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1. UVOD 

1.1.  Slatkovodni ekosustavi 

Obilje vode je jedno od obilježja Zemlje, jer se prostire na čak 71% njezine površine. Najveći udio 

vode nalazi se u oceanima i morima, oko 97%, dok je preostalih 3% slatka voda. Najveći udio 

slatke vode, od oko 2%, sadržan je u obliku snijega i leda na polarnim krajevima i ledenjacima, 

dok je manje od 1% zastupljeno u obliku podzemnih voda, jezera i rijeka(Wetzel, 2001). Iako 

površinska slatka voda čini izrazito mali udio u ukupnoj vodi na Zemlji, njezina važnost iznimno 

je velika (Kundzewicz i sur., 2008). 

 

Slatkovodni ekosustavi su među najraznolikijima na Zemlji, a uključuju površinske vode, 

podzemne vode, priobalne vode u ograničenim i poplavnim područjima te ekotone (npr. izvori), 

kao komponente u interakciji koje doprinose ukupnoj bioraznolikosti (Ward i Tockner, 2001). Na 

raznolikost organizama u slatkovodnim ekosustavima najviše utječu promjene okolišnih čimbenika 

kao što su temperatura, svjetlost, otopljene hranjive tvari, otopljenja organska tvar kao i geografsko 

područje te geologija staništa (Geist, 2011). Među slatkovodnim ekosustavima, jezera predstavljaju 

žarišta bioraznolikosti te imaju važnu ulogu u globalnim biogeokemijskim ciklusima, posebice u 

prijenosu, proizvodnji, transformaciji i skladištenju ugljika. Njihov nastanak proizlazi iz geoloških 

događaja poput tektonske, glacijalne i vulkanske aktivnosti rezultirajući velikim brojem tipova i 

podtipova, uključujući krška jezera (Håkanson, 2012).  

Ključno obilježje krškog fenomena je djelovanje podzemnih i površinskih voda koje utječu na 

biološke procese, kako na površini tako i u podzemlju (Bonacci i sur., 2009). Zbog raznolikosti 

morfoloških, hidrogeoloških, hidroloških, ekoloških i drugih obilježja, potreban je 

interdisciplinarni pristup za istraživanje krških sustava, uključujući i jezera. Najveća prirodna 

jezera u Hrvatskoj smještena su u krškom području (Rubinić i Radišić, 2017). Krški reljef ima 

jedinstvene značajke koje ga izdvajaju od drugih tipova reljefa. Hidrologija u krškom reljefu, koji 

se odlikuju složenim odnosima površinskih i podzemnih voda te bogatstvom raznolikih krških 

oblika, izrazito je kompleksna (Bonacci, 1987). Kretanje vode u takvim područjima znatno se 

razlikuje od onoga u nekrškim područjima, što uvelike utječe na specifične osobine krških sustava 

(Bonacci i sur., 2009). Krška jezera rezultat su specifičnih krških pojava koje nastaju u područjima 

karbonatnih stijena, poznatih po svojoj slaboj sposobnosti zadržavanja vode, a nastaju morfološko-
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erozijskim procesima ili formiranjem sedrenih barijera procesom stvaranja sedre. Zahvaljujući 

svojim geološkim, fizikalnim i kemijskim osobitostima, krška jezera predstavljaju jedinstvene 

slatkovodne ekosustave (Biondić i Biondić, 2014). Upravo te karakteristike dodatno naglašavaju 

važnost prirodnih jezera te potrebu za njihovim stalnim istraživanjem i praćenjem. 

 

1.2.  Fitoplankton 

Fitoplankton je jedan od najvažnijih bioloških elemenata u slatkovodnim ekosustavima (Reynolds, 

2006). Ova skupina organizama ima važnu ulogu u ekologiji krških jezera i stoga je bitna 

komponenta složenih interakcija u takvim okolišima (Reynolds, 2006, Gligora Udovič i sur., 2016). 

Radi se o izrazito raznolikoj skupini jednostaničnih i kolonijalnih fotosintetskih prokariotskih 

cijanobakterija i eukariotskih algi prilagođenih slobodnoplutajućem životu u oceanima, morima i 

slatkovodnim ekosustavima te trenutno broji više od 30.000 vrsta (Guiry, 2012). U većini 

slatkovodnih i morskih ekosustava fitoplankton čini osnovu hranidbene mreže te je zbog svog 

nastanka prije više od 3,5 milijardi godina ostavio dubok utjecaj na biogeokemiju Zemlje. Jedan 

od najvažnijih procesa koji fitoplankton obavlja je fotosinteza. Fotosintetskom fiksacijom od oko 

50 x1015 g ugljika (C) godišnje fitoplankton je trenutno odgovoran za oko 50% primarne 

proizvodnje na Zemlji (Marañón, 2009).  

 

1.3.  Monitoring i zaštita slatkovodnih ekosustava 

Iznimno velika važnost slatkovodnih ekosustava za život čovjeka kroz neprestanu potrebu 

korištenja prirodnih resursa osjetljivih na promjene iziskuje njihovu zaštitu i kontinuirano praćenje 

kakvoće vode. Stoga je u svrhu praćenja kakvoće vode i postizanja dobrog ekološkog i kemijskog 

stanja te zaštite površinskih i podzemnih voda, donesena Okvirna direktiva o vodama (ODV) 

(Europska komisija, 2000), jedan od najvažnijih pravnih dokumenata članica Europske unije u 

području upravljanja vodama. U sklopu ODV, ocjena ekološkog stanja površinskih voda temelji se 

na biološkim elementima kakvoće (BEK), fitoplanktonu, fitobentosu, makrofitima, 

makrozoobentosu i ribama te njima pratećim fizikalno-kemijskim, kemijskim i hidromorfološkim 

elementima. Najveći utjecaj na nemogućnost postizanja dobrog ekološkog stanja u 60% europskih 
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površinskih voda proizlazi iz preopterećenja hranjivim tvarima, kemijskog zagađenja te 

hidromorfoloških promjena na vodnim tijelima (EEA, 2018).  

Pretjeran unos hranjivih tvari utječe na funkcioniranje ekosustava uz posljedicu ubrzane 

eutrofikacije, smanjenje bioraznolikosti te smanjenje ribljeg fonda (Alexander i sur., 2017), a 

odražava se kao prekomjeran rast primarnih proizvođača te dovodi do cvjetanja algi koje često 

mogu biti toksične. Jedna od posljedica je i smanjenje koncentracije kisika u donjim slojevima 

stratificiranih jezera, što značajno može utjecati na promjene u bioraznolikosti unutar sustava 

(Misra i Chaturvedi, 2016, Scholz i sur., 2017). Kemijsko onečišćenje slatkovodnih ekosustava 

ugrožava vodenu floru i faunu te negativno utječe na kvalitetu ljudskog života ugrožavanjem 

kvalitete pitke vode i ograničavanje korištenja rijeka i jezera u rekreacijske svrhe (Schmeller i sur., 

2017). Na gubitak slatkovodnih staništa uvelike utječu i hidromorfološke promjene rijeka i jezera, 

mijenjajući njihov prirodan protok te dinamiku erozije i taloženja sedimenta (Poikane i sur., 2019). 

Dinamika slatkovodnih ekosustava koja uključuje interakciju između kemijskih, fizikalnih i 

bioloških procesa dobro je istražena u jezerima (Bhateria i Jain, 2016, Woolway i sur., 2020). 

Interakcija i međuovisnost BEK i fizikalno-kemijskih pokazatelja uvelike doprinose kakvoći vode 

u svim slatkovodnim ekosustavima, uključujući i jezera. Stoga su spomenuti pokazatelji kakvoće 

vode direktno ovisni o okolišnim uvjetima na koje veliki utjecaj ima čovjek, što posljedično dovodi 

do fluktuacije hranjivih tvari koje su među glavnim pokretačima promjena u tim ekosustavima, a 

to je posebno izraženo u doba klimatskih promjena (Vasistha i Ganguly, 2020). Promjene fizikalno-

kemijskih pokazatelja mogu biti nagle te njihova mjerenja često daju samo kratkoročne informacije 

o kakvoći vode, dok BEK reagiraju na promjene u okolišu kroz dulje vremensko razdoblje, zbog 

čega su u mogućnosti pružiti pouzdanije odgovore u praćenju i ocjeni ekološkog stanja voda, a 

samim time i bolje upravljanje (Lyche-Solheim i sur., 2013). 

 

1.4.  Utjecaj okolišnih čimbenika na zajednicu fitoplanktona u jezerima 

Jezera imaju važnu ulogu u prirodi održavanjem ravnoteže ekosustava u cijelosti (Fluet-Chouinard 

i sur., 2017, Dodds i Whiles, 2020). Prirodna sukcesija jezera spor je proces dok ljudske aktivnosti 

brzo mijenjaju stanje jezerskih ekosustava, o čemu izravno ovisi i  kakvoća vode (Søndergaard i 

sur., 2017, Vasistha i Ganguly, 2020). Osim izravnih ljudskih utjecaja, jezera su posljedično 
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osjetljiva i na klimatske promjene te je kontinuirano praćenje od iznimne važnosti za njihovu 

zaštitu i održivost (Angeler i sur., 2014, Woolway i sur., 2020). Jezera su staništa visoke 

raznolikosti s fluktuacijama hranjivih tvari kao jednim od glavnih pokretača promjena. Jedna od 

posljedica ovih čimbenika je eutrofikacija (Heino i sur., 2021). Jezerski ekosustavi, zbog svoje 

složenosti i povezanosti, pokazuju brze odgovore na promjene fizikalno-kemijskih i bioloških 

svojstava. Važnu ulogu u ekološkim svojostima vode dubokih jezera ima proces miješanja i 

stratifikacije. To je  posebice izraženo kroz temperaturu vode, potrošnju otopljenog kisika i sadržaj 

hranjivih tvari te razmještaj fitoplanktona i njegovu raznolikost kroz slojeve vode (Wang i sur., 

2022, Šarović i Klaić, 2023, Yue i sur., 2023). S druge strane, plitka jezera predstavljaju jedinstvene 

ekosustave u kojima hidrološki i okolišni čimbenici, kao što su vjetar, oborine, dotok vode i 

miješanje vodenog stupca, imaju snažan utjecaj na sastav vrsta i biomasu fitoplanktona (Weithoff 

i sur., 2000, Adrian i sur., 2009, Rühland i sur., 2015). 

Dušik (N) i fosfor (P) esencijalni su makronutrijenti ključni u biokemijskim procesima 

fitoplanktona te kao ograničavajući čimbenici u omjeru N:P određuju dinamiku rasta fitoplanktona 

u vodenim ekosustavima (Frost i sur., 2023). Razumijevanje omjera N:P ključno je za objašnjenje 

i predviđanje dinamike fitoplanktona u različitim vodenim staništima i od velike je važnosti za 

učinkovito upravljanje i održavanje ekološke ravnoteže (Reeder, 2017, Reinl i sur., 2022, Redoglio 

i Sperfeld, 2024). Budući da oligotrofna jezera imaju nisku koncentraciju hranjivih tvari, osjetljivo 

reagiraju čak i na male promjene u dostupnosti N ili P. Nizak omjer N:P u oligotrofnim jezerima, 

koji je rezultat prirodno niske koncentracije N i P,  može se znatno povećati visokim unosom N. 

Razvoj i rast fitoplanktona u tim jezerima mijenja se iz primarno ograničenog dušikom u primarno 

ograničen fosforom (Downing i McCauley, 1992, Bergström, 2010). S druge strane, visokim 

unosom P dolazi do promjene jezera iz primarno ograničeno fosforom u primarno ograničeno 

dušikom. Povećanim unosom N ili P dolazi do njihovog neuravnoteženog omjera što može dovesti 

do smanjene bioraznolikosti u hranidbenoj mreži jezera, niže kvalitete vode za ljudsku potrošnju i 

cvjetanja algi (Elser i sur., 2022, Wu i sur., 2022).  

Uz primarne hranjive tvari N i P, silikati su također od velike važnosti za rast fitoplanktona u 

slatkovodnim ekosustavima, posebno algi kremenjašica (Zhang i sur., 2019). Uz navedeno i drugi 

pokazatelji određuju dinamiku fitoplanktona, uključujući temperaturu vode, salinitet, svjetlost, 

alkalitet, pH, suspendirane tvari, hidrološke karakteristike i ljudske aktivnosti (Maileht i sur., 2013, 
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Salmaso i Tolotti, 2021, Verspagen i sur., 2022, Stanković i sur., 2024). Primjerice, u bočatim 

ekosustavima salinitet djeluje kao pokretački mehanizam izmjene zajednice fitoplanktona iz 

primarno slatkovodne u zajednicu tolerantniju na porast saliniteta, bez promjena u koncentraciji 

hranjivih tvari, čime dolazi do razvoja pojedinih eurihalinih vrsta, što može rezultirati promjenama 

u bioraznolikosti (Moss, 1994). 

