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§ 1. UVOD 

1.1. Problemski okvir istraģivanja 

Slatkovodni ekosustavi imaju nesrazmjerno velik utjecaj na globalni ciklus ugljika, jer 

posreduju u prijenosu ugljika s kopna u atmosferu te doprinose njegovom zadrģavanju 

zakopavanjem u sedimentima. U vodenim ekosustavima organski ugljik uglavnom je prisutan 

kao otopljena organska tvar, ļija koncentracija ovisi o trofiļkom stanju okoliġa. Polisaharidi 

ļine 5ï30 % organske tvari u slatkovodnim sustavima, a njihov sastav i podrijetlo variraju. 

Autohtoni polisaharidi nastaju lokalnim autotrofnim i heterotrofnim aktivnostima u vodenim 

sustavima, djelovanjem mikroorganizama i algi, razgradnjom vodenih biljaka i ispuġtanjem 

sedimenata [1]. S druge strane, alohtoni polisaharidi kopnenog su podrijetla, dolaze ispiranjem 

tla i povrġinskim otjecanjem te uglavnom potjeļu od biljaka [2]. 

Bakterije su glavni razlagaļi organske tvari u vodenim ekosustavima, gdje kao konzumenti 

i remineralizatori otopljene organske tvari koriste polisaharide kao kljuļne metaboliļke 

supstrate [3]. Zbog sloģene polimerne strukture, polisaharidi se teġko razgraĽuju, pa 

heterotrofne bakterije izluļuju specifiļne izvanstaniļne enzime koji ih razgraĽuju u monomerne 

jedinice korisne za metabolizam [4]. Ovi enzimi, poznati kao CAZymes (engl. carbohydrate-

active enzymes, CAZymes), sudjeluju u razgradnji, sintezi i vezanju sloģenih ugljikohidrata te 

su visoko specifiļni za odreĽene glikozidne veze. MeĽu njima, glikozidne hidrolaze (engl. 

glycoside hydrolases, GH) kataliziraju hidrolizu glikozidnih veza, glikoziltransferaze (engl. 

glycosyltransferases, GT) kataliziraju biosintezu glikozidne veze, polisaharidne liaze (engl. 

polysaccharide lyases, PL) cijepaju polisaharide s uronskom kiselinom mehanizmom ɓ-

eliminacije, dok ugljikohidratne esteraze (engl. carbohydrate esterases, CE) uklanjaju esterske 

modifikacije kako bi olakġale djelovanje GH. Uz njih, moduli vezanja ugljikohidrata (engl. 

carbohydrate-binding modules, CBM) poveĺavaju aktivnost drugih enzima, dok pomoĺne 

aktivnosti (engl. auxiliary activities, AA) ukljuļuju enzime za razgradnju lignina [5,6]. Sloģeni 

polisaharidi sadrģe brojne razliļite glikozidne veze i za njihovu uspjeġnu razgradnju sve 

glikozidne veze moraju se cijepati odreĽenim redoslijedom, ġto u veĺini sluļajeva zahtijeva 

sinergiju razliļitih enzima. Buduĺi da je proizvodnja ovih enzima energetski zahtjevna, 

bakterije nadoknaĽuju potroġenu energiju iskoriġtavanjem osloboĽenih monosaharida [7]. 
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U vodenim ekosustavima bakterije razgraĽuju polisaharide putem tri razliļita mehanizma 

[8]. Prvi mehanizam provode takozvane Ăkolaborativne bakterijeñ (engl. sharing bacteria), koje 

proizvode i izluļuju povrġinski vezane ili slobodne izvanstaniļne enzime za razgradnju 

polisaharida u monosaharide. Ti se monosaharidi zatim otpuġtaju u okoliġ, gdje ih mogu 

iskoristiti iste bakterije koje su ih proizvele, ili bakterije ukljuļene u drugi mehanizam,  

Ăoportunistiļke bakterijeñ (engl. scavenging bacteria), koje same ne proizvode izvanstaniļne 

enzime, veĺ iskoriġtavaju tuĽe proizvode. Zbog toga bakterije koje proizvode enzime ne 

ostvaruju punu korist od vlastite aktivnosti [6]. Oba mehanizma oslanjaju se na vanjsku 

hidrolizu polisaharida. 

Treĺi mehanizam, izvorno opisan u crijevnom mikrobiomu [9], karakteristiļan je za 

Ăsebiļne bakterijeò (engl. selfish bacteria). One takoĽer proizvode izvanstaniļne enzime, koji 

se prianjaju na povrġinu njihovih stanica, gdje polisaharide veģu za staniļnu membranu i 

djelomiļno ih hidroliziraju u oligosaharide. Oligosaharidi se zatim transportiraju u periplazmu, 

gdje se konaļno razgraĽuju do monosaharida. Ovaj mehanizam omoguĺuje sebiļnim 

bakterijama da minimiziraju gubitke proizvoda hidrolize i uļinkovitije nadoknade resurse 

utroġene na proizvodnju enzima [9]. 

Sebiļna razgradnja polisaharida na razliļitim lokacijama, u razliļitim sezonama i kod 

razliļitih vrsta polisaharida detaljno je istraģena u morskom ekosustavu [8,10ï12]. Ovaj 

mehanizam dominira u oligotrofnim podruļjima, poput dubokog oceana i morskih vrtloga [13], 

te je najizraģeniji u ranim fazama cvjetanja fitoplanktona, dok kako cvjetanje napreduje, dolazi 

do prevalencije vanjske hidrolize [11]. U slatkovodnim ekosustavima istraģivanja su se 

fokusirala samo na vanjsku hidrolizu [14], ļija je veĺa aktivnost zabiljeģena u jezerima viġeg 

trofiļkog stanja, osobito tijekom proljetnog cvata fitoplanktona. 

Sebiļni mehanizam ima kljuļnu ulogu u razgradnji bakterijskih polisaharida u morskom 

okoliġu, odgovoran je za 25% do 60% bakterijske aktivnosti za hidrolizu polisaharida. Ipak, 

detaljno razumijevanje uloge sebiļnog mehanizma razgradnje i unosa polisaharida iz alohtonih 

u odnosu na autohtone izvore u slatkovodnim jezerima ostaje nedovoljno istraģeno. To 

ukljuļuje razumijevanje doprinosa razliļitih mehanizama razgradnje polisaharida tijekom 

vremena (rane naspram kasne faze cvatnje) i u razliļitim tipovima jezera (oligotrofna naspram 

mezotrofna). Za cjelovito razumijevanje iskoriġtavanja polisaharida u jezerskim sustavima, 

vaģno je prouļiti sezonske i prostorne varijacije te utjecaj porijekla polisaharida. Posebno je 

vaģno ispitati kako lotiļki sustavi (potoci i rijeke), koji dobivaju organske tvari povrġinskim 



§ 1. Uvod 3 

Andrea Ļaļkoviĺ Doktorska disertacija 

otjecanjem s tla, biogeokemijski utjeļu na nizvodne lentiļke sustave (jezera), kroz koje voda 

prolazi i u kojima se nakupljaju i transformiraju unesene tvari. U tim povezanim slatkovodnim 

ekosustavima, svaki sustav djeluje istovremeno kao primatelj i izvor mikrobnih zajednica, 

hranjivih i organskih tvari. Funkcioniranje cijelog ekosustava oblikuju i vanjsko optereĺenje te 

meĽusobna povezanost unutar sliva.  

 

1.2. Cilj i sadrģaj rada 

Ciljevi ove disertacije ukljuļuju utvrĽivanje prostorno-vremenske razlike u mikrobnim 

zajednicama izmeĽu razliļitih tipova vodotoka unutar slivnog podruļja slatkovodnog 

povezanog ekosustava. Nadalje, cilj je istraģiti prisutnost i varijacije sebiļnog mehanizama u 

razgradnji polisaharida od strane bakterija u slatkovodnom ekosustavu kroz analizu aktivnosti 

izvanstaniļnih enzima i raznolikost mikrobnih zajednica tijekom inkubacija s razliļitim 

fluorescentno oznaļenim polisaharidima. Analizom cjelokupne mikrobne zajednice definirati 

ĺe se bakterije odgovorne za razgradnju polisaharida razliļitim mehanizmima u slatkovodnim 

ekosustavima. Formulirane su slijedeĺe hipoteze: (1) Mikrobne zajednice ĺe pokazati razliļite 

strukture i sastave izmeĽu razliļitih tipova vodotoka i sezona, s veĺom raznolikoġĺu i 

specifiļnim sastavom u pritocima u usporedbi s meĽujezerskim tokovima; (2) Prisutnost 

sebiļnog mehanizma u slatkovodnom ekosustavu ovisit ĺe o trofiļkom stanju sustava i 

sezonskim promjenama. Jezera viġeg trofiļkog stanja i u vrijeme fitoplanktonskog cvata 

pokazat ĺe veĺu razgradnju polisaharida sebiļnim mehanizmom; (3) Metagenomska struktura 

enzima odgovornih za razgradnju polisaharida ovisit ĺe o izvoru istog u istraģivanim uvjetima. 

Razliļite bakterijske vrste bit ĺe odgovorne za razgradnju polisaharida u slatkovodnim 

ekosustavima, a njihova aktivnost razlikovat ĺe se na prostorno-vremenskoj skali i ovisno o 

polisaharidu. 

Disertacija je podijeljena u nekoliko meĽusobno povezanih cjelina. U Literaturnom 

pregledu definirani su osnovni pojmovi vezani uz mikrobne zajednice slatkovodnih ekosustava 

i otopljenu organsku tvar u njima. TakoĽer je opisana razgradnja polisaharida od strane 

bakterija u slatkovodnim ekosustavima, a detaljno su opisani razliļiti mehanizmi razgradnje 

polisaharida od bakterija i istraģivanja vezana uz njih u morskom okoliġu. TakoĽer je dan 

pregled metoda neovisnih o kultivaciji koje su koriġtene u izradi ove doktorske disertacije. 
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Poseban naglasak stavljen je na metodu inkubacija s fluorescentno oznaļenim polisaharidima, 

koja je bila kljuļna za razumijevanje tri razliļita mehanizma razgradnje polisaharida. 

Istraģivanje, odnosno Eksperimentalni dio i Rezultati i Rasprava su podijeljeni u tri faze, od 

kojih su prve dvije faze objavljene kao samostalni znanstveni radovi.  

Prva faza istraģivanja ukljuļuje praĺenje mikrobnih zajednica i okoliġnih parametara 

slatkovodnog povezanog ekosustava u razliļitim godiġnjim dobima. Uzorkovanje vode i in situ 

mjerenje okoliġnih parametara provedeno je na 25 toļaka unutar slivnog podruļja Plitviļkih 

jezera tijekom 2 godine. Uzorkovana voda koriġtena je za odreĽivanje ionskog sastava i 

otopljenog organskog ugljika, isto kao i za istraģivanje mikrobnih zajednica, sekvenciranjem 

amplikona 16S rRNA prokariotskih gena i ITS gljiviļnih gena. 

U drugoj fazi istraģena je  prisutnost sebiļnog mehanizma prilikom razgradnje polisaharida 

od strane bakterija u slatkovodnim ekosustavima. Istraģivanje je provedeno u uzorcima 

prikupljenima iz dva razliļita jezera tijekom tri godiġnja doba. Uzorkovana jezera razlikuju se 

prema trofiļkom stanju, klimatskim i okoliġnim uvjetima. Jezero Kozjak je oligotrofno jezero 

u kontinentalnoj regiji, a jezero Crniġevo je mezotrofno jezero u mediteranskoj regiji Hrvatske 

s dotokom slane morske vode. Okoliġni uvjeti jezera definirani su mjerenjem okoliġnih 

parametara in situ i ionskog sastava. Uzorkovana voda inkubirana je s jednim od ġest 

fluorescentno oznaļenih polisaharida (arabinogalaktan, hondroitin sulfat, fukoidan, laminarin, 

pululan ili ksilan) 18 dana, u mraku i in situ temperaturi. Svakih 3 ili 6 dana uzimani su 

poduzorci inkubacija za analizu mikrobnih zajednica sekvenciranjem amplikona 16S rRNA 

gena, te za vizualizaciju prisutnosti sebiļnog mehanizma, bojanjem nukleinske kiseline i 

fluorescentnom in situ hibridizacijom.  

Treĺa faza istraģivanja ukljuļuje analizu cjelokupne mikrobne zajednice. Na temelju 

rezultata druge faze istraģivanja, odabrano je ukupno 25 uzoraka koji su imali najviġe postotke 

sebiļnog mehanizma detektiranog kod bakterija. Odabrani uzorci su ukljuļivali uzorke iz 

inkubacija s pululanom i ksilanom iz Kozjaka i Crniġeva, kao i iz ljetnih inkubacija sa svim 

polisaharidima iz Crniġeva. Metagenomskim sekvenciranjem ļitave okoliġne DNA iz uzoraka 

analiziran je cjelokupan sastav bakterijskih zajednica u inkubacijama s razliļitim 

polisaharidima. TakoĽer su u razliļitim inkubacijama identificirani geni za razgradnju 

polisaharida, te su identificirane bakterije sa spomenutim genima koje sudjeluju  u razgradnji 

polisaharida. 
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U Zakljuļku je prikazan kratki osvrt na dobivene rezultate te su dani zakljuļci o ekoloġkim 

i mikrobnim razlikama izmeĽu razliļitih tipova potoka i sezona uzorkovanja unutar 

slatkovodnog povezanog ekosustava, o prisutnosti sebiļnog mehanizma unosa i prostorno-

sezonskim razlikama iskoriġtavanja polisaharida u slatkovodnim ekosustavima.  

Istraģivanje provedeno u okviru ove doktorske disertacije pruģa nove spoznaje o mikrobnim 

procesima razgradnje bitnih organskih komponenti u sloģenim slatkovodnim ekosustavima. 

Analize mikrobne raznolikosti, popraĺene istraģivanjem razliļitim mehanizama razgradnje 

polisaharida, pokazale su da kljuļnu ulogu u odrģavanju ekoloġke ravnoteģe imaju specifiļne 

skupine mikroorganizama i njihova metaboliļka aktivnost. Zbog toga je sustavno istraģivanje 

mikrobnih zajednica i njihovih mehanizama razgradnje, provedeno u okviru ove disertacije, od 

velike vaģnosti za razumijevanje dinamike kruģenja organskih tvari u slatkovodnim 

ekosustavima i ļimbenika koji na nju utjeļu. Ovo istraģivanje predstavlja temelj za daljnja 

istraģivanja ekoloġkih funkcija mikroorganizama te njihov potencijal za primjene u 

bioremediaciji i oļuvanju vodnih resursa. 
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Slatkovodni povezani ekosustavi  

Slatkovodni povezani ekosustavi sastoje se od razliļitih vodenih sustava povezanih unutar 

istog vodenog sliva. Slatkovodne povezane ekosustave ļine lotiļki sustavi, poput potoka i 

rijeka, te lentiļki sustavi, poput jezera (Slika 1). Interakcije izmeĽu razliļitih vodenih sustava 

unutar istog povezanog ekosustava utjeļu na njihovo pojedinaļno funkcioniranje [1]. Potoci i 

rijeke primarni su primatelji hranjivih i organskih tvari ne samo iz tla i povrġinskog otjecanja 

[2], veĺ i iz podzemnih voda [1], ali i iz antropogenih toļkastih izvora [3]. Tekuĺi nizvodno 

voda iz potoka i rijeka ulijeva se u jezera i pritom prolazi kroz znaļajne hidroloġke promjene. 

Na primjer, delta jezera mogu oblikovati konveksne boļne povrġine [4], koje potom vodu iz 

jezera usmjeravaju iz glavnog potoka prema podzemnim slojevima ili prema povrġinskim 

distributivnim kanalima [5]. Isto tako, temperaturne razlike vode izmeĽu potoka i jezera mogu 

biti priliļno izraģene, pogotovo u planinskim ekosustavima [6], gdje se potoci nalaze u 

ġumovitim i sjenovitim dijelovima. Hidroloġke promjene koje su posljedica interakcije potok-

jezero imaju utjecaj na organizme, meĽu ostalim i mikroorganizme unutar vodenih sustava, te 

i na biogeokemijske procese u kojima posreduju. Na primjer, jezera mogu transformirati i 

pohraniti velike dijelove hranjivih tvari koji u njih ulaze proizvodnjom organskih ļestica i 

sedimentacijom i/ili denitrifikacijom [7]. Isto tako, jezera mogu promijeniti anorganske 

hranjive tvari u organske tvari, a s time promijene otopljene i/ili ļestiļne organske tvari u 

potocima jer oni izlaze iz jezera [8]. Jezera imaju dulje vrijeme zadrģavanja vode i stoga djeluju 

kao Ăekoloġkiñ puferi jer ublaģavaju vremenske varijacije i reguliraju protok materijala [6]. 

Ovime reguliraju, odnosno stabiliziraju koncentraciju hranjivih i organskih tvari u nizvodnim 

tokovima, potocima, ġto doprinosi odrģavanju ekoloġke stabilnosti cijelog ekosustava tijekom 

vegetacijske sezone. Stoga, u povezanim slatkovodnim ekosustavima svaki vodeni sustav u isto 

je vrijeme i primatelj i izvor hranjivih i organskih tvari.  
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Slika 1. Skica slatkovodnog povezanog ekosustava (Izvor: vlastita izrada u Biorender.com). 

 

 

2.2. Mikroorganizmi slatkovodnih ekosustava 

Unutar slatkovodnih povezanih ekosustava protok vode kroz cijeli sustav uvelike utjeļe na 

sastav mikrobnih zajednica [15]. Mikrobne zajednice, zajedno s hranjivim tvarima, mogu biti 

unesene iz drugih ekosustava u potoke, a zatim zbog protoka vode iste dospijevaju do jezera. 

Opisani proces naziva se masivna advekcija mikroorganizama iz drugih sustava u potoke, te do 

jezera [16]. Dolaskom mikroorganizama do jezera, oni padaju pod utjecaju lokalnih hidroloġkih 

i geokemijskih uvjeta koji utjeļu na njihov opstanak i razmnoģavanje, te time i prisutnost. U 

jezerima, okoliġni uvjeti su drugaļiji nego u potocima ġto uzrokuje prirodnu selekciju u 

mikrobnim zajednicama. Lokalni mikroorganizmi u jezerima prilagoĽeni su specifiļnim 

uvjetima koji vladaju i stoga najļeġĺe nadvladaju mikroorganizme donesene iz potoka putem 

procesa "okolinski odabir" i "sortiranje vrsta" [17]. Odnosno, mikroorganizmi iz drugih izvora 

ne moraju nuģno opstati u jezerima ako se ne mogu natjecati s lokalnim, bolje prilagoĽenim 

vrstama. Dakle, hidrologija, odnosno brzina protoka vode, poloģaj sustava unutar ekosustava te 

lokalni okoliġni uvjeti, poput temperature vode i koncentracije hranjivih tvari, zajedno s 

procesima okupljanja mikrobnih zajednica [18] imaju kljuļnu ulogu u oblikovanju mikrobnih 

zajednica u slatkovodnim povezanim ekosustavima. Drugim rijeļima, interakcija izmeĽu 

dinamike vode i specifiļnih uvjeta u razliļitim dijelovima ekosustava rezultira time da razliļiti 
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mikroorganizmi prevladavaju u razliļitim dijelovima slatkovodnih povezanih ekosustava, 

poput potoka i jezera. 

 

2.2.1. Prokariotske zajednice 

Prokarioti su slobodnoģivuĺi jednostaniļni organizmi mikroskopske veliļine koji rastu i 

razmnoģavaju se u odgovarajuĺim uvjetima okoliġa i nutrijenata. Njihova glavna karakteristika 

je odsutnost jezgre odvojene membranom. Prokarioti se dijele u dvije domene: arheje i 

bakterije. 

Slatkovodni mikroorganizmi vrlo su brojni i obuhvaĺaju ogromnu genetsku raznolikost, 

tako jedan mililitar jezerske vode sadrģi pribliģno 10  prokariotskih stanica te nekoliko tisuĺa 

razliļitih mikrobnih genotipova [19]. Prokarioti nastanjuju gotovo sve zone jezera, ukljuļujuĺi 

bental i pelagijal, te sedimente ili na povrġinama i unutar drugih organizama poput biljaka, 

ģivotinja i protista. 

U pelagiļnom dijelu jezera mikroorganizmi mogu ģivjeti slobodno plutajuĺi (planktonski) 

ili vezani uz ļestice. Mnogi od njih sposobni su mijenjati naļin ģivota ovisno o uvjetima [20]. 

Rast prokariota ograniļen je dostupnoġĺu resursa poput nutrijenata te fiziļkim ļimbenicima, 

kao ġto su temperatura, pH, koncentracija kisika i svjetlost, ali i ispaġom od strane predatora i 

lizom virusa. Ovi ļimbenici u jezerima se isprepliĺu i stvaraju sloģene in situ interakcije [21]. 

Svi mikroorganizmi ovise o ograniļenim resursima otopljene organske tvari (engl. dissolved 

organic matter, DOM) [22], koji se sastoji od razliļitih spojeva. Kljuļne komponente koje 

podrģavaju rast mikroba ukljuļuju jednostavne mono- i oligomere, poput aminokiselina, 

ugljikohidrata i karboksilnih kiselina, koje su prisutne u vrlo niskim koncentracijama (nM 

razina) u prirodnoj jezerskoj vodi. Koncentracije navedenih tvari se izmjenjuju velikom 

brzinom [22]. 

Bioraznolikost mikrobnih zajednica u jezerima iznimno je velika, no veĺina vrsta joġ uvijek 

nema kultiviranih predstavnika [23]. Najļeġĺe zastupljene skupine slatkovodnih prokariota 

ukljuļuju koljena Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes (Flavobacteriales i 

Sphingobacteriales), Cyanobacteria, Verrucomicrobia i Thaumarchaeota. Uz ove dominantne 

skupine, prisutni su i drugi prokarioti u manjim ili povremenim koliļinama, poput 

Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes, Spirochaetes, te 

nekultiviranih vrsta kao ġto su BRC1, OD1, OP10, SR1 i TM7. 
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2.2.2. Zajednice gljiva 

Gljive su eukariotski organizmi sa staniļnom stijenkom graĽenom od hitina  te 

heterotrofnim naļinom prehrane. Gljive su filogenetski i funkcionalno raznolika skupina 

prisutna u gotovo svim ekosustavima na Zemlji, ukljuļujuĺi vodene ekosustave [24]. Gljive 

kroz parazitske interakcije s drugim organizmima i organskom tvari mogle bi uvelike utjecati 

na strukturu, stabilnost i funkcionalnost hranidbenog lanca u vodenim sustavima [25]. Upravo 

zato treba proġiriti saznanja o raznolikosti i ekologiji vodenih gljiva kako bi se bolje razumjeli 

mehanizmi povratnih informacija ekosustava na klimu i antropogene promjene [26].  

Zajednica gljiva vodenih okoliġa morfoloġki, filogenetski i ekoloġki je raznolika skupina 

[27]. Paralelno s njihov raznolikim naļinom ģivota, sastav zajednice i brojnost gljiva znatno se 

razlikuju ovisno o njihovim vodenim staniġtima [28]. Broj izoliranih i opisanih svojti gljiva 

mnogo je manji od globalnih procjena, ukljuļujuĺi samo 120.000ï143.273 vrsta [24]. Veĺina 

vrsta povezana je s dva koljena Ascomycota i Basidiomycota.  

Uz potpuno prilagoĽene vodene gljive, koje koriste dostupne hranjive tvari i razmnoģavaju 

se u vodi, u vodenim ekosustavima nalaze se i kopnene gljive i djelomiļno prilagoĽene vodene 

gljive. Kopnene gljive pasivno se unose u vodeni ekosustav i u vodi ne pokazuju nikakvu 

aktivnost [29], a djelomiļno prilagoĽene gljive mogu biti amfibijske s jednom fazom svog 

ģivotnog ciklusa pod vodom, a drugom fazom rasprġenom na granicama zrak-voda.  

Napredak tehnologija sekvenciranja potaknuo je novi val u istraģivanju zajednice gljiva 

vodenih sustava [24]. Tako je nedavno otkrivena nova velika raznolikost gljiva u vodenim 

ekosustavima, gljive tamne tvari (engl. dark matter fungi) koje se povezuje s ranim granama 

gljiviļnog stabla, tj. Aphelida, Rozellomycota i Chytridiomycota [26].  

 

2.2.3. Procesi sastavljanja zajednica  

Iz makro ekoloġkih studija definirane su ļetiri razliļite temeljne kategorije sastavljanja 

zajednica: selekcija meĽu vrstama, rasprostranjenost, specijacija i ekoloġki drift [30]. Ove 

kategorije su oblikovane deterministiļkim ili stohastiļkim procesima sastavljanja zajednica 

[31]. Ti se procesi meĽusobno ne iskljuļuju, a njihova relativna vaģnost mijenja mikrobnu 

raznolikost i njezinu bioloġku funkciju [32]. 

