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1. UVOD

Kalcificirajuée alge su specificna skupina organizama koji procesom biomineralizacije
ugraduju kalcijev karbonat u svoj talus i/ili kalcijev karbonat taloZi na njihovoj povrsini
(Borowitzka 1982). Kalcijev karbonat je najzastupljeniji biogeni mineral (Lowenstam i Weiner
1989) te specifitna kontrola koju ove alge imaju nad njegovim talozenjem ukazuje da se radi
o procesu biomineralizacije. U ekoloSkom i geoloskom kontekstu, kalcificirajuce alge su od
velike vainosti. Naime, osim S$to sluze kao staniSte brojnim drugim organizmima, cesto
dominiraju u Zivotnim zajednicama i biomineralizacijom utjec¢u na kemiju ekosustava (Boskey
1998). Takoder, sastavni su dio sedimenta s obzirom na moguc¢nost fosilnog oc¢uvanja, zbog
¢ega su pogodan materijal za paleoekoloska istraZivanja (npr. Coletta i sur. 2001, Pentecost i

sur. 2006).

1.1. Ekologija Charophyta

Velika koli¢ina karbonatnih naslaga u slatkovodnim ekosustavima rezultat je
aktivnosti kalcificirajuéih zelenih algi koljena Charophyta (Tappan 1980), odnosno parozina,
¢iji predstavnici nastanjuju i krske vode Hrvatske. Parozine su makrofiti i kao takve su
fundamentalne za strukturu i funkciju ekosustava (Schubert i Blindow 2003). Naime,
prisutnost makrofita u vodenim sustavima je bitna buduci da oni utjeCu na protok vode i
njenu kakvodu, kruZenje nutrijenata i procese sedimentacije. Nadalje, sluze kao staniste i
skloniste brojnim beskraljeznjacima i ribama, a ujedno su i izvor hrane za brojne organizme
(Haslam 1987). Dakako, prisutnost i raznolikost makrofita u vodenim ekosustavima se
razlikuje Sto je sukladno ekoloskim preferencijama pojedinih vrsta (Bornette i sur. 1994).

ParoZzine obi¢no obitavaju u bocdatim vodama i na pjeskovitim i muljevitim
slatkovodnim stanistima kao Sto su jezera, potoci, bare, kanali i lokve (Slika 1) (Schubert i
Blindow 2003). Najcesce ih nalazimo u mirnom i stabilnom slatkovodnom okoliSu (Blindow i
sur. 2003) gdje su male varijacije u mikrostanistu budud¢i da parozZine iskazuju nisku
toleranciju na promjene brzine protoka, dubine, osvjetljenja i tipa supstrata na stanistu
(Vieira i Necchi 2002). Ove cinjenice djelomi¢no objasnjavaju specificnu distribuciju ovih

organizama u vodenim sustavima. Takoder, za ekologiju Charophyta je karakteristicno da



dominiraju ekosustavima koji su siromasni nutrijentima (Scheffer i sur. 1992, Blindow i sur.
2003). Stoga, ne cudi da se paroZine Cesto koriste kao bioindikatori kakvoce vode (Krause

1981).

Slika 1. Prikaz talusa alge Chara globularis Thuill. 1799 (gore — preuzeto s
http://www.museumwales.ac.uk) i Chara vulgaris L. 1753 (dolje desno —
preuzeto s http://www.biolib.cz) te jezerske livade alge Chara vulgaris

(dolje lijevo — preuzeto s http://www.biolib.cz).

Najvazniji okolisni ¢imbenik koji odreduje rast i razvoj Charophyta je svjetlost. Naime,
parozine ¢esto dominiraju na velikim dubinama u jezerima s velikom prozirnoséu te spadaju
medu najdublje makrofitske kolonizatore u jezerima (Chambers i Kalff 1985). Takoder,
masovna prisutnost paroZina u vodenom ekosustavu podrazumijeva staniSte s tvrdom
vodom, visokog alkaliniteta i relativno visokih pH vrijednosti (Blindow i sur. 2003). S obzirom
da su u tvrdim vodama uz kalcijeve katione prisutni i bikarbonatni anioni, oni predstavljaju
vazan izvor ugljika koji ovi makrofiti crpe iz vode u procesu biomineralizacije. Tako na
primjer, rod Chara preferira vode bogate kalcijem s rasponom pH vrijednosti 6-10 (Moore

1986). Temperatura je joS jedan u nizu vaznih ekoloskih ¢imbenika koji utje¢u na razvoj



parozina, s obzirom da djeluje na njihove fizioloske procese i, prije svega, fotosintetsku i
kalcificiraju¢u aktivnost (Carlstein 2002). Naime, u usporedbi s drugim vodenim biljem na
istom staniStu, razvoj oospora i bulbila paroZina zahtjeva vise temperature (van den Berg i

sur. 1998).

1.1.1. Utjecaj Charophyta na ekosustav

U nekim ekosustavima Charophyta su dominantna komponentna submerznih
makrofita Sto rezultira pojavom charophytskih livada i ,,Chara-jezerima“ (Schubert i Blindow
2003). Ta pojava je ekoloski jako vazna zbog nekoliko razloga:

e livade Charophyta imaju veliku biomasu i mogu akumulirati znatnu koli¢inu
nutrijenata koje zadrzavaju kroz dulje vremensko razdoblje, sto pak doprinosi odrzavanju
niske trofije sustava (Kufel i Kufel 2002);

¢ livade Charophyta stabiliziraju sediment Sto povecava prozirnost vode (van Donk i
van de Bund 2002, N&ges i sur. 2003);

e alge imaju veliku povrsinu koju naseljavaju brojni mikroorganizmi koji predstavljaju
izvor hrane za organizme makrozoobentosa, $to je od velike vaznosti u zimskim mjesecima
kada vecéina makrofita, izuzev parozina, odumire i nestaje (Moore 1986);

e zbog bogatstva mikronisa, Charophyta predstavljaju skloniste i staniSte brojnim
organizmima (Hansen i sur. 2010);

e parozine izluCuju alelopatske komponente koje inhibiraju razvoj fitoplanktona
(Wium-Andersen i sur. 1982);

¢ livade Charophyta vrse biolosku dekalcifikaciju vode (Kufel i Kufel 2002) uslijed koje
je moguca koprecipitacija fosfora i kalcita Sto moZe imati utjecaja na kruZenje fosfata u
ekosustavu (Koschel i sur. 1983).

Takoder, kao i drugi vodeni makrofiti, i Charophyta utje¢u na hidrologiju sustava pri ¢emu

svojom prisutnos¢u smanjuju dubinu vodenih objekata i brzinu protoka (Kaenel i sur. 2000).

1.1.1.1. Utjecaj Charophyta na kruzenje nutrijenata i hranidbenu mrezu

Livade Charophyta mogu utjecati na kruZenje nutrijenata u ekosustavu na nekoliko

nacina. Prvi, a vjerojatno i najvazniji, utjecaj je ugradnja nutrijenata u biomasu alge. Pri tome



je kolicina ugradenih nutrijenata dirigirana produktivnoséu Charophyta, njihovom
maksimalnom moguéom biomasom, dostupnos$éu nutrijenata u okoliSu u kojem se nalaze te
prezimljavanjem i brzinom razgradnje samih algi (Kufel i Kufel 2002). Budu¢i da Charophyta
stvaraju guste livade, one poti¢u sedimentaciju i sprjecavaju resuspenziju Cestica sedimenta,
¢ime ujedno sprjecavaju povratak nutrijenata pohranjenih u sedimentu u ciklus kruzenja u
sustavu. Stoga, ne ¢udi da je za populacije Charophyta uvrijeZen naziv da u ekosustavima
predstavljaju ,,zamke” za nutrijente (Kufel i Kufel 2002).

Charophyta su kao makrofiti dio hranidbene mreZe te ulaze u kompeticijske odnose s
fitoplanktonom i perifitonom (van Donk i sur. 1993). Primjerice, Kufel i Ozimek (1994) su
pokazali da zahvaljujuéi kompeticiji za fosfate, alge roda Chara odrZavaju biomasu
fitoplanktona niskom, pri éemu se utjecaj odrazava na vise troficke kategorije — zooplankton
i ribe. Takoder, Charophyta koji nastanjuju sedimente obogaéene organskom tvari su
sposobni opskrbljivati dno kisikom ¢ime stvaraju povoljne uvjete za procese
nitrifikacije/denitrifikacije (Lijkiema 1994) Sto posljedicno utjeCe na dostupnost dusika

potrebnog za razvoj fitoplanktona.

