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1.UVvOD

Problem oneciS¢enja zraka postaje sve znacajniji na globalnoj razini, utjecuc¢i na biolosku
raznolikost, ekologiju i ljudsko zdravlje, ali i na klimatske promjene i ekonomiju (Manisalidis
I sur., 2020). Kako bi se kvalitetno istrazivala i pratila kvaliteta zraka na odredenom podrucju,
sve se ¢eSce kao bioindikatori i biomonitori koriste Zivi organizmi (Forbes i sur., 2015). Ova
metoda ima znacajne prednosti nad tradicionalnim mjerenjima koncentracija one¢i$¢ujucih
tvari, jer organizmi odrazavaju bioloski relevantan stupanj oneciS¢enja zraka, reagirajuci na
slozene utjecaje razli¢itih onec¢is¢ujucih tvari i mikroklimatskih uvjeta kroz vrijeme. Osim toga,
omogucuju uvid u integrirani profil onecis¢enja kroz dulja vremenska razdoblja, ukljucujuci
sezonske i godi$nje varijacije, te pruzaju vecu prostornu rezoluciju u usporedbi sa standardnim
mjernim metodama (Brunialti i Frati, 2007). Mahovine i lisajevi su se pokazali izuzetno
prikladnima za ove svrhe jer primarno upijaju hranjive tvari iz oborina i suhim talozenjem
lebdecih Cestica, pri cemu je unos Cestica iz podloge zanemariv zbog nedostatka korijenja i vrlo

tanke ili nepostojece kutikule (Smodis i Parr, 1999).

LiSajevi su samoodrzive zajednice mikobionta (gljiva) i fotobionta (algi ili cijanobakterija), a
koriste se kao bioindikatori i biomonitori kvalitete zraka. Kao bioindikatori, lisajevi nas mogu
informirati o prisutnosti onec¢iséenja zraka, pri ¢emu se najcesce analizira promjena u sastavu
zajednice lisajeva ili njihova vitalnost. Ocjenjivanje stanja lisajeva (tj. vitalnosti) na odredenom
geografskom podrucju ukljuéuje analizu morfoloskih i fizioloSkih promjena (Paoli i sur., 2020).
Fotobionti su posebno osjetljivi na onecis¢enje, stoga se vitalnost lisajeva ¢esto procjenjuje kao
promjena u ucinkovitosti fotosinteze i sadrzaju fotosintetskih pigmenata. Ucinkovitost
fotosinteze najcesce se odreduje mjerenjem fluorescencijskog parametra Fv/Fm, koji pouzdano
pokazuje maksimalnu fotokemijsku kvantnu ucinkovitost fotosustava II i nije osjetljiv na
temperaturu (Shukla i sur., 2014). Brojne studije pokazuju da se ovaj parametar smanjuje pod
stresnim uvjetima, poput oneciS¢enja zraka (Gauslaa i sur., 2021; Kummerova i sur., 2006;
Munzi i sur., 2012; Paoli i sur., 2015b). Takoder, omjer fotosintetskih pigmenata mijenja se s
kvalitetom zraka, pri ¢emu opada koncentracija klorofila a, dok raste koncentracija feofitina
(Gauslaa i sur., 2021; Gonzalez i sur., 1996; Kumari i sur., 2024; Lackovic¢ova i sur., 2013;
Paoli i sur., 2015d).

S druge strane, biomonitoring omogucuje kvantitativno pracenje razine oneciS¢enja zraka.

Brojne studije potvrduju da su liSajevi izvrsni biomonitori kvalitete zraka jer akumuliraju teSke



metale, ¢ija koncentracija u njihovom talusu izravno odrazava koncentracije u neposrednoj
okolini (Aprile i sur., 2010; Conti i sur., 2009; Kularatne i de Freitas, 2013). Istrazivanja su
takoder pokazala da liSajevi mogu odrazavati prisutnost nemetala poput sumpora (Oztetik i
Cicek, 2011) te danas ucestalijeg onecis¢ivaca zraka, duSika (Boltersdorf i Werner, 2013). lako
su ovi spojevi nuzni za zivot organizama, visoka razina atmosferskog talozenja sumpora i
dusikovih spojeva negativno utje¢e na organizme, ukljucujuéi lisaje. Osim $to izravno djeluju
kao oneciS¢ujuca tvar, oni takoder uzrokuju zakiseljavanje, $to moze povecati mobilizaciju
toksi¢nih metala, dok dusikovi spojevi dodatno pridonose eutrofikaciji (European Environment
Agency, 2024a).

Bioindikatori i biomonitori mogu biti pasivni (nativni lisajevi) ili aktivni (transplantirani
lisajevi). Nativni lisajevi prirodno rastu na podrucju istrazivanja, dok se transplantati unose iz
regija s Cistim zrakom kako bi se promatrale promjene nakon odredenog vremena izloZenosti.
Transplantirani lisajevi posebno su korisni u podru¢jima s visokim razinama oneéi$¢enja, gdje

nema dovoljno prikladnih autohtonih lisajeva za uzorkovanje (Conti i Cecchetti, 2001).

Mjesavine onecis¢ujucih tvari iz urbanih i industrijskih izvora mogu u ekosustavima imati
sinergijske, aditivne ili antagonisticke ucinke na lisajeve. Pojedine vrste lisajeva razlikuju se po
osjetljivosti na oneciSéenja i reagiraju razlicito na te mjeSavine (Shukla i sur., 2014). Stoga,
sveobuhvatna analiza kvalitete zraka na odredenom podrucju treba ukljucivati vise
metodologija, kao §to su istrazivanje fizioloskih reakcija, ukljucujuéi sadrzaj fotosintetskih
pigmenata i efikasnost fotosintetskog aparata, te analize elemenata u talusu, kako bi se otkrila
1zloZenost, prijetnje 1 utjecaji izvora onecis¢enja. U proteklih 40 godina provedene su brojne
studije u kojima su koristeni razli¢iti pristupi pri koriStenju lisajeva za odredivanje kvalitete
zraka. To naglaSava potrebu za studijama koje obuhvacaju vise pristupa, razlicite vrste liSajeva,
te viSe vremenskih i prostornih tocaka, gdje bi se razli¢ite metodologije mogle medusobno
vrednovati u okviru jedinstvenog istrazivanja. Takoder, s obzirom na sloZenost okoli$nih
¢imbenika koji mogu utjecati na fizioloSki odgovor liSajeva, rezultati ovakvih istraZivanja
trebaju se tumaciti pomocu odgovarajuceg statistickog modela. Op¢i linearni modeli ve¢ su
koriSteni za analizu ekoloSkih ¢imbenika u biomonitoringu, ali uglavnom u metodologiji koja
koristi bioraznolikost lisajeva kao pokazatelj oneciS¢enja zraka (Cristofolini i sur., 2008;
Dymytrovai sur., 2016). Jedan od dokazanih ¢imbenika koji utje¢u na dostupnost onec¢is¢ujucih
tvari u zraku je strujanje zraka iz onecisé¢enih podruc¢ja. Vecina istrazivanja u biomonitoringu
Cesto samo kvalitativno komentira ruzu vjetrova na analiziranom podrucju, bez koristenja

kvantitativnih vrijednosti (npr. Stamenkovi¢ i sur., 2013). Medutim, buduc¢i da su postojeca
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istrazivanja koja koriste standardna mjerenja koncentracije onecis¢ujucih tvari pokazala da su
smjer i brzina vjetra kljuéni prediktori prostorne razdiobe onecis¢enja zraka (Kim i sur., 2015),
ovi parametri trebali bi biti ukljuCeni kao nezavisni procjenitelji u statisticke modele za
objasnjenje prostorne razdiobe liSajeva i njihovog fizioloskog stanja. Uvjeti koji utjecu na
mikroklimu, a time i na vitalnost lisajeva, ¢esto su zanemareni u istrazivanjima (npr. orijentacija
lisajeva na stablu ili gusto¢a vegetacije) te se dosad nisu ukljucivali kao nezavisni procjenitelji
u statisticke modele. U Hrvatskoj, rafinerije nafte predstavljaju najveci izvor onecis¢enja zraka,
te je njihovo okruZenje prikladno podrucje za sveobuhvatno istrazivanje kvalitete zraka putem

lisajeva.

Iz istrazivanja provedenog u sklopu ove disertaciju objavljen je za sada jedan rad, pod nazivom
»Any Way the Wind Blows Does Really Matter in Lichen Response to Air Pollution from an
Oil Refinery* (Masla¢ Mikulec i sur., 2025). Ovaj rad sadrzi rezultate dijela istrazivanja na
nativnim liSajevima, gdje su uz pokazatelje vitalnosti nativnih liSajeva, bioakumulaciju metala
i nemetala, istovremeno analizirani okoli$ni ¢imbenici koji utje¢u na kvalitetu zraka i na lisajeve
na podrucju Slavonskog Broda. Osobito znac¢ajnim pokazali su se parametri vezani uz vjetar,

ukljucujuéi brzinu, ucestalost i smjer.



1.1. Cilj i hipoteze istrazivanja

Istrazivanje liSajeva u blizini snaznog izvora oneciS¢enja zraka objedinit ¢e dva pristupa
uzorkovanja (nativne i transplantirane uzorke) te pracenje razlicitih indikatora fizioloSkih
promjena i akumulacije metala i nemetala u lisajevima izazvanih onecis¢enjem zraka. Ovaj ¢e
pristup omoguciti bolje teorijsko razumijevanje izazova pracenja onecisc¢enja te dati konkretne
preporuke za prakticnu primjenu u pracenju kvalitete zraka. Takoder, bit ¢e utvrden i
kvantificiran u¢inak oneci$¢enja zraka na fizioloSko stanje nativnih i transplantiranih liSajeva,
uzrokovan emisijama Stetnih tvari iz rafinerije nafte. Osim toga, istrazit ¢e se koliko utjecaj
udaljenosti izvora oneci$¢enja zraka na fizioloski odgovor i akumulaciju metala i nemetala

liSajeva ovisi o drugim okoliSnim ¢imbenicima.

Cilj ovog istrazivanja je objasniti fizioloske promjene te akumulaciju metala i nemetala u
liSajevima oneciS¢enjem zraka iz rafinerije nafte, uzimajuéi u obzir druge okoli$ne faktore, uz
koristenje razli¢itih metoda kako bi se usporedbom dobivenih rezultata steklo bolje teorijsko

razumijevanje problematike i dizajnirao optimalni sustav biomonitoringa kvalitete zraka.
Kroz istrazivanje ¢emo istraziti sljedece hipoteze:

1. Fizioloski odgovor nativnih i transplantiranih uzoraka liSajeva ukazat ¢e na smanjenu
kvalitetu zraka u okolici Slavonskog Broda.

2. LiSajevi blize rafineriji bit ¢e pod ja¢im ucinkom oneciS¢enja zraka: imat ¢e niZe
vrijednosti za pokazatelje vitalnosti, te viSe koncentracije sekundarnih metabolita 1
akumuliranih oneci$¢ujucih tvari.

3. Bioakumulacija oneciS¢ujuéih tvari bit ¢e najveéa u nativnim uzorcima, dok ¢e u
transplantatima biti to veca, $to je vece vrijeme izlaganja.

4.  Promjena ucinkovitosti fotosintetskog aparata pokazat ¢e se najosjetljivijom metodom za
odredivanje oStecenja liSajeva oneciS¢enjem zraka.

5. Okolisni ¢imbenici (smjer 1 brzina vjetra, gustoa vegetacije, orijentacija liSajeva na

stablu) zna¢ajno ¢e utjecati na zavisnost stupnja oStecenja od udaljenosti do rafinerije.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Oneciscenje zraka

Oneciscenje zraka predstavlja jedan od najvecih problema naseg vremena, i unato¢ znacajnim
naporima da se smanji, njegova vaznost u svijetu kontinuirano raste. Dokumentirani su brojni
negativni utjecaji na biolosku raznolikost, funkcioniranje ekosustava i ljudsko zdravlje, ali 1
klimatske promjene i ekonomiju (Manisalidis i sur., 2020). Sve se viSe prepoznaje i socijalni
utjecaj smanjene kvalitete zraka (European Environment Agency, 2024a). Svi su ovi utjecaji
medusobno povezani, te ih je potrebno sagledati u cjelini kako bi se razumjeli te ublazile

posljedice:

e ljudsko zdravlje: onecis¢enje zraka povezano je s nizom ozbiljnih zdravstvenih
problema, ukljucujuéi bolesti diSnog sustava poput astme, kroni¢ne opstruktivne pluéne
bolesti 1 raka plu¢a. Takoder, moze doprinijeti razvoju kardiovaskularnih bolesti.
Osobito su ugrozene ranjive skupine, poput djece, starijih osoba 1 onih s postojecim
lo§im zdravstvenim stanjima. Cak 99 % svjetske populacije u 2019. godine je Zivjelo na
mjestima gdje razine kvalitete zraka prema smjernicama WHO-a nisu bile zadovoljene,
a procjenjuje se da je ambijentalno (vanjsko) onecisc¢enje zraka uzrokovalo 4,2 milijuna
preuranjenih smrti Sirom svijeta te godine (WHO, 2021).

e socijalni utjecaj: oneciscenje zraka Cesto najvise pogada ranjive skupine, ukljucujuci
djecu, starije osobe i1 zajednice s nizim prihodima koje zive u blizini izvora oneciS¢enja
poput industrijskih postrojenja, $to doprinosi socijalnoj i ekonomskoj nejednakosti
(European Environment Agency, 2024a).

e funkcioniranje ekosustava: onec¢is¢ujuce tvari poput sumporovog dioksida i dusikovih
oksida mogu uzrokovati kiselu kiSu, koja Steti ekosustavima zakiseljavanjem tla i
vodnih tijela. Takoder, dusikovi spojevi dovode do eutrofikacije ekosustava.

e Dbioraznolikost: onecis¢enje zraka utje¢e na divlju floru i faunu direktno (npr.
akumulacija teskih metala) 1 indirektno (npr. onec¢iS¢ujuci njihova stanista), Sto moze
dovesti do zdravstvenih problema i poremecaja u reproduktivnim ciklusima.

e Kklimatske promjene: odredene onecis¢ujuce tvari, poput ugljikova dioksida i metana,
staklenicki su plinovi koji zadrzavaju toplinu u atmosferi, doprinose¢i globalnom

zatopljenju i klimatskim promjenama.



e ekonomski troskovi: kumulativni utjecaj zdravstvenih problema, degradacije okolisa i
Klimatskih promjena zbog onecis¢enja zraka moze dovesti do znacajnih ekonomskih

troskova.

Napori za smanjenje oneciS¢enja zraka ukljucuju prelazak na ¢is¢e izvore energije, poboljSanje
tehnologija za kontrolu emisija, promociju odrzivog prijevoza i provedbu politika koje poticu

zasStitu okolisa (European Environment Agency, 2024b).

2.1.1.  Onecis¢ujuce tvari

Kako bismo razumjeli onecis¢enje zraka, moramo razumjeti oneciscujuce tvari te potencijalne
izvore oneciS¢enja. Emisija predstavlja oslobadanje oneciS¢ujuéih tvari u obliku plinova ili
krutina iz odredenih izvora u okoliS. Izvori oneciS¢enja zraka mogu biti prirodni, poput erupcija
vulkana, seizmickih aktivnosti, geotermalnih dogadaja, pozara na teSko dostupnim podrucjima,
snaznih vjetrova, ili atmosferskog podizanja i prijenosa prirodnih ¢estica iz susnih podrucja. Uz
prirodne, tu su i antropogeni izvori, koje dijelimo na nepokretne (tockasti i difuzni) i pokretne
izvore emisije (DLS, 2018). Glavni antropogeni veliki izvori oneéi$éenja zraka su elektrane,
rafinerije 1 petrokemijska postrojenja, kemijske i industrije gnojiva, metalurski 1 drugi
industrijski pogoni te, na kraju, komunalne spalionice (Manisalidis i sur., 2020). Takoder,
ispusni plinovi vozila su glavni izvor dusikovih oksida i ugljicnog monoksida. Poljoprivredne
aktivnosti su izvor amonijaka i drugih spojeva koriStenih u gnojivima, $to moze pridonijeti

stvaranju sekundarnih ¢estica (WHO, 2021).

Direktive o kvaliteti ambijentalnog zraka postavljaju standarde kvalitete zraka u Europskoj
Uniji za 12 onecisc¢ujucih tvari: sumporov dioksid, dusikov dioksid / dusikovi oksidi, lebdece
Cestice (PMio, PMz2s), ozon, benzen, olovo, ugljiéni monoksid, arsen, kadmij, nikal i
benzo(a)piren (European Environment Agency, 2024b). Direktive uzimaju u obzir relevantne
standarde, smjernice i programe Svjetske zdravstvene organizacije (WHO). U hrvatskom
zakonodavstvu, grani¢ne vrijednosti one€iS¢enja zraka definirane su kako bi se zastitilo ljudsko
zdravlje i okoli$, propisane su Zakonom o zastiti zraka (NN 127/19, 57/22 136/24) i Uredbom
o razinama one¢i$¢ujucih tvari u zraku (NN 77/20) te s mjerodavnim propisima Europske unije.
Granicna vrijednost (GV) je razina oneciS¢enosti koju treba posti¢i u zadanom razdoblju
ispod koje, na temelju znanstvenih spoznaja, ne postoji ili je najmanji mogu¢i rizik od $tetnih
ucinaka na ljudsko zdravlje i/ili okoli§ u cjelini 1 jednom kada je postignuta, ne smije se
prekoraciti. S druge strane, ciljna vrijednost (CV) je razina oneciS¢enosti odredena radi

izbjegavanja, sprje€avanja ili umanjivanja Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje i/ili okoli§ u
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cjelini koju treba, ako je to mogucée, dosti¢i u zadanom razdoblju. Ovisno o onecis¢ujucoj tvari,

te su vrijednosti definirane usrednjavanjem na satnoj, osmosatnoj, dnevnoj ili godi$njoj razini,

a za neke je tvari definirano koliko puta godiSnje je dopuSteno prekoracenje. Na temelju

rezultata mjerenja kvaliteta zraka se kategorizira u dvije kategorije, (1) prva kategorija kvalitete

zraka oznacava Cist ili neznatno oneciS¢en zrak u kojem nisu prekoracene grani¢ne i ciljne

vrijednosti, te (Il) druga kategorija kvalitete zraka oznacCava oneCiS¢en zrak u kojemu

koncentracije oneciS¢ujucih tvari prekoracuju granicne i ciljne vrijednosti.

Onecisc¢ujuce tvari se razlikuju po porijeklu (navedene samo one za koje su odredene granicne

i ciljne vrijednosti):

PMzio (eng. particulate matter) oznacava lebdece Cestice s promjerom od 10 um ili
manje. PMyo se uglavnom emitira izgaranjem krutih goriva za grijanje domacinstava,
iako su industrijske aktivnosti, poljoprivreda 1 cestovni promet takoder vazni izvori.
Neke Cestice dolaze iz prirodnih izvora poput morske soli, saharskog pijeska ili vulkana,
a neke (sekundarne PM) nastaju u atmosferi kao kombinacija razli¢itih plinova (na
primjer, amonijaka i duSikovog dioksida).

PMz2s oznacava lebdece cCestice s promjerom od 2,5 pm ili manje. Ove Cestice se
uglavnom emitiraju izgaranjem krutih goriva za grijanje domacinstava, industrijskim
aktivnostima i cestovnim prometom. Kao i kod PM1o, mogu potjecati iz prirodnih izvora
te nastati u atmosferi. Poljoprivredne emisije amonijaka znacajno doprinose formiranju
sitnih Cestica u atmosferi.

Glavni izvor dusikovog dioksida (NO2) je cestovni promet, koji emitira NO2 blizu tla,
uglavnom u gusto naseljenim podruc¢jima, pridonoseci izlozenosti stanovnistva. Drugi
vazni izvori su procesi izgaranja u industriji i opskrbi energijom.

Ozon (O3) je spoj koji se stvara u atmosferi kada toplina i svjetlost uzrokuju kemijske
reakcije izmedu dusikovih oksida i hlapljivih organskih spojeva (VOC, eng. volatile
organic compounds), uklju¢uju¢i metan (koji je takoder snazan staklenicki plin).
Emisije ovih plinova dolaze iz antropogenih izvora, a u slu¢aju VOC-a, i iz biogenih
izvora. Meteoroloske prilike imaju vaznu ulogu u formiranju i disperziji onecis¢enja
zraka te u medugodis$njim varijacijama koncentracija. Ovaj u¢inak je posebno znac¢ajan

Za 0zon.



Benzo(a)piren (BaP) je kancerogena tvar koji se uglavnom emitira izgaranjem ugljena
i drva za grijanje te u manjoj mjeri iz industrijskih postrojenja i izgaranjem
poljoprivrednog otpada.

Izvori sumporovog dioksida (SO2) ukljucuju izgaranje fosilnih goriva u elektranama,
industrijske procese poput rafinacije nafte i proizvodnje celika, izgaranje biomase,
prijevoz s dizel gorivom te prirodne izvore poput vulkanske aktivnosti.

Uglji¢ni monoksid (CO) je otrovan plin koji nastaje izgaranjem fosilnih goriva.

Izvori hlapljivih organskih spojeva (VOC) ukljuéuju isparavanje iz naftnih derivata,
otapala koriStena u industriji i domacinstvu, ispusne plinove motornih vozila te emisije
iz prirodnih izvora poput biljaka.

Benzen je jedan od vaznih zagadivaca zraka koji potjece iz razli€itih izvora, ukljucujuci
industrijske procese poput rafinacije nafte, izgaranje fosilnih goriva u prometu i
korisni¢ku upotrebu u otapalima, bojama i ljepilima.

Olovo se u atmosferu ispusta uglavnom kroz industrijske aktivnosti, kao $to su
proizvodnja baterija i metalurgija, dok su takoder znadajan izvor povijesni ispusni
plinovi iz vozila koja su koristila benzin dodanim tetraetil olovom, kao i stariji materijali
poput olovnih cijevi i boja.

Arsen je zagadivac koji se naj¢es¢e pojavljuje kao rezultat industrijske proizvodnje
metala, gdje se oslobada tijekom ekstrakcije i1 rafinacije, a takoder se nalazi u
pesticidima i herbicidima te kao sporedni proizvod iz industrije fosfatnih gnojiva.
Kadmij ulazi u atmosferu kroz ispustanje iz industrije nikla i cinka, dok se takoder
koristi u proizvodnji baterija i boja, a nastaje i spaljivanjem fosilnih goriva i odlaganjem
otpada.

Nikal potjece iz industrijske proizvodnje metala, posebno u procesima taljenja i
rudarenja, te se moze ispustati kroz dimnjake industrijskih postrojenja i kao rezultat

spaljivanja fosilnih goriva.

U 2022. godini (posljednja godina za koju je napravljen detaljan izvjestaj za Europu), unatoc

stalnim smanjenjima emisija, veé¢i dio urbane populacije EU-a i dalje je bio izlozen razinama

klju¢nih onecis¢ujucih tvari koji su Stetni za zdravlje (European Environment Agency, 2024a).

Konkretno, gotovo cijela urbana populacija bila je izloZzena koncentracijama PMas iznad

godidnje smjernice Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, 2021) od 5 pg/m? te

koncentracijama ozona (O3) iznad smjernice za kratkotrajnu izlozenost od 100 pg/m® (European

Environment Agency, 2024a). Kao sto je vidljivo na karti (Slika 1), Hrvatska se nalazi na mjestu
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gdje su ti problemi najizraZeniji. Glavnim uzro¢nicima zdravstvenih problema se smatraju
upravo PMz s, koje mogu prodrijeti duboko u pluca, srce i krvotok, uzrokujuci bolesti kao $to
je rak (Li isur., 2019). Medutim, i druge onecis¢ujuce tvari imaju dokazane negativne utjecaje

na ljudsko zdravlje.

) Annual mean PM2.5 concentrations in
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Slika 1 Validirane koncentracije PMasu 2022. godini u odnosu na godisnju grani¢nu vrijednost Europske Unije i
godisnju smjernicu Svjetske Zdravstvene Organizacije (izvor: European Environment Agency, 2024b).




2.2. Lisajevi kao bioindikatori i biomonitori kvalitete zraka

Kako bi se istrazila 1 pratila kvaliteta zraka na odredenom podrucju, Cesto se koriste zZivi
organizmi kao bioindikatori i biomonitori kvalitete zraka (Forbes i sur., 2015). lako se ti
pojmovi Cesto koriste naizmjeni¢no, u znanstvenom kontekstu, ,,bioindikatori* i ,,oiomonitori*
imaju specificne uloge u ocjenjivanju okoliSnog stresa. Bioindikatori kvalitativno pokazuju
bioti¢ke reakcije, dok biomonitori kvantitativno mjere te reakcije (Holt i Miller, 2011). Dobri
biomonitori trebaju biti ,,o0sjetljivi® i/ili ,,akumulativni® (Conti i Cecchetti, 2001). Osjetljivi
biomonitori, koji ukljuCuju vizualne promjene (morfoloske i fizioloske), koriste se kao
indikatori stresa uzrokovanog onec¢is¢ujuc¢im tvarima te djeluju kao rani sustav za upozoravanje
(Abas, 2021). S druge strane, akumulativni biomonitori imaju sposobnost skladiStenja
onecisc¢ujuce tvari unutar svojih tkiva i koriste se za mjerenje koncentracije tih tvari u okolisu
(Abas, 2021). Neki bioloski indikatori djeluju iskljué¢ivo kao osjetljivi ili akumulativni
biomonitori, dok postoje i oni koji mogu obavljati obje funkcije, kao $to su lisajevi (Nash I11,
2008). Lisajevi su samoodrziva zajednica mikobionta (viSestani¢ne gljive) i fotobionta (alge ili
cijanobakterije), dok se relativno nedavno pokazalo kako su za uspjesnu simbiozu bitni i
dodatni partneri, odnosno jos jedna grupa gljiva, tj. jednostani¢nih basidiomiceta (Spribille i
sur., 2016). Vecina lisajeva ima stratificirani talus graden od gornjeg korteksa, sloja fotobionta,
medule i donjeg korteksa (Nash 111, 2008). Koristenje organizama u interpretaciji kvalitete
zraka ima svojih prednosti nad tradicionalnim mjernim postajama, prvenstveno jer organizmi
pokazuju bioloski relevantno oneciS¢enje zraka, odnosno, reagiraju na kompleksne utjecaje i
kvalitete zraka 1 mikroklimatskih uvjeta tijekom odredenog vremenskog perioda. Takoder,
pokazuju integrirani profil oneci§¢enja razli¢itih onecis¢ujucih tvari kroz odredeno vrijeme te
ih je moguée postaviti s veCom prostornom rezolucijom u odnosu na standardne metode

mjerenja (Brunialti i Frati, 2007).

Lisajevi su se, uz mahovine, pokazali kao najprikladniji organizmi za ovakva istrazivanja, zbog
toga Sto dobivaju nutrijente izravno od oborina i suhog taloZenja lebdec¢ih Cestica s gotovo
zanemarivim doprinosom ¢estica iz podloge, $to je posljedica nedostatka korijenja, te
posjedovanja vrlo tanke kutikule ili njezinog potpunog odsustva (Smodis i Parr, 1999). Radi
ovih svojstava, lisajevi se koriste kao bioindikatori od 1866. godine kada je William Nylander
opazio osiromaSenje liSajske flore u LuksemburSkom parku u Parizu, §to je povezao s
onecis¢enjem zraka (Munzi i sur., 2023). U recentnoj literaturi se navodi kako postoji opsezna

literatura o njihovoj upotrebi (Munzi i sur., 2023).
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Lisajevi se dakle koriste i kao bioindikatori i kao biomonitori kvalitete zraka. Kao bioindikatori,
liSajevi nam mogu dati informaciju postoji li onecis¢enje zraka. Pritom se najceSc¢e analizira
promjena u zajednici liSajeva ili promjena u vitalnosti lisajeva. Analiza sastava zajednice se
obavlja determinacijom vrsta i procjenom brojnosti liSajeva na odredenim plohama, prema
standardiziranom protokolu (BS EN 16413, 2014). Ova se istrazivanja zasnivaju na ¢injenici
da postoje razliCite razine tolerancije na onecis¢enje zraka kod razli¢itih vrsta liSajeva te da se
bioraznolikost lisajeva smanjuje s pove¢anjem oneci$¢enja zraka, sve do, u sluajevima velikog
oneciscenja, tzv. ,liSajne pustinje” (potpuni nestanak lisajeva). Prije nego u potpunosti nestanu,
lisajevi ukazuju na prisutnost onecisc¢enja zraka blijedenjem i promjenom boje talusa zbog smrti
stanica fotobionta, $to u konacnici dovodi do prekida simbioze i smrti cijelog liSaja (Kumari i
sur., 2024). S druge strane, biomonitoring pruza kvantitativne podatke o onecis¢enju zraka, $to
moze biti informacija o vitalnosti lisajeva ili bioakumulaciji. 1z svih navedenih razloga lisajevi
se koriste za razliita istrazivanja kvalitete zraka, od urbanih sredina, industrijskih mjesta do
cak kvalitete zraka u zatvorenim prostorima (Abas, 2021). Medu istrazivanjima u okolici
industrijskih postrojenja, lisajevi su se koristili za istrazivanje i karakterizaciju oneéi$¢enja
zraka iz rafinerije nafte, primjerice u Portugalu (Augusto i sur., 2010) i Kanadi (Wadleigh,
2003).

2.2.1.  Vitalnost lisajeva

Stanje, odnosno vitalnost, lisajeva obi¢no se na odredenom geografskom podruéju ocjenjuje
tako da se analiziraju morfoloske 1 fizioloske promjene (Paoli i sur. 2015a). S obzirom na to da
su fotobionti posebno osjetljivi na oneciséenje, vitalnost lisajeva se najcesce procjenjuje kroz
promjene u ulinkovitosti fotosinteze te sadrzaju fotosintetskih pigmenata. Ucinkovitost
fotosinteze se najcesée odreduje metodom fluorescencije klorofila a i odredivanjem
maksimalnog kvantnog prinosa fluorescencije kao omjera varijabilne i maksimalne
fluorescencije (Fv/Fm) u uvjetima tame. Ovaj parametar je pouzdan pokazatelj maksimalne
fotokemijske kvantne u¢inkovitosti fotosustava II te nije osjetljiv na temperaturu (Shukla i sur.,
2014). Omjer Fv/Fm predstavlja efikasnost fotosintetskog aparata u pretvaranju apsorbiranog
svjetla u kemijsku energiju. Visok omjer F./Fm sugerira da su fotosintetski sustavi zdravi i
funkcionalni, dok nizak omjer ukazuje na pad u¢inkovitosti fotosinteze jer se udio energije koji
se iskoristava u fotokemijskim reakcijama smanjuje, a povecava se udio energije oslobodene u
obliku topline, odnosno fluorescencije, rezultiraju¢i njihovim porastom (Fracheboud i Leipner,
2003). To se najcesce dogada u stresnim uvjetima, kao Sto su svjetlosni stres, nedostatak

nutrijenata ili oSte¢enje uzrokovano patogenima ili okolisnim uvjetima. Mnoge studije na
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lisajevima pokazuju da se ovaj parametar smanjuje uslijed onecisc¢enja zraka (Gauslaa i sur.,
2021; Kummerova i sur., 2006; Maslac¢ i sur., 2016; Munzi i sur., 2012; Paoli i sur., 2015b).
Medutim, mogu se koristiti i drugi parametri fluorescencije klorofila, kao $to je nefotokemijsko
gasenje fluorescencije (NPQ), fotokemijsko gaSenje fluorescencije (Qp) i Stopa Smanjenja

fluorescencije (Rrq) iako su u radovima na lisajevima rjede koristeni.

NPQ (eng. non-photochemical quenching) je mehanizam zastite biljaka od prekomjerne
sunceve svjetlosti, koji omogucava rasipanje viska energije kao topline kako bi se smanjio rizik
od oste¢enja fotosintetskih struktura u kloroplastima. Ovaj proces ukljucuje promjene u
strukturi i funkciji fotosintetskih proteina. S druge strane, gr (eng. photochemical quenching)
govori o procesima koji utje¢u na promjenu uc¢inkovitosti fotosinteze. Do promjene u gp dolazi
zbog zatvaranja reakcijskih centara, $to je posljedica zasi¢enja fotosinteze svjetlom (Maxwell i

Johnson 2000).

Parametar Rrq (eng. fluorescence decrease) definira se kao omjer smanjenja fluorescencije
klorofila (Fd) do postizanja stabilnog stanja u uvjetima kontinuiranog zasi¢enja svjetlom. Rrq
djeluje kao indeks vitalnosti fotosintetskog sustava jer odrazava funkcionalnost procesa
fotosinteze, koji zapocinje apsorpcijom svjetlosne energije, a zavrSava fiksacijom ugljikovog
dioksida nakon uspostavljanja stabilnog stanja (Lichtenthaler i sur., 2005). Tijekom
vegetacijske sezone i razdoblja stresa, Rr¢ mozZe pruziti informacije o promjenama u
fotosintetskoj aktivnosti, ukazujuci na to je li potencijalni fotosintetski kapacitet izraZzen kao

Fu/Fm postignut i odrzan tijekom stabilnog stanja.

Omjer fotosintetskih pigmenata se takoder mijenja uslijed promjena kvalitete zraka (npr. visoke
koncentracije teskih metala ili drugih oneéi$éivaca zraka), tocnije, smanjuje se koncentracija
Klorofila a, a raste koncentracija feofitina (Gauslaa i sur., 2021; Gonzalez i sur., 1996; Kumari
i sur., 2024; Lackovic¢ova i sur., 2013; Paoli i sur., 2015d).

