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1. Uvod

Unutar Europe, Sredozemlje je specifi€an prostor koji predstavlja poseban i
kompleksan mozaik staniSta bogate bioraznolikosti, pejzazne i kulturne vrijednosti.
Sredozemlje je obiljezeno mediteranskom klimom koja je karakterizirana suhim
lietnim periodima. Stoga mocvare i lokve u tom biomu svojom zalihom vode kroz dulji

dio godine imaju temeljnu ekolosku funkciju (Balbo i sur., 2017).

Istarski poluotok je zahvaljuju¢i svojem reljefu i klimatskim uvjetima od davnina
obiljezen moc€varnim podrucjima i privremenim lokvama (Balbo i sur., 2017) koje su
prirodnog, poluprirodnog ili umjetnog porijekla (RadoSevi¢, 2013). Ova staniSta su
doZivjela u zadnjim stoljecima brojne velike promjene poput isuSivanja, kontaminacije
zbog upotrebe larvicida, a ponekad i salinizacije uslijed njihovog povezivanja s

morem u poku$aju suzbijanja malarije (Radosevic, 2013).

U odnosu na prethodna stoljeca i dalje se ocCituje znaCajan sinergistiCki
antropogeni utjecaj na lokve i mocCvare u obliku otpadnih voda iz kucCanstava,
industrijskih postrojenja te voda zagadenih ispranim sadrZajem s urbanih i obradivih
povrSina. Takve vode mogu znatno promijeniti kemijski sastav vodenih sustava u koji
dospijevaju. Stetne promjene se ukazuju kroz izmjene pH vrijednosti, promjene u
redoks potencijalu te unosenje stranih Stetnih tvari poput teSkih metala, endokrinih
ometaca, pesticida itd. Komunalne vode, prehrambene industrije te isprane obradive
povrsine ispustaju velike koli€ine hranjivih tvari u vodene sustave. Visak nutrijenata
dovodi do naglog porasta mikrobioloSke zajednice koja daljnjom razgradnjom troSi
kisik te moze dovesti do hipoksicnih ili ¢ak anoksi¢nih uvjeta (Bronmark i Hansson,
2002).

Teski metali su prirodne tvari koje u Stetnim koli€inama za okoli§ dospijevaju u
vodene sustave antropogenim industrijskim aktivnostima kao $to su rudarstvo,
taljenje, spaljivanje fosilnih goriva i spaljivanje otpada. Njihova problematicnost lezi u
dugom vijeku trajanja te se vezu za Cestice koje tonu iz vodenog stupca prema
sedimentu, gdje se ugraduju. Zbog toga su organizmi koji Zive u sedimentima
izloZeniji kontaminaciji. Obradive povrSine zajedno s fekalnim vodama takoder mogu
sadrzavati razne Stetne endokrine ometacCe. Naime, endokrini ometaci se pojavljuju u
nizu proizvoda kao kontracepcijskim lijekovima te pesticidima koji negativno utjeCu na

reproduktivne sposobnosti organizama (Brénmark i Hansson, 2002). Herbicidi,



odnosno pesticidi namijenjeni za korove, koji se takoder mogu naci na obradivim
povrsinama, obavljaju svoju funkciju vezanjem za klorofil te smanjivanjem efikasnosti
fotosinteze. lako herbicidi nisu namijenjeni za fitoplankton, oni svejedno imaju
negativan utjecaj, $to se negativno odrazava na cijeli ekosustav (Villeneuve i sur.,
2011).

Moclvare i lokve predstavljaju ZariSta bioraznolikost jer podrZzavaju vrste
prilagodene kako kopnenim tako i vodenim ekosustavima (Balbo i sur., 2017).
Specifi€ni uvjeti ovih staniSta pogoduju velikom rasponu biljnih i Zivotinjskih vrsta,
mnoge od kojih su endemske, rijetke i/ili na crvenoj listi ugrozenih vrsta. Vrste koje
Cesto nastanjuju mocCvarna podru€ja su veliki kraljeznjaci poput ptica, insekti,

vodozemci te razni mikroorganizmi (Zacharias, 2010).

Mikroorganizmi €ine sveprisutnu i nezamjenjivu komponentu vodenih sustava
te posebice sedimenta koji Cini znafajan dio bentosa takvih vodenih tijela. Oni
obavljaju klju¢ne funkcije za ekosustav kroz primarnu proizvodnju, razgradnju i
kruzenje nutrijenata (Villeneuve i sur., 2011) te su bitni kao precizni pokazatelji stanja
okoliSa. Takva procjena stanja okoliSa omogucava uvidjeti negativhe ucCinke
uniStavanja i degradacije ranjivih specijaliziranih staniSta koji mogu dovesti do
uruSavanja okolnih ekosustava. Sakupljanjem podataka o ekosustavima lokvi i
mocvara poboljSava se razumijevanje uvjeta i dinamike svih, pa tako i istarskih
vodenih tijela. Takve informacije naposljetku predstavljaju stru¢an temelj potreban za

njihovu zastitu i za sprjeCavanje negativnih antropogenih pritisaka (Song, 2015).



2. Ciljevi i hipoteze

Cilievi ovog istrazivanja bili su otkrivanje sezonske dinamike kvantifikacijom
autohtone i fekalne mikrobne zajednice u sedimentu istarskih lokva i jedne slane
mocCvare te procjena ekoloSkog stanja uzorkovanih lokacija pomocu dobivenih
parametara. Sve u svrhu prepoznavanja potencijalnih rizika za ekosustave i daljnjeg

predlaganja mjera za zastitu ovih podrudja.

Hipoteza pretpostavlja da brojnost i dinamika autohtone i fekalne mikrobne
zajednice te razina degradacije ovisi 0 sezonskim promjenama temperature,
saliniteta, sadrzaju organske tvari u sedimentu, razini raspolozivog kisika, ali i o
antropogenim utjecajima poput stoCarstva, poljoprivrede, cestovnhog prometa i

otpadnih voda obliznjih naselja.