U deterministiļkim procesima sastavljanja zajednica abiotiļki i biotiļki parametri odreĽuju 

prisutnost ili odsutnost vrsta te relativnu brojnost vrsta [33], odnosno deterministiļki procesi 

ukljuļuju okoliġnu selekciju i interakciju meĽu vrstama [34]. Dok se stohastiļkim procesima 
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sastavljanja zajednica smatraju nasumiļna kolonizacija, demografske sluļajnosti i nasumiļne 

promjene u relativnoj brojnosti vrsta (ekoloġki drift) koje nisu posljedica okoliġnih uvjeta [35]. 

Iako je sastavljanje mikrobnih zajednica veĺim dijelom prouļavano iz deterministiļke 

perspektive i gdje je dokazano da odreĽeni okoliġni parametri poput pH, saliniteta i organskog 

ugljika utjeļu na njihov sastav, sve veĺi broj istraģivanja pokazao je kako i stohastiļki procesi 

utjeļu na njihov sastav [33]. 

Unutar vodenih povezanih ekosustava mikrobna zajednica nastaje kao rezultat procesa 

sastavljanja uzvodno zbog hidroloġkih uvjeta u svakom od podsustava (jezera, potoci) [36], a 

promjene u sastavu nisu toliko obiljeģene prisutnoġĺu ili odsutnoġĺu vrsta, veĺ promjenama u 

relativnoj zastupljenosti [17]. Strukturu mikrobnih zajednice, a time i povezanost slatkovodnih 

ekosustava, dodatno oblikuju sezonske hidroloġke promjene [37,38]. Stoga su prostorno-

vremenske studije posebno vaģne za detaljnije razumijevanje funkcioniranja slatkovodnih 

povezanih ekosustava. Glavni razlog za funkcioniranje takvih povezanih ekosustava vjerojatno 

je postojanje temeljnog srediġnjeg mikrobioma [17,39,40]. 

 

2.2.4. Mikrobna petlja  

U vodenim ekosustavima organizmi su podijeljeni u tri skupine, autotrofne, miksotrofne i 

heterotrofne [41]. Autotrofni organizmi fiksiraju svjetlosnu energiju i koriste je za sintezu 

sloģenih organskih tvari iz jednostavnih anorganskih tvari u procesu primarne proizvodnje. U 

ove organizme iz fitoplanktonske zajednice ubrajaju se alge (mikrofiti), te iz makrobentoske 

zajednice, biljke (makrofiti) [42].  

Heterotrofni organizmi ne mogu sintetizirati organske tvari, stoga moraju koristiti gotovu 

organsku tvar proizvedenu od autotrofa. Koriste jednostavnu i sloģenu organsku tvar koje 

metabolizmom, odnosno sekundarnom produkcijom resintetiziraju. U heterotrofe se ubrajaju 

bakterije, arheje, gljive i neki protisti, koji svojom izvanstaniļnom enzimatskom aktivnoġĺu 

zapoļinju degradaciju organske tvari [42].  

Miksotrofni organizmi kombiniraju autotrofni i heterotrofni naļin prehrane te su ġiroko 

rasprostranjeni meĽu mikroorganizmima, ukljuļujuĺi vaģne skupine planktona poput 

dinoflagelata i cijanobakterija [43].  

Autotrofi proizvode organsku tvar koju heterotrofi koriste kao izvor energije, pokreĺuĺi 

mikrobnu petlju (Slika 2; engl. microbial loop) [44]. Heterotrofni mikroorganizmi konzumiraju 

organsku tvar, a njih zatim jedu heterotrofni protisti, koji dalje sluģe kao hrana 
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mikrozooplanktonu i viġim trofiļkim razinama. Tako, mikrobna petlja omoguĺuje recikliranje 

organske tvari i njeno ukljuļivanje u hranidbenu mreģu, omoguĺujuĺi kruģenje hranjivih tvari 

u vodenim ekosustavima. 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz mikrobne petlje u slatkovodnom ekosustavu (izvor: vlastita izrada u 

Biorender.com). 

 

 

2.3. Otopljena organska tvar u slatkovodnim ekosustavima 

U slatkovodnim ekosustavima organski ugljik najveĺim dijelom dio je otopljene organske 

tvari (engl. dissolved organic matter, DOM) [45]. Osim organskog ugljika, koji se sastoji od 

organskih tvari koje sadrģe ugljik, DOM ļine i otopljeni duġikovi spojevi, huminske i fulvinske 

kiseline, lipidi i masne kiseline, ugljikohidrati i pigmenti [46]. Otopljeni duġikovi spojevi 

ukljuļuju organske molekule koje sadrģe duġik. Huminske i fulvinske kiseline su kompleksne 

organske tvari koje nastaju razgradnjom biljnih i ģivotinjskih ostataka, lipidi, masne kiseline i 

ugljikohidrati veĺinski potjeļu od algi, biljaka i drugih organizama, te pigmenti kao ġto su 

klorofil i karotenoidi, koji potjeļu iz fotosintetskih organizama.  
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DOM je vaģan u prirodnim vodenim ekosustavima zbog niza procesa u kojima sudjeluje, 

meĽu ostalim regulaciji hranjivih tvari i pH vrijednosti. TakoĽer, djeluje kao jak kelirajuĺi 

agens za metale utjeļuĺi na njihovu topljivost, transport i toksiļnost, te sudjeluje u prijenosu 

organskih oneļiġĺujuĺih tvari, formiranju koloidnih ļestica i fotokemijskim reakcijama [47]. 

Stoga je DOM, pogotovo u povezanim ekosustavima, srediġnji za mnoge procese od 

biogeokemijskih ciklusa do dinamike hranidbene mreģe i funkcioniranja ekosustava.  

DOM se prema veliļini moģe podijeliti u dvije kategorije (Slika 2), toļnije u spojeve visoke 

molekulska mase (engl. high molecular weight, HMW; > 1000 Da) i spojeve niske molekulske 

mase (engl. low molecular weight, LMW; < 1000 Da) [48].  

Izvori otopljene organske tvari u slatkovodnim sustavima mogu biti alohtoni ili autohtoni 

(Slika 2). Alohtoni DOM proizveden je izvan vodenog sustava i transportiran u njega. Najveĺim 

dijelom je kopnenog podrijetla, odnosno nastaje degradacijom biljaka u tlu. U vodene sustave 

unosi se ispiranjem tla ili povrġinskim otjecanjem zbog kiġnih padalina [49], ali i prilikom 

otapanja snijega i leda [50]. Autohtoni DOM proizveden je unutar vodenog sustava od strane 

alga i makrofita kroz mikrobnu hranidbenu mreģu [1]. Fitoplankton, koji veĺinski ļine alge, 

proizvodi DOM primarnom proizvodnjom otpuġtanjem istog iz ģivih ili mrtvih stanica [1]. 

Fragmenti stanica i otopljena tvar iz njih u okolnu vodu oslobaĽaju se prilikom lize stanica i 

algi i bakterija, te se DOM takoĽer oslobaĽa otapanjem tonuĺeg detritusa, tj. neģivog ļestiļnog 

organskog materijala [1]. Prisutnost alohtone ili autohtone frakcije DOM-a varira ovisno o 

sezoni, lokaciji i trofiļkom stanju vodenog sustava.  

S obzirom na koliļinu otopljenih organskih i anorganskih tvari u vodenim ekosustavima, 

razlikuje se trofiļko stanje tih ekosustava [51]. Topljivost tvari u vodenom ekosustavu definira 

njegovo trofiļko stanje, odnosno oligotrofiju, mezotrofiju, eutrofiju i hipertrofiju. Poveĺan 

antropogeni pritisak utjeļe na sastav otopljene organske tvari u vodenim sustavima jer dolazi 

do poveĺane kontaminacije voda kroz otpadne vode. Tako se eutrofikacija vodenih ekosustava 

dogaĽa zbog poremeĺaja razgradnje organske tvari, odnosno poremeĺaja ravnoteģe u mikrobnoj 

petlji [52]. Poveĺan unos alohtonih organskih tvari, koje su razgradljive, dovodi do veĺeg 

razvoja heterotrofa koji se njima hrane, kao ġto su bakterije i gljivice. Koncentracija DOM-a u 

prirodnim vodama ovisi o trofiļkom stanju vodenog okoliġa i varira od 1 mg C/L u oligotrofnim 

okoliġima do 50 mg C/L u visoko eutrofnim okoliġima [53]. 
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2.3.1. Polisaharidi 

Ugljikohidrati su jedna od glavnih komponenti DOM-a. Ugljikohidrati se dijele na 

monosaharide, disaharide, oligosaharide i polisaharide [54]. Monosaharidi su ugljikohidrati 

koji se sastoje od tri do devet ugljikovih atoma, a disaharidi od dva monosaharida. Oligosaharidi 

nastaju spajanjem tri ili viġe monosaharida, dok su polisaharidi ugljikohidrati sloģene strukture 

koji se sastoje od velikog broja monosaharidnih jedinica, zbog ļega imaju veĺu molekulsku 

masu [54]. Oligosaharidi ili polisaharidi nastaju kombinacijom dva ili viġe monosaharida 

povezanih glikozidnim vezama (Slika 3) i kategorizirani su kao sloģeni ugljikohidrati [54]. 

Polisaharidi mogu biti sastavljeni od jednog tipa monosaharida ili  od viġe razliļitih 

monosaharida. 

 

 

Slika 3. Prikaz glikozidne veze, disaharid maltoze (preuzeto i prilagoĽeno iz [54]). 

 

Glikozidna veza se naziva Ŭ-1,4-glikozidna veza ako nastane izmeĽu C-1 ugljikova atoma jedne 

Ŭ-D-glukoze i kisikova atoma hidroksilne skupine vezane na C-4 ugljikov atom susjedne Ŭ-D-

glukoze. Ovo je samo jedan od primjera nastanka veze izmeĽu dvije glukoze. Naime, dvije 

heksoze iste vrste mogu se povezati s pomoĺu dvije konfiguracije veze (Ŭ ili ɓ) preko ġest 

moguĺih ugljikovih atoma (1Ÿ1, 1Ÿ2, 1Ÿ3, 1Ÿ4, 1Ÿ5, 1Ÿ6), ġto moģe rezultirati s 12 

razliļitih disaharida (Slika 4). S razliļitim monosaharidima i poveĺanjem duljine polimera, 

raznolikost se eksponencijalno poveĺava [55]. TakoĽer je moguĺa razgranatost na bilo kojoj 

hidroksilnoj skupini ġto joġ viġe doprinosi raznolikosti polisaharida.  
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Slika 4. Strukturne kombinacije monosaharida. Dvije molekule glukoze mogu se povezati u 

12 razliļitih disaharida. (preuzeto iz [56]). 

 

2.3.2. Polisaharidi u slatkovodnim ekosustavima 

Ugljikohidrati ļine veĺinu vodene, kao i kopnene biomase i znaļajan udio otopljenog 

organskog ugljika u jezerima [57]. Primarne komponente vodenog DOM-a su polisaharidi, 

odnosno ugljikohidrati, koji tradicionalno ļine oko 5 do 20% ukupnog sastava vodenog DOM-

a [58]. MeĽutim, nedavne studije sugeriraju da koncentracije ugljikohidrata mogu biti ļak i 

veĺe u jezerskim ekosustavima. Na primjer, studija o sastavu DOM-a u jezerima otkrila je da 

ugljikohidrati ļine 29ï39% DOM-a u jezerima s razliļitim trofiļkim stanjima [59]. Konkretno, 

u mezotrofnim jezerima ugljikohidrati ļine pribliģno 20% DOM-a [60], dok u eutrofnim 

jezerima taj postotak moģe porasti na 30% [61]. Najzastupljeniji monosaharidi su glukoza, 

galaktoza, fukoza, arabinoza, ramnoza, ksiloza i manoza [62].  
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Izvori polisaharida u jezerima su raznoliki i promjenjivog podrijetla, kao ġto su lokalni 

autotrofni i heterotrofni procesi te alohtoni unosi iz kopnenih izvora [2]. Alohtoni ugljikohidrati 

u vodenom okoliġu kopnenog su podrijetla i dospijevaju u vodene ekosustave ispiranjem tla i 

povrġinskim otjecanjem. Neki polisaharidi koji se obiļno nalaze u vodenom okoliġu kopnenog 

su podrijetla jer su sastavni dijelovi biljnih stanica.  

Veĺina ugljikohidrata u vodenom okoliġu su alohtoni, koje obiļno proizvodi fitoplankton, 

ali mogu potjecati i od drugih organizama [14]. Fitoplankton u procesu fotosinteze koristi 

sunļevu energiju za pretvorbu ugljikova dioksida u ugljikohidrate, dok se kisik oslobaĽa kao 

nusprodukt razgradnje vode. Ugljikohidrati sluģe u dvije razliļite svrhe u mikroalgama, bilo 

kao strukturni spojevi u staniļnoj stijenci ili kao skladiġni spojevi unutar stanice gdje 

osiguravaju energiju za metabolizam[63,64]. Kao strukturni spojevi, ugljikohidrati, zajedno s 

proteinima i lipidima, omoguĺuju rast stanica u promjenjivom okruģenju. Mikroalge i 

cijanobakterije sintetiziraju monosaharide razliļitim metaboliļkim putovima, nakon ļega 

slijedi sinteza sloģenih ugljikohidrata koji se mogu ugraditi u staniļnu stijenku ili izluļiti kao 

izvanstaniļni polisaharidi (EPS).  

Polisaharidi su sloģeni ugljikohidrati koji igraju kljuļnu ulogu u vodenim ekosustavima, 

kao strukturni elementi ili kao skladiġna energija. MeĽu najvaģnijima je laminarin, linearni 

polisaharid sastavljen od pribliģno 25 molekula glukoze povezanih ɓ-(1Ÿ3) glikozidnim 

vezama, s boļnim lancima povezanima ɓ-(1Ÿ6) vezama (Slika 5). Laminarin je glavni 

ugljikohidrat za skladiġtenje energije u algama, a procjenjuje se da njegova godiġnja biosinteza 

doseģe 6ï18 gigatona ugljika, ġto predstavlja jednu osminu godiġnje proizvodnje biomase na 

Zemlji [65]. 

 

 

Slika 5. Struktura laminarina iz smeĽe alge (preuzeto iz [66]). 
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Fukoidan je joġ jedan vaģan polisaharid u vodenim okoliġima, a sastoji se od ostataka fukoze 

i sulfata, uz moguĺe prisustvo drugih monosaharida (Slika 6). Fukoidan dolazi u dva osnovna 

oblika, homofukan i heterofukan, koji se razlikuju u strukturi. Opĺenito se fukoidan nalazi u 

staniļnim stijenkama smeĽih algi, ļineĺi ļak 23% njihove suhe teģine [67].  

 

 

 

Slika 6. Struktura fukoidana tipa I u smeĽoj morskoj algi. Ovo je prikaz uobiļajenih lanaca 

okosnice fukoidana, a R moģe biti -hL-fukopiranoza, h-D-glukuronska kiselina i sulfatne 

skupine, dok mjesto galaktoza, manoza, ksiloza, ramnoza, arabinoza i glukoza u nekoliko 

vrsta morskih algi ostaju nepoznate (preuzeto iz [68]). 

 

Hondroitin sulfat je sulfatirani glikozaminoglikan sastavljen od lanaca N-

acetilgalaktozamina i glukuronske kiseline (Slika 7). Ovaj polisaharid moģe sadrģavati viġe od 

100 monosaharidnih jedinica, a stupanj sulfatacije varira. Prisutan je u staniļnim stijenkama 

algi, gdje ima vaģnu ulogu u njihovoj strukturi i funkciji [69]. 

 

 

Slika 7. Struktura hondroitin sulfata (preuzeto iz [70]). 
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Ksilani su polisaharidi sastavljeni od ɓ-1,4-povezanih ostataka ksiloze s boļnim ograncima 

arabinofuranoze i/ili glukuronske kiseline (Slika 8). Njihova struktura moģe varirati od 

jednostavnih, linearnih homoksilana do sloģenih heteroksilana, koji ukljuļuju dodatne ġeĺerne 

ogranke [71]. Ovi polisaharidi vaģni su u lignoceluloznoj biomasi, koja se sastoji od celuloze, 

hemiceluloze i lignina [72]. Hemiceluloza, koja ļini 20ï40% biomase, ukljuļuje pentoze poput 

ksiloze i arabinoze, heksoze poput manoze i glukoze te ġeĺerne kiseline poput metil-

glukuronske kiseline. 

 

 

Slika 8. Struktura ksilana iz bukve. Omjer ksiloza:glukuronska kiselina:ostali ġeĺeri = 84: 

10,3: 5,7 (preuzeto s [73]). 

 

Arabinogalaktan je sloģen polisaharid koji se sastoji od lanaca arabinoze i galaktoze (Slika 

9). Ovaj polisaharid ļini vaģan dio staniļnih stijena biljaka, gdje doprinosi njihovoj ļvrstoĺi i 

funkciji [74]. 
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Slika 9. Struktura arabinogalaktana iz drva ariġa. Omjer galaktoze:arabinoze:drugih ġeĺera = 

81:14:5 (preuzeto s [73]). 

 

Pululan je biopolimer sastavljen od trimera maltotrioze, povezanih Ŭ-(1Ÿ6) glikozidnim 

vezama (Slika 10). Ovaj polisaharid proizvode gljive, kvasci i liġajevi, a gljiva Aureobasidium 

pullulans najļeġĺe se koristi za industrijsku proizvodnju zbog visokog prinosa i konzistentne 

kvalitete [75]. 

 

 

Slika 10. Struktura pululana izoliranog iz Pullularia pullulans. Glukoza  = 95 (preuzeto s 

[73]). 
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2.4. Razgradnja polisaharida u vodenim ekosustavima  

Heterotrofni mikroorganizmi, koje veĺinom ļine bakterije, glavni su razlagaļi komponenti 

organske tvari u vodenim ekosustavima. Oni imaju kljuļnu ulogu kao konzumenti i 

remineralizatori DOM-a, pri ļemu polisaharidi sluģe kao bitni supstrati za njihove metaboliļke 

procese [3].  

Polisaharidi su polimerne strukture zbog ļega se teġko razgraĽuju, stoga heterotrofne 

bakterije izluļuju strukturno selektivne izvanstaniļne enzime sposobne za razgradnju sloģenih 

polisaharida u metaboliļki korisne monomerne jedinice [4]. Proizvodnja izvanstaniļnih enzima 

ovisi o okoliġu i njegovom sastavu, te se razlikuju dvije razliļite vrste, konstitutivni i inducibilni 

izvanstaniļni enzimi [76]. Konstitutivni enzimi se konstantno sintetiziraju neovisno o okoliġu, 

dok se inducibilni enzimi sintetiziraju u velikim koliļinama kada supstrata ima u izobilju u 

okoliġu. U nedostatku supstrata, inducibilni enzimi se i dalje sintetiziraju, ali u manjoj koliļini.  

Opĺenito se obje vrste izvanstaniļnih enzima za razgradnju polisaharida nazivaju enzimi 

koji aktivno djeluju na ugljikohidrate (engl. carbohydrate-active enzymes, CAZymes) [77]. 

Grupa CAZymes sastoji se od enzima ukljuļenih u razgradnju, sintezu ili vezanje sloģenih 

ugljikohidrata koji su visoko specifiļni za glikozidne veze [78]. Svaka glikozidna veza u 

polisaharidima zahtijeva posebno prilagoĽen enzim za vezanje i hidrolizu. Sloģeni polisaharidi 

sadrģe brojne razliļite glikozidne veze i za njihovu uspjeġnu razgradnju sve glikozidne veze 

moraju se cijepati odreĽenim redoslijedom, ġto u veĺini sluļajeva zahtijeva sinergiju razliļitih 

enzima [79]. Zbog toga glavne klase CAZymes skupine ļine enzimi s razliļitim ulogama pri 

razgradnji polisaharida.  

U ovu skupinu spadaju glikozidne hidrolaze (engl. glycoside hydrolases, GH), koje 

kataliziraju hidrolizu glikozidnih veza [80], a geni koji ih kodiraju obilno su prisutni u veĺini 

bakterijskih genoma. TakoĽer, prisutne u gotovo svim organizmima su i glikoziltransferaze 

(engl. glycosyltransferases, GT), koje biosintetiziraju glikozidne veze iz fosfo-aktiviranih 

donora ġeĺera [81]. Isto tako, polisaharidne liaze (engl. polysaccharide lyases, PL), odgovorne 

za cijepanje glikozidnih veza polisaharida koji sadrģe urinsku kiselinu mehanizmom ɓ-

eliminacije [82]. Ugljikohidratne esteraze (engl. carbohydrate esterases, CE) uklanjaju 

modifikacije na bazi estera prisutne u mono-, oligo- i polisaharidima, ļime olakġavaju 

djelovanje GH na sloģene polisaharide [83]. 

Osim toga, CAZymes ukljuļuju i module vezanja ugljikohidrata (engl. carbohydrate-

binding modules, CBM), fragmente proteina bez enzimatske aktivnosti, ali odgovorni za 
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potenciranje aktivnosti drugih enzima [84]. Proizvodnja svih nabrojenih enzima je energetski 

vrlo zahtjevna [7], osobito kada je za razgradnju jednog polisaharida potrebno viġe enzima. 

Potroġnja energije nadoknaĽuje se iskoriġtavanjem proizvedenih monosaharida [7]. 

Nedavna otkriĺa o ļlanovima obitelji CBM33 i obitelji GH61, koji su litiļke polisaharidne 

monooksigenaze (engl. lytic polysaccharide monooxygenases, LPMO), dovela su do stvaranja 

nove klase CAZyme enzima, poznate kao pomoĺne aktivnosti (engl. auxiliary activities, AA)  

[85]. Ova klasa obuhvaĺa enzime za razgradnju lignina i LPMO, s obzirom na to da je lignin 

ļvrsto i nepromjenjivo povezan s ugljikohidratima u staniļnoj stijenci biljke. Lignolitiļki 

enzimi suraĽuju s klasiļnim polisaharidnim depolimerazama kako bi omoguĺili uļinkovitiju 

razgradnju. Trenutno, klasa AA grupira 9 obitelji ligninolitiļkih enzima i 7 obitelji litiļkih 

polisaharidnih monooksigenaza. 

 

2.4.1. Mehanizmi razgradnje polisaharida  

U vodenim ekosustavima bakterije razgraĽuju polisaharide putem tri razliļita mehanizma 

[86]. U prvom mehanizmu bakterije proizvode i otpuġtaju povrġinski vezane ili slobodne 

izvanstaniļne enzime. Proizvedeni enzimi hidroliziraju polisaharide u monosaharide ili 

oligosaharide izvan bakterijske stanice, te su oni slobodno dostupni u vodenom okoliġu. 

Produkti hidrolize polisaharida su stoga slobodno dostupni za remineralizaciju od strane istih 

bakterija koje su ih proizvele, ļime bakterije nadoknaĽuju potroġene resurse. Bakterije 

ukljuļene u prvi mehanizam nazivaju se kolaborativne bakterije (engl. sharing bacteria) [8].  

Produkti hidrolize polisaharida osim ġto su dostupni kolaborativnim bakterijama za 

remineralizaciju, dostupni su i bakterijama ukljuļenim u drugi mehanizam. Te bakterije 

nazivaju se oportunistiļke bakterije (engl. scavenging bacteria) [8]. Ove bakterije ne proizvode 

izvanstaniļne enzime za hidrolizu polisaharida veĺ profitiraju od aktivnosti drugih bakterija. 

Odnosno koriste dostupne oligosaharide ili monosaharide proizvedene od kolaborativnih 

bakterija za remineralizaciju. Oportunistiļke bakterije stoga su u energetskom profitu, dok 

kolaborativne bakterije imaju samo djelomiļnu korist od svojih enzimskih aktivnosti [6].  

U treĺi mehanizam razgradnje polisaharida ukljuļene su sebiļne bakterije (engl. selfish 

bacteria) [8,86]. Sebiļne bakterije takoĽer proizvode izvanstaniļne enzime koji su uvijek 

vezani za povrġinu bakterijske stanice. Povrġinski enzimi na sebe veģu polisaharide i 

djelomiļno ih hidroliziraju u oligosaharide. Proizvedene oligosaharide odmah prenose u 

periplazmu bakterijske stanice za daljnju hidrolizu [9]. Unutar bakterijske stanice oligosaharidi 
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se razgrade do monosaharida koji se koriste za remineralizaciju. U sebiļnom mehanizmu, 

bakterije imaju malo ili nimalo gubitka proizvoda hidrolize [9] i nadoknaĽuju resurse koji su 

koristile za proizvodnju izvanstaniļnih enzima. Sebiļni mehanizam razgradnje polisaharida 

izvorno je otkriven u  crijevnom mikrobiomu [9], a njegova znaļajna uloga istraģena je i 

dokazana u morskom ekosustavu  [11,86ï88]. 

 

 

Slika 11. Shematski prikaz tri glavna mehanizma iskoriġtavanja polisaharida. Sebiļni 

mehanizam u kojem sudjeluju sebiļne bakterije; kolaborativni mehanizam u kojem sudjeluju 

kolaborativne bakterije i oportunistiļki mehanizam u kojem sudjeluju oportunistiļke 

bakterije. (preuzeto i prilagoĽeno iz [8]). 