Feofitin je proizvod razgradnje klorofila. Varijacije u normalnom omjeru klorofila i feofitina
(tzv. kvocijent feofitinizacije) koji uobicajeno iznosi 1,4 ukazuju na stres kod lisajeva. Smatra
se da je ovaj omjer dobar pokazatelj utjecaja visokih koncentracija SO, kod lisajeva kao i
uéinaka onecis¢enja teSkim metalima u transplantiranim lisajevima (Conti i Cecchetti, 2001).
Svako smanjenje ovog omjera ukazuje na razgradnju klorofila i pojavu stresa za organizam. U
istrazivanjima se Cesto koristi i ukupna koncentracija klorofila a+b (dalje u tekstu kao ukupni
klorofil; TChl). Tako lisajevi koji su presadeni u podruéja s intenzivnim prometom pokazuju

povecanje koncentracije klorofila TChl koje je proporcionalno porastu emisija sumporovih i
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dusikovih oksida. Takoder, neki autori navode i omjer klorofila a/b kao mjeru za procjenu stresa
u lisajevima (Conti i Cecchetti, 2001).

Karotenoidi su pomo¢ni pigmenti fotosinteze koji pomazu u apsorpciji svjetlosti. Osim toga oni
djeluju kao prirodni antioksidansi, Stite¢i liSajeve od fotooksidativnog oStecenja te
osiguravaju¢i integritet membrana. Povecana koncentracija karotenoida zabiljezena je u
liSajevima koji su pod utjecajem oneciS¢enja zraka u kojima je zabiljezena visoka razina
onetis¢enja teskim metalima (Bajpai i sur., 2010; Kumari i sur., 2024). Cini se da karotenoidi
igraju vaznu ulogu u zastiti liajeva i njihovih fotobionata od stresa, barem onog uzrokovanog

teSkim metalima.

2.2.2.  Bioakumulacija razlicitih elemenata U lisajevima

Brojne studije su pokazale da su lisajevi izvrsni za biomonitoring kvalitete zraka jer
akumuliraju teSke metale, pa koncentracija u njihovom talusu direktno reflektira koncentracije
u njihovom okolisu (Aprile i sur., 2010; Conti i Cecchetti, 2001; Conti i sur., 2009; Kularatne i
de Freitas, 2013). Takoder, zabiljezeno je da akumuliraju elemente u tragovima iznad svojih
fizioloskih potreba (Cecconi i sur., 2021). Medu nakupljenim elementima u tragovima, neki
igraju bitnu ulogu u funkcioniranju stanica, dok drugi djeluju kao toksini. Lisajevi uzimaju
elemente ili fizickim zadrZzavanjem cestica u medustaniénim prostorima medule, ili
nakupljanjem u izvanstani¢nom i/ili unutarstanicnom prostoru. Vecina vrsta liSajeva moze
tolerirati visoke koncentracije metala sekvestriraju¢i ih u stani¢noj stijenci ili detoksificirati
vezanjem za organske kiseline, sekundarne metabolite, polisaharide i melanin (Kumari i sur.,
2024; Rola, 2020). Takoder zabiljezeno je da teski metali utjecu na gubitak vode u talusu, pa je
tako u laboratorijskim ispitivanjima utvrden kumulativni u¢inak olova, bakra i cinka na gubitak
vode nakon apsorpcije mjesavine metala iz otopine (Conti i Cecchetti, 2001). Odredivanjem
bioakumulacije teskih metala u liSajevima mogu se dobiti vazne informacije o vremenskim
trendovima, uzajamnim interakcijama metala i mogucem riziku za ljudsko zdravlje, a mogu se

koristiti i u dugoro¢nim programima monitoringa (Brunialti i Frati, 2014).

Takoder, istrazivanja su pokazala da liSajevi mogu odrazavati i koli¢ine nemetala, kao $to su
sumpor (Oztetik i Cicek, 2011) ili dusik, koji je danas jo$ i veci problem oneciS¢enja zraka
(Boltersdorf i Werner, 2013). Iako su ovi spojevi nuzni za Zivot organizama, visoka razina
atmosferskog talozenja sumpora i duSikovih spojeva negativho utjeCe na organizme,
ukljucujuéi lisajeve. Osim $to izravno djeluju kao onecis¢ujuca tvar, uzrokuju i zakiseljavanje,

Sto moze povecati mobilizaciju toksi¢nih metala, dok duSikovi spojevi dodatno pridonose

13



eutrofikaciji (European Environment Agency, 2024a). Visoke razine SO2 i NOx mogu
uzrokovati smanjenje vrijednosti pH talusa. Primijec¢eno je da simbionti (alga i gljiva) reagiraju
na razli¢ite naCine na razine pH zbog specifi¢ne interakcije povezane s toksi¢noS¢u metala.
Konkretno, alge su se pokazale kao osjetljivije na kisele kiSe (najée$¢e uzrokovane sumpornim
oksidima) u kombinaciji s teskim metalima, do ¢ega cesto dolazi upravo u blizini industrijskih
postrojenja. Toksi¢na koncentracija nikla za algu je bila 7 pg/g pri kiselijem pH, a ¢ak 20 mg/g
pri smanjenoj kiselosti (Conti i Cecchetti, 2001).

Onecisc¢enje atmosfere sa SOz i NOx dovelo je do izumiranja osjetljivih vrsta kao $to je pluéni
lisaj, Lobaria pulomnaria te vrste Ramalina farinacea. Korelacija izmedu depozicije dusika i
dusika nakupljenog u liSajevima je pozitivna; medutim, omjer doze i u¢inka ¢esto nema linearnu
reakciju, Sto moze uzrokovati probleme u interpretaciji prilikom procjene osteéenja organizama
i ekosustava (Conti i Cecchetti, 2001). U svakom slu¢aju, smatra se da najgora ostecenja lisajnih

talusa uzrokuje H2S, koji je vrlo toksi¢an plin (Conti i Cecchetti, 2001).

2.2.3.  Sekundarni metaboliti /isajeva

Sekundarni metaboliti lisajeva su organske tvari koje nisu izravno potrebne za rast, razvoj i
reprodukciju te se nalaze ekstracelularno, a mogu se otopiti u organskim otapalima poput
acetona. Ove tvari proizvodi isklju¢ivo mikobiont, no njihova proizvodnja ovisi o fotobiontu,
odnosno o0 Secerima koje on stvara. Najve¢i dio metabolita sintetizira se u acetil-
polimalonilnom putu, koji proizvodi posebne skupine spojeva jedinstvene za lisaje, kao §to su
depsidi, depsidoni, dibenzofurani i usninska kiselina (Elix i Stocker-Worgétter, 2008).
Sekundarni metaboliti mogu se takoder formirati iz puteva mevalonske ili Sikiminske kiseline,
kojim nastaju i biljni sekundarni metaboliti. Neki od tih spojeva nalaze se u gornjem korteksu,
dok se vecina nalazi u meduli, a mogu se nalaziti u znacajnim koli¢inama, do otprilike 20 %
suhe mase tkiva (Elix i Stocker-Worgotter, 2008). Ovi spojevi imaju visestruke funkcije u
interakciji lisajeva s okolisem, odnosno poznati su antiherbivorni, antimikrobni i larvicidni
udinci, te zastita od visokog UV zracenja i oksidativnog stresa (Elix i Stocker-Worgotter, 2008).
Izmedu ostalog, mogli bi igrati vaznu ulogu u homeostazi metala i toleranciji lisajeva na
oneciscenje, iako su biokemijski mehanizmi ve¢inom nepoznati (Molnar i Farkas, 2010). U
manjem broju istrazivanja usporedivano je onecis¢enje uzrokovano teskim metalima i drugim
tvarima s koncentracijom sekundarnih metabolita, te su dobiveni raznoliki odgovori (Biatoniska
i Dayan, 2005; Masla¢ i sur., 2016; Paoli i sur., 2015c; Pawlik-Skowronska i Backor, 2011;
Valencia-Islas i sur., 2007).
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2.2.4.  Istrazivanje nativnih i transplantiranih lisajeva

Bioindikatori i biomonitori mogu biti pasivni (nativni lisajevi) ili aktivni (transplantirani
lisajevi). Nativni liSajevi prirodno rastu na podrucju istrazivanja, dok se transplantati unose iz
regija s Cistim zrakom kako bi se promatrale promjene nakon odredenog vremena izloZenosti.
Transplantirani lisajevi posebno su korisni u podru¢jima s visokim razinama onecisc¢enja, gdje
nema dovoljno prikladnih nativnih lisajeva za uzorkovanje, odnosno gdje postoji ,,liSajna
pustinja‘““ (Conti i Cecchetti, 2001).

Italija je jedna od zemalja koja prednjaci u istrazivanjima kvalitete zraka pomocu liSajeva. Tako
autori Brunialti i Frati (2014) donose pregled stanja lihenoloskih istrazivanja i primjena
¢emu su obradili 200 radova. Od ukupno 19 vrsta koje su koriStene za ovaj tip istrazivanja, za
nativne lisajeve su najcesée koristene listaste (foliozne) vrste Flavoparmelia caperata (L.)
Hale, Parmelia sulcata Taylor i Xanthoria parietina (L.) Th. Fr., dok su za transplantirane vrste
najceSée koristene grmaste (frutikozne) vrste Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf i Evernia
prunastri (L.) Ach. Opcenito, grmaste vrste ¢eS¢e se koriste u transplantatima od listastih, jer
osiguravaju vecu biomasu po talusu liSaja, kao 1 lakSe ciS¢enje 1 postavljanje, ¢ime se
istovremeno smanjuje vrijeme obrade i poboljSava homogenost uzoraka. Medutim F. caperata
se takoder ve¢ uspjesno koristila i kao transplantirani bioindikator i biomonitor (npr. Aprile i

sur., 2010; Chahloul i sur., 2024; Paoli i sur., 2018a).

Prema Cecconi i sur. (2019), koji su analizirali razli¢ite radove koji se bave bioakumulacijom
u lisajevima, vrijeme izlozenosti transplantanata variralo je izmedu razlicitih studija od 4 do 12
tjedana s time da je u najvise radova (36 %) izlozenost trajala 12 tjedana, u 20-tak % radova je
trajala 4 ili 9 tjedana, a u najmanje radova 6 ili 11 tjedana. Generalno, period izloZenosti
transplantiranih lisajeva moze utjecati na vitalnost talusa i posljedi¢no na aktivan proces unosa
elemenata. Neki radovi sugeriraju da je optimalan relativno kratki period izlozenosti od 1 do 3
mjeseca, bududi da presadeni liSajevi mogu izgubiti dio biomase ili postati zasi¢eni elementima,
§to znacajno mijenja njihovu povrsinsku strukturu i fizioloske funkcije (Frati i sur., 2005).
Medutim, postoje i radovi gdje je vrijeme izlaganja bilo znatno dulje, primjerice 6 ili 10 mjeseci
(Baptista i sur., 2008; Yemets i sur., 2014). Osim bioakumulacije, na transplantiranim
lisajevima Cesto su paralelno mjerene i promjene u vitalnosti (Paoli i sur., 2018a; Yemets i sur.,
2014).
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2.2.5.  Analize ekoloskih cimbenika u biomonitoringu

Mnoga mjerenja oneciS¢enja zraka na standardnim mjernim postajama pokazala su kako su i
smjer i brzina vjetra vazni prediktori prostorne razdiobe onecis¢enja zraka (Kim i sur., 2015).
Stoga ne cudi da se dominantan smjer vjetra spominje i u istrazivanjima kvalitete zraka pomocu
liSajeva. Medutim, vecina interpretacija rezultata istrazivanja Samo kvalitativno komentira ruzu
vjetrova istrazivanog podrucja bez koristenja kvantitativnih vrijednosti pomoc¢u modela (npr.
Bajpai i sur., 2010; Stamenkovi¢ i sur., 2013) ili detaljnijih analiza. Op¢i linearni modeli ve¢
su koriSteni za analizu ekoloskih ¢imbenika u biomonitoringu, ali samo u kontekstu
bioraznolikosti lisajeva kao pokazatelja onecisc¢enja zraka (Cristofolini i sur., 2008; Dymytrova
I sur., 2016). Cristofolini i sur. (2008) istrazili su potencijalne ekoloske prediktore povezane s
oneciS¢enjem zraka i bioraznolikoS¢u liSajeva, ali nisu ukljucili podatke o vjetru niti analizirali
fizioloske promjene liSajeva ili koncentracije elemenata. Osim toga, iako su drugi ekoloski
prediktori, kao Sto su podaci o oborinama i topografiji, proucavani u odnosu na distribuciju
vrsta lisajeva (npr. Dymytrova i sur., 2016), utjecaj podataka o vjetru ostaje i u ovom
istrazivanju neistrazen. Takoder, i drugi okolisni uvjeti koji mogu utjecati na mikroklimu i
dostupnost one€is¢ujuéih tvari, a samim time i vitalnost lisajeva, ¢esto SU U istraZivanjima
zanemareni (npr. orijentacija liSajeva na stablu ili gustoca vegetacije), te se do sada nisu
ukljucivali kao nezavisni procjenitelji u statisticke modele, iako se pokazalo kako pozicija

liSajeva moze utjecati na bioakumulaciju, barem za neke od metala (Marques i sur., 2009).

2.2.6.  Pregled recentnih istrazivanja lisajeva

Na podru¢ju Republike Hrvatske relativno malo istrazivanja posveceno je liSajevima, i to
pretezno u kontekstu bioloske raznolikosti (Mehmedovi¢ i sur., 2019). Stoga ne iznenaduje
manjak istrazivanja kvalitete zraka pomocu liSajeva, uz oslanjanje na skuplje fizikalno-
kemijske metode mjerenja oneciS¢enja. Neka od prethodnih istrazivanja obuhvacaju
istrazivanja provodljivosti membrana liSajeva kao pokazatelj one¢is¢enja sumporom u Rijeci
(Alebi¢-Jureti¢ i Arko-Pijevac, 1989), te analize bioakumulacije metala u liSajevima u op¢ini
Molve, gdje se nalaze objekti za crpljenje i preradu plina (Horvat i sur. 2000). Prije desetak
godina provedena su dva istrazivanja kvalitete zraka temeljena na istrazivanjima
bioraznolikosti lisajeva, na podrucju sveucilisnog kampusa u Osijeku (Ozimec i sur., 2016) te
u Motovunskoj Ssumi (Masla¢ i Partl, 2016).

U posljednjih 50 godina, studije koje koriste lisajeve kao bioindikatore/biomonitore znacajno

su porasle u broju te se prosirile, u smislu koriStenja razli¢itih parametara, tehnika pracenja i
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podrucja uzorkovanja (Abas, 2021). U sistematski pregled literature na temu koristenja lisajeva
kao bioindikatora i biomonitora u posljednjih deset godina Abas (2021) je ukljucio 143 rada.
Vecina istrazivanja provedena je u Europi, gdje prednjaci Italija. Najvise su istraZivana urbana
podru¢ja s 75 radova (52 %), a slijede ih industrijska podru¢ja s 19 radova (14 %). Za
biomonitoring lisajevima najcesée su koristene eksperimentalne metode, koje su ukljucivale
laboratorijske analize i terensko uzorkovanje (75 %). Istrazivacke metode, koje su ukljucivale
kartiranje vrsta liSajeva, bile su takoder znacajno zastupljene (23 %), dok su pregledni radovi
bili zastupljeni u niskom broju. Prema analiziranim ¢lancima, 58 % studija koristilo je nativne
lisaje, dok je 41% koristilo transplantirane lisaje, a samo 2 % primijenilo je viSestruke tehnike.
Sto se ti¢e parametara mjerenih u studijama, u najvise radova (58 %) su analizirani elementi u
tragovima (npr. teski metali, PAH 1 sl.) a slijede ih istrazivanja raznolikosti vrsta s 18%,
viSestruki parametri i fizioloske promjene s po 8 %, mjerenje elemenata dusika i sumpora s 5%,
morfoloske promjene s 2 % i analiza lebdecih Cestica s 1 %. Tehnika monitoringa putem
lokalnih nativnih lisajeva bila je znatno dominantnija u odnosu na tehniku transplantiranih
lisajeva tijekom posljednjeg desetljeca (sijecanj 2011. — svibanj 2020.). Isti autor zakljucuje
kako unato¢ brojnim istrazivanjima, ovi rezultati pokazuju da postoje mogucnosti za razvoj

novih metoda, a takvi inovativni pristupi mogli bi dovesti do novih otkrica.
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3.MATERIJALI | METODE

3.1. Podrucje istrazivanja

Grad Slavonski Brod sjediste je Brodsko-Posavske Zupanije, koja se nalazi u isto¢nom dijelu
Republike Hrvatske, i zajedno s pripadaju¢im opcinama ¢ini geografsku cjelinu Brodska
Posavina. Geografska cjelina Brodska Posavina omedena je Dilj gorom sa sjevera i rijekom
Savom na jugu. Reljef je podijeljen na dva osnovna tipa; juzni dio je nizina uz rijeku Savu a
sjeverni dio su obronci Dilja s vrhovima od 90 do 200 m n.m. Prema Kdppenovoj klasifikaciji
klima pripada razredu Cfb, umjereno topla vlazna klima s toplim ljetom, ¢ija su obiljezja jasan
godisnji hod srednje mjesene temperature s maksimumom ljeti (od lipnja do kolovoza) i
minimumom zimi (od prosinca do veljace). Prisavsku nizinu i njezinu lokalnu klimu, odlikuje
visoka relativna vlaznost, ¢eS¢e pojave magle, posebno u proljece i jesen, ucestalije pojave
mraza, te krace trajanje insolacije (DLS, 2018). Srednja godisnja oborina u periodu 1996.-2018.
godine iznosi 790,8 mm te je ravnomjerno rasporedena kroz godinu (Dvokut Ecro, 2022).
Odabrala sam podrucje Slavonskog Broda za istraZivanje i usporedbu razli¢itih metoda
istrazivanja kvalitete zraka pomocu liSajeva, buduci da se ovo podrucje isti¢e kao podrucje s
losom kvalitetom zraka, prvenstveno zbog blizine tockastog izvora onecisc¢enja - rafinerije nafte

u Bosanskom Brodu, sto je detaljno opisano u narednom potpoglavlju.

3.1.1. Oneciscenje zraka u Slavonskom Brodu

Mjerenje oneciS¢enja zraka kljucno je za razumijevanje kvalitete zraka i1 utjecaja na zdravlje
ljudi 1 okoli§. Podaci se prikupljaju pomocu mreZze automatskih mjernih postaja koje
kontinuirano analiziraju uzorke zraka. Europske i nacionalne agencije Cesto objavljuju ove
podatke javno kako bi gradani mogli pratiti razine oneci$¢enja u svojim sredinama, pa su tako
u Hrvatskoj ti podaci dostupni na stranicama nadleZnog ministarstva (trenutno je to
Ministarstvo zastite okoliSa i zelene tranzicije), odnosno na web portalu ,,Kvaliteta zraka u
Republici Hrvatskoj*“ (MZOZT, 2024). Istrazivanje za ovu doktorsku disertaciju provedeno je
u periodu prosinac 2015. — lipanj 2016. godine, stoga su analizirani podaci iz godi$njih
izvjeStaja o kvaliteti zraka za Republiku Hrvatsku 2010. — 2016. godine, koji su izradeni od
strane Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda, Agencije za zastitu okoliSa, Ekonerga 1 Instituta
za medicinska istrazivanja (MZOZT, 2024). Prema godi$njim izvjestajima o kvaliteti zraka u
Republici Hrvatskoj, glavni ¢imbenici koji doprinose loSijoj kvaliteti zraka ukljuuju gust

promet, industrijske emisije i1 grijanje na fosilna goriva tijekom zimskih mjeseci, takoder,
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spominje se i prekograni¢ni transport onecis¢enja. Dijelovi Hrvatske s najloSijom kvalitetom
zraka obi¢no su veca urbana sredista i podrucja s industrijskom aktivno$¢u, a medu podrucjima
s losom kvalitetom zraka (druga kategorija kvalitete zraka) Cesto se isti¢e upravo Slavonski
Brod, koji se nalazi u neposrednoj blizini rafinerije nafte. U Hrvatskoj se nalaze dvije rafinerije
nafte (Rijeka i Sisak), no prema mjerenjima kvalitete zraka, najveéi negativni utjecaj na
kvalitetu zraka u Hrvatskoj uzrokuje upravo rafinerija u susjednoj Bosni i Hercegovini,
smjestena uz granicu u Bosanskom Brodu (MZOZT, 2024). Rafinerije nafte su industrijska
postrojenja koja preraduju sirovu naftu u korisne derivate poput benzina, dizela, maziva i drugih
proizvoda. Tijekom ovog procesa, emitiraju se razne Stetne tvari koje doprinose oneciséenju
zraka, kao $to su lebdece Cestice (PM) koje sadrze teske metale arsen, molibden, nikal, selen,
vanadij i cink, olovo itd., sumporov dioksid, metan, ugljikov dioksid, dusikov oksid, postojani
organski onecisc¢iva¢i (POP, eng. persistent organic pollutants), hlapljivi organski spojevi
(VOC) itd. (Ragothaman i Anderson, 2017).

Na podru¢ju Slavonskog Broda nalaze se dvije postaje drzavne mreze za trajno pracenje
kvalitete zraka ,,Slavonski Brod — 1 (pocetak rada: 30.01.2010.; kasnije u tekstu SB-1) i
»dlavonski Brod -2 (pocetak rada: 01.08.2014.; kasnije u tekstu SB-2). Prije no $to je
uspostavljena mjerna postaja SB-2, na ne$to malo manje od godinu dana na obliznjem mjestu

nalazila se privremena mjerna postaja, no ona nije prezentirana u godi$njim izvje$¢ima.

Prema godinama i one¢iS¢uju¢im tvarima u razdoblju 2010.-2016. godine napravila sam
pregled utvrdenih kategorija kvalitete zraka u Slavonskom Brodu (Tablica 1). Na temelju razina
oneciscenosti, s obzirom na propisane grani¢ne vrijednosti te ciljne vrijednosti, utvrduju se
kategorije kvalitete zraka (I i II kategorija) za svaku godinu. Takoder, prilikom izrade tablice
uzela sam u obzir i dodatne pokazatelje za koje je odredena kategorija kvalitete zraka
(dugorocne ciljeve i ciljne vrijednosti za prizemni ozon u zraku; ovisno 0 svojstvima
onecis¢ujuce tvari: gornji i donji pragovi procjene, ciljne vrijednosti; pokazatelji prosjecne
izloZenosti za lebdece Cestice PM2s; ciljano smanjenje izloZenosti na nacionalnoj razini,
koncentracija izloZenosti; kriti¢ne razine; prag upozorenja; prag obavjes¢ivanja i posebne mjere
zaStite zdravlja ljudi). Stoga, primjerice, ako je kvaliteta zraka prema godisnjoj srednjoj
koncentraciji onecis¢ujuce tvari odredena kao kategorija I, odnosno da zrak nije oneciscen, ali
je prema razini oneciS¢enosti u odnosu na neki od dodatnih pokazatelja zrak kategorije 11,
odnosno da je zrak neoCis¢en, onda je obojanost u tablici u skladu s najviSom ocjenom za tu

onecisc¢ujucu tvar, tj. najgore kategorije.
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Tablica 1 Pregled kategorija kvalitete zraka prema analizi godisnjih izvjestaja (MZOZT, 2024). Crveno je
oznacena najlosija kategorija, Zuto srednja, a zeleno najbolja kategorija kvalitete zraka, s obzirom na odredenu
oneciséujucu tvar.

Godina/

onediséujuca 20101 2011. 2012. 2013. 2014, 2015.2 2016.

tvar

o P

NOZ I 1 l
mjereno

Cco Nije mjereno X1 X, |

As u PMz1o Nije mjereno I, X I, X

Cd u PMuo Nije mjereno I, X I, X

Ni u PM1o Nije mjereno I, X I, X

Pb u PMu1o Nije mjereno

I, X I, X
BaP u PMyo Nije mjereno --
Analiza Niie miereno Nije
PM2s® Je i mjereno
SO2i NO« za . Nije
zaStitu veg. Nije odredeno -- odredeno

1 Stare kategorije kvalitete zraka do 2010. godine (I- cist ili neznatno oneciséen zrak, 1I- umjereno oneciséen zrak,
I11- prekomjerno oneciséen zrak), od 2010. godine nove kategorije kvalitete zraka (I- Cist ili neznatno oneciscen
zrak, ll-oneciséen zrak)

2 od 2015 se odreduju kategorije i za postaju SB-2 (zato su u kolonama za 2015. i 2016. godinu navedene dvije
kategorije, za obje postaje; X oznacava kada nema mjerenja za tu oneciséujucu tvar na toj postaji)

8 Uredbom o razinama onecis¢ujucih tvari u zraku nisu propisane granicne/ciljne vrijednosti za EC, OC anione i
katione u frakciji lebdecih cCestica PM3s te se ne moze provesti kategorizacija kvalitete okolnog zraka sukladno
Zakonu o zastiti zraka.

*Drugacija je kategorizacija od drugih, odnosno, crveno je oznacno kada je prekoracen gornji prag procjene

Kao $to je vidljivo iz analize dostupnih izvjestaja, kvaliteta zraka u Slavonskom Brodu svrstana
je u najlosiju kategoriju za veci broj mjerenih onecis¢ujucih tvari, s manjim razlikama kroz
godine. Bitno je napomenuti kako Uredbom o razinama oneci$¢ujucih tvari u zraku (ni
europskim direktivama) nisu propisane grani¢ne/ciljne vrijednosti za EC, OC anione i katione
u frakciji lebdecih Cestica PM2s te se za te oneciS¢ujuce tvari, koje su mjerene samo u 2015.
godini, ne moze provesti kategorizacija kvalitete okolnog zraka sukladno Zakonu o zastiti zraka

(oznaceno plavom bojom u Tablici 1). Takoder, bitno je napomenuti kako su grani¢ne
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vrijednosti koncentracija oneciS¢ujucih tvari pomocu kojih se odreduje kvaliteta zraka cesto
odredene samo kao godiS$nji prosjek, $to znaci da se mogu desiti prekoracenja granicne
vrijednosti tijekom godine, ali dok god se ne prijede godiSnji prosjek, smatra se da je kvaliteta

zraka I. kategorije s obzirom na tu oneciS¢ujucu tvar.

Zakonom o zastiti zraka propisano je da ukoliko u odredenoj zoni ili aglomeraciji razine
onecis¢ujucih tvari u zraku prekoracuju bilo koju grani¢nu vrijednost ili ciljnu vrijednost, u
svakom od tih sluc¢ajeva donosi se akcijski plan za poboljSanje kvalitete zraka za tu zonu ili
aglomeraciju kako bi se, u §to je moguce kracem vremenu, osiguralo postizanje granicnih ili
ciljnih vrijednosti. Tako su za Slavonski Brod donesena tri akcijska plana (DLS, 2018; Dvokut
Ecro, 2022; Ekonerg, 2016), gdje je ovaj iz 2016. godine najrelevantniji za period ovog
istrazivanja, a fokus mu je bio primarno na H2S i PM2s, za koje je zabiljezeno kontinuirano
prekoracenje grani¢nih vrijednosti. Zakljuceno je kako je Rafinerija nafte Brod dominantni
izvor sumporovodika u Slavonskom Brodu, tj. odgovorna je za prekoracenja grani¢nih
vrijednosti tog plina. Takoder, preliminarni proracuni emisija pokazali da su rafinerija i loZiSta

na drva glavni lokalni izvori emisija Cestica PM25, dok cestovni promet ima manji utjecaj.

S obzirom na to da je ovaj akcijski plan sadrzavao samo preliminarne i ograni¢ene analize, kao
podlogu za ovu disertaciju koriSteni su podaci objavljeni u radu Jericevi¢ i sur. (2019), koji su
odredili doprinos izvora oneéis¢enja u slozenim urbanim podrué¢jima, posebno onima koju su
pod utjecajem velikih toCkastih izvora poput rafinerija nafte, na primjeru Slavonskog Broda.
Pri tome su uzeti podaci vrijednosti one¢is¢ujuéih tvari s postaje SB-1 za period 2010. — 2014.
godine, koji su analizirani pomocu razli¢itih metoda (Pozitivna faktorizacija matrice - PMF,
Kondicionalna bivarijantna funkcija vjerojatnosti - CBPF) zajedno s meteoroloskim podacima
prikupljenima na istoj postaji. Takoder, analiziran je i sadrzaj PM2s iz 2015. godine sa postaje
SB-2. Za potrebe analize potencijalnih izvora onecis¢enja sagledani su podaci iz 2013. godine
1z baze podataka Registra onecis¢avanja okolisa (ROO), gdje se nalazi popis obveznika prijave
podataka o emisijama onecis¢ujucih tvari U zrak (Slika 2). Rezultati su pokazali kako je obliznja
rafinerija nafte glavni izvor oneci$¢enja zraka, pretezno doprinosec¢i emisijama SOz i H2S, te sa
znacajnim utjecajima na razine NO2 i PM2s. Takoder, analiza podataka pokazala je kako se
najvecée koncentracije PM2s (oko 60 pg/m?), NO2 (oko 20 pg/m?), SOz (oko 18 pg/m?®) i HoS
(oko 3 pg/m?) obi¢no javljaju tijekom hladnijih mjeseci (Slika 3). S druge strane, koncentracije
ozona (O3) najvise su (oko 70 pug/m?) kada je povecana fotoliticka aktivnost, $to se najéesce

dogada oko podneva tijekom ljeta. Nadalje, u radu Jericevi¢ 1 sur. (2019) je zaklju¢no istaknuta
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vaznost ukljucivanja meteoroloskih ¢imbenika (kao Sto su brzina i smjer vjetra) u odredivanje

koncentracije onecis¢ujucih tvari u zraku.
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Slika 2 Podrudje istraZivanja iz rada Jericevi¢ i sur. (2019), s lokacijama mjerne postaje SB-1, industrijskih
tockastih izvora emisija (Registar onecis¢avanja okolisa (ROO)) u Slavonskom Brodu (Hrvatska) te rafinerije
nafte u Bosni i Hercegovini preko drzavne granice (rijeka Sava). Kolic¢ine emisija za PM, NO, i SO, tijekom 2013.
godine prikazane su na karti razlicitim simbolima te velicinama koje odgovaraju procijenjenim godisnjim
emisijama. Isprekidane linije razdvajaju podrucja razlicitih izvora onecisé¢enja (sektora) - dalekosezni izvori
(sjeverozapad), gradski izvori (sjeveroistok-jugoistok), te rafinerija nafte (jug-jugozapad). Preuzeto iz Jericevié i
sur. (2019).
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Slika 3 Normalizirane prosjecne dnevne (A) i godisnje (B) vrijednosti koncentracija razlicitih oneciséujucih tvari
na mjernoj postaji SB-1 u periodu 2010. — 2014. godine. Preuzeto iz Jericevié¢ i sur. (2019).
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Preuzela sam tablicne podatke s online portala ,Kvaliteta zraka u Republici Hrvatskoj*
(MZOZT, 2024) koji se odnose na mjerenja onecis¢ujucih tvari i meteoroloske podatke s dvije
mjerne postaje u Slavonskom Brodu za razdoblje od sije¢nja 2010. do srpnja 2016. godine. Za
dodatna meteoroloSska mjerenja zatrazila sam podatke izravno od Drzavnog
hidrometeoroloskog zavoda, buduci da na online portalu nisu bili dostupni svi potrebni podaci.
Analiza mjerenja oneciS¢ujucih tvari pokazala je da su mjerenja metala zapocela tek 1. sijecnja
2015. godine, a vecina metala bila je mjerena samo tijekom te jedne godine (Slika 4). Ova

situacija jasno se odrazava i u analizi izvjeStaja o kvaliteti zraka koju sam izradila (Tablica 1).

