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REZIME 
Napredak u molekularnoj biologiji doveo je do snažnog razvoja molekularnih metoda u 
biomonitoringu. Metabarkoding je procedura zasnovana na upotrebi DNK molekula koja 

Sproveli smo istraživanje fitoplanktonske zajednice, važnog biološkog parametra kvaliteta,
u m jezeru sa ciljem da uporedimo tradicionalni i molekularni pristup u 
biomonitoringu. Ukupno smo pronašli 105 sekvenci algi i cijanobakterija, ali usled 
nepotpunosti baze, lista taksona dobijena metabarkodingom je nepotpuna. Iako se rezultati 
metabarkodinga trenutno ne mogu koristiti za procenu ekološkog statusa u Republici Srbiji, 

metabarkoding, fitoplankton, ekološki potencijal, biomonitoring, 
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ECOLOGICAL POTENTIAL ASSESSMENT OF 
– A NEW APPROACH IN 

BIOMONITORING  

ABSTRACT
The advancement in molecular biology resulted in development of molecular methods in 
biomonitoring. Metabarcoding is a DNA based procedure that can supplement or event 
replace classical biomonitoring in the near future. We conducted a study of phytoplankton, 

morphological and metabarcoding approach in biomonitoring. In total, 105 sequences were 
obtained, but due to the incompletness of the reference library the metabarcoding 
taxonomic list was not comprehensive. Although, the metabarcoding results can not be 
currenty used for ecological status assessment in the Republic of Serbia, its application in 
biominitoring is promissing.   

KEY WORDS: metabarcoding, phytoplankton, ecological potential, biomonitoring, 
  

UVOD

Evropska okvirna direktiva o vodama (EU WFD), kao krovni dokument za zaštitu voda u 
Evropi, ima za cilj postizanje dobrog ekološkog statusa, ekološkog potencijala i hemijskog 

European 
Commission, 2000).

navedene u EU WFD ( i sar., 2018).

ekološkog statusa koriste indeksi zasnovani na tradicionalnom, morfološko-taksonomskom 

do laboratorije
mikroskope (Rimet i sar., 2018 ima 
nekoliko nedostataka od kojih su najvažniji: 1) dugotrajna obrada uzoraka i 2) sve izraženiji 
n Rimet i sar., 2018). Kako 
bi prevazišli ove izazove, n

z Hering i sar., 2018). Metabarkoding je metoda  
i zasnovana je

DNK molekula sakupljenih iz vode), 2) umnožavanje fragmenata gena koji je 
karak PCR metodom (npr. rbcL marker za silikatne 
alge), 3) sekvenciranje 

ekama 
gena (Pawlowski i sar., 2018).
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Fitoplankton predstavlja važan biološki element kvaliteta površinskih voda i obavezan 
parametar koji se koristi u biomonitoringu i proceni ekološkog statusa/potencijala jezera 
(Canino et al., 2021). U nekim državama su razvijeni specijalizovani indeksi bazirani na 
fitoplanktonu, dok se u drugim primenjuju jednostavniji pristupi. Na primer, 
se koristi Hungarian lake phytoplankton index tj. HLPI indeks (Borics et al., 2018). S druge 
strane, u Republici Srbiji se 
procentualni udeo euglenoidnih algi i cijanobakterija u ukupnoj biomasi fitoplanktona (Sl. 
glasnik, 2011).

biomonitoringa zasnovanog na DNK metodama kroz Univerziteta u 
Beogradu, Instituta za hemiju, tehnologiju i metalurgiju partnerskim institutima 
- Francuskim nacionalnim institutom za poljoprivredu, hranu i životnu sredinu (French 
National Research Institute for Agriculture, Food and Environment - INRAE) i Norveškim
institutom za istraživanje vode (Norwegian Institute for Water Research - NIVA). 

fitobentosa i makrofitske vegetacije.  
U ovom radu su prikazani prvi rezultati metabarkodinga fitoplanktonske zajednice jednog 
jezera u Republici Srbiji koji su proizišli iz BIOLAWEB projekta.

