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temeljen narbcLmar ker u. Sl i ka o mo gebrojooptiesekvescp ojf edboni eV as
podruljima te ukazuje na razlike u zastupljenost
Slika 322 Kr ugni di jagram prikazuj e r as p ddeudanitaschia re|
temeljeno narbcL mar ker u. Debl ji na paudie pajeflinihl vista unutarrsvakog 0 ¢
podrul ja.

Slika3.23.Pri kaz raspodjele sekvenci mBseuddniezschkiad d me E o j a
| etiri istragivana podrulja (Kagtel anski zal jev
temelien nalTS1mar ker u. Sl i ka o mo g rojonopticsekeescpojr edibnui It eV m$
podruljima te ukazuje na razlike u zastupljenost
Slika 3.24. Kr ugni di jagram prikazuj e r as p ddeudaritaschia rel
temeljeno na ITSImar ker u. Debljina povezujulih linija oc¢

podrul j a.
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Popis kratica

Bl - Bayesova inferencija

BLAST - alat za usporedbu nukleotidnih i proteinskih sekvenci (engl. Basic Local Alignment Search Tool)
bp - bazni parovi

CRAN-repozitori] programskog okrugenja R (engl. C
DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DNase/RNasedtree - bez nukleaza (enzima za razgradnju nukleinskih kiselina)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

FE-SEM-pr etragni el ektronski mi kroskop s emisijom
Microscope)
FigTree-sof t ver za pri kaz i urelivanje filogenetskiltl

f/2 medij - standardni medij za uzgoj mikroalgi
GTR - generalizirani vremenski reverzibilmodel evolucije nukleotida (engl. General Time Reversible)

ITS-unutarnji transkripcijski melLuprostor ribosom
LSU - regija velike podjedinice ribosomalne DNA (engl. Large Subunit rRNA gene)

MCMC - Markovljevel an] ane Monte Carl o metode (engl . Mar k:
MEGA - softver za analizu molekularne evolucije (engl. Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
NCBI-Naci onal ni centar za biotehnolodgke informaci)|j
Information)

PCR-1 anl ana reakcija polimeraze (engl . Pol ymer ase

PCoA - analiza glavnih koordinata (engl. Principal Coordinates Analysis)

PERMANOVA - permutacijska multivarijatna analiza varijance (engl. Permutational Multivariate

Analysis ofVariance)

PRIMER -softver za multivarijatne ekol ogke anali ze
Research)

P. spp.- Pseudenitzschiaspp.

RPM - okretaji u minuti (englRevolutions Per Minute)

Q5 - visokofidelitetni PCR Master Mix (engl. Q5 Hot Start Higldelity Master Mix)

QIAGEN -k omer ci j al ni proizvolal mol ekul arni h reagen
rbcL - gen za veliku podjedinicu enzima ribulek#-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza

RNA - ribonukleinska kiselina

SD - standardna devijacija

SIMPER-anal i za doprinosa vrsta slilnosti/razlilito
TBE - TRIS-boratEDTA pufer

Tm-t emperatura taljenja poletnica u PCR reakciiji
UV-ultraljubilasto zralenje



1.UvOD

1.1 Fitoplankton

Oceani prekrivaju okotei7magj8W Klejmdljnwneulpogu Ji
procesima u biosferi. Fotosintetsgirocesiv a g n i su za izmjenu ©plin
hi drosfere | ime izravno utjelu na global nu
ekosustavu istile se fitoplankton Kk ojOsobitb ma k
su vagni u kd luosbua lungolm icka j er predstavljaju n
ugljika u biosferi te ulinkovito sudjeluju u
procesi u oceanima omoguluju fiksactparat mo:
izravno utjelu na koncentraciju staklenil kih
pumpe dio fiksiranog ugljika transportira se u dublje slojeve oceanabigdj@ohranjert i s u i a ma
godina, |ineli oceaqls&wnietk orsaigu laatedrpeenjagisamo sofd

da jefitoplanktonodgovoran za 95% ukupne fotosinteze u oceanima te sudjeluje u vezivanju oko
40% globalnog ugljikgParsons i sur., 1984; Falkowski i sur., 1998; Bristov i sur., 2@Liptrofni
imksot r of ni pl ankton razvija se u povrginskom
najveli dio primarne proizvodnje i biologke
obuhvala samo 5% vol umen éo200ni)h noocresaknia .o kUozl ieg
mezopelagijal (20A000m)s ogr ani | eni m patigeldgial (@R0ON0OVM)kejitiel 0 s t i
u pot pun o sdisopelagifalo(400@0GD Mm)te hadalopelagijal (ispod 6000 Myezan uz

oceanske brazdeemnianbiu)y jegteinmae kskol i ga. Raz
fitoplanktona ovisi o fizikalnim (svjetlostemperatura, gibanja morske vode), kemijskim (salinitet,
koncentracija nutrijenata) i bi ol ogk{vmIliilmbe

sur., 2009;Thurman i Trujillg 2014; Mann i Lazier2006) Nji hova sposobnos
vodenom stupcu rezultat je niza morfologkih
gralu, razli ke u gust odtlipidngh kamljica. Ongdnibmi fitdplankténa u r a
su jednostanilni [ kol oni jal ni ; eukanotske talgeoif n i
prokariotske cijanobakterije. Prokariotske
cijanobakterije, koje frakci j-8pm)(Rayholde §do& pr
Falkowski i Raven, 2007 Eukariotski predstavnici obwha | a j uaksenbniskihskupina,

ukl jul ujuli zelene alge (Chlorophyta), di j at
haptofite ( Hap kakqglitbfore) ta brojna drugé taksongmeke skupine. Organizme
ove zajednice karakteriziiaz r azit raspon velilina, priblign
pikoplankton (0,2 pm), nanoplankton ¢€20 um) i mikroplankton (2200 pum)(Sieburth i sur.,

1978).

Popul acije fitopl ankt on aorupeppteblakaoud atnkosfi, slui jra s
velilina od nekoli ko centimetara do nekoli ko
s povoljnim ekologkim uvjetima za poletak f
naziva se cvjetanjem mora i opisuje se znatnim@t om br oj nost i il bi om
koncentracija pigmenta u odnosu na godignju
Povoljni uvjeti pri kojima brojnost fitoplanktonskih stanica raste su: dovoljna koncentracija glavnih
nutrijenataimikron t r i j enata, odgovarajuli salinitet,
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poletne populacije (kritilnamggst oiziatdgazzvno®k b
cvjetanje iliobojeneplima odr el eni m o KSmayday 1097 Bojaona mijenjasa

zbog prisutnosti popaeld ajnen &k opliil maempd @ meint i
zel ena. Pomol ni pi gment.i (karotenoi di a4, fil
zajedni| ki pi gment k od ze stanitce imadngrganskihaspojeva twvore s o
organske spojeve (autotrofija). Manje stanic
sastav pigmenata ovisi 0 svjetlosnim uvjetima razydgfrey i sur., 1997; Smayda, 1997; Kirk,
2011).

Jednostanilne algpomatingefbtosohtktske pi gme
(eukarioti) 111 u citopl azmi (prokarioti). I
pigmente koji omoguluju apsorpai puhsdipkjfioat

do 700 nm. Primarni pigment je klorofd, prisutan u svim fotosintetskim organizmima, Koji
apsorbira svjetlost u plavom (oko 450 nm) i crvenom dijelu spektra (oko 662 nm). Sekundarni

pi gment i u k | ¢, udji mpgsarbirakuglavnoonf plavo svjetlte karotenoide, poput
fukoksanti na, koj i uZelenn dioospektta qokoadp@d0onmp Uz i, u  p
fikobilini, karakteristilni Zza <cijanobakter
n ar atmdrvans svjetlo (oko 620 nnig fikoeritrin, koji apsorbira zeleno svjetlo (oko 5565

nm) . Raznoli kost fotosintetskih pi gmenat a
svjetlosnim uvjetima i n a (Fatkawski i| Ravie,i 2607; Kiwkb i n a
2011; Jeffrey i sur., 1997; Smayda, 1997)

Uz vVvisoki udi o u globalnoj pri mar noj proi zv
mor skom ekosustavu. Osim sudjelovanja u bio
fosfora, fitoplankton je usko povezan i s procesima u atmosfégekom masovnih cvjetanja
pojedine skupine fitoplanktona, poput kokol i
Spoj eve, ponajprije dimetil sul fird, .gdjeGanporti oL e
aerosoli sudjeluju u stvaranju oblaka iznad
procese Treguer i sur., 1995; Falkowski i sur., 1998; Hasle, 2002;1 i | i | , 2003) .

1.2. Dijatomeje

Dijatomeje (Bacillariophyt a) predstavl!ljaju
fitoplanktona. Jednostanil| ni su fotoautotro
okoligima s predstavnici ma u ifgs&imn aagdnicana (@ari b e
Kaleli, 2025). Di j at omej e (al ge kremenjagice) posjed

tvori frustulu (ljugturicu) gralenu od amor f
silicija iz moirlskogr to&koil liiga@ai jue we ki s(eelongne ( F
sur.,2012) Vel a valva slugi kao pokl opac (epitek
1.1.). U unutragnjost.i stanica nalazansknogi
prostora(Lelong i sur., 2012)S obzirom na gralu | jugturice,
glavne morfol ogke skupi ne :te penatnetdijatoimejee(Pendnglgsat o
Cent r i | neimaurgdimlhusimetjjud pre(ei t o s u .Pénatmeldijatomefiaje
bilateralnu simetriju te su u najvel emkobr o]
ukl juluju i znal aj an bPseodenitgzsehia @rgdicibnklmolse viste mdaa ,
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Pseudenitzschiar azvr st avaju na temelju morfol ogkih o
delicatissima sa @§i ri nom st ieskupinuR. senedan j ©an @idr i3n dm st a
3 um. Ipak, neke vrste popBt multistriatai P. pungensobuhval aj u obj e morf
prekl apanja girine stankriapt iPlrnishutwrostta k(rAmpd

Bates i sur ., 2018) wunutar ovoga roda ograni
metoda t et rneabnueizea psoveobuhvatnim pristupom ko
anali ze. Kriptilne vrste predstavljaju genet
mor f ol og k iPseudakzrlii pktoiviantee vr st e takoldmu 4y ignan @ik
malealimj er | jive morfologke razlike koje se mogu
Pi gment.i i maju kljulnu ulogu u prikupljanju
fotoprotektivnim procesima i u antioksitanoj zagti ti . Gl avni fotosin
klorofil a, dok jeklorofil cpr i sutan u manjim kolilinama te
apsorpciji svjetlosne energije. Najznalajni]j

na ostale karot enoi dlarotenUdiadinoksantinad diadoksanprgjiimaju | j u |
dodatnu ulogu u fotoprotekcipijkman i Kromkamp., 2006; Falkowski i Raven., 2007; Kirk, 2011;
Kuczynska i sur., 2015).

1. 3. Mor f ol og k &sewdbnitzschi®@ §j a st ani ca

Staniceroda Pseudenitzschiase umorskoj vodinal aze pojedinalno il

api kalnim krajevi ma. Naj|legle .$buvmdwvmeé npmp p!t
obli k moge varirat:i od |l anceolatnog do | inea
pol ogaju astlaengilcce fsuw inf or mne i |dvakiproptast ksurhjnesq tt &
s obje strane jezgi@lasle, 1994; Lundholm i sur., 2004ve vrste imajuafuy, uzdugnu pu
smjegtenu na rubu valve. Raf a se porlootgeegnea dj ue
suprotnim stranama, g Nitaschja &) nekib vrétg rafa)jp prekisutanue t r

sredpagtuu tom posdrreudijour(jpearlppezriac ent r al i s) S mj
sredignjem | voru ( nodudnarafa e mdupribaldmas )|.i nbe usheu t

rafa s kanalom(Mar i | P f a n n)k\Vuacl hveen strijg2dpr dig@sje silicificirane trake sa
sitnim por ama. Strije seinteistzjanja®lpj hpuvwasj eabea
mor f olbagkoe gg e. Briserijainegs jedningredonb pgor)iilnultiserijatne( s v i g e
redova pora) (Slika1l.2Mar i I Pfannkuchen, 2013
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Slika 1.2.Pseudenitzschia callianthaMikrografija elektronskog mikroskopa (FEEM/STEM) sa

oznalenim dijelovima stvata.i ce koji sluge za o
U unut r ag@genjad satzii pornaak silicijev sl oj cribpuarfor
livelum Vel um je najtanji dio silicijeve | jugt:

i zmelu st ani c dMa r Riadokuchenp29d3me di j a

Odrelivanj e poj Psdudaiizithamogthe r pda s apomenuho mo |
morfologkih obobijielk] adu g k,biojstijaifitultdorpu sv alrvad’ e
(Sl'ika 1.3.), pri sut nwesiti na is torduskuttunroas ts es rneadg
samo elektronskim mikroskopomTaksonomija ovih dijatomeja tradicionalno se temelji na
morfologkim obiljegji maowiijle cisjeewer il jemgt usrvi
molekularne metode 0 j e nadopunjuju morfologiju te omo:
novih vrsta(Lundholm i sur., 20022003).
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Slikal.3.Mor f mblbigkj e gj a p oRseudenitaszhia A)IP.idelicatissimalcaspidata
kompleksB) P. callianthg C) P. cacianthaPreuzeto iz Lundholm i sur., 2003.

