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Sazetak

U ovom je istrazivanju po prvi put sveobuhvatnim pristupom odreden sastav i sezonsko-prostorna raspodjela
vrsta Pseudo-nitzschia na Cetiri uzgojno-izlovna podruéja srednjeg Jadrana tijekom dvogodi$njeg razdoblja.
Rod Pseudo-nitzschia sastavni je dio jadranske fitoplanktonske zajednice, a pojedine vrste proizvode
neurotoksin domoiénu kiselinu (DK), odgovornu za amnezijsko trovanje $koljkasima (ASP). Uspostavljene
stani¢ne kulture i sastav vrsta u okoli$nim uzorcima odreden je morfoloski (FE-SEM/STEM) i molekularno
(Sanger sekvenciranje: ITS, LSU, rbcL; metabarkodiranje: ITS1 i rbcL). Sveobuhvatni pristup omogucéio je
razluc¢ivanje kripti¢nih i pseudo-kripti¢nih vrsta te procjenu utjecaja sezone i podrucja na strukturu zajednice.
Uspostavljene su 362 kulture roda Pseudo-nitzschia, u kojima je odredeno 10 vrsta. MorfoloSkom i
molekularnom analizom okoli§nih uzoraka odredeno je 12 Pseudo-nitzschia do razine vrste. Znacajnost
prostornog faktora potvrdena je u Velebitskom kanalu, dok je sezonski obrazac pokazao na svim istrazivanim
podru¢jima najvecu raznolikost u hladnijem dijelu godine (jesen i zima). Rezultati potvrduju visoku
raznolikost roda Pseudo-nitzschia u srednjem Jadranu te pokazuju da se najveca taksonomska preciznost
postize integracijom morfoloskih i molekularnih metoda. Rezultati istrazivanja predstavljaju temelj za
pouzdanije pracenje potencijalno toksi¢nih populacija i procjenu rizika pojave domoic¢ne kiseline u uzgojnim
podru¢jima Skoljkasa.
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Abstract

In this study, the composition and seasonal-spatial distribution of Pseudo-nitzschia species were determined
for the first time using a comprehensive, integrative approach across four shellfish farming and harvesting
areas of the central Adriatic Sea over a two-year period. The genus Pseudo-nitzschia is a regular component
of the Adriatic phytoplankton community, and several of its species produce the neurotoxin domoic acid
(DA), the causative agent of amnesic shellfish poisoning (ASP). Cell cultures and species composition in
environmental samples were characterised using morphological (FE-SEM/STEM) and molecular methods
(Sanger sequencing: ITS, LSU, rbcL; metabarcoding: ITS1 and rbcL). This integrative approach enabled the
discrimination of cryptic and pseudo-cryptic species and the assessment of seasonal and regional influences
on community structure. A total of 362 Pseudo-nitzschia cultures were established, within which 10 species
were confirmed. Morphological and molecular analyses of environmental samples identified 12 Pseudo-
nitzschia species. The significance of the spatial factor was most evident in the Velebit Channel, while
seasonal patterns across all study areas showed the highest species diversity during the colder part of the year
(autumn and winter). Overall, the results demonstrate high Pseudo-nitzschia diversity in the central Adriatic
and show that the greatest taxonomic resolution is achieved by integrating morphological and molecular
approaches. These findings provide a basis for more reliable monitoring of potentially toxic populations and
for improved risk assessment related to domoic acid occurrence in shellfish aquaculture areas.
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1. UvOD

1.1 Fitoplankton

Oceani prekrivaju oko 70,8% Zemljine povrSine, te imaju klju¢nu ulogu u biogeokemijskim
procesima u biosferi. Fotosintetski procesi u oceanima vazni su za izmjenu plinova izmedu
atmosfere i hidrosfere, ¢ime izravno utjecu na globalnu klimu. Medu najvaznijim organizmima u
morskom ekosustavu istice se fitoplankton, koji ima kljuénu ulogu u primarnoj proizvodnji oceana.
Procjenjuje se da je odgovoran za 95% ukupne fotosinteze u oceanima te sudjeluje u vezivanju oko
40% globalnog ugljika (Parsons i sur., 1984; Falkowski i sur., 1998; Bristov i sur., 2017). Autotrofni
1 miksotrofni plankton razvija se u povrSinskom dijelu oceana, epipelagijalu. U tom sloju odvija se
najveéi dio primarne proizvodnje i bioloske aktivnosti . Unato¢ visokoj produktivnosti, epipelagijal
obuhvaca samo 5% volumena svih oceana. Uz epipelagijal, morski okoli§ obuhvaéa i mezopelagijal
(200-1000 m) s ograni¢enim prodorom svjetlosti, batipelagijal (1000—4000 m) koji je u potpunosti
afotican, abisopelagijal (4000-6000 m) te hadalopelagijal (ispod 6000 m), vezan uz oceanske brazde
1 obiljeZzen ekstremnim uvjetima okoliSa. Razvoj populacija 1 raspodjela fitoplanktona ovisi o
fizikalnim (svjetlost, temperatura, gibanja morske vode), kemijskim (salinitet, koncentracija
nutrijenata) i bioloskim ¢imbenicima (interspecijski i intraspecijski odnosi) (Vili¢i¢ i sur., 2009;
Thurman i Trujillo, 2014; Mann i Lazier, 2006). Njihova sposobnost zadrzavanja u vodenom stupcu
rezultat je niza morfoloskih i fizioloskih prilagodbi, ukljucujuci specifi¢nu stanicnu gradu, razlike
u gusto¢i stani¢nih struktura te prisutnost lipidnih kapljica. Organizmi fitoplanktona su
jednostani¢ni i kolonijalni, autotrofni i miksotrofni mikroorganizmi — eukariotske alge i
prokariotske cijanobakterije. Prokariotske skupine fitoplanktonske zajednice obuhvacaju
cijanobakterije, koje frakcijom najceS¢e pripadaju pikoplanktonu (0,2-2 pm) (Reynolds, 2006;
Falkowski, P. i Raven, J., 2007). Eukariotski predstavnici obuhvacaju vise filogenetskih skupina,
ukljucujuéi zelene alge (Chlorophyta), dijatomeje (Bacillariophyta), dinoflagelate (Dinophyceae),
haptofite (Haptophyta, ukljucuju¢i kokolitoforide) te brojne druge taksonomske skupine.
Organizme ove zajednice karakterizira izrazit raspon veli¢ina, priblizno od 0,2 do 200 um, pri cemu
se razlikuju pikoplankton (0,2-2 pm), nanoplankton (2-20 pm) i mikroplankton (20-200 pum)
(Sieburth i sur., 1978).

Populacije fitoplanktona mogu se usporediti s oblacima u atmosferi, ¢ija je velicina od nekoliko
centimetara do nekoliko kilometara. Oblak fitoplanktona razvija se u podrucju s povoljnim
ekoloskim uvjetima za pocetak fotosinteze. Razvoj gustih populacija fitoplanktona naziva se
cvjetanjem mora i opisuje se znatnim porastom brojnosti ili biomase te promjene stani¢nih
koncentracija pigmenta u odnosu na godi$nju prosjeé¢nu vrijednost (Vili¢i¢, 2003).

Povoljni uvjeti pri kojima brojnost fitoplanktonskih stanica raste su: dovoljna koncentracija glavnih
nutrijenata i mikronutrijenata, odgovaraju¢i salinitet, stabilne vremenske prilike 1 dovoljna gustoc¢a
pocetne populacije (kriticna gustoca). Oko 300 vrsta fitoplanktona izaziva intenzivno cvjetanje ili
obojene plime pri kojima se mijenja boja mora (Smayda, 1997). Boja mora mijenja se zbog
prisutnosti povecane koli¢ine pigmenta, pa obojena plima moZe biti crvena, smeda, Zuta ili zelena.
Pomo¢ni pigmenti (karotenoidi i fikobilini) prenose Suncevu energiju na klorofil a, zajednicki
pigment kod svih algi, a procesom fotosinteze stanice iz anorganskih spojeva tvore organske spojeve



(autotrofija). Manje stanice obi¢no razvijaju gusc¢e populacije od vecih stanica, a sastav pigmenata
ovisi 0 svjetlosnim uvjetima razvoja (Jeffrey i sur., 1997; Smayda, 1997; Kirk, 2011).
Jednostani¢ne alge sadrze klorofil a i pomoc¢ne fotosintetske pigmente rasporedene u plastidima
(eukarioti) ili u citoplazmi (prokarioti). Fitoplanktonske skupine posjeduju razli¢ite fotosintetske
pigmente koji omogucuju apsorpciju svjetlosti u Sirokom rasponu valnih duljina, priblizno od 400
do 700 nm. Primarni pigment je klorofil a, prisutan u svim fotosintetskim organizmima, koji
apsorbira svjetlost u plavom (oko 450 nm) i crvenom dijelu spektra (oko 662 nm). Sekundarni
pigmenti ukljucuju klorofil ¢, koji apsorbira uglavnom plavo svjetlo, te karotenoide, poput
fukoksantina, koji u¢inkovito apsorbiraju plavo-zeleni dio spektra (oko 450-540 nm). Uz njih,
fikobilini, karakteristicni za cijanobakterije 1 neke alge, ukljucuju fikocijanin, koji apsorbira
narancasto-crveno svjetlo (oko 620 nm), te fikoeritrin, koji apsorbira zeleno svjetlo (oko 550-565
nm). Raznolikost fotosintetskih pigmenata omogucuje ucinkovitu fotosintezu u razliitim
svjetlosnim uvjetima i na razli¢itim dubinama vodenog stupca (Falkowski i Raven, 2007; Kirk,
2011; Jeffrey i sur., 1997; Smayda, 1997).

Uz visoki udio u globalnoj primarnoj proizvodnji fitoplankton obavlja niz ekoloskih funkcija u
morskom ekosustavu. Osim sudjelovanja u biogeokemijskim ciklusima ugljika, dusika, silicija 1
fosfora, fitoplankton je usko povezan i s procesima u atmosferi. Posebno se isti¢u dijatomeje,
ukljucujuéi rod Pseudo-nitzschia, koje zbog svoje silikatne ljusturice imaju vaznu ulogu u kruzenju
silicija u morskim ekosustavima. Tijekom masovnih cvjetanja pojedine skupine fitoplanktona,
poput kokolitoforida, proizvode i oslobadaju hlapljive sumporne spojeve, ponajprije dimetilsulfid.
Oslobodeni dimetilsulfid prelazi u atmosferu, gdje sumporni aerosoli sudjeluju u stvaranju oblaka
iznad oceana te time mogu utjecati na klimatske i meteoroloSske procese (Treguer i sur., 1995;
Falkowski i sur., 1998; Hasle, 2002; Vili¢i¢, 2003).

1.2. Dijatomeje (Carstvo: Protoctista, Odjel: Chrysophyta, Razred: Bacillariophyceae)

Dijatomeje (Bacillariophyta) predstavljaju jednu od ekoloski najvaznijih skupina eukariotskog
fitoplanktona. Jednostani¢ni su fotoautotrofni organizmi, rasprostranjeni u vodenim i vlaznim
okolisSima, s predstavnicima u pelagickom 1 bentoskom podrucju te u epifitskim zajednicama (Car 1
Kaleli, 2025). Rod Pseudo-nitzschia pripada dijatomejama te je rasprostranjen u priobalnim i
otvorenim morskim podrucjima diljem svjetskih oceana, gdje Cini dobro poznatu i temeljito
istrazivanu sastavnicu fitoplanktonske zajednice. Tijekom posljednjih nekoliko desetljeca ovaj rod
postao je predmet brojnih istraZivanja, osobito zbog svojeg doprinosa primarnoj proizvodnji i
biogeokemijskim ciklusima (Piredda i sur., 2018). Posebnu znanstvenu pozornost ovi organizmi
privlace zbog sposobnosti sinteze domoicne kiseline (DK), neurotoksina koji se moze akumulirati
unutar hranidbenog lanca. Konzumacija organizama kontaminiranih s DK moze dovesti do pojave
amnezijskog trovanja Skoljkasima (ASP), Sto predstavlja znacajan rizik za ljudsko zdravlje.
Neurotoksi¢no djelovanje u ljudi ocituje se pojavom glavobolje, smetenosti i gubitka pamcenja.
Toksini koje luce takoder mogu onemogucavati razvoj ili uzrokovati ugibanje susjednih algi,
njihovih kompetitora (Rengefors i1 Legrand, 2001). Godine 1987. zabiljeZena su tri smrtna slucaja
povezana s trovanjem S$koljkasima izazvanim vrstom P. multiseries (Bates i sur., 1998). Broj
opisanih vrsta posljednjih se desetljeCa ubrzano povecava. Tradicionalno se vrste ovog roda
razvrstavaju na temelju morfoloskih obiljezja u dvije glavne skupine: skupinu P. delicatissima, sa
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Sirinom stanice manjom od 3 pum, i skupinu P. seriata, sa Sirinom stanice ve¢om od 3 pm. Ipak,
neke vrste, poput P. multistriata i P. pungens, obuhvacaju obje morfokategorije zbog preklapanja
Sirine stanica. Prisutnost kripti¢nih i pseudo-kripti¢nih vrsta (Amato i sur., 2007, 2019; Bates i sur.,
2018) unutar ovoga roda ograniCava preciznost tradicionalno koristenih morfoloskih metoda te
namece potrebu za sveobuhvatnim pristupom koji kombinira morfoloske i molekularne analize.
Kriptiéne vrste predstavljaju geneticki jasno odvojene evolucijske linije koje nije moguée
morfoloski razlikovati, ¢ak ni elektronskom mikroskopskom analizom, pri ¢emu se njihova
raznolikost moze utvrditi isklju¢ivo na temelju molekularnih biljega. Suprotno tome, pseudo-
kripticne vrste takoder su geneticki odvojene, ali medu njima postoje male, dosljedne i mjerljive
morfoloske razlike koje se mogu pouzdano utvrditi elektronskom mikroskopijom.

1.3. Morfoloska obiljezja stanica Pseudo-nitzschia

S obzirom na gradu ljusturice, dijatomeje se razvrstavaju u dvije glavne morfoloSke skupine:
centri¢ne dijatomeje (Centrales), koje imaju radijalnu simetriju i pretezito su planktonske, te penatne
dijatomeje (Pennales), koje imaju bilateralnu simetriju te su u najve¢em broju povezane s bentoskim
i epifitskim stanistima, iako ukljucuju i znacajan broj pelagickih vrsta, poput roda Pseudo-nitzschia.
Pigmenti imaju klju¢nu ulogu u prikupljanju Sunceve energije za fotosintezu, ali sudjeluju i u
fotoprotektivnim procesima i u antioksidativnoj zastiti. Glavni fotosintetski pigment dijatomeja je
klorofil a, dok je Kklorofil ¢ prisutan u manjim koli¢inama te sudjeluje kao pomoc¢ni pigment u
apsorpciji svjetlosne energije. Najznacajniji sporedni pigment je fukosantin ko ji dominira u odnosu
na ostale karotenoide. Uz njega se pojavljuju i p—karoten, diadinoksantin i diatoksantin, koji imaju
dodatnu ulogu u fotoprotekciji (Dijkman i Kromkamp., 2006; Falkowski i Raven., 2007; Kirk, 2011;
Kuczynska i sur., 2015).Dijatomeje umjesto stani¢ne stjenke imaju preoblikovani periplast ispod
¢ije se plazmaleme nalaze vezikule za sintezu netopljivog opala (Si02 x nH20) iz dostupnog silicija
iz morskog okolisa u obliku ortosilicijeve kiseline (HsSiO4) i njezinih polimera (Lelong i sur., 2012).
Kako se naslage opala postupno povecavaju dolazi do njihovog potiskivanja prema periferiji stanice,
pri ¢emu se vanjski dio stanice obavija opalnom ljuskom sastavljenom od dvije medusobno
uklopljene valve. Veca valva sluzi kao poklopac (epiteka) i pokriva manji dio valve (hipoteka)
(Slika 1.1.). U unutraSnjosti stanica nalaze se izrazito velike vakuole koje zauzimaju do 90 %
stani¢nog prostora (Lelong i sur., 2012).
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Slika 1.1. Morfologija stanice Pseudo-nitzschia, 1) stanica u pleuralnom polozaju, presjek kroz

apikalnu ravninu i 2) stanica u valvalnom polozaju. AA predstavlja apikalnu os. Preuzeto iz Mari¢
Pfannkuchen, (2013).

Stanice se u okoliSu nalaze pojedinac¢no ili u lancima povezane apikalnim krajevima. Najcesce su
ravne poput igle ili blago sigmoidalne. U valvalnom polozaju oblik moze varirati od lanceolatnog
do linearnog, sa zaobljenim ili Siljastim krajevima. U bo¢nom polozaju stanice su najcesce
fuziformne ili pravokutne te obi¢no sadrze dva kloroplasta, smjestena s obje strane jezgre (Hasle,
1994; Lundholm i sur., 2004). Sve vrste imaju rafu, uzduznu pukotinu smjestenu na rubu valve.
Rafa se proteze duz cijele valve, a na dvjema valvama poloZena je na suprotnim stranama, $to je
obiljezje simetrije tipa Nitzschia. U nekih vrsta rafa je prekinuta u srediStu, pa se u tom podrucju
nalazi sredi$nja pora (porus centralis) smjeStena na oja¢anom sredisnjem ¢voru (nodulus centralis).
S unutrasnje strane rafa je poduprta fibulama, silicijevim mostovima, ¢ime se tvori rafa s kanalom
(Mari¢ Pfannkuchen D., 2013). Valve sadrze strije, tj. slabije silicificirane trake sa sitnim porama —
aureolama. Strije se izmjenjuju s jace silicificiranim interstrijama (kostama). Njihova je grada vazno
morfolosko obiljezje. Strije mogu biti uniserijatne (s jednim redom pora: aureola) ili multiserijatne
(s vise redova pora) (Slika 1.2.). (Mari¢ Pfannkuchen D., 2013).
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Slika 1.2. Pseudo-nitzschia hasleana. Mikrografija stanice (STEM) oznaceni su dijelovi stanice.

U unutra$njosti pora Se nalazi tanak silicijev sloj, perforiran u specifi¢an uzorak, poznat kao cribrum
ili velum. Velum je najtanji dio silicijeve ljusturice i predstavlja mjesto gdje se odvija izmjena tvari
izmedu stanice 1 okolnog medija (Mari¢ Pfannkuchen D., 2013).

Odredivanje pojedinih vrsta roda Pseudo-nitzschia moguce je samo pomocu vrlo detaljnih
morfoloskih obiljeZja, ukljucujuci broj strija 1 fibula, te opis grade pora (Slika 1.3.), prisutnost ili
odsutnost srediSnje pore te oblik, duzinu i Sirinu valve. Veéina struktura se moze pouzdano
prepoznati samo elektronskim mikroskopom. Taksonomija ovih dijatomeja tradicionalno se temelji
na morfoloSkim obiljezjima silicijeve ljusturice, no u novije se vrijeme sve vise primjenjuju
molekularne metode, koje nadopunjuju morfologiju te omoguc¢uju potvrdu postojeéih ili otkrivanje
novih vrsta (Lundholm i sur., 2002; 2003).
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Slika 1.3. Morfoloska obiljezja pora razli¢itih vrsta Pseudo-nitzschia. A) P. delicatissima/cuspidata
kompleks, B) P. calliantha, C) P. caciantha. Preuzeto iz Lundholm i sur., (2003).

1.4. Razmnozavanje Pseudo-nitzschia

Vrste roda Pseudo-nitzschia razmnozavaju se spolno i nespolno. Vecina dosadasnjih saznanja o
spolnom razmnoZavanju, auksosporulaciji, potjeCe iz laboratorijskih istrazivanja vrsta P. multiseries
i P. pungens (Davidovich i Bates, 1998; Chepurnov i sur., 2005). Faze spolnog ciklusa u prirodi
teSko su uocljive zbog osjetljivosti gameta, zigota i auksospora. Unato¢ tome, 2010. godine prvi put
je zabiljeZeno masovno spolno razmnoZavanje ovog roda u prirodnim populacijama te je pokazano
da se zivotni ciklus vrsta Pseudo-nitzschia u prirodi odvija u razmacima od priblizno dvije do tri
godine, kao i u laboratorijskim istrazivanjima (Alelio i sur., 2010; Holtermann i sur., 2010; Sarno i
sur., 2010). Nespolnim razmnozavanjem u prirodi stanice se vegetativno dijele. Roditeljska hipoteka
(manja teka) postaje epiteka (veéa teka) nove stanice (Lelong i sur., 2012). Unutar nove epiteke
stvara se 1 nova hipoteka. Kao rezultat toga, stanice se skracuju diobom. Medutim, joS nije
razjasnjeno kako se u prirodi stanice suprotnih tipova parenja medusobno pronalaze niti $to tocno
pokrece pocetak spolnog ciklusa (Lelong i sur., 2012).
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Slika 1.4. Prikaz Zivotnog ciklusa penatne dijatomeje. Preuzeto iz Mari¢ Pfannkuchen D., 2013.

Donja granica veliCine pri kojoj stanica koja nastaje kao posljedica kontinuirane vegetativne diobe
nije kod svih stanica ista i obuhvacéa Sirok raspon veli¢ina. Za P. delicatissimu to je 20-90%
maksimalne duljine stanice, za P. multiseries iznosi 23-70%, a za P. pungens iznosi 20-60%
maksimalne duljine stanice (Amato i sur., 2005; Davidovich i Bates, 1998; Chepurnov i sur., 2005;
Lelong i sur., 2012). Kad stanice dosegnu minimalni raspon veli¢ine, gube sposobnost daljnjeg
razmnozavanja te postupno ugibaju. Obnavljanje pocetne, najvece stanicne velicine moguca je
jedino putem spolnog razmnozavanja. Do njega dolazi nakon niza vegetativnih dioba, kada stanice
padnu ispod kriti¢ne veli¢ine potrebne za odrzivost populacije (Davidovich i Bates, 1998; Amato i
sur., 2005; Lelong i sur., 2012; Mari¢ Pfannkuchen D., 2013) (Slika 1.4.).

1.5. Domoi¢na kiselina i amnezijsko trovanje skoljkasima (ASP)

Vrste Pseudo-nitzschia proizvode neurotoksin domoi¢nu kiselinu (DK). Biosinteza DK zahtijeva
visoku razinu energije u stanici Pseudo-nitzschia (Pan i sur., 1996). Domoi¢na kiselina je amino
kiselina i analog L-glutaminske kiseline te sadrzi tri karboksilne skupine. DK ima devet strukturnih
izomera (Slika 1.5.). Vrste P. australis i P. seriata proizvode izomere DK, a neki su pronadeni u
mesu SkoljkaSa te predstavljaju produkt njihove razgradnje (Rhodes i sur., 2006; McCarron i sur.,
2011; Hansen i sur., 2011).

Domoi¢na kiselina raspada se u vodi pri temperaturama viSim od 50 °C i pri ekstremnim pH
vrijednostima (ispod 2 i iznad 12). Fotoosjetljiva je te se upravo fotodegradacija smatra jednim od
najvaznijih na¢ina uklanjanja DK iz morskog okolisa (Bates 2018; Bouillon 2006). U ljudskom



organizmu DK se veze na receptore N-metil-D-aspartata u sredi$njem zivéanom sustavu stostruko
brze od glutaminske kiseline (Lelong i sur., 2012). U ziv€anom sustavu covjeka DK se trajno veze
na dendrite, za razliku od glutaminske kiseline, te produljena depolarizacija neurona dovodi do
nakupljanja kalcija u njihovoj neposrednoj blizini. Aktivnost enzima za kalcij ostaje visoka, §to
uzrokuje oticanje neurona, a potom i njihovo odumiranje (Mari¢ Pfannkuchen D., 2013).
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Slika 1.5. Molekularna struktura domoi¢ne kiselina i njenih izomera, glutaminske i kanai¢ne
kiseline. Preuzeto iz Mari¢ Pfannkuchen D., 2013.

Do amnezijskog trovanja sSkoljkasima dolazi kada se neurotoksin DK akumulira u filtratorima
(organizmima koji se hrane filtriranjem morske vode; $koljkasi) i u drugim morskim organizmima
koje potom konzumiraju ljudi ili razli¢ite morske Zivotinje, poput morskih ptica, morskih lavova i
glavonozaca (Bates i sur., 1998; Trainer i sur., 2012; Tomasevi¢ i sur., 2025). Ipak, DK ne izaziva
isti u¢inak u Skoljkasa zbog njihova slabije razvijenog ziv€anog sustava u odnosu na ptice i sisavce,
Sto objasnjava njihovu vecu otpornost na toksin (Lelong i sur., 2012). Osim $to utjec¢e na ljudsko
zdravlje, DK se akumulira i u drugim morskim zivotinjama, kao $to su: morski lavovi, tuljani i
morske ptice (Trainer i sur., 2012). Amnezijski toksini su hidrofilni (topljivi u vodi), a samo ovaj
tip toksicnosti uzrokuju dijatomeje. Od 63 opisane vrste unutar roda Pseudo-nitzschia, kod 28 je
utvrdena sposobnost proizvodnje DK (Dong i sur., 2020; Lundholm i sur., 2024; Guiry., 2024).
Budu¢i da je DK analog glutamata, u roku od 24 sata javljaju se glavobolja, smetenost, gubitak
pamcenja, mucnina i povracanje. Takvi simptomi nastaju zbog oSte¢enja neurona u hipotalamusu
(Teitelbaum i sur., 1991).



1.6. Molekularna obiljezja stanica Pseudo-nitzschia

Najnoviji objavljeni radovi o vrstama Pseudo-nitzschia objedinjuju morfoloske i molekularne
metode kako bi se sa S§to veCom to¢noscu istrazile razlike medu vrstama. Razlog tome je Sto se
kripti¢ne i pseudo-kripti¢ne vrste pronalaze ¢eS¢e nego §to se ranije ocekivalo (Lundholm i sur.,
2003; Lundholm i sur., 2006; Orsini L., 2002; Orsini i sur., 2004; Quijano-Scheggia i sur., 2008).
Kripti¢ne vrste su morfoloski identiéne no genetski razli¢ite, dok su pseudo-kripti¢ne vrste osim
genetskih razlika pokazale neznatne morfoloske razlike detaljnim usporedbama (Evans i sur., 2007).
lako je odredivanje do razine vrste pojednostavljeno molekularnim metodama, taksonomski razvoj
roda Pseudo-nitzschia se i dalje oslanja na temeljitom razumijevanju taksonomije i morfoloskih
obiljezja. Vec¢ina molekularnih metoda koje se koriste pri odredivanju roda Pseudo-nitzschia temelji
se na DNA sekvencioniranju (Sanger) ¢iji se rezultati koriste za izgradnju filogenetskih stabala te
opisivanju razlika medu vrstama (Orsini L., 2002; Cerino i sur., 2005; Mari¢ Pfannkuchen D., 2013;
Turk Dermastia i sur., 2023; von Dassow i sur., 2023; Arapov i sur., 2023; Niu i sur., 2024; Bona¢i¢
i sur., 2025). Analiza molekularnih rezultata moze rasvijetliti kripticne komplekse koji se
tradicionalnim mikroskopskim metodama ne mogu odrediti do razine vrste. U vecini istrazivanja
roda Pseudo-nitzschia se koristi genski biljeg ITS (ITS1 —5.85—ITS2) jer jasno ukazuje na genske
razlike medu vrstama (Lundholm i sur., 2003; Orsini i sur., 2004; Lundholm i sur., 2006; Amato i
sur., 2007; Kaczmarska i sur., 2007; Casteleyn i sur., 2009; Thessen i sur., 2009; Mari¢ Pfannkuchen
D., 2013; Grbin i sur., 2017; Lim i sur., 2018; Arapov i sur., 2023; Turk Dermastia i sur., 2020;
Giulietti i sur., 2021; Roche i sur., 2022; Sterling i sur., 2022; Bonac¢ic i sur., 2025), LSU fragment
(Niu i sur., 2024; Arapov i sur., 2023;von Dassow i sur., 2023), dok novija istrazivanja ukljuc¢uju
rbcL genski biljeg (Turk Dermastia i sur., 2020; Bonac¢i¢ i sur., 2025). Pomo¢u molekularnih metoda
odreden je velik broj vrsta i razrijeSene su dvojbe medu kriptinim 1 pseudo-kripticnim vrstama.
Ono S§to se prije smatralo grupama molekularno je potvrdeno da P. pseudodelicatissima i P.
cuspidata ¢ine dobro odvojene cjeline, tj. vrste: P. calliantha, P. caciantha, P. manni, P. hasleana,
P. fryxelliana i grupu P. pseudodelicatissima/P. cuspidata (Orsini i sur., 2004; Lundholm i sur.,
2006; Quijano-Scheggia i sur., 2008). Unutar pseudo-kriptiénog kompleksa P. delicatissima,
molekularno su odvojene P. allochrona i P. delicatissima (Bonaci¢ i sur., 2025). lako Lim i sur.,
(2018) tvrde da P. pseudodelicatissima i P. cuspidata molekularno nisu razjasnjenje, prema Bonaci¢
i sur., (2025) filogenetsko stablo pokazalo je vidljivu interspecificku varijaciju medu njima.
Molekularna analiza genskim biljezima informativan je podatak posebice za kripti¢ne i pseudo-
kripti¢ne komplekse. ProSirenje i napredovanje javno dostupnih baza sekvenci, posebice rbcL
genskog biljega ¢iji podaci manjkaju, je neophodno kako bi se metoda visoko protocnog
sekvenciranja-metabarkodiranja mogla koristiti s jo§ veCom razluéivos¢u i precizno$éu pri
odredivanju Pseudo-nitzschia do razine vrsta. Visoko proto¢no sekvenciranje-metabarkodiranje
proizvodi veliki broj sekvenci koje se koriste za identifikaciju do razine vrste, Sto omogucuje
detaljniju procjenu vrsta prisutnih u uzorku (Piredda i sur., 2018; Niu i sur., 2024). Odredivanje do
razine vrste uvelike ovisi o koriStenom genskom biljegu, a za rod Pseudo-nitzschia najéesce su
koristeni ITS1 i rbcL genski biljezi (Turk Dermastia i sur., 2020; Niu i sur., 2024).