3. Materijali i metode

3.1 Opis lokacija
Podrucje istrazivanja obuhvaéa jugozapadni dio Istarskog poluotoka. Kraski
teren i karbonatne stijene obiljezavaju teren. Prostor je siromasan rijekama i veéim

jezerima, stoga male privremene i stalne lokve predstavljaju vecinu vodenih povrsina.

3.1.1 Barbariga
Lokva Barbariga (Slika 1) nalazi se neposredno blizu mora malo zapadnije od
istoimenog naselja. ObiljeZzena je bujnom vegetacijom unutar i oko nje te raznolikom
faunom. Salinitet joj je viSi pri usporedbi s ostalim slatkovodnim sustavima
zahvaljuju¢i njenom polozaju, dok joj je temperatura niza u odnosu na druge lokacije
zbog sjene okolnog drveca. Razina lokve pokazuje znacajne oscilacije, s
maksimalnim dubinama od oko 70 cm tijekom hladnijeg dijela godine i 20 cm tijekom

ljeta.

Slika 1. Lokva Barbariga



3.1.2 Cisterna
Lokva Cisterna (Slika 2) je locirana blizu plaze istoimene uvale, juzno od
grada Rovinj-Rovigno. Radi se o umjetnom vodenom tijelu opasanom zidinama
sagradenim u doba antike s funkcijom prikupljanja i pohrane vode za potrebe
stoCarstva. Lokva je prisutna kroz cijelu godinu s dubinom koja se krece od 10 do 40
cm. Danas se lokva i dalje koristi za napajanje stoke s obliznjih livada, a za to ima i

povijesno-estetsku vrijednost koja obogacuje turistiCki sadrzaj Rovinjskog priobalja.

Slika 2. Lokva Cisterna

3.1.3 Cocaletto
Lokva Cocaletto (Slika 3) nalazi se jugoisto€no od grada Rovinj-Rovigno, u
blizini istoimenog naselja. lako se radi o plitkom vodenom tijelu koje dostiZze najveéu
dubinu od oko 50 cm, ono ne pokazuje velike sezonske oscilacije razine (oko 15 cm)
zbog €ega ne dolazi do presusivanja ljeti. Oblik joj je eliptiCan, a podrucje lokve je
djelomi¢no ispunjeno vegetacijom. Obale i dno same lokve su stjenovitog tipa sa
znacajnom akumulacijom mrtvog biljnog materijala koji stvara povrsinski dio bentosa.

Takoder, prisutan je snazan antropogeni utjecaj radi drzavne ceste na samom rubu



lokve i obliznjem naselju, koje upotrebljava septiCke jame zbog manjka kanalizacije.
Lokva se nalazi otprilike 1 m ispod razine drzavne ceste te prima njene oborinske
vode s poljoprivrednih polja smjestenih na drugoj strani ceste putem jarka koji prolazi

ispod ceste.

Slika 3. Lokva Cocaletto

3.1.4 Greco

Lokva Greco (Slika 4) smjestena je u blizini prometne ceste na lokaciji izmedu
grada Bale i grada Rovinj-Rovigno. Kao i u slu¢aju lokve Cocaletto i lokva Greco se
nalazi nize u odnosu na cestu, ¢ak 3 m. Medutim, za razliku od nje odvojena je od
prometnice putem zemljanog i stjenovitog nasipa koji sprjeCava direktno slijevanje
voda s ceste prema lokvi. Okruzuje ju vegetacija i zidani blokovi koji joj daju ovalan
oblik. Lokva Greco posjeduje visoku prozirnost u odnosu na ostale promatrane lokve
te ima vecu dubinu (oko 1,5 m). Sezonske oscilacije razine vode kre¢u se izmedu 10
i 30 cm. U proslosti se Cesto koristila za napajanje stoke Sto se i danas ponekad

moze vidjeti.



Slika 4. Lokva Greco uz mjerenje dubine i prozirnosti vode

3.1.5 Palud
Mocvara Palud (Slika 5) smjesStena je jugozapadno od grada Rovinj-Rovigno.
Prirodna je depresija koja je stvorila specificnu vlaznu mikroklimu povoljnu za velik
broj biljnih i Zivotinjskih vrsta, a pogotovo ptica. Zahvaljujuci tome, Palud je svrstan
pod poseban ornitoloski rezervat te spada pod podrucja oCuvanja znacajnih za ptice
(POV) prema Naturi 2000. Najdublji dio moc&vare ima oko 50 cm, a oscilacije razine
vode krecu se u rasponu od oko 30 cm. lako je mocvara imala limitiranu prirodnu
podzemnu komunikaciju s morem, ona je postala izuzetno znacajna 1906. godine
kada je prokopan kanal prosjecne dubine od 50 cm i duzine 200 metara. Kanal je
prokopan s namjerom podizanja saliniteta kako bi se suzbilo razmnozavanje
komaraca koji su bili glavni prijenosnici malarije. Danas je Palud vazZna turistiCka
destinacija koja je pod strogim monitoringom kako bi se sprije€io jaci antropogeni

uc€inak (Pokrajac, 2002).



Slika 5. Mocévara Palud

3.1.6 Pili

Lokva Pili (Slika 6) je locirana na jugozapadnom ulazu u grad Rovinj-Rovigno.
Lokacija je pod umjerenim antropogenim utjecajem u prvom redu zbog poljoprivrede,
stoCarstva, ali je manje zahvacena utjecajem obliznjih naselja ili turisticki atraktivninh
podrucja. U odnosu na ostale promatrane lokve, Pili je u prosjeku najplica lokva, koja
se znacajno smanjuje tijekom ljeta kada gubi viSe od 85% svoje povrsine. Takoder,
usporedbom s ostalim analiziranim lokvama njena prozirnost je najmanja. Tijekom
lieta lokva je fragmentirana na viSe manjih vodenih tijela (~5). Fragmenti imaju

povrsinu oko 10 m? te najveéu dubinu od 40 cm.



