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SAZETAK

Mediteranski Sumski ekosustavi u Hrvatskoj su od velike vaznosti zbog ekoloskih
funkcija koje pruzaju. Mediteranska regija poznata je kao izvor bioraznolikosti, ali je i jedna
osjetljivosti ove regije na onecis¢ivace prisutne u atmosferi, bitno je pratiti stanje Sumskih
ekosustava te kako oni reagiraju na njih. Ciljevi ovog istrazivanja bili su uspostaviti ekolosko
pracenje u mediteranskim Sumama, odrediti koncentracije iona prispjelih atmosferskim
talozenjem, koncentracije prizemnog ozona i fizioloSke parametre stabla, odrediti biokemijske
pokazatelje oksidativnog stresa te utvrditi uzrocno-posljedicne veze izmedu fizioloskih
parametara stabala i atmosferskih unosa. Sva mjerenja, uzorkovanja i analize radena su prema
priru¢nicima Medunarodnog programa za procjenu i motrenje utjecaja zraénog oneci$¢enja na
Sume (UNECE - ICP Forests). Najvece koli¢ine atmosferskoga talozenja utvrdena su u Sumi
hrasta crnike. Optere¢enje duSikovim spojevima bila su visoka, ali nisu prosla literaturne
granice. Utvrdena su visoka optereCenja i kiselim spojevima. Koncentracije ozona na sve
Cetiri plohe bile su blizu ili dosegle 100 ppb, gornju vjerodostojnu granicu za pasivno pracenje
ozona. Najmanja osutost kro$nja ispitivanih vrsta utvrdena je na plohi hrasta crnike s < 10 %
dok je na ostale tri bila > 40 %. Najveci postotak prirasta stabala bio je na plohi alepskog
bora. Ispitivanjem odnosa okoli$nih varijabli i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma (osutost i
prirast) utvrdilo se da je osutost znacajno povezana sa sadrzajem vode u tlu na razliitim
dubinama, dok je prirast ispitivanih vrsta bio povezan sa sun¢evim zracenjem i vlagom te s
parametrima ozona. Koristenjem metode slu¢ajne Sume (eng. Random forest analysis) analize
su naglasile da su parametri ozona, AOT40, bili najvazniji prediktori koji utjeCu na rast
stabala hrasta medunca i hrasta crnike, dok je drugi parametar ozona, PODO, bio za crni bor.
Utvrdene su znacajno manje koli¢ine klorofila u hrastovim vrstama u znacajno osutim
stablima (osutost > 25 %), dok je za borove vrste utvrdeno obrnuto. Akumulirani H,0,
odrazio se na prisutnost lipidne peroksidacije u svim vrstama. Znacajne razlike utvrdene su za
znacajno osuta stabla hrasta crnike 1 alepskog bora dok je za hrast medunac utvrdeno za stabla
male osutosti. Utvrdene su aktivacije antioksidativnih enzima u svim vrstama. Aktivacija
enzima APX u stablima male osutosti mogla smatrati kao indikatorom stresa. lako nisu

uocena vidljiva ostecenja, utvrdeno je da su biljke bile pod stresom.

Kljuéne rijeci: hrast medunac, hrast crnika, alepski bor, crni bor, talozenje duSikovih spojeva,

ozon, prirast, osutost, oksidativni stres, indikatori stresa






SUMMARY

Mediterranean forest ecosystems in Croatia are of very high significance because of
ecological functions they provide. The Mediterranean region is known as a source of
biodiversity, but it is also one of the most sensitive regions to climate change and atmospheric
influences. Due to the high sensitivity of this region to air pollution, it is important to monitor
the state of forest ecosystems and how they react to them. The aims of this research were to
establish environmental monitoring in Mediterranean forest ecosystems, to determine the
concentrations of atmospheric deposition, concentrations of ground-level ozone and the
physiological parameters of the trees, to determine biochemical indicators of oxidative stress
caused by increased concentrations of air pollutants and finally to establish cause-and-effect
relationships between physiological parameters of trees and atmospheric inputs using various
statistical tools. All measurements, sampling and analysis were done according to
International co-operative programme on assessment and monitoring of air pollution effects
on forests manuals. The highest amount of atmospheric deposition was in the holm oak forest.
Nitrogen critical loads were high but did not cross literature limit. High loads of acidic
compounds were also found. Ground-level ozone concentrations on all four plots was found
to be close to or reached 100 ppb, the upper plausible limit for passive ozone monitoring.
Furthermore, the relationship between environmental variables and forest health indicators
(defoliation and growth) was found that defoliation was significantly correlated with soil
water content at different depths, while growth was correlated with solar radiation and
moisture and positively correlated with all ozone parameters. Using random forest analysis
highlighted that AOT40 parameters were the most important predictors influencing the
growth of pubescent oak and holm oak, while PODO was for black pine. Significantly lower
amounts of chlorophyll were found in oak species in significantly defoliated trees (defoliation
> 25 %) and for pine species higher amounts of chlorophyll were found in significantly
defoliated trees (defoliation > 25 %). Accumulated H,O, was reflected in the presence of lipid
peroxidation in all species. Significant differences were found for significantly defoliated
holm oak and Aleppo pine trees, while for pubescent oak it was found for low defoliated
trees. Antioxidative enzymes in all species were determined. Ascorbate peroxidase enzyme
activity could be considered as an indicator of stress in trees with low defoliation. The plants

were found to be under stress although no visible damage was observed.

Key words: pubescent oak, holm oak, Aleppo pine, black pine, nitrogen deposition, ozone,

growth, defoliation, oxidative stress, stress indicators






1.
2.

SADRZAJ

UVOD ... bbbttt a bbb 1
OPCIDIO ...t 3
2.1. Atmosfersko taloZenje i izvori oneCiSEUJUCTR tVaTT ..c..evveeviriirieriinieeneeeee e 4
2.1.1. Utjecaj atmosferskoga talozenja dusikovih i kiselih spojeva na Sume.........c.ccecevvreeiennnne. 6
2.1.2.  OnecCiSCenje PriZeMIIIM OZOTIOM «...eererreererrerseersesseesessesssessesseensesseeeessesseessesseensessesseessesseenes 7
2.1.2.1. Parametri za procjenu rizika od ozona za zastitu vegetacije 1 SUmMa.........cccceveeveenerceniennene 8
2.2. Motrenje stanja mediteranskih Suma u RH i U EUIOPI..cc.coverieieiiinininereneeeecsesene 11
a) Sume hrasta medunca (Quercus pubescens Willd.) ..........ccoveveereeeeeeereereeeeieeeesessesenens 12
b) Sume hrasta crnike (QUEICUS TEX L.) c...v.vvvvieereeieeeeereereseeseses e tesses s sessesses s e sseseesens 13
c) Sume alepskog bora (Pinus Nalepensis MilL) .........c..coeueueueeuerrereeeeeieeeseeeeeeeeeeeseesaeseenans 14
d) Sume crnog bora (Pinus Nigra J. F. AMMOIG.) .......coeveveieieieieeieeieeeeeieeeeeeeeeeeseesee e 15
2.2.1. Stanje atmosferskoga onecis¢enja u Hrvatskoj .......cocoeeveeniiniiniiiiiniicceceeeeee 16
2.2.2. Dosadasnja istrazivanja o utjecaju atmosferskoga taloZenja i prizemnog ozona u
mediteranskim SUMSKImM KOSUSTAVIIMA .....coveirvieriiiriiiieiie ettt e sbe e e e e 17
2.2.3. Europski program za dugotrajno pracenje atmosferskog onecis¢enja na Sumske ekosustave
............................................................................................................................................. 18
2.3. Oksidativni stres i njegov utjecaj Na DIlJKe.........ooeviereieeeeeee e 19
2.3.1.  UzroCnicCi abiotiCKOEZ SITESA ...cevueirutiriiiriieitiesiie sttt siee st ettt e sbee s st s e b e 21
2.3.2. Nastanak reaktivnih kisikovih estica (ROS)......cociriieiiiniiniinieeieeeeeeee e 23
2.3.3. Prilagodba biljaka na abiotiCke iZVOTe SIIeSa ..........ceceereerierieriieieeie ettt 26
MATERIJALI I METODE ...t 29
3.1. Y L T T LTS 29
TNt I S O o] 1= 1 o RSP URTRR 29
312, KEMIKAIJE coveeiecteciecte ettt et ettt e s te et e e ts et e s be e st e sbeere e beeaeenaenreeanas 29
3.2. IMIBLOGE. ...ttt 32
3.2.1. Uspostava ekoloskog pracenja stanja mediteranskih Suma .........cccceeceverveninrencnecnenennee. 32
3.2.2.  Mjerenje atmosferskoga taloZenja i procjena opterec¢enja kiselim spojevima...........cc........ 35
3.2.2.1. Analiza pH i ProvVOdIJIVOS ......cceeverieeieiecicteseeese et 36
3.2.2.2. ANnaliza alKaliteta...........ccoovviiiiiiiiiiic s 37
3.2.2.3. Provjera valjanosti analitickih rezultata atmosferskoga talozenja.........cccccovvvveervreeseennennee. 37
3.2.3.  Utvrdivanje razine prizemnog 0Zona (O3)........eceeerrerierrereereeiinenerenreseesseseeseeeeessesesseseens 38
3.2.3.1. Parametri za procjenu rizika od 0zona za zastitu vegetacije i SUMa.......cccccvevveeeererenrennens 38



3.2.4. Vizualna procjena oSteCenosti 0d 0ZONA........ccerrireerrereereneeeenrine e 41

3.2.5.  Odredivanje hranjivih tvari U tIo .....ooeeceriniiiineee e 42
3.2.6. Odredivanje mehanickog Sastava tla .........ccceeveririerieneeieneeee et 42
3.2.7. Odredivanje pH tla u vodi (H,O) i kalcijevom Kloridu (CaCly) ......ccccovereveenieininineninans 44
3.2.8. Odredivanje sadrzaja karbonata (CaCO3) U tlU .........coevuerievieieinirinereeeeeeenesese e 44
3.2.9. Odredivanje dusSika (N) i ugljika (C ) U tlu..eeouerireeiiieeeneeieeeee e 44
3.2.10. Odredivanje sadrzaja fosfora (P,Os) i Kalija (K2O) U tlU....ceeeuieieiriiieeeeeeceecne 45
3.2.11. Odredivanje hranjivih tvari U liSEU 1 1ZlICAMA .....eeuverieriieierieeieie et 45
3.2.12. Odredivanje dusika (N), ugljika (C ) i sumpora (S) u liS¢u i iglicama.........cccceeereeveennennen. 46
3.2.13. Odredivanje kalcija (Ca), kalija (K) i magnezija (Mg) u liS¢uiiglicama.......c..ccceevueneneee. 46
3.2.14. Utvrdivanje rasta stabla i stanja KroSnji.......cceccerereerereesenienienieeeeeseeie e 46
3.2.14. 1. Utvrdivanje 1asta StADIA ........cecuereriereneerenieeieste ettt 46
3.2.14.2. Utvrdivanje $tanja KrOSNJT ...c.eeveerieriiieiieiieiee ettt ettt st st 47
3.2.15. Odredivanje biokemijskih pokazatelja oksidativnog Stresa..........ccceeveereeneereersiensieenieenne 48
3.2.15.1.0dredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata...........ccccceveereiriiiiiinieenieene e 48
3.2.15.2.0dredivanje koli¢ine vodikovog peroksida (H,0,) i lipidne peroksidacije (LPO) ............. 49
3.2.15.3.0dredivanje koncentracije ukupnih topljivih proteina po Bradfordu i aktivnosti
aNtioKSTAAtIVININ BNZIMAL........cciiiiiiiice e 50
3.3. StatistiCka obrada podataka .........cccereeveririerinieiereeee e 52
A, REZULTATI oottt sttt b e sttt ettt et e bt ebenbenbenten 54
4.1, AtmMOSTErSKO taAlOZENJE........coceeviiiiiiiieiieieeree ettt st sttt s st sbe e e e seee e 54
4.2. Koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjeracima............coccoeverieeneeniinieniiennieeseeneeneeas 64
42.1. Odredivanje parametara za procjenu rizika od ozona za zaStitu vegetacije i Suma ..... 65
4.3. Odnosi izmedu okoliSnih varijabli i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma ........................ 66
4.4, Hranjive tvari u liSCU i iZHiCAMA .........cociiiiiiiiiie e 73
T =T V=T AV U T VI 4 O SRR 75
4.6, OSULOST......ooiiiiiiciiicictc e 77
A7, PHIFAST ...ttt 79
4.8. Odredivanje indikatora oksidativnog stresa i antioksidativnih enzima..........c.cccocecevevenenene 80
5. RASPRAVA ettt b ettt a ettt b e n e 87
5.1. Procjena utjecaja atmosferskoga talozenja te utvrdivanje stvarnih i kriti€nih optere¢enja
dusikovim i kiselim spojevima u mediteranskim Sumskim ekosustavima..........ccccoeeveeervneencnennee. 87
5.2. Utjecaj prizemnog ozona na mediteranske Sumske ekosustave ..........cocevveververiniencnene 95
5.3. Odnosi izmedu varijabli okoliSa i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma..........ceoceerverennne 97

54. Status hranjivih tvari u thu 1 [iSCU 1 12liCAMA.....ccveererrrerieeieereeree e 101



6.
7.
8.

5.5. Utjecaj abiotickog stresa na mediteranske SUMSKE VISEE......cceeveerireereerenieneneeeneeeee e
ZAKLJIUCCT ...ttt
LITERATURA L.ttt
PRILOZI ...ttt ettt b s



Uvod

1. UvOD

Mediteranske Sume pruzaju Siroku lepezu usluga za zastitu okoliSa i proizvoda. Usprkos
njihovoj vaznoj ulozi primarne zelene infrastrukture u regiji, mediteranske Sume podlijezu
brojnim prijetnjama, poput Sumskih pozara, iskoriStavanja Suma, kr¢enja Suma i degradacije.
Medu bioklimatskim regijama, mediteranska regija Cini se najosjetljivija na globalne
promjene. Osjetljivost mediteranske regije na klimatske promjene odnosi se na trend
povecanja temperature, degradaciju vodnih resursa, Cestim pozarima i povecanu potraznju za
vodom. Takoder, negativan utjecaj atmosferskoga oneciS¢enja na ckosustave, kao dio
klimatskih promjena, zahtijeva sve vecu svijest u istrazivanjima (Sicard i sur., 2016a).

U glavne atmosferske onecis¢ivace ubrajaju se amonijak (NHj3), dusikovi oksidi (NOx),
sumporov dioksid (SO,) i ozon (Os). loni prisutni u atmosferi koji pridonose kiselim kisama
poput sulfata (SO,%), nitrata (NO3), amonijaka (NH4") (kiseli ioni) nastaju u kontaktu s
vodom prisutnoj u zraku, a dolaze uglavnom ispustanjem oneciS¢ujucih plinova u atmosfera.
Nadalje, bazi¢ni ioni natrija (Na*), kalcija (Ca’*), magnezija (Mg®*), kalija (K*) i klorida (CI),
koji su uglavnom prirodnog porijekla (zraéne mase s mora, praSina podignuta s tla), pristizu
atmosferskim talozenjem u Sumske ekosustave i pridonose ekoloSkoj neravnotezi cijelog
ekosustava. Kemijski sastav atmosferskog talozenja (osobito dusSikovi i sumporovi spojevi)
ima utjecaj na Sumski ekosustav kroz eutrofikaciju dusikom i zakiseljavanjem tla, mijenjajuci
svojstva tla i procese u tlu (Clark i sur., 2007; Bobbink i sur., 2010; Jakovljevi¢ i sur., 2013;
Schaub i sur., 2020). Zakiseljavanje tla talozenjem kiselih spojeva (NHs, NOX, SO,) uzrokuje
gubitak bazi¢nih kationa iz tla te time dovodi do nedostatka hranjivih tvari i smanjenja pH Sto
moze dovesti do povecanja pokretljivosti teskih metala (de Vries i sur., 2014; Ferretti i sur.,
2014). Neravnoteza hranjivima dovodi biljku u stanje stresa te utjeCe na fotosintezu, a
posljedi¢no dolazi do smanjenja vitaliteta Suma (de Vries i sur., 2014; Rautio i sur., 2020).

Nakon uvedenih ograni¢enja ispustanja oneciS¢ujucih tvari u atmosferu Direktivom
2008/50/EC (EC, 2008) u Europi je doslo do smanjenja prekogranicnog oneciS¢enja
spojevima sumpora, a NOx spojeva neznatno povecéan (EEA, 2019). Onecis¢ujuce tvari
prenose se zracnim masama na velike udaljenosti te se odredivanjem kemijskog sastava
talozenja utvrdilo da su oneciS¢ujuce tvari koje dolaze iz udaljenih podrucja u postotku
sljedece: 80 % sumpor, 70 % dusik i amonijak oko 50 %. Ove koli¢ine Stetnih tvari na naSem
podrucju uglavnom dolaze iz susjednih zemalja dok je najve¢i doprinos emisije amonijaka
(NH3), koji kao takav ne opstaje dugo u zraku (0,9 dana), dolazi iz poljoprivrednog sektora

kao rezultat primjene i rukovanja prirodnim gnojivima (HAOP, 2019). U Hrvatskoj u 2017.
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godini emisija NH3 je presla gornju grani¢nu vrijednost utvrdenu Direktivom o smanjenju
nacionalnih emisija odredenih atmosferskih onecis¢ujuéih tvari (EU, 2016; EEA, 2019).

Ozon kao prate¢i agens klimatskih promjena takoder je medu klju¢nim faktorima koji
rezultira prostornim i vremenskim promjenama na stanje krosnja i produktivnost stabala
(Sicard i sur., 2016b). Rezultati koncentracija prizemnog ozona (O3z) pokazuju da srednje
dnevne vrijednosti ozona mogu biti visoke i da postoji rastuci gradijent koncentracije koji ide
od kontinentalnog dijela prema Mediteranu. Mediteranska regija je podrucje s najveéim
rizikom od utjecaja ozona jer formiranje ozona nastaje pri visokim temperaturama uz
prisutnost prekursora (NOXx, NH3, SO,, CHy, hlapljivih organskih spojeva (VOC)) i sun¢evog
zracenja koji je povisen u mediteranskim ekosustavima (Sicard i sur., 2013; Sicard 1 sur.,
2016a). Izvori onecis¢enja ozona mogu biti prirodni ili nastaje kao produkt kemijske reakcije.
Takoder, transport onecis¢ujucih tvari (prekursora) bitan su izvor ozona (HAOP, 2019).
Prema EMEP (eng. European Monitoring and Evaluation Programme) modelima i kartama
rizika za procjenu koncentracije ozona na Mediteranu u periodu od travnja do rujna utvrdene
su vrijednosti bile viSe od kriticne razine za o¢uvanje Suma (5000 ppb h) (EEA, 2019). Karte
ozona napravljene su na temelju mjerenja pozadinskih koncentracija i ne predstavljaju realne
koncentracije ozona u Sumskim ekosustavima gdje te vrijednosti mogu biti mnogo vece stoga
su presudne za istrazivanje u Sumskim ekosustavima (Sicard i sur., 2016c).

Biljka zbog biotickih i abiotickih utjecaja moze doci u stanje oksidativnog stresa.
OneciSc¢ujuce tvari iz zraka su jedni od glavnih abiotickih ¢imbenika koji uzrokuju oksidativni
stres. Biljka u stanju oksidativnog stresa proizvodi povecane koli¢ine reaktivnih kisikovih
cestica (ROS) koje Cine slobodni radikali (superoksidni anion (O3"), hidroksilni radikal (¢OH))
ili neradikalne molekule (vodikov peroksid (H.0,), ozon (Os) i singlet kisik (*O,)). U
normalnim uvjetima molekule ROS-a sintetiziraju se kao produkt biljnog metabolizma te
sluze kao signalne molekule dok u sluc¢aju povecane koncentracije ROS-a biljka aktivira niz
fizioloskih i biokemijskih promjena te se biljka nalazi u stanju oksidativnog stresa (Gill i
Tuteja, 2010). Glavni biokemijski pokazatelji oksidativnog stresa su promjene u sadrzaju
fotosintetskih pigmenata, koli¢ini malondialdehida kao pokazatelja lipidne peroksidacije 1
koli¢ini H2O,. Takoder, promjene u aktivnosti antioksidativnih enzima kao $to su enzimi
superoksid-dismutaze, nespecificnih peroksidaza, katalaze i askorbat-peroksidaze pokazatelji
su potencijalne zaStite biljke od oksidativnog stresa. Prate¢i biokemijske pokazatelje
oksidativnog stresa moguce je utvrditi nalazi li se stablo u stanju stresa i prije nego nastupi

vizualno oSte¢enje. Biokemijske promjene javljaju se prije morfoloskih 1 anatomskih
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promjena §to ih Cini Korisnijima za rana upozorenja na stanje ekosustava (Sharma i sur.,
2012).

Mediteranski Sumski ekosustavi u Hrvatskoj su od velike vaznosti zbog opcekorisnih
funkcija koje pruzaju. Rizi¢ni faktori, poput oneciS¢enja zraka, erozije tla, pozara, klizista i
poplava, uz klimatske promjene utjeCu na izmjenu i dostupnost hranjiva, vlaznost tla, te na
rast 1 primarnu proizvodnju Suma hrvatskog Mediterana. Ovi Sumski ekosustavi prostiru se
gotovo na polovici ukupne povrsine Suma Hrvatske i vjerojatno su najugrozeniji ekosustavi u
naSoj zemlji (Prpi¢ 1 sur., 2011a). Ova regija je ekoloski vrlo osjetljiva, zbog svog
geografskog polozaja, slozene orografije, specificnih meteoroloskih uvjeta i mnogih izvora
oneciS¢enja (Skevin-Sovic i sur., 2012). Zbog gospodarskih i opcekorisnih posebnosti i
vrijednosti mediteranskih Suma, potrebna su intenzivna i multidisciplinarna istrazivanja i
pracenja promjena nastalih pod utjecajem oneciS¢enja na Sumske ekosustave.

Do sada su u mediteranskim Sumskim ekosustavima Hrvatske koriStene samo
najjednostavnije metode za procjenu stanja Sumskih ekosustava koje ukljucuju razlicite
vizualne pokazatelje na temelju boje lis¢a, stupnja oStecenja lis¢a i stupnja osutosti kroSnje
(Potoci¢ 1 Seletkovi¢, 2011). Odredivanjem kemijskog sastava atmosferskog taloZenja,
koncentracije ozona te njihovih utjecaja na zdravstveni status stabla, rast, stanje krosnje,
koncentraciju hranjiva u tlu i li§¢u/iglicama dobit ¢e se uvid u zdravstveno stanje tipi¢nih
mediteranskih Sumskih ekosustava kako bi se pridonijelo njihovom sustavnom ocuvanju.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su uspostavljanje ekoloskog pra¢enja u mediteranskim
Sumama, odredivanje koncentracija iona prispjelih atmosferskim taloZzenjem, koncentracije
prizemnog ozona i fizioloske parametre stabla, odrediti biokemijske pokazatelje oksidativnog
stresa te utvrditi uzroCno-posljedine veze izmedu fizioloSkih parametara stabala 1
atmosferskih unosa koriste¢i razliCite statisticke alate. Pretpostavke su da ¢e povecane
koncentracije onecis¢ujuéih tvari utjecati na zdravstveno stanje Suma, da promjene u kemiji
tla dovode do neravnoteZze u opskrbi hranjivima te smanjenju vitaliteta Suma. Posljednja
pretpostavka je da ¢e povecane koncentracije oneciS¢ujuci tvari uzrokovat oksidativni stres u
biljkama 1 oStecenje na ispitivanim vrstama. Ovo istraZivanje je prvo kao takvo provedeno u
ovom dijelu Mediteranske regije. Ovo istrazivanje doprinosi novim saznanjima o utjecajima
atmosferskog onecis¢enja zraka na biogeokemijske cikluse elemenata u mediteranskim
Sumskim ekosustavima. Rezultati istraZzivanja daju informacije o zdravstvenom statusu
odabranih mediteranskih Sumskih vrsta kao 1 informacije o mogucem nastanka oStecenja

uzrokovanih oksidativnim stresom i prije nego dode do vizualnog o$teéenja. OPCI DIO
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2.1. Atmosfersko taloZenje i izvori onecis¢ujucéih tvari

Onecisc¢enje zraka je definirano kao odstupanje od njegova normalnoga sastava zbog
prisutnosti onecis¢ujuéih tvari u koncentraciji u kojoj one mogu imati negativne posljedice na
okoli§ i ziva bica te ugroziti ljudsko zdravlje (De Marco i sur., 2019). Atmosferskom
onecis¢enju pridonose prirodni i antropogeni uzro¢nici. Neki od prirodnih uzro¢nika
oneci§¢enja su prirodni izvori, ukljuéuju¢i vulkanske erupcije, prasinu nanesenu vjetrom,
aerosoli i emisije hlapljivih organskih spojeva koje biljke prirodno ispustaju u atmosferu
(EEA, 2021). Antropogeni izvori ukljucuju ljudski utjecaj a najée$¢i izvori onecisenja su
industrija, prijevoz, poljoprivreda, upravljanje otpadom, domacinstva, rudarenje i drugo.
Ovim aktivnostima u atmosferu se ispustaju razli¢iti onecis¢ivaci koji mogu imati negativne
posljedice na Sumske ekosustave poput eutrofikacije i zakiseljavanja tla (Skevin-Sovic i sur.,

2012).

Onecis¢ivaci zraka mogu se podijeliti u dvije skupine: primarne i sekundarne
oneci§¢ivace. Primarni oneciS¢ivaci se direktno ispusStaju u atmosferu. Najéesée su to
takozvane lebdece Cestice prisutne u zraku (eng. particulate matter, PM) aerodinami¢nog
promjera manjeg od 2,5 um (PM2s) (morska sol, crni ugljen, prasina i zgusnute Cestice
odredenih kemikalija) ili manjeg od 10 um (PMjg), ¢ada, sumporov dioksid (SO,), dusikovi
oksidi (NOx), amonijak (NHs), uglji¢ni monoksid (CO), metan (CHg4), nemetanski hlapljivi
organski spojevi i drugi (Pacyna, 2008). Sekundarni onecis¢ivaci se ne emitiraju direktno u
atmosferu, ve¢ nastaju kemijskom reakcijom izmedu plinovitih prekursora, a medu glavnim
sekundarnim onec¢is¢ivac¢ima su ozon (Os), NO; i oksidirani hlapljivi organski spojevi (eng.
Volatile Organic Compounds, VOC). Klju¢ni plinoviti prekursori za ozon i sekundarne PM su
CHg, SO, NOx, NH3 i VOC (Pacyna, 2008).

Onecis¢ivaci iz zraka dospijevaju u razlicite ekosustave na dva nacina: suhim talozenjem
koje se odvija kontinuirano pod utjecajem gravitacije te mokrim taloZenjem uslijed oborina.
Prijenos onecis¢ujucih tvari atmosferskim putem je znacajan i ¢esto dominantan put kojim se
prirodne i antropogene tvari prenose zraénim masama S kopna na morsko podruéje obrnuto.
Jednom unesene putem procesa suhog i mokrog talozenja, atmosferske lebdece Cestice ili
aerosoli postaju vanjski izvor hranjivih, ali i toksi¢nih tvari za kopnene i vodene ekosustave
(De Marco i sur., 2022). Dakle, atmosfersko talozenje je vrlo bitan proces prijenosa plinova,

Cestica, padalina i aerosol iz atmosfere na tlo.



Opci dio

Posljedice atmosferskoga taloZenja na okoli§ mogu biti $tetne ili korisne. S jedne strane,
atmosfersko talozenje je izvor onecis¢ujuéih spojeva poput sumporovih i dusikovih spojeva
koji mogu pridonijeti zakiseljavanju i eutrofikaciji razlicitih ekosustava (Clark i sur., 2007).
Takoder, utjeCe na kruzenje elemenata, na sekvestraciju ugljika u Sumskim ekosustavima,
proizvodnju, efikasnost i obnovljivosti prirodnih resursa (de Vries i sur., 2014). S druge
strane, atmosfersko talozenje je prijenos dodatnih hranjivih tvari u Sumske ekosustave (de
Vries i sur., 2014). Na primjer spojevi sumpora (S) i dusika (N) mogu djelovati ili kao
hranjive tvari ili kao izvori stresa za Sumske ekosustave, iako su dospjeli u atmosferu
antropogenim djelovanjem (De Marco i sur., 2022). Onecis¢ujuce tvari i/ili hranjiva pristizu u
ekosustave mokrim talozenjem, kiSom, susnjezicom, snijegom ili maglom, koje ispiru Cestice
i plinove prisutne u zraku. Suhim talozenjem plinovi i Cestice praSine taloze se pod utjecajem
gravitacije. Cestice prisutne u atmosferi nosene su zraénim masama ponekad i na vrlo velike
udaljenosti (Pacyna, 2008). Razli¢iti meteoroloski, hidroloski, fizikalni, kemijski i bioloski
procesi ukljuceni su u atmosfersko talozenje, $to ga Cini slozenim dijelom biogeokemijskog

kruZenja razli¢itih spojeva u Zemljinom sustavu (Pacyna, 2008).

Onecis¢ujuce tvari pustene u atmosferu smanjuju pH kiSe izmedu 4,20 1 4,40, dok je pH
kiSe u uvjetima bez prisutnih oneciS¢ujucih tvari 5,50. Ti oneciS¢ivaci zovu se i1 kiselim
spojevima, a najzastupljeniji Kiseli spojevi su SO, i NOy spojevi (NO i NOy) i u kontaktu s
vodom u zraku tvore sumpornu i nitratnu Kiselinu. Dusikovi oksidi pridonose i stvaranju
prizemnog ozona kao i lebdecih Cestica prisutnih u zraku (Skevin-Sovic i sur., 2012). Medu
kisele spojeve ubraja se i amonijak koji uglavnom potjece iz poljoprivrede (Karavoltsos i sur.,

2017; Koztowski i sur., 2020).

Uz kisele spojeve u atmosferi se nalaze bazi¢ni ioni. Izvor bazi¢nih iona (K*, Na*, Ca**,
Mg?") u atmosferi je razli¢it. Uglavnom potjecu s mora ili s povrsine tla, a taloZe se, kao i
kiseli spojevi, suhim i mokrim taloZenjem (Mosello i sur., 2002; Araujo i sur., 2015;
Karavoltsos i sur., 2017). Glavni izvor Ca?* je prasina s povrsine tla. U proljeée saharski
pijesak ima znacajan doprinos u talozenju ovog iona (Diaz-Hernandez i Parraga, 2008; Michel
i Seidling, 2016). Glavni izvor Mg** u mediteranskoj regiji su zraéne mase s mora ili
izgaranje biomase (Araujo i sur., 2015; Jakovljevi¢ i sur., 2019). Kalij se moze naci u
atmosferi, kao i Mg®*, uslijed spaljivanja biomase, ali i u prasini podignutoj s tla, dok Na*

uglavnom dolazi zraénim masama s mora (Siljkovié i Mamut, 2016; Keresztesi i sur., 2019).
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2.1.1. Utjecaj atmosferskoga taloZenja dusikovih i kiselih spojeva na Sume

Ioni prispjeli atmosferskim talozenjem uzrok su, uz eutrofikaciju dusikom i
zakiseljavanjem tla, mijenjanja svojstava tla kao i procesa u tlu sto moze uzrokovati gubitak
bazi¢nih kationa (npr. K*, Ca?*, Mg®") iz tla koji su glavne hranjive tvari, sprjecavanje
vezanja ovih kationa (Clark i sur., 2007). Zakiseljavanjem tla talozenjem sumporovih i
dusikovih spojeva smanjuje se pH tla. Smanjenjem pH tla dolazi do povecane pokretljivosti
teskih metala koji se vezu na mjesta gdje su prije bili vezani hranjivi bazi¢ni kationi.
Promjene u kemiji tla mogu uzrokovati neuravnotezenu ishranu biljaka, $to posljedi¢no
uzrokuje manju produktivnost, manji rast, povecanu osutost, te u krajnjem slucaju, smrt biljke
(Rautio i sur., 2020). Ako dode do ove faze, moguc¢i su negativni utjecaji na zdravstveno
stanje Ssume i njen razvoj (de Vries i sur., 2014). Neravnoteza hranjivim tvarima u kombinaciji
s raznim izvorima stresa poput suse, visokih temperatura, ozona mogu utjecati na prirast
stabla, na fotosintezu i uzrokovati oksidativni stres te posljedi¢no smanjiti vitalitet Suma (de
Vries i sur., 2014; Proietti i sur., 2016; Paoletti i sur., 2019; Rautio i sur., 2020). Dakle,
Sumski ekosustav moze biti doveden u neravnotezu ako biljkama nije dostupna dovoljna
koli¢ina hranjivih tvari ili je prisutna prekomjerna koli¢ina od optimalne (Ferretti i sur., 2014;
Taiz i sur., 2015).

Jedan od ogranicavaju¢ih elementa za rast biljaka u mnogim prirodnim ekosustavima,
posebno oligotrofnim (niska razina sadrzaja hranjivih tvari) i mezotrofnim (srednja razina
sadrZaja hranjivih tvari) stanistima je dusik (Bobbink i Hettelingh, 2011). Dusik prvenstveno
potice rast biljaka u regijama koje oskudijevaju hranjivima poput Mediterana. Vece koli¢ine
dusika od optimalnih poti¢u neravnomjerni rast §to moze uzrokovati osjetljivost na klimatske
promjene te biljke postaju podloznije na bioticke i abioticke faktore iz okoline (De Marco i
sur., 2014).

Spojevi dusika pretezito pristizu u Sumske ekosustave suhim talozenjem (60 - 80 %)
(Aguillaume i sur., 2017). Talozenje dusSika u mediteranskim Sumskim ekosustavima je
sezonski proces uvjetovan mediteranskom klimom. lako je ova regija prepoznatljiva po
velikoj bioloskoj raznolikosti, potencijalni ekoloski ucinci talozenja dusika na Sume manje su
istrazeni (Anatolaki i Tsitouridou, 2007; Bobbink i Hettelingh, 2011; De Marco i sur., 2014;
Ferretti i sur., 2014; Aguillaume i sur., 2017;). Medu manje istrazene mediteranske regije

moze se svrstati i jadranska regija (Jakovljevic¢ i sur., 2019; Lovreskov i sur., 2021).
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Gubitak hranjivih tvari povecanjem kiselosti tla (smanjenjem pH tla) na podrucju
Mediterana koje oskudijeva hranjivima moze imati negativne posljedice na razvoj biljke (de
Vries i sur., 2014). Neravnoteza hranjivima utjeCe na fizioloske procese, kao na primjer
fotosintezu, smanjen prinos $to se odrazava na vitalitet Suma (de Vries i sur., 2014; Proietti i
sur., 2016). Zbog potencijalnih prijetnji koje predstavljaju, bitno je pracenje atmosferskih
oneci$c¢ivaca, osobito dusikovih oksida (NOx). Oni su, kao primarni oneciscivaci, prekursori
za nastajanje prizemnog ozona (O3). Budu¢i da je ozon sekundarni onecis¢iva¢ nije ga
moguce izravno kontrolirati, ve¢ neizravno prateé¢i prekursore. S toga nije ukljucen u pracenje
EU direktivom 2016/2284/EU (eng. National Emission Ceilings Directive 2016/2284/EU,
NECD) jer je ovisan o koncentraciji prekursora u atmosferi kao i o vanjskim uvjetima (De
Marco i sur., 2019).

2.1.2. Onmecis¢enje prizemnim ozonom

U posljednjem desetljeCu povecale su se koncentracije ozona uslijed ispustanja
oneci$¢ujucih tvari u atmosferu (Monks i sur., 2015). Pracenje onecis¢enja prizemnim
ozonom jedan je od parametara kvalitete zraka koji se prati na europskoj i svjetskoj razini jer
utjeCe na ljudsko zdravlje, vegetaciju i klimu (De Marco i sur., 2019; De Marco i sur., 2022).
Prizemni ozon sekundarni je oneciS¢iva¢ zraka 1 jedan od staklenickih plinova nastao
fotokemijskom reakcijom uzrokovanom primarnim oneéis¢ivac¢ima (fosilna goriva, izgaranje
biomase), prekursorima, kao §to su metan (CH,), dusikovi oksidi (NOx), ugljikov monoksid
(CO) i hlapljivi organski spojevi (eng. Volatile organic compound, VOC) pri visokim
temperaturama i suncevoj svjetlosti (Monks i sur., 2015). Ozon, budu¢i da je jako oksidativno
sredstvo, direktno ostecuje tkivo biljke te je jedan od glavnih uzro¢nika oksidativnog stresa u

mediteranskoj regiji (de Vries i sur., 2014, Sicard i sur., 2013).