1. 4. Ra z mPseuganitzstinaj e

Vrste rodaPseudenitzschiar a z mn o § aes@ojnais @l no . Nespolnim ra
prirodi stanice se vegetativno dijele. Rodi t
nove stanicéLelong i sur., 2012)Unutar nove epiteke stvara se i nova hipoteka. Kao rezultat toga,

stanice ss kr al uj uDodijmbogm.ani ca veliline pri koj o]

kontinuirane vegetativne diobe nije kod. svil
delicatissimuto je 2090% maksimalne duljine stanice, Pa multiseriesznosi 2370%, a zaP.
pungensznosi 2060% maksimalne duljine stani¢@mato i sur., 2005Davidovichi Bates, 1998;
Chepurnov i sur., 200%elongisur.,2012Kad st anice dosegnu mini ma
sposobnost d a Inja te jpastgpnor ugizajpnoovraavtaa k na pr vot nu,

vel il inu pond mtoj e vaez Donnegnaelazinnpkon niza vegetativnih dioba, kada
stanice padnu i spod kritil ne (DaeidovichiiBates, 1p98;t r e k
Amato i sur., 2009.elong i sur., 2012Mar i | P f an n (Slka hde.n , 2013



Vel ina saznanja o spolnom razmnogavanju, auk
vrstaP. multiseries P. pungengDavidovichi Bates, 1998Chepurnov i sur., 2005). Faze spolnog

ciklusa u prirodi tegko su wuvolljive zbog o0s]j
godine prvi put je zabiljegeno masovno spoln
te je pokazanoda®s ¢ i v ot n iPsaudektischsu vprrsitraodi odvija u ra
dvije do tri godi ne, k a o Aldlio i sur.,12@10;Holteamaron i suf., s kK i |

2010;Sarnoisur.,,2010) MeLut i m, j og ni ji®d stanicejsep@pmihtpovd k a
parenja melusobno pronal aze n(lebrigisgrt, 2012pokr el e

Vegetativno dijeljenje I |

-
s "

R
N

X
~ED I

S

/ \

> Smanjenje frustule

/N /N /N

\\\ (\ / <_(\ ?" 0\3\@

gamete (n)

zigote (2n)

auksospore (2n) Spolno razmnoZavanje

Slkal4.Pri kaz givotnog ci kIl us aMapre nl a tPnfea ndnikjuacthoerme

15, Mol ekul ar na Psdudehitzsehidj a st ani ca

Naj novi ja i sPsaudegtzschamhl jae diomdjauj u mor f ol ogke i
bi se sa ¢gto velom tolnogia iatragitemeafgtki
pseudek r i nphtvrstd(Lundholm i sur., 2003006;0rsini, 20022004;Quijanc-Scheggia i sur.,

2008) Kriptilne vrste su morfoPseugldkiri ptielsmhel wve
genet ski razneaznatenea npoorKEaamsigguk2807)i aklbi ke odr e
do razine vrste pojednostavljeno molekularnim metodama, taksonomski razvoPsedde
nitzschiase i dalje oslanja na temeljitom razumijevamor f ol ogki h obi |l j egj a.
met oda koj e s e anjuoodaPsetdenitzgchidatemealjidse ealDNA sekveiranju
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(Sanger) |0 g se rezultati koriste za 1zgra
vrstama(Orsinii sur, 2002 Cerino i sur., 2005Mar i | Pf an n Kukdbrmastia 5u2.,0 1 3
2023;von Dassow i sur., 2023rapov i sur., 2023Niu i sur., 2024Bon a | i i i. Angliza .
mol ekul arnih rezultata moge rasvijetliti Kri
metodama ne mogu odrediti do razine vrsteU v el i ni iPsetadendzgchiasakorjsta r o
genski biljeg ITS (ITSt 5.8S- ITS2) (Lundholm i sur., 20032006 Orsini i sur., 2004Amato i

sur., 2007;Kaczmarska i sur., 2007Casteleyn i sur., 2009Thessen i sur., 2009la r i |
Pfannkuchen, 20135rbin i sur., 2017tim i sur., 2018Arapov i sur., 2023Turk Dermastia i sur.,

2020; Giulietti i sur., 2021;Roche i sur., 202terling i sur., 2022Bona | i | i, LJur .

fragment(Niu i sur., 2024Arapov isur., 2023yon Dassow isur.,,2023) dok novi j a i
u k| j ubclu gemski biljeg (Turk Dermastia i sur., 202Bonal i | i . sBomol
mol ekul arni h metoda odrelLen je velik broj vr
kriptilnim vrstama. On o nayitn enoleguéan ipm i | 8t rsEn@it v a@

potvi. e nda P. pseudodelicatissima P. cuspidatal i ne dobr o odvoj BPne ¢
calliantha, P. caciantha, P. manni, P. hasleana, P. fryxelliageupu P. pseudodelicatissima/P.
cuspidata Qrsini i sur., 2004Lundholm i sur., 2006QuijanaScheggia i sur., 2008 Unutar
pseudek r i pt i | no gP. delcatigsima,khadekularno su odvojen®. allochrona i P.
delicatissima lako Lim i sur., (2018)tvrde daP. pseudodelicatissimaP. cuspidatamolekularno

ni su razj agBoreal iel ip r @oganetsko staldoO @okayalo je vidljivu
interspecifilku varijaciju melu nji ma. Mol e
podatak podei ce za kri-gti phel me plsemplloekse. Progi |
dostupnih baza sekvenci, posebibeLgenskog bil jega | 1] podaci
bi se metoda visokpr ot o] nog Ymeekabakodican)aneglg leoristiti sSj 0 g vel ol
razlulivoglu i p r e Pseuwenitzschiado rpzine vrsm.d\fisekpr v @ ©j m o
sekvencirargpr oi zvodi veli ki broj eekdreMsiaprsuinthe o m
o k o | iugorko(Riredda i sur., 201®iuisur,2024) Odr eli vanje do razi
o korigtenom gen Pseodenitzbchidnjag d e,gi @ zma rbctogeriskj t e n i
biljezi (Turk Dermastia i sur., 2020iu i sur., 2024)

1. 6. Domoi | na Kkitsreolvianng ei gaknonlej zkiajgsikrma ( ASP)
Od r e LretePseudenitzschiapr oi zvode neurotoksin domoil nu
zahtijeva visoku razinu energije u starffgeudenitzschial Pan i sur ., 1996) .
amino kiselina i analog 4glutaminke kiseline s adr g i tori k ate ina Kevat | n e
strukturnih izomeraVrste P. australisi P. seriatapr oi zvode i zomere DK, a

mesu gkoljkaga te predstavljaju produkt njih
2011 Hansen i sur., 2011).

DKraspada se u vodi proi temperaturama Vvigim
2 i iznad 12). Fotoosjetljiva je te se wupra
ukl anjanja DK iz Ilm®00§ Rateg2018)kUo Igii gvd a(nBom islust av L



se trajno vEegiev nan ed Nenatwksia Bme )g e akwsnelirdi u morskim
organizmima filtriranjem mbpurdsidimemorskindaganizmima . u
poputmorskilpt i ca, mor ski h praivolvemi md@e ochmwigiacdho t
amnezijsko trovarnBat@lkolijlagima 1988P) Trai ner
2025).0vaj ti p t ok,saliikoddrsgihsisakeo glicalizg u ¢dia si mpt ome Kk
glavobol j a, smetenost , gubpoak emamijenjoar,aj mul
dobio ime(Teitelbaum i sur.1991;Lelong i sur., 2012 Od 63 opisane vrste ro@seudenitzschia

kod 28 | e ut vproizwdnja DK{Oniogs sub, 202G.andholm i sur., 2024Guiry,

2024)

1. 7. Krat ki pregled dosadagnjih istragivanja

Dosadagnja i str agiPseadejitzmchianaaz niod ti klorsdji o malai
temel je se uglavnom na morfologkim anali zama
Jadrana do danas |je temeljem moPfaalliactipkP. h a
delicatissima, P. fraudulenta, P. lundholmiae, P. manni, P. multistriata, P.

pseudodelicatissima/cuspidat@, subfraudulenta P. pungeng Bur i | i Arapowisur., 200
2016, 2017, 2020) . Mal i br o] istragivanja uk
vrsteP. manniii P.allochrona( r ani j e oPdct aaebhysemagAr&pava sur., 2020; Percopo

i sur., 2022)Sveobuhvatnp odac i , ukl julujuli m g, misu ddstopgi kae i
podrulje srednjeg Jadrana. Pr et h crdnjag Jadsahar a ¢ |
ukazuju na potrebu zveoluhvatnimp r i st upom kako bi s e -krra zpdtvi d jni
viste istragivanog roda.

Naj |l egle k or ibijeziezaio d g e b iePsasidaijiteschia su ITS (unutarnji
transkrpc i ] s ki m@ETSWHRESHTSA)),A_EY (velika podjedinica ribosomske RNA) (Penna

i sur., 2013; Lundholm i sur., 2003; Lim i sur., 2018; Giuliettii sur.,20@0 k novi j a 1 st
u k|l j tb¢Lbiljea(ribulozal,5bifosfat karboksilaza/oksigenaza) (Turk Dermaissiar., 2020).

Vel moaekul ar nishe itsetrmeal gjiivamnag aanal i zama stani |l
te su iskljulivo vedigadadzanpodMalj é ®jfawnamknd
sur., 2013; Turk Dermastia i sur., 2020; Gattiii sur., 2021)Visokopr ot ol no snedav enc
je metoda procjene bioraznoli kosti u mor sko
sekvenci koje se mogu koristiti za identifikaciju fitoplanktonskih vrsta, ali analiza podataka uvelike
ovisi 0 odabranongenskom biljegu javno dostupnim bazama sekvenci. Filogenetski markeri koji

se najlegie kori st étoplanktena a lkiami ¢h ioo rsauz nroal zil ki o sit
|l esto nisu dovoljno informatimninee ztaudswiei rdoad
razlikovati neke vrste unutar rodseudenitzschia Naj | egli e se u istragi
fitoplanktonske zajednice metodom metabarkodiranja koristt\i83egija (mala podjedinica).

| stragi sakpeprotolempmovekeroacuramal ni m Eur op
Pireddaisur,( 2018) zabi Pjeaénitzécbiaopp@ hd,@%bmoBupnog br oj
fitoplanktonske zajednice. N a podrul ju Ja
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metabarkodiranjem 186e gi j € s u u s Pspudapitzschiazc a i | MefQut am, s
ni j e precizno odrelen navedeni nMateksitsur.aZP23y a n |

Barilevil Novsiura ,i s20r2adg)i.vanj a, pr i mj emasuma met
rod Pseudenitzschia kor i st el irbcinies k eo mo ¢ TISiLl @ preci zni |
sastava vrsta. |Istragivanj e mPsBudenitzsehidk o sugt e n
ITS1 markeraPremaT ur k Der masti a i s WPseudpnitzéchidr 2D)i ljg eigie |

k or i g tbe ggnskag billegai odnosu na 18S9.

Prema dostupnoj literaturi unutBseudenitzschiaroda opisane su ukupno 63 vrste, od kojih 28
proizvodi DK (Bates i sur., B8; Pistocchi i sur., 2012; Dong i sur., 2020; von Dassow i sur., 2023;
Lundholm i sur., 2023, 2024; Guiry, 2024; Niu i sur.,20®4). v i zabilj eadgamodio sl
se krajem studenog 1987. godi ne na Ptrovanee EGC
153 osobe od kojih je troje starijih umrlo. Vrtseudenitzschia multiseriep ot vr Lena | e |
t oksi |l nosWightgskirg198% a®ao j e prvi sl ul aj u koje
trovanja ljudi.U Jadranskom moru DK jeprpiut zabi |l jegena 2000. g o«
(Mytilus galloprovincialig prikupljenom uz talijansku zapadnu obdiminiello i sur., 2005)
Domoi | najekJadsaaskommeapr onal ena u ni s,kooohtadafovedem t r &
neprekidan ranitoring toksind morskevode b og osi gur avanja zdravst\
Prema Uredbi (Ez) 853/ 2004 i hrvatskom zakor
jestivom tkivu ¢k'dITijekom gadinaj 2Knj® povrem2nd zgbilg g egn a L
gkoljkagima iz uzgojnih podrul| | aprag#ITiomkagrvé fh
sur.,,2025)Pr va pojava DK u hrvatskim welavgadagnj(Mabi |
galloprovinciali§ ( Uj ev i | i.Odtmda, | 0DK) povremeno zabi
uzgojnih podrulja, n o U wspog peokisanogpraga.Brisutnost Ko n ¢ e
pot vr legeeernmeladrarfuLl j ubegi | Marsbr i, k@®gill 2i0.1slyr .
ProizvodnjaDK ut vr Lena jPseudénitzschigpPe delicatigsimydPanna i sur., 2013;
Smodl aka Tan k oTurk Dermastiasi sur.,.2022iP2 dalRagtha(Arapov i sur., 2020
SmodlakaTlankovici sur.,2022, P. multistriata(Turk Dermastia sur., 2022) P. galaxiae(Turk
Dermastia i sur., 2022)P. pseudodelicatissimgd Smod| aka Tank,ovpidi i| em
naj veli br oj i stragivanja proveden u sjevern
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1.8.Cili temel jne hipoteze istragivanja

Gl avni cilj ovog istragi vanj aPsgudesittsch@dobainimni t i
vodama srednjeg Jadrana tijekom dvije godine
| i me [ e sdosadag o atemelenanasyjetlosmoni plektronskoj mikroskopiji

Na ovVvaj nalin cilj je razviti i n tTemgeajemraalizel mo
uspostavl jeni h <Pseadenitaschiaohb okgualt tij uarivan lover dssteat u p n i
ITS,LSU irbcLs ek venci u svrhu razkrkevahnahkwvirpgtial
usporedba rezultata o sastawvrsta Pseudenitzschiamor f ol ogkom anali zo
metabarkodiranja.