U postoje¢im akcijskim planovima poboljSanja kvalitete zraka za Slavonski Brod su ruze
vjetrova zastarjele. Naime, akcijski plan iz 2016. godine sadrzava ruzu vjetrova samo za 2013.
godinu (Ekonerg, 2016), dok akcijski plan iz 2018. koristi podatke za razdoblje od 1966. do
1975. godine (DLS, 2018). Akcijski plan iz 2022. godine obuhvaca razdoblje od 1981. do 2006.
godine (Dvokut Ecro, 2022). U radu Jericevié i sur. (2019) napravljena je nova ruza vjetrova s
podacima s mjerne postaje SB-1, od pocetka njenog rada 2010. godine do kraja 2014. godine,
Sto je relevantniji postojeéi opis vjetrova na ovom podruéju za ovaj period istrazivanja. Ova
ruza vjetrova pokazuje da je najc¢es¢i vjetar iz smjerova sjeveroistoka (NE) 1 jugozapada (SW),
Sto je karakteristicno za Panonsku nizinu (Zaninovi¢ i sur., 2008). U Slavonskom Brodu izmedu

2010. 12014. godine zabiljezene su visoke brzine vjetra iz smjerova sjevera (N) i sjeverozapada
(NW).
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SB1: dnevni validirani podaci - gravimetrija

Zn u PM2.5 [ng/m3]
V u PM2.5 [ng/m3]

S042- u PM2.5 [pug/m3]+

NO3- u PM2.5 [pg/m3]

Na u PM2.5 [ug/m3] 1

Mn u PM2.5 [ng/m3] 4

Mg u PM2.5 [ug/m3] 1

Cl- u PM2.5 [pg/m3]4

K u PM2.5 [pg/m3]

Cu u PM2.5 [ng/m3]4

Cr u PM2.5 [ng/m3] +

Co u PM2.5 [ng/m3]

Ca u PM2.5 [pg/m3]

Amonij u PM2.5 [pug/m3] -

Al'u PM2.5 [ng/m3]+

EC u PM2.5 [pg/m3] 4

OC u PM2.5 [ug/m3] 1

As u PM10 [ng/m3]

BaP u PM10 [ng/m3] 1
Benzo(a)anthracene u PM10 [ng/m3] 4
Benzo(b)fluoranthene u PM10 [ng/m3]
Benzo(k)fluoranthene u PM10 [ng/m3] -
Cd u PM10 [ng/m3]
Dibenzo(a,h)anthracene u PM10 [ng/m3]-
Indeno-(1,2,3-cd)pyrene u PM [ng/m3] A
Ni u PM10 [ng/m3] 4

Pb u PM10 [pg/m3] 1

PM10 [ug/m3] 1

PM2.5 [pg/m3]
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Slika 4 Pregled vremenskog razdoblja u kojem postoje podaci za teske metale i druge spojeve koji se mjere iz PM2s i1 PMig, a s obzirom na period istrazivanja. Ne postoje
navedeni podaci prije 1.1.2015. godine. Izradeno iz podataka za mjernu postaju Slavonski Brod — 1, dostupnih na online portalu Kvaliteta zraka u Republici Hrvatskoj (MZOZT,
2024).
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3.1.2. Podaci o vjetru za Slavonski Brod

Kako bih u analize mogla ukljuciti parametre vezane uz vjetar (srednju brzinu i frekvenciju
vjetra prema smjeru) bilo je potrebno izraditi ruze vjetrova. To sam ucinila iz podataka s mjerne
postaje ,,Slavonski Brod - 1 (SB-1), a dobivenih od Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda
(DHMZ) na zahtjev. Postaja se nalazi na mjestu istrazivacke plohe 7, koja je definirana i
prikazana kartografski u potpoglavlju 3.2.1. Podaci za vjetar su izracunati (Tablica 2) i
prikazani na ruzama vjetrova za odredene periode (Slika 5, Slika 6): period prije sakupljanja
nativnih lisajeva (2010. — 2014.; Nat) te periodi u kojima su transplantirani liSajevi izloZeni na
podrucju Slavonskog Broda, T1 (1.12.2015. — 29.02.2016.) i T2 (1.12.2015. — 30.06.2016.). S
obzirom da ruza vjetrova predstavlja sliku iz kojeg smjera puse vjetar, a nama je trebao podatak
o prosjecnoj brzini i frekvenciji vjetra iz smjera rafinerije, bilo je potrebno te uzlazne podatke

obrnuti.
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1.1.2010. - 31.12.2014.
N
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Calm: 11.0%

Slika 5 Ruza vjetrova za podrucje Slavonskog Broda za period prije sakupljanja nativnih lisajeva. ,, Calm*
oznacava uvjete tisine. Brojevi u legendi oznacavaju brzinu vjetra (m/s), dok brojevi na kruznici oznacavaju
Cestinu vjetra (%).

1.12.2015. - 29.2.2016. 1.12.2015. - 30.6.2016.
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Slika 6 Ruze vjetrova za podrucje Slavonskog Broda za periode u kojima su transplantirani /isajevi izloZeni na
podruciu Slavonskog Broda: T1 (A; 1.12.2015. -29.02.2016.) i T2 (B; 1.12.2015. - 30.06.2016.). ,, Calm “ oznacava
uvjete tisine. Brojevi u legendi oznacavaju brzinu vjetra (m/s), dok brojevi na kruznici oznacavaju Cestinu vjetra
(%).
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Tablica 2 Podaci za vjetar za odredene periode, izracunati iz podataka DHMZ-a. Periodi su prije sakupljanja
nativnih lisajeva (2010.-2014.; Nat) te za periode u kojima su transplantirani /lisajevi izloZeni na podrucju
Slavonskog Broda: T1 (1.12.2015. -29.02.2016.) i T2 (1.12.2015. - 30.06.2016.). w_frq - ucestalost vjetra koji
dolazi iz smjera rafinerije, w_spd - srednja brzina vjetra iz smjera rafinerije. Ovo su podaci prije ,, obrtanja
spram pozicije istraZivackih ploha, Sto je opisano gore u tekstu.

Smjer vjetra (iz Nat Nat T1 T1 T2 T2
kojeg puse) w_frq (%) w_spd (m/s) w_frq (%) w_spd (m/s) w_frq (%) w_spd (m/s)
N 4,42 2,42 4,67 1,54 6,64 1,29
NNE 4,04 1,75 2,68 0,58 3,26 1,10
NE 12,68 1,61 13,47 0,85 11,71 1,01
ENE 11,90 2,01 11,94 1,21 11,08 1,39
E 5,05 1,44 5,18 0,71 3,34 0,74
ESE 0,61 0,80 1,57 0,36 0,98 0,44
SE 0,90 0,89 0,97 0,38 0,79 0,42
SSE 3,32 1,22 1,94 0,34 2,69 0,61
S 3,92 1,27 3,56 0,54 4,44 0,60
SSW 3,57 1,29 4,44 0,62 511 0,73
SwW 9,05 1,41 10,32 0,80 12,24 0,78
WSW 12,41 1,71 12,12 1,08 14,84 1,18
W 4,99 1,52 9,67 1,10 7,80 1,19
WNW 3,43 1,13 5,00 0,43 4,36 0,53
NW 5,36 1,62 6,20 0,49 6,39 0,62
NNW 3,35 2,32 3,93 0,62 3,28 0,77
Mirno 10,99 2,31 1,02

3.1.3. Rafinerija nafte u Bosanskom Brodu

Do sada, niti jedan izvjeStaj ili rad koji se bavi kvalitetom zraka u Slavonskom Brodu nije
ukljucivao podatke o koncentracijama emisija onec¢iS¢ujucih tvari iz same rafinerije. Unato¢
pokusajima da putem osobne komunikacije dodem do tih podataka od nadleznog ministarstva
u Republici Srpskoj, nisam uspjela. Informacije o rafineriji preuzete su s njihovih sluzbenih
web stranica (Rafinerija nafte Brod, 2024). Prema navedenim podacima, ,,Rafinerija nafte
Brod* a.d. proizvodi naftne derivate koji se koriste u industriji, gradevinarstvu, transportu i
domacinstvima, te se opskrbljuje sirovom naftom putem Jadranskog naftovoda (JANAF), Sto
omogucuje njezin kontinuirani rad. Sirova nafta se skladi$ti unutar Terminala 1 u krugu
rafinerije, pri ¢emu je ukupni kapacitet prerade 4.200.000 tona godisnje. Proizvodi ukljucuju

motorne benzine, dizel goriva, bitumene, ukapljeni naftni plin, loz ulje i sumpor.
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3.2. Eksperimentalni dizajn

Kako bih ostvarila ciljeve ove disertacije i istrazila zadane hipoteze, dizajnirala sam istrazivanje
na nacin da postavim istrazivacke plohe u radijusu oko snaznog izvora oneciS¢enja, u ovom
slu¢aju rafinerije u Bosanskom Brodu, objedinjujuéi na istim plohama dva pristupa uzorkovanja
(nativne 1 transplantirane liSaje) te istrazujuci razliCite indikatore fizioloskih promjena u

liSajevima izazvanih oneciS¢enjem zraka te koncentracije odredenih metala i nemetala.

Prilikom planiranja lokacija za postavljanje ploha, analizirala sam razli¢ite podloge u GIS
okruzenju, kao $to su podaci Drzavne Geodetske Uprave (Drzavna geodetska uprava, 2015),
odnosno topografske karte i digitalni ortofoto, te baza podataka HS fond (Hrvatske §ume, 2015).
Takoder, provedeno je preliminarno terensko istrazivanje, kako bi se utvrdila stvarna

dostupnost pojedinih lokacija i potvrdila prisutnost lisajeva.

Nakon pregleda stanja tijekom preliminarnog terenskog istrazivanja, odlucila sam se kao
nativne (kasnije u tekstu: Nat) lisajeve koristiti prvenstveno vrstu Flavoparmelia caperata (L.)
Hale, koja je, s obzirom na tip stanista i klimu na podruéju istrazivanja, bila najbrojnija na
odgovarajuc¢im stablima (hrast). U slu¢aju kada nije bilo dovoljno te vrste, uzorkovala sam vrstu
Parmelia sulcata Taylor, ili koru hrasta u sluc¢aju kada uopée nije bilo liSajeva. Za
transplantirane lisajeve odlucila sam Koristiti vrste Evernia prunastri (L.) Ach., te vrstu F.

caperata, kako bih mogla dobivene rezultate usporedivati s rezultatima nativnih liSajeva.

Analizom dostupnih podataka ustanovljeno je da kvaliteta zraka u ovom podruéju pokazuje
znacajnu sezonalnost (Jericevi¢ i sur., 2019). Tijekom zime, zabiljeZene su najvise
koncentracije ve¢ine onecis¢ujucih tvari, dok koncentracija ozona raste u proljece s povecanim
suncevim zrafenjem, jer je ozon sekundarni oneciS¢iva¢ koji nastaje fotooksidacijskim
procesima u atmosferi, uz prisutnost prekursora poput NOyx i benzena. U skladu s tim,
istrazivanje U okviru ovog rada obuhvatilo je nativne uzorke lisajeva, kao i transplantirane
uzorke prikupljene u dva vremenska razdoblja: nakon zavrSetka zimske (kasnije u tekstu: T1) i

nakon zavrSetka proljetne sezone (kasnije u tekstu: T2).

Detalji terenskih i laboratorijskih istrazivanja liSajeva objasnjeni su u narednim potpoglavljima,

dok je eksperimentalni dizajn pregledno prikazan ovdje (Slika 7).
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Slika 7 Shematski prikaz eksperimentalnog dizajna ove disertacije, s vremenskim periodima prikupljenih podataka
za okolisne uvijete (DHMZ — Drzavni hidrometeoroloski zavod) te vremenom prikupljanja nativnih uzoraka
(prosinac 2015.), transplantacije (prosinac 2015.) te sakupljanja izloZenih transplantiranih uzoraka nakon tri
mjeseca (veljaca 2016.) i sedam mjeseci (lipanj 2016.). Uzorkovane su vrste: Flavoparmelia caperata, Parmelia
sulcata, Evernia prunastri. Navedeni su mjereni parametri detaljnije opisani u tekstu.
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3.2.1. Terenska istrazivanja lisajeva

Kako bi se istrazili bioloski relevantni utjecaji onecis¢enja zraka uzrokovanog obliznjom

rafinerijom (Slika 8), postavljeno je 20 istrazivackih ploha za uzorkovanje u krugu od 20 km

od rafinerije nafte u Bosanskom Brodu (Prilog 1 — koordinate centroida ploha).

Slika 8 Pogled na rafineriju nafte u Bosanskom Brodu, s vidljivim dimom. Fotografirano s hrvatske obale Save,
tijekom terenskog istraZivanja u prosincu 2015. godine (autor: Maja Masla¢ Mikulec).

Veca gustoca ploha postavljena je blize rafineriji, gdje se ocekivao veéi utjecaj zbog blizine
tockastog izvora oneciS¢enja. Konkretno, postavljeno je pet ploha u radijusu 0-2,5 km, po Cetiri
u radijusu 2,5-5 km, odnosno 5-10 km, pet u radijusu 10-15 km i dvije plohe u radijusu 15-20
km (Slika 9). Istrazivacke plohe bile su smjestene na rubovima nizinskih hrastovih Suma, a
uzorci su prikupljani samo na hrvatskoj strani granice. Ploha broj 7 je postavljena u blizini
mjerne postaje SB-1, dok je ploha broj 8 postavljena u blizini mjerne postaje SB-2. lako ovdje
nismo radili istrazivanje same bioraznolikosti liajeva, koja se takoder koristi za odredivanje
kvalitete zraka, drzala sam se standarda propisanih za uzorkovanje lisajeva za takva istrazivanja
(BS EN 16413, 2014), kako bi uzorci bili sakupljani u ujedna¢enim uvjetima, odnosno da je

stablo na kojem se uzorkuje definirano na sljede¢i nacin: a) predstavlja odgovarajucu vrstu; b)
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ima opseg debla (na 130 cm od razine tla) izmedu 50 i 250 cm; ¢) deblo ima nagib manji od
20°. Takoder, uzorkovani su samo liSajevi iznad 1 metar od tla, kako bi se umanjio utjecaj

Cestica tla te eutrofikacija uzrokovana zivotinjama.

{ Hrvatska

" Bosnai :
Hercegovina

M-I 102 gl G [

0 2,5 5 km O istrazivacke plohe I rafinerija nafte Brod
rijeka Sava / drzavna granica i i radijusi oko rafinerije nafte: 2.5, 5, 10, 15, 20 km

Slika 9 Istrazivano podrudje s lokacijama istrazivackih ploha (1-20), grad Slavonski Brod (Hrvatska) i rafinerija
nafte u Bosni i Hercegovini preko drzavne granice (vijeka Sava). Istrazivacka ploha 1 nije jasno vidljiva jer se
nalazi blizu istraZivacke plohe 2, pa se oznake preklapaju. Osnovna karta © OpenStreetMap suradnici, CC BY-
SA.

Na odabranim istrazivackim plohama provedena su dva na¢ina biomonitoringa: pasivno uz
koriStenje nativnih uzoraka liSajeva i aktivno uz koristenje transplantiranih uzoraka. Uzorci su
pohranjeni u papirnate vrecice i ¢uvani na suhom mjestu i sobnoj temperaturi (20 do 25 °C) do
analize fotosintetske u¢inkovitosti u roku od deset dana od uzorkovanja. Nakon toga, uzorci su
¢uvani na hladnom (-18 °C) i suhom mjestu do zavrsetka preostalih analiza. lako uzorkovane
vrste nisu strogo zasticene, dopustenje za prikupljanje lisajeva na Sirem podruéju Slavonskog
Broda dobiveno je od tadaSnjeg nadleznog ministarstva (Ministarstva zastite okoliSa i prirode)

(Prilog 2).

Na svakoj istrazivackoj plohi prikupila sam najmanje deset uzoraka nativnih lisajeva na visini
od 1 do 3 m, s maksimalno 10 stabala po plohi (maksimalni polumjer plohe je bio 30 m). Osim

toga, prikupljeni su dodatni podaci, ukljucujuéi veli¢inu uzorka, to¢nu visinu uzorkovanja,
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orijentaciju lisajeva na stablu i procjenu gustoce vegetacije oko uzorka. Uzorkovala sam vrstu
F. caperata, a u slucaju da nije bilo dovoljno jedinki te vrste ili da je nije bilo na svim plohama,
uzorkovala sam vrstu P. sulcata. Na dvije plohe najblize rafineriji gdje nisu nadeni liSajevi

uzorkovana je kora hrasta.

Kao transplantate koristila sam dvije vrste lisajeva: F. caperata i E. prunastri. Jedinke obje
vrste sakupljene su s podrucja obliznje Pozeske gore (koordinate u HTRS96/Croatia TM:
599095, 5020318; 579360, 5022284), te su zatim postavljene na podruc¢je Slavonskog Broda,
na istih 20 istrazivackih ploha s kojih su prikupljeni nativni uzorci. Na svaku plohu presadeno
je minimalno devet jedinki svake vrste, po tri lisaja, odnosno grane u slu¢aju E. prunastri, na
tri stabla po plohi. Uzorci su postavljeni u prosincu 2015. godine, a prikupljeni su u dvije
vremenske toCke, nakon zavrSetka zime (veljaca 2016. godine) i nakon zavrSetka proljetne
sezone (lipanj 2016. godine). U slucaju ploha 7 i 8, liSajevi su postavljeni i na same mjerne
postaje, i to tako da je na jednu cjepanicu stavljen lisaj F. caperata te grancica s vrstom E.
prunastri, $to je onda pomocu plasti¢nih uzica pri¢vrs¢eno za rubove postaje (Slika 10). Na
svim drugim plohama, lisaj F. caperata je pri¢vrs¢en za stablo pomocu plasticne mrezice

zajedno s tankim slojem kore na kojem je rastao, dok je lisaj E. prunastri stavljen zajedno s

grancicama na kojima raste i pricvr§¢en pomocu tankog plasticnog konca na grane stabala na

plohi (Slika 11).

Slika 10 Postavljanje transplantiranih /isajeva na mjernu postaju SB-2 (A) i detalj koji prikazuje cjepanicu na
koju je postavijen lisaj Flavoparmelia caperata te grancica s vrstom Evernia prunastri (B) (autor: Maja Masla¢é
Mikulec).
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A

Slikall Tnsl;lantic;i;-i uzorci lisaja Flavoparmelia caperata na stabIIJ (A) i Evernia prunastri na grani (desno)
(autor: Maja Maslaé¢ Mikulec).

Tijekom trajanja eksperimenta s postavljenim transplantatima, na plohama 12 i 18, i to tijekom
drugog perioda (T2), provedena je sjeca stabala, zbog Cega na tim plohama nije mogla biti

prikupljena dovoljna koli¢ina uzoraka u T2.
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3.2.2. Laboratorijske analize

3.2.2.1.  Priprema uzoraka lisajeva

Prema novijoj literaturi preporuca se ru¢no ¢is¢enje lisajeva i koriStenja perifernih dijelova
talusa, a napustilo se pranje uzoraka i koriStenje cjelokupnih talusa (Cecconi i sur., 2019).
Listaste lisajeve (F. caperata i P. sulcata) koji su pri¢vrsceni rizinama za podlogu bilo je
potrebno ocistiti od komadica kore i mahovina. To sam radila pod lupom 1 iskljucivo s
plasti¢nim priborom, radi kasnije analize metala. Vrstu E. prunastri naj¢escée nije bilo potrebno
Cistiti, samo je pregledana i eventualno su odstranjene manje necistoce. Prije pripreme uzoraka
za ostale metode izmjerena je fluorescencija klorofila a na oc¢is¢enim lisajevima in vivo. Za
ostale metode uzet je dio liSaja kako slijedi. Za nativne liSaje, za analizu sadrZaja fotosintetskih
pigmenata, sekundarnih metabolita, nemetala i metala, uzet je 1 cm talusa od ruba. Za
transplantirane liSaje, kod vrste F. caperata uzet je samo rub rasta (nekoliko milimetara), gdje
je donja strana talusa smede boje, ali jo$ ne postaje crna s rizinama. Naime, smatra se da je to
zona najvece fizioloske aktivnosti te se ¢esto uzima samo taj dio za analize transplantata (Loppi
i sur., 2004). Kod vrste E. prunastri koriStene su samo "vanjske grane", koje su odstranjene i

usitnjene plasticnim Skarama.

3.2.2.2.  Fotosintetska ucinkovitost

Za analizu fotosintetske ucinkovitosti, lisajevi su prije samog mjerenja stavljeni na filter papir
u Petrijevoj zdjelici namocen u destiliranoj vodi kako bi se prilagodili laboratorijskim uvjetima
(60 pumol fotona/m?s na 22 + 2 °C) preko noéi. Mjerenja fluorescencije klorofila izvr§ena su na
liSajevima prilagodenim uvjetima tame tijekom 30 minuta, koriste¢i fluorimetar FluorPen
FP100 (Photon Systems Instruments, Brno, Ceska Republika). Primijenjena je slaba modulirana
svjetlost za mjerenje minimalne razine fluorescencije (Fo), a zatim kratki saturacijski bljesak
svijetlosti (> 3000 pmol fotona/m?s) za odredivanje maksimalne razine fluorescencije (Fm).
Minimalna i maksimalna razina fluorescencije u uvjetima svjetla, kao i razina fluorescencije u
stanju ravnoteze (Fs), takoder su mjerene pomocu saturacijskih pulseva koji su primijenjeni uz
aktini¢ko svjetlo (100 umol fotona/m?s). Parametri fluorescencije, ukljucujuéi maksimalni
prinos fluorescencije (Fv/Fm) kao pokazatelj ucinkovitosti fotosistema II, nefotokemijsko
gasenje (NPQ) i fotokemijsko gasenje (Qp), izraCunati su prema formulama iz rada Maxwell i
Johnson (2000). Dodatno je odreden i omjer smanjenja fluorescencije klorofila (Rrg), Koji

korelira s potencijalnom fiksacijom CO: (Lichtenthaler i sur., 2005).
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3.2.2.3.  Fotosintetski pigmenti

Za analizu fotosintetskih pigmenata, ekstrahiran je usitnjeni talus lisaja (10-15 mg) u 1,5 ml
dimetilsulfoksida, s dodatkom cca. 10 mg CaCOs. Uzorci su zatim inkubirani 40 minuta u toploj
(65 °C) ultrazvucnoj kupelji te potom centrifugirani na 10 000 g 10 minuta na sobnoj
temperaturi. Supernatanti su odvojeni i koristeni za spektrofotometrijska mjerenja (UV-VIS
spektrofotometar Specord 40, Analytik Jena AG, Jena, Njemacka). Kvantifikacija klorofila a i
b (Chl a, Chl b), karotenoida (TCar) i degradacije klorofila, odnosno kvocijent feofitinizacije
(eng. phaeophytinization quotient; PQa) napravljena je prema postoje¢im radovima

(Lackovicova i sur., 2013; Yemets i sur., 2014), koristenjem formula:

Chla=12.19 x (Aees - A750) - 3.45 x (Asa9 - A750)
Chl b =21.99 x (Aeag - Ars0) - 5.32 % (Aees - A7s0)
TCar = (1000 x (Asgo-A7s0) — 2,14 Chl a— 70,16 Chl b) / 220
PQa = (As35 — A750) / (As1s — Ars0)

pri ¢emu SU Aa1s, Aazs, Asgo, Asag, Asss, A7s0 apsorbancije na odredenim valnim duljinama.

3.2.2.4.  Sekundarni metaboliti

Usitnjeni lisaj (10-15 mg) inkubiran je u 1,5 mL ohladenog acetona u trajanju od 30 minuta na
4 °C (Feige 1 sur. 1993). Uzorci su potom centrifugirani 15 minuta na 4 °C i 15 000 g.
Supernatant sam prebacila pipetom u novu mikroepruvetu, ponovo centrifugirala 20 minuta na

4 °C 122000 g iprebacila pipetom u tamne staklene bocice.

Kvalitativna i kvantitativna analiza sekundarnih metabolita napravljena je pomocu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. high-performance liquid chromatography - HPLC)
koriste¢i sustav Perkin Elmer Series 200 s UV/VIS diodnim nizom detektora. Analiti su
razdvojeni na koloni punjenoj s C18 reverznom fazom (5 um, 250 x 4,6 mm, Brownlee Speri-
5 ODS, Perkin Elmer, SAD) s predkolonom (5 % 4,6 mm). Razdvajanje analita je napravljeno
prema metodi opisanoj u Feige i sur. (1993), uz odredene modifikacije (Masla¢ i sur., 2016).

Analizirano je najmanje tri uzorka po istrazivackoj plohi.

Mobilna faza sastojala se od dviju otopina: (A) 1 % (v/v) fosfatne kiseline u deioniziranoj vodi
te (B) 100 % metanola. Elucijski program razdvajanja bio je sljedeci (navodi se samo za otopinu
B, dok se za otopinu A podrazumijeva ostatak do 100 %): 0,5 minuta ekvilibracije s 30 % B, 5
minuta linearnog gradijenta od 30 % do 70 % B, 16 minuta linearnog gradijenta od 70 % do
100 % B, 7 minuta izokratno s 100 % B, 1 minuta linearnog gradijenta od 100 % do 30 % B i
10 minuta ponovne ekvilibracije s 30 % B (ukupno 39 minuta). Injekcijski volumen acetonskih
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uzoraka bio je 20 pl, brzina protoka 1 ml/min, temperatura peltijera 4 °C, temperatura kolone

je bila sobna (oko 23 °C), a metaboliti su detektirani na 245 nm i prikazani kromatogramima.

Kako bih identificirala i kvantificirala pojedine sekundarne metabolite lisajeva, izolirala sam
pojedine spojeve pomocu tankoslojne kromatografije (eng. thin-layer chromatography — TLC)
prema postojecem standardiziranom postupku (Orange i sur., 2001). Za izolaciju pojedinih
spojeva koje sam poslije koristila kao standarde uzela sam vrste lisajeva u kojima se pojedini
metabolit nalazi u velikoj koli¢ini te Koji ne sadrzi neki drugi metabolit koji bi imao sli¢nu
vrijednost retencijskog faktora (Rf) zbog cega bi se mogli preklapati na TLC plocici. Lisaj F.
caperata sadrzi protocetrari¢nu i usninsku kiselinu, dok liSaj E. prunastri sadrzi everni¢nu i
usninsku kiselinu te kloratranorin i atranorin. Za usninsku kiselinu sam Koristila kupljeni
standard (Sigma Aldrich), dok sam za protocetrari¢nu koristila vrstu F. caperata, za everni¢nu
Kiselinu vrstu E. prunastri, a za atranorin i kloratranorin vrstu P. sulcata. Kao mobilnu fazu za
TLC odabrala sam standardnu otopinu G koja se koristi za identifikaciju liajnih metabolita
(toluen / etilacetat / mravlja kiselina u volumnim omjerima 139 : 83 : 8), jer sam Zeljela dobro
razdvajanje na niskim Rf vrijednostima. Za razdvajanje spojeva atranorina i kloratranorina sam
koristila otopinu E (cikloheksan / etilacetat 75 : 25). Uzorke sam pripremila tako da sam na
komadic¢ tkiva lisaja (oko 20 mg) stavila 1 ml hladnog acetona i ekstrahirala 20 minuta. Uzorke
sam kapilarno nanijela na donji rub plo¢ice (20 X 5 cm) s ru¢no nanesenim silika-gelom. Zatim
sam plocicu postavila uspravno u posudu s G otopinom, zatvorila posudu te ostavila da se uzorci
razdvajaju oko 30-45 minuta. Plo¢icu sam zatim izvadila, ostavila da se osusi na zraku te
fotografirala pod VIS i UV svijetlom (Vilber Lourmat; TFX — 20 M, 6 x 15 w — 312 nm tube)
kako bih identificirala pojedine spojeve koji zbog svoje strukture fluoresciraju pod UV
svjetlom. Dodatno sam na neke plocice rasprsivacem nanijela 10 % sumpornu kiselinu te stavila
u susionik na +110 °C 10-tak minuta kako bi se razvilo karakteristi¢no obojenje (Orange i sur.,
2001) i ponovno fotografirala pod VIS i UV svijetlom. Na taj nacin sam identificirala poloZaj
pojedinih spojeva. Za izolaciju spojeva s TLC plocice sam pazljivo skinula silika-gel u podruéju
u kojem je pojedini spoj/ metabolit bio vizualiziran, a prije koraka sa sumpornom kiselinom.
Na silika-gel sam dodala 1,5 ml hladnog acetona i pustila preko no¢i na 4 °C. Centrifugirala
sam na 15 000 g 15 minuta na 4 °C te sam supernatant uparila u eksikatoru pod vakuumom
(Thermo Fisher Scientific). Zatim sam u testnu tubicu dodala 500 ml metanola te vorteksirala
2 minute kako bi se spoj otopio. Za svaki spoj izmjerila sam UV spektar i odredila specifi¢ne

apsorpcijske maksimume te na temelju vrijednosti apsorbancije i pomoc¢u poznatih molarnih
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ekstinkcijskih koeficijenata za svaku pojedinu tvar (Huneck i Yoshimura, 1996) odredila

koncentraciju izoliranih spojeva pomocu Lambert-Beerovog zakona.

Otopine pojedinih spojeva poznatih koncentracija koristila sam kao HPLC standarde za izradu
kalibracijskog pravca 1 odredivanje retencijskog vremena svakog spoja. Usporedbom
kromatograma dobivenih snimanjem pojedinih standarda i onih dobivenih razdvajanjem
uzoraka lisajeva identificirala sam pojedine spojeve na temelju identi¢nog retencijskog
vremena, dok sam usporedbom povrsina ispod pika pojedinog spoja iz uzoraka s povrSinama

odgovarajuceg standarda poznatih koncentracija izra¢unala koncentraciju tog spoja.

3.2.2.5. Nemetali

Sadrzaj nemetala (dusika i sumpora) u nativnim i transplantiranim uzorcima lisajeva analiziran
je od strane kolega na Odsjeku za agroekologiju, Zavod za opcu proizvodnju bilja, Agronomski
fakultet, Sveuciliste u Zagrebu. Detekcija i kvantifikacija ukupnog dusika (N) i sumpora (S) u
uzorcima lisajeva (25 = 2 mg) provedena je simultano, metodom suhog spaljivanja po Dumasu
na Vario, Macro CHNS analizatoru, Elementar (2006). Ukupni dusik i sumpor kvantificirani su
izracunavanjem povrsine ispod pika koja je proporcionalna postotku dusika i sumpora u uzorku.
Toc¢nost 1 preciznost analiza kontrolirana je pomocu referentnih materijala IPE 154, IPE 181,
IPE 240 Wepal (Wageningen Evaluating Programmes), pri ¢emu je svaki deseti uzorak bio
referentni materijal, s prihvatljivim rezultatima to¢nosti: oporavak < 3 %; preciznost: RSD < 3
%. Najmanyje tri ponavljanja su izmjerena za svaku plohu. Kako na dvije plohe najbliZe rafineriji

nafte nisu nadeni nativni liajevi analizirani su uzorci kore istom metodom.

3.2.2.6. Metali

Sadrzaj metala u nativnim uzorcima lisajeva analiziran je od strane kolega u Laboratoriju za tlo
i otpad, Odjel za zivotni i radni okoli$, Nastavnog zavoda za javno zdravstvo dr. Andrija
Stampar. Masa od 100 mg uzorka se pripremila mikrovalnom razgradnjom u skladu s metodom
HRN EN 13657:2008 na uredaju Mikrovalna ETHOS SEL Milestone. Sadrzaj metala zatim se
odredio induktivno spregnutom plazmom sa spektrometrijom masa (ICP-MS), na instrumentu
ICP MS ELAN DRC-e Perkin Elmer (2008), u skladu s metodom HRN EN ISO 17294-
1,2:2008. Uvijeti na instrumentu i granice detekcije i kvantifikacije navedeni su u prilogu (Prilog
3, Prilog 4). U nativnim uzorcima analiziran je sadrzaj Cetiri metala: olova, cinka, kadmija i
nikla (Tablica 3). Najmanje tri replike su analizirane za svaku plohu. Kako na dvije plohe

najblize rafineriji nafte nisu nadeni lisajevi analizirani su uzorci kore.
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Transplantirani uzorci analizirani su od strane kolega u Laboratoriju za odredivanje rezidua,
Odjel za veterinarsko javno zdravstvo, Hrvatski veterinarski institut (laboratorij je
akreditiranom po EN ISO/IEC 17025:2017), gdje je postojala mogucnost da se analizira veci
broj metala, njih 17 (Tablica 3). Uzorci su prvo pripremljeni mikrovalnom razgradnjom u
mikrovalnoj peénici (UltraWAVE ECR MW, Milestone Srl, Italija). Zatim je sadrzaj metala u
uzorcima analiziran pomocu uredaja Agilent ICP-MS system Model 7900 (Agilent, Palo Alto,
CA, SAD) induktivno spregnutom plazmom s masenom spektrometrijom (ICP-MS). Uvijeti na
instrumentu i granice detekcije i kvantifikacije navedeni su u prilogu (Prilog 5, Prilog 6). Masa
uzorka je bila minimalno 100 mg, a najmanje tri ponavljanja su napravljena za svaku plohu za
vrstu E. prunastri, dok je radi premalih masa uzorka, bilo moguée napraviti samo jednu repliku

F. caperata po plohi.

Tablica 3 Vrste metala analizirane u uzorkovanim lisajevima.

Nativni uzorci Transplantirani uzorci

Aluminij (Al)
Arsen (As)
Bakar (Cu)
Barij (Ba)
Cink (Zn) Cink (Zn)
Kadmij (Cd) Kadmij (Cd)
Kobalt (Co)
Krom (Cr)
Mangan (Mn)
Molibden (Mo)
Nikal (Ni) Nikal (Ni)
Olovo (Pb) Olovo (Pb)
Selen (Se)
Srebro (Ag)
Uranij (U)
Vanadij (V)
Zeljezo (Fe)
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3.3. Numericka obrada podataka

Rezultati su analizirani s obzirom na skup podataka, vrstu i vremensku to¢ku, odnosno, posebno
su provedene analize za nativne i transplantirane lisaje, zatim po vrsti te vremenu sakupljanja,
s obzirom na transplantaciju. Statisticka analiza i vizualizacija provedena je u softverskom
paketu Statistica (verzija 14.0), Microsoft Excel (Microsoft Office 365) te programskom jeziku
R (verzija 4.4.2; paket: ggplot2). Prostorne analize su provedene u softverskom paketu QGIS
(verzija 3.16.11). Ruze vjetrova sam napravila koristenjem objektno orijentiranog programskog

jezika Python (verzija 3.8.).

3.3.1. Osnovna statisticka obrada podataka

Za nativne vrste nisu koristene kontrole, odnosno, podaci prikupljeni na udaljenom lokalitetu s
pretpostavljenim odsustvom utjecaja rafinerije. Transplantirani su uzorci prije analiza
normalizirani s kontrolom, tako da su vrijednosti podijeljene sa srednjom vrijednosti za
kontrolu. U slu¢aju bioakumulacije (nemetali, metali) kao kontrola su koriSteni liSajevi
prikupljeni prilikom sakupljanja transplantanata na PozeSkoj gori. Medutim, za fizioloske
parametre, odnosno vitalnost lisajeva te sadrzaj sekundarnih metabolita, koristeni su liSajevi
prikupljani na Pozeskoj gori u isto vrijeme kada je bilo i sakupljanje tih transplantanata na
istrazivanim plohama, odnosno nakon tri i sedam mjeseci, kako bi se u obzir uzele prirodne

sezonske varijacije koje mogu utjecati na te parametre.