Osjetljivost Suma na ozon je promjenjiva te reakcije biljke na visoke koncentracije
ozona variraju ovisno o vrsti, genotipu i fenologiji biljke (Sicard i sur., 2016a). Sto se ti¢e
osjetljivosti Sumskih vrsta, listopadne vrste pokazale su vecu osjetljivost na ozon nego
zimzelene vrste (Biiker i sur., 2015). S druge strane, istrazivanjima je utvrdeno kako su borovi

Richier, 2015; Sicard i sur., 2016).
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Ozon moze uzrokovati osutost, to jest gubitak lis¢a (Araminiené i sur., 2019; De
Marco i sur., 2017; Sicard i Dalstein-Richier, 2015). Povecane koncentracije ozona mogu
uzrokovati i smanjenje prirasta te ukupne biomase drveca (Wittig i sur., 2009). Utjecaj ozona
na prirast odraslih stabala slabo je istrazen u vanjskim uvjetima ve¢ su istrazivanja uglavnom
radena na mladim biljkama u kontroliranim uvjetima. Stoga su neophodna istrazivanja u
prirodnim uvjetima kako bi se dobila stvarna slika mogucih utjecaja ozona na Sume (Matyssek
I sur., 2010; Paoletti i sur., 2019). Ovo istrazivanje daje nove informacije za do sad malo ili

nikako istrazene vrste u terenskim uvjetima u Hrvatskoj.

Biljke imaju kompleksan odgovor na visoke koncentracije prizemnog ozona. Na primjer,
kao odgovor biljke na susno razdoblje, dolazi do zatvaranja pu¢i kao posljedica pada
turgorskog tlaka u biljci. Kao rezultat dolazi do smanjenog unosa ozona (Taiz i sur., 2015;
Pellegrini i sur., 2019). Posljedi¢no, dolazi i do manje transpiracije (Hoshika i sur., 2015).
Zatvorene puci ogranicavaju unos ozona, i time je biljka zaSti¢ena od njegovog negativnog
utjecaja (Guidi i sur., 2017). Nasuprot tome, izlozenost visokim koncentracijama ozona
takoder uzrokuje i sporu ili manje u¢inkovitu kontrolu puci (ozonom inducirana tromost puci),
Sto rezultira njihovim nepotpunim zatvaranjem. Rezultat nepotpunog zatvaranja dovodi do
daljnjeg unosa ozona i gubitka vode time i oSteCenja tkiva biljke (Hoshika i sur., 2015).
Uzimajuéi u obzir visoku koncentraciju ozona u mediteranskoj regiji, u rasponu od 30 do 45
ppb kao godi$nji prosjek, te visoku ekolosku vrijednost Suma u ovoj regiji, vrlo bitno je pratiti
potencijalne utjecaje ozona na mediteranske Sumske ekosustave (Sicard i sur., 2013; De

Marco i sur., 2019).

2.1.2.1. Parametri za procjenu rizika od ozona za zastitu vegetacije i Suma

Sume imaju znadajne funkcije u gospodarstvu, ouvanju prirode, zastiti okolifa i
pohrane ugljika (Sicard i sur., 2013.). Stoga je bilo potrebno uvesti odgovaraju¢e mjere za
zaStitu Suma od oneciS¢enja ozonom. Zbog navedenih negativnih utjecaja ozona, u Europi su
uvedeni parametri za zastitu vegetacije i Suma (De Marco i sur., 2019). Primjenjuju se dvije
vrste parametara; akumulirani ozon, AOT40, je parametar koji se temelji na procjeni utjecaja
ozona na biljke na temelju okolne koncentracije ozona te doza fitotoksi¢nog ozona, PODY,
koji u obzir uzima unos ozona u puci pod utjecajem okoliSnih uvjeta (suncevo zracenje,

temperatura i dr.) (CLRTAP, 2017).
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Trenutacno, europski standard (EC, 2008) koji se koristi za zasStitu vegetacije i Suma
od negativnih utjecaja ozona je akumulirani ozon iznad praga od 40 ppb (AOT40). AOT40 je
parametar koji oznaCava zbroj razlike izmedu jednosatnih koncentracija prizemnog ozona
visih od 40 ppb (80 ug m'3) odredenog razdoblja (od 1. svibnja do 31. srpnja svake godine za
zastitu vegetacije, i od 1. travnja do 30. rujna za zaStitu Suma), uzimaju¢i u obzir samo
jednosatne vrijednosti izmjerene svaki dan izmedu 8:00 h i 20:00 h po srednjoeuropskom
vremenu.

Parametar AOT40 ne daje informacije o unosu ozona u biljku i koli¢ine koje biljka
moze neutralizirat a da ne nastane o$tecenje, ve¢ samo okolne koncentracije, stoga moze dati
precijenjene kriticne vrijednosti. Takoder, u mjerenom periodu ne ukljucuje da mediteranske
vrste mogu biti aktivne tijekom cijele godine (Anav i sur., 2016; Anav i sur., 2019; Paoletti i
sur., 2019). Na Slici 1. prikazana je izloZenost Suma ozonu (AOT40) u zemljama ¢lanicama

EEA-32 i Ujedinjenom Kraljevstvu od 2004. do 2019 (EEA, 2021).

— Vize od 50,000 pg/m?.h

-

B 30,000-50,000 pg/m3.h

MW 20,000-30,000 pg/m3h

mm  10,000-20,000 pg/mih
Manjeod 10,000 pg/m3.h

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2018 2017 2018 2019

Slika 1. IzloZenost Suma ozonu (AOT40) u zemljama ¢lanicama EEA-32 i Ujedinjenom

Kraljevstvu od 2004. do 2019. Podaci za Hrvatsku ukljuceni su od 2011. godine (EEA, 2021)

Rezultati pracenja prizemnih koncentracija ozona u 2017. i 2018. godini na ruralnim
meteoroloskim postajama u mediteranskim regijama Hrvatske, koje je proveo DrZavni
hidrometeoroloski zavod, pokazali su da su dnevne srednje vrijednosti ozona od 9 000 ppb h,
mjerene u periodu od svibnja do srpnja, premasile ciljanu vrijednost za zastitu vegetacije od
ozona (HAOP, 2018; HAOP, 2019). Nadalje, EMEP (eng. European Monitoring and
Evaluation Programme) modeli procjene pokazali su da su u vegetacijskoj sezoni od 1.
travnja do 30. rujna vrijednosti AOT40 bile ve¢e od kriticne razine 5000 ppb h koju je
predlozio UNECE za zastitu Suma (Slika 2) (CLRTAP, 2017). Dobivene karte rizika od
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utjecaja ozona (Slika 2) odgovaraju regionalnim pozadinskim koncentracijama i ne
predstavljaju mjerenja lokalnih tocaka u Sumskim ekosustavima (EMEP, 2018). Stoga je

kljucno istraziti razinu ozona u Sumskim ekosustavima.

Koncentracija ozona u ruralnim
dijelovima Europe prema parametru
AOT40 za Sume u 2018. godini
A Ruralne postaje
pg/m*h
I < 10000
[ 10000-20 000 ﬁ

[ 20000-30 000
[ 30000-50 000

Il > 50000

[_1 zemlje/regije koje koje
nisu uklju¢ene u obradu

oy " A = ¥ . y ‘u ‘
) . N
500 “ ; — ]
¥ ’
B 1 M)

Reference data: ©ESRI

Slika 2. Koncentracija ozona u ruralnim dijelovima Europe prema parametru AOT40 za Sume

u 2018. godini (EEA, 2020)

S obzirom da Stetan utjecaj ozona na biljke ne ovisi samo o okolnoj koncentraciji vec i
o koncentraciji koja ude u biljku kroz pu¢i (CLRTAP, 2017). Prikladniji parametar za zastitu
vegetacije i Suma je PODY (eng. Phytotoxic O3 Dose above a threshold flux of Y), doza
fitotoksi¢nog ozona, koji se temelji na unosu ozona kroz puci. Prag Y predstavlja kriti¢nu
razinu ozona ispod koje se ocekuje da ¢e se razgraditi svaka molekula ozona koja ude kroz
puci bez Stetnog utjecaja (Musselman i sur., 2006). Najcesc¢e koriSteni pragovi Y za Sume u
Europi su 1 nmol ozonam™2s ' i0nmol O3 m s ' prema regionalnim modelima temeljenim
na terenskim istrazivanjima (Anav i sur., 2016; Sicard i sur., 2016b; CLRTAP, 2017;
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Araminiené i sur., 2019). Ovaj parametar integrira uéinke viSe klimatskih ¢imbenika,
karakteristike vegetacije te lokalnih i fenoloskih u¢inaka na biljke (CLRTAP, 2017). Neka su
istrazivanja sugerirala da je PODO (Y = 0 nmol O3 m? s') prikladniji za predvidanje
odgovora stabala na ozon od praga POD1 (Y = 1 nmol O3 m %5 ) jer §to je veéi prag, dobiva

se vec¢a kumulativna greska modeliranjem protoka ozona kroz lis¢e (De Marco i sur., 2016).

Za izraun navedenih parametara u Europi Koriste se razliciti pristupi (EC, 2008;
CLRTAP, 2017). Medutim, izratun parametara ozona na temelju stvarnog trajanja
vegetacijskog perioda pojedine vrste, promatranjem na terenu, predstavlja realniju sliku stanja
pojedine vrste. i daje to¢niju procjenu PODY-a vezanog za specifi¢nu lokaciju kao i za

vegetacijsko razdoblje pojedine vrste (Paoletti i sur. 2019).

Ozon se smatra jednim od najStetnijih fitotoksi¢nih oneciS¢ujucih tvari te moze
negativno utjecati na Sume diljem svijeta, a pogotovo na mediteranske sumske ekosustave
(Agathokleous i sur., 2020; Sicard i sur., 2016a). Stetni u¢inci ozona na razli¢ite vrste Suma
na podru¢ju Mediterana nisu dovoljno istrazeni. NEC direktiva, eng. National Emission
Ceilings) preporucuje Se pracenje protoka ozona (PODI) i procjena njegovih prekoracenja u

realnim uvjetima (De Marco i sur., 2019).

2.2. Motrenje stanja mediteranskih Suma u RH i u Europi

Mediteranske Sume u Hrvatskoj su od velike vaznosti te pokrivaju vise od 30 %
povrSine Hrvatske (FAO, 2018.). Oni su vjerojatno najugroZeniji Sumski ekosustavi u
Hrvatskoj zbog klimatskih uvjeta koji vladaju na Mediteranu. U ovom istrazivanju pracene su

Cetiri najzastupljenije Sumske vrste: hrast medunac, hrast crnika, alepski bor i crni bor.

U Hrvatskoj klimatogena mediteranska Sumska vrsta je hrast crnika (Quercus ilex L.) na
eumediteranu i hrast medunac (Quercus pubescens Willd.) na submediteranu. Uz njih, na
navedenim podru¢jima rastu dvije pionirske crnogori¢ne vrste drveca, alepski bor (Pinus
halepensis Mill.) u eumediteranu i crni bor (Pinus nigra J. F. Arnold.) u submediteranu (Prpi¢
i sur., 2011a). Sredisnji i juzni dio hrvatskog priobalja (podru¢je Dalmacije) najve¢im dijelom
prekrivaju Sume alepskog i crnog bora dok su Sume hrasta crnike i hrasta medunca zastupljene
u razli¢itim degradacijskim oblicima. Sjevernim dijelom priobalja ( podrucje Istre) dominiraju

Sume hrasta medunca i crnike u odnosu na alepski i crni bor.

11
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a) Sume hrasta medunca (Quercus pubescens Willd.)

Hrast medunac je listopadno kserofitno, termofilno drvo od oko 15 do 20 m visine,
promjera debla 40-50 cm. Medunac je vrsta svjetla, osrednje guste krosnje (Slika 3) koja

preferira dobro drenirana vapnena tla, ali raste 1 na kiselim tlima u toplijim podruc¢jima (Prpi¢
i sur., 2011b).

Slika 3. Suma hrasta medunca (Quercus pubescens Willd.),(autor: T. Dubravac)

Kao rezultat velike prilagodljivosti ima Sirok raspon rasprostranjenosti. U Hrvatskoj
zauzima submediteran od Savudrije do najjuznije granice hrvatskog priobalja u razli¢itim

Sumskim zajednicama. U reljefu toga prostora uzdiZe se najvise do 750 m n. v.

Dugogodis$nja prac¢enja zdravstvenog stanja Suma u RH ukazuju na znacajnu osutost koja
se mijenja ovisno o godini. U periodu od 2007. do 2016. godine zabiljeZena je prosjecna
znacajna osutost stabala od 39 %. U 2007. godini zabiljeZen je najveéi postotak znacajno
osutih stabala od 53 %, dok je najmanja zabiljezena osutost bila u 2010. godini (30 %)
(Potocic i sur., 2018).

12
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U navedenim godinama, koncentracija biogenih elemenata (N, P, K, S) u liS¢u hrasta
medunca kreée se u optimalnom rasponu, izuzev Ca, kojeg ima iznad optimalne vrijednosti te

Mg koji je ispod optimalne vrijednosti.

Prosjecni godis$nji debljinski prirast hrasta medunca u 2016. iznosio je 0,165 cm (Potoc¢i¢ 1

sur., 2018).

b) Sume hrasta crnike (Quercus ilex L.)

Hrast crnika je 8-10 m visoko zimzeleno, kserofilno, termofilno stablo, kratkog debla
prsnog promjera i preko 1,5 m. Ima gustu razgranatu, Siroku kro$nju (Slika 4.) Nema velike
zahtjeve prema tlima, preferira duboka tla. Moze podnijeti razli¢ite klimatske uvjete, od toplih
do vrlo toplih (Prpi¢ i sur., 2011Db).

Slika 4. Suma hrasta crnike (Quercus ilex L.) (autor: T. Dubravac)

Crnika je najznacajnija vrsta Sumskih ekosustava toplijeg podrucja hrvatskog priobalja. U
Hrvatskoj zauzima uski priobalni pojas jugozapadne i juzne Istre, najjuzniji dio otoka Cresa,
Losinja, Raba, Paga i susjedne manje otoke. Na kopnu se proteze od Zadra prema jugu te na

Brac¢u, Hvaru, Kor¢uli, Mljetu i ostalim otocima juzne Dalmacije (Prpi¢ i sur., 2011b).
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Prosjek znacajno osutih stabala u od 2007. do 2016. godine u Sumi hrasta crnike bio je
19 %. Prema utvrdenim vrijednostima znacajne osutosti, moze se utvrditi da je hrast crnika

najmanje osuta vrsta medu ispitivanim vrstama.

Za navedenu vrstu u 2017. godini, koncentracija biogenih elemenata (N, Ca, Mg, S) u
liS¢u hrasta crnike krec¢e se u optimalnom rasponu. Vrijednosti P i K bile su ispod optimalne
vrijednosti (Mellert i Gottlein, 2012).

Prosjecan godisnji debljinski prirast u 2017. godini svih pracenih stabala iznosio je 0,068

cm.

¢) Sume alepskog bora (Pinus halepensis Mill.)

Alepski bor je 10-20 m visoka brzo rastuéa Cetinjaca Cesto nepravilnog zakrivljenog
debla, prsnog promjera do 80 cm, s rijetkom kroSnjom (Slika 5). Izrazita je vrsta svijetla,
kserofit i podnosi visoke temperature. Alepski bor raste na svim podlogama i svim vrstama tla
(Prpic i sur., 2011b).

cas :

Slika 5. Alepski bor (Pinus halepensis Mill.) (autor: 1. Limi¢)
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U Hrvatskoj prirodno dolazi na dalmatinskim otocima juzno od Krapnja te obalom
juznije od Splita. S obzirom na ekoloske uvjete, alepski bor je pionirska vrsta i koristi se za

posumljavanje degradiranih povrs$ina diljem hrvatskog Sredozemlja, od Istre do Prevlake.

Prosjek znacajno osutih stabala alepskog bora na podrucju Hrvatske za period od 2007. do
2016. iznosio je 50 %. Znacajna osutost se smanjila U odnosu na mjerenje izvrSeno 2009.
godine (80 %), kada je zabiljezena najveca osutost. Iako su prisutne varijacije ovisne o godini,

u 2011. godini zabiljezeno je najmanje osutih stabala (25 %) (Potoci¢ i sur., 2018).

Koncentracija biogenih elemenata (N, P, K, Mg, S) za period 2014.-2016. u iglicama
alepskog bora krece se u optimalnom rasponu, izuzev kalcija (Ca) kojeg ima iznad optimalne

vrijednosti te fosfora koji je na gornjoj granici optimalne vrijednosti (Potocic i sur., 2018).

d) Sume crnog bora (Pinus nigra J. F. Arnold.)

Crni bor je brzorastuca Cetinjaca visine 30 do 40 m, prsnog promjera do 1 m ili i vise.
Uspijeva na visinama od 200 do 1400 m n. v. Kserofilna je vrsta koja dobro podnosi
temperaturne ekstreme kao $to su ljetne vrucine i suSa, mraz i zimske hladnoce, te je otporna
na vjetar. Crni bor podnosi umjerenu zasjenu te ima osrednje gustu krosnju (Slika 6.). S
obzirom na njegov diskontinuiran areal crni bor u Hrvatskoj nalazimo uzduz Dinarida, ali i na

otocima Brac¢u, Hvaru, Kor¢uli i na poluotoku Peljescu (Prpi¢, i sur., 2011b).

Za period od 2007. do 2016. godine prosje¢na vrijednost znacajno osutih stabala crnog
bora na podruc¢ju Hrvatske bila je 60 %. U 2010. godini zabiljeZen je najveéi postotak
znacajno osutih stabala (79 %). lako su prisutne varijacije ovisno o godini, u 2007. i 2008.
godini zabiljezeno je najmanje osutih stabala (50 %). Prema utvrdenim vrijednostima
znaajne osutosti, moze se utvrditi da je crni bor najoSte¢enija vrsta drveéa u Hrvatskoj

(Potoci¢ i sur., 2018).

Koncentracija biogenih elemenata (N, K, Mg) u 2017., godini u iglicama crnog bora krece
se u optimalnom rasponu. Vrijednosti P, K i S bile su ispod optimalne vrijednosti, dok su

vrijednosti Ca bile iznad optimalne vrijednosti.
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Slika 6. Crni bor (Pinus nigra J. F. Arnold.) (autor: I. Limi¢)

2.2.1. Stanje atmosferskoga onecisé¢enja u Hrvatskoj

Potencijalni ekoloski utjecaji atmosferskoga taloZenja, osobito talozenja duSika, na
podrucju hrvatskog Mediterana, ali i Mediterana opcenito, nedovoljno su istrazeni unato¢
vaznosti ove regije poznate po velikoj bioloskoj raznolikosti (Ferretti i sur., 2014; Aguillaume
i sur., 2017; Garcia-Gomez i sur., 2018). Sumski ekosustavi na Mediteranu su pod utjecajem
raznih okoli$nih faktora poput visokih temperatura, suse te oskudijevaju vodom sto pogoduje
Cestim pozarima izazvanim prirodnim ili antropogenim djelovanjem. Zbog navedenog u ovim
ekosustavima Cesto dolazi do akumulacije suhog taloZenja. Vazno je posvetiti se
razumijevanju funkcioniranja ovih ekosustava u svrhu njihove zastite te na koji na nacin
reagiranja ovi sustava na povecano talozenje duSikovih spojeva. Stoga se namece potreba za
opseznijim i detaljnijim istrazivanjima za pojedinu regiju i svaki tip vegetacije. Ovim
istrazivanjem donijet ¢e Se nova saznanja za Cetiri najzastupljenije vrste na istocnom dijelu

Jadrana.
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OneciS¢ujuce tvari u atmosferu prenose se zranim masama iz drugih dijelova
Hrvatske kao i susjednih zemalja te dolaze i do udaljenih podrucja koja su smjestena daleko
od izvora oneci$¢enja (Skevin-Sovic i sur., 2012, HAOP, 2018). Od uvodenja Zakona o zastiti
zraka mijenja se trend prekograni¢nog oneciS¢enja kiselim spojevima S$to je rezultiralo
smanjenjem oneciS¢enja spojevima sumpora, dok je NOx spojevima neznatno je povecan
(EEA, 2019). Odredivanjem kemijskog sastava talozenja utvrdilo da onecis¢ujuce tvari koje
dolaze iz udaljenih podrucja su u postotku 80 % sumpor, 70 % dusik i amonijak (NH3) oko 50
%. Ove kolicine Stetnih tvari na naSem podrucju uglavnom dolaze iz susjednih zemalja, dok je
najveéi doprinos emisije amonijaka poljoprivredni sektor kao rezultat primjene i rukovanja
prirodnim gnojivima (HAOP, 2018). U Hrvatskoj je u 2017. godini emisija amonijaka presla
gornju grani¢nu vrijednost za 25 %, vrijednost postavljenu Direktivom o smanjenju
nacionalnih emisija atmosferskih oneciS¢uju¢ih tvari (EEA, 2019). Druga drzava koja je
presla gornju grani¢nu vrijednost bila je jo§ jedna mediteranska zemlja, Spanjolska, i to za 47
%. Ove dvije zemlje su konstantno premasivale gornju granicu za amonijak u razdoblju od
2013. do 2016. (EEA, 2019). Sto se ti¢e gornje granice za NOx tijekom 2017. i 2018. u
mediteranskom dijelu Hrvatske, nisu izmjerene dovoljno visoke koncentracije koje uzrokuju
onecisc¢enje zraka (HAOP 2018; HAOP 2019; EEA 2019).

Budué¢i da se oneciS¢ujuée tvari mogu transportirati stotinama, pa ¢ak i tisucama
kilometara, istrazivanja o utjecaju atmosferskoga oneciS¢enja u mediteranskim Sumskim

ekosustavima od iznimne su vaZnosti.

2.2.2. Dosadasnja istraZzivanja o utjecaju atmosferskoga taloZenja i prizemnog

ozona u mediteranskim Sumskim ekosustavima

Posljednjih desetlje¢a atmosfersko oneciS¢enje raste u mnogim podrucjima u svijetu kao
posljedica kontinuiranog povecanja antropogenih emisija u industrijaliziranim regijama (De
Marco i sur, 2022). Posljedi¢no, posljednjih godina sve je viSe radova na podrucju Mediterana
posveceno utjecajima oneciS¢ujucih spojeva, dusika i ozona na Sumske ekosustave (De Marco
i sur., 2014; Aguillaume i sur., 2016; lzquieta-Rojano i sur., 2016; Proietti i sur., 2016;
Jakovljevic¢ i sur., 2019; Paoletti i sur., 2019; Jakovljevi¢ i sur., 2021; Lovreskov i sur., 2021).
U pojedinim Sumskim ekosustavima zabiljezena su velika talozenja dusika kao posljedica
atmosferskoga onecis¢enja (Aguillaume i sur., 2016; Izquieta-Rojano i sur., 2016). lako
talozenje dusSika moze imati pozitivan utjecaj na rast Suma, u uvjetima koji oskudijevaju
hranjivima ubrzani rast dovodi do neravnoteze hranjivim tvarima, smanjuje otpornost na
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druge izvore stresa te moze utjecati i na bioraznolikost (Bobbink i sur., 2010; Bobbink i
Hettelingh, 2011; Ochoa-Hueso i sur., 2011; De Marco i sur., 2014). Spojevi dusika su jedni
od prekursora ozona te s njihovim povecanjem ili smanjenjem dolazi do povecanja ili
smanjenja ozona. IzloZenost visokim koncentracijama ozona i poviSenim temperaturama
utjeCe na prirast stabla 0dnosno na smanjenje njegovog rasta i produktivnosti (Hoshika i sur.,
2015; Proietti i sur., 2016; Paoletti i sur., 2019). Nadalje visoke koncentracije 0zona mogu
uzrokovati vizualna oSte¢enja na lis¢u i osutost (Sicard i sur., 2016; Sicard i Dalstein-Richier,
2015).

S obzirom na vaznost mediteranske regije kao izvora bioraznolikosti od iznimne je
vaznosti pratiti stanje Suma na tom podrucju S obzirom na njihovu ranjivost i podloznost
okoli$nim izvorima stresa (Myers i sur., 2000; Paoletti, 2006). Zahvaljuju¢i uspjeSnom
provodenju politika o smanjenju oneciS¢enja dolazi do postepenog smanjenja primarnih
oneciS¢ujucih tvari u Europi, osobito dusSikovih i sumporovih spojeva. Bez obzira na
primijenjene mjere zastite, visoke koncentracije ozona i dalje su prisutne (Proietti i sur., 2016;

Araminiené i sur., 2019; De Marco i sur., 2019; Jakovljevi¢ i sur., 2021).

2.2.3.Europski program za dugotrajno pracenje atmosferskog onecis¢enja na

Sumske ekosustave

Prekograni¢nim prijenosom oneciS¢ujucih tvari, oneciS¢enje zraka moze uzrokovati Stetu
u podruc¢jima koja su daleko od izvora emisija. S ciljem smanjenja atmosferskog onecis¢enja
te procjene njegovih utjecaja na razne ekosustave, osnovana su tijela i doneseni zakoni na
razini Europe koji provode politiku smanjenja onec¢is¢enja. Medunarodni program za procjenu
i motrenje Stetnih utjecaja oneciSCenja zraka na Sume (eng. International Co-operative
Programme on Assessment and Monitoring of Air Pollution Effects on Forests, ICP Forests)
pokrenut je 1985. u skladu s Konvencijom o dalekoseznom prekograni¢nom onecis¢enju
zraka iz 1979. godine (eng. Convention on Long-Range Transboundary Air Pollution,
CLRTAP), kako bi se provodilo visenamjensko dugoro¢no pracenje utjecaja onecis¢enja
zraka na Sume. Godine 1986. drzave Europe dogovorile su shemu o zastiti Suma od
atmosferskog oneciS¢enja. Danas, prac¢enje stanja Suma u Europi predstavlja jedan od najvecih
svjetskih sustava biomonitoringa. Sustav pracenja i rezultati koji se njime postizu nisu vazni

samo za provodenje politike smanjenja oneciS¢enja, ve¢ i1 za druge procese medunarodnih
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politika zaStite okoliSa, poput onih usmjerenih na biolosku raznolikost, odrzivo gospodarenje
Sumama i klimatske promjene (De Marco i sur, 2022).

Smanjenje zakiseljavanja, eutrofikacije i stvaranja prizemnog ozona postavljanjem
nacionalnih emisija za one¢i$¢ujuce tvari koje bi mogle dovesti do tih pojava (SO,, NO,, VOS
i NH3) glavni je cilj Gothenburskog protokola. Polaze¢i od kritiénih opterecenja koji
predstavljaju kvantitativne vrijednosti iznad kojih bi moglo do¢i do nezeljenih ucinaka na
okoli§ i1 zdravlje ljudi, Gothenburski protokol uvodi: (i) kriti¢na optereéenja kiselosti s
ucinkom zakiseljavanja, (ii) kriti¢na opterecenja ekosustava hranjivim dusikom (s uc¢inkom
eutrofikacije) i (iii) kriti¢ne razine ozona (s u¢inkom prizemnog ozona). Kriti¢na opterecenja i
kriti¢ne razine utvrduju se u skladu s Priru¢nikom o metodologijama i mjerilima za kartiranje
kriticnih razina/opterecenja, zemljopisnih podrucja i vrsta ekosustava u kojima su oni

prijedeni (Uredba, 2009).

Pra¢enje u okviru Medunarodnog programa za procjenu i motrenje utjecaja zraénog
onecis¢enja na Sume (UNECE — ICP Forests) zahtjeva implementaciju harmoniziranih metoda
i dodatnih mjera kontrole kvalitete Sto osigurava usporedivost prikupljenih podataka na razini
Europe. Medunarodna standardizacija metoda dovela je do konzistentnih praksi uzorkovanja
Sirom Europe i ¢ini ICP Forests jedinstvenim u svijetu. Ciljevi ICP Forests-a su osigurati
periodi¢ni pregled prostornih i vremenskih varijacija stanja Suma te njihovih uzro¢no-
posljedi¢nih veza izmedu stanja Sumskih ekosustava i antropogenih 1 prirodnih ¢imbenika
stresa (ponajprije zracnog oneciS¢enja), putem intenzivnog motrenja Suma na sustavno
postavljenoj mreZi tocaka Sirom Europe. Na ovaj nacin prikupljaju se podaci o kvaliteti zraka,
atmosferskom talozenju, stanju ishrane drveca, kemijskom 1 fizikalnom sastavu tala,
fenologiji, bioraznolikosti, rastu i prirastu stabala i klimi (Michel i Seidling, 2016). Pomoc¢u
prikupljenih podataka prati se zdravstveno stanje Suma te uvidom u navedene podatke moze

se dobiti uvid u potencijalne izvore oksidativnog stresa na biljke.

2.3. Oksidativni stres i njegov utjecaj na biljke

Klimatske promjene uz razne rizi¢ne faktore poput atmosferskog oneciS¢enja, ozona,
dusikovih spojeva dovode biljke u stanje stresa (Allen i sur., 2010). U takvim uvjetima vrlo
bitnu ulogu ima obrambeni mehanizmi, osobito u odrzavanju normalne funkcionalnosti kao i

samom prezivljavanju biljke. Budu¢i da su biljke organizmi koji se ne krecu, tijekom
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evolucije morale su razviti razne obrambene mehanizme protiv raznih izvora stresa
(Hasanuzzaman i sur., 2020).

Stres se definira kao bilo koji vanjski ¢imbenik koji narusava ravnotezu unutar biljke i
time je sprjeCava u njenom razvoju u odnosu na optimalne uvjete (Taiz i sur., 2015). Razni
izvori stresa isticu se posebno u osjetljivim bioklimatskim regijama i dovode do povecanih
rizika uzrokovanih raznim biotiCkim 1 abiotickim faktorima (Sicard i sur., 2013). Jedna od
posebno osjetljivih bioklimatskih regija je i Mediteranska regija. Neki od glavnih abiotic¢kih
faktora na podruc¢ju Mediteranske regije su atmosfersko oneciS¢enje, visoka temperatura,
ozon, susa, salinitet i drugi (Slika 7). Bioticki izvori stresa ukljucuju razne Stetnike poput
borovog ¢etnjaka, nematode drva, cvilidrete, potkornjaci, gljive uzrocnici osipanja iglica i dr.
(Pernek i sur., 2012). U slucaju kratkotrajnih epizoda stresa (minute/sati) dolazi do fizioloskih
i metaboli¢kih prilagodbi, dok kod dugotrajnih izlaganja dolazi do preraspodjele resursa i

morfoloskih promjena.

Y
Atmosfersko
oneciséenje
Ozon Enzimatski antioksidansi
1 (SOD, APX, CAT, POD)
Susa
-
( Neenzimatski antioksidnsi
Salinitet (askorbinska kiselina, a-
tokoferol, B-karoten,
reducirani tripeptid
lutati
Ostalo glutation)

Slika 7. Utjecaj razlicitih ¢imbenika abiotickog stresa na biljku

Biljke su u svrhu zaStite od izvora stresa, biotickog i/ili abiotickog, razvile razne
mehanizme kako osjetiti promjenu u okolini i kako se zastititi. Vanjski izvori stresa uzrokuju
poremecaje u normalnom funkcioniranju biljaka Sto uzrokuje vecu proizvodnju reaktivnih
kisikovih Cestica koje stvaraju oStecenja unutar biljke (Sharma i sur., 2012; Gull, 2019; Landi
i sur., 2019; Xie i sur., 2019). Stoga promjene u okolini daju do znanja biljci za potrebom
aktivacije obrambenih mehanizama, s ciljem uklanjanja nepozeljnih produkata nastalih kao

posljedica oksidativnog stresa.
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2.3.1. Uzroc¢nici abiotickog stresa

Biljke su nerijetko izloZene raznim kombinacijama biotickih i abiotickih izvora stresa
koji utjecu na njihov rast, produktivnost i distribuciju. Sve su ¢es¢i nepovoljni vanjski uvjeti
uzrokovani klimatskim promjenama 1 antropogenim ucincima, poput suSe, visokih
temperatura, ozona, atmosferskog oneciS¢enja, saliniteta koji biljku dovode u stanje stresa.
Istrazivanja su pokazala da biljke imaju razli¢it odgovor ovisno radi li se o jednom ili vise
izvora stresa te ovisno o vrsti biljke (Cotrozzi i sur., 2016, Cotrozzi i sur., 2017; Fusaro i sur.,
2017; Landi i sur., 2019; Pellegrini i sur., 2019).

Atmosfersko oneciSéenje

Jedan od abiotickih uzro¢nika stresa je i atmosfersko onecis¢enje. Medu najznacajnije
uzro¢nike atmosferskog onecis¢enja spadaju dusikovi spojevi, kiseli spojevi i ozon te su
istovremeno i jedni od uzro¢nika oksidativnog stresa (Zhang, i sur., 2018a; Zhang, i sur.,
2018b).

Dusik je jedan od ogranicavaju¢ih elemenata u mediteranskoj regiji koja je poznata po
tome da oskudijeva hranjivim tvarima. S povecanjem industrijalizacije, povecala se i koli¢ina
dusika u atmosferi. TaloZe¢i se na vegetaciji, dusikovi spojevi ispiranjem dolaze u tlo gdje
mogu uzrokovati eutrofikaciju i pretjeran rast biljaka. Pretjerani i prebrzi rast biljke dovodi do
neravnoteZe s ostalim hranjivima te takva biljka je podloZnija vanjskim negativnim utjecajima
(Bobbink 1 sur., 2011). Uc¢inci taloZenja dusika mogli bi imati pozitivan efekt u obrani biljke
od stresa. U Italiji ispitivao se ucinak dusika, ozona i njihova interakcija na dvije
mediteranske vrste drveéa, Fraxinus ornus L. (crni jasen, listopadno) i Quercus ilex L. (hrast
crnika, zimzeleno), koje imaju razliCite karakteristike lis¢a i strategije koristenja hranjivih
tvari i vode. Dodavanje dusika sadnicama rezultiralo je veCom koncentracijom dusika u listu u
crnog jasena, dok je blago povecanje uoceno u vrsti hrasta crnike. Hrast crnika je razvio
mehanizam izbjegavanja ozona zatvaranjem puci, potvrdujuci znacajnu toleranciju ove vrste
na ozon. Dusik je umanjio Stetne uinke ozona u crnom jasenu: hipoteticki mehanizam
djelovanja uklju¢ivao je proizvodnju duSikovog oksida kao prve antioksidacijske barijere,
nakon Cega je uslijedio enzimski antioksidativni odgovor. Antioksidativna enzimska aktivnost
bila je niza u biljkama tretiranim i s ozonom i s duSikom iako se proizvodnja reaktivnih
kisikovih cCestica nije razlikovala izmedu tretmana (Fusaro i sur., 2017). Budu¢i da je ozon
fitotokisCan 1 oSte¢uje tkivo biljke, pracenjem njegovih koncentracija moze znacajno

pridonijeti u proucavanju mehanizmima obrane biljka u vanjskim uvjetima.
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Ozon

Biljke izloZene S$tetnim razinama ozona aktivaraju svoje antioksidativne obrambene
mehanizame u svrhu smanjenja negativnog ucinka oksidativnog stresa. Posljedice zbog
povecanih koncentracija prizemnog ozona vidljive su kao smanjena stopa fotosinteze,
povecana osutost, smanjeni rast, smanjeni prinos te nastanak vidljivih osteéenja (Schaub i
Calatayud, 2013; De Marco i sur., 2014, Sicard i sur., 2016b; Mills i sur., 2018; Zhang, i sur.,
2018a).

