Vremenska raspodjela fitoplanktona u Vranskom
jezeru na Cresu i Vranskom jezeru kod Biograda

Jepure, Viktoria Mia

Master's thesis / Diplomski rad
2023

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:694301

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-25

L STE U2
S EN 2

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

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:694301
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:11819
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:11819
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:11819

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet
Bioloski odsjek

Viktoria Mia Jepure

Vremenska raspodjela fitoplanktona u
Vranskom jezeru na Cresu | Vranskom

Jezeru kod Biograda

Diplomski rad

Zagreb, 2023.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Viktoria Mia Jepure

Temporal distribution of phytoplankton in
Vrana Lake at Cres and Vrana Lake near
Biograd

Master thesis

Zagreb, 2023.



Ovaj rad je izraden u Laboratoriju za procese talozenja na Zavodu za kemiju materijala Instituta
Ruder Boskovi¢ pod voditeljstvom dr. sc. Sandija Orli¢a (Zavod za kemiju materijala, Institut
Ruder Boskovi¢, 10000 Zagreb, Hrvatska) te suvoditeljstvom izv. prof. dr. sc. Marije Gligore
Udovi¢ (Botani¢ki zavod, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu). Rad je
predan na ocjenu Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

radi stjecanja zvanja magistra edukacije biologije i kemije.



Zahvale

Za pocetak, najveca zahvala mentoru dr. Sc. Sandiju Orlicu na pruzenoj prilici | povjerenju tijekom

izrade diplomskog rada.

Neizmjerno hvala izv. prof. dr. sc. Mariji Gligori Udovic na pomoci, komentarima i sugestijama te

ulozenom vremenu prilikom izrade rada.

Puno hvala svim ¢lanovima Zavoda za kemiju materijala na svoj pomoci i savjetima, a posebno

Sto ste mi uljepsali dane u labosu.

Hvala djelatnicima Hrvatskih voda na ustupljenim podacima koji su mi bili potrebni za izradu mog

diplomskog rada.

Hvala svim kolegama IIlI. osnovne Skole Varazdin na svakodnevnoj ogromnoj podrsci i

razumijevanju tijekom posljednjih mjeseci.

Hvala svim mojim prijateljima na svim ovim godinama, za svaki osmijeh, za svaku suzu, svako

druzenje i ucenje, za sve uspone i padove i sto ste mi svih ovih godina bili velika podrska.
Hvala mojim kumovima, lnes i Kikiju, sto ste mi uvijek velika podrska kad mi je to potrebno.
I za kraj, najveée hvala mom bratu Sebastijanu, baki Andeli, a posebno mami i tati, koji su mi

omogucili bezbrizno studiranje, koji su mi uvijek bili najveci oslonac u Zivotu i bez kojih nista od

ovoga ne bi postigla. Nadam se da ¢u vam se jednog dana moci oduziti za sve ovo!

...Hodaj, nebo strpljive voli...



TEMELJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Vremenska raspodjela fitoplanktona u Vranskom jezeru na Cresu i Vranskom
jezeru kod Biograda

Viktoria Mia Jepure
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Prisutnost zajednica fitoplanktona i rasprostranjenost fotosintetskih pigmenata utvrdivani su u dva
prirodna krska jezera, u Vranskom jezeru kod Biograda i Vranskom jezeru na Cresu. Cilj ovog rada
bio je usporediti metodu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) s taksonomskom
identifikacijom 1 kvantifikacijom koriStenjem tradicionalne mikroskopije kako bi se odredile
fitoplanktonske zajednice s dva razlicita lokaliteta u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine.
Hipoteza ovog rada bila je da ¢e u kr8kim jezerima u Hrvatskoj dominatne skupine fitoplanktona
biti Diatomeae, Chrysophyceae i Dinoflagellata. Sastav fotosintetskih pigmenata moze posluziti za
kemotaksonomsku procjenu fitoplanktonskih zajednica pa su iz tog razloga HPLC analizom
izmjerene razli¢ite koncentracije pigmenata ([3-karoten, lutein, fukoksantin) na temelju kojih su
odredene dominantne skupine u ova dva prirodna krska jezera (Diatomeae, Chlorophyta i
Charophyceae). Usporedbom rezultata dobivenih metodom HPLC i standardnom mikroskopijom,
u oba jezera dokazana je prisutnost skupina Diatomeae i Chlorophyta kao dominantnih skupina,
dok se ostali rezultati nisu poklapali. lako bi se u budu¢im istrazivanjima trebali mjeriti jo$ neki
karakteristi¢ni dijagnosticki pigmenti kako bi se dokazala prisutnost ostalih skupina utvrdenih
mikroskopijom, u ovom istrazivanju HPLC metoda se pokazala kao pouzdan i brz alat koji se, uz
mikroskopiju, moze koristiti za brza istrazivanja slatkovodnih ekosustava.

(60 stranica, 21 slika, 7 tablica, 85 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u Sredi$njoj bioloskoj knjiznici.
Kljuéne rijeci: HPLC, krska jezera, fotosintetski pigmenti, mikroskopija
Mentor: dr. sc. Sandi Orli¢
Komentor: izv. prof. dr. sc. Marija Gligora Udovi¢
Ocjenitelji: 1. izv. prof. dr. sc. Marija Gligora Udovié¢
2. izv. prof. dr. sc. Mirela Serti¢ Peri¢
3. izv. prof. dr. sc. Draginja Mrvos-Sermek
Zamjena: prof. dr. sc. Zeljka Soldin
Rad prihvacéen: 29. 06. 2023.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Master thesis

Temporal distribution of phytoplankton in Vrana Lake at Cres and Vrana
Lake near Biograd

Viktoria Mia Jepure
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia

The presence of phytoplankton communities and distribution of photosynthetic pigments were
determined in two natural karst lakes, Lake Vrana near Biograd and Lake Vrana on Cres. The aim
of this work was to compare the results of high-performance liquid chromatography (HPLC
method) with taxonomic identification and quantification using traditional microscopy to
determine phytoplankton communities from two different localities in the period from April to
September 2019. The hypothesis was that in karst lakes in Croatia the dominant phytoplankton
groups will be Diatomeae, Chrysophyceae and Dinoflagellata. The composition of photosynthetic
pigments can be used for the chemotaxonomic assessment of phytoplankton communities, and for
this reason, different concentrations of pigments ([3-carotene, lutein, fucoxanthin) were measured
by HPLC. The dominant groups in these two natural karst lakes were Diatomeae, Chlorophyta and
Charophyceae. By comparing the results obtained by the HPLC method and standard microscopy,
the presence of Diatomeae and Chlorophyta groups as dominant groups was proven in both lakes,
while the other results did not match. Although in future research some more characteristic
diagnostic pigments should be measured to prove the presence of other groups determined by
microscopy, in this research the HPLC method proved to be a reliable and fast tool that, together
with microscopy, can be used for rapid research of freshwater ecosystems.

(60 pages, 21 figures, 7 tables, 85 references, original in: Croatian)
Thesis deposited in Central Biological Library.
Keywords: HPLC, karst lakes, photosynthetic pigments, microscopy
Mentor: Sandi Orli¢, PhD
Co-mentor: Assoc. Prof. Marija Gligora Udovi¢, PhD
Reviewers: 1. Assoc. Prof. Marija Gligora Udovi¢, PhD
2. Assoc. Prof. Mirela Serti¢ Peri¢, PhD
3. Assoc. Prof. Draginja Mrvos-Sermek, PhD
Replacement: Prof. Zeljka Soldin, PhD

Thesis accepted: 29. 06. 2023.



SADRZAJ

(LU LY @ ] TS U TP OTR PP 1
1.0, FIEOPIANKEON ... bbbt 1
1.2. Sastav fitoplanktonske zajednice kao bioindikator stanja ekosustava...............cc.ceevenenne. 3
1.3. FOtOSINTELSKI PIGMENTE ...viiviieiiiiiieee e bbbt 5

1.3.0 KIOTOFT ..t 8
1.3.2. KAIOTENOIAI ...ttt bbbt 9
1.3.3. FIKODIHIPIOtEINI ... 11
1.4. Apsorpcijski spektri fotosintetskih pigmenata .............coceveriiinieieiene e 12
1.5. Metode odredivanja fotosintetskih pigmenata u algama ...........cccceeerereninineninieeeeen, 13
1.5.1. SPEKIrOTOTOMELITIA. .. cueiueeeeeietesie et 13
1.5.2. Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) ........cccccvvviiiiiiiiiennne, 13
1.5.2.1. Dijelovi i princip rada uredaja tekucinske kromatografije visoke

AJEIOTVOINOSTE ...t bbbttt bbbt 14

1.5.2.2. HPLC na reverznim fazama ili RP-HPLC: ...........ccocoiiiiiniiiic e 15

1.6. Analiza fotosintetskih pigmenata HPLC metodom ...........ccccoveviiieieeie i, 15
1.7. Opis podrucja IStraZiVANJA .......ccceeiviiiiiieirisie e 17
1.7.1. Vransko jezero Kod BiOQrada...........ccccveevveiieiieeiieiiesie et 17
1.7.2. VranSKO JEZEI0 NA CIESU .....cuveiieeiieiie e siee et s e ete e stee et et srae e naesaae s 18

2. CILJEVI ISTRAZIVANIA .....ooooiiimiiiiiieiinneesnssesss sttt 19

3. MATERIJALI I METODE ..ot 20
I B U o1 1017 Lo 1< ST TPPR 20
K o 11 > [PPSR 21
KT =1 7= Lol | - PSPPI 21
3.4. Spektrofotometrija i teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti ............ccccvvvennnn 21
3.5. Obrada POUALAKA .........ccveieiieie e nne s 22

A, REZULTATI oottt bbbttt 23

4.1. Pigmenti detektirani metodom HPLC u Vranskom jezeru kod Biograda ....................... 23



4.2. Pigmenti detektirani metodom HPLC u Vranskom jezeru na Cresu.........cocevvevevenenne. 26

4.3. Fitoplanktonska zajednica u Vranskom jezeru kod Biograda .............ccccooeeneniiinicnienn. 28
4.4. Fitoplanktonska zajednica u Vranskom JEZEeru Na CreSU........ueveerereereerieseenieenieseeseeas 31
4.5. Odnos ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a.............cc.coovriviiinnne. 34

4.6. Odnos izmjerenih pigmenata s taksonomskim grupama fitoplanktona kojima pripadaju40

B RASPRAWVA ..o ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e erer e 46
B. ZAKLIUGCAK ......cooooeeeeeeeeeeeeee oot e e e et et e e e e s et et e e e s et et e e e es et et e e e es e s et e e e s eser e e 51
T LITERATURA oo e e e e e e s e e e n s s s s ee e s ee s erenenesen s 52

8. ZIVOTOPIS......oooeeeeeeeeeeee oo e ee et e e e et et e e e e s e s e e e e e s et et e e e e s et et e e e s es et e e e e erarann, 60



1.UVOD

1.1. Fitoplankton

Fitoplankton ¢ine fotosintetske, autotrofne i miksotrofne alge koje slobodno zive u stupcu
vode (Vili¢i¢ 2002, Graham i Wilcox 2009), a razvijaju se u svim tipovima vodenih ekosustava
(Vili¢i¢ 2003). Obitavaju u osvjetljenom ili eufotickom sloju vodenog stupca gdje je dostupna
dovoljna koli¢ina svjetlosti za fotosintezu (Popi¢ 2011). Fitoplanktonski organizmi su primarni
proizvodaci i prva su karika hranidbenih lanaca, a njima se mogu hraniti drugi organizmi poput
zooplanktona, manjih riba i nekih kitova (Bellinger i Sigee 2010). Osim u hranidbenom lancu,

zauzimaju takoder vaznu ulogu i u biogeokemijskom ciklusu kruzenja tvari (Kramer i Siegel 2019).

Prema starijoj taksonomiji, vrste koje pripadaju fitoplanktonu dijele se u dva carstva, Monera
i Protoctista. Carstvu Monera u kontekstu fitoplanktona pripadaju prokariotski organizmi
Cyanophyceae, a carstvu Protoctista sve ostale eukariotske skupine. Prema najnovijoj taksonomiji
napravljenoj na osnovi molekularne filogenije (Slika 1) eukarioti tvore dvije domene, Amorphea i
Diaphoretickes. Prema tome domenu Amorphea ¢ine glavne podskupine: Opisthokonta, te
Breviatea i Apusomonadida koje su formirane pod nazivom Obazoa. Opisthokonta obuhvaca
Holozoa i Nucletmycea. Arheaplastida, Sar, Excavata te nekoliko drugih grupa zajedno cCine
monofiletsku skupinu unutar domene Diaphoretickes. Ove grupe ukljucuju razli¢ite skupine
organizama kao Sto su: Cryptista, Chloroplastida, Emryiophyta, Rhodophyceae, Haptista, Rhizaria,
Alveolata (Apicomplexa, Dinoflagellata, Ciliata). Stramenopiles i Phaeophyta ¢ine domenu
Diaphoretickes (Adl i sur. 2019).