Hipoteza 1. Nema razlike prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta ré&@udenitzschiao d r éhl. e n
mor f ol ogkam anali zom

Hipoteza 2. Nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrstePseladenitzschiao d r ehll e n
molekularnom analizom

Hipoteza 3. Nema genetske varijacgene L u i z o | at @seodénitzechigzolirahihsar s t ¢
i stih i razlilitih podrulja

Hipoteza 4. Nema razlike u sastavu vrsta roddseudenitzschia odr el eni h me |
metabarkodiranja regije ITSIhcL.
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2.MATERIJALI | METODE

2LPodrul je istragivanj a

Uzorci su prikuplijeni na uzgajiligtima gkol |
moguli e akumulacije DK u.tHKistu ako vsanjiddtgpeoiddr u
obalnim podruljima srednjeg JadVelehiski.kandl §:t r ag
44.2696° S, 15.5165° 1, Gi ZalEewn(S: 1d3.7441° S, 15.87129,Kagt el anKki z
43.5208° S, 16.2717j i Malostonski zaljevil: 42.8676° S, 17&71° |) (Slika 2.1).

Batimetrija
[ ]0-50
50 - 100
100 - 200
200 - 500 \
500 - 800 \
[ 800 - 1000

I > 1000 RN
'\V%E 2

Slika21lPodrul je istragivanja i pri kaz paje,f{chj a:
K: Kagtel ansKki zaljev, (d) M: Mal ost onsKki Z a
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2.1.1. Velebitski kanal

Velebitsk kanaldug je 144 kma  § i -t4din. Sdtvorenim morem povezan je Kvarrdim

viaimai zmelLu ot oka ddkeeum wnt ar nj iSidibee kanal a prot
Zrmanje. Osim rijeke Zrmanje u kanalu se nalazi i nidzeonih izvora slatke voderulja), koji

su posebnaktivniupo d r u Isjt u apdstaje(Bemax i sur., 2003/ | i | i | .ilzvosiuzr . |
obal u povezani s u,kpoojnio rsiumaa kvtoidven iu tziajleekloum K i ¢
i tijekom razdoblja topljenja snijeg@onaccii Roje-Bonacci, 200Q)Kao posljedica togaatinitet

u povrginskom s | jegmanjem mzdobljusd listopada dolswbifjava | i | i | i
2009)(Slika 22.).

Batimetrija

0-50

50 - 100

100 - 200 N
200 - 500

] 500 - 800

[ 800 - 1000 s

I > 1000

6 0 6 12 18

Milja
W 44.2696 °S
\15.5165 °1

Slika 2.2. Prikaz Velelitskog kanala pr i padaj ul (Vn4.26060 8, d5.5068°t)a ma

2.1.2. Gibenski zaljev

Estuarij rijeke Krked i 0 j e Gi b énlazkusastaz Natignainegaparka KrRag je 25
km. Po d rewestyarijao b u h PraKljamsko jezereep o d r @ |bjeens ke 1,800k U ( Vi |
povr gi ns &stuanjapselladavaslatka voda, a zbog malea z | i k eplime z asekel’ u
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( pr osj e ltarelatihdvelikamotoku slatke vodesodeni stupage stratificiran. Haloklina
senaj |l egli e nal-Zimdokseraa d/u b ij reimel n& j v elijekanpd od ¢ le &
i zimenalazinadubiniod ok o 5 -on u(peiha) (all eeg o v i (Slika2.3).9 9 1)

)Q Batimetrija
0-50
’ 50 - 100 N
. 100 - 200
43. 7471 OS 200-500 E
15. 8712 °I 1 500 - 800

=
[ 800 - 1000 s
I > 1000

2 0 2 4 6 8 10 .
= e e

Slika23.Pri kaz Gi bepripddp gl z ml k e (R4Bi744E 8,4d518312° ).

2.1. 3. Kagtel anski zal jev

Kagtel anski zmd |j evatjveor e aj v elbial ni zal jev u
Jadranskog mor a. Dug jteprodjde I8n &k 2Bdmu(byiinted k i | e ¢
Naj znal ajniiji dot ojarijekalJadirolkk® j aode wl zpkyvyavw r
(Ljubenkov, 2014) uz nekoliko vrulja manjeg kapacitetaTijekom 1980ih zaljev je bio pod
snagnim utjecajem neproliglienih g¢ktoomujneal ok ho
povelanje biomase fitophaphk®topdoklHopelsljian ne
cvatnj fitoplanktonai razvopt ok si | ni h (dMarod 4 awiell a tizgradnjom . , ‘
kolektora 2004. godine antropogeni utjegapmanjen a u zal jevu je zabil
prema oligotrofijil Sk e j i 201512024)(8lika 2,4.).
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Batimertija

[ ]0-50

[ 50-100 N
[_]100- 200

[ ]200-500 E
500 - 800

[ 800 - 1000 s

B > 1000

43. 5208 °S
16. 2717 °I

2 0 2 4 6
I e Milja

Slika24.Pr i kaz Kagt esl apnrsikpoagd dmatarhg{ten3a52685 8, 16.2717° I).

2.1.4. Malostonski zaljev

Malostonski zaljesen al azi na zavrgetks miemgetenamnzhkned uk @
i kopna Dug jeoko2 8 k m,i 6,Inkente @ ugtavnom dubine 229 m( Vi | i 1)i f Po @00 B]
Mal ostonskog zaljeva najvagnijjeoelpo@dsladijjiell,
2004 ; Lalil.Si csuwijem 2@af3)te tradicionalnog
Mal ost onski zaljev proglagen | (Basidli9l9gkS| gghbe ni
gl asni k Dubrovni k&ajvaienikjoivi | ambdmi8gi) koj i
Malostonskom zaljevu su dotok rijeke Neretve u vanjskom dijelu zaljeva i vrulja, u unutarnjem
dijelu zaljeva( Vi | i | iTli,j elk%8b )r ih podzentiti gj kat ijvanlost i , bol at
na povrginu i izlazi iz zaaie yodeizaotvagrenag mof@ooeg u i a \
Armanda i sur., 1991(Slika 2.5).
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Batimetrija

[ ]0-50
_]50-100 =
100 - 200
[ 200 - 500
[ 500-800 =
: [ 800 - 1000 /
42. 8676 °S I > 1000 i

N 17.6871°I
Se. BN 7 0 7 14 21

T Viilja

Slika 2.5. Prikaz Malostonisog zaljeves pr i padaj ul (Mm286365 B8,d7.687t)a ma
2.2.1zolacijaiuspostaast ani | ni h kul tur a

Naprehodno opisanbodt pelbjal pi 2822nj edel mel sal @r
uzorci mor ske vode f pramgemdka20 kt Wrorkokdo seventikaleing i ¢ o n
potegomod 5 metaradubined o p o.vianignmonjeeuGi b e n s k o mbog smarjjerog u
povr gisalirstétaong € g a @dU Imetaraalubined o p o Vstogrémer® .su na svakoj

postgi mjerere vrijednostitemperatugi saliniteesondomy S| Pro 1030 Xylem Inc., Ohio, SAD)

(0,5,7 m)(Prilog 1).

Kako bi seuspostaile s t a@kuliurg poj edi nal ne stanice il i | anc
mikropipetomizv j e gi h uzor aka fKotropgltreesrhi sviEtosniknekroskope ¢ e
Olympus IX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i Leica DMI 4000B (Leica Microsystems
CMS,Wetzhr , Nj emal ka) pri p olzolrdnastanide imanesd u rekblikox i

kapi sterilnog f/ 2 medija wuz dodatak sdal i ka
pripremu stanil|l nog me grikyplenakap 0 id @ atvonereng Jadkanskagr s k
mora(43.0437 8, 16. 2854 °). Prikupljena morska vodardfiltriranajek r oz f i |l t er ve

1,0 ¢ m(GF 6; Whatman, Maidstone, UKa nakon filtracijepohranjenge u mrak na sobnoj
temperaturi2® 4 AC) naj manj e dv aMedijfraeime izoliranih stanjcaevrste o r i
Pseudenitzschiapr i preml jen je korigtenjem autokl avi
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tvarimakoja jezatimfiltrirana kroz membranskifie r v e | i | € m&lapnar, Maid€igne,
UK).pHme di j a za st postavlilem ez mel lut Br,el jie 8, [stavlra |l i n
Iz m&%336.Uzgojkulturase odvijaai svjetlosnoj komor(BIOBASE, Narodna Republika Kina)

pris | j e dngetimanrasponu tenepatureod 14 °C+ 0,5 °Cdo 20 °C+ 0,5 °C sukladno s
okolignim uvjetima morske wodevijtetlekomi pre i
noJjj)al inu svj®8&8 | omob i bdt ona m | s T .doviolsao| e
pregledavane zbog pralenja rast a stanicaPsdudeani h
nitzschiap r e nepeesy @ tikvice od 35 mL s medienst ak|l eno p o garéides kor
kulturama stanicaPseudenitzschia prethodno jeoprano Contradd et er dgent om ( C
Beckman Coulter, SAD), potom jetopljenou k|l or ovodi | noj kiselini
po 24sata Nakon| i ¢ | peong walsterilizjramo autoklavirajem. Medij je pripremljen prema
protokolu Guillard (1975) iAndersen(2005) Us post avl jene su 362 sta
Pseudenitzschiaizolirane iz fitoplanktonske zajednicev a || et r amarsiagpmodr ul j a
Molekularna identifikacija provedena je za najmanje jedan genski biljeg za sve uspostavljene
kulture. U dal jnju morfol ogku i mol ekul arnu anal.
najmanje 2 genska biljega (ITS, LSUriticL).

2.2. 1. Morfologka anali za

Poduzorci stani | nih kultura za nmRseufleoitzsohiak o i
prikupljeni su u eksponencijalnoj fazi ragtanutar razdoblja o@ do 3 tjednad izolacije stanica

Za potrebe mazdloil rogrkee <watnardiilzree kul ture su fil
te su pohranjene na 4 A e@lekiionskim mikraskogbm s antisgomi z e
polja (FESEM/STEM Mira3es ¢ a n Brno, Legka) .

Uzorci stanilnih kultura za mor f dastegfkyell,an al

(1970) Pode or c i stani |l nih kultura homogeni zirani
tikvicu. Uodvojenipodu z o r a k s t aPRseudemteschiawErlenmeayezovoj tikvicdodan je

j ednaki vol umen Kkoncentr juanee 1.5 Suspeozijanegank i s e
mi j na ¢ digeston. Potom je upoduzorak dodana@si | ena otopina kal.i

(KMNO .Zasil ena ot opi nado#asalaisg peduzoralpdek otogirgespopanti a

|l jubi | astu boj uwacijuprgamskaityarZd siij e ma otkespi na kal i
pripremljena jeotapanjenp r i b |-8 ggatijeva permanganatal00 mL destilirane vod&akon

toga, uzorakje tretiranz asi [ enom ot opi nom o kksja je priprenienas e | i
otapanjem pribligno 10 g oks alOpsanakatopireseu ne
poduzorakd odaval a postupno, uz polagano mijegan]

postao proziranPripremljenipoduzorakp r e bal en j e u pne tubiceod S0pnLil e n s
ispiran je deioniziranom vodom nakon svakog centrifugiréd{®0RPM 20 min), sve dok pH
vrijednostnije postéap r i bl i gmai nmefwabé i 7).
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Ooligleni vuilz laultua ¥ i Istt minn & mi su kroz epohilkmir bon
promjera 13 mm (Nucleopore, Whatman, Maidsto
sat a. Nakon sugenja, filteri Ssu postavl jeni
(Quorum Technologies, Q150RES, Lewes, UK) za potrabalizep r e t r elaktronskim
mikroskopom (SEM)

Za mor f ol ogku apnraeltiekkigonsik onikiogikdp es remigijaen poljalodatno
opremljenSTEM detektorom (FESEM/STEM Mira3es ¢ a n, B r (Blikg 26.L. SEY knaliza

provedenajeprinapomub r zanj a od 4 kV i r adnZafodaing @anblizee n o ¢
transmisijskim detektorom z&8TEM analizu, 120 OL ol i gi enog uzorka
naneseno nkarbonskumr e gpirceus vul enu t anki m s(FOFR0ONL, 2@00 | i m
mr egni h, oftovromvaar / kar bon presvul ena ni kal m

Hatfieldpa SAD).Za anali ze STEM detektor om, k-8 kvViigt en
radna udal j-6mr,®visnoiozamakzitanoj vBsti. Za morfometrijskealizeu svakoj
kulturijei zmj ereno naj manje 10 stanicda,na iangilriizn
(apikalna i transapikalna 0s), broj fibula i interstrija u 10 um, broj poroida u 1 um, broj redova
poroida unutar strije, struktuporoid a t e g ualvocopudeu D um.i | a

Slika26.Pretragni el e kFE8EMnMirk3, Tesnd &m ,0 s&krompo , Legka)
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2.2.2. Molekularna analiza