BEK služe kao bioindikatori abiotičkog i biotičkog stanja okoliša u akumulaciji štetnih tvari ili u 

odgovoru na okolišni stres (Parmar i sur., 2016). Praćenje BEK zahtijeva standardizirane procese 

uzorkovanja, obrade uzoraka te identifikaciju prikupljenih organizama (Birk i sur., 2012). Ekološko 

stanje površinskih voda ocjenjuje se temeljem razvijenih nacionalnih metoda unutar država članica 

EU prema standardima definiranim u ODV-u (npr. brojnost, sastav zajednice). S ciljem 

usklađivanja metoda, Europska komisija organizirala je niz interkalibracija kako bi se omogućila 

usporedivost granica ekološkog stanja te metoda ocjenjivanja stanja između država članica EU 

(Poikane i sur., 2014). 

 

1.5.  Ocjena ekološkog stanja BEK fitoplankton 

Prema ODV, fitoplankton je BEK za praćenje ekološkog stanja jezera i vrlo velikih rijeka. 

Tradicionalni biološki monitoring temeljem fitoplanktona bazira se na mikroskopskoj identifikaciji 

svojti putem Utermöhl metode (Utermöhl, 1958), a ocjena ekološkog stanja jezera i rijeka temelji 

se na taksonomskom sastavu, brojnosti, biomasi te učestalosti i intenzitetu cvjetanja algi (Europska 

komisija, 2011). Sukladno tome, razvijeni su indeksi za procjenu ekološkog stanja vodnih tijela 

temeljem fitoplanktona, primjerice Brettum Index (Brettum, 1989), Phyto-See-Index (Mischke i 

sur., 2008) i Indice Phytoplankton Lacustre (Laplace-Treyture i Feret, 2016).  Padisák i sur. (2006) 

razvili su Q indeks za mađarska jezera na temelju koncepta funkcionalnih grupa (FG) kao sastava 

zajednice (Reynolds i sur., 2002). Naknadno su Borics i sur. (2007) unaprijedili Q indeks dodajući 

u formulu koncentraciju klorofila a pri čemu nastaje multimetrijski indeks naziva Hungarian lake 

phytoplankton indeks (HLPI) s Q indeksom kao jednom od glavnih komponenti. Q indeks 

izračunava se množenjem udjela pojedine FG u ukupnoj biomasi fitoplanktona s faktorom (F) 

određenim za svaku FG. Najvažniji dio u ocjeni ekološkog stanja je određivanje vrijednosti faktora 

(F), budući da on odražava vrijednosti FG u referentnim uvjetima za zadani tip jezera. Stabilna 
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teoretska osnova Q indeksa omogućuje njegovu primjenu u ocjeni ekološkog stanja bez 

geografskih ograničenja (Padisák i sur., 2006).  

Jedan od temelja korištenja indeksa temeljenih na mikroskopskoj analizi jest taksonomska 

stručnost. Prednost mikroskopske analize je kvantifikacija, tj. mogućnost određivanja brojnosti i 

biovolumena potrebnih za izračun biomase pojedine svojte i ukupne biomase fitoplanktona kao 

osnova u izračunu indeksa za ocjenu ekološkog stanja temeljem fitoplanktona.  

S druge strane, nedostatak mikroskopske analize očituje se u poteškoćama ili nemogućnosti 

identifikacije kriptičnih vrsta te razvojnih stadija svojti fitoplanktona (Hering i sur., 2018). Većinu 

pikofitoplanktonskih svojti (stanice veličine 0,2 do 2 µm), koje često predstavljaju važnu kariku u 

hranidbenim mrežama oligotrofnih i mezotrofnih jezera (Callieri, 2008) također nije moguće uočiti 

i identificirati svjetlosnim mikroskopom. Stručna i vremenska zahtjevnost mikroskopske analize 

potencijalno mogu dovesti do financijskog i prostornog ograničenja u praćenju stanja vodnih tijela 

(Gao i sur., 2018, Gelis i sur., 2024).  

 

1.6.  Analiza okolišne DNA 

1.6.1. Biološki elementi kakvoće 

Zbog sve jačeg antropogenog utjecaja i klimatskih promjena raste i potreba za proširivanjem 

postojećih programa monitoringa (Herrero i sur., 2018, Carvalho i sur., 2019), što uvjetuje primjenu 

novih pristupa poput okolišne DNA (eDNA). Okolišna DNA predstavlja sveukupni genetički 

materijal dobiven izravno iz okoliša bez izolacije određenog organizma (Seymour, 2019). Kao 

financijski i vremenski učinkovitiji molekularni pristup visoke reproduktivnosti, analiza okolišne 

DNA potencijalna je alternativa morfološkom pristupu te može iz temelja promijeniti tradicionalni 

pristup morfološke identifikacije organizama u praćenju kakvoće vode (Hering i sur., 2018, 

Pawlowski i sur., 2018, Ruppert i sur., 2019, Thomsen i sur., 2024). Međutim, protokoli primjene 

metode analize okolišne DNA još se uvijek razvijaju i usavršavaju, a standardizacija metode 

predstavlja veliki izazov prije implementacije u programe monitoringa (Hering i sur., 2018). 

Testiranje metode analize okolišne DNA u identifikaciji vodenih organizama primjenjuje se kod 

gotovo svih BEK (Elbrecht i sur., 2017, Pawlowski i sur., 2018, Pont i sur., 2018, Pérez Burillo i 

sur., 2020). Istraživanja u kojima se koristi analiza okolišne DNA, detekcija svojti i bioraznolikost 
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izravno ovise o odabranim genetičkim markerima i početnicama, čiji pogrešan odabir može dovesti 

do izostanka detekcije organizama karakterističnih za istraživano stanište, posebice ako nisu 

uključene i morfološke metode identifikacije. Stoga je važno da genetički marker bude 

taksonomski informativan, tj. dobre razlučivosti u identifikaciji vrsta s obzirom da većina metrika 

korištenih u monitoringu zahtijeva identifikaciju do razine vrste. Jedan od glavnih izazova u 

istraživanjima koja uspoređuju tradicionalni morfološki pristup s analizom okolišne DNA jest 

odabir najprikladnijeg marker gena, radi prisutnosti prokariota i eukariota u izrazito raznolikoj 

zajednici fitoplanktona (Kezlya i sur., 2023, Gelis i sur., 2024).  

 

1.6.2. Odabir marker gena u molekularnoj analizi zajednice fitoplanktona 

Uspoređujući rezultate morfološke identifikacije s molekularnom analizom zajednice 

fitoplanktona, Eiler i sur. (2013) odabrali su 16S rRNA gen kao marker gen zbog svoje prisutnosti 

u prokariotskom i eukariotskom kloroplastu. Navedenim su istraživanjem utvrđeni različiti 

rezultati usporedbe relativnog broja sekvenci s brojnošću i biovolumenima fitoplanktonskih svojti, 

čime je utvrđena slabija podudarnost u odnosu na usporedbu biovolumena taksonomskih skupina 

(odjel) i relativnog broja sekvenci utvrđenih molekularnom analizom. Iako je u oba pristupa 

prisutna značajna podudarnost u sezonskoj dinamici fitoplanktona, primjenom 16S rRNA gena u 

56% uzoraka određeno je manje od 100 sekvenci fitoplanktona te su prevladavale sekvence 

heterogenih bakterija (Eiler i sur., 2013). Stoga, Huo i sur. (2020) predlažu izbjegavanje korištenja 

16S rRNA gena u određivanju raznolikosti eukariotskih zajednica fitoplanktona zbog pristranosti 

prema bakterijama, umjesto čega korištenjem gena 18S V7 rDNA dobivaju 3,5 puta veću 

raznolikost zajednice fitoplanktona u usporedbi s morfološkom identifikacijom. Unatoč tome što 

je usporedba metoda otkrila značajnu razliku u broju taksonomskih skupina te u brojnosti svojti 

fitoplanktona u odnosu na broj sekvenci unutar skupina, Huo i sur. (2020) zaključuju da se 

korištenjem morfološke i molekularne analize uvelike olakšava određivanje sastava i strukture 

zajednice fitoplanktona. Slični su rezultati prikazani u istraživanju usporedbe analize fitoplanktona 

gdje je korištenjem genetičkog markera 18S V4 rDNA također utvrđena oko 3,5 puta veća 

raznolikost zajednice u odnosu na morfološku identifikaciju (Groendahl i sur., 2017). S druge 

strane, analizom okolišne DNA korištenjem V4 regije 16S i 18S rRNA gena zabilježena je manja 
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raznolikost zajednice fitoplanktona u odnosu na morfološku identifikaciju (Malashenkov i sur., 

2021).  

Usporedba rezultata molekularnih analiza regija V4 i V9 18S rDNA gena u istraživanjima Tragin i 

sur. (2017) te Choi i Park (2020) ukazala je na velika odstupanja u preklapanju glavnih skupina 

organizama eukariotskih zajednica te na 20% veću brojnost OTU-ova identificiranih analizom V9 

regije. U odnosu na V4 regiju 18S rDNA gena, analiza V9 regije omogućuje identifikaciju veće 

raznolikosti i na višoj taksonomskoj razini, posebice u zajednici dinoflagelata (Stoeck i sur., 2010, 

Stuart i sur., 2024). U istraživanju Stuart i sur. (2024), uz veću brojnost utvrđenih OTU-ova, V9 

regija 18S rDNA gena pokazala je veću usklađenost s rezultatima utvrđenim mikroskopskom 

analizom. Usporedbom V4 i V9 regije, Choi i Park (2020) i Stuart i sur. (2024) preporučuju 

korištenje obje regije jer se međusobno nadopunjuju. Ipak, Stuart i sur. (2024) ističu da korištenje 

V9 regije omogućuje pouzdanu identifikaciju sastava zajednice fitoplanktona, odražavajući 

relativnu brojnost između skupina. Osim toga, naglašava da samostalna upotreba V9 regije 

smanjuje troškove sekvenciranja, a pritom pruža temeljne informacije o funkcioniranju istraživanih 

ekosustava. 

Iako 18S rRNA gen marker daje bolju filogenetsku razlučivost fitoplanktona (Choi i Park, 2020, 

Malashenkov i sur., 2021), nedostatak mu je nemogućnost otkrivanja cijanobakterijskih svojti. 

Općenito, gen 16S rRNA rijetko se samostalno koristi za analizu prokariota i eukariota (Kezlya i 

sur., 2023), a iako se troškovi zbog pripreme referentnih baza i količine podataka povećavaju, 

znanstvenici odvajaju te dvije komponente fitoplanktona. Prilikom analiza koriste se različite regije 

gena 16S i 18S rRNA (Malashenkov i sur., 2021) ili 16S i 23S rRNA (Gelis i sur., 2024) u usporedbi 

s morfološkom identifikacijom te 18S i 23S rRNA (Cahoon i sur., 2018) u usporedbi odabira gena 

povoljnijih za istraživanje fitoplanktona. 

U analizi okolišne DNA korištenjem 16S i 18S rRNA gena za identifikaciju fitoplanktona jezera, 

veći broj svojti identificiran je pomoću gena 18S rRNA. Cijanobakterije roda Microcystis, 

Prochlorococcus, Synechococcus i Cyanobium prevladavale su u prokariotskoj komponenti 

fitoplanktona identificiranoj pomoću 16S rRNA gena, dok je vrsta Ceratium hirundinella bila 

najbrojnija komponenta eukariotske zajednice fitoplanktona u jezerima. Prema usporedbi rezultata 

okolišne DNA s morfološkom analizom, broj rodova i vrsta eukariotske komponente fitoplanktona 

utvrđenih analizom okolišne DNA manji je u odnosu na morfološku analizu. S druge strane, 
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raznolikost prokariotske komponente fitoplanktona na razini roda veća je analizom 16S rRNA gena 

u odnosu na morfološku analizu, čime se molekularna analiza pokazala kao osjetljiviji pristup za 

identifikaciju pikocijanobakterija teško vidljivih morfološkom analizom (Malashenkov i sur., 

2021). Korištenjem marker gena 16S rRNA, Gelis i sur. (2024) utvrdili su manju raznolikost 

prokariotske komponente fitoplanktona na razini roda u odnosu na morfološki pristup, ali su 

također potvrdili dominaciju pikocijanobakterija koja se učestalo previđa morfološkom analizom.  

