitrofilne vrste (Van Herk
2002 prema Munzi i sur. 2010). Provedena su brojna istrazivanja o osjetljivosti pojedinih
vrsta na povecane koli¢ine dusikovih spojeva. Tako se saznalo da su vrste poput Evernia
prunastri i Hypogimnia physodes jako osjetljive dok su vrste poput Xanthoria parientine i
Physcia tenella otpornije na povec¢anu razinu dusikovih spojeva (Spier i sur 2010). U ruralnim
sredinama zbog povecanja koncentracija amonijaka uslijed poljoprivrednih aktivnosti, a
urbanim sredinama zbog povecéanja koncentracija du$ikovih oksida uslijed povecéanog
prometa, smanjuje se populacija acidofilnih vrsta a povecava se populacija nitrofilnih vrsta
(Frati i sur. 2006). Prema nekim autorima osjetljivost liSaja na poveéanu koli€inu dusikovih
spojeva ovisi 0 kapacitetu izmjene iona (Munzi i sur. 2010, Munzi i sur. 2013). Tako su vrste
koje imaju veci kapacitet izmjene iona osjetljivije, dok su one s manjim kapacitetom izmjene
iona tolerantnije na povecanje koncentracije duSikovih spojeva (Munzi i sur. 2010). Nitrofilne
vrste zahvaljuju¢i manjem kapacitetu izmjene iona mogu izbjeéi apsorpciju povecane koli¢ine
amonijevih iona jer enzimatskom aktivnoS¢u neutraliziraju onu koli€inu koja je usla u stanicu.
Kod acidofilnih vrsta takav detoksikacijski sustav nije dovoljan, jer veliki kapacitet izmjene
iona omogucava ulazak i talozenje vece koliCine amonijevih iona u stanice koji se ne stignu
neutralizirati pa izazivaju promjene u organizmu (Munzi i sur. 2010, Munzi i sur. 2013). U
osjetljivih vrsta liS8ajeva povecane koli¢ine duSika mogu uzrokovati degradaciju klorofila,
staniCna oStecenja koja se oCituju u gubitku kalijeva iona, oSteCenja stanicne membrane te

narusSavanje simbiotskih odnosa (Carter i sur. 2017)



Toksi¢nost dusikovih spojeva ovisi i 0 vrsti dusikova spoja, koli€ini, vremenu kojem su
izlozeni oneciSéenju, intenzitetu svjetlosti i temperaturi kojoj su liSajevi izlozeni, te o pH
podloge. Istrazivanje koje je pratilo utjecaj koncentracije i vremena izlaganja liSaja duSikovim
spojevima u obliku amonijeva sulfata i amonijeva nitrata, pokazalo je da kratkotrajna
izloZzenost niskim koncentracijama (¢ (NH4sNQOgz) = 0,05 mol dm=3, ¢ (NH4).S04) = 0,025 mol
dm3) ne djeluje na pocetku niti na acidofilne niti na nitrofilne vrste (Munzi i sur. 2010). No, $to
je vrijeme izlozenosti bilo duze to su acidofilne vrste pokazivale zna¢ajno vecu osjetljivost.
Pri visokim koncentracijama dusikovih spojeva (¢ (NHsNO3) = 1 mol dm=3, ¢ (NH4).SO4) = 0,5
mol dm=3), kod acidofilnih vrsta su se ve¢ nakon prvog tretmana pojavili znakovi stresa,
smanijila im se fotosintetska ucinkovitost, dok su se kod nitrofilnih vrsta znakovi stresa pojavili
nakon treCeg tretmana. Neki od pokazatelja toksi¢nog utjecaja praceni u navedenom
istraZivanju bili su smanjena koli¢ina fotosintetskih pigmenata, poveéani stupanj degradacije
klorofila a izrazen kao kvocijent feofitinizacije te povecana fluorescencija klorofila. Naime, u
stresnim uvjetima ucinkovitost procesa fotosinteze se smanji, pa se veéi dio apsorbirane
energije oslobodi u obliku fluorescencije (Maxwell i Johnson 2000). Stoga mjerenjem

fluorescencije klorofila mozemo otkriti mnogo o ucinkovitosti fotosinteze.

1.4. Fotosinteza

Fotosinteza je jedan od vaznijih procesa koji omogucuje Zivot na Zemlji. Njome
fotoautotrofni organizmi Sun€evu energiju pretvaraju u kemijsku energiju, a iz anorganskih
spojeva, ugljikova (IV) oksida i vode, stvaraju organske spojeve. Fotosinteza je slozeni
proces kojeg se moze podijeliti na dva dijela, primarni procesi ili svjetlosne reakcije i
sekundarni procesi ili Calvinov ciklus. Tijekom primarnih procesa dolazi do oksidacije vode i
nastanka visokoenergetskih spojeva ATP-a i NADPH-a, dok tijekom Calvinovog ciklusa

dolazi do redukcije ugljikova (1V) oksida i nastanka ugljikohidrata.

Fotoautotrofni organizmi pomocu biljnih bojila apsorbiraju potrebnu svjetlosnu energiju.
LiSaji, koji za fotobionta imaju alge, od pigmenata sadrze klorofil a, klorofil b i karotenoide
dok oni koji imaju cijanobakteriju kao fotobionta sadrze klorofil a, karotenoide, fikobilin i
fikoeritrin (Nash 2008). Pri fotosintezi najveée znacenje ima klorofil a, koji maksimalno
apsorbira svjetlost valnih duljina 430 i 662 nm. Ostali pigmenti sluze kao pomo¢, apsorbiraju
svjetlost razli¢itih valnih duljina i prenose na klorofil a i time proSiruju spektar boja koji moze
pokrenuti fotosintezu. Tako, klorofil b maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 453 i 642
nm, a karotenoidi svjetlost valnih duljina izmedu 380 i 550 (Pevalek-Kozlina 2003). Ovi
pigmenti nalaze se u tilakoidnim membranama kloroplasta u nakupinama, povezani sa

specificnim proteinima, Cineci fotosisteme. Svaki fotosistem se sastoji od reakcijskog



srediSta, primarnog akceptora elektrona te antenskog sustava. U reakcijskom sredistu nalazi
se klorofil a koji moze pokrenut svjetlosne reakcije, a antenski sustav ¢ine ostali pigmenti koji
sluze za hvatanje i prevodenje svjetlosne energije do klorofila a u reakcijskom sredistu. U
tilakoidnim membranama postoji dva fotosistema, fotosistem | (P700) i fotosistem Il (P680).
U fotosistemu | nalazi se molekula klorofila a koja maksimalno apsorbira svjetlost valne
duljine od 700 nm, a u fotosistemu Il molekula klorofila a koja maksimalno apsorbira svjetlost
valne duljine od 680 nm. Ovi fotosistemi medusobno su povezani transportnim lancem

elektrona (Pevalek-Kozlina 2003).

Svjetlosne reakcije zapoc€inju apsorpcijom svjetlosti te prijenosom energije do klorofila
a u reakcijskom centru. Nakon toga pobudena molekula klorofila a prijenosi elektron na
primarni akceptor u fotosistemu Il. Primarni akceptor predaje elektron slijedeéem akceptoru i
tako duz transportnog lanca. Postoji dva moguc¢a puta elektrona, ciklicki i neciklicki. U
neciklickom putu sudjeluju oba fotosistema i ovim putem oslobada se kisik i nastaju ATP i
NADPH. U ciklickom toku sudjeluje samo fotosistem I. Ovaj put sluzi za nastanak dodatnog

ATP i javlja se samo kada nema potrebe za nastankom NADPH.

Nakon svjetlosnih reakcija slijedi Calvinov ciklus koji se odvija u stromi kloroplasta.
Calvinov ciklus obuhvaéa vezanje ugljikova (IV) oksida i prevodenje u ugljikohidrate uz

koristenje ATP i NADPH nastalih u primarnim reakcijama fotosinteze (Pevalek-Kozlina 2003).

1.4.1 Cimbenici koji utje¢u na fotosintezu

UspjesSnost fotosinteze ovisi o uvjetima u kojima fotosintetski organizam ZzZivi. Na
fotosintezu medu ostalog utjeCe intenzitete svjetla, dostupnost duSika i drugih nutrijenata te

vode.

Pri niskom intenzitetu svjetla stopa fotosinteze je smanjena. Poveéanjem intenziteta
svjetla dolazi do porasta stope fotosinteze sve dok ne dode do zasi¢enja kada CO; postane
limitirajuéi faktor (Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014). Pod jakim intenzitetom svjetla apsorbirana
energija je puno veca nego $to se moze iskoristiti u procesu fotosinteze te je u tim uvjetima
obnova ADP i NADP* potisnuta, a time fotosintetska efikasnost smanjena (Myake i sur.
2009). Jakost svjetla kojoj su biljke izlozene utje€e i na koncentraciju fotosintetskih
pigmenata. Tako je naj¢edc¢e pri svjetlu jaCeg intenziteta smanjen udio klorofila a i b, a
povecan je udio karatenoida, buduéi da karotenoidi imaju zastitnu ulogu jer ucinkovito

oslobadaju viSak energije u obliku topline (Franc i sur. 2007).

Za fotosintezu je potreban i dusik. U niZzim koli¢inama dusik je vazan za sintezu

klorofila, a takoder se nalazi u sastavu tilakoidnih proteina i enzima Calvinovog ciklusa
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(Evans 1989). Zbog toga pri nesto ve¢em sadrzaju duSika u tkivu dolazi do povecanja stope
fotosinteze (Vos i sur. 2005). lako je duSik nuzan element, prevelike koli€ine su Stetne.
Povecanje koli¢ine duSika, u obliku amonijeva iona i duSikovih oksida vodi zakiseljavanju
pigmenata Sto uzrokuje izlazenje srediSnjeg magnezijevog iona iz molekule klorofila i time
pretvorbu klorofila a u feofitin, nefotokemijski pigment (Riddell i sur. 2012). Posljedice
stvaranja fecofitina su smanjenje stope fotosinteze i fiksacije CO.. Ova degradacija klorofila a
mjeri se odredivanjem kvocijenta feofitinizacije odnosno omjera apsorbancije pri 435 nm i

415 nm (LackoviCova i sur. 2013).

Na fotosintetsku ucinkovitost lisaja, uz koli€inu svjetlosti i koli¢inu du$ika, utjeCe i
hidratiziranost talusa. Ovisno o vrsti fotobionta, liSaji zahtijevaju veci ili manji stupanj
hidratacije talusa. Tako je cijanobakterijama potrebnije viSe, a zelenim algama manje vode
za normalnu fotosintetsku aktivnost. lako je voda nuzna za fotosintezu prevelika koli€ina
Steti. U liSaja Ciji talusi sadrze prevelike koli¢ine vode dolazi do pojave smanjenja udjela

fotosinteze takozvane supersaturacije (Lange i sur. 2010).

Sun i sur. (2016) pokazali su da dusik moze poboljSati proces fotosinteze u rize
prilikom promjene intenziteta svjetla. Nakon $to su biljku rize prebacili s mjesta gdje je bila
zasi¢ena svjetloS¢u na mjesto niskog intenziteta svjetlosti, smanjenje fotosinteze je bilo
znacajnije u uvjetima nize opskrbe duSikom nego pri viSoj opskrbi dudika. Nakon
premjestanja biljaka rize s mjesta niskog intenziteta svjetla na mjesto jaleg intenziteta
svjetla, vrijeme koje je bilo potrebno da se postigne 90% maksimalne fotosintetske aktivnosti
bilo je znagajno duZe pri nizoj opskrbi dusika nego pri vi$oj. Citajuéi ovo istraZivanje dobili
smo ideju za diplomski rad. Ideja je bila da bi mozda pri ve¢em intenzitetu svjetlosti, li8aj
mogao “preusmijeriti” viS8ak dudika u klorofil i proteine odnosno enzime koji sudjeluju u

procesu fotosinteze i na taj nacin smanijiti toksi¢nost dusikovih spojeva.