MATERIJAL I METODE

Uzorci fitoplanktona i vode za hemijsku analizu sakupljeni su u avgustu 2023. godine sa 
dva mesta u M (selo Markovac, Srbija) [ML1-
N44°23'20.14"E20°39'31.54"; MLCP-N44°23'23.14" E20°39'16.75"] (Slika 1).

uzorkovanja
with coastal line (left); dots indicate sampling 

sites.
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Temperatura vode i providnost su mereni ''in situ'', dok su uzorci vode sakupljeni za analizu 

sulfati, amonijak, nitriti, nitrati, ukupan azot, fosfati, ukupan fosfor, K+, Na+, Ca2+, Mg2+i
hlorofil a.

pH vrednost je izmerena na pH-metru INOLAB pH 730, WTW.
rema standardnoj metodi (U.S. EPA,

konduktometra LF 191, WTW. Sadržaj rastvorenog kiseonika (mg O2/L) u uzorcima 
Winkler-ovoj metodi (APHA, 2015b). Koncentracija 

na UV-Vis spektrofotometru, 
Lambda 25/35/45, Perkin Elmer, na talasnoj dužini od 880 nm po metodi ISO 6878 (2004).
Koncentracije karbonata i bikarbonata (HCO3

-, CO3
2-, mg/L) su izmerene po metodi 

(APHA, 2015a) na osnovu stehiometrijskih odnosa p- i m-alkaliteta. Koncentracije katjona 
(K+, Na+, Ca2+, Mg2+) su izmerene po metodi U.S. EPA (2001) tehnike 
induktivno kuplovana pla (ICP-OES) na 
instrumentu model: iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, United 
Kingdom). 
rastvora: Multi-
GmbH & Co KG, Germany). : Ca 
II 315.887 nm, Mg I 285.213 nm, Na I 818.326 nm i K I 769.896 nm. Kontrola kvaliteta 
(QA, Quality Control)
referentnog materijala (CRM, certified reference material): EPA Method 200.7 LPC 
Solution (ULTRA Scientific, USA). Izmerene koncentracije su pokazale prinos standarda 
(recovery) u opsegu od 99–101%. Koncentracije hlorida, sulfata, nitrita, nitrata i amonijum-
jona (Cl-, SO4

2-, NO2
-, NO3

-, NH4
+) su izmerene po metodi U.S. EPA (1997a) em

joskog hromatografskog sistema DIONEX ICS 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA).
Ukupan az metodi ISO 11905-1 (1997). a je 
izvedeno na UV-Vis spektrofotometru model Evolutiontm 220 (Thermo Scientific, USA), na 
talasnim dužinama 750, 665 i 664 nm prema U.S. EPA (1997b). 

Za kvalitativnu (mikroskopsku) analizu algi i cijanobakterija
fitoplanktonske mrežice, sa promerom okaca od 20 µm. Za kvantitativnu (mikroskopsku) 
analizu, organizmi fitoplanktonske zajednice sakupljeni su 
uzimanjem integralnog uzorka 
providnost vode merene Secchi diskom) i fiksirani Lugolovim rastvorom. Alge i

Leica 
Microsystems) i objektiva HI PLAN 40/0.65 Planktonski organizmi su 
brojani u komorici (Hydro-Bios, Kiel, Germany)
invertnog mikroskopa INVE 500T (COLO Lab Experts, Slovenija) prema metodi Utermöhl 
(1958) jena množenjem abundance tog taksona 

Hillebrand i sar., 1999). 
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Uzorci vode (200 mL) za molekularnu analizu fitoplanktona filtrirani su 
0,45 µm filtera (Sterivex, Millipore) prema protokolu razvijenom od strane instituta INRAE 
(The French National Research Institute for Agriculture, Food and Environment, link 
protokola: https://www.youtube.com/watch?v=x_t0-063Qno). DNK je izolovana iz uzoraka 

NucleoSpin soil kit-a (Macherey-Nagel) Kao 
marker za procenu diverziteta odabran je fragment gena za 23s rRNK, koji je 
umnožen kor i sar. 2023
( -ACAGWAAGACCCTATGAAGCTT- - 
CCTGTTATCCCTAGAGTAACTT- . Pre PCR amplifikacije, DNK je 

NanoDrop spektrofotometra (NanoDrop ONE, Thermo Scientific). 
o je 25 µL ukupne reakcione smeše: po 5 µL 

prajmera (forward i reverse, 1 µM), 12.5 µL KAPA HiFi HotStart Ready Mix (Roche 
Molecular Systems, Inc) i 2.5 µL DNK uzorka (konc. 5 ng/µL). Temperaturni profil 
reakcije
na 95°C u trajanju od 3 95°C u trajanju od 

°C i elongacijom na 72°C u po 
30s, i završne elongacije na 72°C u trajanju od 5 minuta. Umnoženi DNK fragmenti poslati 
su na sekvenciranje pri PGTB platformi (Plateforme de G´enomique et Transcriptomique, 

-410- enje v3 
kita sa reagensima.