Upotrebom marker gena u analizi prokariotske i eukariotske komponente fitoplanktona (16S i 23S 

rRNA) te usporedbom identificiranih svojti s morfološkom analizom utvrđene su veće i manje 

razlike u preklapanju svojti, ovisno o taksonomskim razinama. Preklapanje svojti u tri navedene 

analize postupno se smanjuje od razine odjela do razine vrste (58% preklapanja na razini odjela 

naprema 7,2% preklapanja na razini vrsta) te su slične vrijednosti zabilježene bez obzira na 

korišteni marker gen. Usporedbom dominantnih svojti identificiranih morfološkom analizom s oba 

molekularna pristupa (16S i 23S rRNA) utvrđeno je da ne dolazi do njihovog preklapanja te se 

dominantne vrste razlikuju ovisno o pristupu (Gelis i sur., 2024). 

 

1.6.3. Genetske baze podataka 

Kako bi se sekvencama utvrđenim sekvenciranjem ciljanog dijela marker gena dodijelilo ime, tj. 

identificiralo ih do vrste, potrebna je usporedba dobivenih sekvenci s referentnim sekvencama 

pohranjenim u bazama podataka u obliku DNA barkodova. Najčešće korištene baze podataka DNA 

barkodova su NCBI Genbank (Clark i sur., 2016), BOLD Systems (Ratnasingham i Hebert, 2007) 

i SILVA (Quast i sur., 2013), dok postoje i uže specijalizirane baze za pojedine skupine, primjerice 

Diat.barcode (Rimet i sur., 2019) za alge kremenjašice i Phytool (Canino i sur., 2021) za 

fitoplankton.  

Znatno ograničenje u analizi okolišne DNA predstavlja nepopunjenost referentnih DNA baza, koje 

moraju biti dobro organizirane i sveobuhvatne u svrhu točnog dodjeljivanje sekvenci vrstama. 

Manjak popunjenosti baza rezultira velikim brojem nedodijeljenih operativnih taksonomskih 

jedinica (OTU) svojtama ili neidentifikaciji do razine vrste, što također ovisi o pripadnosti 

određenoj taksonomskoj skupini ili korištenoj regiji gena. Osim popunjenosti svojtama, glavne 

izazove u odabiru, razvoju i korištenju referentnih DNA baza podataka u taksonomskoj 
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identifikaciji predstavljaju: pogreške u taksonomskoj identifikaciji biološkog materijala 

pohranjenog u referentnoj bazi podataka, pogreške prilikom povezivanja ispravno identificiranog 

biološkog materijala s krivom sekvencom, dodijeljenost više različitih svojti istoj sekvenci, veći 

broj registriranih unosa iste svojte u bazu podataka (npr. sinonimi), niska taksonomska rezolucija 

unesenih svojti identificiranih na višim taksonomskim razinama, nepostojanje ili nedostatak 

podataka o varijacijama unutar pojedine vrste (Keck i sur., 2023).   

Nedostaci DNA baza (SILVA, Greengenes i Phytool) u identifikaciji fitoplanktona utvrđeni su u 

istraživanjima, gdje je analizom okolišne DNA korištenjem marker gena 16S, 18S i 23S 

identificirano manje vrsta fitoplanktona u odnosu na morfološku analizu (Malashenkov i sur., 2021, 

Gelis i sur., 2024). 

 

1.6.4. Morfološka identifikacija i analiza okolišne DNA 

U preglednom radu Kezlya i sur. (2023) objedinjeni su razlozi koje treba uzeti u obzir prilikom 

interpretacije rezultata, s obzirom da objašnjavaju odstupanja u usporedbi analize okolišne DNA i 

morfološke identifikacije fitoplanktona. S molekularnog aspekta, pogreške koje se događaju 

tijekom analize okolišne DNA odražavaju se na rezultate u referentnoj bazi. 

Također, tehničke pogreške do kojih može doći tijekom  amplifikacije i sekvenciranja mogu dovesti 

do prividnog povećanja raznolikosti OTU-ova (Huo i sur., 2020, Gelis i sur., 2024). S druge strane, 

potpuni izostanak amplifikacije zbog neusklađenosti upotrebljenog seta početnica može dovesti do 

nedetektiranja pojedine vrste (Salmaso i sur., 2022). 

Pogreške u identifikaciji koje mogu dati lažno pozitivne svojte, kao i razlike u razini i stupnju 

identifikacije predstavljaju glavne nedostatke morfološkog pristupa čime morfološki i molekularni 

pristupi ne moraju nužno pružiti isti uvid u zajednicu fitoplanktona (Salmaso i sur., 2022). U 

morfološkoj identifikaciji fitoplanktona koriste se manji volumeni uzorka te se identifikacija i 

brojanje fitoplanktona ograničava na probna polja i transekte u odnosu na okolišnu DNA utvrđenu 

filtriranjem većeg volumena vode zbog čega i usporedba takvog seta podataka nije idealna 

(MacKeigan i sur., 2022, Salmaso i sur., 2022).  

Iako svaka metoda ima svoja ograničenja, s obzirom na standardizaciju i interkalibraciju 

morfoloških analiza, za bolje razumijevanje i tumačenje rezultata analize okolišne DNA bez obzira 
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radi li se o istraživanju bioraznolikosti ili ocjeni ekološkog stanja, još uvijek su relevantne studije 

koje koriste obje metode (Poikane i sur., 2014, Hering i sur., 2018, Pawlowski i sur., 2018). 

Unatoč tome što analiza okolišne DNA i dalje nije metodološki uniformirana, ona omogućuje 

detekciju vrsta koje zbog svoje veličine i frekvencije pojavljivanja nisu utvrđene primjenom 

tradicionalnih metoda uzorkovanja i protokola biomonitoringa (Seymour i sur., 2020). S druge 

strane, ograničenja u implementaciji analize okolišne DNA za istraživanje i ocjenu ekološkog 

stanja slatkovodnih ekosustava očituju se u nepouzdanim procjenama strukture i veličine 

populacije te nedostacima sekvenci u bazama podataka (Weigand i sur., 2019).  

U trenutku definiranja ciljeva i hipoteza ove doktorske disertacije, svega je nekoliko istraživanja 

uspoređivalo tradicionalni morfološki pristup i analize okolišne DNA, pri čemu u ocjeni ekološkog 

stanja za BEK fitoplankton nisu korišteni rezultati analize okolišne DNA (Eiler i sur., 2013, 

Pawlowski i sur., 2018). U okviru ove doktorske disertacije po prvi je puta u Hrvatskoj primijenjena 

analiza okolišne DNA za određivanje fitoplanktonske zajednice te je također po prvi puta ta 

zajednica korištena u okviru Okvirne direktive o vodama za ocjenu ekološkog stanja temeljem 

fitoplanktona.  

Ubrzan razvoj metoda analiza okolišne DNA i njihova sve češća primjena u identifikaciji zajednice 

fitoplanktona (Malashenkov i sur., 2021, MacKeigan i sur., 2022, Sildever i sur., 2022, Canino i 

sur., 2023, Lv i sur., 2023) doprinosi sve pouzdanijem korištenju molekularnog pristupa u ocjeni 

ekološkog stanja temeljem fitoplanktona (Gelis i sur., 2024). 
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1.7.  CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA 

 

Ciljevi: 

1. Utvrditi sastav zajednice fitoplanktona u prirodnim krškim jezerima površine veće od 0,5 

km2 u Republici Hrvatskoj pomoću morfološke identifikacije fitoplanktona (klasična 

mikroskopija) i pomoću analize okolišne DNA. 

2. Usporediti sastav zajednice fitoplanktona morfološkim i molekularnim pristupom. 

3. Definirati glavne okolišne čimbenike i jačinu njihovog utjecaja na zajednicu fitoplanktona 

identificiranu primjenom oba pristupa. 

4. Sekvence dobivene analizom okolišne DNA grupirati u operativne taksonomske jedinice 

dodijeljene svojtama fitoplanktona i klasificirati ih prema Reynoldsovim funkcionalnim 

grupama. 

5. Sastav zajednice fitoplanktona identificiran analizom okolišne DNA, primijeniti u ocjeni 

ekološkog stanja prirodnih krških jezera izračunom HLPI indeksa i omjera ekološke 

kakvoće. 

6. Primijeniti koncentraciju klorofila a dobivenu spektrofotometrijski i pomoću 

visokoprotočne tekućinske kromatografije u izračunu HLPI indeksa i omjera ekološke 

kakvoće oba pristupa. 

7. Ocjenu ekološkog stanja dobivenu standardiziranim morfološkim pristupom usporediti s 

rezultatima ocjene dobivene analizom okolišne DNA. 

8. Definirati utjecaj okolišnih pritisaka na ocjenu ekološkog stanja dobivenu molekularnim 

pristupom u svrhu budućeg upravljanja vodnim tijelima. 

9. Utvrditi primjenu Q indeksa i Reynoldsovog koncepta funkcionalnih grupa u ocjeni 

ekološkog stanja sastavom zajednice fitoplanktona identificiranog analizom okolišne DNA. 

 

Hipoteze: 

1. Morfološki pristup i pristup analize okolišne DNA su usporedivi u analizi zajednice 

fitoplanktona u krškim jezerima. 

2. Reynoldsov koncept funkcionalnih grupa fitoplanktona se može primijeniti i na morfološki 

pristup te pristup analize okolišne DNA u krškim jezerima. 
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3. HLPI indeks izračunat temeljem okolišne DNA je primjenjiv u ocjeni ekološkog stanja 

prirodnih krških jezera u Hrvatskoj. 

 

Ovom disertacijom obuhvaćene su četiri izvorne znanstvene publikacije (I-IV) koje ostvaruju 

zadane ciljeve i ispituju postavljene hipoteze. Publikacija I povezana je s prvim i drugim ciljem te 

ispituje prvu hipotezu. Publikacija II povezana je s četvrtim, petim, šestim, sedmim i devetim 

ciljem te ispituje drugu i treću hipotezu. Publikacije III i IV povezane su s trećim ciljem te ispituju 

drugu hipotezu. 

 

U poglavlju ZNANSTVENI RADOVI prikazane su četiri publikacije dok je njihov objedinjeni 

doprinos sažet u poglavlju RASPRAVA.  
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3. RASPRAVA 

Istraživanje obuhvaćeno publikacijom I u sklopu ove doktorske disertacije uspoređuje taksonomski 

i funkcionalni sastav zajednice fitoplanktona identificiran morfološkim pristupom i analizom 

okolišne DNA. U sklopu publikacije II, korištenjem kvalitativnih i kvantitativnih podataka 

ocijenjeno je ekološko stanje (HLPI indeks) temeljem fitoplanktona identificiranog morfološkim 

pristupom i analizom okolišne DNA. Primjenom Reynoldsovog koncepta funkcionalnih grupa i 

koncentracije klorofila a u publikaciji II, cilj je bio utvrditi mogućnosti primjene sastava zajednice 

fitoplanktona identificirane molekularnim pristupom te utvrditi prednosti i nedostatke analize 

okolišne DNA u svrhu ocjene ekološkog stanja. Ista kategorija ocjene ekološkog stanja utvrđena je 

u 89% uzoraka usporedbom korištenih metoda, bez obzira na zabilježene razlike u taksonomskom 

i funkcionalnom sastavu zajednice fitoplanktona identificiranog morfološkim i molekularnim 

pristupom. 

Publikacije III i IV ispituju odgovor biomase taksonomskog i funkcionalnog sastava zajednice 

fitoplanktona na okolišne čimbenike u plitkom i dubokim prirodnim krškim jezerima. Okolišni 

čimbenici s najvećim utjecajem na zajednicu fitoplanktona istraživanih jezera su hranjive tvari, 

alkalitet, salinitet, svjetlost i temperatura. 

Korištenjem višegodišnjeg seta podataka obuhvaćenog publikacijama III i IV, u plitkom (2004. – 

2017.) i dubokim (2013. – 2022.) prirodnim krškim jezerima izvršene su statističke analize s ciljem 

dobivanja boljeg uvida utjecaja okolišnih čimbenika na zajednicu fitoplanktona u jezerima s malim 

gradijentom okolišnih čimbenika.  

Višegodišnji set podataka morfološke analize zajednice fitoplanktona (publikacije III i IV) 

predstavlja pouzdaniju osnovu u odnosu na jednogodišnji set podataka zajednice fitoplanktona 

utvrđene morfološkim i molekularnim pristupom (publikacije I i II), zbog čega je analiza utjecaja 

okolišnih čimbenika provedena samo na temelju višegodišnjeg morfološkog seta podataka 

(publikacije III i IV).  