 

2.4.2. Dosadaġnja istraģivanja mehanizama razgradnje polisaharida u vodenim 

ekosustavima 

Relativan odnos mehanizama razgradnje polisaharida detaljno je istraģen u morskom 

ekosustavu, a razgradnja razliļitim mehanizmima varira ovisno o lokaciji, sezoni i vrsti 

ukljuļenih polisaharida [11,87,88]. 

Tijekom sezonskog istraģivanja u Sjevernom moru otkriven je znaļajan doprinos sebiļnog 

mehanizma pri razgradnji polisaharida tijekom ljetnih mjeseca [11]. U lipnju je zabiljeģena 

visoka razina sebiļne aktivnosti, na poļetku inkubacija bila je prisutna kod 30%, a kasnije i do 

60% bakterija. U istom razdoblju, stopa vanjske hidrolize zabiljeģena je tek nakon 24 sata 

inkubacija i to kod 20% bakterija. Tijekom travnja i svibnja, sebiļna aktivnost bila je konstantno 

prisutna kod 20% bakterija, dok je dok je stopa vanjske hidrolize zabiljeģena tek na kraju 

inkubacija, kod 10-30% bakterija. Krajem ljeta, u ranoj jeseni, sebiļna aktivnost ostala je visoka 
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(do 50%), a tada su zabiljeģne i najviġe stope vanjske hidrolize (preko 40%). U zimskom 

periodu, i sebiļna aktivnosti i stopa vanjska hidroliza bile su niske, i pojavile su se tek na kraju 

inkubacija i u manje od 20% bakterija.  

Sliļni rezultati su dobiveni tijekom istraģivanja odnosa razliļitih mehanizama tijekom 

proljetnog cvjetanja fitoplanktona u Sjevernom moru [12]. U ranom periodu cvjetanja 

zabiljeģena je niska sebiļna aktivnost (kod manje od 5%  bakterija) i niske stope vanjske 

hidrolize (oko 4 nmol monomer L¯1  h¯1). Usred cvjetanja fitoplanktona doġlo je do poveĺanja 

sebiļne aktivnosti (kod 25% bakterija) i stope vanjske hidrolize (oko 8 nmol monomer L¯1  h¯1). 

U kasnom periodu cvjetanja fitoplanktona zabiljeģena je niska sebiļna aktivnost (ispod 10% 

bakterija), a visoke stope vanjske hidrolize (do 10 nmol monomer L¯1  h¯1) [12].  

Istraģivanja na razliļitim lokacijama u oceanima, otkrila su veĺe postotke sebiļne aktivnosti 

na veĺim dubinama [10]. Tako su na dubinama od 4000 do 5000 m, okarakteriziranim kao vode 

na dnu, zabiljeģene veĺe sebiļne aktivnosti (do 70% bakterija) u usporedbi s povrġinskim 

vodama (do 20% bakterija) Atlanskog oceana. Stope vanjske hidrolize su suprotno tome bile 

veĺe u povrġinskim vodama (do 20 nmol monomer L¯1  h¯1), a niģe u vodama na dnu (oko 3 

nmol monomer L¯1  h¯1). TakoĽer su visoki postoci sebiļne aktivnosti (do 60% bakterija) 

zabiljeģeni prilikom istraģivanja Juģnopacifiļkog vrtloga (engl. South Pacific Gyre), oligotrofni 

vrtlog okarakteriziran vrlo niskom koncentracijom klorofila A i anorganskog duġika [13]. Osim 

na otvorenom oceanu, istraģivanja o razgradnji polisaharida razliļitim mehanizmima provedena 

su i u umjerenim obalnim vodama. Tako je i u sjevernom Jadranskom moru dokazana prisutnost 

sebiļnih bakterija [89].  

Istraģivanja o razgradnji polisaharida u jezerima pokazala su razlike ovisno o trofiļkom 

stanju jezera. Oligotrofna i mezotrofna jezera s niģim koncentracijama DOM-a oslanjaju se na 

izvanstaniļne enzime koje proizvode mikrobi za kruģenje hranjivih tvari [90,91], dok eutrofna 

jezera ovise o unutarnjoj regeneraciji putem mikrobne razgradnje i kemijske desorpcije [92]. U 

slatkovodnim ekosustavima istraģivanja o razgradnji polisaharida su se bazirala iskljuļivo na 

vanjskoj hidrolizi, dok aktivnost sebiļnih bakterija nije istraģivana ni dokazana. Studija o 

vanjskoj hidrolizi polisaharida izmeĽu jezera s razliļitim trofiļkim stanjem tijekom nekoliko 

sezona [14] otkrila je ovisnost aktivnosti enzima o sezoni, ali i o tipu jezera. Opĺenito, 

zabiljeģena je veĺa izvanstaniļna enzimska aktivnost u jezerima s viġim trofiļkim stanjem 

(iznad 15 nmol monomer L¯1  h¯1), te tijekom proljeĺa (do 46 nmol monomer L¯1  h¯1),. TakoĽer 
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su u jezerima s viġim trofiļkim stanjem izvanstaniļno razgraĽeni razliļiti polisaharidi, dok su 

se u jezerima niģeg trofiļkog stanja razgradili samo neki polisaharidi.  

Ipak, detaljno razumijevanje uloge sebiļnog mehanizma u razgradnji i unosu polisaharida 

iz alohtonih naspram autohtonih izvora u slatkovodnim jezerima ostaje nepotpuno. Konkretno, 

razumijevanje doprinosa razliļitih mehanizama razgradnje polisaharida tijekom vremena (rani 

u odnosu na kasne faze cvjetanja) i kroz razliļite tipove jezera (oligotrofni u odnosu na 

mezotrofni). To ukljuļuje ispitivanje sezonskih varijacija i prostornih razlika kako bi se u 

potpunosti razumjelo koriġtenje polisaharida u jezerima. 

 

 

2.5. Metode neovisne o kultivaciji 

Istraģivanja u mikrobnoj ekologiji podrazumijevaju koriġtenje molekularnih metoda. 

Razvoj molekularnih metoda neovisnih o kultivaciji doprinio je boljem razumijevanju 

raznolikosti i formiranju mikrobnih zajednica u vodenim okoliġima. Osim toga razvojem 

metode sekvenciranja omoguĺeno je prouļavanje ekspresije gena te njihove regulacije.  

 

2.5.1. Sekvenciranje nove generacije 

Svaka analiza o mikrobnim zajednicama odreĽenog okoliġa zapoļinje kvalitetnom 

izolacijom ukupne DNA. Iako se protokoli izolacije razlikuju, svaki je koncipiran od nekoliko 

kljuļnih koraka, liza stanice, uklanjanje proteina, kemijsko uklanjanje te proļiġĺavanje DNA. 

Dobivena genomska DNA iz svih mikroba u uzorku amplificira se i pripremi za sekvenciranje 

lanļanom reakcijom polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR). PCR se koristi 

kako bi se ciljano umnoģio gen iz ukupne genomske DNA, ļime se dobiva dovoljna koliļina 

specifiļnog fragmenta za daljnju analizu na sekvencatoru [93]. Za PCR reakciju potrebni su 

termostabilni enzim polimeraza, par poļetnica, nukleotidi koji se ugraĽuju u novu DNA, puferi, 

te ostali dodatci kao ġto su soli Mg2+ [93]. Prilikom amplifikacije izmjenjuju se ciklusi grijanja 

i hlaĽenja. Enzim polimeraza kopira izoliranu DNA pomoĺu odabranih parova poļetnica [93], 

koje su poļetne toļke amplifikacije. Puferi i dodaci osiguravaju optimalne uvjete za vezanje 

poļetnica i aktivnost polimeraze [93]. PCR se provodi u tri glavna koraka, a zapoļinje 

prvobitnim grijanjem do 95 °C kada se dvolanļana DNA denaturira [94]. Iduĺi korak ukljuļuje 

hlaĽenje na temperature izmeĽu 37 do 72 ÁC, ovisno o koriġtenim poļetnicama. Tijekom 
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hlaĽenja poļetnice se veģu na ciljna mjesta DNA, poļevġi od 3' kraja jednolanļane DNA, jer je 

hlaĽenjem omoguĺeno ponovno stavaranje vodikovih veza [94]. Zadnji korak ukljuļuje  

ponovno grijanje do temperature 75 ï 80 ÁC, ļime se aktivira enzim polimeraza koja 

produģavanjem poļetnice kopira ciljani gen [93]. Poļetnice su specifiļno dizajnirane prema 

dijelovima gena koji se kopira, ġto omoguĺuje selektivnu amplifikaciju [93]. U jednom ciklusu 

se stvore dvije kopije ciljanog gena, a sveukupno se ciklus ponavlja 25-30 puta, ļime je 

omoguĺena eksponencijalna amplifikacija ciljanog gena. Obavezno se provode negativne 

kontrole u kojima nije dodana DNA kako bi se detektirala kontaminacija. Kopirani genski 

produkt iz amplifikacije PCR-om se zove amplikon. Dodatno se PCR-om dodaju adapteri na 

dobivene amplikone [95]. Adapteri su priļvrġĺeni na kraj koriġtenih poļetnica, a razliļiti sastav 

im omoguĺuje hvatanje amplikona, ļitanje i prepoznavanje prema porijeklu iz uzorka, odnosno 

indeksiranje. Na taj se naļin viġe razliļitih uzoraka moģe istovremeno analizirati 

(multipleksiranje), a podaci se kasnije razdvajaju po uzorcima (demultipleksiranje) [95].  

Molekularna identifikacija prokariota se najļeġĺe obavlja na genu 16S rRNA. Gen 16S 

rRNA kodira za RNA komponentu u prokariotskom ribosomu. Gen 16S rRNA ima visoko 

oļuvane regije izmeĽu razliļitih vrsta prokariota, a meĽu njima se nalaze hipervarijabilne regije 

nazvane od V1 do V9 [96]. Iako se hipervarijabilne regije razlikuju meĽu vrstama i omoguĺuju 

razlikovanje organizama unutar viġih taksonomskih razina, kao ġto su domena ili rod, njihova 

razluļivost ļesto nije dovoljna za pouzdanu klasifikaciju na razini vrste. Stoga se ļesto koristi 

polukonzervirana hipervarijabilna regija V4 jer moģe dati rezoluciju od domene do vrste [96]. 

16S rRNA gen se zbog navedenih karakteristika dugi niz godina koristi za filogenetsku 

klasifikaciju i identifikaciju prokariota te su sva saznanja obuhvaĺena u opġirne baze podataka 

od kojih se istiļu SILVA ili RDP (engl. Ribosomal Database Project).  

Za taksonomsku identifikaciju gljiva najļeġĺe se koristi ITS (engl. Internal Transcribed 

Spacer) regija. ITS regija relativno je kratka (600-800 parova baza) i dvije se nalaze u svim 

eukariotima. ITS1 se nalazi izmeĽu 18S i 5.8S rRNA gena, dok se ITS2 nalazi izmeĽu 5.8S i 

28S rRNA gena [97]. ITS2 regija bolje je oļuvana od ITS1 regije zbog ļega zajedno omoguĺuju 

filogenetsku identifikaciju do taksonomske klasifikacije roda, a u nekim sluļajevima i do vrste 

[97]. Baza podataka sekvence ITS regije postaju opseģnije poveĺanjem broja istraģivanja, a 

najpotpunije su UNITE i GenBank.  

Amplikon produkti nakon PCR-a pripremljeni su za sekvenciranje. Sekvenciranje DNA u 

posljednjim desetljeĺima doģivljava veliki napredak. Tako su se od poļetne prve generacije 
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sekvenciranja, odnosno Sangerova sekvenciranja [98], razvile i druga, treĺa i ļetvrta generacija, 

koje se zajedniļki nazivaju sekvenciranje nove generacije [99]. Prilikom sekvenciranja novim 

generacijama milijarde fragmenata nukleinskih kiselina mogu se simultano sekvencirati [99], 

dok se u Sangerovoj metodi jedna nukleotidna sekvenca obraĽuje po reakciji. Illumina 

platforma najļeġĺe je koriġtena metoda sekvenciranja nove generacije, a koristi tehnologiju 

sekvenciranja na temelju sinteze [100]. Priprema uzorka za sekvenciranje zapoļinje 

fragmentiranjem genomske DNA na kraĺe sekvence optimalne duljine od 200 do 600 parova 

baza, nakon ļega se na krajeve fragmenata ligiraju adapteri [101]. Adapteri su kratke sintetske 

oligonukleotidne sekvence, koji omoguĺuju vezanje fragmenta na povrġinu Illumina 

sekvencijskog ļipa. Povrġina ļipa (engl. flow cell) prekrivena je oligonukleotidima 

komplementarnima adapterima, koji omoguĺuje imobilizaciju DNA fragmenata nakon 

njihovog vezanja [101]. Drugi slobodni kraj fragmenta DNA se savije i veģe na drugi obliģnji 

oligonukleotid [101]. Premoġĺavajuĺim PCR-om se fragment DNA se viġestruko amplificira, 

stvarajuĺi guste nakupine identiļnih sekvenci (tzv. klastere). Sekvenciranje se provodi pomoĺu 

reverzibilno terminiranih fluorescentno oznaļeni dideoksinukleotidi (A, T, G, C). 

Fluorescentno oznaļeni nukleotidi imaju blokirajuĺe skupine na 3' hidroksilnoj skupini zbog 

ļega se moģe ugraditi samo po jedan nukleotid u polinukleotidni lanac u jednom ciklusu 

sekvenciranja. Nakon svakog ciklusa, ugraĽeni nukleotid emitira karakteristiļni fluorescentni 

signal, koji se detektira kamerom visoke osjetljivosti [101]. Nakon odreĽivanja ugraĽenog 

nukleotida, fluorescentna oznaka se cijepa u blokirajuĺu skupinu, ļime se omoguĺuje nastavak 

sinteze u sljedeĺem ciklusu [101]. Ovaj proces omoguĺuje precizno oļitavanje sekvence 

nukleotid po nukleotid, s visokom toļnoġĺu i propusnoġĺu [100]. 
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Slika 12. Princip sekvenciranja na Illumina platformi. Illumina tehnologija sekvenciranja, 

temelji se na Sekvenciranju putem sinteze (SBS). Naļelo SBS-a ukljuļuje snimanje 

fluorescentno obiljeģenih dNTP-a, a potom cijepa kako bi se omoguĺila ugradnja sljedeĺe 

baze. (preuzeto i prilagoĽeno iz [101]). 

 

Amplikoni se sekvenciraju sa svakog kraja u duģini od 300 parova baza koji se u obradi 

podataka spajaju do duģine 550 parova baza zbog ļega se ovaj tip sekvenciranja dodatno naziva 

i sekvenciranje uparenih krajeva (engl. paired-end sequencing) [102].   

Uz opisano amplikon sekvenciranje, moguĺe je neciljano sekvenciranje svih mikrobnih 

genoma u uzorku (engl. Shotgun metagenomic sequencing) [103] ļime je omoguĺena analiza 

cjelokupnog genomskog materijala prisutnog u kompleksnom uzorku. Osim analize 

bioraznolikosti mikrobnih zajednica, sekvenciranje metagenoma omoguĺilo je karakterizaciju 

genetske i genomske raznolikosti uz moguĺnost definiranja funkcionalnog potencijala istih u 

prouļavanim zajednicama.  

Illumina platforma ima visoku propusnost, odnosno moģe sekvencirati veliki broj malih 

fragmenata DNA, a u isto vrijeme ima malu stopu pogreġaka [100]. Manji nedostatak ove 

platforme je moguĺnost sekvenciranja samo kraĺih fragmenata (50 ï 300 parova baza) zbog 

ļega postoji moguĺnost ograniļenja u de novo sastavljanju genoma i analiziranju kompleksnih 

regija. Ipak, ovaj problem se rjeġava spajanjem kratkih sekvenci u veĺe sklopove uz pomoĺ 

bioinformatiļkih alata [104].  
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U treĺoj i ļetvrtoj generaciji razvijene su platforme poput PacBio i Nanopore, koje 

omoguĺuju sekvenciranje dugih oļitanja [105]. Iako ove tehnologije imaju znaļajnu prednost 

dugih oļitanja, koja su kljuļna za de novo sekvenciranje genoma i analizu kompleksnih regija, 

njihova se primjena joġ uvijek znatno rjeĽe biljeģi u odnosu na dominantnu Illumina platformu. 

Razlog su veĺa stopa pogreġaka, niģa propusnost te viġe cijene sekvenciranja u usporedbi s 

Illuminom [106]. Nakon sekvenciranja, prvi korak obrade dobivenih sekvenci je analiza 

kvalitete i filtriranje podataka. Filtriranje ukljuļuje uklanjanje adaptera za sekvenciranje, 

odbacivanje oļitanja niske kvalitete te eliminaciju kontaminanata. Kvalitetno filtriranje nuģan 

je korak za metagenomsku analizu kako bi se dobile toļne i smislene procjene mikrobne 

zajednice. Nakon filtriranja, kvalitetne sekvence se sastavljaju u duģe nizove nukleotida zvane 

kontigi (engl. contigs) [107], koji se zatim grupiraju prema pripadanju istom bioloġkom taksonu 

(vrsta ili rod). Dobivene grupirane sekvence nazivaju se bin-ovi (engl. bins) . Nakon dodatne 

kvalitativne provjere dobivenih bin-ova, izdvajaju se oni koji su visoke kvalitete i podvrgavaju 

se taksonomskoj klasificiraju. Rezultat ovog procesa su visoko-kvalitetno generirani bin-ovi, 

poznati kao MAG-ovi (engl. Metagenome Assembled Genomes, MAG) [108]. Nakon 

taksonomske klasifikacije sekvenci slijedi identifikacija gena i regulatornih elemenata unutar 

genoma, kao i funkcionalna anotacija tih gena kojima se odreĽuje funkcionalni kapacitet 

mikrobne zajednice.  

 

2.5.2. Fluorescentna in situ hibridizacija  

OdreĽivanje strukture mikrobnih zajednica moģe se provesti i fluorescencijskom in situ 

hibridizacijom (engl. Fluorescence In Situ Hybridization, FISH) [109]. To je molekularna 

tehnika koja omoguĺuje lokalizaciju specifiļnih sekvenci nukleinskih kiselina u stanici, ļime 

se identificiraju odreĽeni mikroorganizmi u kompleksnim uzorcima, bez potrebe za 

kultivacijom.  

Postupak pripreme uzorka poļinje fiksiranjem i filtracijom uzorka koji sadrģe mikrobne 

stanice. Fiksacija uzorka je neophodna za oļuvanje morfologije stanica, a kao fiksativ najļeġĺe 

se koristi formaldehid jer osigurava oļuvanje i nukleinskih kiselina i proteinskih struktura. 

Filtracija se provodi u sluļaju tekuĺeg uzorka prilikom ļega ciljana zajednica zaostaje na filteru 

odreĽene veliļine pora [110]. Kljuļan korak u FISH protokolu je dodatak hibridizacijskog 

pufera, koji sadrģi razliļite komponente, ukljuļujuĺi formamid i fluorescentno obiljeģene probe 

[109]. Formamid smanjuje temperaturu potrebnu za denaturaciju DNA molekule, dok 
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fluorescentno obiljeģene probe predstavljaju sintetizirane jednolanļane sekvence 

komplementarne ciljanom podruļju DNA ili RNA [110]. Tijekom hibridizacije, fluorescentno 

obiljeģene probe veģu se za specifiļne ciljane sekvence u uzorku, pri ļemu emitiraju 

fluorescentni signal (Slika 13) [111]. Hibridizacijski korak provodi se na poviġenim 

temperaturama kako bi se osiguralo specifiļno vezanje, jer se pri poviġenim temperaturama 

destabiliziraju nespecifiļne interakcije .  

Nakon hibridizacije, uzorci se ispiru u puferu kako bi se uklonile nevezane probe. 

Koncentracije formamida koje se dodaju u hibridizacijski pufer, a naknadno i koncentracije 

natrijeva klorida koji se dodaje u pufer za ispiranje ovise o koriġtenoj probi [110].  

Rezultati FISH metode vidljivi su fluorescentnim mikroskopom, gdje se ciljane sekvence 

vizualiziraju kao fluorescentni signali u stanicama. 

 

 

Slika 13. Principi fluorescentne in situ hibridizacije (FISH). (a) Osnovni elementi FISH-a su 

fluorescentno obiljeģena proba i ciljna sekvenca. Nakon denaturacije obje, u procesu 

hibridizacije, fluorescentno obiljeģena proba veģe se za specifiļnu ciljanu sekvencu u uzorku i 

emitira fluorescentni signal (preuzeto i prilagoĽeno iz [111]). 
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2.6. Vizualizacija unosa ugljikohidrata pomoĺu fluorescentnih 

polisaharida 

Fluorescentnim oznaļavanjem polisaharida moguĺe je vizualizirati interakcije izmeĽu 

ugljikohidrata i mikroorganizama, isto kao i odrediti kvantifikaciju stope hidrolize 

ugljikohidrata u kulturama i kompleksnim uzorcima iz razliļitih okoliġa [112].  

Eksperimenti inkubacije s fluorescentno obiljeģenim polisaharidima (engl. Fluorescently-

labeled polysaccharides, FLAPS) trenutaļno su jedna od rijetkih metoda za uvid u mehanizme 

razgradnje polisaharida s moguĺnoġĺu povezivanja funkcije s identitetom specifiļnih bakterija 

[112]. U poļetku su FLAPS koriġteni za mjerenje stope hidrolize enzima in situ, ali je tehnika 

proġirena na prouļavanje unosa ugljikohidrata od strane bakterija u ļistim i sloģenim 

zajednicama, te za razliļite mehanizme razgradnje polisaharida [56].  

Metoda proizvodnje FLAPS rezultira polisaharidnim derivatima u kojima su molekule 

fluoresceinamina (FLA) stohastiļki konjugirane na hidroksilne skupine duģ polisaharida [113]. 

Polazna toļka je aktivacija polisaharida s CNBr-om. Aktivacija rezultira stvaranjem cijanatnog 

estera na slobodnim hidroksilnim skupinama polisaharida, a dodavanje fluorofora 

fluoresceinamina dovodi do reakcije izmeĽu polisaharidnih cijanatnih estera i primarnih amina 

fluorofora [113]. IzmeĽu fluorofora fluoresceinamina i polisaharida se stvori stabilna 

kovalentna veza, nakon ļega slijedi proļiġĺavanje otopine od nespojenih fluorfora [113]. 

Uspjeġnost oznaļavanja derivatiziranog polisaharida (molarni omjer fluorofora i polisaharida) 

dijelom ovisi o pH reakcijske smjese i broju potencijalno reaktivnih hidroksilnih skupina [112]. 

Jednom aktivirani, derivatizirani i proļiġĺeni, FLA-polisaharidi su izuzetno stabilni na 

ponovljene cikluse smrzavanja i odmrzavanja, kao i na znaļajan raspon temperature. 

Pripremljeni FLAPS dodaje se tekuĺem uzorku ili mediju kulture i inkubira (Slika 14) [112]. 

Poduzorci inkubacija se povremeno prikupljaju i filtriraju, te analiziraju. Sebiļno nakupljanje 

FLAPS-a u periplazmi bakterijske stanice moģe se vizualizirati standardnim epifluorescentnim 

mikroskopom nakon bojenja DNA [86]. Preklapanje signala FLAPS i DNA obojenja na istoj 

lokaciji dokaz je postojanja FLAPS-a u periplazmi bakterijske stanice i sebiļnog mehanizma 

razgradnje polisaharida [86]. Uz dokaz sebiļnog mehanizma, moguĺe je i mjeriti stopu vanjske 

hidrolize razgradnje polisaharida izvanstaniļnim enzimima bakterija koriġtenjem gel 

permeacijske kromatografije i detekcije fluorescencije [8,13]. Nadalje, u kombinaciji sa 

sekvenciranjem, pomoĺu FLAPS inkubacija mogu se identificirati metaboliļki aktivne 

zajednice i novi funkcionalni metaboliļki putovi ili CAZymes. 
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Nakon dokaza o prisutnosti sebiļnih bakterija u ispitanom uzorku, moguĺe je taksonomski 

identificirati bakterije koje sebiļno razgraĽuju dodane polisaharide [8,86,112]. Sekvenciranje 

amplikona 16S rRNA gena koristi se za analizu sastava bakterijske zajednice. Uz ispitane 

poduzorke s dodanim FLAPS-om potrebno je sekvencirati i neizmijenjene kontrolne tretmana 

(inkubacije kojima nisu dodani FLAPS) kako bi se razlikovali uļinci inkubacije boce od 

odgovora zajednice koji ovise o dodanom FLAPS-u [112].  