Neparametarski Kruskal-Wallisov test koriSten je za testiranje statistiCcki znacajnih razlika
izmedu grupa uzoraka prikupljenih na razli¢itim istraZivackim plohama za svaki od istraZivanih
parametara - vitalnost lisajeva: Fu/Fm, gp, NPQ, Rrg, Chl a, Chl b, TChl, PQa, Chl a/Chl b,
TCar; sekundarni metaboliti te nemetali N i S i metali Ni, Zn, Cd, Pb i dodatno V kod
transplantiranih lisajeva. Kod transplantiranih uzoraka smo ukljucili V, jer se, uz Ni, smatra

pokazateljem industrije izgaranja i/ili rafiniranja nafte (Celo i Dabek-Zlotorzynska, 2010).

Ti su parametri koriSteni kao zavisne varijable u daljnjim analizama. Kako bi se smanjio broj
zavisnih varijabli vitalnosti lisajeva napravljena je analiza glavnih komponenata (eng. principal
component analysis, PCA). Ovo je provedeno zajedno s Varimax normaliziranom rotacijom tih
komponenata sa svojstvenim vrijednostima (eng. eigenvalues) ve¢im od (ili bliskima) jedan

(sukladno Preisendorfer i sur., 1981).

U sljede¢em koraku, nedostaju¢i podaci zavisnih varijabli popunjeni su prosjekom

odgovarajucih varijabli za svaku istraZzivacku plohu uzorkovanja. Prije izrade regresijskih
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modela, provela sam univarijatnu statisti¢ku analizu (korelacijska matrica) kako bih promatrala
posebne odnose izmedu sadrzaja nemetala i metala, Cetiri glavne komponente vitalnosti lisajeva

1 sadrzaja sekundarnih metabolita.

3.3.2. lzrada regresijskih modela

Za potrebe izrade regresijskih modela u svrhu objasnjenja prostorne varijabilnosti vitalnosti
lisajeva 1 bioakumulacije, definirane su nezavisne varijable kao njihovi potencijalni okoli$ni
prediktori unutar okruZenja rafinerije (prikupljene na razini istrazivacke plohe, stabla i uzorka).
Tako su nezavisne varijable prikupljene za svaku istrazivacku plohu ukljucivale (1) udaljenost
plohe od rafinerije nafte, (2) godiSnju ucestalost vjetra iz smjera rafinerije nafte, 1 (3)
odgovarajucu godi$nju prosje¢nu brzinu vjetra. Nezavisne varijable prikupljene za svako stablo
ukljucivale su samo (4) procjenu gustoce vegetacije oko uzorkovanog stabla. Na kraju,
nezavisne varijable prikupljene za svaki nativni uzorak ukljucivale su (5) relativnu orijentaciju
lisajeva na deblu stabla u odnosu na sjever i (6) relativnu orijentaciju lisajeva na deblu stabla u
odnosu na smjer rafinerije. Detalji o postupcima uzorkovanja, proracunima i rasponima svih

varijabli koriStenih u analizi podataka (zavisne i nezavisne) dostupni su u tablici (Prilog 7).

Prvo su izgradeni regresijski modeli za nativne liSaje. Izgradena su po dva modela za svaku
zavisnu varijablu (Cetiri glavne komponente za vitalnost lisajeva, kao i sadrzaj nemetala i metala
te sekundarnih metabolita): za Model A je koriStena samo udaljenost od rafinerije nafte kao
nezavisna varijabla (jednostavna linearna regresija), dok su za Model B koriSteni svi opisani
okolisni prediktori kao nezavisne varijable (generalizirani linearni model; GLM). Prilikom
izgradnje Modela B, prvo je izgraden skup svih moguc¢ih GLM-ova sastavljenih u smislu svih
moguéih kombinacija (od kojih je jedna i Model A) nezavisnih varijabli (ukljucujuéi
jednostavne linearne ¢lanove i bivarijatne interakcijske linearne ¢lanove), da bi se u zadnjem
koraku iz tog skupa odabrao (zasebno za svaku zavisnu varijablu) model s optimalnim
podskupom nezavisnih varijabli, i to koristenjem Mallows-ove Cp statistike (Mallows, 1973)
koji je dalje koristen za kona¢nu interpretaciju prostornih obrazaca fizioloskog odgovora

liSajeva 1 bioakumulacije zbog oneciS¢enja zraka u blizini rafinerije nafte.

S obzirom na dobivene rezultate kod nativnih liSajeva koji su pokazali da na podrucju
istrazivanja i dodatni okolis$ni faktori (uz udaljenost od rafinerije) imaju znacajan utjecaj na
prostornu razdiobu bioakumulacije i vitalnosti lisajeva, na transplantiranim liSajevima (obje
vrste, vremenska tocka T1) je napravljen samo model B, uz koristenje udaljenosti i nezavisnih

varijabli povezanih s vjetrom (brzina i ¢estina). Razlog tome je da su se upravo te varijable
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pokazale najznacajnijima u modelu B kod nativnih liSajeva, ali i da su transplantirani liSajevi
bili svi usmjereni prema rafineriji na maksimalno izlozenom mjestu ($to je dokinulo potrebu za
koriStenjem ostalih nezavisnih varijabli uvrStenim u GLM-ove nad nativnim liSajevima). Bitno
je napomenuti kako su za transplantirane lisajeve koriSteni podaci iz DHMZ-a za Cestinu i
prosjecnu brzinu vjetra iz smjera rafinerije samo za period izlaganja od tri mjeseca (prosinac
2015. — veljaca 2016. godine), dok su za nativne liSajeve koriSteni isti podaci za zadnjih pet

godina (2010. — 2014. godina).

3.3.3. Ocjena bioakumulacije metala s kartama distribucije elemenata

Za ocjensko klasiranje bioakumulacije metala u ovom radu koristila sam interpretativnu skalu
za bioakumulaciju metala u liSajevima koju su izradili Cecconi i sur. (2019), uzevsi u obzir
velik set postojecih podataka i to zasebno za nativne i transplantirane liSaje. Za nativne liSajeve
skala je definirana odvojeno za svaku od dvije najcesée vrste liSajeva Xanthoria parietina i
Flavoparmelia caperata, koje se najce$¢e koriste kao nativni liSajevi U istraZivanjima
bioakumulacije metala, a za koje su utvrdene razlike u bioakumulaciji. Kako bismo dobili
vrijednosti usporedive sa postojecom skalom (tzv. B omjer), srednje vrijednosti koncentracije
metala po istrazivackoj plohi podijeljene su s literaturnim podacima za pozadinske vrijednosti
koncentracija pojedinih elemenata (BEC; pg/g suhe tvari) za vrstu F. caperata: Ni (1,27), Zn
(35,3), Cd (0,18) i Pb (2,37). Na temelju dobivene vrijednosti B omjera svakoj plohi je
pridruzena odredena bioakumulacijska klasa (Tablica 4).

Tablica 4 Bioakumulacijske klase za metale u nativnim lisajevima (B omjer) i transplantiranim liSajevima, na
temelju izlozenosti od 12 tiedana (EU omjer) (prilagodeno prema Cecconi i sur., 2019).

Bioakumulacijska klasa B omjer EU omjer Kod boje (HTML)
(A) Odsutnost bioakumulacije <L0 <L0 #0000FF (plava)
(L) Niska bioakumulacija (1,0; 2,1] (1,0; 1,8] #008000 (tamno zelena)
(M) Umjerena bioakumulacija (2,1; 3,4] (1,8; 3,1] #FFF30F (zuta)
(H) Visoka bioakumulacija (3,4; 4,9] (3,1; 3,7] #FF0000 (crvena)
(S) Vrlo visoka bioakumulacija >49 >3,7 #800040 (tamno magenta)

S druge strane, za odredivanje razine bioakumulacije za metale u transplantiranim liSajevima
koristi se omjer koncentracije izmjerene u izloZenim liSajevima u odnosu na one u neizlozenim
lisajevima (EU omjer, eng. exposed-to-unexposed ratio; EU ratio). Ista skala vrijedi za sve
vrste liSajeva, iako se, kako je navedeno u uvodu, za ovakva istraZivanja prvenstveno koriste
grmaste vrste E. prunastri i P. furfuracea. U literaturi postoje vrijednosti za tri vremena
izlaganja, Cetiri, osam i dvanaest tjedana (Cecconi i sur., 2019), jer se ocekuju vece

koncentracije s vremenom izlaganja. S obzirom na primijenjenu duljinu izlaganja u ovom radu

41



(tri i sedam mjeseci, odnosno, 12 i 28 tjedana) koristila sam vrijednosti od 12 tjedana izlaganja
kako bih odredila bioakumulacijsku klasu za pojedinu plohu (Tablica 4). Razina

bioakumulacije je odredena za sve analizirane metale u transplantiranim liSajevima.

U cilju prostornog prikaza distribucije bioakumuliranih onecis¢ujuéih tvari napravila sam karte
distribucije, odnosno zasebne karte za svaki od analiziranih metala prema skali razvijenoj od
strane Cecconi i sur. (2019). Za prostorni prikaz bioakumulacije u nativnim liSajevima F.
caperata izradila sam karte za metale Ni, Zn, Cd i Pb, a plohe na kojima li$ajevi nisu pronadeni
(tzv. ,liSajna pustinja“) oznacila sam bijelom bojom. Za bioakumulaciju u transplantiranim
liSajevima koristila sam rezultate samo za vrstu E. prunastri u prvoj vremenskoj tocci (T1),
odnosno nakon tri mjeseca izlaganja, iz sljede¢ih razloga: (1) zbog vecée veli¢ine uzorka i
koli¢ine prikupljenog materijala za vrstu E. prunastri, kao i njene ¢esce upotrebe u literaturi,
(2) zima je period s najvisim oneci§¢enjem zraka u Slavonskom Brodu, §to je rezultiralo
znacajnom bioakumulacijom ve¢ u prvom periodu, a i uobicajeno trajanje eksperimenata s

transplantatima iznosi tri mjeseca.

Takoder su izradene sli¢ne karte distribucije za nemetale (N i S) za nativne liSajeve F. caperata
I transplantirane lisajeve E. prunastri (T1), iako za nemetale ne postoji unaprijed definirana
referentna skala. Stoga je interval izmjerenih vrijednosti za njih podijeljen u pet jednakih

kvantila (eng. Equal Count (Quantile)) u ljestvici jedne boje (zelene za N, crvene za S).
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4. REZULTATI

4.1. Nativni lisajevi

Nativni lisajevi nisu pronadeni na dvije plohe najbliZe rafineriji (< 2 km), $to ukazuje na ,,lisajnu
pustinju“ s visokim razinama onecis¢enja zraka (Slika 12). Na preostalih 18 ploha, vrsta
Flavoparmelia caperata pronadena je u dovoljnoj koli¢ini za ovo istrazivanje na 15 ploha, dok
na plohama 4, 5 i 8 ta vrsta nije bila pronadena ili nije bila dostupna u dovoljnom broju, pa je
umjesto nje uzorkovana vrsta P. sulcata. lako je rije¢ je o morfoloski jako sli¢noj vrsti, moguée
su interspecijske razlike u bioakumulaciji i fizioloSkom odgovoru organizama na oneciséenje.
Stoga su podaci za vrstu P. sulcata prikazani i kvalitativno analizirani, ali su daljnje analize,
poput ocjenjivanje klase bioakumulacije metala, korelacija izmedu varijabli, PCA i GLM,
provedene samo na podacima s ploha koje sadrze vrstu F. caperata, odnosno, isklju¢ujuéi plohe

1, 2 (,,lisajna pustinja“) te 4,51 8.

Slika 12 Fotografije prikazuju ,, /isajnu pustinju “(A), nativne uzorke /isaja Flavoparmelia caperata (B) i Parmelia
sulcata (C) na istrazivanim plohama na podrucju Slavonskog Broda (autor: Maja Maslaé Mikulec).
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4.1.1.  Vitalnost nativnih /isajeva

Zbog lakse usporedbe slike prikazuju podatke za obje vrste zajedno, a prvo su prikazani
parametri fluorescencije klorofila (Slika 13). Vecina vrijednosti Fv/Fm nalazi se u rasponu od
0,7 do 0,75, dok su najnize vrijednosti zabiljeZene u lisajevima skupljenim na plohama 6 i 16.
NPQ vrijednosti su najvise u lisajevima s ploha 4-6, a najnize s ploha 7 1 8. Najnize vrijednosti
gp zabiljezene su U lisajevima na plohama 7, 9 i 15, a najviSe na plohi 8. Omjer Rrq je najvisi U

lisajevima s ploha 4, 5 i 6, dok je najnizi s ploha 7 i 8.
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Slika 13 Box-Whisker dijagrami prikazuje prikazuju parametre fluorescencije klorofila a u nativnim uzorcima
vrste Flavoparmelia caperata i Parmelia sulcata: Fw/Fn - maksimalni prinos fluorescencije (A), NPQ -
nefotokemijsko gasenje (B), qp - fotokemijsko gasenje (C), Req - 0omjer smanjenja fluorescencije (D). Plohe su
rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. Na prve dvije plohe nije bilo lisajeva (,, liSajna pustinja ). ,, Box * -
interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5

IQR.
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Vrijednosti fotosintetskih pigmenata (Slika 14), pokazuju kako su najvise vrijednosti izmjerene
za Chl a, Chl b, TChl, TCar u lisajevima uzorkovanim na plohama 5 te 7-9, dok oni s ploha 6 i
15-16 imaju najnize vrijednosti. Omjer Chl a/Chl b je najvisi u lisajevima s ploha 5, 8, 91 12.
Vrijednosti PQa su ispod 1,1 za sve mjerene uzorke, ali je posebno niska vrijednost zabiljeZena

u lisajevima na plohama 61 7.
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Slika 14 Box-Whisker dijagrami prikazuju fotosintetske pigmente u nativnim uzorcima vrste Flavoparmelia
caperata i Parmelia sulcata: pigmenti u mg/g suhe tvari (A, Chl a - klorofil a; B, Chl b - klorofil b; C, TChl — ukupni
klorofil; F, TCar — ukupni karotenoidi) i bez mjerne jedinice (D, PQa - kvocijent feofitinizacije; E, Chl a/ Chl b —
omjer Chl aii Chl b). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. Na prve dvije plohe nije bilo lisajeva
(., liSajna pustinja“). ,,Box “ - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker* — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR),
tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.
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4.1.2.  Bioakumulacija elemenata u nativnim /isajevima

Sadrzaj metala (Ni, Zn, Pb i Cd) i nemetala (N i S) je mjeren u kori na plohama gdje nisu nadeni
lisajevi te u obje vrste lisajeva, ovisno koji je naden na kojoj plohi (Slika 15). Kora je pokazala
nize vrijednosti za nemetale od liSajeva. NajviSe vrijednosti za nemetale u liSajevima su
zabiljezene na plohama 7-9, dok se s visokim sadrzajem N istice i ploha 5. Najnize su
vrijednosti nemetala izmjerene u lisajevima na plohama 6, 13 i 16. Za tri su metala (Ni, Zn i
Cd) znacajno vise vrijednosti izmjerene u kori spram liSajeva, a posebno se isti¢e ploha 1. S
druge strane, Pb ima niske vrijednosti u kori spram onih zabiljeZenih u lisajevima. Za Ni kod
lisajeva najviSe vrijednosti su na plohama 3, 5, 7-9 te 14, dok su za Zn na 4, 7 i 8. Najvise
vrijednosti Cd su zabiljeZzene na plohama 4, 6, 10 i 11, a za Pb na plohama 9, 13 17.
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Slika 15 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj nemetala i metala u nativnim uzorcima vrste Flavoparmelia

caperata i Parmelia sulcata te kori: N — dusik (A), S —sumpor (B) u mg/g; Ni —nikal (C), Zn —cink (D), Cd — kadmij

(E), Pb—olovo (F) u ug/g suhe tvari. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,, Box “ - interkvartilni
raspon (IQR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti vece od 1,5 IQR.
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4.1.3.  Sekundarni metaboliti u nativnim /isajevima

Sekundarni metaboliti se razlikuju za razli¢ite vrste, stoga su prikazani odvojeno (Slika 16). U
slu¢aju sekundarnih metabolita prisutnih u uzorcima F. caperata, vrijednosti za protocetrari¢nu
i usninsku kiselinu su najnize u lisajevima s plohe 9 i 10, s time da se kod usninske kiseline
isti¢u najvise vrijednosti U lisajevima na plohama 3 i 6. Za sekundarne metabolite prisutne u
uzorcima P. sulcata, lisajevi na plohi 4 imaju priblizno dvostruko vise koncentracije atranorina
i kloratranorina od lisajeva na druge dvije plohe (5 i 8), dok je koncentracija salazinske kiselina

nesto sniZena U lisajevima na plohi 8.
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Slika 16 Box-Whisker dijagrami prikazuju koncentracije sekundarnih metabolita u mg/g u nativnim uzorcima vrste
Flavoparmelia caperata (protocetraricna i usninska kiselina) 1 Parmelia sulcata (atranorin, kloratranorin i
salazinska kiselina). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. Na prve dvije plohe nije bilo lisajeva
(., liSajna pustinja“). ,,Box“ - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR),
tocke — vrijednosti veée od 1,5 IOR.
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4.1.4.  Karte distribucije bioakumuliranih elemenata u nativnim lisajevima

Prema klasama bioakumulacije metala u jedinkama vrste F. caperata (Cecconi i sur., 2019),
utvrdena je ,vrlo visoka bioakumulacija“ za Ni, dok je za Pb zabiljeZena ,,visoka
bioakumulacija“, a Cd i Zn su pokazali ,,umjerenu bioakumulaciju* (Slika 17). Bioakumulacija
metala nije pokazala jasnu povezanost s udaljenos¢u od rafinerije nafte, ali su se pojavili
razlic¢iti obrasci — ,,vrlo visoka“ i ,,visoka bioakumulacija®“ Ni u sjeveroisto¢nom smjeru, do 10
km od rafinerije, i ,,visoka bioakumulacija““ Pb na dvije plohe udaljene oko 10 km od rafinerije,
ali u zapadnom smjeru. Takoder se moze primijetiti da je na plohi 7, koja se nalazi uz sluzbenu
mjernu postaju, Zn jedini metal koji pokazuje najvisu razinu bioakumulacije, dok drugi teski

metali dosizu najvise vrijednosti bioakumulacije na drugim plohama.

o
o Ni [ ] Zn
A ® ®
l ‘e oy v
oy P oy o
® ®
® O
@®
® Cd Pb
© o
@ = 2
o
® ® @
o
o o
I Rafinerija Klase bioakumulacije

pojasevi oko rafinerije: 2,5; 5; 10; 15; 20 km ®

— rijeka Sava / drzavna granica
"lisajna pustinja"

0 5 10 km

1- Odsutnost bioakumulacije
@® 2- Niska bioakumulacija

3 - Umjerena bioakumulacija
® 4-Visoka bioakumulacija

@® 5- Vrlo visoka bioakumulacija

Slika 17 Ocjenske klase bioakumulacije za nikal (Ni), cink (Zn), kadmij (Cd) i olovo (Pb) u nativnim uzorcima
Flavoparmelia caperata na istrazivanim plohama (klasirano prema Cecconi i sur. (2019)). Na dvije plohe najblize
rafineriji nisu pronadeni lisajevi (,, lisajna pustinja ). Pozadinska karta © OpenStreetMap suradnici, CC BY-SA.
Kod bioakumulacije nemetala (S, N) vidljivo je kako su najvise vrijednosti na plohama u
Slavonskom Brodu (plohe 7 i 9) (Slika 18). NajviSe vrijednosti za S se dodatno isti¢u za plohu
3 (najbliza ploha koja je imala liSajeve) te plohu 13 (u jugozapadnom smjeru od rafinerije), a
za N plohe 12 i 14, na podnozju Dilj gore. Ploha 16 je za oba elementa imala najnize vrijednosti,

a medu onima s najnizim vrijednostima su i plohe 13 1 6.
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. Slavonski Brod

Slavonski Brod

0-93
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13,9-15,4
15,4-17,5
17,5-21

0-1,342
1,342 - 1,524
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1,606 - 1,648
1,648 - 2,01

"lifajna pustinja"
rafinerija

Slika 18 Vrijednosti koncentracija za dusik (N) i sumpor (S) u mg/g suhe tvari, izmjerene u nativnim uzorcima
Flavoparmelia caperata, prikazane kao pet klasa u jednakim kvantilima. Na dvije plohe najblize rafineriji nisu
pronadeni lisajevi (,,lisajna pustinja ). Pozadinska karta © OpenStreetMap suradnici, CC BY-SA.
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4.1.5.  Usporedba rezultata izmedu ploha za nativne /isajeve

Za 15 istrazivackih ploha na kojima su nadeni lisajevi vrste Flavoparmelia caperata analizirala
sam postoje li statisticki znacajne razlike izmedu ploha za svaki od istrazivanih parametara -
vitalnost lisajeva: Fv/Fm, gp, NPQ, Rr4, Chl &, Chl b, TChl, PQa, Chl a/Chl b, TCar; sekundarni
metaboliti (protocetrari¢na i usninska kiselina) te nemetali N i S i metali Ni, Zn, Cd, Pb.
Rezultati Kruskal-Wallis testova pokazuju statisticki znacajne razlike (pri razini vjerojatnosti p
= 0,05 ili strozoj) medu plohama za sve parametre (Tablica 5). lako niti jedan od parametara
nije pokazao jasnu korelaciju s udaljeno$¢u od rafinerije nafte, neki potencijalni obrasci su se
ipak pojavili (Tablica 5). Na primjer, gotovo svi mjereni parametri ostvarili su znacajno vise
(Fv/Fm, pigmenti, sadrzaj N, S, Zn i Pb) ili nize (qp, NPQ, Rrq, protocetraricna kiselina)
vrijednosti u lisajevima sakupljenima na plohama 7 i/ili 9, dok je na istrazivackoj plohi 6 bilo
suprotno. Ovo opazanje upucuje na postojanje i drugih faktora (osim udaljenosti do rafinerije)
koji utje¢u na razinu imisije Stetnih tvari u prostoru, kao i posljedi¢no na prostornu varijabilnost

fizioloskog odgovora liSajeva na tu imisiju.
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Tablica 5 Vrijednosti zavisnih varijabli u uzorkovanim nativnim lisajevima Flavoparmelia caperata po istraZivackoj plohi (srednja vrijednost; obojano prema varijablama na
skali boja — najvisa brojka je tamnije boje, bijela je najniza): parametri fluorescencije klorofila a (Fy/Fm - maksimalni prinos fluorescencije, NPQ - nefotokemijsko gasenje, Qp
- fotokemijsko gasenje, Rrq - 0mjer smanjenja fluorescencije); pigmenti u mg/g suhe tvari (Chl a - klorofil a, Chl b - klorofil b, TChl — ukupni klorofil, TCar — ukupni karotenoidi)
i bez mjerne jedinice (PQa - kvocijent feofitinizacije); sadrzaj nemetala (S — sumpor, N — dusik) u mg/g,; sadrzaj metala (Ni — nikal, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo) u ug/g
suhe tvari, sekundarnih metabolita (P.kis. — protocetraricna kiselina, U.kis. — usninska kiselina) u mg/g suhe tvari. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. Na
plohama najblizim rafineriji (1 i 2) nisu nadeni lisajevi, dok na plohama 4,5 i 8 nije bilo F. caperata ili nije bilo dovoljno materijala . H — Kruskal-Wallis statistika; p(H) -

vjerojatnost Kruskal-Wallis statistika, N - velicina uzorka (broj uzorkovanih lisajeva).

Ploha FJFm o NPQ Res Chla Chib TChl  PQa %T]'l?)/ TCar N S Ni  zncd  Pb  Pkis. Ukis.
1,09 043 152 247 04 1462 166 612 506 012 515 286 -

6 062 029 09 215 031 844 3,61 534 2,92

7 262 117

9 0,49 55,6 218 0,79

10 116 044 16 084 036 1581 153 354 3837 247 0,69

11 11 046 156 079 241 041 1397 165 254 30,83 2,85

12 156 055 211 1097 281 | 044 1798 164 24 40 012 0,80

13 078 034 112 077 232 03 95 131 197 2547 025 1,09

14 164 059 223 049 176 163 9200 301 028 505 235 1,00

15 08 041 129 08 229 029 1079 139 38 2737 | 043 591 271 082

16 063 03 093 08 209 028 919 134 363 1937 032

17 11 042 152 084 252 035 1467 152 306 43 0,22

18 106 042 148 076 249 038 1731 156 32 533 023 404 265

19 113 043 156 085 042 1597 157 281 484 011 365

0,63 0,58 1,19 0,45 1,64 0,82 042 1386 1,63 2,85 25,5 0,18 5,79 2,77

66,45 41,78 25,63 27,07 8203 7549 8229 61,08 5322 71,16 3584 27,31 2521 3092 3209 31,19 24,06
p(H 0,0000 0,0001 0,0288 0,0189 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 00011 0,0175 0,0326 0,0057 0,0039 0,0052 0,0451
N 149 149 149 149 136 136 136 136 136 136 59 59 45 45 45 45 84

42,24
0,0001

84
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4.1.6.  Univarijatna korelacija zavisnih varijabli za nativne lisajeve

Skup varijabli vitalnosti lisajeva smanjen je pomocu analize glavnih komponenti (PCA) na
Cetiri glavne komponente, a sve bliske korelacije bile su pozitivne. One su objasnile 85,8 %
ukupne varijabilnosti, pri ¢emu prva komponenta (F1; 36,2 % ukupne varijance) predstavlja
sve varijable vezane uz pigmente (TChl, PQa, TCar, Chl a/Chl b), druga (F2; 24,8 %)
predstavlja NPQ i Rrq, treca (F3; 12,9 %) predstavlja gp, a Cetvrta (F4; 11,8 %) predstavlja
Fv/Fm (Prilog 8).

Nakon $to je analiza glavnih komponenti (PCA) smanjila broj zavisnih varijabli povezanih s
vitalno$¢u liSajeva, generirana je matrica univarijantnih korelacija izmedu svih zavisnih
varijabli (povezanih kako s vitalnos¢u, tako i1 s bioakumulacijom i sadrzajem sekundarnih
metabolita). Ova matrica je pokazala postojanje pozitivnih korelacija izmedu varijabli N, S, Ni,
Zn i F1 (Tablica 6). Cd je pokazao negativne korelacije s N, S, Zn i F1. Faktor F1, koji
predstavlja sve varijable povezane s fotosintetskim pigmentima, pokazao je pozitivne korelacije
s nemetalima i raznim metalima, $to je u skladu s ranije prikazanim (Tablica 5), gdje su ove
varijable pokazale najvisSe koncentracije na istim plohama. Nasuprot tome, F2, koji predstavlja
NPQ i Rrg, pokazao je negativnu korelaciju sa S i pozitivnu korelaciju s Ni. Faktor F3, koji
predstavlja ge, bio je negativno koreliran s N, S, Zn i Pb. Na kraju, F4, koji oznacava F/Fm,
pokazao je pozitivnu korelaciju samo s N. S obzirom na sekundarne metabolite, protocetrari¢na
kiselina je pokazala negativnu korelaciju s Ni, Cd, Pb te pozitivnu s F3 i usninskom kiselinom,
koja ima negativne korelacije s N, Pb i F1. Cetiri glavne komponente vezane uz vitalnost
liSajeva nisu pokazale medusobne korelacije, $to je i o¢ekivano, s obzirom da potjecu iz PCA
analize koja uzima u obzir koreliranost medu varijablama.
Tablica 6 Pearsonovi korelacijski koeficijenti izmedu sadrzaja N, S, Ni, Zn, Cd, Pb, faktora vitalnosti i sekundarnih
metabolita /iSajeva. Podebljano oznacava p < 0,05.
N S Ni Zn cd Pb F1 F2 F3 F4  Pkis. U.Kis.
N 1,000
S 0,795 1,000
Ni 0,303 0,281 1,000
Zn 0650 0611 0145 1,000
cd -0310 -0,190 -0,023 -0,280 1,000
Pb 0,100 0,099 0,223 0,180 @ -0,121 = 1,000
F1 0,645 0,518 0,354 0,344 -0,328 0,158 @ 1,000
F2 -0,130 @ -0,171 0,172 -0,131 0,060 0,050 = 0,000 1,000
F3  -0203 -0,180 -0,094 -0,327 0069 -0,304 0,000 0,000 1,000
F4 0165 0030 -0,089 0041 -000 -0,047 0,000 0,000 0,000 1,000
P.kis. -0,119 -0,115 -0,330 @ -0,037 -0,201 -0,272 -0,088 -0,093 0,227 0,011 1,000
U.kis.  -0,220 | -0,064 @ -0,094 | 0,052 -0,133 -0,235 -0,323 -0,066 0,082 -0,069 0,407 1,000

N—dusik, S—sumpor; Ni—nikal; Zn—cink; Cd—kadmij; Pb— olovo; F1, F2, F3, F4—Cetiri glavne komponente
vitalnosti lisajeva; P Kis. — protocetraricna kiselina, U.kis. — usninska kiselina
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4.1.7.  Regresijski modeli za nativne lisajeve

Razvijena su dva regresijska modela kako bi se procijenio utjecaj razlicitih prediktora na
vitalnost lisajeva i bioakumulaciju. Model A (univarijatna linearna regresija) koristi samo
udaljenost od rafinerije kao linearni prediktor, dok Model B (generalizirani linearni model;
GLM) ukljucuje optimiziranu linearnu kombinaciju Sest okoliSnih parametara i njihovih
uzajamnih interakcija (umnoZzaka) prvog reda (Tablica 7), pri cemu su oba modela primijenjena
na svaku zavisnu varijablu. Rezultati pokazuju da sama udaljenost objasnjava zna¢ajno manje
varijabilnosti svake zavisne varijable u usporedbi s modelom koji ukljucuje viSe okoli$nih
procjenitelja (Slika 19). To sugerira da dodatni okolisni faktori igraju znacajnu ulogu u utjecaju
na koncentracije nemetala i metala u lisajevima, kao i na ukupnu vitalnost lisajeva i sekundarne

metabolite.

Analizirajuci okoli$ne parametre kao nezavisne linearne varijable u modelima (bez razmatranja
interakcijskih varijabli), udaljenost od rafinerije bila je, ocekivano, negativno korelirana s
vecinom varijabli u oba modela. Jedine pozitivne korelacije zabiljezene su u Modelu A za F3 i
F4 te sekundarne metabolite, gdje je samo za F4 bilo znacajno objasnjenje modela (p < 0,05).
S druge strane, u Modelu B pozitivna korelacija je zabiljezena za udaljenost od rafinerije i Cd
te protocetrari¢nu kiselinu. Ucestalost vjetra imala je pozitivnu korelaciju sa S, F1, F2 i Ni, dok
je negativno korelirala s F4 i Pb, dok je brzina vjetra bila negativno korelirana s F3 i Ni, a
pozitivno s Zn i Pb. Orijentacija lisajeva na deblu u odnosu na rafineriju imala je negativnu
korelaciju s F3 (poput udaljenosti i brzine vjetra) i oba sekundarna metabolita, te pozitivnu s
Zn i Cd. Gustoca vegetacije imala je samo negativnu korelaciju s Pb. Orijentacija liSajeva na
deblu u odnosu na sjever, kada je uzeta kao nezavisni prediktor, imala je samo pozitivnu

korelaciju s usninskom kiselinom.

Medu Sest okolisnih parametara uklju¢enih u Model B, udaljenost od rafinerije se kao nezavisna
varijabla (bilo samostalna, bilo u interakcijama) pojavila ukupno 27 puta (za sve zavisne
varijable) kao statisti¢ki znacajan procjenitelj. Brzina i ucestalost vjetra specifi¢na za smjer
takoder su bili znacajni prediktori, s 27 1 19 znacajnih doprinosa, dok su za orijentaciju liajeva
na stablu u odnosu na rafineriju i pravi sjever, zajedno s gusto¢om vegetacije, zabiljezeni

doprinosi 17, 41 17.
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Tablica 7 Rezultati optimiziranih generaliziranih linearnih modela (GLM) koji objasnjavaju faktore vitalnosti
lisajeva (vidi Prilog 7)i sadrzaj nemetala (S, N) i metala (Ni, Zn, Cd, Pb) i sekundarnih metabolita (P.kis. —
protocetraricna kiselina, U.kis. — usninska kiselina), kao funkciju razlicitih okolisnih prediktora: Model A—jedini
parametar je udaljenost izmedu rafinerije i plohe; Model B—koristeno je Sest okolisnih parametara. Parametri
(ili kombinacija parametara) koji nisu imali znacajan ucinak na varijable napisani su koso. Znacajni odnosi
prikazani su podebljano.