1.7. Kratki pregled dosadasnjih istrazivanja



Prema trenutno dostupnoj literaturi unutar Pseudo-nitzschia roda opisane su ukupno 63 vrste, od
kojih 28 proizvodi DK (Bates i sur., 1998; Pistocchi i sur., 2012; Dong i sur., 2020; von Dassow i
sur., 2023; Lundholm i sur., 2023, 2024; Guiry, 2024; Niu i sur.,2024). Prvi zabiljezeni slu¢aj ASP-
a dogodio se krajem studenog 1987. godine na Prince Edward otoku, u Kanadi. Tada je zabiljezeno
trovanje 153 osobe od kojih je troje starijih umrlo. Vrsta Pseudo-nitzschia multiseries potvrdena je
kao uzrok toksi¢nosti Skoljkasa (Wright i sur., 1989). Ovo je prvi slu¢aj u kojem je DK potvrdena
kao uzrok trovanja ljudi. U Jadranskom moru DK je prvi put zabiljezena 2000. godine u tkivu plave
dagnje (Mytilus galloprovincialis) prikupljenom uz talijansku zapadnu obalu (Ciminiello i sur.,
2005). Domoi¢na kiselina pronadena je u niskim koncentracijama (2.5 pg g!), no od tada je uveden
neprekidan monitoring toksina zbog osiguravanja zdravstvene ispravnosti Skoljkasa. Prema Uredbi
(EZ) 853/2004 1 hrvatskom zakonodavstvu, najve¢a dopustena koncentracija DK u jestivom tkivu
Skoljkasa iznosi 20 ug g~ !. Tijekom godina, DK je povremeno zabiljeZena u §koljka$ima iz uzgojnih
podrucja, ali koncentracije su ostale ispod propisanog limita (Tomasevi¢ i sur., 2025). Prva pojava
DK u hrvatskim vodama zabiljeZena je u sije¢nju 2006., kada je plava dagnja (M. galloprovincialis)
sadrzavala maksimalnu koncentraciju od 6.5486 pg g ' (Ujevié i sur., 2010). Od tada je DK
povremeno zabiljeZena u dagnjama iz uzgojnih podrucja, no uvijek u niskim koncentracijama, ispod
regulatornog praga. Njezina prisutnost potvrdena je u sjevernom Jadranu u koncentracijama 0.097—
1.320 pg g ' (Ljubesié i sur., 2011; Marié¢ i sur., 2011; Kvrgié i sur., 2022), a utvrdena je i u srednjem
Jadranu u rasponu 0.17-3.24 pg g ' (Ujevi¢€ i sur., 2019; Arapov i sur., 2016, 2017). Proizvodnja
DK utvrdena je kod pet vrsta: P. delicatissima (Penna i sur., 2013; Smodlaka Tankovi¢ i sur., 2022;
Turk Dermastia i sur., 2022), P. calliantha Tankovic 2022 (Arapov i sur., 2020.), P. multistriata
(Turk Dermastia i sur., 2022), P. galaxiae (Turk Dermastia i sur., 2022) i P. pseudodelicatissima
(Smodlaka Tankovi¢ 1 sur., 2022), pri ¢emu je najveci broj istrazivanja proveden u sjevernom
Jadranu.

Dosadasnja istrazivanja raznolikosti roda Pseudo-nitzschia na isto¢noj obali Jadranskog mora
temelje se uglavnom na morfoloSkim analizama elektronskom mikroskopijom. U vodama srednjeg
Jadrana do danas je temeljem morfoloskih analiza zabiljezeno devet vrsta: Pseudo-nitzschia
calliantha, Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia fraudulenta, Pseudo-nitzschia
lundholmiae, Pseudo-nitzschia manni, Pseudo-nitzschia multistriata, Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima/cuspidata, Pseudo-nitzschia subfraudulenta i Pseudo-nitzschia pungens (Buri¢
i sur., 2008; Arapov i sur., 2016, 2017, 2020). Mali broj dosadasnjih istrazivanja ukljucivao je
molekularnu identifikaciju te su potvrdene vrste P. mannii i P. allochrona (ranije odredena kao P.
cf arenysensis (Arapov i sur., 2020; Percopo i sur., 2022). Nadalje, integrirani podaci, ukljucujuéi
morfoloSke 1 molekularne analize, nisu dostupni za podrucje srednjeg Jadrana. Prethodna
istrazivanja u obalnim vodama istocnog srednjeg Jadrana jasno ukazuju na potrebu za
multidisciplinarnim pristupom kako bi se razdvojile kripti¢ne 1 pseudo-kripti€ne vrste prisutne
unutar istraZzivanog roda.

Najces¢e koriSteni genetski markeri za identifikaciju Pseudo-nitzschia su ITS (unutarnji
transkripcijski meduprostor) (ITS1/5.8S/ITS2)), LSU (velika podjedinica ribosomske RNA) (Penna
i sur., 2013; Lundholm i sur., 2003; Lim i sur., 2018; Giulietti i sur., 2021) dok novija istrazivanja
uklju¢uju rbcL marker (ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza) (Turk Dermastia i sur.,
2020). Vecina istrazivanja molekularnim metodama se temelji na analizama stani¢nih kultura
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(Sanger sekvenciranje) te su iskljuc¢ivo vezana za podrucje sjevernog Jadrana (Mari¢ Pfannkuchen.,
2013; Penna i sur., 2013; Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021).

Visoko-proto¢no sekvenciranje, tj. metabarkodiranje nova je metoda procjene bioraznolikosti u
morskom okoliSu. Ovom metodom generira se veliki broj sekvenci koje se mogu koristiti za
identifikaciju fitoplanktonskih vrsta, ali analiza podataka uvelike ovisi 0 odabranom markeru i javno
dostupnim bazama sekvenci. Filogenetski markeri koji se najées¢e koriste u analizi bioraznolikosti
fitoplanktonske zajednice, kao $to su razli¢ite regije 18S rDNA, ¢esto nisu dovoljno informativne
za sve rodove fitoplanktonske zajednice buduc¢i da ne mogu razlikovati neke vrste unutar roda
Pseudo-nitzschia. Najéesce se u istrazivanjima bioraznolikosti fitoplanktonske zajednice metodom
metabarkodiranja koristi 18S-V4 regija (mala podjedinica). IstraZivanje provedeno u obalnim
Europskim podrué¢jima prema Piredda i sur. (2018) zabiljezilo je da rod Pseudo-nitzschia obuhvacéa
3.7% ukupnog broja ocitanja fitoplanktonske zajednice. Na podrucju Jadrana istrazivanja
fitoplanktonske zajednice metabarkodiranjem 18S regije su uspjes$no zabiljezila Pseudo-nitzschia
rod. Medutim, sastav vrsta nije precizno odreden navedenim istraZivanjima (Grizan¢i¢ 1 sur., 2023;
Matek 1 sur., 2023; Baricevic 1 sur.,, 2024). Novija istrazivanja, primjenom metode
metabarkodiranja, usmjerena su na rod Pseudo-nitzschia, koriste¢i markere ITS1 i rbcL, te su
omogucila preciznije rezultate u analizi sastava vrsta. IstraZivanjem Roche 1 sur., (2022) odredeno
je 17 vrsta Pseudo-nitzschia koristenjem ITS1 markera. Istrazivanje je provedeno na Rhodu Islandu
(SAD) nakon §to je 2016. godine uslijed pojave DK zatvoreno uzgajaliste Skoljkasa. Najnovije
istrazivanje u sjevernom Jadranu koje su proveli Turk Dermastia i sur., (2023) usporedilo je dvije
genske regije: 18S-V9 i rbcL. Rezultati su pokazali da je veéi broj vrsta Pseudo-nitzschia zabiljezen
rbcL regijom u odnosu na 18S-V9 marker. Visoko-proto¢no sekvenciranje, s ciljem identifikacije
vrsta roda Pseudo-nitzschia, dosada nije napravljeno u srednjem dijelu Jadranskog mora stoga ¢e
0Vo0 biti prvo multidisciplinarno istrazivanje.

1.8. Cilj i temeljne hipoteze istrazivanja

Glavni cilj ovog istraZivanja jest odrediti sastav vrsta i raznolikost roda Pseudo-nitzschia u obalnim
vodama srednjeg Jadrana tijekom dvije godine. Jedan od ciljeva je uvodenje molekularnih analiza
za determinaciju vrsta Pseudo-nitzchia ¢ime ¢e se nadopuniti dosada$nja taksonomska istrazivanja.
Na ovaj nacin cilj je razviti integriranu morfoloSku i molekularnu bazu podataka temeljem analize
uspostavljenih stani¢nih kultura vrsta Pseudo-nitzschia kako bi se obogatili javno dostupni
pretrazivaci ITS, LSU i rbcL sekvenci u svrhu razlikovanja kripti¢nih i pseudo-kripti¢nih vrsta.
Dodatni cilj je usporedba rezultata o sastavu vrsta Pseudo-nitzschia morfoloskom analizom i
metodom metabarkodiranja.

Hipoteza 1. Nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta roda Pseudo-nitzschia odredenih
morfoloSkom analizom.

Hipoteza 2. Nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta roda Pseudo-nitzschia odredenih
molekularnom analizom.
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Hipoteza 3. Nema genetske varijacije izmedu izolata odredenih vrsta Pseudo-nitzschia izoliranih sa
istih ili razli¢itih podrugja.

Hipoteza 4. Nema razlike u sastavu vrsta roda Pseudo-nitzschia odredenih metodom
metabarkodiranja regije ITS1 i rbcL.
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Podrugje istrazivanja

Za uspostavu kultura i analizu sastava roda Pseudo-nitzschia uzorkovano je na Cetiri podrucja za
uzgoj i izlov skoljkasa. Istrazivacka podruc¢ja smjestena su u obalnim podruc¢jima srednjeg Jadrana.
Istrazivatke postaje ukljucivale su: Velebitski kanal (V; 44.2696° S, 15.5165° 1), Sibenski zaljev
(S; 43.7441° S, 15.8712° 1), Kastelanski zaljev (K; 43.5208° S, 16.2717° 1) i Malostonski zaljev
(M; 42.8676° S, 17.6871° 1) (Slika 2.1).

Batimetrija
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I > 1000 MR
\\7 % E S

Slika 2.1. Podrug¢je istrazivanja i prikaz postaja: (a) V: Velebitski kanal, (b) S: Sibenski zaljev, (c)
K: Kastelanski zaljev, (d) M: Malostonski zaljev.
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2.1.1. Velebitski kanal

Velebitski kanal dug je 144 km, a Sirok 4-14 km. S otvorenim morem povezan je Kvarneri¢ckim
vratima izmedu otoka LosSinja i Silbe dok se unutarnji dio kanala proteze u uski estuarij rijeke
Zrmanje. Osim rijeke Zrmanje u kanalu se nalazi i niz podzemnih izvora slatke vode (vrulja), koji
su posebno aktivni u podrucju istrazivane postaje (Benac i sur., 2003; Vili¢i¢ i sur., 2009). lzvori uz
obalu povezani su ponorima vode u zaledu, koji su aktivni tijekom kisnih mjeseci (ozujak i svibanj)
i tijekom razdoblja topljenja snijega (Bonacci i Roje-Bonacci., 2000). Kao posljedica toga salinitet
u povrsinskom sloju uz obalu znac¢ajno je smanjen u razdoblju od listopada do svibnja (Vili¢i¢ i sur.,
2009) (Slika 2.2.).
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Slika 2.2. Prikaz Velebitskog kanala s pripadaju¢im koordinatama (V; 44.2696° S, 15.5165° I).

2.1.2. Sibenski zaljev

Estuarij rijeke Krke dio je Sibenskog zaljeva te ulazi u sastav Nacionalnog parka Krka. Dug je 25
km. Podrugje estuarija obuhvaca Prokljansko jezero te podruéje Sibenske luke (Vili¢i¢, 2003). U
povrsinskom sloju estuarija prevladava slatka voda, a zbog male razlike izmedu plime i oseke
(prosjecno 20 cm) te relativno velikom dotoku slatke vode vodeni stupac je stratificiran. Haloklina
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se najc¢esce nalazi na dubini 1,8-3 m dok se za vrijeme najveéeg dotoka slatke vode tijekom proljeca
I zime nalazi na dubini od oko 5 m (veljaca-ozujak i prosinac) (Legovic., 1991) (Slika 2.3.).
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Slika 2.3. Prikaz Sibenskog zaljeva s pripadaju¢im koordinatama (S; 43.7441° S, 15.8712° 1.

2.1.3. Kastelanski zaljev

Kastelanski zaljev je najve¢i poluzatvoreni obalni zaljev u srediSnjem dijelu isto¢ne obale
Jadranskog mora. Dug je 14,8 km, Sirok je 6,6 km te prosjecne dubine 23 m (Vilici¢, 2003).
Najznacajniji dotok slatke vode u zaljevu je rijeka Jadro, koja se ulijeva u njegov isto¢ni dio
(Ljubenkov., 2014), uz nekoliko vrulja manjeg kapaciteta. Tijekom 1980-ih zaljev je bio pod
snaznim utjecajem neprociS¢enih komunalnih i industrijskih otpadnih voda S§to je uzrokovalo
povecanje biomase fitoplanktona i primarne produkcije, a posljedi¢no je dovelo do ¢estih ljetnih
cvatnji fitoplanktona i razvoja toksi¢nih dinoflagelata (Marasovi¢ i sur., 1991). lzgradnjom
kolektora 2004. godine antropogeni utjecaj je smanjen, a u zaljevu je zabiljeZen postupni prijelaz
prema oligotrofiji (Skeji¢ i sur., 2015; 2024) (Slika 2.4.).
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Slika 2.4. Prikaz Kastelanskog zaljeva s pripadaju¢im koordinatama (K; 43.5208° S, 16.2717° I).

2.1.4. Malostonski zaljev

Malostonski zaljev se nalazi na zavrSetku Neretvanskog kanala, smjesten izmedu poluotoka Peljesca
i kopna. Dug je oko 28 km, najsiri 6,1 km te je uglavhom dubine 20-29 m (Vili¢i¢, 2003). Podrucje
Malostonskog zaljeva najvaznije je podrucje uzgoja skoljkasa u Hrvatskoj jos§ od 16 stoljeca (Skejic,
2004; Cali¢ i sur., 2013). S ciljem zaStite tradicionalnog nadina uzgoja kamenica i dagnji
Malostonski zaljev proglasen je 1983. godine rezervatom prirode u moru (Basioli, 1984; Sluzbeni
glasnik Dubrovnika i Metkovic¢a, 1983). Najvazniji ¢imbenici koji oblikuju ekoloSke uvjete u
Malostonskom zaljevu su dotok rijeke Neretve u vanjskom dijelu zaljeva i vrulja, u unutarnjem
dijelu zaljeva (Vili¢i¢, 1985). Tijekom razdoblja jac¢ih podzemnih aktivnosti, bocata voda izdize se
na povrSinu i izlazi iz zaljeva §to omogucava dotok dublje slanije vode iz otvorenog mora (Zore-
Armanda i sur., 1991) (Slika 2.5).
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Slika 2.5. Prikaz Malostonskog zaljeva s pripadaju¢im koordinatama (M; 42.8676° S, 17.6871° I).

2.2. lzolacija i uspostava stani¢nih kultura vrsta Pseudo-nitzschia

Na prethodno opisanim podrucjima, od veljace 2022. do veljace 2024. mjesecno su prikupljani
uzorci morske vode fitoplanktonskom mrezicom promjera oka 20 um. Uzorkovalo se vertikalnim
potegom od 5 metara dubine do povriine. lznimno je u Sibenskom zaljevu zbog smanjenog
povrsinskog saliniteta mreza vuéena od 7 metara dubine do povrSine. Istovremeno su na svakoj
postaji mjerene vrijednosti temperature i saliniteta sondom YSI Pro 1030 (Xylem Inc., Ohio, SAD)
(0, 5, 7 m) (Prilog 1).

Kako bi se uspostavile stani¢ne kulture, pojedina¢ne stanice ili lanci stanica izolirani su staklenom
mikropipetom iz svjezih uzoraka fitoplanktonske mreze. Koristeni su invertni svjetlosni mikroskopi
Olympus IX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i Leica DMI 4000B (Leica Microsystems
CMS, Wetzlar, Njemacka) pri poveé¢anjima od 100x ili 200x. Izolirane stanice isprane su u nekoliko
kapi sterilnog f/2 medija uz dodatak silikata, nakon ¢ega su prenesene u ploce s 48 jaZica. Za
pripremu stani¢nog medija koriStena je morska voda prikupljena na podrucju otvorenog Jadranskog
mora (43.0437 S°, 16. 2854 ° ). Prikupljena morska voda profiltrirana je kroz filter veli¢ine pore
1,0 um (GF 6; Whatman, Maidstone, UK), a nakon filtracije pohranjena je u mrak, na sobnoj
temperaturi (20-24 °C) najmanje dva mjeseca prije koristenja. F/2 + Si medij za uzgoj izoliranih
stanica vrste Pseudo-nitzschia pripremljen je koriStenjem autoklavirane morske vode, obogaéene
hranjivim tvarima, koja je zatim filtrirana kroz membranski filter veli¢ine pore 0,2 um (Whatman,
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Maidstone, UK). pH medija za stani¢ne kulture je postavljen izmedu 8,1 i 8,2. Salinitet medija za
stani¢ne kulture je postavljen izmedu 35-36. Uzgoj kultura se odvijao u svjetlosnoj komori
(BIOBASE, Narodna Republika Kina) pri sljede¢im uvjetima: rasponu temperature od 14 °C £ 0,5
°C do 20 °C £ 0,5 °C sukladno s okolisnim uvjetima morske vode tijekom prikupljanja uzoraka, uz
svjetlosni rezim 12:12 h (dan/ no¢), jacinu svjetlosti od ~108 pmol fotona m2 s™!. Ploce s izoliranim
stanicama redovito su pregledavane zbog pracenja rasta izoliranih stanica, a aktivno rastuce kulture
stanica Pseudo-nitzschia premjestene su u tikvice od 35 mL s /2 + Si medijem. Stakleno posude
koriSteno za rad s kulturama stanica Pseudo-nitzschia prethodno je oprano Contrad deterdzentom
(Contrad 70, Beckman Coulter, SAD), potom je natopljeno u klorovodi¢noj kiselini (HCI) i
deioniziranoj vodi po 24 sata. Nakon ¢is¢enja posude je sterilizirano autoklaviranjem. Medij f/2 uz
dodatak silikata je pripremljen prema protokolu Guillard (1975) i Andersen (2005).

2.2.1. Taksonomsko odredivanje stani¢nih kultura: morfoloska (FE-SEM/STEM) i molekularna
analiza (Sanger sekvenciranje)

Poduzorci stani¢nih kultura za morfolosko i molekularno odredivanje vrsta Pseudo-nitzschia
prikupljeni su u eksponencijalnoj fazi rasta (unutar razdoblja od 2 do 3 tjedna od izolacije stanica).
Za potrebe morfoloske analize, izolirane stani¢ne kulture su fiksirane kiselom Lugolovom otopinom
te su pohranjene na 4 °C u mraku do analize pretraznim elektronskim mikroskopom s emisijom
polja (FE-SEM/STEM Mira3, Tescan, Brno, Ceska). Za potrebe molekularne analize metodom
Sanger sekvenciranja volumen od 6-10 mL kulture je centrifugiran na 4000 RPM 20 minuta.
Supernatant je odstranjen sterilnom Pasteurovom pipetom ili dekantiranjem, a talog (pelet stanica)
je potom prenesen u 1,5 mL sterilnu mikrocentrifugalnu epruvetu i centrifugiran na 13000 RPM 10
minuta. Uzorci su pohranjeni na -20 °C do daljnje analize (izolacije DNA).

2.2.1.1. Priprema uzoraka za morfolosku analizu stani¢nih kultura vrsta Pseudo-nitzschia

Uzorci stani¢nih kultura za morfolosku analizu pripremljeni su prema metodi Hasle i Fryxell (1970).
Poduzorci stani¢nih kultura homogenizirani su i preneseni u staklenu Erlenmeyerovu tikvicu. U
odvojeni poduzorak stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia u Erlenmeyerovoj tikvici dodan je jednaki
volumen koncentrirane sumporne kiseline (H2SO.4), u omjeru 1:1. Suspenzija je lagano mijesana u
digestoru. Potom je u poduzorak dodana zasi¢ena otopina kalijeva permanganata (KMnOa).
Zasicena otopina kalijeva permaganata (KMnOa) dodavala se u poduzorak dok otopina ne poprimi
ljubicastu boju, Sto upucuje na oksidaciju organske tvari. Zasi¢ena otopina kalijeva permanganata
(KMnOs4) pripremljena je otapanjem priblizno 7-8 g kalijeva permanganata (KMnOa4) u 100 mL
destilirane vode. Nakon toga, uzorak je tretiran zasicenom otopinom oksalne kiseline ((COOH)z).
Otopina oksalne kiseline ((COOH).) pripremljena je otapanjem priblizno 10 g oksalne kiseline u
100 mL destilirane vode. Otopina oksalne kiseline ((COOH):) se u poduzorak dodavala postupno,
uz polagano mijesanje nakon svakog dodavanja, dok uzorak nije postao proziran. Pripremljeni
poduzorak prebacen je u polipropilenske konusne tubice od 50 mL i ispiran je deioniziranom vodom
nakon svakog centrifugiranja (3000 RPM 20 min), sve dok pH vrijednost nije postala priblizno
neutralna (izmedu 6 i 7).
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Ocisc¢eni uzorci stani¢nih kultura filtrirani su kroz polikarbonatne filtere veli¢ine pora 1 pm i
promjera 13 mm (Nucleopore, Whatman, Maidstone, UK), a zatim su suseni u eksikatoru barem 24
sata. Nakon suSenja, filteri su postavljeni na aluminijske nosace te pozlaéeni pomocu naparivaca
(Quorum Technologies, Q150RES, Lewes, UK) za potrebe analize pretraznim elektronskim
mikroskopom (SEM).

Za morfolosku analizu koriSten je pretrazni elektronski mikroskop s emisijom polja dodatno
opremljen STEM detektorom (FE-SEM/STEM Mira3, Tescan, Brno, Ceska) (Slika 2.6.). SEM
analiza provedena je pri naponu ubrzanja od 4 kV iradnoj udaljenosti od priblizno 4 mm. Za dodatne
analize transmisijskim detektorom za STEM analizu, 10-20 uL ocis¢enog uzorka kulture pazljivo
je naneseno na karbonsku mrezicu presvuc¢enu tankim slojem polimera formvara (FCF200-NI, 200
mreznih otvora, formvar/karbon presvucena nikal mreza, Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
PA, SAD). Za analize STEM detektorom, koriSteni su napon ubrzanja u rasponu 7-9 kV i radna
udaljenost izmedu 3—6 mm, ovisno o analiziranoj vrsti. Za morfometrijske analize u svakoj kulturi
je izmjereno najmanje 10 stanica, a analizirani su sljede¢i parametri: duzina i Sirina valvi (apikalna
i transapikalna os), broj fibula i interstrija u 10 um, broj poroida u 1 um, broj redova poroida unutar
strije, struktura poroida te gustoca strija valvocopule u 10 um.

mﬂ -

Slika 2.6. Pretrazni elektronski mikroskop (FE-SEM; Mira3, Tescan, Brno, Ceska).

2.2.1.2. Priprema uzoraka za molekularnu analizu stani¢nih kultura vrsta Pseudo-nitzschia
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2.2.1.2.1. Tzolacija DNA i lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Iz sakupljenog taloga uspostavljenih stani¢nih kultura Pseudo-nitzschia izolirana je ukupna
genomska DNA koristenjem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Gilden, Njemacka) u skladu s
uputama proizvodaca. Koncentracije i Cistoce izolirane DNA odredene su spektrofotometrom
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, SAD). PCR umnazanje provedeno je koriStenjem dvaju
razli¢itih enzimskih sustava: Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mixa (New England Biolabs,
Ipswich, MA, SAD) i Phire Tissue Direct PCR Master Mixa (Thermo Fisher Scientific, SAD), u
ukupnom reakcijskom volumenu od 25 pL, prema uputama proizvodaca. Reakcijska smjesa
pripremljena s Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix enzimom (New England Biolabs, Ipswich,
MA, SAD), a sadrzavala je Master Mix, 0,02 uM pocetnica u oba smjera, 1 ng/uL uzorka genomske
DNA te Ultra Pure DNase/RNase-Free destiliranu vodu (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD). Za izravne lan¢ane reakcije koristen je enzim Phire Tissue Direct Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, SAD). Za izravnu lancanu reakciju svjezi uzorak stani¢ne kulture
Pseudo-nitzschia volumena 10-15 mL centrifugiran je na 13 000 RPM 20 minuta u
mikrocentrifugalnim tubicama volumena 1,5 mL, nakon Cega je prikupljeni talog koriSten za
pripremu lanCane reakcije. Reakcijska smjesa sadrzavala je 1X Phire Tissue Direct PCR Master
Mix, DMSO, DNA Realse, 0,02 uM pocetnica u oba smjera, 1 puL centifugiranog taloga stani¢nog
uzorka izolirane stani¢ne kulture Pseudo-nitzschia te sterilnu vodu bez nukleaza Ultra Pure
DNase/RNase-Free (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD). Tijekom izvodenja lancanih
reakcija polimeraze je ukljucena i negativna kontrola koja je bila pripremljena sa istim reagensima,
ali bez dodatka DNA. Negativna proba koristena je kao kontrola te je posluzila kao potvrda da
tijekom izvodenja PCR reakcije nije doslo do prisutnosti ili unosa kontaminanata.

Za potvrdu vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia, analizirane su tri razli¢ite genske regije: unutarnji
transkripcijski meduprostor (ITS: ITS1/5.8S/ITS2), regija velike podjedinice DNA (LSU) te rbcL
gen (ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza). Uvjeti PCR reakcija optimizirani su u skladu s
preporukama proizvodaca oligonukleotidnih pocetnica, pri ¢emu su temperature taljenja (Tm)
koristene kao referentni parametar za odredivanje optimalnih uvjeta amplifikacije. PCR produkti
vizualizirani su pod UV svjetlom. Za umnazanje ITS regije koriStene su kombinacije pocetnica

PSN-F1 (5’ GGATCATTACCACACCGATCC 3') i PSN-R1 (5'
CCTCTTGCTTGATCTGAGATCC  3')  (Noyer i sur, 2015), te ITS-A (5
CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTCCGTAGGT 3") i ITS-B (5'

CCTGCAGTCGACAATGCTTAATTCAGCGG 3') (Scholin i sur., 1994). Za umnazanje LSU
regije koriStene su pocetnice DIR (5 ACCCGCTGAATTTAAGCATA 3') i D3B (5
TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3’) (Nunn i sur., 1996), kao i kombinacija D1R i D3Ca (5’
ACGAACGATTTGCACGTCAG 3') (Scholin i sur., 1994). Regija rbcL gena umnoZena je pomocu
pocetnica rbcLl (5' AAGGAGAAATHAATGTCT 3') irbcL7 (5 AARCAACCTTGTGTAAGTCT
3") (Jones i sur., 2005) (Tablica 2.1). Uvjeti pri kojima su izvedene PCR rekacije na sva tri genska
markera navedeni su u Tablici 2.2.
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Tablica 2.1. Pocetnice koristene u PCR reakcijama za razli¢ite umnozene regije.

Genska | Naziv

regija pocetnice Pocetnica Referenca

ITS PSN-F1 5' GGATCATTACCACACCGATCC 3’ Noyer i sur., 2015
ITS PSN-R1 5' CCTCTTGCTTGATCTGAGATCC 3’ Noyer i sur., 2015
ITS ITS-A 5' CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTCCGTAGGT?3' Scholin i sur., 1994
ITS ITS-B 5' CCTGCAGTCGACAATGCTTAATTCAGCGG 3’ Scholin i sur., 1994
LSU DIR 5" ACCCGCTGAATTTAAGCATA 3 Nunn i sur., 1996
LSU D3B 5'TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3' Nunn i sur., 1996
LSU D3Ca 5' ACGAACGATTTGCACGTCAG 3' Scholin i sur., 1994
rbeL rbcLl 5' AAGGAGAAATHAATGTCT 3’ Jones i sur., 2005
rbeL rbeL7? 5" AARCAACCTTGTGTAAGTCT 3’ Jones i sur., 2005

Tablica 2.2. Uvjeti PCR reakcija amplifikacije ITS, LSU i rbcL regije s pripadaju¢im setovima
pocetnica i specificnim protokolima primijenjenim na svaku regiju.

Genska Zavrino
Enzim regija | Setpotetnica | Inicijalizacija | Denaturacija | Vezivanje Produljenje produljenje | Zadrzavanje
Q5 HotStart | ITS  |PSN-F1/PSN-R1| 98°C 3 min 98°C10s | 58°C30s | 72°C30s[2-435x] | 72°C 10 min 4°C o
Q5 Hot Start | ITS ITSAITSB 95°C 10 min 94°C30s | 55°C30s | 72°C305[2-435x] | 72°C 10 min 4°C o
Q5 Hot Start | LSU D1R/D3B 98°C30s 98°C10s | 52°C30s | 72°C30s[2-435x] | 72°C2min 4°C o
Q5 Hot Start | LSU DIR/D3Ca 98°C30s 98°C10s | 52°C30s | 72°C30s[2-435x] | 72°C2min 4°C o
Q5 Hot Start | rhcl rheLL/rbel7 98°C 3 min 98°C10s | 52°C30s | 72°C30s[2-435x] | 72°C 10 min 4°C w0

PCR produkti vizualizirani su pod UV svjetlom (runVIEW Mini Blue Light IHluminator, Cleaver
SCIENTIFIC, Velika Britanija) pomoc¢u gel elektroforeze u 1% agaroznom gelu obojenim gel
bojom SYBR Safe DNA (Thermo Fisher Scientific, SAD) u 1X TBE puferu (Slika 2.7.). Agarozni
gel je pripremljen otapanjem 0,5 g agaroze (Sigma-Aldrich, SAD) u 1X TBE puferu. TBE pufer
pripremljen je mijesanjem 950 mL deionizirane vode s 50 mL TRIS borat — EDTA pufer otopine
(Sigma-Aldrich, Svicarska). Pro¢iséavanje i Sanger sekvenciranje PCR produkata provedeno je u
komercijalnom laboratoriju Macrogene Europe (Amsterdam, Nizozemska). Za sve uzorke
provedeno je sekvenciranje u oba smjera ,,forward* 1 ,,reverse*.
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Slika 2.7. Prikaz rezultata gel elektroforeze na agaroznom gelu nakon amplifikacije ITS regije
primjenom izravnog PCR-a na uzorcima stani¢nih kultura.

2.2.1.2.2. Obrada i analiza molekularnih podataka Sanger sekvenciranja

Provjera kvalitete sekvenci i spajanje kromatograma ,,forward“ i ,reverse* smjera provedeni su
pomocu softvera Chromas Pro (verzija 2.1.10.1). Za molekularnu identifikaciju vrsta, ITS, LSU i
rbcL sekvence su usporedene sa sekvencama dostupnim u bazi podataka Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (NCBI) koriste¢i alat BLASTn (Altschul i sur., 1990). Sekvenca je
potvrdena kao vrsta ako je postotak sli¢nosti iznosio iznad 99%. Markeri gena (ITS, LSU i rbcL)
analizirani su odvojeno za dobivanje zasebnih filogenija promatranih genskih regija. Poravnanja su
provedena koriste¢ci CLUSTALW (verzija 2.1) unutar softvera MEGAI1 (verzija 11.0.13) s
postavkama zadanima od proizvodac¢a (Masatoshi N. i Sudhir K., 2000; Tamura i sur., 2021).
Sekvence su medusobno usporedene s ciljem odredivanja sli¢nosti u redoslijedu nukleotida
(primarnoj strukturi). Razvijen je evolucijski model supstitucije nukleotida, a parametri oblika
gama-distribucije izracunati su koriStenjem Bayesovih informacijskih kriterija integriranih u softver
MEGA 11 (Masatoshi N. i Sudhir K., 2000; Tamura i sur., 2021). Bayesova inferencija (BI)
provedena je primjenom generaliziranog vremenski reverzibilnog evolucijskog modela (GTR) s
gama-raspodjelom i invarijantnim mjestima (G+1) za sve sekvencirane regije (ITS, LSU i rbcL)
(Yang, 1994). Za Bayesovu analizu koriSten je poravnat FASTA zapis sekvenci, a analiza je
provedena u programu MrBayes 3.2.7 (Ronquist i sur., 2012) uz minimalno 4.000.000 generacija
Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i
dijagnosti¢kim intervalom takoder od 1000 generacija sve dok prosjecna standardna devijacija nije
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pala u raspon izmedu 0,01 1 0,05. Dodatno je izradeno kombinirano filogenetsko stablo koristenjem
poravnanja ITS, LSU i rbcL sekvenci, koje su objedinjene u softverskom okruzenju R-Studio
(verzija 4.3.0) (Gelfond i sur., 2018), koriste¢i pakete magrittr i dplyr dostupne u CRAN repozitoriju
(R-Studio). Izrada Bayesove inferencije za kombinirano stablo provedena je modelom GTR+G+l,
uz minimalno 10.000.000 MCMC generacija, sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i
dijagnosti¢kim intervalom od 1000 sve dok prosjecna standardna devijacija nije pala u raspon
izmedu 0,01 1 0,05. Rezultati za ITS, LSU, rbcL i kombinirano filogenetsko stablo vizualizirani su
pomocu softvera FigTree. Prvih 25% uzoraka iz lanca je odbaceno prema zadanim postavkama. Na
filogenetskim stablima su prikazane posteriorne vrijednosti veée od 0,85 (85%). Vrijednosti
genetskih parova i ukupne vrijednosti genske razlicitosti su izra¢unate u MEGA11(verzija 11.0.13)
(Masatoshi N. i Sudhir K., 2000; Tamura i sur., 2021). Rezultati su prikazani pomocu stabala
sli¢nosti.