Za potrebe molekularne analize metodom Sanger sekvenciranja volumehOouhl6 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 pgmama-20 °C do daljnje analize
(izolacije DNA). 1z sakupljenog talogaspostavljenits t a n i | n Pdeudénitzdchiaizolirmna

j e ukupna genomska DNA korigtenjem DNeasy Pl
S uputama proizvolLal a. Koncentracije i | i st
NanoDrop (Thermo Fisher Sciedenbdbi ¢ge RAD) gt e
razl il itih enzi mskih sHidslity aMaater Migab (New oBnglan8t a r
Biolabgpswich, MA, SAD) i Phire Tissue Direct PCR Master Mixa (Thermo Fisher Scientific,
SAD), u ukupnom reakcijskom volumenu od 25 uL, prema upa@a pr oi zvolLal a.
smjesa pripremliena s Q5 Hot Start Higielity Master Mix enzimom (New England
Biolabspswich, MA, SAD)as adr gaval a }0e2 Madk tpeorl eMinxd,cal u ob
uzorka genomske DNA te Ultra Pure DNase/RNase= desliranu vodu (Invitrogen, Thermo

Fi sher Scientific, Wal t ham, MA , SAD) . Za izr
DirectMa st er Mi x (Thermo Fisher Sciensvifegi bAd
st ani | nRseuttenitzsthawolamena 1615 mL centrifugiranje na 13000 RPM20 minutau
mikrocentrifugalnim tubicama volumena5l mL , nakon | ega je priku
pripremu | anlane reakcije. Reakcijska smjes:
Mix, DMSO,DNA Realse, ® 2 OM pol etnica u oba smjera, 1
uzorka i zol i r arrsudaitzmaite ste@nu dulbézunukéeazalltra Pure
DNase/RNas€&ree (| nvi t r ogen, Thermo Fisher S diaenn thi f
reakcijapolimerazg e ukl j ul ena i negativna kontrola kc
ali bez dodatka DNA. Negativna prokaor i gt ena j e kao kontrol a t
tijekom izvolLenja PCR r iianksakontaminanath.e dogl o do
Za potvrdu vrsta unutar rod@seudenitzschig analiziranes u  t r i razlilite gen
transkripcijski melLuprostor (I TS: | TS1rbcb . 8 S/
gen (ribulozal,5bifosfat karboksilaza/oksigenaza). Uvjeti PCR reakcija optimizirani su u skladu s
preporukama proizvolLala oligonukleotidnih p
korigtene kao referentni p aeta ampéfikaaije. PQRaprodudtir e L i
vizuali zirani su pod UV svjetl om. Za umnaga
PSNF 1 ( 5 N;j GGATCATTACCACACCGATESBIR1 3 NjY 5N;j
CCTCTTGCTTGATCTGAGA TNoy&er i3 Ngpr., 2013 ITS-A ( 5N;j
CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTCCGTAGGT i 3 Nj)ITS-B ( 5N;j

CCTGCAGTCGACAATGCTTAAT(PHBAGIGEGIIBIN]))Za umnagan|]
regije kori gt éDlleR g Wb Njp AAICECICGCCTEGAA T TITBDRAR C A BA]
TCGGAGGGAACCAGCTMWN®@ Asur3 MdPG)kao i kombinacijaD1IR i D3Ca ( 5 Nj

20



ACGAACGATTT GCAC GStHolik Gsur3 1994 RegijarbcLgena umnogena |
pol etbol(ccaNj AAGGAGAAATHAMBCL/GT(CIN] SAWMRCAACCTTGTGT

3 Nyones i sur., 200%Yablica 2.1). Uvjeti pri kojima su izvedene PCRaeije na sva tri genska
markera navedeni su u Tablici 2.2.
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Tablica2.1.Po|l et ni ce kori gtene u PCR reakcijama za

Genska | Naziv

regija pol etnPoletnica Referenca

ITS PSNF1 5Nf GGATCATTACCACACCGATCC 3 Nj| Noyerisur., 2015
ITS PSNR1 5Nf CCTCTTGCTTGATCTGAGATCC 3| Noyerisur, 2015
ITS ITS-A 5Nf CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGG]| Scholinisur., 1994
ITS ITS-B 5Nf CCTGCAGTCGACAATGCTTAATTC| Scholinisur., 1994
LSU D1R 5N ACCCGCTGAATTTAAGCATA 3Nj | Nunnisur., 1996
LSU D3B 5NMCGGAGGGAACCAGCTACTA 3N; Nunn i sur., 1996
LSU D3Ca 5Nf ACGAACGATTTGCACGTCAG 3Nj | Scholinisur., 1994
rbcL rbclLl 5N AAGGAGAAATHAATGTCT 3Nj Jones i sur., 2005
rbcL rbcl7 5N AARCAACCTTGTGTAAGTCT 3Nj | Jonesisur., 2005

Tablica 2.2. Uvjeti PCR reakci amplifikacije ITS, LSU irbcL regijes pri padaj ul i m

pol etnspeaecifil ni mengenimnracvakulegijma pr i m
Genska Zavryg

Enzim regja | Set poll Inicijalizacija | Denaturacija | Vezivanje Produlienje produlienie | Zadr gav

Q5HotStart| ITS |PSNF1/PSNR1| 98 °C 3 min 98°C10s |58°C30s| 72°C30s[2435x] | 72°C 10 min 4 AC ¢

Q5Hot Start|  ITS ITSA/ITSB 95°C10min | 94°C30s [55°C30s| 72°C30s[235%] | 72°C 10 min 4 AC ¢

Q5 Hot Start| LSU D1R/D3B 98°C30s 98°C10s |52°C30s| 72°C30s[2435x] | 72°C2min 4 AC ¢

Q5 Hot Start| LSU D1R/D3Ca 98°C30s 98°C10s |52°C30s| 72°C30s[2435x] | 72°C2min 4 AC ¥

Q5 Hot Start| rbeL | rbeLlbel? | 98 °C 3 min 98°C10s |52°C30s| 72°C30s[235x] | 72°C 10 min 4 AC 1§

PCR produkti vizualizirani su pod UV svjetlom (runVIEW Mini Blue Light llluminator, Cleaver
SCIENTIFIC, Velika Britanija) pomoliu ggel
bojomSYBR Safe DNA (Thermo Fisher Scientific, SAD) u 1X TBE puferu (Slikd) 2Agarozni

gel je pripremljen otapanjem 0,5 g agaroze (Sigxitich, SAD) u 1X TBE puferu. TBE pufer
pripremlienjenj eganj em 950 mL dei oni zi-EQTA pufevotopire s
(SigmaAl dr i ¢c h, Gvicarska). Panje PARplodukat prpvederio je8 a n
komercijalnom laboratoriju Macrogene Europe (Amstendiaozemska). Za sve uzorke provedeno
je sekvenciranje u oba smjera Aforwardf i

el

Ar
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Slika 2.7. Prikaz rezultata gel elektroforeze na agaroznom gelu nakgslifikacije ITS regije
primjenom izravnog PCR na uzorimas t a ih kultura.

2.2. 3. Bioanaltaor mati | ka

Provjera kvalitete sekvenci i spajanje kromatograilaor war d i i aAproveder sus e fi
pomol u softvera Chr o mamolellarou identifikacip vrstlS, PSUL . 1 0 .
rbocLs ek vence s uaseakwemanraedstepmien u bazi podataka Nacionalnog centra za
bi otehnologke informaci | gAltschNIG Bur.,)199R)8akiersca je | i
potvrlLena kao vr st dznosikizmad 930. Madkeritgena @TIS, LSUbEL] n o s t
analizirani su odvojeno za dobivanje zasebnih filoggiganatranih genskih regij@oravnanja su
provedena koristel.:i CL Usitvera WEGAM gwverzija j1120.13) s 1)
postavkama z ada n(Masatosho idSudhir, 2000zamwal’i aurr.,&2021Sekvence

su melLusobno wusporelene s <ciljem odrelivanj
strukturi). Razvijen je evolugki model supstitucije nukleotida, a parametri oblika gama

di stribucije izralunat:.i su korigtenjem Baye
MEGA 11 (Masatoshi i Sudhir, 2000 amura i sur., 2021Bayesova inferencija (BI) provedena je
primjenom generaliziranog vremenski reverzibilnog evolucijskog modela (GTR) s-gama
raspodjelom i invarijantnim mjestima (G+l) za sve sekvencirane regije (ITS, bStl)i (Yang,

1994) Za Bayesovu analizu kori gt e alizajjeeproyedenaauv n a |
programu MrBayes 3.2.(Ronquist i sur., 2012)z minimalno 4000000 generacija Markovljevog
|l anca Monte Carlo (MCMC), sa stopom wuzorkov
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intervalom takolLer od hastaldardgne deejacgamiiejpaa usagpon d C

i zmelLu 0, 01 i 0, 05. Dodatno je izralLeno komi
ITS, LSU irbcLs ekvenci , koje su obj ediStudie (veezijau.3.8)0 f t
(Gelfond isur.,2018) kor i st el i pakete magrittr -Studi@.pl yr

Izrada Bayesove inferencije za kombinirano stablo provedena je modelom GTR+G+l, uz minimalno
10000000 MCMC generaciij a, sa stopom ukimr kov
intervalom od 1000 sve dok prosjelna standar
Rezultati za ITS, LSUtbcL i kombinirano filogenetsko stabl
FigTree. Prvih 25% uzor ak aim postavkaman Naafilogemetskond b a
stablima su prikazane posteriorne vrijednost
ukupne vrijednost:i gens ke r(emijaill.0.18)Masttoshi 8 u i
Sudhir, 2000Tamuraisur.,20. Rezul tati su prikazani pomol

23. Okol i gni uzorci

Uzorci fitoplanktonzamo r f o Imolékilarnu analizo k o | uzgrakégtikupljani susezonski
fitoplanktonskommr e gi c o m k a k mdpglavlju2.iSez@nska razdoblR sudr e L e n a
premaArtegiani i sur., (1996p r i | eml j alka prazdolezingey dvipaajlipan)

p r odé rujenilieto, dok je prosinaz d r e L eamdoijgeseni

Za analizu okoligne DNA, tri uzastopoai yemgtain
u jedan uzorak volumena 508L. Po dolasku u laboratorij svaki uzorgk homogeniziran i
podijeljen na tri poduzorka volumena 150 m&vaki od poduzorakge predcstavijaot e hai | k
repliku. Poduzorci sprethodnof i | t r i r ani kroz plankt orkak&khi mr e
se ukl onil i (mezedanktopa gpam suzvakimski filtrirani kroz polikarbonatne
membranske filtere veliline pora 0,6 Om prom

pohranjenna-80 °C do daljnjeobrade

231.Mor f ol ogka anali za

Zaodr eli vanj ePssudenitzsahia uzeraka tm@ke vode poduzorci su fiksirani
Lugolovom otopinom i pripremljeni za FEEM/STEM analizu prema metodundholm i sur.,
(2002) a koja je detaljno opisana premfrapov i sur., (2017) Uzorak morske vodge
homogeniziran te je u poduzorak volumena 10datdam:1 mL 1 0% k| oreqHCH,di | n

2 mL 30% sumporne kiseline (H SO ) i 10 mL :
kako bi se uklonio organsknat er i j al iz .dNakbn2& satt, mzorei su tjetwagits u r i
pribligno 10 mL zasilene otopine oksalne ki
otopina nije postala prozirna. Uslijedil o |
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centrifugiranja pri 300(RPM 20 minuta,sve dok pH vrijednost supernatantge izmjerera u

rasponi 6-7 . Ol i gl eni uzorci su potom filtrirani

poal & m, promjera 13 mm ¢ dNucy eksikptar nagmanje\24h sata.ma n
Nakon duddrejra su postavljeni na al uminij ske
Technol ogi es, Q150RES, Lewes, UK) . Mor f ol o¢

pretradgnim el ektr onSEM; Kiradesickarnos k Bpom, ( E&gk a)
analiziranomu z o r k u o darebC stanicaHsezidenitzschiai pregledana su barem dva
centralna transeki@lika 2.8.) od kojih jebarem30stanicamnor f omet ri j ski obr al

vidno polje

Slika28.Krug na sl ici p r end lojem se Inglaae pmfdtnne staniceWnutdri | t e
kruga su prikazane dvije linije (vertikalni i horizontalni transekt) Sv a k i t r an-ake k t
vidnih polja.

2.32. Molekularna analiza

Za izolaciju DNA kor i ¢ tae(QAGEN Niibkemska) prenfaonetedr Wa |

opi sanoj od strane proizvolLala uz manje i zmj
Uzorci SuUu umjesto 5 min mijegani 15 min na
pol ogaju. DNA j e i s perkalonza (SigmeArl idlrrni acrh , v oGdvd e ag sfh
volumen je iznosio 25 OL. Koncentracija i |

Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientifi
dvije genske regijedTS1lirbcLu ser vi su Novogene Europe (Camb
amplifikacij a, priprema Kknjigni ca zatleS1 gerskiv e n
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biljeg, 2 x 312 bp zabcL genskibileg na wurelaju 111 umi nrgelMdv a Sce
regije korigten je par pol| eTCOGTAGGTAGAAGCTGOG&EN | 2
3 Whiteisur.,,1990) | T S CRIECACGGCTGAAAGTTGTAA3 §Sterling i sur., 2022)
(Sl'i ka 2. 3.rpcLr €@i ueniagraall €n e niseunodifieirgne prem@wak | v n «
Dermastia i sur., (2022BT-F 5 AGGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTTAAA 36 R BT
CCTTCTAAYTTACCWACWACWG3 6 (Tablica 2.3

Tablica2.3.Po| et ni ce kori gt ene z arbatijekangneetahakodigapja s k e
I 'l umina NovaSeq 6000 urelLajem.