Slika 6. Lokva Pili

3.2 Uzorkovanje
Uzorkovanje je obavljeno na Sest razliCitih lokacija (pet slatkovodnih lokvi i
jednoj boc€atoj mocvari) na podrucju jugozapadne Istre. Jednom tijekom zime (16.

ozujka) te jednom tijekom ljeta (22. kolovoza) 2019. godine.

3.3 Analiza sedimenta
3.3.1 Hidrografski uvjeti
Mjerenja temperature i saliniteta obavljeni su in situ pomo¢u pomocu sonde

(pIONneer 65, Radiometer analytical, Copenhagen).

3.3.2 Kisik (0O2), sumporovodik (H2S) i redoks potencijal (E})

Vertikalni profil za kisik i sumporovodik izmjereni su u sedimentnim korerima
uz motorizirani mikromanipulatorni sustav (MMS9083) opremljen specifi€nim
mikrosenzorima (OX-100 i H,S-200, Unisense A/S, Denmark). Mirkosenzori su
kalibrirani prema uputama proizvodaca. Sonda OX-100 kalibrirana je pomoc¢u dvije
toCke; anoksija i potpuna saturacija O,. Sonda H,S-200 kalibrirana je na 8 toCaka
pomocu svjezih otopina Na,S [1-300 uM u de-oksigeniranom kalibracijskom puferu
(NaAc/HAc, pH < 4)].



Vertikalni profil redoks potencijala odraden je in situ vertikalnim unosom sonde
u svjeze izvaden sediment. Vrijednosti redoks potencijala izmjerene su na svakom
cm do dubine od 10 cm. Sonda je prethodno bila kalibrirana u laboratoriju koristeci
dvije tocke u posebnom puferu (eng. quinhydrone redox solution) na pH 4 i pH 7

pripremljene prema Metrohm (Switzerland) metodi.

3.3.3 Brojnost heterotrofnih prokariota (HP), heterotrofnih
nanoflagelata (HNF) i cijanobakterija (CB) u sedimentu

Uzorci sedimenta (2 g) prikupljeni su iz vertikalnih korera (srznika) u slojevima
od 0-2 cm, od 4-6¢cm i od 8-10 cm. Uzorci su smjesteni u plasti¢ne tubice volumena
50 ml uz dodatak 30 ml filtrirane morske vode (veli€ine pora 0,22 pm) radi
razrijedenja i formaldehida do zavrSne koncentracije od 4% zbog konzerviranja. U
laboratoriju uzorcima je dodano Tween 80 (50 pL) ulje kako bi se pospjeSilo
odvajanje mikroorganizama od Cestica sedimenta, nakon toga je uslijedila
ultrasonikacija u trajanju od 15 minuta (Epstein i Rossel, 1995). Nakon ultrasonikacije
prikupljen je 1 ml supernatanta kojem je dodan 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI boja)
do zavrSne koncentracije od 5 ug/mL. Nakon 15 minuta uslijedila je filtracija kroz crne
polikarbonatne filtere (Whatman, Nuclepore, veli¢ine pora 0,22 um) te brojanje
skupina mikroorganizama: HP, HNF i CB pomoc¢u epifluorescentnog mikroskopa
(Zeiss Axio Imager Z1) uz povecanje 1000x (Porter i Feig, 1980). Rezultat brojanja je

izrazen kao koncentracija stanica po gramu suhog sedimenta.

3.3.4 Sanitarna kvaliteta sedimenta
Sanitarna kvaliteta sedimenta procijenjena je pomocu bakterijskih fekalnih
indikatora. Fekalni koliformi (FC) i fekalni streptokoki (FS) odredeni su metodom
najvjerojatnijeg broja (eng. ,MPN method®) (WHO, 1994). Uzorci (5 g) povrsinskog
sloja sedimenta (0-2cm) prikupljeni su i razrijedeni 10 puta u fosfathom puferu uz
dodatak 0,25 ml ulja Tween 80. Nakon razrjedenja, uzorci su homogenizirani 3 puta u
ultrasonic¢noj kupelji u sliedovima po 3 minute. Dodatna razriedenja uzoraka

napravljena su na isti nacin uz fosfatni pufer, no bez dodatka Tween 80 ulja.

Kvantifikacija FC napravljena je testiranjem 5 replikata za 3 serije razrjedenja
(10, 11 0,1 ml). Svaki je replikat inokuliran u zasebnoj epruveti koja je sadrZavala
hranjivu podlogu ,Lactose broth® te inkubiran na temperaturi od 35 °C kroz 24 sata.

Pozitivne kulture koje su pokazale proizvodnju plina, dalje su analizirane potvrdnim

10



testom inokulacije na selektivnoj podlozi ,MacConkey broth“ i daljnjom inkubacijom
na 44,5 °C kroz 24 sata. Pozitivne kulture pozutile su u odnosu na pocetnu blago

ljubiCastu boju.

Za kvantifikaciju FS-a testiranje je provedeno s replikatima i razriedenjima
slicno onom za FC s razlikom da je prva inokulirana podloga bila ,Azide dextrose
broth“ na temperaturi inkubacije 35 °C i trajanjem viSe od 48 sati. Pozitivhe kulture
karakterizirala je pojava turbiditeta te su dodatno testirane inokulacijom na selektivnoj
podlozi ,Ethyl violet azide broth“ i inkubirane na 35 °C kroz 24 sata. Pozitivne kulture

su pokazale pojavu ljubi€astog taloga ili poveéanog turbiditeta.

Pozitivna ocitanja na potvrdnim podlogama za FC i FS su zabiljezena i
usporedena s MPN indeksom (WHO, 1994) kako bi se dobio najvjerojatniji broj te je

koncentracija FC i FS izrazena kao MPN/100 g sedimenta.