2.3. Prikupljanje okoli$nih uzoraka i odredivanja sastava vrsta Pseudo-nitzschia: morfoloska (FE-
SEM/STEM) i molekularna analiza (visoko-proto¢no sekvenciranje-metabarkodiranje)

2.3.1. Uzorkovanje okolisnih uzoraka

Okolisni uzorci za morfolosku i molekularnu analizu okolisnih uzoraka prikupljani su sezonski
fitoplanktonskom mrezicom kako je opisano u Podpoglavlju 2.2. Sezonska razdoblja su odredena
prema Artegiani i sur., (1996) pri ¢emu je veljaca predstavljala razdoblje zime, svibanj/lipanj
razdoblje proljeca, rujan je predstavljao ljeto, dok je prosinac predstavljao razdoblje jeseni.

Za analizu okolisne DNA, tri uzastopna vertikalna potega fitoplanktonskom mrezom su pomijesana
u jedan uzorak volumena 500 mL. Po dolasku u laboratorij svaki uzorak je homogeniziran i
podijeljen na tri poduzorka volumena 150 mL. Svaki od poduzoraka predstavlja tehni¢ku repliku.
Poduzorci su prethodno filtrirani kroz planktonsku mrezicu veli¢ine pora 200 um kako bi se uklonili
veci organizmi (mezoplankton), a potom su vakuumski filtrirani kroz polikarbonatne membranske
filtere veli¢ine pora 0,6 pm promjera 47 mm (Whatman, Njemacka). Filteri su odmah pohranjeni na
-80 °C do daljnje obrade.

2.3.2. Priprema okoli$nih uzoraka za morfolosku analizu (FE-SEM/STEM)

Za odredivanje sastava vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih mreznih uzoraka, poduzorci su fiksirani
Lugolovom otopinom i pripremljeni za FE-SEM/STEM analizu prema metodi Lundholm i sur.,
(2002), a koja je detaljno opisana prema Arapov i sur., (2017) Okolisni uzorak je homogeniziran te
je u poduzorak volumena 10 mL dodano: 1 mL 10% klorovodi¢ne kiseline (HCI), 2 mL 30%
sumporne kiseline (H2SO4) 1 10 mL zasi¢ene otopine kalijeva permanganata (KMnOa) kako bi se
uklonio organski materijal iz silikatnih ljusturica. Nakon 24 sata, uzorci su tretirani s priblizno 10
mL zasi¢ene otopine oksalne kiseline ((COOH):) uz polagano mijesanje, sve dok otopina nije
postala prozirna. Uslijedilo je ispiranje deioniziranom vodom kroz vise ciklusa centrifugiranja pri
3000 RPM 20 minuta, sve dok pH vrijednost supernatanta nije izmjerena u rasponu 6-7. Oc¢is¢eni
uzorci su potom filtrirani kroz polikarbonatne membranske filtere veli¢ine pora 1 um, promjera 13
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mm (Nucleopore, Whatman) te odlozeni u eksikator najmanje 24 sata. Nakon suSenja filteri su
postavljeni na aluminijske nosace i pozlac¢eni u naparivacu (Quorum Technologies, Q150RES,
Lewes, UK). MorfoloSka analiza okoliSnih uzoraka provedena je pretraznim -elektronskim
mikroskopom (FE-SEM; Mira3, Tescan, Brno, Ceska). U svakom analiziranom uzorku odredeno je
barem 50 stanica Pseudo-nitzschia i pregledana su barem dva centralna transekta (Slika 2.8.), od
kojih je barem 30 stanica morfometrijski obradeno. Mjerene su sljedec¢e morfoloske osobine: duzina
i Sirina valve (apikalna i transapikalna 0s), broj fibula i interstrija u 10 um duzine, te broj poroida u
1 um Sirine i struktura poroida.

__— Vvidno polje

Slika 2.8. Schematski prikaz dvaju centralnih transekata.
2.3.3. Multivarijatna analiza morfoloskog sastava vrsta Pseudo-nitzschia u okoli$nim uzorcima

Za procjenu sli¢nosti i razlika u sastavu zajednica roda Pseudo-nitzschia izmedu sezona provedena
je analiza glavnih koordinata (Principal Coordinates Analysis, PCoA) temeljena na Bray—Curtis
matrici razliitosti. Prije izracuna, podaci 0 relativnoj brojnosti pojedinih vrsta transformirani su
kvadratnim korijenom kako bi se smanjio utjecaj dominantnih taksona i naglasile razlike medu
manje zastupljenim vrstama. Analiza je provedena u programu PRIMER v7 (Clarke i Gorley, 2015)
koji omogucuje izradu ordinacijskih dijagrama i kvantifikaciju slicnosti medu uzorcima na temelju
multivarijatnih metoda. Rezultati su prikazani kao dvodimenzionalni PCoA dijagram, gdje
udaljenost izmedu toc¢aka odrazava stupanj slicnosti u sastavu zajednice izmedu sezonskih uzoraka.

Za analizu strukture zajednice provedena je PERMANOVA (Anderson, 2001) analiza temeljem
Bray-Curtis indeksa sli¢nosti. Podaci su transformirani kvadratnim korijenom kako bi se smanjio
utjecaj dominantnih vrsta. PERMANOVA analiza je provedena na dva faktora: podrucje (po) i
sezona (se), a za procjenu znacajnosti razlika izmedu razina pojedinog faktora primijenjen je
usporedni test. Uz PERMANOVA analizu, provedena je i SIMPER analiza kako bi se utvrdilo koje
vrste doprinose razlikama u sastavu zajednice Pseudo-nitzschia izmedu podrucja i sezona. Za svaku
vrstu odredeni su prosjec¢ni doprinos, standardizirani omjer razlike i kumulativni doprinos ukupnoj
razlici izmedu parova sezona.
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2.3.4. Priprema okoli$nih uzoraka za visoko proto¢no sekvenciranje — metabarkodiranje

Za izolaciju DNA Koristen je DNeasy PowerWater Kit-a (QIAGEN, Nizozemska) prema metodi
opisanoj od strane proizvodaca uz manje izmjene u svrhu poboljSanja prinosa koncentracije DNA.
Uzorci su umjesto 5 min mijesani 15 min na vorteksu pri maksimalnoj brzini u horizontalnom
polozaju. DNA je isprana sterilnom vodom s filter kolonica (Sigma-Aldrich, Svicarska), a kona¢ni
volumen je iznosio 25 pL. Koncentracija i ¢istoca DNA u izolatima odredene su spektrofotometrom
Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvoda¢a. Umnozene su
dvije genske regije: ITS1 i rbcL u servisu Novogene Europe (Cambrige, UK) gdje je izvr§ena PCR
amplifikacija, priprema knjiznica te sekvenciranje uparenih krajeva (2 x 346 bp za ITS1 genski
biljeg, 2 x 312 bp za rbcL genski biljeg) na uredaju Illumina NovaSeq 6000. Za umnazanje ITS1
regije koriSten je par pocetnica dostupan iz literature: ITS F3 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
3’ (White i sur., 1990) i ITS_R3 5 CATCCACCGCTGAAAGTTGTAA 3’ (Sterling i sur., 2022)
(Slika 2.3.). Za umnazanje rbcL regije izradene su degenerativne pocetnice modificirane prema Turk
Dermastia i sur., (2022), BT-F 5° AGGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTTAAA 3’ i BT-R 5’
CCTTCTAAYTTACCWACWACWSG 3’ (Tablica 2.3)

Tablica 2.3. Pocetnice koriStene za umnazanje genske regije ITS1 i rbcL tijekom metabarkodiranja
[llumina NovaSeq 6000 uredajem.

Genska Naziv

regija pocetnice | Pocetnica Referenca

ITS1 ITS F3 5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ White i sur., 1990

ITS1 ITS R3 5’ CATCCACCGCTGAAAGTTGTAA 3’ Sterling i sur., 2022

rbeLl BT-F 5> AGGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTTAAA 3’ Modificirane Turk i sur., 2022
rbeL7? BT-R 5’ CCTTCTAAYTTACCWACWACWG 3’ Modificirane Turk i sur., 2022

2.3.5. Bioinformati¢ka obrada molekularnih podataka metabarkodiranja okolisSnih uzoraka

Bioinformati¢ka obrada podataka metabarkodiranja provedena je koriste¢i APSCALE cjevovod
(verzija 1.7.1) (Buchner i sur., 2022), prema preporu¢enom tijeku analize opisanoj u sluzbenom
APSCALE priruéniku. Prvotna obrada sirovih sekvenci napravljena je od strane tvrtke Novogene.
Provedeno je filtriranje kvalitete koriStenjem zadanih postavki, pri ¢emu sa zadrzane samo one
sekvence koje su se pojavile najmanje Cetiri puta (minimalna veli¢ina za uklju¢ivanje = 4), pri ¢emu
su sekvence koje odstupaju od ocekivane duljine amplikona za pojedini marker odbacene. Nakon
filtriranja kvalitete, sekvence su dereplicirane te su zadrzane samo one koje se u uzorku pojavljuju
najmanje Cetiri puta, ¢ime se reducira utjecaj pogresaka i rijetkih artefakata. ASV Klasteriranje je
provedeno pri pragu sli¢nosti od 97% a uklanjanje kimera je odradeno tijekom istog koraka (engl.
Amplicon Sequence Variant) Taksonomska anotacija je provedena koristenjem Unite (ITS1) i
Diatom barcode (rbcL) referentne baze podataka. Sekvence su zatim objedinjene izmedu
ponovljenih uzoraka, pri ¢emu su zadrZzane samo one koje su konzistentno detektirane medu
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replikatima. Za oba genska markera izradena je i zavr$na tablica o¢itanja. Taksonomska anotacija
ASV-ova provedena je koriste¢i APScale BLAST taksonomsko odredivanje, uz usporedbe s javno
dostupnim referentnim bazama podataka za ITS i rbcL te odgovarajuée pragove sli¢nosti za
taksonomske razine. Dodatnom kuracijom uklonjeni su neciljani taksoni i sekvence koje nisu
relevantne za ovo istrazivanje. Javno dostupna NCBI baza podataka i nativne sekvence generirane
tijekom ovog istrazivanja su koriStene za dodatnu provjeru to¢nosti sekvenci. Paket phyloseq
(verzija 3.19) (McMurdie i Holmes, 2013) je koriSten za filogenetski prikaz roda Pseudo-nitzschia
iz okolisnih uzoraka. Kruzni dijagram koji prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda
Pseudo-nitzschia je vizualiziran koriste¢i paket MiscMetabar (verzija 0.14.4) (Taudiére, 2023).

2.4. Dostupnost podataka

Sanger sekvence generirane tijekom ovog istrazivanja pohranjene su u NCBI bazi podataka zajedno
s pripadaju¢im metapodacima (podrucje, datum i godina izolacije). Pristupni GenBank brojevi
Sanger sekvenci dostupni su u NCBI bazi podataka (Altschul i sur., 1990) te su prikazani u Tablici
3.3. (Poglavlje 3.: Rezultati). Sekvence dobivene metabarkodiranjem bit ¢e pohranjene u NCBI bazi
podataka, a pripadajuci pristupni brojevi bit ¢e dodijeljeni i navedeni nakon objave.
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3. REZULTATI

3.1. Taksonomsko odredivanje stani¢nih kultura: morfoloska i molekularna analiza

Uspostavljene su 362 stani¢ne Kulture vrsta iz roda Pseudo-nitzschia, izolirane iz fitoplanktonske
zajednice istrazivanih morskih podrucja. Molekularna identifikacija provedena je za najmanje jedan
genski biljeg za sve uspostavljene kulture. Objedinjenjem morfoloskih i molekularnih podataka
potvrdena je prisutnost deset vrsta: P. allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P.
galaxiae, P. hasleana, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P. subfraudulenta. Vrste
P. calliantha, P. delicatissima i P. mannii izolirane su tijekom svih sezona, pri ¢emu su P. calliantha
i P. mannii zabiljeZene i na svim istrazivanim postajama. Tijekom jeseni i zime izolirane su vrste P.
fraudulenta, P. hasleana i P. pseudodelicatissima, dok su P. multistriata i P. subfraudulenta
zabiljezene iskljucivo tijekom jeseni. Vrsta P. allochrona izolirana je u jesenskom i ljetnom
razdoblju, dok je P. galaxiae zabiljezena tijekom jeseni i proljeca. Vrste P. fraudulenta, P. hasleana
i P. pseudodelicatissima uspostavljene su isklju¢ivo iz uzoraka prikupljenih u Kastelanskom
zaljevu, dok je P. multistriata izolirana jedino iz Sibenskog kanala. Vrste koje se pojavljuju na vise
lokacija su P. allochrona, P. galaxiae i P. subfraudulenta (Tablica 3.1.).

Tablica 3.1. Popis izoliranih vrsta Pseudo-nitzschia, broj kultura, postaja uzorkovanja, sezona
izolacije 1 metode koriStene prilikom analize.

Broj Sezona

Vrsta kultura Postaja izolacije Metoda analize

P. allochrona 14 K,M,S jesen, ljeto ITS, LSU, rbcL, SEM
P. calliantha 24 sve postaje  sve sezone ITS, LSU, rbcL, SEM
P. delicatissima 47 KM,V sve sezone ITS, LSU, rbcL, SEM
P. fraudulenta 6 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM
P. galaxiae 2 K,M jesen, prolje¢e ITS, LSU, rbcL, SEM
P. hasleana 5 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM
P. mannii 51 sve postaje  sve sezone ITS, LSU, rbcL, SEM
P. multistriata 7 S jesen ITS, LSU, rbcL, SEM
P. pseudodelicatissima 16 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM
P. subfraudulenta 6 S,V jesen ITS, LSU, rbcL, SEM

3.1.1. Morfoloska obiljezja kultura vrsta Pseudo-nitzschia

Pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM) morfoloski je analizirano deset vrsta roda
Pseudo-nitzschia iz uspostavljenih kultura. Ukupno je analizirano pet kultura vrste P. allochrona
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(K273al, K341al, M326al, S223al, S280al), devet kultura P. calliantha (K274ca, K367ca, M074ca,
MO091ca, S354ca, V01l4ca V227ca, V299ca, V079ca), 12 kultura P. delicatissima (K129de, K159de,
K376de, K452de, K459de, K465de, M138de, M364de, M375de, M415de, M461de, VV042de), pet
kultura P. fraudulenta (K450fr, K455fr, K456fr K458fr, K468fr), dvije kulture P. galaxiae
(M136ga, M232ga), cetiri kulture P. hasleana (K056ha, KO82ha, K101ha, K115ha), 14 kultura P.
mannii (K103ma, K231ma, K237ma, K321ma, M153ma, M219ma, M233ma, M240ma, M463ma,
S155ma, S157ma, S385ma, V296ma, V439ma), Sest kultura P. multistriata (S004mu, S005mu,
S290mu, S294mu, S302mu, S442mu), osam kultura P. pseudodelicatissima (K028ps, K328ps,
K339ps, K352ps, K356ps, K357ps, K358ps, K359ps), te pet kultura P. subfraudulenta (S287su,
S288su, S297su, V253su, V284su). Morfoloske karakteristike analiziranih stani¢nih kultura
Pseudo-nitzschia su prikazane u Tablici 3.2.

28



Tablica 3.2. Morfometrijska obiljezja uspostavljenih kultura vrsta Pseudo-nitzschia. Podaci koji su oznaceni podebljano prikazuju najmanje i

najvecée vrijednosti (raspon), dok su srednje vrijednosti navedene ispod. Broj mjerenja (n) naveden je u zagradama ispod svake vrste.

Sirina Duzina (um) Sredi$nja Fibule u 10 |Interstrije u 10 Poroidi u 1 Redovi Sektori Band strije
Vrsta (um) pora um pm pm poroida  poroida ul10pum
P. allochrona 1,44-2,15 51,06-63,01 + 20-24 36-39 7-13 (1)-2 - 43-45
(n=50) 1,72 58,12 21,6 37,1 43,9
P. calliantha 1,38-2,12 64,08-107,14 + 17-22 34-38 4-6 1 2-11* 43-46
(n=97) 1,75 83,53 19,6 36,2 6 44,5
P. delicatissima 1,31-2,00 31,05-94,21 + 20-26 37-42 7-13 Q-2 - 48-51
(n=126) 1,64 57,43 23,3 40,4 49,6
P. fraudulenta 5,09-6,54 60,22-67,42 + 19-24 23-25 5-7 (1)-2-(3) 2-7* 38-41
(n=56) 5,79 65,04 22,7 23,8 5 39,5
P.galaxiae 1,04-1,85 47,52-56,00 + 19-26 59-63 - - - -
(n=25) 1,42 52,95 23 60,92
P. hasleana 2,16-2,84 59,97-60,24 + 14-19 32-35 4-6 1(2) 1-7 38-44
(n=50) 2,46 56,95 16 33,34 40,23
P. mannii 1,71-2,48 69,08-123,56 + 16-23 33-37 4-6 1 1-8* 42-44
(n=148) 2,05 93,37 19,7 35,3 4 43,2
P. multistriata 2,33-3,51 55,85-84,85 - 23-26 36-40 9-12 Q-2 - 47-51
(n=62) 2,91 68,07 24,3 38,4 49,9
P. pseudodelicatissima 1,22-1,75 59,14-90,99 + 19-26 38-41 5-7 1 1-4* 47-52
(n=84) 1,48 72,76 22,3 39,3 2 49,6
P. subfraudulenta 4,15-5,25 96,19-140,33 + 13-17 23-25 5-6 (1)-2 2-10* 39-41
(n=60) 4,69 118,42 14,8 24,6 5 40,1
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3.1.1.1. Pseudo-nitzschia allochrona Zingone, Percopo i Sarno

U valvalnom polozaju utvrdeno je da su stanice P. allochrona kopljastog oblika sa Siljastim
krajevima (Slika 3.1.(a)). Zabiljezena duzina stanice bila je u rasponu od 51,06 do 63,01 um, dok je
Sirina iznosila od 1,44 do 2,15 pm. U svim stanicama potvrdena je sredi$nja pora Sirine 2 do 4 strije
(Slika 3.1. (c)). Broj fibula iznosio je od 20 do 24 u 10 um, a broj interstrija bio je od 36 do 39 u 10
pm. Strije su bile perforirane s 2 reda poroida, osim u jednoj valvi gdje je u blizini sredi$nje pore
zabiljezen samo 1 red poroida. Broj poroida u 1 pum bio je izmedu 7-13. Valvocopula je sadrzavala
0d 43 do 45 strija u 10 um, pri ¢emu su strije bile visoke 1 do 2 poroida i $iroke 2 poroida.
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Slika 3.1. Pseudo-nitzschia allochrona: (a) 2 stanice u bo¢nom polozaju na svjetlosnom
mikroskopu; (b) cijela valva, SEM; (c) sredis$nji dio povrSine valve s sredisnjom porom, SEM; (d,e)
krajevi valve, SEM; (f) valvocopula sa redovima perforacija, SEM. Mjerne skale: (a,b) 5 um; (c—f)
500 nm.

3.1.1.2. Pseudo-nitzschia calliantha Lundholm, Moestrup i Hasle

Stanice P. calliantha su u valvalnom polozaju imale linearni oblik (Slika 3.2.(a)). Duljina stanice
bila je od 64,08 umdo 107,14 um, a §irina od 1,38 pm do 2,12 um. U svim stanicama bila je prisutna
sredi$nja pora 3 do 5 strija (Slika 3.2.(c)). Broj fibula bio je od 17 do 22 u 10 um, dok je gustoca
interstrija bila od 34 do 38 u 10 um. Strije su bile uniserijatne sa 4 do 6 okruglih ili kvadratnih
poroida u 1 um. Svaki poroid bio je podijeljen na 2 do 11 sektora. Vecina poroida bila je podijeljena
na Sest sektora (26 %), zatim na pet (24 %), sedam (17 %), Cetiri (16 %) te osam sektora (8 %).
Valvocopula je sadrzavala od 43 do 46 pojasnih strija u 10 um. Strije su bile Sirine 2 do 3 poroida,
a visine 3-6 poroida (a rijetko 7).
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Slika 3.2. Pseudo-nitzschia calliantha: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u bo¢nom poloZaju na
svjetlosnom mikroskopu; (c) sredisnji dio povrSine valve s srediSnjom porom, SEM; (d) sredisnji
dio povrsine valve s srediSnjom porom STEM; (e) struktura poroida s prikazom sektora, SEM i (f)
STEM; (g,h) krajevi valve, SEM i (i) STEM,; (j) valvocopula sa redovima perforacija, SEM i (k)
STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 pum; (g—i) 1 um; (c—f,j,k) 500 nm.

3.1.1.3. Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve) Heiden

Stanice vrste P. delicatissima bile su kopljastog oblika sa Siljastim krajevima. Duzina stanice bila
je od 31,05 do 94,21 pm, a Sirina od 1,31 do 2,00 um. Izrazeniji kopljasti oblik zabiljezen je kod
kracih stanica (Slika 3.3.(c)), dok je Sirina bila sli¢éna kod svih stanica neovisno o duljini apikalne
osi. Sredisnja pora Sirine 0od 2 do 6 strija bila je prisutna u svim stanicama. Broj fibula bio je od 20
do 26 u 10 pum, dok je gustoca interstrija bila od 37 do 42 u 10 um. Strije su uglavnom bile
biserijatne, sa 7 do 13 poroida u 1 um, iako su rijetko zabiljeZene i uniserijatne strije. Valvocopula
je sadrzavala od 48 do 51 pojasnu striju u 10 um, Sirine od 1 do 2 poroida.
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Slika 3.3. Pseudo-nitzschia delicatissima: (a—c) cijela valva, SEM; (d) sredi$nji dio stanice s
srediSnjom porom, SEM; (e) sredisnji dio stanice s srediSnjom porom, SEM STEM,; (f,g) krajevi
valve, SEM; (h) valvocopula sa redovima perforacija, SEM i (i) STEM. Mjerne skale: (a) 10 pum;
(b,c) 5 pm; (d—i) 1 pm.

3.1.1.4. Pseudo-nitzschia fraudulenta (Cleve) Hasle

Duzina stanica P. fraudulenta bila je od 60,22 do 67,42 pm, a sirina od 5,09 do 6,54 um. U
valvalnom polozaju stanice su bile kopljastog oblika sa Siljastim krajevima i velikom srediSnjom
porom veli¢ine od 3 do 5 strija (Slika 3.4.(b)). Broj fibula u 10 pum bio je od 19 do 24, sto je bilo
jednako ili neznatno manje u odnosu na gustocu interstrija (23 do 25 u 10 um). Strije su se uglavnom
sastojale od 2 reda poroida, iako su povremeno zabiljezene i varijacije s 1 ili 3 reda poroida. U 1
pm broj poroida bio je od 5 do 7. Valve stanica su bile blago silificirane, Sto je otezavalo precizno
odredivanje broja sektora. Najveci udio poroida (40 %) bio je podijeljen u 4 sektora. Podjela na pet
sektora zabiljezena je u 32 % poroida, na Sest u 14 %, a na Cetiri sektora u 12 % poroida. Broj strija
u valvocopuli u 10 um bio je od 38 do 41. Strije su bile sirine od 2 do 3 reda poroida i visine do 13
poroida.
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Slika 3.4. Pseudo-nitzschia fraudulenta: (a) cijela valva, SEM; (b) sredis$nji dio valve sa srediSnjom
porom, SEM; (c) struktura poroida s detaljem sektora, SEM; (d) valvocopula sa redovima
perforacija, SEM; (e,f) krajevi valve, SEM. Mjerne skale: (a) 10 um; (b) 2 um; (c,e,f) 1 pum; (d) 500
nm.

3.1.1.5. Pseudo-nitzschia galaxiae Lundholm i Moestrup

Stanice P. galaxiae su bile kopljastog oblika s rostratnim vrhovima. Duzina apikalne osi bila je od
47,52 do 56,00 um, a Sirina transapikalne osi bila je od 1,04 do 1,85 um. Duze morfotipove su
karakterizirali dugi i Siljasti rostratni vrhovi. Frustule su bile slabo silicificirane s prisutnom
srediSnjom porom. Gustoca interstrija bila je znatno veéa od gustoce fibula, iznosila je od 59 do 63
interstrija u 10 um, u usporedbi s 19 do 26 fibula u istom rasponu. Analizirani uzorci STEM
detektorom pokazali su prisutnost sitnih perforacija koje su nepravilno rasporedene duz strija.

Slika 3.5. Pseudo-nitzschia galaxiae: (a) cijela valva, SEM; (b) sredi$nji dio valve sa srediSnjom
porom, SEM (c¢) kraj valve; (d) cijela valva, STEM; (e) srediSnji dio valve sa srediSnjom porom,
STEM,; (f) kraj valve, STEM. Mjerne skale: (a, d) 10 um; (b, c, e, f) 1 um.
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3.1.1.6. Pseudo-nitzschia hasleana Lundholm

Stanice P. hasleana su imale kopljasti oblik s duljinom apikalne osi od 53,97 um do 60,24 pm i
Sirinom 0d 2,16 pum do 2,84 um. Sve stanice imale su sredi$nju poru. Gustoca fibula iznosila je od
14 do 19 u 10 pum, a gustoca interstrija iznosila je od 32 do 35 u 10 pum. Strije su bile uniserijatne,
s nizom okruglih do Eetvrtastih pora, a povremeno su sadrzavale 2 manja poroida. U 1 um nalazilo
se 4 do 6 pora. Poroidi su se sastojali od 1 do 7 sektora razli¢itih veli¢ina. Valvocopula je sadrzavala
od 38 do 44 interstrije u 10 um. Struktura strija na bo¢nom pojasu bila je Sirine od 2-3 pore i visine
od 3-7 pora (Slika 3.6. (c)).
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Slika 3.6. Pseudo-nitzschia hasleana: (a) cijela valva, SEM (b) sredi$nji dio valve sa sredisnjom
porom; strelice oznacavaju 2 poroida koja se povremeno pojavljuju unutar iste strije, (c) struktura
valvocopule. Mjerne skale: a =10 um; b, ¢ = 1 um.

3.1.1.7. Pseudo-nitzschia mannii Amato i Montresor

Duzina valve bila je od 69,08 do 123,56 um, a $irina od 1,71 do 2,48 um. U svim stanicama
zabiljezena je velika sredi$nja pora Sirine 2 do 6 strija (Slika 3.7. (a)). Broj fibula bio je od 16 do 23
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u 10 pm, dok je gustoca interstrija bila od 33 do 37 u 10 pum. Strije su bile uniserijatne sa 4 do 6
poroida u 1 pm. Poroidi su bili gradeni od 1 do 8 sektora, pri ¢emu su najcesce bili podijeljeni na
cetiri sektora (35 %), zatim tri (28 %), pet (17 %) te dva sektora (13 %). Valvocopula je sadrzavala
0d 42 do 44 strije u 10 um. Strije valvocopule su bile Siroke 2 poroida i visoke do 5 poroida.
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Slika 3.7. Pseudo-nitzschia mannii: (a) cijela valva, SEM; (b) prikaz lanca u bo¢nom na svjetlosnom
mikroskopu; (c) sredi$nji dio s srediSnjom porom, SEM i (d) STEM; (e) struktura poroida s
prikazom sektora, SEM i (f) STEM; (g,h) krajevi valve, SEM; (i) valvocopula s redovima
perforacija, SEM ; (j) valvocopula s redovima perforacija STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 um; (c,d)
1 pm; (g—i) 1 pm; (e,f,j) 500 nm.

3.1.1.8. Pseudo-nitzschia multistriata H. Takano

Stanice su u valvalnom polozaju bile kopljastog, a u bo¢nom polozaju sigmoidnog oblika (Slika 3.8.
(b)). Duzina valve bila je od 55,85 do 84,85 pum, a §irina od 2,33 do 3,51 pm. SrediSnju pora nije
bila prisutna. Strije su bile biserijatne, a rijetko uniserijatne. Gustoc¢a poroida iznosila je od 9 do 12
u 1 pum. Broj fibula iznosio je od 23 do 26, a interstrija od 36 do 40 u 10 um. Valvocopula je
sadrzavala 0d 47 do 51 pojasnu striju u 10 um, pri ¢emu su one bile Siroke 2 poroida i visoke 2-4
poroida.
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Slika 3.8. Pseudo-nitzschia multistriata: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u bo¢nom poloZaju na
svjetlosnom mikroskopu; (c) sredi$nji dio stanice bez srediSnje pore, SEM i (d) STEM; (e,f) krajevi
valve, SEM; (g) valvocopula s redovima perforacija, SEM; (h) valvocopula s redovima perforacija
STEM,; (i,j) krajevi valve, STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 um; (e,f,i,j) 1 um; (c,d,g,h) 500 nm.

3.1.1.9. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (Hasle) Hasle

Duzina valve iznosila je od 59,14 do 90,99 pum, a Sirina od 1,22 do 1,75 pm. Sredi$nja pora bila je
Sirine od 3-7 strija (Slika 3.9. (b)). Broj fibula i interstrija u 10 um iznosio je od 19 do 26, odnosno
od 38 do 41. Strije su bile uniserijatne, s gustocom od 5-7 ovalnih ili kvadratnih poroida u 1 pm.
Poroidi su obi¢no podijeljeni na dva velika sektora (80 %), no zabiljeZeni su i slucajevi s tri (12 %),
jednim (4 %) i Cetiri (3 %) sektora. Broj strija u valvocopuli kretao se od 47 do 52.
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Slika 3.9. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima: (a) cijela valva, SEM; (b) sredi$nji dio valve s
sredi$njom porom, SEM i (c) sredi$nji dio valve s srediSnjom porom, STEM; (d,e) krajevi valve,
SEM; (f) valvocopula s redovima perforacija, SEM; (g) valvocopula s redovima perforacija, STEM.
Mijerne skale: (a) 10 um; (d,e) 1 um; (b,c,f,g) 500 nm.