1.1.1.2. Odnos Charophyta i drugih organizama u ekosustavu

Kao i ostali makrofitski organizmi, i Charophyta sluze kao staniSte brojnim
organizmima. Rije¢ je o specificnoj obrastajnoj zajednici, tocnije epifitonu, koji uglavhom
sainjavaju bakterije, protozoa i alge te beskraljeznjaci. Obrastanje paroZina moze imati
negativan utjecaj na njihov razvoj bududi da obrastajna zajednica mozZe smanijiti apsorpciju
nutrijenata (Scheffer 2001), kao i smanijiti stupanj osvijetljenosti, cak i do 80% (Ondok 1978).
No, ta ista obraStajna zajednica sluzi kao izvor hrane drugim organizmima kao $to su
beskraljeznjaci koji struganjem ,,Ciste” makrofite Sto ima povoljan utjecaj na njihov rast i
razvoj (Jones i sur. 1999, James i sur. 2000). VaZzno je napomenuti da specifi¢cna morfologija i
tekstura povrsine makrofita utje¢e na strukturu zajednice organizama koja ¢e ih naseljavati
(Wetzel 2001, Messyasz i Kuczynska-Kippen 2006). S obzirom na tu ¢injenicu, uoceno je da
parozine naseljavaju specificne zajednice epifitskih organizama (Messyasz i Kuczynska-
Kippen 2006), na koje uvelike utjecu i fizikalno-kemijski parametri okolne vode, sezonalnost,

kao i bioticke interakcije kao Sto je alelopatija (Duggan 2001). Takoder, osim kao staniste,



Charophyta sluze kao skloniste zooplanktonskim organizmima pred njihovim predatorima
ribama (Persson i Eklov 1995) i kao supstrat za odlaganje jaja.

Sto se tie dosadadnjih istraZivanja suodnosa i suZfivota Charophyta i drugih
organizama, uglavnom se obraduju teme utjecaja paroZina na fitoplanktonsku i
zooplanktonsku komponentu (Koschel i sur. 1983, Balls i sur. 1989, Jeppesen i sur. 1994, van
den Berg i sur. 1998, Messyasz i Kuczynska-Kippen 2006). Primjerice, van den Berg i sur.
(1998) su uocili da je u podruc¢jima gdje obitava rod Chara i do 30 puta niZza gustoca
fitoplanktona Sto bi mogao biti rezultat nekoliko ¢imbenika — kompeticije za nutrijente (Kufel
i Ozimek 1994), precipitacije kalcita uzrokovanom povisenom pH vrijednoséu unutar livada
Charophyta (Koschel i sur. 1983) i/ili alelopatskog ucinka Charophyta (Wium-Andersen i sur.
1982). Neki autori smatraju da je zasjenjenje koje je rezultat prisutnosti Charophyta vazan
¢imbenik koji takoder ima negativne uc¢inke na razvoj fitoplanktona (Wetzel 1975, Ozimek i
sur. 1990), a treba uzeti u obzir i ¢injenicu da zooplankton koji koristi populacije Charophyta
kao zaklon tijekom dana, znacajno utjeCe na smanjenje fitoplanktonske biomase (Lauridsen i
sur. 1998, Jirgens i Jeppesen 1998). Vazno je napomenuti da su u dosadasnjim istraZivanjima
parozina, ostale skupine organizama uglavnom zanemarivane (npr. Boots i Cowell 1993, van
den Berg i sur. 1998, Marklund i sur. 2001, Hansen i sur. 2010). Postoje i iznimke, tako da je,
na primjer, poznato da se li¢éinke roda Liaphlus hrane iskljuivo parozinama te su stoga
razvile specificne kukaste organe za hranjenje kojima probijaju kalcificiranu povrsSinu
(Schubert i Blindow 2003). Takoder, istraZzivanje Sviben i sur. (u pripremi) je ukazalo na
znacajnost parozina, tocnije roda Chara, kao supstrata za organizme makrozoobentosa. Osim
izuzetne brojnosti beskraljeznjaka koji obitavaju na ovim algama, a usprkos izrazenoj
kalcificiranosti tkiva, zabiljezena je i velika bioloska raznolikost u usporedbi s drugim
supstratima, kao Sto su listinac i pijesak. Pritom su li¢inke kukaca bile najbrojniji predstavnici

makrozoobentosa.

1.1.1.3. Alelopatija Charophyta

Mnogi predstavnici Charophyta imaju poseban oporni miris Sto je vezano uz pojavu
alelopatije. Naime, produkcija alelopatskih komponenti od strane makrofita je djelotvorna
obrambena strategija protiv fotosintetskih organizama s kojima su doti¢ni makrofiti u

kompeticiji za svjetlost i hranu. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da postoji povezanost



izmedu jezera niske trofije i alelopatskih komponenti koje izluCuju Charophyta (Kleiven i
Szczepanska 1988, Blindow i Hootsmans 1991, Schubert i Blindow 2003). Kao $to je veé
spomenuto, parozine preferiraju cCistu vodu odnosno sustave niske trofije, a gustoéa
perifitonskih organizama na njima je niska (Blindow 1987, Blindow i Hootsmans 1991).
Wium-Andersen i sur. (1982) su izolirali heterociklicke sumporne supstance ditiolan i tritian
iz nekoliko vrsta Charophyta za koje se pokazalo da inhibiraju fotosintezu dijatomeje
Nitzschia palea. Takoder, pokazalo se da ekstrakt vrste Chara tomentosa inhibira rast biljke
Lepidium sativum (Kleiven i Szczepanska 1988), dok voda iz kulture vrste Chara globularis
inhibira rast zelene alge Scenedesmus communis (Blindow i Hootsmans 1991). Unatoc¢ ovim
rezultatima, nema cvrstog dokaza da paroZine selektivno utjecu na fitoplankton te do danas
nije napravljena studija koja bi dokazala alelopatiju Charophyta in situ. Sto se tice
zooplanktona, za sad je jedino uoceno da predstavnici Nitella sp. luce specificne komponente
koje se povezuju sa smanjenjem brojnosti roda Daphnia u okolini tih algi (Blindow i

Hootsmans 1991).

1.1.1.4. Biomineralizacija i fotosinteza

Biomineralizacija je proces kojim Zivuéi organizmi stvaraju ili sudjeluju u stvaranju
minerala (Boskey 1998), a rasprostranjen je medu razli¢itim skupinama organizama — od
dijatomeja, algi, spuzvi, koralja, mekuSaca, Skoljkasa i clankonoZaca do kraljeznjaka.
Biomineralizacija moze biti bioloski inducirana ili bioloski kontrolirana (Lowenstam 1981). U
sluéaju kalcificirajuéih algi s talusom rije¢ je o bioloski induciranoj kalcifikaciji buduéi da je
precipitacija rezultat interakcije okoliSa i bioloSke aktivnosti organizma pri ¢emu sam
organizam nema kontrolu nad tipom minerala koji ¢e nastati (Lowenstam 1981).