Nadalje, sebiļne bakterije mogu se filogenetski obojiti i mikroskopski prebrojati pomoĺu 

fluorescentne in situ hibridizacije (FISH). Taksonomski specifiļne FISH probe odabiru se 

nakon taksonomske identifikacije prisutnih bakterija sekvenciranjem amplikona kako bi se 

odredila njihova apsolutna zastupljenost [112]. TakoĽer se kombinacijom FLAPS i FISH 

metode vizualno povezuje specifiļna bakterija sa sebiļnim nakupljanjem polisaharida 

[8,12,13]. Za vizualizaciju bakterijskih skupina mogu se koristiti razliļite FISH metode koje 

ciljaju rRNA. Ispitivanja su pokazala da je modificirani protokol Manza i sur. [114] s 

ļetverostruko obiljeģenim oligonukleotidnim probama najprikladniji za identifikaciju sebiļnih 

bakterija obojenih FLAPS-om. Ovaj protokol je kompatibilan s FLAPS inkubacijom jer je 

protokol manje grub u usporedbi s drugima (na primjer CARD-FISH), ima manje koraka i 

omoguĺuje jasnu detekciju FISH signala. 

Vanjskom hidrolizom polisaharida bakterije u okoliġu proizvode monomere niske manje 

molekulske mase, a stopa hidrolize moģe se  mjeriti gel permeacijskom kromatografskom 

analizom filtrata prikupljenog u svakoj vremenskoj toļki, odnosno iz poduzoraka [113]. Stope 

hidrolize izraļunaju se na temelju promjena u klasama molekulske mase, naime polisaharid se 

postupno razgraĽuje u hidrolizne produkte manje molekulske mase tijekom vremena [113]. 

U sluļajevima teġke identifikacije specifiļnih bakterijskih stanica koristi se protoļna 

citometrija (engl. Flow cytometry) za identifikaciju bakterija na temelju njihovih fiziļkih i 

fluorescentnih svojstava i sortiranje na temelju fluorescencije FLAPS [11]. Protoļna citometrija 

moģe se koristiti u okoliġnim uzorcima za identifikaciju subpopulacija stanica obojenih FLAPS-

om. Potrebne su razliļite kontrole, ukljuļujuĺi slijepu kontrolu zajednice s kontrastnom bojom 

nukleinske kiseline za kalibraciju pozadinske buke.  

Nadalje, za procjenu taksonomskog sastava i funkcionalnog potencijala aktivnih sebiļnih 

bakterija u sloģenoj zajednici moģe se koristiti razvrstavanje stanica aktivirano fluorescencijom 

(engl. Fluorescence-activated cell sorting, FACS) [11]. Ovdje se odabrane bakterijske 
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populacije odvajaju od uzorka i obogaĺuju, nakon ļega je moguĺe primijeniti FISH metodu za 

kvantificiranje specifiļnih bakterija.   

 

 

Slika 14. Jednostavan protokol rada za identifikaciju sebiļnih bakterija u sloģenim uzorcima 

kroz eksperiment inkubacije s fluorescentno obiljeģenim polisaharidima (FLAPS; Izvor: 

vlastita izrada u Biorender.com). 
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Prva faza istraģivanja 

3.1.1. Podruļje istraģivanja i uzorkovanje 

U prvoj fazi istraģivanja uzorci vode prikupljeni su iz svih vodotokova u povrġinskom slivu 

Plitviļkih jezera na 25 razliļitih lokacija (Slika 15). Podruļje interesa ukljuļivalo je tri razliļita 

tipa vodotoka: pritoke (uzorci P1 do P18), meĽujezerske tokove (uzorci MT19 do MT24) i 

rijeku Koranu (uzorak K25).  

Pritoci su uzorkovani na ukupno 18 lokacija (Dodatna Tablica 1), ukljuļujuĺi toļke niz dva 

najvaģnija opskrbljivaļa vodom, Bijelu rijeku i Crnu rijeku. Uzorkovani su takoĽer i pritoci 

Bijele rijeke, potoci Vukmiroviĺ i Ljeskovac. Pritoci su takoĽer ukljuļivali lokacije uz potoke 

Suġanj i Rjeļicu, koji se ulijevaju u dva najveĺa jezera u sustavu, Proġĺansko i Kozjak. 

Uzorkovani su i udaljeniji Koreniļki potok u Drakuliĺ Rijeci, te Rijeka Koreniļka. Na kraju su 

uzorkovani potok Plitvice na tri lokacije, te potok Sartuk, koji se zajedno ulijevaju u rijeku 

Koranu niz slap visok 76 m.  

MeĽujezerski tokovi su potoci koji povezuju 16 jezera u jedinstveni sustav. MeĽujezerski 

tokovi uzorkovani su na ġest lokacija: Labudovaļke barijere, izlazne barijere Gradinskog jezera, 

kanal na Kozjaļkim mostovima i ulazna barijera u jezero Novakoviļa Brod (Dodatna Tablica 

1).  

Kao posljednja lokacija sliva Plitviļkih jezera uzrokovana je rijeka Korana kao srediġnja 

izlazna toļka cijelog sustava (Dodatna Tablica 1).  

Najudaljenije lokacije pritoka udaljene su jedna od druge svega 20 km, dok je udaljenost 

izmeĽu toļaka uzorkovanja niz najduģi tok Bijele rijeke do rijeke Korane samo 12 km.  
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Slika 15. Poloģaji toļaka uzorkovanja na vodotocima u slatkovodnom povezanom ekosustavu. 

Slivno podruļje Plitviļkih jezera uzorkovano je na 25 lokacija, od kojih se 18 nalazilo na 

pritocima (P1-18), 6 na meĽujezerskim tokovima (MT19-24), te 1 toļka na rijeci Korani 

(K25). Karta je generirana pomoĺu softvera QGIS 3.24. 

 

Na svakoj lokaciji uzorkovanja prikupljeno je ukupno 2 litre povrġinske vode u sterilne 

polikarbonatne (PC) boce. Uzorkovanje je obavljeno tijekom proljeĺa i ljeta 2019. i 2020. te 

tijekom zime 2020. i 2021. Uzorci vode filtrirani su peristaltiļkom pumpom (Master flex L/S 

pumpa i kontrolor brzine, 6-600 rpm, 180 VDC, 0,1 HP model 07559/07, Cole-Parmer) na 

polikarbonatne filtere veliļine pora od 0,22 mm (Whatman Nuclepore Track-Etch membrana; 
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promjer 47 mm, Njemaļka). Filteri su odmah pohranjeni na - 20°C, a filtrati na 4°C do daljnje 

obrade. 

 

3.1.2. Mjerenje okoliġnih parametara 

Prije uzorkovanja na svakoj lokaciji mjereni su fizikalni parametri (temperatura, pH, 

elektriļna vodljivost, koncentracija otopljenog kisika u vodi, salinitet) in situ pomoĺu 

multisenzorske sonde (EXO3, YSI, SAD).  

Otopljene koncentracije kationa (Ca2+, Mg2+, Na+) i aniona (Cl¯,SO4
2¯, NO3¯) mjerene su 

u filtriranim uzorcima vode ionskom kromatografijom (Dionex ICS-6000 DC, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA).  

Koncentracije otopljenog organskog ugljika (engl. dissolved organic carbon, DOC) 

mjerenje su analizatorom za odreĽivanje ugljika u tekuĺim uzorcima (HACH QbD1200, 

Colorado, SAD) u filtriranim uzorcima vode.  

Mjerenja okoliġnih parametara u laboratoriju odraĽene su unutar 24 h od uzorkovanja prema 

gore navedenim metodama u Hidrokemijskom laboratoriju na Hrvatskom geoloġkom institutu 

u Zagrebu. 

 

3.1.3. Izolacija DNA, PCR umnaģanje, sekvenciranje i bioinformatiļka obrada sekvenci 

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 146 uzoraka DNeasy PowerWater kitom (Qiagen 

GmbH Hilden, Njemaļka) prema uputama proizvoĽaļa. Izolirana i proļiġĺena DNA bila je 

pohranjena na - 20 ÁC do njenog daljnjeg koriġtenja. 

Izolirana DNA koriġtena je za PCR umnaģanje hipervarijabilne regije gena, koja kodira 16S 

rRNA, koriġtenjem univerzalnog para poļetnica za identifikaciju prokariota 515F (5'-

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3') [115] i 806R (5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3') 

[116]. Izolirana DNA takoĽer je koriġtena za PCR umnaģanje ITS2 gljiviļne rRNA koriġtenjem 

para poļetnica ITS3-Mix1-Mix2 (TCCTCCGCTTAyTgATAtGc), modificirana ITS3 Mix2 

poļetnica iz Tedersoo48 nazvana ITS3-mkmix2 CAWCGATGAAGAACGCAG, i ITS4 

(ekvimolarna mjeġavina cwmix1 TCCTCCGCTTAyTgATAtGc i cwmix2 

TCCTCCGCTTAtTrATAtGc) [117].   

Umnaģanje DNA PCR-om provedeno je dodavanjem 3 ɛl izolirane DNA u konaļni 

volumen od 25 ɛl koji je sadrģavao 5 ɛl High Phusion HF pufera (New England BioLabs, 

Velika Britanija), 1,25 ɛl svake 10 ɛM poļetnice, 0,5 ɛl 10 mM dNTP-a (New England 
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BioLabs, Velika Britanija) i 0,25 ɛl Phusion High-Fidelity DNA polimeraze (New England 

BioLabs, Velika Britanija). Ostatak volumena saļinjavala je ultra ļista PCR voda. Triplikati, 

odnosno tri PCR reakcije pripremljene su po uzorku, kako bi se smanjile pogreġke PCR 

reakcije, te su potonje objedinjeni u jedan uzorak prije sekvenciranja [118].  

Uvjeti umnaģanja dijela 16S rRNA gena bili su: poļetna denaturacija (94 ÁC, 3 min), 30 

ciklusa denaturacije (94 ÁC, 45 s), sparivanje poļetnica (52 ÁC, 60 s), produljenje lanca (72 ÁC, 

90 s) i konaļno produljenje lanca (72 ÁC, 10 min), dok su uvjeti umnaģanja ITS rRNA bili: 

poļetna denaturacija (94 ÁC, 1 min), 35 ciklusa denaturacije (94 ÁC, 30 s), sparivanje poļetnica 

(52 ÁC, 30 s), produljenje lanca (68 ÁC, 30 s) i konaļno produljenje lanca (68 ÁC, 10 min) [118].  

Koncentracija izolirane DNA izmjerena je na nanofotometru (NanoPhotometer, N60/N50, 

IMPLEN, Njemaļka), a za negativnu kontrolu koriġtena je ultra ļista PCR voda. Duģina 

dobivenih amplikona u PCR reakciji provjerena je gel elektroforezom na 1% agaroznom gelu 

u TAE (tris-acetat-EDTA) puferu s fluorescentnom bojom za gel (SYBR Safe DNA Gel Stain, 

Invitrogen, ThermoFisher scientific, SAD). Ultra ļista PCR voda predstavljala je negativnu 

kontrolu, a referentna DNA ljestvica duljine 1 kb (New England BioLabs, Velika Britanija) 

stavljena je na gel kao referentni uzorak.  

PCR produkti su barkodirani, proļiġĺeni normalizirani i pripremljeni za sekvenciranje 

(paired-end sequencing) kako je detaljno opisano u [118]. Svi amplikoni sekvencirani su na 

Illumina MiSeq platformi (V3, 600 ciklusa) u Srediġnjoj Mikrobiom Ustanovi Medicinskog 

sveuļiliġta u Beļu (engl. Joint Microbiome Facility of the Medical University of Vienna, JMF). 

Biblioteke skupova amplikona izdvojene su iz neobraĽenih podataka sekvenciranja pomoĺu 

FASTQ procedure u BaseSpaceu (Illumina) sa zadanim parametrima, dopuġtajuĺi jednu 

neusklaĽenost za indekse biblioteke od 6 nukleotida (nt). Koristeĺi BBDuk alat (BBTools, 

Bushnell B, sourceforge.net/projects/bbmap) iz sirovih sekvenci su iskljuļeni PhiX sljedovi 

koji pripadaju virusima. Svaka biblioteka skupa amplikona potom je demultipleksirana u 

pojedinaļne biblioteke amplikona python paketom demultiplex (Laros JFJ, 

github.com/jfjlaros/demultiplex). Sekvence su filtrirane prema Phred koeficijentu kvalitete od 

30 (99,9 %) te skraĺene za duģinu barkodova, adaptera i poļetnica BBDuk alatom. ASV (engl. 

Amplicon sequence variant) tablica stvorena je koristeĺi standardni protokol iz paketa DADA2 

(v. 1.14.1) [119] u R-u (v. 3.6.1.) [120] te je sadrģavala referentne sekvence grupirane na 99 % 

sliļnosti. Na kraju, ASV-ovima je dodijeljena taksonomija na temelju SILVA baze podataka 

SSU Ref NR 99 izdanje 138.1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23193283) [121] i 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23193283
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UNITE all eukaryotes general FASTA verzija 8.2 [122] pomoĺu SINA verzije 1.6.1 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22556368). 

 

3.1.4. Statistiļka obrada podataka 

Statistiļka analiza dobivenih ASV tablica provedena je koriġtenjem R programskog jezika 

(verzija 4.3.0.) [120]. Za obradu koriġteni su Bionconductor (v. 3.14) paketi vegan (v. 2.5.7.) 

[123], phyloseq (v. 1.38.) [124], ggpubr (v. 0.6.0.) [125], corrplot (v. 0.92) [126] i dplyr [127]. 

Rezultati su vizualizirani pomoĺu paketa ggplot2 [128]. 

Beta raznolikost izmjerenih okoliġnih parametara prikazana je PCA  grafom (engl. Prinipal 

Component Analysis, engl. prijevod: analiza glavnih komponenti) na matrici udaljenosti iz 

normaliziranih podataka Z-score normalizacijom. 

Prije statistiļke analize, ASV-ovi klasificirani kao eukarioti, mitohondriji ili kloroplasti 

uklonjeni su iz 16S rRNA gena amplikon seta podataka. Isto tako iz oba seta podataka (16S 

rRNA i ITS) su iskljuļeni ASV-ovi kojima nije dodijeljena taksonomija na razini koljena, te 

ASV-ovi koji se pojavljuju samo jednom (engl. singletons) i dva (engl. doubletons) puta u 

cijelom skupu podataka.  

Alfa raznolikost izraļunata je na setovima podataka (16S rRNA i ITS) koji su svrgnuti na 

veliļinu najmanjeg skupa podataka iz svakog seta pojedinaļno (na veliļinu uzorka s najmanjim 

brojem utvrĽenih ASV-eva) te nasumiļnom izvlaļenju ASV-eva pri ļemu se dobiju meĽusobno 

usporedivi uzorci (engl. rarefied dataset). Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo 

(engl. richness) prema Chao1 [129], ravnomjernost (engl. eveness) [130], a raznolikost (engl. 

diversity) je procijenjena prema Shannonovom indeksu [131]. Test analize varijance (ANOVA) 

i Tukeyev HSD post hoc test koriġteni su za testiranje razlika u alfa raznolikosti mikrobnih 

zajednica izmeĽu razliļitih grupa. 

Taksonomska zastupljenost prouļena je micanjem ASV-ova kojima nije dodijeljena 

taksonomija te formiranjem grupe ĂOstaliñ (engl. Others), koja je ukljuļivala sve grupe s 

relativnom zastupljenoġĺu manjom od 1 %.  

Beta raznolikost mikrobnih zajednica testirana je PERMANOVA testom (engl. 

Permutational Multivariate Analysis of Variance, engl. prijevod: permutacijska multivarijatna 

analiza varijance) kako bi se utvrdila statistiļki znaļajna razlika izmeĽu razliļitih varijabli. 

Testiranje je provedeno na matricama razliļitosti dobivenih Bray-Curtis koeficijentom iz 

normaliziranih setova podataka Z-score-normalizacijom i vizualizirana PCoA grafom (engl. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22556368
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Principal Coordinate Analysis, engl. prijevod: analiza glavnih koordinata). Okoliġni parametri 

koji su pokazali potencijalni znaļajni utjecaj na oblikovanje strukture mikrobnih zajednica (p 

< 0,05, PERMANOVA) izdvojeni su i ekstrapolirani na PCoA graf pomoĺu funkcije envfit iz 

paketa vegan.  

U svrhu tumaļenja kako sliļnost u sastavu vrsta izmeĽu dviju zajednica varira sa 

zemljopisnom udaljenoġĺu koja ih razdvaja izraļunat je odnos propadanja udaljenosti (engl. 

Distance decay relationship, DDR). Odnos je izraļunat na temelju sliļnosti zajednica prema 

Bray-Curtis indeksu nakon normalizacije seta podataka kroz kumulativno skaliranje zbroja. Za 

izraļun koriġten je metagenomeSeq paket [132]. Geografska udaljenost izraļunata je pomoĺu 

ĂVincentyñ (elipsoid) velikog kruga kako bi se uzela u obzir zaobljenost Zemlje. Za izraļun 

geografske udaljenosti koriġteni su paketi enmSdm [133] i geosphere (v1.5.10) [134]. DDR je 

izraļunata izmeĽu najudaljenijih lokacija uzorkovanja, odnosno najduljeg toka voda u sustavu 

Plitviļkih jezera, od Bijele Rijeke, kroz sve meĽujezerske vodotoke do rijeke Korane.  

Odnos brojnosti i naseljenosti (engl. abundance-occupancy relationship, AOR) koriġtena je 

za determinaciju temeljnog srediġnjeg mikrobioma cjelokupnog povezanog sustava. AOR 

odraģava korelaciju izmeĽu broja mjesta koja vrsta zauzima i prosjeļne lokalne brojnosti 

jedinki te vrste na mjestu gdje se nalazi. Relativna zastupljenost svakog taksona izraļunata je u 

cjelokupnom setu podataka, transformirana log transformacijom i prikazana na grafu u odnosu 

na proporciju diskretnih uzoraka u kojem se nalazi (ako je odnos brojnosti i naseljenosti iznosio 

1, takson je zastupljen u svim uzorcima). Takse koje su pronaĽene u svim uzorcima smatrale 

su se temeljnim srediġnjim mikrobiomom. Jedinstveni i zajedniļki ASV-ovi prikazani su u 

Vennovim dijagramima za ġto je koriġten je paket ggVennDiagram [135].  

Za procjenu procesa sastavljanja mikrobnih zajednica koristio se ekoloġki nulti model 

bioraznolikosti [32,136]. Indeksi ɓ-najbliģeg taksona (engl. ɓ- nearest taxon index, ɓNTI) za 

prokariotsku i gljiviļnu zajednicu izraļunati su na temelju iz setova podataka (16S rRNA i ITS) 

koji su svrgnuti na veliļinu najmanjeg skupa podataka iz svakog seta pojedinaļno (na veliļinu 

uzorka s najmanjim brojem utvrĽenih ASV-eva) te nasumiļnom izvlaļenju ASV-eva pri ļemu 

se dobiju meĽusobno usporedivi uzorci (engl. rarefied dataset) te filogenetskih stabala 

amplikona. Indeksi ɓ-srednjeg najbliģeg taksona (engl. ɓ-mean nearest taxon index, ɓMNTD) 

izraļunati su kako bi se provjerilo postoji li znaļajna razlika izmeĽu molekularnog i 

filogenetskog obrata mikrobioloġkih zajednica. Nadalje je izraļunat ɓNTI kao razlika izmeĽu 

prouļavanog ɓMNTD i nulte distribucije. ɓNTI veĺi od 2 ili manji od -2 ukazuju na dominaciju 
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deterministiļkih procesa (varijabilni ili homogeni odabir) sastavljanja zajednica. ɓNTI u 

vrijednosti od -2 do 2 ukazuje na dominaciju stohastiļki procesi kao ġto su homogenizirajuĺa 

disperzija, ograniļenje disperzije ili sluļajni proces (ekoloġki drift). Na temelju zastupljenosti 

mikrobnih zajednica izraļunat je Raup-Crick (RC) beta raznolikosti kako bi se razlikovali 

stohastiļki procesi. Mikrobne zajednice sastavljene su procesom ograniļenjem disperzije ako 

je RC bio veĺi od 0,95, homogenizirajuĺom disperzijom ako je RC manje od -0,95. Ako je 

vrijednost RC-a izmeĽu -0,95 do 0,95 djeluje samo sluļajni proces (ekoloġki drift).  
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3.2. Druga faza istraģivanja 

3.2.1. Podruļje istraģivanja i uzorkovanje 

U drugoj fazi istraģivanja uzorkovana su dva prirodna krġka jezera u Hrvatskoj: Kozjak i 

Crniġevo (Slika 16).  

 

Slika 16. Zemljopisni poloģaj uzorkovanih krġkih jezera u Hrvatskoj. Jezero Kozjak nalazi se 

unutar ekosustava Plitviļkih jezera u dinarskoj regiji, a Jezero Crniġevo u Baĺinskim jezerima 

u sredozemnoj regiji Hrvatske.  

 

Jezero Kozjak najveĺe je i najdublje meĽu Plitviļkim jezerima. Plitviļka jezera ļine 

slatkovodni povezani ekosustav sastavljen od potoka i 16 kaskadnih jezera, meĽusobno 

povezanih slapovima [137]. Plitviļka jezera nalaze se u regiji Dinarskog krġa u zapadnoj 

Hrvatskoj, koju karakterizira kontinentalna klima s hladnim zimama i suhim ljetima.  

Jezero Crniġevo je najdublje jezero iz skupine kriptodepresijskih jezera, Baĺinskih jezera. 

Baĺinska jezera smjeġtena su u juģnoj Sredozemnoj Hrvatskoj, okarakteriziranoj 

mediteranskom klimom s vruĺim, suhim ljetima i blagim, vlaģnim zimama. Jezero Crniġevo 

ima djelomiļni dotok morske vode kroz porozni krġ [138].  

Uzorci vode prikupljeni su u proljeĺe i ljeto 2022., te zimu 2023. na dubini na kojoj je 

koncentracija otopljenog kisika bila otprilike 10 mg L-1 pomoĺu Ruttner uzorkivaļa vode 3L 
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(KC Denmark). Odmah nakon uzorkovanja 1 L vode stavljena je u staklene boce (DURAN, 

DWK Life Sciences, Engleska).  

 

3.2.2. Mjerenje okoliġnih parametara 

Prije uzorkovanja na svakoj lokaciji mjereni su fizikalni parametri (temperatura, pH, 

elektriļna vodljivost, koncentracija otopljenog kisika u vodi, salinitet) in situ pomoĺu 

multisenzorske sonde (EXO3, YSI, SAD).  

Otopljene koncentracije kationa (Ca2+, Mg2+, Na+) i aniona (Cl¯,SO4
2¯, NO3¯) mjerene su 

u filtriranim uzorcima vode ionskom kromatografijom (Dionex ICS-6000 DC, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA).  

Koncentracije otopljenog organskog ugljika (engl. dissolved organic carbon, DOC) 

mjerenje su analizatorom za odreĽivanje ugljika u tekuĺim uzorcima (HACH QbD1200, 

Colorado, SAD) u filtriranim uzorcima vode.  

Mjerenja okoliġnih parametara u laboratoriju odraĽene su unutar 24 h od uzorkovanja prema 

gore navedenim metodama u Hidrokemijskom laboratoriju na Hrvatskom geoloġkom institutu 

u Zagrebu. 

 

3.2.3. Priprema fluorescentno oznaļenih polisaharida 

Boratni pufer pripremljen je mijeġanjem Na2B4O7·10H2O u 1700 mL Mili-Q vode na 

magnetskoj mijeġalici povremeno dodavajuĺi 6 M HCl. Na kraju je pH podeġen na 8,0, a ukupni 

volumen na 2 L. Fosfatni pufer pripremljen je otapanjem 100 mM NaCl, 3 mM 3 mM 

NaH2PO4·2H2O u 1950 mL Mili-Q vode. pH je na kraju podeġen na 8,0, a ukupni volumen na 

2 L.  

Za gel filtracijsku kromatografiju koriġteni su Spehadex gelovi, koji su nabubrili u jednom 

od navedenih pufera preko noĺi, a zatim su resuspendirani i ostavljeni da se slegnu, odlijevajuĺi 

pufer koji je bio iznad njih kako bi se uklonile sve sitne ļestice iz gelova prije izlijevanja u 

stupce.  

Za aktivaciju polisaharida 30 mg CNBr otopljeno je u 350 ÕL ultraļiste vode, a 40 mg 

polisaharida otopljeno je u 2 mL ultraļiste vode. Otopine CNBr-a i polisaharida su promijeġane, 

a pH dobivene otopine se kontinuirano pratio narednih 5 minuta i dodatkom 0,2 M NaOH 

odrģavan je iznad 9,5. Cijela reakcijska smjesa (otprilike 2,45 mL) bila je ubrizgana u gel sustav 

permeacijske kromatografije koji se sastojao od multistatiļke peristaltiļke pumpe priļvrġĺene 
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na kolonu 18,3 x 1,0 cm napunjenu Sephadex G50 gela. Mobilna faza bio je boratni pufer, a 

brzina protoka je bila 1 ml/min. Frakcija koja odgovara praznom volumenu kolone (otprilike 5 

mL ukupnog volumena) je sakupljena, pomijeġana sa 6 mg fluoresceinamin (Sigma) i 

inkubirana na sobnoj temperaturi u mraku.  