MODEL F1 F2 F3 F4 N S Ni Zn Cd Pb  P.kis. U.kis.
R? 0,01 o000 001 0,03 001 005 0212 0,22 0,02 0,06 001 0,01

A F 2,17 1,09 332 753 244 1193 26,89 26,38 4,26 1255 291 3,00
p (F) 0,14 o030 0,07 001 012 0,00 000 000 004 0,00 0,09 0,08
GLM konstanta  + + - - + + + + + + + +
d ref — - + + — - — — — — + +
R? 045 010 021 0,34 056 036 066 049 031 058 0,22 0,46

B F 26,57 821 952 17,76 41,62 18,64 61,81 31,72 1501 4540 11,87 28,18
p(F) 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00
GLM konstanta ~ + - + + + + + + - + + +
d_ref - n.s. - n.s. - - - n.s. + n.s. + -
v_den ns. ns. NS ns. NS NS Nns. NS NS - ns. ns.
a_ref ns. ns. - ns. ns. ns. ns. + + n.s. - -
a_north ns. ns. ns. ns. nNns. NS ns. ns. ns. NS ns +
w_frqg + + n.s. - n.s. + + ns. ns. - ns. ns.
w_spd ns. ns. - ns. ns. ns. - + n.s. + ns. ns.
d_ref*v_den + ns. ns. ns. + + n.s. + - + ns. ns.
d_ref*a_ref ns. ns. ns + - ns. ns. ns. ns. ns + +
v_den*a_ref ns. ns. ns - ns. ns. ns ns. NS NS NS ns.

d_ref*a_north ns. ns. nNns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns ns. NS
v_den*a_north ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns NS ns ns. -

a_ref*a north ns. ns. ns - ns. ns. ns ns. NS NS NS ns.
d_ref*w_frq ns. n.s. - n.s. + ns. ns. + n.s. + ns. ns.
v_den* w_frq ns. ns. ns + ns. n.s. - ns. ns. ns. nNns. ns
a_ref*w_frq n.s. - ns. ns. ns. nNns NS ns. ns. NS ns NS
anorth*w frq ns. ns. ns. ns. nNns. nNns. ns. ns. ns. NS ns ns
d_ref*w_spd ns. ns. + ns. ns. ns + - n.s. - - n.s.
v_den* w_spd - ns. ns. - - - ns. ns. + ns. ns. +

a_ref*w_spd + ns. ns. ns. + + ns. ns. - n.s. + n.s.
a north*w spd ns. ns. ns. ns. ns. NS ns. ns. + ns. ns. ns.
w_frg*w_spd - - + ns. n.s. - - — ns. ns. ns.  ns.

Nezavisne varijable koristene u analizi kao procjenitelji prostornog rasporeda oneciséenja iz rafinerije
(ukljucujuci bivarijantne interakcije): (1) udaljenost od istraZivacke plohe do rafinerije (d_ref), (2) ucestalost
vjetra koji dolazi iz smjera rafinerije (w_frq), (3) srednja brzina vjetra iz smjera rafinerije (w_spd), (4) procjena
gustoée vegetacije oko uzorkovanog stabla (v_den), (5) relativna orijentacija lisajeva na stablu u odnosu na sjever
(a_north), (6) relativna orijentacija /isajeva na stablu u odnosu na smjer rafinerije (a_ref). N—sadrzaj dusika;
S—sadrzaj sumpora; Fl, F2, F3, F4—Cetiri glavne komponente vitalnosti liSajeva; Ni — sadrzaj nikala;, Zn —
sadrzaj cinka; Cd — sadrZaj kadmija; Pb — sadrzaj olova; sadrzaj sekundarnih metabolita (P.kis. — protocetraricna
kiselina, U.kis. — usninska kiselina) ;R>—koeficijent determinacije; F—proporcija objasnjene i neobjasnjene
varijabilnosti (F—statistika); p (F)—vjerojatnost F—statistike; n.s.—mema znacajnosti; plus (+) oznacava
znacajnu pozitiviu korelaciju; minus (—) oznacava znacajnu negativau korelaciju. Prikazane su samo nezavisne
varijable koje su bile znacajni procjenitelji (na razini vjerojatnosti p = 0,05) za barem jednu zavisnu varijablu.
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Slika 19 Usporedba prediktivne moci dva generalizirana linearna modela (GLM), od kojih je jedan napravljen s

udaljenoséu kao jedinim prediktorom (Model A; narancasta), a drugi s kombinacijom 6 okolisnih prediktora
(Model B; plava).
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4.2. Transplantirani lisajevi

Prilikom ¢iS¢enja uzoraka ve¢ su u prvoj vremenskoj tocci (T1) zapaZena oStecenja na nekim
od uzoraka, prvenstveno na plohi 1 i 2 (plohe najbliZe rafineriji), i to u obliku diskoloracije, sto
je zabiljezeno i u drugoj vremenskoj tocci (T2) (Slika 20, Slika 21).

Slika 20 Ostecenja u obliku diskoloracije na transplantiranom lisaju Flavoparelia caperata na plohi 1 (ploha
najbliza rafineriji) nakon 3 mjeseca izlaganja (T1).

‘}t!,,p"'m 4

Cal i

Slika 21 Ostecenja u obliku diskoloracije na transplantiranim lisajevima Flavoparmelia caperata (A) i Evernia
prunastri (B) sakupljenima na plohi najblizoj rafineriji (ploha 1) nakon 7 mjeseci izlaganja (T2).
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S obzirom da su vrijednosti za transplantirane lisajeve bile normalizirane s vrijednostima
kontrole, u sljede¢im potpoglavljima vrijednosti manje od 1 oznacavaju smanjenje odredenog

parametra, dok vrijednosti ve¢e od 1 ukazuju na njegovo povecanje.

4.2.1.  Vitalnost transplantiranih lisajeva

Parametar Fv/Fm je pokazao vece razlike naspram kontrole kod vrste F. caperata, gdje su se
veéinom snizile vrijednosti, najistaknutije na plohama 6-8 u T2 (Slika 22). Na plohi 1 su snizene
vrijednosti bile u vremenskoj to¢ci T1, dok su u T2 porasle na vrijednost kontrole. Kod vrste
E. prunastri Fv/Fm je u T1 porastao na plohi 1, a snizio se na plohi 2, dok je u T2 porastao za
obje plohe najblize rafineriji. NPQ je kod uzoraka E. prunastri bio snizen kod gotovo svih
ploha, u obje tocke, osim kod 16-19, dok je kod uzoraka F. caperata vise varirao U obje
vremenske tocke, te znacajno porastao u T2 za plohe 1, 6-9, ali i 16-17 i 20 (Slika 22). S druge
strane gp je viSe varirao za vrstu E. prunastri, imajuci ve¢inom vise vrijednosti spram kontrole
te pokazujuéi za obje vrste povisene vrijednosti za plohu 1, u obje vremenske tocke (Slika 22).
Takoder, kod vrste F. caperata jasno se istiCu poviSene vrijednosti za plohe 7-9 te 16. Req je
pokazao, kao i NPQ, vec¢u varijabilnosti kod vrste F. caperata, s vie poviSenih vrijednosti u
to¢ci T2, najvise na plohama 1, 6-8, 16-17 (Slika 23).
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Slika 22 Box-Whisker dijagrami prikazuju parametre fluorescencije klorofila a u transplantiranim uzorcima vrste
Evernia prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja
(T2) normaliziran s kontrolom: F./Fn - maksimalni prinos fluorescencije (A, B), NPQ - nefotokemijsko gasenje
(C, D), gp - fotokemijsko gasenje (E, F). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,, Box* -
interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5

IQR.
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Slika 23. Box-Whisker dijagrami prikazuju omjer smanjenja fluorescencije klorofila a (Req) U transplantiranim
uzorcima vrste Evernia prunastri (A) i Flavoparmelia caperata (B), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci
izlaganja (T2) normaliziran s kontrolom. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. , Box™ -
interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5

IQR.
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RFd

Vrijednosti zabiljezene za fotosintetske pigmente pokazuju vecu varijabilnost kod vrste E.
prunastri, spram vrste F. caperata (Slika 24, Slika 25), s naj¢esc¢e vis§im vrijednostima za T2.
Tako su za plohu 2 sniZene vrijednosti svih parametara kod uzoraka E. prunastri zabiljezene u
T1, medutim, one su porasle u T2, dok je kod uzoraka F. caperata to slucaj kod plohe 1. Najveéi
porast koncentracije Chl a i Chl b (samim time i TChl) zabiljeZen je na plohama 7, 9, 12, 14,
15 kod vrste E. prunastri, te na plohama 4, 819 za vrstu F. caperata (Slika 24). Najveca razlika
izmedu T1 i T2 je zabiljeZzena kod PQa kod vrste E. prunastri, gdje je nakon tri mjeseca
izlaganja (T1) prvenstveno zabiljezen pad, a zatim nakon sedam mjeseci porast (T2) (Slika 25).
Omjer Chl a/Chl b se kod vrste E. prunastri za veéinu ploha povecao, dok se kod vrste F.
caperata smanjio u T2, spram T1 (Slika 25). Koncentracija TCar je kod vrste E. prunastri
povisena za 50 % kod ploha 7-9, 14-15 u T2, dok kod vrste F. caperata nisu zabiljezene tolike
razlike (Slika 25).
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Slika 24 Box-Whisker dijagrami prikazuju fotosintetske pigmente u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2)
normaliziran s kontrolom: Chl a - klorofil a (A, B), Chl b - klorofil b (C, D), TChl — ukupni klorofil (E, F). Plohe
su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,,Box* - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker“ — minimum-
maksimum (do 1,5 puta IOQR), tocke — vrijednosti vece od 1,5 IOR.
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Slika 25 Box-Whisker dijagrami prikazuju fotosintetske pigmente u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2)
normaliziran s kontrolom: PQa - kvocijent feofitinizacije (A, B), Chl a/ Chl b — omjer klorofila a i b (C, D), TCar —
ukupni karotenoidi (E, F). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,,Box* - interkvartilni raspon
(IQR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.
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4.2.2.  Bioakumulacija elemenata u transplantiranim /isajevima

Kada se sagleda bioakumulacija nemetala, vidljivo je kako je kod vrste E. prunastri doslo do
bioakumulacije N i S u obje vremenske tocke, s time da je u to¢ci T2 (nakon 7 mjeseci izlaganja)
znacajno visa akumulacija, do dva puta spram kontrole za neke od ploha (Slika 26). Najvise
vrijednosti N u obje vremenske tocke zabiljeZene su u lisajevima na plohama 7-9, dok se u T2
istie jo$ i ploha 14. U slu¢aju S za T1 najvisa je vrijednost U liSajevima na plohi 1, dok su u
T2 visoke vrijednosti i u lisajevima s ploha 5, 81, 13 i 14. Kod vrste F. caperata u T1 nije doslo
do akumulacije N, dapace, veéina vrijednosti je ispod koncentracije kontrole, medutim, u T2
veéina uzoraka je imala vrijednosti vece od kontrole. Zanimljivo je da se kod S dogodilo

suprotno, barem za plohe 1-10.
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Slika 26 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj nemetala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia prunastri
(A, C) i Flavoparmelia caperata (B, D), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2), normaliziran s
kontrolom: N — dusik (A, B), S — sumpor (C, D). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,, Box* -
interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5

IQR.
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Kada se gledaju rezultati bioakumuliranih metala, kao §to je objasnjeno u ,,Materijalima i
metodama®, prvenstveno ¢u se oslanjati na rezultate na vrsti E. prunastri, zbog veceg broja
uzoraka, §to ¢ini analizu pouzdanijom. Medutim, prikazala sam i rezultate dobivene za vrstu F.

caperata.

Kod vrste E. prunastri zabiljezene su ekstremno visoke vrijednosti Ni i V na dvije plohe
najblize rafineriji u obje vremenske tocke, s vrijednostima koncentracije Ni oko 100 puta visim
od koncentracije prije transplantacije, dok je akumulacija V bila oko 50 puta vec¢a (Slika 27).
Takoder, visoka bioakumulacija (20-25 puta) je zabiljeZena i na ostalim plohama za ova dva
metala. Kod vrste F. caperata vrijednosti bioakumulacije za Ni su puno nize (oko 2 puta), dok
su za V visoke (do 70 puta) na najblizim plohama. Iznimno visoke vrijednosti za Zn zabiljezene
su samo kod vrste E. prunastri i to u obje vremenske tocke na plohi 7 (Slika 27). Zabiljezena
je znacajnija bioakumulacija Cd u uzorcima E. prunastri, ali prvenstveno u T2 na plohama 1, 8
i 20. Za Pb u uzorcima E. prunastri u T1 nije bilo bioakumulacije, osim na plohi 2, medutim, u
T2, dogodila se bioakumulacija, prvenstveno na plohama 7-10, 12 i 14 (Slika 28). Kod vrste F.
caperata za Zn, Cd i Pb nisu zabiljezene visoke bioakumulacije, s ve¢inom vrijednosti do 2
puta ve¢ima od kontrole (Slika 27, Slika 28).

Kada se pogledaju vrijednosti ostalih mjerenih metala (Slika 29, Slika 30, Slika 31, Slika 32),
u blizini rafinerije se isti¢u visoke vrijednosti u uzorcima E. prunastri za Mo skupljenima na
plohama 1 i 2 u obje vremenske tocke (Slika 31). Takoder, u T2 su se pokazale povisene
vrijednosti za dvije najblize plohe rafineriji za Cr i Co, te za plohu 2 za Fe (Slika 30). Medutim,
za sve te metale (Mo, Cr, Co 1 Fe) zabiljeZene su visoke vrijednosti i na nekim od udaljenijih
ploha, primjerice za Mo su to plohe 15 i 16. Zanimljivo je kako Mn ima visoke vrijednosti na
plohama 12 i 15u T1 te 12-151i 19 u T2, ali ne i u blizini rafinerije (Slika 29).
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Slika 27 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj najvaznijih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: Ni — nikal (A, B), V —vanadij (C, D), Zn —cink (E, F). Plohe su rasporedene od najblize
do najdalje rafineriji. ,, Box* - interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR),
tocke — vrijednosti vece od 1,5 IQR.
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Slika 28 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj najvaznijih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C) i Flavoparmelia caperata (B, D), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: Cd — kadmij (A, B), Pb —olovo (C, D). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje
rafineriji. ,, Box* - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker* — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke —
vrijednosti vece od 1,5 IOR.
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Slika 29 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj ostalih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: Al — aluminij (A, B), Cr — krom (C, D), Mn — mangan (E, F). Plohe su rasporedene od
najblize do najdalje rafineriji. ,, Box * - interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta
IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.
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Slika 30 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj ostalih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: Fe — Zeljezo (A, B), Co — kobalt (C, D), Cu — bakar (E, F). Plohe su rasporedene od
najblize do najdalje rafineriji. ,, Box * - interkvartilni raspon (1QR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta
IOR), tocke — vrijednosti vece od 1,5 IQR.
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Slika 31 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj ostalih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: As — arsen (A, B), Se — selen (C, D), Mo — molibden (E, F). Plohe su rasporedene od
najblize do najdalje rafineriji. ,, Box “ - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta
IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.
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Slika 32 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj ostalih metala u transplantiranim uzorcima vrste Evernia
prunastri (A, C, E) i Flavoparmelia caperata (B, D, F), nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2),
normaliziran s kontrolom: Ag — srebro (A, B), Ba — barij (C, D), U — uranij (E, F). Plohe su rasporedene od
najblize do najdalje rafineriji. ,, Box “ - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker “ — minimum-maksimum (do 1,5 puta
IQR), tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.
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Kada se sagledaju razlike izmedu T2 i T1 (Slika 33), kod vrste E. prunastri je vidljivo blago
povecanje bioakumulacije metala u drugoj tocci (do 5) za veéinu ploha, a samo nekoliko blagih
smanjenja (do -5). Najveca razlika je zabiljezena kod Ni, i za veéinu ploha je bila pozitivna,
osim kod plohe 20, najudaljenije od rafinerije, gdje je zabiljeZen pad. Za vrstu F. caperata su
vecinom zabiljezene blage negativne i pozitivne razlike, dok su vece razlike zabiljezene za U
te za nekoliko metala na plohama 3, 9, 13, 16. Takoder, V je u viSim kategorijama na plohi 2

za obje vrste (kategorije 5-10 za E. prunastri, 30-50 za F. caperata).
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Slika 33 Razlika izmedu srednjih vrijednosti normaliziranog sadrzaja metala po plohi T2i T1, po vrsti (A, Epru—
E. prunastri; B, Fcap — F. caperata). Plohe (1 — 20) su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. NA —
oznacava da nema podatka.

4.2.3.  Sekundarni metaboliti u transplantiranim lisajevima

Sekundarni metaboliti se razlikuju za razlicite vrste, stoga su prikazani na odvojenim grafovima
(Slika 34, Slika 35). U uzorcima E. prunastri su odredene koncentracije Cetiri razlicita
metabolita. Atranorin je na veéini ploha povec¢an nakon transplantacije, s time da su vrijednosti
vise u T2. Kloratranorin je u plohi 1 najnizi u T1, medutim u T2 jo§ Sest ploha ima nize
vrijednosti (4, 7, 10, 14, 17, 20). Ploha 9 ima znacajno najviSe vrijednosti za atranorin i
Kloratranorin u T2. Evernicna kiselina je smanjena ispod 0,8 u obje vremenske to¢ke na plohi
1, najblizoj rafineriji. Na plohi 2 je u T2 izmjerena najniza vrijednost dok plohe 12 i 13 imaju
najvise vrijednosti u T1. U slucaju usninske kiseline istice se ploha 2 s povisenim vrijednostima
(iznad 1,5) za obje vremenske tocke, dok je najviSa vrijednost zabiljezena na plohi 5 u T2, te

najniZa na plohi 12 u T2.
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U slucaju sekundarnih metabolita prisutnih u vrsti F. caperata, vrijednosti za protocetrari¢nu i
usninsku kiselinu su za vecinu ploha vise u T2 spram T1. Protocetrari¢na kiselina ve¢inom ima
vrijednosti ispod 1 za T1 te iznad 1 za T2. Najnize vrijednosti zabiljezene su na plohi 7 za T1

za oba sekundarna metabolita.
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Slika 34 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj sekundarnih metabolita normaliziranih s kontrolom u
transplantiranim uzorcima vrste Evernia prunastri, nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2):
atranorin (A), kloratranorin (B), evernicna kiselina (C), usninska kiselina (D). Plohe su rasporedene od najblize
do najdalje rafineriji. ,, Box“ - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker“ — minimum-maksimum (do 1,5 puta IQR),
tocke — vrijednosti veée od 1,5 IQR.

71



Vremenska tocka " T1 W T2
Vremenska tocka © T1 mm T2

14 A B
1.6 .
g
§1‘2 . ‘ ‘ -E
3 * 812 *
£ = I
= g
£1.0 i g *
@ = [
g * g 0 i
= F Zos ! ' : i
o
NT O KD 0N D 00000200 NU DD A D900 080 DD P
Ploha Ploha

Slika 35 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj sekundarnih metabolita normaliziranih s kontrolom u
transplantiranim uzorcima vrste Flavoparmelia caperata, nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja
(T2): protocetraricna kiselina (A), usninska kiselina (B). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji.
,,Box* - interkvartilni raspon (IQR), ,, whisker — minimum-maksimum (do 1,5 puta IOR), tocke — vrijednosti vece
od 1,5 IQR.
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4.2.4. Karte distribucije bioakumuliranih elemenata u transplantiranim
liSajevima

U potpoglavlju 4.2.2. su prikazane normalizirane vrijednosti bioakumulacije metala po plohi,

dok je ovdje na te podatke primijenjena skala bioakumulacije prema Cecconi i sur. (2019) za

transplantirane lisajeve (Slika 36). Kao $to je to bilo vidljivo i iz analize razlika izmedu

vremenskih to¢aka (Slika 33), za vrstu E. prunastri se vidi kako je bioakumulacija metala vec¢a

u T2, dok je za vrstu F. caperata obrnuta situacija, ali i manje jasna.

Kod vrste E. prunastri, koju sam detaljnije analizirala zbog veceg broja uzoraka i ve¢ih masa
Sto daje pouzdanije rezultate, vidljivo je kako na gotovo svim plohama imamo bioakumulaciju
svih metala (gotovo nema ploha u kategoriji ,,odsutnost bioakumulacije*, u plavoj boji), i to
vec¢ u prvoj vremenskoj tocki (T1), dok je u drugoj vremenskoj toéci (T2) na samo nekoliko
ploha za Pb zabiljezena ,,0odsutnost bioakumulacije” (Slika 36). Na svim je plohama zabiljezena
,vrlo visoka bioakumulacija“ Ni u obje vremenske toc¢ke. Za V je zabiljezena ,,vrlo visoka
bioakumulacija“ za deset te ,,visoka bioakumulacija“ za dvije plohe u T1, dok su u T2 gotovo
sve plohe s ,vrlo visokom bioakumulacijom* (dvije imaju ,,visoku“ te dvije ,,umjerenu
bioakumulaciju®). ,,Visoka bioakumulacija“ je zabiljezena za Mo u obje vremenske tocke za
dvije plohe najblize rafineriji. Takoder, na tim je plohama zabiljeZena ,,visoka“ i ,,vrlo visoka
bioakumulacija“u T2 za Cri Co te na plohi 2 za Fe. Za te je metale (Mo, Cr, Co i Fe) zabiljezena
,vrlo visoka bioakumulacija“ i na nekim od udaljenijih ploha, primjerice za Mo su to plohe 15
i 16, za Cr, Fe i Cu ploha 19. Na plohi 15 je zabiljezena i ,,vrlo visoka bioakumulacija“ As u
T2. Zanimljivo je kako Mn ima ,,vrlo visoku* i ,,visoku bioakumulaciju* na plohama 12 i 15 u
T1te 10, 12-15i 19 u T2, ali ne i u blizini rafinerije.
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Slika 36 Primijenjena skala bioakumulacije metala (Ni — nikal, V — vanadij, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo,
Al — aluminij, As — arsen, Cu — bakar, Ba — barij, Co — kobalt, Cr — krom, Mn — mangan, Mo — molibden, Se —
selen, Ag — srebro, Fe — Zeljezo, U - uranij) za vrste Evernia prunastri (Epru) i Flavoparmelia caperata (Fcap),
nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2). Plohe (1 — 20) su rasporedene od najblize do najdalje
rafineriji. NA — oznacava da nema podatka.

Za karte distribucije bioakumuliranih metala posebno su prikazani izdvojeni metali (Ni, V, Zn,
Cd, Pb) te zatim ostatak metala bioakumuliranih u vrste E. prunastri nakon 3 mjeseca izlaganja
(Slika 37, Slika 38, Slika 39). Iz karata je vidljivo kako u sluc¢aju Ni sve plohe imaju ,,vrlo
visoku bioakumulaciju®, neovisno o lokaciji plohe (Slika 37). Dok su kod V ta podrucja
ograniCena na plohe najblize rafineriji i one u dominantnom smjeru vjetra (Slika 37). Zn ima
,vrlo visoku bioakumulaciju“ samo na plohi 7, na zapadu Slavonskog Broda, te ,.srednje
bioakumulacije* na dvije plohe najblize rafineriji (1 i 2) te na plohi 14, plohi gdje je V ,,vrlo
visoke bioakumulacije* (Slika 37). Cd i Pb imaju ,nisku bioakumulaciju® do ,,odsutnost
bioakumulacije” (Slika 37). Od ostalih analiziranih metala, ,,vrlo visoku bioakumulaciju*
biljezimo samo za Mn, i to za plohu 12 u podnozju Dilj gore, te ,,visoku bioakumulaciju* na
plohi 15, takoder u podnozju Dilj gore, ali isto¢nije (Slika 39). Takoder, Mo ima ,,visoku

bioakumulaciju“ na plohama 1 i 2, najblizima rafineriji (Slika 39).
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Slika 37 Karte bioakumulacije za metale (Ni — nikal, V — vanadij, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo) u
transplantiranim uzorcima vrste E. prunastri izloZenima 3 mjeseca: Pozadinska karta © OpenStreetMap suradnici,
CC BY-SA.

L PY u [ Rafinerija
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@® odsutnost bioakumulacije

® niska bioakumulacija
umijerena bioakumulacija

@ visoka bioakumulacija
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Slika 38 Karte bioakumulacije za metale (Ag — srebro, Ba — barij, U - uranij) u transplantiranim uzorcima vrste
E. prunastri izlozenima 3 mjeseca. Pozadinska karta © OpenStreetMap suradnici, CC BY-SA.
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Slika 39 Karte bioakumulacije za metale (Al — aluminij, Cr — krom, Mn — mangan, Fe — Zeljezo, Co — kobalt, Cu —
bakar, As—arsen, Se —selen, Mo — molibden) u transplantiranim uzorcima vrste E. prunastri izloZenima 3 mjeseca.

Pozadinska karta © OpenStreetMap suradnici, CC BY-SA.
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Kod bioakumulacije nemetala kod vrste E. prunastri nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) vidljivo
je poviSenje vrijednosti N spram kontrole na svim plohama, medutim, najvise vrijednosti su
upravo na plohama 7-9, koje se nalaze unutar Slavonskog Broda te u dominantnom smjeru
vjetra iz rafinerije nafte, te na plohi 10 (Slika 40). S druge strane, S nije toliko poviSen spram
kontrole te se bioakumulacija u T1 prvenstveno dogodila na plohi 1 (plohi najblizoj rafineriji,
koja se ne vidi toliko dobro na Karti) te plohama 8 (istok grada) i 12 (sjeverozapadno od

rafinerije, podnozje Dilj gore).

(D) N
A O I rafinerija

1,025 - 1,083
1,083 - 1,126
1,126 - 1,197
1,197 - 1,24
1,24 - 1,624

0,92-0,95
0,95 - 0,98
0,98 - 0,99
0,99 - 1,01
@ @® 101-11

Slika 40 Karta normaliziranih vrijednosti za dusik (N) i sumpor (S) izmjerene u transplantiranim uzorcima Vrste
E. prunastri izloZenima 3 mjeseca, prikazane kao pet klasa u jednakim kvantilima. Pozadinska karta ©
OpenStreetMap suradnici, CC BY-SA.
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4.2.5. Usporedba ploha prema uzorcima transplantiranih liSajeva

Za transplantirane uzorke vrsta F. caperata i E. prunastri sakupljenima nakon tri (T1) i sedam
mjeseci (T2) analizirala sam postoje li statisticki znacajne razlike izmedu ploha za svaki od
istrazivanih parametara - vitalnost liSajeva: Fv/Fm, gp, NPQ, Rr¢, Chl @, Chl b, TChl, PQa, Chl
a/Chl b, TCar; sekundarni metaboliti te nemetali N i S i metali Ni, Zn, Cd, Pb, V. Rezultati
Kruskal-Wallisovih testova pokazuju statisticki znacajne razlike (na razini vjerojatnosti p =

0,05 ili strozoj) medu plohama za veéinu parametara.

Tako su kod vrste E. prunastri u T1 parametri koji nemaju statisticki znacajne razlike: gp, NPQ,
Rrg, Pb i svi sekundarni metaboliti (everni¢na Kiselina, usninska kiseline, atranorin,
kloratranorin) (Tablica 8). U T2 je manje takvih parametara, odnosno statisticki znacajne
razlike i dalje nemaju samo Pb i veéina sekundarnih metabolita (everni¢na kiselina, atranorin,

kloratranorin) (Tablica 9).

Kod vrste F. caperata u T1, parametri koji nemaju statisticki znacajne razlike su: NPQ, Rrq,
Chl b te jedan sekundarni metabolit (usninska kiselina) (Tablica 10), dok u T2 samo sekundarni
metaboliti nemaju znacajne razlike (Tablica 11). Metale nije bilo moguce usporediti ovom
metodom, jer je rije¢ o po samo jednoj replici po plohi, dok u T2 nemetali nemaju relevantne

vrijednosti radi jedne nedostajuce plohe (oznacene sivo u tablici).

lako niti jedan od parametara nije pokazao jasnu povezanost s udaljenos$¢u od rafinerije nafte,

neki potencijalni obrasci su se ipak pojavili, §to je dalje istrazeno u narednim poglavljima.
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Tablica 8 Vrijednosti zavisnih varijabli u uzorkovanim transplantiranim /isajevima Evernia prunastri nakon tri mjeseca izlaganja (T1), po istrazivackoj plohi, normalizirane sa srednjom vrijednosti kontrole (srednja vrijednost; obojano prema varijablama na skali
boja — najvisa brojka je tamnije boje, bijela je najniza): parametri fluorescencije klorofila a (FuW/Fm - maksimalni prinos fluorescencije, NPQ - nefotokemijsko gasenje, Qp - fotokemijsko gasenje, Rrq - 0Omjer smanjenja fluorescencije); pigmenti (Chl a - klorofil a,
Chl b - klorofil b, TChl — ukupni klorofil, TCar — ukupni karotenoidi, PQa - kvocijent feofitinizacije); sadrzaj nemetala (S — sumpor, N — dusik) ; sadrzaj metala (Ni — nikal, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo, V - vanadij), sekundarnih metabolita (E.kis.- evernicna
kiselina; U.kis.- usninska kiseline; Atra. —atranorin; Chlor. — kloratranorin). Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. H — Kruskal-Wallis statistika; p(H) - vjerojatnost Kruskal-Wallis statistika, N - veli¢ina uzorka (broj uzorkovanih lisajeva).

Podebljano oznacava p < 0,05.

Ploh Chl a/

a Fu/Fm NPQ gp Rrd Chla Chlb TChl PQa Chib TCar N S Ni Zn Cd Pb \Y E.kis. U.kis Atra. Chlor

1 1,05 1,02 1,97 0,69 0,89 0,92 0,80

2 0,97 0,93 0,96 0,95 1,84 082 | 182 132 116 |

3 0,99 1,07 1,22 1,10 0,97 0,86 1,07 095 11,11 111 0,98 0,62 5,37 0,86 1,11 1,08 0,91

4 1,01 1,03 1,06 1,05 0,97 1,10 095 1395 156 0,72 6,48 1,01 1,06

5 0,99 0,92 1,04 0,93 0,93 1,24 096 1377 161 1,15 6,15 0,76 0,81 1,02

6 0,98 0,99 0,97 0,83 0,89 0,84 0,90 0,93 1,03 100 2108 1,19 1,01 053 1181 0,96 1,02 0,93

7 0 103 086 1,22 0,85 0,97 0,98 12,21 0,89 3,26 0,84 0,66 1,05 0,97

8 1,02 0,88 1,09 0,90 0,96 20,82 1,79 0,90 7,33 0,95 0,70 112 114

9 | 1038 089 1,01 0,89 0,92 1,33 1,01 10,88 1,60 1,18 0,78 3,75 0,85 0,89 0,96 0,91

10 101 0,96 1,10 0,97 0,79 0,84 0,80 0,90 0,92 0,81 1,25 098 1354 165 1,21 0,69 2,92 0,85 0,66 1,07 0,87

1 099 0,92 0,95 0,93 0,92 1,23 0,96 5,24 1,39 1,40 0,79 2,72 0,93 1,05 1,01

12 | 106 | 095 0,96 0,99 119 1,03 20,09 1,62 1,41 0,72 2,13 0,84 1,02

13 101 0,93 1,19 0,94 0,99 1,07 097 1006 115 1,08 0,52 2,95 0,78 0,91

14 | 104 100 129 105 0,98 1,21 101 2195 1,89 1,26 0,92 3,93 0,77 1,11 0,97 0,89

15 099 0,95 0,94 0,98 0,86 0,93 0,88 1,08 1,01 14,91 1,33 1,12 0,65 2,27 0,83 132 115 099

16 1,00 1,05 1,13 1,07 0,78 0,83 1,12 092 2471 150 1,37 0,71 3,39 0,72 1,35 1,04 1,01

17 o097 | 130 162 13 09 089 1,14 1,01 7,33 1,15 1,02 0,55 2,56 0,96 1,12 1,04 0,88

18 0,96 0,98 0,64 1,00 0,79 0,83 0,80 0,92 0,95 0,78 1,13 0,99 6,33 1,20 1,37 0,73 2,33 1,01 098 | 125 108

19 101 103 133 1,04 0,95 1,08 0,93 10,67 143 141 072 2,99 0,99 0,93 0,80 0,87

20 099 0,98 0,57 0,99 0,70 0,71 0,70 0,98 0,80 1,08 098 5590 157 1,39 0,66 1,99 085 | 177 121 085

H 5237 1982 2736 2049 5043 5221 5044 4161 31,80 4155 3048 3943 4362 3613 3317 2577 4978 2187 2620 1681 2139
p(H) 00001 04052 00966 03658 00001 00001 00001 0002 00329 0002 0046 00039 00011 00102 0023 01366 00001 02909 01247 06028 03158

N 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 60 60 60 60 60 60 60 68 68 68 68
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Tablica 9 Vrijednosti zavisnih varijabli u uzorkovanim transplantiranim /isajevima Evernia prunastri nakon sedam mjeseci izlaganja (T2) po istrazivackoj plohi, normalizirane sa srednjom vrijednosti kontrole (srednja vrijednost; obojano prema varijablama na
skali boja — najvisa brojka je tamnije boje, bijela je najniza): parametri fluorescencije klorofila a (FW/Fm - maksimalni prinos fluorescencije, NPQ - nefotokemijsko gasenje, Qp - fotokemijsko gasenje, Req - 0mjer smanjenja fluorescencije); pigmenti (Chl a - klorofil
a, Chl b - klorofil b, TChl — ukupni klorofil, svi ovi @olegTCar — ukupni karotenoidi, PQa - kvocijent feofitinizacije), sadrzaj nemetala (S — sumpor, N — dusik) ; sadrzaj metala (Ni —nikal, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo, V - vanadij), sekundarnih metabolita
(E.Kis.- evernicna Kiselina; U.kis.- usninska kiseline; Atra. —atranorin; Chlor. — kloratranorin) u mg/g suhe tvari. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. H — Kruskal-Wallis statistika; p(H) - vjerojatnost Kruskal-Wallis statistika, N - velicina
uzorka (broj uzorkovanih lisajeva). Podebljano oznacava p < (,05.