Objavljena istraživanja u sklopu ove doktorske disertacije potvrđuju da je fitoplankton identificiran 

morfološkim pristupom pouzdani biološki element kakvoće u ocjeni ekološkog stanja te pouzdani 

pokazatelj odgovora na dostupnost hranjivih tvari i eutrofikaciju jezera. S druge strane, razlike u 

taksonomskom i funkcionalnom sastavu zajednice fitoplanktona, utvrđene usporedbom 
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morfološkog i molekularnog pristupa, ukazuju na potrebu za daljnjim istraživanjima analize 

okolišne DNA s ciljem unaprjeđenja i usavršavanja ove metode za identifikaciju fitoplanktona i 

njezinu primjenu u ocjeni ekološkog stanja. 

 

3.1. Utvrđivanje sastava zajednice fitoplanktona morfološkim i molekularnim pristupom te 

usporedba pristupa u analizi zajednice fitoplanktona 

 Prvi cilj doktorske disertacije bio je utvrditi sastav zajednice fitoplanktona u prirodnim 

krškim jezerima površine veće od 0,5 km2 u Republici Hrvatskoj pomoću morfološke identifikacije 

fitoplanktona (klasična mikroskopija) i pomoću analize okolišne DNA dok je drugi cilj bio 

usporediti sastav zajednice fitoplanktona morfološkim i molekularnim pristupom. Za potrebe prva 

dva cilja postavljena je hipoteza morfološki pristup i pristup analize okolišne DNA su usporedivi u 

analizi zajednice fitoplanktona u krškim jezerima.  

Morfološki pristup analize fitoplanktona je vremenski i stručno vrlo zahtjevan, što između ostalog, 

izravno utječe na broj obrađenih uzoraka u svrhu monitoringa i ocjene ekološkog stanja u okviru 

Okvirne direktive o vodama (Europska komisija, 2000). S druge strane, analiza okolišne DNA je 

obećavajuća metoda u identifikaciji fitoplanktona (Kim i sur., 2019, Malashenkov i sur., 2021), što 

je prikazano i u Publikaciji I, gdje je molekularnim pristupom identificirano 40% više svojti u 

odnosu na morfološki pristup. 

Korištenjem analize okolišne DNA u svrhu identifikacije zajednice fitoplanktona u obzir je 

potrebno uzeti ne samo metodu koja će se koristiti, nego i tip staništa koji se istražuje, s obzirom 

da zajednica fitoplanktona uključuje cijanobakterije i eukariotske alge. Prokariotske 

cijanobakterije češće se povezuju s eutrofnim i hipereutrofnim staništima (Almanza i sur., 2018). 

Budući da su četiri od šest jezera obuhvaćena našim istraživanjem pretežno oligotrofna i 

mezotrofna, a dominiraju eukariotske alge, u istraživanju je korištena hipervarijabilna V9 regija 

18S rRNA, čijom detekcijom i identifikacijom nisu uključene cijanobakterije (Choi i Park, 2020). 

Rezultati usporedbe biomase svojti fitoplanktona utvrđene morfološkim pristupom i broja sekvenci 

molekularnim pristupom pokazuju slično i jasno razdvajanje jezera temeljem klaster analize Bray-

Curtis-ovog indeksa sličnosti. Navedeni rezultati u publikaciji I ukazuju da je metoda analize 

okolišne DNA osjetljiva na promjenu sastava svojti, iz čega također proizlazi potencijal metode u 
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identifikaciji različitih zajednica fitoplanktona na temelju trofičkog statusa jezera. To je u skladu s 

istraživanjem Eiler i sur. (2013), budući da se istraživana jezera razlikuju po produktivnosti, što je 

prikazano u publikaciji III. 

Rezultati u publikaciji I prikazuju najveći broj podudarnosti morfološkog i molekularnog pristupa 

(gen 18S rRNA) u oligotrofnom jezeru Kozjak, dubokom Vranskom jezeru i mezotrofnim jezerima 

Prošće i Visovac, gdje u zajednici fitoplanktona dominiraju svojte iz koljena Bacillariophyta, 

Miozoa, Ochrophyta i Cryptophyta. Rezultati preklapanja svojti u skladu su s istraživanjima 

Malashenkov i sur. (2021), gdje većina svojti koje se preklapaju usporedbom oba pristupa pripadaju 

koljenima Bacillariophyta, Miozoa, Ochrophyta i Cryptophyta, a također je korišten marker gen 

18S rRNA.  Koristeći gen 18S rRNA, Bacillariophyta, Miozoa i Cryptophyta također su bile među 

najzastupljenijim skupinama koje su analizom okolišne DNA identificirali Muhammad i sur. 

(2021). Stoga, rezultati u publikaciji I predstavljaju 18s rRNA kao potencijalno pouzdan genski 

marker za detekciju spomenutih skupina. 

U publikaciji I, neke vrlo česte svojte kao što su Asterionella formosa Hassall, Pantocsekiella 

comensis (Grunow) K.T.Kiss & E.Ács, Synedropsis roundii Torgan, Menezes, & Melo, Cosmarium 

tenue W.Archer, Elakatothrix gelatinosa Wille, Oocystis lacustris Chodat, Oocystis marssonii 

Lemmermann, Oocystis parva West & G.S.West, Radiococcus planktonicus J.W.G.Lund, 

Sphaerocystis planctonica (Korshikov) Bourrelly, Sphaerocystis schroeteri Chodat, 

Actinotaenium/Mesotaenium itd., identificirane morfološkim pristupom, nisu identificirane 

analizom okolišne DNA, potencijalno zbog nepotpunosti i greškama u bazama podataka DNA 

barkodova za uspoređene svojte (Groendahl i sur., 2017, Santi i sur., 2021, Tzafesta i sur., 2022). 

Iz tog razloga, za mogućnost pouzdanije analize fitoplanktona molekularnim pristupom, potrebna 

je nadopuna referentnih baza gena (Tzafesta i sur., 2022). Jedan od nedostataka koji može utjecati 

na usporedbu morfološkog i molekularnog pristupa u publikaciji I je kratka V9 regija 18S rRNA 

gena, koja u odnosu na V4 regiju pokazuje slabiju učinkovitost u identifikaciji svojti na nižim 

taksonomskim razinama (Stoeck i sur., 2010, Geisen i sur., 2019, Stuart i sur., 2024). Duža V4 

regija 18S rRNA gena omogućuje identifikaciju svojti na nižim taksonomskim razinama, često do 

roda ili vrste (Geisen i sur., 2019). Stoga bi sekvenciranje V4 i V9 regija 18S rRNA gena doprinijelo 

boljem preklapanju eukariotske zajednice fitoplanktona na nižim taksonomskim razinama, s 

obzirom na njihovo međusobno nadopunjavanje (Stuart i sur., 2024). Još jedno ograničenje mogu 
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biti nepravilnosti povezane s amplifikacijom i sekvenciranjem sljedeće generacije (Kim i sur., 

2019), što bi moglo objasniti izostanak detekcije dominantne vrste Pantocsekiella. costei u 

dubokom Vranskom jezeru, dok je detektirana u jezerima Kozjak i Prošće (Gligora Udovič i sur., 

2016). Temeljem rezultata se može pretpostaviti da je manje preklapanje svojti Bacillariophyta 

posljedica visokog postotka vrsta identificiranih morfološkim pristupom (A. formosa, P. comensis, 

S. roundii), gdje molekularnim pristupom nije došlo do njihove identifikacije. Boljem preklapanju 

morfološkog i molekularnog pristupa u identifikaciji fitoplanktona mogla bi doprinijeti i usporedba 

svojti na višoj taksonomskoj razini (Groendahl i sur., 2017, Weigand i sur., 2019, Malashenkov i 

sur., 2021, Santi i sur., 2021). Na slabiju pokrivenost svojti iz slabije istraženih geografskih 

područja i specifičnih staništa u referentnim bazama upućuju i rezultati iz publikacije I, u kojoj je 

najmanji broj preklapajućih svojti zabilježen u blago bočatim jezerima pod utjecajem mediteranske 

klime, poput plitkog Vranskog jezera, gdje je prisutna karakteristična vrsta S. roundii (Blanco i sur., 

2019), što je doprinijelo slabijem preklapanju morfološkog i molekularnog pristupa. Pokrivenost 

svojti u referentnim bazama može predstavljati ograničenje u identifikaciji rijetkih vrsta u takvim 

staništima (Salmaso i sur., 2022; Weigand i sur., 2019). Jedan od nedostataka primjene analize 

okolišne DNA u procjeni zajednica fitoplanktona je ograničena usporedivost brojnosti pojedinih 

skupina s rezultatima morfoloških metoda (Santi i sur., 2021, Gelis i sur., 2024, Mikhailov i sur., 

2025). Iako su istraživanja  Bilbao i sur. (2023) i Gelis i sur. (2024) pokazala određenu korelaciju 

u relativnoj brojnosti svojti unutar pojedinih skupina fitoplanktona, istovremeno su istaknute i 

značajne razlike u brojnosti usporedbom morfološkog i molekularnog pristupa, što je potvrđeno i 

u istraživanjima Piredda i sur. (2017) i Santi i sur. (2021). Razlike u brojnosti najčešće se pripisuju 

varijacijama u broju kopija gena među vrstama, što utječe na broj sekvenci te može dovesti do 

premale ili prevelike zastupljenosti pojedinih vrsta, razlikama u afinitetu i učinkovitosti početnica 

tijekom PCR amplifikacije, učinkovitosti ekstrakcije DNA te pogrešaka u procesu sekvenciranja, 

pripremi baza i bioinformatičkoj obradi (Tan i sur., 2015, Vasselon i sur., 2017, Shelton i sur., 2023, 

Mikhailov i sur., 2025). U publikaciji I i II, dominacija predstavnika koljena Miozoa i Cryptophyta 

utvrđena analizom okolišne DNA potencijalno je rezultat njihovog većeg biovolumena. Naime, 

biovolumenom veći predstavnici navedenih koljena identificirani morfološkim pristupom (C. 

hirundinella, Gymnodinium spp., G. helveticum, Cryptomonas platyuris Skuja, Cryptomonas spp.) 

daju veći broj sekvenci zbog veličine svojih stanica i genoma (Martin i sur., 2022), što naposljetku 
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dovodi do razlika u usporedbi brojnosti (Piredda i sur., 2017, Pérez Burillo i sur., 2020) prikazanoj 

u publikacijama I i II.  

Vrsta P. ocellata iz odjela Bacillariophyta morfološkim je pristupom identificirana samo u jezeru 

Visovac, a molekularnim u svim istraživanim jezerima obuhvaćenim publikacijama I i II. Visoka 

genetska sličnost od 99% između 18S rDNA sekvenci vrste P. ocellata i drugih vrsta iz istog roda, 

poput P. costei, kao i predstavnika rodova Stephanodiscus i Cyclostephanos (Acs i sur., 2016) 

otežava identifikaciju na nižoj taksonomskoj razini te utječe na zamjenu s drugim svojtama. S 

druge strane, dominantne vrste P. comensis (jezero Oćuša i Crniševo) i S. roundii (plitko Vransko 

jezero) identificirane su mikroskopiranjem, a nisu analizom okolišne DNA.  

Izračun i primjena korekcijskih faktora na osnovi biovolumena (Vasselon i sur., 2017, Mortágua i 

sur., 2019) i nadopunjavanje NCBI baze omogućili bi pouzdanije rezultate, posebice slabo istražene 

zajednice fitoplanktona u krškim jezerima i općenito jezerima. U publikacijama I i II rezultati 

ukazuju na razlike u sastavu i udjelu funkcionalnih grupa utvrđenih primjenom oba pristupa. U 

publikaciji II prikazane su usporedive ocjene ekološkog stanja unatoč nepreklapajućim sastavima 

i udjelima FG. Usporedivosti ocjena doprinijele su vrijednosti faktora dodijeljene različitim FG sa 

sličnim ekološkim zahtjevima. S obzirom na razlike usporedbe pristupa u publikacijama I i II, 

primarno je potrebno težiti točnoj identifikaciji fitoplanktona analizom okolišne DNA s ciljem 

pouzdanije ocjene ekološkog stanja.  