Charophyta kao kalcificirajuée alge karakterizira pasivna biomineralizacija koja se
zbiva na povrsini stanic¢ne stjenke cilindri¢nih internodalnih stanica koje su promjera 1-2 mm
i duljine 150-200 mm (Borowitzka 1982). Tijekom rasta i fotosintetske aktivnosti stanice
Charophyta na podruéju membrane razvijaju alterniraju¢e kisele i alkalne zone (tzv.
polarizacija pH vrijednosti) Sto je povezano s procesom kalcifikacije (Walker i Smith 1977,
Lucas i Nuccitelli 1980). Valja napomenuti da pojava povezanosti fotosinteze i
biomineralizacije nije svojstvena samo parozinama ve¢ da se javlja i kod kokolitoforidnih algi,

vodenog vaskularnog bilja, kao Sto je rod Potamogeton, te nekih vrsta koralja sa



simbiontskim algama (McConnaughey 1998). Naime, kod tih organizama je uoceno da, ako
obitavaju u umjereno alkalnim vodama bogatim kalcijem, brzina kalcifikacije odgovara brzini
odvijanja fotosinteze, pri ¢emu proces kalcifikacije [1] generira protone potrebne za proces

fotosinteze [2]:

Ca**(aq) + HCO3 (aq) €<>CaCOs(s) + H'(aq) [1]
H'(aq) + HCO3'(ag) ¢> CO,(aq) + H,0(l) > CH,0(aq) + O,(g)  [2]

Zbrajajuci reakcije [1] i [2] dobivamo sumarni proces koji obuhvaca ucinke kalcifikacije i

fotosinteze:

Ca’*(aq) + 2HCO3 (ag) &> CaCOs(s) + CH,0(aq) + O,(g) [3]

Ako se vratimo na prvi dio reakcije [2] uocit ¢éemo da je glavni doprinos kalcifikacije
fotosintezi povedanje koncentracije CO,. To je vaino zbog aktivnosti enzima RUBISCO
(ribuloza bisfosfat karbiksilaza-oksigenaza) koji katalizira prvi korak fiksacije ugljika u
Calvinovom ciklusu, tocnije, omoguduje ugradnju atoma ugljika iz atmosferskog CO, u
organske molekule (Smith i Walker 1980). No, nedostatak enzima RUBISCO jest mala
ucinkovitost bududi da stanje zasi¢enosti s CO,, koji mu je jedan od supstrata, postize kod
koncentracija koje su iznad atmosferskih vrijednosti tog plina. Zbog toga je RUBISCO kao
enzim prilicno spor (Raven i Johnston 1991), no povedéanje koncentracije CO, putem
protonacije HCO3™ u procesu kalcifikacije pomaZze organizmima ubrzati proces fotosinteze. S
druge strane, kalcifikacija pomaze organizmima da izbjegnu probleme izazvane difuzijom CO,
i H', koja inace ograni¢ava fotosintezu, upravo na nacin da se stvaraju odvojene kisele i
alkalne zone na membrani stanica kao Sto je to uoceno u parozina (McConnaughey 1998).
Alkalne zone su specijalizirane za proces primanja protona pri ¢emu se oslanjaju na proces
kalcifikacije koji te protone generira, dok su kisele zone specijalizirane za izluCivanje protona

i iskoriStavanje bikarbonata (McConnaughey 1998).



1.1.1.4.1. Model kalcifikacije Charophyta — rod Chara

lako su svi fotosintetski aktivni organizmi sposobni precipitirati kalcijev karbonat, on
je obi¢no rasprsen na njihovoj povrsini (Coletta i sur. 2001). Specifi¢nost paroZina jest upravo
u tome da specifiéna polarizacija pH vrijednosti rezultira specificnim uzorkom inkrustacije
koji je ponekad vidljiv golim okom (Schubert i Blindow 2003). Takoder, efikasnost uzimanja i
iskoristavanja bikarbonata iz okolne vode je veéa kod Charophyta u usporedbi s vaskularnim
biliem Sto je rezultat postojanja specificnih molekularnih procesa koji uvjetuju kalcifikaciju
parozina (van den Berg i sur. 1999).

U slucaju algi roda Chara, alkalne i kisele zone se nalaze iskljuivo na povrsini
membrane stanica, a njihova pojava je vezana uz specifican tip organela — charosoma.
Charosomi su unikatni, membranozni globularni organeli veli¢ine 0.5-1 um koji se sastoje od
razgranatih tubularnih invaginacija plazmatske membrane (Chilcott i Coster 1999). Ti
organeli se u velikom broju nalaze u podrudju kiselih zona, samo uz prisutstvo svjetlosti te
tijekom fotosinteze (Lucas i Nuccitelli 1980). Njihova pojava je vezana uz iskoristavanje
bikarbonata (Chau i sur. 1994) koji se zahvaljujuéi kotransportu s vodikovim ionima prenose
u stanice alge. Naime, uoceno je da se na charosomima nalaze velike koli¢éine ATP sintaze
koja translocira protone pri ¢emu se stvaraju lokalizirane kisele zone (pH oko 6) na vanjskoj
povrsini membrane stanica. Te kisele zone se pojavljuju u obliku radijalnih pruga dugackih 5
mm, a nalaze se izmedu nesto uzih alkalnih zona (pH oko 10) u ¢ijem podrucju dolazi do
kalcifikacije (Chilcott i Coster 1999).

U razjasnjavanju mehanizma kalcifikacije roda Chara u pocetku je predlozen model
koji je pretpostavljao da HCOjs ioni difundiraju u podrucje alkalne zone gdje dolazi do
deprotonacije i nastajanja CO5” koji se potom vezu s Ca** ionima iz okolne vode, $to rezultira
talozenjem CaCOs (Slika 2) (McConnaughey 1998). Medutim, mjerenjem sadrzaja izotopa C**
u talogu karbonata izoliranog s povrsine algi, utvrdeno je da se ugljik potreban za kalcifikaciju
i fotosintezu transportira iskljuivo preko kiselih zona (McConnaughey 1989a, 1989b).
Tocnije, pokazalo se da je ugljik koji taloZi u podrucju alkalnih zona prethodno apsorbiran u
podrucju nekalcificirajuéih kiselih zona (McConnaughey 1991). Naime, puferi koji su trebali
biti u kompeticiji s HCOs ionima za prijenos protona u alkalnoj zoni nisu interferirali s
kalcifikacijom, dok su puferi koji su kompetirali s HCOs ionima za primanje protona u

podrucju kiselih zona imali inhibirajuéi efekt na kalcifikaciju. Na temelju pronadenoga, moze



se zakljuciti da ugljik koji se koristi za kalcifikaciju i fotosintezu, alge roda Chara uzimaju u
podrucju kiselih zona u formi HCO3 iona te ga za potrebe kalcifikacije, putem stanice
translociraju u formi CO, u podrucje alkalnih zona (Slika 2). Pitanje koje se postavlja vezano
je uz mehanizam transporta iona kalcija i protona u podrucje alkalnih zona kalcifikacije.
PredloZen je model koji pretpostavlja postojanje enzima Ca’*-ATPaze te Ca**/2H" izmjenu
putem protutransporta (McConnaughey i Falk 1991). Po tom modelu stanica bi skladistila
Ca’" ione preuzete iz okoline te ih transportirala u podru¢je alkalnih zona. Pri tome bi CO,,
koji je nastao u stanici konverzijom iz HCO3 iona, difundirao u podrucje alkalne zone gdje bi

doslo do slijedece kemijske reakcije:

Ca’*(aq) + CO5(aq) + H,0(l) &> CaCOs(s) + 2H*(aq) (4]

Protoni koji se protutransportiraju zahvaljujuci Ca?*/2H* mehanizmu, uklanjaju se iz alkalne
zone (McConnaughey i Whelan 1997) te ulaze u stanicu gdje sudjeluju u konverziji HCO3 u
CO,. lako sama konverzija jo$ uvijek nije u potpunosti razjasSnjena, pretpostavlja se da HCO3’
ioni aktivho ulaze u stanicu u kiseloj zoni u simportu s protonima ¢emu u prilog ide
postojanje ATP sintaze u charosomima (Chilcott i Coster 1999). U samim stanicama dolazi do
deprotonacije pri ¢emu nastaju CO;, i OH". Bududéi da je ta kemijska reakcija sama po sebi
spora, najvjerojatnije je konverzija katalizirana enzimom karboanhidraza, Cije su poveéane
koncentracije uocene u podrucjima kiselih zona (Staal i sur. 1989). Naravno, OH" ioni bi se
potom ispumpavali iz stanice mehanizmom neovisnim o ATP sintazi. Sukladno, sumarna

reakcija u kiseloj zoni bi bila slijedeéa:

2H*(aq) +2HCO; (aq) €> 2C0O,(aq) + 2H,0(l) [5]

Valja napomenuti da je za nukleaciju i rast biominerala potrebno postojanje mikropodrucéja s
dovoljnom lokalnom prezasi¢enosti (McConnaughey i Whelan 1997), Sto je i uoceno kod
roda Chara. Naime, kod tih algi do nove kalcifikacije dolazi izmedu povrsSine stanice i veé
prethodno natalozenog karbonata $to ide u prilog postojanju Ca®*-ATPazne pumpe. Takoder,

uzimajudéi u obzir reakciju fotosinteze koja se dogada u kloroplastima:

COy(aq) + H,0(l) <> CH,0(aq) + 0(g) (6]



moguce je uociti da se zbrajanjem reakcija [4], [5] i [6] dobiva ve¢ spomenuta sumarna
reakcija [3]. Pri tome valja imati na umu da ovaj model nije u potpunosti dokazan sto je

posljedica specificne fiziologije organizama, kao i zbog eksperimentalnih ogranicenja.
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Slika 2. Shematski prikaz kalcifikacijskog modela alge roda Chara. (A) protonska elektroforeza
pokrenuta membranskim elektricnim potencijalom. (B) Ca*-2H* protutransport kataliziran

Ca’*-ATPazom. Preuzeto iz McConnaughey 1998.