Chl a/

Ploha Fu/Fm NPQ gp Rrq Chla Chlb TChl PQa Chib TCar N S Ni Zn Cd Pb \Y E.kis. U.kis Atra. Chlor
1 0,88 1,59 0,85 1,28 1,25 1,27 106 102 1,2 1,53 1,25 2,59 2,93 0,71 0,71 1,56 1,23 0,97
2 0,86 1,46 0,84 0,87 0,89 0,88 0,91 0,97 0,93 1,61 1,15 2,17 1,49 1,20 054 | 166 145 1,08
3 1,00 0,91 0,96 0,87 0,93 0,92 0,93 0,96 1,01 0,95 1,48 104 17,10 137 1,29 0,79 7,69 0,80 1,21 1,56 1,15
4 1,00 0,89 1,34 0,87 1,21 1,24 1,22 1,01 0,98 1,25 1,61 116 2151 278 3,01 0,94 9,38 0,77 0,89 1,10 0,74
5 1,02 0,95 1,43 0,93 1,25 1,32 1,26 1,01 0,96 1,25 1,60 | 143 | 2279 1,70 1,40 0,93 7,39 0,87 1,53 1,13
6 1,02 0,88 1,18 0,84 0,94 0,94 0,94 1,07 0,99 1,00 0,99 101 2978 113 1,08 071 1384 | 091 1,51 1,12
7 0,99 0,92 1,24 0,88 1,26 1,25 1,26 1,08 1,00 109 1489 | 857 | 158 4,80 0,83 0,91 0,99 0,71
8 0,99 0,86 1,59 0,81 1,44 1,37 1,43 1,07 121 2168 233 3,20 6,70 0,69 1,14 1,43 1,10
o | 104 069 1,35 0,65 1,27 1,26 1,27 1,02 1,00 1,29 1,71 1,14 19,76 2,11 1,48 1,29 495 101 164 206 146
10 1,01 0,88 1,33 0,86 1,11 1,11 111 111 1,00 1,15 1,57 106 1418 217 1,57 1,22 4,31 0,76 1,27 1,21 0,74
11 1,02 0,77 0,98 0,72 0,90 0,96 0,91 1,02 0,94 0,91 1,47 1,08 11,56 1,50 1,76 0,86 3,53 0,89 1,32 151 135
122 | 104 o081 | 171 079 1,43 1,41 1,42 102 136 @ 145 14,18 1,74 1,79 1,22 2,68 0,83 0,29 0,82 0,96
13 1,00 0,87 1,02 0,81 1,16 1,21 1,17 0,96 1,14 1,41 1582 1,58 1,24 0,96 4,57 0,75 1,04 1,31 1,07
14 | 108 08l | 191 075 1,01 131 2122 263 1,53 1,41 5,12 1,34 1,13 0,60
15 0,96 0,85 1,03 0,83 0,98 1,46 114 1364 1,72 1,65 0,93 9,28 0,95 1,29 0,95
16 1,02 0,88 1,51 0,86 1,18 1,25 1,20 0,95 1,17 1,40 107 2150 163 1,55 1,00 4,87 1,16 1,47 1,16
17 098 | 117 162 113 112 1,14 1,12 1,09 0,99 1,17 1,28 1,04 1453 1,19 1,09 0,74 3,40 1,57 1,32 0,69
18 1,00 0,80 1,12 0,75 0,96 0,97 0,97 1,06 0,98 1,08 1,04 105 1260 115 1,41 1,36 3,05 0,70 1,21 0,97 0,90
19 1,02 0,75 1,23 0,70 0,97 0,99 0,97 1,08 0,98 1,07 1,19 102 1321 138 1,65 1,14 5,59 0,78 1,16 1,27 1,03
20 102 o084 | 178 08l 120 118 120 108 102 118 150 102 1231 291 | 408 079 303 | 08 069 114 062
H 4394 4280 3891 4347 4390 4534 4486 6262 3042 4232 4292 4201 5106 5387 4288 2020 4947 1948 3325 2399 2833

p(H) 0001 00014 00045 00011 0001 00006  0,0007 0 0,467 00016 00013 00018 0,000 0 00013 03829 00002 04267 00225 01967 00773
N 170 170 170 170 171 171 171 171 171 171 60 60 60 60 60 60 60 65 65 65 65
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Tablica 10 Vrijednosti zavisnih varijabli u uzorkovanim transplantiranim /isajevima Flavoparmelia caperata nakon tri mjeseca izlaganja (T1), po istrazivackoj plohi, normalizirane sa srednjom vrijednosti kontrole (srednja vrijednost; obojano prema varijablama
na skali boja — najvisa brojka je tamnije boje, bijela je najniza): parametri fluorescencije klorofila a (Fy/Fm - maksimalni prinos fluorescencije, NPQ - nefotokemijsko gasenje, Qp - fotokemijsko gasenje, Rrq - 0mjer smanjenja fluorescencije); pigmenti (Chl a -
klorofil &, Chl b - klorofil b, TChl — ukupni klorofil, svi ovi @olegTCar — ukupni karotenoidi, PQa - kvocijent feofitinizacije), sadrzaj nemetala (S — sumpor, N — dusik) ; sadrzaj metala (Ni — nikal, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo, V - vanadij), sekundarnih
metabolita (P.kis. — protocetraricna kiselina, U.kis. — usninska kiselina) u mg/g suhe tvari. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. H — Kruskal-Wallis statistika; p(H) - vjerojatnost Kruskal-Wallis statistika, N - velicina uzorka (broj uzorkovanih
lisajeva). Podebljano oznacava p < 0,05.

Chl a/

Ploha Fu/Fm NPQ Op Rrd Chla Chlb TChl PQa Chib TCar N S Ni Zn Cd Pb \ P.kis. U.kis.
1 0,95 0,92 0,64 0,68 0,65 0,91 0,94 0,70 0,78 091
2 0,82 0,80 35,63
3 0,79 0,46 0,86 0,76 3,35 0,84 0,80
4 0,99 1,33 1,05 1,15 6,90
5 0,97 1,02 1,20 3,97
6 0,97 1,11 1,23 0,88 0,84 7,58
7 0,95 0,81 1,07 0,81 0,80 4,76 0,79 0,78
8 0,98 1,08 0,70 0,96 0,86 6,42
9 1,02 0,72 0,97 3,89
10 0,98 0,87 1,09 0,85 1,10 0,99 2,24
1 10 o078 117 0,78 0,44 0,66 0,47 043 7,23
12 0,96 0,91 0,85 0,90 0,64 0,88 0,72 0,80 1,87 0,83 0,84
13 0,98 0,90 0,91 0,87 0,72 1,12 0,97 0,78
14 0,97 1,12 1,12 1,11 5,85 0,86
15 0,81 0,87 0,79 0,90 0,96 0,86 2,05
16 0,98 1,00 1,01 0,96 0,93 0,94 0,92
17 0,97 0,90 1,08 0,89 1,01 2,19
18 0,96 0,66 1,14 2,08 0,84
19 0,93 0,76 1,05 0,79 3,30
20 094 0,63 0,72 1,54 2,29 0,90
H 51,09 24,86 48,84 23,04 31,54 29,22 31,47 50,06 50,46 30,42 45,04 36,31 * * * * * 32,01 27,33

p(H) 00001 01653 00002 02354 00352 00626 00359 00001 0000l 00467 00007  0,0097 * * * * * 00246  0,0972
N 163 163 163 163 163 163 163 163 163 163 60 60 20 20 20 20 20 64 64

*metoda nije prikladna za ovu grupu uzoraka, objasnjeno u tekstu
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Tablica 11 Vrijednosti zavisnih varijabli u uzorkovanim transplantiranim /isajevima Flavoparmelia caperata nakon sedam mjeseci izlaganja (T2), po istrazivackoj plohi, normalizirane sa srednjom vrijednosti kontrole (srednja vrijednost; obojano prema varijablama
na skali boja — najvisa brojka je tamnije boje, bijela je najniza): parametri fluorescencije klorofila a (Fy/Fm - maksimalni prinos fluorescencije, NPQ - nefotokemijsko gasenje, Qp - fotokemijsko gasenje, Rrq - 0mjer smanjenja fluorescencije); pigmenti (Chl a -
klorofil &, Chl b - klorofil b, TChl — ukupni klorofil, svi ovi @olegTCar — ukupni karotenoidi, PQa - kvocijent feofitinizacije), sadrzaj nemetala (S — sumpor, N — dusik) ; sadrzaj metala (Ni — nikal, Zn — cink, Cd — kadmij, Pb — olovo, V - vanadij), sekundarnih
metabolita (P.kis. — protocetraricna kiselina, U.kis. — usninska kiselina) u mg/g suhe tvari. Plohe su rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. H — Kruskal-Wallis statistika; p(H) - vjerojatnost Kruskal-Wallis statistika, N - velicina uzorka (broj uzorkovanih
lisajeva). Podebljano oznacava p < 0,05.

Chl a/

Ploha Fu/Fm NPQ gp Rrd Chla Chlb TChl PQa Chib TCar N S Ni Zn Cd Pb \ P.kis. U.kis.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12 0,92 1,45 0,81 1,35 0,67 0,79 0,70 0,91 0,86 0,66 0,41 1,04 0,97 0,59 1,19
13 0,64 0,85 0,70 0,68 2,05 1,08 0,98
14 0,75 4,22
15 1,18 1,92
16 0,37 2,73
17 0,63 1,62
18 0,84
0,78 0,41 7,87
0,77 0,61 3,33 1,09 0,72
H 72,04 57,07 74,43 45,95 61,17 54,36 59,21 55,27 53,96 47,85 * * * * * * * 28,92 24,58
p(H) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003 * * * * * * * 0,0672 0,1749
N 153 153 153 153 153 153 153 153 153 153 55 55 19 19 19 19 19 64 64

*metoda nije prikladna za ovu grupu uzoraka, objasnjeno u tekstu
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4.2.6.  Univarijatna korelacija zavisnih varijabli za transplantirane lisajeve

Kod podataka dobivenih za transplantirane liSajeve u daljnjim analizama je koriStena samo
prva vremenska tocka (T1) tri mjeseca nakon transplantacije liSajeva. Skup varijabli vitalnosti
liSajeva smanjen je pomocu analize glavnih komponenti (PCA) na cCetiri glavne komponente, a
sve bliske korelacije bile su pozitivne. PCA je pokazala cCetiri glavne komponente vitalnosti
lisajeva za vrstu F. caperata koje su objasnile 86,7 % ukupne varijabilnosti, dok su za vrstu E.
prunastri objasnile 91,2 %. Pritom, za lisaj F. caperata prva komponenta (F1; 38,1 % ukupne
varijance) predstavlja varijable vezane uz pigmente (TChl, PQa, TCar), druga (F2; 25,1 %)
predstavlja NPQ i Rrq, trec¢a (F3; 13,2 %) predstavlja Fu/Fm, a ¢etvrta (F4; 10,3 %) predstavlja
ge (Prilog 9). Za lisaj E. prunastri prva komponenta (F1; 41,9 % ukupne varijance) predstavlja
varijable vezane uz pigmente (TChl, PQa, TCar), druga (F2; 26,9 %) predstavlja NPQ i Rrq,
treca (F3; 12,4 %) predstavlja Qp i Fv/Fm, a Cetvrta (F4; 9,9 %) predstavlja Chl a/Chl b (Prilog
10).

Nakon $to je PCA smanjila broj zavisnih varijabli povezanih s vitalno$¢u lisajeva, generirana
je korelacijska matrica zasebno za svaku vrstu u T1. Za rezultate kod vrste E. prunastri
dobivene su pozitivne korelacije N s Zn, Pb, Cd i F1, dok su negativne korelacije zabiljezene
s F2 i usninskom kiselinom (Tablica 12). Sumpor (S) takoder pozitivno koreliras Cd i F1, ali
i negativno s F2 i usninskom kiselinom. Za razliku od N, S je pozitivno koreliran i s Ni, V i
F3, dok negativno korelira s kloratranorinom. Cd, uz oba nemetala, pozitivnho korelira s
vec¢inom drugih metala (Ni, Zn, Pb, V). V 1 Ni pokazuju visoku pozitivnu korelaciju, a takoder
su Pb i Zn pozitivno korelirani. F2 (koji predstavlja NPQ i Rr4), uz N i S, pokazuje i negativnu
korelaciju s Cd. F3 (koji predstavlja Fv/Fm i gp) pozitivno korelira sa S, V i Ni, dok negativno
korelira s evernicnom kiselinom. S druge strane F4 (koji predstavlja omjer klorofila a i b) nije
koreliran s niti jednom varijablom. Usninska kiselina je, uz N i S, jo§ negativno korelirana sa
F1 i everni¢nom kiselinom, ali pozitivno korelira s Ni i kloratranorinom. Everni¢na kiselina
pokazuje pozitivne korelacije i sa F1 i atranorinom te negativne s Ni, Pb i V. Kloratranorin je
pozitivno koreliran s Pb, usninskom kiselinom i atranorinom te dok negativno korelirasa S i
Ni.

Za rezultate kod vrste F. caperata sam zabiljezila pozitivnu korelaciju izmedu S i N. S time da
N ima i negativne korelacije s Ni i Pb, dok S ima negativne korelacije s Pb i F3, te dodatne
pozitivne i sa Zn, F4 i usninskom kiselinom. F4 (predstavlja gr) je jo$ pozitivno koreliran s Ni.

A usninska kiselina ima pozitivne korelacije i sa Ni, Zn, Pb i protocetrari¢cnom Kiselinom. Dok
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protocetrari¢na kiselina ima jo$ pozitivne korelacije s Ni, Pb i V. Neki od metala su pozitivno
korelirani, Cd sa Zn i V, a V i sa Pb. F1 (predstavlja varijable pigmenata) i F2 (predstavlja
NPQ i Rrg) nisu korelirani niti s jednom varijablom.
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Tablica 12 Pearsonovi korelacijski koeficijenti izmedu N, S, Ni, Zn, Cd, Pb, V, faktora vitalnosti /isajeva i sekundarnih metabolita. Podebljano oznacava p < 0,05.

Epru N S Ni Zn Cd Pb \Y F1 F2 F3 F4 E.Kis. U.kis.  Atra. Chilor.
N 1,000

S 0,377 1,000

Ni 0,027 0,357 1,000

Zn 0,318 0,045 0,002 1,000

Cd 0,421 0,345 0,313 0,173 1,000

Pb 0,200 -0,093 0,056 0,151 0,410 1,000

\% 0,015 0,384 0,855 -0,006 0,298 0,123 1,000

F1 0,266 0,149 -0,080 0,066 @ 0,032 -0,297  -0,089 | 1,000

F2 -0,236  -0,154 0,042 -0,117  -0,212 -0,085 0,075 0,000 1,000

F3 0,117 0,152 0,168 0,075 0,051 -0,068 0,192 0,000 0,000 1,000

F4 -0,094  -0,030 0,098 -0,027  -0,040 -0,103 0,058 0,000 0,000 | 0,000 1,000

Everni¢na kis. ~ -0,083  -0,037 -0,303 | -0,116 -0,040 -0,186 -0,279 0,152 0,002 0,004 | 0,133 1,000

Usninska Kis. -0,304  -0,252 0,205 -0,133  -0,127 0,041 0,096 -0,215 0,241  -0,060 0,102  -0,167 1,000

Atranorin -0,091  -0,060 @ 0,093 -0,073 0,039 0,046 0,017 -0,092  -0,067 -0,187 -0,065 0,235 0,027 1,000
Kloratranorin 0,087 -0,200 -0,148 | -0,021 0,118 0,219 -0,044 0,051 0,047  -0,123 -0,084 0,037 0411 0,230 1,000
Fcap N S Ni Zn Cd Pb \Y F1 F2 F3 F4 P.kis. U.Kkis.
N 1,000

S 0,617 1,000

Ni -0,263 -0,033 1,000

Zn 0,099 0,380 0,107 1,000

Cd -0,095 0,118 0,068 0,463 1,000

Pb -0,370 -0,409 0,110 -0,008 0,026 1,000

Vv -0,138 0,004 0,064 -0,058 0,313 0,205 1,000

F1 0,033 -0,128 -0,035 -0,083 -0,030 -0,037 -0,134 1,000

F2 -0,063 -0,017 -0,020 0,095 0,086 0,051 -0,056 0,000 1,000

F3 0,077 -0,169 -0,104 -0,089 -0,092 -0,107 -0,114 0,000 0,000 1,000

F4 0,080 0,219 0,183 0,101 0,009 0,025 0,108 0,000 0,000 0,000 1,000

Protocetr.Kkis. -0,011 0,093 0,223 0,118 -0,033 0,378 0,203 -0,074 0,026 -0,066 0,143 1,000
Usninska Kis. -0,055 0,195 0,269 0,297 -0,089 0,180 -0,003 0,006 0,094 -0,106 0,062 0,619 1,000

E. prunastri (Epru), F. caperata (Fcap), N—dusik; S—sumpor; Ni—nikal; Zn—cink; Cd—kadmij; Pb—sadrzaj olova; Fl1, F2, F3, F4—Cetiri glavne komponente vitalnosti
lisajeva; E.Kis.- sadrzaj evernicne kiseline; U.kis.- sadrzaj usninske kiseline; Atra. — sadrzaj atranorina; Chlor. — sadrzaj kloratranorina; P.kis. — sadrzaj protocetraricne

kiseline
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4.2.7.  Regresijski modeli za transplantirane lisajeve

Analogno regresijskim modelima za nativne lisajeve vrste F. caperata (vidi poglavlje 4.1.7.),
napravljeni su regresijski modeli za transplantirane liSajeve (zasebno za vrste E. prunastri i F.
caperata; Tablica 13), Koji su za vec¢inu varijabli imali znatno manju prediktivnu snagu od

regresijskih modela za nativne lisajeve (Tablica 7).

Kod transplantiranih liSajeva vrste E. prunastri najvise razine varijabilnosti objasnjene
modelom zabiljezene su za Ni (45 %) i V (48 %). Brzina vjetra te umnozak brzine vjetra i
udaljenosti su pozitivno korelirani, dok je frekvencija vjetra negativno korelirana za obje
varijable (Ni i V). Za ostale je zavisne varijable razina objasnjene varijabilnosti sezala do

najvise 20 %.

S druge strane, kod transplantiranih lisajeva vrste F. caperata se za nemetale (N i S) moze
ovim modelom objasniti oko jedne polovine varijabilnosti (47 % i 53 %), i oba su pozitivno
korelirani s udaljenosé¢u, dok je brzina vjetra negativno korelirana s N, a frekvencija vjetra sa
S. S druge strane, pozitivno je korelirana interakcija udaljenosti i frekvencije vjetra s N te
interakcija udaljenosti i brzine vjetrasa S. Za V je i kod ove vrste objasnjeno 47 % varijabilnosti

s istim znacajnim korelacijama kao i kod vrste E. prunastri.
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Tablica 13 Rezultati optimiziranih generaliziranih linearnih modela (GLM) koji objasnjavaju faktore vitalnosti lisajeva (vidi Prilog 9, Prilog 10)sadrzaj nemetala (S, N),
metala (Ni, Zn, Cd, Pb, V) i sekundarnih metabolita kao funkciju razlicitih okolisnih prediktora: U oba modela koristeno je tri okolisna parametra. Prvi model ,,Epru* je za
transplantiranu vrstu Evernia prunastri, dok je drugi model ,, Fcap “ za transplantiranu vrstu Flavoparmelia caperata. Znacajni odnosi prikazani su podebljano.

Epru F1 F2 F3 F4 N S Ni Zn Cd Pb V E.Kis. U.kis. Atra. Chlor.
R? 0,05 0,00 0,07 0,06 0,08 0,16 0,45 0,01 0,09 0,09 0,48 0,16 0,20 0,06 0,22
F 4,23 0,69 5,21 7,04 6,46 12,40 49,55 2,40 18,72 6,64 55,70 12,42 15,71 4,64 17,92
p(F) 0,01 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
GLM konstanta - n.s. + - + + - n.s. + + - + + + +
d_ref + n.s. n.s. + n.s. + n.s. n.s. n.s. + n.s. + + n.s. +
w_frq + n.s. - n.s. + n.s. - n.s. n.s. + - + n.s. + n.s.
w_spd n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. + + n.s. + n.s. + - - + -
d_ref*w_frq + n.s. n.s. + n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. +
d_ref*w_spd n.s. n.s. + n.s. + + + n.s. n.s. n.s. + n.s. + n.s. n.s.
w_frg*w spd n.s. n.s. + n.s. + n.s. n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s. n.s. - n.s.
Fcap F1 F2 F3 F4 N S Ni Zn Cd Pb \Y% P.Kis. U.kis.
R? 0,08 0,02 0,04 0,23 0,47 0,53 0,32 0,09 0,12 0,26 0,47 0,28 0,09
F 6,11 2,90 3,62 18,36 53,15 67,00 28,55 7,17 8,76 21,94 54,03 24,58 7,17
p(F) 0,00 0,06 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
GLM konstanta n.s. n.s. n.s. n.s. + + + + + + - + +
d_ref n.s. n.s. + n.s. + + + n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. +
w_frg + n.s. n.s. - n.s. + n.s. + + - - + +
w_spd n.s. n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s. 0,36 + n.s. + n.s. n.s.
d_ref*w_frq n.s. n.s. n.s. n.s. + n.s. + n.s. n.s. n.s. n.s. + +
d_ref*w_spd + n.s. + + n.s. + n.s. n.s. n.s. + + + n.s.
w_frg*w_spd - n.s. - + n.s. n.s. + - - - n.s. n.s. n.s.

nezavisne varijable koristene u analizi kao procjenitelji prostornog rasporeda onecis¢enja iz rafinerije (ukljucujuci bivarijantne interakcije): (1) udaljenost od istraZivacke
plohe do rafinerije (d_ref), (2) godisnja ucestalost vjetra koji dolazi iz smjera rafinerije (w_frq), (3) godisnja srednja brzina vjetra iz smjera rafinerije (w_spd),. N—sadrzaj
duSika; S—sadrzaj sumpora; Fl, F2, F3, FA—Ccetiri glavne komponente vitalnosti liSaja; Ni — sadrZaj nikala; Zn — sadrZaj cinka,; Cd — sadrzaj kadmija; Pb — sadrzaj olova; V
— sadrzaj vanadija;, EXKis.- sadrzaj evernicne kiseline; U.kis.- sadrZaj usninske kiseline; Atra. — sadrzaj atranorina; Chlor. — sadrzaj kloratranorina; P.kis. — sadrZaj
protocetraricne kiseline; R2—koeficijent determinacije; F—proporcija objasnjene i neobjasnjene varijabilnosti (F—statistika); p (F)—vjerojatnost F—statistike; n.s.—nema

znacajnosti; plus (+) oznacava znacajnu pozitiviu korelaciju, minus (—) oznacava znacajnu negativau korelaciju. Prikazane su samo nezavisne varijable koje su bile znacajni
procjenitelji (na razini vjerojatnosti p = 0,05) za barem jednu zavishu varijablu.
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4.3. Usporedba bioakumulacije nativnih i transplantiranih /isajeva

Usporedba bioakumulacije izmedu nativnih i transplantiranih lisajeva u¢injena je samo za vrstu
F. caperata (za koju su postojali i nativni i transplantirani uzorci), pri ¢emu su za tu usporedbu
kori$teni izvorni podaci mjerenja (bez normalizacije). Kada se pogledaju podaci za nemetale,
vidljivo je kako su generalno koncentracije N i S vece u transplantiranim uzorcima, $to je
posebno izrazeno za S (Slika 41). Pri tome su za N najvise vrijednosti u T2, dok je kod S na
plohama blize rafineriji (prvih 10) obrnut slu¢aj. S druge strane, bioakumulacija metala je

generalno visa u nativnim uzorcima, $to je najvise izrazeno za Pb, a najmanje za Cd.
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Slika 41 Box-Whisker dijagrami prikazuju sadrzaj nemetala (A, S — sumpor; B, N — dusik) u mg/g i metala (C, Ni
—nikal; D, Zn — cink; E, Cd — kadmij; F, Pb — olovo) u ug/g suhe tvari u uzorcima vrste Flavoparmelia caperata,
nativni (Nat) te transplantirani i uzorkovani nakon 3 mjeseca izlaganja (T1) i 7 mjeseci izlaganja (T2). Plohe su
rasporedene od najblize do najdalje rafineriji. ,,Box*“ - interkvartilni raspon (IQR), ,,whisker — minimum-
maksimum (do 1,5 puta IQR), tocke — vrijednosti vece od 1,5 IQR.
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5. RASPRAVA

5.1. Nativni lisajevi

Nalazi na podru¢ju Slavonskog Broda ukazuju na alarmantno stanje poznato kao ,.liSajna
pustinja“ unutar dviju istrazivackih ploha koje se nalaze u blizini rafinerije, na udaljenosti
manjoj od 2 km, gdje nisam pronasla niti jednu vrstu lisaja na stablima. Ovaj se fenomen obi¢no
povezuje s visokim razinama SOz koji, uz NOx, predstavljaju glavni uzrok toksi¢ne
acidifikacije (Hawksworth, 1970). Hawksworth i Rose (1970) razvili su ljestvicu koja opisuje
promjene u zajednicama epifitskih liSajeva u odnosu na koncentracije SO», koja se pokazala
robusnom u kasnijim istrazivanjima (Nash 111, 2008). Ova ljestvica ukazuje na to da liSajevi ne
mogu preZivjeti u okruzenjima gdje koncentracije SO, prelaze 150 ug m=, dok osjetljive vrste
poput Flavoparmelia caperata nestaju pri razinama SOz visim od 50 pg m=. Budu¢i da nije
nadena niti jedna vrsta liSaja to sugerira da su razine SOz u podrué¢jima najblizim rafineriji
vjerojatno iznad ovog praga. Naime, Jericevi€ 1 sur. (2019) su pokazali da su mjerne postaje
zabiljezile visoke satne koncentracije SO2, u rasponu od 300 do 820 pg m™=, osobito tijekom
stabilnih uvjeta atmosferskog inverzijskog sloja (SABL), koji poti¢u akumulaciju
oneciS¢uju¢ih tvari. lako su poboljSanja u regulativama 1 smanjenje koncentracija
oneciS¢ujucih tvari doveli do ponovne kolonizacije ,,liSajnih pustinja® u mnogim urbanim i
industrijskim podru¢jima (Munzi i sur., 2007; Seaward, 1997), ovo istrazivanje ukazuje na
nastavak zabrinjavajuceg utjecaja oneciS¢enja zraka na podrucju Slavonskog Broda. Mogu
pretpostaviti kako i druge onecis¢ujuce tvari iz rafinerije, poput teskih metala, kumulativno, uz
SO., pridonose nastanku ,liSajne pustinje®. Poznato je da depozicija zakiseljene vode koja
sadrzi teske metale moze znacajno smanjiti prezivljavanje lisajeva; na primjer, za liSaj Bryoria
fuscescens kriti¢no toksi¢na koncentracija Ni bila je > 7 pg/g u kiselim uvjetima, a skoro tri
puta veca (> 20 pg g') pri neutralnim uvjetima (Conti i Cecchetti, 2001). Na te dvije plohe
gdje nisu pronadeni lisajevi, uzorkovala sam koru kako bih izmjerila koncentracije metala i
nemetala i potvrdila moguci uzrok. Koncentracije Cd i Zn na plohi 1 bili su visi od svih
zabiljezenih vrijednosti kod lisajeva, dok je visa koncentracija Ni u kori u odnosu na one u
lisajevima zabiljezena za obje plohe. Uzevsi u obzir da Su istrazivanja, koja su usporedivala
bioakumulaciju kore i liSajeva, pokazala da kora ima redovito nize koncentracije metala od
lisajeva u istim uvjetima (Baptista i sur., 2008; Lippo i sur., 1995), mozemo zakljuéiti kako bi
te koncentracije u lisajevima bile i viSe, kada bi liSaji mogli prezivjeti one¢iséenje u najblizem

pojasu oko rafinerije. Stoga mogu zakljuciti da su upravo teski metali, uz zakiseljavanje,
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odgovorni za nestanak liSajeva na uzem podruc¢ju oko podruéju rafinerije. Takoder, to pokazuje

kako je zrak na tom podrucju opasan i za druge organizme.

Vrijednosti parametara fluorescencije klorofila a mogu se donekle razlikovati izmedu vrsta,
stoga je potrebno pazljivo usporedivati rezultate dobivene za plohe na kojima je sakupljena
vrsta F. caperata s onima gdje je sakupljena vrsta P. sulcata. Medutim, poznato je kako zdravi
lisajevi vecéine vrsta imaju vrijednosti Fv/Fm 0,6 — 0,7, pa su sli¢ne vrijednosti zabiljezene i
ranije za ove dvije vrste (Maslac¢ i sur., 2016). U ovom radu Sve su zabiljezene srednje
vrijednosti iznad 0,65, izuzev kod plohe 16. Potencijalno objasnjenje za niZzu vrijednost
izmjerenu kod ove plohe je prorjedivanje Sume (tzv. ,,naplodni sijek*) 2012. godine ispred te
plohe, a zatim i potpuno uklanjanje Sume (tzv. ,,zavrsni sijek*) (2014. godine) (Vesna Andri¢,
osobna komunikacija). Stoga je za ocekivati da je ova reakcija fotosintetskog aparata, ali i
nekih drugih parametara (chl a, chl b, TChl, N, S) prvenstveno uzorkovana promjenama u
mikroklimi kao §to su veca koli¢ina svjetla i manje vlage. Za ovaj je parametar u literaturi
zabiljezeno kako se snizava, s obzirom na oneci§¢enje, npr. kod liSaja Ramalina lacera
zabiljezen je pad vrijednosti Fv/Fm, kod uzoraka koji sadrza povisene vrijednosti metala Ba, Ni,
S, Vi Zn nakon izloZenosti antropogenom onecis¢enju (Garty i sur., 2000). Opéenito gledajuci,
pokazatelj, Fv/Fm koliko god se Cesto koristi i preporuca kao dobar pokazatelj stresa (Karakoti
i sur., 2014; Munzi i sur., 2013), ovdje se nije pokazao kao dovoljno osjetljiv. Sli¢no je vec
zabiljezeno u nekoliko radova, koji su pokazali da je za odredivanje razine oneciS¢enja zraka
mikobionta (Yemets i sur., 2015). U ovom su radu stoga koriSteni i drugi parametri

fluorescencije klorofila a kao $to su NPQ i Rrq koji su do sada rijetko analizirani u

U slucaju nativnih liSajeva, unato¢ znacajnim razlikama izmedu ploha (Tablica 5), nisu se
pokazale razlike koje se mogu jednoznac¢no dovesti u vezu s udaljenosti od rafinerije odnosno
jac¢im onecis¢enjem blize rafineriji. Za vecinu zavisnih varijabli, najvisi ili najnizi rezultati su
zabiljezeni na plohama 7-9, koje su udaljene 5 km od rafinerije. Tako su prije spomenuti
parametri NPQ i Rrq, koji su se nakon provedene PCA grupirali zajedno u faktor F2, pokazali
snizene vrijednosti na tim plohama sto ukazuje na smanjenje fotosintetske ucinkovitosti.
Naime, parametar Rrq mjeren u uvjetima svjetlosnog zasi¢enja u izravnoj je korelaciji sa
stopom asimilacije CO> (Lichtenthaler i sur. 2005). S druge strane, za parametre vitalnosti
lisajeva vezane uz fotosintetske pigmente (grupirani u F1), ali i uz bioakumulaciju N i S, upravo

na tim plohama su biljezene najvise vrijednosti. Plohe 7-9 su smjestene u ili oko grada, gdje bi
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cestovni promet i kuéna loziSta mogli zna¢ajno doprinijeti povecanim razinama onecis¢ujucih
tvari kao $to su dusikovi oksidi, sumporov dioksid i teski metali. Takoder, te se plohe, za razliku
od plohe 6 koja je na sli¢noj udaljenosti od rafinerije, nalaze u prevladavajuéem smjeru vjetra
koji dolazi iz smjera rafinerije (Slika 5). Na tim plohama (7-9), sadrzaj dusika u liSajevima
premasio je 20 mg/g suhe mase (¢ak 30 mg/g u vrsti P. sulcata na plohi 8), sto je usporedivo s
razinama dusSika zabiljeZenim u uzorcima F. caperata uzorkovanim na farmama svinja gdje je
okoli$ obogacen dusikom (Frati i sur., 2007). Ochoa-Hueso i Manrique (2011) pokazali su da
cak 1 skromno povecanje dostupnosti dusika, koje se ¢esto nalazi u urbanim i poljoprivrednim
sredinama, mozZe dovesti do veceg sadrzaja klorofila a u lisaju Cladonia foliacea, bez da
istovremeno dode do poboljsanja fotosintetske aktivnosti. Suprotno tome, pretjerano visoke
koncentracije duSika povezane su Sa smanjenjem sadrzaja pigmenata i vrijednosti parametara
fluorescencije klorofila, osobito kod osjetljivih epifitskih vrsta kao sto je F. caperata (Hauck,
2010; Paoli i sur., 2015b, 2015c¢).

Ovim je istrazivanjem zabiljezena pozitivna korelacija izmedu sadrzaja dusika i sadrzaja
pigmenata (F1) te parametra Fv/Fm (F4), $to sugerira da poveéane razine dusika mogu potaknuti
liSajeve da prilagode svoj metabolizam i iskoriste viSak duSika kako bi povecali sintezu
pigmenata, dok god razine dusika nisu toliko visoke da imaju negativne uc¢inke na fotosintezu
i metabolizam pigmenata. Ovaj je fenomen dokumentiran kod razliitih vrsta liSajeva i
eksperimentalnih postavki, a neki istrazivaci ga nazivaju ,.fertiliziraju¢im ué¢inkom* (Munzi i
sur., 2023). S obzirom na to da je ovdje rijec¢ o nativnim lisajevima koji su u ovom okruZenju
uspijevali prezivjeti dugi niz godina, moze se pretpostaviti da su svoje metabolicke procese
prilagodili vi$im razinama duSika. Medutim, slozena veza izmedu duSika—Dbitnog, ali
potencijalno Stetnog elementa—i vitalnosti lisajeva predstavlja izazov za tumacenje, s obzirom
na to da duSik znacajno utjece na fotobionte liSajeva u pogledu proizvodnje klorofila i sinteze
proteina fotosustava (Gauslaa i sur., 2021). Takoder, moguce je da negativni ucinak visoke
koncentracije N bude smanjen dostupnos¢u drugih esencijalnih mineralnih hranjivih tvari

(Gauslaa i sur., 2021).