3.3.5 Organska tvar u sedimentu
PovrSinski sloj sedimenta (0-2 cm) prikuplien je korerom. Organska tvar je
odredena metodom gubitka zarenjem (eng. Loss of ignition, LOI). Sediment se
najprije osusi u peci na 105 °C, te izvaze kao suhi sediment, nakon toga se Zari na
450 °C kroz 8 sati. Vaganje se ponovi i nakon ovog Zarenja. Razlika tezine prije i

poslije Zarenja daje organski sadrzaj sedimenta.
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4. Rezultati

4.1 Hidrografski uvjeti
4.1.1 Temperatura vode
Prosje¢na temperatura lokvi u ozujku iznosila je 13,8 °C, prilikom cega je
najvisa temperatura izmjerena u Cisterni (17,4 °C), a najniza u Barbarigi (11,4 °C). U
kolovozu prosjeCna temperatura svih lokvi je porasla na 26,8 °C, a najvisa
temperatura zabiljeZzena je u Paludu (32,8 °C), dok je najniZza zabiljeZzena u Barbarigi
(22,2 °C) (Slika 7).
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Slika 7. Temperature (°C) na svim lokacijama tijekom ozujka i kolovoza

4.1.2 Salinitet

Salinitet se nije znacajno razlikovao tijekom sezona za lokve Cocaletto,
Cisterne, Greco i Pili, koje su imali vrijednosti vrlo blizu 0,2 (vrlo niska slanost). Lokva
Barbariga imala je vec¢u slanost u usporedbi s prethodno navedenim lokvama, ali
relativno slicnu slanost u obje sezone (2,7 zimi i 2,9 ljeti). Mo€vara Palud, koja ima
nekoliko velikih umjetnih i manjih prirodnih veza s morem te je pokazala znatno veci
salinitet u odnosu na ostale lokve, a isti se kretao izmedu 17,6 tijekom zime (kada
ima viSe padalina) i 21,6 ljeti. Prosje¢na vrijednost za zimu bila je 0,21, a za ljeto

0,215 i nije postojala statistiCki znacajna razlika izmedu sezone jer su usporedivane
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pomocu neparametrijskog Wilcoxon-Mann-Whitneyova testa zbroja rangiranih
uzoraka od dva uzorka (U = 16,5, n Zima = n Ljeto = 6, a = 0,05) (Slika 8).
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m OZujak 2.7 0.2 17.6 0.2 0.22 0.2
m Kolovoz 2.9 0.2 21.6 0.2 0.23 0.2

Slika 8. Salinitet (%0 ) na svim lokacijama tijekom ozujka i kolovoza

4.2 Kisik u sedimentu

Koncentracija kisika u nizim slojevima vodenog stupca (1 cm iznad sedimenta)
varirala je u Sirokom rasponu tijekom zime i ljeta (47,72-244,47 uM u ozujku te 14,55-
198,28 uM u kolovozu). U prosjeku je viSa u hladnijim dijelovima godine. Maksimalna
dubina na kojoj je zabiljeZzen kisik ovisi 0 koncentraciji kisika u nizim slojevima
vodenog stupca te je dosta ograni¢ena tijekom oba godiSnja doba. Izmedu 2 i 20 mm
postaje zanemariva. Ljeti je na svih 6 lokacija zabiljeZzena snazna hipoksija O, < 62,5
MM (Vaquer-Sunyer & Duarte 2008), dok je zimi snazna hipoksija zabiljezena samo
na povrsini sedimenta u Barbarigi. Na ostalim lokacijama hipoksija se pojavila nesto
dublje (1 mm u Paludu, 2 mm u Grecu i Pili te 5 mm u Cocalettu) (Slika 9i 10).
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Slika 10. Koncentracija kisika (umol/L) po dubini (um) u kolovozu

4.3 Organska tvar

Sadrzaj organske tvari u sedimentu bio je znatno razliit medu lokacijama
uzorkovanja. NajviSi prosjeCni postotak organskog sadrZzaja za cijeli sediment
zabiljeZzen je u mocvari Palud (42,6+6,6%), a nakon nje su slijedile lokva Cocaletto
(35,61£7,5%) i Greco (35,1£1,3%). Sedimenti u lokvama Barbariga i Pili bili su
karakterizirani znatno manjim udjelima organske tvari (respektivho 7,7+0,6% i
12,61£1,3%). Razlika u vertikalnoj distribuciji organske tvari od povrSine do 10 cm

dubine se pokazala statistiCki neznacajna (two-tailed T test, p>0,05).

4.4 Sumporovodik u sedimentu

U zimskom periodu koncentracija sumporovodika je na svih 5 lokacija izuzev
Paluda bila ispod granice detekcije (Slika 11). U Paludu H,S se pojavio na dubini od
0,9 cm te se njegova koncentracija nepravilno povecavala s dubinom. Znacajan skok

u koncentraciji je zabiljezen na 1,9 cm (4,6 uM) i 5 cm (8,8 uM).
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Slika 11. Koncentracija sumporovodika (umol/L) po dubini (um) u ozujku

Ljetni period se razlikovao od zimskog prilikom C¢ega je prisutnost
sumporovodika zabiljeZzena na samoj povrSini sedimenta te kroz cijeli uzorak (Slika
12). Palud je i dalje imao najveéu koncentraciju s maksimumom pri 4,5 cm (1281,2
MM) koja se povecavala s dubinom. Osim Paluda, sumporovodik je zabiljezen u

tragovima u lokvi Pili s maksimumom na 0,2 cm (6,1 pM).
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4.5 Redoks potencijal