Nicolosi Gelis i sar. (2024) taksonima 
aplikacija (Canino i sar., 2021).

REZULTATI I DISKUSIJA

-HEMIJSKI PARAMETRI

-1 i ML-CP) su dati u Tabeli 1. U
svaki uzorak, kao i srednja vrednost ± standardna devijacija (SD). Izmerene vrednosti se 
odnose na letnju sezonu, za uzorke koji su uzeti za analizu dana 22.08.2023.

ra ukazuju na blago alkalnu vodu. 
Provodljivost vode odražava nivo jona rastvorenih u vodi, a visoka vrednost može ukazivati 

je bila 252 µS/cm u trenutku uzorkovanja, što predstavlja vodu sa srednjom koncentracijom 

ednosti rastvorenog kiseonika su bile 
7,96 i 7,89 mg O2/L. Ovi parametri su bitni kao deo monitoringa kvaliteta vode radi zaštite 
ekosistema i ljudskog zdravlja.
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ML-1 i ML-CP), datum uzorkovanja 22.08.2023.
Table 1. Results of measurement of physical and chemical parameters for water samples of Lake 

-1 and ML-CP), sampling date 08/22/2023.

*SD-standardna devijacija

Na osnovu izmerenih srednjih vrednosti za koncentracije neorganskih katjona i anjona  
je zastupljenost svakog od njih (Slika 1). 

Koncentracije su izražene u % Equivalent (% e) i predstavljaju procente ekvivalentnog 
zbira ukupnih katjona ili anjona. 

zbira  ukupnih katjona dostigao je 61,3%. Sadržaj magnezijumovih jona je okvirno  duplo 
niži u odnosu na kalcijum (26,3%). Koncentracija natrijuma je oko 10%, a kalijuma 3,4%. 
Bikarbonat je dominantan anjon u ispitivanoj jezerskoj vodi. Njegova koncentracija 
skoro 83 % e. Koncentracija sulfata iznosi 10,2 % e, a koncentracija hlorida iznosi 6,8 % e. 
Na izmerenoj pH vrednosti vode (pH<8,3), karbonati ne mogu biti prisutni, što je 

kog jezera, 
pripada klasi kalcijum-bikarbonatnih voda, prema dominantnoj zastupljenosti katjona i 
anjona.

Parametar Jedinica
Vrednost Srednja vrednost 

± SD*ML-1 ML-CP
T vode T °C 27,0 29,0 28,0 ± 1,4
Providnost TRANS m 0,90 0,88 0,89 ± 0,01
pH pH (-) 7,930 8,148 8,039 ± 0,154
El. provodljivost COND µS/cm 252 252 252 ± 0
Kiseonik 
(rastvoreni)

DO mg/L 7,96 7,89 7,93 ± 0,05

Kalijum K+ mg/L 3,56 3,47 3,52 ± 0,06
Natrijum Na+ mg/L 5,63 5,34 5,49 ± 0,21
Kalcijum Ca2+ mg/L 32,97 32,52 32,75 ± 0,32
Magnezijum Mg2+ mg/L 8,75 8,36 8,56 ± 0,28
Karbonati CO3

2- mg/L 0 0 0
Bikarbonati HCO3

- mg/L 176,9 179,4 178,2 ± 1,8
Amonijum-jon NH4

+ mg/L <0,01 <0,01 <0,01
Nitriti NO2

- mg/L <0,01 0,01 0,01 ± 0,01
Nitrati NO3

- mg/L 0,24 0,22 0,23 ± 0,01
Azot (ukupan) TN N mg/L 1,0 0,7 0,9 ± 0,2
o-Fosfati P-PO4

3- P mg/L <0,01 <0,01 <0,01
Fosfor (ukupan) TP P mg/L <0,01 <0,01 <0,01
Hloridi Cl- mg/L 8,6 8,5 8,6 ± 0,1
Sulfati SO4

2- mg/L 17,16 17,79 17,48 ± 0,45
Hlorofil a Chl a µg/L 5,81 7,48 6,65 ± 1,18
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a) b)

izraženo u % Equivalent (% e)
Figure 1. Concentrations of inorganic a) cations and b) anions in the water of Lake Markovac, 

expressed in % Equivalent (% e)

a daje informaciju o kvantitetu i potencijalnoj 
površinskim vodama 
e srednje vrednosti 

koncentracije hlorofila a
(avgust 2023. godine) imalo mezotrofan status (OECD, 1982).