1.1.1.4.2. Uloga kalcifikacije

lako je ve¢ djelomic¢no objasnjena kalcifikacija kao proces koji generira protone i
povecava koncentraciju CO,, Sto pozitivno utjeCe na fotosintezu, valja napomenuti da ovaj
proces ima jos nekoliko vaznih uloga.

Ono $to bi se intuitivno moglo zakljuditi jest da talog kalcijeva karbonata sluzi kao
obrana od herbivornih organizama. Medutim, Cinjenica je da su se kalcificirajuée alge razvile
prije nego Sto su evoluirali herbivori makrofaune Sto pak implicira da se ovaj proces prvotno
nije razvio kao obrambeni mehanizam protiv herbivora (Hay i sur. 1994). Kasnije je proces
kalcifikacije vjerojatno odigrao vaznu ulogu u vidu prirodne selekcije. Takoder, valja pojasniti
da karbonati imaju svojstva koja ¢esto smetaju konzumentima zbog cega ih oni izbjegavaju:
fizicki su tvrdi i neutraliziraju kiseline. No, njihov nastanak je povezan s asimilacijom
nutrijenata (McConnaughey i Whelan 1997). Naime, uoceno je da fosfati, nitrati, nitriti,

amonijak, kalij, Zeljezo i magnezij mogu biti asimilirani mehanizmima koji su povezani s
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izlu¢ivanjem protona u procesu biomineralizacije, posebice u uvjetima nedostatka
nutrijenata (McConnaughey i Whelan 1997). To djelomi¢no objasnjava dominaciju

kalcificirajucih algi u jezerima siromasnim nutrijentima.

1.2. Charophyta u Hrvatskoj

Charophyta su u Hrvatskoj sustavno istrazivani dulji niz godina, no, iskljucivo s
aspekta rasprostranjenosti i taksonomije i to na podruéju NP Plitvicka jezera, NP Krka, a
nedavno su zapocela i istraZivanja u sklopu Parka prirode Vransko jezero (Blazencic i
Blazenci¢ 1983, Blazenci¢ 1984, Blazenci¢ i Blazenci¢ 1990, Blazenci¢ i Blazenci¢ 1990-91,
Blazenci¢ i sur. 1991, Blazenci¢ i Blazenci¢ 1992, Blazenci¢ i Blazenci¢ 1994, BlaZzencic¢ i
Randelovi¢ 1994, Blazenci¢ i Blazenci¢ 1995, Blazencic¢ i Blazenci¢ 1996, Blazenci¢ i sur. 1996,
Blazencic¢ i Blazenci¢ 2002, Blazencic¢ i Blazenci¢ 2003, Blazenci¢ i sur. 2006a, Blazencic i sur.

2006b).

1.2.1. Sedrotvorni sustav Plitvickih jezera

Kompleks Plitvickih jezera je specifi¢an krski hidrosustav koji je do danas bio predmet
brojnih istrazivanja — od onih koja se ticu hidromorfoloskih i geomorfoloskih karakterizacija
(Ridanovi¢ i Bozic¢evi¢ 1996), kemizma vode (Srdo€ i sur. 1985) i antropogenog utjecaja
(Obeli¢ i sur. 2005) do onih koja se ti¢u istraZivanja flore (Seljuga i Hr$ak 1994), faune
(Habdija i sur. 2004, PreviSi¢ i sur. 2007, Kucini¢ i sur. 2008), troficke strukture
makrozoobentosa (Habdija i sur. 1994), transporta sestona (Spoljar i sur. 1994) i dinamike
organske tvari (Milisa i sur. 2006). Specificnost Plitvickih jezera je upravo u procesu
osedravanja koje je rezultiralo razvojem barijera i kaskadno nanizanim baraznim jezerima.
Sedra je sedimentna stijena koja inace nastaje u slatkovodnim sustavima kao rezultat
talozenja kalcijevog karbonata na organskom materijalu (Riding 1991), a obi¢no sadrzava
ostatke mikro- i makrofita, beskraljeznjaka i bakterija (Ford i Pedley 1996). Vaino je
napomenuti da sedra nastaje u jedinstvenim uvjetima koji podrazumijevaju specificnu
kombinaciju biotickih i abioti¢kih ¢imbenika (Riding 2000), odnosno, produkt je i fizikalno-
kemijskih i bioloskih procesa talozenja. Pedley (2000) smatra da su fizikalno-kemijski procesi

dominantni na mjestima brZeg toka vode, kao Sto su barijere na kojima je izrazena aeracija
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vode, dok bi uloga biote bila izraZenija u sporijim dijelovima toka i u stajac¢icama. Sam proces

taloZenja karbonata moZze se jednostavno opisati slijede¢om jednadzbom:

Ca**(aq) + 2HCO3 (aq) <> CaCOs(s) + CO,(g) + H,0(l) [7]

1.2.1.1. Abioticka komponenta osedravanja

Neki autori su misljenja da osnovnu ulogu pri nastanku sedre imaju fizikalno-kemijski
uvjeti na stanistu, dok sami organizmi predstavljaju podlogu na koju se taloZi karbonat
(Riding 1991). Naravno, osnovni uvjet za to je prezasi¢enost vode karbonatom, a da bi doslo
do njegove precipitacije potrebno je prijeci kineticku barijeru nukleacije i rasta kristala koja
je relativno visoka. Kao nukleus ¢esto sluze mineralne Cestice u vodi, skeleti ili dijelovi skeleta
organizama te sami organizmi, primjerice cijanobakterije i bakterije (Dittrich i sur. 2004).
TaloZenje mozZe biti inhibirano prisutno$éu stranih iona, npr. iona metala (posebice Cu®,
Mg?*, Fe*, Fe**) koji se adsorbiraju na kristale kalcita te spre¢avaju daljnji rast (Zeppenfeld
2003). Inhibitorsko djelovanje iskazuju i neke organske tvari (Zhang i sur. 2001), kao Sto je
humusna kiselina, koje se takoder veZu na aktivna mjesta rasta na povrsini kristala (Reddy i
Hoch 2001).

Uzevsi u obzir samo abioticku komponentu osedravanja, proces bi se mogao opisati
na slijedeéi nacin. Voda nakon prolaska kroz slojeve tla biva obogacena s CO,. Prilikom
izbijanja vode na povrsinu dolazi do izlaska CO, u atmosferu, uzrokovano pomicanjem
kemijske ravnoteze [7], tako da voda postaje prezasi¢ena s obzirom na kalcijev karbonat.
Nakon S$to voda dosegne odreden stupanj prezasicenosti te ukoliko ostali ¢imbenici
podrzavaju taloZenje, dolazi do osedravanja (Kempe i Emeis 1985). Dakako, izlazak CO, iz
vode ili isplinjavanje je poveéano na barijerama i mjestima s turbulentnijim tokom $to moze
rezultirati i nastankom abioticki precipitiranog kalcita, specificnog romboidnog oblika (Pedley

2000).

1.2.1.2. Bioticka komponenta osedravanja

Organizmi kao sedrotvorci imaju dvojaku ulogu u nastanku sedre - fizicku i kemijsku

(Chen i sur. 2004). Fizicka uloga podrazumijeva zadrzavanje i vezanje mikroskristali¢a,
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nukleaciju i inkrustaciju, a kemijska uloga podrazumijeva uklanjanje CO, iz vode, najcesce
procesom fotosinteze.