NUCLETMYCEA

Slika 1. Pregled raznolikosti protista medu eukariotima. Preuzeto i prilagodeno prema Adl i sur.

2019.

Organizmi koji pripadaju u fitoplankton svrstavamo u monofiletske skupine Archaeplastida,
SAR, Alveolata i Discoba koje se nalaze unutar domene Diaphoretickes (Adl i sur. 2019).

Fitoplankton je izrazito raznolik unutar pojedinih ekosustava (Cloern i Jassby 2010), a vrste
izmedu razlicitih fitoplanktonskih grupa razlikuju se u veli¢ini, obliku, fotosintetskim pigmentima,
evolucijskom i filogenetskom polozaju te potrebom za hranjivim tvarima. S obzirom na razlike,
fitoplankton obuhvaca Sirok raspon veli¢ina i formi, kako jednostani¢nih tako i viSestani¢nih,
odnosno pojedinacnih i kolonijalnih oblika. Sama veli¢ina stanica fitoplanktona ima vaznu ulogu
u fiziologiji fitoplanktona te veliko znadenje za ekologiju i biogeokemijski ciklus vodenih
ekosustava (Finkel i sur. 2010).



Prema wveli¢ini stanica, fitoplankton se moze podijeliti u tri veli¢inske frakcije:
mikrofitoplankton (20-200 pm), nanofitoplankton (2-20 pm) i pikofitoplankton (0,2-2 pm)
(Sieburth i sur. 1978).

Fitoplanktonske zajednice slatkovodnih ekosustava najée$¢e Cine alge iz skupina
Cyanophyceae (cijanobakterije), Cryptophyceae (kriptofita), Diatomeae (dijatomeje),
Dinoflagellata (svjetle¢i bicasi), Euglenozoa (zeleni bicasi) i Chlorophyta (zelene alge) (Henle i
sur. 2006).

1.2. Sastav fitoplanktonske zajednice kao bioindikator stanja ekosustava

Ocuvanje ekoloskog stanja vodenih ekosustava jedan je od globalnih ekoloskih izazova. Sve
veci ljudski utjecaji na kopno i more, zagadenja i promjene klime, mijenjaju ekoloski integritet i
biolosku raznolikost rijeka, jezera i obalnih sustava (Sala i sur. 2000). Fitoplankton je vazan
bioloski element za procjenu ekoloskog stanja kvalitete vode, s obzirom da ima sposobnost brze
reakcije na promjene u okolisu. Prema tome, analiza fitoplanktona moze pruziti vazne informacije
o ekoloskom stanju vodenog ekosustava. Promjene u sastavu, brojnosti ili biomasi fitoplanktona
mogu ukazivati na razli¢ite ekoloSke promjene, kao §to su oneciS¢enje vode, eutrofikacija ili
klimatske promjene (Narasimha 2013). Pracenje fitoplanktona kao indikatora ekoloskog stanja
vode omogucuje bolje razumijevanje promjena u okoliSu 1 pomaze u donoSenju informiranih

odluka o upravljanju vodenim ekosustavima (Giovanardi i sur. 2018).

Brojni ¢imbenici utjecu na strukturu fitoplanktonske zajednice u slatkovodnim ekosustavima,
a neki od tih ¢imbenika ukljucuju razlicite kemijske, fizikalne i bioloske parametre. Jedan od
kljucnih ¢imbenika za fotosintezu fitoplanktona je intenzitet svjetlosti. Intenzitet svjetlosti utjece
na sposobnost fitoplanktona da apsorbira energiju za rast i razvoj. Prekomjerna ili nedovoljna
koli¢ina svjetlosti moze utjecati na distribuciju fitoplanktona u vodenom stupcu. Zatim, vrlo vazan
¢imbenik je i koli¢ina hranjivih tvari, a to su dusik i fosfor, elementi bitni za rast i razvoj
fitoplanktona. Veca dostupnost hranjivih tvari potaknut ¢e brzi rast i razvoj fitoplanktona, dok ¢e
im nedostatak ograni¢iti. Temperatura vode ima utjecaj na regulaciju bioloskih procesa

fitoplanktona. Razli¢ite vrste fitoplanktona imaju razliCite preferencije prema optimalnim
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temperaturnim vrijednostima za svoj rast, metabolizam i reprodukciju (Brown 1971, Ariyadey i
sur. 2004, Graham i Wilcox 2009). Na kemijski sastav vode, takoder veliki utjecaj ima i geoloska
podloga, jer razliciti tipovi geoloskih podloga ukljucuju prisutnost razli¢itih minerala i drugih
elemenata u vodenom stupcu. S obzirom na ¢imbenike koji utjeCu na rast i razvoj, moze se rec¢i da
fitoplankton ima znac¢ajnu korelaciju sa otopljenim kisikom i mineralnim tvari, alkalitetom, pH i
CO: (Gasse 1 sur. 1983). Kolicina otopljenog kisika je vrlo bitna, jer fitoplankton koristi otopljeni
kisik za proces disanja, ali i fotosintezom ga proizvodi kao nusprodukt. Promjene u alkalitetu i pH
vrijednostima mogu utjecati na kemijsku ravnotezu vode, a time i na sposobnost fitoplanktona da
obavljaju fotosintezu. Razli¢ite vrste imaju razliite tolerancije na promjene alkaliteta i pH, §to
moze utjecati i na relativnu dominaciju pojedinih vrsta. S obzirom da fitoplankton apsorbira CO>
tijekom fotosinteze za proizvodnju organskih spojeva i proizvodnju Kisika, njegova koncentracija
utjece na sami proces fotosinteze 1 rast fitoplanktona. Svi ovi ¢imbenici medusobno djeluju i
kompleksno utjeCu na strukturu fitoplanktonske zajednice u vodenim ekosustavima (Graham i
Wilcox 2009).

Promjene raznolikosti i brojnosti fitoplanktonske zajednice ovisne o abioti¢kim i biotickim
¢imbenicima u odredenom vremenu na odredenom prostoru nazivaju se sezonska sukcesija
fitoplanktona. Od abiotickih ¢imbenika, kao Sto je ve¢ opisano na sezonsku sukcesiju utjecu
temperatura vode, dostupna koli¢ina svjetlosti, te koli¢ina hranjivih tvari u vodi, odnosno ukupna
koncentracija dusika i fosfora (Reynolds 2006). Od najznacajnijih biotickih ¢imbenika koji utjece
na strukturu fitoplanktonske zajednice treba istaknuti interspecijske i intraspecijske odnose te sam
utjecaj fitoplanktona. Tijekom godine, zajednica fitoplanktona prolazi kroz znacajne promjene
sastava i brojnosti. Jedan od opisa sukcesijskih promjena je matematicki PEG model (Plankton
Ecology Group) koji se koristi za proucavanje i simulaciju dinamike fitoplanktonskih zajednica u
slatkovodnim i morskim ekosustavima. PEG-model opisuju interakcije izmedu razliitih vrsta
fitoplanktona, zooplanktona i drugih organizama u vodenom okolisu. Model uzima u obzir razlicite
faktore poput svjetlosti, temperature, hranjivih tvari i konkurencije za resurse kako bi simulirao
rast, populacijsku dinamiku i interakcije unutar fitoplanktonskih zajednica. Takoder, pruza okvir
za razumijevanje dinamike fitoplanktonskih zajednica i promjena u biomasi fitoplanktona tijekom
godisnjih doba. Razumijevanje ovih ciklusa kljucno je za procjenu ekoloskog stanja slatkovodnih
ekosustava i njihovo upravljanje. Prema PEG-modelu krajem zimskog razdoblja zbog povecanog

dotoka hranjivih tvari i vece koli¢ine svjetlosti dolazi do rasta i razvoja fitoplanktona. Tijekom
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dominacije herbivornog zooplanktona dolazi do opadanja populacije algi malih dimenzija
(,,grazing®), a kada herbivorni zooplankton prekoraci reprodukciju i brojnost fitoplanktona, dolazi
do naglog smanjenja biomase fitoplanktona. Ovo se Cesto dogada tijekom proljeca i tu fazu
nazivamo ,faza bistre vode“. Tijekom ljetnih mjeseci dolazi do povecane aktivnosti riba i
smanjenja populacije zooplanktona. Tijekom jeseni dolazi do smanjenja biomase fitoplanktona
zbog nizih temperatura vode i manje koli¢ine svjetlosti, dok tijekom zimskih mjeseci dolazi do
recikliranja hranjivih tvari te njihove ponovne akumulacije, a to stvara povoljne uvjete za rast i
razvoj fitoplanktona u sljede¢em ciklusu (Sommer 1989). Takoder, antropogeni utjecaj, moze
uzrokovati varijacije u hidrologiji, fizikalnim i kemijskim svojstvima vode $to moze dovesti do
promjena u sezonskoj dinamici fitoplanktonske zajednice. Pretjerani rast i akumulacija
fitoplanktona moze ponekad i loSe utjecati na bioraznolikost i funkciju vodenih ekosustava te

dovesti do njegova narusavanja (Abonyi i sur. 2018).

1.3. Fotosintetski pigmenti

Podjela algi moze se temeljiti na sastavu pigmenata koje alge imaju u svojim stanicama
(Tablica 1), a kao posljedica razli¢itog sastava i omjera u koli¢ini pigmenata javlja se velika
raznolikost u obojanosti kod algi (Koleti¢ 2011). Doprinos svake skupine algi odrazava se u
njezinim tzv. pigmentnim potpisima. Fotosintetski pigmenti su molekule koje imaju vaznu ulogu
u fotosintezi, procesu u kojem se uz pomo¢ Sunceve energije sintetiziraju organski spojevi iz
anorganskih. Uloga fotosintetskih pigmenata u procesu fotosinteze je apsorpcija sunceve svjetlosti
odredenih valnih duljina i prijenos energije na druge molekule. Svi aktivni pigmenti fotosinteze
nalaze se u tilakoidnim membranama kloroplasta, vezani uz proteinske komplekse-fotosustave.
Pigmenti su organizirani u ,,kompleks antene* koje apsorbiraju svjetlost te prenose energiju do
molekule Kklorofila a u reakcijskom sredistu u kojem se dogada pretvorba svjetlosne energije u
kemijsku (Taiz i Zeiger 2010). Osim $to su odgovorni za hvatanje Sunceve energije koja je potrebna
za proces fotosinteze, takoder imaju vaznu ulogu u fotozastitnim procesima te pokazuju
antioksidativno djelovanje, pomazu¢i stanici da se obrani od Stetnih ucinaka svjetlosti i

oksidativnog stresa.



Fotosintetski pigmenti su obi¢no obojani kompleksni organski spojevi Cije se opticke osobine
zasnivaju na kemijskoj strukturi njihovih molekula. Apsorpcija vidljivog dijela spektra, a samim
time i boja pigmenata, ovisi 0 prisustvu sustava konjugiranih dvostrukih veza u njihovim
molekulama: -C=C-, -C=N-, -N=N-, -N=0-, -C=S-. Fotosintetski pigmenti su prisutni u svim
fotosintetskim algama omogucavajué¢i fitoplanktonu da se odvoji od ostalih komponenata
mikrobne zajednice. Iako se vecina bioloskih pigmenata moze klasificirati u ne vise od pet ili Sest
vec¢ih strukturnih grupa, tri su osnovne grupe pigmenata koje mogu ,,uhvatiti energiju koja je
potrebna za reakciju fotosinteze: klorofili, karotenoidi i fikobiliproteini. Oni zajedno omogucuju
fitoplanktonu da apsorbira razliite dijelove spektra svjetlosti i efikasno koristi energiju za
fotosintezu. Kombinacija ovih pigmenata pruza raznolikost u obojanosti fitoplanktona, od zelene
do crvene, narancaste i zute boje, ovisno o njihovom sastavu i omjeru. Klorofili su najznacajniji i
najrasprostranjeniji fotosintetski pigmenti. Klorofil a je zajednicki pigment svih algi i biljaka te
ima Klju¢nu ulogu u pretvaranju svjetlosne energije u kemijsku energiju tijekom fotosinteze.
Karotenoidi su druga grupa pigmenata i daju crvene, narancaste i zute boje mnogim algama, te
djeluju kao dodatni fotosintetski pigmenti koji apsorbiraju svjetlost u dijelu spektra koji nije
pokriven klorofilom. Fikobiliproteini su specifi¢ni pigmenti koji se nalaze kod cijanobakterija i

crvenih algi. Oni apsorbiraju svjetlost u plavom i zelenom dijelu spektra (Vili¢i¢ 2002).