Genska Naziv

regija poletnPoletnica Referenca

ITS1 ITS_F3 50 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 36 White i sur., 1990

ITS1 ITS_R3 50 CATCCACCGCTGAAAGTTGTAA 3| Sterlingisur., 2022

rbcLl BT-F 58 GGCGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTT AA| Modificirane Turk i sur., 2022

rbclL7 BT-R 56 CCTTCTAAYTTACCWACWACWG 3| Modificirane Turk i sur., 2022
233.Statistil ka anali za

Za analizusastaa zajedni@ roda Pseudenitzschiau r az | i | i tpiovedersageznalinaa ma
glavnih koordinataAnaliza glavnih koordinataPCoA)temeljena nd&8ray-Curtismatricis | i |.no st

Podaci o relativnoj brojnosti pojedinih vrsta transformirankgadratnim korijenorrkako bi se
smanjio utjecaj dominantnih taksona i naglasile razlikme Lu manj e z aAmalagp | | e |
je provedena u programPRIMER v7 (Clarke i Gorley, 2015)Rezultati su prikazani kao
dvodimenzionalni PCoA dijagram gdj e udal jenost i zmelu tol a
sastavu zajedniiprestoinibuzogakau s ez ons ki h

Za analizu strukture zajednice provedena je PERMANQ¥Aderson, 2001panaliza temegm
BrayCurtis indeksa slilnosti. Podaci Su trans
analiza je provedenaad va f akt om@isezpndsd | jae z@ procjenu z
izmelu pojedinog faktora primijenjeje usporedni testJz PERMANO\A analizu, provedena je i
SIMPER analiza kako bi se utvrdilo koje vrddseudenitzschiapridonoserazlikamai z me L u

i stragivani h Zmo drvwalkjua vir staiz oda.eleni su prosj
razlike i kumulativni idotpradgiosankhphaoakt omaal i
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2.34. Bi oi nfamalizenat i | k a

Bi oi nf or ma pdddtakeamembankaalichgfar ovedena je koristel.
(verzijal.7.]) (Buchneri sur, 2022),pr ema prepor ul enomjut isjleukjub eann
APSCALE prPrvotnalobrad&siravin sekvenci napravljena je cahsttvrtke Novogene

Provedeno je filtrizadgnmi hkvpadsttaevkei ,kopriigtleer
sekvence koje su se pojavile najmanj,.e preitilre:
su sekvence kojeeodsut ygpajeu aongp | o kekiavam poj e
filtriranja kvalitete, sekvence su dereplici
naj manje | etiri put a, | i me se r AVWKlasteriranje jet | e ¢
provedeno pri pragu slilnost.i conh ist@gkekakaengl k | a n

Amplicon Sequence Variantfaksonomska anotacijg pr ovedena ko (lITS§)tienj e
Diatom barcode(rbcL) referentne baze podatak& e k venc e su zatim ob
ponovljenih wuzoraka, pri | emu su zadr gane ¢
replikatima.Za oba genska markeraz r a Lieraa/ r jgen a t a baksoromskaoahatatija n j a
ASV-ova pr ovedeAPScalp BLAXTdaksormas & b i o d r, uz Lisporedhbe s javno
dostupnim referentnim bazama podataka zallT8cLt e odgovarajule pra
taksonomske razine. Dodatnom kuracijom uklonjeni su neciljani taksoni i sekvence koje nisu
relevantne zaovb s t r a gavno aastupaa NCBI baza podataka i nativhe sekvence generirane

tijekom ovog istragivanja su kor iPgketephyioseqg a
(verzija 3.19(McMurdieiHo | me s, 2 0 1 3 fjloggnetskipgrikar rodgRse@dwo-nitzsehia
izokol ignih wuzoraka. Krugni dijagram koji pri

Pseudenitzschiagj e vi zual i ziran k o(verzin0.B44 (Taupiér 2023). Mi s ¢ M

2. 4. Dostupnost podataka

Sanger sekvence generirane tijekom ovog istr
s pripadajulim metapodacima (podrulj e, dat u
Sanger sekvenci dostupni su u NCBI bazigtaka (Altschul i sur., 1990) te su prikazani u Tablici

3.3. (Poglavlje 3.: Rezultatiekvence dobivene metabarkodiranjem ITS1 regije pohranjene su u
NCBI bazi podataka u okviru BioProjecta s identifikacijskim brojem PRINA1416652, dok su
sekvence metabieodiranjarbcL regije pohranjene u okviru BioProjecta s identifikacijskim brojem
PRINA1410733 pr i padaj ul iPmo jneedtianpaol dnai c izamaialka selvensii b r o
dodijeljeni unutar navedenih BioProject zapisa.
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3. REZULTATI

Odpol et n avlijenils ulusar 78 | e
korigtenjem tri

Tablica 3.1. Popis izoliranihvrsta Pseudenitzschia broj kultura, postaja uzorkovanja, sezona

odr e Ll e ,SSEM/STEM)fi mdlekuiping

g eboLy (Kadlica3i.)l j ega (I TS,

izolacijeimetodk or i gt ene prili kom anali ze.
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 KM j esen, 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, rbclL, SEM

LSU
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31.Mor f obbigkkaleigaj a

Pomolu pretragnog elektronskog mikroskopa (
Pseudenitzschiaiz uspostavljenih kulturdJkupno je analizirano pedulturavrsteP. allochrona
(S223a) S280a) K273al, K341al, M326al)devetkulturaP. calliantha(V0l4ca V227ca, V299ca,
V079ca S354ca K274ca, K367ca, M074ca, M091¢a)2 kultura P. delicatissima(V042de
K129de, K159de, K376de, K452deK465de, K459de, M138de, d64de, M375de, M415de,
M461de) petkultura P. fraudulenta(K450fr, K455fr, K&6fr K458fr, K468fr) dvije kulture P.
galaxiae(M136ga, M232ga) | kuliureP.ihasleangK056ha, KO82ha, K101ha, K115hdy¥

kultura P. mannii(V296ma, V439maS155ma, S157ma, S385m&al03mag K231ma, K237ma,
K321ma, M153mayl219maM233ma, M240ma, M463ma,q, e kalturaP. multistriata(S004mu,
S005mu, S290mu, S294mu, S302mu, S442rasamkultura P. pseudodelicatissimé@k028ps,
K328ps, K339psK352ps, K356ps, K357ps, K358ps, K359ps)pet kultura P. subfraudulenta
(S28%®u, S288suS297su, V253su, V284suMor f ol ogke karakteristik
kulturaPseudenitzschiasu prikazane u Tablici 3.
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Tablica 3.2.Mor f ometri j ska obi |l jwstpPseudanizgtoasPtoalalcji e rkiohy i k uslut uorzan al e ni podeb

najvele vrijednost. (raspon) , Brd mjerenfa (n) nmveden ja y zagradama ispedismaiesviste. nav e d e n ¢
Gi r i n & Dugna (um) Sr edi Fibule u 10 Interstrije u 10 Poroidi u 1 Redovi Sektori Band strije

Vrsta (um) pora um um um poroida  poroida ul1l0pum

P. allochrona 1,44-2,15 51,06-63,01 + 20-24 36-39 7-13 (1)-2 - 43-45

(n=50) 1,72 5812 216 371 439

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 8353 19,6 36,2 6 445

P. delicatissima 1,31-2,00 31,0594,21 + 20-26 37-42 7-13 -2 - 4851

(n=126) 1,64 57,43 233 404 496

P. fraudulenta 509654  6022-67,42 + 19-24 2325 5-7 (1)-2-(3) 2-7* 3841

(n=56) 5,79 65,04 227 238 5 395

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 3844

(n=50) 2,46 56,95 16 3334 40,23

P. mannii 1,71-2,48 69,08-12356 + 16-23 3337 4-6 1 1-8* 42-44

(n=148) 2,05 93,37 19,7 353 4 432

P. multistriata 2,33-3,51 55,85-84,85 - 2326 36-40 9-12 -2 - 47-51

(n=62) 291 68,07 243 384 499

P. pseudodelicatissima  1,22-1,75 59,14-90,99 + 19-26 3841 5-7 1 1-4* 47-52

(n=84) 1,48 72,76 223 393 2 496

P. subfraudulenta 415525 96,19-140,33 + 1317 2325 5-6 (1)-2 2-10* 3941

(n=60) 4,69 11842 14,8 24,6 5 401
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3.1.1. PseudenitzschiaallochronaZingone, PercopboSarno

U valvalnom pol ogaj u Puallechrdneknoop ljjeasd@gswbbki ki
krajevima(Slika3.1.(a))Za b i | ¢ e g ie n a bilajé werasporwE 51,06d0 63,01 pmdok je

g i riznosiaod1,44do2,15 umUsvimstanicamp ot vr e rea i jga ] &dopgistijea g i |
(Slika 3.1. (c)) Broj fibulaiznosioje od 20 do 24 u 10 ung broj interstrija bio j@d36do39 u 10

pum. Strije su bileperforirare s 2 redaporoidg osim u jednoj valvi gdje jeu bliziir edi gnj e
zabil | elyedporosda. Brojporoidau l pbiojei z mé&-L3uValvaco pul a j e sad
0d43do45 strija u 10 Om, pAdo2p 6 e miuda2porosdd.ir i ¢ lee bi

Slika 3.1. Pseudenitzschia allochrona (a) 2 stanice ubo| nom pna lsgegosriom
mikroskopy (b)) <ci jela valva, SEMsr éd)ppremeEM(da)j i ¢
krajevi valve, SEM; (fivalvocopulasaredovima perforacija, SEM. Mjerrakale (a,b) 5 um; (€f)

500 nm.
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3.1.2. Pseudenitzschia callianthd_.undholm, Moestrup Hasle

StaniceP. callianthasu u valvalnonp o | oifhalglinearn oblik (Slika 3.2.(a)) Duljina stanice

bila je 0d64,08 um do 107,14 ppag i aod 138 um do 2,12 untd svim stanicama bila je prisutna

sr edi g8 doha strijn(Stka 3.2.(c)) Broj fibula bio je 0d17do22 u 10 Om, dok
interstrija bila od 34 do 38 u 10 um. Strije su bile uniserijatnéd da 6 okruglih ili kvadratnih
poroida u 1 pm. Svaki poroid bio je podijelienddo 11 sekt ora. Velina poc
na gektera(26%) zatim nap et (24 %), sedam (17 %), | et i r |
Valvoco pul a | e odgldadd A6gogasnih btrgau 10 unSt r i j e s 2idodporbida, g i r
a visine3-6 poroida (a rijetkar).

Slika 3.2. Pseudenitzschia calliantha (a) cijela valva, SEM; (b)Janacu b ol nom pol o
svjetlosnom mikroskopu ( ¢c) sr edi gnjds rceidd ppprogveEdg (dse edalgwn ¢
di o povrgi ne v al STEM,&) ssukteralporgisdegpokazomn sektovansEN(f)

STEM,; (g,h) krajevi valve, SEM (i) STEM; (j) valvocopulasa redovima perforacija, SEM(k)

STEM. Mjerneskale (a,b) 10um; (gi) 1 pum; (cf,j,k) 500 nm.
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3.1.3. Pseudenitzschia delicatissiméCleve) Heiden

StanicevrsteP. delicatissimabile suk o p| j ast og obl i k aDugnastagicedila a st i
jeod 31,05do 94,21 uma ¢ i rli3hd@2 o@0 Om. l zrageni ji kopl j
kr al i h(Slka3a3r(d)dokjegi r i na kod dvia staitaiedvisne o duljini apikalne
osi.Sre d iagamj @ iod2idem6estrijabila je prisutna u svim stanicantaroj fibula bio jeod 20

do 26 u 10 pm, dofe gu st ol a bilanod 87rds 42 ruilQ jam. Strije su uglavnom bile
biserijatne, s§ do 13 poroidaulpuyma ko su ri jetko zabil | epguane i
je sadrgavala od 48 {meddlldodporpidasnu striju u 1

Slika 3.3. Pseudenitzschia delicatissima(ac ) cijela val va, staicds; (d
sredipmpnomn &EM((E€)sr edi gnj i di o stani cSAEM (f,g kragedii g n |
valve, SEM; (h)valvocopulasa redovima perforacija, SEM(i) STEM. Mjerneskale (a) 10 pum;

(b,c) 5 pum; (di) 1 um.
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3.1.4. Pseudenitzschia fraudulentéCleve) Hasle

Dugi na ®.tfraudulentabila je od 60,22do 67,42 pym,a rigaiod 5,09 do 6,54 um.U

valvalnom pologaju stanice su bile kopljastc
por om \weddo?3 strija@lika 3.4.(b)) Broj fibula u 10 pumbio je 0od19do2 4 , gto | e
jednako ili neznatno mga(33do2bull amStie suseauglavgoms t o
sastojale o@redaporoidm k 0 su povr emeno zldit8retlajperdda.iJd um v a
broj poroidabio je od5do 7. Valvestanicas u bi |l e bl ago silificiran
odrelLbvanppesektor a. Naj vel. u d4 sektoga Bodjedaingpet ( 4 O
sektoraz a b i | j 1e3@%poraidaj ena @gest usekiofa¥d2%pmroidadrojlstejau r i

valvocopuli u 10 pmbio je od 38 do 41Strije su bilegrine od2 do 3 reda poroida i viee do 13
poroida.