Sadrzaj sumpora u uzorcima lisajeva u ovom radu je nesto visi od ranije zabiljezenog u liSaju
Ramalina celastri u blizini industrije (do 1,17 mg/g) (Mateos i Gonzalez, 2016), vjerojatno
zbog toga Sto se radi o razli¢itoj vrsti lisaja. Prema literaturi (Wadleigh, 2003), za ocekivati je
da ¢e koncentracije sumpora u lisajevima korelirati s one¢i§¢enjem sumporom iz rafinerije, §to
je ovdje i slucaj. Fotosintetska uc¢inkovitost opéenito se smanjuje uslijed prisutnosti povisene

koncentracije sumpora (Deltoro i sur., 1999), sto je u skladu s mojim rezultatima koji pokazuju
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postojanje negativne korelacije izmedu sumpora i F2 te F3, parametara fluorescencije klorofila,
koji predstavljaju fotosintetsku aktivnost. Ipak, F3 je bio negativno koreliran sa sadrzajem Pb
i Zn, $to takoder moze znaliti da su i ti teSki metali doprinijeli smanjenju fotosintetske
aktivnosti. Poznato je da odredeni metali smanjuju ucinkovitost fotosintetskog aparata
(Karakoti i sur., 2014), kao i koncentracije fotosintetskih pigmenata (Rola i sur., 2019), iako
ovaj uc¢inak ovisi o vrsti liSaja. Na primjer, poveéane koncentracije Zn, Cd, Cu, i Ni u vrsti
Diploschistes muscorum te Zn i Ni u vrsti Cladonia rei smanjile su sadrzaj fotosintetskih
pigmenata, dok su koncentracije Pb imale pozitivan uc¢inak na obje vrste liSajeva (Rola i sur.,
2019). Ipak, treba uzeti u obzir da je navedeno istrazivanje provedeno na terikolnim pionirskim
vrstama, koje su potencijalno tolerantnije na Pb od epifitskih vrsta istrazivanih u ovoj
disertaciji. Neo¢ekivano sam zabiljezila pozitivnu korelaciju izmedu Ni, Zn i Pb te varijabli
pigmenata (F1). Suprotno tome, u uzorcima F. caperata iz urbanog podruc¢ja Kalkute u Indiji
sadrzaj Pb bio je negativno povezan sa sadrzajem klorofila a (Chl a), omjerom Chl a/b i PQa
vrijednosti (Majumder i sur., 2013). Budu¢i da sam utvrdila pozitivne korelacije izmedu
akumuliranih razina N, S, Ni i Zn, $to se moZe objasniti njihovim zajednickim izvorom
onecis¢enja, mozemo pretpostaviti da na§ model objasnjava uzorke koji se nalaze u onom dijelu
raspona ucinaka gdje dusik potice sintezu pigmenata, ali gdje poviseni sumpor i teski metali
jos uvijek nisu u dovoljnim koncentracijama da su vidljivo Stetni za metabolizam pigmenata.
Osim toga, utvrdeno je da liSajevi koji prirodno rastu na jako onec¢is¢enim mjestima imaju visi
sadrzaj pigmenata kao prilagodbu na oneciS¢enje zraka (von Arb i sur., 1990). Unato¢
zabiljezenim znacajnim razlikama izmedu ploha (Tablica 5) te zabiljezenim znacajnim
negativnim korelacijama s bioakumulacijom N, Ni, Cd i Pb (Tablica 6), smatram da se
sekundarni metaboliti u liSajevima nisu pokazali kao jasan pokazatelj oneciS¢enja zraka. Do
slicnog zakljucka dosli su i Gauslaa i sur. (2016), koji su analizirali sekundarne metabolite
Cetiri vrste liSaja (Ramalina farinacea, Usnhea dasypoga, Parmelia sulcata, Lobaria

pulmonaria) u kontekstu udaljenosti od autoceste i koncentracije teskih metala.

Klasifikacija bioakumulacije metala razvijena je od strane Cecconi i sur. (2019), uzimajuéi u
obzir rezultate vrijednosti bioakumulacije metala koje su proizasle iz brojnih studija
oneciS¢enja u Italiji, ukljucujuci 1 one koje se fokusiraju na rafinerije nafte. Rafinerije nafte
prepoznate su kao znacajni izvori oneis¢enja teskim metalima As, Mo, Ni, Se, V, Pb
(Ragothaman i Anderson, 2017), pri ¢emu se Ni i V smatraju markerima za industrije koje
sagorijevaju naftu i/ili rafiniraju naftu (Celo i Dabek-Zlotorzynska, 2010). Od faze ukidanja

olovnog benzina (u Hrvatskoj 2006., a u Bosni i Hercegovini 2010.), koja je znac¢ajno smanjila
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njegove emisije, danas su glavni izvori oneciS¢enja zraka s Pb obrada metala i ruda, olovno
gorivo iz aviona, te emisije iz proizvodnje baterija, sagorijevanja ugljena, lijevanja i starih
objekata, pri ¢emu su najvise razine Pb zabiljeZene u blizini ljevaonica (Zhang i sur., 2015).
Ipak, pokazalo se da povijesni izvori Pb porijeklom iz benzina ostaje vazan izvor Pb zbog svoje
postojanosti i u¢inkovite remobilizacije (Resongles i sur., 2021). Od Cetiri analizirana teSka
metala u nativnim liSajevima (Ni, Zn, Cd, Pb), u ovom sam istraZivanju zabiljezila ,,vrlo
visoku“ i ,,visoku” bioakumulaciju Ni u blizini rafinerije te u sjeveroisto¢nom smjeru, 0dnosno
dominantnom smjeru vjetra iz rafinerije, dok je za Pb ,,visoka” bioakumulacija zabiljezena na
plohi 9, u centru grada Slavonskog Broda i u dominantnom smjeru vjetra, te plohama 131 17
koje se nalaze juzno od autoceste, tj. sjeverozapadno od rafinerije, na oko 10 km. Medutim,
ove visoke klase bioakumulacije nisu zabiljezene na plohi 7, koja se nalazi uz sluzbenu mjernu
postaju, sto bi moglo upucivati na pretpostavku da mjerenja koncentracija ovih spojeva s
doti¢ne sluzbene mjerne postaje nisu reprezentativna za ove elemente na prostoru Slavonskog
Broda. Naime nesto malo manje od godinu dana prije uzorkovanja nativnih lisajeva (1.1.2015.)
su zapocela mjerenja Ni, Cd i Pb u PM19 na mjernoj stanici Slavonski Brod-1. Za te je metale
zakonski odredena grani¢na vrijednost granicu, koja se odreduje prema godi$njem prosjeku (20
ng m3 5 ng m3 0,5 pg m3). Prema godisnjem izvje$éu, graniéne vrijednosti nisu
prekoradene, stoga je kvaliteta zraka prema tim oneciS¢ujué¢im tvarima ocijenjena kao |I.
kategorije, odnosno, zrak je Cist ili neznatno oneciSéen (Institut za medicinska istrazivanja i
medicinu rada, 2016). Ipak, detaljnijom analizom podataka koje sam prikupila s online portala
Kvaliteta zraka u Republici Hrvatskoj (MZOZT, 2024), moze se uociti kako se godisnja granica
za Ni vise puta prekoracila tijekom godine; medutim, gledaju¢i samo godisnji prosjek, on je
bio ispod praga (Prilog 11). U ovom kontekstu, mogu zakljuciti kako lisajevi pruzaju to¢niji
prikaz utjecaja oneciS¢enja na organizme, omogucujuéi nam kriticku reevaluaciju valjanosti
godiSnjih srednjih granica. Ovo je posebno relevantno za podrucja poput Slavonskog Broda,
gdje sezonske varijacije mogu znacajno utjecati na dinamiku oneci$¢enja te se sagledavanjem
samo godisnjih srednjih vrijednosti lako moze podcijeniti znacajan negativan utjecaj na

ekosustav i zdravlje ljudi.
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5.2. Transplantirani lisajevi

Obje transplantirane vrste su ve¢ u prvoj vremenskoj to¢ci pokazale diskoloraciju odnosno
blijedenje talusa, na plohama 1 i 2, do 2 km od rafinerije nafte. Diskoloracija je dokumentirani
efekt u literaturi, koji se povezuje s one¢is¢enjem zraka, primjerice kod vrste F. caperata u
urbanim sredinama (Baptista i sur., 2008) ili u blizini odlagalista otpada (Paoli i sur., 2015a).
Gonzalez i Pignata (2000) tvrde kako je to posljedica razgradnje molekula klorofila te da je
degradacija klorofila generalno pozitivno povezana s intenzitetom onecis¢enja. Medutim,
simptomi oStecenja stani¢nih membrana bilo mikobionta ili fotobiontskog partnera, ili oboje,
mogu se detektirati dugo prije nego Sto postanu vidljivi znakovi ostecenja u klorofilu fotobionta
(Garty i sur., 1993). U slu¢aju ovog istrazivanja, na tim su plohama uzorci F. caperata u T1
pokazali najveci pad koncentracije pigmenata te kvocijenta feofitinizacije, a najvise upravo na
plohi 1 (na oko 0,65 od kontrolne vrijednosti) (Tablica 8). S druge strane kod vrste E. prunastri
to se dogodilo na plohi 2 u T1 (na oko 0,45 od kontrolne vrijednosti) (Tablica 10). Zanimljivo
je kako je u T2, za obje vrste, doslo do porasta vrijednosti (Tablica 9, Tablica 11). Navedeno
se potencijalno moze objasniti nekom vrstom prilagodbe na postojece stanje, nakon pocetne

snaznije negativne reakcije na oneciséenje.

Najsnazniji zabiljeZeni utjecaj rafinerije nafte na transplantirane liSajeve je bioakumulacija
teskih metala, gdje se posebno isticu Ni 1 V, poznati kao tipi¢ni pokazatelji oneciS¢enja iz
rafinerija (Celo i Dabek-Zlotorzynska, 2010). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u drugim
istrazivanjima na lisajevima (Brunialti i Frati, 2014; Conti i Cecchetti, 2001). Na dvije najblize
plohe (do 2 km od rafinerije), koncentracije Ni i V su bile ekstremno visoke, daleko iznad svih
prijasnjih zabiljezenih razina u literaturi. Naime, ovi su metali zabiljezeni u koncentracijama
50 do 100 puta visSim od kontrole na plohama 1 1 2, dok su dosadaSnja istrazivanja pokazala
maksimalno 4,2 puta viSu koncentraciju za V i 3,38 za Ni (Cecconi i sur., 2019). Dodatno,
prema koristenoj skali, i na ostalim plohama zabiljezena je ,,vrlo visoka” bioakumulacija ve¢
u T1; za Ni se na svim plohama povecala vise od 3,7 puta (granica za kategoriju ,,vrlo visoka”
bioakumulacija), dok je za V ova vrijednost takoder premasila 3,7 puta na polovini istrazivanih
ploha. U T2 su za Ni sve plohe s ,,vrlo visokom” bioakumulacijom, a za V gotovo sve. Ovo
ukazuje na to da se ti teski metali Sire u visokim koncentracijama na Sirem podrucju oko

rafinerije nafte.

Osim za Ni i V, ,visoka*“ i ,,vrlo visoka™“ bioakumulacija metala na podrucju istrazivanja

zabiljezena je jos i za Mo, Cr, Co, Fe. Zn, Cd i Mn. Dok se Mo, Cr, Co i Fe mogu dovesti u
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vezu s oneciS¢enjem iz rafinerije jer su visoke koncentracije zabiljezene na najblize dvije plohe,
Mn ima ,,vrlo visoku“ i ,,visoku” bioakumulaciju na plohama 12 i 15u T1 te 10, 12-15i 19 u
T2, ali ne i u blizini rafinerije, ukazujuci na drugi izvor oneci$éenja zraka. Glavni izvor Mn u
kontekstu onecis¢enja zraka ukljucuju emisije iz proizvodnje legura, Celika i zeljeza, izgaranje
fosilnih goriva te, u manjoj mjeri, emisije iz izgaranja aditiva za gorivo (Howe i sur., 2004).
Stoga je moguce da je izvor Mn u industriji koja postoji unutar Slavonskog Broda (MZOZT,
2025), gdje je zabiljezena proizvodnja razli¢itih metalnih konstrukcija, motornih vozila, ali i
lijevanje zeljeza i lakih metala. Zanimljivo je kako Mn nije u tom slucaju povisen na plohama
7-9, koje se nalaze na blizim lokacijama toj industriji. S druge strane, za Zn je samo jedna ploha
(7) imala ,,vrlo visoku” bioakumulaciju i to u obje vremenske toc¢ke. Pretpostavljam da je to
onecisc¢enje vrlo lokaliziranog, ali nepoznatog, karaktera. Takoder, za Cd ,,visoka* (ploha 8) i
,,vrlo visoka® (ploha 20) bioakumulacija zabiljeZena samo za T2 nema neko potencijalno jasno

objasnjenje, stoga takoder zaklju¢ujem kako je rije¢ o jako lokaliziranom onecis¢enju.

Posebno je zanimljivo kako ploha 19, na skoro 20 km od rafinerije nafte, u T1 ima ,,vrlo
visoku” bioakumulaciju samo za Ni (kao i sve istrazivane plohe), dok u T2 ta ploha ima najvise
metala u klasi ,,vrlo visoka” bioakumulacija, odnosno ista je utvrdena za Ni, V, Cr, Mn, Fe i
Co. Analiziraju¢i bazu podataka izvora onecis¢enja (MZOZT, 2025), pronasla sam kako se na
5-7 km u Oriovcu i Luzanima nalaze proizvodnje koje su potencijalni izvori ovakvog
onecis¢enja: proizvodnja boja, lakova i sliénih premaza, grafickih boja i kitova, proizvodnja

parnih kotlova, proizvodnja ostalih kemijskih proizvoda.

Sto se ti¢e vremena izlaganja i bioakumulacije teskih metala, ocekivano se koncentracije
povecavaju s duljinom izlaganja, posebno kada se gleda vrsta E. prunastri (Slika 33), za koju
imam veci broj replika te se ¢eSc¢e koristi kao transplantat, pa sam se fokusirala na rezultate
koji se odnose na tu vrstu. Paoli i sur. (2018b) tvrde kako se za transplantirane liSajeve
preporucuje relativno kratko vrijeme izloZenosti (npr. 1-3 mjeseca), §to najcesce i jest slucaj u
istraZivanjima, stoga je i razvijena skala bioakumulacije do 12 tjedana (Cecconi i sur., 2019).
I ovim je istrazivanjem potvrdeno kako se najbitniji zakljucci vezani uz bioakumulaciju iz
rafinerije nafte mogu donijeti ve¢ nakon 3 mjeseca. lako postoje radovi koji tvrde kako
akumulacija metala ne ovisi o klimatskim faktorima, odnosno periodu godine (npr. Baptista i
sur., 2008), smatram da je prilikom planiranja postavljanja eksperimenta potrebno napraviti
analizu postojec¢ih podataka s mjernih postaja (ukoliko postoje) kako bi se utvrdio period kada

se moze ocekivati najvece oneciscenje, §to je u ovom slucaju bila zima (Jericevic et al., 2019).
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Nemetali nisu pokazali toliko izrazenu bioakumulaciju, kao $to je to zabiljezeno kod metala.
Dusik generalno ima najvise vrijednosti na plohama 7-9, unutar grada Slavonskog Broda te u
dominantnom smjeru vjetra iz rafinerije nafte (Slika 40), ukazujuéi na ¢injenicu kako su ku¢na
lozista i promet potencijalno znacajniji izvori emisija dusikovih spojeva od obliznje rafinerije,
kao §to je indicirano i prethodnim geofizi¢kim istrazivanjem (Jeri¢evi¢ i sur., 2019). Za vrstu
E. prunastri u T1, sli¢no kao i kod nativnih liSajeva, pokazala se pozitivna korelacija izmedu
N i F1 (predstavlja fotosintetske pigmente) ukazujuéi na ,,efekt fertilizacije* (Ochoa-Hueso i
Manrique, 2011). Poseban je porast N izrazen u T2 kod vrste F. caperata na plohama koje su
najudaljenije od rafinerije (17-19), stoga mozemo pretpostaviti da je tu rije¢ o utjecaju
fertilizacije s poljoprivrednih povrsina ili farmi purana (MZOZT, 2025), koje se nalaze u
okolici upravo tih ploha. Ve¢ je bilo spomenuto da farme na kojima se ekstenzivno uzgajaju
zivotinje mogu znacajno doprinijeti povecanju koncentracije duSikovim oksidima u atmosferi

(Frati i sur., 2007).

Sumpor nije toliko povisen spram kontrole te je do bioakumulacije u T1 za vrstu E. prunastri
prvenstveno doslo na plohi 1 (najbliZzoj plohi rafineriji), dok su u T2 najviSe vrijednosti na
drugim plohama. Na to je potencijalno mogao utjecati period godine, s obzirom da je poznato
kako je na podruc¢ju Slavonskog Broda onecis¢enje sumpornim spojevima iz rafinerije nafte

izrazenije u zimskom periodu (Jericevi¢ i sur., 2019).

Generalno, kod transplantiranih liSajeva pokazatelji vitalnosti lisaja nisu pokazali jasne razlike
koje se mogu lako dovesti u vezu s oneciséenjem iz rafinerije nafte, izuzev gore spomenutog
pada koncentracije pigmenata i kvocijenta feofitinizacije u T1, koji se potencijalno moze
povezati s diskoloracijom. To je u skladu s rezultatima dobivenim na vrsti E. prunastri
izlozenoj Sest mjeseci na razli¢itim lokacijama u Bratislavi, gdje nije doslo do promjena u
fiziologiji, odnosno sadrzaju fotosintetskih pigmenata i kvocijentu feofitinizacije (Lackovicova
i sur., 2013). Kao §to sam ustvrdila kod nativnih uzoraka, pokazatelj Fv/Fm, koliko se god ¢esto
koristi i preporuca kao dobar pokazatelj stresa (Karakoti i sur., 2014; Munzi i sur., 2013), ovdje
se nije pokazao kao dovoljno osjetljiv, unato¢ tome $to na nekim plohama imamo ekstremno
visoke koncentracije teSkih metala. Slicno je ve¢ zabiljeZeno u nekoliko radova, koji su

metala (Yemets i sur., 2014) ili pak integritet membrana mikobionta (Yemets i sur., 2015).

Kod sekundarnih metabolita, kada se pogledaju znacajne razlike izmedu ploha (Tablice 8 —

11), mogu zakljuéiti kako generalno nema znacajnih razlika, a tamo gdje i postoje npr. za vrstu
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F. caperata protocetrari¢na kiselina u T1, a za vrstu E. prunastri usninska kiselina u T2, to se
teSko moze povezati s utjecajem onecisS¢ujucih tvari, unato¢ zabiljezenim korelacijama
(Tablica 12). Usprkos radovima koji tvrde da postoje razlike u sadrzaju sekundarnih metabolita
povezane s oneciS¢enjem, a posebno teskim metalima gdje se ¢ak spominju i odredeni
mehanizmi interakcije (Biatonska i Dayan, 2005; Masla¢ i sur., 2016; Paoli i sur., 2015c;
Pawlik-Skowronska i Backor, 2011; Valencia-Islas i sur., 2007), na temelju dobivenih rezultata
u ovom radu smatram da sekundarni metaboliti u liSajevima nisu dobar pokazatelj onecisc¢enja
zraka. Do slicnog zakljucka dosli su i Gauslaa i sur. (2016), koji su analizirali sekundarne
metabolite Cetiri vrste liaja (Ramalina farinacea, Usnea dasypoga, Parmelia sulcata, Lobaria

pulmonaria) u kontekstu udaljenosti od autoceste i koncentracije teskih metala.
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5.3. Usporedba nativnih i transplantiranih lisajeva

Malobrojna su istrazivanja koja su na istom podruéju i u istom vremenskom intervalu
komparativno obuhvatila i nativne i transplantirane lisajeve, odnosno kombinirane tehnike
(Abas, 2021). Medutim, na podrucju Slavonskog Broda ograni¢avanjem istrazivanja Samo na
nativne liSajeve, izgubile bi se vrijedne informacije koje su prikupljene s transplantiranim
liSajevima, prvenstveno za dvije najblize plohe rafineriji, na kojima nije bilo nativnih liSajeva.
S druge strane, nativni liSajevi su pruzili vrijedne informacije, jer njihov izostanak s ploha
najblizih rafineriji govori o znacajnom onecis¢enju dok su rezultati analiziranih parametara na
ostalim plohama blize rafineriji dali uvid u prilagodbe prezivjelih organizama na dugotrajnu

izlozenost onecis¢enju.

,LiSajna pustinja“, odnosno odsustvo nativnih lisajeva, u podru¢jima najblizim rafineriji je
vrlo vjerojatno uzrokovana znac¢ajnim oneciséenjem teSkim metalima buduci da su ekstremno
visoke vrijednosti teskih metala izmjerene u liSajevima transplantiranim u to podrucje. Teski
u ovom sluc¢aju doprinose dusikovi i sumporni spojevi iz rafinerije, koji su se takoder
akumulirali u transplantiranim liSajevima. Ovdje je prednost pristupa KoriStenja
transplantiranih liSajeva upravo u utvrdivanju koji su se metali i u kojoj koncentraciji
akumulirali u liSajevima kada imamo podrucja na kojima nema nativnih lisajeva (Cecconi i

sur., 2019).

Uglavnom se oc¢ekuje da nativni liSaji akumuliraju viSe teSkih metala, $to je vidljivo i iz skale
bioakumulacije, odnosno iz B i EU omjera (Cecconi i sur. 2019). To je i potvrdeno ovim
istrazivanjem jer je bioakumulacija Ni, Zn, Cd i Pb generalno bila viSa u nativnim uzorcima,
(Slika 41). Usporedujuci bioakumulaciju izmedu nativnih i transplantiranih liSajeva, uzela sam
u obzir samo vrstu F. caperata koja je skupljena i kao nativni i kao transplantirani uzorak, s
obzirom na to da je poznato kako razine bioakumulacije mogu ovisiti i o vrsti (Cecconi i sur.,
2019). Cecconi i sur. (2019) biljeze kako su transplantirani liSajevi izloZeni novim, Cesto
stresnim okoli$nim uvjetima tijekom nekoliko tjedana, zbog ¢ega brzo akumuliraju metale, i to
ve¢inom kroz pasivne mehanizme. S druge strane bioakumulacija u nativnim liajevima, koji
su izlozeni oneciS¢uju¢éim tvarima duze vrijeme, najceS¢e je rezultat dugorocnog
medudjelovanja izmedu pasivnih procesa i sporijih aktivnih intracelularnih prijenosa,
karakteriziranih specificnom kinetikom pojedinih elemenata. Ova interakcija kod nativnih

liSajeva na kraju dovodi do postizanja dinamicke ravnoteze s okoliSem 1 vjerojatno do visih
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razina bioakumulacije elemenata u slucaju znacajnih optereéenja one€iS¢uju¢im tvarima.
Zanimljivo je kako su u slu¢aju nemetala N i S transplantirani liSajevi imali vi$e vrijednosti od
nativnih, sa znacajnijom razlikom kod sumpora Koji je najvise vrijednosti imao u T1, odnosno
u zimi kada je na podrucju Slavonskog Broda oneciS¢enje sumpornim spojevima izrazenije
(JeriCevié i sur., 2019). Stoga je moguce kako je u tom periodu bioakumulirano vise S, $to se
zatim do kraja drugog perioda izlaganja (T2) djelomi¢no otpustilo. Koncentracije N u T1 su za
vec¢inu ploha sli¢ne i za nativne i za transplantirane lisajeve, medutim u T2 transplantirani
lisajevi su imali znaCajno vise koncentracije N i to na plohama koje su najudaljenije od
rafinerije pa mozemo pretpostaviti da je tu rije¢ o utjecaju fertilizacije s poljoprivrednih
povrsina ili farmi purana (MZOZT, 2025) koje se nalaze u okolici upravo tih ploha. Ve¢ je bilo
spomenuto da farme na kojima se ekstenzivno uzgajaju zivotinje mogu znacajno doprinijeti

povecéanju koncentracije dusikovih oksida u atmosferi (Frati i sur., 2007).

Generalno, parametri za vitalnost liSaja kod transplantiranih lisajeva nisu pokazali toliko velike
razlike izmedu ploha, kao §to je to zabiljezeno kod nativnih liSajeva. Vjerojatno je rije¢ o
visegodi$njoj prilagodbi lisajeva koji zive na Sirem podruéju Slavonskog broda. Sekundarni
metaboliti nisu se pokazali kao adekvatan parametar za biomonitoring kvalitete zraka niti kod

nativnih, niti kod transplantiranih liSajeva.
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5.4. Prostorna i okolisna varijabilnost

5.4.1.  Nativni liSajevi

Rezultati dobiveni regresijskom analizom ukazali su na sloZzene meduzavisnosti vise okolisnih
¢imbenika koji zajedno utjecu na vitalnost lisajeva, bioakumulaciju i sekundarne metabolite.
Unato¢ tome, udaljenost od rafinerije ipak je pokazivala negativnu korelaciju s ve¢inom
varijabli vitalnosti i bioakumulacije liSajeva u oba modela (Tablica 7). To se poklapa s
ocekivanjima; kako se udaljenost od izvora oneciS¢enja povecava, potencijal izlozenosti
Stetnim oneciS¢ujucim tvarima se smanjuje, Sto dovodi do manje bioakumulacije 1 posljedi¢no
vece vitalnosti liSajeva. Pozitivne korelacije udaljenosti s varijablama F3 (oznacava gp) i F4
(oznacava Fv/Fm), zabiljezene u Modelu A, takoder su ocekivane, jer se ocekuje da Ce te
vrijednosti biti nize kada je fizioloski stres (u ovom slucaju kao posljedica izloZenosti
onecis¢enju) veci (Gauslaa i sur., 2021; Kummerova i sur., 2006; Maslac i sur., 2016; Munzi i
sur., 2012; Paoli i sur., 2015b).

Frekvencija vjetra iz smjera rafinerije se pokazala kao kljuc¢an prediktor u regresijskoj analizi.
Pozitivno je korelirala s bioakumulacijom S i Ni, te s varijablama F1 (predstavlja sadrzaj
pigmenata) i F2 (predstavlja NPQ). To sugerira da povecana frekvencija vjetra intenzivira
talozenje i doseg rasprostranjivanja onecis¢ujuéih tvari, povecavajuci razine odredenih
elemenata u tkivima liSajeva i posljedi¢no smanjujuci vitalnost liSajeva. S druge strane, postoji
negativna korelacija izmedu frekvencije vjetra i F4 (predstavlja Fv/Fm) i Pb. Ovi rezultati za F4
se poklapaju s o¢ekivanjima, pokazujuéi nize vrijednosti Fv/Fm U uvjetima fizioloskog stresa
(Gauslaa i sur., 2021; Kummerova i sur., 2006; Maslac i sur., 2016; Munzi i sur., 2012; Paoli i

sur., 2015b), u ovom slu¢aju uzrokovane ¢es¢im vjetrovima s glavnog izvora oneciséenja.

Orijentacija liSajeva na stablu u odnosu na rafineriju pokazala je negativnu korelaciju s F3, kao
I pozitivne korelacije sa Zn i Cd, dokazujuéi da su liSajevi orijentirani prema rafineriji
potencijalno vise izloZeni odredenim onecis¢uju¢im tvarima. Gustoca vegetacije oko uzetih
stabala imala je jedinstvenu negativnu korelaciju s razinama Pb, §to ukazuje na to da guica
vegetacija moze smanjiti akumulaciju Pb u liSajevima. To naglasava potencijalnu zastitnu

ulogu okolne vegetacije u smanjenju izloZenosti one¢is¢uju¢im tvarima, barem za Pb.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je udaljenost od rafinerije bila negativno korelirana s
veéinom varijabli u oba modela, §to je bilo oc¢ekivano (Garty i sur., 2000; Kummerova i sur.,

2006; Munzi i sur., 2012; Paoli i sur., 2015b). Medutim udaljenost sama po sebi objasnjava
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znaCajno manje varijabilnosti u svakoj zavisnoj varijabli u usporedbi s drugim modelom koji
ukljucuje 1 ostale okoliSne prediktore, medu kojima su najznacajniji frekvencija i prosjena
brzina vjetra iz smjera rafinerije. Postojeca istrazivanja koja se bave liSajevima kao
biomonitorima, pruzaju samo kvalitativne uvide u podatke o vjetru (npr. (Stamenkovic i sur.,
2013)). Ovo je prvo istrazivanje koje koristi kvantitativne podatke o vjetru u regresijskom
modelu usmjerenom na istrazivanje liSajeva. lako su Cristofolini i sur. (2008) istrazivali
ekoloske prediktore povezane s oneciS¢enjem zraka i bioraznolikos$¢u liSajeva u talijanskim
Predalpama, nisu ukljucili podatke o vjetru. Uz to, fokusirali su se na bioraznolikost lisajeva te
tako nisu proucavali ucinak onecis¢enja zraka na fizioloske promjene liSajeva (vitalnost
lisajeva) i koncentracije elemenata (bioakumulacija). Takoder, prethodne ekofizioloske studije
o liSajevima provedene na terenu obi¢no su razmatrale samo udaljenost od glavnih izvora
oneciscenja kao nezavisnu varijablu, ali ne i vjetar (npr. (Gonzalez i Pignata, 2000; Paoli i sur.,
2015a; Yemets i sur., 2014)). To je iznenadujuée, s obzirom na to da studije koje se bave
kvalitetom zraka pomocu podataka s mjernih postaja, odnosno ne koriste bioloske modele
poput lisajeva, redovno pokazuju da su smjer i brzina vjetra vazni prediktori oneciS¢enja zraka

(vidi npr. Kim i sur. (2015).

lako dobiveni regresijski modeli objasnjavaju znacajan dio ukupne varijabilnosti podataka
mjerenja, ipak nezanemariv dio te varijabilnost ostaje neobjasnjenim modelima, §to se jednim
dijelom zasigurno moze pripisati one¢i¢enju iz prometa i grijanja krutim gorivima. S obzirom
da je na istrazivanom podrucju prisutna mjeSavina oneciS¢ujucih tvari, mozemo ocekivati 1

pojave povezane s hormesisom (Tang i sur., 2022), koji jo$ nije razmatran kod liSajeva.

54.2.  Transplantirani liSajevi

Kod transplantiranih liSajeva, regresijski modeli za vrstu F. caperata (nakon izlaganja od tri
mjeseca) pokazali su znatno manju prediktivnu snagu za vecinu varijabli od regresijskih
modela za nativne liSajeve iste vrste. Kod vrste E. prunastri najvise razine varijabilnosti
objaSnjene modelom zabiljeZene su za Ni i1 V, odnosno upravo one metale koji se smatraju
pokazateljima oneci$¢enja zraka iz rafinerija (Celo i Dabek-Zlotorzynska, 2010). Brzina vjetra,
kao 1 umnozak brzine vjetra i udaljenosti, pokazali su pozitivnu korelaciju, dok je frekvencija
vjetra bila negativno korelirana s obje varijable (Ni i V). Sli¢na razina varijabilnosti za V je
objasnjena i u modelu kod vrste F. caperata , s istim korelacijama. Ovaj rezultat moze se
objasniti time da se pri ve¢im brzinama vjetra ovi metali mogu distribuirati na vece udaljenosti

i doprijeti do transplantiranih liSajeva, $to su i potvrdili rezultati mjerenja tih metala u
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lisajevima skupljenim na udaljenijim plohama. Na dvije najblize plohe, gdje se moze
pretpostaviti da vjetar ima manji utjecaj zbog udaljenosti do samo dva kilometra, koncentracije
Ni 1 V su ekstremno visoke (50 — 100 puta; detaljnije diskutirano u poglavlju ,,5.2.
Transplantirani liSajevi). S druge strane, (Cecconi i sur., 2019) i na ostalim plohama
zabiljezena je ,,vrlo visoka bioakumulacija“ (vrijednosti iznad 3,7 puta vece od kontrole); za
Ni na svim plohama, a za V na polovici istrazivanih ploha, $to sve sugerira da se ti teSki metali

efikasno Sire vjetrom u visokim koncentracijama na $ire podrucje oko rafinerije nafte.

Za ostale je zavisne varijable kod E. prunastri razina objasnjene varijabilnosti sezala do najvise
20 %. Kod vrste F. caperata se za nemetale (N i S) moze modelom objasniti oko jedne polovine
varijabilnosti (47 % 1 53 %), s time da su oba nemetala pozitivno korelirana s udaljenos¢u, dok
je brzina vjetra negativno korelirana s N, a frekvencija vjetra sa S. S druge strane, pozitivno je
korelirana interakcija udaljenosti i frekvencije vjetra s N te interakcija udaljenosti i brzine
vjetra sa S. Kao §to je detaljnije diskutirano u potpoglavlju ,,5.2. Transplantirani lisajevi®, S i
N kod F. caperata u T1 imaju zanimljiv uzorak koncentracija, a s ovim modelom se pokazalo
kako se ove kompleksne interakcije mogu objasniti kombinacijom parametara udaljenosti i

brzine i frekvencije vjetra iz smjera rafinerije, barem u navedenom postotku varijabilnosti.

Generalno su modeli za transplantirane liSajeve pokazali znatno manju prediktivnu snagu,
posebno za faktore koji objasnjavaju vitalnost liSajeva, iako 1 dalje imamo znacajne korelacije.
Jedno od potencijalnih objasnjenja moze biti u tome da su nativni liSajevi, zbog duljine
zivljenja u uvjetima prostora razvili jasnije uzorke i prilagodbe na oneciS¢enje zraka te druge
okoliSne ¢imbenike, dok kod transplantanata ti uzorci nisu toliko jasni te interpretabilni sa
slicno izgradenim modelom. To je posebno izrazeno kod F1, koji kod svih PCA ukljucuje
parametre fotosintetskih pigmenata, ¢ija je varijabilnost znafajno manje objasnjena kod

transplantanata (8 % za F. caperata, 5 % za E. prunstari), spram nativnih liajeva (45 %).