3.1.1.10. Pseudo-nitzschia subfraudulenta (Hasle) Hasle
Duzina valve iznosila je od 96,19 do 140,33 pum, a Sirina od 4,15 do 5,25 um. U svim stanicama bila

je prisutna sredi$nja pora Sirine od 5-6 strija (Slika 3.10. (c)). Broj fibula i interstrija u 10 pm iznosio
je od 13 do 17, odnosno od 23 do 25. Strije su uglavnom bile biserijatne, iako su se zabiljeZene i
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uniserijatne strije. U 1 um zabiljezeno je 5-6 poroida. Poroidi su bili podijeljeni na 2 do 10 sektora,
pri cemu su najc¢esce opazeni poroidi s Cetiri (33 %) 1 pet (26 %) sektora, zatim sa Sest (16 %), tri
(14 %) i sedam (7 %) sektora. Valvocopula je sadrzavala od 39 do 41 pojasnu striju u 10 um.
Opcenito, pojasne strije bile su Siroke 2 poroida (rjede 1, 3 ili 4) i visoke do 10 poroida.

Slika 3.10. Pseudo-nitzschia subfraudulenta: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u bo¢nom polozaju a
na svjetlosnom mikroskopu; (c) sredi$nji dio valve sa sredisnjom porom, SEM i (d) STEM,; (e) detalj
strija valve s jednim redom poroida, SEM; (f) struktura poroida s prikazom sektora, SEM; (g)
struktura poroida s prikazom sektora, STEM; (h) valvocopula sa redovima perforacija, SEM; (i,j)
krajevi valve, SEM; (k) valvocopula sa redovima perforacija, STEM. Mijerne skale: (a,b) 10 um;
(c—e,i,j) 1 pm; (f-h,k) 500 nm.
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3.1.2. Molekularna obiljezja kultura vrsta Pseudo-nitzschia

Tijekom razdoblja istrazivanja uspjes$no su uspostavljene ukupno 362 stani¢ne kulture vrsta Pseudo-
nitzschia, izoliranih iz fitoplanktonske zajednice istrazivanih morskih podrucja. U prvom dijelu
istrazivanja uz pomo¢ dva genska biljega testirane su 184 kulture. Za svaku kulturu provedena je
molekularna identifikacija, pri ¢emu je za sve uzorke analiziran najmanje jedan genski biljeg.
Kombinacijom morfoloskih i molekularnih podataka potvrdeno je deset vrsta: P. allochrona, P.
calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. hasleana, P. mannii, P. multistriata, P.
pseudodelicatissima i P. subfraudulenta. Vrste P. calliantha, P. delicatissima i P. mannii pokazale
su stalnu prisutnost tijekom cijele godine te su zabiljeZzene u svim istrazivanim sezonama, dok su P.
calliantha i P. mannii potvrdene i na svim istrazivanim postajama. Tijekom hladnijeg dijela godine,
odnosno u jesensko-zimskom razdoblju, izolirane su vrste P. fraudulenta, P. hasleana i P.
pseudodelicatissima, dok su P. multistriata i P. subfraudulenta zabiljezene iskljucivo u jesenskim
uzorcima. Vrsta P. allochrona potvrdena je u jesenskom i ljetnom razdoblju, a P. galaxiae tijekom
proljeca i jeseni. Analiza prostorne raspodjele pokazala je da su P. fraudulenta, P. hasleana i P.
pseudodelicatissima izolirane isklju¢ivo iz uzoraka prikupljenih u Kastelanskom zaljevu, dok je P.
multistriata potvrdena samo u Sibenskom zaljevu. Vrste P. allochrona, P. galaxiae i P.
subfraudulenta imale su $iru prostornu rasprostranjenost te su zabiljeZene na viSe istrazivackih
lokacija.

Za preostalih 178 izolata sekvenciranje je provedeno na dodatnu gensku regiju (rbcL) (Tablica 3.3.).
U Prilogu 2. nalazi se popis 138 izolata na kojima je provedeno sekvenciranje isklju¢ivo jedne
genske regije te isti nisu koristeni za daljnje filogenetske analize.

Sekvence vrsta Pseudo-nitzschia koriStene u filogenetskoj analizi, preuzete iz baze podataka
Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI), prikazane su u Prilogu 3 zajedno s
pripadaju¢im GenBank pristupnim brojevima i autorima. Vrsta Nitzschia navis-varingica (GenBank
pristupni broj: KX353643.1) je koristena kao vanjska skupina za izradu ITS filogenije, dok su za
LSU i rbcL koriSteni predstavnici roda Cylindrotheca (GenBank pristupni brojevi: OM9360007.1 i
M59080.1). Za filogenetsku analizu kombiniranog stabla, koristena je Cylindrotheca closterium kao
vanjska skupina (GenBank pristupni broj: NC_037986.1). Odabrane sekvence koristene u izradi
kombiniranog stabla preuzete su iz istrazivanja provedenih na istoj lokaciji i u istom vremenskom
razdoblju.

Filogenetska stabla su izradena koriStenjem triju molekularnih biljega: ITS, LSU i rbcL. Skupovi
podataka sadrzavali su ukupno 127 sekvenciza ITS, 137 za LSU i 114 sekvenci za rbcL. Poravnanja
sekvenci pri izradi filogenetskih stabala obuhvacala su 738 parova baza (pb) za ITS, 712 pb za LSU
i 1365 pb za rbcL biljeg. Detaljne informacije o izoliranim kulturama Pseudo-nitzschia, uklju¢ujuc¢i
podrudje izolacije (V: Velebitski kanal, S: Sibenski zaljev, K: Kastelanski zaljev, M: Malostonski
zaljev), godinu izolacije, GenBank pristupne brojeve (LSU, ITS i rbcL) i pripadajuce oznake kultura
nalaze se u Prilogu 4.

Za svaki promatrani biljeg izraCunate su prosjeCne p-udaljenosti (proporcionalne razlike u
nukleotidnim mjestima izmedu dvije sekvence), koje predstavljaju mjeru genetske udaljenosti.
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Dobivene p-udaljenosti iznosile su: ITS: 0,212; LSU; 0,029 i rbcL: 0,041. Najveca varijabilnost
zabiljeZena je kod ITS biljega, ¢ime je potvrdena njegova visoka razlu¢ivost u razlikovanju vrsta.

Genetski srodne vrste, P. mannii i P. calliantha, jasno su razlu¢ene u svim filogenetskim stablima
uz visoku ¢vornu potporu vecu od 0,94 (94%). Unutarspecificna varijabilnost P. mannii i P.
calliantha uocena je u ITS i rbcL filogenetskim stablima. Navedena varijabilnost je prisutna kod
izolata s istog podrucja istrazivanja i izmedu razli¢itih podrucja istrazivanja.

Genetski srodna i evolucijski bliska spomenutim vrstama, P. haslena, prisutna je u svim
filogenetskim analizama s posteriornom vjerojatnoscu iznad 0,95 (95%). Unato¢ genetskoj bliskosti
medu spomenutim vrstama postoje jasno izrazene razlike. UoCena je unutarspecifi¢na razlika samo
u ITS filogenetskom stablu izmedu nativnih izolata P. hasleana i sekvenci P. hasleana uvedenih iz
javno dostupnih pretrazivaca (Slika 3.11). U Prilozima 4, 5 i 6 prikazani su GenBank pristupni
brojevi, uz pripadajuce vrste i autore sekvenci Pseudo-nitzschia koristenih u izradi filogenetskih
stabala rbcL, ITS i LSU genske regije.

Filogenetska stabla temeljena na ITS i LSU biljezima pokazala su visoku razlu¢ivost izmedu P.
pseudelicatissima, P. plurisecta (prisutna samo u ITS stablu), P. lundholmiae i P. fukuyoi (Slika
3.12 i Slika 3.13). Najvise unutarspecifi¢nih razlika uoceno je u rbcL filogenetskom stablu za vrste
P. multistriata, P. fraudulenta, P. allochrona, P. delicatissima i P. galaxiae.
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Slika 3.11. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS biljega. Prikazane su
posteriorne vjerojatnosti > 0.90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+I modela uz minimalno 4.000.000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiCkim intervalom takoder od 1000
generacija. Izolati sekvencirani u ovom istrazivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala
predstavlja 0.2 zamjene nukleotida po mjestu.
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Slika 3.12. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom LSU biljega. Prikazane su
posteriorne vijerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+I modela uz minimalno 4 000 000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiCkim intervalom takoder od 1000
generacija. Izolati sekvencirani u ovom istrazivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala
predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu.

Medu vrstama P. allochrona i P. delicatissima uocene su znacajne filogenetske sli¢nosti na svim
testiranim genetskim biljezima, pri ¢emu su filogenetske rekonstrukcije pokazale jake posteriorne
vjerojatnosti. Sve filogenetske analize uspjesno su razlucile kripti¢ne vrste unutar Pseudo-nitzschia
delicatissima kompleksa uz visoku ¢vornu potporu. Unutarspecifi¢na varijacija izmedu izolata P.
allochrona zabiljezena je u rbcL filogenetskom stablu izmedu izolata s istog podruéja (Sibenski
zaljev) izoliranih u istom razdoblju (listopad 2021 god.). Prosje¢na p-udaljenost izmedu vrsta P.
allochrona i P. delicatissima iznosi 0,019. S obzirom na to da su morfoloski identi¢ne, ova p-
udaljenost upucuje na genetsku razlic¢itost P. allochrona i P. delicatissima vrste unutar kripti¢nog
Pseudo-nitzschia delicatissima kompleksa.

Unutarspecifi¢ne razlike medu izolatima su zabiljezene u svim filogenetskim analizama, no
izrazenije su u ITS i rbcL filogenetskim stablima gdje su razlike izmedu nativnih izolata oditije.
Spomenuti izolati potjecu s dvije razli¢ite lokacije uzorkovanja tijekom razli¢itih sezona: K136ga
izolirana je iz Kastelanskog zaljeva u travnju 2022 godine, dok je M232ga izolirana iz Malostonskog
zaljeva u listopadu iste godine. Vrsta P. galaxiae genetski je srodna vrstama iz Pseudo-nitzschia
delicatissima kompleksa $to pokazuju sva tri filogenetska stabla.

U ovom istrazivanju, vrste P. fraudulenta i P. subfraudulenta, potvrdene su kao sestrinske samo u
LSU filogenetskom stablu. Unutarspecifi¢ne razlike nativnih P. subfraudulenta sekvenci te onih
javnodostupnih prisutne su u ITS i rbcL filogeniji. Varijacije su prisutne izmedu nativnih i uvezenih
sekvenci P. fraudulenta i P. subfraudulenta na ITS biljegu, dok je rbcL biljeg uspio razluciti razlike
izmedu svih promatranih vrsta.

Vrsta P. multistriata zabiljeZena je kao dio P. seriata skupine u svim filogenetskim analizama. U
navedenoj skupini takoder se nalaze vrste: P. australis, P. americana, P. brasiliana, P. nanaoensis,
P. pungens, P. multiseries i P. seriata. U Prilozima 5 i 6 prikazani su GenBank pristupni brojevi, uz
pripadajuce vrste i autore sekvenci Pseudo-nitzschia koristenih u izradi ITS i LSU filogenetskog
stabla.

Sve provedene filogenetske analize jasno su razlucile vrste unutar pseudo-kriptiénog kompleksa
Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima. Medutim, javno dostupni molekularni podaci rbcL gena
manjkaju, Sto utjee na rezoluciju filogenetskog stabla.
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Slika 3.13. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom rbcL biljega. Prikazane su
posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+I modela uz minimalno 4 000 000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostickim intervalom takoder od 1000
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generacija. Izolati sekvencirani u ovom istraZzivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala
predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu.

Kombinirano filogenetsko stablo izradeno je primjenom Bayesovih (BI) analiza koriste¢i ITS, LSU
I rbcL regiju, ¢ime je osigurana visoka razluéivost filogenetskih odnosa. Kombinirano stablo
predstavlja jasno razgranatu filogeniju s visokim posteriornim vjerojatnostima na svim glavnim
¢vorovima. Ova filogenetska rekonstrukcija odrazava evolucijsku raznolikost unutar roda Pseudo-
nitzschia, pri ¢emu su monofiletske skupine dobro odvojene i filogenetski definirane (P. allochrona,
P. delicatissima, P. galaxiae, P. mannii, P. calliantha, P. multistriata, P. hasleana i P.
pseudodelicatissima) (Slika 3.14).

36



5029al P. allochrona

ON775456.1 P. allochrona
K058de
K134de
K153de
MO085de
Mo88de
Vo040de
K129de

Kd81de licatissima

K450fr
095/ MK682503.1  P. fraudulenta
K456fr

57| K451fr
K455fr P. fraudulenta

— MK106639.1 P fraudulenta
S287:

su
L‘ S297su } P. subfraudulenta
V284su
MK690916.1 P. galaxiae

09z |MK981231.1 P. galaxiae

L m%gg; P. galaxiae
K231ma
K237ma

: Voi6ma P. many

§
2

M084ma
M219ma
M233ma
M240ma
M241ma
S$155ma
$157ma
5385ma

V017ma

MK106649.1 P. mannii
V008ca

V070ca

V437ca

K131ca

K132ca

&

V014ca P. callipsha

MK106641.1 P. calliantha
MK106653.1 P. calliantha
MK106652.1 F. calliantha
Ki1ica
| | K367ca

S354ca

S300mu P. multistriata

1| K115ha P. hasleana

K352ps P. ps lodelicatissima

K358ps.
1| MK106645.1 P. pungens
MK106646.1 F. pungens
MK106643.1 P~ pungens
NC_03786.1 Cylindrotheca closterium

37



Slika 3.14. Kombinirano filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS, LSU i rbcL
biljega. Prikazane su posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena
je primjenom GTR+G+l modela uz minimalno 10° generacija Markovljevog lanca Monte Carlo
(MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostickim intervalom takoder od
1000 generacija. Izolati sekvencirani u ovom istrazivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala
predstavlja 0,1 zamjene nukleotida po mjestu.

3.2. Taksonomsko odredivanje vrsta Pseudo-nitzschia iz okoli$nih uzoraka

3.2.1. Prostorna i sezonska raspodjela vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka morfoloskom
analizom (FE-SEM/STEM)

Na promatranim postajama iz okolisnih uzoraka morfoloski je odredeno 13 vrsta Pseudo-nitzschia:
P. brasiliana, P. calliantha, P. delicatissima kompleks, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. linea, P.
lundholmiae, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissma/cuspidata, P. spp., P. sp. 1, P.
subfraudulenta. Utvrdeno je da kompleks P.delicatissima ukljucuje kripti¢ne vrste: P. allochrona,
P. arenysensis i P. delicatissima, koje nije moguce pouzdano odrediti temeljem morfoloskih
karakteristika.

Analizom podrucja utvrdeno je da nisu sve morfoloski odredene vrste Pseudo-nitzschia zabiljezene
na svim promatranim podru¢jima. Utvrdeno je da su vrste P. brasiliana i P. multistriata zabiljezene
u Sibenskom i Kastelanskom zaljevu, odnosno u Sibenskom i Malostonskom zaljevu. Vrsta P.
fraudulenta zabiljeZena je u Velebitskom kanalu i Kastelanskom zaljevu. Iskljuc¢ivo u Velebitskom
kanalu zabiljeZena je P. sp. 1. Utvrdeno je da je vrsta P. linea zabiljezena na svim podruéjima, ali u
malim relativnim brojnostima, dok je P. lundholmiae uglavnom zabiljezena na svim istrazivanim
podru¢jima, osim u Velebitskom kanalu. Vrste pronadene na svim istrazivanim postajama
uklju¢uju: P. calliantha, kompleks P. delicatissima, P. gallaxiae, P. mannii, P.
pseudodelicatissima/cuspidata, P. subrafudulenta i P. spp.

Tijekom hladnih sezona, u jesen i zimu, zabiljeZena je najveca raznolikost Pseudo-nitzschia vrsta.
Tijekom razdoblja jeseni zabiljezene su sve odredene vrste iz okolisnih uzoraka temeljem
morfoloskih karakteristika, a tijekom razdoblja zime zabiljezeno je 12 od ukupno 13 odredenih
Pseudo-nitzschia vrsta. Tijekom toplijih mjeseci raznolikost vrsta smanjena je u odnosu na hladniji
period godine. U proljece je zabiljezeno 10 vrsta Pseudo-nitzschia, a tijekom ljeta je zabiljezeno 8
Pseudo-nitzschia vrsta. Slika 3.15. prikazuje promjene relativne brojnosti vrsta Pseudo-nitzschia na
promatranim postajama tijekom 2022. i 2023. godine.
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Relativna brojnost vrsta Pseudo-nitzschia
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. P. brasiliana . P. fraudulenta I:| P. lundholmiae . P. pseudodelicatissma/cuspidata |:| P. spp.
- P. calliantha . P. galaxiae . P. mannii P. subfraudulenta
- P. delicatissima kompleks . P. linea P. multistriata |:| P.sp.1

Slika 3.15. Relativna brojnost zabiljeZzenih Pseudo-nitzschia na istrazivanim podruéjima tijekom
2022. 1 2023. godine.

PERMANOVA analiza je pokazala da se sastav zajednice Pseudo-nitzschia znacéajno razlikovao
medu podruc¢jima (po: Pseudo-F = 2,73; P(perm) = 0,007; R* = 18,9%) i medu sezonama (se:
Pseudo-F = 3,73; P(perm) = 0,0006; R? ~ 25,8%). Time je potvrdeno da je sezonska dinamika imala
nesto jaci utjecaj na varijabilnost zajednice Pseudo-nitzschia. Interakcija podruéja i sezone (poxse)
nije bila statisticki znacajna (Tablica 3.4.).
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Tablica 3.3. Rezultati PERMANOVA analize sastava zajednice Pseudo-nitzschia obzirom na

prostorni i sezonski faktor.

Faktor df SS MS Pseudo-F P(perm) Jedinstvene permutacije
po 10012 3337,4 2,7319 0,007 9931

se 13657 4552,4 3,7265 0,0006 9937

pOXse 9 9744,7 1082,7 0,88629 0,6822 9868

Res 16 19546 1221,6

Ukupno | 31 52961

Usporedni test izmedu faktora sezone sugerira da sezonske razlike izmedu parova: zima-jesen i
proljece-ljeto nisu bile znacajne, odnosno navedeni parovi su bili relativno sli¢ni. Sezonske razlike
bile su najizrazenije izmedu parova sezona: zima-ljeto, ljeto-jesen, proljece-jesen, a nesto slabije
izmedu zime-proljece no jo$ uvijek znaCajne (Tablica 3.5.). Usporedni test koristec¢i faktor podrucje
sugerira kako je Velebitski kanal znacajan te se razlikuje od Kastelanskog 1 Malostonskog zaljeva
(a od Sibenskog zaljeva je na granici znacajnosti). Navedeni rezultati upucuju da su Kastelanski,

.....

Tablica 3.4. Usporedni test za procjenu znaéajnosti razlika izmedu razina pojedinog faktora
(sezone 1 podrucja).

Grupe t P(perm) Grupe t P(perm)
zima - proljece 1,8243 0,0284 Sibenski kanal, Velebitski kanal 1,6404 0,045
zima - ljeto 2,6485 0,0047 Sibenski kanal, Kastelanski zaljev 0,87831 0,5202
zima - jesen 1,3664 0,1584 Sibenski kanal, Malostonski zaljev 0,74413 0,6489
proljece - ljeto 0,79516 | 0,6539 Velebitski kanal, Kastelanski zaljev 2,3633 0,0046
proljece - jesen | 2,062 0,0056 Velebitski kanal, Malostonski zaljev 1,9785 0,0141
ljeto - jesen 2,4619 0,004 Kastelanski zaljev, Malostonski zaljev | 1,2662 0,2171

Rezultati SIMPER analize pokazali su koje vrste najviSe doprinose ukupnoj sli¢nosti unutar
zajednice  Pseudo-nitzschia te pojedinih (Tablica 3.6).
Analiza je pokazala da sezonske razlike u sastavu zajednice najviSe oblikuje P.
pseudodelicatissima/cuspidata (18-22% doprinijela ukupnoj sezonskoj razli¢itosti, uz vrlo visoke
omjere Sli¢nost/SD), dok su P. calliantha i P. subfraudulenta takoder imale znacajan doprinos,
osobito u parovima sezona koji uklju¢uju jesen. Skupina P. delicatissima kompleks dosljedno je
sudjelovala u razlikovanju sezonskog sastava zajednice, dok vrste P. mannii i P. spp. imale umjeren,
ali stabilan doprinos. Dobiveni obrasci u skladu su s rezultatima usporednog testai PERMANOVA
analize, koji pokazuju da su najsnaZnije razlike zabiljezene izmedu zime i ljeta te izmedu ljeta i
jeseni.

razlikama izmedu sezona
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Tablica 3.5. SIMPER analiza sezonske varijabilnosti zajednice Pseudo-nitzschia.

Prosjecna Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Zima i proljeée) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razli¢itost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 2,9 6,6 11,5 2,7 19,3 19,3
P. calliantha 3,4 1,3 7,7 1,2 12,9 32,2
P. galaxiae 2,9 0,2 7,4 1,0 12,4 44,6
P. linea 1,6 1,2 6,3 0,8 10,5 55,1
P. delicatissima kompleks 51 3,7 6,0 1,2 10,1 65,2
P. spP. 1,3 2,1 5,6 1,2 9,4 74,6
P. subfraudulenta 2,3 0,2 54 1,2 9,1 83,7
P. mannii 1,3 15 4,0 1,2 6,8 90,5
P. lundholmiae 0,7 0,2 19 0,8 3,1 93,6
P. multistriata 0,7 0,0 1,8 0,7 3,1 96,7

Prosjecna Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Zimai ljeto) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razliitost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 2,9 7,4 11,9 1,9 19,3 19,3
P. delicatissima kompleks 51 2,6 9,1 1,8 14,8 34,1
P. calliantha 3,4 1,2 8,4 1,2 13,7 47,8
P. galaxiae 2,9 11 7,4 1,1 12,0 59,8
P. spP. 1,3 2,6 6,1 1,6 9,9 69,7
P. subfraudulenta 2,3 0,2 55 1,2 8,9 78,7
P. mannii 1,3 2,1 4,8 1,3 7,7 86,4
P. linea 1,6 0,0 4,2 0,9 6,7 93,1
P. multistriata 0,7 0,0 19 0,7 3,0 96,1

Prosje¢na Prosje¢na Doprinos  Kumulativni
Vrste (Proljeée i ljeto) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razli¢itost/SD (%) oprinos (%)
P. delicatissima kompleks 3,7 2,6 8,8 1,5 20,1 20,1
P. pseudodelicatissma/cuspidata 6,6 7,4 8,1 1,0 18,6 38,7
P. mannii 15 2,1 5,7 1,3 13,2 51,9
P. spP. 2,1 2,6 5,6 1,4 12,8 64,6
P. calliantha 1,3 1,2 5,3 0,9 12,2 76,8
P. linea 1,2 0,0 3,9 0,4 8,9 85,7
P. galaxiae 0,2 1,1 34 0,8 7,7 93,4
P. fraudulenta 0,5 0,0 1,6 0,4 3,6 97,0

Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Zimai jesen) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razlifitost/SD (%) oprinos (%)
P. calliantha 3.4 3,1 8,1 1,2 15,1 15,1
P. subfraudulenta 2,3 4,0 7,1 1,3 13,3 28,4
P. delicatissima kompleks 51 2,8 7,0 1,3 13,0 41,5
P. galaxiae 2,9 1,8 6,5 1,3 12,1 53,6
P. pseudodelicatissma/cuspidata 2,9 3,3 51 1,2 9,6 63,2
P. mannii 1,3 3,0 51 1,4 9,6 72,7
P. spP. 1,3 1,7 4,2 1,2 7,8 80,5
P. linea 1,6 0,3 3,7 0,9 7,0 87,5
P. multistriata 0,7 0,3 2,0 0,8 3,8 91,3
P. lundholmiae 0,7 0,3 1,7 0,8 3,3 94,5
P.sp.1 0,0 0,5 1,5 0,4 2,7 97,2

Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Proljece i jesen) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razli¢itost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 6,6 | 33| 11,8 | 1,5 | 19,2 | 19,2
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P. subfraudulenta 0,2 4,0 10,0 1,3 16,3 35,4
P. calliantha 1,3 3,1 8,2 0,9 13,4 48,9
P. delicatissima kompleks 3,7 2,8 6,8 1,3 11,1 60,0
P. mannii 15 3,0 5,9 1,5 9,7 69,7
P. spp. 2,1 1,7 4,7 1,4 7,7 77,3
P. galaxiae 0,2 1,8 4,3 1,4 7,0 84,3
P. linea 1,2 0,3 3,9 0,4 6,4 90,7
P. fraudulenta 0,5 0,3 1,9 0,5 3,1 93,8
P.sp. 1 0,0 0,5 17 0,4 2,8 96,6

Prosjecna Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Ljeto i jesen) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razli¢itost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 7,4 3,3 12,6 1,4 21,7 21,7
P. subfraudulenta 0,2 4,0 10,1 1,3 17,4 39,1
P. calliantha 1,2 3,1 8,8 0,9 15,2 54,3
P. delicatissima kompleks 2,6 2,8 7,2 1,2 12,4 66,7
P. mannii 2,1 3,0 5,5 1,3 9,5 76,2
P. galaxiae 11 1,8 4,5 1,4 7,8 84,0
P. spp. 2,6 1,7 4,3 1,2 7,4 91,4
P.sp. 1 0,0 0,5 1,7 0,4 3,0 94,3
P. multistriata 0,0 0,3 0,8 0,4 1,4 95,0

Rezultati SIMPER analize u Tablici 3.7. prikazuju da su prostorne razlike u sastavu zajednice
Pseudo-nitzschia najvise odredile vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. calliantha i skupina P.
delicatissima kompleks, koje su pojedinacno doprinijele s 14-19 % ukupne razli¢itosti izmedu
podrucja. U veéini parova podruéja doprinosile su i P. subfraudulenta, P. galaxiae, P. mannii i P.
spp. NajizraZenije razlike utvrdene su izmedu Velebitskog kanala te Kastelanskog i Malostonskog

.....

se s PERMANOVA analizom, koja potvrduje znacajnost prostornog faktora (Velebitski kanal).

Tablica 3.6. SIMPER analiza podruéja vrsta Pseudo-nitzschia.

5 Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
Vrste (Sibenski zaljev i Velebitski kanal) brojnost  sli€nost Sli¢nost/SD  Razliitost/SD (%) oprinos (%)
P. calliantha 1,75 4,93 11,49 1,39 18,34 18,34
P. pseudodelicatissma/cuspidata 5,08 3,32 9,86 1,16 15,74 34,07
P. delicatissima complex 4,27 1,6 9,01 1,22 14,38 48,45
P. linea 0,35 2,31 6,57 0,69 10,49 58,95
P. mannii 2,33 2,49 5,99 1,37 9,56 68,51
P. subfraudulenta 1,44 1,67 5,23 1,04 8,35 76,86
P. spp. 1,32 2 4,96 1,13 7,91 84,77
P. galaxiae 1,47 0,25 3,7 0,67 5,91 90,68
P. multistriata 0,72 0 1,7 0,56 2,71 93,39
P.sp.1 0 0,52 1,62 0,37 2,58 95,97
Vrste (Sibenski zaljev i Kastelanski Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
zaljev) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD _ Razliditost/SD (%) oprinos (%)
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P. pseudodelicatissma/cuspidata 5,08 6,39 8,46 1,4 18,08 18,08
P. delicatissima kompleks 4,27 5 7,07 1,27 15,1 33,18
P. galaxiae 1,47 2,45 6,57 1,25 14,04 47,23
P. calliantha 1,75 0,97 5,14 0,82 10,97 58,2
P. mannii 2,33 1,24 51 1,33 10,9 69,09
P. spp. 1,32 2,12 4,68 1,26 10 79,09
P. subfraudulenta 1,44 0,76 3,97 1,09 8,48 87,58
P. multistriata 0,72 0 1,68 0,57 3,58 91,16
P. lundholmiae 0,18 0,46 1,36 0,61 2,89 94,05
P. linea 0,35 0,16 1,19 0,52 2,54 96,59
Vrste (Velebitski kanal i Kastelanski Prosjecna Prosjecna Doprinos Kumulativni
zaljev) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razliitost/SD (%) oprinos (%)
P. calliantha 4,93 0,97 11,26 1,41 17,8 17,8
P. pseudodelicatissma/cuspidata 3,32 6,39 10,42 1,25 16,48 34,28
P. delicatissima kompleks 1,6 5 9,28 1,58 14,67 48,95
P. linea 2,31 0,16 6,24 0,67 9,87 58,82
P. galaxiae 0,25 2,45 6,02 1,2 9,52 68,35
P. mannii 2,49 1,24 5,71 1,26 9,03 77,37
P. spp. 2 2,12 5,19 1,24 8,21 85,58
P. subfraudulenta 1,67 0,76 4,18 1 6,61 92,2
P. frauolulenta 0,47 0,33 1,95 0,5 3,08 95,28
Vrste (Sibenski zaljev i Malostonski Prosjecna Prosjecna Doprinos Kumulativni
zaljev) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razli¢itost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 5,08 5,34 9,21 1,21 18,2 18,2
P. subfraudulenta 1,44 2,75 7,56 0,98 14,94 33,14
P. delicatissima kompleks 4,27 3,35 7,37 1,23 14,57 47,71
P. galaxiae 1,47 1,86 5,84 0,99 11,54 59,25
P. calliantha 1,75 1,35 5,64 0,92 11,15 70,4
P. spp. 1,32 2,3 4,93 1,27 9,75 80,15
P. mannii 2,33 1,82 4,64 1,36 9,17 89,32
P. multistriata 0,72 0,34 2,13 0,78 4,21 93,53
P. lundholmiae 0,18 0,52 1,39 0,81 2,75 96,29
Vrste (Velebitski kanal i Malostonski Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
zaljev) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razliitost/SD (%) oprinos (%)
P. calliantha 4,93 1,35 10,72 1,38 17,28 17,28
P. pseudodelicatissma/cuspidata 3,32 5,34 10,39 1,23 16,75 34,03
P. subfraudulenta 1,67 2,75 7,63 1,02 12,3 46,33
P. linea 2,31 0,24 6,3 0,68 10,15 56,47
P. delicatissima kompleks 1,6 3,35 6,29 1,38 10,14 66,61
P. spp. 2 2,3 5,51 1,37 8,89 75,5
P. mannii 2,49 1,82 5,48 1,44 8,83 84,33
P. galaxiae 0,25 1,86 4,65 0,86 7,5 91,83
P.sp. 1 0,52 0 1,57 0,37 2,54 94,37
P. fraudulenta 0,47 0 1,44 0,37 2,32 96,69
Vrste (Kastelanski zaljev i Malostonski ~ Prosje¢na Prosje¢na Doprinos Kumulativni
zaljev) brojnost  sli¢nost Sli¢nost/SD  Razlifitost/SD (%) oprinos (%)
P. pseudodelicatissma/cuspidata 6,39 5,34 8,53 1,31 18,91 18,91
P. subfraudulenta 0,76 2,75 6,86 0,92 15,2 34,11
P. delicatissima kompleks 5 3,35 6,57 1,36 14,56 48,68
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P. galaxiae 2,45 1,86 6,1 1,31 13,51 62,18

P. spp. 2,12 2,3 4,65 1,41 10,3 72,48
P. mannii 1,24 1,82 3,95 1,25 8,76 81,24
P. calliantha 0,97 1,35 3,85 0,99 8,54 89,78
P. lundholmiae 0,46 0,52 1,84 0,89 4,07 93,85
P. linea 0,16 0,24 0,91 0,53 2,01 95,86

Tijekom zime dominirala je vrsta P. delicatissima kompleksa (27,8%), P. calliantha (19,0%) i P.
galaxiae (16,7%). Vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata (8,7%) i P. subfraudulenta (8,3%) su
umjereno zastupljene, dok su P. linea i P. spp. zabiljezene s udjelima do 6%. Manje brojnosti biljeze
P. mannii, P. multistriata i P. lundholmiae (3,6%, 1,7% i 1,5%), dok P. fraudulenta i P. sp.
circumpora nisu zabiljezene. Tijekom jeseni, zajednicom su dominirale vrste P. subfraudulenta
(24,1%), P. calliantha (19,8%), P. pseudodelicatissima/cuspidata (17,4%) i kompleks P.
delicatissima (13,2%), koje su zajedno ¢inile vise od 70% ukupne brojnosti. Uz njih su u umjerenim
udjelima bile prisutne vrste P. mannii (11,6%) i P. galaxiae (5,1%), dok su ostale vrste, poput P.
fraudulenta, P. multistriata, P. linea, P. lundholmiae i P. brasiliana bile rijetke (<1%). U proljece,
P. pseudodelicatissima/cuspidata je zadrzala visoku brojnost (51,6%) te ostala dominantna vrsta,
dok su vrste kompleksa P. delicatissima (18,2%) i P. linea (10,8%) bile zastupljene od 18,2% i
10,8%. Manje zastupljene su bile P. spp. (7,8%), P. mannii (4,6%) i P. calliantha (4,4%), dok P.
brasiliana i P. multistriata nisu bile zabiljeZzene. U ljetnom razdoblju zajednica je pokazala
smanjenu raznolikost, uz izrazitu dominaciju vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata, koja je ¢inila
58,9% ukupne brojnosti. Vrste kompleksa P. delicatissima (13,8%), P. spp. (8,6%), P. mannii
(7,7%) i P. calliantha (6,9%) bile su prisutne u manjim udjelima tijekom ljetnog razdoblja. Sve
ostale vrste, ukljucujuci P. brasiliana, P. fraudulenta, P. linea, P. lundholmiae, P. multistriata i P.
sp. circumpora, su potpuno izostale (Slika 3.17). Vrste P. calliantha, P. delicatissima i P.
pseudodelicatissima bile visoko ucestale na svim postajama. Suprotno tome vrste poput P.
brasiliana, P. fraudulenta i P. multistriata su zabiljezene samo na dvije postaje, dok je P. sp. 1
pronadena samo u Kastelanskom zaljevu. Vrste P. galaxiae, P. linea i P. mannii zabiljeZene su na
svim podru¢jima sa manjom ucestalo$¢u. Slika 3.15 prikazuje dvodimenzinalnu ordinacije glavnih
koordinata (PCoA) i raspored uzoraka Pseudo-nitzschia. Uoc¢eno je grupiranje zimskih i proljetnih,
odnosno ljetnih 1 jesenskih uzoraka koji zauzimaju polozaj u suprotnom dijelu dijagrama. Vrste P.
pseudodelicatissima/cuspidata, P. delicatissima kompleks, P. calliantha, P. mannii, P. galaxiae, P.
subfraudulenta i P. spp. su bile zastupljene u svim sezonama, pri ¢emu P.
pseudodelicatissima/cuspidata dominira. Vrste P. brasiliana, P. fraudulenta, P. multistriata i P. sp.
1 javljale su se povremeno, najcesce u jesen ili zimu, s vrlo niskom brojnoscu.
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PCoA Dijagram - Sezona i vrste
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Slika 3.16. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata (PCoA) prikazuje distribuciju
roda Pseudo-nitzschia u odnosnu na godisnja doba.
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Slika 3.17. prikazuje prostornu raznolikost zajednice Pseudo-nitzschia izmedu analiziranih postaja
dvodimenzionalnom PCoA ordinacijom koordinata.