ANALIZA FITOPLANKTONA

zabeleženo je ukupno 38 taksona iz 7 razdela algi
(Chlorophyta, Euglenophyta, Bacillariophyta, Cryptophyta, Chrysophyta, Xanthophyta i 
Dinophy cijanobakterije (Cyanobacteria)
(mikroskopski) pristup. S druge 
strane, metabarkoding analizom zabeleženo je 
(Cyanobacteria, Chlorophyta, Bacillariophyta, Chrysophyta, Cryptophyta, Euglenophyta i 
Rhodophyta i
zelenim algama (21), s tim da je manji
taksona u Phytool bazi podataka. Na primer, u uzorku sakupljenom na mestu ML1, 

od kojih se samo 19 podudara sa 
Cyanobium, Microcystis i Pseudanabaena. Iako je 

metabarkoding analizom zabeležen manji broj taksona odnosu na 
morfološku analizu, 

Rezultati kvantitativne analize fitoplanktona po Utermöhl-u (1958) pokazuju da 
cijanobakterije 
zelenih i silikatnih algi (Tabela 2). 
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Tabela 2. Procentualni udeo razdela u ukupnoj abundanci na dva mesta 
uzorkovanja (ML1 i MLCP)

Table 2. Percentage of divisions in total abundance (cells/mL) on two sampling sites (ML1

Razdeo ML1 MLCP
Cyanobacteria 98,0 94,2
Bacillariophyta 0,6 1,4
Chrysophyta 0,1 0,1
Chlorophyta 1,0 3,1
Euglenophyta 0,3 0,6
Cryptophyta 0,0 0,6
Xanthophyta 0,0 0,0
Dinophyta 0,0 0,0
Ukupno 100,0 100,0

Ako se pogledaj

Tabela 3. Procentualni udeo sekvenci po razdelima na dva 
mesta uzorkovanja (ML1 i MLCP)

Table 3. Percentage of sequences per divisions in total reeds on two sampling sites (ML1 i 

Razdeo ML1 MLCP
Cyanobacteria 42,3 52,6
Bacillariophyta 25,5 25,9
Chrysophyta 7,7 6,0
Chlorophyta 7,6 7,2
Euglenophyta 7,4 0,8
Cryptophyta 5,8 1,9
Rhodophyta 0,2 0,1
Ukupno 96,3 99,9

Procena ekološkog potencijala akumulacija zasnovana 
je na procentualnom udelu cijanobakterija u ukupnoj biomasi fitoplanktona, ukupnoj 

. vantitativna 
analiza je da procentualni udeo cijanobakterija 
ne prelazi 20% (Tabela 4), da je abundanca fitoplanktona ispod 15 hlorofil a 
ne prelazi 50 µg/L (Tabela 1). 
jezero pripada III klasi ekološkog potencijala. S druge strane, iako se rezultati 
metabarkoding analize donekle podudaraju sa podacima o abundanci dobijenim 
morfološkom analizom, oni se ne mogu direktno primeniti na definisane parametre ocene 
ekološkog potencijala. Ipak, 
gena koji se pojavlju u genomima algi i cijanobakterija sa samo jednom kopijom i ukoliko 
ova istraživanja uspeju mogu predstavljati prekretnicu u biomonitoringu.  
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Tabela 3.4 Procentualni udeo razdela u ukupnoj biomasi (mg/L) na dva mesta uzorkovanja

Table 4. The percentage share of the division in the total biomass (mg/L) at the two sampling sites
(ML1 and MLCP) in Lake Markovac

Razdeo ML1 MLCP
Cyanobacteria 19,4 2,0
Bacillariophyta 0,6 49,1
Chrysophyta 2,0 0,2
Chlorophyta 40,0 30,2
Euglenophyta 37,8 14,8
Cryptophyta 0,2 3,7
Xanthophyta 0,0 0,0
Dinophyta 0,0 0,0
Ukupno 100,0 100,0

Me je manji broj taksona u 
u usled nekompletnosti baze sekvenci. Ipak, postoji 

zadovol Da bi 
se metabarkoding podaci mogli koristiti u biomonitoringu jezera i akumulacija, potrebno je 
prilagoditi parametre ocene ekološkog statusa/potencijala novim indeksima baziranim na 
DNK pristupu. 
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