Slika 34. Pseudenitzschia fraudulenta ( a) ci j el a val va, sSEM:;i g(nb)o
porom, SEM; (c) struktura poroidaa gletaliem sektora, SEM; Ydvalvocopula sa redovima
perforacija, SEM; (e,f) krajevi valve, SEM. Mjerskale (a) 10 um; (b) 2 um; (c,e,f) 1 um; (d) 500

nm.
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3.1.5. Pseudenitzschia galaxiae&.undholmi Moestrup

StaniceP. galaxiaesu bile kopljastog oblika s rostratnim vrhovima.gina apikalneosibila je od

47,52 do 5600 pm, a girina trand&dmo k& imBu ges itpolkeisuoa |
karakterizirald@ d u @ iFrustule suibllej skalsot silicificiramesgriqutacimn | Y
sredmgproim Gustola innharsorvehla bdztosilggos Dadde f i b
interstrija u 10 pum, u usporedbi ® Ho X fibula u istom rasponuAnalizirani uzorci STEM
detektoompokazal i su prisutnost sitnih perforaci

Slika 35. Pseudenitzschiagalaxiael a) ci j el a valva, SEM; (b) sr
porom, SEM (c¢c) kraj valve; (d) <cijela valva,
STEM,; (f) kraj valve, STEMMjerneskale (a, d)10 pum; (b, c, e, f) im.
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3.1.6. Pseudenitzschia hasleanaundholm

StaniceP. hasleanasu imale kopljasti oblik s duljinom apikalne osi od 53,97 um do 60,24 pm i

g i r ioth 16 pum do 2,84 pnSve stanice imale sir e d i ¢g.n j Gu Ptoaitnaesilafieiod u | a
14do19ulOpmagust ol a iznasila g 0d32 do 35ju 40 pm. Strijesu bileuniserijatne

s nizom okrugl i hpodemenasest avd rt gaamangalparoideo W Japym nalazilo
seddopora. Poroidi su se sastojal copoud al jdeo s7a ds
0d 38 do 44 interstrije u 10 um. Struktura strijabal n opno j a s u ifeiod2-8 pojeevismei r

od 3-7 pora(Slika 3.6. (c))

Slika 3.6. Pseudenitzschia hasleanaa)cijela valva, SEM( b)) sr edi ¢ msjrie dd igm j o
porom;st r el i c e 2 mmwidakbjease poyremeno pojavljuju unutar iste strije, (c) struktura
valvocopule Mjerneskale a =10 um; b, c =1 um.
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3.1.7. Pseudenitzschia manniiAmatoi Montresor

Dugina valvebila je od 69,08 do 123,56 umg ¢ i r 41,74 do 2,48dum.U svim stanicama
zabil jwdleinkna | srgei drRidméeitrim (Skka 3.7a(a))Broj fibulabio jeod 16 do 23
ul0pm,dokegust ol a bilarod38do8% u1D juma Strije su bilaniserijatnesa4 do 6
poroida u 1 Om. PddoBisekt ®uabi prigtaihenisuocda)j
|l etiri sektora (35%), =zati m VYalvoco d RI8&0) |, e pedadI(
42 do 44 strije u 10 um. Stripalvocopules u b i | 2gorgdia rvisdkeed® poroida.

Slika 3.7. Pseudenitzschia mannii(a) cijela valva, SEM; (bprikaz lancau b o |[prod mnpaj u
svjetlosrom mikroskopy; (c) s rsesdriegdn jmpromdBEd (d) STEM; (e) struktura
poroida s prikazom sektora, SEM (f) STEM; (g,h) krajevi valve, SEM; (ivalvocopula sa
redovima perforacija, SEM(j) valvocopulas redovima perforacij8 TEM. Mjerneskale (a,b) 10

um; (c,d) 1 um; (g) 1 pum; (e,f,j) 500 nm.
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3.1.8. Pseudenitzschia multistriatad. Takano

Stanice su u valvalnom o | ohijleekppljastogaub o | npoonh osigm@idupg oblika(Slika 3.8.

(b)). Dugina valvebila je 0d55,85do8 4 , 8 5 O mad2,38do@,blrumiSrae d i pgranijeu

bila prisuina Strije su bilebiserijatne a rijetkouniserijatne Gust ol a por 8doda i z
u 1 pm.Broj fibula iznosio jeod 23 do 26, a interstrija od 36 do 40 u 10 um. Vedyula je
sadr god4 Bl do 51 pojasnu striju u2parédaOiaoke-pr i |
poroida.

Slika 3.8. Pseudenitzschia multistriata (a) cijela valva, SEM; (b) anac u bol nom g
svjetlosmmmikroskopy; (c) seBedngnopi bpdre SEMr (&) STEN; (ejf) &rajevi

valve, SEM; (g)\valvocopulas redovima perforacija, SEMh) valvocopulas redovima perforacija
STEM; (i,j) krajevi valve, STEM. Mjernekale (a,b) 10 um; (e,f,i,j) 1 um; (c,d,g,h) 500 nm.
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3.1.9. Pseudenitzschia pseudodelicatissinfidasle) Hasle

Dugina valveiznosilajeod 59, 14 do 90, 99 Om, Smaedi gnpa pdr
gi r i RAvestrijo(8lika 3.9. (b)) Broj fibula i interstrija u 10 pniznosio je odl9 do 26, odnosno

od 38 do 41. Strije su bileniserijatne s g u sS7mValimili kvatiratnih poroida u 1 um.
Poroidi su obilno podijeljeni na dva velika
jednim (4%) i | rag dtrijamu valv@gopuliaznosso @ kdt 46 dod2. B

- "

R A

0 o Hh ™
.
S ee o, e
" 0 e,
a1 3

’
L IS

Y
—
?

B
B »

Slika 3.9. Pseudenitzschia pseudodelicatissima ( a) <ci j el a valva, aSEM;

sredipmnmmn&EM (c)sr edi gnj asde i grajl 8MEM; ey koajevi valve,
SEM,; (f) valvocopula sa redovima perforacija, SEM(g) valvocopula & redovima perforacija,
STEM. Mjerneskale (a) 10 um; (d,e) 1 um; (b,c,f,g) 500 nm.
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3.1.10. Pseudenitzschia subfraudulentgiasle) Hasle

Dugina valveiznosilajeod 96, 19 do 1 dde,15d8 5,25 pmy svam stamicamarbit
j] e pri s uftoraa gsirreicsirgg(8tkds8.10. (c))Brojfibulaiinterstrija u 10 um iznosi

je od 13do 17, odnosnad 23 do 25. Strije su uglavnom bilbiserijatnéako suse abi | j e g e
uniserijatnes t r i j e. U 1 S&Bmorada. Pardidjse hjli@adijeljeni gado 10 sektora,
pri |l emu su najlegie opageni poroidi s Jeti

(14%) i sedam (7%) sektora. Vabmp u |l a | e ods3@ dbrdgpajasaul stiju u 10 pBitrije
bil e s2pogiori akae i(i 4) ijvisokeedol0 poroida.

Slika 3.10. Pseudenitzschia subfrauduleniga) cijela valva, SEM; () anac u bolanom
nasvjetlosmmmikroskops; ( ¢c) svaldvgns apaomeSEm @)sSTEM{e) detal
strija valve a jednim redom poroida, SEM; (f) struktura poroidapsikazom sektora, SEM; (Q)
struktura poroidaasprikazom sektora, STEM; (lWalvocopulasaredovima pegoracija, SEM; (i,))
krajevi valve, SEM; (kyalvocopulasaredovima perforacija, STEM. Mjerrskale (a,b) 10 um; (€

e,i,j) 1 um; (fh,k) 500 nm.
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322Mol ekul arna obiljegja kultura

Tijekom istragivanj a uspo s tPaeudejitzsania Taksanonslia2 s |

pripadnost 178 izolata potvrlena je pomoliu t
analizom (FESEM/ STEM) . Dodatnih 46 izolata potvrlL
biljega i ukl j ul e n itogenetskuaalizui Preostalila 138 inolata analikirano i
je pomolu jednog genskog bil | e gurjihovmpisnalazise uk |

u Prilogu 2. Kombi naci jom morf ol ogKkiih uspostavijenih ekldturd a r n
pot vr ldesetorstgP.allochronaP. callianthg P. delicatissimaP. fraudulentaP. galaxiag

P. hasleanaP. mannij P. multistriata P. pseudodelicatissima P. subfraudulentaVrste P.
calliantha, P. delicatissima P. manniipokazale su stalnu prisutnost tijekom cijele godine te su
zabiljegene u svim i sh cabiapthat B manmips e v o biama, i d:
istragivanim postaj ama. Ti j ek om -zZimskard razdgbug d i
izolirare su vrsteP. fraudulentaP. hasleana P. pseudodelicatissimaok suP. multistriatai P.

subfraudulentz abi | j egene i skl jul i v ®&. alochjormpene kL enna z
jesenskom i lietnom razdobljuPa galaxiagt i j e k o m p mi. Amajiza grostorme raspodjete
pokazala je da d®. fraudulentaP. hasleanaP. pseudodelicatissimaz ol i r ane i skl j u

pri kupljenih u Kag®Panuisniaagpomvz lejnavs amobok jGeé L
VrsteP. allochrona P. galaxiaei P. subfraudulenta mal e su giru prostornu
zabiljegene na vige istragivalkih I okacija.

Sekvence vrstPseudenitzschiak or i gt ene u f | preuzee nzebaze padatakaa n a
Nacional nog <centr a adjea(NGBI) prikezdne sul uoPglég8 zajednd ® r m
pripadaj ul i m Ge n B aa MWstaNitzéclia navismringita (GenBankepristupmi

broj: KX353643.1)ek or i gt ena kao vanjska skupinarbda i z
korigteni pCyndretheaaiGaenBank prigtupni baojevi: OM9360007.1 i M59080.1).

Za filogenetsku analizu kombiniranog stabtap r i ¢ Cyimdeothecaeclosteriunkao vanjska
skupina (GenBank pristupni broj: NC_037986.1). Odabrane sekvekaer i gt ene u
kombiniranog stabla preuzete su iz istragiva
razdoblju.

Filogenet ska st abl ajumalekulamhbdjdga TS LSK orbcl. Skupowvi j e m
podat aka ukupnbl2dsekveacl za IT33vza LSUi 114 sekvenci zebcL. Poravnanja
sekvenci pri izradi filogenetskih stabalab u h v a 738 pamvadazra (pb) za ITS, 712 pb za LSU

i 1365 pb zabcL biljeg. Detaljne informacije o izoliranim kulturanRseudenitzschigu k | j ul| uj u
podrul j e Vi:zoMeaceibjiet s ki kanal , S: Gi benski z a
zaljev), godinu izolacije, GenBank pristupne brojel&SLSUirbcl) i pri padaj ul e
nalaze se u Prilogb, 61 7.

Za svaki promatranbilleg izr al unat e s-udaljgmosto §ropicionalneaplike u

nukl eotidni m mjest i m&ojeipredstaviju mjatugenetekeudalgehostie n ¢ e
Dobivenep-udaljenosti iznosile su: ITS: 0,212; LSU; 0,026bcL: 0,041 Naj vel a vari j
zabiljegembhega,e |kiondle 1jTeS pot vrLena njegova Vi S
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Genetskisrodnevrste,P. manniii P. callianthgjasnosu az | ul ene u svim filc
uz visokul vor nu weoituwp ®4 ®4%).Un ut ar s pai@bilfost . manniiv P.
callianthau o | e na |rleL filogehefBkd stablma Navedena varijabilnost je prisutikad
izolatasisbg podr ul jia zinsetlrzalgiilviatnijha podrul ja istrag

Genetski srodna i evolucijski bliska spomenutim vrstanfd, haslena prisutna je u svim
filogenetskim analizama s posteri or n dlskostij er o
melLu spomenutim vrstama. pdsltenea | Bsrazikasaraor a9 e
u ITS filogenetskmms t ab |l u i z me L WP. hastedana sekventiP. hagleariaigedemih iz
javno dost up (Slika 31h)r L& Rrilozama 5, 6 a1 pakazani su GenBank pristupni
brojevi, uz pri pad aijPseldenitzschiasktoe i it ant br @ ihs e k a
staalalTS, LSU i rbcL, genske regije.

Filogenetska stableemeljena ndTS i LSU billezimapokazal a su visoPRu r a
pseudelicatissima, P. plisecta(prisutna samo u ITS stabluy, lundholmiaei P. fukuyoi(Slika
312.iSlika313).Naj wingé ar speci fi | nibdLfilogenetskomks@abluzavrseen o
P. multistriata, P. fraudulenta, P. allochrona, P. delicatissinfa galaxiae.
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Slika 3.11. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizbif§ biljega. Prikazane su
posteriorne vjerojatnosti >,90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+Il modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sastoom uzorkovanja svakih 1000 generacija i
generacijal z ol at i sekvencirani u ovom istragivanj
predstavlja (2 zamjene nukleotida po mjestu.
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Slika 3.12. Filogenetsko stabladobiveno Bayesovom analizom LSbiljega. Prikazane su
posteriorne vjerojatnosti >,90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+Il modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sa stopom uzorkovanja svabh 1000 generacija I di jagnost.
generacijal z ol at i sekvencirani u ovom istragivanj
predstavlja (2 zamjene nukleotida po mjestu.