Najc¢esSce se u kontekstu utjecaja biote na osedravanje spominju mukozne tvorevine
koje izlu€uju bakterije, cijanobakterije i eukariotske alge. One mogu Ciniti osnovu za nastanak
sedre (Winsborough 2000) buduc¢i da moze doci do kalcifikacije njihovog ekstracelularnog
matriksa. DéFarge i sur. (1996) smatraju da do nukleacije u tom slucaju dolazi na kiselinskim
skupinama polisaharida gdje dolazi do vezanja divalentnih kationa. Takoder, mreia
polisaharida omogucuje nastanak prezasi¢enih mikrodomena, u kojima je proces taloZenja
mogué. Uz ve¢ spomenute organizme, i mahovine se ¢esto navode kao znacajni sedrotvorci
buduci da njihovu hidrofilnu povrsinu ¢esto nastanjuje raznolika obrastajna zajednica (Turner
i Jones 2005). Takoder, dokazano je da do nukleacije kristala dolazi i na drScima i
mukopolisaharidnim produktima algi kremenjasica (Winsborough 2000) koji zadrzavaju
mikrokristali¢e iz vode te sluze kao centri rasta kristala.

Od ostalih biotickih komponenti valja spomenuti i metabolicke procese
mikroorganizama koji takoder mogu utjecati na precipitaciju karbonata. Fotosintetsko
ugradivanje CO, i/ili HCO3 te bakterijska amonifikacija, denitrifikacija i redukcija sulfata
mogu povisiti alkalinitet i stimulirati precipitaciju (Riding 2000). Pedley (2000) navodi da
postojanje gradijenta koncentracije CO, u blizini obrasStajne zajednice kao rezultata
fotosinteze moZe imati za posljedicu taloZenje karbonata u uvjetima male brzine strujanja
vode.

Drysdale (1999) je pokazao da li¢inke tulara iz porodice Hydropsychidae utjecu na
osedravanje buduci da se na njihova sklonista i mrezZe veze kalcit. Takoder, Leggitt i Cushman
(2001) su opisali fosilni jezerski tip sedre kojim dominiraju naslage kucica tulara. Izmedu
fosiliziranih kucica uvijek se nalazi sloj fosiliziranog obrastaja. Takva slojevitost vjerojatno je

vezana uz zivotni ciklus tulara.

1.2.2. Plitvicka jezera i Charophyta

Istrazivanja Charophyta u sklopu NP Plitvicka jezera provedena su 90-ih godina
proslog stolje¢a (Blazenci¢ i Blazenci¢ 1990-91, Blazenci¢ i sur. 1991, Blazenci¢ i Blazencié
1992, 1995, 1996, Blazencié i sur. 1996), no, do danas su ta istrazivanja ostala samo na razini

taksonomije i distribucije populacija. Na podrudju Plitvickih jezera je do sada zabiljezeno 8
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vrsta Charophyta: Chara vulgaris L. 1753, Chara rudis A. Br. ex Leonh. 1857, Chara globularis
Thuill. 1799, Chara aspera Deth. ex Willd. 1809, Chara contraria A. Br. ex Kutz. 1845, Chara
delicatula Ag. 1824, Chara hispida L. 1753 i Nitella opaca (Ag. Ex Bruz.) Ag. 1824.

1.3. Ciljevi istrazivanja i radna hipoteza

1.3.1. Ciljevi istrazivanja

Osnovni ciljevi provedenog istrazivanja bili su:

e Odrediti epifitsku faunu na povrsini alge roda Chara koja obitava na gornjem i
donjem dijelu talusa pri dubinama od 1, 5 i 10 metara u jezeru Prosée (NP Plitvicka jezera).
Distribucija epifita se mozZe korelirati s ekoloskim parametrima Sto moze dati informaciju o
specificnoj ekologiji organizama i o tome kako se sama distribucija mijenja s promjenom
dubine.

e Odrediti koli¢inu fotosintetskih pigmenata (klorofila a, klorofila b i karotenoida) u
tkivu alge roda Chara na gornjem i donjem dijelu talusa pri dubinama od 1, 5i 10 metara u
jezeru Prosce te utvrditi mijenjaju li se ti omjeri znacajno s promjenom dubine i u ovisnosti o
kolicini kalcificiranosti tkiva.

e Utvrditi koli¢inu i porijeklo sedre na povrsini alge roda Chara pomoéu analize
izotopa ugljika *C i kisika *20. Ovime se Zeljelo utvrditi da li je sedra talozena na povrsini alge
roda Chara u sustavu Plitvickih jezera rezultat bioloske kalcifikacije, odnosno,
biomineralizacije ili iskljuCivo abioticke mineralizacije, odnosno, fizikalno-kemijskih procesa

osedravanja koji se odvijaju u blizini povrsine tkiva alge.

1.3.2. Radna hipoteza

Na temelju postavljenih ciljeva istrazivanja moze se definirati slijede¢a radna
hipoteza:

¢ zajednica epifitskih organizama na povrsini alge roda Chara pokazat ¢e razlike na
gornjem i donjem dijelu talusa alge kao i na razli¢itim dubinama jezera Prosce;

¢ koli¢ina fotosintetskih pigmenata u tkivu alge Chara ¢e pokazati razliku izmedu

gornjeg i donjeg dijela talusa i razlikovat ¢e se pri razli¢itim dubinama;
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e jzotopska analiza sedre ¢e upudivati na isto porijeklo sedre neovisno o dubini
uzorkovanja;
e koli¢ina sedre istaloZzene na algi ¢e se razlikovati pri razli¢itim dubinama

uzorkovanja.
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2. PODRUCIJE ISTRAZIVANJA

2.1. Baraini sustav Plitvickih jezera

Plitvicka jezera (44°85°N, 15°62°E) su smjeStena u krskoj regiji sjeverozapadnog dijela
Dinarida izmedu planinskih sustava Kapele i PljeSevice. To je sustav od Sesnaest baraznih
jezera koji se pruza 9.05 km u smjeru jug-sjever, od najjuznijeg jezera ProS¢e do zavrSetka
jezera Novakovica brod odakle voda dalje otjece rijekom Koranom. S obzirom na geolosku
podlogu jezera su podijeljena na Gornja (12) koja leze na dolomitnoj podlozi i Donja (4) koja
se nalaze na rudistnim vapnencima (Ridanovi¢ 1994). Citavo podruéje izgradeno je od
naslaga mezozojske (vapnenci i dolomiti) i kenozojske (kvartarna sedra) starosti. Jezera
primaju vodu iz niza okolnih izvora i pritoka, od kojih su veci Bijela i Crna Rijeka koje se
spajaju u Maticu, te Rjecica i potok Plitvica. Krska podloga uvjetuje niz podzemnih dotjecanja
i otjecanja te stoga vodna bilanca ovog podrucja jos uvijek nije potpuno razjasnjena. Sedra
koja se stvara u hidrosustavu Plitvickih jezera spada u fluvijalni barazni model (Ford i Pedley
1996).

Zbog specificnosti ovog podrudja, ali prije svega zbog fenomena osedravanja, Plitvicka

jezera su 1949. godine proglasena Nacionalnim parkom.

>N

eotadid

postaja istraZivanja (jezero Prosce)

2 km

Slika 3. Profil NP Plitvicka jezera. Oznacena je postaja istrazivanja na jezeru Prosce.
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2.2. Postaja istrazivanja

Buduéi da je istrazivanje provedeno na algi roda Chara, za mjesto uzorkovanja
odabrano je jezero Prosce gdje je ve¢ dulji niz godina zabiljezeno prisutstvo livada
Charophyta (Slika 3). Jezero Prosée se u barainom sustavu nalazi na 636 metara n.v. te ima
povriinu od 0,68 km? i maksimalnu dubinu od 38 m. Koordinate postaje istraZivanja bile su
44°5133”N i 15°3609”E. Sama postaja je u maloj uvali na isto¢noj strani jezera koja je
okruzena vegetacijom bukve (Fagus sylvatica), a muljevito je dno prekriveno algom roda

Chara.

Slika 4. Priprema za zaron u jezeru Prosce (lijevo). Livada alge Chara rudis na 1 metar dubine na postaji

istrazivanja (desno). Foto: Renata Matonickin Kepdija.
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3. MATERUALI | METODE

Terenski dio istrazivanja obuhvatio je jedan izlazak na teren, 17.07.2010., pri ¢emu je

uzorkovan potrebni materijal.