Tablica 1. Sastav glavnih fotosintetskih pigmenata (X) kod algi (prilagodeno prema Adl i sur.
2019).

Cyanophyceae
Glaucophyta

X Cryptophyceae
X Rhodophyceae
X Chrysophyceae
X Raphidophyceae
X Xantophyceae
X Dinoflagellata

< | Diatomeae

X
X

Klorofil a

x| X Chlorophyta

x| X Euglenozoa
x| X Charophyceae

X

Klorofil b

Klorofil ¢ X X

Alofikocijanin

Fikocijanin

Fikoeritrin

o-karoten

[3-karoten

X | X | X | X | X ]| X
X
X
X
X

Zeaksantin

Neoksantin X X X

Nostoksantin X

Diadinoksantin X X X

Peridinin X

Aloksantin X

Fukoksantin X X X X

Lutein X X X X

Siphonoksantin X X

Vaucheriaksantin X X

Violaksantin X X

Klorofili Fikobiliproteini Karotenoidi



1.3.1. Klorofili

Fitoplankton sadrzi jedan ili viSe tipova Klorofila kao dio fotosustava u njihovim
kloroplastima. Pripadaju skupini spojeva koji se nazivaju tetrapiroli (Willows 2004). Osnovna
struktura klorofila je porfirinski sustav koji ¢ine Cetiri pirolska prstena medusobno povezana
metilnim skupinama u prstenasti sustav. Prstenasta struktura sadrzi labavo vezane elektrone i to je
dio molekule odgovoran za prijenos elektrona i redoks reakcije. U sredistu porfirinskog prstena
nalazi se atom magnezija koji je koordiniran sa Cetiri atoma dusika pirolskih prstena (A-D)
(Pevalek-Kozlina 2003). Za pirolski prsten oznacen slovom D (Slika 2) vezan je alkohol fitol-
terpenoid esterskom vezom. Fitol-terpenoid se sastoji od Cetiri izoprenske jedinice $to ga €ini vrlo
hidrofobnim i upravo je on odgovoran za topljivost kloroplasta u lipidima. Tim repom se Kklorofil

pri¢vrscuje za proteine u membrani. Za razliku od fitolnog repa, porfirinska jezgra je hidrofilna.

S obzirom na strukturu, postoji nekoliko razli¢itih vrsta klorofila — klorofil a, b, c i d te
bakterioklorofili koji su nadeni u odredenim vrstama bakterija. Pojedini klorofili medusobno se
razlikuju po ostalim supstituentima: klorofil a na drugom pirolnom prstenu ima vezanu metilnu
skupinu, a klorofil b aldehidnu skupinu. Molekulska formula klorofila a je CssH72N4OsMg, dok je
molekulska formula klorofila b CssH72N4OsMg kojega sadrze sve biljke te alge koje pripadaju
skupinama Chlorophyta (zelene alge) i Euglenozoa (zeleni bicasi). Klorofil a je plavozeleni
pigment, dok je klorofil b zutozelene boje i pruza dodatnu apsorpciju svjetlosti u dijelovima spektra
koji se ne apsorbira tako u¢inkovito klorofilom a (Pevalek-Kozlina 2003). Primarni i najznacajniji
fotosintetski pigment je klorofil a jer se nalazi u reakcijskom sredistu fotosistema i omoguéuje
pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku, dok sve ostale klorofile i druge fotosintetske pigmente

nazivamo sekundarnima zbog pomocne i zastitne uloge (Taiz i Zeiger 2010).



Slika 2. Struktura klorofila a. Preuzeto i prilagodeno prema Wright i Jeffrey 2006.

1.3.2. Karotenoidi

Karotenoidi pripadaju skupini terpenoida koji su nastali spajanjem jednostavnih izoprenskih
jedinica (Slika 3). Imaju sposobnost apsorbirati svjetlost zute i zelene valne duljne (420-550 nm)
te su obojani zuto, narancasto ili crveno zbog brojnih konjugiranih dvostrukih veza. Njihova
struktura se temelji na tetraterpenu, spoju s 40 ugljikovih atoma, koji je sastavljen od osam

izoprenskih jedinica od 5C atoma, s molekulskom formulom CaoHse (Britton 1983).
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Slika 3. Strukture najvaznijih karotenoida. Preuzeto i prilagodeno prema Diretti i sur. 2006.

Karotenoidi se nalaze u tilakoidnim membranama kloroplasta, gdje apsorbiraju fotone
svjetlosti i prenose energiju do klorofila a u reakcijskom sredistu fotosinteze. Oni djeluju kao
pomoc¢ni fotosintetski pigmenti, podrzavajuci proces apsorpcije svjetlosti 1 prenoSenje energije na
klorofil. Takoder, imaju vaznu ulogu u =zastiti klorofila od fotooksidacije, te djeluju kao
antioksidansi koji Stite stanice od oksidativnog stresa smanjujuci oste¢enja fotosintetskog aparata.
Na taj nacin, karotenoidi pomazu odrZati stabilnost 1 funkcionalnost fotosinteze te pridonose

odrzavanju optimalne stope fotosintetske aktivnosti (Pevalek-Kozlina 2003).

Razlikujemo dvije skupine: karotene koji su ¢isti ugljikovodici i ksantofile koji pored vodika
i ugljika, sadrze i kisik (Lepedus i Cesar 2010). Karoteni koji se nalaze u visim biljkama i zelenim

algama su a- 1 B-karoten. Od ksantofila poput luteina, violaksantina i neoksantina prisutni su u
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kloroplastima u vecoj koli¢ini zajedno uz (3-karoten, za razliku od zeaksantina, anteraksantina i

luteinopoksida koji su prisutni u manjim koli¢inama (Lichtenthaler 1987).

1.3.3. Fikobiliproteini

Kod cijanobakterija razlikujemo i pomocne antenalne komplekse Kkoji se nazivaju
fikobilisomi. Glavna uloga fikobilisoma je apsorpcija i transdukcija svjetlosti, a smatra se da mogu
posluziti kao izvor hranjivih tvari u sluc¢aju ako dode do nedostatka dusika, ugljika ili sumpora
(Parmar i sur. 2011). Fikobilisomi se sastoje od pigmentiranih proteinskih podjedinica koji se

nazivaju fikobiliproteini (Slika 4).

Cijanobakterije uglavnom sadrze plave fikobiliproteine-fikocijanini (PC) i alofikocijanini
(AP) dok odredene vrste sadrze fikoeritrine (PE) i fikoeritrocijanine koji stanicama cijanobakterija

daju karakteristi¢nu crvenu boju (Grossman i sur. 1993).

Za cijanobakterije je karakteristicno svojstvo koje se naziva komplementarna kromatska
adaptacija. To je pojava kada alge stvaraju pretezno fotosintetske pigmente kako bi maksimalno
iskoristili raspoloZivu svjetlost u okoliSu. Kada su izlozene svjetlu odredene valne duljine,
cijanobakterije Ce stvarati preteZzno fotosintetske pigmente koji najbolje apsorbiraju tu vrstu
svjetlosti. Na taj nacin, cijanobakterije uskladuju svoj fotosintetski sustav s intenzitetom i spektrom

svjetlosti u okolisu.
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Slika 4. Struktura fikobilisoma u cijanobakterija. Preuzeto i prilagodeno prema Vernes i sur.
2015.

1.4. Apsorpcijski spektri fotosintetskih pigmenata

Svaki fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim
maksimumima pri odredenim valnim duljinama (Britton 1983). Klorofili najbolje apsorbiraju
svjetlost u plavom i crvenom dijelu vidljivog spektra pa je tako apsorpcijski maksimum za klorofil
a u plavom dijelu spektra na otprilike 430 nm, a u crvenom dijelu na 660 nm. Sto se ti¢e klorofila
b, pozicija apsorpcijskih maksimuma je izmedu dvaju maksimuma klorofila a (na otprilike 450 i
640 nm). Precizne vrijednosti valnih duljina za dva glavna apsorpcijska maksimuma oba klorofila
ovise o polarnosti otapala u kojem se ti pigmenti nalaze. Naime, s pove¢anjem polarnosti i/ili u

prisutnosti vode, ove vrijednosti se pomicu prema duljim valnim duljinama (Lichtenthaler 1987).

Fotosintetski aktivni karotenoidi apsorbiraju svjetlost u plavo-zelenom podrucju spektra
(400-550 nm) (Vilici¢ 2002). Apsorpcijski spektar pokazuje tri karakteristicna apsorpcijska
maksimuma (violaksantin i neoksantin) u plavom dijelu spektra. Apsorpcijski maksimumi, za
karotene koji nemaju kisikove atome, pomaknuti su prema ve¢im valnim duljinama, dok kod
ksantofila kod kojih su prisutne hidroksilne skupine, apsorpcijski maksimumi su pomaknuti prema
kra¢im valnim duljinama. Polozaj apsorpcijskih maksimuma, kao i kod klorofila, ovisi o tipu
otapala i udjelu vode (Lichtenthaler 1987).
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Fikobiliproteini apsorbiraju zeleni dio spektra u rasponu od 450 do 670 nm $to predstavlja
dio spektra koji ne moze apsorbirati klorofil a. S obzirom da svaki protein sadrzi vlastite kromofore,
svaki fikobiliprotein ima i svoj apsorpcijski spektar. Ova sposobnost fikobiliproteina da apsorbiraju
svjetlost u zelenom dijelu spektra omogucuje cijanobakterijama da iskoriste svjetlost koju ne mogu
apsorbirati  klorofili, dodatno povecavaju¢i ukupnu apsorpcijsku sposobnost stanica i

poboljsavajuci u¢inkovitost fotosinteze (Grossman i sur. 1993).

1.5. Metode odredivanja fotosintetskih pigmenata u algama

1.5.1. Spektrofotometrija

U istrazivanjima fotosintetskih pigmenata, veliku vaznost ima svojstvo apsorpcije svjetlosti.
Spektrofotometrija je metoda kojom se intenzitet apsorpcije zracenja ispitivane molekule za bilo
koju valnu duljinu izrazava kao apsorbancija koja je ovisna o koncentraciji molekule u otopini.
Pomocu Beer-Lambertovog zakona moze se lako izracunati koncentracija neke molekule u otopini
ako se uzme u obzir put koji prijede svjetlost, molarni apsorpcijski koeficijent ispitivane molekule

te izmjerenu apsorbanciju (Skoog i sur. 1999).

1.5.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kromatografija je metoda razdvajanja smjese na temelju razliite raspodjele izmedu
stacionarne 1 mobilne faze. Postoji viSe razli¢itih vrsta kromatografija koje ovise o fazi i nacinu
razdvajanja koje se izvodi. Primjerice, ako je stacionarna faza kruta, a mobilna faza je tekuca, onda
se radi o teku¢inskoj kromatografiji. Ako je stacionarna faza kruta, a mobilna faza je plinska, onda

se radi o plinskoj kromatografiji (Dzambi¢ 2019).

Metoda tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. HPLC ili High Performance
Liquid Chromatography) se najceS¢e koristi kako bi se odredili polarni spojevi u razli¢itim
industrijama, a ima vaznu ulogu i za karakterizaciju fitoplanktona u terenskim populacijama
(Wright i Jeffrey 2006). HPLC je zapravo moderniji tip tekucinske kromatografije (eng. LC ili
Liquid Chromatography) u kojoj se koristi kolona s malim ¢esticama (stacionarna faza) kroz koju
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se pod visokim tlakom upumpava mobilna faza (Bogner 2020). Glavna razlika izmedu njih je $to
u LC otapalo putuje silom gravitacije, a kod HPLC pod visokim tlakom koji stvara pumpa kako bi

se prevladao pad tlaka u stupcu $to ujedno smanuje vrijeme razdvajanja (Dzambi¢ 2019).

1.5.2.1. Dijelovi i princip rada uredaja tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti

Glavni dijelovi uredaja za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti su: spremnik za
mobilnu fazu, pumpa, sustav za unosenje uzoraka, kolona, detektor, spremnik za otpad te uredaj za

analiti¢ki zapis (Slika 5).

Kolona

— - Kromatogram

FON— ~ Ubrizgavac

uly
1

Podatci

Mobilna — o

faza
Uzorak

Pumpa Detektor

Otpad

Slika 5. Shematski prikaz uredaja za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti. Preuzeto i

prilagodeno prema DZambi¢ 2019.

U spremniku za mobilnu fazu nalazi se otapalo. Od otapala se najcesce koriste voda, metanol

ili neka druga organska otapala.