Me L u v P.salloehromai P. delicatissimas o| sme znal ajne filogenet
testiranim genetskirbiljiezima, pr | | emu su f i | og e nakdpsskerorer e k o
vjerojatnosti. Se filogenetsle analizeu s pj e g n o eksrui prtaizll nud R. deticatissemau n u t
kompleksauzvi soku | voUmuwt grod peaiuf. i |LuwizolataR allochranai j a
zabilj edgbelnfai ljogemet skom stablu izmelu izol at
izoliranih u istonrazdoblju(listopad 2029od) . Pr o d &l jn@an @sstaP. allacmend u v

i P. delicatissimaznosi 0,019Sobziromnatod a s u mibd & o,bvajgukdeal j enost u
na genet s kPualloctaandi P.|delitatssimavrsteu nut ar KPr delipatissiinan o g
kompleksa.

Unut ar sepazlikd reillun ima sulzaatb i ke p evpe filogenetskim analizama, no
i zr ag e nTSjirbcL lagenatskm stablmagdjesur az |l i ke i zmelaol intait ji &

Spomenut i i zol at i potjelu s dvije r azKl86bai t e
izolirana je iz Kagtelanskog zal j ezMalostonskgr av n
zaljeva u listopaduiste godine. VrstaP. galaxiaegenetski je srodna vrstama Rz delicatissima

kompl eksa gto pokazuju sva tri filogenetska

Uovomigr a g i ,wrate@P. fraudulenta P. subfraudulentgp ot vr Lene su kao s¢
LSU filogenetskom stabl u. P. Wubfuaudalensspkeend te brihn e 1
javnodastupnihprisutne suu ITSrbcLf i | ogeni ji . Varijacije su pr
sekvencP. fraudulenta P. subfraudulentaa ITSbiljegu, dok jerbcLbillegu s pi o raz | ul i
izmelLu svih promatranih vrsta.

VrstaP. multistriataz a b i | j e g e P.aseriptaskykna wsvird filagenetskimanalizamaU
navedenoj skupi ni PtaaskatislR amercana, P.dlasdiana, P.\nanaoensis,

P. pungens, P. multiseried. seriataSve provedene filogenetske a
unutarpseudér i pt i | n o P. gsaudogelicatikssmae Lut i m, j avno dost
podacibcL.gena manj kaju, ¢gto utjele na rezoluciiju
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Slika 3.13. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizdooL biljega. Prikazane su
posteriorne vjerojatnosti >,90 (90%). Bayesova inferencija (Bl) provedena je primjenom
GTR+G+Il modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC),
sa stopom wuzorkovanja svakim 1006&r weaelneem at ak
generacijal z ol at i sekvencirani u ovom istragivanj
predstavlja (2 zamjene nukleotida po mjestu.

Kombinirano filogenetsko stabloz r alLeno je primjenom IBESylS8dovi r
i rbcL regiju, | i me j e osigurana Vvi s ok a. Kpnabmitano|staboo s t
predstavljajasnorazgranatuilogeniju s visokim posteriornim vjerojatnostima na svgiavnim

| vor o®@vanaf i | ogenet ska r euciskumznolikostunitay raddPsedidea g a v
nitzschia pr i | e mu skupinetabnoarojere Efilbgerketski definirar(. allochrona,

P. delicatissima, P. galaxiae, P. mannii, P. calliantha, P. multistriata, P. hasleaRa
pseudodelicatissimdSlika 314.).
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Slika 3.14. Kombinirano flogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizdi®, LSU i rbcL

biljega. Prikazane su posteriorne vjerojatnosti,$00(90%).Bayesova inferencija (Bpprovedena

je primjenom GTR+G+|l modela uz minimalno®O000generacija Markovljevog lanca Monte
Carl o (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 1
od 1000 generacijd. z ol at i sekvenci r aazani sucreemomiojomsMjerna g i \
skala predstavlja,0 zamjene nukleotida po mjest

Objedinjenjem morfol ogkih [ mol ekul ar nP.h pc
allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. hasléa mannii, P.
multistriata, P. pseudodelicatissima i P. subfrauduleMesteP. callianthg P. delicatissima P.

manniii zol i rane su tij ek @nalanthail. mmmiz@ma | j grgie nlee m
i stragivanim postajama. Ti jPeflacdolentpf basleana PL.  z i r
pseudodelicatissimadok suP. multistriatai P. subfraudulentaz abi | j egene i skl j

jeseni. VrstaP. allochronaizolirana jeu jesenskom i ljethom razdoblju, dok R galaxiae
zabiljegena tij ek o frgudulergaPi hasieana P. pdeydedkliaatissivar s t
uspostavl jene su iskljulivo iz uzoR adtsatria@ar i k u
izoirana jedino iz Gibenskog kanal a.P. alactsan®P. k 0o €
galaxiaei P. subfraudulenta
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33. Morfologka obiljegja okolignih uzoraka

Tablica33.Mor f o met r i jPsekdenitzechiavirjsetgaj a z okol i gni h wuz
oznaleni podebljano prikazuju najmanje | naj
standardne devijacije navedene ispod. Broj mjerenja (n) naveden je u zagradama ispod svake vrste
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. Sr edi ( Fibuleul0 Poroidiul Redovi Band strije u 10
Vrsta Girina Dugi na pora pm Interstrije u 10 ym  pum 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 +Q17  3569+240 23,82+081 24,71+1,25
P. calliantha 1,08-1,99 48,74-11624  0/1 16-23 3040 4-6 1 3-6
(n=300) 1,47+018 92,00+£930 1874+1,38 35,55+2,00 5,00+0,27 4,20+054
P. delicatissma kompleks 0,89-1,84 377210263 1 19-26 36-43 8-14 1-2 0,355
(n=617) 1,20+019 63,98+1110 23,23+1,40 39,98+ 164 11,27+1,06 3,43+ 052
P.fraudulenta 4,32-6,06 66,02-10949 1 19-23 22-24 6 2 3-4,50
(n=12) 5,14+046 87,43+1728 20,91+1,04 23,22+083 6+0 3,64+056
P. galaxiae 0,79-60,15 7,61-74,84 1 17-58 50-66 59,79+1131 0-19
(n=204) 1,7445000  29,00+4754 22,60+2900 7,44+1343
P.linea 1,74-2,55 1369-32,78 0 19-23 37-46 8-11 2 /
(n=88) 2,12+016 21,28+380 20,95+093 41,23+152 9,46+0,65
P.lundholmiae 1,86-2,62 37,1560,81 1 1521 32-34 5-6 1-2 2-5
(n=24) 2,11+021 47,89+857 17,36+1,29 32,76+0,66 5,30+047 3,71+061
P. mannii 1,08-1,94 529913106 1 16-23 3141 4-6 1-2-3-4 36
(n=220) 1,51+017 88,94+1300 19,53+1,28 39,94+1.25 5,01+031 4,13+054
P. multistriata 1,88-2,84 4364-72,73 0 2326 3540 10-12 /
(n=14) 2,32+024 63,93+817 24,38+089 38,31+1,20 11,38+062 2
P. pseudodelicatissima/cuspidat: 1,02-1,98 4981-16128 1 16-25 31-41 4-7 1-2-3-4 2,56
(n=1031) 1,43+014 93,15+1425 19,73+1,38 35,56+1,59 5,09+043 4,07£054
P. subfraudulenta 2,87-5,37 8552-15648 1 12-18, 23-26 5-6 1-2-3 3-6
(n=170) 4,01+040 117,7+£1422 14,37+1,00 24,21+064 551+050 4,10+048
Pseudenitzschia spp. 1,14-2,34 69,3-131,94 1 16-36 32-46 1-6 1 3-19
(n=134) 1,58+023 8851+1357 19,74+1,87 35,36+1,62 4,88+046 4,33+141
P.sp. 1 1,38-1,68 84,22-94,03 1 16-18 3537 5 1 4-5
(n=7) 1,54+010 89,16+366 17,14+090 36,14+0,69 5+0 4,14+038




3.3.2. Pseudenitzschia brasiliand.undholm, Hasle i Fryxell

Ut vrLlLeno | e P.dmsiimmau swualnvialenom pologaju bile
zaobljenim krajevima (Slika®. ) . Zabil jegena je duljina sta
iznosila od 1,97 do 2,56 Om. Rafa | e bncla k.
sredignja pora bila prisutna. Fibule i i nter

i poravnate. Broj fibula iznosio je 225 u 10 um, a broj interstrija 228 u 10 pum. Strije su bile
perforirane u 2 reda poroida. Broj poroida pri bio je 89.

Slika 3.15. Pseudenitzschia brasiliana{ a) ci j el a valva, SEM; (b) s
pore; (c) zaobljeni kraj stanice. Mjerne skale:1@um; (b) 1 um; (c) 500 nm.
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3.3.3. Pseudenitzschia linead.undholm, Hasle i Fryxell

Stanice su bile blago silificirane i i near |
(Slika 316.). Apikalne i transapikalne osi bile su 1382 , 78 Om d2a g5 % e O §i |
Gustola interstrija bil aBrjjfiulabiofed®3 abkojnteistjh a o
bioje37Z46 u 10 Om. St-ilippr@u lsum, adile surpgrfarvaad ue refa poroida.

Zabiljegena je nepravilna raspodjela interst

Slika 3.16. Pseudenitzschialinea (a) <c¢i j el a valva, SEM; (b)) si
(c) giroko zaobl jeni \Opmo(b)il uns (c)bdOinm.e . Mj er ne
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3.3.4. Pseudenitzschia lundholmiakimteng, Leaw, Lim

Du g i na Pdundhainiaebidaje 37156 0, 18 Om, -2962 gm. U svimatanican®é g
zabiljegena sredignja pora. Stanice su bile
317. ) . U bolnom pologaju stanice subiojelb2d,asi gm
broj interstrija u 10 um bio je 324. Strije su bile perforiraneu-2Z r edova poroi da,
su 56 poroida u 1 pm. Krajevi stanice bili su zaobljeni. Pore su podjeljene na 1 do 2 sektora, rijetko
na 3, dok neke pore nisu bile pelgene na sektore. Strije u valvocopuli su bile heksagonalne.

Slika 3.17. Pseudenitzschia lundholmiae( a ) cijela wvalva, SEM; (|
sredi gnjom por o@umMp)BOONMEe skale: (a)
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34. Prostornaraspodiece okol i gni h uzoraka

Na promatranim postajama iz okoP.ibgasiliam, Puz or
calliantha, P. delicatissim&ompleks P. fraudulenta, P. galaxiae, P. linea, P. lundholmiae, P.
mannii, P. multistriata, P.pseudodelicatissma/cuspidat®seudenitzschia spp.P. sp. 1 P.
subfraudulenta Ut vr Leno P.eelicatissimudkrmp lud kug e Kralloghrond, ne
P. arenysensis P. delicatissma koj e nije mogule pouzdano o
karakteristika.

Anali zomupbédmraldjaa ni su sve moRsdudehitoschiaz a oidlrjed ea
na svim pr omat YrstePi bnasilraid®r nwultigtrintazaa.b i | sue §&nken s k ¢
i Kagtel anskom zal jevu pstomskbmaajeva Vrst®. fBaudulentas k o

zabiljegena je u Velebitskom kanal u i Kagt e
zabil | Bgpeh\astaPdineazabi |l jpegesai m podrul ji ma, al
brojnostima, dok j®. lundholmiaeu gl avnom zabiljegena na svim i
Vel ebitskom kanal u. Vrste pronal enkcalhaathgs vi m

kompleks P. delicatissima, P. gallaxiae, P. mannii, P. pseudodelicatissima/cuspidata, P.
subrafudulentai Pseudenitzschiaspp

Tijekom hladni h sezona, Uu | es e iPseiidenitzschiavrsta. z a b i
Ujesenskomrazdoblmabi | j egene su sve odrelene vrste i
karakteristika, @zimujez abi | j e g e n ®@selddénitzectiavrstd. €ijekionh toplijih mjeseci

( pr ol j erbzeolikost Irstasramjéna je u odnosu na hladniji period gégisen i zima)U
proljele | e zRseudehizsehipa tijekomiljétajedas t p e RpeudenitzsBhia

vrsta. Slika 3.1. prikazuje promjene relativne brojnosti vr&ftaeudenitzschiana promatranim
postajama tijekom 2022. i 2023. godine.
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. P. calliantha . P. galaxiae . P mannif . P. subfraudulenta
. P delicafissima kompleks . P. linea . P muitistriata D P.sp. 1

Slika 3.18. Relativn udio vrstaPseudenitzschiana i st ragi vanim podrul ji
2023. godine.