3.1. Epifitska fauna

Duplikati alge roda Chara uzorkovani su na jezeru ProS¢e na odabranoj postaji na
dubinama 1, 5 i 10 metara. Pritom su na dubinama od 5 i 10 metara uzorci skupljeni u
plasti¢ne vrecice ronjenjem te su nakon izrona preraspodijeljeni u odgovarajuée posude.
Zasebno se vrsilo uzorkovanje gornjeg i donjeg dijela talusa alge. Skupljeni uzorci su se za
potrebe analize makrozoobentosa konzervirali na terenu u 80%-tnom etanolu u plasti¢nim
bocama s dvostrukim poklopcem kako bi se sprijecilo hlapljenje alkohola, dok su se uzorci za
analizu mikrozoobentosa (Protozoa i manji Metazoa) spremali u posude s vodom iz samog
jezera te se nisu konzervirali. Svi uzorci su se naknadno obradili u laboratoriju, s time da su
se uzorci mikrozoobentosa morali obraditi unutar 48 sati od uzorkovanja. Uzorci
makrozoobentosa su pregledavani u petrijevim zdjelicama promjera 10 cm, a sami organizmi
su uz pomo¢ lupe (Stemi 2000-C, Zeiss) odjeljivani, prebrojavani i determinirani do razine
vrste ili najnize taksonomske kategorije, ovisno o osteéenju i razvojnom stadiju jedinki. Za
determinaciju jedinki makrozoobentosa su koriSteni slijedeéi kljuevi: Engblom 1996,
Meinander 1996, Nilsson i sur. 1996, Norling i Sahlén 1997, Waringer i Graf 1997, Holzel
2002. Uzorci mikrozoobentosa su pregledavani pod invertnim mikroskopom (Axiovert 35,
Opton), a za determinaciju organizama su se koristili slijedeci klju€evi: Kahl 1930-35, Streble i

Krauter 1973, Foissner i sur. 1991, 1992, 1994, 1995, Foissner i Berger 1996.

3.2. Fotosintetski pigmenti

Uzorci alge za analizu fotosintetskih pigmenata su na terenu cetkicama ocis¢eni od
obrastaja te umotani u aluminijsku foliju, spremljeni u tekudéi dusik i po dolasku u laboratorij

stavljeni u liofilizator Christ, ALPHA 1-2. Iduéi dan su uzorci pohranjeni na -80°C. Protokol za
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ekstrakciju fotosintetskih pigmenata je prilagoden za spektrofotometrijsko odredivanje
koncentracije pigmenata te je provoden u zasjenjenoj prostoriji.

Prije ekstrakcije pigmenata uzorci su izvadeni i materijal je premjeSten u tamne
ependorf-epruvete volumena 2 ml te je usitnjen na homogenizatoru QIAGEN Tissue Lyser.
Potom je odvagnuto po 30 mg materijala koji je stavljen u nove tamne ependorf-epruvete uz
dodatak 5 mg kalcijevog karbonata. Pritom je radeno po 8 replika svakog uzorka. Nakon toga
je u ependorf-epruvete dodan 1 ml 80%-tnog hladnog acetona. Tijekom cijelog postupka,
epruvete i aceton su drzani na ledu. Potom je uslijedilo muckanje uzoraka na muckalici (tzv.
vortex) te centrifugiranje u trajanju 10 min na 5000 g i temperaturi + 4°C. Supernatant je
premjesten u graduirane epruvete. U svrhu ekstrakcije pigmenata zaostalih u talogu, u
ependorf-epruvete je dodan 100%-tni aceton te je materijal ponovo muckan i 10 min
centrifugiran na 5000 g i + 4°C. Nakon oba ciklusa centrifugiranja, sveukupnoj otopini
pigmenata u graduiranim epruvetama je dodan 80%-tni aceton do volumena od 2,5 ml.
Zatim je provedeno spektrofotometrijsko mjerenje na UV/VIS spektrofotometru SPECORD 40
(Analytik Jena) pri ¢emu je 80%-tni aceton sluZio kao slijepa proba. Apsorbacije su mjerene
na tri valne duljine: 663, 646 i 470 nm, a koncentracija fotosintetskih pigmenata je odredena

prema slijede¢im jednadzbama (Lichtenthaler 1987):

_ 12,21x Ases- 2,81x Asas
Ix1000x m

koli¢ina klorofila a : xV [ME/g svjese tvaril

o= 20,13 x Asa6-5,03 x Ase3
1 x1000x m

kolicina klorofila b:

xV [mg/g svjeze tvari]

koli¢ina ukupnih karotenoida:

(1000 x Aur0-3,27 x Ca -104 x Cv) / 198
I x1000x m

Ck xV [mg/g svjeie tvari]

gdje je:
c, = sadrzaj klorofila a (mg/g svjeze tvari)

Cp = sadrzaj klorofila b (mg/g svjeze tvari)
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cx = sadrzaj ukupnih karotenoida (mg/g svjeze tvari)

Ax = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama
V = volumen uzorka (ml)

| = duljina opti¢kog puta (1 cm)

m = masa uzorka (0,03 g)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost osam replika + standardna pogreska.

3.3. Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara vode i mjerenje osvjetljenja

Od fizikalno-kemijskih parametara mjereni su: temperatura vode, koli¢ina otopljenog
kisika, pH, alkalitet, ukupna tvrdoéa, konduktivitet, orto-fosfati, amonijak, nitriti, nitrati i
kemijska potrosnja kisika (KPKxwmnoa)-

Temperatura vode, koli¢ina otopljenog kisika i konduktivitet su mjereni in situ
oksimetrom (WTW Oxi 330/SET) odnosno konduktometrom (WTW LF 330). Mjerenje pH
vr$eno je takoder na terenu pH metrom (WTW 330i). Takoder, sa svake dubine je uzet
uzorak vode za kemijsku analizu koja je provedena unutar 24 sata od uzimanja uzoraka.
Analize su radene prema metodama opisanim u APHA (1998).

Alkalinitet je odredivan titracijom uzorka vode s 0,1 M HCl uz metilorange kao
indikator. Ovim postupkom odreden je takozvani metilorange alkalitet (m-alkalitet). Ukupna
tvrdocda analizirana je kompleksometrijskom metodom. Metoda se zasniva na stvaranju
kompleksa izmedu iona kalcija i magnezija u vodi i EDTA, te u odredivanju zavrSne tocke
titracije na kojoj su vezani svi ioni. U tu svrhu su koristene indikatorske pufer tablete Merck
8430 i kompleksal otopina B (Kemika 11380).

Svi nutrijenti su odredivani spektrofotometrijskom analizom uz koristenje HACH
DR/2000 spektrofotometra. Orto-fosfati su odredeni metodom s amonijevim molibdatom,
amonijak metodom sa salicilnom kiselinom, nitrati uz uporabu natrijevog salicilata, a nitriti
sa sulfanilnom kiselinom i 1-naftilaminom (Freier 1964).

KPKkmnos, kao indirektna mjera koli¢ine otopljene organske tvari u vodi, je odredena

uporabom kalijevog permanganata (Freier 1964) pri ¢emu permanganatni ion u kiseloj
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otopini djeluje kao snazan oksidans. Po zavrSetku oksidacije se dodaje otopina natrijevog
oksalata u suvisku te se reakcijska smjesa retitrira s otopinom kalijevog permanganata.
Osvjetljenje na stanistu je mjereno pomodu digitalnog mjeraca (HOBO Pendant

Temperature/Light Data Logger).

3.4. lzotopska analiza karbonatnog taloga

U svrhu analize izotopa karbonatnih naslaga s povrsSine talusa alge roda Chara, na
terenu su skupljeni uzorci algi s dubina od 1, 5 i 10 metara i pohranjani u 96%-tni etanol.
Izotopska analiza je napravljena na apikalnim dijelovima talusa na SveuciliStu u Barceloni.

Ekstrakcija CO, je napravljena prema metodi koju je opisao McCrea (1950)
automatiziranim putem na instrumentu Carbonate Kiel Device lll (Thermo Finnigan) koji je
spojen na maseni spektrometar MAT-252 (Thermo Finnigan). Uzorci su grijani 3 minute na
70°C u 100%-tnoj H3sPO,4 kako bi materijal bio osloboden organskih komponenti prije same
analize. Kao standard je koriSten NBS-19 s vrijednostima 8'3C (PDB) = +1,95%0 i 6*30 (PDB) =
-2,20%o.