Nakon 18 h, svijetlo ģuta otopina je ubrizgana u dva dijela na 26,5 x 1,0 cm kolonu 

napunjenu sa Sephadex G-50 gela uravnoteģenog s fosfatnim puferom. Brzina protoka bila je 1 

mL/min. Na stupcu je otopina bila podijeljena u dvije jarko obojene trake; skupljena je frakcija 

koja je eluirana u praznom volumenu kolone.  

 

 

Slika 17. Shema proizvodnog sustava za FLAPS. Sustav ukljuļuje peristaltiļku pumpu, pufer, 

injektor za dodavanje uzorka, kolonu tekuĺinske kromatografije s odgovarajuĺim medijem, 

UV detektor i sakupljaļ uzorka (Izvor: vlastita izrada u Biorender.com prema [112]). 

 

Koncentracija oznaļenog polisaharida izraļunata je mjerenjem apsorpcije (na 490 nm, u 

odnosu na niz standarda fluoresceinamina). Koriġteni polisaharidi bili su: arabinogalaktan, 

hondroitin sulfat, fukoidan, laminarin, pululan, ksilan.  
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3.2.4. Inkubacije s fluorescentno oznaļenim polisaharidima 

Triplikati uzoraka vode od 1 L stavljeni su u sterilne, kiselinom isprane boce i inkubirani 

do 18 dana u mraku na in situ temperaturi s jednim od ġest fluorescentno obiljeģenih 

polisaharida (FLAPS): arabinogalaktan, hondroitin sulfat, fukoidan, laminarin, pululan i ksilan. 

Svaki polisaharid dodan je u koncentraciji od 3,5 ɛmol ekvivalenta monomera. Odabrani 

polisaharidi te koncentracija u kojoj su dodani izabrani su zbog smislene usporedbe 

slatkovodnog i morskog okoliġa. Dodatno, kao kontrolni uzorak koriġten je uzorak vode bez 

dodatka polisaharida inkubiran pod istim uvjetima.  

Svaka inkubacija je poduzorkovana 0., 3., 6., 12. i 18. dan inkubacije za analizu sastava 

mikrobne zajednice, FISH analizu i mjerenje aktivnosti izvanstaniļnih enzima. Analiza je 

provedena pomoĺu sekvenciranja hipervarijabilne regije gena, koja kodira 16S rRNA gen, 

kvantifikacije sebiļne aktivnosti i fluorescentne in situ hibridizacije (FISH).  

Za analizu mikrobne raznolikosti, 50 ml vode iz inkubacije je filtrirano na PC filter veliļine 

pora 0,22 ɛm (Whatman Nuclepore Track-Etch membrana; promjer, 47 mm) i odmah 

pohranjeno na -20ÁC. Za analizu sebiļnog mehanizma i FISH analizu, 15 ml i 5 ml uzoraka 

vode iz inkubacije, fiksiranih s konaļnom koncentracijom od 1% formaldehida tijekom 1 sata 

na sobnoj temperaturi, filtrirano je na polikarbonatni filter od 47 mm (veliļina pora 0,2 ɛm) 

pomoĺu vakuumske pumpe. Poduzorak uzet 0. dana inkubacije filtriran je unutar 2 sata od 

dodavanja FLAPS-a uzorkovanoj vodi iz jezera. 

Dodatno, negativne kontrole su takoĽer inkubirane pod istim uvjetima. Negativne kontrole 

ukljuļivale su autoklavirane uzorke vode inkubirane s jednim od ġest FLAPS-ova. 

Mikroskopske slike potvrdile su nepostojanje stanica u uzorcima i ne-degradiranih FLAPS-eva. 

(Dodatna slika 1). 

 

3.2.5. Izolacija DNA, PCR umnaģanje, sekvenciranje i bioinformatiļka obrada sekvenci 

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 210 uzoraka DNeasy PowerWater kitom (Qiagen 

GmbH Hilden, Njemaļka) prema uputama proizvoĽaļa. Izolirana i proļiġĺena DNA bila je 

pohranjena na - 20 ÁC do njenog daljnjeg koriġtenja. 

Izolirana DNA koriġtena je za PCR umnaģanje hipervarijabilne regije gena, koja kodira 16S 

rRNA, koriġtenjem univerzalnog para poļetnica za identifikaciju prokariota 515F (5'-

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3') [115] i 806R (5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3') 

[116].  
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Umnaģanje DNA PCR-om provedeno je istim protokolom kao u prvoj fazi istraģivanja 

opisanim u dijelu 3.1.3. Priprema PCR produkta za sekvenciranje, te sekvenciranje na Illumina 

MiSeq platformi i bioinformatiļka obrada provedeni su na naļin opisan u prvoj fazi istraģivanja 

pod dijelom 3.1.3.  

 

 

3.2.6. Kvantifikacija aktivnosti sebiļnog mehanizma 

Filtrirani i fiksirani uzorci vode iz inkubacija obojeni su 4',6-diamidin-2-fenilindolom 

(DAPI) dodanu u otopinu Citifluor/VectaShield (4:1). Stanice obojene polisaharidima 

vizualizirane su i pobrojane koriġtenjem potpuno automatiziranog mikroskopskog sustava za 

slikanje na mikroskopskom stalku Zeiss AxioImager.Z2 (Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, 

Gºttingen, Njemaļka) opremljenom hlaĽenom kamerom s naelektrizirano spregnutim 

ureĽajima (CCD) (AxioCam MRm + Colibri LED izvor svjetla, Carl Zeiss), tri svjetleĺe diode 

(LED koja emitira UV, 365 ± 4,5 nm za DAPI; LED koja emitira plavu boju, 470 ±14 nm za 

FLAPS488, LED koja emitira crveno, 590 ± 17,5 nm za tyramide Alexa 594, FISH) u 

kombinaciji s HE-62 multifilter modulom koji se sastoji od trostrukog emisijskog filtra (425/50 

nm, 527/54 nm, LP 615 nm, ukljuļujuĺi trostruki razdjelnik snopa od 395/495/610, CarlZeiss). 

Slike su snimljene automatski s najmanje 30 vidnih polja po filtru koriġtenjem 

apokromatskog objektiva s uljnim imerzijskim poveĺanjem od 63X s numeriļkom aperturom 

od 1,4 (Carol Zeiss) na odabranim valnim duljinama (DAPI, FLAPS, FISH) . Fiksna vremena 

ekspozicije koriġtena su za snimanje u rasponu od 30 do 100 ms za DAPI, 40 i 150 ms za 

FLAPS, i 200 do 250 ms za FISH.  

Kvantifikacija stanica provedena je pomoĺu softvera ACMETOOL (https://www.mpi-

bremen.de/automated-microscopy.html#section19794) slijedeĺi [86]. Ukratko, stanice su 

pozitivno identificirane, odnosno, smatrane "obojene FLAPS-om" ako su pokazale pozitivan 

signal i na DAPI i FLA-PS (488) slikama. Dodatno, signali su morali imati minimalno 

preklapanje od 30%, minimalno podruļje od 17 ili 30 piksela (0,17 ï 0,3 ɛm2) (DAPI signal i 

FLA-PS signal, redom) i kao i minimalni omjer pozadine signala od 1.  

 

3.2.7. Fluorescentna in situ hibridizacija 

Filteri s fiksiranim uzorcima iz inkubacija izrezani su na sitne dijelove i na njima je 

provedena FISH analiza. FISH je proveden s odabiranim probama  za kvantificiranje brojnosti 
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specifiļnih filogenetskih skupina. Hibridizacijski pufer bio je sastavljen od 900 mM NaCl, 20 

mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,02% natrijevog dodecil sulfata, 10% dekstran sulfata (teģ./vol.) i 1% 

(teģ./vol.) reagensa za blokiranje (Boehringer; Mannheim, Njemaļka), s 35% koncentracije 

formamida za sve koriġtene probe. Sve hibridizacije su provedene na 46ÁC u vlaģnoj komori 

tijekom 3 sata, nakon ļega je slijedilo ispiranje u puferu koji je sadrģavao 700 mM NaCl, 20 

mM Tris/HCl (pH 8), 5 mM EDTA (pH 8) i 0,01% natrijev dodecil sulfat na 48 °C.  

Oligo-probe obiljeģene s Atto-594 ļetiri puta, koriġtene su za detekciju svih bakterija. Proba 

specifiļna za domenu EUB338-I koriġtena je za detekciju bakterija opĺenito [139], a EUB388-

II i EUB338-III za specifiļno ciljanje bakterija iz koljena Planctomycetota i Verrucomicrobiota 

[140]. Probe EUB388-II i EUB 338-III imaju preklapanje konvergentnosti [140], ġto rezultira 

time da su odreĽene bakterije pozitivne za obje probe. Konaļno, proba CF19a koriġtena je za 

detekciju bakterija iz koljena Bacteroidota [114]. Detaljne informacije o koriġtenim probama 

navedene su u Dodatnoj tablici 2.  

FISH analiza na mikroskopu provedena je na veĺ opisani naļin, te je koriġtena treĺa 

svjetleĺa dioda (LED koja emitira crveno, 590 Ñ 17,5 nm za tyramide Alexa 594, FISH). Fiksno 

vrijeme ekspozicije koriġtene su za snimanje u rasponu od 200 do 250 ms. Konaļno, 

preklapanje sva tri signala (DAPI, FISH, FLAPS) ukazivalo je na stanicu obojenu FLAPS-om 

identificiranu specifiļnom FISH probom. 

Svaka slika snimljena je na automatskom signalu, a sve bakterije koje su imale pozitivan 

signal na automatskim, DAPI i FLAPS kanalima prepoznate su kao cijanobakterije i iskljuļene 

iz proraļuna za sebiļni mehanizam (Dodatna slika 2). Zbog loġe kvalitete filtera i nedostatka 

DAPI bojenja uzorci iz proljeĺa iz jezera Kozjak 6. dana iz inkubacija arabinogalaktana, 

hondroitin sulfata, laminarina i pululana nisu analizirani. Kao i ljetni uzorci iz jezera Kozjak 6. 

dana iz kontrolne inkubacije, arabinogalaktana i laminarina. 

 

3.2.8. Super-rezolucijsko oslikavanje sebiļnog mehanizma unosa polisaharida u bakterija 

Sebiļni mehanizam razgradnje FLAPS-a vizualiziran je na Zeiss ELYRA PS.1 (Carl Zeiss) 

koriġtenjem 561, 488 i 405 nm lasera i BP 573-613, BP 502-538 i BP 420-480+LP 750 optiļkih 

filtara. Z-stack slike snimljene su objektivom Plan-Apochromat 63×/1.4 Oil i obraĽene 

softverom ZEN2011 (Carl Zeiss). 

 

3.2.9. Statistiļka obrada podataka 
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Statistiļka analiza dobivenih ASV tablica provedena je koriġtenjem R programskog jezika 

(verzija 4.3.0.) [120]. Za obradu koriġteni su Bionconductor (v. 3.14) paketi vegan (v. 2.5.7.) 

[123], phyloseq (v. 1.38.) [124], ggpubr (v. 0.6.0.)  [125], corrplot (v. 0.92) [126] i dplyr [127]. 

Rezultati su vizualizirani pomoĺu paketa ggplot2 [128]. 

Prije statistiļke analize, ASV-ovi klasificirani kao eukarioti, mitohondriji ili kloroplasti 

uklonjeni su iz amplikon seta podataka, te ASV-ovi kojima nije dodijeljena taksonomija na 

razini koljena, isto kao i ASV-ovi koji se pojavljuju samo jednom (engl. singletons) i dva (engl. 

doubletons) puta u cijelom skupu podataka. Dodatno, uzorci iz Kozjak iz ljeta od 0. dana iz 

inkubacija s hondroitin sulfatom, kao i uzorci od zime od 6. dana iz kontrolne inkubacije, te 0. 

dana iz inkubacije s hondroitin sulfatom i od 6. i 12. dana iz inkubacije s laminarinom uklonjeni 

su iz skupa podataka zbog niskih oļitanih brojeva (<1000 oļitavanja). Statistiļka obrada je 

provedena na 205 uzoraka. 

Alfa raznolikost izraļunata je na setu podataka koji su svrgnuti na veliļinu najmanjeg skupa 

podataka iz svakog seta pojedinaļno (na veliļinu uzorka s najmanjim brojem utvrĽenih ASV-

eva), te nasumiļnom izvlaļenju ASV-eva pri ļemu se dobiju meĽusobno usporedivi uzorci 

(engl. rarefied dataset). Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo (engl. richness) 

pomoĺu funkcije specnumber i raznolikost (engl. diversity) je procijenjena prema 

Shannonovom indeksu [131].  

Beta raznolikost mikrobnih zajednica testirana je ANOSIM testom (engl. Analysis of 

similarity, engl. prijevod: analiza sliļnosti) kako bi se utvrdila statistiļki znaļajna razlika 

izmeĽu razliļitih varijabli. Testiranje je provedeno na matricama razliļitosti dobivenih Bray-

Curtis koeficijentom iz normaliziranih setova podataka Z-score-normalizacijom i vizualizirana 

NMDS grafom (engl. Non-metric multi-dimensional scaling plots, engl. prijevod: grafikoni 

nemetriļkog viġedimenzionalnog skaliranja). Okoliġni parametri koji su pokazali potencijalni 

znaļajni utjecaj na oblikovanje strukture mikrobnih zajednica (p < 0,05, PERMANOVA) 

izdvojeni su i ekstrapolirani na NMDS graf pomoĺu funkcije envfit iz paketa vegan.  

Prije analiza bakterija ukljuļenih u sebiļni mehanizam razgradnje FLAPS-eva, arheje i 

cijanobakterije su bile iskljuļene. Taksonomska brojnost poļetne zajednice prouļavana je na 

razini vrste ukljuļujuĺi sve svojte s relativnom brojnoġĺu veĺom od 1%. Razina koriġtena za 

ovaj prag bila je razina koljena kako bi se uļinkovito obuhvatio sastav zajednice. Zatim su 

identificirane i odabrane sekvence s relevantnim promjenama u usporedbi s poļetnim sastavom 

zajednice na razini roda. Brojnost sekvenci je praĺena kroz vrijeme inkubacije. 
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Za usporedbu FISH rezultata s rezultatima analize mikrobne raznolikosti izraļunata je 

apsolutna brojnost odabrane vrste. Apsolutna brojnost izraļunata je na temelju formule:  

 

ὄὶέὮ ίὸὥὲὭὧὥ ὟὯόὴὥὲ ὦὶέὮ ίὸὥὲὭὧὥ ὟᾀέὶὥὯ ὣ

 
ὑόάόὰὥὸὭὺὲὥ ὶὩὥὰὸὭὺὲὥ ὥὦόὲὨὥὲὧὥ ὑέὰὮὩὲέ ὢ ό όᾀέὶὯό ὣ

ὖὶέίὮὩéὥὲ ὦὶέὮ ὯέὴὭὮὥ ρφὛ ὶὙὔὃ ὫὩὲὥ ὑέὰὮὩὲέ ὢ 
 

 

*Ukupni broj stanica predstavlja broj stanica izbrojan tijekom DAPI, FLAPS i FISH 

bojenja. Ukupan broj stanica izbrojan je epifluorescentnim mikroskopom. 

*Kumulativna relativna zastupljenost izraļunata je zbrajanjem svih relativnih zastupljenost 

odreĽenog koljena u odabranom uzorku. 

*Prosjeļni broj kopija 16S rRNA gena preuzet od [141]. 

Detaljan opis izraļuna moģe se pronaĺi u [141]. 

Konaļno, izraļunata je Spearmanova korelacija ranga izmeĽu rezultata FISH i izraļunate 

apsolutne zastupljenosti odabranih koljena. 
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3.3. Treĺa faza istraģivanja 

3.3.1. Uzorkovanje, inkubacije s fluorescentno oznaļenim polisaharidima i izolacija DNA 

U treĺoj fazi istraģivanja koriġteni su uzorci prikupljeni prilikom uzorkovanja za drugu fazu 

istraģivanja u jezerima Kozjak i Crniġevo (Slika 16). Uzorci za metagenomsko sekvenciranje 

ļitave okoliġe DNA odabrani su na temelju rezultata druge faze istraģivanja. Uzorci s najviġim 

postocima sebiļnog mehanizma detektiranog kod bakterija bili su izdvojeni. Stoga su odabrani 

uzorci iz inkubacija s pululanom i ksilanom iz Kozjaka i Crniġeva, kao i iz ljetnih inkubacija sa 

svim polisaharidima iz Crniġevo (Tablica 1). Poļetne inkubacije (od 0. dana) iz istog jezera i 

sezone skupljene su zajedno kako bi se dobile veĺe koncentracije DNA. 

Ukupna genomska DNA izolirana je iz 25 uzoraka DNeasy PowerWater kitom na veĺ 

opisani naļin. Izolirana i proļiġĺena DNA bila je pohranjena na -20 °C do njenog daljnjeg 

koriġtenja. 

 

3.3.2. Metagenomsko sekvenciranje i bioinformatiļka obrada sekvenci 

Metagenomsko sekvenciranje provedeno je u Novogene u Cambridge, Ujedinjeno 

Kraljevstvo. Prvobitna koncentracija DNA u uzorcima odreĽena je Qubitom. Sljedeĺi korak 

zapoļinje fragmentacijom genomske DNA iz uzoraka na kratke fragmente. Dobiveni fragmenti 

su na A kraju popravljeni (engl. A-tailed) i dalje ligirani s Illumina adapterima. Fragmenti s 

adapterima su razvrstani po veliļini, amplificirani PCR-om i proļiġĺeni. Veliļina i kvaliteta 

biblioteka provjerene su Qubitom i PCR-om u stvarnom vremenu za kvantifikaciju i 

bioanalizatorom za otkrivanje distribucije veliļine. Kvantificirane biblioteke su objedinjene i 

sekvencirane na Illumina NovaSeq 6000 platformi (2 x 250 pb), prema efektivnoj koncentraciji 

biblioteke i potrebnoj koliļini podataka. Iz neobraĽenih dobivenih sekvenci uklonjeni su 

adapteri, sekvence koja sadrģe N > 10% (N predstavlja bazu koja se ne moģe odrediti) i 

sekvence s niskom kvalitetom (Qscore <= 5) kako bi se dobile ļiste i kvalitetne sekvence.  

Sekvence su dodatno filtrirane alatom BBDuk iz BBTools paketa. Filtrirane su baze s oba 

kraja, s kvalitetom ispod zadane granice (Q20), te su zadrģane samo sekvence dulje od 100 pb. 

Spajanje parova sekvenci u duģe sljedove nukleotida, kontige (engl. contig, proces assembly), 

izvrġeno je alatom MEGAHIT [142] s minimalnom duljinom kontiga od 1000 nukleotida.  
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Tablica 1. Popis uzoraka iz eksperimenta s inkubacijama FLAPS-evima iz druge faze 

istraģivanja koriġtenih u treĺoj fazi istraģivanja. 

Naziv uzorka Jezero Sezona uzorkovanja Dan inkubacije FLAPS 

K_P_0_PUL Kozjak Proljeĺe 0 Pululan 

K_P_3_PUL Kozjak Proljeĺe 3 Pululan 

K_P_18_PUL Kozjak Proljeĺe 18 Pululan 

K_L_12_PUL Kozjak Ljeto 12 Pululan 

K_L_18_PUL Kozjak Ljeto 18 Pululan 

K_Z_0_PUL_KS Kozjak Zima 0 Pululan + Ksilan 

K_Z_3_PUL Kozjak Zima 3 Pululan 

K_Z_6_PUL Kozjak Zima 6 Pululan 

K_Z_12_PUL Kozjak Zima 12 Pululan 

K_Z_18_PUL Kozjak Zima 18 Pululan 

K_Z_18_KS Kozjak Zima 18 Xylan 

C_P_0_PUL_KS Crniġevo Proljeĺe 0 Pululan + Ksilan 

C_P_18_PUL Crniġevo Proljeĺe 18 Pululan 

C_L_0_PUL_KS Crniġevo Ljeto 0 Pululan + Ksilan 

C_L_12_PUL Crniġevo Ljeto 12 Pululan 

C_L_18_PUL Crniġevo Ljeto 18 Pululan 

C_Z_0_PUL_KS Crniġevo Zima 0 Pululan + Ksilan 

C_Z_3_PUL Crniġevo Zima 3 Pululan 

C_Z_18_PUL Crniġevo Zima 18 Pululan 

C_Z_18_KS Crniġevo Zima 18 Ksilan 

C_Z_0_A_F_H_L Crniġevo Ljeto 0 Arabinogalaktan 

+ Hondroitin 

sulfat + Fukoidan 

+ Laminarin 

C_Z_18_ARA Crniġevo Ljeto 18 Arabinogalaktan 

C_Z_18_FUK Crniġevo Ljeto 18 Fukoidan 

C_Z_18_HOS Crniġevo Ljeto 18 Hondroitin sulfat 

C_Z_18_LAM Crniġevo Ljeto 18 Laminarin 

 

Alat Bowtie2 [143] koriġten je za mapiranje sekvenci na sastavljene genomske kontige kako 

bi se provjerila statistiļka vrijednost preklapanja sekvenci s kontigima u svim uzorcima. 
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Kontigi su zatim spojeni u pripadajuĺe binove (engl. bins, proces binning), skupove kontiga 

koji potencijalno pripadaju istom genomu, pomoĺu alata MaxBin [144]. 

Nakon toga, alat DAS Tool  koriġten je za poboljġanje kvalitete generiranih bin-ova 

integracijom viġe algoritama za binning. DIAMOND [145] je koriġten za anotaciju bin-ova, 

odnosno bin-ovi su mapirani na referetnu bazu podataka radi identificiranja funkcionalnih gena 

i potencijalnih metaboliļkih puteva. 

Dereplikacija bin-ova obavljena je koriġtenjem alata dRep [146], ļime su zadrģani samo 

visokokvalitetni i neredundantni genomski binovi s prosjeļnim identitetom nukleotida od 

minimalno 95 %. Kompletnost genoma i kontaminacija bin-ova procijenjena je alatom CheckM 

[147].  

Alat GTDB-Tk [148] koriġten je za taksonomsku klasifikaciju genomskih sekvenci prema 

GTDB (engl. Genome Taxonomy Database) bazi podataka. Posljednje mapiranje filtriranih 

sekvenci na reprezentativne bin-ove izvrġeno je kako bi se dobio broj zastupljenosti sekvenci 

koje su dio visokokvalitetnih generiranih bin-ova odnosno MAG-ova (engl. Metagenome 

Assembled Genomes) unutar svih uzoraka.  

 

3.3.3. Funkcionalna anotacija MAG-ova 

Automatska anotacija genoma, odnosno identifikacija gena, proteina i funkcionalnih 

elemenata u genomu, napravljena je pomoĺu alata Prokka [149]. Konaļno, alat dbCAN [150] 

koriġten je za identifikaciju gena koji kodiraju enzime povezane s razgradnjom ugljikohidrata 

(CAZymes) na proteinskim datotekama generiranim Prokka-om. Ovaj alat ukljuļuje HMMER, 

Diamond i dbCAN_sub za oznaļavanje obitelji CAZymes. HMMER koristi Hidden Markov 

Models (HMMs) kako bi identificirao sekvence koje odgovaraju poznatim CAZyme obiteljima 

na temelju statistiļkog modeliranja. DIAMOND omoguĺuje brzo usporeĽivanje proteinskih 

sekvenci s poznatim bazama podataka CAZymes koristeĺi algoritme sliļne BLAST-u, ali 

optimizirane za brzinu. dbCAN_sub integrira dodatne podatke o supstratima specifiļnim za 

odreĽene CAZyme obitelji, omoguĺujuĺi preciznije funkcionalne anotacije i predviĽanje 

enzima ukljuļenih u razgradnju razliļitih polisaharida. 

Osim toga, dbCAN ukljuļuje i CAZyme Gene Clusters (CGC) analizu, koja pomaģe u 

identifikaciji genskih klastera povezanih s razgradnjom ugljikohidrata, pruģajuĺi ġiri 

funkcionalni kontekst enzima unutar mikroorganizama.  
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3.3.4. Statistiļka obrada podataka 

Statistiļka analiza provedena je na 24 uzroka zbog neuspjelog sekvenciranja uzorka 

C_Z_0_A_F_H_L, odnosno nedovoljne koncentracije DNA. 

Sekvenciranje metagenomskih zajednica rezultiralo je s 1277 MAG-ova u jezeru Kozjak i 

1230 MAG-ova u jezeru Crniġevo. Nakon filtriranja binova s kompletnoġĺu veĺom od  80% i 

kontaminacijom manjom od 10% preostalo je 996 MAG-ova u jezeru Kozjak i 1011 MAG-ova 

u jezeru Crniġevo. Pragovi kompletnosti i kontaminacije binova od 80% i 10% pokazali su se 

kao najbolji odabir za dobivanje visoko kvalitetnih rekonstruktiranih genoma  [151].  

Statistiļka analiza dobivenih tablica provedena je koriġtenjem R programskog jezika 

(verzija 4.3.0.) [120]. Za obradu koriġteni su Bionconductor (v. 3.14) paketi vegan (v. 2.5.7.) 

[123], ggpubr (v. 0.6.0.) [125], dplyr [127], tidyr [152] i tidyverse [152]. Rezultati su 

vizualizirani pomoĺu paketa ggtree [153] i ggplot2 [128]. 