Velike koli¢ine suncevog zracenja i visoke temperature koji prevladavaju u mediteranskoj
regiji vrlo su pogodni za stvaranje ozona te dovode ekosustave u opasnost od stvaranja
oksidativnog stresa i mogucih oStecenja (Paoletti, 2006). Biljke se na vi$e na¢ina mogu nositi
s visokim koncentracijama ozona u okoliSu. Brane se na nacin da aktiviraju mehanizme
tolerancije zatvaranjem puci kako bi se sprijecio unos ozona ili aktiviranjem antioksidativnog
mehanizma obrane i raznih mehanizama koji uklanjaju nastalu $tetu (Hasanuzzaman i sur.,
2013). Ulaskom ozona u biljku kroz puci nastaju Setni ROS-ovi koji uzrokuju Stetu na lipidnoj
membrani, smanjuje se membranski potencijal, povecava unos kalcija, inhibira protonska
pumpa (odrzava pH homeostazu) i poveéava membranska permeabilnost (Hoshika i sur.,
2015). Takoder, moze ostetiti i proteine, ugljikohidrate i nukleinske kiseline $to u krajnjem
slu¢aju dovodi do smrti stanice. OSte¢enje uzrokovano ozonom manifestira se kao promjena
boje lista, nekroza, a stupanj oSteCenja ovisit ¢e o njegovoj koncentraciji kao i 0 biljnoj vrsti
(Landi i sur., 2019).

Susa

Utjecaji ozona 1 visokih temperatura koje uzrokuju suse vrlo Cesto su zajedno istraZivani
(Alonso i sur., 2001, Alonso i sur., 2014; Landi i sur., 2019; Pellegrini i sur., 2019; Zalloni i
sur., 2019). Kada nastupi dehidracija stanice dolazi do pada turgorovog tlaka, povecane
toksi¢nosti iona 1 inhibicije fotosinteze. Tijekom suSnog razdoblja biljke adaptiraju svoju
morfoloSku strukturu raspodjelom vise ugljika u korijenov sustav te smanjivanjem veli¢ine
listova $to, u konacnici, uzrokuje povecanu osutost (De Marco i sur., 2014). Na primjer, u
slu¢aju promjene dostupnosti koli¢ine vode jedan od nacina kako biljka regulira gubitak vode
je zatvaranjem puci S§to sprjeCava gubitak vode transpiracijom (Landi i sur., 2019).
Posljedi¢no, zatvaranjem puci dolazi do smanjenja unosa CO; u list time smanjujuci

fotosintezu i smanjen rast (Hoshika i sur., 2015; McDowell i sur., 2008; Proietti i sur., 2016).
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Salinitet

Salinitet tla predstavlja globalnu prijetnju svjetskoj poljoprivredi zbog pretjerane koli¢ine
kloridnih i natrijevih iona u tlu, osobito u suSnim krajevima a rezultira smanjenjem prinosa
usjeva i produktivnosti biljaka (Xie i sur., 2019). Salinitet na mnogo nacina smanjuje rast
biljaka i prinos. Dva primarna izvora stresa koja djeluju na biljku, a posljedica je velike
koncentracije soli, su osmotski stres i toksi¢nost iona (Taiz i sur., 2015; Xie i sur., 2019).
Potencijal osmotskog tlaka u otopini tla premaSuje osmotski tlak u biljnim stanicama zbog
prisutnosti vise soli, pa time ograni¢ava sposobnost biljaka da preuzmu vodu i minerale poput
K* i Ca?* (Gull, 2019; Xie i sur., 2019). Visoke koli¢ine soli uzrokuju denaturaciju proteina i
nestabilnost membrane $to dovodi do smanjenja rasta nadzemnog dijela biljke te inhibicije
fotosinteze. Utjecaj poviSene koncentracije soli odrazava se kroz dvofazni proces: brzi
odgovor biljke na visok osmotski tlak u zoni korijena i sporiji odgovor uzrokovan
akumulacijom Na* (i CI') u lis¢éu. Prva faza, faza osmotskog tlaka dovodi do smanjenog rasta
izbojka sa smanjenom ekspanzijom lista i slabijim stvaranjem boc¢nih pupova. Druga faza
pocinje s akumulacijom toksi¢ne koli¢ine Na™ u lis¢u §to posljedi¢no dovodi do inhibicije
fotosintetskih i biosintetskih procesa (Taiz i sur., 2015). Istrazivanje na sadnicama vrste hrasta
crnike pokazalo je da unato¢ velikim koli¢inama soli u li$¢u, nisu uocene vidljiva oStecenja
(Guidi i sur., 2017). Izlaganjem biljaka povecanoj koli¢ini soli te naknadno povecanim

koli¢inama ozona nisu rezultirala vidljivim oste¢enjima na lis¢u (Guidi i sur., 2017).

2.3.2. Nastanak reaktivnih Kisikovih cestica (ROS)

Reaktivne kisikove CcCestice (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) se kontinuirano
proizvode kao nusprodukti razli¢itth metabolickih mehanizama koji su lokalizirani u
razli¢itim stani¢nim dijelovima kao $to su kloroplasti, mitohondriji i peroksizomi (Sharma i
sur., 2012). ROS-ovi u biljci imaju zapravo dvije uloge:

(i) sluze kao glasnici kada se biljka nalazi pod stresom te time prenose informaciju za

aktivaciju obrambenih mehanizama biljke te, druga uloga,

(i) nanose Stetu biljci akumulacijom Cestica u stanicama ako ih se previse akumulira.

U stanju oksidativnog stresa, biljka proizvodi povecane koli¢ine reaktivnih kisikovih Cestica
ROS-a. ROS uglavnom c¢ine slobodni radikali (superoksidni anion (O¢’), hidroksilni radikal
(+OH)) ili neradikalne molekule (vodikov peroksid (H,0,), ozon (O3) i singlet kisik (*O,)).
Nastajanje i pretvorba raznih ROS-a prikazana je na Slici 8.
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Sam Kisik (O,) je bezopasna molekula jer u svom osnovnom stanju ima dva nesparena
elektrona s paralelnim spinom §to ga ¢ini paramagnetskim i stoga je malo vjerojatno da ¢e
sudjelovati u reakcijama s organskim molekulama, ako se ne aktivira. Aktivacija O, moze se
dogoditi pomoc¢u dva razli¢ita mehanizma: (i) apsorpcija dovoljne energije za preokretanje
spina na jednom od nesparenih elektrona i (ii) postupno monovalentna redukcija. U prvom se
formira 0,, dok se u drugom O, sekvencijalno reducira na O,+", H,0,, O3 i *OH (Sharma i
sur., 2012). Znacajno povecanje razine ROS-a utjeCe na veliki broj stani¢nih, fizioloskih i
biokemijskih funkcija, Sto moze dovesti do raznih oStecenja i poremecaja poput poremecaja
stanicne membrane deoksidacijom ugljikohidrata, peroksidacije lipida, denaturacije proteina
deaktivacije enzima i uniStavanje DNA, RNA, enzima i pigmenta. Koncentracija ROS-a
mogu se znacajno i1 brzo povecati zbog naruSene ravnoteze izmedu proizvodnje i uklanjanja
ROS-a i kao posljedica intenzivnog oksidativnog stresa, molekule ROS-a akumuliraju se u
stanicama. Sve navedeno moZe dovesti do gubitka 1 kvalitete prinosa biljke i njene

produktivnosti (Contran i sur., 2013; Pellegrini i sur., 2019).

Endogeni/ .- % S
egzogeni izvori — OZ L ONOO
SOD 1/SOD 2/S0OD 3
2+ 0 L0
. F .
OH' |€———— H,0, — 5| OH
Fentonova reakcija Haber Weissova reakcija
1 = 2GSH NADPH
R* CAT GPx GR )
1 0, GSSG NADP
RO'/ROO" | HO+oO,

Slika 8. Nastajanje i pretvorba raznih reaktivnih kisikovih ¢estica (ROS). Kratice: CAT
katalaza, GR glutation reduktaza. GPX glutation peroksidaza. SOD superoksid dizmutaza,
GSH reducirani glutation, GSSG oksidirani glutation (Bhatla i Lal, 2018)
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U normalnim uvjetima, molekule ROS-a sintetiziraju se kao produkti biljnog
metabolizma uslijed aerobnog nacina zivota te sluze kao signalne molekule. U slucaju
povecéane koncentracije, kada biljka vise ne moZe neutralizirati nastale koli¢ine ROS-a, biljka
se nalazi u stanju oksidativnog stresa te aktivira niz fizioloskih i biokemijskih reakcija (Gill i
Tuteja, 2010; Guidi i sur., 2017; Saunier i sur., 2018). Procijenjeno je da iz oko 1-2 %
unesenog kisika biljka sintetizira ROS u razli¢itim organelima stanice poput kloroplasta,
mitohondrija, peroksisoma, stani¢noj membrani i drugim dijelovima u biljci (Sharma i sur.,
2012).

Kloroplast je organel u kojem se kod svih biljaka i nekih alga odigrava fotosinteza. Ovdje
se odvija proces pretvaranja svjetlosne u kemijsku energiju i smatra se glavnim mjestom
proizvodnje ROS-a (Suzuki i sur., 2012; Taiz i sur., 2015). Kisik koji nastaje u kloroplastima
tijekom fotosinteze moze prihvatiti elektrone koji prolaze kroz fotosustave, pa rezultira
stvaranjem O,¢". Ova Cestica moze stvoriti jo§ reaktivniju i destruktivniju ¢esticu, *OH. Razni
abiotiCki stresovi, poput velike koli¢ine svjetlosti, suSe, saliniteta povecavaju proizvodnju

ROS-a u kloroplastima (Suzuki i sur., 2012; Hasanuzzaman i sur., 2020).

Mitohondriji smatraju se glavnim mjestom proizvodnje ROS-a, poput H,O,. Mitohondriji
mogu proizvesti ROS na nekoliko mjesta u transportnom lancu elektrona (ETC). U
mitohondrijima se odvija izravna redukcija kisika u Oz¢". Biljni mitohondriji mogu kontrolirati
stvaranje ROS-a pomocu sustava za rasipanje energije (Gill i Tuteja, 2010; Suzuki i sur.,
2012). Stoga mitohondriji mogu odigrati sredi$nju ulogu u adaptaciji stanica na abioticki

stres, za koji je poznato da izaziva oksidativni stres na stani¢noj razini (Suzuki i sur., 2012).

Peroksisomi su mala, obi¢no sfericna mikrotijela omedena jednostrukom dvoslojnom
membranom lipida. Peroksisomi su podstani¢ne organele s bitnim oksidativnim tipom
metabolizma 1 vjerojatno su glavna mjesta unutarstani¢ne proizvodnje ROS-a. Poput
mitohondrija i kloroplasta, peroksisomi proizvode O, radikale kao posljedicu njihovog
normalnog metabolizma. U peroksisomima su utvrdena dva mjesta stvaranja O,¢’, U matriksu
organela i membrani peroksisoma. Peroksisomi su glavna mjesta proizvodnje ¢estice H,O,
(Sharma i sur., 2012).

Biljka proizvodi ROS-ove i u ostalim dijelovima stanice kao §to su endoplazmatski

retikulumu, stani¢na membrana, stani¢na stjenka te apoplast (Mittler, 2002).
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2.3.3. Prilagodba biljaka na abioticke izvore stresa

Tolerancija stresa kao jedan od mehanizma obrane omoguéuju biljkama da se odupru
posljedicama uzrokovanim vanjskim izvorima stresa razvojem otpornih struktura i fizioloskih
procesa. Primjer tolerancije na abioticke izvore stresa su: ranije dozrijevanje, zatvaranje puci
(sprjecava preveliku transpiraciju, ali reducira i fotosintezu) te pojacano nakupljanje razli¢itih
osmolita koji odrzavaju turgor biljke i omogucéavaju normalan metabolizam i u uvjetima

vodnog stresa (Hasanuzzaman i sur., 2013, 2020).

Izbjegavanje stresa, kao drugi oblik mehanizma obrane, cilj je sprjecavanje ili
minimiziranje izlozenosti stresnim uvjetima (Taiz i sur., 2015). To moze posti¢i razli¢itim
strategijama: promjenom orijentacije lisne plojke i postavljanjem u paralelni polozaj u odnosu
na smjer Suncevih zraka, hladenjem povrSine lista transpiracijom, zatvaranjem puci u
uvjetima manjka vode, povecanjem gusto¢e puci i povecanjem gustoce zila ksilema.
Smanjenje apsorpcije Sunceve svjetlosti se moZze postici i refleksijom, pa su na biljkama Cesto
prisutne dlake i epikutikularni voskovi specificnih struktura koje povecavaju refleksiju
svjetlosti. Biljke koje imaju obilje vode hlade se intenzivnom transpiracijom. Neke druge su
evoluirale tako da izbjegnu topli dio godine ostvarujuci svoj reproduktivni ciklus u hladnijem
dijelu godine. Toplotni stres se Cesto javlja u kombinaciji s manjkom vode (suSom), pa je
ponekad tesko odrediti na koji od ta dva stresna uvjeta biljka reagira (Bhatla i Lal, 2018;

Hasanuzzaman i sur., 2013).

Kako bi se sprijecila Steta uzrokovana oksidacijom bitnih molekula (proteini, DNA, RNA,
lipidi) unutar stanice, ROS-ove neutraliziraju posebne molekule, enzimi i antioksidansi.
Bioloski antioksidansi su male molekule koje prihvacéaju elektron s ROS-a i neutraliziraju ga.
Najpoznatiji neenzimatski antioksidansi su askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol
(vitamin E) i B-karoten (vitamin A), reducirani tripeptid glutation (GSH u reduciranom obliku
i GSSG u oksidiranom obliku) koji direktno reagiraju s ROS-om §to dovodi do njihovog
uklanjanja (Taiz i sur., 2015).

Uz ove antioksidanse, biljke su razvile i antioksidativne enzime. U ove enzime ubrajaju se
superoksid dizmutaza (SOD), askorbat peroksidaza (APX), katalaza (CAT), peroksidaza
(POD), koji pomazu u uklanjanju ROS-a (Tablica 1) (Bhatla i Lal, 2018). Enzimi navedeni u

Tablici 1 istrazivani su u ovom radu.
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Tablica 1. Glavni antioksidativni enzimi uklju¢eni u uklanjanje ROS-a (Bhatla i Lal, 2018)

Enzim Katalizirana reakcija
Superoksid dizmutaza (SOD) Oz¢" + Oz¢ -> 2 H02 + O
Katalaza (CAT) 2 H,0, -> H,0 + O,
Askorbat peroksidaza (APX) AsA + H,0; -> Dehidroaskorbat (DHA) +2 H,0O
Peroksidaza (POD) Donor + H,0, -> oksidirani donor +2 H,0O

Superoksid dizmutaza (SOD) ima sredisnju ulogu u obrani od oksidativnog stresa u svim
aerobnim organizmima. Superoksid dizmutaza pripada skupini metaloenzima (Mn, Fe,
Cu/Zn) i katalizira dismutaciju Oz u O, 1 H,O,. Ovaj enzim jedan je od najuncikovitijih
antioksidansa (Gill i sur., 2015; Gill i Tuteja, 2010).

Kaltalaza (CAT) je sveprisutni enzim koji sadrZi tetramerni hem 1 katalizira dismutaciju
dviju molekula H,O, u vodu i kisik. Ima visoki afinitet za H,0O,, ali slabu aktivnost protiv
organskih peroksida. Biljke sadrze nekoliko vrsta enzima koji razgraduju HyO,, medutim,
CAT je jedinstveni enzim jer ne zahtijeva stani¢ni redukcijski ekvivalent. Takoder, vrlo je
vazan za odrzavanje redoks ravnoteZe tijekom oksidativnog stresa. Aktivnost CAT-a istiCe se
prilikom povecanih koncentracija vodikova peroksida, §to upucuje na specificnost CAT-ovog
djelovanja u uvjetima oksidativnog stresa. Katalaza je enzim koji ima jedan od najvecih
koeficijenata konverzije s obzirom na ostale antioksidativne enzime, a najvise je lokalizirana

u peroksisomima (Gill i Tuteja, 2010).

Peroksidaza (POD) katalizira reakciju redukcije H,O, u vodu uz istovremenu oksidaciju
razliCitih supstrata. U odnosu na askorbat peroksidazu ima razli¢itu aminokiselinsku
sekvencu, razli¢itu fiziolosku funkciju 1 slabiju specifinost prema supstratu, te preferira
aromatske elektron donore poput gvajakola i progalola. Zastupljen je sve od Zzivotinja do
mikroba. Aktivnost POD-a ovisi 0 vrsti biljke, a povezuje se i sa promjenama koje imaju
bitnu ulogu u rastu i razvoju biljke poput respiracije, fotosinteze i transpiracije (Gill i Tuteja,
2010). POD se takoder povezuje sa promjenama koje imaju ulogu u rastu i razvoju biljke kao
Sto je respiracija, fotosinteza, transpiracija te izmjena plinova i1 kao takav moZze posluziti kao
osjetljivi indikator ugrozene metabolicke aktivnosti zbog izlaganja raznim abiotskim

stresorima.

Smatra se da askorbat peroksidaza (APX) ima najvazniju ulogu u uklanjanju ROS-a i u

zaStiti stanica u viSim biljkama, algama i drugim organizmima. Askorbat peroksidaza ima
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esencijalnu ulogu u Kkontroli unutarstani¢nih koncentracija ROS-a. Pripada hem
peroksidazama, a regulirana je redoks signalom i H,O,. Redukcija H,O, pracena je
oksidacijom dvije molekule askorbata, pri ¢emu nastaju dvije molekule vode i1 dvije molekule
monohidroksiaskorbata (Ambriovié-Ristov i sur., 2007). APX je jedan od najraSirenijih
antiokisdativnih enzima u biljnim stanicama i posjeduje puno veci afinitet za HoO, nego CAT,

stoga je u¢inkovitiji u razgradnji H,O, u stresnim uvjetima (Sharma i sur., 2012).

Ravnoteza izmedu aktivnosti SOD-a, APX-a, POD-a i CAT-a u stanicama klju¢na je za
odredivanje ustaljene razine superoksidnog radikala (O;), vodikovog peroksida (H,O,) i
hidroksilnog radikala («OH) (Mittler i sur., 2004). Razli¢iti afiniteti APX-a i CAT-a za H,0,
sugeriraju da oni pripadaju dvjema razli¢itim klasama enzima za uklanjanje H,O,: APX bi
mogao biti odgovoran za fino moduliranje ROS-a za signalizaciju, dok bi CAT mogao biti

odgovoran za uklanjanje viska ROS-a tijekom stresa (Mittler, 2002).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Oprema
U ovom radu kori$tena je sljede¢a oprema:

Ime

e atomski apsorpcijski spektrometar

e centrifuga

e centrifuga

e dendrometarske trake

e elementarni analizator

¢ elementarni analizator

e hladnjak

e ionski kromatograf

e pH-metar

e plameni fotometar

o spektrofotometar

e stanica za proc¢iS¢avanje vode

e sustav za mikrovalnu digestiju

e titrator

e vaga

3.1.2. Kemikalije

Materijali i metode

Proizvodac

Perkin Elmer Aanalyst 700, SAD
BioSan Microspin 12, Latvia
Ohaus Frontier 5718, SAD

D1 UMS 2017

Leco CNS-2000, Njemacka
Leco S Analyzer, Njemacka
Liebherr ProfiLine, Njemacka
Dionex DX600, SAD

Mettler Toledo SevenMulti S40, SAD
Jenway PFP-7, UK

Labomed UVS-2700, SAD
Fusion 320-Suez, Francuska
Milestone, Ethos One, Italija
Mettler Toledo T50, SAD
Sartorius CP124S, Njemacka

U nastavku su nabrojane koristene kemikalije za izradu ovog rada.

Koristeni standardi 1 kemikalije za odredivanje kationa 1 aniona u prikupljenim uzorcima

vode:
Ime
e kalijev dihidrogen fosfat
o kalijev sulfat
e Kkloridna kiselina
e metansulfonska kiselina
e multistandard za katione
e natijev karbonat/bikarbonat

e natijev klorid

Kemijska formula Proizvodac

KH,PO, Kemika, Hrvatska
K,S0, Kemika, Hrvatska
HCI Fisher Scientific, SAD
CH,05S Acros-Organics

Na*, NH,", K*, Ca*", Mg**
NaQCO;;:NaHCOQ,
NaCl

NSI Lab Solutions, SAD
NSI Lab Solutions, SAD

Kemika, Hrvatska
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e natrijev nitrat

e standard za provodljivost

e pH standardi

Koristene kemikalije za odredivanje ozona:

Ime

e deionizirana voda
e glicerol

o kalijev nitrit

o limunska kiselina
e metanol

e natrijev karbonat
e natrijev nitrit

e nitratni standard

Za odredivanje hranjivih tvari u tlu:

Ime

o 4-(metilamino)-fenol sulfat (Metol)

e amonijev acetat

e amonijev heptamolibdat

e amonij-zeljezo sulfat-heksahidrat

e destilirana voda

e difenilamin-4-sulfonska kiselina (DAS)

o kalij dihidrogen fosfat

e helijj

o kalcijev klorid

e kalijev dikromat
e Kkisik

e kloridna kiselina
e kvarcni pijesak
e mlijecna kiselina
e natrijev disulfit

e natrijev sulfit

30

NaNO3
1413 uS cm™
pH=4,01; 7,00; 9,21

Kemijska formula
HO

CsHsO;5

KNO;

CsHsO7

CH30H

Na,CO;

NaNO,

NOs

Kemijska formula

[HOCsH4NH,(CH3)]HSO,

CH3;COONH,

HesM07NgO24
HgFeN20882XH20
H,O

C14H14N3NaO5S
KH,PO,

He

CaCl,

K,Cr,0;

0O,

HCI

SiO,
CH;CH(OH)COOH
NaHSO;
Na,SO3

Kemika, Hrvatska
InLab Solutions, SAD
InLab Solutions, SAD

Proizvodac

HSI, Hrvatska
Gram-mol, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
T.T.T. d.o.o0., Hrvatska
Carlo Erba, Italija
Gram-mol, Hrvatska
Kemika, Hrvatska

NSI Lab Solutions, SAD

Prizvoda¢
Fluka, SAD

Gram-mol, Hrvatska
Kemika, Hrvatska

Gram-mol, Hrvatska

HSI, Hrvatska
Riedel de Haen, SAD

Kemika, Hrvatska
UTP, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
UTP, Hrvatska

Fisher Scientific, SAD
Gram-mol, Hrvatska
T.T.T. d.o.0., Hrvatska
Gram-mol, Hrvatska

Kemika, Hrvatska



octena kiselina

referentni materijal — Istra
srebro-sulfat

standard — Bio Soil
sumporna kiselina

zrak

CH;COOH
terra rosa
Ag,SO,

H,SO,

Za odredivanje hranjivih tvari u lis¢u i iglicama:

Ime

amonijev hidroksid
amonijev heptamolibdat
cezijev Kklorid

deionizirana voda

kalij dihidrogen fosfat
lantanov nitrat heksahidrat
nitratna kiselina
4-(metilamino)-fenolsulfat
natrijev sulfit

natrijev disulfit

standard Ca

standard K

standard Mg

sumporna kiselina
vodikov peroksid

a-2.4-dinitrofenol

Za odredivanje oksidativnog stresa:

Ime

aceton

destilirana voda
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)
Bradfordov reagens

gvajakol

kalijev dihidrogen fosfat

kalijev hidrogen fosfat

Kemijska formula
NH,OH
HssM07NgO54

CsCl

H,O

KH,PO,

La(NO3)sx 6H,0
HNO;

[HOCsH4NH,(CH3)]HSO,

NaHSO;
Na,SO;

Ca2+

K*

Mg**

H,SO,

H,0,
HOC¢H3(NO,),

Kemijska formula
(CH,),CO

H,O

C1oH1sN20g

CsH4(OH)(OCHy)
KH,PO,
K;HPO,

Materijali i metode

T.T.T. d.o.0., Hrvatska
Istra, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Belgija

Carlo Erba, SAD
UTP, Hrvatska

Prizvodac

Kemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Fisher Scientific, SAD
HSI, Hrvatska

Fisher Scientific, SAD
Carlo Erba, Italija
Gram-mol, Hrvatska
Fluka,SAD

Kemika, Hrvatska
Gram-mol, Hrvatska
NSI Lab Solutions, SAD
NSI Lab Solutions, SAD
NSI Lab Solutions, SAD
Carlo Erba, Italija
Gram-mol, Hrvatska
Aldrich, SAD

Proizvodac
Gram-mol, Hrvatska
HSI, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Applichem, Njemacka
Acros-Organics, SAD
Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska

31


https://hr.wikipedia.org/wiki/Ugljik
https://hr.wikipedia.org/wiki/Ugljik
https://hr.wikipedia.org/wiki/Kisik
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_group
https://en.wikipedia.org/wiki/Carbonyl

Materijali i metode

o kalijev jodid Kl Kemika, Hrvatska

e L -askorbinska kiselina CeHs0s Kemika, Hrvatska

e metionin HO,CCH(NH,)CH,CH,SCH;  Acros-Organics, SAD

e natrijev askorbat CeH;/NaOq T.T.T. d.o.0., Hrvatska

e nitro-plavi tetrazolijev klorid (NBT) CaoH3oClN1006 Alfa Aesar, SAD

e polivinil — polipirolidon (PVPP) (CsHoNO), Acros-Organics, SAD

e riboflavin C17HyN,Og Kemika, Hrvatska

e tiobarbituratna kiselina (TBA) C4HiN,0,S Acros-Organics, SAD

o trikloroctena kiselina (TCA) Cl;CCOOH Gram-mol, Hrvatska

o vodikov peroksid (w = 30 %) H,0, Gram-mol, Hrvatska
3.2. Metode

Istrazivanje je obuhvatilo definiranje ploha te uspostavu mjerenja ekoloskih 1
biokemijskih pokazatelja stanja mediteranskih Sumskih ekosustava prema priru¢nicima
Medunarodnog programa za procjenu i motrenje Stetnih utjecaja oneciS¢enja zraka na Sume

(ICP Forests). Shema istrazivanja prikazana je na Slici 9.
3.2.1. Uspostava ekoloskog pradenja stanja mediteranskih Suma

Za potrebe ekoloskog pracenja stanja mediteranskih Suma definirale su se Cetiri plohe
koje su morale zadovoljiti nekoliko uvjeta: trebale su predstavljati najzastupljenije vrste/Sume
Hrvatskog submediterana i eumediterana, trebale su biti smjeStene u blizini meteoroloskih
postaja Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda te su se trebale nalaziti u drzavnim Sumama
kako bi se smanjio rizik neplaniranih sje¢a i devastacije. Odabrane plohe predstavljaju
najvaznije Sumske vrste na Jadranskoj obali: Quercus pubescens Wild. (hrast medunac) i
Quercus ilex L. (hrast crnika) u Istri (USP Buzet) te Pinus halepensis Mill. (alepski bor) i
Pinus nigra L. (crni bor) u Dalmaciji (USP Split) (Slika 10). Sve plohe bile su povrsine je
0,25 ha. Detaljniji podaci o plohama prikazani su u Tablici 1. Na odabranim plohama
postavljena je oprema za uzorkovanje atmosferskoga talozenja u Sumi i na otvorenom
(kiSomjeri), pasivni mjera¢i za odredivanje O3, dendrometrijske trake za mjerenje prirasta.

Mjerenja su provodena tijekom tri godine, od 2017. do 2019. godine.
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Uspostava ekoloskog pracenja stanja

mediteranskih $uma

.

\

Atmosfersko taloZenje unutari van
Sume
V. pH. provodljivost, Ca’*, Mg>", Na™, K,
NH,™, SO/, NO;~, CI, alkalitet
CL_N., CL_Acid
J

Ve

-
Ozon

[03], AOT40. AOT40;cp, AOT40,, .
PODO, POD1, POD2

Osutost kroSanja

Prirast

Vizualna procjena oStecenostiod ozona

\(ﬁ Y Ty

DA G N G B G

Hranjive tvari u lifcu i iglicama
N.P.K, Ca, Mg

\ J
e N
Hranjive tvari u tla
pH. P. K,0. N, humus, C, C/N, CaCO,
tekstura tla
\ J
Biokemijski pokazatelji oksidativnog
stresa
. Chl 1,0, MDA, SOD, CAT. POD, APX )
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Ploha u sastojini hrasta medunca Pore¢ nalazi se na podrué¢ju Sumarije Pore¢ GJ Dubrava,
odjel 57 (45°14'59,2" N; 13°43'52,9" E). Ploha se nalazi na 264 m. n. v. Po uzgojnom obliku
radi se o panjaci hrasta medunca s pojedinim stablima iz sjemena. Uz hrast medunac od
drvenastih vrsta pojavljuju se jo§ hrast cer, crni jasen 1 bijeli grab. Sklop je potpun, a naruSen
je mjestimi¢no suSenjem pojedinih stabala ili skupinom stabala iz panja. Tip tla koje
prevladava je crvenica (terra rossa). Cjelokupna sastojina dobrog je zdravstvenog stanja. Na
Sumskom tlu vidljivi su tragovi rovanja divljih svinja, a drvenastu vegetaciju obgriza srneca

divlja¢ (Jakovljevic¢ i sur., 2019).

Ploha u sastojini hrasta crnike Si3an nalazi se na podru¢ju $umarije Pula, GJ Magran —
Cuf, odjel 79 (44°51'41,2" N; 13°59'24,4" E). Ploha se nalazi na 3 m. n. v. Po uzgojnom
obliku radi se o panjaci hrasta crnike s pojedinim stablima iz sjemena. Uz hrast crniku od
drvenastih vrsta pojavljuju se jo§ hrast medunac, crni jasen, lovor i lemprika. Sklop je gust
tako da na povrsinu tla dopire minimum ili nimalo svijetla. Cjelokupna sastojina dobrog je
zdravstvenog stanja. Tip tla koje prevladava je crvenica (terra rossa). (Jakovljevi¢ i sur.,
2019).
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Slika 10. Lokacije odabranih ploha
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Ploha Vrana, na Vranskom jezeru, nalazi se na podruc¢ju Sumarije Biograd, GJ Biograd,
odjel 46e (43°53"23" N; 15°33'47" E). Ploha se nalazi na 20 m. n. v. Kultura alepskog bora
dobre je kakvoée i dobrog zdravstvenog stanja. Sloj grmlja slabo je razvijen te se vrlo rijetko

javlja pokoji grm Smrike. Tip tla je smede tlo. (Jakovljevi¢ i sur., 2019).

Ploha u sastojini crnog bora Donji Mu¢ nalazi se na podru¢ju Sumarije Split, GJ Borovaca,
predio Modras$, odjel 52 b (43°41°59°°N; 16°26°34’E). Ploha je postavljena na zapadnoj
ekspoziciji, na 550 m .n. v. 1 nagibu od 32°. Ploha se nalazi u ¢istoj kulturi crnog bora
potpunog sklopa, s vrlo malim udjelom autohtonih vrsta u podstojnoj ectazi. Sastojina je

dobrog zdravstvenog stanja. Tip tla je smede tlo (Jakovljevic i sur., 2019).

Tablica 2. Opis ploha

Sumska vrsta Latinski naziv Regija Ni?sz?]c;r?rlﬁ)ka Vrsta tla BiOgi%%;afSka
Hrast medunac  Quercus pubescens Wild. Istra 264 Terra rossa Mediteran
Hrast crnika Quercus ilex L. Istra 3 Terra rossa Mediteran
Alepski bor Pinus halepensis Mill. Dalmacija 20 Kalkokambisol Mediteran
Crni bor Pinus nigra L. Dalmacija 550 Kalkokambisol Mediteran

3.2.2. Mjerenje atmosferskoga taloZenja i procjena opterefenja Kiselim

spojevima

Na odabranim plohama utvrden je broj kiSomjera koji su nasumi¢no rasporedeni po plohi.
KiSomyjeri su se postavili izvan Sume (metoda mokrog talozenja, BOF — eng. bulk open field) i
unutar Sume (metoda prokapljivanja, THR — eng. throughfall). Uzorci atmosferskog taloZenja
prikupljali su se svaka 2 tjedna tijekom cijele godine (Clarke i sur., 2020). Tri kiSomjera
postavila su se izvan Sume, a devet ravnomjerno rasporedenih unutar plohe ispod krosnje.
Uzorci prikupljeni van Sume ¢ine jedan reprezentativni uzorak gdje se iz svakog kiSomjera
uzela podjednaka koli¢ina uzorka. Sli¢no, od devet kiSomjera unutar Sume uzela se

podjednaka koli¢ina uzorka za tri reprezentativna uzorka. Analize atmosferskog talozenja
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ukljucivale su mjerenje pH, provodljivosti, alkalitet te se na ionskom kromatografu odredila
koncentracija klorida, nitrata, sulfata, fosfata, amonijaka, natrija, kalija, kalcija i magnezija
(Clarke i sur., 2020). Analize iona u BOF i THR uzorcima radene su jednom za svaki period
uzorkovanja; jedan uzorak BOF-a i tri uzorka THR-a. Rezultati su prikazani kao prosje¢na

godisnja vrijednost atmosferskog taloZzenja odredivanih iona + standardna devijacija.

Prosjecno godisnje talozenje kiselih spojeva i talozenje N spojeva na plohama koristilo se
za izraCun kriticnih optereenja i njegovog prekoracenja pri ¢emu su se u obzir uzele samo
vrijednosti taloZzenja dobivene metodom prokapljivanja (u Sumi) jer je to stvarni tok iona iz
atmosfere do Sumskog tla. Rezultati opterecenja kiselim i dusikovim spojevima izrac¢unati Su
kao zbroj talozenja dusikovih (N-NH4+ + N-NOg3) ili kiselih (SO42', N-NH,", N-NOj3’) spojeva,

a izraZeni su u kg ha™ g%,

TaloZenje dusika i kiselih spojeva izracunato je prema jednadzbama (1 i 2) (Mosello i sur.,
2002):

DEP_N = N-NH;" + N-NO5 [1]

DEP_Acid =2 - (SO4%) + 1,5 - (N-NH4") + (N-NO3) [2]

TaloZenje duSika usporedeno je s kriticnim optere¢enjem za duSik prema literaturnim

podacima za pojedinu vrstu (3) (Bobbink i sur, 2011):

DEP_N </>DEP CL (N) [3]

3.2.2.1. Analiza pH i provodljivosti

Mijerenje pH zasniva se na mjerenju aktivnosti vodikovih (H") iona. Ono je mjera
kiselosti koja pokazuje kiselost ili luZnatost neke otopine. KiSa, u odsutnosti onecis¢enja, ima
pH oko 5,6. Razlog tome je $to molekule vode disociraju CO; u uglji¢nu kiselinu. Prema tome,
analizom pH moze se uvidjeti o kakvoj se kisi radi, baznoj ili kiseloj. Mjerenja su radena pri
sobnoj temperaturi s tri standarda (4,01, 7,00 i 9,21) pomocu instrumenta Mettler Toledo
SevenMulti S40 (Clarke i sur., 2020). Analize pH na BOF i THR uzorcima radene su jednom
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za svaki period uzorkovanja. Rezultati su prikazani kao prosje¢na godiSnja vrijednost =+

standardna devijacija.

Provodljivost je fizikalna veliCina koja opisuje svojstvo otopine da provodi elektricnu
struju. Ovo svojstvo ovisi 0 vrsti i koncentraciji pojedinih iona i o temperaturi na kojoj se
mijeri provodljivost. Vrijednost provodljivosti otopine izrazava se u uS cm™. Mijerenja su
vrSena pri sobnoj temperaturi pomocu instrumenta Mettler Toledo SevenMulti S40.
Ispravnost elektrode provjeravana je standardom 1413 uS cm™. Buduéi da vodljivost ovisi o
temperaturi, te su vrijednosti koje su mjerene na razli¢itoj temperaturi od referentne (25 °C)
bile su preracunate na referentnu vrijednost. Analize pH na BOF i THR uzorcima radene su
jednom za svaki period uzorkovanja. Rezultati su prikazani kao prosje¢na godisnja vrijednost

+ standardna devijacija.
3.2.2.2. Analiza alkaliteta

Mijera kapaciteta vode da neutralizira jaku Kiselinu (ion H") do odredenog pH, naziva se
alkalitet vode. Dakle, alkalitet je suma svih baza u uzorku kise. U kisi uglavnom se odnosi na
baze HCO3-, i OH-. Mjeri se utroskom otopine kiseline do zavr$ne tocke odredenog pH, tj. do
ekvivalentne to¢ke gdje se smatra da su sve baze neutralizirane (Clarke i sur., 2020). Mjerenja
su radena pri sobnoj temperaturi s tri standarda (4,01, 7,00 i 9,21) pomocu instrumenta
Mettler Toledo T50. Analize alkaliteta na BOF i THR uzorcima radene su jednom za svaki
period uzorkovanja. Rezultati su izrazeni u peq L™ i prikazani kao prosjecna godisnja

vrijednost + standardna devijacija.