PCoA Dijagram - Podrugje i vrste

P. delicatissima kompleks
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;(c; 00 ~. ® Kastelanski zaljev
o P linea Malostonski zaljev

" pseudodelicatissma/cuspidata F. mannii

-1.0 -0.5 0.0 0.5
PCoA1 (37.2%)

Slika 3.17. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata (PCoA) prikazuje distribuciju
roda Pseudo-nitzschia u odnosnu na postaje.
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3.3. Morfoloska obiljezja Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka

Tablica 3.8. Morfometrijska obiljezja Pseudo-nitzschia vrsta iz okolisnih uzoraka. Podaci koji su
oznaceni podebljano prikazuju najmanje i najveée vrijednosti (raspon), dok su srednje vrijednosti i
standardne devijacije navedene ispod. Broj mjerenja (n) naveden je u zagradama ispod svake vrste.
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5 Sredisnja  Fibule u 10 Poroidiul Redovi Band strije u10
Vrsta Sirina (um)  DuzZina (nm)  pora pm Interstrije u 10 pm pm poroida pm
P. brasiliana 1,97-2,56 30,87-38,96 0/1 22-25 22-28 8-9 2 /
(n=17) 2,24+0,17  35,69+2,40 23,82+0,81 24,71+1,25
P. calliantha 1,08-1,99 48,74-116,24  0/1 16-23 30-40 4-6 1 3-6
(n=300) 1,47+0,18 92,0049,30 18,74+1,38 35,55+2,00 5,00+0,27 4,20+0,54
P. delicatisisma kompleks 0,89-1,84 37,72-102,63 1 19-26 36-43 8-14 1-2 0,35-5
(n=617) 1,20+0,19 63,98+11,10 23,23+1,40 39,98+ 1,64 11,27+1,06 3,43+ 0,52
P. fraudulenta 4,32-6,06 66,02-109,49 1 19-23 22-24 6 2 3-4,50
(n=12) 5,14+0,46 87,43+17,28 20,91+1,04 23,2240,83 610 3,64+0,56
P. galaxiae 0,79-60,15 7,61-74,84 1 17-58 50-66 59,79+11,31 0-19
(n=204) 1,74+50,00  29,00+47,54 22,60+29,00 7,44+13,43
P. linea 1,74-2,55 13,69-32,78 0 19-23 37-46 8-11 2 /
(n=88) 2,12+0,16 21,28+3,80 20,95+0,93 41,23+1,52 9,46+0,65
P. lundholmiae 1,86-2,62 37,15-60,81 1 15-21 32-34 5-6 1-2 2-5
(n=24) 2,11+0,21 47,89+8,57 17,36+1,29 32,76x0,66 5,30+0,47 3,71+0,61
P. mannii 1,08-1,94 52,99-131,06 1 16-23 31-41 4-6 1-2-3-4  3-6
(n=220) 1,51+0,17 88,94+13,00 19,53+1,28 39,94+1,25 5,01+0,31 4,13+0,54
P. multistriata 1,88-2,84 43,64-72,73 0 23-26 35-40 10-12 /
(n=14) 2,32+0,24 63,93+8,17 24,38+0,89 38,31+1,20 11,38+0,62 2
P. pseudodelicatissima/cuspidata  1,02-1,98 49,81-161,28 1 16-25 31-41 4-7 1-2-3-4  2,5-6
(n=1031) 1,43+0,14 93,15+14,25 19,73+1,38 35,56+1,59 5,09+0,43 4,07+0,54
P. subfraudulenta 2,87-5,37 85,52-156,48 1 12-18, 23-26 5-6 1-2-3 3-6
(n=170) 4,01+0,40 117,7+£14,22 14,37+1,00 24,21+0,64 5,51+0,50 4,10+0,48
P. spp. 1,14-2,34 69,3-131,94 1 16-36 32-46 1-6 1 3-19
(n=134) 1,58+0,23 88,51+13,57 19,74+1,87 35,36+1,62 4,88+0,46 4,33+1,41
P.sp.1 1,38-1,68 84,22-94,03 1 16-18 35-37 5 1 4-5
(n=7) 1,54+0,10 89,16+3,66 17,14+0,90 36,14+0,69 540 4,14+0,38

48



3.3.1. Pseudo-nitzschia brasiliana Lundholm, Hasle i Fryxell

Utvrdeno je da su stanice stanice P. brasiliana u valvalnom polozaju bile gotovo linearnog oblika s
zaobljenim krajevima (Slika 3.22.). ZabiljeZena je duljina stanice od 30,87 do 38,96 um. Sirina je
iznosila od 1,97 do 2,56 um. Rafa je bila kontinuirana bez sredi$nje pore, dok je u jednoj stanici
srediSnja pora bila prisutna. Fibule i interstrije bile su pravilno rasporedene, skoro jednake po broju
I poravnate. Broj fibula iznosio je 22-25 u 10 um, a broj interstrija 22-28 u 10 pm. Strije su bile
perforirane u 2 reda poroida. Broj poroida u 1 um bio je 8-9.
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Slika 3.22. Pseudo-nitzschia brasiliana: (a) cijela valva, SEM; (b) sredisnji dio valve bez sredisnje
pore; (c) zaobljeni kraj stanice. Mjerne skale: (a) 10 um; (b) 1 um; (c) 500 nm.

3.3.2. Pseudo-nitzschia linea Lundholm, Hasle i Fryxell

Stanice su bile blago silificirane i linearne u valvalnom polozaju sa Siroko zaobljenim vrhovima
(Slika 3.23.). Apikalne i transapikalne osi bile su 13,69-32,78 um duzine i 1,74-2,55 pm S$irine.
Gustoca interstrija bila je dvostruko veca od gustoce fibula. Broj fibula bio je 1923, a broj interstrija
bio je 37-46 u 10 um. Strije su sadrzavale 8-11 pora u 1 um, a bile su perforirane u 2 reda poroida.
Zabiljezena je nepravilna raspodjela interstrija, pri ¢emu su se dvije interstrije spojile.

Slika 3.23. Pseudo-nitzschia linea: (a) cijela valva, SEM; (b) sredi$nji dio valve bez sredi$nje pore;
(¢) siroko zaobljeni vrhovi stanice. Mjerne skale: (a) 10 um; (b) 1 um; (c) 500 nm.

3.2.3. Pseudo-nitzschia lundholmiae Lim, Teng, Leaw, Lim
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Duzina stanice P. lundholmiae bila je 37-15-60,18 pum, a Sirina 1,86-2,62 pm. U svim stanicama je
zabiljeZena srediSnja pora. Stanice su bile lanceolatne i simetri¢ne u valvalnom polozaju (Slika
3.24.). U bo¢nom poloZzaju stanice su bile sigmoidnog oblika. Broj fibula u 10 um bio je 15-21, a
broj interstrija u 10 um bio je 32-34. Strije su bile perforirane u 1-2 redova poroida, a sadrzavale
su 5-6 poroida u 1 um. Krajevi stanice bili su zaobljeni. Pore su podjeljene na 1 do 2 sektora, rijetko
na 3, dok neke pore nisu bile podjeljene na sektore. Strije u valvocopuli su bile heksagonalne.

Slika 3.24. Pseudo-nitzschia lundholmiae: (a) cijela valva, SEM; (b) sredi$nji dio valve sa
sredi$njom porom. Mjerne skale: (a) 10 um; (b) 500 nm.

3.2.2. Kuvaliteta sekvenciranja i obrada okolisnih podataka dobivenih molekularnom analizom
(metabarkodiranje)

Za analizu metabarkodiranjem ITS1 i rbcL genske regije ukupno je poslano 96 uzoraka. Prije slanja
na sekvenciranje svim uzorcima je izmjerena DNA koncentracija Qubit fluorometrom (Prilog 5), a
prilikom izolacije nisu uocena odstupanja koja bi upuéivala na tehnicke poteskoce u pripremi
uzoraka. Tijekom PCR umnazanja i sekvenciranja doslo je do gubitka dijela uzoraka, $to je
rezultiralo neujednac¢enim brojem uspje$nih tehnickih replika medu podrucjima. Zbog toga nije bilo
moguce zadrZati jednak broj replika za sve uzorke. Statisticka obrada provedena je iskljucivo na
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temelju morfoloskih podataka. Ovakva ograniCenja predstavljaju ¢estu pojavu u istrazivanjima
okoli$nih uzoraka te ne upucuju na pogreske u eksperimentalnom dizajnu ili provedbi istrazivanja.

Od ukupno 96 prikupljenih uzoraka, PCR umnazanje ITS1 genske regije nije bilo uspjesno za 24
uzoraka, koji su iskljuceni iz daljnje obrade. Preostala 72 uzorka ukljucena su u bioinformaticku
obradu i provjeru kvalitete sekvenci. Nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci prema kriterijima
kvalitete, zadrzano je ukupno 39 uzoraka koji su sadrzavali dovoljan broj visokokvalitetnih sekvenci
za daljnje analize, odnosno u 39 uzoraka je zabiljeZzen rod Pseudo-nitzschia. Nakon denoisinga i
zavrS$ne obrade sekvenci ITS1 regije, identificirano je ukupno 54 ASV-a roda Pseudo-nitzschia.
Svaki ASV predstavlja jedinstvenu ITS1 sekvencu, a njegova brojnost odredena je po pojedinom
uzorku, §to omoguéuje uvid u genetsku raznolikost i raspodjelu unutar roda. ASV-ovi ITS1 regije
pokazali su izrazenu heterogenost u pojavnosti i abundanciji. Pojedini ASV-ovi bili su detektirani u
samo jednom uzorku, dok je najrasprostranjeniji ASV zabiljezen u 12 uzoraka. Ukupna brojnost
ASV-ova znacajno je varirala, s vrijednostima od niskih abundancija pa do 4394 ocitanja za
najbrojniji ASV. Taksonomska identifikacija ITS1 ASV-ova obuhvatila je vise vrsta Pseudo-
nitzschia, ukljuéujuc¢i P. allochrona, P. brasiliana, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta,
P. galaxiae, P. linea, P. lundholmiae, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima, P.
subfraudulenta, kao i ve¢i broj ASV-ova identificiranih na razini roda (P. sp.) zbog visoke sli¢nosti
ITS1 sekvenci medu blisko srodnim vrstama. Dominantni ASV-ovi, 0sobito oni povezani s
kompleksom P. delicatissima, ¢inili su znatan udio ukupne ITS1 brojnosti te su bili prisutni u ve¢em
broju uzoraka, $to ukazuje na njihovu Siroku prostorno-vremensku rasprostranjenost. Velik broj
ITS1 ASV-ova imao je nisku ukupnu abundanciju i ograni¢enu pojavnost, $to upucuje na postojanje
rijetkih ili lokalno specificnih genotipova. Ovakav obrazac raspodjele ASV-ova potvrduje visoku
razlucivost ITS1 regije za detekciju fine genetske varijabilnosti unutar roda Pseudo-nitzschia. Za
rbcL genski biljeg nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci, u daljnju analizu uklju¢ena su 44 uzorka
koja su zadovoljila definirane kriterije kvalitete i u kojima je zabiljezen rod Pseudo-nitzschia. Nakon
zavr$ne obrade podataka metabarkodiranja i denoisinga sekvenci rbcL regije, identificirano je
ukupno 65 ASV-ova roda Pseudo-nitzschia. Svaki ASV predstavlja jedinstvenu rbcL sekvencu, a
njegova brojnost je kvantificirana po pojedinom uzorku. ASV-ovi su pokazali izrazito heterogenu
raspodjelu medu uzorcima. Pojedini ASV-ovi bili su prisutni u samo jednom uzorku, dok je
najrasprostranjeniji ASV zabiljezen u ukupno 20 uzoraka. Ukupna brojnost pojedinih ASV-ova
takoder je znacajno varirala, pri cemu se kretala od nekoliko pojedina¢nih sekvenci do 7 005 ocitanja
za najbrojniji ASV. Taksonomska pripadnost ASV-ova obuhvacala je vise vrsta ukljucujuci P.
allochrona, P. americana/linea, P. calliantha, P. delicatissima, P. galaxiae, P. hasleana, P. manni,
P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P. subfraudulenta te ASV-ove identificirane isklju¢ivo na
razini roda. Dominantni ASV-ovi, uglavnom povezani s vrstama iz kompleksa Pseudo-nitzschia
delicatissima, ¢inili su znacajan udio ukupne rbcL sekvencijske abundancije te su bili prisutni u
ve¢em broju uzoraka, $to upucuje na njihovu $iroku prostorno-vremensku rasprostranjenost i
potencijalnu ekolosku vaznost. Suprotno tome, velik broj ASV-ova imao je nisku abundanciju i
ograni¢enu pojavnost, Sto ukazuje na postojanje rijetkih ili lokalno specificnih genotipova unutar
analiziranih zajednica.
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3.3. Molekularno odredivanje vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka rbcL genskim biljegom

Od ukupno 96 prikupljenih uzoraka, PCR umnazanje rbcL genske regije nije bilo uspjesno za 24
uzoraka, koji su iskljuceni iz daljnje obrade. Preostala 72 uzorka ukljucena su u bioinformaticku
obradu i provjeru kvalitete sekvenci. Nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci prema Kriterijima
kvalitete, zadrzano je ukupno 44 uzoraka koji su sadrzavali dovoljan broj visokokvalitetnih sekvenci
za daljnje analize, odnosno u 44 uzoraka je zabiljeZzen rod Pseudo-nitzschia. Nakon denoisinga i
zavrS$ne obrade sekvenci ITS1 regije, identificirano je ukupno 64 ASV-a roda Pseudo-nitzschia.
Filogenetska analiza temeljena na rbcL sekvencama metabarkodiranja pokazala je jasno razdvajanje
unutar roda Pseudo-nitzschia, pri ¢emu su odredene sekvence grupirane u vise dobro podrzanih
filogenetskih grupa koje odgovaraju pojedinim vrstama (Slika 3.18). Vecina glavnih ¢vorova
pokazuje visoke vrijednosti statistiCke potpore, §to upucuje na stabilne filogenetske odnose medu
analiziranim taksonima. Sekvence dodijeljene vrstama P. delicatissima, P. calliantha, P. galaxiae,
P. multistriata, P. hasleana, P. mannii, P. pseudodelicatissima, P. subfraudulenta i P. allochrona
tvore uglavnom monofiletske skupine s jasnim razdvajanjem izmedu pojedinih linija. Unutar
pojedinih grupa uocava se odredeni stupanj unutarnje filogenetske raznolikosti, vidljiv kroz
grananje sekvenci unutar istih vrsta. Pojedine sekvence grupirane su u nedefinirane ili prijelazne
skupine oznacene kao Pseudo-nitzschia sp., Pseudo-nitzschia sp. (americana/linea) i Pseudo-
nitzschia sp. (mannii/calliantha), $to upucuje na to da je analizirani dio rbcL genskog biljega
identi¢an ili vrlo sli¢an izmedu navedenih vrsta. Skupina Pseudo-nitzschia sp. (americana/linea)
tvori zasebnu, jasno izdvojenu grupu s vrlo visokom ¢vornom potporom (100%) te je odredena u
Malostonskom i Sibenskom zaljevu, dok nije odredena u Kastelanskom zaljevu ni u Velebitskom
kanalu. Relativna abundancija sekvenci ove skupine je niska do umjerena. Skupina Pseudo-
nitzschia sp. (mannii/calliantha) takoder formira kompaktnu i jasno izdvojenu grupu s vrlo visokom
¢vornom potporom (100%). Sekvence ove skupine odredene su u Kastelanskom i Malostonskom
zaljevu te u Velebitskom kanalu, dok nisu odredene u Sibenskom zaljevu, a njihova relativha
abundancija je niska. Analiza prostorne raspodjele pokazuje da se sekvence iz svih istrazivanih
podrucja pojavljuju unutar istih filogenetskih grupa, bez jasnog geografskog strukturiranja unutar
stabla. Veli¢ina simbola, koja odrazava relativnu abundanciju sekvenci, ukazuje na dominaciju
odredenih vrsta, osobito unutar kompleksa P. delicatissima, P. calliantha i P. multistriata. Prema
podacima metabarkodiranja rbcL gena, najveca raznolikost vrsta Pseudo-nitzschia zabiljezena je u
Kastelanskom zaljevu, gdje je odreden najveci broj razli¢itih taksonomskih linija, ukljuéujuéi jasno
razdvojene grupe P. delicatissima i P. calliantha, kao i prisutnost vrsta P. multistriata, P. galaxiae
i P. pseudodelicatissima. Ovo podrucje takoder pokazuje visoku brojnost dominantnih vrsta. U
Malostonskom zaljevu zabiljeZzena je umjerena raznolikost, pri ¢emu su sekvence dominantno
grupirane unutar nekoliko filogenetskih grupa, s izrazenom brojnoS¢u pojedinih vrsta, osobito
unutar kompleksa P. delicatissima. Sibenski zaljev karakterizira manji broj zabiljeZzenih vrsta roda
Pseudo-nitzschia te niza ukupna brojnost u usporedbi s prethodna dva podrucja, pri ¢emu su
sekvence uglavnom bez izraZenog unutarnjeg grananja. U Velebitskom kanalu zabiljeZena je najniza
raznolikost i brojnost sekvenci, a odredene sekvence pripadaju manjem broju vrsta. Na razini
pojedinih vrsta, ASV-ovi vrste Pseudo-nitzschia galaxiae grupiraju se u jasno izdvojenu grupu s
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visokom ¢vornom potporom (= 0,99) te su odredeni u svim istrazivanim podrucjima, uz umjerenu
do visoku abundanciju. Vrsta P. hasleana pokazuje jasno grupiranje s ¢vornim potporama u rasponu
od priblizno 0.98 do 1, a sekvence ove vrste odredene su u viSe podrucja, s najvec¢im brojem zapisa
u Kastelanskom i Sibenskom zaljevu. ASV-ovi vrste P. mannii tvore stabilnu grupu s visokom
&vornom potporom (= 0,99) te su odredeni u Kastelanskom, Malostonskom i Sibenskom zaljevu,
dok su u Velebitskom kanalu rjedi. Vrsta P. multistriata formira dobro podrzanu grupu s ¢vornom
potporom priblizno 1 (100%) te je odredena u svim podrucjima, s veéim relativnim abundancijama
zabiljezenima u Sibenskom zaljevu i Velebitskom kanalu. Vrsta P. pseudodelicatissima jasno je
izdvojena s visokom ¢vornom potporom (100%), a sekvence ove vrste odredene su u Kastelanskom
i Sibenskom zaljevu te u Velebitskom kanalu, dok su u Malostonskom zaljevu slabije zastupljene.
ASV-ovi vrste P. allochrona grupiraju se zasebno s vrlo visokom ¢vornom potporom (100%) te su
odredeni u Kastelanskom i Malostonskom zaljevu te u manjem broju zapisa u Sibenskom zaljevu.
Vrsta P. calliantha tvori manju, ali jasno definiranu grupu s ¢vornom potporom oko 0,99 te je
odredena u Kastelanskom i Malostonskom zaljevu. P. subfraudulenta pokazuje jasno grupiranje s
visokom ¢vornom potporom, a sekvence ove vrste odredene su u ogranicenom broju podrudja,
ponajprije u Kastelanskom i Sibenskom zaljevu, uz niZe relativne abundancije.
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Slika 3.18. Prikaz raspodjele sekvenci metabarkodiranja okolisnih uzoraka roda Pseudo-nitzschia
izmedu Cetiri istrazivana podrudja (Kastelanski zaljev, Malostonski zaljev, Sibenski zaljev i
Velebitski kanal), temeljen na rbcL markeru. Slika omoguéuje usporedbu relativne brojnosti
sekvenci pojedinih vrsta medu podruéjima te ukazuje na razlike u zastupljenosti.

Kruzni dijagram rbcL genskog biljega prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda
Pseudo-nitzschia po istrazivanim podruc¢jima. Vanjski dijelovi dijagrama predstavljaju pojedina
podrucja i vrste, dok debljina povezujuéih traka odrazava relativnu brojnosti sekvenci pojedine vrste
unutar odredenog promatranog podrucja (Slika 3.19.). Kastelanski zaljev pokazuje najvisu ukupnu
brojnost i najve¢i doprinos vec¢ine odredenih vrsta roda Pseudo-nitzschia. Posebno se istie visoka
brojnost vrsta P. delicatissima i P. calliantha, koje ¢ine dominantan dio vrsta iz ovog podrucja. Uz
navedene vrste, u Kastelanskom zaljevu prisutne su i P. multistriata, P. galaxiae, P.
pseudodelicatissima te manji udio sekvenci oznacenih kao Pseudo-nitzschia sp., $to upucuje na
visoku i izrazenu raznolikost. U Malostonskom zaljevu zabiljezena je umjerena ukupna raznolikost
pri ¢emu dijagram pokazuje izrazene veze s vrstama P. delicatissima i P. multistriata, dok su ostale
vrste zastupljene u manjem udjelu. Raspodjela sekvenci upucuje na dominaciju ograni¢enog broja
vrsta, uz manju ukupnu raznolikost u usporedbi s Kastelanskim zaljevom. Sibenski zaljev
karakterizira niza brojnost i manji broj odredenih vrsta. Povezujuce trake upucuju na prisutnost
nekoliko dominantnih vrsta, prvenstveno unutar kompleksa P. delicatissima, dok su ostale vrste
slabo zastupljene ili odsutne. Velebitski kanal pokazuje najnizu brojnost i najuzi raspon detektiranih
vrsta. Dijagram ukazuje na ograni¢enu prisutnost roda Pseudo-nitzschia, s malim brojem sekvenci
povezanih s pojedinim vrstama, bez izrazenog doprinosa ijedne dominantne linije. Ukupno, kruzni
dijagram potvrduje izraZene razlike u brojnosti i sastavu roda Pseudo-nitzschia izmedu istrazivanih
podrucja. Kastelanski zaljev istiCe se kao podrucje s najvisom ukupnom brojnosti i najve¢om
raznolikoS¢u vrsta, dok Velebitski kanal pokazuje najslabiji signal. Ovi rezultati u skladu su s
filogenetskom analizom rbcL markera.

56



00 9000 10000

000
o Bo00 O s
P. de“Oa“

Slika 3.19. Kruzni dijagram koji prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda Pseudo-nitzschia temeljeno na rbcL markeru. Debljina
povezujucih linija odrazava udio pojedinih vrsta unutar svakog podrucja.
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3.4. Molekularno odredivanje vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka ITS1 genskim biljegom

Filogenetsko stablo temeljeno na okolisnim uzorcima ITS1 gena prikazuje jasnu filogenetsku
strukturu unutar analiziranog skupa podataka (Slika 3.20.). Sekvence se grupiraju u nekoliko jasno
odvojenih grupa ukljuc¢ujuéi P. delicatissima, P. calliantha, P. fraudulenta, P. galaxiae, P.
multistriata, P. pseudodelicatissima i druge. Vecina unutarnjih ¢vorova pokazuje visoke vrijednosti
potpore, $to upucuje na stabilne i pouzdane filogenetske odnose medu analiziranim ASV-ovima.
Unutar pojedinih vrsta prisutno je viSe ASV-ova, §to ukazuje na unutarspecificnu genetsku
raznolikost ili koegzistenciju viSe sojeva iste vrste u okoliSu. Analiza pokazuje da su mnoge vrste
roda Pseudo-nitzschia prisutne na viSe istrazivanih podrudja, ali s izrazenim razlikama u
abundanciji, $to upucuje na prostorne varijacije u strukturi zajednice. Pojedine grupe dominirale su
ASV-ovima iz odredenih podrucja, §to moze odrazavati lokalne okoliSne uvjete i ekolosku
prilagodbu populacija. Vrste poput P. delicatissima i P. allochrona pokazuju visoku abundanciju i
Siroku prostornu rasprostranjenost, s ASV-ovima prisutnima u svim ili ve¢ini istrazivanih podrucja.
Posebno su brojni ASV-ovi s vetom abundancijom zabiljeZeni u Kastelanskom i Sibenskom
zaljevu, $to upucuje na to da ova podrucja predstavljaju povoljne uvjete za razvoj populacija iz P.
delicatissima kompleksa. Suprotno tome, neke vrste, poput P. subfraudulenta i P.
pseudodelicatissima, pokazuju ograni¢eniju prostornu rasprostranjenost i nizu abundanciju ASV-
ova. Njihova pojava je ¢eS¢e vezana uz jedno ili dva podrucja, §to moze upucivati na uzu ekolosku
niSu ili specifi¢ne okolisSne zahtjeve. Takav obrazac posebno dolazi do izrazaja u Malostonskom
zaljevu, gdje se pojedine vrste pojavljuju s umjerenom, ali stabilnom abundancijom. Vrste P.
multistriata i P. fraudulenta formiraju jasno prepoznatljive grupe, ali s izraZzenim razlikama u
abundanciji medu podru¢jima. ASV-ovi visoke abundancije ¢e$¢e su zabiljezeni u Sibenskom i
Kastelanskom zaljevu, dok su u Velebitskom kanalu prisutni u manjem broju i s nizom relativnom
zastupljenoS¢u. Vecina grupa ima visoke ¢vorne potpore, pri ¢emu su vrijednosti potpore za glavne
¢vorove uglavnom > 0,96, a u vise slucajeva iznose 0,99 ili 1. To ukazuje na stabilno grupiranje
ASV-ova unutar pojedinih vrsta. Grupa P. delicatissima obuhvaca najveci broj ASV-ova te
pokazuje Siroku prostornu rasprostranjenost, s prisutno$¢u u svim istrazivanim podrué¢jima. ASV-
ovi ove vrste prikazani su u Sirokom rasponu abundancija, ukljucujucéi i najvise vrijednosti. Glavni
¢vor koji povezuje ASV-ove P. delicatissima ima visoku ¢vornu potporu (= 0,99), dok su unutarnji
¢vorovi takoder visoko podrzani (= 0,96-0,99). ASV-ovi pripisani vrsti P. allochrona formiraju
jasno izdvojenu grupu s visokom ¢vornom potporom (=< 0,99). Ova vrsta prisutna je u vise podrucja,
a abundancija ASV-ova varira, s veéim simbolima zabiljezenima u Kastelanskom i Sibenskom
zaljevu. Vrsta P. fraudulenta tvori kompaktnu grupu s visokom ¢vornom potporom (= 0,99). ASV-
ovi ove vrste zabiljezeni su u svim podrucjima, ali s razli¢itim abundancijama, pri ¢emu su vece
abundancije vidljive u Kastelanskom i Sibenskom zaljevu. ASV-ovi P. galaxiae grupiraju se u jasno
definiranu grupu s ¢vornom potporom oko 0,99. Ova vrsta prisutna je u vise podrucja, a abundancija
ASV-ova uglavnom je niska. Vrsta P. calliantha pokazuje visoku ¢vornu potporu (= 0,99) te
obuhvaca ASV-ove prisutne u vise podrucja. ASV-ovi vrste P. multistriata grupiraju se s visokom
¢vornom potporom (= 0,99). Ova vrsta prisutna je u vise podrucja, a abundancija ASV-ova varira,
s ve¢im vrijednostima zabiljezenima u zaljevima u odnosu na Velebitski kanal. Vrste P. mannii, P.
linea i P. lundholmiae formiraju manje grupe s manjim brojem ASV-ova, ali s vrlo visokim ¢vornim
potporama (= 1). ASV-ovi ovih vrsta pokazuju ogranic¢eniju prostornu rasprostranjenost i uglavnom
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nize abundancije. Grupa P. pseudodelicatissima pokazuje jasno grupiranje ASV-ova s ¢vornim
potporama u rasponu od priblizno 0,97 do 1. Ova vrsta prisutna je u vise podrucja, s umjerenim
abundancijama. ASV-ovi P. subfraudulenta tvore zasebnu grupu s visokom ¢vornom potporom (=
0,99). Ova vrsta prisutna je u manjem broju podrucja, a abundancija ASV-ova je uglavnom niska.
ASV-ovi oznaceni kao P. sp. ne grupiraju se u jedinstvenu, visoko podrzanu grupu, ve¢ se nalaze u
blizini drugih vrsta, s ¢vornim potporama pojedinih unutarnjih ¢vorova nizim u odnosu na ostale
grupe (= 0,90-0,96).
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Slika 3.20. Prikaz raspodjele sekvenci metabarkodiranja okoli$nih uzoraka roda Pseudo-nitzschia izmedu Eetiri istrazivana podrudja (Kastelanski
zaljev, Malostonski zaljev, Sibenski zaljev i Velebitski kanal), temeljen na 1TS1 markeru. Slika omoguéuje usporedbu relativne brojnosti
sekvenci pojedinih vrsta medu podruéjima te ukazuje na razlike u zastupljenosti.
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Kruzni dijagram prikazuje raspodjelu ITS1 sekvenci roda Pseudo-nitzschia izmedu Cetiri istrazivana
podrucja. Debljina povezujuéih linija izmedu pojedinih podrucja i vrsta proporcionalna je relativnoj
abundanciji pripadaju¢ih ASV-ova, ¢ime je prikazan doprinos pojedine vrste ukupnoj abundanciji
u odredenom podru¢ju (Slika 3.21.) Najizrazenije povezujuce linije zabiljezene su izmedu
Velebitskog kanala i Sibenskog zaljeva §to odrazava najvece vrijednosti relativne abundancije ITS1
sekvenci u tim podruc¢jima. Vrsta P. delicatissima povezana je s najve¢im brojem podrucja, pri ¢emu
su debljine povezujucih linija prema svim podru¢jima medu najveéima u prikazu. IzraZene
povezujuce linije takoder su uoc¢ene kod vrsta P. fraudulenta i P. galaxiae, koje pokazuju snaznu
povezanost s vise podrucja. P. allochrona i P. calliantha pokazuju umjerene debljine povezujuéih
linija prema svim podrué¢jima, dok su povezujuée linije kod vrsta P. multistriata, P. mannii, P. linea
i P. lundholmiae tanje i ¢esto ograni¢ene na jedno ili dva podrucja. Vrsta P. pseudodelicatissima
pokazuje povezujuée linije srednje debljine prema svim podrucjima, dok P. subfraudulenta ima
tanke povezujuce linije, Sto odrazava nizu relativnu abundanciju u ukupnom skupu podataka.
Skupina ASV-ova oznacena kao P. sp. pokazuje izrazite povezujuce linije prema svim podrué¢jima,
osobito prema Sibenskom zaljevu i Velebitskom kanalu, §to odrazava znacajan udio sekvenci koje
nisu prepoznate do razine vrste.
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Slika 3.21. Kruzni dijagram koji prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda Pseudo-
nitzschia temeljeno na ITS1 markeru. Debljina povezujucih linija odrazava udio pojedinih vrsta
unutar svakog podrucja
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4. RASPRAVA

U ovom je istrazivanju po prvi put na podru¢ju srednjeg Jadrana primijenjena sveobuhvatna
kombinacija morfoloskih analiza pretraznim elektronskim mikroskopom te molekularnih metoda,
ukljuujuéi Sanger sekvenciranje i visoko proto¢no sekvenciranje (metabarkodiranje). Takav
integrirani pristup pokazano je da se najveca taksonomska preciznost postize upravo kombiniranjem
morfoloskih i molekularnih podataka (Orsini i sur., 2004; Lundholm i sur., 2012). Sveobuhvatnom
primjenom razli¢itih pristupa omoguéena je pouzdana identifikacija taksonomske strukture
istrazivane zajednice Pseudo-nitzschia. Morfoloski detalji prikazani SEM-om uskladeni su s
molekularnim sekvencama, ¢ime je postignuta razlucivost vrsta koja se u ovom rodu rijetko moze
posti¢i samo koriStenjem jedne metode, zbog ucestale pojave kriptickih i1 pseudokriptiCkih vrsta
(Hasle, 1994; Amato 1 sur., 2007). Integrirana taksonomska slika zajednice, omogucila je
interpretaciju obrazaca sezonalnosti 1 distribucije te njihovo usporedivanje s dosadasnjim
istrazivanjima u Jadranu i Sirem Mediteranu (Caroppo i sur., 2005; Mari¢ Pfannkuchen i sur., 2011;
Godrijan i sur., 2020).