Redoks potencijal je tijekom zime i ljeta uvijek bio ispod granice oksicnosti (Eh
= 150 mV) s prijelazom iz suboksi¢nih (150 mV=Eh=0 mV) u anoksi¢ne uvjete (Eh <
0 mV). Tijekom zime kod svih uzoraka su zabiljeZzeni suboksi¢ni uvjeti do 1 cm
dubine, prilikom Cega je redoks potencijal prelazio iz pozitivnog ka negativhom
(Tablica 1). Ljeti je cijeli stupac, od povrSine do zabiljezenih 10 cm dubine, pokazivao
negativan redoks potencijal te anoksi¢ne uvjete (Tablica 2), zbog Cega su vece
razlike zabiljezene zimi nego ljeti. NajvecCe razlike u redoks potencijalu pokazao je
Palud kako u zimskom (+71 mV pri 1 cm te -106 mV pri 10 cm) tako i u ljethom
periodu (-345 mV pri 1 cm te -387 mV pri 10 cm), a najmanje razlike su zabiljeZzene

zimi kod lokve Pili (+43 mV pri 1 cm te -106 mV pri 10 cm).
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Tablica 1. Redoks potencijal (Eh) po dubini (cm) u ozujku

Dubina | Barbariga | Greco Palud | Cocaletto Pili
(cm) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)

1 63 52 71 59 43

2 -39 -36 -20 -28 -13

3 -59 -57 -44 -44 -28

4 -82 -68 -62 -73 -75

5 -171 -81 -81 -92 -82

6 -130 -86 -99 -94 -83

7 -137 -93 -117 -109 -91

8 -128 -90 -133 -117 -97
9 -131 -91 -151 -119 -100
10 -109 -112 -171 -119 -106

Tablica 2. Redoks potencijal (Eh) po dubini (cm) u kolovozu

Dubina | Barbariga | Greco Palud | Cocaletto Pili
(cm) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
1 -115 -128 -345 -102 -132

2 -121 -124 -348 -103 -136
3 -127 -125 -357 -106 -136
4 -127 -136 -360 -111 -140
5 -133 -144 -364 -114 -138
6 -138 -131 -369 -111 -139
7 -111 -136 -373 -117 -133
8 -134 -135 -379 -117 -123
9 -131 -148 -384 -118 -134
10 -131 -145 -387 -118 -143
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4.6 Heterotrofni prokarioti sedimenta

Brojnost heterotrofnih prokariota bila je veca tijekom ljeta u usporedbi sa
zimom (u prosjeku za 11,66x10"stanica/g). Lokva Barbariga pokazuje najnize srednje
vrijednosti u odnosu na ostale lokacije za oba godignja doba (5,08x10" zimi te
8,58x10’ stanicalg ljeti), dok su najviSe prosje¢ne vrijednosti zabiljezene zimi kod
modvare Palud (38,75x10" stanica/g) te ljeti kod lokve Pili (57,02 x10’stanica/g).
Nadalje, kod svih lokacija najviSe pojedine vrijednosti zabiljeZzene su pri povrsinskim
slojevima (0-2 cm) u rasponu izmedu 8,56 x10” (Barbariga) i 54,05 x10’ stanica/g
(Palud) u zimskom periodu (Slika 13) te 12,7 x10” (Barbariga) i 73,98 x10” stanical/g
(Pili) ljeti (Slika 14). Takoder, vrijednosti za Palud i Pili predstavljaju i maksimalne
zabiljeZzene vrijednosti za ta dva pojedina godiSnja doba. Abundancija heterotrofnih
prokariota se smanjuje s dubinom te dostize najnize zabiljezene vrijednosti u
najdubljim slojevima (8-10 cm). Pri najdubljim slojevima za oba godiSnja doba
Barbariga posjeduje najnize vrijednosti (2,41 x10” stanica/g zimi; 4,19 x10” stanicalg
lieti) dok Greco posjeduje navige vrijednosti (27,49 x10” stanica/g zimi; 39,46 x10’

stanica/g ljeti).

U zimskom periodu jedino lokva Greco odstupa od oc&ekivanog obrasca
postepenog smanjivanja brojnosti heterotrofnih prokariota s dubinom, prilikom ¢ega
minimalnu vrijednost dostize izmedu 2 i 4 cm dubine (24,75 x10” stanica/g). U
liethom periodu lokva Cocaletto odstupa od navedenog obrasca, postizu¢i minimalnu
vrijednost (28,08 x10” stanica/g) pri dubini izmedu 6 i 8 cm, dok lokve Greco (50,50
x10” stanica/g) i Barbariga (12,95 x10’ stanica/g) odstupaju postiZzuéi svoj maksimum

izmedu 2 i 4 cm dubine.
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4.7 Sanitarna kvaliteta sedimenta

Pri procjeni sanitarne kvalitete sedimenta promatrala se koncentracija fekalnih
indikatora: fekalnih koliforma (FC) te fekalnih streptokoka (FS). Koncentracije fekalnih
indikatora prate jednaki trend kroz oba godiSnja doba (zimu i ljeto). Naime,
koncentracija fekalnih koliforma niza je od fekalnih streptokoka, uz iznimku Paluda
lieti (Slika 15 i 16). Lokve Greco i Barbariga zadrzavaju sli€nu koncentraciju izmedu
zime i ljeta, dok se kod drugih lokacija pojavljuju vece razlike. Koncentracija fekalnih
koliforma zimi iznosi izmedu 560 (Barbariga) i 1700 MPN/100g (Palud), dok ljeti
iznosi izmedu 680 (Barbariga) i 3800 MPN/100g (Palud). Vrijednost fekalnih
streptokoka je u prosjeku visa te je iznosila izmedu 700 (Barbariga) i 2600 MPN/100g

(Palud), dok je ljeti izmedu 700 (Barbariga) i 3600 MPN/g (Pili).
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Slika 15. Koncentracija FC i FS (MPN/100g) u ozujku
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5. Diskusija

Vaznost lokva moze se iS€itati iz raznih ekoloskih, ekonomskih i drustvenih
usluga koje one pruzaju. One pridonose odrzZivim upravljanjem poljoprivrednih
povrSina kroz kemijske i vodene cikluse, klimatskih uvjeta fiksiranjem ugljika iz
atmosfere (Céréghino i sur., 2014) te predstavljaju zarista bioraznolikosti zbog svoje
visoke produktivnosti kako za vodene tako i za kopnene organizme (Baxter i sur.,
2005; EPCN, 2008). Nadalje, istrazivanja ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu
prisutnosti lokvi i zadovoljstva stanovniStva s izgledom okoliSa urbanih zelenih

povrsina (Ngiam i sur., 2017).