Pumpa generira protok mobilne faze pod visokim tlakom §to omogucuje prolazak otapala.
Koristenjem visokog tlaka poboljsava se rezolucija kromatograma. Otapalo prolazi kroz elektri¢ni

ulazni ventil koji je sinkroniziran s velikim klipom kako bi se sprijeilo stvaranje zra¢nih
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mjehurica. Sustav za uno$enje uzoraka injektira uzorak koji Zelimo analizirati u mobilnu fazu koja

taj uzorak odnosi na kolonu.

Kolona je punjena stacionarnom fazom. Stacionarnu fazu ¢ine sitne Cestice (veli¢ine 5-15
pm) ¢ime se povecava povrSina za interakciju uzorka iz stacionarne faze. Zbog tih specifi¢nih
fizickih i kemijskih interakcija dolazi do zadrzavanja komponenata smjese, a samo vrijeme
zadrzavanja komponenti smjesi ¢e biti razli¢ito i ovisiti o prirodi tvari koja se analizira. Sama
brzina eluiranja i razdvajanja molekula iz uzorka koji se analizira ovisi o interakciji mobilne faze i
samog uzorka sa stacionarnom fazom. Vrijeme koje je potrebno da se tvar eluira naziva se
retencijsko vrijeme te je ono specifi¢no za odredenu tvar. Upravo iz tog razloga, komponente sa

kolone se eluiraju razli¢itom brzinom.

Detektor je spojen na raCunalni sustav na kojemu se obraduju podaci i koji na temelju

elektri¢nog signala prikazuje graficki zapis na ekranu koji se naziva kromatogram (Dzambi¢ 2019).

1.5.2.2. HPLC na reverznim fazama ili RP-HPLC:

RP-HPLC (eng. Reverse phase HPLC) je oblik tekucinske kromatografije u kojoj je
stacionarna faza nepolarna, dok je mobilna faza polarna. Stacionarna faza se sastoji od Cestica
silikagela koje na povrSini, preko silanoilnih skupina (Si-O-H) imaju vezane ugljikovodi¢ne lance
od 18 C atoma, dok je mobilna faza smjesa organskih otapala i vode. Za analizu fotosintetskih
pigmenata je bolji upravo ovaj tip kromatografije zbog njihove prirode odnosno strukture. Pigmenti
koji su manje polarni ¢e se pri analizi dulje zadrzati na koloni za razliku od polarnijih koji izlaze

prvi i prema tome imaju krace retencijsko vrijeme (Skoog i sur. 1999).

1.6. Analiza fotosintetskih pigmenata HPLC metodom

Analiza fotosintetskih pigmenata postala je integralna komponenta u ekoloskim i fizioloskim
istrazivanjima s obzirom da se sastav i karakteristike fotosintetskih pigmenata mogu koristiti za
kemotaksonomsku procjenu zajednica algi. Koncentracija klorofila a koristila se, a koristi se jo$
uvijek, kako bi se procijenila biomasa zajednica algi, no naknadni razvoj koncepta dijagnostic¢kih
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pigmenata omogucio je detekciju i procjenu odredenih taksonomskih grupa i vrsta (Schlter i sur.
2000). Klorofili i karotenoidi su Siroko rasprostranjeni u okolisu. Klorofili te a- i R-karoten su
uglavnom sveprisutni medu algama, za razliku od ostalih karotenoida, uglavnom ksantofila, koji
su karakteristi¢ni za odredene razrede algi (primjerice, aloksantin i a-karoten za Cryptophyceae
(kriptofita), fukoksantin za Diatomeae (dijatomeje), Chrysophyceae (krizofita) i
Prymnesiophyceae (haptofiti), lutein za Charophyceae (harofiti) i Chlorophyta (zelene alge) te
peridinin za Dinoflagellata (svjetlece bi¢ase)). No, separacija fotosintetskih pigmenata u prirodnim
uzorcima fitoplanktona 1 mikrofitobentickih zajednica, bila je izrazito izazovna (Brotas i Plante
Cuny 1998). SloZzene smjese vrsta algi sadrze pigmente razli¢itth molekulskih struktura (od
polarnih klorofila do nepolarnih karotenoida) koji se tesko mogu razdvojiti s obzirom da se neki
pigmentni parovi razlikuju samo u prisutnosti i poziciji dvostruke veze (Zapata i sur. 2000).
Kvalitativna i kvantitativna analiza mikroalgi pomocu opti¢ke mikroskopije se uobicajeno koristila
za procjenu biomase ili bioraznolikosti (Aktan i sur. 2005). Unato¢ tome, mikroskopska analiza
oduzima mnogo vremena te zahtjeva taksonomsko iskustvo kako bi se identificirali organizmi na
razini roda ili vrste (Naik i sur. 2011). Nadalje, mikroalge piko- i nano- veli¢ine, ukljuéujuci zelene
alge, cijanobakterije i flagelate koji opc¢enito dominiraju u estuarijima i slatkim vodama, je vrlo
teSko 1identificirati koriStenjem mikroskopije, §to obi¢no vodi do pogreSaka ili propusta u
identifikaciji vrsta (Jeffrey i sur. 1997). Za brojanje mikroalgi, fotosintetski pigmenti fitoplanktona
piko- i nano- veli¢ine mogu se bez problema detektirati teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (metodom HPLC), koja mozZe pruZiti podatke komplementarnima onima iz izravnog
brojanja stanica (Wright i Jeffrey 2006). Od predstavljanja tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti 1980-tih godina, postala je Siroko primjenjivana za separaciju i identifikaciju
klorofila i karotenoida te njihovih derivata (Zapata i sur. 2000). Primjenom ove suvremene
kromatografske tehnike mogu se utvrditi specificni pigmenti za pojedine taksonomske kategorije
fitoplanktona te je na taj nacin analiza pigmenata kao dijagnostickih markera temelj suvremene
taksonomije s obzirom da se sastav fitoplanktona moze odrediti na osnovi sastava pigmenata
(Vili¢i¢ 2002). Ovom tehnikom se mjere koncentracije pigmenata fitoplanktona, od kojih su neki

korisni kemotaksonomski markeri za fitoplanktonske skupine (Zapata i sur. 2000).
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1.7. Opis podrucja istraZivanja

Vransko jezero kod Biograda i Vransko jezero na Cresu su jedna od poznatijih krskih,
prirodnih jezera u Hrvatskoj. Ova jezera su kao i ostala jezera nastala tijekom glacioeustai¢kih
procesa nakon posljednjeg ledenog doba prije 10000 do 12000 godina zbog dizanja razine mora.
Jezera su ujedno i kriptodepresije, odnosno udubljenja Cije je dno ispod, a povrSina iznad razine
mora. Najveca kriptodepresija u Hrvatskoj je upravo Vransko jezero na Cresu (Damijanjevi¢ 2022).
Oba jezera se svrstavaju u slatkovodni mediteranski ekosustav. Zbog promjena saliniteta moze do¢i
do narusavanja osnovnih uvjeta zivota, odnosno, kada dode do promjena saliniteta, neke vrste koje
su prilagodene specificnim uvjetima slatkovodnih ekosustava mogu imati poteskoc¢e u prilagodbi
na nove uvjete. To moze dovesti do smanjenja broja ili ¢ak izumiranja takvih vrsta, §to rezultira
gubitkom bioloske raznolikosti. Takoder, jedan od glavnih u¢inaka promjene saliniteta je stvaranje
viSka organske tvari u jezerskom sustavu, $to uzrokuje veéi stupanj trofije jezera, a time moze doci
i do ubrzavanja ekoloskih sukcesija i daljnje degradacije jezerskog sustava (Knezevi¢ 2020). Oba
jezera su oligotrofna, odnosno karakterizira ih niski stupanj produktivnosti te su siromasna
hranjivim tvarima. Samo najsjeverniji dio Vranskog jezera kod Biograda pripada mezotrofnom tipu
jezera zato Sto ima zabiljeZene vece koncentracije hranjivih tvari zbog koriStenja gnojiva na

okolnim poljoprivrednim zemljiStima (Suske 2010).

1.7.1. Vransko jezero kod Biograda

Vransko jezero kraj Biograda je najvece hrvatsko plitko prirodno jezero i jedno od najvecéih
mocvarnih podru¢ja u mediteranskoj Hrvatskoj. Zahvaljujuéi svojim prirodnim vrijednostima
1999. godine je proglaseno parkom prirode. Ovo jezero se nalazi u sjevernoj dalmatinskoj regiji, u
zaledu PakoStana, a cjelokupna vodena povrSina administrativno pripada Zadarskoj Zupaniji.
Jezero je potopljena aluvijalna dolina, predstavlja najnizu tocku Ravnih kotara, dugacko 13,6 km
sa Sirinom 1,4 do 3,4 km (Suske 2010). Ukupna povrsina jezera je 30,16 km?, dok dubina varira
izmedu 2 i 5 metara (Slika 6).
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Slika 6. Polozaj mjesta uzorkovanja u VVranskom jezeru kod Biograda. Preuzeto i prilagodeno

prema Bosak i sur. 2015.

1.7.2. Vransko jezero na Cresu

Vransko jezero na Cresu se nalazi u srediSnjem dijelu istoimenog otoka te ima izuzetnu
vaznost za otoke Cres 1 LoSinj te njihovo stanovniStvo zbog opskrbljivanja pitkom vodom. Duzina
ovog jezera jest 5,5 km, a §irina 1,5 km (Strazi¢i¢ 1985). Ukupna povrsina jezera je 5,8 km?, a

najveca dubina iznosi 84 metara (Slika 7).

Cres
Island

Slika 7. Polozaj mjesta uzorkovanja u VVranskom jezeru na otoku Cresu. Preuzeto i prilagodeno

prema Primc i sur. 2018.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada bio je prema sastavu fotosintetskih pigmenata odrediti najzastupljenije
fitoplanktonske skupine u sukcesivnom razdoblju od 6 mjeseci (od travnja do rujna 2019. godine)
u dva prirodna krska jezera (Vranskom jezeru kod Biograda i Vranskom jezeru na Cresu). Hipoteza
ovog istrazivanja je da ¢e u krskim jezerima u Hrvatskoj dominantne fitoplanktonske skupine biti

Diatomeae (Mediophyceae i Bacillariophyceae), Chrysophyceae i Dinoflagellata.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja:

1. HPLC metodom odrediti koncentracije fotosintetskih pigmenata u dva prirodna krSka jezera
(Vranskom jezeru kod Biograda i Vranskom jezero na Cresu) u razdoblju od travnja do rujna
2019. godine.

2. Prema sastavu fotosintetskih pigmenata odrediti najzastupljenije fitoplanktonske skupine u
sukcesivhom razdoblju od 6 mjeseci (od travnja do rujna 2019. godine).

3. Usporediti rezultate najzastupljenijih  fitoplanktonskih skupina dobivenih analizom

fotosintetskih pigmenata 1 standardnom metodom morfoloSke analize zajednice fitoplanktona.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorkovanje

Uzorci su od strane djelatnika Instituta Ruder Boskovié¢ prikupljeni u periodu od travnja do rujna
2019. godine u sklopu redovnog monitoringa Hrvatskih voda. Istrazivani vertikalni profili jezera
uzorkovani su iznad najdubljeg dijela svakog pojedinog jezera, Vranskog jezera kod Biograda i
Vranskog jezera na Cresu. Kompozitni uzorci prikupljeni su prema Metodologiji uzorkovanja,
laboratorijskih analiza i odredivanje omjera ekoloSke kakvoce bioloskih elemenata kakvoce (NN
73/13, 151/14, 78/15, 61/16 i 80/18) za potrebe morfoloske analize. Usporedno s uzorcima za
analize pigmenata, prikupljeni su i direktni uzorci fitoplanktona koji su obradeni Utermohl
metodom od strane djelatnika Instituta za vode Josip Juraj Strossmayer. Navedenom metodom
odredena je brojnost stanica vrsta u fitoplanktonu u jezerima. Dobivena ukupna biomasa
fitoplanktona izraCunata je od strane djelatnika Instituta za vode Josip Juraj Strossmayer na nacin
da je svakoj vrsti fitoplanktona pridruZeno najsli¢nije geomtrijsko tijelo. Pri odredivanju dimenzije
vrste barem 20 jedinki iste vrste izmjereno je kako bi se osiguralo da standardna pogreska bude
manja od <10%. Na temelju racunanja volumena pripadaju¢ih geometrijskih tijela algi 1
cijanobakterija dobiven je biovolumen. Biovolumen se izrazava u jedinicama mm?®/L. S
pretpostavkom da je gustoca algi i cijanobakterija jednaka gusto¢i vode (1g/cm?), biomasa se iz
biovolumena prera¢unala u mg/L. Ukupna biomasa stanica pojedine svojte dobivena je tako da se
izraCunata biomasa stanice pomnozila s ukupnim brojem stanica. Ukupna biomasa fitoplanktona

jednog uzorka zbroj je svih biomasa utvrdenih svojti 1 izrazena je u mg/L.