3.2.2.3. Provjera valjanosti analiti¢kih rezultata atmosferskoga taloZenja

Provjera valjanosti analiti¢kih rezultata izvedena je prema Fiirst i sur. (2020) kako bi se
smanjio rizik od pogresaka 1 ukljucivala je provjeru bilance iona, usporedbu izmedu izmjerene
i izraunate provodljivosti na 25 °C, omjer Na* i CI" iona i vezu izmedu provodljivosti i zbroja
kationa, kao i izmedu provodljivosti i zbroja aniona. Te provjere su se koristile kako bi se

potvrdila to¢nost rezultata za daljnju statistiCku obradu.
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3.2.3. Utvrdivanje razine prizemnog ozona (Os)

Pasivni mjera¢i ozona postavljeni su u blizini Sume na 1,5 do 2,0 m iznad tla. Uzorci su
se prikupljali svaka dva tjedna u vegetacijskom periodu od pocetka travnja do kraja listopada
(prosinca). Pasivni mjera¢ sadrzi dva filtera koji su oblozeni nitritnom otopinom (Schaub i
sur., 2016). Nitriti u reakciji s ozonom reagiraju i nastaju nitrati. Nakon dvotjednog izlaganja
uzorci su se poslali u laboratorij. U laboratoriju uzorci su se pohranili na tamno mjesto do
analize. Filter iz mjeraca stavio se epruvetu i dodala se deionizirana voda te se uzorak
centrifugirao 15 min na 300 rpm. Nakon centrifuge, ekstrakt se razrijedio deioniziranom
vodom. Razrijedeni ekstrakt se filtrira kroz filtar 0,45 um u vialu te injektira u ionski
kromatograf. 1z takvog ekstrakta odredivale su se koncentracija NO3z iona. Koncentracija
NOj iona koristile su se za izra¢un ozona na odabranim plohama (Ogawa, 2001). Za svaki
period izracunata je prosjecna vrijednost od Cetiri uzorka prikupljena na terenu. Koncentracije

ozona prikazane su u ppb.
3.2.3.1. Parametri za procjenu rizika od ozona za zasStitu vegetacije i Suma

Za vegetaciju je dugorocna izlozenost ozonu vaznija od akutne. TeSko je kvantificirati
potencijalnu Stetu na biljkama uzrokovanu oneciS¢enjem ozonom. Zapravo, 0zon nanosi
najvecu Stetu kada ga biljka preuzme. Koncentracije ozona u atmosferi, medutim, nisu izravna
mjera unosa ozona u biljku. Ulogu imaju 1 mnogi drugi parametri: razina vlaznosti, stanje tla,
faza rasta biljaka itd. (CLRTAP, 2017). Kako bi se izra¢unali parametri za procjenu rizika od
ozona, dvotjedne koncentracije ozona preraunate su na jednosatno razdoblje pomocu

Loiblove jednadzbe (4) (Gerosa i sur., 2007)

_ —(t- )2 . ﬁ b1t2+ byt+b3 —bet
O3(hy, 1) = a; + aze wrn (100 + bat2+bst+1000 e ) [4]
gdje je h; relativna nadmorska visina u metrima, t je vrijeme (tijekom dnevnog svjetla), te
aproksimirani koeficijenti preuzeti iz literature (Loibl, 1994): a; = 20,3, a, = 7,5, a3 = 13,4, a4
= 0,05, a dnevne varijacije rezultiraju koeficijentima: b; = 504, b, = —4993, bz = 26546, b, =
50, bs =—1401, bs = 0,122 (Loibl, 1994).

Europska unija definirala je parametar za procjenu rizika od ozona, akumulirani ozon,
AOT40 (eng. Accumulated O3 exposure over a Threshold of 40 ppb) (2008/50/EC) u cilju

zastite vegetacije. Nasuprot tome, Medunarodni istrazivacki program za istrazivanje utjecaja
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onecis¢ujucih tvari zraka na usjeve 1 (polu) prirodnu vegetaciju (ICP Vegetation) predlaze
koristenje parametra PODY (eng. Phytotoxic O3 Dose above a threshold flux of Y) zbog veceg
bioloskog znacaja u odnosu na AOT40 (CLRTAP, 2017).

Koriste¢i preraCunate koncentracije pasivnog ozona na jednosatno razdoblje, izracunale
su se dvije vrste parametara, AOT40 i PODY (CLRTAP, 2017). Ovi parametri koriste se za

procjenu rizika od ozona za zastitu Sumskih ekosustava.

a) Parametar AOT40

Akumulirani ozon (AOT40) je zbroj razlika izmedu srednje satne koncentracije ozona (u
ppb) 1 grani¢ne vrijednosti od 40 ppb ozona kada koncentracija premasuje 40 ppb tijekom
vremena od 8 h do 20 h, akumulirane u navedenom vremenskom razdoblju. Koristila su se tri
razliCita prora¢una za AOT40 prema jednadzbama 5-7. (AOT40gi, AOT40,cp, AOT40pheno)

kako bi se procijenio koji od parametara ¢e biti znacajniji.

Za izraCunavanje izlozenosti biljaka ozonu koriste se razli¢ite metode izracuna za AOT40.
AOTA40q;r (izrazeno U ppb h) izracunat je kao suma prekoracenja sata iznad 40 ppb, za vrijeme
od 8 h do 20 h prema Direktivi EC 2008/50/EC koja vrijedi za Sume. To je standard za
procjenu koncentracije ozona u vanjskom zraku. Period koji uklju¢en u ovu jednadzbu (5)

racuna se od 1. travnja do 30. rujna.

30. rujan
AOT404;, = J max(([05] — 40,0)) dt [5]
t

=1.travanj

ICP Vegetation preporuca koriStenje druge jednadzbe. AOT40icp (izrazeno u ppb h)
izraCunava se kao zbroj prekoracenja sata iznad 40 ppb, za dnevne svjetlosne sate kada je
globalno zracenje vece od > 50 W m? tijekom vegetacije (jednadzba 6, CLRTAP, 2017.):

EGS
AOT40;cp = [, ;oo

max(([05] — 40,0)) dt [6]

gdje SGS 1 EGS predstavljaju pocetak i1 kraj vegetacijske sezone. U slu€aju listopadne Sume,
duljina vegetacijske sezone je od 1. travnja do 30. rujna, dok za mediteransko zimzeleno

drvece 1 Cetinjace preporuca se mjerenje tijekom cijele godine (od 1. sijecnja do 31. prosinca).
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Budu¢i da indeksi AOT404i i ATO40,cp ne ukljuuju tocno vegetacijski period za
pojedinu vrstu (Anav i sur., 2017.), AOT40pneno (izraZeno u ppb h) izracunat je prema Paoletti
i sur. (2019). koji su ukljucili specifi¢nu vegetacijsku sezonu dominantnih vrsta drveca na
plohama, kako je opisano u jednadzbi (7):

aEGS
AOT40,pen0 = f max(([05] — 40,0)) dt [7]
t=aSGS
gdje aSGS 1 aEGS predstavljaju promatrani/specificni pocetak vegetacijske sezone i

promatrani/specifi¢ni kraj vegetacijske sezone mjereni na plohi (Paoletti 1 sur., 2019.).

Sve koncentracije AOT40 indeksa iz jednadzbi (5), (6), (7) izrazene su u ppb h, dt je

vremenski period od 1 h.

b) Parametar PODY

Za proracun unosa ozona kroz puci ispitivanih vrsta koristio se model DO3SE
(CLRTAP, 2017). Ovaj model procjenjuje vodljivost ozona kroz puci uzimajuci u obzir
sadrzaj vode u tlu, klimatske ¢imbenike, kao $to su temperatura, sunevo zracenje 1 relativna
vlaZnost, te karakteristike pojedine biljke (Emberson 1 sur., 2000). Vodljivost 0zona kroz puci
(9sto)) (Mmol O3 m™> PLA s', gdje je PLA projicirana povriina lista) izraunata je pomoéu
sljedece jednadzbe (8):

Isto = Imax" [fphen 'flight' max{fmin (ftemp 'fVPD 'fSWC)} [8]

gdje je gmax specifiéna maksimalna vodljivost ozona kroz puéi biljne vrste (mmol O3 m™ PLA
Sfl). Parametri fonen, fiight, fremp, fvpp 1 fswe su ograni¢avajuéi ¢imbenici izrazeni u relativnim
vrijednostima od 0 do 1 do udjela gmax, na temelju gustoce fotosintetickog fluksa na povrsini
lista (PPFD, pmol fotona m > s '), temperatura povriinskog zraka (T, °C), deficit tlaka pare
(VPD, kPa) procijenjen kroz vlaznost povrSinskog zraka, te sadrzaj vode u tlu (SWC, m®m™).
Za fswc koristeni su specifi¢ni parametri vezani za vrstu tla (crvenica i kalcokambisol, Tablica
2). Funkcija fmin je minimalni gs izraZzen kao udio gmax (CLRTAP, 2017). Za izvodenje
modela DO3SE-a koriStene su parametri specifi¢ni za vrstu, prema CLRTAP-u (2017) za

svaku dominantnu biljnu vrstu na plohama. Kona¢no, PODY je izraunat koriStenjem
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procijenjene vodljivosti 0zona kroz puci s rasponom grani¢nih pragova (promjenjiv Y; 0, 1i 2
nmol m? s!) §to ukazuje na razliGite sposobnosti detoksikacije. Koristena je sljedeca
jednadzba (jednadzba 9):

EGS R
C

Ry, + R,

PODY = f

max (
SGS

- Garo'[03] - ¥,0) dt (9
gdje je dt 1 h, [O3] koncentracija 0zona po satu (ppb), Ry je kvazi-laminarni otpor (s m™), R.

je otpor povrsine lista (s m '), @ st je satna vrijednost vodljivosti ozona kroz pugi (mmol O3
m 2PLA s ') (CLRTAP, 2017).

Fenologija biljaka izracunata je koriStenjem stvarnog pocetka vegetacijskog razdoblja 1
stvarnog kraja vegetacijskog razdoblja specifi¢nog za lokaciju. Za hrast crniku, alepski bor i
crni bor uzeta je u obzir cijela godina (365 dana), a za hrast medunac je razmatrano razdoblje
od 101 do 320 dana.

3.2.4. Vizualna procjena oStecenosti od ozona

Povisene koncentracije ozona mogu uzrokovati oStecenje biljaka koje se ocituje na lis¢u i
iglicama. Vizualna procjena oSte¢enosti Uzrokovane 0zonom procjenjena je na liscu i iglicama
jednom godiSnje s ciljem procjene vidljivog oStec¢enja. Procjenu su provela 2 promatraca na
kako bi ocijenili vidljiva oSte€enja izazvana ozonom od travnja do rujan kad su koncentracije
najvece. Identifikacija simptoma vizualnih oSte¢enja od ozona vrsi se prateci sljedece korake:
(i) simptomi oStecenja od ozona trazeni su na potpuno razvijenom li§¢u izlozenom sunéevoj
svjetlosti, (ii) starije lis¢e prije razvija simptome od mladog lis¢a, (iii) zasjenjeni dijelovi lis¢a
obi¢no ne pokazuju simptome, (iv) osteCenja se pojavljuju na gornjoj strani lista, (v) simptomi
se pojavljuju izmedu Zila lista, same zile nisu zahvacene, (vi) simptomi su jednoliko
rasporedeni po listu. Procjena vidljivog oStecenja izazvanih ozonom sluzi kao sredstvo za
procjenu potencijalnog rizika za Sumske ekosustave koji su izlozeni poviSenim

koncentracijama okolnog ozona (Eichhorn i sur., 2016).
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3.2.5. Odredivanje hranjivih tvari u tlu

Cilj odredivanja svojstva tla je procjena nutritivnog statusa tla na plohama i njegove
promjene tijekom vremena. Za utvrdivanje hranjivih tvari u tlu, uzorci tla uzimali su se i
analizirali jednom godisnje u skladu s ICP priru¢nikom, ali ucestalije nego je navedeno u
priruc¢niku, koji predlaze uzorkovanje svakih 10 godina na vise razli¢itih dubina (Cools i De
Vos, 2020). Zbog vremenskog ogranicenja te kako bi se pratile trenutne promjene uzrokovane

atmosferskim talozenjem, uzimao se gornji mineralni sloj (0-10 cm) (Ferretti i sur., 2014).

Prethodno analizi, uzorci tla su se osusili na sobnoj temperaturi ili na 40 °C te samljeli u
mlinu. Takvim uzorcima odredio se mehanicki sastav tla, pH, sadrzaj karbonata, ukupnog N i
C eclementarnim analizatorom, sadrzaj P na UV-VIS spektrofotometru te K na plamenom
fotometru (Cools i De Vos, 2020). Priprema uzorka za analizu makroelemenata vrsila se

prema ICP Forests priru¢niku (Cools i De Vos, 2020).

3.2.6. Odredivanje mehanickog sastava tla

Mehanicki sastav odreduje se na veli¢ini ¢estica manjoj od 2 mm. U ovoj analizi bitna je
prethodna obrada uzorka usmjerena na potpunu disperziju primarnih ¢estica. Odredivanje
mehani¢kog sastava bitno je jer ovisno o udjelu pijeska/praha/gline ovisit ¢e 1 sastav tla.
Pipet-metoda po Kohnu koristi se za odredivanje mehani¢kog sastava tla a temelji se na
razli¢itosti masa 1 veli¢ina Cestica koje utjeCe na brzinu taloZenja (Stokesov zakon). Kao
medij Koristi se destilirana voda. Analize su radene jednom godi$nje s dva ponavljanja.
Rezultati su izrazeni u postotnom udjelu pojedine frakcije 1 prikazani kao prosjecna vrijednost

dva mjerenja = standardna devijacija.

Uzorku od 10 g tla odstrani se organska tvar. Odstranjivanje organskog ugljika vrsi se
dodavanjem H,0; i ostavi se preko noéi. Sljedeéi dan se smjesa zagrijava dok se tlo ne osusi.
Zatim se dodaje voda, Na-pirofosfat te stavi na muckalicu. Nakon 15 min muckanja,
suspenzija se presijava preko sita od 63 um u sedimentacijski valjak od 1000 mL. Ostatak sa
sita se prebacuje u lon¢i¢ poznate mase. Zatim slijedi pipetiranje tri frakcije u razlic¢itim
vremenskim periodima. U to¢no odredenim vremenskim razmacima otpipetira se uzorak

suspenzije tla na odredenoj dubini sedimentacijskog valjka (cilindra).
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Slika 11. Teksturni trokut, FAO 2015 (Izvor: http://www.sumfak.unizg.hr)

1. Frakcija (F1, <0,063 mm-sitni i kruni pijesak)

Sedimentacijski valjak mucka se rukama 2 min. Spustimo ga na stol i ne pomice se.

Nakon 44 s otpipetira se 10 mL suspenzije sa dubine od 10 cm u oznaceni lon¢ic.

2. Frakcija (F2, <0,02 mm-krupni prah, glina)

Nakon 4 min i 27 s odpipetira se 10 mL suspenzije na dubini od 10 cm u oznaceni lonci¢.
3. Frakcija (F3, <0,002 mm-glina)

Nakon 3 h 47 min i 30 s odpipetira se 10 mL suspenzije na dubini od 5 cm u oznaceni

lonéié.

Svi lonciéi stavljaju se na suSenje na 105 °C do sljedeceg dana. Nakon hladenja ponovo
se izvazu. Razlika masa (g) nakon suSenja i praznog lonc¢ic¢a daje masu frakcije (F1, F2 ili F3)

s kojom se dalje ide u proracun teksture tla (Cools i De Vos, 2020).
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Glina = (F3-0,0068) - 1000 [10]
Prah sitni = (F2+F3) -1000 [11]
Prah krupni = (F1+F2) -1000 [12]
Prah = prah sitni + prah krupni [13]
Pijesak = 100 — prah — glina [14]

Teksturna oznaka tla prema FAO klasifikaciji odreduje se prema Slici 11:

3.2.7. Odredivanje pH tla u vodi (H,O) i kalcijevom kloridu (CaCl,)

pH je vazna veli¢ina koja odrazava kemijske uvjete otopine. pH tla vrlo je bitan faktor jer
moze kontrolirati dostupnost hranjivih tvari, bioloSke funkcije i mikrobnu aktivnost tla.
Odredivanje pH u H,O i CaCl; u uzorcima tla mjeri se pomoc¢u pH metra. Uzorku se doda
alikvot destilirane vode/ 0,01 M otopine kalcijeva klorida i mucka jedan sat na muckalici.
Nakon muékanja odreduje se pH otopine (Cools i De Vos, 2020). Analize pH tla u vodi (H,0)
i kalcijevom kloridu (CaCl,) radene su u dva ponavljanja. Rezultati su prikazani kao

prosjecna vrijednost dva mjerenja + standardna devijacija.

3.2.8. Odredivanje sadrzaja karbonata (CaCOs) u tlu

Ova metoda procjenjuje koli¢inu karbonata tla. Ova metoda odreduje karbonate kao
postotak tla pomocu neutraliziranja kiseline. U uzorak tla dodaje se 10%-tna klorovodi¢na
kiselina (HCI), a karbonati se u reakciji s HCI-om raspadaju i nastaje ugljikov dioksid (CO,).
Nastali volumen CO; odreduje na kalcimetru (Cools i De Vos, 2020). Analize su radene
jednom godisnje s dva ponavljanja. Rezultati su izrazeni u postotnom udjelu i prikazani su

kao prosjecna vrijednost dva mjerenja + standardna devijacija.

3.2.9. Odredivanje dusika (N) i ugljika (C) u tlu
Suhim izgaranjem pri 1350 °C u prisutnosti kisika elementarnim analizatorom odredile su
se koli¢ine ukupnog dusika (N) i ugljika (C) u uzorcima tla. Spaljivanje uzoraka tla provodi
pri visokim temperaturama u struji Cistoga kisika pri ¢emu se oksidira uzorka. Produkti

oksidacije su oksidi dusika (NOx) i molekularni dusik (N3) te ugljikov dioksid (CO;). Nakon
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pretvorbe svih dusikovih spojeva u molekularni dusik, koli¢ina ukupnog dusika (mg g?)
odreduje se na temelju toplinske provodljivost. Dusik i ugljik odredili su se na elementarnom
analizatoru Leco CNS 2000 Rezultati C i N izrazeni su kao maseni postotak (%) i prikazani su

kao prosjecna vrijednost dva mjerenja + standardna devijacija.

3.2.10. Odredivanje sadrzaja fosfora (P,Os) i kalija (K,0) u tlu

Pod lakopristupa¢nm kalijem podrazumijeva se mobilni kalij koji se nalazi u vodenoj fazi
tla i adsorbiran na povrs$ini tijela sorpcije, dok je lakopristupacni fosfor frakcija topiva u vodi i
slabim kiselinama. Odredivanje sadrzaja P i K radi se ekstrakcijom pomoc¢u AL metode. Kalij
se odreduje direktno iz filtrata na plamenom fotometru Jenway PFP-7. Rezultati su izraZzeni
kao udio K;O (mg) u 100 g tla i prikazani su kao prosje¢na vrijednost dva mjerenja +
standardna devijacija.

Odredivanje sadrzaja P radi se iz navedenog filtrara plavom metodom s amonijevim
molibdatom. Pripreme se standardne otopine i uzorci te se analiziraju na spektrometru
Labomed UVS-2700 redoslijedom kako su i pripremljeni. Rezultati su izrazeni kao udio P

(mg) u 100 g tla i prikazani su kao prosjec¢na vrijednost dva mjerenja + standardna devijacija.

3.2.11. Odredivanje hranjivih tvari u li$¢u i iglicama

Cilj odredivanja nutrijenata u liS¢u 1 iglicama je procijeniti utjecaj onecis¢ivaca zraka na
nutritivni status stabla na odabranim plohama (Rautio i sur., 2020). Tijekom druge polovice
vegetacijskog perioda prikupilo se liS¢e/iglice s deset dominantnih stabla, uz pretpostavku da
predstavljaju prosjecno zdravstveno stanje za svaku plohu. Uzorci su se uzeli iz osuncanog
dijela krosnje (Rautio i sur., 2020). Dolaskom u laboratorij, uzorci su se susili u suSioniku
maksimalno 70 °C tijekom najmanje 24 sata ili dok se ne postigne konstantna tezina. Nakon
suSenja uzorci se melju kako bi se dobio prah. Mjerila se koncentracija duSika (N) i ugljika (C)
elementarnim analizatorom Leco CNS-2000, te sumpora (S) s elementarnim analizatorom
Leco S Analyzer, fosfor (P) UV-VIS spektrofotometrom Labomed UVS-2700 te kalcij (Ca),
kalij (K) i magnezij (Mg) atomskim apsorpcijskim spektrofotometrom Perkin Elmer Aanalyst
700 (Rautio i sur., 2020).
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3.2.12. Odredivanje dusika (N), ugljika (C ) i sumpora (S) u li§¢u i iglicama

Analiza biljnog materijala provedena je kao i analiza tla (napisano u potpoglavlju 3.2.4.4.)
Nakon susenja i usitnjavanja, u uzorcima je odredena koncentracija dusika (N) 1 ugljika (C) na
elementarnom analizatoru Leco CNS 2000, sumpora (S) na elementarnom analizatoru Leco S
Analyzer. Rezultati N, C i S hranjivih tvari na plohi izraZzeni su kao udio elementa (mg) po

gramu uzorka i prikazani su kao prosje¢na vrijednost tri godine.

3.2.13. Odredivanje kalcija (Ca), kalija (K) i magnezija (Mg) u li§¢u i iglicama

Mikrovalna digestija je tehnika za pripremu uzoraka za elementarnu analizu. Ukljucuje
uporabu kisele digestije koja razlaze matricu uzorka ostavljajuéi elemente za analizu u otopini
i spremne za analizu. Izvaganim uzorcima dodao se alikvot nitratne kiseline i vodikova
peroksida. Uzorci su se potom spalili u mikrovalnoj Milestone Ethos One. Nakon mikrovalne
digestije, uzorci se profiltriraju te se uzorcima odreduju elementi (Ca, K, Mg) na atomskom
apsorpcijskom spektrofotometru AAS 700. Rezultati su izrazeni kao udio elementa (mg) po

gramu i prikazani su kao prosje¢na vrijednost tri godine.

3.2.14. Utvrdivanje rasta stabla i stanja kro$nji

3.2.14.1. Utvrdivanje rasta stabla

Na odabranim stablima, na plohama odredio se prirast stabala. Prirast se mjerio svaka
dva tjedna tijekom vegetacijskog perioda o¢itanjem dendrometarskih traka na stablu (Slika 12)
(Dobbertin 1 Neumann, 2016). Trake za mjerenje prsnog promjera izradene su od umjetnog
materijala postojanog na temperaturu, a na stablo su pri¢vrS¢ene pomocu opruge koja
omogucava Sirenje trake pod utjecajem rasta stabla. Trake su postavljene u prsnoj visini i
vizualno su ocitane, pazeci na poloZzaj viziranja u odnosu na traku. Kako bi tocnost bila veca,
opazal treba biti pod pravim kutem na tangentu stabla koja ga dodiruje na mjestu skale za

oCitavanje. Preciznost oCitavanja je 1/100 cm.
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Slika 12. Odredivanje prirasta pomoc¢u dendrometarskih traka na plohi hrasta medunca

3.2.14.2. Utvrdivanje stanja kro$nji

Osutost krosnji (pokazatelj gustoce lis¢a stabala u odnosu na referentno stablo) i
ucestalost stabla s uocenim gubitkom lis¢a koristiti se kao dodatni pokazatelji zdravstvenog
stanja stabla na plohama (Eichhorn 1 sur., 2016). Osutost je definirana kao gubitak liS¢a u
procjenjivom dijelu kro$nje ocijenjen u odnosu na referentno stablo i ono se ¢esto koristi kao
indikator vitaliteta Suma. Procjena se vr$i u pragovima od 5 %, a kasnije se rezultati grupiraju
u klase prema Tablici 3. Znacajno oSte¢enim stablom smatra se stablo osutosti iznad 25 %
(Eichhorn i sur. 2016). Jednom godisnje procijenila se osutost na 45 stabla po plohi. Procjena
se vrsila u periodu od kad se liS¢e/iglice u potpunosti razvije te prije pocetka jesenskog

starenja.

Procjena se obavlja na predominantnim, dominantnim i kodominantnim stablima. Za
procjenu se u obzir uzima samo osvijetljeni dio krosnje. Postotak osutosti procjenjuje se na
osnovi usporedbe odredenog stabla s foto-priru¢nikom te zamisljenim lokalnim referentnim
stablom, koje je definirano prema ICP Forests priru¢niku "najbolje stablo s potpunom
kro$njom koje moze uspijevati na odredenom lokalitetu" (Eichhorn i sur. 2016). Procjenu

osutosti obavljaju dva promatraca, uz koristenje dvogleda.
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Tablica 3. Klase osutosti

Klasa Osutost Postotak gubitka lisne mase
0 nema 0-10 %
1 mala >10-25 %
2 umjerena >25-60 %
3 jaka >60-99 %
4 mrtvo stablo 100 %

IzraCunao se srednji godisnji prirast te srednja godi$nja vrijednost osutosti krosnje te

su se ti podaci dalje koristili u statisti¢koj obradi.

3.2.15. Odredivanje biokemijskih pokazatelja oksidativnog stresa

Prema utvrdenim vrijednostima osutosti stabala odabrale su se jedinke s kojih su se
uzeli uzorci lis¢a i iglica na visini od 2 - 4 m s osuncéane strane. Odabranim uzorcima odredili
su se biokemijski pokazatelj koji nastaju kao posljedica oksidativnog stresa (Rautio i sur.,
2020). Odredili su se sadrzaj fotosintetskih pigmenata (klorofila), koli¢ina malondialdehida
kao pokazatelja lipidne peroksidacije i koli¢ina vodikovog peroksida (H,O;) te aktivnosti
antioksidativnih enzima (superoksid-dismutaze, nespecificnih peroksidaza, katalaze i
askorbat-peroksidaze) na UV-VIS spektrofotometru s ciljem boljeg razumijevanja uloge
antioksidativnog sustava biljke u obrani od oksidativnog stresa uzrokovanog oneciS¢enjem

zraka (Sharma i sur., 2012).

3.2.15.1. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata
Uzorcima odredio se sadrzaj klorofila a (Chl_a), klorofila b (Chl_b) te ukupnog klorofila.
(Chl_T) Sadrzaj klorofila odreduje se u uzorcima listica homogenizacijom uz dodatak 80%-
tne otopine acetona u vodi (v/v). Ekstrakcije klorofila provede se u mraku pri temperaturi
4 °C tijekom 24 h. Uzorci su zatim centrifugirani na centrifugi Ohaus Frontier 5718 te je na
spektrofotometru izmjerena apsorbancija supernatanta pri valnim duljinama 663 nm i 645 nm.

Sadrzaj fotosintetskih pigmenata izraZzava se kao pg fotosintetskih pigmenata po gramu svjeze
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tvari (ug g’ svj. tv.) (Arnon, 1949). Rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost tri

mjerenja + standardna devijacija.

3.2.15.2. Odredivanje koli¢ine vodikovog peroksida (H.O,) i lipidne
peroksidacije (LPO)

Za odredivanje lipidne peroksidacije i sadrzaja H,O, izvrsila se ekstrakcija gdje se
biljni materijal homogenizirao u tarioniku uz dodatak otopine trikloroctene kiseline u vodi te
je dobiveni ekstrakt koji se centrifugira na centrifugi BioSan Microspin 12. Dobiveni
supernatant ¢uva se na -20 °C do analize. Dobiveni koristi se za odredivanje lipidne

peroksidacije 1 koli¢ine H,O».

Odredivanje koli¢ine vodikovog peroksid (H,O,)

Vodikov peroksid generira se u stanici i pod normalnim uvjetima. lzlaganjem stresu,
nastaje H,O; koji je srednje reaktivan i moze daleko putovati i uzrokovati Stetu dalje od
mjesta nastanka (Sharma i sur. 2012). Za odredivanje H,O, uzme se alikvot ekstrakta te
dodaje kalij fosfatnog pufera i kalijev jodid. Slijedi odredivanje apsorbancije pri valnoj duljini
390 nm. Molarni ekstinkcijski koeficijent za H,0, iznosi 0,28 uM™ cm™, a koli¢ina H,0,
izrazava se kao pmol po gramu svjeze tvari (umol g™ svj. tv.). Rezultati su prikazani kao

prosjeéna vrijednost tri mjerenja + standardna devijacija.

Odredivanje lipidne peroksidacije (LPO)

Kad razina ROS -a dosegne iznad praga, dolazi do pojacane peroksidacije lipida u
stani¢nim 1 organelarnim membranama, koje pak utje€u na normalno funkcioniranje stanica.
Malondialdehid (MDA) jedan je od kona¢nih produkata peroksidacije nezasi¢enih masnih
kiselina u fosfolipidima 1 odgovoran je za oStecenje stanicne membrane (Sharma 1 sur., 2012).
Za odredivanje lipidne peroksidacije odreduje se koli¢ina nastalog krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije — malondialdehida (MDA) koji s trikloroctenim kiselinom (TCA) daje obojeni
produkt. Supernatantu se doda 0,5 %-tne tiobarbituratne kiseline (TBA) u 20 %-tnoj
trikloroctenoj kiselini (TCA). Reakcijska smjesa se zagrijava u vodenoj kupelji pri
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temperaturi. Slijedi naglo hladenje u ledenoj kupelji te centrifugiranje. Apsorbancija se mjeri
pri valnim duljinama 532 nm i 600 nm. Molarni ekstinkcijski koeficijent nastalog MDA
iznosi 155,5 mM™ cm™, a koli¢ina malondialdehida (MDA) izraZava se kao nmol po gramu
svjeze tvari (nmol g™ svj. tv.). Rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost tri mjerenja +

standardna devijacija.

3.2.15.3. Odredivanje Kkoncentracije ukupnih topljivih proteina po
Bradfordu i aktivnosti antioksidativnih enzima

Homogenizacijom biljnog materijala vrsila se u tarioniku na ledu uz dodatak polivinil-
polipirolidona i hladnog pufera za ekstrakciju proteina pH = 7,0. Dobiveni ekstrakt se
centrifugira te se dobiveni supernatant dekantira i ¢uva na -20 °C do analize. Dobiveni
supernatant koristi se za odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu, mjerenje aktivnosti
superoksid dismutaze (SOD), nespecifi¢nih peroksidaza (POD), katalaze (CAT) i askorbat-
peroksidaze (APX).

Odredivanje koncentracije ukupnih topljivih proteina po Bradfordu

Ukupni topljivi proteini odredili su se metodom po Bradfordu (Bradford, 1976). U kivetu
se otpipetira alikvot ekstrakta te dodaje Bradfordov reagens. Slijedi inkubacija u tamnoj sobi
(npr ormar) na sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. Nakon 15 minuta uzorci se prenesu u

tamnoj posudi do spektrofotometra i oCitava se apsorbancija pri 595 nm.

Mjerenje aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD)

Kada se biljka nade pod stresom, zbog suSe, povecanje koncentracije soli, dolazi do
proizvodnje ROS-a. Kako bi se obranila, aktiviraju se obrambeni mehanizmi. Jedan od njih je
i proizvodnja superoksid-dizmutaze (SOD), koja je prva linija obrane biljke od ROS-a
(Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Pripremila su se razlicita razrjedenja ekstrakta mijeSanjem
odredenih volumena ekstrakta i pufera za ekstrakciju proteina pH = 7,0 do odredenog
volumena. U epruvetu se doda pufer za mjerenje aktivnosti superoksid-dismutaze pH = 7,8 i

razrijedeni ekstrakt. Dodaje se jo§ 1 odreden volumen otopine riboflavina u vodi te se
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enzimska reakcija pokrene ukljucivanjem izvora svijetla od 36 W. Reakcija se prekida nakon
10 min gaSenjem izvora svijetla i zamrac¢ivanjem uzorka. Slijedi mjerenje apsorbancije pri

valnoj duljini 560 nm i izrada krivulje aktivnosti enzima.

Aktivnost se izrazava kao inhibicija redukcije supstrata (15):
NBT (%) = [(A-B)/A] - 100 [15]

gdje je: A apsorbancija izmjerena nakon reakcije bez enzima (najveca vrijednost

apsorbancije), a B apsorbancija izmjerena nakon reakcije s enzimom (smanjenje apsorbancije)

Krivulja aktivnosti enzima izradi se tako da se na apscisu volumeni razrijedenog
enzimskog ekstrakta (1:40) upotrijebljeni za pripremu razrjedenja (npr. 0, 4; 20; 401 80 uL), a
na ordinatu nanesu vrijednosti inhibicije redukcije supstrata NBT (%). Jedinica aktivnosti
SOD jednaka je koli¢ini enzima potrebnog za 50 % inhibicije NBT u reakcijskoj smjesi.
Takoder, odredi se volumen enzimskog ekstrakta koji uzrokuje 50 % inhibicije redukcije NBT
te iz koncentracije ukupnih proteina izracuna se specifi¢na aktivnost SOD. Aktivnost SOD
izrazava se u jedinicama enzimske aktivnosti po miligramu ukupnih proteina (U mg™ P)
(Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost tri mjerenja +

standardna devijacija.

Mjerenje aktivnosti nespecificnih peroksidaza (POD)

Nespecifi¢ne peroksidaze (POD) ima bitnu ulogu u biljci gdje je ukljucen u procese poput
zarastanja rana te obranu od patogena (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Dobiveni ekstrakt se
razrijedio. U Kkivetu se otpipetira alikvot pufera za mjerenje aktivnosti nespecifi¢nih
peroksidaza i zapo¢ne reakcija dodatkom razrijedenog ekstrakta. Na spektrofotometru se prati
porast apsorbancije u odredenom vremenu pri valnoj duljini 470 nm. Molarni ekstinkcijski
koeficijent nastalog tetragvajakola iznosi 26,6 mM™ cm™. Aktivnost nespecifi¢nih
peroksidaza izrazava se kao mmol po min i mg ukupnih proteina (nmol min® mg* P)
(Ambriovi¢ Ristov 1 sur., 2007). Rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost tri mjerenja +

standardna devijacija.

Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Katalaza (CAT) uspjesno katalizira dismutaciju H,O, u vodu i kisik, ima veliku brzinu

reakcije, ali joj je afinitet za supstrat slab (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Uzorci su dobiveni
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razrjedivanjem ekstrakta. U kvarcnu kivetu otpipetira se alikvot pufera za mjerenje aktivnosti
katalaze te se reakcija zapo¢ne dodatkom alikvotom razrijedenog uzorka. Apsorbancija se
mjeri pri valnoj duljini 240 nm u odredenom vremenskom periodu. Ekstinkcijski koeficijent
iznosi 40 mM™ cm™. Aktivnost katalaze izrazava se kao mmol po min i mg ukupnih proteina
(mmol min™ mg® P) (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Rezultati su prikazani kao prosje¢na

vrijednost tri mjerenja + standardna devijacija.

Mjerenje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX)

Askorbat-peroksidaza (APX) najvaznija je za uklanjanje vodikovog peroksida kako ne bi
doslo do nastajanja jako reaktivnih radikala u stanici (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). U
kvarcnu kivetu otpipetira se alikvot pufera za mjerenje aktivnosti askorbat-peroksidaze, zatim
alikvot Na-askorbata i alikvot ekstrakta/supernatanta. Reakcija zapo¢inje dodatkom alikvotom
vodikovog peroksida. Spektrofotometrijski se mjeri pad apsorbancije pri valnoj duljini 290
nm svakih 15 sekundi tijekom 1 minute. Aktivnost askorbat-peroksidaze izrazava se kao
smanjenje koli¢ine askorbata s ekstinkcijskim koeficijentom 2,8 mM™cm™. Aktivnost
askorbat-peroksidaze izraZzava se kao nmol po min i mg ukupnih proteina (nmol min™ mg™ P)
(Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007). Rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost tri mjerenja +

standardna devijacija.

3.3. Statisticka obrada podataka

Analizom dobivenih podataka, utvrdile su se uzro¢no-posljedicne veze izmedu
fizioloskih parametara stabala i atmosferskih unosa koriste¢i razlicite statisticke alate. Podaci
su obradeni koriste¢i Microsoft Office Excel 2010, Statistica 13.0. software paket (StatSoft
Inc, 2011; StatSoft Inc, 2013).