1.4.2. Fluorescencija klorofila a

Svjetlosna energija, koju apsorbiraju fotosintetski pigmenti i prenose do specijaliziranih
molekula klorofila a, moze se iskoristiti na tri naCina. Najveci dio energije koristi se za
fotokemijske reakcije fotosinteze, dio se oslobodi u obliku topline, a dio kao svjetlost.
Oslobadanje energije u obliku svjetlosti naziva se fluorescencija. Ova tri nacina iskoridtenja
apsorbirane energije ovise jedan o drugome. Tako, ako se povecéa prinos jedne reakcije,
smanjit ¢e se prinos druge dvije reakcije (Maxwell i Johnson 2000). Udio fluorescencije u
najvecoj mjeri ovisi o tome u kakvom je stanju akceptor elektrona plastokinon. Pri niskom
intenzitetu svjetla molekule plastokinona su oksidirane i mogu primiti elektrone. U takvim

uvjetima intenzitet fluorescencije je nizak jer se veliki dio energije koristi za fotokemijske
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reakcije. Pri jakom intenzitetu svjetla veéina plastokinona je reducirana pa je mali udio
molekula plastokinona koje mogu primiti elektrone pa se veéi dio energije oslobada u obliku

svjetlosti.

Najveci dio fluorescencije potjeCe s fotosistema Il te zbog toga mjerenjem
fluorescencije klorofila a dobivamo podatke o njemu. Ujedno, fotosistem Il je i najpodlozniji
oStecCenjima uzrokovanih razli€itim stresom, pa zbog toga mjerenjem fluorescencije mozemo
dobiti podatke o ucinkovitosti  fotosinteze (Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014). Tehnika
fluorescencije klorofila a u€inkovito se koristi kod istrazivanja razliCitih stresnih uCinaka kod
liSaja. Tako je do sada koriStena za pracenje tolerancije i kroni¢nih ucinaka teskih metala
(Paoli i sur. 2014), te utjecaja dusikovih spojeva na lisaje (Munzi i sur. 2010, Munzi i sur.
2012, Piccotto i sur. 2011). Fluorescencija klorofila a mjeri se pomoéu uredaja koji se

nazivaju fluorimetar.

Fluorescencija klorofila najceS¢e se mjeri metodom saturacijskog pulsa (Maxwell i
Johnson 2000). Ovom metodom mozemo dobiti podatke o maksimalnom i efektivnom
prinosu fotosustava Il te fotokemijskom i nefotokemijskom gaSenju fluorescencije. Do
nefotokemijskog gasenja fluoresencije dolazi u stresnim uvjetima Kkoji mogu inhibirati
fotosintezu i transport elektrona, kao $to je na primjer visoki intenzitet svjetla kada se
apsorbirana energije ne moze iskoristiti u fotokemijskim reakcijama ve¢ se oslobada u obliku
topline. Fotokemijsko gasenje fluorescencije dolazi u uvjetima kada veéina akceptora moze
primiti elektrone pa se apsorbirana energija koristi u najvisoj mjeri za fotokemijske reakcije
(Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014). Prije poCetka mjerenja fluorescencije klorofila a metodom
saturacijskog pulsa uzorci moraju biti 30 min u tami kako bi se reakcijski centri otvorili i mogli
sudjelovati u reakciji. Mjerenje zapodinje obasjavanjem uzorka svjetlo§¢éu niskog intenziteta
nedovoljinog za pokretanje fotokemijske reakcije. U takvim uvjetima se mjeri minimalnha
razina fluorescencije klorofila (Fo) prilagodenome na uvjete tame. Nakon toga primjenjuje se
kratkotrajna svjetlost visokog intenziteta (saturacijski pulsevi) koja uzrokuje redukciju
plastokinona. Tada uredaj biljezi maksimalnu razinu fluorescencije klorofila (Fm) u uzorku
prilagodenome na uvjete tame. Slijedi ukljuCivanje bijelog svjetla (,actinic light*) koji uzrokuje
pad intenziteta fluorescencije do ujednacene vrijednosti prinosa fluorescencije zbog
pokretanja fotokemijskin reakcija. Tijekom ukljuCenog bijeloga svjetla primjenjuju se
saturacijski pulsevi pri ¢emu se biljeze vrijednosti maksimalne fluorescencije (Fn') te
fluorescencije ravnoteznog stanja (F:) u uzorka prilagodenome na uvjete svjetla. Mjerenje

zavrSava gaSenjem aktini¢ne svjetlosti (Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014).
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Slika 2 Prikaz postupka mjerenja parametra QYmax pomocu uredaja FluorPen, sozna¢enim
intenzitetom svjetlosti na y osi u odredenom vremenskom intervalu koji je naznacen na x osi
grafa. Preuzeto i prilagodeno: FluorPen Manual and User Guide, 2015

1.5.Istrazivana vrsta

Ovo istrazivanje radeno je na vrsti Flavoparmelia caperata (L.) Hale (slika 3) koja je
jedna od Cestih vrsta u Hrvatskoj. Osim u Europi, rasprostranjena je i u Aziji, Africi, Sjevernoj
i Juznoj Americi (Nash 2008). Ova vrsta je foliozni (listasti) liSaj iz porodice Parmeliaceae koji
Zivi uglavnom na kori drve¢a i grmovima. Talus, kojeg Cine reznjevi Siroki oko 1 cm, moze
narasti od 5 cm do 20 cm u promjeru. S gornje strane je zuto — zelene boje, a donja
povrSina mu je u sredini crna, a prema rubovima smeda. Zbog velike povrsine talusa dobar
je materijal za pracenje onecisc¢enja zraka. Ovu vrstu koristili su u nekoliko istrazivanja. Tako
su Backor i sur. (2003) uz pomoc¢ vrsta Flavoparmelia caperata, Ramalina fastigiata i Physcia
aipolia pratili onecis¢enje zraka u KoSici, SlovaCka. Takoder, ova vrsta je bila predmet
istrazivanja utjecaja teSkih metala poput kobalta, olova, bakara, kadmija na fotosintetsku
aktivnost (Backor i sur. 2003, Masla&, 2016, Cugek, 2017). U tim istraZivanjima pokazano je
da teSki metali negativno utjeCu na fotosintetsku ucinkovitost i da dolazi do smanjenja
koncentracije klorofila a i b, te karotenoida. Istrazivanja su pokazala da je ova vrsta relativno
otporna na kratkoro€no izlaganje teSkim metalima jer su se promjene pojavile tek nakon

nekog vremena.

Piccotto i sur. (2011) pratili su utjecaj urbanog oneciS¢enja na fluorescenciju klorofila a
pomocu vrsta Xanthoria parietina (L.) Th. Fr., Flavoparmelia caperata (L.) Hale i Parmotrema
perlatum (Huds.) M. Choisy. IstraZivanje je pokazalo da dusikovi oksidi negativno utje€u na
nefotokemijsko gaSenje te da je pad vrijednosti nefotokemijskog gaSenja povezan s
vremenom izlozenosti i koncentracijom duSikovih oksida kojoj su izlozeni. Rezultati su
pokazali da je vrsta Flavoparmelia caperata osjetljivija na izlozenost dusikovim oksidima od

ostale dvije jer su se znaCajne promjene u vrijednostima fluorescencijskih parametara



pojavile ve¢ nakon polovice vremena trajanja pokusa. Medutim, u dostupnoj literaturi vrsta

Flavoparmelia caperata nije svrstana niti u acidofilne niti u nitrofilne vrste.

Slika 3 Vrsta Flavoparmelia caperata (L.) Hale. Preuzeto i prilagodeno prema :
http://www.lichens.lastdragon.org/Flavoparmelia_caperata.html

1.6. Cilj istrazZivanja

Zbog svoje anatomije i razli€itog reagiranja pojedinih vrsta liSaja na promijene u

okruzZenju u kojem Zive, liSaji su dobri pokazatelji stupnja oneciSéenja.
Cilj ovog diplomskoga rada bio je:

e utvrditi kako poveéana koli¢ina dusSika utjeCe na vrstu Flavoparmelia caperata, za
koju nema literaturnih podataka o osjetljivosti na duSik, pracenjem fotosintetske
ucinkovitosti, mjerenjem udjela klorofila a, klorofila b i karotenoida u tkivu liaja te
kvocijenta feofitinizacije

o utvrdit je li ova vrsta osjetljivija na duSik prisutan u obliku amonijevih iona ili u obliku
nitrata

o utvrditi kako na toksi¢nost duSika utjeCe intenzitet svijetla kojem je liSaj izlozen



2. Materijal i metode

2.1. Materijal

Istrazivanje je provedeno na vrsti Flavoparmelia caperata (L) Hale. LiSaji su sakupljeni
krajem 2016. godine na podrucju hrastove Sume u Kerestincu, Sveta Nedjelja, Zagreb. Kako
su liSaji sakupljeni zajedno s korom, prije poCetka postavljanja pokusa uzorci su odvojeni od
kore i oCiS¢eni od stranih materijala. Uzorke su Cinili talusi liSaja podjednakih veli€ina i oblika.
Ukupno ih je bilo 48. Oc&iS¢eni uzorci stavljeni su na mreZice koje su prethodno uévr§¢ene na
Petrijeve zdjelice na Cije dno je stavljen filter papir koji je navlaZzen destiliranom vodom.
Petrijeve zdjelice s uzorcima odneSene su u klima komoru kako bi se prilagodili uvjetima u
kojima ¢e se odvijati pokus. Uvjeti u klima-komori su bili 16 h svjetla (40 yE m2 s?) i 8 h tame
uz temperaturu 22 £ 2 °C. Uzorci su bili 14 dana na aklimatizaciji u klima komori gdje su
svakodnevno Spricani destiliranom vodom. Nakon aklimatizacije uzorci su podijeljeni u Cetiri

grupe i tretiranim dusikovim spojevima.

2.2. Metode

2.2.1. Priprema otopina

Otopinu amonijeva nitrata, koncentracije 1 mol dm, pripremila sam tako $to sam 20
grama amonijevog nitrata i otopila u 250 mL destilirane vode. pH-vrijednost sam podesila na

6,5 pomocu pH-metra.

Otopinu amonijeva sulfata, koncentracije 0,5 mol dm=, pripremila sam na nacin da sam
25,28 grama kalijevog nitrata otopila u 250 mL destilirane vode. pH-vrijednost sam podesila

na 6,5 pomoc¢u pH-metra.

Otopinu kalijeva nitrata, koncentracije 1 mol dm=, pripremila sam na nacin da sam
16,51 grama amonijevog sulfata otopila u 250 mL destilirane vode. pH-vrijednost sam

podesila na 6,5 pomoc¢u pH-metra.

2.2.2. Tretiranje otopinama

Uzorke liSaja grupirala sam u Cetiri grupe po 12 uzoraka. Prvu grupu tretirala sam
uranjanjem u otopinu amonijeva nitrata, drugu u otopinu amonijeva sulfata, tre¢u u otopinu
kalijeva nitrata. Cetvrtu grupu, koja mi je posluZila kao kontrola, uronila sam u vodu pH-
vrijednosti 6,5. Uzorci su tretirani 30 minuta. Nakon toga sam liSajeve stavila na prije

spomenute mrezice i odnijela u klima komoru. Sest uzoraka iz svake grupe stavila sam pod
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utjecaj jaCeg intenziteta svjetla (100 WE m=2 s?), a drugu polovicu pod utjecaj slabijeg
intenziteta svjetla (40 uE m2 s1). Tijekom trajanja pokusa uzorci su svakodnevno $pricani

destiliranom vodom pH vrijednosti 6,5.