Alfa raznolikost taksonomskih vrsta u bakterijskim zajednicama izraļunata je na setu 

podataka koji su svrgnuti na veliļinu najmanjeg skupa podataka iz svakog seta pojedinaļno za 

svako jezero (engl. rarefied dataset). Alfa raznolikost zatim je procijenjena kao bogatstvo (engl. 

richness) pomoĺu funkcije specnumber i raznolikost (engl. diversity) je procijenjena prema 

Shannonovom indeksu [107]. ANOVA test i Tukeyev HSD post hoc test koriġteni su za 

testiranje razlika u alfa raznolikosti bakterijskih zajednica izmeĽu razliļitih sezona, 

polisaharida i dana inkubacija unutar pojedinog jezera. 

Beta raznolikost bakterijskih zajednica i identificiranih gena testirana je PERMANOVA 

testom kako bi se utvrdila statistiļki znaļajna razlika izmeĽu razliļitih sezona, polisaharida i 

dana inkubacije. Testiranje je provedeno na matricama razliļitosti dobivenih Bray-Curtis 

koeficijentom iz normaliziranih setova podataka Z-score-normalizacijom i vizualizirana PCoA 

grafom.  

Taksonomska zastupljenost bakterija prouļena je nakon micanja MAG-ova kojima nije 

dodijeljena taksonomija na razini koljena i roda. Zastupljenost taksonomskih vrsta izraļunata 

je kao broj pojavljivanja pojedinog koljena ili roda u uzorcima, uz agregaciju prema sezoni, 

polisaharida i danu inkubacije. Na temelju toga izraļunata je i relativna zastupljenost, koja 

prikazuje zastupljenost pojedinog koljena ili roda unutar svakog uzorka u odnosu na ukupnu 

brojnost. 

Za analizu indikatorskih vrsta u uzorcima bakterijskih zajednica koriġten je IndVal pristup 

[154] implementiran u paketu indicspecies. Ova metoda omoguĺava identifikaciju 
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mikroorganizama specifiļno povezanih s odreĽenim uvjetima, u ovom sluļaju s razliļitim 

sezonama i polisaharidima. Podaci su pripremljeni tako da su iz matrica relativne brojnosti 

rodova uklonjeni nenumeriļki stupci, a podaci konvertirani u numeriļki format. Metapodaci su 

filtrirani prema sezoni i dopunjeni informacijama o polisaharidima i danu inkubacije, nakon 

ļega je kreirana varijabla group, koja kombinira sezonske uvjete s polisaharidima radi 

preciznije segmentacije podataka. Za izraļun indikatorskih vrijednosti primijenjena je funkcija 

multipatt(), koja koristi 999 permutacija kako bi se testirala povezanost odreĽenih rodova s 

polisaharidima unutar svake sezone. Rezultati su vizualizirani na bar dijagramu, gdje je na Y-

os prikazana IndVal vrijednost, koja reflektira specifiļnost i uļestalost roda unutar odreĽene 

grupe. 

Analiza CAZy gena provedena je pomoĺu podataka iz viġe bioinformatiļkih alata 

(HMMER, dbCAN_sub i DIAMOND). Prvo su filtrirani geni koji su identificirani s dva od 

ovih alata. Ukupna brojnost CAZy gena gena izraļunata je sumom gena identificiranih dbCAN 

alatom. Kruskal-Wallis test i pairwise wilcox test koriġteni su za testiranje razlika u brojnosti 

gena izmeĽu razliļitih sezona, polisaharida i dana inkubacija unutar pojedinog jezera. Geni su 

zatim kategorizirani u ġest glavnih CAZy klasa: GH, GT, PL, CE, AA i CBM. Za kvantifikaciju, 

izraļunata je uļestalost CAZy klasa u uzorcima, uz agregaciju prema sezoni, polisaharidu i 

danu inkubacije unutar pojedinog jezera. Zatim su unutar svakog jezera, sezone i polisaharida 

izdvojeni 10 najļeġĺih CAZy gena u pojedinom uzorku.  

Filogenetsko stablo izraĽeno je koristeĺi metodu UPGMA (engl. Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Mean) na temelju Bray-Curtis distance matrice. UPGMA stablo 

koriġteno za grupiranje uzoraka u klastere na temelju njihovih zajedniļkih gena identificiranih 

alatom dbCAN_sub. U pojedinom uzorku identificirani su najdominantniji CAZy gena iz 

dbCAN_sub alata, kao i rodovi unutar odabranih koljena u kojima su bili prisutni 

najzastupljeniji geni.  

Na kraju su izdvojeni geni identificirani iskljuļivo u pojedinim sezonama, odnosno 

polisaharidima unutar svakog jezera i rodovi bakterija koji ih nose. Unutar jezera i sezona gdje 

su analizirani uzorci iz inkubacija s razliļitim polisaharidima izdvojeni su geni jedinstveni za 

pojedini polisaharid i rodovi bakterija koji ih nose. 
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA  

4.1. Prva faza istraģivanja 

4.1.1. Okoliġni parametri povezanog slatkovodnog ekosustava 

Temperatura vode izmjerena u pritocima varirala je od 2 °C (zima 2021.) do 12 °C (ljeto 

2020.) te je bila stabilnija u odnosu na temperaturu izmjerenu u meĽujezerskim pritocima gdje 

je varirala od 2 °C (zima 2021.) do 22 ÁC (proljeĺe 2019.). Najniģa izmjerena temperatura u 

Korani bila 3 °C (zima 2021.) dok je najviġa bila 17 ÁC (ljeto 2019.; Slika 18).  

Najniģa izmjerena koncentracija O2 u pritocima iznosila je 4,8 mg/L (ljeto 2019.), a najviġa 

12,9 mg/L (zima 2021.). Sliļno tome, najniģe izmjerene koncentracije u meĽujezerskim 

potocima i Korani bile su 6,9 mg L-1 i 4,7 mg L-1 (ljeto 2019.), dok su najviġe bile 12,6 (zima 

2020) i 13,3 mg L-1 (zima 2021.; Slika 18).  

Izmjerene koncentracije DOC na svim lokacijama od proljeĺa 2019. do 2020. varirale su 

izmeĽu 0,8 do 3,3 mg L-1. U Korani je tijekom ljeta 2020. izmjerena koncentracija DOC-a bila 

6,9 mg L-1. Najviġe koncentracije DOC-a izmjerene su u zimi 2021. i iznosile su 17,3 mg L-1 u 

pritocima, 18,9 mg L-1 u meĽujezerskim tokovima i 15,5 mg L-1 u Korani (Slika 18).  

Generalno su najniģe koncentracije Ca2+ izmjerene u proljeĺe 2019., dok su najviġe 

izmjerene na zimu (zima 2020. u meĽujezerskim potocima 89,4 mg L-1 i zima 2021. 69,4 mg 

L-1). Izmjerene koncentracije NO3  ̄ bile su vrlo niske i varirale su izmeĽu 0,6 mg L-1 (u 

pritocima na zimu 2020.) i 6,8 mg L-1 (u pritocima na zimu 2021.). Jedino je na proljeĺe 2019. 

u meĽujezerskim potocima izmjerena viġa koncentracija pd 14.9 mg L-1 (Slika 18).  

Koliļine padalina razlikovale su se unutar sezone te i godina. Tako je, u svibnju 2019. 

izmjerena koliļina od 421,2 mm padalina, a u svibnju 2020. 161,5 mm. Ljetni uzorci 2019. 

uzeti su poļetkom rujna tijekom suġne sezone, s koliļinom oborine od 52,3 mm, dok su ljetni 

uzorci 2020. uzeti sredinom rujna, kada je koliļina oborina veĺ dosegla 217,8 mm. Zimski 

uzorci uzeti su u veljaļi, koja je bila suġna sezona 2020. godine s koliļinom oborine od 44,8 

mm, dok je 2021. godine u istom razdoblju pao snijeg, a koliļina oborine iznosila je 90,4 mm 

(Dodatna Tablica 3). 
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Slika 18. Okoliġni parametri (temperature, koncentracije O2, DOC, Ca2+, NO3¯ i Cl¯) 

izmjereni na 25 lokacija unutar slatkovodnog povezanog ekosustava Plitviļkih jezera. 

Razliļite boje predstavljaju sezone uzorkovanja. 
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Na temelju Pearsonovog koeficijenta korelacije temperatura je negativno korelirala s DOC 

(R2 = 20,39, P = 0,05), O2 (R
2 = 20,38, P = 0,05) i Ca2+ (R2 = 20,45, P = 0,05), dok su DOC i 

O2 ( R
2 = 0,40, P = 0,05) pozitivno korelirali (Dodatna slika 3).  

Analiza glavnih komponenti (PCA) pokazala je podjelu uzoraka prema godini uzorkovanja 

u sezonama proljeĺa i ljeta, dok se uzorci u sezoni zime nisu grupirali prema godini uzorkovanja 

(Slika 19; Dodatna slika 4). Proljetni i ljetni uzorci prikupljeni su u razliļitim dijelovima sezona, 

pri ļemu su zbog velikih razlika u koliļinama padalina bile oļekivane jasne razlike meĽu 

godinama uzorkovanja. Nasuprot tome, u zimskim uzorcima padaline su se izmeĽu godina 

razlikovale znatno manje (Dodatna tablica 3). Uz to, u proljetnim i ljetnim uzorcima zabiljeģene 

su manje razlike u okoliġnim parametrima, ġto je vjerojatno doprinijelo opaģenim statistiļki 

znaļajnim razlikama meĽu godinama. Najizraģenija razlika meĽu godinama u zimskom 

razdoblju odnosila se na koncentraciju DOC-a, no ta promjena nije rezultirala znaļajnim 

grupiranjem uzoraka prema godini (Slika 19). Ovakvi rezultati pokazuju koliko je jak utjecaj 

razliļitih klimatskih uvjeta izmeĽu razliļitih godina na okoliġne parametre. Ipak, za pouzdaniju 

procjenu razliļitih obrazaca ponaġanja vodenih ekosustava trebalo bi provesti viġegodiġnji 

monitoring mjerenja okoliġnih parametara i povezati podatke s meteoroloġkim i hidroloġkim 

parametrima [155].  

U proljeĺe nije bilo grupiranja uzoraka prema mjestu uzorkovanja, a na ljeto i zimu vidljivo 

je slabo grupiranje uzoraka iz meĽujezerskih potoka i pritoka (Slika 19). Opĺenito su se uzorci 

meĽujezerskih potoka grupirali bliģe u usporedbi s uzorcima pritoka, koji su imali veĺe razlike 

meĽusobno. Uzorci iz rijeke Korane u proljeĺe su se grupirali prema godini uzorkovanja s 

ostalim uzorcima, a na ljeto su bili grupirani s uzorcima meĽujezerskih potoka i na zimu s 

uzorcima pritoka (Slika 19).  
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Slika 19. Analiza glavnih komponenti (PCA) ordinacija okoliġnih parametara izmjerenih 

tijekom istraģenog razdoblja podijeljena po sezonama uzorkovanja. Razliļite boje 

predstavljaju vrste tokova, a oblici godine uzorkovanja. 

 

4.1.2. Sastav mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom ekosustavu 

Alfa raznolikost prokariotskih zajednica imala je viġe vrijednosti u proljeĺe i zimu u 

uzorcima iz pritoka nego u uzorcima iz meĽujezerskog potoka ili rijeke Korane, dok su 

vrijednosti ljeti bile relativno iste za sve tipove potoka (Slika 20; detaljnije u Dodatnoj slici 5). 
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Slika 20. Alfa raznolikost prokariotskih (A) i gljiviļnih (B) zajednica na 25 lokacija u 

slatkovodnom povezanom ekosustavu Plitviļkih jezera odreĽena indeksima za ravnomjernost 

prema Pieolu, brojnost prema Chao1 i raznolikost prema Shannonu. Razliļite boje oznaļuju 

uzorkovane vodotoke (plavo ï pritoci, crveno ï meĽujezerski potoci, ģuto ï rijeka Korana). 

Kratice uzoraka odnose se na razliļita mjesta uzorkovanja. 

 

Tukeyev test (HSD) potvrdio je znaļajnu razliku prokariotskih zajednica pritoka od 

meĽujezerskih potoka i rijeke Korane u proljeĺe (p = 0,05), dok se uzorci iz meĽujezerskih 

uzoraka i rijeke Korane nisu znaļajno razlikovali jedni od drugih u istoj sezoni (Tablica 2).  
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Tablica 2. TukeyHSD test alfa raznolikosti mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom 

ekosustavu Plitviļkih jezera. Znaļajna razlika izraļunata je izmeĽu vrsta vodotoka unutar 

svake sezone uzorkovanja.  

 BAKTERIJE GLJIVE 

p vrijednost p vrijednost 

ZIMA 

Chao1 

pritoci-meĽujezerski tokovi 1,58E-11 0,01 

pritoci-rijeka Korana 8,85E-04 0,31 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 9,01E-01 0,03 

Shannon 

pritoci-meĽujezerski tokovi 1,60E-09 0,0000055 

pritoci-rijeka Korana 4,44E-04 0,94 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 9,03E-01 0,098 

Pileou ravnomjernost 

pritoci-meĽujezerski tokovi 1,50E-12 0,00074 

pritoci-rijeka Korana 6,40E-05 0,97 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 9,90E-01 0,29 

LJETO 

Chao1 

pritoci-meĽujezerski tokovi 0,42 0,93 

pritoci-rijeka Korana 0,9 0,99 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,98 0,95 

Shannon 

pritoci-meĽujezerski tokovi 0,99 0,51 

pritoci-rijeka Korana 0,92 0,83 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,92 0,99 

Pileou ravnomjernost 

pritoci-meĽujezerski tokovi 0,9 0,49 

pritoci-rijeka Korana 0,92 0,92 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,98 0,98 

PROLJEĹE 

Chao1 

pritoci-meĽujezerski tokovi 8,5E-11 0,83 

pritoci-rijeka Korana 0,032 0,18 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,35 0,32 

Shannon 
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pritoci-meĽujezerski tokovi 0,00000047 0,99 

pritoci-rijeka Korana 0,062 0,13 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,86 0,16 

Pileou ravnomjernost 

pritoci-meĽujezerski tokovi 1,2E-12 0,98 

pritoci-rijeka Korana 0,00073  0,07 

meĽujezerski tokovi-rijeka Korana 0,66 0,1 

 

Znaļajna razlika izmeĽu svih vrsta vodotoka dokazana je na zimu, a na ljeto nisu otkrivene 

znaļajne razlike (Tablica 2). 

Veĺe vrijednosti alfa raznolikosti zajednice gljiva uoļene su u uzorcima iz pritoka 

prikupljenih tijekom zime, dok su vrijednosti u proljeĺe i ljeto bile sliļne onima u 

meĽujezerskim potocima i uzorcima rijeke Korane (Slika 20; Dodatna slika 6). Tukeyjev test 

pokazao je znaļajne razlike samo izmeĽu pritokama i meĽujezerskim potocima zimi (p = 0,05; 

Tablica 2). 

Unutar prokariotske zajednice utvrĽeno je 54 razliļitih koljena (Slika 21). Najzastupljenija 

koljena u prokariotskoj zajednici bili su bakterijska koljena Actinobacteriota, Bacteroidota, 

Cyanobacteria, Patescibacteria, Proteobacteria i Verrucomicrobiota, dok su arheje bile rijetko 

prisutne.  

Relativne zastupljenosti bakterijskih koljena Actinobacteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria 

i Verrucomicrobiota sustavno su se poveĺavale od pritoka prema meĽujezerskim potocima 

(Slika 21). Unutar pritoka, uz veĺ navedena koljena, bakterije iz koljena Bdellovibrionota 

pojavljivala su se u veĺoj relativnoj zastupljenosti kroz sva godiġnja doba. Veĺa zastupljenost 

Cyanobacteria uoļena je u proljetnim uzorcima, Firmicutes i Planctomycetota u ljeto 2020. te 

Campylobacterota u zimi 2021. U meĽujezerskim potocima, relativne zastupljenosti 

Bacteroidota bile su niģe ljeti, dok su one Cyanobacteria bile veĺe. Uzorci rijeke Korane 

pokazali su sliļan sastav bakterijske zajednice kao meĽujezerski potoci, te su jednako pratili 

promjene kroz godiġnja doba (Slika 21). 
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Slika 21. Relativna zastupljenosti ukupne strukture prokariotske zajednice (razina koljeno) u 

slatkovodnom povezanom ekosustavu Plitviļkih jezera, podijeljena po sezonama 

uzorkovanja. Kratice uzoraka odnose se na mjesta uzorkovanja. Skupina "Ostalo" sadrģi 

koljena s relativnom zastupljenoġĺu manjom od 1%. 

 

Unutar zajednice gljiva utvrĽeno je 12 razliļitih koljena (Slika 22). Najzastupljenija koljena 

u gljiviļnoj zajednici bila su Ascomycota, Basidiomycota i Chytridiomycota.  

Gljive iz koljena Chytridiomycota dominirale su na zimu u gotovo svim tipovima potoka, 

dok su gljive iz koljena Ascomycota i Basidiomycota imale veĺu relativnu zastupljenost u 

ljetnim uzorcima u svim tipovima potoka (Slika 22). U proljetnim sezonama Chytridiomycota 



§ 4. Rezultati i rasprava 60 

Andrea Ļaļkoviĺ Doktorska disertacija 

je dominirala u pritocima, dok su u proljeĺe 2020. Ascomycota i Basidiomycota dominirale u 

meĽujezerskim potocima i rijeci Korani. 

 

 

Slika 22. Relativna zastupljenost ukupne strukture zajednice gljiva (razina koljeno) u 

slatkovodnom povezanom ekosustavu Plitviļkih jezera, podijeljena po sezonama 

uzorkovanja. Kratice uzoraka odnose se na mjesta uzorkovanja. Skupina "Ostalo" sadrģi 

koljena s relativnom zastupljenoġĺu manjom od 1%. 
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4.1.3. Prostorno-vremenske promjene mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom 

ekosustavu 

Multivarijatna analiza PcoA raĽena na indeksu razliļitosti izmeĽu svih prikupljenih uzoraka 

pokazala je razlike izmeĽu mikrobnih zajednica temeljene prvenstveno na vrsti vodotoka koji 

su uzorkovani (Dodatna slika 7).  

Unutar prokariotske zajednice ljeti i zimi uzorci su se grupirali prema godini uzorkovanja, 

dok nije bilo razlike izmeĽu uzoraka iz razliļitih godina u proljeĺe (Slika 23A). Prokariotske 

zajednice rijeke Korane grupirale su se sa zajednicama meĽujezerskih potoka.  

Najizraģenije grupiranje izmeĽu uzoraka iste vrste vodotoka na temelju godine uzorkovanja 

unutar zajednice gljiva bilo je zimi, dok je u proljeĺe i ljeto utjecaj godine uzorkovanja bio 

znaļajan, ali manji (Slika 23B). Zajednice gljiva rijeke Korane su se u proljeĺe i zimu grupirale 

sa zajednicama pritoka, a ljeti sa zajednicama meĽujezerskih potoka. 
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Slika 23. Analiza glavnih koordinata (PCoA) bakterijskih (A) i gljiviļnih (B) zajednica  ̡

raznolikosti na temelju Bray-Curtisove razliļitosti podijeljene po sezoni uzorkovanja. Utjecaj 

razliļitih vrsta vodotoka i sezone uzorkovanja na klasteriranje uzoraka testiran je 

permutacijskom multivarijantnom analizom varijance (PERMANOVA). Razliļite boje 

predstavljaju vrste vodotoka, a razliļiti oblici predstavljaju godine uzorkovanja. 
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4.1.4. Glavni pokretaļi formiranja mikrobnih zajednica u slatkovodnom povezanom 

ekosustavu 

Sliļnost mikrobnih zajednica iscrtana je kao funkcija geografske udaljenosti izmeĽu 

najudaljenijih toļaka uzorkovanja kako bi se istraģile biogeografske razlike mikrobnih 

zajednica duģ longitudinalnog gradijenta (Slika 24). Geografska udaljenost izmeĽu 

najudaljenijih toļaka uzorkovanja bila je 12 km. Opĺenito, sliļnost mikrobnih zajednica izmeĽu 

uzoraka smanjivala se s poveĺanjem geografske udaljenosti (nagib zajednice prokariota, -

0,00023; nagib zajednice gljiva, -0,00021). Linearna regresija DDR-a pokazala je veĺe 

smanjenje sliļnosti zajednica unutar prokariotskih zajednica s poveĺanjem geografske 

udaljenosti (Slika 24A), dok je isto opaģanje primijeĺeno za zajednice gljiva s neġto manjim 

vrijednostima (Slika 24B). 

 

 

Slika 24. Sliļnost zajednice izraļunata na temelju Bray-Curtis sliļnosti izmeĽu uzoraka s 

obzirom na geografsku udaljenost (m). (A) Bakterijska zajednica. (B) Gljiviļna zajednica. 

Sliļnost zajednica procijenjena je iskljuļivo izmeĽu uzoraka najduģih pritoka: Bijele Rijeke s 

meĽujezerskim potocima i rijeke Korane. Plave linije ilustriraju linearne modele izraļunate za 

podskup razmatranih uzoraka, a crvene linije predstavljaju ukupnu linearnu regresiju kada su 

ukljuļeni svi uzorci. 
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Utjecaj okoliġnih parametara na formiranje mikrobnih zajednica unutar slatkovodnog 

povezanog ekosustava istraģivan je ekstrapolacijom istih na PcoA graf (Slika 23). Na sastav 

prokariotske i zajednice gljiva utjecali su promjena temperatura, koncentracije DOC, O2, Ca2+, 

NO3ľ ili koliļine padaline. Promjena koncentracija NO3¯ je utjecala na uzorke obje zajednice 

pritoka u proljeĺe.  

Prokariotske zajednice pritoka na ljeto 2019. su bile pod utjecajem koliļine padalina, a na 

ljeto 2020. pod utjecajem promjene koncentracija Ca2+. Temperatura i promjena koncentracija 

Ca2+ utjecali su na prokariotske zajednice pritoka na zimu 2020., dok su koliļine padalina i 

promjena koncentracija DOC utjecali na iste na zimu 2021. Na prokariotske zajednice 

meĽujezerskih potoka na ljeto 2019. utjecala je promjena koncentracije O2, na ljeto 2020. 

promjena koncentracije DOC, a na zimu 2021. promjena koncentracija O2.  

Promjene koncentracija NO3¯ i Ca2+ te koliļina padalina utjecali su na zajednice gljiva 

pritoka ljeti, dok su temperatura i promjena koncentracije NO3¯ utjecali na iste na zimu 2020. 

te koliļina padalina i promjena koncentracija DOC na zimu 2021. Zajednice gljiva u 

meĽujezerskim potocima bile su pod utjecajem temperature u ljeto 2020. i koncentracije O2 u 

zimi 2021. Rezultati su potvrĽeni permutacijskom multivarijantnom analizom varijance 

(PERMANOVA) (Tablica 3). 
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Tablica 3. Rezultati PERMANOVA testa utjecaja okoliġnih parametara na formiranje 

mikrobnih zajednica unutar slatkovodnog povezanog sustava Plitviļkih jezera. 

 
PROLJEĹE LJETO  ZIMA  

 
r2 p r2 p r2 p 

 PROLJEĹE 

Temp. - - 0.99 0.032 * 0.97 0.011* 

O2 - - - - - - 

DOC - - 0.97 0.004 ** - - 

Ca2+ - - 0.82 0.003 ** - - 

NO3  ̄ 0.43 0.001 *** 0.34 0.001 *** 0.48 0.002 ** 

Koliļina padalina - - - - - - 

Tip vodotoka 0.33 0.001 *** 0.35 0.001 *** 0.39 0.001 *** 

Godina uzorkovanja - - 0.09 0.002 ** 0.10 0.002 ** 
 

GLJIVE  

Temp. 0.08 0.001 *** 0.09 0.001 *** 0.08 0.001 *** 

O2 0.05 0.003 ** 0.09 0.001 *** 0.07 0.001 *** 

DOC - - 0.06 0.003 ** 0.08 0.001 *** 

Ca2+ 0.06 0.001 *** 0.06 0.003 ** 0.05 0.008 ** 

NO3  ̄ - - 0.04 0.034 * 0.06 0.004 ** 

Koliļina padalina 0.06 0.001 *** 0.09 0.001 *** 0.12 0.001 *** 

Tip vodotoka 0.14 0.001 *** 0.11 0.001 *** 0.19 0.001 *** 

Godina uzorkovanja 0.06 0.001 *** 0.09 0.001 *** 0.10 0.001 *** 

 

4.1.5. Relativni utjecaj i kvantitativna analiza procesa sastavljanja mikrobnih zajednica 

izmeĽu razliļitih godiġnjih doba 

Ekoloġki nulti model otkrio je ɓNTI ispod -2 u proljeĺe i ljeto, te na zimu u nekim 

sluļajevima ispod -2, a drugima iznad, ġto sugerira da stohastiļki procesi utjeļu na  

strukturiranje prokariotske zajednice zimi (Slika 25A). Homogena selekcija u velikoj je mjeri 

pridonijela sastavljanju prokariotskih zajednica u svim godiġnjim dobima (Slika 25B). Najveĺi 

doprinosi homogene selekcije utvrĽeni su za prokariotske zajednice u proljeĺe. Ograniļenja 

disperzije takoĽer su utjecala na okupljanje prokariotske zajednice u svim godiġnjim dobima, s 
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najveĺim utjecajem na prokariotske zajednice zimi. Varijabilna selekcija jaļe je utjecala na 

prokariotske zajednice zimi nego u proljeĺe i ljeto.  