Deskriptivna analiza podataka provedena je koriStenjem Microsoft Office Excel 2010,
Statistica 13.0. Za provjeru raspodjele podataka atmosferskoga taloZzenja koristio se
Kolmogorov-Smirnov test. Znacajnost podataka testirana je Wilcoxonovim testom za p <0,05.
Korelacija je ispitana Spearmanovim testom korelacije kako bi se procijenilo postoji li veza
izmedu iona u BOF i THR uzorcima te jakost same veze medu njima (Burbano-Garces i sur.,
2014). Analiza varijance (ANOVA) se koristila kako bi se ispitale razlike medu ionima

prikupljenih atmosferskim taloZzenjem tijekom istrazivanja. Nakon provedene analize, ako su
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postojale razlike medu skupinama, proveo se Tukey post-hoc test kako bi se utvrdilo medu

kojim skupinama postoji razlika.

ANOVA se koristila kako bi se ispitale razlike na pojedinoj plohi izmedu varijabli:
osutost, prirast, parametri ozona [akumuliranog ozona AOT40gir, AOT40,cp i AOT40pheno) |
fitotoksi¢nog ozona (PODO, PODI1, POD2)] te sadrzaj vode u tlu na Cetiri razli¢ite dubine
(SWC1, SWC2, SWC3, SWC4). Nakon analize varijance, primijenjen je Newman-Keulsov
test, post-hoc test kako bi se ispitale razlike medu parametrima ozona [akumuliranog ozona
AOT40g4ir, AOT40,cp | AOT40pheno) 1 fitotoksi¢nog ozona (PODO, POD1, POD2)].

Za izracun korelacije koristili su se podaci preuzeti iz baze podataka Copernicus
[temperatura (T), suncevo zracenje (Rad), relativna vlaznost (RH), Kkisa (rain), voda u tlu
(SWC1-4)] dostupne na stranici (https://cds.climate.copernicus.eu/). Nakon utvrdenih
znacajnih varijabli (temperatura, sunéevo zracenje, relativna vlaznost, Kisa, voda u tlu) te
izraCunatih parametrara ozona (AOT404;, AOT40,cp i AOT40pheno, PODO, POD1, POD2),
provedene su korelacija i parcijalna korelacija. Parcijalna korelacija se provela tako da su se
okolisne varijable drzale konstantnima, tocnije, temperatura i sadrzaj vode u tlu na prvoj
dubini (SWC1). Dakle, provele su se 3 parcijalne korelacije, prva gdje je temperatura bila
konstantna, druga gdje je SWCI1 bio konstantan te tre¢a kada su temperatura i SWC bili
konstantni (Proietti i sur., 2016).

Statisticki alat RFA (eng. Random Forest Analysis) koristio se za utvrdivanje ucinka
klimatskih varijabli na prirast stabala (Breiman i Cutler, 2003). Parametri koji su koristeni bili
su temperatura, relativne vlage, sadrzaj vode u tlu, suncevog zracenja i taloZenja dusSika,
koncentracije ozona i1 apsorpcije ozona (fitotoksi¢na doza ozona preko praga Y, PODY). RFA
se koristi kako bi se procijenio koji je od navedenih parametara najvazniji pokazatel;
(dodjeljuje se vrijednost 1) medu meteoroloskim parametrima (temperatura, relativne vlage,
sadrzaj vode u tlu, sunéevog zracenja) i parametara ozona (AOT40 i PODY) te koji od njih

ima najveéi utjecaj na prirast.

Provedena je deskriptivna analiza (srednje vrijednosti i standardna devijacija) indikatora
oksidativnog stresa. IzraCunate prosjecne vrijednosti analiziranih indikatora te pripadajuce
varijance i standardne devijacije. Za provjeru statisticke znacajnosti medu indikatorima

oksidativnog stresa koristio se t-test.
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4. REZULTATI
4.1. Atmosfersko taloZenje

Rezultati kemijskog sastava atmosferskoga talozenja, pH, provodljivosti i alkaliteta u
uzorcima mokrog talozenje (izvan Sume, BOF, eng. bulk open field) i prokapljivanja (u Sumi,
THR, eng. throughfall) prikazani su u Tablici 4. za period od travnja 2017. do prosinca 2019.
Koli¢ina padalina prikupljena u THR uzorcima na sve Cetiri plohe bila je niza od koli¢ine
prikupljene u BOF uzorcima. Koli¢ine padalina razlikovale su se ovisno o plohi. Najvece
koli¢ine padalina izmjerene su u THR 1 BOF uzorcima na plohi crnog bora, 1347 mm
odnosno 1467 mm, a najniza na plohi alepskog bora, 350 mm u THR uzorcima i 287 mm u

BOF uzorcima (Tablica 4).

Utvrdene vrijednosti pH kretale su se izmedu 5,52 na plohi crnog bora i 6,18 na plohi
alepskog bora. Vrijednosti provodljivosti su bile ve¢e u THR-u na svim plohama u odnosu na
BOF uzorke. Najveée vrijednosti provodljivosti utvrdene su na plohi hrasta crnike. Na svim
ispitivanim plohama najvece vrijednosti atmosferskih talozenja (BOF i THR) izmjerene su za
ca®*, Mg®*, Na" i CI” (Tablica 4). Visoke vrijednosti utvrdene su i za SO,*. Najveée
vrijednosti SO,* utvrdene su na plohi hrasta crnike za sve tri godine i to s veéim

vrijednostima u THR-u (Tablica 4).

Usporedbom atmosferskih talozenja u uzorcima BOF-a i THR-a na ispitivanim
plohama moZe se primijetiti da su najvece vrijednosti izmjerene za vecinu iona u 2019.
godini osim za plohu crnog bora gdje su najvece vrijednosti uglavnom utvrdene u 2018.
godini. Vrijednosti alkaliteta ve¢e su u uzorcima THR-a 1 variraju ovisno o plohi. Najveca
prosjecna vrijednost alkaliteta utvrdena je na plohi hrasta medunca u 2019. godini u THR-u

(Tablica 4).
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Tablica 4. Koli¢ina oborina (V), pH, provodljivost, atmosfersko taloZenje odredivanih iona i alkalitet na plohi hrasta medunca (Pore¢), hrasta

crnike (Si$an), alepskog bora (Vrana) i crnog bora (Split) unutar sumi (THR) i izvan sume (BOF). Rezultati volumena kise prikazani su kao

suma, dok su ostali rezultati prikazani kao godisnji prosjek + standardna devijacija za period od 2017. do2019.

vrsm | Gog. | Vrsta \Y pH Provodljivost Ca?* Mg** Na* K* NH,* SO NOz Cr Alkalitet
uzorka  mm nS em? meq m2 meq m meq m’ meq m meq m’ meq m meq m meq m2 peq L

BOF 732 585+0,53  27,02420,00  15573+8,29  32,26+1,94 37,05+2,22 27,68+2,08 14,98+0,89 62,64+3,28  18,98+1,08  41,63+244  22,73+12,63

20 THR 709 595:035  4946+37,80  167,23+8,83  41,36%2,25 48,10+3,03 36,9242,37 19,08+0,78 90,2144,46  24,30+1,17  5226+3,06  47,69+22,30

hrast so1s BOF 1068  5,95+0,54  21,87+16,70  182,48+6,41  31,47+1,79 35,48+3,54 35,90+3,20 31,12+2,99 67,8343,02  17,18+0,57  47,58+3,71 36,44+34.21
medunac THR 999  6,05£0,26  38,01£29,17  257,48+10,10  45,82+2,42 60,23+4,66 75,15+6,00 42,10+2,60 9326567  25,05+0,99  81,19+7,29 50,51+35,22
BOF 1304  5,55+0,51 18,62+7,43 312,72422,98  85,81+4,99 77,41+5,68 61,93+7,62 18,88+1,22  161,79+13,24  42,17+2,31  96,27+7,83  21,47+10,46
2018 THR 1266 6,03+0,27  41,40+40,00  37131+17,77 100,27+4,78  96,61+6,28  136,43+11,17  16,63+0,77  167,86+13,10  55,05+2,68 142,10+10,61  94,72+160,27

BOF 718 5,78+0,49  4830+25091 148,80+8,72  87,81+6,68  269,80+26,94  45,56+2,24 21,12+1,32 113,98+7,44  16,81+1,33  384,69+38,74  26,62+12,48

20 THR 631  594+0,30  111,41+5126  13923+7,00  7537+4,68  192,67+16,31  59,75+3,34 25,91+1,63 133,5548,33  20,37+1,70  301,00427,22  46,81£27,8

hrast BOF 1073 592+046  37,63+21,71 199,82+6,16  110,65+5,31  250,28+18,16  33,80+1,72 17,81+1,45 145,90+545  19,90+0,80  495,60+27,80  36,32+28,74
crnika 2018 THR 968  595+0,31  109,73+£53,47  232,49+7,64  153,41£751 39588+2555  76,86+3,64 22,01+1,03 202,54£9,16  25,56+0,87  751,74+43,21  49,76+32,57
BOF 1129 597+0,63  50,89+53,94  200,86+7,13  1233746,85 251,58+16,44  47,62+321 51,98+5,30 155,3147,34  19,63£0,60  330,20424,36  47,20+31,49

209 THR 1116 597+0,28 96,1+68,83 274224757  203,59+7,55  484,24:2432  14235+6,37  39,49+2,05  308,58+11,72  32,07+1,28  627,46£33,17  68,42+40,01

BOF 350  5,74+0,28 10,65+3,46 62,48+9,63  10,78+1,69 14,00+2,55 6,37+0,98 4,15+1,03 12,19+2,48 516+0,79  16,30+2,68 19,00+5,94

2 THR 287  5.86£029  29,46+1327 51,04£7,93  13,03+2,57 14,17+2,82 8,08+1,31 8,09+0,88 20,36+4,90  12,26+4,08  17,69+3,61 37,00£13,27

alepski so18 BOF 900  6,19+0,52  2447+2834  22510+10,17  38,38+1,53  76,02+11,93 3021£1,46  77,37+12,05 92,1146,42  18,27+1,13 131,83+18,82  45,69+61,43
bor THR 749 586£039  6581+47,53 141,38+7,90  29,65+1,54 43,44+5 66 26,71+1,32 40,67+6,00 59,88+3,35  11,44+0,64  73,65+10,33  58,07+70,59
BOF 1046  5,93+0,57 20,38:+6,80 280,34+9,07  82,84+2,74  131,38+7,64 46,08+2,38 23,36+1,16 123,61£520  28,95+1,38  164,05£1121  40,00£22,95

201 THR 806  5,68+0,31 43,16+23,09 206,03+8,37  60,89+2,62  101,29+598 52,77+2,98 11,39+1,10 114,43+8,04  32,09+1,43  149,34£9,00  52,62+31,96

BOF 668  6,090,61 15,32+12,78  190,32+18,65  27,45+2,56 22,7742,17 19,24+1,96 15,74+2,00 47754522  28,84+3,50  23,10+2,10  44,25+25.89

crni bor 20 THR 507  5,86+0,37  23,89+12,76  162,08+19,59  26,69+3,37 21,58+2,63 21,10+2,84 13,14+2,01 45,07+659  27,06+4,85  23,84+2,90 52,32+19,75
2018 BOF 1417 5,90+0,68 16,80£9,74  349,15+13,55  4533+1,67 20,81+1,48 16,68+0,74 52,34+5,69 759342,78  26,73+1,12  87,25+4,61 31,11£27,12
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THR 1222 5,79+0,35 32,57+28,16 357,69+7,57 85,34+6,07 122,60+15,01 51,95+4,62 42,20+3,04 100,18+3,21 18,82+0,53  18529+18,77  39,96+33,60

BOF 1467  5,57+0,48 15,84+5,62 272,18+8,53 48,20+1,70 69,75+3,78 19,51+0,80 9,56+0,67 114,08+5,23 26,83+0,94 80,93+4,92 33,24+19,01
2019

THR 1347 5,52+0,30 21,82+9,91 327,76+7,91 67,59+1,76 81,33+3,36 38,98+1,43 14,52+0,31 139,02+4,53 36,46+1,29  101,54+4,79 40,89+24,61
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Primjenom Wilcoxonovog testa na dvotjednim mjerenjima utvrdene su znacajne
razlike izmedu BOF i THR uzoraka na ispitivanim plohama (Tablica 5). Utvrdena je razlika
za Ca’* na plohi hrasta crnike i alepskog bora. Razlike za Mg®*, Na* i SO4* utvrdene su na
hrastovim plohama, dok je za K* i CI” utvrdeno na hrastovim plohama i na plohi crnog bora.
Za NOg3', razlika je utvrdena samo na plohi hrasta medunca. Na svim plohama, nije utvrdena

razlika za NH,".

Znacajne razlike alkalitet utvrdene su na hrastovim plohama i na plohi alepskog bora

(Tablica 5).

Tablica 5. Prikaz znadajnih razlika izmedu atmosferskog talozenja iona u uzorcima
dobivenim mokrim talozenjem (BOF) i prokapljivanjem (THR) na plohi hrasta medunca,
hrasta crnike, alepskog bora i crnog bora (Wilcoxonov test, znacajni rezultati su podebljani za
p <0,05.

Vrsta ca®* Mg®* Na* K" N-NH,” SO/ N-NO; CI Alkalitet

Hrast
medunac 018 000 001 0,00 0,12 0,02 002 0,01 0,00
Hrast
crnika 0,02 0,00 0,00 0,00 0,45 0,00 0,31 0,00 0,00
ARPKL 001 011 014 010 048 066 026 011 0,0

Crni bor 043 0,38 0,08 0,00 0,17 0,92 0,10 0,01 0,06

Primjenom Spearmanove korelacije na dvotjednim mjerenjima (od travnja 2017. do
prosinca 2019.) utvrdene su znacajne korelacije izmedu BOF i THR uzoraka (Tablica 6). Na
svim plohama, utvrdene su znacajne korelacije za katione Ca®*, Mg?, Na" i K* na plohi crnog
bora za Ca®* te na plohi hrasta crnike za K* korelacija je znacajna ali niske vrijednosti
koeficijenta korelacije. Za NH," utvrdena je znacajna korelacija na svim plohama osim na
plohi alepskog bora. Za anione S04%, NOs i CI" utvrdene su znacajne korelacije na svim

plohama. Znac¢ajna korelacija za alkalitet utvrdena je na borovim plohama.
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Tablica 6. Koeficijenti korelacije izmedu atmosferskog taloZenja iona u uzorcima dobivenim
mokrim taloZenjem (BOF) i prokapljivanjem (THR) na plohi hrasta medunca, hrasta crnike,

alepskog bora i crnog bora Znacajni rezultati su podebljani za p < 0,05

Vrsta Ca* Mg® Na" K" N-NH, SO/ N-NO;y CI'  Alkalitet

Hrast
5 medunac 0,87 0,78 0,66 0,59 0,72 0,80 0,72 0,51 0,16
§:>  Hrast
_—Q
:f:_’% crnika 0,67 0,61 0,79 0,32 0,53 0,49 0,37 0,79 0,29
[
o O H
¥ AESC 060 080 088 082 03 077 074 08 045

Crnibor 0,77 063 085 0,68 0,59 0,80 0,77 0,88 0.68

Analiza varijance (ANOVA) je koristena kako bi se ispitale razlike medu ionima
prikupljenim atmosferskim taloZenjem u BOF i THR uzorcima u 2017., 2018. 1 2019. godini.
Nakon provedene analize utvrdile su se razlike izmedu skupina te se proveo Tukey post-hoc
test da se utvrdi medu kojim skupinama postoje razlike (Slika 13a-d).

Znadajne razlike na plohi hrasta medunca uocene su za K*, NO3™ i alkalitet. Za K*
utvrdena je razlika u THR-u izmedu 2017. i 2019. te u 2019. godini izmedu BOF-a i THR-a
(Slika 13a). Za NOsznacajna razlika utvrdena je u THR-u izmedu 2017. i 2019. godine.
Znacajna razlika alkaliteta unutar tri godine mjerenja, zabiljeZena je u 2019. godini izmedu
BOF-ai THR-a (Slika 13a).

Na plohi hrasta crnike znacajna razlika utvrdena je za K u 2019. godini izmedu BOF
i THR (Slika 13Db).

Razlike na plohi alepskog bora utvrdene su razlike za Mg** u BOF-u izmedu 2018. i
2019. godine (Slika 13c).

Na plohi crnog bora znacajne razlike utvrdene su za NH," i NOs. Za NH," znadajna
razlika utvrdena je u THR-u izmedu 2018. 1 2019. godine, dok se NO3™ znac¢ajno razlikovao u

BOF-u izmedu 2017. 1 2018. godine (Slika 13d).
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c) 35000 1 Alepski bor
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d) 40000 - Crni bor
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Slika 13. Rezultati post-hoc Tukey HSD testa za istrazivane ione izmedu uzoraka dobivenim mokrim taloZzenjem (BOF) i prokapljivanjem (THR)
za tri godine (2017., 2018., 2019.) na plohi a) hrasta medunca, b) hrasta crnike, c¢) alepskog bora i d) crnog bora. Znacajni rezultati za p<0,05

oznaceni su zvjezdicom (*).
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U Tablici 7. prikazana su stvarna i kriti¢na opterecenja duSikom. Rezultati stvarnog
optereéenja dusikom u $umi kretali su se izmedu 4 kg N ha™* g* na plohi alepskog bora u
2017. godini i 20 kg N ha* g™ na plohi hrasta medunca u 2019. Na plohi alepskog bora
stvarno optere¢enje u 2018. bilo je 15 kg N ha* g ™. Vrijednosti od 16 i 20 kg N ha* g*
utvrdenih na plohi hrasta medunca u 2018. i 2019. ujedno su jedine vrijednosti koje su bile na
granici kriticnog opterecenja. U 2017. godini niti jedna ploha nije bila blizu kriticnog

optereéenja.

Tablica 7. Stvarna i kriti¢na optere¢enja dusikom (N) na plohama hrasta medunca hrasta

crnike alepskog bora i crnog bora (Bobbink i Hettelingh, 2011).

Godina Kritiéno
Vrsta 2017 2018 2019 opterecenje, CL
kg N ha'g™ kg N ha'g
Hrast medunac 14 16 20 15-20
Hrast crnika 10 11 15 10-20
Alepski bor 4 15 14 5-15
Crni bor 5 8 10 15

U Tablici 8 prikazana su stvarna opterecenja kiselim spojevima. Rezultati stvarnog
optere¢enja kiselim spojevima u Sumi kretala su se izmedu 14 kg ha™ g™ na plohi alepskog
bora u 2017. godini i 135 kg ha' g na plohi hrasta crnike u 2019. (Tablica 8).
Usporedujucu vrijednosti opterecenja na pojedinoj plohi po godinama istrazivanja, najvece
vrijednosti utvrdene su u 2019. godini, izuzev plohe alepskog bora gdje je najveca utvrdena

vrijednost bila u 2018. godini.

Tablica 8. Stvarna opterecenja kiselim spojevima (N+S) na plohama hrasta medunca hrasta

crnike alepskog bora i crnog bora

Godina
Vrsta 2017 2018 2019
kgha'g* kgha'g® kgha'g™
Hrast medunac 62 56 84
Hrast crnika 72 85 135
Alepski bor 14 60 59
Crni bor 20 41 55
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4.2. Koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjera¢ima

Koncentracije ozona izmjerene su na plohama hrasta medunca i crnike te alepskog i

crnog bora. Utvrdene dvotjedne koncentracije ozona bile su vece u 2019. nego u 2017. i

2018. na sve Cetiri plohe, uglavnom tijekom ljeta i rane jeseni (Slika 14). Rezultati pokazuju

da su izmjerene koncentracije na sve Cetiri plohe bile blizu ili su dosegle 100 ppb, vrijednost

koja je preporucena kao gornja granica za pasivno mjerenje koncentracija ozona na Sumskim

plohama (Schaub i sur., 2016.). Na plohama alepskog i crnog bora 2017. godine

koncentracije ozona bile su blizu granice za pasivno mjerenje ozona na Sumskim plohama

(Slika 14),
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Slika 14. Dvotjedne koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjeracima u 2017. (svijetla

linija), 2018. (tamna linija) i 2019. (isprekidana linija) za plohe a) hrasta medunca, b) hrasta
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Rezultati

4.2.1. Odredivanje parametara za procjenu rizika od ozona za zaStitu

vegetacije i Suma

Vrijednosti koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjerac¢ima preracunale su Se U
satne vrijednosti pomocu Loiblove jednadzbe (4). Dobivene satne vrijednosti koristile su se
za izratun parametara akumuliranog ozona, AOT40, i fitotoksicnog ozona, PODY, za

procjenu rizika od ozona kako bi se zastitile Sume 1 vegetacija.

Parametar AOT40 izraCunat je na tri razli¢ita principa pomocu jednadzbi 5-7.
Vrijednosti za sve AOT40 parametre bile su vece u 2018. nego u 2017. na plohama hrasta
medunca, hrasta crnike i alepskog bora, ali ne i na plohi crnog bora (Tablica 9). Vrijednosti
parametara AOT40,cp (izraCunato prema ICP Vegetation za odreden vegetacijski period
ovisno o vrsti) i AOT40pneno (tocan vegetacijski period za pojedinu vrstu) bile su vece na

plohama crnog i alepskog bora nego na plohama hrasta crnike i medunca.

U 2017. za sve parametre AOT40 (> 57000 ppb h), najvece vrijednosti izraGunate su
za plohu crnog bora (Tablica 9), a najnize za plohu hrasta crnike (> 2300 ppb h). U 2018.
godini bila je vidljiva razlika izmedu vrijednosti AOT40gi, (izracunato prema Direktivi) i
AOT40,cp. Vrijednosti AOT40gi, bile su nize za sve plohe, izuzev plohe hrasta medunca.
Najveca vrijednost AOT40g;, izraCunata je za plohu crnog bora 55880 ppb h, a najniza za

plohu hrasta crnike, 4480 ppb h.

Tablica 9. Parametri akumuliranog ozona (AOT40gir, AOT40,cp | AOT40pheno) 1 fitotoksicnog
ozona (PODO, POD1, POD2)

Vrsta Godina AOT40y; AOT40,cp  AOT40pneno PODO_2 PODl_2 POD2_2

ppb h ppb h ppb h mmol m mmol m mmol m
Hrast medunac 2017 7870£3707  7069+3164  7221+6625 1243 542 0+0
2018 13113+£3707 11544+3164 16590+£6625 16+3 842 1+0
Hrast crnika 2017 2487+1409 237942440 237942440 340 0+0 0+0
2018 44801409  5829+2440  5829+2440 3+0 0+0 0+0
Alepski bor 2017 201701380 25297+1447 25297+1447 742 2+1 0+0
2018 39692+1380 457611447 45761+1447 942 3+1 0+0

Crni bor 2017 57359+£1046 57896+7624 57896+7624 33+1 2442 15+4
2018 55880+£1046 68678+7624 68678+7624 32+1 2242 9+4

Za izraCun parametara fitotoksi¢nog ozona (PODY) za tri razlicita praga (Y =0, 1, 2)
koristile su se jednadzbe 8 i 9. Najvise vrijednosti PODO, POD1 i POD2 u 2017. i 2018.

godini su dobivene su za crni bor, a najnize vrijednosti za hrast crniku (Tablica 9).
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U 2017. vrijednosti POD2 bile su 0 mmol m 2 za sve vrste osim crnog bora 15 mmol
m 2. U 2018. godini POD2 za crni bor iznosio je 9 mmol m2, a za hrast medunac 1 mmol

m % (Tablica 9). Vrijednosti za hrast crniku i alepski bor bile su 0 mmol m™,

4.3. Odnosi izmedu okolisnih varijabli i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma

KoriStenjem statistickih analiza utvrden je odnos izmedu okolisnih varijabli
(temperatura, sun¢evo zracenje, relativna vlaznost, kisa, sadrzaj vode u tlu) te parametara
ozona (AOT40gi;, AOT40,cp, AOT40pneno | PODO, POD1, POD?2) i pokazatelja zdravstvenog
stanja Suma (prirast i osutost) (Slike 15-18).

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika primjenom analize varijance ANOVA-e za
prirast (Slike 15a) izmedu pojedinih vrsta, a najveca razlika je utvrdena za crni bor. Osutost
(Slika 15b) je bila najniza u Sumi hrasta crnike dok preostale vrste nisu pokazivale statisti¢ki

znacajnu razliku.

Sadrzaj vode u tlu (eng. soil water content, SWC), preuzet iz baze Copernicus, na
razli¢itim dubinama SWC1-4, znaajno se razlikovao na svim ispitivanim plohama (Slika
16a). Nadalje, vrijednosti fitotoksi¢nog ozona (PODO, POD1 i POD2) znafajno su se
razlikovale izmedu ploha (Slika 16b, Slika 18). Vrijednosti akumuliranog ozona (AOT40gi,
AOT40,cp, AOT40gneno) Na plohi crnog bora pokazale su statisticki razli¢ite vrijednosti od
ostale tri plohe (Slika 16c, Slika 18).
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Slika 15. Prikaz rezultata analize varijance za a) prirast i b) osutost za hrast medunac, hrast

crniku, alepski bora i crnog bora za 2017. i 2018. godinu
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Slika 16. Prikaz analize varijance za a) sadrzaj vode na Cetiri razlicite dubine tla (SWCI,
SWC2, SWC3, SWC4), b) vrijednosti fitotoksi¢nog ozona (PODO, POD1 i POD2) i ¢)
akumuliranog ozona (AOT40dir, AOT40ICP, AOT40pheno) za plohe hrasta medunca, hrasta

crnike, alepskog bora i crnog bora
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Slika 17. Rezultati Newman-Keulsovog testa za razli€ite vrijednosti fitotoksi¢nog ozona, POD0, POD1, POD2 za plohe hrasta medunca, hrasta

crnike, alepskog bora i crnog bora. Znacajni rezultati za p < 0,05 oznaceni su zvjezdicom.
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Slika 18. Rezultati Newman-Keulsovog testa za razli¢ito izraunate parametre akumilarnog ozona (AOT40g;;, AOT40,cp, AOT40pheno) Za plohe

70

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

M Hrast medunac
Hrast crnika
m Alepski bor

W Crni bor

1 1 ol 2 1 1 &

AQOTAOdir AOT40ICP AOT40pheno

hrasta medunca, hrasta crnike, alepskog bora i crnog bora. Znacajni rezultati za p < 0,05 oznaceni su zvjezdicom




Rezultati

Nakon §to su se utvrdile znacajne okoliSne varijable (temperatura, suncevo zracenje,
relativna vlaznost, kiSa, sadrzaj vode u tlu) te parametri ozona (PODO, POD1, POD2 i
AOT40qir, AOT40icp, AOT40pheno), provedene su korelacija i parcijalna korelacija primjenom
Newman-Keuls post-hoc test. Korelacijom ispitane varijable pokazale su povezanost
godisnjeg prirasta 1 osutosti krosnje. Osutost je bila znacajno povezana sa sadrzajem vode u
tlu na razli¢itim dubinama (r izmedu 0,847 i 0,877) (Tablica 10). Prirast je pokazao znacajnu
povezanost za razli¢ite vrijednosti fitotoksi¢nog ozona POD0, POD1, POD2 (r izmedu 0,890
I 0,942), kao i s razli¢ito izraCunatim vrijednostima parametra AOT40, ali neSto manje
povezanosti (r izmedu 0,886 1 0,903) (Tablica 10).

Parcijalna korelacija provedena uz temperaturu kao fiksnu varijablu, potvrdila je do
sad utvrdene korelacije, ali je istaknula negativan utjecaj suncevog zracenja i znacajan utjecaj
vlage na prirast (Tablica 10).

Sljedeca parcijalna korelacija provedena je uz sadrzaj vode u tlu (SWCI) u gornjem
sloju (0-7 cm) kao fiksnom varijablom. Utvrdilo se da je rast bio u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji s temperaturom i parametrima za odredivanje ozona, AOT40 i PODY. Postotak
osutosti bio je znacajno povezan s temperaturom zraka (Tablica 10).

Kad je parcijalna korelacija provedena uz dvije istovremeno fiksne varijable,
(temperatura i SWC1), dobivene korelacije ponovno su se promijenile. Rast je bio zna¢ajno
pozitivno povezan sa sunfevim zraCenjem, i znacajno negativnho povezan s relativhom
vlagom, te je bio pozitivno povezan s parametrima ozona (POD1, POD2 i AOT40). Nadalje,

osutost je bila negativno povezana samo s AOT40 parametrima (Tablica 10).
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Tablica 10. Odnosi izmedu godi$njeg prirasta i osutosti kro$nje u odnosu na parametre ozona (PODO0, POD1, POD2 i AOT404i;, AOT40,cp,

AOT40pheno) 1 okoliSa (temperatura (T), sunCevo zracenje (Rad), relativna vlaznost (RH), kiSa (Rain), sadrZaj vode u tlu (SWC)). Znacajni

rezultati (p<0,05) su podebljani.

T Rad RH% Rain SWC1 SwC2 SWC3 SWC4 PODO POD1 POD2 AOTg AOTicp AOTpneno
prirast (cm) 0,555 0,475 -0,641 -0,036 0,061 0,064 0,0507 0,078 0,890 0,931 0,942 0,903 0,893 0,886
osutost (%) -0,232 -0,141 -0,497 -0,021 0,871 0,877 08472 0,869 0,529 0,4382 0,227 0,472 0,469 0,507
konstantna
T (°K)
prirast (cm) -- 0,699 -0,897 0,055 0,628 0,632 0,664 0,633 0,844 0,899 0,916 0,934 0,927 0,915
osutost (%) -- -0,190 -0,478 -0,057 0,956 0,963 0,948 0,944 0,794 0,704 0,439 0,577 0,568 0,613
konstantan
SWC1
prirast (cm) 0,761 0,473 -0,739  -0,043 -- 0,071  -0,099 0,350 0,905 0,937 0,942 0,962 0,952 0,953
osutost (%) 0,814 -0,415 -0,005 -0,247 - 0,283 -0,392 -0,041 0,659 0,585 0,386 0,264 0,252 0,304
konstantna
T (°K) i
SWC1
prirast (cm) -- 0,939 -0,835 0,047 -- 0,105 0,443 0,144 0,788 0,859 0,866 0,912 0,892 0,886
osutost (%) -- -0,486 0,414  -0,292 -- 0,481 -0,027 -0590 -0,337 -0,437 -0,568 -0,915 -0,894 -0,880
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Statisticki alat RFA, analiza slu¢ajne Sume, (eng. Random Forest Analysis) koristio se
za utvrdivanje ucinka okoliSnih varijabli na prirast stabala ispitivanih vrsta. RFA analiza
naglasila je najvaznije ekoloske prediktore koji utjeCu na rast. Ova analiza istaknula je da su
AOT40pheno 1 AOT40qir najvazniji prediktori rasta hrasta medunca i crnike. Na plohi crnog
bora najvazniji prediktor bio je PODO (Slika 19). Medutim, vazno je istaknuti da su varijable

sadrzaja vode u tlu (SWC1-4) takoder pokazale visoke vrijednosti vaznosti kao prediktori za

AOTpheno AOT40 SWC1 SWC2 PODO POD1 AOQOTicp

rast ispitivanih vrsta (Slika 19).

Vaznost RFA varijable

o o o o =
N Y [*2] o) o
() S} o S )

o
o
S

B Hrast medunac Hrast crnika = Crni bor

Slika 19. Varijable najvecée vaznosti za rast prema RFA analizi za plohe hrasta medunca

(Poreg), hrasta crnike (Sigan) i crnog bora (Split)

4.4. Hranjive tvari u liséu i iglicama

Kako bi se procijenila opskrbljenost hranjivim tvarima u li§¢a/iglica, provedena je
usporedba dobivenih rezultata istrazivanja s literaturnim podacima. Shodno tome, dobiveni
rezultati masenih udjela pojedinih elemenata usporedeni su se s literaturnim vrijednostima
danim u rasponima odnosno klasama (Mellert 1 Gottlein, 2012). Prema rezultatima
prikazanim na Slici 20a-d vidljivo je da se kod vecine ispitivanih vrsta maseni udjeli
elemenata nalaze u optimalnom rasponu. Iznimno, maseni udio dusika bio je u ispod granice
optimalne koncentracije, to jest u nedostatnom rasponu za vrste hrasta crnike i crnog bora
(Slika 20b i d). Visoke vrijednosti kalcija utvrdene su u hrastu meduncu, crnom boru i

alepskom boru (Slika 20a, ¢ i d).
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Slika 20. Koncentracije elemenata u lis¢u i iglicama za tri ispitivane godine (2017.-2019.,

isprekidane linije) a) listovi hrasta medunca; b) listovi hrasta crnike; c) iglice alepskog bora; i
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4.5. Hranjive tvari u tlu

Uzorci tla prikupljeni su i analizirani tri uzastopne godine na svim ispitivanim plohama.
Uzet je gornji mineralni sloj (0-10 cm). Na podrucju Istre, analize uzoraka tla na plohama
hrasta medunca i crnike pokazuju slabo kiselu reakciju (5,5-6,5) dok ostali uzorci pokazuju
neutralnu reakciju (6,5-7,2) (Tablica 11). Analize uzoraka tla na plohama alepskog i crnog

bora pokazuju neutralnu (6,5-7,2) do alkalnu reakciju (>7,2) (Tablica 11).

Tlo na svim ispitivanim plohama bilo je jako humozno (5-10 %), izuzev na plohi hrasta

crnike gdje je bilo u kategoriji humoznog tla (3,18 % ) (Tablica 11).

Na svim ispitivanim plohama tlo je bilo bogato (0,21-0,30 %) do vrlo bogato dusikom
(>0,30 %) izuzev plohe crnog bora u 2019. (Tablica 11).

Sadrzaj fizioloski aktivnog fosfora pokazuje da je tlo vrlo slabo (<10 mg/100 g)
opskrbljeno fosforom na svim plohama izuzev plohe alepskog bora u 2019. kada je utvrdena
osrednja opskrbljenost (Tablica 11). Kalija je bilo u dovoljnim koli¢inama na svim

istrazivanim plohama.

Po teksturi tlo na navedenim plohama (Tablica 11) pripada veéinom praskastoj glini i
praskasto glinastoj ilovaci (FAO, 2015).
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Tablica 11. Srednje vrijednosti koncentracija elemenata u tlu (P, K;O, N, C, CaCOs3), humus, pH i tekstura tla na plohama hrasta medunca,

hrasta crnike, alepskog bora i crnog bora za tri ispitivane godine (2017. - 2019.)

P K0 N Humus C C/N CaCOs3 Pijesak Prah Glina

Vreta - God Ho 2o mg’téloog mg/ 100g tla % % % % % 00632 00020068 <5002 mm
2017 6,95+0,29 5,54+0,49 0,45+0,21 18,69+3,27 0,34+0,19 5,11+2,23 2,97+1,29 9,26+1,41 0,53+0,00 3,88+0,91 45,85+10,09 50,29+11,82
ngﬁztac 2018  7,13+0,81  637+0,46  088+0,30  2515+0,60  050+0,43  6,54+508  3,80+2,96  8,18+1,16 0,42+0,00 3334103 41,75£1096  54,9249,93
2019 6724007  623+0,19  0,56:048 28384569 046028  7,664344  446+2,00 1036+1,88  0,64+0,10  3,69¢128 48324909  48,00+7,81
2017  545:0,15 3914013  0,19+40,07  13,0944,53  0,2040,08  3,18+1,13  185+0,66  9,55+0,44 0,00 12,06+6,00  54,53+0,83  3342+5,15
Chr:ﬁita 2018  596+0,16  531+0,23  0,75+0,30  21,6249,31  034+0,14 6804252  3,96+1,46  11,76:0,59 0,00 5424081  56,92+4,28 37,6843 47
2019 636+045 5674072  045:047 1563204  033+0,10 5844152  340+0,88  1035:042 0424000 5504042  60,9442,92  33,57+340
2017 7,57+0,10  6,87+0,23 2914390  43,56+9,33 0,380,223  6,37+44,39 3714255  9,63+0,81  23,10430,29  11,134325  43,93+4,40  44,94+767
a'g'gsrki 2018  8,04+0,11  742+0,19  3,55+8,93  46,08+1003 0514026  840+4,36  4,894254  9,69+156  24,55+2407  12,10+6,63 43414242  44,49+6,36
2019 7,99+0,19  745£020 12374803 57,79+1731  046:0,18  6,53+3,22  3,79:1,87  7,98:0,97  22,49+1958  10,29+4191 41214303  48,5044,72
2017 7,5140,18  7,11=0,08 0,830,339  23,19+572  027+0,17  6,85:5,28  3,98+3,07  13,9242,62  1592+13,03  16,66+387  50,08£11,28 332741515
crnibor 2018 807019 7494016 095191  1875:7,76 022014 510591  3,94+3,62 9414659  10,79:0,81 19'16;14'2 46,00:7,11  34,85:20,14
2019  8,14+0,07 744007 321149  26,03+1013  0,19+007  510+1,93  2,97+1,12  1583+4,30  6,84+1,71 13784904  4837+12,56  37,86+20,78
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4.6. Osutost

Rezultati pradenja osutosti ispitivanih vrsta kroz tri godine prikazani su po
kategorijama osutosti na Slikama 21 i 22. Razlike u osutosti izmedu pojedinih ploha i godina
ne razlikuju se (Slika 21). Postotak znacajno osutih stabala (> 25 %) ukazuje da znacajne
razlike u osutosti izmedu ispitivanih ploha i unutar istrazivanih godina (2017.-2019.) ipak
postoje (Slika 21). Najveci postotak znacajno osutih stabala (> 25 %) utvrden je na plohi
alepskog bora za sve tri istrazivane godine. Visok postotak znacajno osutih stabala utvrden je
za sve tri godine i na plohama hrasta medunca i crnog bora. Ploha hrasta crnike bila je

najvitalnija ploha s malim postotkom znacajno osutih stabala.