2.2.3. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Tre¢eg, sedmog i Cetrnaestog dana nakon postavijanja pokusa mijerila sam
fluorescenciju klorofila a. Prije poCetka mjerenja uzorke sam dobro navlazila destiliranom
vodom pH vrijednosti 6,5 te sam ih stavila u zamraceni prostor na 30 minuta kako bi se
uzorci prilagodili uvjetima u tami. Fluorescenciju sam mjerila pomoc¢u fluorimetra FluorPen
FP 100. Kvacicu, kojom sam uhvatila talus liSaja, uCvrstila sam na fluorimetar. Na uredaju
sam odabrala mjerenje po protokolu za odredivanje nefotokemijskog gasenja (NPQ1) koje
prema postavkama odgovara metodi saturacijskog pulsa. Nakon svakog mjerenja uzela sam
dio uzoraka za mjerenje koncentracije fotosintetskih pigmenata. Ostatak uzorka vratila sam

natrag na Petrijevu zdjelicu te sam ga iskoristila za slijede¢a mjerenja.

Nakon zavrSetka mjerenja fluorimetar sam pomoc¢u USB kanala povezala s raunalom,
na kojem sam pomocu posebnog programa prenijela podatke i oCitala dobivene vrijednosti.
Mjerenjem po ovom protokolu mogu se oditati slijedeéi fluorescencijski parametri: maksimalni
prinos fotosustava Il, efektivni prinos fotosustava Il na svjetlu, koeficijent fotokemijskog

gaSenje fluorescencije i nefotokemijsko gasenje fluorescencije.

Uredaj Fluorpen odreduje vrijednosti fluorescencijskin parametara prema formulama
(FluorPen Manual and User Guide, 2015):

QY_max = Fn-Fo/Fnm

QY L=(Fm_Ln—F_ Ln)/Fm_Ln
QP=(Fmn_Ln—-F_Ln)/(Fn_Ln—-Fg_ Ln)
NPQ = (Fm — Fm_Ln)/Fm_ Ln

Pri cemu je:

QY_max = maksimalni kvantni prinos fotosustava I

QY _L = kvantni prinos fotosustava Il na svjetlu

QP = koeficijent fotokemijskog gasenje fluorescencije

NPQ = nefotokemijsko gasenje fluorescencije

Fo = prinos fluorescencije uzorka prilagodenog na uvjete tame

Fm = maksimalni prinos fluorescencije uzorka prilagodenog na uvjete tame

Fm _Ln = maksimalni prinos fluorescencije uzorka prilagodenog na uvjete svjetla

F: _ Ln = vrijednost fluorescencije ravnoteznog stanja u listu prilagodenome na uvjete svjetla
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2.2.4. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Uzorke koje sam uzela tre¢eg, sedmog i etrnaestog dana osusila sam u liofiliozatoru
(Alfa 1-2, Christ, Njemacka). Nakon suSenja sam ih usitnila i od svakoga sam uzela oko 10
mg za ekstrakciju klorofila. U tubice s uzorcima dodala sam na vrh spatule magnezijeva
karbonata i 1,5 mL dimetilsulfoksida. Uzorke sam nakon toga stavila na vortex te zatim u
vodenu kupelju na inkubaciju 40 minuta pri 65 °C. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani
20 minuta pri sobnoj temperaturi, na 25000 g. Supernatant sam odpipetirala u nove
zatamnjene tubice. Kako se u njemu nalaze fotosintetski pigmenti, posluzio mi je za mjerenje
koncentracije fotosintetskih pigmenata. Prelijevala sam ih u staklenu Kkivetu te
spektrofotometrom (Specord-50, Analytik-Jena, Njemacka) mjerila apsorbanciju pri valnim
duljinama od 415, 435, 480, 649, 665 te 750 nm. Koncentraciju fotosintetskih pigmenata
odredila sam prema formulama (Kranner i sur, 2002):
12,9 - A665—3,45 - A649

m- 1000

21,99 - A649 — 5,32 - A665
m- 1000

a) Maseni udio klorofila a u tkivu (mg/g suhe tvari): ca =

b) Maseni udio klorofila b u tkivu (mg/g suhe tvari): : cb =

¢) Maseni udio ukupnih karotenoida u tkivu (mg/g suhe tvari):

(1000 - A480 — 2,14 - ca —70,16 - cb) /220
- m- 1000

ck

d) Kvocijent feofitinizacije: FC = 4435
A415

pri cemu je:
A480/665/649/435/415 = apsorbancije uzoraka pri odredenim valnim duljinama

m = masa uzorka

2.2.5. Obrada podataka

Rezultati su prikazani kao prosje¢ne vrijednosti Sest replika po tretmanu + standardna
pogreska. Za obradu podataka koristeni su Microsoft Excel 2016 i Statistica 12 (StatSoft Inc.,
SAD). Rezultate sam usporedila analizom varijance (one-way ANOVA). Koriste¢i Tukey's
test utvrdila sam koji se uzorci znacajno razliku na razini p < 0,05. Ako postoji statisticki

znacajna razlika medu rezultatima to je na grafu oznaceno drugacijim slovom.
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3. Rezultati

3.1. Fluorescencija klorofila a
3.1.1. Maksimalni kvantni prinos fotosustava |l

Op¢enito, rezultati nakon tre¢eg dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje
su bile tretirane dusSikovim spojevima i izlozene svjetlu jaeg intenziteta (HL), najviSu
vrijednost maksimalnog kvantnoga prinosa fotosustava Il (QY_max) ima grupa tretirana
otopinom amonijeva sulfata (NS), a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata (NN).
Medu grupama koje su tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta (LL), najviSu QY_max
vrijednost takoder ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana

otopinom amonijeva nitrata (slika 4A).

IHL
mLL

Kontrola NN NS
Tretman

mHL
mLL

e o
& [}
! !

o
N
1

0 -

Kontrola NN
Tretman

0,8 b D EHL
mLL

Kontrola

Tretman

Slika 4 Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (QY_max), u liSaja Flavoparmelia caperata,
izrazen kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14.
(C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN — liSajevi
tretirani otopinom amonijeva nitrata (¢ = 1 mol dm=, pH = 6,5), NS — liSajevi tretirani
otopinom amonijeva sulfata (c =0,5 mol dm=, pH = 6,5), KN — li§ajevi tretirani otopinom
kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL — svjetlo jadeg intenziteta (100 yE m?2 s?), LL —
svjetlo slabijeg intenziteta (40 uE m2 s1).
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Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaeg intenziteta vrijednost QY_max,
treCeg dana za sve grupe liSaja koje su bile tretirane niza od vrijednosti njihove kontrolne
grupe. Za grupu koja je tretirana otopinom amonijeva nitrata ta razlika je bila i statisticki
znacajna (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu amonijevim sulfatom. Pri
svjetlu slabijeg intenziteta grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva
nitrata (KN) imaju nizu vrijednost nego njihova kontrolna grupa dok grupa koja je bila
tretirana otopinom amonijeva sulfata ima jednaku vrijednost kao i kontrolna grupa. Medutim
primije¢ene razlike nisu bile statisticki znacajne (P>0,05). Sve grupe koje su bile izlozene
svjetlu slabijeg intenziteta imaju viSe vrijednosti QY_max nego one izloZene svjetlu jaCeg

intenziteta iako razlike nisu statistiCke znacajne (slika 4A).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile tretirane
i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta, najviSu QY_max vrijednost ima grupa tretirana otopinom
amonijeva nitrata, a najnizu grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata. Medu grupama koje su
bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta, najviSu vrijednost ima grupa tretirana

otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata (slika 4B).

Usporedbom rezultata vidljivo je da sve grupe liSaja koji su bile tretirane duSikovim
spojevima imaju nizu vrijednost QY_max nego njihova kontrolna grupa. Medutim primije¢ene
razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (P>0,05). Pri svjetlu slabijeg intenziteta sve grupe imaju
viSu vrijednost QY_max nego one izloZene svjetlu jaCeg intenziteta. Medutim primijeéene

razlike nisu bile statistiCki zna¢ajne (P>0,05) (slika 4B).

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta, najviSu QY_max vrijednost ima grupa tretirana
otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu
grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta, najviSu QY_max
vrijednost takoder ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana

otopinom amonijeva nitrata (slika 4C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu slabijeg intenziteta sve grupe liSaja koje
su bile tretirane imaju niZu vrijednost QY_max nego njihova kontrolna grupa. Medutim
primijecene razlike nisu bile statistiCki znacajne (P>0,05). Pri svjetlu jaeg intenziteta grupe
liSaja koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva nitrata imaju nizu
vrijednost QY_max nego njihova kontrolna grupa, dok grupa liSaja koja je bila tretirana
otopinom amonijeva sulfata ima malo viSu vrijednost QY_max nego kontrolna grupa. Za
grupu liSaja koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata ta razlika je i statistiCki znacajna

u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu amonijevim sulfatom (P<0,05). Sve grupe liSaja
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izloZene svjetlu slabijeg intenziteta imaju viSu vrijednost QY_max nego one izloZene svjetlu

jaceg intenziteta iako razlike nisu statistiCcke znacajne (slika 4C).

3.1.2. Efektivni prinos fotosustava Il na svjetlu

Opéenito, rezultati nakon tre¢eg dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaceg intenziteta, najviSu vrijednost prinosa fotosustava Il na
svjetlu (QY_L) ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najniZzu grupa tretirana
otopinom amonijeva nitrata. Medu grupama koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg
intenziteta, najviSu QY _L vrijednost takoder ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata,

a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata (slika 5A).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jateg intenziteta sve grupe liSaja koje su
bile tretirane imaju niZzu vrijednost QY_L nego njihova kontrolna grupa. Medutim, uo¢ene
razlike nisu bile statistiCki znaCajne. Pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe liSaja koje su bile
tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva nitrata imaju niZzu vrijednost QY_L nego
njihova kontrolna grupa, dok ona koja je bila tretirana otopinom amonijeva sulfata ima visu
vrijednost QY_L nego kontrolna grupa. Zapazene razlike nisu bile statisticki znacajne. Grupe
liSaja koje su bile tretirane dusikovim spojevima i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta imaju
viSu vrijednost QY_L nego one tretirane i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta. Obrnuto,
kontrolna grupa pri svjetlu jaCeg intenziteta ima viSu vrijednost QY_L nego ona izloZzena

svjetlu slabijeg intenziteta. UoCene razlike nisu bile statistiCki znacajne (slika 5A).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama liaja koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta, najvisu QY_L vrijednost ima grupa tretirana
otopinom amonijeva nitrata, a najnizu grupa tretirana otopinom kalijev nitrata. Medu grupama
koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta, najvidu QY _L vrijednost ima grupa
tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najniZzu grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata (slika
5B).
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Slika 5 Efektivni prinos fotosustava Il na svjetlu ( QY_L) u liSaja Flavoparmelia caperata,
izraZen kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14.
(C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN — liSajevi
tretirani otopinom amonijeva nitrata (¢ = 1 mol dm=, pH = 6,5), NS — liSajevi tretirani
otopinom amonijeva sulfata (¢ = 0,5 mol dm3, pH = 6,5), KN — li§ajevi tretirani otopinom
kalijeva nitrata (c = 1 mol dm?, pH = 6,5). HL — svjetlo jadeg intenziteta (100 yE m2 s?), LL —
svjetlo slabijeg intenziteta (40 uJE m2 s™).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaceg intenziteta sve grupe liSaja koje su
bile tretirane imaju nizu vrijednost QY_L nego njihova kontrolna grupa. Zapazene razlike nisu
bile statisticki znaCajne. Pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe liSaja koje su bile tretirane ili
otopinom amonijeva sulfata ili amonijeva nitrata imaju viSu vrijednost QY_L nego njihova
kontrolna grupa, dok ona koja je bila tretirana otopinom kalijeva nitrata ima niZu vrijednost
QY_L nego kontrolna grupa. Medutim, primijecene razlike nisu bile statistiCki znacajne (slika
5B). Grupe koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta imaju viSu vrijednost
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QY_L nego one izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta. Primije¢ene razlike nisu bile statisticki
znacajne. Obrnuto, kontrolna grupa pri svjetlu jaCeg intenziteta ima viSu vrijednost QY _L
nego ona izlozena svjetlu slabijeg intenziteta.