Lokve su istovremeno osjetljivi ekoloski sustav koji se moZe lako narusiti
antropogenim aktivnostima. Klimatske promjene predstavljaju opasnost za stalne i
privremene lokve koje mogu naruSiti hidroloSki rezim povecanjem temperature i
povec¢anom evaporacijom (Kracauer Hartig i sur., 1997). Veliki broj organizama ovisi
o specificnim hidroloskim ciklusima koji su bitni za njihov razvoj i prezivljavanje te Ciji
metaboliti obogacuju vodeni okoli$ i sediment lokva (Mozley, A., 1944; Miracle i sur.,
2010). Nadalje, povecana temperatura zajedno s ispiranjem tla s obradivih povrsina
moze pridonijeti Stetnoj eutrofikaciji lokvi koja moze trajno promijeniti njihov kemijski
sastav (Miracle i sur., 2010) i dovesti do hipoksije ili ak anoksije. Takva degradirana
podrucja tesko je vratiti u prvobitno stanje zbog slabe reaktivnosti na blage promjene
u smanjenju zagadivala, zbog €ega su potrebne velike promjene kako bi se sustav

vratio u prvobitno stanje (Miracle i sur., 2010).

Sve lokve koje su analizirane u ovom istrazivanju, s izuzetkom lokve Greco
(koja ima 1,5 metara dubine), spadaju u plitke lokve. Razina vode kod svih
uzorkovanih lokacija varira znacajno izmedu zime i ljeta, no nije zabiljezeno potpuno
isusivanje niti jedne lokve u vru¢em periodu godine. Razlika u razini vode izmedu
zime i ljeta najveca je bila kod lokve Barbariga (20-70 cm). Povrh lokve Barbariga i
mocvare Palud, sve su lokve zahvacene u nekoj mjeri antropogenim utjecajem.
Lokva Cocaletto je pod snaznim ljudskim utjecajem zbog ispiranja drzavne ceste i
obliznje poljoprivredne povrsine te zbog utjecaja septickih jama obliznjeg naselja, dok
je lokva Pili pod blago umjerenim utjecajem prvenstveno zbog blizine ceste,
poljoprivrednih povrsina, a tek sekundarno zbog rijetko prisutnih stambenih objekata
u okolici. Lokva Greco se nalazi nedaleko od prometnice, no donekle je zasti¢ena

morfologijom svojih rubova od utjecaja ispiranja prometnice te je zaokruzene
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Sumskim podrucjem koje ublazava utjecaje okolnih poljoprivrednih i stoCarskih

aktivnosti.

ZabiljeZene vrijednosti kisika u sedimentu analiziranih lokvi pri dubini izmedu 0
i 5 mm usporedive su s onima eutrofiCnih jezera poput jezera Kinneret (prodornost
kisika 1,2-1,4 mm) (Sobek i sur., 2009; Koren i Klein, 2000), jezero Zug (0,4-0,6 mm)
(Marki i sur., 2009; Sobek i sur., 2009) i mezotroficnog jezera Wolhen (0,9-7,3 mm)
(Sobek i sur., 2009). Istovremeno, koncentracije kisika su dosta nize pri usporedbi s
oligotrofnim jezerima poput Brienz (14,9-26,3 mm) (Muller i sur., 2007) ili Baikal
(16,3-50 mm) (Martin i sur., 1998; Sobek i sur., 2009).

Koncentracija sumporovodika je zabiljezena u zna€ajnoj koli€ini samo u slanoj
mocvari Palud i mogla se osjetiti kao neugodan miris zraka posebice tijekom ljeta.
Njena koncentracija u ljetnom periodu je poprili€no visoka i usporediva je s obalnim
morskim sedimentima obogaéenih organskom tvari i sumporovodikom (do 1200 uM)
tijekom izumiranja morske cvjetnice Cymodocea nodosa (Najdek i sur., 2020), Sto

ukazuje na raspadanje mocvarne organske tvari u reduktivnim anoksi¢nim uvjetima.

Analiza vertikalnih distribucija organske tvari pokazala je malu razliku izmedu
povrsinskih i dubljin slojeva (10 cm) uzorkovanog sedimenta na svim lokacijama.
Sediment u svim uzorkovanim korerima bio je saturiran vodom i karakteriziran nizom
konzistencijom koja je podsjecala na gustu kasSu. Takav sediment je poprilicno
porozan i olak8ava protok intersticijskih voda koje djelomi¢no ujednacCavaju uvjete
unutar sustava. Osim toga, analizirani sedimenti su bili ¢esto pomijeSani kopanjem i
gazenjem stoke i divljaCi koje se Cesto opskrbljuju na tim lokacijama. Izmjereni
sadrzaj organske tvari u sedimentima Paluda moze se smatrati ekstremno visokim.
Postotci organske tvari u sedimentima lokva Cocaletto i Greco bili su niZi i usporedivi
s vrijednostima registriranim u tri mala skandinavska, borealna jezera bogata
humi¢nim tvarima i dominirana alohtonim donosom organskog materijala: jezero Lilla
(21£1%), Gaddtjarn (27.1+£1%) i Svarttjarn (31£3%) (Sobek i sur., 2009). S druge
strane, sedimenti lokve Pili i Barbariga imali su sadrZaj organske tvari sli¢niji ve¢im i
dubljim jezerima poput jezera Lugano (5.1£1.1%) i jezera Kivu (3.8£0.6%) (Sobek i
sur., 2009). Sedimenti lokve Pili i Barbariga imali su takoder sadrzaj organske tvari
usporediv s prirodnim mocvarnim podruc¢jima Floride (13,8%) (Stauffer i Brooks,
1997) i Virginie (2,4-11%) (Whittecar i Daniels, 1999). Opcenito, svi su analizirani
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sedimenti imali veéi udio organske tvari u odnosu na ultra-oligotrofne sustave poput
jezera Brienz (0,5-0,6%), oligotrofnog jezera Costance (1,1-1,8%) i Bajkalskog jezera
(1,3-3,0%) (Sobek i sur., 2009).