Rezultati pracenja osutosti prikazani su na Slici 22a-d za sve tri godine, prema klasi
osutosti 1 lokaciji plohe. Uocene su razlike medu plohama u postotku stabala osutosti veCom
od 25 % (Tablica 3). Najveci postotak znacajno osutih stabala (udio stabala s osutosti > 25 %)
utvrden je na plohi alepskog bora i prema Slici 22¢ smanjuje se s godinama (67 % u 2017., 60
% u 2018., 42 % u 2019.). Visoka osutost zabiljezena je i na plohi hrasta medunca (49 % u
2017., 33 % u 2018., 44 % u 2019.) i plohi crnog bora (33 % u 2017., 44 % u 2018., 44 % u
2019.). Suma hrasta crnike bila je najvitalnija ploha tijekom istrazivanja s najmanjim
postotkom znacajno osutih stabala (>25 %) 3 % u 2017., i 8 % u 2018. i 2019. godini (Slika
22b).

N w B (O] (o)) ~
o o o o o o
1 1 1 1 1 )

Postotak znacajno osutih stabala, %
=
o
1

o
1

2017 2018 2019
m Hrast medunac Hrast crnika = Alepski bor = Crni bor

Slika 21. Kretanje znacajno osutih stabala u razdoblju 2017.-2019. godine, na plohama hrasta
medunca (svjetla linija), hrasta crnike (tamna linija), alepskog bora (svjetla isprekidana linija),

crnog bora (tamna isprekidana linija)
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Slika 22. Osutost stabala za godine 2017., 2018. i 2019. na plohama a) hrasta medunca, b)

hrasta crnike, c) alepskog bora i d) crnog bora
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4.7. Prirast
Rezultat mjerenja prirasta pomocu dendrometarskih prikazano je na slikama u Prilogu

2. ProsjeCan godisnji debljinski prirast svih pracenih stabala hrasta medunca iznosio je u
2019. godini 0,19 cm, a prosje¢ni godis$nji postotak prirasta temeljnice iznosio je 1,08 %
Najveci prirasta u ispitivanom razdoblju bio je u 2018. (1,18 %) (Tablica 12). U 2017. bio je
najmanji postotak prirasta.

Na plohi hrasta crnike prosje¢an godiSnji debljinski prirast svih pracenih stabala
iznosio je u 2019. godini 0,22 cm, a prosjec¢an godiS$nji postotak prirasta temeljnice iznosio je
1,05 % S$to je najveéi prirast u ispitivanom razdoblju (Tablica 12). U 2017. i 2018. (0,31 % i
0,67 %) postotak prirasta bio je manji u usporedbi s prirastom u 2019.

Tablica 12. Prosjec¢an godisnji debljinski prirast i prosje¢ni godisnji postotak prirasta
temeljnice svih pracenih stabala na plohama hrasta medunca, hrasta crnike, alepskog bora i

crnog bora u periodu od 2017. do 2019.

Vista Godina Prirast Prirast
cm %

2017 0,18+0,08 1,05+0,44
hrast medunac 2018 0,2+0,11 1,18+0,53
2019 0,19+0,08 1,08+0,45
2017 0,07+0,07 0,31+0,27
hrast crnika 2018 0,14+0,11 0,67+0,48
2019 0,224+0,15 1,05+0,62
2017 0,26+0,11 1,28+0,53
alepski bor 2018  0,27+0,14 1,26+0,63
2019 0,38+0,15 1,77+0,64
2017 0,13+0,09 0,33+0,2
crni bor 2018 0,13+0,72 0,33+0,17
2019 0,16+0,1 0,4240,22

Na plohi alepskog bora prosjecan godiSnji debljinski prirast svih pracenih stabala
iznosio je u 2019. godini 0,38 cm. Prosje¢ni godiSnji postotak prirasta temeljnice iznosio je
1,77 % S§to je ujedno i najveci prirast u ispitivanom razdoblju (Tablica 12). U ostale dvije
godine, 2017.12018. (1,28 % i 1,26 %), postotak prirasta bio je manji u usporedbi s prirastom
u 2019.
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Na plohi crnog bora prosjecan godiSnji debljinski prirast svih pracenih stabala iznosio
je u2019. godini 0,16 cm, a prosje¢an godisnji postotak prirasta temeljnice iznosio je 0,42 %
Sto je najveci postotak prirasta u mjerenom razdoblju (Tablica 12). U 2017. 1 2018. (0,33 % i

0,33 %) postotak prirasta bio je manji u usporedbi s prirastom u 2019.

4.8. Odredivanje indikatora oksidativnog stresa i antioksidativnih enzima

U svrhu utvrdivanja oksidativnog stresa u Cetiri ispitivane vrste (hrast medunac, hrast
crnika, alepski bor i crni bor) odredene su koli¢ine fotosintetskih pigmenata (Chl-a, Chl-b,
Chl-tot) (Tablica 13), koli¢ine H,O, (Tablica 14) i koli¢ine malondialdehida (MDA) (Slika
21) kao pokazatelja lipidne peroksidacije (LPO). Takoder, odredena je 1 aktivnost
antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze (SOD) (Slika 24), katalaze (CAT) (Slika 25),
nespecificnih peroksidaza (POD) (Slika 26), i askorbat-peroksidaze (APX) (Slika 27) kao
pokazatelja potencijalne zastite od oksidativnog stresa. Biljni materijal prikupljen je sa stabala
koji su bili podijeljeni u 2 kategorije: kategorija stabala male osutosti (osutost <25 %) i
kategorija stabala znacajne osutosti (osutost >25 %) (Eichhorn i sur., 2016; Gottardini i sur.,
2020).

U Cetiri ispitivane vrste odreden je maseni udio fotosintetskih pigmenata: klorofila a
(Chl-a), klorofila b (Chl-b) i ukupnog klorofila (Chl-tot). Rezultati su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Koli¢ina fotosintetskih pigmenata u lis¢u/iglicama (Chl-a, Chl-b, Chl-tot) hrasta
medunca, hrasta crnike, alepskog bora i crnog bora za stabla male osutosti (osutost <25 %) i
stabla znaCajne osutosti (osutost >25 %). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost = S.D.
(n=3). Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu

stabala male i znacajne osutosti unutra biljne vrste odredenom studentovom t-testu (p < 0,05).

Chl-a Chl-b Chl-tot
Vrsta Kategorija 1 1 1
ng g svj.tv. ng g svj.tv. pg g svj.tv.
Hrast Stabla male osutosti (< 25 %) 1503,93+53,84* 366,39+36,32 1891,62+53,13*
medunac  Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 1302,68+57,91 347,224+35,22 1649,89+23,80
Hrast Stabla male osutosti (< 25 %) 1673,62+69,47*  466,84+42,40*  2290,94+271,10*
crnika Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 1387,09+55,64 357,96+24,75 1800,22+17,20
Alepski Stabla male osutosti (< 25 %) 406,74+119,81 123,81+25,77 422,59+95
bor Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 562,72+104,72 250,47+34,61* 448,87+110,32
) Stabla male osutosti (< 25 %) 666,3+23,50 221,35+13,81 882,79+24,01
Crni bor Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 795,59+8,42* 241,2426,52 990,4+92,92*
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U hrastovim vrstama znacajno viSe je Chl-tot utvrdeno u stablima male osutosti. U
crnom boru je znacajno vise Chl-tot utvrdeno u stablima znacajne osutosti. Za Chl-a utvrdile
su se znacajne razlike izmedu stabala male 1 znacajne osutosti za hrast medunac, hrast crniku i

crni bor. Za Chl-b znacajne razlike utvrdile su se za hrast crniku i alepski bor.

Koli¢ina H,0, odredivala se u lis¢u/iglicama hrasta medunca, hrasta crnike, alepskog
bora i crnog bora za stabla male i znacajne osutosti, a rezultati su prikazani u Tablici 14.

Znacajne razlike za HO; utvrdene su za crni bor izmedu stabala male i znacajne osutosti.

Tablica 14. Koli¢ina vodikovog peroksida (H,O) u li§¢u/iglicama hrasta medunca, hrasta
crnike, alepskog bora i crnog bora za stabla male osutosti (osutost <25 %) i stabla znacajne
osutosti (osutost >25 %). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + S.D. (n=3).
Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu stabala

male i znacajne osutosti unutra biljne vrste u Studentovom t-testu (p<0,05).

H.O,
Vrsta Kategorija
nmol g™ svj. tv.
Stabla male osutosti (< 25 %) 44,04+12,88
Hrast medunac
Stabla znacéajne osutosti (> 25 %) 39,4+5,67
] Stabla male osutosti (< 25 %) 0,03+0,01
Hrast crnika
Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 0,02+0,00
) Stabla male osutosti (< 25 %) 0,58+0,09
Alepski bor
Stabla znacajne osutosti (> 25 %) 0,61+0,2
) Stabla male osutosti (< 25 %) 0,89+0,21*
Crni bor

Stabla znacCajne osutosti (> 25 %) 0,32+0,06

Odredivanje lipidne peroksidacije vrSilo se mjerenjem sadrZzaja malondialdehida
(MDA). Rezultati su prikazani na Slici 23. Za hrast crniku i alepski bor, odredene su vece
koli¢ine MDA u stablima znacajne osutosti nego u stablima male osutosti. Za hrast medunac
odredene su manje koli¢ine MDA u stablima znaCajne osutosti nego u stablima male osutosti.
Za hrast crniku i alepski bor utvrdene su znacajno vece razlike MDA u znaajno osutim

stablima u odnosu na stabla male osutosti.
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Slika 23. Koli¢ina malondialdehida (MDA) u lis¢u/iglicama hrasta medunca (HM), hrasta
crnike (HC), alepskog bora (AB) i crnog bora (CB). za stabla male osutosti (osutost <25%) i
stabla znacajne osutosti (osutost >25%). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost £ S. D.
(n=3). Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu

stabala male i znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05)

Antioksidativni enzimi (poput SOD, CAT, POD, APX) sudjeluju u obrani
neutraliziraju¢i ROS-ove. Rezultati aktivnosti enzima u liS¢u/iglicama hrasta medunca, hrasta
crnike, alepskog bora i crnog bora za stabla male 1 znacajne osutosti prikazani su na Slikama
24 - 27.

Znacajna razlika SOD-a utvrdena je izmedu stabala male 1 znacajne osutosti samo za
crni bor (Slika 24). Rezultati aktivnosti CAT-a prikazani su na Slici 25. Znacdajne razlike
utvrdene su izmedu stabala male i znaCajne osutosti za sve vrste osim za hrast crniku.
Dobiveni rezultati aktivnosti POD-a prikazani su na Slici 26. Znacajne razlike aktivnosti
POD-a zabiljeZzene su samo izmedu stabala male i znacajne osutosti crnog bora. Znacajne
razlike rezultata aktivnosti APX-a utvrdene su izmedu stabala male i zna¢ajne osutosti za sve

vrste osim za hrast crniku (Slika 27).
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Slika 24. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u lis¢u/iglicama hrasta medunca (HM),
hrasta crnike (HC), alepskog bora (AB) i crnog bora (CB) za stabla male osutosti (osutost
<25%) 1 stabla znac€ajne osutosti (osutost >25%). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
+ S.D. (n=3). Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisti¢ki znacajnu razliku

izmedu stabala male i znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05).
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Slika 25. Aktivnost katalaze (CAT) u lis¢u/iglicama hrasta medunca (HM), hrasta crnike
(HC), alepskog bora (AB) i crnog bora (CB) za stabla male osutosti (osutost <25%) i stabla
znacajne osutosti (osutost >25%). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + S.D. (n=3).
Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu stabala

male i znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05).
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Slika 26. Aktivnost nespecifi¢nih peroksidaza (POD) u lis¢u/iglicama hrasta medunca (HM),

hrasta crnike (HC), alepskog bora (AB) i crnog bora (CB) za stabla male osutosti (osutost

<25%) i stabla znacajne osutosti (osutost >25%). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost

+ S.D. (n=3). Vrijednosti oznaene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znac¢ajnu razliku

izmedu stabala male i znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05).
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Slika 27. Aktivnost askorbat-peroksidaze (APX) u lis¢u/iglicama hrasta medunca (HM),

hrasta crnike (HC), alepskog bora (AB) i crnog bora (CB) za stabla male osutosti (osutost

<25%) 1 stabla zna€ajne osutosti (osutost >25%). Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost

+ S.D. (n=3). Vrijednosti oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku

izmedu stabala male i znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05).
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Rezultati masenih udjela hranjivih tvari u lis¢u/iglicama ispitivanih vrsta (hrast
medunac, hrast crnika, alepski bor i crni bor) prikazani su u Tablici 15. Znacajne razlike
utvrdene su za hrast medunac izmedu stabala male i znacajne osutosti za P, K, S, Ca, Mg, Mn,
Zn i Cu. Statisticki znacajne razlike za K, Fe i Mn utvrdene su za hrast crniku izmedu stabala
male i znacajne osutosti. Znacajne razlike utvrdene su za Ca, Zn i Cu izmedu stabala male i
znacajne osutosti za alepski bor. Znacajne razlike za crni bor utvrdene su za P, K i Ca izmedu

stabala male i znacajne osutosti.
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Tablica 15. Maseni udio hranjivih tvari (N, P, K, S, C, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu) u li§¢u/iglicama hrasta medunca (HM), hrasta crnike (HC),
alepskog bora (AB) i crnog bora (CB) za stabla male osutosti (osutost < 25%) i za stabla znacajne osutosti (osutost > 25%). Rezultati su izrazeni

kao srednja vrijednost (n=3). Vrijednosti podebljane i oznacene sa zvjezdicom (*) prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu stabala male i

znacajne osutosti za istu vrstu u Studentovom t-testu (p < 0,05). Bojama su oznacene koncentracije elemenata: crveno — prekomjerna koli¢ina;

zeleno —optimalna koli¢ina; Zuto — nedostatna koli¢ina (Fiirst i sur., 2020).

Vrsta Kategorija
Stabla male osutosti
Hrast (< 25 %)
medunac Stabla znacajne
osutosti (> 25 %)
Stabla male osutosti
Hrast (< 25 %)
crnika Stabla znacajne
osutosti (> 25 %)
Stabla male osutosti
Alepski (< 25 %)
bor Stabla znacajne
osutosti (> 25 %)
Stabla male osutosti
Crni bor (<25 %)

Stabla znacajne
osutosti (> 25 %)
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Rasprava

5. RASPRAVA

Mediteranski Sumski ekosustavi vrlo su bogati raznolikim biljnim i zivotinjskim
vrstama. Ocuvanje ovih ekosustava od iznimne je vaznosti jer su oni izvor bioraznolikosti kao
i izvor hrane, sprjeCavaju eroziju zemljiSta te pruzaju mjesto su za rekreaciju i turizam (Prpic i
sur., 2011a). U terenskim uvjetima postoji tek manji broj istraZivanja te je veéina istraZivanja
uglavnom radena na mladim biljkama u kontroliranim uvjetima. Stoga su neophodna
istrazivanja u prirodnim uvjetima jer mogu pruziti korisne informacije i predstavljati stvarnu
sliku mogucih negativnih utjecaja proizaslih ljudskim aktivnostima poput oneci$¢enja zraka
(Matyssek i sur., 2010; Paoletti i sur., 2019). U ovom istraZivanju izvrSena je procjena
utjecaja atmosferskoga taloZenja u Cetiri mediteranska Sumska ekosustava kako bi se utvrdilo
taloZzenje bazi¢nih spojeva kao i utvrdivanje kritiénih opterecenja dusikovim i kiselim
spojevima i njihov utjecaj na odabrane Sumske ekosustave. Utvrdivanjem koncentracija i
izratunom indeksa ozona utvrdio se utjecaj prizemnog o0zona na ispitivanim sumskim vrstama
kao i odnosi izmedu varijabli okoliSa i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma. Takoder,
utvrden je status hranjivih tvari u tlu te lis¢u i iglicama kako bi se utvrdilo zdravstveno stanje
ispitivanih Sumskih ekosustava. Odredivanjem indikatora oksidativnog stresa ispitalo se jesu

li istrazivane vrste pod utjecajem abiotickog stresa.

5.1. Procjena utjecaja atmosferskoga taloZenja te utvrdivanje stvarnih i kriti¢nih
opterec¢enja duSikovim i kiselim spojevima u mediteranskim Sumskim

ekosustavima

Atmosfersko taloZenje smatra se jednim od bitnih ¢imbenika koji odreduju kruzenje
tvari u Sumskim ekosustavima (Koztowski i sur., 2020). Prikupljanjem kiSe u Sumi prati se
koli¢ina atmosferskoga talozenja koja se ispere s kro$nje na Sumsko tlo. Prikupljanje kise
izvan Sume (BOF) sluzi kako bi se utvrdile razlike izmedu iona prikupljenih u Sumi (THR) i
izvan Sume (Balestrini i sur., 2007). Na prikupljenu koli¢inu kiSe u kiSomjerima utjece
nekoliko ¢imbenika kao $to su isparavanje, brzina vjetra, geometrija kiSomjera te struktura
krosnje (Balestrini i sur., 2007; Clarke i sur., 2020). Uzorci kiSe prikupljaju se kako bi se
pratilo atmosfersko talozenje (koncentracije, koli¢ine talozenja, tokovi) 1 optere¢enja tla na
odabranim plohama u svrhu razumijevanja i kvantificiranja procesa talozenja u Sumskim
ekosustavima (Clarke i sur., 2020). U cilju procjene atmosferskoga talozenja u ekosustavima

odabranih dominantnih Sumskih vrsta u dvije mediteranske regije (Istra i Dalmacija) prikupili
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su se uzorci kise i odredila su im se fizikalno-kemijska svojstva. Odredili su se parametri: pH
i provodljivost, kemijski sastav kise (odredile su se koncentracije iona K*, Na*, NH,*, Ca®*,
Mg®, Cl-, NOg, PO,¥, SO4%) i alkalitet. Dobivene vrijednosti dusikovih i kiselih spojeva

koristile su se za izracun opterecenja duSikovim i kiselim spojevima (Posch i sur., 2015).

Istrazivanja su pokazala da je veca koliina kise prikupljena kiSomjerima izvan Sume
(BOF) nego kiSomjerima u Sumi (THR) kako su utvrdili i drugi autori (Balestrini i sur., 2007,
Aguillaume, 2016; Jakovljevi¢ i sur., 2019). Ploha s najve¢om koli¢inom kise bila je ploha
crnog bora, a slijedile su je plohe hrasta medunca i crnike u Istri. Ploha s najmanjom
koli¢inom kiSe bila ploha alepskog bora. Ovakav raspored oborina rezultat je orografije
mediteranskog dijela Hrvatske (Denamiel i sur., 2021). Crni bor je vrsta koja se nalazi u
podru¢ju submediterana koji inaCe karakteriziraju veée koli¢ine oborina u odnosu na
eumediteran. Takoder, vece koliCine oborina karakteristicne su za Istru u odnosu na

Dalmaciju (Denamiel i sur., 2021).

Na ispitivanim plohama (Tablica 4) manja koli¢ina kiSe prikupljena je u uzorcima
THR-a nego BOF-a zbog prokapljivanja kise kroz kros$nju i zadrzavanja na krosnji. Razlika u
koli¢ini kise prikupljene u uzorcima THR-a nego BOF-a bila je <10 % na plohi hrasta
medunca te manje od <20 % na plohama hrasta crnike, alepskog i crnog bora (Lovreskov i
sur., 2021). Sli¢ne vrijednosti utvrdene su i na odabranim plohama u Italiji, gdje su se
vrijednosti prokapljivanja kretale od 10 do 15 % (Balestrini i sur., 2007). Takoder, koli¢ina
kise prikupljena u Sumi ovisi o glavnoj vrsti na plohi (Tablica 2) i te gusto¢i kro$nje. Vecéa
koli¢ina kiSe prikupljena je u kiSomjerima na plohama s vecom zastupljenosS¢u cetinjaca.
Istrazivanjem razlike u koli¢ini prikupljene kise u THR uzorcima ispod crnog bora (Pinus
nigra Arnold) i obi¢ne breze (Betula pendula Roth.), utvrdilo se da je veca koli¢ina kise
prikupljena ispod stabala bora u odnosu koli¢inu kise prikupljenu ispod stabala breze (Zabret i
sur., 2018; Zabret i Sraj, 2018). Usporedbom ploha u Istri zakljuéuje se da je do vecéeg
rasipanja doSlo u Sumi hrasta crnike nego u Sumi hrasta medunca. Rezultat toga bi bio gus¢i
sklop kro$nje hrasta crnike u odnosu na kros$nju hrasta medunaca. Borove vrste imale su vrlo
slicno rasipanje kiSe. U ovom istrazivanju koli¢ine kiSe prikupljene ispod kroSanja ispitivanjih
vrsta vise su rezultatu orografije kako je ve¢ spomenuto, a manji bi bio utjecaj samog tipa

krosnje.

Kisa koja prispije do Sumske kroSnje, ispire atmosfersko taloZenje s krosnji te dovodi do

vecih promjena u fizikalno-kemijskim svojstvima prikupljene kiSe, Sto se najbrze utvrdi
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mjerenjem pH i provodljivosti. U ovom istrazivanju vidljivo je da se na ispitivanim plohama
prosjeéne godisnje vrijednosti pH izmedu dvije razlidite vrste uzoraka (BOF i THR) ne
razlikuju (Tablica 4). Na vecini ploha prosjecne godisnje vrijednosti pH bile su vece od 5,50
Sto ukazuje da kiSa koja je prikupljena u kiSomjeru nije bila kisela. pH kise, koja prolazi kroz
atmosferu (bez prisutnog onecis¢enja), prirodno ima pH vrijednost od 5,50 uslijed otapanja
plinovitog CO, u vodi, prisutnog u atmosferi, tvore¢i karbonatnu kiselinu (Keresztesi i sur.,
2019). Utvrdilo se na plohama alepskog i crnog bora (izuzev pH na plohi alepskog bora u
2017) da je pH bio nizi unutar Sume nego izvan Sume za sve tri istrazivane godine. Do sli¢nih
zakljucaka dosli su i autori istrazivanjem pH atmosferskoga talozenja u Sumi cetinjaca U
Poljskoj (Kowalska i sur., 2016; Koztowski i sur., 2020). pH kise ovisi o prisutnoj koli¢ini
kiselih spojeva prispjelih u atmosferu zbog ljudskog utjecaja, ali ovisi i o koli¢ini bazi¢nih
spojeva koji ¢e neutralizirati kisele spojeve prisutne u prikupljenoj kisi (Keresztesi i sur.,
2019; Koztowski i sur., 2020). Na vrijednost pH utje¢u i bazi¢ni ioni. Bazi¢ni ioni (K*, Na®,
Ca®*, Mg?") imaju neutralizirajuéi uéinak u slucaju pojave kiselih kisa, a uglavnom potjecu s
mora ili s povrsine tla $to su potvrdili i drugi autori u istrazivanjima provedenih u ltaliji,
Spanjolskoj i Grekoj (Mosello i sur., 2002; Araujo i sur., 2015; Karavoltsos i sur., 2017). S
obzirom da su u ovom istraZivanju Ca**, uz Na* i Mg®" bili najzastupljeniji ioni na ispitivanim
plohama (Tablica 4), utvrdene prosje¢ne godi$nje vrijednosti pH na ispitivanim plohama bile
su vece u usporedbi s vrijednostima utvrdenim u Europi. Istrazivanje kemijskog sastava kise
provedenog u 27 europskih zemalja od 2000. do 2017. utvrdilo je prisutnost visokih
koncentracija oneciS¢ujuc¢ih tvari (NOx i SO7) u atmosferi iznad Europe. Prosjek utvrdenih
pH vrijednosti kise bio je 4,80 §to ukazuje na prisutnost kiselih spojeva u zraku (Keresztesi i
sur., 2019). Ti rezultati nude opce stanje o kemijskom sastavu kise u Europi, pridonoseéi
boljem razumijevanju oneciS¢enja zraka u europskim drzavama. Buduéi da se oneciS¢ujuce
tvari mogu prenijeti na velike udaljenosti, moguce je da prekograni¢no oneciS¢enje utjecalo

na kemijski sastav kiSe i na ispitivanim plohama.

Provodljivost je sposobnost otopine da provodi struju, a ovisi 0 koli¢ini prisutnih iona,
o njihovoj ukupnoj koncentraciji, o pokretljivosti i valenciji iona i o temperaturi mjerenja
(Fiirst i sur., 2020). Za provodljivost je utvrdeno da su vece vrijednosti bile u THR uzorcima u
usporedbi s BOF uzorcima na svim plohama s najviS§im vrijednostima utvrdenim na plohi
hrasta crnike u sve tri godine. Prikupljeni uzorci atmosferskog talozenja u THR-u sadrze i
ione suhog taloZenja ispranog s kroSnje za razliku od uzoraka prikupljenih u BOF-u $to

doprinosi vi§im vrijednostima provodljivosti (Jakovljevi¢ i sur., 2013; Ferretti i sur., 2014).

89



Rasprava

Kemijski sastav prikupljenih uzoraka kiSe razlikovao se od plohe do plohe, ovisno o
godini kao i o vrsti uzorka (THR ili BOF) (Tablica 4). Razlika u taloZenju iona izmedu
uzoraka prikupljenih u THR-u i BOF-u uzrokovana je ispiranjem suhih, natalozenih Cestica s
lis¢a i iglica §to rezultira ve¢im talozenjem iona u THR uzorcima. Ispiranje Cestica s krosnji
drveca Cetinjaca i zimzelenih vrsta ocekivano je tijekom cijele godine zbog lis¢a i iglica koji

su prisutni tijekom cijele godine.

TaloZenja Ca®* na svim plohama bila su vrlo visoka, uglavnom vec¢a u odnosu na
talozenja ostalih iona (Tablica 4, Slika 13). Najveée talozenje Ca®" utvrdeno je u THR
uzorcima na plohi crnog bora u 2018. i 2019. godini (Tablica 4). Velike utvrdene vrijednosti
uzrokovane su geografskim polozajem, vrstom tla i vrstom podloge na kojoj se ploha nalazi.
Na podruc¢ju mediteranskog dijela Hrvatske prevladava crvenica i smede tlo na vapnenackoj
podlozi, a vapnenacka podloga glavni je izvor Ca*" na ispitivanim plohama (Tablica 11)
(Pernar i sur., 2011; Zebec i sur., 2012). Talozenje Ca®" u THR uzorcima opéenito je visokih
vrijednosti i u cijeloj Juznoj Europi, §to se povezuje s doprinosom saharske prasine, osobito u
proljece i ljeto (Michel i Seidling, 2016; Jakovljevi¢ i sur., 2019). Saharski pijesak, tijekom
transporta zra¢nim strujama sa sjevera Afrike prema Europi djelomi¢no se otapa, transformira

1 taloZi uglavnom mokrim talozenjem (Diaz-Hernandez i Parraga, 2008).

Uz Ca?*, i Mg®* takoder djeluje kao pufer u kisi, tj. i jedan i drugi ion smanjuju uéinak
kiselih spojeva (Michel i Seidling, 2016). Najvecéa talozenja Mg?* utvrdena su na plohi hrasta
crnike u 2017. i 2018. godini. Izvor Mg?* uglavnom dolazi zradnim masama s mora, ali i
ispiranjem s lis¢a (Mosello i sur., 2002; Araujo i sur., 2015; Jakovljevi¢ i sur., 2019). Manji
doprinos taloZenju Mg?* pridonose emisije Gestica topljivih u vodi koje nastaju prilikom
izgaranja biomase (Araujo i sur., 2015).

Najvede koli¢ine talozenja K utvrdene su u THR uzorcima u 2019. godini na plohama
hrasta medunca i crnike. Kalij se moZe na¢i u atmosferi, kao i Mg?*, uslijed spaljivanja
biomase npr. gorenje biomase tijekom pozara koji su Cesta pojava u ovim podrucjima, ali i
kao posljedica poljoprivrednih aktivnosti (Siljkovi¢ i Mamut, 2016; Keresztesi i sur., 2019).
Tijekom poljoprivrednih radova odvija se ciljano paljenje biomase u obje regije. Na
dalmatinskom podru¢ju Hrvatske u prosjeku godiSnje bukne preko 2500 pozara, najvise
tijekom ljeta, spaljujuci stotine hektara Suma, makije kao i poljoprivrednih povrsina tako da
doprinos iz gorenja biomase je vrlo izgledan na ispitivanim plohama (Siljkovi¢ i Mamut,
2016).
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Najveée vrijednosti talozenja Na* i CI"(Tablica 4) utvrdena su na plohi hrasta crnike.
Ovakvi rezultati posljedica su neposredne blizine mora, budué¢i da se ova ploha nalazi
neposredno uz more. Ovi ioni sastavni su dio morske soli i smatraju se prepoznatljivim
ionima morske zra¢ne struje (Araujo i sur., 2015; Jakovljevi¢ i sur., 2019; Keresztesi i sur.,
2019). Omjer izmedu ta dva iona u uzorcima atmosferskoga talozenja je sliCan onom u
morskoj soli (0,5-1,5) te ovaj omjer sluzi kao provjera valjanosti prikupljenih uzoraka (Clarke
i sur., 2021).

Alkalitet je parametar koji se utvrdivao za sve uzorke ¢iji je pH bio veci od 5 (Clarke i
sur., 2020). U THR uzorcima, alkalitet je bio ve¢i od BOF uzoraka (Tablica 4). ZabiljeZene su
vece vrijednosti alkaliteta na hrastovim plohama u odnosu na borove plohe. Takoder, rezultati
dobiveni Wilcoxonovim testom utvrdili su znacajne razlike u talozenju izmedu BOF i THR
uzoraka na istim plohama (Tablica 5). Ovi rezultati sugeriraju ispiranje nataloZene
vapnenacke prasine s kro$nje. Sli¢ni rezultati pronadeni su i u literaturi (Aguillaume i sur.,

2017; Jakovljevi¢ i sur., 2019).

Primjenom Wilcoxonovog testa (Tablica 5) utvrdena je znadajna razlika taloZenja Ca®*
izmedu BOF i THR uzoraka na plohi hrasta crnike i alepskog bora. Razlike za Mg?*, Na* i
SO, utvrdene su na hrastovim plohama, dok je za K* i CI utvrdeno na hrastovim plohama i
na plohi crnog bora. Za NOj’, razlika je utvrdena samo na plohi hrasta medunca. Na svim
plohama, nije bilo utvrdene razlike za NH,;". Primjenom Wilcoxonovog testa izmedu BOF i
THR uzoraka (Tablica 5) utvrdeno je da jedino na plohi crnog bora nije uocena znacajna
razlika. Utvrdene razlike iona izmedu uzoraka THR-a i BOF-a rezultat su utjecaja krosnje. Na
krosnji se taloZe suhe Cestice koje se ispiru tijekom kiSe. Te Cestice dolaze u kontakt s listom
te moze do¢i do ispiranja i/ili do razmjene iona (apsorpcija iona) §to u krajnjem slucaju moze
rezultirati manjom koncentracijom iona u THR uzorcima u odnosu na BOF uzorke (Ferretti i
sur., 2014; Jakovljevié i sur., 2019).

Na svim plohama, utvrdene su znacajne korelacije za ve¢inu iona na sve Cetiri plohe,
izuzev na plohi crnog bora za Ca®*, za NH4" na plohi alepskog bora, te za alkalitet na
hrastovim plohama. Ovi rezultati upuéuju na isti izvor navedenih iona u prikupljenim
uzorcima, a moguci izvori mogu biti spaljivanje biomase ili poljoprivredni radovi (Jakovljevi¢
i sur., 2019; Lovreskov i sur., 2021). Korelacije izmedu Na* i CI” kao i SO, i NOg upucuju
na utjecaj zra¢nih masa s mora, $to nije neobi¢no buduci da su plohe smjestene nedaleko od

obale gdje jo$ uvijek postoji utjecaj mora (Jakovljevi¢ i sur., 2019). Obje ispitivane regije
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poznate su po poljoprivrednim radovima §to se vidi iz korelacije Mg®* i K* izmedu BOF i
THR uzoraka. Ove korelacije su rezultat gorenja biomase te produkata nastalih gorenjem, a
taloze se podjednako u Sumi i izvan Sume (Jakovljevi¢ i sur., 2019). Buduéi da je na
ispitivanim plohama vapnena podloga, bila je o&ekivana korelacija Ca®** izmedu BOF i THR
uzoraka s obzirom da je glavni izvor Ca®* prasina. Mogu¢i znaajan utjecaj tijekom proljeca i

ljeta ima i saharski pijesak (Diaz-Hernandez i Parraga, 2008; Michel i Seidling, 2016).

Primjenom analize varijance (Slika 13) utvrdene znacajne razlike iona i alkaliteta na
ispitivanim plohama koje ukazuju da je doslo do razlika u talozenju u 2019. godini u odnosu
na 2017. i 2018. godinu. Mogu¢i razlog je taj $to je 2019. godina bila godina s najve¢om
koli¢inom kiSe u odnosu na druge dvije godine, Sto je rezultiralo ucestalijim ispiranjima
talozenja s krosnja (Jakovljevié i sur., 2019; Lovreskov i sur., 2021). Na plohi hrasta medunca
utvrdene su znacajne razlike za K* te na plohi hrasta crnike u THR uzorcima u 2017. godini u
odnosu na 2019. godinu. Rezultati upucuju na moguce intenzivnije poljoprivredne radove
poput spaljivanja biomase i izgaranja goriva radnih strojeva u 2019. godini u odnosu na 2017.
godinu. Poljoprivredni radovi u ovoj regiji su sezonski te se odvijaju u blizini ispitivane
plohe. Sli¢ne zakljucke su utvrdili i na plohama u Spanjolskoj gdje su koli¢ine dusikovih
spojeva bile pod utjecajem poljoprivrede, koriStenjem gnojiva kao i oneciS¢enja iz urbanih
sredina (Izquieta-Rojano i sur., 2016). U ovom istrazivanju utvrdene su znacajne razlike za
Mg®* izmedu BOF na plohi alepskog bora uzoraka u 2018. i 2019. Jedan od najutjecajnijih
faktora na koli¢ine Mg?* su morske zradne mase te od estih pozara koji se odvijaju tijekom
ljeta (Siljkovi¢ i Mamut, 2016; Jakovljevié i sur., 2019).

TaloZenje dusikovih i sumporovih spojeva zasluzno je za eutrofikaciju i zakiseljavanja
tla u proslom stoljecu (Keresztesi i sur., 2019). Iz tog razloga poduzete su mjere kako bi se
sprijecilo daljnje naruSavanje ekosustava. Uvodenjem restriktivnijih ograni¢enja o sadrzaju
sumpora u tekué¢im gorivima te koriStenjem prirodnog plina u zamjenu za kruta goriva,
rezultiralo je trendom smanjenja onecis¢enja (De Marco i sur., 2019). Glavni izvor SO,
nastalog ljudskim utjecajem potjeCe joS uvijek najveéim dijelom od izgaranja goriva u

industrijskom sektoru (De Marco i sur., 2019).