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje su
bile tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta, najvisu QY_L vrijednost ima grupa tretirana
otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu
grupama liSaja koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta, najvisu QY _L
vrijednost ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana otopinom

amonijeva nitrata (slika 5C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe liSaja koje su
bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata i otopinom kalijeva nitrata, ¢etrnaestog dana,
imaju viSu vrijednost QY_L nego njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom
amonijeva nitrata ima nizu vrijednost nego kontrolna grupa. Medutim, primije¢ene razlike
nisu bile statisti¢ki znaCajne. Grupe koje su bile izlozene svjetlu jaceg intenziteta i tretirane ili
otopinom amonijeva nitrata i otopinom kalijeva nitrata imaju nizu vrijednost QY_L nego
njihova kontrolna grupa, dok grupa koja je bila tretirana otopinom amonijeva sulfata ima
sliénu vrijednost kao kontrolna grupa. Sve grupe liSaja, izlozene svjetlu slabijeg intenziteta
imaju visSu vrijednost QY_L nego one izloZene svjetlu jaCeg intenziteta. Zapazene razlike nisu

bile statistiCki znacajne (slika 5C).

3.1.3. Koeficijent fotokemijskog gasenja fluorescencije

Opcenito, rezultati nakon treCeg dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje
su bile tretirane i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta, najviSu vrijednost koeficijenta
fotokemijskog gasenja (QP) ima grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata, a najnizu grupa
tretirana otopinom kalijeva nitrata. Medu grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu
slabijeg intenziteta, najviSsu QP vrijednost ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a

najnizu grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata (slika 6A).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaceg intenziteta sve grupe liaja imaju
nizu vrijednost QP nego njihova kontrolna grupa. Pri svjetlu jadeg intenziteta sve grupe liSaja
imaju visSu vrijednost QP nego njihova kontrolna grupa. ZapazZene razlike nisu bile statisticki
znacCajne. Kontrolna grupa i grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili
otopinom amonijeva nitrata, izloZzene svjetlu jaceg intenziteta imaju viSu QP vrijednost nego
one izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta. Grupa koja je bila tretirana otopinom kalijeva nitrata i
izloZzena svjetlu slabijeg intenziteta, ima viSu QP vrijednost nego ona izloZzena svjetlu jateg

intenziteta. Medutim, uo€ene razlike nisu bile statistiCki znacajne (slika 6A) .

17



a
a a a
. 2 3 s a WHL
NN NS KN

Kontrola

Tretman

mHL
mLL

Kontrola NN NS KN
Tretman
0,8
C a a I ,  EHL
]a i I E. |
T T T
Kontrola NN NS KN
Tretman

Slika 6 Koeficijent fotokemijskog gaSenja (QP) fluorescencije u liSaja Flavoparmelia
caperata, izrazen kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska, nakon 3. (A), 7.
(B) i 14. (C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN
— liajevi tretirani otopinom amonijeva nitrata (¢ = 1 mol dm=3, pH = 6,5), NS — li$ajevi tretirani
otopinom amonijeva sulfata (c = 0,5 mol dm3, pH = 6,5), KN — li$ajevi tretirani otopinom
kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL — svjetlo jadeg intenziteta (100 yE m2 s?), LL —
svjetlo slabijeg intenziteta (40 uJE m?2 s?).

Opcenito, rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje
su bile tretirane i izloZene svjetlu jaeg intenziteta, najvidu vrijednost fotokemijskog gasenja
(QP) ima grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata, a najniZzu grupa tretirana otopinom
kalijeva nitrata. Medu grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta,
najviSu QP vrijednost ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa

tretirana otopinom kalijeva nitrata (slika 6B).
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Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta sve tretirane grupe
sedmog dana imaju nizu QP vrijednost nego njihova kontrolna grupa. Pri svjetlu slabijeg
intenziteta grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili otopinom amonijeva
nitrata imaju viSu QP vrijednost nego kontrolna grupa, dok grupa liSaja koja je bila tretirana
otopinom kalijeva nitrata ima nizu QP vrijednost nego kontrolna grupa. Medutim, uoCene
razlike nisu bile statistiCki znaCajne. Sve grupe liSaja koje su bile tretirane i izlozene svjetlu
slabijeg intenziteta imaju viSu QP vrijednost nego one izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta.
Obrnuto, kontrolna grupa koja je bila izlozena svjetlu jaceg intenziteta ima viSu QP vrijednost
nego ona izlozena svjetlu slabijeg intenziteta. Zapazene razlike nisu bile statisti¢ki znacajne
(slika 6B).

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje su
bile tretirane i izloZene svjetlu jaCeg intenziteta, najviSu vrijednost fotokemijskog gasenja
(QP) ima grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata, a najniZzu grupa tretirana otopinom
kalijeva nitrata. Medu grupama koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta,
najviSu QP vrijednost ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najniZzu grupa

tretirana otopinom amonijeva nitrata (slika 6C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaleg intenziteta grupe liSaja koje su bile
tretirane otopinom ili amonijeva sulfata ili amonijeva nitrata imaju Cetrnaestog dana vrlo
slicnu QP vrijednost kao i njihova kontrolna grupa. Grupe li8aja koje su bile izloZene svjetlu
slabijeg intenziteta i tretirane ili otopinom kalijeva nitrata ili otopinom amonijeva sulfata imaju
viSu QP vrijednost nego njihova kontrolna grupa, dok grupa koja je bila tretirana otopinom
amonijeva nitrata ima nesto nizu vrijednost nego kontrolna grupa. Medutim, uoCene razlike
nisu bile statistiCki zna¢ajne. Pri jaem intenzitetu svjetla, kontrolna grupa i grupa koja je bila
tretirana otopinom amonijeva nitrata imaju viSu QP vrijednost nego one izloZzene svjetlu
slabijeg intenziteta. Pri slabijem intenzitetu svjetla grupe liSaja koje su bile tretirane ili
otopinom kalijevih nitrata ili amonijeva sulfata izlozenih imaju viSu QP vrijednost nego one
izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta. Medutim, uoCene razlike nisu bile statistiCki znacajne (slika
6C).

3.1.4. Nefotokemijsko gasenje fluorescencije

Opcenito, rezultati nakon tre¢eg dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaeg intenziteta, najviSu NPQ vrijednost ima grupa tretirana
otopinom amonijeva nitrata, a najnizu grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata. Grupe koje su
bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta, imaju vrlo slicne NPQ vrijednost (slika 7A).

Medu grupama koje su bile tretirane i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta, najviSsu NPQ
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vrijednost ima grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata, a najniZzu grupa tretirana otopinom

amonijeva nitrata. Medutim primije¢ene razlike nisu bile statistiCki znacajne (P>0,05).
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Slika 7 Nefotokemijsko gasenje (NPQ) fluorescencije u liSaja Flavoparmelia caperata,
izrazeno kao srednja vrijednost Sest replika + standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14.
(C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN — liSajevi
tretirani otopinom amonijeva nitrata (¢ = 1 mol dm=, pH = 6,5), NS — liSajevi tretirani
otopinom amonijeva sulfata (c = 0,5 mol dm3, pH = 6,5), KN — liajevi tretirani otopinom
kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL — svjetlo jaceg intenziteta (100 yJE m? s?), LL —
svjetlo slabijeg intenziteta (40 uJE m2 s?).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta liSajevi koji su tijekom
pokusa bili tretirani otopinom amonijeva nitrata imaju nesto viSu NPQ vrijednost nego njihova

kontrolna grupa dok grupa koja je bila tretirana otopinom kaljeva nitrata ima niZu vrijednost
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NPQ nego kontrolna grupa. Medutim primijeCene razlike nisu bile statistiCki znacajne
(P>0,05). U lisajeva koji su tijekom pokusa bili izlozeni slabijem svjetlu nisu primijecene
razlike u NPQ vrijednostima izmedu grupa izloZzenih razli¢itim tretmanima. Kontrolna grupa te
osobito grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata, izlozene svjetlu slabijeg intenziteta imaju
visu NPQ vrijednost nego one izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta (slika 7A). U grupi koja je
tretirana otopinom amonijeva nitrata i izlozena svjetlu jaeg intenziteta, NPQ vrijednost je
visa nego li u grupi koja je tretirana otopinom amonijeva nitrat i izlozena svjetlu slabijeg

intenziteta. PrimijeCene razlike nisu bile statisti¢ki zna¢ajne (P>0,05).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu liSajima koji su bili tretirani i
izloZeni svjetlu jaCeg intenziteta, najviSu NPQ vrijednost ima grupa liSaja tretirana otopinom
amonijeva nitrata, a najniZzu grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata. Medu grupama liSaja
koje su bile tretirane i izloZene svjetlu slabijeg intenziteta, najvisu NPQ vrijednost ima grupa
tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata
(slika 7B).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta lisaji tretirani ili
otopinom amonijeva nitrata ili otopinom amonijeva sulfata imaju sedmog dana pokusa nesto
viSu NPQ vrijednost nego njihova kontrolna grupa dok grupa liSaja koja je bila tretirana
otopinom kaljeva nitrata ima nizu vrijednost NPQ nego kontrolna grupa. Pri svjetlu slabijeg
intenziteta liSaji koji su bili tretirani otopinom amonijeva nitrata imaju niZzu NPQ vrijednost
nego njihova kontrolna grupa. Li8aji koji su bili tretirani otopinom amonijeva sulfata imaju
malo viSu NPQ vrijednost nego njihova kontrolna grupa dok grupa koja je bila tretirana
otopinom kalijeva nitrata ima vrijednost NPQ slicnu kao i kontrolna grupa. Medutim
primijeCene razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (P>0,05). Kontrolna grupa te osobito grupe
tretirane otopinama amonijeva nitrata i amonijeva sulfata, izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta
imaju viSu NPQ vrijednost nego one izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta. Obratno, grupa
liSaja koja je bila tretirana otopinom kalijeva nitrata i izlozena svjetlu slabijeg intenziteta ima
nesto visu NPQ vrijednost nego li ona izloZena svjetlu jaCeg intenziteta. ZapazZene razlike

nisu bile statisti¢ki znacajne (slika 7B).

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu liSajima koji su bili
tretirani i izloZeni svjetlu jaCeg intenziteta najnizu NPQ vrijednost ima grupa tretirana
otopinom kalijeva nitrata. Medu grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg
intenziteta, najviSu NPQ vrijednost ima grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata, a najnizu

grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata (slika 7C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta liSaji koji su bili tretirani

ili otopinom amonijeva nitrata ili otopinom amonijeva sulfata imaju Cetrnaestog dana pokusa
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nesto viSu NPQ vrijednost nego njihova kontrolna grupa dok grupa koja je tretirana otopinom
kalijeva nitrata ima nizu vrijednost NPQ nego kontrolna grupa. Medutim primije¢ene razlike
nisu bile statisticki znacajne (P>0,05). Kontrolna grupa i grupe koje su bile tretirana ili
otopinom amonijeva nitrata ili amonijeva sulfata, izlozene svjetlu jateg intenziteta imaju
nesto visu NPQ vrijednost nego one izloZene svjetlu slabijeg intenziteta (slika 7C). Grupa
liSaja koja je bila tretirana otopinom kalijeva nitrata i izlozena svjetlu slabijeg intenziteta ima
viSu NPQ vrijednost nego ona izloZena svjetlu jaCeg intenziteta. Medutim primije¢ene razlike

nisu bile statisticki znacajne (P>0,05).