Paralelno s uzorkovanjem kompozitnih uzoraka je provedeno uzorkovanje za analize pigmenata od
strane djelatnika Instituta Ruder Boskovi¢ u sukcesivnom razdoblju u trajanju od 6 mjeseci, jednom

mjesecno od travnja do rujna 2019. godine.
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3.2. Filtriranje

Uzorci vode (volumena od 0,3 do 5 litara, ovisno o jezeru) filtrirani su GF/F (Whatamn) filterima
unutar 30 minuta koriStenja vakuumske pumpe. Nakon filtriranja, visSak vode uklonjen je

papirnatim ru¢nikom, a filteri su odmah stavljeni na suhi led te pohranjeni u zamrzivacu na -80°C.

3.3. Ekstrakcija

Smrznute filtere sam izrezala na manje komade te ekstrahirala u 5 mL mjesavine acetona i metanola
u omjeru 7:2 koriStenjem Erlenmeyerove tikvice. Nakon toga sam uzorke sonificirala u hladnoj
vodenoj kupelji u trajanju od 3 minute. Ekstrakt sam nakon toga centrifugirala u centrifugi (Thermo
Scientific SL16R) na 12000 rpm u trajanju od 3 minute kako bi se uklonili ostaci filter papira, a 1

mL supernatanta sam pipetirala u tamne kivete.

3.4. Spektrofotometrija i tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Koncentracije klorofila a izmjerili su djelatnici Hrvatskih voda pomocu metode spektrofotometrije,
dok sam ostale pigmente analizirala pomocu visokoproto¢ne tekuéinske kromatografije na Institutu
Ruder Boskovi¢. Kromatografija je provedena na Vanquish Core (Thermo Scientific) uredaju, a
uzorci su injektirani na kolonu pomocu uredaja za automatsko unosenje uzoraka (autosampler) koji
je drzao temperaturu uzoraka na +4°C. Sva otapala koriStena za HPLC su bila visoke Cistoce.
Pomocu crpke se postize odredeni tlak te omogucava opskrbljivanje kolone otapalima koja su, prije

dolaska na kolonu, prosla kroz sustav za otplinjavanje.

Pigmenti su odvojeni pomoc¢u modificirane metode predloZene od Van Heukelem i sur. 2001 na
ugrijanoj (40°C) Phenomenex Luna (3um C8 (2) 100 A) koloni koristeéi binarni sustav otapala.
Mobilna faza sastojala se od dvije komponente - otapala A i otapala B. Otapalo A je bila smjesa

otopina 80% - tnog metanola i 28 mM amonijeva acetata, dok je otapalo B bio metanol. Pigmenti
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su eluirani koristenjem linearnog gradijenta udjela otapala A i B: u pocetku je bilo 100% otapala
A, anakraju eluacije 100% otapala B. Gradijentna eluacija trajala je 20 minuta te je zatim uslijedila
izokratna eluacija s otapalom B (100%) u trajanju od 25 minuta. Nakon toga je slijedila 27 minuta
eluacija s linearnim gradijentom od 100% B do 100% A i na kraju izokratna eluacija sa 100% A
sljede¢ih 30 minuta radi reekvilibracije kolone s otapalom A prije analize novog uzorka. Protok,
odnosno brzina otapala bila je 0,8 mL/min. Uredaj za HPLC analizu sadrzi UV-VIS detektor
pomoc¢u kojega je provedena detekcija pri odredenim valnim duljinama. ldentifikacija i
kvantifikacija pikova zasnivala se na apsorpcijskom spektru. Klorofil a i bakterioklorofili su
detektirani i na 665 i na 770 nm. U-HPLC sustav kalibriran je (Roy i sur. 2011) upotrebom
standarda pigmenta OHI Lab Products (Danska).

3.5. Obrada podataka

Analizu fotosintetskih pigmenata teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti provela sam
na Institutu Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu koriStenjem programa ChromeleonTM. Nadalje, u
Hrvatskim vodama pripremljeni su podaci o biomasi po fitoplanktonskim skupinama, ukupna
biomasa fitoplanktona te koncentracije klorofila a u oba jezera za razdoblje od 6 mjeseci. Dobivene
podatke prikazala sam tabli¢no i graficki te statisticki obradila koristenjem programa Microsoft
Excel (2016). U programu Microsoft Excel koristila sam i statisticki postupak korelacije za
izraCunavanje povezanosti dviju varijabli. Kako bi vrijednost korelacije izmedu ove dvije varijable
prikazala broj¢ano, koristila sam Pearsonov koeficijent korelacije koji sam izracunala u programu
Microsoft Excel. Ovaj koeficijent koristi se za varijable na intervalnoj ili omjernoj ljestvici
(broj¢ani podaci) koji su u linearnom odnosu. Linearni odnos ovih dviju varijabli ocitava se s
toCkastog dijagram (eng. scatter diagram). Pearsonov koeficijent korelacije oznacava se malim
slovom r ili rp, a moze poprimiti vrijednost od -1 do +1. Ako je vrijednost koeficijenta korelacije
od 0 do 1, onda imamo pozitivnu korelaciju §to oznacava sukladan rast vrijednosti obje skupine
podataka. Ako je vrijednost korelacije od -1 do 0, onda imamo negativnu korealciju, odnosno
sukladan porast vrijednosti jedne varijable, dok vrijednost druge varijable pada. Ako koeficijent
korelacije iznosi 0, tada ne postoji linearna povezanost, odnosno poznavajuéi vrijednost jedne

varijable, ne mozemo zakljuciti o vrijednostima druge (Udovici¢ 2007).
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4. REZULTATI

4.1. Pigmenti detektirani metodom HPLC u Vranskom jezeru kod Biograda

Pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (metodom HPLC) izmjereni su pigmenti
iz uzoraka Vranskog jezera kod Biograda, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2 te na slici 8.

Metodom HPLC izmjereni su pigmenti 3-karoten, fukoksantin i lutein.

Tablica 2. Koncentracije pigmenata u pg/L dobivene analizom uzoraka Vranskog jezera kod

Biograda teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (metodom HPLC).

Travanj | Svibanj | Lipanj | Srpanj | Kolovoz | Rujan
R-karoten (ug/L) 6,6 4,8 1,2 1,1 1,5 0,9
Fukoksantin (ug/L) 0,09 0,12 0,18 0,24 0,32 0,12
Lutein (ug/L) 0,1 0,1 0,8 0,8 0,6 0,4

Koncentracije pigmenta B3-karotena u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,9 do 6,6
Mg/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta izmjerena je tijekom mjeseca travnja (6,6 pg/L), dok
je najmanja koncentracija ovog pigmenta izmjerena tijekom mjeseca rujna (0,9 pg/L) (tablica 2 i
slika 8).

Koncentracije pigmenta fukoksantina u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,09 do
0,32 ug/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta izmjerena je tijekom mjeseca kolovoza (0,32
Mg/L), dok je najmanja koncentracija ovog pigmenta izmjerena tijekom mjeseca travnja (0,09 pg/L)
(tablica 2 i slika 8).
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Slika 8. Raspodjela koncentracija pigmenata u VVranskom jezeru kod Biograda od travnja do

rujna 2019. godine u pg/L izmjerenih metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Koncentracije pigmenta luteina u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,1 do 0,8

Mg/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta izmjerena je tijekom mjeseca lipnja i srpnja (0,8 pg/L),

dok je najmanja koncentracija ovog pigmenta izmjerena tijekom mjeseca travnja i svibnja (0,1

Mg/L) (tablica 2 i slika 8).
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4.2. Pigmenti detektirani metodom HPLC u Vranskom jezeru na Cresu

Pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (metodom HPLC) izmjereni su pigmenti
iz uzoraka Vranskog jezera na Cresu, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 3 te na slici 9.

Metodom HPLC izmjereni su pigmenti 3-karoten, fukoksantin i lutein.

Tablica 3. Koncentracije pigmenata dobivene analizom uzoraka Vranskog jezera na Cresu

teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (metodom HPLC).

PIGMENT Travanj | Svibanj | Lipanj | Srpanj | Kolovoz | Rujan
R-karoten (ug/L) 0,04 0,09 0,04 0,03 0,09 01
Fukoksantin (ug/L) 0,24 0,2 0,15 0,12 0,09 0,15
Lutein (ug/L) 0,05 0,08 0,09 0,12 0,18 0,0

Koncentracije pigmenta B-karotena u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,03 do 0,1
Mg/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta izmjerena je tijekom mjeseca rujna (0,1 pg/L), dok je

najmanja koncentracija ovog pigmenta zabiljezena tijekom mjeseca srpnja (0,03 ng/L) (tablica 3 i
slika 9).

Koncentracije pigmenta fukoksantina u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,09 do
0,24 pg/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta zabiljeZena je tijekom mjeseca travnja (0,24
Mg/L), dok je najmanja koncentracija ovog pigmenta zabiljeZena tijekom mjeseca kolovoza (0,09
Mg/L) (tablica 3 i slika 9).
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Slika 9. Raspodjela koncentracija pigmenata u VVranskom jezeru na Cresu od travnja do rujna

2019. godine u pg/L izmjerenih metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti

Koncentracije pigmenta luteina u istrazivanom razdoblju kretale su se u rasponu od 0,0 do 0,18
ug/L. Najveca koncentracija ovog pigmenta izmjerena je tijekom mjeseca kolovoza, dok je

najmanja koncentracija ovog pigmenta izmjerena tijekom mjeseca rujna (0,0 pg/L)
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4.3. Fitoplanktonska zajednica u Vranskom jezeru kod Biograda

Na temelju dobivenih podataka iz Hrvatskih voda o prisutnosti fitoplanktonskih skupina u
pojedinim uzorcima jezera (Tablica 4) odreden je udio pojedine fitoplanktonske skupine u ukupnoj
biomasi fitoplanktona. Fitoplanktonske skupine u Hrvatskim vodama detektirane su pomocu

morfoloske metode upotrebom svjetlosnog invertnog mikroskopa.

Tablica 4. Rezultati analize fitoplanktonske zajednice u prirodnom kr$kom jezeru (Vransko jezero

kod Biograda) u sukcesivnom razdoblju od 6 mjeseci za period od travnja do rujna 2019. godine.

Travanj | Svibanj | Lipanj | Srpanj | Kolovoz | Rujan
Diatomeae (mg/L) 0,608 0,14 0,03 0,089 0,932 1,571
Charophyceae (mg/L) 1,874 0,055 | 0,002 | 0,001 0,073 | 0,046
Chlorophyta (mg/L) 1,04 0,773 | 0,643 | 0,022 0,354 0,11
Cryptophyceae (mg/L) 0 0 0,038 0 0,267 0,04
Cyanophyceae (mg/L) 0,295 0,916 | 2,286 | 1,545 0,834 | 1,048
Euglenozoa (mg/L) 0 0 0 0 0 0
Dinoflagellata (mg/L) 0,055 | 001 | 0014 | 0,271 | 0,125 | 0,152
Ochrophyta (mg/L) 0,021 0,009 | 0,015 | 0,009 | 0,042 | 0,011
Xantophyceae (mg/L) 0 0 0,018 0 0 0
Ukupna biomasa fitoplanktona
(mgiL) 3,892 1,903 3,046 | 1,937 2,628 2,977

Za svaku pojedinu fitoplanktonsku skupinu izracunat je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona, a

rezultati za pojedini uzorak su graficki prikazani (Slika 10 a-f).
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Slika 10. Udio fitoplanktonskih skupina u ukupnoj biomasi fitoplanktona u Vranskom jezeru kod

Biograda u sukcesivnom razdoblju od travnja do rujna 2019. godine
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U travnju 2019. godine u VVranskom jezeru kod Biograda najzastupljenija fitoplanktonska skupina
je bila Charophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 8,15 % (Slika 10a). Uz
Charophyceae, takoder su bile zastupljene i Chlorophyta (26,72 %), dok su Diatomeae (15,62 %),
Cyanophyceae (7,58 %), Dinoflagellata (1,41 %) te Ochrophyta (0,48 %) bile zastupljene s niskim

postotkom.

U svibnju 2019. godine u Vranskom jezeru kod Biograda najzastupljenija fitoplanktonska skupina
je bila Cyanophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 48,13 % (Slika 10b). Uz
Cyanophyceae, takoder su bile zastupljene i Chlorophyta (40,62 %), dok su Diatomeae (7,36 %),
Charophyceae (2,89 %), Dinoflagellata (0,53 %) te Ochrophyta (0,47 %) bile zastupljene s niskim

postotkom.