Najveéa utvrdena talozenja SO4° bila su na plohi hrasta crnike za sve tri godine
(Tablica 4). Na ispitivanim plohama jedan od izvora SO.*" je ljudski utjecaj (poput izgaranja

fosilnih goriva, industrija i dr.) $to se utvrdilo i u drugim mediteranskim zemljama (Anatolaki
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i Tsitouridou, 2007; Aguillaume i sur., 2017). Drugi izvor su morske zra¢ne mase koje imaju
utjecaj na sve ispitivane plohe (Jakovljevi¢ i sur., 2019).

Talozenja NOs; i NH;" su bila su veéa u THR-u na hrastovim plohama. TaloZenja
NOs i NH;" u THR uzorcima bila su manja u usporedbi s uzorcima BOF-a u 2017. godini na
plohi crnog bora, a na plohama crnog i alepskog bora u 2018. godini (Tablica 4). Najvece
talozenje NO3 utvrdeno je u uzorcima THR-a na plohi hrasta medunca u 2019. godini .
Glavni izvor NO3 su vlazne zracne mase koje dolaze s Jadranskog mora (Jakovljevic i sur.,
2019). Manje talozenje u THR uzorcima ukazuju na mogucée zadrZavanje tih iona na krosnji
(Jakovljevi¢ i sur., 2019). Takoder, koncentraciji NOs i SO4* u atmosferi pridonosi i
sagorijevanje fosilnih goriva iz industrija dok NH;" potjece uglavnom od poljoprivrednih
radova (Skevin-Sovic i sur., 2012). Istrazivanja su dokazala da su manje koli¢ine NH;" u
uzorcima THR-a u odnosu na BOF, rezultat apsorpcije NH4" kroz krosnju pristiglih mokrim i
suhim taloZzenjem. Naime, izmjena NH; na povrsini lista moze se odvijati kroz puci, putem
fizicke adsorpcije na list, ili otapanjem u tankim vodenim slojevima na lis¢u. Ioni NO3~, NH;"
i SO4°~ mogu se taloZiti iz aerosola amonijevog sulfata i nitrata nastalih reakcijom amonijaka
u plinskoj fazi sa sumpornom i dusi¢nom kiselinom tijekom talozenja (Jakovljevi¢ 1 sur.,
2013).

Na svim plohama, izuzev plohe hrasta medunca, nije utvrdena statisticki znacajna
razlika za NOj (Tablica 5) Sto upucuje na isti izvor ovog iona te na moguci utjecaj
onecCis¢enja iz industrije, intenzivnijeg prometa te susjednih zemalja (Skevin-Sovic i sur.,
2012). Usporedujuci rezultate dobivene Wilcoxonovim testom (Tablica 5), utvrdilo se da na
plohama nema razlike za NH;" u BOF i THR uzorcima s obzirom da atmosferski NH3
uglavnom sudjeluje u neutralizaciji SO, u stvaranju aerosola amonijevog sulfata, smanjenje
emisije SO, uspjesnom provedbom politika smanjenja oneciS¢enja, rezultiralo je manjom
formacijom amonijevih aerosola kao i olakSanom suhom talozenju NHs; u blizini izvora
(Aguillaume i sur., 2017).

Iako je ljudski utjecaj jedan od vaznih izvora oneciS¢enja sumporovim spojevima, na
ispitivanim plohama jedan od glavnih izvora SO4*” su i zraéne mase s mora §to potvrduju
dobiveni rezultati koji su u znacajnoj korelaciji na svim plohama (Tablica 6). Analizom
varijance (Slika 13a i d) utvrdilo se da na plohi hrasta medunca za NOj3™ postoji razlika u
talozenju izmedu 2017. i 2019. godine. Takoder, na plohi crnog bora za NH4" i NO3™ postoji
razlika u talozenju izmedu 2017. i 2018. godine. Rezultati upuéuju da je suho talozenje glavni
izvor dusika. Razlika se moze vidjeti i u Tablici 7 gdje je vece opterecenje dusikovim

spojevima bilo u 2019. godini u odnosu na 2017. i 2018. godinu za navedene plohe. U
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istrazivanju u Spanjolskoj, utvrdeno je da je glavni izvor dusika na plohama hrasta crnike bilo
suho taloZenje te ¢ini oko 60 do 80 % dusika na plohama (Aguillaume i sur., 2017). Ovaj
rezultat upucuje da su najvece koli¢ine dusikovih spojeva pristigle atmosferskim talozenjem u
Sumske ekosustave. Dobiveni rezultati na istrazivanim plohama upucuju na sli¢an rezultat.

Stvarna opterecenja talozenja duSikovim spojevima na ispitivanim plohama kretala su
seod 4 kg N ha™' g”' u $umi alepskog bora u 2017. do 2019., 20 kg N ha ' g~' u $umi hrasta
medunca (Tablica 7). Dobivene vrijednosti u ovom istrazivanju su manje ili na granici od
literaturnih vrijednosti (Bobbink i Hettelingh, 2011). Vece koli¢ine N talozenja mogu dovesti
ove osjetljive ekosustave u opasnost zbog neravnomjerne opskrbe ostalim hranjivim tvarima
(Braun i sur., 2020). Velike koli¢ine natalozenog dusika u Sumskim ekosustavima mogu
dovesti do niza negativnih posljedica §to moze dovesti do smanjenje bioloske raznolikosti.
Talozenje duSika mozZe utjecati i na bioloSku raznolikost ekosustava opcéenito kroz
eutrofikacija, zakiseljavanje tla, Sto uzrokuje da ekosustavi postaju podlozniji abiotickim i
biotickim izvorima stresa (npr. pozar, susa, nametnici) (Bobbink i Hettelingh, 2011; Clark i
sur., 2013).

Na podru¢ju Mediterana radeno je samo nekoliko istrazivanja na temelju kojih su
izraCunata stvarna opterecenja dusikovim spojevima (Anatolaki i Tsitouridou, 2007; Avila i
sur., 2010; Ferretti i sur., 2014; Aguillaume i sur., 2017). Istrazivanja su pretezno radena na
najznacajnijim mediteranskim vrstama poput hrasta crnike i alepskog bora. Optereéenje
dusikom na otvorenoj plohi na staniStu alepskog bora u blizini Atene (Grcka) utvrdila se
vrijednost od 15 kg N ha™' g™' (Anatolaki i Tsitouridou, 2007). Znatno vece optereéenje od 38
kg N ha™' g bilo je u $umi, §to ukazuje na zadrzavanje suhog taloZenja na kro$njama i

''g7") izmjerene su u

naknadno ispiranje. Sli¢ne vrijednosti talozenja dusSika (15 kg N ha
centru Soluna (Gré¢ka), pri ¢emu je suho talozenje ¢inilo 70 % do 90 % ukupnog unosa dusika
(Anatolaki i Tsitouridou, 2007). Utvrdena optereéenja dusikom u Spanjolskoj bila su unutar
kriticnih vrijednosti optere¢enja predlozenih za sredozemne zimzelene Sume hrasta crnike (od
15 dol17,5 kg ha' g') (Aguillaume i sur., 2017). U Italiji su se prosjena optereéenja
dusikom odredena za viSe Sumskih vrsta (npr. hrastu crnici, bukvi, smreki i dr.) kretala su se
od 4 do 29 kg N ha™' g™' (Ferretti i sur., 2014). Jedan od glavnih faktora u tom istraZivanju
bila je lokacija plohe gdje su plohe smjestene u dolini Po ili u njenoj blizini (dio poznat po
industrijskoj 1 stocarskoj proizvodnji) imale najveée opterecenje duSikovim spojevima
(Ferretti i sur., 2014). U ovom istrazivanju, plohe u Istri smjeStene su u blizini doline Po, ali i
sama Istra i Dalmacija poznate su po poljoprivrednim radovima, te opterecenje dusikovim

spojevima moglo bi biti rezultat lokalnog i regionalnog onecis¢enja.
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5.2. Utjecaj prizemnog ozona na mediteranske Sumske ekosustave

Ozon je snazno oksidativno sredstvo koje uzrokuje vidljiva oStecenja ukljucujuéi
klorozu i nekrozu (Sicard i sur., 2016b; Araminiené i sur., 2019). S povecanjem atmosferskog
onecisenja, povecala se i koncentracija prizemnog ozona stoga je bitno pratiti njegove
koncentracije, osobito u izlozenijim podrucjima poput Mediteranske regije, jer utjecaj na

biljke ovisi 0 njegovoj koncentraciji prisutnoj u troposferi (Sicard i sur., 2016b).

Na svim ispitivanim plohama (Slika 14) utvrdene su visoke koncentracije ozona.
Najvece koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjeraCima pronadene su na plohi hrasta
medunca, a slijede ploha hrasta crnike, alepskog te crnog bora. Koncentracije ozona na sve

Cetiri ispitivane plohe bile su blizu ili su dosegnule gornju granicu od 100 ppb (Slika 14).

Uz AOT40 koji predstavlja okolnu koncentraciju ozona, PODY je bioloski bitniji
parametar koji se temelji na protoku ozona kroz puci. Zbog toga je uveden parametar koji
predstavlja protok fitotoksicnog ozona, PODY (eng. Phytotoxic Ozone Dose over above a
threshold flux of Y), jer unos ozona ovisi o vanjskim uvjetima kao i o samoj vrsti biljke
(Anav 1 sur., 2016, 2019; Araminiené i sur., 2019; De Marco i sur., 2019; Eghdami i sur.,
2022; Paoletti i sur., 2019). U ovom istrazivanju, utvrdene koncentracije ozona pasivnim
mjera¢ima preraunale su na jednosatne vrijednosti kako bi se izraCunali parametri za
procjenu rizika od ozona u svrhu zastite Suma. Pomocu preracunatih vrijednosti koncentracija
pasivnog ozona, izraCunati su parametri ozona (AOT40 i PODY) na tri razli¢ita nacina:
parametri akumuliranog ozona, AOT40, (AOT404i, AOT40icp i AOT40pneno) 1 fitotoksicnog
ozona, PODY (PODO, POD1, POD?2). Izracunate vrijednosti akumuliranog ozona, AOT40,cp i
AOT40pneno za plohe hrasta crnike, alepskog i crnog bora imaju iste vrijednosti jer se pri
izraunu tih parametara uzelo u obzir isto vegetacijsko razdoblje za sve tri vrste s obzirom da
se radi o zimzelenoj vrsti i dvije Cetinjace (Tablica 9). Ploha crnog bora imala je najvece
vrijednosti oba parametra (AOT40 i PODY). Ova ploha se nalazi na najve¢oj nadmorskoj
visini (Tablica 9). Visinski gradijent vazan je parametar koji treba uzeti u obzir jer se
koncentracija ozona poveéava s nadmorskom visinom (Sicard i Dalstein-Richier, 2015).

IzraCunati podaci za AOT40g; bili su veé¢i od 5000 ppb h na svim plohama osim na
plohi hrasta crnike u 2017. i 2018. godini (Tablica 9). Vrijednost od 5000 ppb h uzima se kao
gornja granica AOT40q;; za zaStitu Suma (CLRTAP, 2017). Prema dobivenim rezultatima
ispitivane Sumske vrste (hrast medunac, alepski i crni bor) nalaze se u uvjetima u kojima

moze do¢i do negativnih posljedica uzrokovanih ozonom. Istrazivanje u Italiji i Spanjolskoj
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na mediteranskim Sumskim plohama utvrdilo je takoder viSe vrijednosti AOT40,cp 0od 5000
ppb h, a istaknuli su da su manje koncentracije utvrdene na sjeveru Francuske u usporedbi s
mediteranskim zemljama, Italijiom i Spanjolskom (Gerosa i sur., 2007.). Nadalje,
istrazivanjem utjecaja ozona na Sumske ekosustave u tri europske drzave, Italiji, Francuskoj u
Rumunjskoj takoder su utvrdili da su AOT40 vrijednosti presle vrijednost granicu za zastitu
Suma od ozona (5000 ppb h) (Paoletti i sur., 2019). Prema navedenom istrazivanju odredivane
su AOT40 vrijednosti i u ovom istrazivanju uz razliku da su autori koristili aktivne mjerace za
odradivanje koncentracija ozona dok su u ovom istrazivanju koriSteni pasivni mjeraci.

Za ispitivane Sumske ekosustave vidljivo je da su izraCunate vrijednosti fitotoksi¢ne
doze ozona ovisile o vrsti. S poveéanjem vrijednosti Y (0, 1 i 2 nmol m™* s') smanjuju se
vrijednosti PODY -a. Najvece izracunate vrijednosti za POD0, POD1 i POD2 (Tablica 9) bile
su na plohi crnog bora, zatim na plohi hrasta medunaca, alepskog bora te hrasta crnike s
najniZzim vrijednostima. Hrast crnika jedna je od najotpornijih vrsta na ozon. Ocekivalo se, po
uzoru na druga istrazivanja, da ¢e imati najvece vrijednosti fitotoksi¢nog ozona (Calatayud i
sur., 2011; De Marco i sur., 2016). Istrazivanjem u Spanjolskoj, na &etiri vrste hrasta
(Quercus pyrenaica, Quercus robur, Quercus ilex i Quercus faginea), utvrdilo se da je hrast
crnika imao najvece vrijednosti izracunatih PODO i PODI1 (Calatayud i sur., 2011). Te
vrijednosti bile su daleko veée nego vrijednosti utvrdene na ispitivanoj plohi hrasta crnike u
Istri. Nadalje, u istrazivanju De Marco i sur. (2016), rezultati PODO, POD1 i POD2 za
mediteranske vrste (Quercus ilex, Quercus suber, Pinus halepensis, Pinus pinaster i Pinus
pinea ) bile su veée u odnosu na vrijednosti izraCunate za kontinentalne vrste (Fagus
sylvatica, Pinus cembra, Pinus sylvestris i Abies alba) (De Marco i sur., 2016). U jugoisto¢noj
Francuskoj i sjeverozapadnoj Italiji, na plohama alepskoga bora izraunate su vrijednosti za
PODO i POD1 (Sicard i sur., 2016b). Usporede li se te vrijednosti s izraCunatim vrijednostima
na istraZivanoj plohi alepskog bora, njihove vrijednosti bile su od 3 do 9 puta vece u odnosu

na vrijednosti u ovom istrazivanju (Tablica 9).

Na temelju istrazivanja predlozene su kritine vrijednosti fitotoksi¢nog ozona
temeljene na protoku (eng. Critical level flux, CLef) za Y postavljen na 0 nmol O3 m2 s
specificne za svaku vrstu u svrhu zastite Suma od oSte¢enja ozonom (Sicard i sur., 2016Db).
Vrsta alepski bor (Tablica 9) je umjereno osjetljiva na ozon i u ovom istrazivanju dobivene su
vrijednosti manje od predloZene vrijednosti CLef od 32 mmol m . Na plohi hrasta medunca i

crnike (Tablica 9) vrijednosti su bile ispod predlozene vrijednosti CLef za tolerantne listace
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od 25 mmol m2. Na plohi crnog bora (Tablica 9) u obje godine dosegnuta je vrijednost

predlozenog CLef, iako, vidljiva ostecenja nisu bila uocena promatranjem na terenu.

U ovom istrazivanju na istrazivanim plohama utvrdene su visoke koncentracije
prizemnog ozona (Slika 14). Visoke koncentracije prizemnog 0zona mogu uzrokovati vidljiva
oSte¢enja na mediteranskim Sumskim vrstama (Paoletti i sur., 2019). Vizualna procjena na
istrazivanim vrstama hrasta medunca i crnike nisu utvrdena vidljiva osStecenja. Vidljiva
osteCenja nisu utvrdena ni na plohama alepskog i crnog bora §to potvrduje da su ovo
tolerantne vrste na visoke koncentracije prizemnog ozona. Do sli¢nih zapazanja dosli su i
Calatayud i sur. (2011) proucavajuéi oSte¢enja na hrastovim vrstama (Quercus cerris L. i
Quercus petraea (Matt.) Liebl.). Vizualnom procjenom utvrdile su se vrlo niske razine
vidljivih oSte¢enja uzrokovanih ozonom te su klasificirane kao vrste tolerantne na ozon.
Mediteranske zimzelene listace vrste poput hrasta crnike tolerantnije su na ozon nego
mezofilne listace (Calatayud i sur., 2011; Biiker i sur., 2015). Ovim istrazivanjem utvrdeno je
da su hrast crnika, ali i hrast medunac, jedne od tolerantnijih vrsta na ozon. Takoder, ovo
istrazivanje je dalo je po prvi puta rezultate tolerancije ozona hrasta medunca i crnog bora u

terenskim uvjetima.

5.3. Odnosi izmedu varijabli okoliSa i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma

Mediteranski Sumski ekosustavi podlozni su utjecajima klimatksim promjena kao i
ekstremnim promjenama u klimi poput dugih susa i intenzivnog suncevog zracenja (Sicard i
sur., 2013; Sicard i sur., 2016a; De Marco i sur., 2022). U ovom dijelu opisani su odnosi
okolisnih faktora (kise, temperature, vlaznosti zraka, suncevog zracenja, sadrzaja vode u tlu) i
jednog od najagresivnijih one¢is¢ivaca, ozona, na prirast i osutoststabala ispitivanih vrsta.

Osutost kroSnje jedan je od glavnih indikatora stanja stabla te je definirana kao
smanjenje gustoce lis¢a u odnosu na referentno stablo (Eichhorn i sur., 2016). Odbacivanje
lis¢a biljci sluzi kao jedan od mehanizama obrane od izvora stresa, poput suse (Guada i sur.,
2016a). Osutost stabala jedan je od nespecifiénih pokazatelja zdravstvenog stanja Sume jer
moze bit povezana s razli¢itim abiotickim 1 biotickim izvorima stresa kao $to su razni okolisni
Cimbenici (visoka temperatura, suSa, salinitet) ili patogeni (Sicard i sur., 2016b). U isto
vrijeme, osutost je odraz stanja stabla iz posljednjih nekoliko godina sezona rasta (Polak i

sur., 2006). lako nespecifican pokazatelj, osutost se jo$ uvijek koristi u praksi za procjenu
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zdravstvenog stanja Suma i uvrStena je kao parametar koji se prati prema u medunarodnom
programu ICP Forests (Eichhorn i sur., 2016).

Prac¢enjem osutosti na istrazivanim plohama kroz tri godine, utvrdeno je da se osutost
mijenjala ovisno o godini. Smanjenje osutosti hrasta medunca bilo je u 2018. godini te se
povecala u 2019. (Slika 22a). Ploha hrasta medunca bila je jedina ploha na kojoj su uocena
odumrla stabla (osutost 100 %, Slika 22a), $to ne ¢udi s obzirom na vecu starost sastojine.
Ploha alepskog bora (Slika 22c) bila je ploha s najveCom osutosti u ispitivanom razdoblju i
medu procijenjenim vrstama. Na istoj plohi utvrdena je najve¢a promjena pada osutosti (Slika
21). Visok postotak stabala sa znacajnom osutosti uocen je na plohi alepskog i crnog bora, s
time da na plohi alepskog bora nisu uocena stabla nulte klase (osutost 0 - 10 %, Slika 22c),
dok na plohi crnog bora nisu uocena stabla trece i Cetvrte klase (osutost 61 — 99 % i 100 %,
Slika 22a). Najmanja osutost procijenjena je na plohi hrasta crnike (Slika 22b). Hrast crnika
bila je najvitalnija ploha u ovom istrazivanju i potvrduje tezu da je jedna od najotpornijih
vrsta na Mediteranu (Cotrozzi i sur., 2016, 2017; Hoshika i sur., 2017; Pellegrini i sur., 2019).
Sli¢an rezultat utvrden je i u Francuskoj gdje je utvrdena veca osutost za alepski bor u
usporedbi s obi¢nim borom (Pinus sylvestris) i Svicarskim borom (Pinus cembra) (Sicard i
sur., 2016b).

Nadalje, istrazivanjem u Sumama Mediteranske regije, pokazalo se da su pojave su$nih
razdoblja glavni pokreta¢i osutosti (Carnicer i sur., 2011). Istrazivanje u Francuskoj i Italiji
takoder je potvrdilo da su Cetinjace imale ve¢i postotak stabala znacajne osutosti u odnosu na
listace (Sicard i sur., 2016b). Takoder, poznato je i to da Cetinjaée u suSnom razdoblju
odbacuju iglice §to sluzi kao jedan od mehanizama obrane od abiotickog stresa (Poyatos i
sur., 2013; Sicard i Dalstein-Richier, 2015). Na ispitivanim plohama jedan od mogucih
uzro¢nika visokog postotka znacajno osutih stabala alepskog i crnog bora je gljiva iz roda

Lophodermium (Pernek i sur., 2012).

Nadalje, ispitale su se korelacije utvrdenih vrijednosti osutosti s okoliSnim
parametrima kako bi se vidjelo postoji li odnos medu njima. Dobiveni rezultati na
istrazivanim plohama pokazali su sli¢ne rezultate gdje je osutost bila u korelaciji sa sadrzajem
vode u tlu, SWC, (eng. Soil water content) na sve Cetiri dubine (SWCI - 4) i s PODO kada se
temperatura koristila kao konstantna varijabla (Tablica 10). Samo u slu¢aju kada su SWC i
temperatura bili konstantni, osutost je bila negativno povezana s parametrima AOT40. Prema
podacima iz literature, najrelevantniji parametri koji utjeCu na osutost 1 vidljiva oSteenja na

lis¢u su SWC i temperatura zraka (Paoletti i sur., 2019; Sicard i sur., 2016). Istrazivanje De
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Marco i sur. (2014) istaknulo je da se s povecanjem suSe i temperature, osutost vidljivo
povecava u mediteranskoj regiji u odnosu na druge europske regije.

Uz osutost, prirast je joS jedan od pokazatelja zdravstvenog stanja Suma. Prirast se
Cesto koristi kao indikator vitalnosti stabla (McMahon i Parker, 2015). Vitalnost stabla moze
se definirati kao sposobnost stabla da se asimilira, da prezivi stresne uvjete, da reagira na
promjenjivo okruzenje i da se razmnozava (Brang, 1998). Za Srednju Europu, istrazivanje
prirasta pokazala su znacajno povecanje rasta tijekom posljednjih desetljeca, s povecanom
dostupnoscu dusika kao jednim od mogucih uzroka. Kao S§to je prikazano u literaturi,
povecanje od 1 kg N ha™' g~' odgovara poveéanju prirasta bazalne povrsine izmedu 1,20 % i
1,49 % ovisno o vrsti (Laubhann i sur., 2009). Poznato je da dusik potice rast i prirast biljke.
U situaciji kada osjetljivi ekosustavi, uklju¢ujuéi i mediteranske ekosustave, vise nisu
ogranieni duSikom, ve¢ fosforom, dolazi do neravnoteze u ishrani, biljka viSe nije u
ravnotezi s hranjivima, te postaje podloZnija bioti€kim i abiotickim uzro€nicima stresa poput
Stetnika ili ozonu (Bobbink i Hettelingh, 2011). Buduéi da je rast stabla vrlo osjetljiv na
abioticki stres, aktivnost kambija (tj. rast stabla) predstavlja snazan pokazatelj vitalnosti i
zdravlja stabala (Guada i sur., 2016; Paoletti i sur., 2019).

Najveci prirast na ispitivanim plohama utvrden je u 2019. godini, izuzev na plohi
hrasta medunca. Najmanji prirast utvrden je u 2017. godini, izuzev na plohi alepskog bora
koji je najmanji prirast imao u 2018. godini (Tablica 12). Godisnji prirast BAI (eng. basal
area increment) hrasta crnike utvrdeno je da prirasta dva puta godisnje (proljetno razdoblje
rasta i rano jesensko razdoblje rasta, Prilog 2). Slicna dinamika prirasta na ispitivanim
plohama bila je zabiljezena i na plohi alepskog bora (Prilog 2). U ovom istrazivanju pokazalo
se da su uvjeti tijekom proljeca bili glavni pokreta¢i godiSnjeg rasta bazalne povrSine za hrast
crniku i hrast medunac. S druge strane, vrsta alepskog bora takoder prirasta dva puta godisnje
dok je crni bor je pokazao kontinuirani unutargodisnji rast u 2018. (Prilog 2).

Sliéni rezultati prirasta utvrdeni su 1 u Francuskoj u Sumi hrasta crnike te u
Spanjolskoj u $umi alepskog bora (Camarero i sur., 2010; Lempereur i sur., 2015).
Istrazivanje u Spanjolskoj sugerira da je susa bila klju¢ni klimatski ¢imbenik koji objasnjava
varijacije u prirastu alepskog i crnog bora (Martinez del Castillo i sur., 2018). Za
mediteranske vrste bora (Pinusa sp.) poznato je da pod povoljnim uvjetima rasta, kambij
moze biti aktivan tijekom cijele godine, to jest da moze prirastati tijekom cijele godine
(Prislan i sur., 2016).

S obzirom da na navedenim ispitivanim plohama provedbom parcijalne korelacije s

temperaturom 1 SWCI kao konstantnim varijablama, utvrdilo se da suncevo zrac¢enje (Rad)
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pozitivno korelira s prirastom dok je relativna vlaga (RH) bila u negativnoj korelaciji (Tablica
10). Dobiveni rezultati na ispitivanim vrstama pokazali su da je rast pozitivno povezan sa
sun¢evim zrafenjem i negativno povezan sa vlagom (Tablica 10). Ozon je imao pozitivan
utjecaj na prirast za sve Cetiri provedene korelacije (Tablica 10). Nadalje, analize koje su
proveli Ferretti 1 sur. (2018.) pokazale su da ni AOT40 ni PODO nisu znacajno povezani s
godi$njim prirastom u Sumama na podru¢ju Alpa. Dobiven rezultat je u suprotnosti s
rezultatima istrazivanja u Sumama bukve i u Sumama na podru¢ju Alpa (Matyssek i sur.,
2010; Paoletti i sur., 2018). Da bi se razjasnilo ovo zapazanje, potrebno je viSe ovakvih
istrazivanja o stanju na terenu na mediteranskom podrucju.

U prirodnim uvjetima tesko je razlikovati utjecaj ozona na biljke od ostalih okolisnih
parametara poput suse, temperature i slicno (De Marco i sur., 2013). Stoga se statisticki alat
RFA (eng. Random forest analisys) pokazao kao koristan alat za prepoznavanje najvaznijih
prediktora koji utjecu na prirast, a moze se i primijeniti za dobivanje informacija o utjecaju
ozona na biljke u stvarnim uvjetima na terenu (Jakovljevi¢ i sur., 2021). Ispitivanje utjecaja
ozona na ispitivanim vrstama koriste¢i RFA analizu, pokazalo je da parametri ozona imaju
znacajan utjecaj na rast hrasta medunca (AOT40pheno), hrasta crnike (AOT40, PODO) te na
rast crnog bora (PODO, POD1 i AOT cp) (Slika 19). Na rast crnog bora najveci utjecaj imao je
PODO. Vrlo bitni prediktori bili su i PODY te SWC (Slika 19). Utjecaj ozona na rast drveca
slabo je istrazen u terenskim uvjetima stoga trenutne koncentracije prizemnog ozona smatraju
se dovoljno visokima da uzrokuju Stetu biljkama time i smanjen rast i produktivnost (Mills i
sur., 2018; Paoletti i sur., 2019; Proietti i sur., 2016). Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je
da se zbog utjecaja ozona smanjio prsni promjer bukve za 11 % i njena produktivnost za 44 %
nakon osam godina izlozenosti ozonu (Matyssek 1 sur., 2010). PetogodiSnje istraZivanje
provedeno u periodu od 2001.-2005. na podrucju Italije u Sumama gdje je dominantna vrsta
bukva naglasilo je potrebu za preciznijim istrazivanjima, tj. za manjim vremenskim
intervalima (s ucestalijim podacima tijekom godine) kako bi se preciznije i1 to¢nije procijenio
utjecaj ozona na rast Suma (Paoletti 1 sur., 2018.). Autori u provedenom istrazivanju nisu
pronasli znacajnu korelaciju izmedu prirasta i parametara ozona zato §to je koli¢ina
prikupljenih podataka bila nedostatna da bi se uzelo u procjenu uz druge varijable koje utjecu

na rast stabala.
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5.4. Status hranjivih tvari u tlu i li§¢u i iglicama

KruZenje i unos hranjivih tvari vazni su procesi za vitalnost Suma. U doticaju s
povrsinom biljaka, kiSa mijenja svoja fizikalno-kemijska svojstva ispiruci natalozene ione na
kros$nji, 1 dolazi do izmjene iona izmedu biljke 1 kiSe (Koztowski i sur., 2020). Stoga
vegetacija znacajno utjeCe na biogeokemijski ciklus elemenata (Koztowski i sur., 2020).
Hranjive tvari te njihovi omjeri u biljnom materijalu daju uvid u hranidbeni status stabla u
smislu nedostatka ili viska u odnosu na druge hranjive tvari (de Vries i sur., 2001). Analiza
biljnog materijala izravan je pokazatelj dostupnosti hranjivih tvari u tlu i ishrane biljaka.
Analizom hranjivih tvari u tlu i biljnom materijalu (lis¢u i iglicama) dobiva se cjelovita slika
opskrbljenosti tla hranjivim tvarima i dostupnosti hranjivih tvari biljkama (de Vries i sur.,
2014). Stoga je klju¢no uzeti u obzir ograni¢enje i samu dostupnost hranjivih tvari pri
proucavanju ponasanja Suma na klimatske promjene jer nedostatak kao i prekomjerne kolicine
mogu utjecati na ravnotezu cijelog ekosustava (Jonard i sur., 2015).

Na ispitivanim plohama, analizom biljnog materijala utvrdeno je da su fosfor, kalij i
magnezij za sve vrste bili u optimalnom rasponu, dok je kalcij bilo u prekomjernim
koli¢inama na svim plohama izuzev na plohi hrasta crnike (Slika 20a-d). Sadrzaj hranjivih
tvari u lis¢u stabala, zapravo odrazava stanje atmosfere i stanje tla (Rautio i sur., 2020).
Ravnoteza hranjivim tvarima u tlu bitan je ¢imbenik za rast biljaka koji se moze primijeniti na
sve biljke, pri ¢emu se optimalni rast moze posti¢i samo ako su prisutni svi ¢imbenici rasta i u
pravilnom odnosu (Taiz i sur., 2015). Iako se percipira kao nespecifican pokazatelj vitalnosti
stabala, osutost je povezana s nutritivnim statusom stabala. Utvrdeno je da se udio stabala
bukve s osutosti ve¢om od 25 % povecava s povecanjem omjera dusika u biljnom materijalu s
kalcijem 1 kalijem, Sto ukazuje na to da je osutost povezana s neravnoteZom hranjivih tvari u
lis¢u (Ferretti i sur., 2015).

Za utvrdivanje stanja hranjivih tvari u tlu na ispitivanim plohama uzet je gornji
mineralni sloj (0-10 cm) jer pokazuje brze promjene na atmosferska talozenja (Ferretti i sur.,
2014). Opskrbljenost tla dusikom, kao jednog od najbitnijeg biogenog elementa, bila je u
optimalnom rasponu na svim plohama u sve tri godine. Najmanje vrijednosti utvrdene su na

plohi crnog bora (Slika 20).

lako su atmosferskim talozenjem prispjele velike koli¢ine dusikovih i kiselih spojeva
(Tablica 7 i 8) u ispitivane mediteranske Sumske ekosustave, nije doSlo do znacajne promjene
pH tla tijekom istrazivanja. Na podrucju Istre, plohe hrasta medunca i crnike imale su slabo

kiselu reakciju tla (Tablica 11). Najveca promjena pH vrijednosti utvrdena je na plohi hrasta
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crnike, gdje je najniza vrijednost pH bila u 2017. godini i povecala se u 2018. najveca je bila u
2019. godini (Tablica 11). U 2019. godini utvrdene su vecée vrijednosti pH tla bez obzira §to je
utvrdeno vece opterecenje dusikovim spojevima (Tablica 7) i kiselim spojevima (Tablica89).
U Dalmaciji, na plohama alepskog i crnog bora, utvrdena je neutralna do alkalna reakcija tla
prema dobivenim pH vrijednostima (Tablica 11) $to upuc¢uje da nije doslo do zakiseljavanja
tijekom tri godine istrazivanja. Na ispitivanim plohama, bazi¢ni ioni su neutralizirali prisutne
kisele spojeve na kro$nji, a podignuti su kao praSina s karbonatnih tala u atmosferu te suhim
talozenjem prispjeli na kroS$nje. Do slicnog zaklju¢ka do$li su i autori u istrazivanjima
provedenim u Italiji i Poljskoj (Mosello i sur., 2002; Keresztesi i sur., 2019). Na plohama u
Istri utvrdene su nesto nize vrijednosti pH u odnosu na literaturne podatke za crvenicu, dok su
na plohama u Dalmaciji utvrdene vise vrijednosti u odnosu na literaturne podatke za tip tla
kalkokambisol (Pernar i sur., 2011). Tlo na ispitivanim plohama bilo je vrlo slabo opskrbljeno
fosforom na svim plohama za sve tri istrazivane godine (Tablica 11). lako utvrdene koli¢ine
fosfora u lis¢u i iglicama (Slika 20) bile su u optimalnim rasponima za sve cetiri vrste. Kod
hrasta crnike koncentracija kalija bila je u niskom rasponu, vjerojatno zbog fiksacije kalija u
glinovitom tlu prisutnom na plohi. Gubitak hranjivih tvari iz ekosustava, poremecaj kruzenja i
unosa hranjivih tvari ili neravnoteza u sastavu hranjivih tvari mogu biti povezani sa
smanjenom produktivno$¢u drveca. Nedostatak odredenog biogenog elementa rezultirat ¢e
neravnotezom osnovnih fizioloskih funkcija, ovisno o stupnju nedostatka. Do smanjenja
dostupnosti hranjivih tvari moZe do¢i uslijed zakiseljavanja tla te time uzrokovati gubitak
bazi¢nih iona (K*, Ca?*, Mg?") koji su vrlo bitni za normalno funkcioniranje biljke (Taiz i
sur., 2015). Takoder, pretjeran rast uslijed povecanog unosa duSika u ekosustave moze
uzrokovati neravnotezu drugim hranjivima, osobito fosfora koji je postao limitirajuci faktor za
optimalni rast i razvitak Suma (Bobbink i Hettelingh, 2011; Braun i sur., 2020). Unos kalija
uvelike ovisi 0 njegovoj dostupnosti (Mengel i Kirkby, 2012). Budu¢i da nedostatak kalija
smanjuje otpornost biljaka na abiotic¢ke 1 bioticke ¢imbenike, razmatra se u okviru hipoteze o
propadanju Suma (Bergmann i sur., 1980). Budu¢i da nije doSlo do znacajne promjene u pH
tla tijekom ovog istrazivanja, nije bilo ni znacajnih promjena u koli¢ini hranjivih tvari

utvrdenim u tlu kao i ni u biljnom materijalu.
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5.5. Utjecaj abiotickog stresa na mediteranske Sumske vrste

Onecis¢enje zraka 1 klimatske promjene te sloZene interakcije izmedu okolisnih
parametara i same biljke mogu utjecati na zdravlje i produktivnost Suma (Proietti i sur., 2016).
Na primjer, na Sume moZe utjecati povecanje koncentracija prizemnog ozona, Kkoji je
fitotoksican te moze uzrokovat klorozu i nekrozu, talozenje dusika koje moze uzrokovati
njihovo propadanje zbog zakiseljavanja te promjene u ucestalosti i intenzitetu klimatskih
ekstrema (npr. toplinski valovi, oborine, oluje). Sve navedeno moze utjecati na strukturu,
sastav i1 funkcioniranje Sumskih ekosustava (de Vries i sur., 2014; Guada i sur., 2016). U
takvim stresnim okolnostima vrlo bitnu ulogu ima i antioksidativni obrambeni mehanizam
kako bi biljke mogle prezivjeti u takvim uvjetima. Sam biokemijski odgovor biljke ovisit ¢e o
okolini u kojoj raste te o vanjskim izvorima stresa koji utjeCu na nju kao 1 o vrsti same biljke
(Contran i sur., 2013).