Rezultati djelomično potvrđuju postavljenu hipotezu s obzirom da je morfološkim 

pristupom i analizom okolišne DNA zabilježeno preklapanje pojedinih svojti fitoplanktona. Naime, 

iako je zabilježeno slabo preklapanje, predstavnici skupina Bacillariophyta, Miozoa, Ochrophyta i 

Cryptophyta pokazali su značajnije preklapanje u istraživanim oligotrofnim i mezotrofnim 

jezerima za koja su karakteristični te je njihova dominacija zabilježena morfološkom 

identifikacijom. Veći problem predstavljaju vrlo česte dominantne i koodominantne deskriptivne 

svojte utvrđene morfološkom identifikacijom, jer  do njihovog utvrđivanja i identifikacije nije 

došlo analizom okolišne DNA, zbog čega dolazi do razlika u sastavima zajednice fitoplanktona. S 

druge strane, analizom okolišne DNA utvrđeno je 2,5 puta više operativnih taksonomskih jedinica 

pridruženih svojtama fitoplanktona u usporedbi s brojem svojti identificiranih morfološkim 

pristupom. Molekularni pristup pritom je omogućio bolju taksonomsku razlučivost u odnosu na 

morfološki pristup. 
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3.2. Ocjena i usporedba ekološkog stanja krških jezera temeljem zajednice fitoplanktona 

identificirane morfološkom analizom i analizom okolišne DNA kroz integraciju Reynoldsovog 

koncepta funkcionalnih grupa  

Ciljevi doktorske disertacije koji daju odgovor na drugu (Reynoldsov koncept funkcionalnih grupa 

fitoplanktona se može primijeniti i na morfološki pristup te pristup analize okolišne DNA u krškim 

jezerima) i treću hipotezu (HLPI indeks izračunat temeljem okolišne DNA je primjenjiv u ocjeni 

ekološkog stanja prirodnih krških jezera u Hrvatskoj) uključuju grupiranje sekvenci dobivenih 

analizom okolišne DNA u operativne taksonomske jedinice dodijeljene svojtama fitoplanktona i 

njihovu klasifikaciju prema Reynoldsovim funkcionalnim grupama. Također je cilj utvrđivanje 

primjene Q indeksa i Reynoldsovog koncepta funkcionalnih grupa u ocjeni ekološkog stanja 

sastavom zajednice fitoplanktona identificiranog analizom okolišne DNA. Potrebno je primijeniti 

koncentracije klorofila a dobivene spektrofotometrijski i pomoću visokoprotočne tekućinske 

kromatografije u izračunu HLPI indeksa i omjera ekološke kakvoće oba pristupa. Naposljetku, 

ocjenu ekološkog stanja dobivenu standardiziranim morfološkim pristupom potrebno je usporediti 

s rezultatima ocjene dobivene analizom okolišne DNA. 

U publikaciji II korištenjem morfološkog i molekularnog pristupa ocijenjeno je i uspoređeno 

ekološko stanje krških jezera. Bez obzira na taksonomske te posljedično i funkcionalne razlike, 

pristupi su rezultirali sličnom ocjenom ekološkog stanja. U publikaciji II sekvence utvrđene 

analizom okolišne DNA grupirane su u operativne taksonomske jedinice (OTU) i taksonomski 

pridružene odgovarajućim svojtama fitoplanktona, koje su potom svrstane u 38 Reynoldsovih 

funkcionalnih grupa na temelju njihovih fizioloških, morfoloških i ekološkim obilježja,  kao i 

osjetljivosti i tolerancije na promjene u okolišu (Reynolds i sur., 2002, Padisák i sur., 2009). Faktori 

(F) su najvažniji dio u izračunu ocjene ekološkog stanja s obzirom da se njihove vrijednosti 

dodjeljuju funkcionalnim grupama uzimajući u obzir rasprostranjenost fitoplanktona i jačinu 

stresora (Gligora Udovič i Žutinić, 2020). U publikaciji II, dinoflagelati identificirani analizom 

okolišne DNA i svrstani u kodon LO predstavljali su deskriptivnu FG u svim istraživanim jezerima.. 

U dubokim oligotrofnim jezerima Kozjak i Vransko, najveći doprinos u ocjeni ekološkog stanja 

molekularnim pristupom imala je dominacija svojti svrstanih u kodon LO, dok je značajan doprinos 

usporedivoj ocjeni ekološkog stanja morfološkim pristupom imao udio dinoflagelata u ukupnoj 
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biomasi navedenih jezera. . Sphaerocystis schroeteri, reprezentativna vrsta za kodon F i 

deskriptivna vrsta s najvećim udjelom u biomasi jezera Prošće te Cosmarium tenue, reprezentativna 

vrsta za kodon N i jedna od dvije vrste s najvećim udjelom u biomasi plitkog Vranskog jezera, u 

publikaciji II nisu identificirane molekularnim pristupom. S druge strane, bez obzira što su 

usporedbom morfološkog i molekularnog istraživanja u publikaciji II zabilježene razlike u sastavu 

i udjelu FG, ocjena ekološkog stanja nalazila se u istoj kategoriji ekološkog stanja u 89% 

uspoređenih uzoraka. Navedeni rezultati ukazali su na utjecaj faktora dodijeljenih pojedinim FG. 

Naime, iako su utvrđene razlike u identifikaciji dominantnih svojti primjenom molekularnog i 

morfološkog pristupa u publikaciji II, svojte su, zbog sličnih ili istih ekoloških zahtjeva, svrstane 

u različite FG sličnih ili istih faktora relevantnih u ocjeni ekološkog stanja HLPI indeksom. Takva 

podudarnost rezultirala je visokom razinom slaganja u ocjeni ekološkog stanja, utvrđenoj 

primjenom oba pristupa. U plitkom Vranskom jezeru molekularnim pristupom zabilježena je 

dominacija predstavnika kodona F i D dok je morfološkim pristupom zabilježena dominacija 

predstavnika kodona N i P. Predstavnici kodona F karakteristični su za bistra mezotrofna jezera s 

dubokim miješanjem vodenog stupca, predstavnici kodona D za plitka mutna vodna tijela, dok su 

povoljna staništa za predstavnike kodona N i P kontinuirano ili povremeno izmiješani vodeni sloj 

(2-3 m dubine) plitkih jezera (Reynolds i sur., 2002, Padisák i sur., 2009). Zbog sličnih ekoloških 

zahtjeva i životnih staništa koja preferiraju, predstavnici kodona F, D, N i P imaju slične ili jednake 

brojeve faktora, koji su, kao što je prethodno navedeno, najvažniji dio u izračunu Q indeksa. Na 

temelju različitih dominantnih FG sa sličnim ili istim vrijednostima faktora, ocjena ekološkog 

stanja za 10 od 11 uzoraka rezultirala je istom kategorijom ekološkog stanja usporedbom 

morfološkog i molekularnog pristupa za plitko Vransko jezero. Predstavnici FG u istraživanim 

oligotrofnim i mezotrofnim jezerima, klasificirani objema metodama, sličnih su ekoloških 

zahtjeva. U slučajevima gdje se razlikuju reprezentativne svojte, slični ekološki zahtjevi rezultirali 

su dodjelom sličnih ili istih faktora dajući istu kategoriju ekološkog stanja za 41 od 46 istraživanih 

uzoraka u publikaciji II. Preostalih pet uzoraka razlikuje se u jednoj klasifikacijskoj kategoriji.  

U publikaciji II koncentracija klorofila a, određena spektrofotometrijski i tekućinskom 

kromatografijom ultra visoke učinkovitosti (UHPLC), korištena je za izračun HLPI indeksa i 

omjera ekološke kakvoće u morfološkom i molekularnom pristupu. Razlike u izmjerenim 

koncentracijama klorofila a između metoda dovele su do odstupanja u kategorizaciji pojedinih 

ocjena ekološkog stanja. U većini istraživanih jezera razlike u vrijednostima HLPI indeksa bile su 
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posljedica primjene različitih metoda određivanja koncentracije klorofila a, a ne razlika u sastavu 

zajednica fitoplanktona utvrđenih morfološkim i molekularnim pristupom. U dubokom Vranskom 

jezeru i jezeru Visovac koncentracije klorofila a, određene spektrofotometrijski i UHPLC-om, nisu 

pokazale značajne razlike, što je rezultiralo i usporedivim HLPI indeksom. UHPLC-om, kao 

osjetljivijom i preciznijom metodom, osobito pri niskim koncentracijama, u jezerima Oćuša i 

Crniševo izmjerene su više koncentracije klorofila a u odnosu na spektrofotometriju. To je 

rezultiralo nižim HLPI indeksom čime je narušena ocjena ekološkog stanja u usporedbi s HLPI 

indeksom izračunatim koncentracijama izmjerenim spektrofotometrijom. Niže koncentracije 

klorofila a izmjerene UHPLC-om na postaji Motel rezultirale su razlikom u jednoj klasifikacijskoj 

kategoriji ekološkog stanja u odnosu na rezultat utvrđen spektrofotometrijom. Značajne razlike u 

HLPI vrijednostima koje proizlaze iz razlika u identifikaciji zajednice fitoplanktona, a ne iz 

koncentracije klorofila a, utvrđene su jedino u jezeru Prošće. Peng i sur. (2013) usporedili su 

koncentracije klorofila a izmjerene metodom spektrofotometrije i tekućinskom kromatografijom 

visoke učinkovitosti (HPLC) te zaključili da je spektrofotometrijska metoda pogodnija za rutinski 

monitoring zbog jednostavnosti i niske cijene.  

Rezultati potvrđuju drugu postavljenu hipotezu za čiju potrebu su ostvareni ciljevi primjene 

Reynoldsovog koncepta funkcionalnih grupa fitoplanktona. Operativne taksonomske jedinice 

utvrđene analizom okolišne DNA dodijeljene su odgovarajućim svojtama fitoplanktona  i svrstane 

u odgovarajuće FG, čime je utvrđen taksonomski i funkcionalni sastav zajednice fitoplanktona 

temeljen na molekularnom pristupu. Takva klasifikacija omogućila je primjenu Q indeksa, koji se, 

kao sastavni dio izračuna HLPI indeksa, koristio u ocjeni ekološkog stanja istraživanih jezera 

primjenom oba pristupa. Sastavni dio HLPI indeksa je i koncentracija klorofila a čije su vrijednosti, 

izmjerene spektrofotometrijski i UHPC-om, primijenjene u izračunu HLPI indeksa i omjera 

ekološke kakvoće za oba pristupa. Ciljevi zadovoljeni za potrebe ostvarivanja druge hipoteze 

preduvjet su za ispitivanje treće hipoteze. Usporedba ocjena ekološkog stanja utvrđenih 

standardiziranim morfološkim pristupom s ocjenama utvrđenim analizom okolišne DNA rezultirala 

je preklapanjem HLPI indeksa, čime je potvrđena treća hipoteza.  
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3.3. Utjecaj okolišnih čimbenika na biomasu te taksonomski i funkcionalni sastav zajednice 

fitoplanktona krških jezera 

Treći cilj doktorske disertacije bio je definirati glavne okolišne čimbenike i jačinu njihovog utjecaja 

na zajednicu fitoplanktona identificiranu primjenom oba pristupa dok je osmi cilj bio definirati 

utjecaj okolišnih pritisaka na ocjenu ekološkog stanja dobivenu molekularnim pristupom u svrhu 

budućeg upravljanja vodnim tijelima. Za potrebe trećeg i osmog cilja postavljena je hipoteza 

Reynoldsov koncept funkcionalnih grupa fitoplanktona se može primijeniti i na morfološki pristup 

te pristup analize okolišne DNA u krškim jezerima. 

 

3.3.1. Utjecaj okolišnih čimbenika na biomasu fitoplanktona u dubokim jezerima 

U publikaciji III utvrđen je različit odgovor biomase i zajednice fitoplanktona na okolišne 

čimbenike pojedinačno za duboka jezera, s obzirom da je svako jezero jedinstveno stanište. 

Rezultati ovog istraživanja pokazuju kako su u krškim jezerima hranjive tvari, alkalitet, salinitet, 

svjetlost i temperatura vode čimbenici koji najviše utječu na zajednicu fitoplanktona. Rezultati 

publikacije III utvrđuju povezanost fitoplanktona i okolišnih čimbenika, potvrđujući fitoplankton 

pouzdanim biološkim indikatorom u odgovoru na dostupnost hranjivih tvari i pojavu eutrofikacije 

u slatkovodnim jezerima.  