U lipnju 2019. godine u Vranskom jezeru kod Biograda najzastupljenija fitoplanktonska skupina
je bila Cyanophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 75,05 % (Slika 10c). Uz
Cyanophyceae, takoder su bile zastupljene i Chlorophyta (21,11 %), dok su Cryptophyceae (1,25
%), Diatomeae (0,98 %), Xantophyceae (0,59 %), Ochrophyta (0,49 %) te Dinoflagellata (0,45 %)

bile zastupljene s niskim postotkom.

U srpnju 2019. godine u Vranskom jezeru kod Biograda najzastupljenija fitoplanktonska skupina
je bila Cyanophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 79,76 % (Slika 10d). Uz
Cyanophyceae, takoder su bile zastupljene i Dinoflagellata (13,99 %), dok su Diatomeae (4,59 %),

Chlorophyta (1,14 %) te Ochrophyta (0,46 %) bile zastupljene s niskim postotkom.

U kolovozu 2019. godine u Vranskom jezeru kod Biograda, najzastupljenija fitoplanktonska
skupina je bila Diatomeae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 35,46 % (Slika 10e). Uz
Diatomeae, takoder su bile zastupljene i Cyanophyceae (31,74 %), dok su Chlorophyta (13,47 %),
Cryptophyceae (10,16 %), Dinoflagellata (4,76 %), Charophyceae (2,78 %) te Ochrophyta (0,46

%) bile zastupljene s niskim postotkom.

U rujnu 2019. godine u Vranskom jezeru kod Biograda, najzastupljenija fitoplanktonska skupina
bila je Diatomeae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 52,77 % (Slika 10f). Uz Diatomeae,
takoder su bile zastupljene i Cyanophyceae (35,20 %), dok su Dinoflagellata (5,11 %), Chlorophyta
(3,69 %), Charophyceae (1,55 %), Cryptophyceae (1,34 %) te Ochrophyta (0,40 %) bile zastupljene

s niskim postotkom.
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4.4. Fitoplanktonska zajednica u Vranskom jezeru na Cresu

Na temelju dobivenih podataka iz Hrvatskih voda o prisutnosti fitoplanktonskih skupina u
pojedinim uzorcima jezera (Tablica 5) odreden je udio pojedine fitoplanktonske skupine u ukupnoj
biomasi fitoplanktona. Fitoplanktonske skupine u Hrvatskim vodama analizirane su pomocu

morfoloske metode upotrebom invertnog svjetlosnog mikroskopa.

Tablica 5. Rezultati analize fitoplanktonske zajednice u prirodnom kr$kom jezeru (Vransko jezero

na Cresu) u sukcesivnom razdoblju od 6 mjeseci za period od travnja do rujna 2019. godine.

Travanj | Svibanj | Lipanj | Srpanj | Kolovoz | Rujan
Diatomeae (mg/L) 0,106 0,183 | 0,049 | 0,067 0,075 | 0,076
Charophyceae (mg/L) 0 0,002 | 0,008 | 0,011 0,227 | 0,129
Chlorophyta (mg/L) 0,03 | 0,021 | 0,008 | 0,016 | 0,042 | 0,044
Cryptophyceae (mg/L) 0,012 0,017 | 0,007 | 0,008 0,004 | 0,007
Cyanophyceae (mg/L) 0,001 0,007 | 0,011 | 0,002 0,011 | 0,003
Euglenozoa (mg/L) 0 0,001 0 0 0 0
Dinoflagellata (mg/L) 0,163 0,188 0,12 | 0,072 | 0,131 | 0,037
Ochrophyta (mg/L) 0,025 | 0,037 | 0,008 | 0,027 | 0,017 | 0,014
Xantophyceae (mg/L) 0 0 0 0 0 0
Ukupna biomasa fitoplanktona
(ma/L) 0,337 0,455 0,21 | 0,203 | 0,508 | 0,311

Za svaku pojedinu fitoplanktonsku skupinu izracunat je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona, a

rezultati za pojedini uzorak su graficki prikazani (Slika 11 a-f).
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Slika 11. Udio fitoplanktonskih skupina u ukupnoj biomasi fitoplanktona u VVranskom jezeru na

Cresu u sukcesivnom razdoblju od travnja do rujna 2019. godine
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U travnju 2019. godine u Vranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je
bila Dinoflagellata ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 48,37 % (Slika 1la). Uz
Dinoflagellata, takoder su bile zastupljene i Diatomeae (31,45 %), dok su Chlorophyta (8,90 %),
Ochrophyta (7,42 %), Cryptophyceae (3,56 %) te Cyanophyceae (0,30 %) bile zastupljene s niskim

postotkom.

U svibnju 2019. godine u Vranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je
bila Dinoflagellata ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 41,32 % (Slika 11b). Uz
Dinoflagellata, takoder su bile zastupljene i Diatomeae (40,22 %), dok su Ochrophyta (8,13 %),
Chlorophyta (4,62 %), Cryptophyceae (3,74 %), Cyanophyceae (1,54 %), Charophyceae (0,44 %)

te Euglenozoa (0,22 %) bile zastupljene s niskim postotkom.

U lipnju 2019. godine u Vranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je bila
Dinoflagellata ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 57,14 % (Slika 11c). Uz Dinoflagellata,
takoder su bile zastupljene 1 Diatomeae (23,33 %), dok su Cyanophyceae (5,24 %), Charophyceae,

Chlorophyta i Ochrophyta (3,81 %) te Cryptophyceae (3,33 %) bile zastupljene s niskim postokom.
U srpnju 2019. godine u VVranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je bila
Dinoflagellata ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 35,47 % (Slika 11d). Uz Dinoflagellata,
takoder su bile zastupljene i Diatomeae (33,00 %), dok su Ochrophyta (13,3 %), Charophyceae
(5,42 %), Cryptophyceae (3,94 %), Cyanophyceae (0,99 %) te Chlorophyta (0,05 %) bile
zastupljene s niskim postotkom.

U kolovozu 2019. godine u Vranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je
bila Charophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 44,69 % (Slika 1le). Uz
Charophyceae, takoder su bile zastupljene i Dinoflagellata (25,79 %), dok su Diatomeae (14,7 %),
Chlorophyta (8,27 %), Ochrophyta (3,35 %), Cyanophyceae (2,17 %) te Cryptophyceae (0,79 %)

bile zastupljene s niskim postotkom.

U rujnu 2019. godine u VVranskom jezeru na Cresu najzastupljenija fitoplanktonska skupina je bila
Charophyceae ¢iji je udio u ukupnoj biomasi fitoplanktona 44,69 % (Slika 11f). Uz Charophyceae,
takoder su bile zastupljene i Diatomeae (24,44 %), dok su Chlorophyta (14,15 %), Dinoflagellata

(11,90 %), Cryptophyceae (2,25 %) te Cyanophyceae (2,25 %) bile zastupljene s niskim postotkom.
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4.5. Odnos ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a

U tablici 6 1 7 prikazane su koncentracije ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a

u analiziranim uzorcima Vranskog jezera kod Biograda i Vranskog jezera na Cresu.

Koncentracije klorofila a u Vranskom jezeru kod Biograda i Vranskom jezeru na Cresu izmjerene
su metodom spektrofotometrije u Hrvatskim vodama u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna
2019. godine (Slika 12).

Tablica 6. Vrijednosti koncentracije ukupne biomase fitoplanktona u mg/L i klorofila a u pg/L

izmjerene u analiziranim uzorcima Vranskog jezera kod Biograda.

Ukupna biomasa Koncentracija klorofila a /

fitoplanktona / mg/L ug/L

Travanj 3,892 25,46
Svibanj 1,903 2,52
Lipanj 3,046 8,57
Srpanj 1,937 1,34
Kolovoz 2,628 6,34
Rujan 2,977 8,2
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Tablica 7. Vrijednosti koncentracije ukupne biomase fitoplanktona u mg/L i Klorofila a u pg/L

izmjerene u analiziranim uzorcima Vranskog jezera na Cresu.

Ukupna biomasa Koncentracija klorofila a /
fitoplanktona / mg/L pa/L
Travanj 0,337 1,54
Svibanj 0,455 1,18
Lipanj 0,21 <0,7
Srpanj 0,203 <0,7
Kolovoz 0,508 1,1
Rujan 0,311 1,12
konc. Klorofil a
Ho/L
30
25
20 Vransko jezero na
Cresu
15
——\Vransko jezero
10 kod Biograda
5
0

TRAVANJSVIBANJ LIPANJ

SRPANJ KOLOVOZ RUJAN

Slika 12. Raspodjela koncentracije pigmenta klorofila a u VVranskom jezeru kod Biograda i u

Vranskom jezeru na Cresu od travnja do rujna 2019. godine
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Vrijednosti koncentracija klorofila a u Vranskom jezeru kod Biograda puno su vece od vrijednosti
koncentracija klorofila a u Vranskom jezeru na Cresu u istrazivanom razdoblju od travnja do rujna
2019. godine. Najvece koncentracije pigmenta klorofila a (Slika 12) izmjerene su tijekom travnja
u oba jezera, gdje je najveca koncentracija za Vransko jezero kod Biograda iznosila 25,46 pg/L, a

najveca koncentracija za VVransko jezero na Cresu iznosila je 1,54 pg/L.

Za svako jezero je posebno izracunat koeficijent korelacije, a sama korelacija je prikazana i

grafickim prikazom (Slike 13 i 14).

N W
o1 O

N
o

y =10,761x - 20,643

Koncentracija klorofila a / pg/L
H
($)]

10 R2=0,8657
5
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Ukupna biomasa fitoplanktona / mg/L

Slika 13. Grafi¢ki prikaz odnosa ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a u

Vranskom jezeru kod Biograda u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine

Pearsonov koeficijent korelacije izmedu ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a
u Vranskom jezeru je pozitivan i iznosi r = 0,930436, odnosno ovom analizom je potvrdena
statistiCka veza izmedu ovih dviju varijabli, pri ¢emu povecanje ukupne biomase fitoplanktona

prati povecanje koncentracije klorofila a.
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz odnosa ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a u

Vranskom jezeru na Cresu u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine

Pearsonov koeficijent korelacije izmedu ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije klorofila a
u Vranskom jezeru na Cresu iznosi r = 0,569355 i korelacija je pozitivna ¢ime je takoder potvrdena
statistiCka veza izmedu ovih dviju varijabli, pri ¢emu povecanje ukupne biomase prati povecanje

koncentracije klorofila a.

Prikazana je i raspodjela ukupne biomase fitoplanktona te koncentracije pigmenta klorofila a u
Vranskom jezeru kod Biograda (Slika 15) i u Vranskom jezeru na Cresu (Slika 16) u razdoblju od

travnja do rujna 2019. godine.
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Vransko jezero kod Biograda 2019.
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Slika 15. Raspodjela ukupne biomase fitoplanktona te koncentracije klorofila a u Vranskom

jezeru kod Biograda u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine

Vransko jezero na Cresu 2019.
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Slika 16. Raspodjela ukupne biomase fitoplanktona te koncentracije klorofila a u VVranskom
jezeru na Cresu u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine
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U Vranskom jezeru kod Biograda ukupna biomasa fitoplanktona prati isti trend rasta ili pada s
koncentracijom klorofila a, odnosno gdje biomasa fitoplanktona ima visoke vrijednosti, tu je i
povecana koncentracija klorofila a (Slika 15). U Vranskom jezeru na Cresu povecanje ukupne
biomase fitoplanktona prati trend povecanja koncentracije klorofila a, osim u travnju i rujnu, gdje

su zabiljezene vece koncetracije klorofila a, a smanjenje ukupne biomase fitoplanktona (Slika 16).
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4.6. Odnos izmjerenih pigmenata s taksonomskim grupama fitoplanktona
kojima pripadaju
Na temelju izmjerenih koncentracija pigmenata HPLC metodom, prikazan je odnos, odnosno

korelacija izmjerenih pigmenata s taksonomskim grupama kojima pripadaju, u Vranskom jezeru
kod Biograda i Vranskom jezeru na Cresu (Slike 17 i 18).
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Slika 17. Graficki prikaz odnosa biomase fitoplanktonske skupine Diatomeae te koncentracije
pigmenta fukoksantina: a) u Vranskom jezeru kod Biograda; b) u VVranskom jezeru na Cresu u

razdoblju od travnja do rujna 2019. godine
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Odnos biomase skupine Diatomeae i fukoksantina u VVranskom jezeru kod Biograda i Vranskom
jezeru na Cresu prikazan je na slici 17a i na slici 17b. Za svako jezero takoder je izraCunat i
Pearsonov koeficijent korelacije. Takoder su prikazane i raspodjele biomasa pojedinih
fitoplanktonskih skupina te koncentracija njihovih dijagnostickih pigmenata u oba jezera u

razdoblju od travnja do rujna 2019. godine (Slika 20).