Motrenjem cetiri plohe u dvije mediteranske regije, dvije hrastove plohe (hrast medunac i
hrast crnika) koje se nalaze u Istri te dvije borove plohe (alepski bor i crni bor) u Dalmaciji,
uocena su razlicita optereéenja ploha atmosferskim talozenjem i ozonom te su primijecene i
razliitosti u osutosti stabala ovisno o vrsti. Zbog navedenih rezultata odlucilo se ispitati
postoji li korelacija izmedu stanje Suma i vizualnog pregleda pojedinih biljnih vrsta te
biokemijskih parametara s ciljem utvrdivanja stanja Suma na razini biokemijskih pokazatelja
oksidativnog stresa.

U mjerenom razdoblju, od 2017. do 2019. godine, zabiljezene su vece vrijednosti
pojedinih uzro¢nika stresa, poput dusikovih i kiselih spojeva te ozona. U 2019. godini pale su
1 najvece koli¢ine kiSe na svim plohama u Sumi 1 izvan Sume, s najve¢om koli¢inom na plohi
crnog bora (Tablica 4). Takoder, u 2019. godini utvrdena su najveca talozenja dusikovih i
kiselih spojeva na svim plohama, izuzev plohe alepskog bora s najve¢om koli¢inom dusikovih
spojeva na plohi hrasta medunca te s najve¢om koli¢inom kiselih spojeva na plohi hrasta
crnike (Tablica 7 i 8). Prosje¢ne koncentracije ozona izmjerene pasivnim mjera¢ima bile su
najvece u 2019. godini na svim plohama, s najve¢om prosje¢nom koncentracijom na plohi
hrasta medunca (Slika 14). Nadalje, odredivana je i osutost na Cetiri ispitivane vrste u 2019.
godini. Najveci prosjecni postoci znacajno osutih stabala s > 40 % utvrdeni su na plohama
hrasta medunca, alepskog i crnog bora, a na plohi hrasta crnike zabiljezen je najmanji
postotak u odnosu na druge plohe, < 10 % (Slika 22). Uzorci biljnog materijala prikupljeni su
na terenskim uvjetima u 2019. godini sa stabala bili su podijeljeni prema osutosti u 2

kategorije: kategorija stabala male osutosti (osutost < 25 %) i kategorija stabala znacajne
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osutosti (osutost > 25 %) u prikupljenim uzorcima odredile su se koli¢ine fotosintetskih
pigmenata (Chl-a, Chl-b, Chl-tot) mjerenjem razine lipidne peroksidacije (LPO/MDA) i
koli¢ine H,0O,, te su analizirane aktivnosti antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze
(SOD), katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze (APX), nespecifi¢nih peroksidaza (POD).
Koli¢ine klorofila ovise o raznim izvorima stresa, a neki od njih su i oneciS¢enje
atmosfere i tla (Agathokleous i sur., 2020a; Landi i sur., 2019). Za hrast medunac i crniku kao
I za crni bor utvrdene su znacajno vece koli¢ine fotosintetskih pigmenata (klorofil a, Chl-a, te
za ukupnu koli¢inu klorofila, Chl-tot) za stabla male u odnosu na stabla zna¢ajne osutosti na
Sto upucuje Tablica 13. Za hrast crniku, znacajno vecée vrijednosti u stablima male osutosti u
odnosu na znacajno osuta stabla utvrdena je i za klorofil b, Chl-b, koli¢inu fotosintetskih
pigmenata. Iznimno, za alepski bor utvrdeno je znacajno vise Chl-b u znacajno osutim
stablima u odnosu na stabla male osutosti (Tablica 13). U literaturi nema mnogo sli¢nih
istrazivanja u terenskim uvjetima zbog kompleksnog odnosa stabala s raznim okoliSnim
varijablama te je vecina istrazivanja radena u kontroliranim uvjetima (Marabottini i sur.,
2001; Contran i sur., 2013; Cotrozzi i sur., 2017; Fusaro i sur., 2017; Zhang, i sur., 2018b;
Landi i sur., 2019; Pellegrini i sur., 2019). No, neki od dobivenih rezultata u ovom
istrazivanju mogu se usporediti s rezultatima dobivenim u kontroliranim uvjetima.
Istrazivanja su utvrdila da na koli¢inu fotosintetskih pigmenata utjecu razni faktori, a ozon,
visoka temperatura te susa jedni su od najutjecajnijih faktora u Mediteranskoj regiji (Contran i
sur., 2013). U istrazivanju na sadnicama topole (Populus maximoviczii Henry x Populus
berolinensis Dippel) utvrdeno je da ozon negativno utjece na sadrzaj klorofila (Zhang i sur.,
2018b). Ostecenje pigmenata rezultira njihovim manjim brojem, §to u konacnici moze biti
vidljivo kao Zucenje lista i u krajnjem slucaju nekroza (Agathokleous i sur., 2020b). U
istrazivanju u kontroliranim uvjetima (kontrolirano dodavanje vode i doziranje ozona)
pokazalo se da su sadnice hrasta medunca u uvjetima suSe 1 viSe koncentracije ozona imale
najveci broj mrtvih stanica (Landi i sur., 2019). Sadnice su prvotno bile izlozene susi kao
prvom izvoru stresa te naknadno izloZene ozonu. Budu¢i da su stanice umrle ve¢ pri prvom
izvoru stresa (susa), biljke su bile ograni¢ene u aktivaciji odgovaraju¢ih mehanizama obrane
od ozona S$to je rezultiralo akumuliranjem velikih koli¢ina ROS-a te rezultiralo vidljivim
oste¢enjima na listu (Landi i sur., 2019). Nadalje, u istrazivanjima na razli¢itim hrastovim
stablima (dvije zimzelene vrste, Quercus acuta i Quercus glauca, i dvije listopadne vrste,
Quercus serrata i Quercus crispula) (Takashima i sur., 2004) utvrdeno je da prilikom stresnih
uvjeta, listopadne vrste su usmjerene na sintezu klorofila i odrzavanje fotosinteze kako bi

stvorile dovoljno energije za reprodukciju u vegetacijskom razdoblju. Zimzelene vrste su vise
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usmjerene na ocuvanje $§to rezultira manjim rastom (manja fotosinteza) te im je u cilju
opstanak lista (i do dvije godine). Stoga zimzelene vrste vise energije ulazu u produljenje
zivotnog vijeka lista, a manje energije se ulaze u stvaranje klorofila (Takashima i sur., 2004).
Susa utjeCe na smanjenje klorofila, osobito ako su ukljuceni i drugi izvori stresa, poput ozona.
U istrazivanju u kontroliranim uvjetima autori su istrazivali kako 0zon utjeCe na sadnice
hrasta crnike koje su prethodno bile izloZzene sus$nim uvjetima te na sadnice koje su bile
redovito zalijevane (Cotrozzi i sur., 2017). Istrazivanjem se utvrdilo da sadnice u oba
tretmana (zalijevane ili ne) nisu pokazale vidljiva oSte¢enja nakon izlaganja ozonu. Iako na
istim biljkama nije bilo vizualnog oste¢enja, mikroskopska analiza je utvrdila mrtve stanice,
tj. oSteCenja na lis¢u nakon izlaganja ozonu u oba tretmana (Cotrozzi i sur., 2017). Omjer
klorofila a i b (Chl-a/Chl-b) mijenja se ovisno o vanjskim uvjetima. Utvrdeno je da se omjer
Chl-a/Chl-b znacajno smanjio u sadnicama hrasta medunca izloZzenim susnom stresu te
poviSenom temperaturom (simuliraju¢i poviSenje temperature kao rezultat globalnog
zatopljenja) u odnosu na kontrolne sadnice (Contran i sur., 2013). U ovom istrazivanju
utvrdene su znacajno manje koli¢ine Chl-a, Chl-b i Chl-tot hrasta crnike u znacajno osutim
stablima te se zakljucuje da su ova stabla pod odredenim stresom. Za alepski i crni bor
utvrdene su znacajno vecée koli¢ine klorofila kod znacajno osutih stabla (alepski bor Chl-b i
crni bor Chl-a i Chl-tot) upucujuéi da borove vrste ulazu energiju u sintezu klorofila. Poznato
je da borovi odbacuju iglice kako bi se zastitili od, na primjer, suSe $to je jedan od
mehanizama obrane (Poyatos i sur., 2013; Sicard i Dalstein-Richier, 2015). Moguce je da
zbog manjka lisne povrSine usmjeravaju energiju u sintezu klorofila kako bi nadoknadili taj
gubitak.

Molekula H,0, pri normalnim uvjetima stvara se unutar stanice kao produkt metabolizma
stanice i sluzi kao signalna molekula (Gill i Tuteja, 2010). Prilikom stresnih uvjeta stvara se u
prekomjernim koli¢inama i uzrokuje Stetu unutar stanice te je jedna od reaktivnih kisikovih
Cestica koja stvara oSteCenja unutar stanice (Sharma i sur., 2012). Za H,0, (Tablica 16),
znacajna razlika izmedu stabala male 1 znaCajne osutosti utvrdena je samo na stablima crnog
bora i to s viSim vrijednostima H,O, u stablima male osutosti. U raznim istraZivanjima
odredivane su koli¢ine H,O; nastale u biljkama u kontroliranim uvjetima primjenom razlicitih
uzroc¢nika stresa poput ozona i suse (Contran i sur., 2013; Landi i sur., 2019). Znacajne razlike
u sadnicama hrasta medunca utvrdene su za koli¢inu H,O, u sadnicama tretiranim suSom,
poviSenom temperaturom ili s oba stresora u odnosu na kontrolne sadnice (Contran i sur.,
2013). Takoder, u istom istrazivanju autori su utvrdili razliku u koli¢ini H,O, ovisno o pH tla,

gdje su znacajno vece koli¢ine HyO; utvrdene u sadnicama koje su rasle na kiselom u odnosu
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na bazi¢no tlo (Contran i sur., 2013). S obzirom da je u ovom istrazivanju utvrdena slabo
kisela reakcija tla na plohi hrasta medunca (Tablica 11), moguce da je i ono utjecalo na
utvrdene koli¢ine H,O, na ovoj plohi kao jedan od izvora stresa. Nadalje, u istrazivanju gdje
su sadnice bile izlozene su$i sedam dana podijeljene su u grupe gdje je dio sadnica
(zalijevanih i nezalijevanih) izloZeno ozonu u trajanju od pet sati (Landi i sur., 2019).
Istrazivanjem se utvrdilo je da se koli¢ina H,O; sintetizirala ovisno kojim tretmanom je biljka
prethodno bila tretirana (dobro zalijevana bez utjecaja ozona, dobro zalijevana s utjecajem
ozona, tretirana susom bez utjecaja ozona, tretirana suSom s utjecajem ozona). Najznacajniji
pad u koli¢ini H,O, utvrden je bio u biljkama koje su prethodno bile izlozene i susi i ozonu
(Landi i sur., 2019).

Nadalje, H,O, jedan je od glavnih prekursora lipidne peroksidacije (LPO). Lipidna
peroksidacija je oSte¢enje staniéne membrane, a nastaje kao posljedica intenzivnog
oksidativnog stresa i nedovoljno ucinkovitog uklanjanja ROS-a (Sharma i sur., 2012). Kao
posljedica ostecenja lipidne membrane nastaje produkt malondildehi, MDA (Gill i Tuteja,
2010). U ovom istrazivanju znacajne razlike izmjerenih koli¢ina MDA utvrdene su izmedu
stabala male i znaCajne osutosti za sve vrste izuzev crnog bora. Za hrast medunac znac¢ajno
veca koli¢ina MDA utvrdena je u stablima male osutosti, dok su vece koli¢ine MDA utvrdene
u znacajno osutim stablima za hrast crniku i alepski bor. Generalno, ploha hrasta crnike bila je
najvitalnija ploha (prosjecna osutost <10 %) te se zakljuCuje da su odabrana stabla znacajne
osutosti bila pod odredenom vrstom stresa (neki bioticki stres poput stetnika) koja su zahvatila
samo ispitane jedinke. Klimatski ekstremi, kao 1 atmosferska taloZenja i visoke koncentracije
0zona, mogu se smatrati osnovnim nepovoljnim ¢imbenicima na ispitivanim plohama koji su
uzrokovali stres i1 fizioloSko slabljenje ispitivanih vrsta. Ovakva oslabljena stabla uslijed
oksidativnog stresa laka su meta za napad razli¢itih vrsta §tetnika te podloznija bolestima.
Stoga je bitno pratiti i stabla male 1 znaCajne osutosti kako bi se moglo pravovremeno
reagirati s ciljem o¢uvanja ovih osjetljivih Sumskih ekosustava.

IstraZivanja na razli€itim biljnim vrstama prateci koli¢ine MDA utvrdila su pojavu lipidne
peroksidacije koje su nastale pod utjecajem raznih izvora stresa. Na primjer, istrazivanjem na
sadnicama hrasta crnike ispitivao se utjecaja ozona i saliniteta te se odredivala i lipidna
peroksidacija nakon izlaganja navedenim izvorima stresa (Guidi i sur., 2017).
Usporedivanjem koli¢ina MDA utvrdenim u biljkama koje nisu bile izloZene ozonu 1
salinitetu utvrdena je znacajna razlika u usporedbi s biljkama koje su bile izloZene jednom ili
oba izvora stresa (Guidi i sur., 2017). U istom istrazivanju autori su utvrdili da nema znacajne

razlike u koli¢ini MDA izmedu biljaka koje su bile izloZene salinitetu te ozonu i salinitetu
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istovremeno. Zanimljivo je da kad je hrast crnika izlozen salinitetu, da ovaj izvor stresa
smanjuje negativni utjecaj ozona na nacin da zbog pada osmotskog tlaka dolazi do zatvaranja
puc¢i i nemoguénosti ulaska ozona u biljku, te posljedi¢no ne dolazi do oSte¢enja unutar
stanice (Guidi i sur., 2017). Nadalje, ispitivanje utjecaja ozona i suSe, koji su dva tipi¢na
izvora stresa na Mediteranu tijekom proljeca i1 ljeta, na sadnicama hrasta medunca, hrasta
crnike i hrasta cera utvrdilo se da su znacajno vece koli¢ine MDA bile u sadnicama koje su
bile izloZene susi i ozonu u odnosu na kontrolne sadnice. Takoder, istrazivanje na sadnicama
hrasta medunca (kontrolne sadnice) na razli¢itim pH tla utvrdilo je da su sadnice na kiselom
tlu bile pod veé¢im stresom u odnosu na sadnice na bazi¢nom tlu (Contran i sur., 2013).
Nadalje, rezultati istrazivanja na vrsti hrasta (Quercus brantii Lindl.) su pokazali da koli¢ina
MDA s povecanjem osutosti prvo raste, a zatim opada. Rezultati su pokazali da je povecanje
suSnog stresa uzrokovalo povecanje sadrzaja MDA 1 rezultiralo povecanjem kalcija u
listovima. U ovom istrazivanju, od ispitivanih vrsta ni za jednu vrstu izuzev crnog bora nisu
utvrdene znacajno razlicite koli¢ine H,O; izmedu stabala male i znacajne osutosti. Takoder,
jedino za crni bor nisu utvrdene znacajne razlike koli¢ine MDA izmedu stabala male i
znacajne osutosti dok za sve ostale vrste jest. Ovi rezultati upucuju da je stvorena koli¢ina
H,0O, aktivirala obrambene mehanizme kod stabala male osutosti dok su kod stabala znacajne
osutosti ve¢ bili aktivirani $to je rezultiralo da nije utvrdena znacajna razlika u koli¢ini MDA.
Ova vrsta pokazala se kao najtolerantnija vrsta na ozon buduci da je za nju izracunata najveca
vrijednost fitotoksi¢nog ozona, PODO0, POD1 i POD2 (Tablica 9).

Za normalan rast i razvoj biljke u promjenjivoj okolini, bitno je odrZavati ravnoteZzu
izmedu proizvedenog ROS-a i djelovanja antioksidativnhog obrambenog sustava koji se
aktivira kao odgovor na pojavu oksidativnog stresa. Odredivanjem aktivnosti enzima cilj je
bio utvrditi postoje li razlike izmedu stabala male i znacajne osutosti za ispitivane vrste. U
ovom istraZzivanju nisu utvrdene znacajne razlike koje bi upucivale na razliku u aktivnosti
enzima hrasta crnike u znacajno osutim stablima u odnosu na stabla male osutosti. Za
aktivnost SOD-a, znacajne razlike izmedu stabala male i zna¢ajne osutosti utvrdene su jedino
za crni bor. Za ostale vrste nisu utvrdene znacajne razlike. Znacajne razlike aktivnosti enzima
izmedu stabala male i znacajne osutosti za hrast medunac 1 alepski bor utvrdene su za APX i
CAT, dok je znacCajna razlika svih enzima utvrdena za crni bor. Veca znacajna razlika
aktivnosti CAT-a izmjerena je u stablima manje osutosti za hrast medunac i crni bor. Za
alepski bor, veca znacajna razlika aktivnosti CAT-a utvrdena je u zna¢ajno osutim stablima

(Slika 22).
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Aktivnosti enzima istrazivane su na sli¢nim vrstama u kontroliranim uvjetima (Alonso i
sur., 2001; Contran i sur., 2013; Fusaro i sur., 2017). Istrazivanje na sadnicama hrasta
medunca utvrdile su manje aktivnosti APX-a u sadnicama na kiselom tlu u odnosu na
aktivnosti sadnica na baznom tlu (Contran i sur., 2013). U ovom istrazivanju, znacajne razlike
izmedu stabala male i znaCajne osutosti crnog bora utvrdene za H,O, i aktivnosti SOD-a
sugeriraju da je glavni proizvod ROS-a bio superoksidni radikal, a slicno su zakljucili i autori
pri istrazivanju na vrsti hrasta medunca (Contran i sur., 2013). Uloga antioksidativnog enzima
SOD-a, koji je prva linija obrane od oksidativnog stresa, je da izravno katalizira redukciju
superoksidnog radikala u H,O, (Contran i sur., 2013; Mittler i sur., 2004). Utvrdene koli¢ine
H,0, u ispitivanim jedinkama odrazilo se na aktivaciju obrambenog mehanizma aktivacijom
enzima CAT, POD i APX koji kataliziraju H,O u vodu i oksidirani donor (Slike 21-23).

U kontroliranom okruzenju, dodavanjem ozona u komore vrsti crnog jasena (Fraxinus
ornus L.) povecale su se koli¢ine ROS-a, shodno tome i aktivnosti enzima SOD-a i CAT-a,
koji se podrazumijevaju kao prva linija obrane koja rasprSuje O, i H,O, (Fusaro i sur., 2017).
Ovo istrazivanje je utvrdilo razliku u mehanizmima obrane uzrokovane ozonom izmedu vrsta
hrasta crnike i crnog jasena te da je crni jasen osjetljivija vrsta na ozon. Istrazivanjem utjecaja
ozona i suse na iglicama sadnica alepskog bora, utvrdilo se da je ozon izazvao vecée aktivnosti
POD-a, CAT-a i SOD-a dok je stres od suse povecao glutation reduktazu i SOD.
Jednogodisnje iglice pokazale su manji kapacitet za aktiviranje ovih enzima kao odgovor na
stres. Kombinirani ucinci ozona i suSe smanjili su aktivnosti antioksidativnih enzima i
sposobnost oporavka nakon ponovnog zalijevanja (Alonso i sur., 2001). Na ispitivanim
vrstama, mnogo faktora moglo je utjecati na aktivaciju obrambenih mehanizama, poput
utvrdenih opterecenja dusikovim (Tablica 7) i kiselim spojevima (Tablici 8), visokih
koncentracija ozona (Slika 14) te visokih temperatura koje vladaju u mediteranskoj regiji, nije
neobi¢no da su je za ove vrste utvrdena aktivacija antioksidativnih enzima (Contran i sur.,
2013; Fusaro i sur., 2017; Guidi i sur., 2017; Landi i sur., 2019). Prema dobivenim
rezultatima, za ispitivane vrste (izuzev hrasta crnike za koji nije utvrdena znacajna razlika ni
za jedan enzim) jedino aktivacija enzima APX mogla bi se smatrati kao indikatorom stresa.
Njegovim utvrdivanjem moglo bi se utvrditi nalazi li se biljka pod stresom i prije nego nastupi
vizualno ostecenje.

Manjak hranjivih tvari moze uzrokovati nepravilni razvoj biljke te moze biti i jedan od
uzro¢nika abiotickog stresa (Gill i Tuteja, 2010). Kako bi se dobio uvid u koli¢ine hranjivih
tvari, odabranim stablima male i znacajne osutosti odredile su se njihove kolicine (N, P, K, S,

C, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu). U odabranim stablima na ispitivanim plohama, ve¢ina elemenata
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je bila u optimalnom, dostatnom rasponu. Znacajne razlike utvrdene u opskrbi utvrdene su
samo za K za vrstu hrasta crnike, Ca i Zn za vrstu alepskog bora.

Znacajne razlike utvrdene izmedu stabala male i znaCajne osutosti za hrast crniku za
elemente K, Fe i Mn. Sva tri elementa su vrlo bitna u procesu fotonsinteze te nije
iznenadujuce da je razlika uoCena bas za ove elemente s obzirom da su znaCajno manje
koli¢ine Chl-a i Chl-b te, posljedi¢no, za Chl-tot utvrdene u znacajno osutim u usporedbi Sa
stablima male osutosti. Pravilni omjeri dostupnih biogenih elemenata vrlo su bitni za
neometan razvoj biljke. Uslijed raznih vanjskih utjecaja, moguce je da dode do neravnoteze, a
posljedice mogu biti manji rast, kloroza, nekroza ili, u krajnjem slucaju, smrt biljke (Cotrozzi
i sur., 2017; Proietti i sur., 2016; Taiz i sur., 2015). Kalij, prisutan u biljkama kao ion K*, ima
vrlo bitnu ulogu u stanici kao regulator osmotskog potencijala. Takoder, ima bitnu ulogu u
aktivaciji enzima koji su ukljuceni u stani¢no disanje i fotosintezu. Istrazivanje hrasta crnike u
Spanjolskoj pokazalo je vaznost kalija u liséu, osobito ljeti kada se njegova koncentracija
znacajno povecala tijekom ljeta i ljetnih susa u odnosu na proljeé¢e (Rivas-Ubach i sur., 2014).
Kalij je bitan element jer sudjeluje u regulaciji vode u biljci kontroliraju¢i osmozu i
reguliraju¢i otvaranje 1 zatvaranje puci Sto je vrlo bitno tijekom ljetnih mjeseci u
mediteranskoj regiji (Rivas-Ubach i sur., 2014). Zeljezo (Fe) ima bitnu ulogu jer je sastavni
dio enzima koji su ukljuéeni u prijenos elektrona (redoks reakcije). Zeljezo je sastavni dio
procesa biosinteze klorofila, fotosinteze, disanja, fiksacije elementarnog dusika, redukcije
nitrita 1 metabolizma ugljikohidrata. Mangan (Mn) ima znacajnu ulogu u aktivnosti enzima u
stanici i utjeCe na sintezu kloroplasta u biljkama. Nedostatak mangana javlja se u vapnenim i
alkalnim tlima koja su karakteristicna u mediteranskoj regiji (Taiz i sur., 2015). Ne iznenaduje
da su koli¢ine Mn u ovom istrazivanju bile u nedostatnoj koli¢ini na plohama alepskog 1 crnog
bora s obzirom da rastu na alkalnom vapnenom tlu. Nadalje, u istraZivanju na sadnicama
topole (Populus maximoviczii Henry x Populus berolinensis Dippel) utvrdeno je da se
dodatkom dusSika povecava osjetljivost biljke na ozon, tj. smanjuje se kriticna razina ozona
koju topola moze neutralizirati, a da pritom ne nastane osteCenje (Zhang i sur., 2018a).
Dodavanje fosfora rezultiralo je povecanjem biomase topola i povecanjem kriticne razine
ozona, ali samo u slucaju kada je koli¢ina dusika bila mala (Zhang i sur., 2018b). U
istrazivanju na vrsti perzijskog hrasta (Quercus brantii Lindl.), ispitano je kako svojstva tla
utjecu na stabla podijeljena u kategorije po osutosti, 0-10 %, 10-25 %, >25 % i 100 %. U
uzorkovanom liS¢u, utvrdeno je da se kolic¢ina Ca u listu povecava s povecanjem osutosti, a
omjer N/P smanjuje. Omjer N/P opadao je s poveéanjem odumiranja (Azim Nejad i sur.,

2021). Sli¢no je uoceno u ovom ispitivanju za vrste hrasta medunca i crnog bora gdje su

109



Rasprava

utvrdene znacajno veée koli¢ine P u stablima znafajne osutosti u odnosu na stabla male
osutosti. Kalcij je povezan s procesima poput diobe stanica, stabilnos¢u stanice i propusnoséu
stani¢énih membrana (Bhatla i Lal, 2018). Tijekom susnog razdoblja, dioba stanica i rast liS¢a
se smanjuje zbog smanjenog stani¢nog turgora. Dolazi i do smanjenje stope fotosinteze jer je
tijekom suSe ograni¢en unos CO,, §to naknadno ogranicava rast listova (Nejad i sur., 2021).
Dakle, zbog povecanja osutosti, preostali zeleni listovi stabala u kategorijama s veéim
stupnjem osutosti apsorbiraju vecu koli¢inu kalcija za obavljanje vitalnih aktivnosti kao §to je
fotosinteza. U ovom istrazivanju to bi se moglo primijeniti na vrstu hrasta medunca i alepski
bor za stabla male osutosti kao mehanizam obrane. S obzirom da je na obje plohe utvrdena
prosjecna osutost >40 % moguce je da su i stabla maje osutosti pod stresom zbog okolisnih
izvora stresa poput utvrdenih visokih koncentracija ozona 1 velike koli¢ine dusikovih i kiselih
spojeva koje su prispjele u 2019. godini.

Iako rezultati pokazuju uglavnom optimalne koli¢ine hranjivih tvari, razni ¢imbenici
utjecu na otpornost ispitivanih vrsta i na njihovu koli¢inu te se nedostatak hranjivih tvari ne
moze smatrati kao potencijalni uzro¢nik stresa u ispitivanim vrstama.

Biljka zbog raznih vanjskih utjecaja (biotickih 1 abiotickih) moze do¢i u stanje
oksidativnog stresa, a one€iS¢ujuée tvari iz zraka su jedni od glavnih abioti¢kih ¢imbenika
koji uzrokuju oksidativni stres u Sumskim ekosustavima. Postojanje razlike bilo je i za
ocekivati budu¢i da se radi o Cetiri razliCite vrste. Prate¢i biokemijske pokazatelje
oksidativnog stresa moguce je utvrditi nalazi li se stablo u stanju stresa i prije nego nastupi
vizualno oSte¢enje. Biokemijske promjene javljaju se prije morfoloskih 1 anatomskih
promjena $to ih Cini korisnijima za rana upozorenja na stanje ekosustava (Sharma 1 sur.,
2012). U ovom istrazivanju, jedino se enzim APX moze smatrati indikatorom oksidativnog

stresa buduci da su znacajne razlike u stablima male osutosti utvrdene samo za ovaj enzim.

Ovo istrazivanje pruzilo je po prvi puta nove podatke i saznanja 0 utjecajima
atmosferskog oneciS¢enja zraka na biogeokemijske cikluse elemenata u mediteranskim
Sumskim ekosustavima. Rezultati istrazivanja pruzaju informacije o ionima prispjelim
atmosferskim talozenjem u odabrane Sumske ekosustave, zdravstvenom statusu odabranih
mediteranskih Sumskih vrsta. Takoder, pruza informacije o uzro¢no-posljedicnim vezama
izmedu fizioloSkih parametara stabala i atmosferskih unosa i1 okoliSnih parametara. Ovo
istrazivanje po prvi pruza i informacije o statusu biokemijskih pokazatelja oksidativnog stresa
odabranih Sumskih vrsta uzrokovanih oksidativnim stresom.
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6. ZAKLJUCCI
Ovi rezultati su osobito bitni za hrast medunac i crni bor, koji nisu Cesto istrazivani U

europskoj mediteranskoj regiji osobito u terenskim uvjetima.

1. Procijenjena atmosferska talozenja pokazala su najvece koliCine iona u Sumi hrasta
crnike. Na svim plohama, opterecenje duSikovim spojevima bila su blizu vrijednosti
kritiénog opterec¢enja. Takoder, utvrdeno je opterecenje Kiselim spojevima na svim
plohama.

2. Koncentracije ozona na sve Cetiri plohe bile su blizu ili dosegnule 100 ppb, gornju
vjerodostojnu granicu za pasivno pracenje ozona. Parametri akumuliranog ozona
(parametri AOT40qi, AOT40icp I AOT40pheno) na svim plohama presli su vrijednosti
za ocuvanje Suma. Parametri AOT40 bili su ve¢i na plohama hrasta crnike i crnog bora
nego na plohama hrasta medunca 1 alepskog bora. S druge strane, najvece vrijednosti
fitotoksi¢nog ozona (PODY) utvrdene su na plohi crnog bora, a najnizZe na plohi hrasta
crnike. Ipak, ove vrijednosti nisu premasile kriticne razine fitotoksi¢nog ozona
(PODY) predlozene za zastitu Suma.

3. lIspitivanjem odnosa okolisnih varijabli i pokazatelja zdravstvenog stanja Suma
(osutost i prirast) utvrdilo se da je osutost znacajno povezana sa sadrzajem vode u tlu
na razli¢itim dubinama, dok je prirast bio pozitivno i negativno povezan sa suncevim
zraenjem i vlagom te pozitivno povezan sa svim parametrima ozona. RFA analize
naglasile su da su AOT40pheno I AOT40gir bili najvazniji prediktori koji utjeCu na rast
stabala hrasta medunca i hrasta crnike, dok je PODO bio za crni bor.

4. Najmanja osutost utvrdena je na plohi hrasta crnike s <10 % dok je na ostale tri bila
>40 % U usporedbi s prosjecnom procijenjenom defolijacije, vidljivo je da ploha s
nizim BAI% (Suma hrasta crnike i Suma crnog bora) imaju manju defolijaciju, Sto
moze biti posljedica razli¢itih vrsta drveca koje se uzimaju u obzir.

5. Prema rezultatima analiza hranjivih tvari u tlu i lis¢u 1 iglicama na odabranim
plohama, vidljivo je da se kod vecine ispitivanih vrsta maseni udjeli elemenata nalaze
u optimalnom rasponu, izuzev fosfora u tlu na svim plohama izuzev plohe alepskog
bora u 2019. kada je utvrdena osrednja opskrbljenost. Zakljucuje se da nije doslo do
znaajnih promjena u kemiji tla i 1iS¢u 1 iglicama te da hranjive tvari nisu izvor
neravnoteze ispitivanih vrsta.

6. Unato¢ raznim izvorima stresa u mediteranskoj regiji (visoke temperature, visoke

koncentracije ozona, mala koli¢ina kiSe tijekom ljeta, intenzivno sunéevo zracenje,

111



Zakljucci

112

10.

11.

12.

salinitet) na ispitivanim vrstama nisu uocena vidljiva oStecenja. Medutim, iako nisu
uocena vidljiva oStec¢enja, povecane koncentracije ozona mogu dovesti do ostec¢enja na
stani¢noj razini. Tada se biljka nalazi u stanju stresa te postaje podloznija utjecajima
ostalih abiotickih i biotickih faktora.

Utvrdene su manje koli¢ine klorofila u hrastovim vrstama u znacajno osutim stablima,
dok je za borove vrste utvrdeno suprotno. Moguée je da borovi zbog manjka lisne
povrsine usmjeravaju energiju u sintezu klorofila kako bi nadoknadili taj gubitak.
Prisutnost raznih izvora stresa utjecao je na sintezu H,0, $to se odrazilo na prisutnost
lipidne peroksidacije u svim vrstama. Za crni bor nije utvrdena razlika medu stablima.
S obzirom na prisutnost reaktivnih Cestica uslijed stresnih uvjeta prisutnih na terenu,
sve vrste imale su aktivirane antioksidativni obrambeni mehanizam.

Prema dobivenim rezultatima, za ispitivane vrste jedino aktivacija enzima APX mogla
bi se smatrati kao indikatorom stresa (izuzev hrasta crnike za koji nije utvrdena
znacajna razlika ni za jedan enzim). Njegovim utvrdivanjem moglo bi se utvrditi
nalazi li se biljka pod stresom 1 prije nego nastupi vizualno ostecenje.

Zbog malog broja istrazivanja na terenu te zbog mnogobrojnih varijabli koje mogu
istovremeno djelovati na biljku 1 uzrokovati stres, teSko je donijeti zakljucak koji su
sve faktori utjecali na aktivaciju obrambenih mehanizama ispitivanih vrsta te su
ovakva istrazivanja vrlo pozeljna. Pradenjem istovremeno veéeg broja okoliSnih
varijabli moglo bi dati uvid u ponaSanje pojedine vrste na vanjske utjecaje.

Zakljucuje se da je vazno nastaviti s istraZivanjem utjecaja atmosferskoga talozenja i
ozona na mediteranske Sume jer rezultat dugoro¢nih istrazivanja imaju ve¢i znacaj od
kratkoro¢nth. U tom kontekstu, ovim istrazivanjem htjela se istaknuti vaznost
epidemioloskih istrazivanja u terenskim uvjetima na Mediteranu koja prate
atmosferska talozenja i 0zon u odnosu s pokazateljima zdravstvenog stanja Suma za
bolje razumijevanje njegovog utjecaja na mediteranske vrste. Prikupljanjem takvih
podataka omogucuje ekolozima i Sumarima da koriste podatke za razne modele,
proucavaju slozene interakcije te procjenjuju buduce strategije gospodarenja Sumama.
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na potrebu duljeg i1 detaljnijeg proucavanja

mediteranskih Sumskih ekosustava istoé¢ne obale Jadrana.
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8. PRILOZI
Prilog 1.

Prilozi

Tablica 1. Popis kratica i simbola

Kratica Puni naziv

CLRTAP Konvencija o dalekoseznom prekograni¢nom oneci§¢enju zraka

*OH hidroksilni radikal

0, singlet kisik

AOT40 akumulirani ozon

AOT40g; akumulirani ozon izracunat prema Direktivi 2008/50/EC

AOT40,cp akumulirani ozon izra¢unat prema ICP Vegetation-u

AOT40pheno akumulirani ozon izra¢unat prema radu Paoletti i sur., 2019.

APX askorbat perksidaza

AsA askorbat

AsA-GSH askorbat-glutationa

CAT katalaza

CHy metan

CO ugljikov monoksid

DHAR dehidroaskorbat reduktaza

EEA Europska agencija za okoli$

EMEP Program suradnje za pracenje i procjenu daljinskog prijenosa atmosferskog
onecis¢enja u Europi

GPX glutation peroksidaza

GSH reducirani glutation

GSSG oksidirani glutation

H,0, vodikov peroksid

HAOP Hrvatska agencija za okolis 1 prirodu

ICP Forests Medunarodnog programa za procjenu i motrenje utjecaja zracnog onecis¢enja na Sume

ICP Vegetation Meduna_ro@nog programa za procjenu i motrenje utjecaja zraénog onecis¢enja na
vegetaciju i usjeve

MDHAR monodehidroaskorbat reduktaza

NH; amonijak

NOx dusikovi oksidi (NO i NO,)

0, kisik

O, superoksidni anion
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O3
PM

PMyo

PM2s

POD
POD

PODO
POD1

POD2

PODY

ROS
SO,
SOD

UNECE
VOC

ozon

lebdece cCestice

lebdece Cestice aerodinami¢nog promjera manjeg od 10 um

lebdece Cestice aecrodinamicnog promjera manjeg od 2,5 um

nespecificna peroksidaza
peroksidaza

doza fitotoksi¢nog ozona za prag Y=0
doza fitotoksi¢nog ozona za prag Y=1

doza fitotoksi¢nog ozona za prag Y=2

doza fitotoksi¢nog ozona za prag Y

Reaktivne kisikove Cestice
sumporov dioksid
superoksid dizmutaza

Gospodarska komisija Ujedinjenih naroda za Europu

hlapljivi organski spojevi
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Slika 1. Kretanje kumulativnih vrijednosti debljinskog prirasta za 40 stabala hrasta medunca
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Slika 3. Kretanje kumulativnih vrijednosti debljinskog prirasta za 40 stabala hrasta medunca
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Slika 7. Kretanje kumulativnih vrijednosti debljinskog prirasta za 40 stabala alepskoga bora
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