Karte bioakumulacije elemenata odlucila sam prikazati kao vektorske tockaste podatke koji
prikazuju srednje vrijednosti odredenog elementa za tu plohu, gdje sam za metale koristila
postojecu interpretativnu skalu (Cecconi i sur., 2019), a za nemetale sam jednostavno skalirala
vrijednosti na nacin opisan u ,,3.3.3 Ocjena bioakumulacije metala i karte distribucije
elemenata“. Teoretski gledano, mogla se proizvesti i rasterska karta distribucije bioakumulacije
istrazivanih elemenata primjenom odnosnog regresijskog modela. Medutim, takav je pristup
ocijenjen kao nepouzdan, Sto je detaljnije raspravljeno u poglavlju ,,5.5. MetodoloSka

ogranicenja 1 preporuke za buduca istrazivanja“.
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5.5. Metodoloska ogranicenja i preporuke za buduca istraZivanja

U usporedbi s laboratorijskim uvjetima, eksperimenti provedeni na terenu predstavljaju veci
izazov zbog nemogucnosti kontroliranja svih uvjeta. Medutim, u nekim slucajevima oni mogu
pruziti bolji uvid u utjecaj slozenog i stvarnog okoliSa, unato¢ tome Sto to moZe otezati
interpretaciju rezultata. Tako ovo istrazivanje omogucuje uvid u stanje liSajeva na Sirem
podrucju Slavonskog Broda, $to implicira i kvalitetu zraka te njegov utjecaj na ljude. Kao §to
je ve¢ spomenuto, liSajevi ne reagiraju specificno na odredenu oneciS¢ujucu tvar, ve¢ na
ukupan ucinak mjeSavine tvari (Conti i Cecchetti, 2001). Stoga se zakljucci ovog istrazivanja
vjerojatno neée uvijek moéi primjenjivati u drugim okruZenjima s drugacijim mjesavinama

onecis¢ujucih tvari te klimom.

Kada se koriste organizmi iz okolisa te relativno skupe metode koje ponekad zahtijevaju veéu
koli¢inu materijala, poput mjerenja teskih metala, Cesto se dobiva relativno mali broj replika,
Sto je 1 ovdje slucaj. U drugim istrazivanjima bioakumulacije teskih metala takoder su koriStene
jedna do tri replike (Paoli et al., 2015a), medutim smatra se da je odredivanje elemenata
pomocu ICP-MS robusna metoda koja ukljucuje standardizaciju. Medutim, s obzirom na to da
liSajevi, koji nisu jedinstveni organizmi nego zajednica nekoliko vrsta, mogu pokazivati
prirodne varijacije, kako medu razli¢itim talusima, tako i unutar istog talusa, bilo bi pozeljno

provoditi istrazivanja na ve¢em broju uzoraka.

Iako je planirano da u istrazivanju koristim kontrole i za nativne uzorke liSajeva te su one
sakupljene na Pozeskoj gori, pocetne analize pokazale su prisutnost odredenog onecis¢enja na
toj lokaciji, sto bi moglo dovesti do pogresne interpretacije rezultata. Stoga sam odluéila ne
koristiti kontrole za nativne uzorke, kako bi izbjegla pogresnu interpretaciju dobivenih
rezultata i zaklju¢aka. Dodatno, u postoje¢im radovima o nativnim vrstama liSajeva, opcenito
se nije koristila kontrolna mjera (npr. za F. caperata oko odlagalista otpada (Paoli i sur., 2012)),

Sto sugerira da takav pristup nije standardna praksa u ovakvom tipu istraZivanja.

U ovom radu istrazena je kombinacija razli¢itih metoda 1 parametara, medutim za buduca
istrazivanja preporucila bih ukljuc¢ivanje dodatnih metoda, kao Sto je ispitivanje promjene
integriteta membrana pomocu konduktometra. Ova metoda, koja mjeri promjenu
provodljivosti nakon uranjanja tkiva u deioniziranu vodu, pokazala se kao dobar pokazatelj
oSte¢enja talusa uslijed oneciS¢enja (Yemets i sur., 2015). Takoder, u meduvremenu je
objavljeno istrazivanje koje preporuca da prije mjerenja maksimalne uc¢inkovitosti PSII (Fv/Fm)

treba omoguciti lisajevima da se oporave pri niskom intenzitetu svjetlosti, a ne u tami, kako bi

103



se optimizirao oporavak od fotoinhibicije (Solhaug, 2018). S obzirom da sam prije mjerenja
ostavila liSajeve da se adaptiraju u tami, moguce je da su se oni potencijalno, barem djelomic¢no,
,oporavili“ te je upravo to bio jedan od razloga zasto se ovaj parametar nije pokazao znatnije

osjetljiv na onecis¢enje zraka.

Meteoroloski uvjeti na podru¢ju Slavonskog Broda, zahvaljujuéi blizini rijeke Save 1 gorja u
zaledu Slavonskog Broda, pridonose stvaranju tzv. nepovoljnih situacija koje se odlikuju
zatvorenim cirkulacijama onec¢i$¢ujucih tvari, koje su posebno izraZzene tijekom stagnacijskih
zimskih uvjeta (Ekonerg, 2016). Stoga bi buduca istrazivanja trebala dodatno prouciti druge
okoli$ne uvjete koji, uz vjetar istrazen u ovom radu, mogu utjecati na Sirenje onecis¢ujucih
tvari i bioakumulaciju u lisajevima. Preporuca se interdisciplinarni pristup, §to podrazumijeva
zajednicki rad biologa i geofiziCara te kombiniranje razliCitih pristupa za rjeSavanje iste
problematike, gdje je podrucje Slavonskog Broda, s obzirom na sada prikupljene podatke,

idealno podrucje u Hrvatskoj za nastavak takvog istrazivanja.

Kao komplementarno istrazivanje, bilo bi zanimljivo na istim plohama provesti istrazivanje
bioloske raznolikosti liSajeva, za S§to postoji standardizirana metodologija za sakupljanje
podataka te interpretaciju kvalitete zraka (BS EN 16413, 2014).

U meduvremenu, od provedbe terenskog dijela ovog istraZivanja, doSlo je do odredenih
promjena u radu rafinerije nafte. Naime, 9. listopada 2018. godine dogodila se nesre¢a u
rafineriji, tijekom koje je doslo do eksplozije dijela kompleksa. Od tada, rafinerija ne preraduje
sirovu naftu, ve¢ se preusmjerila na proizvodnju stlatenog prirodnog plina i polimernog
bitumena. Bilo bi zanimljivo istraZiti jesu li liSajevi rekolonizirali podrucje zabiljeZene ,,liSajne
pustinje®. Unato¢ prestanku prerade sirove nafte, mjerenja pokazuju kako Slavonski Brod i
dalje redovito ima loSu kvalitetu zraka (MZOZT, 2024) te bi bilo zanimljivo istraziti razloge i
izvore. S obzirom da primjerice ,,povijesno olovo®, koje potjece iz benzina, ostaje vazan izvor
olova zbog svoje otpornosti i uc¢inkovite remobilizacije (Resongles i sur., 2021), moze se
ocekivati da ¢e depozicija razli¢itih teskih metala na podrucju ovog istraZivanja jo$ potrajati

barem neko vrijeme .
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6. ZAKLJUCAK

Istrazujuci podrucje Slavonskog Broda, koje je poznato kao mjesto najveceg oneciscenja zraka
u Hrvatskoj, koristenjem dva metodoloska pristupa (nativni i transplantirani liSajevi) i
razli¢itih mjerenih parametara na raznim vrstama liSajeva (bioakumulacija, vitalnost,
sekundarni metaboliti), omoguceno je dublje razumijevanje ucinaka oneciS¢enja zraka na
lisajeve u tom podrucju. Ova je studija, kao prva primjena biomonitoringa na ovom podrudju,
dodatno potvrdila da je obliznja rafinerija neupitan i znacajan izvor onecis¢enja zraka u
njezinom Sirem okruzenju, kao i s time povezanih velikih okoli$nih problema povezanih s

kvalitetom zraka.

Rezultati su pokazali da podrucje najblize rafineriji (do 2 km) trpi ekstremno oneciséenje zraka,
posebno zbog rekordno visokih koncentracija nikla (Ni) i vanadija (V) izmjerenih u
transplantiranim liSajevima na tim plohama. Onecis¢enje je toliko intenzivno da je na tim
lokalitetima prisutna ,,liSajna pustinja“, gdje nativni liSajevi ne postoje, $to je danas rijetka

pojava u Europi.

Dodatno, lisajevi su pokazali da se oneciS¢enje zraka ne §iri koncentri¢no oko rafinerije, jer je
regresijska analiza potvrdila znacajan utjecaj i drugih (uz udaljenost do rafinerije) okolisnih
¢imbenika (frekvencija i brzina vjetra, orijentacija liSaja na stablu, gustoa vegetacije) na
vitalnost, bioakumulaciju i sekundarne metabolite. Medu analiziranim faktorima, najveéi
utjecaj imale su frekvencija i srednja brzina vjetra iz smjera rafinerije, $to je prvi put
kvantificirano u sklopu biomonitoringa kvalitete zraka pomocu lisajeva. U gradu Slavonski
Brod, koji se nalazi u dominantnom dijelu vjetra iz pravca rafinerije, situaciju dodatno
otezavaju i kuc¢na lozista, promet i manja lokalna industrija. Ovaj efekt se odrazio na rezultate
dobivene s lisajevima sakupljenim na podru¢ju grada, u kojima je izmjerena vrlo visoka
koncentracija metala, poput Ni i V, za koje se zna da potjecu iz rafinerije, ali i N, kojem su u

velikoj mjeri izvori promet i kuéna lozista iz samog grada.

Parametri vitalnosti liSajeva, ukljucujuci i one dobivene ¢esto koriStenom metodom procjene
ucinkovitosti fotosintetskog aparata, pokazali su se kao manje osjetljivi indikatori kvalitete
zraka u odnosu na parametre bioakumulacije. Ipak, zabiljeZeni su poznati efekti ,,fertilizacije®
— s povecanjem koncentracije duSika unutar grada dolazi do porasta koncentracije
fotosintetskih pigmenata. Sekundarni metaboliti nisu pokazali znacajnu povezanost s

one¢is¢enjem zraka ili bioakumulacijom oneciS¢ujuc¢ih tvari. Rezultati usporedbe
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bioakumulacije metala u nativnim i transplantiranim liSajevima u skladu su s ocekivanjima:
bioakumulacija Ni, Zn, Cd i Pb bila je generalno visa u nativnim uzorcima. Medutim,

transplantirani liSajevi su imali viSe koncentracije nemetala N i S.

Ovim smo istrazivanjem takoder otkrili i dodatne izvore oneciséenja, kao $to je farma purana
u zapadnom dijelu istrazivackog podrucja, $to vjerojatno doprinosi vi§im vrijednostima N u
njezinoj okolici. Osim toga, industrija u Luzanima i Oriovcu predstavlja potencijalan izvor
teSkih metala, $to je vjerojatno dovelo do vrlo visoke bioakumulacije Sest teskih metala u tom
podru¢ju. Takoder, ¢ini se da bi industrija unutar samog Slavonskog Broda mogla biti

odgovorna za povecane koncentracije Mn u podnozju Dilj gore.

lako postoje ocekivana ograni¢enja u koristenju bioloskih organizama za pracenje kvalitete
zraka, kao $to je prirodna varijacija u heterogenom okruzenju, lisajevi su ve¢ odavno globalno
prepoznati kao pouzdani pokazatelji onecis¢enja zraka. Neke zemlje, poput Italije i Sjedinjenih
Americ¢kih Drzava, uspjeSno su integrirale liSajeve u svoje sustave pracenja kvalitete zraka,
dok to jo$ uvijek nedostaje u mnogim regijama, ukljucujuci i Hrvatsku. Stoga se nadam da ¢e
ovo istrazivanje potaknuti usvajanje biomonitoringa pomocu liSajeva u strategije i politike

pracenja kvalitete zraka i u nasoj zemlji.
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Zakoni, uredbe i standardi:

Zakon o zastiti zraka (NN 127/19, 57/22 i 136/24)
Uredba o razinama onecis¢ujucih tvari u zraku (NN 77/20)

HRN EN 13657:2008 - Karakterizacija otpada — Digestija zlatotopkom za naknadno
odredivanje topivih elemenata (EN 13657:2002)

HRN EN ISO 17294-1,2:2008. Kakvoca vode - Primjena masene spektrometrije s induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS) za odredivanje elemenata - 1. dio: Opcée smjernice i osnovna
nacela (1SO 17294-1:2004; EN ISO 17294-1:2006) i Kakvoca vode - Primjena masene
spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) za odredivanje elemenata - 2. dio:
Odredivanje 62 elementa (1SO 17294-2:2003; EN ISO 17294-2:2004)
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8. PRILOZI

Prilog 1 Koordinate centroida istraZivackih ploha (EPSG:3765 - HTRS96 / Croatia TM).

Ploha
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X
615966,50
615850,07
615793,72
615640,02
614863,49
614051,71
617610,23
619615,00
618808,64
613352,52
610524,01
611751,57
607495,98
622928,37
621147,64
628056,24
605523,26
606510,54
600281,16
633887,13

y
4999675,47
4999761,89
5000687,22
4998835,24
4998224,71
4999497,37
5003179,03
5002181,73
5003007,25
5003996,49
4994565,52
5006490,72
5001532,03
5007715,60
5008932,91
5000905,86
5002333,81
4992253,85
4997059,50
4996922,39
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Prilog 2 Dopustenje za uzorkovanje lisajeva izdano od strane Ministarstva zastite okolisa i prirode.

e
e
REPUBLIKA HRVATSKA

MINISTARSTVO ZASTITE OKOLISA
1 PRIRODE
HR-10000 Zagreb, Radnicka cesta 80
Tel: 01/3717 111, fax: 01/4866 100

KILASA: UP/1-612-07/15-48/103
URBROJ: 517-07-1-1-1-15-5
Zagreb, 16. lipnja 2015.

Ministarstvo zatite okoliSa i prirode na temelju ¢lanka 155. Zakona o zadtiti prirode
(Narodne novine, broj 80/2013), povodom zahtjeva tvrtke imena OIKON d.o.o. — Institut za
primijenjenu ekologiju, Trg senjskih uskoka 1-2, HR-10000 Zagreb, za izuze¢e od zabranjenih radnji
sa strogo za$ti¢enim vrstama donosi sljedeée

RIJESENJE

1. Dopusta se tvriki imena OIKON d.o.o. — Institut za primijenjenu ekologiju, Trg senjskih uskoka
1-2, HR-10000 Zagreb izuzimanje iz prirode dijelova jedinki strogo za$tiéenih vrsta epifitskih
lidaja (Lichenes) na podrugja okolice Slavonskog Broda.

2. Odgovorna osoba za dopustene radnje iz to¢ke 1. rjeSenja je Maja Maslaé.
Dopustenje se daje uz sljedeée uvjete:

- dopusteno je sakupiti najvide jedan (1) do dva (2) uzorka po vrsti, pazeéi pri tom da se ne
izuzima viSe od treéine jedinki po lokalitetu.

4. Nositelj rjeSenja duZan je ovom Ministarstvu podnijeti izvjesée u pisanom i digitalnom obliku
na obrascu Ministarstva, najkasnije do 31. oZujka 2017. godine.

5. Dopustenje vrijedi do 01. oZujka 2017. godine.

6. U slucaju nepridrzavanja propisanih uvjeta, Ministarstvo moze ukinuto izdano rjesenje.

ObrazloZenje

Tvrtka imena OTKON d.o.0. — Institut za primijenjenu ekologiju, Trg senjskih uskoka 1-2,
HR-10000 Zagreb uputila je ovom Ministarstvu zahtjev za izuzeée od zabranjenih radnji sa strogo
zaSti¢enim vrstama, a koje se odnosi na izuzimanje iz prirode dijelova jedinki strogo zagtiéenih vrsta
cpifitskih lifaja (Lichenes) na podrudja okolice Slavonskog Broda u svrhu izrade doktorske
disertacije Maje Maslag, pod nazivom ,.Lisajevi kao bioindikatori zagadenja u okoliu.

Medu istrazivanim vrstama liSajeva nalaze se i one koje su strogo zati¢ene prema Pravilniku
o strogo zaSti¢enim vrstama (Narodne novine, broj 144/2013).

U postupku donoSenja ovog rjeSenja utvrdeno je da se radi o zahtjevu za izuzeée od
zabranjenih radnji sa strogo zaSti¢enim vrstama u interesu zastite divljih vrsta biljaka te u svrhu
istraZivanja i edukacije temeljem &lanka 155. stavka 2., podstavaka 1. i 4. Zakona o zatiti prirode.
Prema Clanku 156. stavku 2. istog Zakona predmetni zahtjev je proslijeden DrZavnom zavodu za
zastitu prirode na stru¢no misljenje te je isto (KLASA: 612-07/15-13/88) dostavljeno Ministarstvu. U
struénom misljenju se navodi da navedeno izuzimanje iz prirode dijelova jedinki strogo zastidenih
vrsta lifajeva nece negativno utjecati na populacije strogo zadtiéenih vrsta na podru&ju sakupljanja,
odnosno izuzimanja iz prirode. '
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Prema ¢lanku 153. stavku 1. Zakona o zastiti prirode zabranjeno je branje, rezanje, sjeca,
iskopavanje, sakupljanje ili uniStavanje jedinki strogo zastiCenih biljaka, gljiva, lisajeva i algi iz
prirode u njihovu prirodnom podrudju rasprostranjenosti.

Prema ¢lanku 155. stavku 2. podstavku 4. Zakona o zatiti prirode pod uvjetom da ne postoje
druge pogodne moguénosti te da odstupanje nece Stetiti odrZzavanju populacija strogo zadtiéenih vrsta
u povoljnom stanju o€uvanja u njihovu prirodnom podrugju rasprostranjenosti, Ministarstvo moze
dopustiti odstupanje od odredbi ¢lanka 153. istoga Zakona u interesu zastite divljih vrsta biljaka
te u svrhu istraZivanja i edukacije. Slijedom navedenog rijeseno je kao u tocci 1. izrijeke.

Prema ¢lanku 157. stavku 3. Zakona dopustenje sadrZi uvjete za obavljanje aktivnosti, rok
obavljanja aktivnosti te obvezu pracenja i izvje§éivanja o provedenoj aktivnosti. Slijedom navedenog
rijeSeno je kao u to¢kama 2.-5. izrijeke.

Prema ¢lanku 130. Zakona o opéem upravnom postupku (Narodne novine, broj 47/2009)
zakonito rjeSenje kojim je stranka stekla kakvo pravo moZe se ukinuti u cijelosti ili djelomi&no ako
sadrzava pridrZaj ukidanja, a stranka nije ispunila obvezu iz rjeSenja ili je nije ispunila u roku te je
stoga rijeSeno kao u toéci 6. izrijeke.

Nakon upuéenog zakljucka gornjih oznaka o potrebi dostave upravne pristojbe u iznosu od
70,00 kn u drzavnim biljezima, prema Tarifnom broju 1. i 2. Zakona o upravnim pristojbama
(Narodne novine, br. 08/96, 77/96, 131/97, 68/98, 66/99, 145/99, 30/2000, 116/2000, 163/2003,
17/2004, 110/2004, 141/2004, 150/2005, 153/2005, 129/2006, 117/2007, 25/2008, 60/2008, 69/2010,
126/2011, 112/2012, 19/2013, 80/2013, 148/2013, 69/2014, 87/2014 i 94/2014), ista je placena i
poniStena na dopuni zahtjeva.

Uputa o pravnom lijeku:

Ovo je rjesenje izvrsno u upravnom postupku te se protiv njega ne moze izjaviti Zalba, ali se
moZe pokrenuti upravni spor pred upravnim sudom na podrudju kojeg tuzitelj ima prebivaliste,
odnosno sjediste. Upravni spor pokrece se tuZzbom koja se podnosi u roku od 30 dana od dana
dostave ovog rjeSenja. Tuzba se predaje nadleZnom upravnom sudu neposredno u pisanom obliku,
usmeno na zapisnik ili se Salje poStom, odnosno dostay}jFglgkivenTe
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DOSTAVITI:

él. OIKON d.o.o. — Institut za primijenjenu ekologiju, Trg senjskih uskoka 1-2, HR-10000
Zagreb,
2. Drzavni zavod za zastitu prirode, Radnicka cesta 80, HR-10000 Zagreb, na znanje,
3. Uprava za inspekcijske poslove, Sektor inspekcijskog nadzora zagtite prirode, na znanje,
4. U spis predmeta
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Prilog 3 Uvjeti na ICP-MS uredaju za nativne uzorke.
UVJETI NA ICP MS-u

Rf-snaga 1180 W
Protok plina plazme 15,0 L/min
Protok plina rasprsivaca 0,94 L/min
Protok pomoc¢nog plina 1,20 L/min
Vrijeme integriranja 1500 ms
Tocke po piku 20

Broj replika 5

Prilog 4 Granice detekcije i kvantifikacije na ICP-MS uredaju za nativne uzorke.

Metal Granica detekcije - LOD (mg/kg) Granica kvantifikacije - LOQ (mg/kg)
Cd 0,025 0,05

Ni 0,125 0,5

Zn 0,125 0,5

Pb 0,063 0,25

Prilog 5 Uvjeti na ICP-MS uredaju za transplantirane uzorke.
UVJETI NA ICP MS-u

Rasprsiva¢ (Nebulizer) MicroMist

Komora za rasprsivanje (Spray chamber) Cyclonic

Sucelje (Interface) Pt cones

Analizator masa (Mass analizator) Quadropole

RF snaga 1,55 kW

Nacin rada (Acq mode) Spektar

Obrazac pikova (Peak pattern) 1 to¢ka

Ponavljanja (Replications) 3

Sweep/replicate 100

Sample uptake rate 0,4 rps

Vrijeme stabilizacije (Stabilization time) No gas He
10s 5s

lon lenses mode x-Lens

Tune parameters Standard tune

Protok plina nosioca (Carrier gas) 1,07 L/min

Protok plazme (Plasma gas) 14,99 L/min

Aux gas 0,9 L/min

Omega Bias -80 V

Omega Lens 84V
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Prilog 6 Granice detekcije i kvantifikacije na ICP-MS uredaju za transplantirane uzorke.
Granica kvantifikacije - LOQ (mg/kg)

Metal
Al
\Y
Cr
Mn
Fe
Co
Ni
Cu
Zn
As
Se
Mo
Ag
Cd
Ba
Pb
U

Granica detekcije - LOD (mg/kg)

0,008

0,008

0,0050
0,0060
0,0020
0,0040
0,0060
0,0030
0,0050
0,0040
0,0090
0,0050
0,003

0,0030
0,003

0,0030
0,0003

0,025

0,027

0,0160
0,0200
0,0050
0,0120
0,0190
0,0100
0,0170
0,0150
0,0280
0,0180
0,011

0,0100
0,010

0,0100
0,001
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Prilog 7 Zavisne varijable (a—m) i ekoloski parametri (1-6) koristeni u izradi generalnog linearnog modela
(GLM) za nativne lisajeve F. caperata.

Br.

-~ D 0O O T

Varijabla

Sadrzaj dusika (N)
Sadrzaj sumpora (S)
Sadrzaj nikla (Ni)
Sadrzaj cinka (Zn)
Sadrzaj kadmija (Cd)
Sadrzaj olova (Pb)
Prva glavna
komponenta vitalnosti
lisajeva
Druga glavna
komponenta vitalnosti
lisajeva
Treca glavna
komponenta vitalnosti
lisajeva
Cetvrta glavna
komponenta vitalnosti
lisajeva
Sadrzaj protocetrari¢ne
kiseline (P.kis.)
Sadrzaj usninske
kiseline (U.kis.)
Udaljenost od
rafinerije
Ucestalost vjetra koji
dolazi iz smjera
rafinerije
Prosjecna brzina vjetra
iz smjera rafinerije

Gustoca vegetacije oko
uzorkovanog stabla

Orijentacija lisajeva na
stablu u odnosu na
sjever
Orijentacija lisajeva na
stablu u odnosu na
smjer rafinerije

Skracenica

N

S

Ni
Zn
Cd
Pb

F1

F2

F3

F4

P.kis.
U .kis.

d_ref

w_frg

w_spd

v_den

a_north

a_ref

. Raspon/
Jedinica Kategorije
mg/g dw 5,96-28,81
mg/gdw  1,20-2,27
nglgdw  1,74-141
pglgdw  14,9-94,7
ug/gdw  0,09-1,22
ug/gdw  2,08-15,7
mpeerzne 2,30
myert 3,09
jedinice
mpeerzne —Lrl-
miert 3,04
jedinice
mpeerzne 2,34~
mjerr 2,49
jedinice
mP:ane 313
myer 2,04
jedinice
mg/g dw  1,35-5,93
mg/gdw  0,40-2,4
1273~
17,358

% 0,61-12,68

m/s 0,8-1,61

bez
mjerne 0-1
jedinice
stupnjevi 0-180
stupnjevi 0-180

Biljeske

N=59
N=59
N= 45
N= 45
N= 45
N= 45

Faktor koji predstavlja pigmentne
varijable (vidi Prilog 8)

Faktor koji predstavlja varijable
fluorescencije klorofila —NPQ i
Req (vidi Prilog 8)

Faktor koji predstavlja varijable
fluorescencije klorofila —qp (vidi
Prilog 8)

Faktor koji predstavlja varijable
fluorescencije klorofila —F./Fn,
(vidi Prilog 8)

N=84
N=84
Izra¢unato na razini plohe

IzraCunato na razini plohe iz
podataka DHMZ-a (2010-2014)*

Izracunato na razini plohe iz
podataka DHMZ-a (2010-2014)*
Mijereno na razini stabla: 0—nema

vegetacije ispred uzorka, 0,25—
malo vegetacije, 0,5—vise
vegetacije ispred uzorka ili dublje

u otvorenoj Sumi, 0,75—vise
vegetacije i dublje u Sumi, 1—vise

od 5 m u Sumi
Mijereno na razini uzorka: 0 = N,
45=NW =NE, 90=W =E, 135
=SW=SE, 180=S
Mjereno na razini uzorka: 0—u
smjeru rafinerije do 180—180° od
smjera rafinerije
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Prilog 8 Korelacije varijabli vitalnosti nativnih lisajeva s prve cetiri glavne komponente (faktorska opterecenja;
podebljane vrijednosti u plavim celijama oznacavaju bliske korelacije).

Izvorna varijabla F1 F2 F3 F4

Fu/Fm 0.146234 0.039311 -0.045212 0.955048
NPQ -0.038858 0.990609 0.095522 -0.013439
g 0.001545 0.107209 0.936257 -0.046996
RFd -0.090071 0.989902 0.038800 0.057282
Ukupni klorofil 0.931957 -0.028932 -0.161093 0.103281
Kvocijent feofitinizacije 0.702255 0.016626 0.283879 0.222938
Ukupni karotenoidi 0.837803 -0.054406 -0.218257 -0.179146
Klorofil a/ klorofil b 0.783608 -0.145376 0.214141 0.230068

Fv/Fm,, maksimalni prinos fluorescencije; NPQ, nefotokemijsko gasSenje fluorescencije; Qp, fotokemijsko gasenje
fluorescencije; Rry, stopa smanjenja fluorescencije; ukupni sadrzaj klorofila (mgl/g suhe tvari); kvocijent
feofitinizacije; ukupni sadrzaj karotenoida (mglg suhe tvari); omjer klorofila a i klorofila b; F1, F2, F3 i F4, Cetiri
faktora koja proizlaze iz analize glavnih komponenti (PCA).
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Prilog 9 Korelacije varijabli vitalnosti transplantiranih lisajeva F. caperata (T1) s prve cetiri glavne komponente
(faktorska opterecenja, podebljane vrijednosti u plavim celijama oznacavaju bliske korelacije).

Izvorna varijabla F1 F2 F3 F4

Fu/Fm 0,111990 -0,005714 0,916559 0,064980
NPQ -0,031184 0,988309 -0,077011 0,085167
ar 0,037945 0,113900 0,099419 0,980166
RFd -0,043836 0,992623 -0,026817 0,052428
Ukupni klorofil 0,923909 -0,093881 0,227026 0,085878
Kvocijent feofitinizacije 0,737743 0,086076 0,294547 -0,104867
Klorofil a/ klorofil b 0,484254 -0,178850 0,628683 0,098643
Ukupni karotenoidi 0,927892 -0,061210 -0,019627 0,067723

Fu/Fm,, maksimalni prinos fluorescencije, NPQ, nefotokemijsko gasenje fluorescencije; Qp, fotokemijsko gasenje
fluorescencije; Rrg, Stopa smanjenja fluorescencije; ukupni sadrzaj klorofila (mgl/g suhe tvari); kvocijent
feofitinizacije; ukupni sadrzaj karotenoida (mglg suhe tvari); omjer klorofila a i klorofila b; F1, F2, F3 i F4, Cetiri
faktora koja proizlaze iz analize glavnih komponenti (PCA).
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Prilog 10 Korelacije varijabli vitalnosti transplantiranih /lisajeva E. prunastri (T1) s prve cetiri glavne
komponente (faktorska opterecenja; podebljane vrijednosti u plavim celijama oznacavaju bliske korelacije).

Izvorna varijabla F1

Fv/iFm 0,260016
NPQ 0,015033
ar 0,154566
RFd -0,004914
Ukupni klorofil 0,965538
Kvocijent feofitinizacije 0,852903
Klorofil a/ klorofil b 0,233032
Ukupni karotenoidi 0,917529

F2
-0,293776
0,991252
0,248312
0,990379
-0,044202
0,084963
0,046482
-0,018779

F3
0,788254
0,002962
0,817531
-0,021871
0,208533
0,091470
0,154959
0,215003

F4
-0,002501
0,037416
0,221701
0,036144
-0,017812
0,367897
0,949154
0,147854

Fv/Fm, maksimalni prinos fluorescencije; NPQ, nefotokemijsko gasenje fluorescencije; Qp, fotokemijsko gasenje
fluorescencije; Rra, stopa smanjenja fluorescencije;, ukupni sadriaj klorofila (mg/g suhe tvari); kvocijent
feofitinizacije; ukupni sadrzaj karotenoida (mglg suhe tvari); omjer klorofila a i klorofila b; F1, F2, F3 i F4, Cetiri

faktora koja proizlaze iz analize glavnih komponenti (PCA).
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Prilog 11 Vremenska dinamika prosjecnih dnevnih koncentracija nikla (Ni) (ng/mg?) u PMio na mjernoj postaji
Slavonski Brod-1 u 2015. godini, kada su zapocela ova mjerenja. Crvena linija predstavija granicnu vrijednost
za godisnji prosjek prema zakonodavstvu Europske unije i Republike Hrvatske. Podaci za izradu ovog grafikona

preuzeti su s online portala Kvaliteta zraka u Republici Hrvatskoj (MZOZT, 2024).
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9. ZIVOTOPIS

Maja Masla¢ Mikulec (MBZ: -334018) je rodena u Zagrebu, gdje je zavrsila skolovanje. Titulu
magistra eksperimentalne biologije stekla je 2012. na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-
matematiCkog fakulteta u Zagrebu, s diplomskim radom ,,Kvalitativna i kvantitativna analiza
sekundarnih metabolita lisaja Cladonia convoluta (Lam.) Anders“. Od 2012. godine radi na
poslovima zastite prirode, u tvrtkama OIKON d.o.o. — Institut za primijenjenu ekologiju
(2012.-2013.; 2015.-2016.) i Geonatura d.0.0. — za stru¢ne poslove zastite prirode (2013.-
2015.; 2016.-do danas), gdje je od 2019. godine Voditeljica grupe za istrazivanje ptica. Bila je
¢lanica upravnog odbora Udruge BIOM od 2012. do 2014. godine, a od 2022. godine je u
upravnom odboru Udruge Hyla. Clanica je Hrvatskog botani¢kog drustva. Doktorski studij
biologije upisala je 2014. godine i tijekom 2015.-2017. odrzavala vjezbe kao naslovni asistent
iz kolegija ,,Primjena GIS-a u biologiji“ i ,,Energetika ekosustava®“. Godine 2016. zavrsila je
usavrSavanje za ,,Voditelja izrade i provedbe projekata financiranih iz EU fondova‘“ (Algebra).
Vedi dio istrazivanja za svoju doktorsku disertaciju izvodi u okviru projekta ,,LiSajevi kao
bioindikatori zagadenja u okolisu (OkoLIS)*, koji je sufinancirala EU iz Europskog socijalnog
fonda (ESF). Podru¢ja njezinog interesa ukljucuju lisajeve i ptice, s naglaskom na ekologiju i
zastitu te procjenu antropogenih utjecaja, GIS i daljinska istrazivanja te popularizaciju
znanosti. Do sada je objavila 4 znanstvena i 8 stru¢nih radova te 28 usmenih i posterskih
priop¢enja na 19 znanstvenih 1 stru¢nih skupova. UsavrSavala se na 8 stru¢nih radionica, kao 1
na dva strana sveuciliSta tijekom doktorskog studija (u Portugalu i Norveskoj). Sudjelovala je
na brojnim manifestacijama popularizacije znanosti, a posebno se isti¢e organizacija prve
,Noci biologije* na Bioloskom odsjeku PMF-a 2009. godine te vodenje radijske emisije
»Znanost na eteru‘. Takoder, koordinator je uspostave modula ,,L.i$aji* u sklopu Flora Croatica

Database 2024. godine.
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