Metoda mjerenja stabilnih izotopa zasniva se na frakcionaciji izotopa, odnosno na
reakciji koja rezultira izotopnom ravnotezom dviju ili vise supstanci (Krauskopf 1979) uz
faktor frakcionacije za distribuciju izotopa izmedu dviju supstanci:

— RA

o =
Rp

gdje je Ra, primjerice, odnos 180/1%0 u tvari A, a Rz odnos *¥0/*0 u tvari B. Te?i izotopi
preferiraju prelazak u kemijski spoj u kojem je element ¢vrsce vezan. S obzirom da su razlike
u ovako dobivenim vrijednostima izuzetno male, koristi se simbol & za prikazivanje izotopne
frakcionacije. On prikazuje usporedbu izotopnog odnosa u uzorku s izotopnim odnosom u

standardu prema jednadzbi:

R

5= uzorak —

R

R

standard

x 1000%

standard
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gdje je R odnos *¥0/*°0, odnosno *3C/**C. Kao standard za ugljikove i kisikove izotope se
najcesce koristi PDB (kalcijev karbonat belemnita iz Peedee Formacije).

Vrijednosti 60 povriinskih voda odraZavaju evaporaciju, zaledivanje i procese
mije$anja morske i kopnenih voda (Savin i Yeh 1981). Molekule vode koje sadrze *°0 imaju
slabije kemijske veze uslijed veée frekvencije njezine vibracije, nego molekule koje sadrze 20
(Richardson i McSween 1989). Zbog slabijih kemijskih veza laksi izotop *°O teZi frakcioniranju
tj. prijelazu iz ¢évrstog agregatnog stanja u tekuée, odnosno iz tekuéeg u plinovito. Zbog te
kinetitke frakcionacije, evaporacijom se voda obogacuje izotopom 0. Sto je nizi omjer
80/'°0, odnosno $to je uzorak obogaceniji laksim izotopima kisika, to je niza vrijednost 620
(Murray 1991). S druge strane, mnoge reakcije u prirodi mogu dovesti do frakcionacije
izotopa ugljika u prirodi, a najucinkovitiji je proces oksidacije — redukcije, u kojemu je tezi
izotop *C koncentriran u oksidiranijem obliku (Richardson i McSween 1989). Posebno je
vazna reakcija fotosinteze kojom ugljik iz CO; biva reduciran i ugraden u organsku tvar jer se
12c radije koristi tijekom respiracije (zbog slabijih kemijskih veza $to omogucava briu
reakciju), a preostali organski materijal je obogacen izotopom *C (Murray 1991). Zbog
trogenja *2C tijekom fotosinteze, kopnene vode su opéenito obogacene **C, odnosno imaju
visoki 6™C. Nivo obogacenja ovisi o produktivnosti pa bioloski produktivnija podruéja
pokazuju veée obogacenje teskim izotopom C. S druge strane, duboke su vode obogacene
2¢. Naime, organska tvar tone kroz vodeni stupac, raspada se i pretvara se, djelovanjem
bakterija, u anorganske spojeve kao Sto su nitrati i fosfati, te se duboke vode obogacduju
laksim izotopom *2C, odnosno smanjuje se 8§°C. Tako biologka aktivnost djeluje kao pumpa
ugljika, posebno njegovog lakseg izotopa, 2¢ iz povrsinskih u duboke vode (Murray 1991).

U sluéaju alge roda Chara je uoteno da niza energija aktivacije **C*°0, omoguéuje

B3c'%0, (McConnaughey

brzu hidroksilaciju upravo tih molekula u odnosu na L2ct%0™0 j
1989a, 1989b). Zbog toga izotopski lakSe CO, molekule alge preferentno hidroksiliraju i
inkorporiraju u karbonate. Buduci da vecina biogenih karbonata precipitira brze u usporedbi
s anorganskim karbonatima, njihova brza precipitacija sprjeCava daljnje uravnotezivanje
izmedu HCO3 i H,O (Lee i Carpenter 2001). Clark i sur. (1992) osiromasenje s 3¢
objadnjavaju sporom hidroksilacijom 3CO, koja se dogada tijekom brze precipitacije
karbonata. Nadalje, osiromasenje s %0 objasnjavaju reakcijom CO, i OH™ gdje su OH" ioni

osiromaseni s *80, u odnosu na vodu. To objasnjava zasto biogeni karbonati imaju 83cist®o

vrijednosti niZze u odnosu na anorganske precipitate.
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3.5. Utvrdivanje kolic¢ine sedre

Koli¢éina sedre istaloZzene na uzorcima alge je odredena na materijalu s kojeg je
izolirana epifitska fauna. Nakon susSenja uzoraka pod infracrvenim svjetlom, materijal je
suSen tijekom 4 sata na 104°C, vagan na analiti¢koj vagi s preciznoséu 0,1 mg te podvrgnut
tretmanu s 16%-tnom solnom kiselinom u svrhu otapanja karbonatnih naslaga. Potom su
uzorci ponovo suseni i vagani te zatim Zareni u mufolnoj peéi na 400°C. Razlika izmedu suhe

tvari i Zarenog ostatka predstavlja organsku tvar u uzorku.

3.6. Obrada podataka

3.6.1. Statisticka analiza podataka

Medusobna slicnost faune s obzirom na razli¢ite dubine uzorkovanja i razliCite
dijelove talusa alge je testirana Cluster analizom u ra¢unalnom programu PRIMER 6 (Clarke i

Gorley 2006). Kao mjera sli¢nosti koristen je Bray-Curtisov indeks:

B=1- Elxi'j —xml
E(xi-j —xi-k)
B — Bray-Curtisov indeks

Xij, Xik — broj jedinki jedne vrste i u svakom uzorku (j,k)

Prednost koriStenja ovog indeksa je u tome S$to vrste koje su slucajne ili jako rijetke u
uzorcima jako malo doprinose njegovoj vrijednosti (Krebs 1989). Prije izraCunavanja indeksa
podaci su podvrgnuti logaritamskoj transformaciji log(x+1) gdje x predstavlja originalan broj
jedinki. Time se smanjila varijacija uzoraka, a ekstremne vrijednosti su se reducirale.
Takoder, napravljen je SIMPROF test da bi se utvrdila statisticka znacajnost klasteriranja u

dobivenom dendrogramu.
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Kao mjera odredivanja raznolikosti koristen je Shannon-Wienerov indeks:
—_N( i
H= ZG)iog (;:)

H = Shannon-Wienerov indeks raznolikosti
n; = brojnost vrste i

N = ukupna brojnost svih vrsta

Sve daljnje statisticke analize napravljene su u raCunalnom programu STATISTICA 9 (StatSoft
2010). Za analizu korelacije koristen je Pearsonov koeficijent korelacije. Koli¢ina
fotosintetskih pigmenata je analizirana Newman-Keuls-ovim testom. Grani¢na vrijednost p

za sve testove je bila 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Fizikalno-kemijski parametri i osvjetljenje

Rezultati analize fizikalno-kemijskih svojstava vode nalaze se u Tablici 1. Tijekom
mjerenja na terenu nisu utvrdena odstupanja u praéenim parametrima vode oko gornjeg i
donjeg dijela talusa te je uziman jedan uzorak za laboratorijsku analizu. lznimka je bila
koncentracija otopljenog kisika na dubini od 1 metra gdje je uz donji dio talusa izmjerena
iznimno niska koncentracija (0,6 mg/I).

Rezultati mjerenja osvjetljenja pri razli¢itim dubinama jezera Prosce (Tablica 2) su

pokazali da se osvjetljenje smanjuje s dubinom.

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva vode na vertikalnom profilu istraZzivane postaje jezera Prosce.

L. . . Dubina

Fizikalno-kemijski parametri im 5m 10m
Temperatura vode (°C) 20,1 17,3 15,3
Otopljeni kisik (mg O,/I) 10,25 12,36 12,7
Postotno zasiéenje s O, (%) 115,5 117,8 127,3
Alkalinitet (mval/I) 4,68 4,66 4,76
Ukupna tvrdoéa (mg CaCOs/I) 234,07 242,08 243,9
pH-vrijednost 7,58 8,08 8,14
Konduktivitet (uS/cm) 414 423 436
KPKxmnoa (Mg 05/1) 0,87 1,34 1,34
Orto-fosfati (mg P/I) 0,000 0,003 0,002
Amonijak (mg N/I) 0,049 0,039 0,027
Nitriti (mg N/I) 0,0060 0,0090 0,0040
Nitrati (mg N/I) 0,38 0,49 0,40

Tablica 2. Rezultati mjerenja osvjetljenja pri razli¢itim dubinama u jezeru Prosce.