3.2. Fotosintetski pigmenti
3.2.1. Maseni udio klorofila a

Op¢enito, rezultati nakon tre¢eg dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaeg intenziteta najnizi maseni udio klorofila a ima grupa tretirana
amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata. Medu grupama
koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta najnizi udio klorofila a ima grupa

tretirana amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom kalijevim nitratom (slika 8A).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta sve tretirane grupe
imaju nizi udio klorofila a nego njihova kontrolna grupa. Za grupu lisaja koje su bili tretirani
otopinom amonijeva nitrata ta razlika je i statisticki znacajna (P<0,05) u usporedbi s
kontrolnom grupom i grupom izlozenom otopini amonijeva sulfata (slika 8A). Pri svjetlu
slabijeg intenziteta grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili kalijeva
nitrata imaju sli¢nu ili malo viSi udio klorofila a nego njihova kontrolna grupa, dok grupa
tretirana otopinom amonijeva nitrata ima niZi udio nego kontrolna grupa. Medutim ove

primije€ene razlike nisu bile statisti¢ki znac¢ajne (P>0,05).

Kontrolna grupa i grupa koja je bila tretirana otopinom amonijeva sulfata pri svjetlu
jaCeg intenziteta ima viSi udio klorofila a nego pri svjetlu slabijeg intenziteta. Medutim ove
primijeCene razlike nisu bile statistiCki zna¢ajne. Grupe koje su bile tretirane ili otopinom
amonijeva nitrata ili kalijeva nitrata imaju visi udio klorofila a pri svjetlu slabijeg intenziteta
nego one pri svjetlu jateg intenziteta. Medutim ove primijecene razlike nisu bile statistiCki

znacajne (slika 8A).
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Slika 8 Maseni udio klorofila a u tkivu (ug/mg), izrazen kao srednja vrijednost Sest replika +
standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14. (C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi
prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN — liSajevi tretirani otopinom amonijeva nitrata (c = 1 mol
dm3, pH = 6,5), NS — li§ajevi tretirani otopinom amonijeva sulfata (c = 0,5 mol dm, pH =
6,5), KN — lisajevi tretirani otopinom kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL — svjetlo
jaceg intenziteta (100 JE m2 s), LL — svjetlo slabijeg intenziteta (40 yJE m2 s™).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izloZene svjetlu jaeg intenziteta najnizi maseni udio klorofila a ima grupa tretirana
amonijevim nitratom, a najvidi grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata. Medu grupama
koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta najnizi udio klorofila a ima grupa

tretirana amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom kalijevim nitratom (Slika 8B).
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Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu slabijeg intenziteta sve tretirane grupe
sedmog dana imaju viSi udio klorofila a nego njihova kontrolna grupa. Medutim ove
primije¢ene razlike nisu bile statistiCki znacajne. Pri svjetlu jaCeg intenziteta grupe koje su
bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili otopinom kalijeva nitrata imaju visi udio klorofila
a nego njihova kontrola grupa, dok grupa koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata
ima nizi udio nego kontrolna grupa. Medutim ove primije¢ene razlike nisu bile statisticki
znacajne. Medutim grupe tretirane otopinom amonijeva sulfata odnosno otopinom kalijeva
nitrata imaju znacajno visi udio klorofila a od grupe tretirane amonijevim nitratom (P<0,05).
Kontrolna grupa i grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili otopinom
kalijeva nitrata, imaju visi udio klorofila a pri svjetlu jaeg intenziteta nego one pri svjetlu
slabijeg intenziteta. Grupa liSaja koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata ima visi udio
klorofila a pri svjetlu slabijeg intenziteta nego pri svjetlu jateg intenziteta. Medutim ove

primije¢ene razlike nisu bile statisti¢ki zna¢ajne(Slika 8B).

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaeg intenziteta najnizi maseni udio klorofila a ima grupa tretirana
amonijevim nitratom, a najvisSi grupa tretirana otopinom amonijeva sulfatom. Medu grupama
koje su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta najnizi udio klorofila a ima grupa

tretirana amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom kalijevim nitratom (Slika 8C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da sve tretirane grupe €etrnaestog dana imaju nizi
udio klorofila a nego njihova kontrolna grupa. Za grupu tretiranu otopinom amonijeva nitrata,
pri svjetlu jateg intenziteta ta razlika je i statistiCki znaCajna (P<0,05). Pri svjetlu slabijeg
intenziteta, kontrolna grupa i grupe koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili
kalijeva nitrata imaju vi8i udio klorofila a nego one pri svjetlu jateg intenziteta. Grupa koja je
bila tretirana otopinom amonijeva sulfata pri svjetlu jaceg intenziteta ima visSi udio klorofila a

nego pri svjetlu slabijeg intenziteta (Slika 8C). Zapazena razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna.

3.2.2. Maseni udio klorofila b

Opéenito, rezultati nakon treéeg dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje
su bile tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta najnizi maseni udio klorofila b ima grupa
tretirana amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata. Medu
grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta najnizi udio klorofila b ima
grupa tretirana amonijevim nitratom, a najviSi grupa tretirana otopinom kalijevim nitratom
(Slika 9A).
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Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta grupe koje su bile
tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili otopinom kalijeva nitrata imaju nizi udio klorofila b,
nego njihova kontrolna grupa, dok grupa koja je bila tretirana otopinom amonijeva sulfata ima
viSi udio nego kontrolna grupa. Medutim, zapazene razlike nisu bile statistiCki znacajne. Pri
svjetlu slabijeg intenziteta grupa liSaja koja je bila tretirana ili otopinom amonijeva nitrata ili
otopinom amonijeva sulfata ima nizi udio klorofila b nego njihova kontrolna grupa, dok grupa
tretirana otopinom kalijeva nitrata ima viSi udio nego kontrolna grupa. Zapazene razlike nisu
bile statisti¢ki znacajne (Slika 9A). Pri svjetlu jaCeg intenziteta kontrolna grupa i grupa koja je
bila tretirana otopinom amonijeva sulfata imaju viSu koncentracije klorofila b nego pri svjetlu
slabijeg intenziteta. Grupe liSaja koje su bile tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva
nitrata pri svjetlu slabijeg intenziteta, imaju viSu koncentracija klorofila b nego one pri svjetlu

jaceg intenziteta. Zapazene razlike nisu bile statisticki znacajne.

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile tretirane
i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta najnizi maseni udio klorofila b ima grupa tretirana
amonijevim nitratom, a najvisi grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata. Medu grupama koje
su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta najnizi udio klorofila b ima grupa
tretirana amonijevim sulfatom, a najviSi grupa tretirana otopinom kalijevim nitratom (Slika
9B).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu slabijeg intenziteta sve tretirane grupe
imaju visi udio klorofila b nego njihova kontrolna grupa. Medutim, zapazZene razlike nisu bile
statisticki zna€ajne. Grupe liSaja koje su bile izloZene svjetlu jaCeg intenziteta i tretirane ili
otopinom amonijeva sulfata ili otopinom kalijeva nitrata imaju podjednaki udio klorofila b kao
njegova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata ima nizi maseni
udio klorofila b nego njena kontrolna grupa. ZapazZene razlike nisu bile statistiCki znacajne.
Pri svjetlu jaCeg intenziteta, kontrolna grupa i grupa koja je bila tretirana otopinom amonijeva
sulfata, ima viSi udio klorofila b nego ona izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta. Grupe tretirane
ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva nitrata pri svjetlu slabijeg intenziteta, imaju viSi udio
klorofila b nego one izlozene svjetlu jaCeg intenziteta. UoCene razlike nisu bile statisticki

znacajne (Slika 9B).
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Slika 9 Maseni udio klorofila b (ug/mg), izraZzena kao srednja vrijednost Sest replika +
standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14. (C) dana postavljanja pokusa. Tretmani:
Kontrola — liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5,NN — liSajevi tretirani otopinom
amonijeva nitrata (c =1 mol dm, pH = 6,5), NS — liSajevi tretirani otopinom amonijeva sulfata
(c =0,5 mol dm=, pH = 6,5), KN — li§ajevi tretirani otopinom kalijeva nitrata (c = 1 mol dm?=,

pH = 6,5). HL — svjetlo jaCeg intenziteta (100 uE m2 s?), LL — svjetlo slabijeg intenziteta (40
ME m?2 s,

Rezultati nakon &etrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izlozene svjetlu jaCeg intenziteta najvisi udio klorofila b ima grupa tretirana
otopinom kalijeva nitrata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu

grupama koje su bile tretirane i izloZene svjetlu slabijeg intenziteta najvisi udio klorofila b ima
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grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata
(Slika 9C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da su u svim tretiranim grupama udio klorofila b
Cetrnaestog dan nizi nego li u njihovim kontrolnim grupama. Za grupe tretirane ili otopinom
amonijeva nitrata pri svjetlu jaeg inteziteta ili otopinom amonijeva sulfata pri svjetlu slabijeg
intenziteta ta razlika je bila statisticki znacajna (P<0,05) (Slika 9C). Pri svjetlu slabijeg
intenziteta kontrolna grupa i grupe koje su bile tretirane otopinom ili amonijeva nitrata ili
kalijeva nitrata imaju visi udio klorofila b nego one izlozene svjetlu slabijeg intenziteta. LiSaji
koji su bili tretirani otopinom amonijeva sulfata, izlozeni svjetlu ja¢eg intenziteta imaju malo
viSu koncentracija klorofila b nego oni izlozeni svjetlu slabijeg intenziteta. Zapazene razlike

nisu bile statisti¢ki znacajne (Slika 9C).

3.2.3. Maseni udio ukupnih karotenoida

Op¢enito, rezultati nakon tre¢eg dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta, najve¢i maseni udio karotenoida ima grupa
tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata.
Medu grupama koje su bile tretirane i izloZene svjetlu slabijeg intenziteta najveci maseni udio
karotenoida takoder ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizu grupa

tretirana otopinom amonijeva nitrata (Slika 10A).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta grupe tretirane ili
otopinom amonijeva nitrata ili otopinom kalijeva nitrata tre¢eg dana imaju nizi maseni udio
karotenoida nego njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata
ima nesto viSi maseni udio nego kontrolna grupa. Za grupu koja je bila tretirana otopinom
amonijeva nitrata ta razlika je statistiCki zna¢ajna u odnosu na kontrolnu grupu kao i sve
ostale tretmane (P<0,05) (Slika 10A). Pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe liSaja koje su bile
tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili otopinom kalijeva nitrata imaju nesto viSi maseni
udio karotenoida nego njihova kontrola grupa, dok grupa tretirana otopinom amonijeva
nitrata ima nizi nego kontrolna grupa. Medutim, zapazene razlike nisu bile statistiCki

znacajne.