U publikaciji III potvrđen je obrazac viših vrijednosti Secchi dubine u niskoproduktivnim 

jezerima, što ovaj pokazatelj čini pouzdanim indikatorom stupnja eutrofikacije (Bellinger i Sigee, 

2015). Svjetlost, kao ključni čimbenik za autotrofne organizme u procesu fotosinteze, pokazuje 

izravan utjecaj na biomasu fitoplanktona (Fetahi i sur., 2014), a dostupnost svjetlosti mjeri se 

upravo Secchi diskom. Veće Secchi dubine karakteristične su za jezera s niskom produktivnosti, 

budući da sam fitoplankton, doprinosi smanjenju prozirnosti vode (Wang i sur., 2022; Yang i sur., 

2023). U publikaciji III zabilježena je pozitivna korelacija biološke potrošnje kisika (BPK₅) s 

koncentracijom klorofila a i ukupnom biomasom fitoplanktona. Povećane koncentracije hranjivih 

tvari potiču rast biomase fitoplanktona, što posljedično dovodi do veće produkcije organske tvari. 

Tijekom razgradnje organske tvari dolazi do potrošnje kisika, čime se povećava vrijednost BPK5 

(Wang i sur., 2007). Istovremeno, koncentracija klorofila a pokazuje negativnu korelaciju s 

koncentracijom otopljenog kisika i njegovim zasićenjem, potencijalno zbog pojave stratifikacije 
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(Sriyasak i sur., 2015), zbog čega se proizvodnja kisika odvija u gornjem vodenom stupcu jezera i 

na termoklini, gdje je veća dostupnost svjetlosti i hranjivih tvari. S druge strane, razgradnja 

organske tvari troši kisik u dubljim slojevima vodenog stupca (Dugener i sur., 2023). Kompozitni 

uzorak eufotičke zone obuhvaća i donje slojeve jezera, gdje dolazi do potrošnje kisika razgradnjom 

organske tvari, što je povezano s negativnom korelacijom koncentracije klorofila a. U publikaciji 

III utvrđeno je da su salinitet i vodljivost pozitivno korelirali s koncentracijom klorofila a u 

jezerima Crniševo i Oćuša, gdje su i koncentracije klorofila a i ukupne biomase bile visoke. Budući 

da su N i P ključne hranjive tvari za rast fitoplanktona u vodenim ekosustavima (Lui i Chen, 2012; 

Meerhoff i sur., 2012; Wang i sur., 2022; Maberly i sur., 2022b), njihova dostupnost i apsorpcija 

od strane fitoplanktona mogu varirati ovisno o salinitetu, što posljedično ima izravan pozitivan ili 

negativan utjecaj na koncentraciju klorofila a i biomasu fitoplanktona (Li i sur., 2021). 

U publikaciji III prikazano je da povećanje alkaliteta pozitivno utječe na klorofil a i biomasu 

fitoplanktona. Budući da je bikarbonat prevladavajući oblik ugljika u kopnenim vodama sa sličnim 

pH rasponom, kao što je slučaj u istraživanim jezerima te je njegova koncentracija često viša od 

koncentracije CO2, dostupniji je fotosintetskim organizmima (Maberly, 2014). Vrijednosti 

alkaliteta bile su najviše u jezerima bogatim sedrom (Prošće i Kozjak) u kojima je uočena 

dominacija penatnih algi kremenjašica poput roda Fragilaria, koje učinkovito iskorištavaju HCO3
- 

kao anorganski izvor ugljika (Baattrup-Pedersen i sur., 2022).  

Dostupnost i udio silikata u odnosu na otopljene anorganske hranjive tvari, važni su za reguliranje 

kompeticije između fitoplanktonskih vrsta (Ren i sur., 2020). To je vidljivo u publikaciji III gdje 

je povećanje koncentracije silikata popraćeno rastom biomase fitoplanktona i koncentracije 

klorofila a. Rezultati su u skladu s istraživanjima Fetahi i sur. (2014) i Dubourg i sur. (2015) s 

obzirom da su silikati posebno važni za alge kremenjašice, koje predstavljaju jednu od najbrojnijih 

i biomasom najzastupljenijih skupina istraživanih jezera obuhvaćenih publikacijom III. 

 

3.3.2. Utjecaj omjera ukupnog dušika i ukupnog fosfora (TN:TP) na biomasu fitoplanktona u 

dubokim jezerima 

U istraživanim jezerima publikacije III, povećanje koncentracije TP statistički značajno doprinosi 

rastu biomase fitoplanktona, dok povećanje TN statistički značajno prati povećanje biomase 
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fitoplanktona zajedno s koncentracijom klorofila a, čime se potvrđuje važnost dušika (N) i fosfora 

(P) za rast fitoplanktona i primarnu proizvodnju u jezerima (Filstrup i Downing, 2017, Yu i sur., 

2022). P se smatra najvažnijim čimbenikom koji utječe na rast fitoplanktona (Schindler, 2012), 

stoga ograničavanje N uz već prisutan P pomaže u kontroli procesa eutrofikacije slatkovodnih 

ekosustava. Na stupanj eutrofikacije značajno utječe sposobnost pojedinih cijanobakterija da mogu 

fiksirati atmosferski dušik (N₂) (Schindler i sur., 2008). Pozitivna korelacija između omjera TN:TP 

i koncentracije klorofila a u publikaciji III ukazuje da biomasa fitoplanktona ovisi o uravnoteženoj 

dostupnosti N i P, pri čemu oba elementa mogu ograničavati rast dok su najveće vrijednosti biomase 

zabilježene kada su njihovi omjeri međusobno uravnoteženi što je u skladu s istraživanjem  Filstrup 

i Downing (2017). 

 U publikaciji III, u dubokom oligotrofnom Vranskom jezeru potvrđeno je da su niske 

koncentracije N i P karakteristično obilježje takvih jezera (Bergström, 2010), pri čemu su 

zabilježene najniže pojedinačne koncentracije tih elemenata te najniži TN:TP omjer, što je u skladu 

s istraživanjima Bergström i sur. (2008) i Elser i sur. (2009). Prema rezultatima istraživanja, 

ograničavajući čimbenik u dubokom Vranskom jezeru je koncentracija N, čiji bi unos mogao 

snažno povećati omjer TN:TP, uslijed čega bi došlo do promjene u zajednici fitoplanktona u smjeru 

ravnoteže ili većinski P-ograničenih svojti (Bergström, 2010). Dok je biomasa fitoplanktona u 

mnogim, a posebice u dubokim jezerima često ograničena zbog nedostupnosti P, istraživanja 

Dolman i sur. (2016) i Dolman i Wiedner (2015) potvrđuju N kao bolji pokazatelj rasta 

fitoplanktona od P u slučaju niskog TN:TP omjera. Jiang i Nakano (2022) utvrdili su da N ima 

važniju ulogu od P u slatkovodnim staništima siromašnim hranjivim tvarima, što je utvrđeno u N 

ograničenom dubokom Vranskom jezeru istraženom u publikaciji III. 

Za razliku od rezultata istraživanja Bergström (2010), prema kojem nizak omjer TN:TP 

karakterizira jezera niske produktivnosti, Zhou i sur. (2022) tvrde da niski TN:TP omjeri 

karakteriziraju eutrofna jezera te da do viših TN:TP omjera češće dolazi u mezotrofnim i 

oligotrofnim jezerima. U istraživanju Zhou i sur. (2022) jezera su eutrofna s visokim 

koncentracijama N i P što je rezultat niskog TN:TP omjera. Duboko Vransko jezero u publikaciji 

III također pokazuje nizak TN:TP omjer, ali u uvjetima niskih koncentracija N i P. Stoga su rezultati 

istraživanja u publikaciji III samo djelomično u skladu sa Zhou i sur. (2022) jer je oligotrofno 

duboko Vransko jezero ograničeno dostupnošću koncentracije N, oligotrofno jezero Kozjak 
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ograničeno dostupnošću koncentracije P, dok su oligo-mezotrofna jezera Visovac i Oćuša pretežno 

ograničena dostupnošću koncentracijama N i P, kao i mezotrofna jezera Crniševo i Prošće. 

Temeljem niskih koncentracija N i P kao najvažnijih hranjivih tvari potrebnih za rast fitoplanktona, 

istraživana jezera u publikaciji III opisana su kao oligotrofna. S obzirom da je potreba 

fitoplanktona za navedenim hranjivim tvarima od esencijalne važnosti, Jiang i Nakano (2022) 

pretpostavili su da je N konstantno potreban zbog važnosti u procesu fotosinteze. S druge strane, 

zbog prilagodbe i aklimatizacije fitoplanktona, potreba za P može biti fleksibilnija. Između ostalog, 

prisustvo N u stanicama slabije je podložno varijacijama u usporedbi s P prema Galbraith i Martiny 

(2015). Stoga, zajednica fitoplanktona koja podliježe ograničenju N i P u oligotrofnim 

ekosustavima, gdje su koncentracije tih elemenata niske, pokazuje veću potrebu za N (Jiang i 

Nakano, 2022), što potvrđuje njegovu važnost i u skladu je s istraživanim jezerima siromašnim 

hranjivim tvarima u publikaciji III. 

 

3.3.3. Utjecaj okolišnih čimbenika i eutrofikacije na funkcionalni sastav fitoplanktona dubokih 

jezera 

Rezultati publikacije III prikazuju odgovor zajednice fitoplanktona na učinke eutrofikacije zbog 

čega su jezera slične produktivnosti grupirana zajedno, bez obzira na različito grupiranje temeljem 

okolišnih čimbenika. Ovime se potvrđuje uloga fitoplanktona kao jednog od najvažnijih bioloških 

elemenata u ocjeni stupnja trofije (Pasztaleniec, 2016, Salmaso i Tolotti, 2021) te važnosti primjene 

koncepta Reynoldsovih funkcionalnih grupa u istraživanju fitoplanktona (Reynolds i sur., 2002, 

Borics i sur., 2007, Padisák i sur., 2009). Unatoč prostornoj i vremenskoj raznolikosti FG u 

istraživanim jezerima prikazanoj u publikaciji III, fitoplanktonske su zajednice svih istraživanih 

jezera opisivale FG svojstvene prirodnim oligotrofnim i mezotrofnim dubokim jezerima (Gligora 

Udovič i sur., 2016), što je potvrđeno SIMPER analizom sastava FG. U istoj je publikaciji korišten 

opsežan skup podataka sa svrhom istraživanja odgovora zajednice fitoplanktona na promjene u 

okolišu, što je temelj za daljnje praćenje promjena uzrokovanih utjecajem čovjeka i klimatskim 

promjenama u istraživanim jezerima.  

Iz rezultata je vidljivo da hranjive tvari i temperatura vode imaju značajan utjecaj na zajednicu 

fitoplanktona. Na ove okolišne čimbenike izravno utječu klimatske promjene, što posljedično 



RASPRAVA 

96 
 

utječe na zajednicu fitoplanktona i njegovu biomasu (Cao i sur., 2023, Hao i sur., 2024, Paltsev i 

sur., 2024). Dory i sur. (2024) otkrili su da temperatura vode ima veći utjecaj na biovolumen (= 

biomasu) fitoplanktona u odnosu na dostupnost hranjivih tvari. Također su pokazali da relativna 

važnost temperature i hranjivih tvari ovisi o trofičkom stanju jezera, pri čemu pretpostavljaju da 

hranjive tvari imaju veću ulogu u oligotrofnim jezerima, dok je kod mezotrofnih jezera važnija 

temperatura vode. U jezerima siromašnim hranjivim tvarima, zbog njihove nedostupnosti može 

doći do izostanka reakcije fitoplanktona na povećanje temperature vode. Nasuprot tome, u 

staništima s dostupnim hranjivim tvarima povećava se osjetljivost fitoplanktona na povećanje 

temperature vode. Temeljem navedenih rezultata i rezultata publikacije III, postavljen je temelj za 

daljnje praćenje eutrofikacije i klimatskih promjena u oligotrofnim i mezotrofnim jezerima, kakva 

dominiraju na području Republike Hrvatske. Iako je istraživanje u publikaciji III provedeno u 

dubokim krškim jezerima, rezultati su široko primjenjivi zbog istih ili vrlo sličnih karakteristika 

brojnih jezera diljem svijeta (dubina i stratifikacija) sa sveprisutnom zajednicom fitoplanktona te 

N i P kao glavnim čimbenicima njegova rasta (Conley i sur., 2009).  