Ovaj se rod ve¢ desetlje¢ima biljezi kao redoviti 1 vazni sastavni dio jadranskog fitoplanktona, a
njegovo je sudjelovanje u sezonskim maksimumima primarne proizvodnje vise puta dokumentirano
(Mari¢ 1 sur., 2018). Prvi detaljniji morfoloSki opisi pripadnika roda u Jadranu omogucéeni su
sredinom 20. stoljeca razvojem svjetlosne, a zatim i elektronske mikroskopije (Hasle, 1965). Kako
su se instrumenti usavrSavali, potvrdivana je velika raznolikost ovoga roda te njegova ovisnost o
sezonalnim 1 hidrografskim uvjetima, osobito u obalnim podrucjima i1 poluzatvorenim uvalama
(Totti 1 sur., 2000; Cerino i sur., 2005). Sve potvrdene vrste prethodno su ve¢ zabiljezene u razli¢itim
dijelovima Jadranskoga mora (Mari¢ Pfannkuchen, 2013; Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti 1
sur., 2021), ¢ime je potvrdeno da se srednjo-jadranska raznolikost uklapa u postojec¢i regionalni
taksonomski okvir. Primjenom kombiniranih metoda omoguéeno je razlu¢ivanje kripti¢nih i
pseudo-kripti¢nih vrsta. Opcenito je uocen visok stupanj morfoloske i genetske stabilnosti unutar
vecine vrsta, uz manja odstupanja koja se mogu pripisati utjecaju okoliSnih ¢imbenika poput
temperature, saliniteta i dostupnosti nutrijenata (Hansen i sur., 2011; Marchetti i Harrison, 2007),
¢ime je potvrdeno da se populacije srednjeg Jadrana uklapaju u $iri mediteranski i globalni raspon
varijabilnosti. Ovim je rezultatima osigurana ¢vrsta osnova za daljnje ekoloske interpretacije i
razumijevanje dinamike potencijalno toksi¢nih vrsta roda Pseudo-nitzschia u Jadranskome moru.

4.1 Morfoloska i filogenetska analiza kultura vrsta Pseudo-nitzschia

U ovom istrazivanju uspjesno je uspostavljeno 10 vrsta Pseudo-nitzschia: P. allochrona, P.
calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. hasleana, P. mannii, P. multistriata, P.
pseudodelicatissima i P. subfraudulenta. Time je potvrdeno da su u srednjem Jadranu prisutni svi
oblici raznolikosti unutar roda Pseudo-nitzschia - od morfoloski jasno prepoznatljivih vrsta do
kripti€nih 1 pseudo-kripti¢nih kompleksa za koje je potrebna molekularna potvrda. Vrste P.

63



subfraudulenta, P. fraudulenta i P. multistriata odredene su morfoloskom analizom (SEM) a potom
potvrdene trima genskim biljezima (Arapov i sur., 2020). Vrste P. hasleana i P. galaxiae potvrdene
su sekvenciranjem rbcL gena, nakon $to su ranije zabiljezene na temelju ITS i LSU genskih biljega
(Arapovisur., 2017) (Arapov isur., 2020). Sve vrste Pseudo-nitzschia utvrdene u ovom istrazivanju
ranije su ve¢ zabiljezene i odredene u drugim dijelovima Jadranskog mora (Mari¢ Pfannkuchen,
2013, Turk Dermastia i sur., 2020, Giulietti i sur., 2021).

Analiza kultura metodama morfoloskih i molekularnih obiljezja pruza vrijedan uvid u raznolikost
prirodnih populacija te omoguéuje bolju spoznaju o prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta Pseudo-
nitzschia. U okviru ovog istrazivanja, vrste P. calliantha i P. mannii zabiljeZene su na svim
istrazivanim podru¢jima, pri ¢emu je P. mannii izolirana i u svim godi$njim dobima (Bonaci¢ i sur.,
2025). Uz P. mannii, vrste: P. calliantha, P. delicatissima te P. pseudodelicatissima izolirane su
tijekom veceg dijela godine, Sto ukazuje na eurivalentno obiljeZje ovih vrsta. ViSe vrsta roda
Pseudo-nitzschia pokazuje eurivalentno ponaSanje, budué¢i da se javljaju u Sirokom rasponu
okolisnih uvjeta i tijekom veceg dijela godine, $to je ranije dokumentirano u Sredozemlju (Bates i
sur., 1998;Spatharis i sur., 2007; Moschandreou i Nikolaidis, 2010; Quijano-Scheggia i sur., 2010)
i u Jadranskome moru (Mari¢ Pfannkuchen D., 2013; Arapov i sur., 2017, 2020; Turk Dermastia i
sur., 2020; Giulietti i sur., 2021; Bonaci¢ i sur., 2025). Dobiveni rezultati potvrduju prethodna
istraZivanja u sjevernom Jadranu, koja pokazuju da se P. calliantha moze izolirati tijekom cijele
godine (Turk Dermastia i sur., 2020), dok je P. mannii prisutna u svim godi$njim dobima osim ljeti
(Giulietti i sur., 2021). Vrsta P. fraudulenta zabiljeZena je i potvrdena sekvenciranjem iskljucivo u
Kastelanskom zaljevu tijekom zimskih mjeseci (Bonaci¢ i sur., 2025). Njezina prisutnost na ovom
podrucju ranije je dokumentirana temeljem morfoloskih karakteristika tijekom zime (Arapov i sur.,
2017). U sjevernom Jadranu takoder je zabiljezena i potvrdena pojava vrste P. fraudulenta tijekom
zimskih mjeseci (Mari¢ Pfannkuchen, 2013; Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021). U
Jadranskome moru P. fraudulenta pokazuje izrazito jesensko—zimski obrazac pojavnosti, pri cemu
je u sjevernom Jadranu zabiljeZena isklju¢ivo u veljaci (Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti i sur.,
2021), dok je u srednjem Jadranu njezina prisutnost ograni¢ena na zimske mjesece u Kastelanskom
zaljevu (Arapov i sur., 2017; Bonaci¢ i sur., 2025). Prema nasem istrazivanju P. multistriata
pronadena je isklju¢ivo u Sibenskom zaljevu, premda je ranijim istraZivanjima njezina prisutnost u
tom podrucju potvrdena tijekom svih godi$njih doba (Arapov i sur., 2020), u ovom je istrazivanju
izolirana samo tijekom jeseni i zime (Bonacic i sur., 2025), §to je u skladu s opazanjima za sjeverni
Jadran (Turk Dermastia i sur., 2020).

Temeljem molekularnih podataka Sanger sekvenciranja, unutar kompleksa Pseudo-nitzschia
delicatissima razlikovane su dvije pseudo-kripti¢ne vrste: P. delicatissima i P. allochrona, koje su
jasno razaznate u svim analiziranim filogenetskim stablima. Jedina morfoloska razlika izmedu
spomenutih vrsta odnosila se na broj strija u valvocopuli, pri ¢emu je kod vrste P. allochrona
zabiljezeno od 43 do 45 strija u 10 pm, dok je kod vrste P. delicatissima broj traka iznosio od 48 do
51 striju. Ovi rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima u kojima je P. allochrona, ranije
identificirana kao P. cf. arenysensis, imala od 43 do 46 strija (Arapov i sur., 2020). Shodno tome,
Percopo i sur. (2022) navode od 46 do 50 strija u 10 um u valvocopuli, dok je prema Giulietti i sur.
(2021) opisana P. cf. arenysensis sa §irim rasponom od 42 do 52 strije. Lundholm i sur., (2002)
zabiljezili su manji broj strija kod vrste P. delicatissima (od 43 do 48 u 10 um). Tijekom istrazivanja
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uocCena je i razliCita sezonska distribucija izmedu kripti¢nih vrsta: P. delicatissima izolirana je
tijekom svih godiSnjih doba osim ljeta, dok je P. allochrona bila prisutna iskljucivo tijekom ljeta i
jeseni. Takva sezonska pojavnost u skladu je s ranijim istrazivanjima koja ukazuju na prisutnost P.
allochrona u Sredozemnom moru tijekom ljeta i jeseni (Arapov i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021,
Percopo i sur., 2022).

Pseudo-kriptiéne vrste unutar kompleksa P. pseudodelicatissima razlikovane su isklju¢ivo na
temelju molekularnih podataka, a unutar ovoga istrazivanja u kompleksu su zabiljezene vrste: P.
calliantha, P. mannii, P. hasleana i P. pseudodelicatissima. U skladu s istrazivanjem Smodlaka
Tankovi¢ i sur., (2022), nativne kulture vrste P. pseudodelicatissima nisu pokazale nukleotidne
razlike u rbcL genskoj regiji u usporedbi sa izolatima navedene vrste iz sjevernog Jadrana (GenBank
broj: MW271781.1). lako Lim i sur., (2018) isticu da razdvajanje pseudo-kripti¢nih vrsta P.
cuspidata i P. pseudodelicatissima jo$ nije kona¢no razjasnjeno, u ovom istrazivanju filogenetsko
stablo temeljeno na rbcL biljegu pokazalo je nukleotidne razlike medu P. cuspidata i P.
pseudodelicatissima, s usporednom genetskom udaljeno$c¢u od 0,0051, $to ukazuje na prosje¢nu
razliku od 0.51 % u genetskom materijalu izmedu usporedenih vrsta. Mala usporedna genska
udaljenost (0,0051) ukazuje na blisku srodnost i relativno nedavnu divergenciju vrsta unutar pseudo-
kripticnog kompleksa P. pseudodelicatissima. Morfoloski, vrste unutar P. pseudodelicatissima
kompleksa najvise su se razlikovale po broju sektora unutar poroida i broju band strija. Najveci broj
sektora unutar poroida zabiljezZen je u P. calliantha (2-11), zatim P. mannii (jedan do osam), dok je
P. pseudodelicatissima imala najmanji broj sektora (1-4). P. calliantha i P. mannii medusobno su
se preklapale u svim ostalim morfoloskim znacajkama, dok se P. pseudodelicatissima izdvajala
ve¢im brojem interstrija u 10 pum. U usporedbi s navedenim vrstama, P. hasleana, ranije opisana
prema Arapov i sur. (2023), pokazivala je neSto manji broj fibula i interstrija, dok se broj sektora
nalazio izmedu vrijednosti za P. calliantha i P. mannii. Vrste P. pseudodelicatissima, P. calliantha
i P. mannii odgovarale su svojim izvornim morfoloskim opisima (Lundholm i sur., 2003; Amato i
sur., 2005).

Filogenetska stabla dobivena Bayesovom inferencijom (BI) temeljem ITS, LSU i rbcL biljega
pokazala su da su izolati iz ovog istrazivanja grupirani u deset dobro potkrijepljenih skupina s
posteriornom vjerojatno$¢u ve¢om od 0,90 (P. allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P.
fraudulenta, P. galaxiae, P. hasleana, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P.
subfraudulenta). Topologija filogenetskih stabala bila je u velikoj mjeri konzistentna neovisno o
koriStenom biljegu, pri ¢emu je ITS pokazao najvecu razinu raznolikosti i varijabilnosti, §to je u
skladu s nalazima Turk Dermastia i sur., (2020) za ITS2 gensku regiju. Prema Amato i sur. (2005),
ITS regija tehni¢ki je problemati¢na zbog viSestrukih kopija u genomu koje mogu biti heterogene.

Izradena filogenetska stabla bila su usporediva s grupama I-1V definiranima od strane Lima i sur.
(2018). Grupa I, vidljiva na ITS stablu, ukljucivala je vrste kompleksa P. pseudodelicatissima kao
i P. fukuyoi, P. lundholmiae i P. plurisecta. LSU stablo rekonstruiralo je grupu | uz dodatak P.
cuspidata, ali bez prisutnosti P. plurisecta. Stablo rbcL gena nije ukljucivalo navedene vrste zbog
nedostatka njihovih sekvenci u NCBI bazi podataka. Grupa Il bila je dobro zastupljena u svim
filogenetskim stablima te je uklju¢ivala P. mannii, P. calliantha i P. hasleana. Grupa IV takoder je
bila prisutna u svim analiziranim biljezima, ukljucujuci vrste P. galaxiae, P. decipiens, P. simulans,
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P. allochrona, P. micropora i P. delicatissima. Intraspecijska diferencijacija izmedu izolata P.
galaxiae izoliranih s razli¢itih podrué¢ja uocena je u ITS i rbcL filogenijama, $to je moguce povezano
s okolisnim ¢imbenicima. Sli¢no je u sjevernom Jadranu zabiljeZeno prema Turka Dermastija i sur.
(2020), gdje su genetske varijacije zabiljezene ¢ak i medu sojevima prikupljenima u istom mreznom
potegu. Sredi$nja struktura ITS stabla obuhvacala je skupinu P. seriata, ukljucujuéi vrste P.
pungens, P. brasiliana, P. nanaoensis, P. americana, P. multiseries, P. australis, P. seriata i P.
multistriata. Sve navedene vrste nemaju sredi$nju poru te su se grupirale zajedno, Sto je u skladu s
rezultatima Lima i sur. (2018). Vrsta P. simulans pronadena je unutar P. delicatissima kompleksa u
ITS i LSU filogenijama, iako posjeduje jedan red pora (sinapomorfiju), za razliku od ostalih vrsta
iz P. delicatissima kompleksa koje imaju dva reda. Taj nalaz takoder se podudara s rezultatima
istrazivanja koje su proveli Lim i sur. (2018). Clanovi P. pseudodelicatissima kompleksa bili su
najjasnije razlu¢eni unutar ITS stabla, §to je u skladu s prethodnim istrazivanjima (Lim i sur., 2018),
a obuhvacali su sljedece vrste: P. cuspidata, P. fukuyoi, P. pseudodelicatissima, P. plurisecta i P.
lundholmiae.

4.2. Morfoloska analiza vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka

U uzorcima prikupljenim na sva Cetiri istrazivana podrucja morfoloski je odredeno 14 vrsta Pseudo-
nitzschia: P. brasiliana, P. calliantha, P. delicatissima kompleks, P. fraudulenta, P. galaxiae, P.
linea, P. lundholmiae, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima/cuspidata, P.
subfraudulenta, P. spp., P. sp. 1. Op¢enito morfometrijska obiljeZja stanica Pseudo-nitzschia - bilo
iz uspostavljenih kultura ili iz okolisnih uzoraka — u skladu su s ve¢ objavljeni morfoloskim opisima.
Populacija Pseudo-nitzschia srednjeg Jadrana pokazuje o¢ekivanu razinu morfoloske sli¢nosti u
odnosu na globalnu populaciju, pri cemu su morfometrijske znacajke stabilno ocuvane. Prema
Parsons i sur., (2012.) u Nacionalnom parku Sistema Arrecifal Veracruzano u Meksickom zaljevu
odredeno je sedam vrsta Pseudo-nitzschia. Vrsta P. brasiliana zabiljezena u Kastelanskom i
Sibenskom zaljevu pokazuju da se duljina i S$irina stanica podudara sa morfometrijskim
vrijednostima zabiljeZenima u meksi¢ke populacije. Morfometrijska obiljezja vrste P. calliantha
vrlo su sli¢na u odnosu na obiljezja populacije prema Parsons 1 sur., (2012), iako su u okolisSnim
uzorcima srednjeg Jadrana zabiljezene vece duljine 1 Sirine stanica. Vrste kompleksa P.
delicatissima srednjeg Jadrana u odnosu na opisanu populaciju prema Parsons i sur., (2012)
pokazuju vecu duljinu, Sirinu 1 gustoca poroida, §to upucuje na prirodnu varijabilnost ovog
kripti¢nog kompleksa. Usporedba morfometrijskih obiljezja srednjo-jadranske populacije Pseudo-
nitzschia s onom sjeverozapadnog Mediterana (Quijano-Scheggia i sur., 2008) pokazuje visoku
podudarnost. Vrste P. brasiliana, P. callianta, P. delicatissima kompleks i P. fraudulenta pokazuju
gotovo identicne vrijednosti broja strija, fibula te duljina izmjerenih stanica. Odstupanje je
zabiljeZeno za vrstu P. multistriata koja u okoli$nim uzorcima srednjeg Jadrana pokazuje manji broj
zabiljeZenih strija 1 ve¢i broj fibula, a Sto se moZe odraZzavati na lokalno specifi¢an morfotip
(Quijano-Scheggia i sur.. 2008). Morfometrijska obiljezja P. pseudodelicatissima i P.
subfraudulenta, te P. multistriata, P. lundholmiae i P. fraudulenta iz ovog istrazivanja podudaraju
se s obiljezjima prijaSnjeg istraZivanja u estuariju rijeke Krke (Arapov i sur., 2016; 2020). Vrsta P.
sp., zabiljezena tijekom 2017 godine u Kastelanskom zaljevu (Arapov i sur., 2017) morfoloski
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odgovara opisu P. lundholmiae prema Lim i sur., (2013). Nadalje, vrste kripticnog P. delicatissima
kompleksa nije mogucée razlikovati isklju¢ivo morfoloskim znacajkama, budu¢i da je Sirina
transapikalne osi jedina dosljedno razlikovna znacajka. Sirina kompleksa P. delicatissima
zabiljezena u ovom istrazivanju (0,89-1,84 um) u skladu je s zabiljeZenim morfoloskim
vrijednostima kompleksa P. delicatissima u Jadranskom moru (Mari¢ Pfannkuchen., 2013; Arapov
isur., 2017). Morfoloska varijabilnost Pseudo-nitzschia kultura ili stanica iz okoli$nih uzoraka moze
biti posljedica utjecaja razli¢itih okoliSnih ¢imbenika. Prema Su i sur., (2018), na morfoloske
karakteristike iste vrste Pseudo-nitzschia mogu utjecati brojni okolisni uvjeti, ukljucujuci
temperaturu, salinitet, svijetlo, pH, prisutnost teskih metala te druge bioti¢ke ¢imbenike. Primjerice,
kod P. seriata povecanje temperature rezultiralo je smanjenjem broja redova poroida (Hansen i sur.,
2011). Prema Montagnes i Franklin., (2001) duljina je obrnuto proporcionalna sa temperaturom
(duljina se smanjuje poveéanjem temperature), dok Marchetti i Harrison., (2007) objavljuju da
nedostatak Zeljeza dovodi do smanjena transapikalne osi kod viSe vrsta Pseudo-nitzschia.

Morfoloska obiljezja vrsta P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. subfraudulenta i P. fraudulenta u
skladu su s opisima populacija Jadranskog mora i u ostatku svijetu (LjubeSi¢ i sur., 2011;
Moschandreou i sur., 2012; Mari¢ Pfannkuchen D., 2013;Teng i sur., 2013; Arapov i sur., 2016,
2017; Turk Dermastia i sur., 2020). Vrsta P. multistriata zabiljezena u ovom istrazivanju odstupa
od ranije opisanih populacija. Morfoloske razlike su prisutne u zabiljeZenoj duljini 1 Sirini stanice.
Sirina je bila od 1,88 do 2,84 pm, a veéina drugih autora zabiljezila je Sire stanice vrste P.
multistriata, od 2,2 do 4,6 um (Orsini i sur., 2002; Orlova i sur., 2008; Quijano-Scheggia i sur.,
2008; Stonik i sur., 2011; Ajani i sur., 2013; Rivera-Vilarelle i sur., 2013; Rivera-Vilarelle i sur.,
2013; Turk Dermastia i sur., 2020). Prema morfoloskim karakteristikama nije bilo moguce odrediti
P. sp. 1. Kao i prema Arapov i sur., (2025) stanice su imale specificne strukture poroida s brojnim
sitnim sektorima. Pojedini poroidi su bili okrugli, sa ¢etiri do pet poroida u 1 pm. Strije su bile
perforirane sa puno nepravilno rasporedenih sektora bez jasno definiranih poroida. Takav tip strija
je karakteristi¢an za P. circumpora ali prema Arapov i sur., (2025) i prema naSim morfometrijskim
obiljeZjima Sirina je bila manja od prvotno opisane (Lim i sur., 2012), stoga se ove stanice nisu
mogle sa sigurno$¢u odrediti kao P. circumpora. Neobi¢na struktura strija i poroida moze biti i
varijacija vrste P. calliantha na okolisne uvjete (Hansen i sur., 2011) kao $to je zabiljeZen manjak
redova poroida kod vrste P. seriata promjenom temperature. Morfoloske karakteristike P.
calliantha u potpunosti su u skladu s nalazima iz Kastelanskog zaljeva (Arapov i sur., 2017), kao i
drugim opisima duz Jadranske obale (Lundholm i sur., 2003; Caroppo i sur., 2005; Buri¢ i sur.,
2008; Ljubesic i sur., 2011;Mari¢ i sur., 2011; Arapov i sur., 2016), diljem Mediterana (Spatharis i
sur., 2007;Quijano-Scheggia i sur., 2008; Moschandreou i Nikolaidis, 2010), te u ve¢im morima
(Orlova i sur., 2008; Alvarez i sur., 2009; Ajani i sur., 2013; Teng i sur., 2013).

Stanicama unutar kompleksa P. delicatissima u ovom su istraZivanju zabiljeZene nesto manje duljine
i Sirine u odnosu na vrijednosti opisane u Arapov i sur. (2017). Uocen raspon duljina iznosio je
37,72-102,63 pum, a Sirina 0,89-1,84 um, dok su prema Arapov i sur. (2017) duljine iznosile 48,29—
84,67 um, a $irine 0,70-1,50 um. Najuze stanice kompleksa P. delicatissima zabiljezene su u
Jadranu prema Caroppo i sur., (2005)i Mari¢ Pfannkuchen D., (2013), a bile su $iroke od 0,60 do
0,80 pm. Stanice sa najve¢om Sirinom od 2,60 um zabiljeZene su u istrazivanju Quijano-Scheggia i
sur., (2010).
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Vrste P. pseudodelicatisima i P. cuspidata pripadaju pseudo-kripticnom kompleksu P.
pseudodelicatissima i nije ih moguée odrediti morfoloskim obiljezjima, stoga pripadaju jednoj
kategoriji: P. pseudodelicatissima/cuspidata. Prema Lundholm i sur., (2003) vrsta P. cuspidata
morfoloski se razlikuje se od P. pseudodelicatissime oblikom valve. Morfoloske karakteristike
odgovaraju onima iz prijasnjih istrazivanja (Lundholm i sur., 2003;Quijano-Scheggia i sur., 2008;
Moschandreou i sur., 2010; Ajani i sur., 2013; Rijal Leblad i sur., 2013). Zabiljezena je razlika u
duljini stanica. Najveca zabiljezena duljina je 161,28 pum $to odgovara nalazima iz Kastelanskog
zaljeva prema Arapov i sur., (2017) (162,42 um). Dosad zabiljeZene stanice su krace za P.
pseudolicatissima vrstu. Prema Sar i sur., (2002) zabiljezena je duljina do 140,00 pm, a prema Bosak
i sur., (2010) zabiljezena je duljina do 114,1 um. Za vrstu P. cuspidata najveca zabiljezena duljina
je 72,00 um prema Lundholm i sur., (2003). Morfometrijska obiljezja vrste P. fradulenta se
razlikuju u odnosu na Arapov i sur., (2017). Prema navedenom istrazivanju Sirina je bila od 4,58
pmdo 5,06 um, a duljina od 81,83 um do 88,41 um. Duljina izmjerenih stanica u ovom istraZivanju
bila je od 4,32 do 6,06 um transapikalne osi, 1 66,02 do 109,49 um apikalne osi. Opcenito
morfometrijska obiljezja vrste P. fraudulenta odgovaraju opisanim obiljeZjima vrste u Jadrankom
moru (Ljubesi¢ i sur., 2011; Mari¢ Pfannkuchen D., 2013) i drugdje (Hasle i sur., 1996; Quijano-
Scheggia i sur., 2008; Moschandreou i Nikolaidis, 2010; Stonik i sur., 2011; Ajani i sur., 2013).
ZabiljeZena Sirina vrste P. subfraudulenta (2,87um) manja je u odnosu na $irinu od 3,80 um prema
Arapov i sur., (2016), a ostala morfometrijska obiljezja odgovaraju ve¢ opisanima (Bosak i sur.,
2010; Moschandreou i Nikolaidis., 2010; Arapov i sur., 2017).

4.3. Povezivanje okolisnih uzoraka sa ekoloskim parametrima (postaje i razdoblje)

Na globalnoj razini viSe je autora pokazalo da je sezonska dinamika roda Pseudo-nitzschia snazno
povezana s temperaturom i dostupno$¢u nutrijenata te da se najveca raznolikost Cesto biljezi u
prijelaznim razdobljima, dok u toplijem dijelu godine dolazi do smanjenja raznolikosti i dominacije
manjeg broja vrsta (Trainer i sur., 2012; Lelong i sur., 2012). Sli¢ni obrasci sezonalnosti opisani su
i u sjeverozapadnom Mediteranu, gdje su P. calliantha, P. galaxiae, P. linea, P. multistriata te vrste
iz kompleksa P. delicatissima i P. pseudodelicatissima prepoznate kao klju¢ne sastavnice zajednice
kroz cijelu godinu, uz jasne sezonske razlike u relativnoj brojnosti (Quijano-Scheggia i sur., 2010;
Sarno i sur., 2005). U ovom istrazivanju najveca je raznolikost morfotipova utvrdena tijekom jeseni
i zime (13, odnosno 12 vrsta), dok je u proljetnim i ljetnim mjesecima zabiljezen manji broj vrsta
(10, odnosno 8). Takav obrazac — veca raznolikost u hladnijem dijelu godine te smanjenje
raznolikosti i pojava izrazite dominacije jedne vrste u toplijem razdoblju — u skladu je s nalazima
za druge umjerene obalne sustave (Bates i sur., 1998; Quijano-Scheggia i sur., 2010; Trainer i sur.,
2012).

U Mediteranu je viSe studija pokazalo da dominaciju zajednice u toplijem dijelu godine cesto
preuzimaju pseudo-kriptiéni kompleksi P. delicatissima i P. pseudodelicatissima, dok je u
hladnijem razdoblju zajednica raznolikija 1 ukljuuje veci broj taksona, uklju¢ujuéi hladnijim
uvjetima prilagodene vrste (Sarno i sur., 2005; Quijano-Scheggia i sur., 2010; Spatharis i sur., 2007).
Rezultati provedenog istraZivanja dobro se uklapaju u takav okvir: u proljece i ljeto zabiljeZena je
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izrazita dominacija vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata, koja ¢ini vise od polovice ukupne
brojnosti (51,6% u proljece i 58,9% ljeti), dok kompleks P. delicatissima i pratece vrste (P. mannii,
P. calliantha, P. spp.) sudjeluju manjim, ali stabilnim udjelima. Nasuprot tome, jesenski i zimski
uzorci odlikuju se najve¢om raznolikos¢u, pri ¢emu se uz dominantne komplekse (P. delicatissima
kompleks, P. pseudodelicatissima/cuspidata) pojavljuju i rjede vrste kao Sto su P. brasiliana, P.
fraudulenta, P. multistriata i P. sp. 1, koje su ve¢inom ograni¢ene na hladnije razdoblje godine.
Takvi obrasci sugeriraju da jesenski i zimski uvjeti pogoduju koegzistenciji veceg broja taksona.