Izmjerene brojnosti bakterija bile su usporedive s onima registriranim u
okoliSima bogatim organskom tvari poput obalnih morskih sedimenata prekrivenim
livadama morske cvjetnice Cymodocea nodosa (2,1-39,9x10" stanica/g) (Najdek i
sur., 2020) te obalnih morskih sedimenata pod utjecajem ispusta prehrambene
industrije, npr. tvornice za preradu ribe (25x10” stanica/g) (Paliaga i sur., 2019).
Nadalje, usporedbom sa slatkovodnim sedimentima uvida se znacajno manja
brojnost mikrobne zajednice analiziranih lokvi. Na primjer, brojnost u povrsinskim
slojevima $vedskog mezotrofnog akumulacijskog jezera Erken iznosila je 11x10"
stanica/g suhog sedimenta, dok je u najdubljim slojevima (25 cm) brojnost dostizala
11x10"° stanica/g suhog sedimenta (Haglund i sur., 2003), $to je za 3 reda veligine
veca u odnosu na istarske lokve. Kao drugi primjer dostupnih literaturnih podataka o
mikrobnoj zajednici u sedimentima slatkovodnih vodenih tijela moze se uzeti u obzir
Jezero Windermere u Ujedinjenom Kraljevstvu koje prati sliCan obrazac kao jezero
Erken, s brojnostima heterotrofnih prokariota u povrsinskim slojevima zabiljezenim u
vrijednosti 10" stanica/g suhog sedimenta te 10° stanica/g suhog sedimenta na
dubini od 6 m (Miskin i sur., 1998).

Usporedba koncentracija fekalnih indikatora s dostupnim literaturnim izvorima
koji se odnose na morske sedimente zapadne Istre pokazuju da su sedimenti
mocvare Palud te lokva Cocaletto i Pili imaju relativno visoke koncentracije fekalnih
indikatora, usporedive s onima registriranim u oneciS¢enim podrucjima. Pogotovo u
liethom periodu, vrijednosti fekalnih indikatora bile su jako sli€ne najviSim
zabiljezenim koncentracijama rovinjskih onecis¢enih uvala, poput uvale Valdibore
koja je kraj ispusta industrijskih voda imala (5.400 FC /100 g; 2.800 FS /100g), na 50
m od ispusta (700 FC /100 g; 2.200 FS /100g) ili kod netretiranog kanalizacijskog
ispusta bolnickog naselja: 3.500 FC /100 g i 1.400 FS /100 g (Paliaga, 2015).
Obzirom da se Palud nalazi daleko od urbanog dijela grada Rovinj-Rovigno i da na
lokaciji nisu prisutni kanalizacijski ispusti ni septiCke jame, Cimbenik koji moze
objasniti dobivene visoke koncentracije fekalnih indikatora lezi u prisutnosti velikog
broja ptica unutar ornitoloSkog rezervata. Ptice, kao toplokrvne zivotinje imaju

mikrobnu zajednicu probavila koja je slicha ljudskoj i svojim izmetom mogu obogatiti
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sediment fekalnim bakterijama. Obzirom da je sediment Paluda izuzetno bogat
organskim tvarima, stvaraju se uvjeti koji podrzavaju bakterijsko prezivljavanje te
najvjerojatnije i njihovu proliferaciju. Bentos Paluda zbog niske prozirnosti vode
zasti¢en je od djelovanja sunCevog svijetla koje inaCe predstavlja glavni ¢imbenik
inaktivacije alohtonih mikroorganizama u moru. Stoga, zbog unosa pti¢jeg izmeta,
povremenog ispiranja tla u okolici mo&vare i posebno pogodnih uvjeta vodenog
stupca i sedimenta dolazi do akumulacije fekalnih bakterija u sedimentima mocvare.
Takva akumulacija mogla bi utjecati na kvalitetu voda Paluda u slu€aju resuspenzije.
Buduci da je mocCvara neatraktivna za kupanje i ostale rekreacije, stupanj rizika da

ljudi budu izlozeni fekalnim bakterijama iz Paluda je minimalna.
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6. Zakljuéci

Sedimenti lokvi i slane moCvare zapadne Istre pokazali su se kao kvalitetna
arhiva koja kroz godine pohranjuje brojne informacije o ekoloSkom stanju tih vodenih
tijela. Vecina lokvi je pokazala prisutnost znacCajnog sadrzaja organske tvari,
uglavnom zemljanog porijekla koja je sluZila kao hranjiva podloga za Citavu mikrobnu
zajednicu. Mikrobna zajednica je bila najbrojnija u povrSinskom sloju sedimenta i
priliéno je brzo opadala s dubinom, najvjerojatnije zbog manjka kisika i zbog
odsutnosti labilnih komponenti organskog materijala. Sezonske promjene mikrobne
zajednice sedimenta bile su povezane s promjenama temperature koja je stimulirala
bakterijsku aktivnost i brojnost pri ve¢im vrijednostima. Osim autohtone mikrobne
zajednice, na pojedinim su lokacijama detektirane i znacajne koncentracije fekalnih
bakterija, koje su bile u nekim sluajevima povezane s blizinom urbanih,
poljoprivrednih i cestovnih podrucja, ali u drugim situacijama su imale potpuno
prirodni izvor, tj. pti¢ji izmet. Opcenito, moze se zakljuCiti da je ekoloSko stanje
analiziranih sedimenata umjerene kvalitete, pogotovo kod vodenih tijela u
neposrednoj blizini ljudskih naselja. Stoga, potrebno je poduzeti odgovaraju¢e mjere
kako bi se sprijeCio dodatni unos hranjivih soli, organske tvari ili zagadivala s

prometnica, kako bi se stabilnost spomenutih vodenih tijela mogla dugoro¢no oCuvati.