Pri svjetlu jaCeg intenziteta kontrolna grupa i grupe liSaja koja su bile tretirane ili
otopinom amonijeva sulfata ili kalijeva nitrata imaju viSi udio karotenoida nego one izlozene
svjetlu slabijeg intenziteta. LiSaji koji su bili tretirani otopinom amonijeva nitrata, izloZeni
svjetlu slabijeg intenziteta imaju viSi maseni udio karotenoida nego oni izlozeni svjetlu jaceg

intenziteta. Medutim, zapaZene razlike nisu bile statisti¢ki znaCajne (Slika 10A).
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Slika 10 Maseni udio ukupnih karotenoida (ug/mg), izraZzena kao srednja vrijednost Sest
replika £ standardna pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14. (C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola
— liSajevi prskani vodom pH vrijednosti 6,5, NN — liSajevi tretirani otopinom amonijeva nitrata
(c =1 mol dm®, pH = 6,5), NS — liSajevi tretirani otopinom amonijeva sulfata (¢ = 0,5 mol
dm=3, pH = 6,5), KN — li§ajevi tretirani otopinom kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL
— svjetlo jaceg intenziteta (100 JE m? s), LL — svjetlo slabijeg intenziteta (40 uE m? s?).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile izlozene
svjetlu jaCeg intenziteta, najviSi maseni udio karotenoida ima grupa koja je bila tretirana
otopinom amonijeva sulfata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu
grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta najvisi udio karotenoida
ima grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva
nitrata (Slika 10B).
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Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu slabijeg intenziteta sve grupe koje su bile
tretirane imaju viSi maseni udio karotenoida nego njihova kontrolna grupa. Za grupe koje su
bile tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili kalijeva nitrata ta razlika je statisticki znacajna.
Pri svjetlu jaCeg intenziteta grupe liSaja koje su bile tretirane otopinom ili kalijeva nitrata ili
amonijeva sulfata imaju nesto visi udio karotenoida nego njihova kontrolna grupa, dok grupa
tretirana otopinom amonijeva sulfata ima statisticki zna¢ajno nizu (P<0,05) udio karateoida
nego kontrolna grupa te ostali tretmani (Slika 10B). Pri svjetlu jaeg intenziteta kontrolna
grupa i grupe tretirane otopinama ili amonijeva sulfata ili kalijeva nitrata imaju viSi udio
karotenoida nego pri svjetlu slabijeg intenziteta. Grupa liaja tretirana otopinom amonijeva
nitrata ima viSi udio karotenoida pri svjetlu slabijeg intenziteta nego pri svjetlu jaceg

intenziteta. Medutim, zapazene razlike nisu bile statisti¢ki zna¢ajne (Slika 10B).

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta najviSi maseni udio karotenoida ima grupa tretirana
otopinom Kkalijeva nitrata, a najnizu grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu
grupama koje su bile tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta najnizi udio karotenoida ima

grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata (Slika 10C).

Usporedbom rezultata vidljivo je da sve tretirane grupe bez obzira na intenzitet svjetla
imaju nizi maseni udio karotenoida nego njihova kontrolna grupa. Za grupu tretiranu
otopinom amonijeva nitrata pri svjetlu i slabijeg i jaCeg intenziteta ta razlika je statisticki
znacajna (Slika 10C). Kontrolna grupa i grupe tretirane otopinama ili amonijeva nitrata ili
kalijeva nitrata imaju malo viSi udio karotenoida pri svjetlu slabijeg intenziteta nego pri svjetlu
jaeg intenziteta. Grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata ima imaju malo vidi udio
karotenoida otopinom amonijeva sulfata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva

nitrata.
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3.2.4. Kvocijent feofitinizacije

Medu grupama koji su bile tretirane i izlozene svjetlu slabijeg intenziteta najvisi
kvocijent feofitinizacije tre¢i dan takoder ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a

najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata (Slika 11A).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jateg intenziteta grupe liSaja koje su bile
tretirane ili otopinom kalijeva nitrata ili otopinom amonijeva nitrata imaju nizi kvocijent
feofitinizacije njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom amonijeva sulfat ima
nedto visi kvocijent feofitinizacije nego kontrolna grupa. Za grupu tretiranu otopinom
amonijeva nitrata ta razlika je bila statisticki zna¢ajna (P<0,05) i u odnosu na kontrolu i u
odnosu na ostale tretmane (Slika 11A). Pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe tretirane ili
otopinom amonijeva nitrata ili otopinom kalijeva nitrata imaju niZi kvocijent feofitinizacije
nego njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata ima visi nego

kontrolna grupa. Uocene razlike nisu statisti¢ki znacajne.

Kontrolna grupa i grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata imaju viSi kvocijent
feofitinizacije pri svjetlu jateg intenziteta nego one izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta. Grupe
tretirane ili otopinom amonijeva nitrata ili kalijeva nitrata imaju visi kvocijent feofitinizacije pri
svjetlu slabijeg intenziteta nego pri svjetlu jaeg intenziteta. Medutim, zapazene razlike nisu
bile statisti¢ki znacajne (Slika 11A).

30



bche Cc bc bc
a mHL

of|
o
(o]
Q
o

mLL

Kontrola NN NS KN

Tretman

1,8 —abab—ab——ab——— Db b

:Q__J‘ 115 B a ab
o

mHL

c 0,3 -+ mLL

Kontrola NN NS KN

Tretman

2 c bcbc abcbe

mHL
mLL

Kontrola NN NS KN
Tretmani

Slika 11 Kvocijent feofitinizacije izrazen kao srednja vrijednost Sest replika + standardna
pogreska, nakon 3. (A), 7. (B) i 14. (C) dana pokusa. Tretmani: Kontrola — liSajevi prskani
vodom pH vrijednosti 6,5, NN — li§ajevi tretirani otopinom amonijeva nitrata (¢ = 1 mol dm=,
pH = 6,5), NS — ligajevi tretirani otopinom amonijeva sulfata (¢ = 0,5 mol dm, pH = 6,5), KN
— lisajevi tretirani otopinom kalijeva nitrata (c = 1 mol dm, pH = 6,5). HL — svjetlo jaeg
intenziteta (100 JE m? s?), LL — svjetlo slabijeg intenziteta (40 uE m? s?).

Rezultati nakon sedmog dana pokusa pokazuju da medu grupama koje su bile
tretirane i izloZene svjetlu jaCeg intenziteta najvisi kvocijent feofitinizacije ima grupa tretirana
otopinom kalijeva nitrata, a najnizi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata. Medu

grupama Kkoji su bile tretirane i izlozeni svjetlu slabijeg intenziteta najviSi kvocijent
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feofitinizacije ima grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata, a najnizi grupa tretirana otopinom

amonijeva sulfata (Slika 11B).

Usporedbom rezultata vidljivo je da pri svjetlu jaCeg intenziteta grupe liSaja koje su
bile tretirane ili otopinom kalijeva nitrata ili otopinom amonijeva sulfata imaju nesto visi
kvocijent feofitinizacije nego njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom
amonijeva nitrata ima niZu vrijednost nego kontrolna grupa te znacajno nizu vrijednost nego
grupa koja je bila tretirana kalijevim nitratom. Pri svjetlu slabijeg intenziteta grupe tretirane ili
otopinom amonijeva nitrata ili otopinom amonijeva sulfata imaju neSto nizi kvocijent
feofitinizacije nego njihova kontrolna grupa, dok grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata
ima malo vid§i nego kontrolna grupa. UoCene razlike nisu bile statisticki znacajne. (Slika
11B). Grupe tretirane ili otopinom amonijeva sulfata ili kalijjeva nitrata imaju nesto visi
kvocijent feofitinizacije pri svjetlu jaeg intenziteta nego pri svjetlu slabijeg intenziteta. Grupa
tretirana otopinama amonijeva nitrata ima nesto visi kvocijent feofitinizacije pri svjetlu slabijeg
intenziteta nego ona pri svjetlu jaCeg intenziteta. UoCene razlike nisu bile statisticki

znacajne.

Rezultati nakon Cetrnaestog dana pokusa pokazuju da medu grupama liSaja koje su
bile tretirane i izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta najviSi kvocijent feofitinizacije ima grupa
tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najniZi grupa tretirana otopinom amonijeva nitrata.
Medu grupama koji su bile tretirane i izloZzene svjetlu slabijeg intenziteta najviSi kvocijent
feofitinizacije ima grupa tretirana otopinom amonijeva sulfata, a najnizi grupa tretirana

otopinom amonijeva nitrata (Slika 11C).

Usporedujuci rezultate vidljivo je da sve ftretirane grupe imaju nizi kvocijent
fedfitinizacije nego njihov kontrolna grupa. Za grupe koja su bila tretirane otopinom
amonijeva nitrata, ta razlika je bila statistiCki znac¢ajna (p < 0,05). Sve grupe liSaja, osim one
koja je bila tretirana otopinom amonijeva sulfata imaju visi kvocijent feofitinizacije pri svjetlu
slabijeg intenziteta nego one izlozene svjetlu slabijeg intenziteta. Medutim uocCene razlike

nisu bile statisticki znacajne (Slika 11C).
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4.Rasprava

LiSaji su organizmi koji se zbog svoje grade Cesto koriste kao bioindikatori
oneciS¢enja zraka. U mnogim istrazivanjima koriSteni su u pra¢enju emisije amonijaka i
dusSikovih oksida (Munzi i sur. 2009, Munzi u sur. 2010, Paolia i sur. 2010, Frati i sur. 2007).
Osijetljivost liSajeva na povecanu koli¢inu duSika ovisi od vrste do vrste te razlikujemo
osjetljive acidofilne vrste i nitrofilne lisajeve koje toleriraju nesto vecu koli€inu dusika. Upravo
zbog toga Sto na vrste razliito utjeCe povecéana koli€inu duSika, njihovo pojavijivanje na
nekom mijestu ili izbjegavanje tog mjesta moze nam puno reci o kvaliteti zraka odnosno
vremenu izloZzenosti, te okoliSnim faktorima kao Sto je intenzitet svjetla. U ovome radu
istraZila sam osjetljivost vrste Flavoparmelia caperata na povec¢anu razinu duSikovih spojeva.
Naime za tu vrstu u literaturi nisam nasla podatak pripada li acidofilnim ili nitrofilnim vrstama
liSajeva pa je nejasno koliko je osjetljiva. Takoder zanimalo me kako utjeCu razli€iti oblici
dusSikovih spojeva pa sam koristila duSik u obliku amonijeva sulfata, amonijeva nitrata i
kalijeva nitrata. Tako je na primjer poznato da su neke vrste kao Hypogymnia physodes,
Lecanora conizaeoides i Parmeliopsis ambigua osobito osjetljive na amonijak dok su vrste
kao Evernia prunastri, Parmelia saxatilis, Lepraria incana i Hypogymnia physodes osjetljivije
na dusSikove okside u zraku (Oliveira 2001). Osim utjecaja vrste dusikovog spoja ispitala sam
i utjecaj jakosti intenziteta svjetla. Poznato je da je stopa fotosinteze pri slabom intenzitetu
svjetla niska, te da porastom intenziteta, do odredene granice, raste stopa fotosinteze
(Vidakovi¢-Cifrek i sur. 2014). Kako je za normalnu fotosintetsku aktivhost nuzan dusik, a
njegove povecane koli¢ine uzrokuju ostecenja (Carter i sur. 2017), moja ideja je bila da vidim
moze li se izlaganjem liSajeva nesto jaCem intenzitetu svjetla preusmjeriti viSak dusika npr. u
sintezu klorofila i tako izbjeéi negativan ucinak vecée koliCine duSika. Koliko su pojedini
dusikovi spojevi toksi¢no djelovali na ovu vrstu liSaja te kako je na njihovu toksi¢nost utjecao
intenzitet svjetlosti pratila sam mjerenjem fluorescencije klorofila a, udjela klorofila a, b i

ukupnih karotenoida te kvocijentom feofitinizacije.