Rezultati u publikaciji III pokazuju da usporedba dvaju oligotrofnih jezera sa sličnih koncentracija 

TP, veće koncentracije TN i silikata u jezeru Kozjak u odnosu na duboko Vransko jezero, utječu na 

razlike u zajednici fitoplanktona. Funkcionalni sastav jezera Kozjak s predstavnicima kodona B, 

C, D i P bio je sličniji jezeru Prošće nego dubokom Vranskom jezeru, s obzirom da se radi o 

predstavnicima kodona tolerantnijim na nedostatak svjetlosti u jezerima Kozjak i Prošće u odnosu 

na vrlo prozirno duboko Vransko jezero. Osjetljivost na nedostatak silikata (Reynolds i sur., 2002) 

također utječe na odsutnost predstavnika spomenutih kodona, jer je njihova koncentracija najniža 

u dubokom Vranskom jezeru. Navedeni čimbenici, uz viši alkalitet, definiraju zajednicu 

fitoplanktona u jezerima Kozjak i Prošće. S druge strane, alge jarmašice, koje pripadaju kodonima 

T i N preferiraju staništa s niskim alkalitetom i sadržajem hranjivih tvari (Coesel, 1983) te su jedni 

od dominantnih skupina u dubokom Vranskom jezeru. Prisutnost kriptofita, predstavnika kodona 

X2, s preferencijom za mezotrofna staništa i toleranciju na nedostupnost svjetlosti u skladu je s 

njihovom pojavnošću u jezerima Visovac i Oćuša. Povremeni oligomezotrofan karakter ovih jezera 

također je u skladu s pojavnošću zelenih i zlatnožutih algi iz kodona X3, karakterističnih za dobro 

izmiješana oligotrofna jezera (Padisák i sur., 2009). Predstavnici oba kodona imaju širok raspon 

tolerancije na promjene u okolišnim uvjetima (oligo)mezotrofnih jezera, što je potvrđeno u 

istraživanjima Viviane i sur. (2018) i Šimunović i sur. (2022). 
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Najviše srednje koncentracije silikata i nedostatak svjetlosti u jezeru Visovac, osobito ljeti, 

pridonijeli su visokoj biomasi i dominaciji predstavnika kodona B, karakterističnom na toleranciju 

na nedostatak svjetlosti i osjetljivost na nedostatak silikata (Reynolds i sur., 2002). Predstavnicima 

kodona A, specifičnim za bistra, duboka jezera s malo hranjivih tvari (Reynolds i sur., 2002, 

Padisák i sur., 2009), pogodovali su uvjeti s više svjetla, posebice u slabo produktivnim jezerima, 

dubokom Vranskom i jezeru Kozjak. 

Dinoflagelati (kodon LO), u kodominaciji sa zelenim algama svrstanim u kodone F i J, specifičnim 

za mezotrofna jezera s epilimnijem, preferiraju višu temperaturu vode i viši salinitet u najjužnijim 

mediteranskim jezerima Oćuša i Crniševo, obuhvaćenim publikacijom III. Rezultati su također u 

skladu s istraživanjima gdje su zelene alge zastupljene u blago bočatim jezerima (salinitet 0,8 – 

1,1) (Li i sur., 2021). Prema Maberly i sur. (2022a), visoka temperatura također pogoduje razvoju 

zelenih algi i dinoflagelata, što je u skladu sa zastupljenošću navedenih predstavnika kodona u 

publikaciji III. Predstavnici kodona F pokazali su čestu kodominantnost u jezerima unatoč 

izraženim razlikama između Prošća, Vranskog, Oćuše i Crniševa u temperaturi, dostupnosti 

svjetlosti i hranjivih tvari, što upućuje na širok raspon tolerancije i osjetljivosti vrsta svrstanih u 

navedeni kodon (Reynolds i sur., 2002, Padisák i sur., 2009, Becker i sur., 2010). Prilagodljivost 

predstavnika kodona Y širokom rasponu staništa bila je u skladu s njihovom visokom učestalošću 

pojavljivanja u svim istraživanim jezerima publikacije III. Iako je pokretački čimbenik za rast 

predstavnika navedenog kodona bila dostupnost svjetlosti, tolerancija na uvjete slabog osvjetljenja 

kod miksotrofnih predstavnika omogućuje njihovu zastupljenost upravo u takvim uvjetima 

(Reynolds i sur., 2002, Padisák i sur., 2009, Becker i sur., 2010, Salonen i sur., 2024). Predstavnici 

kodona E također su pokazali učestalu pojavnost u istraživanim jezerima obuhvaćenima 

publikacijom III. Jedan od razloga je miksotrofni karakter predstavnika (Reynolds, 2006), što je 

imalo važnu ulogu za visoku biomasu u jezeru Oćuša s najmanjom srednjom prozirnošću te u jezeru 

Prošće, gdje ljeti dostupnost svjetlosti snažno opada. 

 

3.3.4. Utjecaj okolišnih čimbenika na biomasu, taksonomski i funkcionalni sastav fitoplanktona 

plitkog Vranskog jezera  

S obzirom na ulazak morske vode u plitko Vransko jezero, u publikaciji IV istraživana razdoblja 

utjecaja okolišnih čimbenika na zajednicu fitoplanktona podijeljena su na slatkovodnu i bočatu 
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fazu. Tijekom slatkovodne faze, zajednica fitoplanktona prvenstveno je određena koncentracijama 

TN i TP te dostupnošću svjetlosti. Tijekom najvećih izmjerenih biomasa zajednice fitoplanktona, 

dominantna vrsta bila je Cosmarium tenue W.Archer svrstana u kodon N, karakterističan za 

proljetna i rana ljetna razdoblja u umjerenim plitkim jezerima izmiješanog stupca vode. 

Kombinacija R- i SR-strategija vrsti C. tenue omogućuje visoki afinitet prema fosforu tijekom 

njegovih niskih koncentracija (Reynolds, 2006), čime vrsta stvara uvjete za dominaciju u zajednici 

fitoplanktona. Tijekom ljeta i jeseni, smanjenjem dostupnosti hranjivih tvari, dominantna vrsta 

postaje Synedropsis roundii (Gligora i sur., 2007). Ljeti u plitkom Vranskom jezeru dolazi do 

razvoja makrofita koji pokrivaju većinu jezera, a uz to pad razine slatke vode omogućuje pojačan 

ulazak slane morske vode kroz kanal Prosika. Makrofiti pojačano asimiliraju N što dovodi do 

smanjenja njegove dostupnosti fitoplanktonu, što utječe na promjenu sastava fitoplanktona i 

smanjenje biomase (van Donk i Hessen, 1993, Jeppesen i sur., 1997, Gligora i sur., 2007). U 

publikaciji IV prikazano je da salinitet manji od 2‰, uz umjerenu koncentraciju TP i TN, 

predstavlja pogodne uvjete za razvoj vrste C. tenue. Ljetna dominacija predstavnika kodona P, 

vrste S. roundii, povezana je s potrošnjom N (Gligora i sur., 2007), budući da smanjenje 

koncentracije P tijekom ljetnih razdoblja negativno utječe isključivo na C. tenue (Sommer, 1987). 

Naime, S. roundii je prilagođen učinkovitijoj apsorpciji P u uvjetima niskih koncentracija TP i TN, 

što mu omogućuje istiskivanje C. tenue iz staništa tijekom ljetnih razdoblja s ograničenim 

koncentracijama N. Vrsta S. roundii ima izdužen (štapičast) oblik stanica, što joj omogućuje veću 

površinu za apsorpciju svjetlosti i asimilaciju hranjivih tvari, kao i bolju plovnost u vodenom 

stupcu. Nasuprot tome, C. tenue sa svojim kuglastim oblikom i manjom površinom ima smanjenu 

efikasnost u pristupu svjetlosti i hranjivim tvarima. Navedene morfološke prilagodbe utječu na 

njihove ekološke strategije i kompeticiju, pri čemu S. roundii ima prednost u uvjetima ograničenih 

resursa, dok C. tenue u uvjetima dostupnosti nutrijenata i svjetlosti ostvaruje brz rast (Reynolds i 

sur., 2006). Plitko, polimiktično Vransko jezero, prosječne dubine od 2-3 m optimalno je stanište 

za predstavnike kodona N i P (Padisák i sur., 2009), koji ukazuju na mezo- do eutrofni karakter. 

Predstavnici oba kodona osjetljivi su na povećanje saliniteta, što je u publikaciji IV vidljivo u 

godinama s nižim vrijednostima saliniteta, kada su predstavnici navedenih kodona dominirali 

zajednicom fitoplanktona.  

U publikaciji IV na ukupnu biomasu i raznolikost fitoplanktona utjecale su najviše razine saliniteta 

izmjerene tijekom istraživanja (> 3‰), zajedno s niskim koncentracijama hranjivih tvari. Navedeni 
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uvjeti nisu bili ograničavajući za predstavnike kodona MP, tolerantne na česta miješanja i 

zamućenja vodenog stupca i predstavnike kodona LO, čija je pojavnost karakteristična za plitka 

jezera srednje do velike površine, sa širokim rasponom trofičkog stanja (Reynolds i sur., 2002, 

Padisák i sur., 2009). Predstavnici navedenih kodona tijekom razdoblja s najvišim salinitetom 

zastupljeni su s većom biomasom te su pozitivno korelirali sa salinitetom. Niske koncentracije TP 

i TN, zajedno s niskim salinitetom, 2014., 2016. i 2019. ograničile su ukupnu biomasu 

fitoplanktona, potvrđujući snažnu uzročno-posljedičnu vezu između primarne proizvodnje, 

prozirnosti vode i dostupnosti hranjivih tvari u plitkom Vranskom jezeru. Najniži izmjereni salinitet 

i TP bili su ključni čimbenici za najveću zabilježenu raznolikost i bogatstvo vrsta u 2016. Unatoč 

dobroj prilagodbi navedenim pokazateljima (Reynolds i sur., 2002, Padisák i sur., 2009), pojedini 

predstavnici kodona MP, LO, F i X2, iako prisutni s niskim biomasama, izmjenjivali su se unutar 

zajednice fitoplanktona. Međutim, nisu bili dominantni, pokazujući uvjete manjka svjetlosti, 

ograničenosti hranjivim tvarima, resuspendiranim česticama sedimenta i izlučivanja alelopatskih 

tvari iz makrofita odgovornim za ograničenje rasta fitoplanktona (Gligora i sur., 2007, Mulderij i 

sur., 2007). 

Publikacijom IV se istraživanjem zajednice fitoplanktona u plitkom Vranskom jezeru otkriva da 

na specifičnost sastava zajednice, uz hranjive tvari, snažno utječe i gradijent saliniteta te do izmjene 

u sastavu dolazi i uslijed promjene slatke i bočate faze jezera. Uvjeti višeg saliniteta rezultiraju 

dominacijom bočatih bentičkih vrsta, često niske biomase, uz dominaciju vrste Tetramphora 

croatica Gligora Udovic, Caput Mihalic, Stankovic & Levkov. Razdoblja sniženog saliniteta 

obilježena su izmjenom dominacije između vrsta C. tenue i S. roundii, te cijanobakterija ili 

kolonijalnih zelenih algi, koje se odlikuju sposobnošću brze apsorpcije hranjivih tvari i 

potencijalom za uzrokovanje cvjetanja algi.  

Predstavljeni rezultati publikacije III i IV djelomično potvrđuju treću postavljenu hipotezu, jer ne 

daju cjeloviti odgovor na treći i osmi cilj doktorske disertacije, s obzirom da za zajednicu 

fitoplanktona identificiranu analizom okolišne DNA nisu definirali glavne okolišne čimbenike i 

jačina njihovog utjecaja. S druge strane, korištenjem velikog seta podataka utvrđenih morfološkim 

pristupom (klasičnom mikroskopijom) u publikaciji III i IV, analiza biomase, taksonomskog i 

funkcionalnog sastava zajednice fitoplanktona klasificiranog Reynoldsovim konceptom u odnosu 

na prateće okolišne čimbenike, jasno je definirala čimbenike s najvećim utjecajem na zajednicu 
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fitoplanktona u krškim jezerima. Posebno se ističu koncentracije N i P te njihov omjer koji je po 

prvi puta analiziran u istraženim jezerima, ali i povezanost utjecaja saliniteta, svjetlosti i 

temperature na njihovu dostupnost. Od hranjivih tvari važnu ulogu imaju i silikati, što je vidljivo 

u jezerima bogatijim silikatima gdje dominiraju alge kremenjašice i FG kojima pripadaju (Gligora 

Udovič i sur., 2016). Također je bitno naglasiti da važnu ulogu u definiranju zajednice fitoplanktona 

ima kompetitivnost pojedinih svojti te njihove strategije u načinu apsorpcije hranjivih tvari, 

posebice N i P (Gligora i sur., 2007). 
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4. ZAKLJUČAK 

Morfološkom identifikacijom i analizom okolišne DNA utvrđen je sastav zajednice fitoplanktona 

u prirodnih krškim jezerima u Republici Hrvatskoj. Zajednica fitoplanktona utvrđena je 

morfološkom identifikacijom i analizom okolišne DNA te je uspoređena. 