Ekoloġki nulti model za gljiviļnu zajednicu otkrio je da je ɓNTI u rasponu od -2 do +2 od 

ovisno o sezoni, ġto sugerira da deterministiļki procesi imaju slabi utjecaj na strukturiranje 

zajednica gljiva (Slika 25C). Homogena selekcija pridonijela je okupljanju gljiviļnih zajednica 

u proljeĺe, dok je varijabilna selekcija utjecala na zajednice gljiva zimi, ali veĺina procesa bila 

je nedominantni (Slika 52D). 

 

 

Slika 25. Procesi okupljanja zajednice prokariota i gljiva. Okvirni dijagrami koji ilustriraju 

varijacije u ̡ -najbliģem taksonomskom indeksu (N̡TI) za prokariotske zajednice (A) i 
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zajednice gljiva (C) iz razliļitih godiġnjih doba. Postotak promjene u skupu zajednice 

prokariota (B) i gljiva (D) kroz razliļite sezone uzorkovanja. 

 

4.1.6. Hidrokemijske i sezonski uvjetovane promjene mikrobnih zajednica u slatkovodnom 

povezanom ekosustavu 

Okoliġni parametri su u uzorcima iz meĽujezerskih potoka pokazali ukupnu ujednaļenost, 

dok su uzorci iz pritoka bili viġe rasprġeni. Sukladno tome, oļekivane su razlike u mikrobnim 

zajednicama izmeĽu razliļitih vrsta potoka, kao ġto je prethodno prikazano u sliļnim 

povezanim ekosustavima [156,157]. Prokariotske i zajednice gljiva (Slika 23) pokazale su 

razlike u sastavu zajednica izmeĽu pritoka i nizvodnih mjesta (meĽujezerski potoci i rijeka 

Korana). Analiza biogeografske razlike mikrobnih zajednica duģ longitudinalnog gradijenta 

samo je daljnja potvrda razliļitih mikrobnih zajednica u pritokama i nizvodno (Slika 24). 

Doista, ispitivanjem najduljeg toka vode u slatkovodnom povezanom ekosustavu Plitviļkih 

jezera, pokazalo je da se i bakterijske i zajednice gljiva razlikuju s poveĺanjem geografske 

udaljenosti [157]. Raznolikost mikrobnih zajednica veĺ je bila vidljiva na viġoj taksonomskoj 

razini koljena, tako su dominatne Proteobacteria i Bacteroidota u pritokama zamijenjene 

Actinobacteriota nizvodno povezanom sustavu [158]. Sliļno tome, dominacija 

Chytridiomycota bila je vidljiva nizvodno, ġto dokazuje da su potoci putevi rasprġivanja 

kopnenih gljiva [159ï161]. Kopnene gljive ulaze u pritoke i teku nizvodno. 

Na temelju okoliġnih parametara, proljetni uzorci razlikovali su se prema godini 

uzorkovanja, ali ne i prema vrsti potoka (Slika 19), dok je PCoA analiza pokazala da postoji 

razlika izmeĽu mikrobnih zajednica prema vrsti potoka, a ne prema godini uzorkovanja (Slika 

23). Prokariotske zajednice u proljeĺe su deterministiļki uvjetovane te uglavnom nastaju 

djelovanjem mase [15]. Naime, homogena selekcija utjeļe na sastavljanje zajednice kada su 

okoliġni uvjeti relativno predvidljivi [162]. Kroz proljeĺa pritisak okoliġnih promjena u 

parametrima je mali (Tablica 3), te prokariotske zajednice koje ulaze u plitke pritoke s okolnog 

kopna s protokom vode zbog snaģnog uļinka mase gube na brojnosti i raznolikosti [156,163] 

(Dodatna slika 5). Jedini abiotski ļimbenik koji je utjecao na sastav bakterijske zajednice bile 

su poviġene koncentracije NO3  ̄ u pritokama (Slika 23), koje doseģu viġe razine u krġkim 

vodenim sustavima tijekom kiġne sezone [164]. Iz tog razloga vjerojatno je da razvrstavanje 

vrsta i odabir okoline slabo utjeļu na formiranje bakterijske zajednice. Formiranje zajednice 

gljiva bilo je pod utjecajem stohastiļkih procesa zbog nedominantne frakcije (Slika 25C i D). 
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Uzimajuĺi u obzir koliļinu taksonomski nedefiniranih ASV-ova ovakav rezultat nije 

iznenaĽujuĺi. Bez obzira na to, malim udjelom otkrivenih procesa dominirao je odabir varijabli, 

ġto uzrokuje visoku promjenu sastava s velikim varijacijama u okoliġnim ļimbenicima [162]. 

Stoga su zajednice gljiva bile viġe pogoĽene okoliġnim promjenama u proljeĺe (Tablica 3), ali 

su joġ uvijek uglavnom oblikovane uļinkom mase. 

Oļekivano, veĺe promjene u okoliġnim parametrima, odnosno uvjetima, dogodile su se ljeti 

izmeĽu relativno zaġtiĺenih, ġumovitih pritoka i donjeg toka sustava, koji su podloģni veĺim 

sezonskim fluktuacijama (Slika 19). Pritoci su oļito joġ uvijek bili pod jakim utjecajem okolnog 

tla, a uļinak mase takoĽer je oblikovao cjelokupni sastav zajednice. MeĽutim, ovisno o 

uvjetima okoliġa tijekom ljeta, utjecaji razvrstavanja vrsta i odabira okoline bili su jaļi, osobito 

u donjem toku [15]. Formiranje prokariotske zajednice i ovdje je deterministiļki uvjetovano, a 

kako su se okoliġni parametri normalno mijenjali sezonski bez velikih skokova, tako je i sastav 

zajednice i dalje bio pod utjecajem homogene selekcije [162]. Formiranje zajednice gljiva je 

opet bilo pod velikim stohastiļkim utjecajem zbog nedominantne frakcije (Slika 25D). 

Zimi su uzorci iz meĽujezerskih potoka bili ujednaļeni prema okoliġnim parametrima, dok 

su uzorci iz pritoka bili rasprġeni (Slika 19). Veliki utjecaj na pritoke bio je veliki skok 

koncentracije DOC-a, koja je 2021. godine bila poviġena zbog snijega [50]. I ovdje je 

formiranje prokariotskih zajednica bilo deterministiļki uvjetovano, ipak ovdje je bio jaļi utjecaj 

stohastiļkih procesa u odnosu na druga godiġnja doba (Slika 25B). Zimi je kretanje 

mikroorganizama na novo mjesto ograniļenije; stoga su pokazali jaļe ograniļenje disperzije 

[18]. Slabiji utjecaj okoliġnih parametara (Tablica 3) te razlike u alfa i beta raznolikosti potvrdili 

su veĺi utjecaj masa i veĺi stohastiļki utjecaj na formiranje prokariotskih zajednica. Zajednice 

gljiva ponovno su najveĺim dijelom bile uvjetovane nedominantnom frakcijom, a od 

detektiranih procesa izdvajala se homogena selekcija (Slika 25D). Promjene u okoliġnim 

parametrima nisu bile iznenaĽujuĺe pa su stoga zajednice formirane homogenom selekcijom, 

ali su parametri ipak utjecali na promjene zajednice (Tablica 3). 

 

4.1.7. Temeljni srediġnji mikrobiom slatkovodnog povezanog ekosustava 

Vennov dijagram koriġten je kao jedna od analiza preklapanja izmeĽu mikrobnih zajednica 

u razliļitim sezonama i pokazao je da unutar prokariotske zajednice (Dodatna slika 8A) i  

zajednice gljiva (Dodatna slika 8B) veĺina svojti bila jedinstvena za pritoke. Znatan broj ASV-

ova dijelile su sve tri vrste potoka ili dva tipa potoka u svim godiġnjim dobima. Manji broj 



§ 4. Rezultati i rasprava 69 

Andrea Ļaļkoviĺ Doktorska disertacija 

ASV-ova bio je jedinstven za meĽujezerske potoke, dok je rijeka Korana imala najviġe 11 

jedinstvenih ASV-ova.  

Odnos brojnosti i naseljenosti prokariotskih (Slika 26A) i gljiviļnih (Slika 28A) zajednica 

pokazala je najveĺi broj ASV-ova zajedniļkih za sve vrste potoka, a iako je veĺina ASV-ova 

bila jedinstvena za pritoke, bili su relativno rijetko prisutni. ASV-ovi zajedniļki u sva tri tipa 

potoka su bili relativno najzastupljeniji u svim uzorcima i definirani kao temeljni srediġnji 

mikrobiom ovog specifiļnog slatkovodnog povezanog ekosustava. Temeljni srediġnji 

mikrobiom pokrivao je 90% prokariotske zajednice meĽujezerskih potoka i rijeke Korane te 

70% zajednice pritoka (Slika 26B).  

 

 

Slika 26. Odnos obilja i naseljenosti koriġtene su za identifikaciju temeljnog srediġnjeg 

mikrobioma prokariotske zajednice slatkovodnog povezanog ekosustava (A). Relativna 
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zastupljenost srediġnjeg mikrobioma, grupiranih prema vrsti toka i oznaļenih bojama prema 

koljenu (B). 

 

Najzastupljenije bakterije bile su iz koljena Proteobacteria, Bacteroidota i Actinobacteria 

(Slika 26B). Detaljnija analiza niģih taksonomskih razina srediġnjeg mikrobioma otkrila je 195 

razliļitih prokariotskih porodica. Bakterije iz porodice Comamonadaceae dominirale su 

zajednicom u pritokama, a uz njih su bile prisutne u veĺoj relativnoj zastupljenosti bakterije iz 

porodica Flavobacteriaceae i Sphingomonadaceae (Slika 27). Nizvodno, odnosno u odnosno u 

meĽujezerskim potocima i rijeci Korani, dominirale su bakterije iz porodice Sporichthyaceae. 

Uz spomenute bakterije takoĽer su u veĺoj zastupljenosti bile prisutne bakterije iz porodica 

Clade III, Comamonadaceae, Microbacteriaceae i Rubritaleaceae (Slika 27).  
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Slika 27. Relativna zastupljenost srediġnjeg mikrobioma, grupiranih prema vrsti toka i 

oznaļenih bojama prema porodici. 

 

U zajednici gljiva, temeljni srediġnji mikrobiom ļinio je od 80% do 85% zajednica 

meĽujezerskih potoka i rijeke Korane, te oko 50% zajednica pritoka (Slika 28B). Temeljni 

srediġnji mikrobiom zajednice gljiva sastojao se od Ascomycota, Basidiomycota, 

Chytridiomycota, Monoblepharomycota i Rozellomycota (Slika 28B). 
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Slika 28. Odnos obilja i naseljenosti koriġtene su za identifikaciju temeljnog srediġnjeg 

mikrobioma zajednice gljiva slatkovodnog povezanog ekosustava (A). Relativna zastupljenost 

srediġnjeg mikrobioma, grupiranih prema vrsti toka i oznaļenih bojama prema koljenu (B). 

 

Bakterije iz koljena Proteobacteria i Bacteroidota prevladavale su u prokariotskoj zajednici 

koja je bila jedinstvena za pritoke (Dodatna slika 9), a gljive Chytridiomycota u zajednicama 

gljiva (Dodatna slika 10). Kako bi se bolje identificirala jedinstvenost pritoka, istraģeno je 30 

najbrojnijih i najrjeĽih porodica (Slika 29). Porodice Chitinophagaceae, Leptolyngbyaceae, 

Saprospiraceae i Spirosomaceae bile su najzastupljenije, dok su se Erysipelatoclostridiaceae, 

Pelotomaculaceae i Vibrionaceae isticale meĽu rijetkim svojtama (Slika 29).  
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Iako manje brojni, ASV-i podijeljeni u dva tipa vodotoka u prokariotskim zajednicama bili 

su brojniji od jedinstvenih i ļinili su 25% prokariotskih (Dodatna slika 9) i gljiviļnih zajednica 

pritoka (Dodatna slika 10), dok su u meĽujezerskim potocima i rijeci Korani ļinili manje od 

5% prokariotskih (Dodatna slika 9) i manje od 20% gljiviļnih zajednica (Dodatna slika 10). 

 

 

Slika 29. Relativna zastupljenost 30 najzastupljenijih i najrjeĽih porodica u prokariotskim 

zajednicama unikatnih u pritocima. 
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Sve u svemu, slatkovodni povezani ekosustav Plitviļkih jezera karakterizirale su relativno 

stabilne mikrobne zajednice s malim sezonskim promjenama zbog zajednica prisutnih u svim 

vrstama vodotoka, opisanih kao temeljni srediġnji mikrobiom. Iako je veĺina prokariotskih 

ASV-ova bila jedinstvena za pritoke, bili su rijetki i prisutni u manjoj relativnoj zastupljenosti 

(Slika 26A), a najznaļajniji dio prokariotskih zajednica u pritokama bio je temeljni srediġnji 

mikrobiom, takoĽer prisutan u viġe od 90 % drugih tipova vodotoka (Slika 26B). Bakterije iz 

koljena Proteobacteria su bile najbrojnije u srediġnjem mikrobiomu, a veĺ ranije su prepoznate 

kao prijelazni elementi u povezanom ekosustavu od potoka do jezera [165]. Koljenom 

Proteobacteria dominirale su kemotrofne Comamonadaceae, koje se obiļno nalaze u 

podzemnim i krġkim vodama [166], prvenstveno zbog njihove uloge u iskoriġtavanju razliļitih 

izvora ugljika [167]. Od ostalih brojnijih bakterija bile su one iz koljena Bacteroidota i 

Verrucomicrobiota, koje, zajedno s Proteobacteria, predstavljaju najprofiliranija koljena u 

bakterijskim zajednicama slatkovodnih ekosustava [168]. Najbrojnije porodice unutar gore 

spomenutih koljena, Flavobacteriaceae (Bacteroidota) i Rubritaleaceae (Verrucomicrobiota), 

bile su bakterije koje su inaļe povezane s cvjetanjem fitoplanktona i razgradnjom polimerne 

tvari [169]. Flavobacteriaceae su bile zastupljenije u uzvodnim uzorcima jer su sposobne 

razgraditi svu organsku tvar prisutnu u okoliġu i stoga su vaģne za procese biorazgradnje u 

okoliġima podzemnog krġa [170]. Bakterije iz koljena Actinobacteriota su veĺ povezivane s 

krġkim ekosustavima [171], pa ne ļudi da su sveprisutne u ekosustavu Plitviļkih jezera. Iako 

su bile prisutne u maloj koliļini u pritokama, doģivjele su nagli porast nizvodno, potvrĽujuĺi 

njihovu konkurentnost [172]. Bakterije iz najdominantnije porodice unutar koljena 

Actinobacteriota, Sporichthyaceae, posjeduje fototrofna svojstva i sposobne su preģivjeti u 

oligotrofnim okruģenjima [173]. To su fotoheterotrofne bakterije koje koriste biorazgradivi 

DOC kao izvor ugljika i proizvode vlastiti DOC u kombinaciji sa sunļevom energijom, zbog 

ļega su dominirale u nizvodnim dijelovima ekosustava [173]. Neke neoļekivane bakterije bile 

su prisutne u srediġnjem mikrobiomu, kao ġto su one iz koljena Patescibacteria, koje su izvorno 

pronaĽene u podzemnim vodama i vodonosnicima, staniġtima siromaġnim hranjivim tvarima, 

gdje ļine ļak 20% mikrobne zajednice [174,175]. Njihova velika brojnost u pritokama nije 

iznenaĽujuĺa jer je poznato da mikrobne zajednice krġkom vodom iz dubina dolaze na povrġinu 

[176]. Ipak, njihova prisutnost u jezerima ukazuje na njihovu konkurentnost i ekoloġku ulogu 

u okoliġima bogatim kisikom [177].  
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Ġto se tiļe temeljnog srediġnjeg mikrobioma zajednice gljiva, manji postotak bio je prisutan 

u svim vrstama potoka (Slika 28B) s dominacijom koljena Chytridiomycota, koja se obiļno 

nalazi u vodenim staniġtima [117,178] s razliļitim funkcijama od razgradnje otpada [179] do 

parazitizma algi, kada potencijalno induciraju staniļnu smrt i poremeĺaj staniļne stijenke za 

oslobaĽanje organske tvari kako bi se izravno razgradila [180]. Predstavnici koljena 

Ascomycota i Basidiomycota bili su prisutni u veĺim koliļinama u uzorcima pritoka i rijeke 

Korane, vjerojatno zbog sudjelovanja u simbiozi liġajeva [181]. TakoĽer, veĺa brojnost 

Ascomycota povezana je s njihovom vaģnom ulogom u sukcesiji ekosustava [182].  

Dominaciju meĽu bakterijama jedinstvenim za pritoke u zajednici predvodile su ġiroko 

rasprostranjene bakterije ġumskog tla iz porodica Chitinophagaceae i Saprospiraceae [183] te 

Leptolyngbyaceae, koje izmeĽu ostalih funkcija imaju i funkciju fiksacije duġika [184]. MeĽu 

rijetkim vrstama mogu se pronaĺi bakterije iz porodica povezanih s aromatskom razgradnjom, 

na primjer Pelotomaculaceae [185]. Vrste jedinstvene za pritoke te one podijeljene u dva tipa 

potoka, ļinile su veĺi dio zajednice gljiva (Slika 28A). Razliļite porodice, poput 

Mortierellomycota i Neocallimastigomycota, pokazale su veĺi utjecaj tla i sedimenta na pritoke 

[117], kao i Olpidiomycota, gljive koje su tipiļno unutarnji paraziti algi, rotifera i korijena 

biljaka [186]. 
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4.2. Druga faza istraģivanja 

4.2.1. Okoliġni parametri jezera Kozjak i Crniġevo 

Uzorci vode prikupljeni su u proljeĺe, ljeto 2022. i zimu 2023. iz dva prirodna krġka jezera 

u Hrvatskoj, Kozjak i Crniġevo, na 10 m dubine. Proljetni uzorci uzeti su izmeĽu proljetnog i 

ljetnog cvjetanja fitoplanktona, ljetni tijekom ljetnog cvjetanja fitoplanktona, a zimski uzorci 

na kraju zime, prije proljetnog cvjetanja fitoplanktona.  

Temperature vode u jezerima pokazivale su sliļne sezonske profile, s najviġim ljetnim 

temperaturama od 16 i 18 °C, a zimskim minimumom od 4 odnosno 8 ÁC u Kozjaku i Crniġevu 

(Slika 30). Koncentracije O2 pratile su isti trend i dosegle vrhunac preko 13 mg L-1 na ljeto 

(Slika 30). Opĺenito, viġe koncentracije O2 izmjerene su na Kozjaku nego na Crniġevu. 

Koncentracije DOC-a dosegle su vrhunac zimi sa 6 mg L-1 u Kozjaku i 4 mg L-1 u Crniġevu 

(Slika 30).  

 

 

Slika 30. Okoliġni parametri (temperatura, koncentracije O2 i DOC) izmjereni u jezerima 

Kozjak i Crniġevo. Razliļite boje predstavljaju jezera. 

 

pH vrijednosti bile su relativno stabilne kroz godiġnja doba, dok su vodljivost, salinitet i 

koncentracije izmjerenih aniona (Cl-, SO4
2-) i Na+ bili mnogo viġi u Crniġevu i vrhunac su imali 
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ljeti (Dodatna tablica 4). U Kozjaku su izmjerene viġe koncentracije Ca2+ osobito u proljeĺe i 

zimi, dok su u Crniġevu najviġe koncentracije Ca2+ bile u proljeĺe. Koncentracije Mg2+ i NO3
- 

bile su sliļne u oba jezera (Dodatna tablica 4). 

 

4.2.2. Fluktuacije ukupnog broja stanica u inkubacijama kroz razliļite sezone i jezera 

Ukupni broj stanica iz inkubacija odreĽen je na temelju brojanja signala boje nukleinske 

kiseline (DAPI) (Dodatna slika 11), nakon iskljuļivanja bakterija iz koljena Cyanobacteria 

(Dodatna slika 2).  

Ukupan broj stanica u Kozjaku u prosjeku je iznosio od 1,4 x 106 stanica mL-1 kroz sva tri 

godiġnja doba, dostigavġi vrhunac tijekom zimskih inkubacija do 4,5 x 106 stanica mL-1 (Slika 

31A). U Kozjaku tijekom ljetnih inkubacija, nakon najviġih vrijednosti dosegnutih na 3. i 6. 

dan, broj stanica u svim inkubacijama je pao i stabilizirao se na sliļnim vrijednostima 

(prosjeļno 1,7 x 106 stanica mL-1). U zimskim inkubacijama doġlo je do sliļnog poveĺanja broja 

stanica izmeĽu 6. i 12. dana (do 3,7 x 106 stanica mL-1), a dogodilo se u svim inkubacijama te 

kontrolnoj inkubaciji (Slika 31A). Nakon 12. dana, broj stanica se poveĺao (do 4,5 x 106 stanica 

mL-1) u svim inkubacijama osim u ksilanu, gdje je broj stanica pao. 

 

 

Slika 31. Fluktuacije ukupnog broja stanica tijekom vremena inkubacije u kontrolnim 

uzorcima i s dodanim polisaharidima u razliļitim sezonama uzorkovanja na Kozjaku (A) i 

Crniġevu (B) Razliļite boje predstavljaju dodane polisaharide, a kontrolni uzorak je obojen 

crno. 
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U Crniġevu je izbrojan veĺi poļetni broj stanica u prosjeku 6,3 x 106 stanica mL-1, sa 

znaļajnom varijabilnoġĺu i fluktuirajuĺim obrascima kroz sva godiġnja doba i vremenski period 

inkubacija (Slika 31B). U Crniġevu tijekom proljetnih inkubacija postojala je velika 

varijabilnost u poļetnom broju stanica izmeĽu razliļitih inkubacija (2,8 x 106 stanica mL-1 

(kontrola), 3,9 x 106 stanica mL-1 (arabinogalaktan) i 9,9 x 106 stanica mL-1 (ksilan), Slika 31B). 

Brojevi su varirali kroz cijeli period inkubacija, ali su pokazali opĺe smanjenje (u rasponu 2,4 

x 106 ï 5 x 106 stanica mL-1). Ljeti je postojala velika varijabilnost u poļetnom broju stanica 

sliļno kao u proljeĺe (1,4 x 107 stanica mL-1 (laminarin) i 4,8 x 106 stanica mL-1 

(arabinogalaktan) te su brojevi opali do 3. dana, zatim rasli do 6. dana, posebno u inkubacijama 

pululana i ksilana, prije nego ġto su se snizili do 18. dana, osim u fukoidanu. Usporedno, zimske 

inkubacije pokazale su sliļnu poļetnu brojnost stanica u svim inkubacijama (prosjeļno 6,3 x 

106 stanica mL-1). Nakon toga, sve inkubacije pokazale su poveĺanje broja stanica do 6. ili 12. 

dana (prosjeļno 6,4 x 106 stanica mL-1), nakon ļega su se znaļajno smanjili (prosjeļno 6,3 x 

106 stanica mL-1). 

 

4.2.3. Fluktuacije udjela razgradnje polisaharida sebiļnim mehanizmom 

Udio bakterijske zajednice koja pokazuje sebiļni unos kvantificiran je brojem stanica koje 

pokazuju unos FLAPS-a tijekom inkubacija (Slika 32).  

 

 

Slika 32. Slike super-rezolucijskog oslikavanja stanica obojenih FLA-pululanom, DAPI-ijem 

za nukleinsku kiselinu i preklapanje oba signala u jezeru Kozjak tijekom ljetne inkubacije 18. 

dana. 

 

Sebiļno aktivne bakterije otkrivene su u oba jezera tijekom svih razdoblja uzorkovanja 

(Slika 33). U oba jezera, udio zajednice koja je pokazala razgradnju FLAPS-a sebiļnim 

mehanizmom bio je najveĺi za pululan, posebno s maksimumom u jezeru Kozjak tijekom ljeta, 
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do 12% (Slika 33A), i u Crniġevu tijekom zime, do 7% (Slika 33B). Druga najveĺa aktivnost 

razgradnje sebiļnim mehanizmom bila je za ksilan unutar oba jezera, s do 5% obojenih stanica 

zimi u Kozjaku odnosno ljeti u Crniġevu (Slika 33).  