U Jadranskom moru ranijim je istrazivanjima ve¢ utvrdeno da rod Pseudo-nitzschia ¢ini stalnu i
Cestu sastavnicu fitoplanktonske zajednice, s prisutnoS¢u tijekom cijele godine 1 istaknutim
maksimumima u prijelaznim razdobljima (Mari¢ Pfannkuchen, 2013; Turk Dermastia 1 sur., 2020;
Giulietti i sur., 2021). U sjevernom Jadranu zabiljezeno je da vrste poput P. calliantha, P. mannii,
P. cf. delicatissima i P. cf. pseudodelicatissima pokazuju eurivalentno ponasanje, buduc¢i da se
pojavljuju u Sirokom rasponu okolis$nih uvjeta 1 kroz ve¢i dio godine (Mari¢ Pfannkuchen, 2013;
Turk Dermastia 1 sur., 2020; Giulietti 1 sur., 2021). Sli¢ni obrasci potvrdeni su 1 u novijim
integrativnim istrazivanjima srednjeg i jugoisto¢nog Jadrana, u kojima su P. mannii, P. calliantha,
P. delicatissima kompleks i P. pseudodelicatissima utvrdene kao klju¢ne, Siroko rasprostranjene
vrste (Arapov 1 sur., 2017; Arapov 1 sur., 2020; Bonaci¢ 1 sur., 2025). Rezultati ovog istraZivanja
nadovezuju se na te nalaze, buduci da su upravo P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. calliantha, P.
delicatissima kompleks, P. subfraudulenta i P. mannii utvrdene kao vrste koje najviSe doprinose
sezonskim i prostornim razlikama u sastavu zajednice (SIMPER analiza).

PERMANOVA analiza je pokazala da sezonski faktor objasnjava ve¢i dio varijance u sastavu
zajednice (R~ 25,8%) od prostornog faktora (R?~ 18,9%), §to upucuje da sezonska dinamika ima
dominantnu ulogu u strukturiranju zajednice roda Pseudo-nitzschia. Usporedni testovi dodatno su
pokazali da su najsnaznije razlike izmedu zime i ljeta te izmedu ljeta i jeseni, dok parovi zima—jesen
1 prolje¢e—ljeto ne pokazuju znacajne razlike. Time je naznaeno postojanje dvaju relativno slicnih
sezonskih parova (zima—jesen, prolje¢e—ljeto), ali i jasne granice izmedu hladnijeg i toplijeg dijela
godine. SIMPER analiza potvrdila je da sezonske razlike u najve¢oj mijeri oblikuju P.
pseudodelicatissima/cuspidata i kompleks P. delicatissima, uz vazan doprinos vrsta P. calliantha i
P. subfraudulenta. Ovakvi rezultati podudaraju se s prethodnim istrazivanjima u Jadranskom moru,
gdje je uoCeno da sezonske promjene temperature, stratifikacije vodenog stupca i raspolozivosti
nutrijenata utje¢u na dominaciju pojedinih vrsta Pseudo-nitzschia (Mari¢ Pfannkuchen, 2013; Turk
Dermastia i sur., 2020; Arapov i sur., 2020).

PERMANOVA analizom potvrdeno je da je prostorni faktor statisticki znacajan 1 da Velebitski
kanal odstupa od ostalih istrazivanih podru¢ja (Kastelanski, Sibenski i Malostonski zaljev). Ovakav
rezultat je u skladu s oceanografskim obiljezjima Velebitskog kanala, koji je definiran kao
hidrodinamic¢ki otvoren i dubok morski prolaz, izloZen intenzivnim udarima bure, Sto rezultira
intenzivnim mijeSanjem i smanjenom stabilno$¢u vodenog stupca (Orli¢ i sur., 1994) (Bi¢ani¢ Z. i
Hell Z., 1998). Utjecaj brojnih podmorskih izvora slatke vode (vrulja) dodatno pojacava promjene
temperature i saliniteta te doprinosi prostornoj i vremenskoj heterogenosti fizikalno-kemijskih
uvjeta (Novosel M. i sur., 2002). Dominacija vrsta P. fraudulenta, P. multistriata i P. sp. 1 u
Velebitskom kanalu u ovom istraZivanju stoga je u skladu s njithovom ranije zabiljezenom
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pojavnosti u hladnijim i mijesanim vodenim masama sjevernog Jadrana (Mari¢ Pfannkuchen., 2013;
Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021). Kastelanski, Sibenski i Malostonski zaljev
pokazali su medusobno sli¢niju zajednicu i izrazeniju sezonsku stratifikaciju tijekom toplijih
mjeseci, §to odrazava njihovu poluzatvorenu hidrografiju (Ninc¢evi¢ Gladan i sur., 2006; Arapov i
sur., 2016, 2017). U takvim je sustavima uobi¢ajena dominacija eurivalentnih i pseudo-kripti¢nih
kompleksa roda Pseudo-nitzschia, osobito P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. calliantha i
kompleksa P. delicatissima, §to je dosljedno zabiljeZeno u brojnim mediteranskim lagunama i
priobalnim us¢ima (Sarno isur., 2010; Spatharis i sur., 2007; Quijano-Scheggia i sur., 2010). Ovakvi
obrasci potvrdeni su i u prethodnim istrazivanjima Jadrana, gdje su pseudo-kripticni kompleksi P.
delicatissima i P. pseudodelicatissima te vrste P. calliantha i P. mannii opisane kao stabilne
komponente obalnih podruc¢ja (Arapov i sur., 2016, 2017, 2020; Bonaci¢ i sur., 2025). Rezultati
SIMPER analize iz ovog istraZivanja dodatno su potvrdili da navedene eurivalentne vrste najvise
doprinose prostornim razlikama, dok su rijetke i prostorno ogranicene vrste (P. brasiliana, P.
multistriata, P. fraudulenta, P. sp. 1) oblikovale strukturu prostorne heterogenosti.

4.4. Molekularna analiza vrsta Pseudo-nitzschia iz okoli$nih uzoraka rbcL genskog biljega

Rezultati rbcL metabarkodiranja u ovom istrazivanju potvrduju visoku prikladnost navedenog
genskog biljega za razluéivanje vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia, sto je u skladu s prethodnim
integrativnim i metabarkodnim studijama provedenima u Sredozemlju i sjevernom Jadranu
((Ruggiero i sur., 2015; Turk Dermastia i sur., 2020). Veéina analiziranih vrsta (P. delicatissima, P.
calliantha, P. galaxiae, P. multistriata, P. hasleana, P. mannii, P. pseudodelicatissima, P.
subfraudulenta, P. allochrona) u ovom istrazivanju tvori jasno odvojene i uglavnom monofiletske
klade s visokim vrijednostima ¢vorne potpore, Sto odgovara filogenetskim obrascima dobivenima
rbcL analizama izoliranih sojeva i okoli$nih uzoraka u ranijim radovima (Ruggiero i sur., 2015;
Turk Dermastia i sur., 2020; 2023). Unutar pojedinih vrsta uo¢eno je izraZzeno unutarnje grananje
ASV-ova, osobito kod dominantnih taksona poput P. galaxiae i kompleksa P. delicatissima, $to
upucuje na znacajnu unutarvrstnu genetsku raznolikost. Takav obrazac je usporediv s nalazima
(Ruggiero i sur., 2015; 2022) te Turk Dermastia i sur. (2020), koji su pokazali da P. galaxiae
predstavlja kompleks genetski diferenciranih linija koje ¢esto odgovaraju razlic¢itim morfotipovima
1 mogu imati razli¢ita ekoloska i toksi¢na svojstva. lako ovo istrazivanje nije vremenski
strukturirano poput navedenih studija, Siroka prostorna rasprostranjenost P. galaxiae u svim
istrazivanim podruéjima i prisutnost vise ASV-ova unutar iste grupe u skladu su s pretpostavkom o
koegzistenciji vise genetskih linija unutar istih ekosustava (Ruggiero i sur., 2015; Turk Dermastia i
sur., 2020). Vazan dio ovog istrazivanja odnosi se na ograni¢enja taksonomske identifikacije
temeljene iskljuc¢ivo na BLAST pretrazivanju. U viSe slucajeva BLAST analize dale su jednak ili
gotovo jednak postotak podudarnosti za nekoliko vrsta roda Pseudo-nitzschia, §to je osobito
izrazeno kod blisko srodnih taksona unutar kompleksa (P. delicatissima, P. calliantha, P. mannii,
P. americana, P. linea). Sli¢na dvosmislenost BLAST dodjela opisana je u ranijim metabarkodnim
studijama, gdje su autori naglasili da automatska klasifikacija moZe biti nepouzdana u rodovima s
kriptiénim vrstama i nepotpunim referentnim bazama podataka (Ruggiero i sur., 2015; Turk
Dermastia i sur., 2020; 2023). U ovom istrazivanju takvi su ASV-ovi dodatno usporedeni s nativnim
rbcL sekvencama generiranima u sklopu rada, sto je omogucéilo preciznije razlucivanje do razine
vrste te definiranje prijelaznih  skupina (Pseudo-nitzschia sp., Pseudo-nitzschia sp.
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(americana/linea), Pseudo-nitzschia sp. (mannii/calliantha)), u skladu s preporukama iz literature o
nuznosti koristenja lokalnih referentnih sekvenci.

Skupina Pseudo-nitzschia sp. (americana/linea), koja u ovom istrazivanju tvori zasebnu i vrlo dobro
podrzanu grupu te je zabiljeZena u Malostonskom i Sibenskom zaljevu, moZe se interpretirati u
svjetlu ranijih nalaza koji ukazuju na slabu zastupljenost i ¢estu podcijenjenost vrste P. linea u
klasi¢nom monitoringu zbog njezine male veli¢ine i epifitskog nacina zivota ((Lundholm i sur.,
2002); Ruggiero isur., 2015; Turk Dermastia i sur., 2020). Niska do umjerena relativna abundancija
ove skupine u metabarkodnim podacima dodatno podupire pretpostavku da se radi o taksonima koji
su rijetki ili teSko detektabilni mikroskopskim metodama, ali su genetski prisutni u zajednici
(Ruggiero i sur., 2015). Izrazena dominacija pojedinih vrsta, osobito unutar kompleksa P.
delicatissima, P. calliantha i vrste P. multistriata, u skladu je s nalazima koji pokazuju da
dominantniji taksoni ¢esto posjeduju i vecu haplotipnu raznolikost te da broj ASV-ova korelira s
relativnom abundancijom. Na kraju, prisutnost viSe genetskih linija unutar istih vrsta Pseudo-
nitzschia moZe se razmatrati i u kontekstu biotickih interakcija. Eksperimentalna istrazivanja
pokazala su da su virusi dijatomeja cesto visoko sojno specificni te da mogu poticati
mikrodiverzifikaciju populacija domacina (Nagasaki i sur., 2004; Carlson i sur., 2016). lako virusne
interakcije nisu analizirane u ovom istraZivanju, uocena unutarvrstna raznolikost i1 stabilna
koegzistencija vise ASV-ova unutar istih filogenetskih grupa u skladu su s hipotezama o selektivnoj
ulozi virusa u oblikovanju populacijske strukture roda Pseudo-nitzschia (Carlson i sur., 2016;
Ruggiero i sur., 2022). Ovi rezultati dodatno potvrduju da, unato¢ visokoj informativnosti rbcL
markera, pouzdana identifikacija unutar roda Pseudo-nitzschia zahtijeva kombinaciju
metabarkodiranja, filogenetske i morfoloske analize.

4.5. Molekularna analiza vrsta Pseudo-nitzschia iz okolisnih uzoraka ITS1 genskog biljega

Filogenetska analiza temeljena na ITS1 genskom biljegu pokazala je jasno razdvajanje vecine
analiziranih vrsta roda Pseudo-nitzschia (ukljucujuci P. delicatissima, P. calliantha, P. fraudulenta,
P. galaxiae, P. multistriata i P. pseudodelicatissima), uz visoke vrijednosti ¢vorne potpore za glavne
filogenetske grane (uglavnom > 0,96). Takav obrazac potvrduje da ITS1 omogucuje visoku
taksonomsku rezoluciju na razini vrste u analizama okoli$nih uzoraka, Sto je u skladu s rezultatima
dobivenima u recentnim ITS-temeljenim filogenetskim studijama roda Pseudo-nitzschia (Niu i sur.,
2022; Lim i sur., 2018). Dobiveni filogenetski odnosi dodatno podupiru tvrdnju da ITS1 i $ira ITS
regija imaju znatno vecéu diskriminacijsku mo¢ u odnosu na ¢esto koristene SSU (18S V4/V9) i LSU
(28S D1) regije, za koje je vise puta pokazano da ne mogu pouzdano razluciti blisko srodne vrste i
kompleksne skupine unutar roda Pseudo-nitzschia (Malviya i sur., 2016; Nishimura i sur., 2021);
Ruggiero i sur., 2015; 2022; Niu i sur., 2022). Unutar vecine identificiranih vrsta zabiljeZena je
prisutnost vise ASV-ova, §to upucuje na izraZzenu unutarspecificnu genetsku raznolikost ili
istodobnu koegzistenciju vise genetskih linija iste vrste u okoliSu. Takav uzorak odgovara nalazima
metabarkodnih studija u kojima su dominantni ITS ribotipovi Cesto praceni nizom perifernih
varijanti s manjim genetskim odstupanjem (Niu i sur., 2022). Ova pojava konzistentna je s
konceptom koncertirane evolucije ribosomalne DNA, prema kojem dolazi do djelomi¢ne
homogenizacije ponavljajucih kopija unutar genoma, dok istodobno nastaju nove varijante uslijed
mutacija (Elder i Turner, 1995; Ganley i sur., 2007; De Luca i sur., 2021a).
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Prostorna analiza ITS1 ASV-ova pokazala je da je vecina vrsta roda Pseudo-nitzschia prisutna u
viSe istrazivanih podrucja, ali s izrazenim razlikama u relativnoj abundanciji. Takva prostorna
heterogenost u strukturi zajednice u skladu je s prethodnim istrazivanjima koja upucuju na snaznu
selekciju okolisnih uvjeta u oblikovanju lokalnih Pseudo-nitzschia zajednica, ukljucujuci
temperaturu, hranjive tvari i druge abioti¢ke ¢imbenike (Quijano-Scheggia i sur., 2008; Mari¢ i sur.,
2011; Niu i sur., 2022). Posebno je izrazena dominacija kompleksa P. delicatissima te vrste P.
allochrona, koje pokazuju Siroku prostornu rasprostranjenost i visoke vrijednosti abundancije u vise
podrucja. Sli¢ni obrasci dominacije pojedinih vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia zabiljeZeni su i u
drugim regionalnim i globalnim ITS-temeljenim istrazivanjima, gdje se odredeni taksoni isti¢u kao
ekoloski uspjesne i Siroko rasprostranjene komponente zajednice (Niu i sur., 2022; Roche i sur.,
2022; Sterling i sur., 2022). Suprotno tome, pojedine vrste, poput P. subfraudulenta i dijela zapisa
pripisanih P. pseudodelicatissima, zabiljezene su s nizom relativnom abundancijom i ograni¢enijom
prostornom pojavnosti. Takav obrazac je u skladu s opazanjima da ITS1 metabarkodiranje
omogucuje detekciju rijetkih ili povremeno prisutnih taksona, koji su ¢esto nedovoljno zastupljeni
ili potpuno izostaju u klasi¢nim mikroskopskim analizama planktona (Malviya i sur., 2016; Niu i
sur., 2022). Dio ASV-ova oznacenih kao Pseudo-nitzschia sp. nije se grupirao u jedinstvene, visoko
podrzane klade, ve¢ je pokazivao slabije podrzane filogenetske odnose s viSe vrsta. Takvi
“suspendirani” ASV-ovi Cest su nalaz u ITS-metabarkodnim istrazivanjima 1 mogu odrazavati
nedostatak odgovaraju¢ih referentnih sekvenci, prisutnost jo§ neopisanih filotipova ili sloZene
unutarspecifi¢ne odnose koji zahtijevaju dodatne kriterije razgrani¢enja (Guo i sur., 2015; Niu i sur.,
2022). U tom kontekstu, ranije je istaknuta potreba za paZzljivo generiranim referentnim bazama
podataka kako bi se osigurala pouzdana taksonomska interpretacija ITS1 podataka
metabarkodiranja (Lim i sur., 2018; Giulietti i sur., 2021; Niu i sur., 2022; Percopo i sur., 2022).
Dobiveni rezultati podupiru zakljucak da je ciljano ITS1 metabarkodiranje, uz primjenu specifi¢nih
pocetnica i referentne baze, iznimno vrijedan alat za razlu¢ivanje vrsta roda Pseudo-nitzschia u
okoli$nim uzorcima (Niu i sur., 2022; .Lundholm i sur., 2023).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih morfoloskih, molekularnih i filogenetskih analiza stani¢nih kultura te
okolisnih uzoraka roda Pseudo-nitzschia, testirane su i kriticki razmotrene Cetiri pocetno postavljene
hipoteze vezane s prostornim i sezonskim obrascima raspodjele te morfoloSkom i genetskom
varijabilno$¢u istrazivanih populacija. Dobiveni rezultati omoguéili su sveobuhvatnije
razumijevanje taksonomske strukture, dinamike zajednice te evolucijskih odnosa unutar roda
Pseudo-nitzschia u srednjem Jadranu.

Hipoteza 1, prema kojoj nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta Pseudo-nitzschia
odredenih morfoloskom analizom, nije potvrdena. Morfoloska analiza FE-SEM metodom jasno je
ukazala na postojanje izrazenih sezonskih 1 prostorno uvjetovanih razlika u sastavu zajednice. U
hladnijem dijelu godine (jesen 1 zima) zabiljezena je najveca raznolikost, dok su proljece i ljeto
obiljezeni dominacijom manjeg broja taksona. PERMANOVA analiza potvrdila je statisticki
znacCajan utjecaj oba faktora, pri ¢emu sezonski ¢imbenik objasnjava veci dio varijance u sastavu
zajednice. Uz to, Velebitski kanal se jasno izdvojio kao podrucje s jedinstvenim sastavom vrsta, §to
je u skladu s njegovim specificnim hidrografskim obiljezjima. Takvi nalazi potvrduju da se
prostorna i sezonska heterogenost zajednice Pseudo-nitzschia ne moze zanemariti te da su prisutne
ekoloski stabilne 1 ponovljive razlike, zbog cega se hipoteza 1 odbacuje.

Hipoteza 2, prema kojoj nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta odredenih
molekularnom analizom okolisnih uzoraka, takoder nije potvrdena. lako je metabarkodiranje
primarno koristeno kao dopuna morfoloskim podacima, preliminarni rezultati metabarkodiranja
zajedno s ekoloSkim 1 filogenetskim obrascima potvrduju postojanje jasne sezonske stratifikacije.
Molekularne analize ukazuju na dominaciju pseudo-kripti¢nih kompleksa tijekom toplijeg dijela
godine te povecanu raznolikost u hladnijem razdoblju, $to je u skladu s morfoloski uocenim
sezonskim smjenama. Prostorne razlike, uklju¢uju¢i posebno izdvajanje Velebitskog kanala,
potvrdene su i molekularnim podacima. Integrirani morfolosko-molekularni uvid nedvosmisleno
ukazuje da se zajednica Pseudo-nitzschia razlikuje medu podrucjima i sezonama, zbog Cega se
hipoteza 2 odbacuje.

Hipoteza 3, prema kojoj izmedu izolata pojedinih vrsta Pseudo-nitzschia nema genetske varijacije
bez obzira na podrucje ili sezonu izolacije, djelomicno je potvrdena, no u cjelini se takoder odbacuje.
Analiza Sanger sekvenci (ITS, LSU, rbcL) pokazala je da odredene vrste doista pokazuju visoku
genetsku konzerviranost, ali je u veéini sluajeva zabiljeZena mjerljiva interspecifi¢na varijabilnost.
Filogenetske analize pokazale su da se varijacije mogu pojaviti cak i medu izolatima s iste lokacije
i istog razdoblja, primjerice unutar P. allochrona i P. galaxiae. ITS biljeg pokazao je najveéi stupanj
varijabilnosti, §to je u skladu s poznatom heterogenosti ove regije kod Pseudo-nitzschia, dok je rbcL
gen omogucéio razlu¢ivanje i unutar pseudo-kripti¢nih kompleksa. Usporedne p-udaljenosti ukazuju
na jasnu genetsku razdvojenost medu vrstama, ali i na postojanje lokalno uvjetovane varijacije
unutar vrsta. Takvi rezultati upucuju na to da populacije srednjeg Jadrana podlijezu mikro-
evolucijskim procesima i potencijalnim lokalnim selekcijskim pritiscima, zbog ¢ega hipoteza o
odsustvu genetske varijacije nije odrZiva.
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Hipoteza 4, prema kojoj nema razlike u sastavu vrsta roda Pseudo-nitzschia odredenih
metabarkodiranjem ITS1 i rbcL regije, nije potvrdena. Utvrdeno je da se sastav vrsta roda Pseudo-
nitzschia razlikuje ovisno o koristenom genskom biljegu. Iako su oba markera (rbcL i ITS1)
identificirala velik broj zajednickih vrsta, ITS1 marker pokazao je veéu taksonomsku rezoluciju,
omogucujuéi razluc¢ivanje dodatnih vrsta i ve¢u unutarspecificnu genetsku raznolikost. Suprotno
tome, rbcL marker u pojedinim sluc¢ajevima nije omogucio jasno razdvajanje blisko srodnih vrsta,
Sto se ocCitovalo pojavom nedefiniranih ili prijelaznih taksonomskih skupina. Stoga se zakljucuje da
metabarkodiranje ITS1 i rbcL regija ne daje identian sastav vrsta roda Pseudo-nitzschia, ve¢ da se
rezultati dvaju biljega medusobno razlikuju i nadopunjuju.

U konacnici, sve Cetiri hipoteze — s izuzetkom djelomi¢ne podrSke odredenim aspektima trece
hipoteze — odbijene su na temelju provedenih analiza. Time je potvrdeno da zajednica Pseudo-
nitzschia u srednjem Jadranu pokazuje visoku taksonomsku, ekoloSku i genetsku kompleksnost,
koja se moZe jasnije razumjeti jedino sveobuhvatnim morfolosko-molekularnog pristupom. Ovakvi
rezultati daju vazan doprinos poznavanju ekologije potencijalno toksi¢nih vrsta u srednjem
Jadranskome moru te pruzaju temelj za daljnja istrazivanja ovoga roda.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Na promatranim podru¢jima (Velebitski kanal, Sibenski zaljev, Kastelanski zaljev i
Malostonski zaljev) od veljace 2022. do veljace 2024. mjesecno su prikupljani uzorci morske vode
fitoplanktonskom mrezicom s okom promjera 20 pum. Uzorkovalo se vertikalnim potegom od dubine
5 metara do povrSine. Istovremeno su na svakoj postaji mjerene vrijednosti temperature i saliniteta
sondom YSI Pro 1030 (0, 5, 7 m) koje su prikazane u Prilogu 1.

Temperatura Temperatura Salinitet Salinitet

Om 5m Om 5m Podrucgja Mjesec Godina
16,6 18 36,6 37,7 Velebitski kanal 11 2022
12,8 15,9 14,1 36 Velebitski kanal 12 2022
15,1 18,1 18,9 36,5 Velebitski kanal 11 2023
11,7 15,2 24,2 36,6 Velebitski kanal 12 2023
27,3 25,5 34 37 Velebitski kanal 2022
24,5 25 33,9 37,1 Velebitski kanal 2022
22,9 23,6 36,1 36,6 Velebitski kanal 2022
18,8 19 33,4 37 Velebitski kanal 10 2022
22,6 21 28,1 35 Velebitski kanal 7 2023
23,1 22,7 34,2 35,7 Velebitski kanal 8 2023
21,8 22,9 36,6 37 Velebitski kanal 9 2023
20,1 20,4 36 36,9 Velebitski kanal 10 2023
14,2 12,6 31,2 36,4 Velebitski kanal 5 2022
20,2 16,8 32,3 36,6 Velebitski kanal 5 2022
14 15 29,1 36,1 Velebitski kanal 5 2023
21,1 17,9 18,2 36,1 Velebitski kanal 6 2023
10,3 11,6 33,9 36 Velebitski kanal 2 2022
9,5 10 37 37,6 Velebitski kanal 3 2022
10,4 11,6 27,4 35,2 Velebitski kanal 4 2022
14,2 15,4 21,7 37,8 Velebitski kanal 1 2023
7,3 13,3 26,1 36,9 Velebitski kanal 2 2023
9,19 13 22,2 37,3 Velebitski kanal 3 2023
11,8 12,4 22,9 36 Velebitski kanal 4 2023
11,8 16 20,1 37 Velebitski kanal 1 2024
15,8 20,9 26,6 38,8 Sibenski zaljev 11 2022
12,1 18,8 41 38,7 Sibenski zaljev 12 2022
18,1 21,8 19,8 36,8 Sibenski zaljev 11 2023
10,6 20,1 4,6 36,9 Sibenski zaljev 12 2023
27 23,3 22,4 33,6 Sibenski zaljev 7 2022
24,2 19,4 25,8 38,9 Sibenski zaljev 8 2022
22,4 21,7 28,8 38,7 Sibenski zaljev 2022
20,2 21,7 26,9 38,9 Sibenski zaljev 10 2022
25,3 20,4 11,4 37,2 Sibenski zaljev 2023
24,6 26,4 16,9 36,7 Sibenski zaljev 2023
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Prilog 2. Popis 138 izolata na kojima je provedeno sekvenciranje isklju¢ivo jedne genske regije, te
isti nisu koristeni za daljnje filogenetske analize.

Oznaka kulture | vrste Podrugje izolacije | Godina izolacije | Regija
M327ca P. calliantha Malostonski zaljev | 2022 ITS
V060ca P. calliantha Velebitski kanal 2022 ITS
V256¢ca P. calliantha Velebitski kanal 2022 ITS
MO089ca P. calliantha Malostonski zaljev | 2022 ITS
K162de P. delicatissima Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K165de P. delicatissima Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K330de P. delicatissima Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K344de P. delicatissima Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K392de P. delicatissima Kastelanski zaljev | 2023 ITS
M177de P. delicatissima Malostonski zaljev | 2022 ITS
M365de P. delicatissima Malostonski zaljev | 2022 ITS
S353de P. delicatissima Sibenski zaljev 2022 ITS
S391de P. delicatissima Sibenski zaljev 2023 ITS
M419de P. delicatissima Malostonski zaljev | 2023 ITS
K106ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K108ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K112ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K117ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 ITS
K133ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 ITS
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LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
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K122ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K200ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K262ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K263ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K268ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K304ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K305ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K306ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K307ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K329ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2022 LSU
K426ma P. mannii Kastelanski zaljev | 2023 LSU
MO047ma P. mannii Malostonski zaljev | 2021 LSU
M092ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M142ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M143ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M203ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M204ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M234ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M266ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M275ma P. mannii Malostonski zaljev | 2022 LSU
M413ma P. mannii Malostonski zaljev | 2023 LSU
S194ma P. mannii Sibenski zaljev 2022 LSU
S293ma P. mannii Sibenski zaljev 2022 LSU
S385ma P. mannii Sibenski zaljev 2023 LSU
V229ma P. mannii Velebitski kanal | 2022 LSU
V242ma P. mannii Velebitski kanal | 2022 LSU
S387mu P. multistriata Sibenski zaljev 2023 LSU
V285su P. subfraudulenta Velebitski kanal 2022 LSU
K339ps P. pseudodelicatissim | Kastelanski zaljev | 2022 LSU
V436ca P. calliantha Velebitski kanal | 2023 rbcL
K460fr P. fraudulenta Kastelanski zaljev | 2023 rbcL

Prilog 3. Sekvence vrsta Pseudo-nitzschia koristene u filogenetskoj analizi, preuzete iz baze
podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI), prikazane su u Prilogu 3
zajedno s pripadaju¢im GenBank pristupnim brojevima i autorima.

LSU ITS rbcL
OM9360071 DQ445651 MZ1518851
AF4167571 DQ9903641 MZ1518841
KX2908701 JN097561 MW2717821

KX2908711 AY?2578391 MW2717811
KC0174611 JN0917641 MW2717801




EF5221081
U413901
MW5604971
MK 6824891
MW5604981
MW5604991
JQ9954181
GU2540651
HQ5964051
KM4006171
KP3373561
MW5604941
MW5604951
KR0213461
KC1475371
MN1289531
DQ8138121
MW5604881
AF4167611
AF4176461
AF4176471
AY5447911
AY5447921
DQ8138081
DQ8138141
DQ8138161
FJ8590561
FJ8590571
JIN0502981
JIN0502991
KC0174591
KF2417161
KR0213491
KR0213501
MK6824971
MK6824991
MK6825001
MK9716841
MK9716871
MK9812161
MK9812171
MK9812181
MK9812201
MT1146781
MT1146811
MW2567081
MWA4495891
MW5241461

IN0502881
DQ3292051
KR021371
MK981231
MK690961
MW560745
KIKS353643
MW114840
MW114839
FJ859051
MG787881
GU254064
HM236163
MW560739
KR021316
DQ813834
MK412845
KC832998
AY257839
KC147521
MW560743
IN252422
KC017449
KT808254
KT808255
KP337355
MW560741
ON775458
ON775459
MW560740
KT247435
KT247437
MN634972
MN634973
0Q517862
0Q517860
IN085962
0Q517917
MK106649
MW527380
FJ859050
AY?257854
KR021300
KR021299
MK1066381
IN0917561
KR0213171
AY?2578421

M59080.1
LR537041
LR5370201
LR5370121
KU1834941
KT8082581
KT8082571
KP7578631
KP7578611
KP7578601
KP7578591
KC920826
KC8010401
KC8010391
KC8010371
KC8010361
IN0503051
IN0503041
IN0503031
IN0503021
FJ1507651
FJ1507631
FJ1507621
FJ1507601
FJ1507401
FJ1507381
EF5203371
EF5203331
EF4235151
EF4235121
EF4235091
EF4235081
EF4235051
EF4235041
EF4235031
EF4235021
DQ8138251
DQ8138241
DQ8138231
DQ8138221
DQ8138201
DQ8138171
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MW5241491
MW8983971
MW8983991
MW8984001
0Q5260561
0Q5260581
DQ8138131
MF3747781
AF4176511
MT6825191
KX5729541
OR9783811
0Q5179241
JN0503001
AF4176581
MZ8389471
0Q8481001
MT0236491
MT0400231
IN2524311

MW5604911P
MW5604921P
MW5604931P

ON7755621
OR6070991
OR6071001
AY544792
AY544787
AY081136

LC1949441
FJ2227551
005179021
MW560736
DQ8138391
KX2159151
DQ8138421
KR021301
KR021298
MK729547
MF374773
0Q517846
DQ062667
005178461
005178481
0Q5178781
0Q5179131
0Q5179151
005179461

Prilog 4. Detaljne informacije o izoliranim kulturama Pseudo-nitzschia, ukljucuju¢i podrucje
izolacije (V: Velebitski kanal, S: Sibenski zaljev, K: Kastelanski zaljev, M: Malostonski zaljev),
godinu izolacije, GenBank pristupne brojeve (LSU, ITS i rbcL) i pripadajuce oznake kultura.