 

Usporedbom taksonomskog i funkcionalnog sastava fitoplanktona identificiranog morfološkim i 

molekularnim pristupom zabilježeno je slabo preklapanje svojti utvrđenih mikroskopijom i 

analizom 18S rRNA V9 gena, potencijalno zbog korištenja kratke regije gena, nesigurnosti 

povezanih s amplifikacijom i sekvenciranjem nove generacije te nedovoljne popunjenosti NCBI 

referentne baze gena u analizi okolišne DNA. 

 

Sekvence utvrđene analizom okolišne DNA grupirane su u taksonomske operativne jedinice kojima 

su dodijeljene svojte fitoplanktona te svrstane u Reynoldsove funkcionalne grupe. Time je 

omogućeno definiranje taksonomskog i funkcionalnog sastava zajednice fitoplanktona 

identificiranog analizom okolišnom DNA te ocjena ekološkog stanja. 

 

Usporedba primjene morfološke analize i analize okolišne DNA u identifikaciji fitoplanktona za 

ocjenu ekološkog stanja prirodnih krških jezera rezultirala je usporedivim rezultatima. Jezera su 

temeljem vrijednosti HLPI indeksa izračunatog za obje metode kategorizirana u usporedivo dobro 

i vrlo dobro ekološko stanje. Odstupanja iste ocjene ekološkog stanja usporedbom metoda 

uglavnom su rezultat različitih metoda određivanja biomase fitoplanktona (spektrofotometrija i 

tekućinska kromatografija ultra visoke učinkovitosti). Većina identificiranih svojti značajno se 

razlikovala između dviju metoda zbog čega su klasificirane u različite funkcionalne grupe. Kako 

su bile sličnih ekoloških zahtjeva, dodijeljeni su im slični ili isti faktori, a primjena sličnih ili istih 

faktora u izračunu HLPI indeksa, bez obzira na različiti taksonomski i funkcionalni sastav 

zajednice fitoplanktona, rezultirao je usporedivom ocjenom ekološkog stanja. No kako izračunato 

isto i slično ekološko stanje ne počiva na usporedivom sastavu zajednice fitoplanktona, korištenje 

analize okolišne DNA u ocjeni ekološkog stanja u budućnosti zahtjeva značajno unaprjeđenje. 
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Kvantifikacija temeljena na broju sekvenci u odnosu na brojnost i biomasu fitoplanktona nije 

reprezentativna, što dovodi do razlika u udjelu i sastavu funkcionalnih grupa te otvara nova pitanja 

u svrhu pronalaska rješenja za problem kvantifikacije te upotpunjavanje referentnih baza gena s 

naglaskom na specifične svojte za pojedina staništa. 

 

Korištenje V9 regije 18S rRNA u analizi okolišne DNA rezultiralo je različitim taksonomskim 

sastavom zajednice fitoplanktona što zahtijeva daljnji razvoj molekularnog pristupa za pouzdaniju 

identifikaciju fitoplanktona kroz korištenje odgovarajućih gena i nadopunu referentnih DNA baza. 

Nemogućnost kvantifikacije brojnosti i biovolumena fitoplanktona analizom okolišne DNA 

također predstavlja veliki izazov u primjeni molekularnog pristupa u ocjeni ekološkog stanja. 

 

Okolišni čimbenici s najvećim utjecajem na zajednicu fitoplanktona identificiranu morfološkim 

pristupom u istraživanim jezerima su hranjive tvari (dušik, fosfor i silikati), alkalitet, salinitet, 

svjetlost i temperatura. 

 

Rezultati utjecaja glavnih okolišnih čimbenika (hranjive tvari, alkalitet, salinitet, svjetlost i 

temperatura vode) na zajednicu fitoplanktona u dubokim krškim jezerima predstavljaju izvrsnu 

osnovu i referentne podatke za buduća praćenja antropogenog utjecaja i klimatskih promjena. Osim 

toga, praćenje sastava i brojnosti fitoplanktona s obzirom na promjenjive koncentracije hranjivih 

tvari važno je za funkcioniranje slatkovodnih ekosustava. Istraživana duboka krška jezera 

predstavljaju uglavnom netaknute ekosustave iznimno vrijedne za proučavanje promjena zajednice 

fitoplanktona pod utjecajem čovjeka i klimatskih promjena u svrhu upravljanja vodama 

istraživanih jezera. 

 

Rezultati utjecaja okolišnih čimbenika, posebice hranjivih tvari, saliniteta te prozirnosti vode na 

zajednicu fitoplanktona vrijedni su za buduće upravljanje istraženim plitkim krškim jezerom, 

posebice u pogledu održavanja hidrološkog režima i prirodnih oligohalinih i mezotrofnih uvjeta. 
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Razumijevanje odgovora fitoplanktona na okolišne čimbenike, narušene antropogenim utjecajem 

i klimatskim promjenama, doprinosi zaštiti mediteranskih plitkih jezera na lokalnoj i globalnoj 

razini. 
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7. PROŠIRENI SAŽETAK 

Površinske slatke vode čine iznimno mali udio ukupne količine vode na Zemlji, no njihova važnost 

je izuzetna (Kundzewicz i sur., 2008). Među slatkovodnim ekosustavima, jezera se ističu kao 

žarišta bioraznolikosti te imaju važnu ulogu u globalnim biogeokemijskim ciklusima, osobito u 

prijenosu, proizvodnji, transformaciji i skladištenju ugljika (Wetzel, 2001, Geist, 2011). 

Fitoplankton, kao jedan od najvažnijih bioloških elemenata, ima bitnu ulogu u funkcioniranju 

vodenih ekosustava zahvaljujući sposobnosti fotosinteze, kojom pridonosi približno 50% ukupne 

primarne proizvodnje na Zemlji (Marañón, 2009). Zbog važnosti slatkovodnih ekosustava za 

čovječanstvo i potrebe za održivim korištenjem njihovih prirodnih resursa, zaštita i kontinuirano 

praćenje kakvoće vode od iznimne su važnosti. U cilju očuvanja i praćenja stanja voda, Europska 

unija donijela je Okvirnu direktivu o vodama (Europska komisija, 2000), kojom se uspostavlja 

sustav praćenja kakvoće vode i postizanja dobrog ekološkog i kemijskog stanja te zaštite 

površinskih i podzemnih voda. U tom kontekstu posebno su značajni biološki pokazatelji, jer za 

razliku od fizikalno-kemijskih, koji odražavaju trenutačno stanje, biološki elementi kakvoće 

reagiraju na promjene u okolišu kroz dulje vremensko razdoblje, pružajući pouzdaniju osnovu za 

ocjenu i upravljanje vodnim ekosustavima (Lyche-Solheim i sur., 2013). Na zajednicu 

fitoplanktona najveći utjecaj imaju hranjive tvari poput dušika, fosfora i silikata. Uz njih, na 

dinamiku fitoplanktona utječu i temperatura vode, salinitet, svjetlost, alkalitet, pH, suspendirane 

tvari, hidrološke karakteristike i ljudske aktivnosti (Maileht i sur., 2013, Salmaso i Tolotti, 2021, 

Verspagen i sur., 2022, Stanković i sur., 2024). Praćenje kakvoće vode putem fitoplanktona u 

jezerima i vrlo velikim rijekama temelji se na mikroskopskoj identifikaciji svojti, a ocjena 

ekološkog stanja uključuje analizu taksonomskog sastava, brojnosti, biomase te učestalosti i 

intenziteta cvjetanja algi (Europska komisija, 2011). S obzirom na sve jači antropogeni pritisak i 

klimatske promjene, raste potreba za proširivanjem postojećih programa monitoringa, a stručna i 

vremenska zahtjevnost mikroskopske analize potencijalno može dovesti do financijskog i 

prostornog ograničenja u praćenju stanja vodnih tijela (Gao i sur., 2018, Gelis i sur., 2024). Stoga 

se javlja potreba za primjenom novih pristupa, kao što je analiza okolišne DNA (Herrero i sur., 

2018, Carvalho i sur., 2019). Kao financijski i vremenski učinkovitiji molekularni pristup visoke 

reproduktivnosti, analiza okolišne DNA predstavlja moguću alternativu morfološkoj identifikaciji 

u praćenju kakvoće vode (Hering i sur., 2018, Pawlowski i sur., 2018, Ruppert i sur., 2019, 
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Thomsen i sur., 2024). Međutim, još uvijek postoje ograničenja u korištenju okolišne DNA, osobito 

u procjeni strukture i veličine zajednice fitoplanktona te nedostatku referentnih sekvenci u bazama 

gena, što predstavlja ključne izazove u implementaciji ove metode u istraživanju i ocjeni ekološkog 

stanja slatkovodnih ekosustava (Weigand i sur., 2019). 

Glavni ciljevi ove doktorske disertacije su utvrđivanje sastava zajednice fitoplanktona u krškim 

jezerima primjenom morfološke identifikacije i analize okolišne DNA, njihova međusobna 

usporedba te mogućnosti primjene analize okolišne DNA u ocjeni ekološkog stanja. Nadalje, cilj 

je definirati glavne okolišne čimbenike i jačinu njihovog utjecaja na zajednicu fitoplanktona, u 

svrhu poboljšanja budućeg upravljanja vodnim tijelima.  

Disertacija obuhvaća četiri izvorne znanstvene publikacije kojima se ostvaruju postavljeni ciljevi. 

Publikacija I donosi usporedbu taksonomskog i funkcionalnog sastav zajednice fitoplanktona 

utvrđene morfološkim pristupom i analizom okolišne DNA. Rezultati su pokazali nisku 

podudarnost između sastava zajednice te nisku usporedivost relativne biomase i brojnosti sekvenci. 

Publikacija II bavi se ocjenom ekološkog stanja (HLPI indeks) temeljenom na oba pristupa. Iako 

su zabilježene razlike u taksonomskom i funkcionalnom sastavu fitoplanktona utvrđenom  

različitim pristupima, 89% uzoraka svrstano je u istu kategoriju ocjene ekološkog stanja. Ova se 

podudarnost pripisuje sličnim ili istim faktorima dodijeljenim različitim funkcionalnim grupama 

fitoplanktona i koncentraciji klorofila a korištenoj u izračunu ocjene. Rezultati analize okolišne 

DNA u svrhu ocjene ekološkog stanja otvaraju nove izazove za istraživanje i daljnji razvoj metode. 

Publikacije III i IV detaljno analiziraju odgovor biomase taksonomskog i funkcionalnog sastava 

fitoplanktona na okolišne čimbenike u plitkom i dubokim prirodnim krškim jezerima. Utvrđeno je 

da su hranjive tvari (dušik, fosfor i silikati), alkalitet, salinitet, svjetlost i temperatura najvažniji 

čimbenici koji oblikuju zajednicu fitoplanktona. Analize velikog skupa podataka iz istraživanih 

jezera omogućile su dublje razumijevanje utjecaja okolišnih čimbenika na zajednicu fitoplanktona 

u sustavima s malim gradijentom fizikalno-kemijskih pokazatelja. Višegodišnji set podataka 

morfološke analize zajednice fitoplanktona predstavlja pouzdaniju osnovu u odnosu na 

jednogodišnji set podataka zajednice fitoplanktona utvrđene morfološkim i molekularnim 

pristupom, zbog čega je analiza utjecaja okolišnih čimbenika provedena samo na temelju 

višegodišnjeg morfološkog seta podataka. 
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Morfološkom identifikacijom i analizom okolišne DNA utvrđen je sastav zajednice fitoplanktona 

u krškim jezerima. Molekularna analiza, temeljena na V9 regiji 18S rRNA otkrila je veći broj svojti, 

ali uz ograničeno preklapanje s rezultatima morfološke analize, što je posljedica tehničkih 

ograničenja i nepotpune baze referentnih gena. Unatoč razlikama u taksonomskom i 

funkcionalnom sastavu zajednice, obje metode dale su iste ili slične ocjene ekološkog stanja 

zahvaljujući sličnim ili istim faktorima dodijeljenim različitim funkcionalnim grupama. Ipak, 

kvantifikacija temeljena na broju sekvenci nije reprezentativna u odnosu na brojnost i biomasu 

fitoplanktona, što dovodi do razlika u udjelu i sastavu funkcionalnih grupa te postavljanja pitanja 

s ciljem rješavanja problema kvantifikacije i proširivanja referentnih baza gena. Rezultati 

usporedbe dvaju pristupa naglašavaju važnost daljnjeg razvoja analize okolišne DNA te ukazuju 

na vrijednost dubokih i plitkih krških jezera u praćenju utjecaja okolišnih čimbenika, antropogenih 

pritisaka i klimatskih promjena. 

 