lako se zadnjih godina sve viSe pridodaje vaznost lokvama, broj poznatih
informacija je jako mali u odnosu na ostale vodene ekosustave. Potreban je veci broj
znanstvenih istrazivanja kako bi se bolje razumjelo staniSte raznih lokva te pronasli
bolji, efikasniji i uspjesniji na€ini odrzivog upravljanja i zastite lokva. lzuzetno je vazno
oprezno pristupiti problematici upravljanja s osjetljivim ekosustavima kao $to su lokve
jer je jako teSko vratiti u prvobitno stanje takve sustave jednom kad su vec
degradirani antropogenim ucincima. Nadalje, unato€ pokuSajima zastite postoji
nedovoljan broj zakona koji se bavi upravljanjem i zastitom malih vodenih tijela te
prostora oko njih. Stoga, uz napore znanstvenog istrazivanja stru¢nog monitoringa i
adekvatnog upravljanja potrebni su daljnji koraci u razvijanju zakonodavnih
instrumenata kako bi se povecala efikasnost cijele lepeze radnji koje se bave

zastitom ovih vrijednih, ali ugroZzenih vodenih tijela
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8. Popis slika
Slika 1. Lokva Barbariga

Slika 2. Lokva Cisterna

Slika 3. Lokva Cocaletto

Slika 4. Lokva Greco uz mjerenje dubine i prozirnosti vode

Slika 5. Moc¢vara Palud

Slika 6. Lokva Pili

Slika 7. Temperature (°C) na svim lokacijama tijekom ozujka i kolovoza
Slika 8. Salinitet (%0 ) na svim lokacijama tijekom oZujka i kolovoza

Slika 9. Koncentracija kisika (umol/L) po dubini (um) u ozujku

Slika 10. Koncentracija kisika (umol/L) po dubini (um) u kolovozu

Slika 11. Koncentracija sumporovodika (umol/L) po dubini (um) u oZujku
Slika 12. Koncentracija sumporovodika (umol/L) po dubini (um) u kolovozu
Slika 13. Brojnosti (br. stanica x107/g) heterotrofnih prokariota u ozujku
Slika 14. Brojnosti (br. stanica x107/g) heterotrofnih prokariota u kolovozu
Slika 15. Koncentracija FC i FS (MPN/100g) u ozujku

Slika 16. Koncentracija FC i FS (MPN/100g) u kolovozu
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9. Popis tablica
Tablica 3. Redoks potencijal (Eh) po dubini u ozujku

Tablica 4. Redoks potencijal (Eh) po dubini u kolovozu
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10. Sazetak

Istarski poluotok je zahvaljujuc¢i svojem reljefu i klimatskim uvjetima od davnina
obiliezen moc¢varnim podru¢jima kao i stalnim i privremenim lokvama koje
predstavljaju zariSta bioraznolikosti. Sediment moc€vara i lokvi predstavlja jedan od
temeljnih stanista koji biljezi dugoro¢ne uvijete i promjene u takvim sustavima. Stoga,
prou¢avanje mikrobne zajednice u sedimentima, koja je najbrojnija komponenta
bentosa lokvi, moZe doprinijeti boljoj interpretaciji ukupnog ekoloSkog stanja
spomenutih vodenih tijela a uz kvantifikaciju fekalnih bakterija moguce je prepoznati i
kvantificirati razinu odredenih potencijalnih antropogenih pritisaka za ekosustave i
predlaganje daljnjih mjera za zastitu ovih podrudja. IstraZivanje je provedeno kroz
zimu i ljeto na Sest razliCitih lokacija jugozapadne Istre. Brojnost heterotrofnih
prokariota u sedimetima odredena je pomocu epifluorescentntnog mikroskopa dok je
sanitarna kvaliteta sedimenta odradena metodom najvjerojatnijeg broja. Na temelju
prikuplijenih podataka moze se =zakljuCiti da je ekolosko stanje analiziranih
sedimenata umjerene kvalitete, pogotovo kod vodenih tijela u neposrednoj blizini
ljudskih naselja. Dakle, potrebno je poduzeti odgovaraju¢e mjere kako bi se sprijeCio
dodatni unos hranjivih soli, organske tvari ili zagadivala s prometnica, kako bi se

stabilnost spomenutih vodenih tijela mogla dugoro€no oCuvati.
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11. Summary

Thanks to its landscape and climatic conditions, the Istrian peninsula has long been
characterized by wetlands as well as permanent and temporary ponds that represent
hotspots of biodiversity. The sediment of swamps and ponds represents one of the
fundamental habitats which records long-term conditions and changes in such
systems. Therefore, the study of the microbial community in sediments, which is the
most numerous component of the benthos of ponds, can contribute to a better
interpretation of the overall ecological state of the aforementioned water bodies, and
with the quantification of fecal bacteria, it is possible to recognize and quantify the
level of certain potential anthropogenic pressures on the ecosystems and propose
further measures for the protection of these areas. The research was conducted
during winter and summer at six different locations in southwestern Istria. The
number of heterotrophic prokaryotes in the sediments was determined using an
epifluorescence microscope, while the sanitary quality of the sediment was
determined using the most probable number method. Based on the collected data, it
can be concluded that the ecological condition of the analyzed sediments is of
moderate quality, especially in water bodies in the immediate vicinity of human
settlements. Thus, it is necessary to take appropriate measures to prevent the
additional intake of nutrient salts, organic matter or pollutants from roads, so that the

stability of the mentioned water bodies can be preserved in the long term.
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