U liSaja, Zivot u oneciS¢enom okoliSu Cesto izaziva oSteéenja fotosustava Il. O
aktivnosti fotosustava Il mozemo puno saznati mjerenjem fluorescencije klorofila a. Jedan od
znakova izloZenosti stresu, pa time i oStecenja fotosustava Il je sniZzeni maksimalni kvantni
prinos fotosustava Il (QY_max). Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (QY_max) je u
stvari omjer varijabilne fluorescencije i maksimalnog signala fluorescencije koji nam pokazuje
mjeru potencijalnog maksimalnog prinosa kvanta fotosustava Il. U biljaka optimalna
vrijednost QY_max iznosi oko 0,83 (Maxwell i Johnson 2000) dok je u liSaja vrijednost nesto
manja i iznosi od 0,5-0,76 (Paoli i sur, 2010). Piccotto i sur. (2011) utvrdili su da urbano

oneciS¢enje negativno utjeCe odnosno snizava vrijednosti QY_max u vrstama Parmotrema
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perlatum (Huds.) M., Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. i Flavoparmelia caperata. Do takvih
rezultata dosli su i Munzi i sur. (2010) koji su pratili utjecaj poveéane koli¢ine duSika na vrste
Evernia prunastri i Xanthoria parietina. Oni su u svome istrazivanju pokazali da povecane
koli¢ine dusika snizavaju maksimalni kvantni prinos fotosustava Il te da utjecaj duSika na
QY_max ovisi o vrsti liSaja, vremenu izloZzenosti i koncentraciji kojoj su izlozeni. Tako su kod
vrste Evernia prunastri, koja je poznata acidofilna vrsta, visoke koncentracije dusSikovih
spojeva (¢ (NHsNOs) = 1 mol dm=3, ¢ ( NH4)2.S0.4) = 0,5 mol dm=3), uzrokovale sniZenje
vrijednosti QY_max odmah nakon prvog tretmana, a niske koncentracije (¢ (NHsNO3) = 0,05
mol dm=, ¢ (NH4)2SO4) = 0,025 mol dm=) tek nakon duzeg izlaganja. Za razliku od nje, vrsta
Xanthoria parietina je puno tolerantnija. Visoke koncentracije navedenih spojeva utjecali su
na QY_max tek nakon tre¢eg tretmana, dok niske koncentracije dusSikovih spojeva nisu niti
utjecale. U ovom radu analiza fluorescencije klorofila a in vivo za vrstu Flavoparmelia
caperata pokazala je da vrsta dusikova spoja kojim su lidajevi bili tretirani i intenzitet svjetla
utjieCu na QY_max. Tako su rezultati pokazali da je 3. i 14. dana na sniZenje vrijednost
QY_mayx, u grupa koje su bile izloZzene svjetlu jaCeg intenziteta, znac¢ajno utjecalo tretiranje
otopinom amonijeva nitrata, sto se slaze s postojeéim istraZivanjima i ukazuje da je ova vrsta
takoder donekle osjetliva na dusik buduci da je osjetliva na dusik prisutan u obliku
amonijeva nitrata. Dobiveni rezultati su donekle u skladu s rezultatima praéenja utjecaja
dusikovih spojeva na acidofilnoj vrsti Evernia prunastri (Cavarusié¢ 2017). Naime i kod te
vrste je jaci uc€inak imalo tretiranje dusikom u obliku amonijeva iona. Medutim pokazalo se da
je vrsta Flavoparmelia caperata ipak manje osjetljiva od vrste Evernia prunastri jer je
primijeéeno sniZenje vrijednost QY_max bilo puno slabije izraZeno. Sto se ti¢e udinka
svjetlosti tijekom trajanja pokusa, u svim grupama liSaja, QY_max je bio nesto viSi pri
slabijem intenzitetu svjetla nego pri jaem S$to nije bilo sasvim o¢ekivano buduci da pri nizim
intenzitetima svjetla (koje sam ja koristila) povec¢anje intenziteta dovodi do poticanja stope
fotosinteze. Zanimljivo je da je kao i kod vrste E. prunastri u€inak dusikovih spojeva odnosno
amonijeva nitrata bio jaci pri viSem intenzitetu svjetlosti. Ovi rezultati nam govore da niti kod
jedne vrste hipoteza da ¢e jaCe osvjetlienje potaknuti fotosintetske procese, a time
posljediéno i iskoritavanje ,viska“ dusika iz okoli$a nije potvrdena. Stovie izgleda da je uz
stres uslijed tretiranja amonijevim nitratom izlaganje jaCem intenzitetu svjetlosti predstavljalo

dodatni stres.

Drugi parametar koji sam pratila kako bih utvrdila fotosintetsku ucinkovitost jest
efektivni kvantni prinos fotosustava Il (QY_L). To je parametar koji takoder jako ovisi o
uvjetima okoliSa u kojem se liSaj nalazi. U uvjetima jaCeg osvjetljenja ili stresnih uvjeta koji
inhibiraju fotosintezu koli¢ina apsorbirane energije je prevelika u odnosu na onu koja je

potrebna za fotosintezu pa dolazi do smanjenja protoka elektrona $to se ocituje kao snizenje
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QY_L wvrijednosti (Miyake i sur. 2009). Rezultati pokazuju da tijekom cijelog trajanja
istrazivanja na vrijednost QY_L u vrsti F. caperata statistiCki zna€ajno nije utjecala niti vrsta
spoja, a niti intenzitet svjetla. Dobiveni rezultati se znacajno razlikuju od onih za vrstu
Evernia prunastri (Cavarusi¢ 2017) gdje je faktorijalna analiza varijanci pokazala da je na
QY_L znacajno utjecala i vrsta duSikova spoja i intenzitete svjetla i kombinacija intenziteta
svjetla i tretmana. Dusikovi spojevi, a osobito amonijevi ioni imali su izrazito negativan ucinak
na QY_L u vrste E. prunastri §to potvrduje da je ta vrsta osjetljivija odnosno da je vrsta F.
caperata tolerantnija na povecanu koli¢inu dusikovih spojeva pa €ak i u obliku amonijeva
iona. lako intenzitet svjetla nije statisti¢ki znaCajno utjecao na QY_L uocene su nesto vise
vrijednosti QY_L pri slabijem intenzitetu. Ovi rezultati se podudaraju s rezultatima za vrstu E.
prunastri (Cavarusié 2017). Kao $to sam veé spomenula za vrijednosti dobivene za QY_max
ovi rezultati su malo neuobi€ajeni. Medutim obje vrste liSajeva su bile aklimatizirane u istoj
klima-komori na intenzitetu svjetlosti od 40 uE m s* §to je dosta niski intenzitet svjetla pa je
moguce da se fotosintetski aparat tome prilagodio. Stoga je izlaganje nesto viSem intenzitetu
svjetlosti mozda predstavijalo stres za liSajeve Sto je dovelo do sniZzenja fotosintetske

ucinkovitosti uslijed nemogucnosti iskoriStavanja viska energije.

Rezultati analize pokazuju da tijekom trajanja istrazivanja na koeficijent fotokemijskog
gadenja (QP) u vrsti F. caperata statistiCki znacajno nije utjecala niti vrsta spoja, a niti
intenzitet svjetla. QP odrazava redoks-stanje primarnog akceptora elektrona fotosustava Il
(plastokinona) te je pokazatelj oksidiranih reakcijskih centara na fotosustavu Il (Maxwell i
Johnson, 2000). Dobiveni rezultati ukazuju da u vrsti F. caperata dusSikovi spojevi ne utjeCu
na protok elektrona te ne smanjuju ucinkovitost fotosintetskih procesa $to se slaze s
rezultatima dobivenim za maksimalni i efektivni prinos fluorescencije. Ti se rezultati zna¢ajno
razlikuju od onih za vrstu Evernia prunastri (Cavarusié 2017) gdje je faktorijalna analiza
varijanci pokazala da je na QP zna€ajno utjecala i vrsta duSikova spoja i kombinacija
intenziteta svjetla i tretmana. Naime svi duSikovi spojevi osim kalijevog nitrata smanijili su QP
Sto ukazuje da je manje otvorenih PSII centara, odnosno da su reducirani i potvrduje da je
doslo do zastoja u prijenosu elektrona koji se ne prenose do NADP* (Cavarusi¢ 2017). Ovdje
je zanimljivo primijetiti da iako nije bilo zna€ajno, najnizu vrijednost u mom istrazivanju bez
obzira na intenzitet svjetla, tijekom cijelog istrazivanja imala grupa koja je bila tretirana
otopinom kalijeva nitrata $to je suprotno od rezultata dobivenih u radu Cavarusi¢ (2017) gdje

je tretman kalijevim nitratom, pri svjetlu slabijeg intenziteta uzrokovao povisenje QP 14. dan.

Jedan od znakova da su liSaji pod stresom je povecanje nefotokemijskog gasenja
fluorescencije (NPQ). U takvim uvjetima apsorbirana energija se ne Kkoristiti za reakcije
fotosinteze ve¢ se oslobada u obliku topline (Vidakovi¢—Cifrek i sur. 2014). Rezultati mojeg

istrazivanja pokazuju da na vrijednost NPQ u vrsti F. caperata statistiCki zna¢ajno nije
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utjecala niti vrsta spoja, a niti intenzitet svjetla. Kako kod ove vrste liSajeva nije doSlo do
negativnih u€inaka na fotosintetsku ucinkovitost ocekivala sam ¢e NPQ vrijednosti biti sli¢ne
kontrolnim. Medutim, mozemo ipak primijetiti da je na NPQ vrijednosti utjecalo vrijeme
izloZzenosti jer je 14. dana zabiljeZen pad vrijednosti NPQ u svih tretiranih grupa u odnosu na
3. i 7. dan. Takoder, rezultati analize pokazali su da je najnizu vrijednost NPQ, pri svjetlu
jaceg intenziteta, imala grupa tretirana otopinom kalijeva nitrata. Snizenje vrijednosti NPQ
primijetila je i Cavarusi¢ (2017) u svojem radu na vrsti Evernia prunastri $to je donekle
neocekivani rezultat jer bi bilo za o&ekivati sa se uslijed stresa dusikom dio energije koja nije
iskoristena u fotosintezi oslobodi putem topline Sto bi rezultiralo povecanjem vrijednosti NPQ
(Maxwell i Johnson 2000). Piccotto i sur. (2011) su dobili sli¢ne rezultate u vrsta F. caperata i
Parmotrema perlatum koje su se nalazile uz cestu u gradovima Trieste i Udine (Italija) lako
su zabiljezili pad vrijednosti ve¢ na polovici vremena trajanja pokusa, znacajno snizenje NPQ
je bilo tek na kraju pokusa. Prema Piccotto i sur. (2011) dusSikovi oksidi uzrokuju acidifikaciju
citoplazme Sto mozZe smanijiti trans-tilakoidni protonski gradijent koji je povezan s NPQ-om.
Isto tako zakiseljavanje smanjuje aktivhost enzima nitrat reduktaze Sto mozZe dovesti do
ulazenja i taloZenja nitrata u stanice i time utjecati na fotosintetsku aktivnost. Medutim, u
mojem istrazivanju je do smanjenja NPQ 14. dan u odnosu na 3. i 7. dan doSlo i kod liSajeva
tretiranih vodom (kontrolnih) $to ukazuje da je to vjerojatno posljedica uvjeta u klima-komori

koji mozda nisu bili optimalni za ovu vrstu.

U mnogim istraZivanjima se biomonitoring pomoc¢u liSaja proveo pra¢enjem promjena
fizioloSkih parametara kao $to su koncentracija klorofila a, klorofila b, ukupnih karotenoida te
kvocijenta feofitinizacije (Sujetoviené 2013, Frati i sur. 2006, Backor i sur. 2003). Istrazivanja
su pokazala da zagadivaci zraka, amonijak i dusikovi oksidi uzrokuju promjene u navedenim
parametrima. Na udio fotosintetskih pigmenata utjeCe i intenzitet svjetla. Pri svjetlu slabijeg

intenziteta povecan je udio klorofila a i b, a smanjen udio karotenoida (Franc i sur. 2007).