Pearsonov koeficijent korelacije za Vransko jezero kod Biograda iznosi r = - 0,05988, vrijednost
je r <0, odnosno varijable negativno koreliraju, §to ukazuje na slabo negativnu korelaciju izmedu
ukupne biomase skupine Diatomeae i koncentracije pigmenta fukoksantina u VVranskom jezeru kod
Biograda §to oznacava moguénost tendencije da se smanjenje jedne varijable povezuje s
povecanjem druge varijable i obrnuto. Za Vransko jezero na Cresu, Pearsonov koeficijent
korelacije iznosi r = 0,58092, vrijednost je r > 0, odnosno varijable pozitivno koreliraju $to

oznacava statisticku vezu izmedu biomase skupine Diatomeae i koncentracije fukoksantina.

Prikazan je i odnos biomase fitoplanktonskih skupina Charophyceae i Chlorophyta s pigmentom
luteinom ¢ija je koncentracija takoder izmjerena HPLC metodom u Vranskom jezeru kod Biograda
(Slike 18a i b), a zatim i u Vranskom jezeru na Cresu (Slika 19a i b). Takoder je izraCunat i

Pearsonov koeficijent korelacije za oba jezera.
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Slika 18. Graficki prikaz odnosa a) biomase skupine Charophyceae te koncentracije luteina u
Vranskom jezeru kod Biograda; b) biomase skupine Chlorophyta i koncentracije luteina u

Vranskom jezeru kod Biograda od travnja do rujna 2019. godine

Pearsonov koeficijent korelacije za odnos biomase fitoplanktonske skupine Charophyceae
(harofita) i koncentracije pigmenta luteina u Vranskom jezeru kod Biograda (Slika 18a) iznosi r =
- 0,58137, dok za odnos biomase Chlorophyta (zelene alge) i koncentracije luteina u Vranskom
jezeru kod Biograda (Slika 18b) iznosi r = - 0,63404. U oba slucaja Pearsonov koeficijent
korelacije je negativan Sto zna¢i da u oba slucaja postoji negativna korelacija izmedu dviju

varijabli.
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Slika 19. Graficki prikaz odnosa a) biomase skupine Charophyceae te koncentracije luteina u
Vranskom jezeru na Cresu; b) biomase skupine Chlorophyta i koncentracije luteina u Vranskom

na Cresu od travnja do rujna 2019. godine

Pearsonov koeficijent korelacije za odnos biomase Charophyceae (harofita) i koncentracije luteina
u Vranskom jezeru na Cresu (Slika 19a) iznosi r = 0,553118, dok za odnos biomase Chlorophyta
(zelene alge) i koncentracije luteina u Vranskom jezeru na Cresu (Slika 19b) iznosi r = 0,258857.
U oba slucaja Pearsonov koeficijent korelacije je pozitivan, Sto ukazuje na statisticku vezu izmedu

dviju varijabli.
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Prikazan je i odnos ukupne biomase fitoplanktona s pigmentom R-karotenom ¢ija je koncentracija
takoder izmjerena HPLC metodom u Vranskom jezeru kod Biograda (Slika 20a), a zatim i u

Vranskom jezeru na Cresu (Slika 20b). Takoder je izracunat i Pearsonov koeficijent korelacije za

oba jezera.
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Slika 20. Graficki prikaz ukupne biomase i koncentracije B-karotena: a) u Vranskom jezeru kod
Biograda; b) u Vranskom jezeru na Cresu u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine

Pearsonov koeficijent korelacije za Vransko jezero kod Biograda iznosi r = 0,359764, dok za
Vransko jezero na Cresu iznosi r = 0,721995, $to upucuje na pozitivnu korelaciju i statisticku

povezanost dviju analiziranih varijabli u oba jezera.
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Slika 21. Raspodjela biomasa fitoplanktonskih skupina te koncentracija dijagnostickih pigmenata
u Vranskom jezeru kod Biograda i u Vranskom jezeru na Cresu u razdoblju od travnja do rujna
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Prikazana je i raspodjela biomasa fitoplanktonskih skupina te koncentracija dijagnosti¢kih
pigmenata u oba jezera u razdoblju od travnja do rujna 2019. godine. U Vranskom jezeru kod
Biograda dolazi do preklapanja izmedu dviju analiziranih varijabli (biomasa Diatomeae i
koncentracija fukoksantina) samo tijekom mjeseca travnja i rujna, dok u ostalim mjesecima taj
trend nije vidljiv (slika 21a). U Vranskom jezeru na Cresu do preklapanja izmedu ovih varijabli
dolazi samo u mjesecima svibnju i kolovozu, dok u ostalim mjesecima preklapanje nije vidljivo
(slika 21b).

U Vranskom jezeru kod Biograda, preklapanje izmedu biomase Charophyceae i koncentracije
luteina vidljivo je samo u mjesecu travnju, dok kod ostalih mjeseci taj trend nije vidljiv (slika 21c).
U Vranskom jezeru na Cresu, preklapanje izmedu ovih varijabli je vidljivo u mjesecima kolovozu

i rujnu, dok u ostalim mjesecima nije vidljivo preklapanje (slika 21d).

U Vranskom jezeru kod Biograda, preklapanje izmedu biomase Chlorophyta i koncentracije luteina
vidljivo je u mjesecima travnju i svibnju, dok u ostalim mjesecima taj trend nije vidljiv (slika 21e).
U Vranskom jezeru na Cresu, preklapanje izmedu ovih varijabli vidljivo je tijekom mjeseca travnja,

svibnja, kolovoza i rujna, dok tijekom lipnja i srpnja nije vidljivo preklapanje (slika 21f)

U Vranskom jezeru kod Biograda, preklapanje izmedu ukupne biomase i koncentracije B-karotena
vidljivo je u svim mjesecima, osim u travnju i svibnju (slika 21g), dok je u Vranskom jezeru na
Cresu preklapanje izmedu ovih varijabli vidljivo u svim mjesecima, 0sim u mjesecu rujnu (slika
219).
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5. RASPRAVA

Metoda tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) u ovom istraZivanju
usporedivana je s taksonomskom identifikacijom i kvantifikacijom koriStenjem tradicionalne
mikroskopije kako bi se odredile fitoplanktonske zajednice s dva razlicita lokaliteta u Vranskom

jezeru kod Biograda te Vranskom jezeru na Cresu.

Istrazivanje je provedeno na ukupno 12 razli¢itih uzoraka (6 uzoraka s Vranskog jezera kod
Biograda te 6 uzoraka s Vranskog jezera na Cresu). Metodom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC analizom) dobivene su koncentracije razli¢itih pigmenata (3-karoten, lutein,
fukoksantin). Fotosintetski pigmenti mogu se lako detektirati teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti koja moze pruziti to¢nije podatke od onih dobivenih koriStenjem mikroskopske

analize (Jeffrey i sur. 1997).

U oba jezera najvece koncentracije pigmenata zabiljeZene su uglavnom tijekom proljetnih ili
kasnih ljetnih mjeseci. Ovakvi rezultati su bili i ocekivani jer je uobicajeno da tijekom proljetnih
mjeseci zbog vece kolicine svjetlosti i pove¢anog dotoka hranjivih tvari dolazi do jaceg rasta i
razvoja fitoplanktona ali i tijekom kasnih ljetnih mjeseci kada u vodama opet dolazi do povecéanja
koncentracija hranjivih tvari zbog raspada drugih vrsta (primjerice herbivornog zooplanktona) $to
opet stvara povoljne uvjete za pojacani razvoj fitoplanktonka (Pingree i sur. 1976; Pierson i sur.
2013).

Na temelju dobivenih koncentracija pigmenata odredene su dominantne fitoplanktonske
skupine u oba prirodna krska jezera s obzirom da sastav fotosintetskih pigmenata moze posluziti
za kemotaksonomsku procjenu fitoplanktonskih zajednica (Pniewski 2018; Schliter i sur. 2000).
Prema rezultatima HPLC analize, u istrazivanim uzorcima Vranskog jezera kod Biograda i
Vranskog jezera na Cresu, na temelju dijagnosti¢kih pigmenata, odredena je zastupljenost skupina
Diatomeae, Charophyceae te Chlorophyta. Pigment fukoksantin je dijagnosticki pigment za
Diatomeae (dijatomeje), lutein za Charophyceae (harofita) i Chlorophyta (zelene alge) (Vilic¢i¢
2002; Suresh Kumar i sur. 2021; Not i sur. 2005), dok je R-karoten karakteristiCan za mnoge
skupine fitoplanktona (Takaichi 2011).

Standardnim metodama morfoloskih i taksonomskih analiza zajednice fitoplanktona koje su
napravljene u Hrvatskim vodama, utvrdeno je devet fitoplanktonskih skupina u oba jezera:

Diatomeae (dijatomeje), Charophyceae (harofita), Chlorophyta (zelene alge), Cryptophyceae
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(kriptofita), Cyanophyceae (cijanobakterije), Euglenozoa (zeleni bi¢asi), Dinoflagellata (svjetlec¢i
bicasi) Ochrophyta, Xantophyceae (Zutozelene alge). IzraCunate su njihove biomase po mjesecima
istrazivanja U oba jezera, kao i ukupna biomasa fitoplanktona. Tijekom cijelog istrazivanog
razdoblja u oba jezera, brojnos¢u su dominirale fitoplanktonske skupine Dinoflagellata (svjetleci
bicasi), Diatomeae (dijatomeje), Cyanophyceae (cijanobakterije) i Chlorophyta (zelene alge), dok
je zastupljenost ostalih skupina bila vrlo mala.

U ovom istrazivanju istrazivan je i odnos ukupne biomase fitoplanktona i koncentracije
klorofila a. Klorofil a je pigment koji je neophodan za fotosintezu, nalazimo ga u svim algama te
ujedno predstavlja vazan parametar za ocjenu ekoloskog stanja vodenih ekosustava (Brewin i sur.
2019; Makarevich i sur. 2020). U Vranskom jezeru kod Biograda visoke koncentracije klorofila a
zabiljeZzene su u travnju kada je ujedno zabiljezena i najveca vrijednost ukupne biomase
fitoplanktona $to je i o¢ekivano s obzirom da tijekom prolje¢a dolazi do povecanja hranjivih tvari
u vodama, povecanja temperature i veceg intenziteta svjetlosti $to sve uzrokuje pojacani rast i
razvoj fitoplanktona (Martin i sur. 2010; Pierson i sur. 2013; Makarevich i sur. 2020). Ovakav trend
rasta ili pada ukupne biomase s koncentracijom klorofila a zabiljezen je i u ostalim mjesecima
istrazivanja (slika 15). U VVranskom jezeru na Cresu, visoke koncentracije klorofila a takoder su
zabiljezene u travnju, no ne i vrijednosti ukupne biomase fitoplanktona. Najveca vrijednost ukupne
biomase zabiljeZena je u kolovozu. U ovom jezeru povecanje ukupne biomase fitoplanktona prati
trend povecanja koncentracije klorofila a u svim mjesecima istrazivanja osim u travnju i rujnu kada
su zabiljezene veée koncentracije klorofila a, a manje vrijednosti ukupne biomase fitoplanktona
(slika 16). Koncentracije klorofila a su u ovim mjesecima bile veée jer su vjerojatno bile izmjerene
u nekim drugim stanicama koje takoder sadrze klorofil a (primjerice biljne stanice) (Porcar-Castell
i sur. 2021). U oba jezera je izmedu ovih varijabli utvrdena statisticka veza §to znaci da pracenje
ukupne biomase prati povecanje koncentracije klorofila a $to je bilo i1 za oc¢ekivati s obzirom da se
koncentracija klorofila a u brojnim istrazivanjima pokazala kao dobra metoda za mjerenje ukupne
biomase fitoplanktona, dok se sama biomasa fitoplanktona pokazala kao dobar parametar za
pracenje zajednica algi te za procjenu kvalitete vode (Poddar i sur. 2019; Marlian i sur. 2015.,
Maslukah i sur. 2022).

Koncentracija klorofila a pruza jako dobar uvid u koli¢inu biomase fitoplanktona, ali ne daje
uvid u strukturu fitoplanktonske zajednice pa se zbog toga Cesto moraju koristiti novije metode

poput procjene koncentracije dodatnih pigmenata koje, uz procjenu koncentracije klorofila a daju
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djelomican uvid u strukturu fitoplanktonske zajednice jer se preko njih moze odrediti koja grupa
organizama prevladava u zajednici (Ston i Kosakowska 2000; Ston Egiert i sur. 2010; Schliter i
sur. 2000). Upravo iz ovog razloga, u ovom istrazivanju rezultati dobiveni u Hrvatskim vodama

usporedivani su sa rezultatima dobivenim HPLC metodom.