. Intenzitet
Dubina (m) (Ium/mz)
1 2,95
5 2,48
10 2,03
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4.2. Organska tvar i karbonatne naslage na povrsini alge roda Chara

U ovom radu je utvrdeno da na istrazivanoj postaji jezera Pro$¢e na dubinama
od 1 i 5 metara obitava vrsta Chara rudis, a na dubini od 10 metara nalazimo vrstu Chara
globularis (Slika 5).

Rezultati analize udjela organske tvari u skupljenim uzorcima algi su prikazani na Slici
6. Analiziran je udio organske tvari u suhoj tvari uzorka. Ta mjera je pogodnija za analizu od
apsolutne vrijednosti organske tvari jer pri uzorkovanju makroalge nije moguce uzeti uzorke
koji bi bili usporedivi medu dubinama. lako je pri uzorkovanju zahvaéen isti volumen, uslijed
razlika u arhitekturi talusa, uzorci se razlikuju u biomasi alge. Najveci udio organske tvari je
zabiljeZzen u uzorku donjeg dijela talusa alge pri dubini od 10 metara. Opcenito, veéi udio
organske tvari je izmjeren u donjem u odnosu na gornji dio talusa alge na svim dubinama.
Statisti¢ka usporedba provedena je samo za zbirne uzorke gornjeg i donjeg sloja te za zbirne
uzorke pojedine dubine. Gornji i donji sloj se statisticki zna¢ajno ne razlikuju u udjelu
organske tvari (Kruskal-Wallis test H(1, N=12)=2,084, p=0,1488), a dubine se statisticki
znacajno razlikuju (Kruskal-Wallis test H(2, N=12)=6,639, p=0,0362). Test multiple usporedbe
ukazao je da se koli¢ina organske tvari statisticki znacajno razlikuje izmedu 5 i 10 metara
dubine (p=0,0324).

Analizom udjela istalozene sedre na povrsini talusa alge utvrdeno je da najmanje
karbonatnih naslaga ima na dubini od 10 metara (Slika 7). Kao i u slu¢aju organske tvari, ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu gornjeg i donjeg sloja u udjelu sedre (H(1,
N=12)=0,412, p=0,5211), dok se dubine statistic¢ki znacajno razlikuju (Kruskal-Wallis test H(2,
N=12)=7,758, p=0,0207). Koli¢ina sedre istaloZzene na algi na 1 i 5 metara dubine se znacajno
ne razlikuje, a izmedu 5 i 10 metara postoji statisticki znacajna razlika (test multiple

usporedbe, p=0,0243).
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Slika 5. Kristali¢i kalcijevog karbonata na povrsini vrste Chara globularis.
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Slika 6. Udio organske tvari u uzorcima alge roda Chara pri razli¢itim dubinama jezera Prosce. 1, 5i 10 - dubina

jezera u metrima; g - gornji dio talusa; d - donji dio talusa.
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Slika 7. Udio sedre u uzorcima alge roda Chara pri razli¢itim dubinama jezera Prosce. 1, 5i 10 - dubina jezera u

metrima; g - gornji dio talusa; d - donji dio talusa.

Parametrijska analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna negativna korelacija
izmedu udjela istaloZene sedre i udjela organske tvari na algi roda Chara (r=-0,69; p=0,013).
Takoder, udio karbonatnog taloga je pokazao statisticki znacajnu korelaciju s mjerenim

osvjetljenjem (r=0,82; p=0,045).

4.3. Izotopska analiza karbonatnih naslaga na algi Chara spp.

Rezultati analize izotopa C i 0 karbonatnih naslaga na talusu alge roda Chara su
prikazani u Tablici 3. Rezultati su dobiveni samo za 3 od 6 uzoraka zbog problema s
pripremom uzoraka za analizu. Naime, na pripremljenim uzorcima nije bilo dovoljno taloga
za analizu. Rezultati pokazuju da su u slucaju oba izotopa vrijednosti & izrazito negativne i

nema znacajnih razlika izmedu samih uzoraka.
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Tablica 3. lzotopska analiza taloga sedre na talusu alge Chara u jezeru Prosce. 20 (513C) i20 (6180) predstavljaju
standardnu devijaciju uzoraka u odnosu na standard NBS-19. 1 i 5 - dubina jezera u metrima; g - gornji dio

talusa; d - donji dio talusa.

Uzorak 8¢ 20 (6%%¢) 50 20 (6*%0)

1-d -6,34 0,04 -11,57 0,12
1-g -7,39 0,04 -10,97 0,12
5-d -7,29 0,04 -10,92 0,12

4.4. Fotosintetski pigmenti

Promjene koli¢ine fotosintetskih pigmenata na razli¢itim dijelovima talusa na
vertikalnom profilu jezera ProS¢e su prikazane na Slici 8 i Slici 9 te u Tablici 4. Valja
napomenuti da su u tim prikazima konacni rezultati spektrofotometrijske analize (Tablica 5)
korigirani s obzirom na udio istaloZene sedre. Najveéa koncentracija fotosintetskih
pigmenata je zabiljezena na dubini od 10 metara na gornjem dijelu talusa, a najmanja na
donjem dijelu talusa pri dubini od 1 metra. Rezultati parametrijske analize (Tablica 6) su
pokazali da postoji statisticki znaCajna korelacija izmedu klorofila a i b te udjela sedre,
dubine uzorkovanja i osvjetljenja. U slucaju karotenoida, statisti¢ki znacajna korelacija je

uocena samo s udjelom sedre.
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Slika 8. Kolicine klorofila a i b u alge roda Chara na vertikalnom profilu jezera Prosce. Stupic¢i oznaceni razlicitim

slovima predstavljaju statisti¢ki znacajno razli¢ite rezultate. 1, 5 i 10 - dubina jezera u metrima; g - gornji dio
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Slika 9. Koli¢ine karotenoida u alge roda Chara na vertikalnom profilu jezera Prosc¢e. Stupi¢i oznaceni razlicitim
slovima predstavljaju statisticki znacajno razli¢ite rezultate. 1, 5 i 10 - dubina jezera u metrima; g - gornji dio

talusa; d - donji dio talusa.
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Tablica 4. Omjeri kolicine pigmenata klorofila a i b te karotenoida u talusu alge roda Chara u jezeru Prosce. 1, 5

i 10 - dubina jezerau metrima; g - gornji dio talusa; d - donji dio talusa.

Uzorci Chla/Chlb Chla/car
1-g 2,92 1,88
1-d 2,37 0,98
5-g 3,25 2,71
5-d 3,19 2,64
10-g 3,09 2,85
10-d 3,61 2,72

Tablica 5. Koncentracije fotosintetskih pigmenata izrazene u Mmg/g qjese wari alge roda Chara na vertikalnom

profilu jezera Prosce. Rezultati spektrofotometrijske analize. 1, 5i 10 - dubina jezera u metrima; g - gornji dio

talusa; d - donji dio talusa.

Uzorci chla chl b car
1-g 0,728 0,250 0,387
1-d 0,182 0,077 0,185
5-g 0,571 0,176 0,211
5-d 0,829 0,260 0,314
10-g 2,093 0,677 0,734
10-d 1,609 0,446 0,592

Tablica 6. Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu kolic¢ine pigmenata i okolisnih ¢cimbenika u jezeru Prosce.

osvjetljenje

% sedre  dubina (log lum/m?)
Korofilg  ~0:865 r=0,898  r=-0875
p=0,026 p=0,015  p=0,022
i r=-0,827 r=0,848  r=-0,823
oretl® p=0,042 p=0,033  p=0,044
karotenoidi r=_0'863 r=0,803 r='0,766
p=0,027 p=0,054  p=0,076
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4.5. Sastav faune na algama Chara rudis i Chara globularis

4.5.1. Komponenta makrozoobentosa

Popis svojti makrozoobentosa koje su identificirane na algi roda Chara pri razlicitim
dubinama jezera ProsSée se nalazi u Tablici 7. Sveukupno je zabiljezeno 17 svoijti
makrozoobentosa. Na Slici 9 je prikazana promjena ukupnog broja svojti na gornjem i
donjem dijelu talusa alge na vertikalnom profilu jezera Prosce. Najveéi broj svojti je
zabiljeZzen na gornjem dijelu talusa na dubini od 1 metra, a najmanji na donjem dijelu talusa
pri istoj dubini. Najzastupljenija svojta u svim uzorcima su kukci reda Diptera s vise od 50%
udjela u ukupnoj brojnosti (Slika 11). Nematoda (23%) su zabiljezeni je