ESI?SE: il;%(li;;?ge Vrste Sgﬁ;g?e I(t:GS(:;Bank gi_nBank Egce?Bank
roj) broj) broj)

S018al S P. allochrona 2021 0Q319822 0Q309053 | PP213360
S019al S P. allochrona 2021 0Q319823 0Q309054 | PP213361
S020al S P. allochrona 2021 00319824 0Q309055 /

S021al S P. allochrona 2021 0Q319825 0OQ309056 | PP213362
S022al S P. allochrona 2021 0Q319826 0OQ309057 | PP213363
S024al S P. allochrona 2021 0Q319827 0OQ309058 | PP213365
S029al S P. allochrona 2021 0Q319828 0Q309059 | PP213364
S222al S P. allochrona 2022 PP216012 PP109422 PP213366
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S223al S P. allochrona 2022 PP216013 PP109423 PP213367
S280al S P. allochrona 2022 PP216014 PP109425 PP213368
KO055al K P. allochrona 2021 0Q319829 0Q309060 /

K273al K P. allochrona 2022 PP215940 PP10944 PQ351355
K341al K P. allochrona 2022 PP215950 PP109426 PP213344
M326al M P. allochrona 2022 PP215995 PP109424 PP213355
V008ca |V P. calliantha 2020 0Q309020 0Q309028 | PP213375
V013ca |V P. calliantha 2020 0Q309021 0Q309030 | PP213376
V0l4ca |V P. calliantha 2020 0Q309018 0Q309031 | PP213377
V062ca |V P. calliantha 2022 0Q309027 0Q309032 /

V068ca |V P. calliantha 2022 PQ063246 PP109445 /

V070ca |V P. calliantha 2022 PQ002445 PP109446 PP213385
V07lca |V P. calliantha 2022 PQ063247 PP109447 /

V072ca |V P. calliantha 2022 PQ063248 PP109448 /

V077ca |V P. calliantha 2022 PQ002442 PP109429 PP213386
V079ca |V P. calliantha 2022 0Q309024 0Q309034 | PP213387
V227ca |V P. calliantha 2022 PQ063249 PP109444 /

V283ca |V P. calliantha 2022 PQ002443 PP126545 PP213389
V285ca |V P. calliantha 2022 PP215942 PP109449 PP213369
V299ca |V P. calliantha 2022 PQ002446 PP109428 PP213354
V437ca |V P. calliantha 2023 PQ002444 PQ002610 PQ351387
S354ca S P. calliantha 2022 PP216025 PP109450 PQ351385
Klllca K P. calliantha 2022 PP215933 PP109427 PP213333
K131ca K P. calliantha 2022 0Q309019 0Q309036 | PP213335
K132ca K P. calliantha 2022 0Q309022 0Q309037 | PP213336
K135ca K P. calliantha 2022 0Q309023 0Q309029 /

K274ca K P. calliantha 2022 PP215941 PP126544 PP213339
K367ca K P. calliantha 2023 PP215960 PP109430 PP213347
MO074ca | M P. calliantha 2022 0Q309026 0Q309033 | PP213391
M091lca | M P. calliantha 2022 0Q309025 0Q309035 /

V040de |V P. delicatissima 2021 0Q309087 0Q309038 | PP213381
V04lde |V P. delicatissima 2021 0Q309086 0Q309039 | PP213382
V042de |V P. delicatissima 2021 0Q309099 0OQ309051 | PP213383
V043de |V P. delicatissima 2021 0Q309085 0Q309052 | PP213384
V443de |V P. delicatissima 2023 PQ063252 / PQ366021
K057de K P. delicatissima 2021 0Q309088 0Q309040 /

K058de | K P. delicatissima 2021 0Q309098 0Q309042 | PP213329
K129de | K P. delicatissima 2022 0Q309091 0Q309044 | PP213330
K134de |K P. delicatissima 2022 0Q309092 0Q309045 | PP213337
K159de | K P. delicatissima 2022 0Q309096 0Q309049 | PQ366017
K368de K P. delicatissima 2023 PP215961 PP126525 /

K369de K P. delicatissima 2023 PP215962 PP126526 /

K370de | K P. delicatissima 2023 PP215963 PP126527 /
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K371de | K P. delicatissima 2023 PP215964 PP126528 /
K372de | K P. delicatissima 2023 PP215965 PP126529 /
K373de | K P. delicatissima 2023 PP215966 PP126530 /
K374de | K P. delicatissima 2023 PP215967 PP126531 /
K376de | K P. delicatissima 2023 PP215968 PP126543 PQ351366
K377de | K P. delicatissima 2023 PP215969 PP126533 /
K378de K P. delicatissima 2023 PP215970 PP126534 /
K379de K P. delicatissima 2023 PP215971 PP126535 /
K381de K P. delicatissima 2023 PP215972 PP126536 /
K399de K P. delicatissima 2023 PP215975 PP126537 /
K408de | K P. delicatissima 2023 PP215976 PP126538 /
K421de | K P. delicatissima 2023 PP215978 PP126540 /
K423de | K P. delicatissima 2023 PP215979 PP126541 /
K424de | K P. delicatissima 2023 PP215980 PP126542 /
K452de | K P. delicatissima 2023 PQ002447 PQ002611 PQ351369
K454de | K P. delicatissima 2023 PQ002448 PQ002612 PQ351370
K459de K P. delicatissima 2023 PQ002449 PQ002613 PQ351374
K465de | K P. delicatissima 2024 PQ002470 PQ002627 PQ351375
K481lde | K P. delicatissima 2024 PQ002462 PQ002624 PQ351376
K484de | K P. delicatissima 2024 PQ063250 PQ373929 /
K485de K P. delicatissima 2024 PQ002463 PQ002625 PQ351377
K486de | K P. delicatissima 2024 PQO002464 PQ373930 PQ351389
MO075de | M P. delicatissima 2022 0Q309095 0Q309048 | PP213349
M085de | M P. delicatissima 2022 0Q309090 0Q309043 | PP213351
M088de | M P. delicatissima 2022 0Q309097 0Q309050 | PQ366018
M138de | M P. delicatissima 2022 0Q309093 0Q309046 | PQ366019
M140de | M P. delicatissima 2022 0Q309094 0Q309047 /
M144de | M P. delicatissima 2022 0Q309089 0Q309041 | PQ366020
M363de | M P. delicatissima 2022 PP215996 PP126524 /
M364de | M P. delicatissima 2022 PP215997 PP109431 PP213356
M375de | M P. delicatissima 2023 PP215998 PP126532 PQ351378
M415de | M P. delicatissima 2023 PP216003 PP126539 PQ351379
M46lde | M P. delicatissima 2024 PQ002450 PQ002614 PQ351380
M462de | M P. delicatissima 2024 PQ063251 PQ373931 /
K450fr K P. fraudulenta 2023 PQ002451 PQ002615 PQ351367
K451fr K P. fraudulenta 2023 PQ002455 PQ002619 PQ351368
K455fr K P. fraudulenta 2023 PQ002452 PQ002616 PQ351371
K456fr K P. fraudulenta 2023 PQ002453 PQ002617 PQ351372
K458fr K P. fraudulenta 2023 PQ002454 PQ002618 PQ351373
K468fr K P. fraudulenta 2024 PQ063253 PQ373932 /
K136ga | K P. galaxiae 2022 0Q312051 0Q309100 | PP213338
M232ga | M P. galaxiae 2022 0Q983983 0Q983978 | PP213353
K056ha | K P. hasleana 2021 0Q309152 0Q309102 | PP213328
K082ha | K P. hasleana 2022 0Q309153 0Q309099 | PP213331
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K083ha | K P. hasleana 2022 0Q309154 0Q309103 | PP213327
K10lha | K P. hasleana 2022 0Q309155 0Q309104 | PP213332
Kli5ha | K P. hasleana 2022 0Q309156 0Q309105 | PP213334
V01l5ma |V P. mannii 2020 PQ002456 PP126522 PP213378
V0léma |V P. mannii 2020 0Q319198 0Q309132 | PP213379
V0l7ma |V P. mannii 2020 PQ002469 PP109432 PP213380
V063ma |V P. mannii 2022 0Q319203 0Q309136 /
V078ma |V P. mannii 2022 0Q319205 0Q309139 | PQ366031
V29%6ma |V P. mannii 2022 PP216020 PP109485 /
V439ma |V P. mannii 2022 PQ002460 PQ002622 PQ351388
S155ma | S P. mannii 2022 0Q319212 0Q309147 | PQ366030
S156ma | S P. mannii 2022 PQ002468 PP109435 PP213357
S157ma | S P. mannii 2022 0Q319213 0Q309148 | PQ351382
S383ma | S P. mannii 2023 PP215927 PP109467 /
S385ma | S P. mannii 2023 PP215928 PP109464 PP213374
S393ma | S P. mannii 2023 PP215973 PP109468 /
K026ma | K P. mannii 2021 0Q319199 0Q309133 /
K103ma | K P. mannii 2022 0Q319208 0Q309142 | PQ366022
K128ma | K P. mannii 2022 0Q319209 0Q309143 |/
K130ma | K P. mannii 2022 0Q319210 0Q309144 |/
K2l6ma | K P. mannii 2022 PP215936 PQ373933 /
K231ma | K P. mannii 2022 PQ002457 PP109453 PQ366023
K237ma | K P. mannii 2022 0Q319216 0Q309150 | PQ366024
K260ma | K P. mannii 2022 PP215939 PP109458 /
K321ma | K P. mannii 2022 PP215944 PP109433 PP213340
K334ma | K P. mannii 2022 PP215947 PP109460 PP213342
K397ma | K P. mannii 2023 PP215974 PP109461 /
K410ma | K P. mannii 2023 PP215977 PP109463 /
K478ma | K P. mannii 2024 PQ063254 / PQ366025
M002ma | M P. mannii 2020 PP215981 PP109466 /
MO003ma | M P. mannii 2020 0Q319196 0Q309130 | PP213348
MO033ma | M P. mannii 2021 0Q319200 0Q309137 |/
MO037ma | M P. mannii 2021 0Q319201 0Q309134 |/
M039ma | M P. mannii 2021 0Q319202 0Q309135 |/
MO073ma | M P. mannii 2022 0Q319204 0Q309138 |/
M084ma | M P. mannii 2022 PP215986 PP109436 PP213350
M094ma | M P. mannii 2022 PQ002466 PP109434 PP213352
Ml141lma | M P. mannii 2022 0Q319214 0Q309145 |/
M150ma | M P. mannii 2022 0Q319211 0Q309146 |/
M153ma | M P. mannii 2022 / PQ373934 PQ366026
M205ma | M P. mannii 2022 PP215988 PP109451 /
M208ma | M P. mannii 2022 PP215989 PP109452 /
M219ma | M P. mannii 2022 PQ002467 / PQ366027
M233ma | M P. mannii 2022 PP215991 PP109454 PQ366028
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M239ma | M P. mannii 2022 0Q319217 0Q309151 /

M240ma | M P. mannii 2022 PP215993 PP109456 PQ366029
M241ma | M P. mannii 2022 PP215994 PP109457 /

M380ma | M P. mannii 2023 PP215999 PP109459 /

M400ma | M P. mannii 2023 PP216000 PP109465 /

M40lma | M P. mannii 2023 PP216001 PP109480 /

M404ma | M P. mannii 2023 PP216002 PP109462 /

M435ma | M P. mannii 2023 PP216004 PP109481 /

M463ma | M P. mannii 2024 PQ002461 PQ002623 PQ351381
S004mu | S P. multistriata 2020 0Q319167 0Q309016 | PP213358
S005mu | S P. multistriata 2020 0Q319168 0Q309017 | PP213359
S290mu | S P. multistriata 2022 PP216017 PP109438 PP213370
S294mu | S P. multistriata 2022 PP216019 PP109469 /

S300mu | S P. multistriata 2022 PP216022 PP126547 PP213372
S302mu | S P. multistriata 2023 PP216023 PP109437 PP213373
S442mu | S P. multistriata 2023 PQ002458 PQ002620 PQ351386
K028ps K P. pseudodelicatissima | 2021 0Q318554 0Q318552 /

K319ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215943 PQ002621 PQ351356
K328ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP216024 PP109439 PQ351357
K333ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PQ002465 PQ002626 PQ351358
K336ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215948 PP109440 PP213343
K339ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PQ063255 / PQ366034
K340ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215949 PP109470 /

K349ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215951 PP109441 PP213345
K350ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215952 PP109442 PP213346
K351ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215953 PP109477 PQ351359
K352ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215954 PP109471 PQ351360
K356ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215955 PP109472 PQ351361
K357ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215956 PP109473 PQ351362
K358ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215957 PP109474 PQ351363
K359ps K P. pseudodelicatissima | 2022 PP215958 PP109475 PQ351364
K366ps K P. pseudodelicatissima | 2023 PP215959 PP109476 PQ351365
V253su \ P. subfraudulenta 2022 PQ063257 / PQ366033
V284su \ P. subfraudulenta 2022 PQ002459 PP126523 PP213390
S287su S P. subfraudulenta 2022 PP216015 PP109482 PQ351383
S288su S P. subfraudulenta 2022 PP216016 PP109483 PQ351384
S291su S P. subfraudulenta 2022 PP216018 PP109484 /

S297su S P. subfraudulenta 2022 PP216021 PP126546 PP213371

Prilog 5. Koncentracije izolirane DNA u okoli§nim uzorcima po sezonama i postajama tijekom

2022. i 2023. godine.
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KONCENTRACIJA

PROSJECNA

KONCENTRACIJA

2022, GODINA | OZNAKA UZORKA (ng/pL) DNA (ng/pL) SD
S_07022022_1 9,9 71,5 11
S_07022022_2 72,3
S_07022022_3 70,7
V_08022022_1 13,8 15,9 4,1
V_08022022_2 20,6
ZIMA V_08022022_3 13,2
K_14022022_1 51 5,0 01
K_14022022_2 4,9
K_14022022_3 51
M_14022022_1 46,7 38,6 11,2
M_14022022_2 43,3
M_14022022_3 25,9
S_31052022_1 70,6 104,2 34,2
S_31052022_2 139,0
S_31052022_3 103,0
V_31052022_1 15,4 11,3 4,9
V_31052022_2 12,7
PROLJECE V_31052022_3 59
K_01062022_1 59,7 46,7 20,3
K_01062022_2 57,2
K_01062022_3 23,3
M_01062022_1 23,2 26,7 8,3
M_01062022_2 20,7
M_01062022_3 36,1
S_05092022_1 48,9 68,8 38,6
S_05092022_2 44,2
S_05092022_3 113,2
V_06092022_1 69,6 78,5 7,8
V_06092022_2 83,9
V_06092022_3 81,9
K_07092022_1 18,2 15,8 2,8
LIETO K_07092022_2 12,7
K_07092022_3 16,6
M_07092022_1 4,7 5,8 2,1
M_07092022_2 8,3
M_07092022_3 4,5
K_22092022_1 8,2 6,6 1,7
K 22092022 2 6,6
K_22092022_3 4,8
S 05122022 1 50,0 27,2 22,2
S 05122022 2 26,0
S_05122022_3 5,6
V_06122022_1 20,6 23,3 8,7
V_06122022_2 16,3
JESEN V_06122022_3 33,1
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K 12122022 1 15,2 13,4 2,4
K 12122022 2 10,7
K_12122022_3 14,4
M 12122022 1 43,7 38,7 54
M_12122022_2 33,0
M 12122022 3 39,5
PROSJECNA
KONCENTRACIJA KONCENTRACIJA | STANDARDNA
2023,GODINA | OZNAKA UZORKA (ng/uL) DNA (ng/pL) DEVIJACIJA
S 07022023 1 45,3 42,3 18,5
S 07022023 2 22,4
S 07022023 3 59,1
V_07022023 1 39,1 34,6 39
V_07022023 2 32,4
ZIMA V_07022023 3 32,2
K_13022023 1 6,5 6,4 3,0
K_13022023 2 3,3
K_13022023 3 9,3
M_13022023 1 10,2 6,2 4,5
M_13022023 2 7,0
M_13022023 3 1,3
S 05062023 1 92,8 73.4 36,2
S 05062023 2 95,8
S 05062023 3 31,7
V_14062023 1 17,7 17,7 1,0
V_14062023 2 18,7
PROLIECE V_14062023 3 16,7
K_06062023 1 13 1,5 0,2
K_06062023 2 1,4
K_06062023 3 1,8
M_01062023 1 58,0 62,4 12,3
M_01062023 2 52,8
M_01062023 3 76,3
S 13092023 1 18,2 26,1 13,8
S 13092023 2 42,0
S 13092023 3 18,1
V_13092023 1 22,1 247 13,2
V_13092023 2 39,1
LIETO V_13092023 3 13,0
K_06092023 1 23,6 20,0 55
K_06092023 2 13,7
K_06092023 3 22,7
M_06092023 1 86,4 107,4 36,9
M_06092023 2 150,0
M_06092023 3 85,8
S 04122023 1 173,0 127,5 42,7
S 04122023 2 88,4
S 04122023 3 121,0
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JESEN

V_04122023 1 31,4 32,7 4,6
V_04122023 2 37,9
V_04122023 3 28,9
K_06122023_1 4,7 8,2 4,0
K_06122023_2 7.4
K_06122023 3 12,6
M_06122023 1 57,3 56,7 20,1
M_06122023 2 36,3
M_06122023 3 76,5

Prilog 6. U Prilogu 4 prikazani su GenBank pristupni brojevi, uz pripadajuce vrste i autore

sekvenci Pseudo-nitzschia koristenih u izradi rbcL filogenetskog stabla.

GenBank broj rbcL

Vrsta

Autor

MZ151885.1
MZ151884.1
MW271782.1
MW271781.1
MW271780.1
M59080.1
LR537040.1
LR537020.1
LR537012.1
KU183494.1
KT808258.1
KT808257.1
KP757863.1
KP757861.1
KP757860.1
KP757859.1
KC920826.1
KC801040.1
KC801039.1
KC801037.1
KC801036.1
JN050305.1
JN050304.1
JN050303.1
JN050302.1
FJ150765.1
FJ150763.1
FJ150762.1
FJ150760.1

P. subfraudulenta
P. subfraudulenta
P. calliantha

P. pseudodelicatissima
P. delicatissima
Cylindrotheca sp.
. mannii

. mannii

. fraudulenta

. grannii

. arctica

. arctica

. linea

. galaxiae

. galaxiae

W U U U U U U U U T

. arenysensis
Fragilariopsis kerguelensis
. multiseries

. pseudodelicatissima
. cf. delicatissima

. arenysensis

. hasleana

. hasleana

. fryxelliana

. fryxelliana

. delicatissima

. delicatissima

. calliantha

. calliantha

W U U U U U U U U U U T

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Smodlaka Tankovié H.
Smodlaka Tankovié¢ H.
Smodlaka Tankovié¢ H.
Hwang S.R.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Balzano S.

Percopo I.

Percopo I.
D'Alelio D.

D'Alelio D.
D'Alelio D.
D'Alelio D.
Fuchs N.
Lamari N.
Lamari N.

Lamari N.
Lamari N.
Lundholm N.
Lundholm N.
Lundholm N.
Lundholm N.
Elandaloussi L.
Elandaloussi L.
Elandaloussi L.
Elandaloussi L.
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FJ150740.1 P. brasiliana Elandaloussi L.
FJ150738.1 P. delicatissima Elandaloussi L.
EF520337.1 P. multistriata Marangoni C.
EF520333.1 P. fraudulenta Marangoni C.
EF423515.1 P. galaxiae Marangoni C.
EF423512.1 P. galaxiae Marangoni C.
EF423509.1 P. galaxiae Marangoni C.
EF423508.1 P. turgiduloides Marangoni C.
EF423505.1 P. multistriata Marangoni C.
EF423504.1 P. americana Marangoni C.
EF423503.1 P. fraudulenta Marangoni C.
EF423502.1 P. fraudulenta Marangoni C.
DQ813825.1 P. calliantha Amato A.
DQ813824.1 P. mannii Amato A.
DQ813823.1 P. arenysensis Amato A.
DQ813822.1 P. dolorosa Amato A.
DQ813820.1 P. cuspidata Amato A.
DQ813817.1 P. pseudodelicatissima Amato A.

Prilog 7. U Prilogu 5 prikazani su GenBank pristupni brojevi, uz pripadajuce vrste i autore sekvenci
Pseudo-nitzschia koristenih u izradi filogenetskih stabala ITS genske regije.

GenBank broj

ITS Vrsta Autor
DQ445651.1 P. multiseries Thessen A.E.
DQ990364.1 P. fraudulenta Elandaloussi L.
JN091764.1 P. turgidula Boardman C.L.
AY257839.1 P. turgiduloides Lundholm N.
JN091764.1 P. turgidula Boardman C.L.
JN050288.1 P. fryxelliana Lundholm N.
DQ329205.1 P. subcurvata Lundholm N.
KR021317.1 P. fukuyoi Teng S.T.
MK981231.1 P. galaxiae Turk Dermastia T.
MK69096.1 P. galaxiae Turk Dermastia T.
MW560745.1 P. pungens Giulietti S.
KX353643.1 Nitzschia navis-varingica Tan S.N.
MW114840.1 P. pungens Accoroni S.
MW114839.1 P. pungens Accoroni S.
FJ859051.1 P. pseudelicatissima Moshandreou K.
MG787881.1 P. nanaoensis LiY.
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GU254064.1
HM236163.1
MW560739.1
KR021316.1
DQ813834.1
MK412845.1
KC832998.1
AY?257839.1
KC147521.1
MW560743.1
IN252422.1
KC017449.1
KT808254.1
KT808255.1
KP337355.1
MW560741.1
ON775458.1
ON775459.1
MW560740.1
KT247435.1
KT247437.1
MN634972.1
MN634973.1
0Q517862.1
0Q517860.1
IN085962.1
0Q517917.1
MK106649.1
MW527380.1
FJ859050.1
AY?257854.1
KR021300.1
KR021299 .1
MK106638.1
IN091756.1
KR021317.1
AY?257842.1
LC194944.1
FJ222755.1
0Q517902.1
MW560736.1
DQ813839.1
KX215915.1
DQ813842.1

P. brasiliana
P. brasiliana
P. sp.

P. lundholmia
P. caciantha
P. giana

Fragilariopsis kerguelensis

. turgiduloides

. fukuyoi

. delicatissima

. micropora

. micropora

. arctica

. arctica

. decipiens

Sp

. allochrona

. allochrona

Sp

. calliantha

. calliantha

. delicatissima

. delicatissima

. fraudulenta

. fraudulenta

. hasleana

. hasleana

. mannii

. mannii

. pseudelicatissima
. pseudelicatissima
. subfraudulenta
. subfraudulenta
. multistriata

. lineola

. fukuyoi

. australis

. americana

. fraudulenta

. fraudulenta

. mannii

. mannii

. mannii

. mannii

Wang P.
Wang P.
Giulietti S.
Teng S.T.
Amato A.
Huang C.X.
Fuchs N.
Lun¢

Lim H.C.
Giulietti S.
Lim H.C.
Ajani P.
Percopo I.
Percopo I.
Teng S.T.
Giulietti S.
Percopo I.
Percopo I.
Giulietti S.
Stonik L.V.
Stonik 1.V.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.

von Dassow P.
von Dassow P.
Lundholm N.

von Dassow P.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.

Moshandreou K.
Lundholm N.
Teng S.T.

Teng S.T.

Turk Dermastia T.

Boardman C.L.
Teng S.T.
Lundholm N.
Kim J.H.
Boardman C.L.
von Dassow P.
Giulietti S.
Amato A.
Grbin D.
Amato A.
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KR02130.1

KR021298.1
MK729547.1
MF374773.1
0Q517846.1
DQ062667.1
0Q517846.1
0Q517848.1
0Q517878.1
0Q517913.1
0Q517915.1
0Q517946.1

. subfraudulenta
. subfraudulenta
. plurisecta

. simulans

sp.

. seriata f. obtusa
sp.

sp.

sp.

. hasleana

sp.

. hasleana

U U U U U U U U T U U T

Teng S.T.
Teng S.T.
Caruana A.M.
LiY.

von Dassow P.
Lundholm N.
von Dassow P.
von Dassow P.
von Dassow P.
von Dassow P.
von Dassow P.
von Dassow P.

GenBank broj LSU Vrsta Autor
AF416757.1 P. multistriata Orsini L.
AF416761.1 P subfraudulenta Orsini L.
AF417646.1 P subfraudulenta Orsini L.
AF417647.1 P. fraudulenta Lundholm N.
AF417651.1 P australis Lundholm N.
AF417658.1 Fragilariopsis kerguelensis Lundholm N.
AY081136.1 P galaxiae Lundholm N.
AY544787.1 P galaxiae Cerino F.
AY544791.1 P galaxiae Cerino F.
AY544792.1 P galaxiae Cerino F.
AY5447921.1 P galaxiae Cerino F.
DQ813808.1 P pseudodelicatissima Amato A.
DQ813812.1 P caciantha Amato A.
DQ813813.1 P dolorosa Amato A.
DQ813814.1 P mannii Amato A.
DQ813816.1 P mannii Amato A.
EF522108.1 P. americana Marangoni C.
FJ859056.1 P pseudodelicatissima Moschandreu K.K.
FJ859057.1 P pseudodelicatissima Moschandreu K.K.
GU254065.1 P brasiliana Wang P.
HQ596405.1 P brasiliana Wang P.
JN050298.1 P hasleana Lundholm N.
JN050299.1 P hasleana Lundholm N.
JN050300.1 P lineola Lundholm N.

Prilog 8. U Prilogu 6 prikazani su GenBank pristupni brojevi, uz pripadajuce vrste i autore sekvenci
Pseudo-nitzschia koristenih u izradi filogenetskih stabala LSU genske regije.
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JN252431.1
JQ995418.1
KC017459.1
KC017461.1
KC147537.1
KF241716.1
KM400617.1
KP337356.1
KR021346.1
KR021349.1
KR021350.1
KX290870.1
KX290871.1
KX572954.1
MF374778.1
MK682489.1
MK682497.1
MK682499.1
MK682500.1
MK971684.1
MK971687.1
MK981216.1
MK981217.1
MK981218.1
MK981220.1
MN128953.1
MT023649.1
MT040023.1
MT114678.1
MT114681.1
MT682519.1
MW256708.1
MW449589.1
MW524146.1
MW524149.1
MW560488.1
MW560491.1
MW560492.1
MW560493.1
MW560494.1
MW560495.1
MW560497.1
MW560498.1
MW560499.1

P circumpora

P. arctica

P multistriata

P. americana

P fukuyoi

P pseudodelicatissima
P sabit

P decipiens

P lundholmiae

P subfraudulenta
P subfraudulenta
P. australis

P. australis

P batesiana

P simulans

P. pungens

P multistriata

P galaxiae

P galaxiae

P subfraudulenta
P subfraudulenta
P calliantha

P mannii

P calliantha

P mannii

P giana

P bipertita

P subpacifica

P hasleana

P hasleana

P hasleana

P pseudodelicatissima
P fraudulenta

P subfraudulenta
P galaxiae

P calliantha

P cf arenysensis
P cf arenysensis
P cf arenysensis
P delicatissima
P delicatissima
P. pungens

P cf arenysensis
P. pungens

Lim H.C.
Balzano S.

Ajani P.

Ajani P.

Ajani P.

Barra L.

Teng S.T.

Teng S.T.

Teng S.T.

Teng S.T.

Teng S.T.

Bowers H.A.
Bowers H.A.

Lim H.C.

LiY.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Huang C.X.

Dong H.C.

Dong H.C.
Bowers H.
Bowers H.
Bowers H.
Smodlaka Tankovié¢ H.
Ajani P.A.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.
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MW898397.1
MW898399.1
MW898400.1
MZ838947.1
OM936007.1
ON775562.1
0Q517924.1
0Q526056.1
0Q526058.1
0Q848100.1
OR607099.1
OR607100.1
OR978381.1
U413901

P fraudulenta
P mannii
P mannii
P multiseries

Cylindrotheca sp.

P. allochrona
P. australis

P. fraudulenta
P. hasleana
P. cuspidata
P calliantha
P calliantha
P americana
P. americana

Giulietti S.
Giulietti S.
Giulietti S.

Tardivo Kubis J.A.

LiY.

Percopo I.

von Dassow P.
von Dassow P.
von Dassow P.
Teng S.T.

Turk Dermastia T.
Turk Dermastia T.
He Z.

He Z.
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8. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

U ovom je istrazivanju po prvi put sveobuhvatnim pristupom odreden sastav i sezonsko-prostorna
raspodjela vrsta Pseudo-nitzschia na cCetiri uzgojno-izlovna podrucja srednjeg Jadrana tijekom
dvogodisnjeg razdoblja. Rod Pseudo-nitzschia sastavni je dio jadranske fitoplanktonske zajednice,
a pojedine vrste proizvode neurotoksin domoi¢nu kiselinu (DK), odgovornu za amnezijsko trovanje
Skoljkasima (ASP). Uspostavljene stani¢ne kulture i sastav vrsta u okoliSnim uzorcima odreden je
morfoloski (FE-SEM/STEM) 1 molekularno (Sanger sekvenciranje: ITS, LSU, rbcL;
metabarkodiranje: ITS1irbcL). Sveobuhvatni pristup omogucio je razlu¢ivanje kripti¢nih i pseudo-
kripti¢nih vrsta te procjenu utjecaja sezone 1 podrucja na strukturu zajednice. Uspostavljene su 362
kulture roda Pseudo-nitzschia, u kojima je potvrdeno 10 vrsta. MorfoloSkom i molekularnom
analizom okoli$nih uzoraka odredeno je 12 Pseudo-nitzschia do razine vrste i 2 do razine roda (P.
sp. 1, P. spp.). Znacajnost prostornog faktora potvrdena je u Velebitskom kanalu, dok je sezonski
obrazac pokazao na svim istrazivanim podrucjima najvecu raznolikost u hladnije dijelu godine
(jesen i zima). Rezultati potvrduju visoku raznolikost roda Pseudo-nitzschia u srednjem Jadranu te
pokazuju da se najveca taksonomska preciznost postize integracijom morfoloskih i molekularnih
metoda. Rezultati istrazivanja predstavljaju temelj za pouzdanije pracenje potencijalno toksicnih
populacija i procjenu rizika pojave domoic¢ne kiseline u uzgojnim podrucjima Skoljkasa.
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

In this study, the composition and seasonal—spatial distribution of Pseudo-nitzschia species were
determined for the first time using a comprehensive, integrative approach across four shellfish
farming and harvesting areas of the central Adriatic Sea over a two-year period. The genus Pseudo-
nitzschia is a regular component of the Adriatic phytoplankton community, and several of its species
produce the neurotoxin domoic acid (DA), the causative agent of amnesic shellfish poisoning (ASP).
Cell cultures and species composition in environmental samples were characterised using
morphological (FE-SEM/STEM) and molecular methods (Sanger sequencing: ITS, LSU, rbcL;
metabarcoding: ITS1 and rbcL). This integrative approach enabled the discrimination of cryptic and
pseudo-cryptic species and the assessment of seasonal and regional influences on community
structure. A total of 362 Pseudo-nitzschia cultures were established, within which 10 species were
confirmed. Morphological and molecular analyses of environmental samples identified 12 Pseudo-
nitzschia species and 2 taxa resolved to genus level (P. sp. 1, P. spp.). The significance of the spatial
factor was most evident in the Velebit Channel, while seasonal patterns across all study areas
showed the highest species diversity during the colder part of the year (autumn and winter). Overall,
the results demonstrate high Pseudo-nitzschia diversity in the central Adriatic and show that the
greatest taxonomic resolution is achieved by integrating morphological and molecular approaches.
These findings provide a basis for more reliable monitoring of potentially toxic populations and for
improved risk assessment related to domoic acid occurrence in shellfish aquaculture areas.
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