Fitoplanktonska skupina Diatomeae (dijatomeje) u Vranskom jezeru kod Biograda su bile
zastupljene tijekom kasnih ljetnih mjeseci (u kolovozu i rujnu), dok su u Vranskom jezeru na Cresu
najvise bile zastupljene tijekom proljetnih mjeseci (u travnju). Tijekom proljeca i kasnih ljetnih
mjeseci se obi¢no zapaza veca zastupljenost dijatomeja u vodenim ekosustavima (Totti i sur. 2018;
Madhu i sur. 2010) te su Cesto prisutne u sastavu fitoplanktonsih zajednica istrazivanih jezera
(Tomec i sur. 2009). Cesto su prisutne u jezerima prilikom ljetnih mjeseci jer se tada dusik iscrpi s
vodenog sustava (Lampert i Somer 2007), ali mogu dominirati i tijekom cijele godine zbog svoje
otpornosti na razlicite uvjete stanista (Hoagland i sur. 1993). Zastupljenost dijatomeja takoder je
dokazana pigmentom fukoksantinom kao glavnog dijagnosti¢kog pigmenta za ovu fitoplanktonsku
skupinu (Wang i sur. 2018) izmjerenog metodom HPLC. U Vranskom jezeru kod Biograda,
poklapanja izmedu zastupljenosti dijatomeja i koncentracija fukoksantina vidljiva su tijekom
mjeseca travnja i rujna, dok tijekom ostalih mjeseci istrazivanja (svibanj, lipanj, srpanj, kolovoz)
nisu vidljiva preklapanja (slika 21a). U ovom jezeru je takoder utvrdena slaba korelacija izmedu
ovih dviju varijabli. U VVranskom jezeru na Cresu, poklapanja su vidljiva tijekom mjeseca svibnja
i kolovoza (kad je zabiljeZena i najveca koncentracija pigmenta), dok tijekom ostalih mjeseci
istrazivanja (travanj, lipanj, kolovoz, rujan) poklapanja nisu vidljiva (slika 21b), ali je u ovom
jezeru utvrdena statistiCka veza izmedu ovih dviju varijabli. Kod nekih mjeseci nisu vidljiva
poklapanja iz razloga $to je pigment fukoksantin prisutan u jo§ nekim fitoplanktonskim skupinama
kao $to su Chrysophyceae, Prymnesiophyceae i Xantophyceae (Vili¢i¢ 2002; Yanpei i sur. 2017)
te postoji moguénost da je u mjesecima kada nisu vidljiva poklapanja izmedu zastupljenosti
dijatomeja i koncentracije fukoksantina, zapravo veca zastupljenost ostalih skupina koje sadrzavaju
fukoksantin sto bi daljnjim istrazivanjima trebalo dokazati. Nasa pretpostavka je zapravo i bila da
¢e jedna od dominantnih fitoplanktonskih skupina u istraZivanim jezerima biti 1 skupina
Chrysophyceae te je velika vjerojatnost da se HPLC metodom ona i detektirala, no mikroskopijom

nije dokazana prisutnost ove skupine u ovim jezerima.

U Vranskom jezeru kod Biograda, fitoplanktonske skupine Charophyceae (harofita) i

Chlorophyta (zelene alge) bile su najviSe zastupljene tijekom proljetnih mjeseci (u travnju i
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svibnju), dok su ove skupine u Vranskom jezeru na Cresu bile zastupljene tijekom kasnih ljetnih
mjeseci (u kolovozu i rujnu). Charophyceae (harofita) su uobicajena fitoplanktonska skupina u
litoralnim zonama razli¢itih vodenih ekosustava razli¢itih dubina (Kufel i Kufel 2002). Smatraju
se vrlo efikasnom fitoplanktonskom skupinom svih slatkovodnih ekosustava jer smanjuju
zamucenost, pruzaju utoCiSte zooplanktonu te su izvor hrane za mnoge Zivotinje (Blindow i sur.
2002; Liu i sur. 2014; Sendergaard i sur. 2007). Chlorophyta (zelene alge) su zbog svoje
fotosintetske aktivnosti jedne od najvaznijih proizvodaca u slatkovodnim ekosustavima te su
ujedno i glavni izvor Kisika kao nusprodukta fotosinteze dok neke od njih tvore simbiotske odnose
s drugim skupinama organizama (De Clerck i sur. 2012). Zastupljenost ovih skupina dokazana je i
pigmentom luteinom koji je glavni dijagnosticki pigment za ove skupine (Not i sur. 2015; Schagerl
i Pichler 2000). U Vranskom jezeru kod Biograda, poklapanja izmedu fitoplanktonskih skupina
Charophyceae i Chlorophyta te pigmenta luteina vidljiva su samo tijekom proljetnih mjeseci (u
travnju 1 svibnju), a u tom jezeru je takoder utvrdena negativna korelacija izmedu ovih dviju
varijabli. U Vranskom jezeru na Cresu, poklapanja su vidljiva tijekom kasnih ljetnih mjeseci (u
kolovozu i rujnu) za obje skupine te tijekom proljetnih mjeseci (u travnju i svibnju) za Chlorophyta,
dok u ostalim mjesecima nisu vidljiva opazanja, N0 U ovom jezeru je utvrdena statisticka veza
izmedu ovih dviju varijabli. Poklapanja nisu vidljiva u svim mjesecima zato $to je i pigment lutein
kao i pigment fukoksantin prisutan u jo$ nekim fitoplanktonskim skupinama kao $to su
Rhodophyceae, Chrysophyceae i Prasinophyceae (Vili¢i¢ 2002; Yanpei i sur. 2017) te postoji
moguénost da je u mjesecima kada nisu vidljiva poklapanja izmedu zastupljenosti Charophyta i
Chlorophyta s pigmentom luteinom, zapravo veca zastupljenost ostalih skupina $to bi daljnim

istrazivanjima takoder trebalo dokazati.

Vremenska raspodjela fitoplanktona usko je povezana s uvjetima okoline u kojima se
fitoplankton nalazi kao $to su primjerice dostupnost hranjivih tvari te intenzitet svjetlosti (Buzanci¢

i sur. 2016) pa samim time varira i koncentracija pigmenata u stanicama fitoplanktona (Morovici¢
i sur. 2012).

Predstavnici skupine Dinoflagellata (svjetle¢i bi¢asi) imaju dominantnu ulogu u sastavu
fitoplanktonske zajednice u ova dva istrazivana jezera (Tomec i sur. 2009), a ¢esto su dominantne
fitoplanktonske skupine u oligotrofnim jezerima s obzirom na biomasu (Buchaca i sur. 2005). lako
su 1 u ovom istrazivanju mikroskopijom utvrdena kao jedna od dominatnih fitoplanktonskih

skupina, u ovom istrazivanju nisu pra¢eni HPLC metodom jer nije mjeren pigment peridinin, glavni
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dijagnosticki pigment za ovu fitoplanktonsku skupinu (Yanpei i sur. 2017), $to bi u budué¢im
istrazivanjima ovih jezera trebalo uvrstiti u analize za dobivanje to¢nijeg uvida u sastav zajednice

koriStenjem HPLC metode.

Za vrijeme ovog istrazivanja zabiljezen je 1 znaCajan razvoj skupine Cyanophyceae
(cijanobakterije). Cyanophyceae se tijekom ljetnih mjeseci mogu pojaviti s ve¢om biomasom u
jezerima zbog velikih temperatura (Schmidt 1995). Ova skupina takoder nije pra¢ena HPLC
metodom i u buducée bi trebala biti uklju¢ena kroz pracenje karakteristi¢nih pigmenata kao $to su
zeaksantin, alofikocijanin te fikocijanin (Vili¢i¢ 2002; Tundisi i sur. 2015) za dobivanje potpune

analize fitoplanktona u istrazivanim jezerima.

U ovom istrazivanju HPLC metodom mjeren je i pigment [R-karoten, pigment kojega
sadrzavaju mnoge fitoplanktonske skupine (Takaichi 2011). Upravo iz tog razloga prikazan je
odnos ovog pigmenta s ukupnom biomasom fitoplanktona te je u oba jezera utvrdena statisticka
veza izmedu ovih dviju varijabli. Poklapanja izmedu koncentracije R-karotena i ukupne biomase
fitoplanktona su vidljiva tijekom veéine mjeseca istrazivanja, osim u travnju i svibnju kod Biograda
i rujnu na Cresu kada su zabiljeZzene vece koncentracije pigmenta R-karotena. 3-karoten je osim u
stanicama fitoplanktona prisutan i u biljnim stanicama (Swapnil i sur. 2021) te je vjerojatno u tim
mjesecima u kojima nisu bila vidljiva poklapanja bio prisutan u biljkama koje su se nalazile u vodi.
R-karoten se nije pokazao kao dobar dijagnosticki pigment iz razloga $to je prisutan medu gotovo

svim fotosintetskim skupinama te ne pruza detaljniji uvid u strukturu fitoplanktonske zajednice.

Sastav i biomasa fitoplanktonskih zajednica se ¢esto odreduju mikroskopijom, no ova metoda
je dugotrajan proces. Kemotaksonomska procjena fitoplanktonske zajednice na temelju HPLC
analize pigmenata se danas Siroko primjenjuje za proucavanje strukture fitoplanktonskih zajednica
na Sirim prostornim i vremenskim razinama i iako jo$ nije dovoljno razvijena, ova metoda se u
posljednje vrijeme sve ceSce koristi 1 za procjenu fitoplanktonskih zajednica u slatkovodnim
ekosustavima (Xiaoging i sur. 2020). Iako bi se s istrazivanjima trebalo nastaviti (primjerice mjeriti
pigmente koji ¢e pokrivati sve dominantne skupine kao Sto su diadinoksantin, neoksantin,
peridinin, diatoksantin, violaksantin, zeaksantin (Yanpei i sur. 2017)) u ovom istrazivanju HPLC
metoda se pokazala kao pouzdan i brz alat koji se moze Koristiti za brza istrazivanja
fitoplanktonskih zajednica te se moZze koristiti kao dodatan alternativni alat uz mikroskopiju za

istrazivanje slatkovodnih ekosustava Vranskog jezera kod Biograda i Vranskog jezera na Cresu.
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6. ZAKLJUCAK

1. Metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC metodom) u Vranskom
jezeru kod Biograda i Vranskom jezeru na Cresu u sukcesivnom razdoblju od travnja do rujna
2019. godine izmjerene su koncentracije fotosintetskih pigmenata 3-karotena, fukoksantina i
luteina.

2. Prema sastavu fotosintetskih pigmenata, odredene su dominantne fitoplanktonske skupine
Diatomeae, Charophyceae i Chlorophyta u dva prirodna krska jezera u sukcesivnom razdoblju
od 6 mjeseci.

3. Usporedbom rezultata dobivenih metodom HPLC i standardnom mikroskopijom, u oba jezera
dokazana je prisutnost skupina Diatomeae i Chlorophyta kao dominantnih skupina, dok se
ostali rezultati nisu poklapali zbog ¢ega nasa hipoteza nije u potpunosti prihvacena te bi se u
buduéim istraZivanjima trebali mjeriti joS neki karakteristi¢ni dijagnosticki pigmenti kako bi se
dokazala prisutnost ostalih skupina utvrdenih mikroskopijom.

4. Dinamika fotosintetskih pigmenata u istrazivanom razdoblju (od travnja do rujna 2019. godine)
pokazala se kao dobra dopunska metoda za pracenje sukcesije fitoplanktonskih zajednica s
obzirom da su nam omogucili detaljniji uvid u njihovu strukturu za razliku od ukupne biomase.

5. Metoda tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti pokazala se kao brz i pouzdan alat
koji, uz mikroskopiju, moZze posluziti za brza istraZivanja fitoplanktonskih zajednica u

slatkovodnim ekosustavima.
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8. ZIVOTOPIS
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srednjoskolsko obrazovanje nastavila u Cakovcu gdje sam 2017. godine zavrsila op¢i smjer u
Gimnaziji Josipa Slavenskog Cakovec. Iste godine upisala sam integrirani preddiplomski i
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Sveucilista u Zagrebu.
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Hrvatskog kemijskog drustva ,,Znanstvene Carolije u sklopu koje sam odrzZavala radionice u
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Zagrebu i metodic¢ku praksu iz kemije u Osnovnoj Skoli Rudes$ gdje sam stekla iskustvo rada s
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