Na maseni udio klorofila a u tkivu liSaja Flavoparmelia caperata utjecala je vrsta
dusikova spoja. Ve¢ nakon 3. dana biljezi se statisticko zna€ajno sniZzenje u grupi liSaja koja
je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata i izlozena svjetlu jaCeg intenziteta u odnosu na
kontrolnu grupu. Ova grupa liSaja imala je tijekom cijelog istrazivanja najniZi udio klorofila a.
U ostalim tretiranim grupama najveca razlika vidljiva je 14. dana kada sve tretirane grupe
imaju niZi udio klorofila a nego kontrolne grupe. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima
za vrstu Evernia prunastri (Cavarusi¢ 2017) gdje je tretman amonijevim nitratom takoder
imao najnegativniji ucinak. Ovi rezultati takoder potvrduju tezu da vrijeme izloZenosti
dusikovim spojevima takoder utje¢e na toksi¢nost ovih spojeva. Sto je vrijeme izloZenosti
duze to je jali utjecaj dusikovih spojeva (Munzi i sur. 2010). U pocetku, povecana koli¢ina

dusSika iz spojeva moze djelovati kao nutrijent Sto je uzrokovalo blagi porast udjela klorofila a
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7. dan kod vecine tretmana osim kod amonijeva nitrata. No, dugotrajna izloZzenost povecanoj
koli¢ini duSika izaziva odredena posljedice kao $to je zakiseljavanje §to moze uzrokovati
degradaciju klorofila a, $to se ocituje u snizenju udjela 14. dan. Sli¢ni su rezultati zabiljezeni
u vrste Ramalina farinacea (Sujetoviené 2013) koja je nakon $to je bila premjestena s mjesta
manjeg zagadenja na mjesto jateg zagadenja u gradu Kaunas (Litva), na pocetku biljezila

rast u udjelu klorofila a, a nakon mjesec dana znaéajan pad.

Rezultati ovog istrazivanja su takoder pokazali da intenzitet svjetla utjec¢e na koli¢inu
pigmenata jer je uglavhom, osim kod tretmana amonijevim nitratom, zabiljezen neSto veci
udio klorofila a pri jaem intenzitetu svjetla i kod tretiranih i kod netretiranih liSajeva sto nije
bilo oekivano. Ovo se mozda mozZe objasniti time da je za ovu vrstu optimalan rast pri nesto
veéim intenzitetima svjetlosti pa je povecanje intenziteta stimuliralo sintezu klorofila pri jaem
intenzitetu svjetla. Piccotto i Tretiach (2010) su u svom istraZivanju pokazali da liSajevi sa
suncanijih staniSta imaju viSe klorofila nego oni sa sjenovitih. Medutim moji rezultati dosta
variraju ¢ak i u kontroli pa je moguce da jo$ neki uvjeti utjeCu na ovaj parametar. Kod vrste
Evernia prunastri dobiveni su suprotni rezultati odnosno veci udio klorofila uo€en je kod nekih
uzoraka pri slabijem intenzitetu svjetlosti (Cavarusi¢ 2017) $to potvrduje da se ove dvije vrste

dosta razlikuju u fiziologiji.

Na maseni udio klorofila b zna€ajno je utjecala vrsta dudikova spoja tek nakon 14.
dana kada grupa liSaja koji su bili tretirani otopinom amonijeva nitrata i izloZeni svjetlu jaeg
intenziteta pokazuju znacajni pad u odnosu na kontrolnu grupu. Upravo je ta grupa liSaja
imala tijekom cijelog istraZivanja najnizi udio klorofila b. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima
za klorofil a pa mozemo zaklju€iti da amonijev nitrat najvise utjee na sastav klorofila §to
potvrduju i rezultati za vrstu Evernia prunastri (Cavarusi¢ 2017) gdje je takoder zabiliezen
najnizi udio klorofila u grupi koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata. U ovom
istrazivanju uocCila sam i neke manje razlike unutar istog tretmana pri razli€itom intenzitetu
svjetla. Tako je 14. dana u svih grupa osim one koja je bila tretirana otopinom amonijeva
sulfata, zabiljezen veci udio klorofila b pri slabijem intenzitetu svjetla nego pri jaem $to je u
skladu s dosada$njim istrazivanjima gdje je pokazano da je pri slabijem intenzitetu svjetla
veéi udio klorofila. Cudno je to $to je u kontrolnoj grupi i grupi liaja koja je bila tretirana
otopinom amonijeva sulfata udio klorofila b, 3. i 7. dana visi pri jaem intenzitetu svjetla. Kao
8to sam ve¢ spomenula kod klorofila a moguce da jo$ neki uvjeti utje€u na udio klorofila u

tkivu.

Na udio ukupnih karotenoida takoder je utjecalo tretiranje dusSikovim spojevima. Vec
nakon 3. dana pokusa zabiljezen je znac€ajan pad udjela ukupnih karotenoida u grupi liSaja

koja je bila tretirana amonijevim nitratom i izloZzena svjetlu jaCeg intenziteta. Upravo grupe
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liSaja koja su bile tretirane otopinom amonijeva nitrata imaju i najniZi udio karotenoida. Ovi
rezultati su sliéni onima u vrsti Evernia prunastri (Cavarusi¢ 2017) gdje je isto najmanji udio
karotenoida pronaden u grupi liaja koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata. Takoder
smanjenje udjela karotenoida liSajeva nakon tretmana dusSikovim spojevima, uodili su i Frati i
sur. (2005) Sto ukazuje da duSikovi spojevi imaju negativan ucinak na sve fotosintetske
pigmente. lako intenzitet svjetla nije statistiCki znaCajno utjecao na rezultate, zabiljezena je
manja razlika u udjelu karotenoida pri razli¢itim intenzitetu svjetla. Tako je pri svjetlu jaceg
intenziteta udio karoteonida kod nekih uzoraka bio viSi nego pri svjetlu slabijeg intenziteta.
Dobiveni rezultati su u skladu s dosadasnjim istrazivanjima u kojima je pokazano da je pri
jacem intenzitetu svjetla poviSen udio karotenoida (Franck i sur. 2007) koji sluze kao zastitni
pigmenti. Medutim rezultati su razliiti od onih dobivenih za vrstu Evernia prunastri
(Cavarusié 2017) pa je mogucée da kod te vrste vaznu ulogu u obrani od vika svjetlosti ima

sama gljiva koja stiti fotobionta te razli¢iti sekundarni metaboliti (Piccotto i Tretiach 2010).

Jedan od cZesto koristenih znakova vitalnosti liSaja je degradacija fotosintetkih
pigmenata koja se mijeri kvocijentom feofitinizacije. Neki autori pronasli su direktnu vezu
koli€¢ine dusika, u obliku amonijevih iona i duSikovih oksida dovode do zakiseljavanja $to
uzrokuje micanje srediSnjeg magnezijevog iona iz molekule klorofila i time pretvorbu klorofila
a, fotosintetskog pigmenta u feofitin, nefotokemijski pigment (Carter i sur. 2017). Rezultati
mojeg istrazivanja pokazuju da je na vrijednost kvocijenta feofitinizacije utjecala vrsta
dusikova spoja. Najnize vrijednosti u sva tri dana mjerenja ima grupa koja je bila tretirana
amonijevim nitratom i izloZzena svjetlu jaCeg intenziteta. Ovi rezultati su u skladu s onima za
klorofila a i b te potvrduju da duSik u obliku amonijeva nitrata uzrokuje degradaciju klorofila i
da je najtoksiéniji za vrstu F. caperata. Analiza pokazuje da je 7. dan doSlo do poviSenja
kvocijenta feofitinizacije u svih grupa, kako u tretiranih tako i u kontrolnih. Ovi rezultati se
malo razliku od onih za vrstu Evernia prunastri gdje su vrijednosti kvocijenta feofitinizacije 7.
dan ostale podjednake onima iz 3. dana u svih grupa, osim u kontrolne izloZzene svjetlu
slabijeg intenziteta i grupe koja je bila tretirana otopinom amonijeva nitrata i izlozena svjetlu
jaeg intenziteta (Cavarusié 2017). Gledajuéi rezultate vidljivo je da svi rezultati pigmenata
za 7. dan dosta iskaCu od onih za 3. i 14. dan. Moguéi razlog tim odskakanjima je da je tu

doslo do pogreske tijekom mjerenja ili ekstrakcije.

Dusik u obliku amonijeva nitrata pokazao se kao najtoksicniji Cemu sigurno pridonose
amonijevi ioni ali i ukupno veca koliCina dusika buduci da su uz amonijeve ione prisutni i
nitratni ioni. Rezultati dobiveni za udio klorofila poklapaju se s rezultatima koje sam utvrdila
za maksimalni kvantni prinos fluorescencije buduc¢i da amonijev nitrat smanjuje oboje Sto

ukazuje da u ove vrste upravo amonijev nitrat oStecuje fotosintetski aparat odnosno dovodi
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do degradacije klorofila i oSte¢enja fotosustava Il pa time i smanjene fotosintetske
uCinkovitosti.

U ovome istrazivanju fotosintetski pigmenti pokazali su se kao nesto osjetljiviji
pokazatelj uCinka poveéane koliine dusika na ovu vrstu. Tretman amonijevim nitratom je
uzrokovao snizenje udjela svih pigmenata, a ¢ak je i tretman amonijevim sulfatom snizio udio
klorofila b 14. dan nakon pokusa dok je kod fluorescencijskih parametara uc€inak primijecen
samo kod amonijeva nitrata i to samo na vrijednosti QY_max i NPQ, dok na vrijednosti QY_L

i QP nije znacajno utjecao.

Iz svih rezultata moZe se zaklju€iti da je liSaj F. caperata ipak donekle osjetljiv na
dusikove spojeve osobito u obliku amonijeva nitrata to je vjerojatno posljedica nakupljanja
dusika u tkivu liSaja 8to dovodi do zakiseljavanja i degradacije klorofila te posljedi¢no
smanijuje fotosintetsku ucinkovitost i smanjuje koli€inu ugljikohidrata za sintezu aminokiselina
koje se mogu koristi za asimilaciju toksicnog amonijaka. Veca toksi¢nost amonijeva nitrata u
odnosu na kalijev nitrat moze se objasniti s €injenicom da liSajevi lakSe uzimaju amonijeve
ione (NH4") nego negativno nabijene oblike dusika kao $to je nitrat, a slobodan amonijak, ako
se brzo ne veZe u aminokiseline je toksican i moze naruSiti protonski gradijent vazan za
nastanak ATP (Munzi i sur. 2012). U prilog osjetljivosti liSaja F. caperata na dusSik ide i
rezultat da jaci intenzitet svjetlosti nije smanjio Stetan ucinak dusika. Naime, povecanje
koncentracije klorofila kao odgovor na poveéanja koncentracije dusikovih spojeva u okolisu,
Sto za posljedicu ima povecanje fotosintetskog kapaciteta nuzno potrebnog za stvaranje
ugljikovih kostura aminokiselina koji onda mogu vezati viSak duSika, opazeno je samo u

tolerantnih vrsta liSajeva (Hauk i sur. 2010 prema Munzi i sur. 2013).
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5. Zakljucak

Tretiranje liSaja Flavoparmelia caperata otopinom amonijeva nitrata uzrokovalo je
snizenje vrijednosti maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava (QY_max) dok
tretiranje ostalim duSikovim spojevima nije imalo znacdajnog ucinka. Tretiranje
dusSikovim spojevima nije znacajno utjecalo na efektivni kvantni prinos fotosustava |l

kao niti na koeficijent fotokemijskog gasenja bez obzira na intenzitet osvjetljenja.

Niti tretman duSikovim spojevima niti intenzitet svjetla nisu znacajno utjecali na

vrijednost nefotokemijskog gasenja fluorescencije (NPQ).

Povecana koli¢ina dusika, u obliku amonijeva nitrata, snizila je u liSaja udio klorofila a,
b te ukupnih karotenoida osobito 14. dana nakon tretmana.

Povecana koli¢ina dusika, u obliku amonijeva nitrata, uzrokovala je degradaciju
klorofila a §to se ocituju u snizavanju vrijednosti kvocijenta feofitinizacije. Intenzitet

svjetla nije znacajno utjecao na kvocijent fecfitinizacije.
Vrsta F. caperata je osjetljiva na povec¢anu koli€inu dusika u obliku amonijeva nitrata.

Intenzitet svjetla nije utjecao na ucinak dusikovih spojeva. Jaci intenzitet svjetlosti nije

smanijio Stetan ucinak dusSika.
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