U Kozjaku, sebiļna aktivnost bila je promjenjiva tijekom proljeĺa i ljeta (Slika 33A). U 

proljeĺe su fukoidan i laminarin sebiļno uzimani tijekom prva 3 dana inkubacija (viġe od 1%), 

te je aktivnost zabiljeģena i pred kraj inkubacija (Slika 33A). Arabinogalaktan, hondroitin sulfat 

i ksilan takoĽer su sebiļno razgraĽivani, ali u vrlo niskim postocima, dok je pululan najviġe 

uzet 12. dan (10%). U ljetnim inkubacijama viġe sebiļne aktivnosti (2-4%) zabiljeģene su za 

arabinogalaktan, fukoidan, laminarin i ksilan, a za hondroitin sulfat aktivnost je bila vrlo niska 

(Slika 33A). Pululan je u poļetnim danima inkubacije uziman u niģim postocima, a pred kraj u 

mnogo veĺim postocima (Slika 33A). U zimskim uvjetima, zabiljeģena je konstanta sebiļna 

aktivnost bakterija za polisaharide arabinogalaktan, hondroitin sulfat, fukoidan i laminarin, ali 

u niskom postotku (oko 1%; Slika 33A). Usporedno, u Crniġevu sebiļna aktivnost bila je 

dosljedna u proljeĺe i zimu, pri ļemu su najveĺu razgradnju sebiļnim mehanizmom imali 

pululan i ksilan u obje sezone (Slika 33B). U proljeĺe, viġe sebiļne aktivnosti zabiljeģene su za 

arabinogalaktan, laminarin i ksilan (do 1%), a sebiļna razgradnja pululana dosezala je 7% u 

prvim danima inkubacije (Slika 33B). U Crniġevu je najveĺa razgradnja sebiļnim mehanizmom 

zabiljeģena na ljeto, kada su svi polisaharidi bili razgraĽeni u viġim postocima u usporedbi s 

ostalim sezonama (Slika 33B). Postotci razgradnje bili dosezali su sliļne vrijednosti, izmeĽu 3 

i 5% (Slika 33B). U zimskim uvjetima, sebiļna aktivnost za pululan i ksilan bile su visoke, dok 

su za ostale polisaharide bile manje od 1% (Slika 33B). Sebiļna razgradnja pululana bila je 

najviġa 0. dan inkubacije, a s vremenom je opadala (Slika 33B). 

Zanimljivo je da je tijekom zime u Kozjaku i ljeta u Crniġevu sebiļna aktivnost svih 

supstrata bila vrlo konzistentna tijekom 18 dana, ġto dosad nije viĽeno u inkubacijama s 

FLAPS-evima [187]. 
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Slika 33. Udio mikrobne zajednice koja koristi sebiļni mehanizam za razgradnju FLAPS-eva 

u jezerima Kozjak (A) i Crniġevo (B) u razliļitim sezonama uzorkovanja.   
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4.2.4. Prostorno-vremenske promjene razgradnje autohtonih i alohtonih polisaharida 

sebiļnim mehanizmom 

Udio bakterijske zajednice koja pokazuje sebiļni unos kvantificiran je brojem stanica koje 

pokazuju unos FLAPS-a tijekom inkubacija (Slika 33). Trofiļko stanje jezera utjeļe na 

aktivnost mikrobnih enzima [188] buduĺi da razgradnja komponenti DOM-a ļini hranjive tvari 

dostupnima u okoliġu [90,91]. DOM u oligotrofnim i mezotrofnim jezerima moģe imati 

razliļito podrijetlo i sastav, stoga njihove mikrobne zajednice imaju razliļite enzimske 

sposobnosti. Ove razliļite sposobnosti odraģavaju se u razgradnji ġest razliļitih polisaharida 

sebiļnim mehanizmom od strane bakterija. Najveĺa sebiļna aktivnost uoļena je u oligotrofnom 

jezeru zimi i u mezotrofnom jezeru ljeti (Slika 33). 

Oligotrofno jezero Kozjak [189], kroz godiġnja doba ima niske koncentracije DOC-a i time 

niģu primarnu proizvodnju [190], te je pod utjecajem kontinentalne klime i karakterizirano je 

DOM-om bogatim ugljikom koji ulazi u jezero ispiranjem tla [50] iz okolne crnogoriļne 

vegetacije [191]. Nagli porast koncentracija DOC-a (Slika 30) i nitrata (Dodatna tablica 4) zimi 

dokazuje veliki unos alohtonog DOM-a [138]. Poveĺana sebiļna aktivnost oļekivala se u 

oligotrofnom okruģenju, a ne tijekom uvjeta viġe koncentracije DOC-a, buduĺi da su prethodna 

istraģivanja mora pokazala visoku sebiļnu aktivnost u oligotrofnim morskim vrtlozima [13] i u 

dubokom moru [10,192]. MeĽutim, tijekom otjecanja tla kompleksni DOM ulazi u jezera 

izazivajuĺi brzu reakciju sebiļnih bakterija. Rezultati su pokazali visoku sebiļnu aktivnost zimi 

ġto ukazuje na povezanost s vrlo ranom fazom proljetnog cvata, kada sebiļne bakterije postaju 

aktivne zbog izloģenosti kompleksnom DOM-u [12]. Veĺi alohtoni utjecaj uzrokuje veĺu 

sebiļnu aktivnost bakterija za ksilanom, sloģenog strukturnog polisaharida koji se nalazi u 

stanicama kopnenih biljaka [193]. Takva sebiļna aktivnost je veĺ primijeĺena u sjevernom 

Jadranu [89], mjesto gdje je uoļen veĺi utjecaj tla. 

Sliļno, otkrivena je veĺa sebiļna aktivnost u mezotrofnom jezeru Crniġevo tijekom ljeta 

(Slika 31B). Blaga zima uzrokuje viġu stabilnu temperaturu tijekom godine (Slika 30) i viġe 

koncentracije hranjivih tvari (Dodatna tablica 4) ġto ukazuje na mezotrofno stanje jezera [189]. 

Mezotrofna jezera karakteriziraju viġe trofiļko stanje i poveĺanu mikrobnu raznolikost te viġe 

koncentracije polisaharida, popraĺene poviġenim vanjskim enzimskim aktivnostima [14]. 

Visoke koncentracije DOC-a i ljeti i zimi ukazuju na utjecaj autohtonog i alohtonog DOM-a. 

MeĽutim, veĺe razlike u koncentracijama O2, s najviġim vrijednostima ljeti (Slika 28), ukazuju 

na poveĺanu biotiļku aktivnost, posebice fotosintezu fitoplanktona [190] i veĺi utjecaj 
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autohtonog DOM-a [138]. Usred ljetnog cvjetanja fitoplanktona, DOM ġirokog spektra prisutan 

je u velikim koliļinama [12] ġto potiļe veĺu sebiļnu aktivnost. Ovdje dotok morske vode kroz 

porozni krġ [138] takoĽer moģe utjecati na mikrobne zajednice i sebiļnu aktivnosti, kao ġto se 

vidi u viġoj sebiļnoj aktivnosti za fukoidan i laminarin (Slika 33B), koje proizvode fitoplankton 

i makroalge kao skladiġne ili strukturne polisaharide [194]. Visoke stope vanjske hidrolize za 

oba polisaharida prethodno su pronaĽene u oligotrofnim jezerima [14], a za laminarin je uoļen 

visoka razgradnja sebiļnim mehanizmom u morskom okoliġu [8,10ï12,86]. Stoga se oļekivala 

veĺa sebiļna aktivnost za te polisaharide, no moguĺe je da su bakterije u jezerima prilagoĽene 

njihovom koriġtenju drugim mehanizmima. Buduĺa istraģivanja iskoriġtavanja polisaharida 

drugim mehanizmima neophodna su za potpuno sveobuhvatno razumijevanje bakterijske 

razgradnje polisaharida u slatkovodnim ekosustavima. 

Najveĺa sebiļna aktivnost u oba jezera primijeĺena je za pululan, koji je bio slabo sebiļno 

razgraĽen u povrġinskom morskom okoliġu [10,12], a nije bio ni razgraĽen vanjskom 

hidrolizom u oligotrofnim, veĺ samo u eutrofnim jezerima [14]. Pululan je jednostavan 

polisaharid koji proizvode gljive kao izvanstaniļni agens za oblaganje [195] koji se nalazi u 

razliļitim okoliġima, ukljuļujuĺi slatkovodne vode, ġumsko tlo i povrġine liġĺa biljaka [196]. 

Stoga je oļekivano da se pululan sebiļno razgraĽuje u jezerima s velikim unosom alohtonog 

DOM-a (Slika 33), kao i u dubokim oceanima [10] gdje su gljive dominantna frakcija 

batipelagiļnih ļestica morskog snijega [197], te u okoliġima pod utjecajem kopna, poput 

sjevernog Jadrana, koji je pod jakim utjecajem okolnih rijeka [89]. 

 

4.2.5. Sastav mikrobnih zajednica u jezerima Kozjak i Crniġevo  

Brojnost vrsta bila je veĺa u Crniġevu, ali je bila usporediva s Kozjakom. Iznimka je brojnost 

tijekom ljeta i zime kada je bila znatno niģa u Kozjaku (Tablica 4). Brojnost je bila najmanja 

ljeti u oba jezera, a najveĺa u proljeĺe u Kozjaku i zimi u Crniġevu (Tablica 4).  

Alfa raznolikost prema Shannon indeksu oba jezera bila je najmanja ljeti u oba jezera, a 

najveĺa na proljeĺe u Kozjaku i zimi u Crniġevu (Tablica 4). 
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Tablica 4. Alfa raznolikost mikrobnih zajednica u jezerima Kozjak i Crniġevo odreĽenih kao 

brojnost i raznolikost prema Shannon indeksu. 

Sezona 

uzorkovanja 

Jezero Brojnost Shannon Jezero Brojnost Shannon 

Proljeĺe Kozjak  181 3,93 Crniġevo 189 3,71 

Ljeto  Kozjak  146 3,30 Crniġevo 178 3,28 

Zima Kozjak  145 3,37 Crniġevo 177 3,76 

 

Okoliġni parametri imali su znaļajan utjecaj na formiranje mikrobnih zajednica. Tako su 

promjene temperature i koncentracije O2 znaļajno utjecali na sastav mikrobnih zajednica ljeti 

u oba jezera, dok su DOC i Ca2+ imali znaļajan utjecaj na zajednice u Crniġevu zimi (Dodatna 

slika 12). Salinitet, Cl- i SO4
2- znaļajno su utjecali na zajednice u Crniġevu ljeti, a NO3

- na 

proljetnu zajednicu u Kozjaku (Dodatna slika 12).  

U poļetnim mikrobnim zajednicama u oba jezera dominirale su Actinobacteriota, 

Bacteroidota, Cyanobacteria i Proteobacteria, s manjim sezonskim promjenama (Slika 34A). U 

Kozjaku na ljeti su Actinobacteriota i Proteobacteria dominirale, Bacteroidota u proljeĺe, a 

Actinobacteriota i rijetke svojte (< 1% relativne brojnosti) na zimu.  

U Crniġevu, Proteobacteria su dominirale proljetnom zajednicom (Slika 34A), 

Cyanobacteria na ljeto, a Bacteroidota su zimi dominirale s Actinobacteriota i Proteobacteria.  

Za sve daljnje analize iskljuļene su arheje i autotrofne cijanobakterije, buduĺi da je unos 

FLAPS-a ispitivan samo u heterotrofnim bakterijskim zajednicama. Arheje su filtrirane zbog 

potencijalnih pristranosti upotrijebljenog para poļetnica za PCR amplifikaciju, ġto bi moglo 

utjecati na otkrivanje specifiļnih arheja [115]. 

Sastav bakterijske zajednice znaļajno se razlikovao izmeĽu uzorkovanih jezera (Slika 34B; 

ANOSIM: R = 0,68, p = 0,001). Unutar svakog jezera postojala je znaļajna razlika u 

bakterijskoj zajednici kroz svaku sezonu (Kozjak: ANOSIM: R = 0,77, p = 0,001; Crniġevo: 

ANOSIM: R = 0,90, p = 0,001; Slika 34B). Vremenski period inkubacije imao je znaļajan, ali 

slab utjecaj na sastav bakterijskih zajednica u jezerima (Kozjak: ANOSIM: R = 0,13, p = 0,001; 

Crniġevo: ANOSIM: R = 0,04, p = 0,03). Vrsta dodanog polisaharida u inkubacijama nije 

znaļajno utjecao na sastav bakterijske zajednice (Kozjak: ANOSIM: R = -0,02, p = 0,82; 

Crniġevo: ANOSIM: R = -0,03, p = 0,97). 
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Slika 34. Prosjeļna relativna zastupljenost ukupne strukture mikrobne zajednice (razina 

koljeno) u inkubacijama s dodanim FLAPS-em na 0. dan kroz sezone uzorkovanja. Uzorci su 

podijeljeni po jezeru. Skupina "Ostalo" sadrģi koljena s relativnom zastupljenoġĺu manjom od 

1% (A). NMDS ordinacija koja pokazuje Bray-Curtisovu razliļitost u sastavu mikrobne 

zajednice preko jezera (Kozjak i Crniġevo). Zajednice u jezerima grupiraju se prema 

sezonama uzorkovanja koje su povezane elipsama oznaļenim bojama (zeleno-proljeĺe, ģuto-

ljeto i plava zima). ANOSIM test znaļajnosti sastava mikrobnih zajednica temeljen na Bray-

Curtisovim razlikama relativnih abundaca. 

 

4.2.6. Odgovor bakterijskih zajednica na dodan FLAPS u inkubacije 

Promjene relativnih zastupljenost bakterija kroz inkubacije analizirane su u postotku 

promjene zastupljenosti. Analiza je otkrila bakterije koje pokazuju pozitivan odgovor 

(poveĺanje relativne zastupljenosti u usporedbi s T0) na specifiļne polisaharide (Slika 35 i 36). 

U Kozjaku su Planctomycetota pojavile kasnije u odreĽenim inkubacijama (hondroitin 

sulfat, fukoidan, laminarin i pululan), dok je ljeti njihova relativna zastupljenost porasla u svim 

inkubacijama kroz vremenski period inkubacije; zimi su bili rano prisutni u nekim (hondroitin 
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sulfat, pululan i ksilan) i dosljedno u drugim inkubacijama (arabinogalaktan i laminarin; Slika 

35A). Relativna abundnaca bakterija iz koljena Verrucomicrobiota poveĺavala se kroz 

vremenski period  inkubacije tijekom proljeĺa i ljeta, dok je zimi njihova zastupljenost opadala 

jer su bakterije iz koljena Bacteroidota bile zastupljenije i poveĺavale se tijekom vremenskog 

perioda inkubacija (Slika 35A). Gammaproteobacteria su pokazale neġto veĺu relativnu 

zastupljenost u inkubacijama arabinogalaktana i ksilana tijekom proljeĺa, ali su inaļe bile 

prisutne tijekom svih inkubacija zajedno s Alphaproteobacteria (Slika 35A).  

U Crniġevu bakterije iz koljena Planctomycetota su bile vrlo zastupljene tijekom ljeta, 

odsutne tijekom zime i prisutne samo na poļetku triju proljetnih inkubacija (arabinogalaktan, 

laminarin i ksilan; Slika 35B). Bakterije iz koljena Verucomicrobiota su bile vrlo zastupljene u 

ljetnim inkubacijama s opĺim smanjenjem tijekom inkubacijskog perioda i imale malu relativnu 

zastupljenost tijekom zime i proljeĺa (Slika 35B). Poveĺanje relativne zastupljenosti bakterija 

iz koljena Verrucomicrobiota dogodilo se tijekom proljetne inkubacije fukoidana, dok su 

Bacteroidota imale smanjenje zastupljenosti (Slika 35B). Bakterije iz koljena Bacteroidota 

inaļe su imale nisku zastupljenost tijekom proljeĺa i djelomiļno tijekom ljeta, ali su bile vrlo 

zastupljene tijekom zime (Slika 35B). Bakterije iz koljena Gamaproteobacteria su dominirale 

zajednicama u inkubacijama pululana i ksilana tijekom proljeĺa i bile su najzastupljenija 

zajednica zajedno s Alphaproteobacteria u drugim inkubacijama. Ljeti su bile prisutne samo 

Alphaproteobacteria, dok su zimi obje bile prisutne sa sliļnim zastupljenostima (Slika 35B). 
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Slika 35. Postotna promjena relativne zastupljenosti bakterijske zajednice usporedbi s 

poļetnom T0 zajednicom kroz vrijeme inkubacije u jezerima Kozjak (A) i Crniġevo (B) 

podijeljeno po sezoni i dodanom polisaharidima. Svojte su obojene prema razini koljena i 

razreda. 
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U Kozjaku rod Pirellula dominirao je zajednicom Planctomycetota, a rod Luteolibacter 

zajednicom Verrucomicrobiota u svim godiġnjim dobima. (Slika 36A). Rodovi Dinghuibacter 

i Sediminibacterium bili su vrlo zastupljeni tijekom ljeta, a odsutni ili slabo zastupljeni tijekom 

proljeĺa i zime kada su dominirali rodovi Emticicia odnosno Flavobacterium. Rod Candidatus 

Methylopumilus je bio zastupljen u svim godiġnjim dobima, dok je rod Acinetobacter bio 

prisutan samo u proljeĺe, a rod Simplicispira zimi. Rod Delftia je bio odsutan samo tijekom 

ljeta kao i rod Sphingorhabdus (Slika 36A). 

U Crniġevu zajednicom Planctomycetota dominirali su rodovi Pirellula i Blastopirellula 

(Slika 36B). Ljeti je dominacija u zajednici Verrucomicrobiota podijeljena izmeĽu rodova 

Prosthecobacter i LD29, koji su bile prisutni samo tijekom ove sezone. U ostalim godiġnjim 

dobima rod Luteolibacter je dominirao. Rod Prosthecobacter se pojavio tek na kraju inkubacije 

fukoidana u proljeĺe i zimi. Rodovi Flavobacterium i Sediminibacterium dominirali 

zajednicom Bacteroidota u zimskim inkubacijama. Dok je rod Sediminibacterium bio prisutan 

u ostalim godiġnjim dobima, rod Flavobacterium je pronaĽen samo na poļetku proljetnih 

inkubacija i u laminarin inkubaciji tijekom ljeta. Rod Candidatus Aquirestis je bio prisutan 

samo tijekom ljeta. Rod Candidatus Methylopumilus bio je prisutan i tijekom proljeĺa i ljeta, a 

rod Sphingorhabdus tijekom proljeĺa i ljeta (Slika 36B). 
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Slika 36. Postotna promjena relativne zastupljenosti bakterijske zajednice usporedbi s 

poļetnom T0 zajednicom kroz vrijeme inkubacije u jezerima Kozjak (A) i Crniġevo (B) 

podijeljeno po sezoni i dodanom polisaharidima. Svojte su obojene prema razini roda. 
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4.2.7. Kvantifikacija brojnosti bakterija u FLAPS inkubacijama temeljena na FISH analizi 

FISH analiza raĽena je na uzorcima iz pululan i ksilan inkubacija iz oba jezera (Kozjak i 

Crniġevo) te, dodatno, na uzorcima iz svih ljetnih inkubacija iz Crniġeva, jer su ti uzorci 

pokazali najveĺi udio stanica obojenih polisaharidom (Slika 33). Za provoĽenje FISH tehnike 

koriġtene su fluorescentne probe EUB-I, EUB-II, EUB-III i CF319a kako bi se identificirale 

sve bakterije (EUB-I), Planctomycetota (EUB-II), Verrucomicrobiota (EUB-III) odnosno 

Bacteroidota (CF319a). Pozitivne stanice s CF319a oduzete su od pozitivnih stanica s EUB-I 

jer EUB-I takoĽer pokriva domenu CF319a. Pozitivni signali stanica obojeni fluorescentnim 

probama i polisaharidom usporeĽeni su s rezultatima analize mikrobne raznolikosti kako bi se 

definirale potencijalno sebiļne bakterije u kraġkim jezerima. 

Ukupna brojnost bakterija definirana je kao kumulativni broj bakterijskih stanica koje 

pokazuju pozitivan signal sa svim probama. U nekim uzorcima doseg ukupne brojnosti 

bakterija sa svim probama bio je 25-50%, ļak i nakon ukljuļivanja Cyanobacteria ili stanica s 

autofluorescentnim signalom (Slika 37). Razlog tome mogao bi biti taj ġto Actinobacteriota, 

koje ļine do 40% zajednice, ima ograniļenu detekciju FISH tehnikom zbog male veliļine 

frakcije i niskog ukupnog sadrģaja ribosoma [198]. 

U Kozjaku najveĺu brojnost identificiranih stanica FISH tehnikom pokazale su sve bakterije 

(EUB-I) tijekom zime (Slika 37A). Tijekom proljeĺa najzastupljenije su bile EUB-III pozitivne 

stanice odnosno Verrucomicrobiota, dok su tijekom ljeta najzastupljenije bile EUB-II pozitivne 

Planctomycetota. CF319a pozitivne stanice odnosno Bacteroidota su bile zastupljenije zimi. 

U Crniġevo, koljena Planctomycetota (EUB-II) i Verrucomicrobiota (EUB-III)  su imali 

najveĺu brojnost identificiranih bakterijskih stanica pomoĺu FISH tehnike (Slika 37B i C). 

CF319a pozitivne stanice odnosno Bacteroidota imale su veĺu brojnost u proljeĺe u pululan i 

ksilan inkubacijama (Slika 37B), a ljeti u svim inkubacijama osim laminarina (Slika 37C). 

EUB-III pozitivne stanice odnosno Verrucomicrobiota dominirale su zajednicama u proljeĺe i 

ljeto (Slika 37 B i C), dok su preostale bakterije (EUB I) dominirale zimskim zajednicama 

(Slika 37C). 

 

 



§ 4. Rezultati i rasprava 90 

Andrea Ļaļkoviĺ Doktorska disertacija 

 

Slika 37. Postotak FISH pozitivnih bakterijskih skupina izbrojanih FISH-om tijekom 

inkubacija s pululanom i ksilanom u razliļitim sezonama uzorkovanja u Kozjaku (A), 

Crniġevu (B) i razliļitim polisaharidima na ljeto u Crniġevu (C). 
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4.2.8. Identifikacija sebiļnih bakterija pomoĺu FISH-a i sekvenciranja 

Sebiļno aktivne bakterije taksonomski su identificirane koristeĺi kombinaciju bojanja 

FLAPS-a i FISH-a. Koristeĺi probe EUB-I, EUB-II, EUB-III i CF319a, karakterizirano je 

ukupno 82% sebiļnih bakterija u svim jezerima, godiġnjim dobima i inkubacijama s 

polisaharidima. Nadalje, usporeĽeni su FLAPS-FISH rezultati, koji daju taksonomsku 

identifikaciju na razini koljena, s analizom zajednice sekvenciranjem amplikona gena 16S 

rRNA kako bi se identificirali specifiļni bakterijski rodovi koji bi mogli biti sebiļno aktivni u 

jezerima. 

U Kozjaku su sve ciljane bakterijske skupine (Bacteroidota, Planctomycetota i 

Verrucomicrobiota) polisaharide razgraĽivale sebiļnim mehanizmom, a njihova aktivnost 

varirala je ovisno o sezoni i vremenskom periodu inkubacije. Bakterije iz koljena Bacteroidota 

pokazale su razgradnju pululana sebiļnim mehanizmom na zimu tijekom prvih 6 dana 

inkubacija (Slika 38A). Bakterije iz koljena Verrucomicrobiota pokazale su razgradnju 

pululana sebiļnim mehanizmom na poļetku i na kraju inkubacija. Zimi su bakterije iz sva tri 

koljena pokazala razgradnju pululana sebiļnim mehanizmom (Slika 38A). U inkubaciji sa 

ksilanom bilo je manje identificiranih sebiļnih stanica, pri ļemu su samo bakterije iz koljena 

Verrucomicrobiota pokazale visoku sebiļnu aktivnost tijekom ljetne inkubacije na 0. dan (Slika 

38A).  

Apsolutna brojnost izraļunata za usporedbu rezultata FISH i rezultata mikrobne raznolikosti 

pokazala je rast broja stanica bakterija iz koljena Bacteroidota tijekom ljetnih i zimskih 

inkubacija (Slika 38C), iako nisu bile sebiļno aktivne (Slika 38A). Tijekom ljeta, bakterije iz 

koljena Planctomycetota i Verrucomicrobiota pokazale su rast kroz vremenski period 

inkubacija (Slika 38C). Bakterije iz razreda Gammaproteobacteria imale su poveĺan broj 

stanica tijekom zime, a smanjen tijekom proljeĺa (Slika 38C).  
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Slika 38. Apsolutni broj stanica obojenih polisaharidom (%) izbrojan FISH-om u 

inkubacijama pululana i ksilana u razliļitim sezonama uzorkovanja u Kozjaku (A) i Crniġevu 

(B). Probe su oznaļene bojama, a neidentificirane sebiļne stanice obojene su u sivo i 

oznaļene kao nepokriveni FLAPS. Apsolutna brojnost koljena Bacteroidota, Planctomycetota 

i Verrucomicrobiota i razreda Gammaproteobacteria u inkubacijama pululana i ksilana u 

Kozjaku (C) i Crniġevu (D) izraļunata iz normalizacije rezultata 16S sekvenciranja i ukupnog 

broja stanica. 


















































































































