PERMANOVA analiza je pokazala da se sastav zajedAsmudenitzschiaz nal aj no r az |
melLu podrul ji-fma= (o073 ;PskR@upger m) = 0,007, R
PseudeF=3,73;RP perm) = 0, 0006; R|] & 3azgnskdainamikinalane | e
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negtad
nije

bi

na vayij@bitnasi zajednid@seudenitzschial nt er akci j a
sti | ki

| a

stati

znal ajna

(Tablica

Tablica 34. Rezultati PERMAOVA analize sastava zajedniPseudenitzschiaobzirom na
prostorni i sezonski faktor.

podr ul j

Faktor df SS MS PseudaF P(perm) Jedinstvene permutacije

po 3 10012 3337,4 | 2,7319 0,007 9931

se 3 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 i zmelu faktomgadsgn piinmjeskpib b u |

prolljjeelteo nisu bile znaluajnme¢.i zSa@amems ke 1 amleilk
lieto, lietoj esen, -j psehnj elae negt o -psrloabjiejiee inzomejlag zu
(Tablica 3.5.). Usporedni test koristelid f ak
te se razlkuepod Kagtel anskog i Mal ostonskog zaljev

znal ajnosti) . Navedeni rezul tat.i upuluju da

melLusobno slilniji
test za

Tablica35.Us por edni pr olcy ernauz izmaa | pag jneodsitn o

(sezone i podrulja).

Grupe t P(perm) Grupe t P(perm)

Zima-pr ol j| 1,8243 0,0284 Gi benski kanal , 1,6404 0,045

zima- ljeto 2,6485 | 0,0047 Gi benski kanal , k0,87831 | 0,5202

Zima- jesen 1,3664 0,1584 Gi benski kanal , I 0,74413 | 0,6489

pr ol-jjeel ¢0,79516 | 0,6539 Vel ebitski kanal | 23633 0,0046

pr ol-jeseh ¢ 2,062 0,0056 Velebitski kanal, Malostonski zaljev | 1,9785 0,0141

ljieto - jesen 2,4619 | 0,004 Kagtelanski zalj 41,2662 0,2171

SI MPER analizom utvrlLeno je koje vrste najuvi
i stragi vanihelpaotdirvunl o amal i br oj vrsta imoseil un e
podrul j a. U usporedbi Gi benskog Pz callianthiaa P. i V

pseudodelicatissima/cuspidata, P. delicatissikoanpleks iP. lineg) sudjeluju s p:

kumul ativnog dopri nosa r dimnbuspdreddamas ddje nekoBkb istih n i
dominantnih vrsta objagnj avVastaR.esipi.nul rzaahbiilkja
i skl julivo u Vel ebitskom kanal u tRlngae na t om
Tablica3.6.S1 MPER an al JurstaBseudanittschial | a
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Vrste (Gibens Prosj Prosj Doprinos Kum.doprinos
Velebitski kanal) brojnost sl il nSlilnoRazlili (%) (%)

P. calliantha 1,75 4,93 11,49 1,39 18,34 18,34
P. pseudodcus 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
Pseudenitzschia 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 (Gibens Prosj Pros] Doprinos Kum.doprinos
Kagtel ansKki z brojnost sl il n SlilnoRazlili (% (%)

P. pseudodcus 5,08 6,39 8,46 14 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
Pseudenitzschia 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 Prosj Prosj Doprinos Kum.doprinos
Kagt el anski z brognost slilnSlilnoRazlili (%) (%)

P. calliantha 4,93 0,97 11,26 1,41 17,8 17,8
P. pseudodcus 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 1,24 571 1,26 9,03 77,37
Pseudenitzschia 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.fraudulenta 0,47 0,33 1,95 0,5 3,08 95,28
Vrste (Gibens Prosj Pros] Doprinos Kum.doprinos
Malostonski zaljev) brojnost sl il nSlilnocRazlili (%) (%)

P. pseudodcus 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
Pseudenitzschia 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 Prosj Prosj Doprinos Kum.doprinos
Malostonski zaljev) brojnost sl il nSlilnocRazlili (%) (%)

P. calliantha 4,93 1,35 10,72 1,38 17,28 17,28
P. pseudodcus 3,32 5,34 10,39 1,23 16,75 34,03
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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

Pseudenitzschia 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 (Kagtel Prosj Pros] Doprinos Kum.doprinos

Malostonski zaljev) brojnost sl il nSlilnoRazlili (%) (%)

P. pseudodcus 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

P. galaxiae 2,45 1,86 6,1 1,31 13,51 62,18

Pseudenitzschia 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
Vrste P. calliantha, P. delicatissimai P. pseudodelicatissimaubi | e vi soko ul es
postajama. Suprotno tome vrste poBubrasiliang P. fraudulenta P. multistriatas u z abi | | e
samo na dvije postaj¥rste P. galaxiae, P. lineaP. manniiz abi | j egene su na s
manjom ulestaloglu. Slika 3.15. prikazuje dv
i raspored uzorakBseudenitzschiaaUo | eno j e grupiranje zetnims ki h
j esenskih uzor aka koj i zauzi maj u pol ®.gaj
pseudodelicatissima/cuspidaf delicatissim&ompleksP. callianthg P. mannij P. galaxiagP.
subfraudulentai Pseudenitzschia spp.s u bile zastupljene uP. svi |

pseudodelicatissima/cuspidadaminira. VrsteP. brasiliang P. fraudulentaP. multistriatai P. sp.

lj avljale su se povremeno, najl ¢tkh@&®O)uRejukkat e n i
analize glavnih koordinata prikazani su ordinacijskim dijagramom u kojes prikazuje 37,2%
ukupne varijabilnosti, dok drugagys pri kazuje 24, 9% varijabil.
predstavljaju podrulja pri kugpdtj aondraa uazwa asklai, |
vrsta.
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Slika 3.19. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazajgpodjeluroda
Pseudenitzschiagpr e ma padr ul j i ma

35 Sezonska raspodjela okolignih uzoraka
SI MPER analizom utvrlLeno je koje vrste najyv
Pseudenitzschiai z melLu sezona. Rezultati pokazuju da

relativno mali broj istih dominantnih vrsta. U usporedbi zime i pfofe pet P.vr st
pseudodelicatissima/cuspidaf callianthg P. galaxiagP. lineai P. delicatissim& o mp | e k s )

65,2% kumulativhog doprinogal 9 , 3 %, 12, 9 %, 12, 4%, 10, 5% i 1
Zi me i | j et a P.ppseudndelicatigsimal/cuspidatR®.sdelieatis§imakompleks, P.
callianthai P. galaxia@ o b | a®98%wkviague razl i | i tosti. Uspor
da | et iPrdelicatissimaompleks,P. pseudodelicatissima/cuspidaa manniii Psaido
nitzschia spp.doprinose64,6%r a z | i. | iUt oossttial i m sezonskim parc
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obrazac: zimgesen63,2% p r o |-jg¢senb00%te ljetojesen66,7% kumulativnog doprinosa
prvih nekoliko dominantnih vrsta.

Tablica 3.6. SIMPER analiza ssona zajedniceéPseudenitzschia

Prosj Pros] Doprinos Kum.doprinos
Vrste (Zima i|brgnost slilnSlilnoRazlili (%) (%)
P. pseudodcus 2,9 6,6 115 2,7 19,3 19,3
P. calliantha 3,4 1,3 7,7 1,2 12,9 32,2
P. galaxiae 29 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
Pseudenitzschia 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 1,9 0,8 3,1 93,6
P. multistriata 0,7 0,0 1,8 0,7 3,1 96,7
Prosj Pros| Doprinos Kum.doprinos
Vrste (Zima i ljeto) brojnost sl il n SlilnoRazlili (%) (%)
P. pseudodcus 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
Pseudenitzschia 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 1,9 0,7 3,0 96,1
Prosj Prosj Doprinos  Kum.doprinos
Viste (Prolje brognost slilnSlilnoRazlili (%) (%)
P. delicatissima kompleks 3,7 2,6 8,8 1,5 20,1 20,1
P. pseudodcus 6,6 7,4 8,1 1,0 18,6 38,7
P. mannii 15 2,1 57 1,3 13,2 51,9
Pseudenitzschia spp. 2,1 2,6 5,6 1,4 12,8 64,6
P. calliantha 1,3 1,2 53 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 3.4 0,8 7,7 93,4
P. fraudulenta 0,5 0,0 1,6 0,4 3,6 97,0
Prosj Pros| Doprinos Kum.doprinos
Vrste (Zima i jesen) brojnost sl il n SlilnaoaRazlili (%) (%)
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. pseudodcus 2,9 3,3 51 1,2 9,6 63,2
P. mannii 1,3 3,0 51 1.4 9,6 72,7
Pseudenitzschia 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 15 0,4 2,7 97,2
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Prosj Prosj Doprinos Kum.doprinos
Vrste (Prolje brognost slilnsSlilnoRazlili (%) (%)
P. pseudodcus 6,6 3,3 11,8 15 19,2 19,2
P. subfraudulenta 0,2 4,0 10,0 1,3 16,3 35,4
P. calliantha 1,3 31 8,2 0,9 13,4 48,9
P. delicatissima kompleks 3,7 2,8 6,8 1,3 111 60,0
P. mannii 15 3,0 59 15 9,7 69,7
Pseudenitzschia 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 31 93,8
P.sp.1 0,0 0,5 1,7 0,4 2,8 96,6

Prosj Pros] Doprinos Kum.doprinos
Vrste (Ljeto i jesen) brojnost sl il nSlilnoRazlili (%) (%)
P. pseudodcus 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 55 1,3 9,5 76,2
P. galaxiae 1,1 1,8 4.5 1,4 7,8 84,0
Pseudenitzschia 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 14 95,0

Tijekom zime dominirala su vrste. delicatissim&ompleksa (27,8%). calliantha(19,0%) iP.
galaxiae(16,7%). VrsteP. pseudodelicatissima/cuspidai®, 7%) i P. subfraudulentd8,3%) su
umjereno zastupljene, dok Bulineai Pseudenitzschiasppz abi | j egene s udj el
br oj n o sR.mantjP.Imjltestgagai P. lundholmiag3,6%, 1,7% i 1,5%), doR. fraudulenta

i P. sp.circumporani s u zabil j ege,nzajednicdm suedorpimralejvest®.e n i
subfraudulenta(24,1%), P. calliantha (19,8%), P. pseudodelicatissima/cuspidatd7,4%) i
kompleksP. delicatissimg 1 3, 2 %) , koje su zajedno |Uznjhl e v
su bile prisutne vrst®. mannii (11,6%) i P. galaxiae(5,1%), dok su ostale vrste, pop@at
fraudulenta P. multistriatg P. linea P. lundholmiag P. brasilianab i | e r i j et ke (<1¢
P. pseudodelicatissima/cuspidgtae  z a d r gbmojnast (31j6%)dekostala dominantna vrsta,

dok su vrste kompleksB. delicatissima18,2%) iP. linea(10,8%) bile zastuplijene od 18,2% i
10,8%. Manje zastupljene su blseudenitzschiaspp (7,8%), P. mannii(4,6%) i P. calliantha

(4,4%), dokP. bragliana i P. multistriatan i su bi |l e zabiljegene. u |
pokazala smanjenu raznolikost, uz izrazitu dominaciju Wspseudodelicatissima/cuspidakaja
je linila 58, 9% ukup nPedelatissim#l8,8%),Pseudaditzschiaspp kK 0 mp

(8,6%),P. mannii(7,7%) iP. calliantha(6,9%) bile su prisutne u manjim udjelima tijekom ljetnog
razdobl ja. Sve oB.tradliangR. frasidulentaP.lifed P. uhdoojmiag .
multistriatai P.sp.1, su potpun izostale (Slika 20.). Rezultati analize glavnih koordinaa (PCoA)
prikazani su ordinacijskim dijagramomna Slici3.4% s obj agnj ava 37, 2% ulk

doky-os objagnjava 24, 9% ukupne varijabilnosti
razlilitim sezonama pri | emu nji hovu meluso
sastavu vrsta. Blige tol ke ukadzujnuw snta oszlniall nai\
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razli ke. Vrste usmjerene strijelicama prema
sezone.
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Slika 3.20. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazagpodjeluoda
Pseudenitzschiagpremag odi gnj i m dobi ma.

36Bi oi nformatil ka analiza okolignih podat aka

Za analizu metabarkodiranjemdabrane stlf'S1 irbcL gensleregije koje su pokazale visoku razinu
intraspecijske I interspecijske varijabilnos
razinevrsteU anal i zu | e 96 ukdrgkaNakemzolacijelswinmpuzaoocima izmjerena

DNA koncentraga Qubit fluorometom. Detaljni podaci o izmjerenim koncentracijama prikazani

su uPrilogu 8. Prilikom izolacijeni su uo| ena odstupanja koja bi
pripremiuzorakaT i j ekom PCR umnaganj a i s ¢ kevl ean cui zr oar ngj ki
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je rezultiralo neujednal eni m pbordorjuedipogmwsamjee g n i
bilo mogulie zadrgati | eQ@dukupno ®prikuplienih azorbka, IP@GR z a
umnaganje | TS1 genskmAuegrpkani kejbiba ush] g
Preostala 72 wuzorka wukljulena su u bioinfor:
obrezivanja i1 filtriranja sekvenci prema Kkr.i
s a awvalgdovoljan broj visokokvalitetnih sekvenci za daljnje anal@@nosno u 39 uzoraka je
zabil jesgudenitzscthalla k on denoi singa i zavra@gdreelbdnma
je ukupno54 ASV-arodaPseudenitzschia Svaki ASV predstavljgedinstvenu ITS1 sekvencu, a
njegova brojnost odrelLena je po pojedinom u:
raspodjelu unutar rodéPojedini ASVtovi bili suz a b i | § sa@ednom uzorku dok je
najrasprostr anj €l ugraka UKRUPNA brojreost ASNG veay emmn aul aj no
s vrijednostima od niskih abundancija pa 4894 0 | i t za mgjbeojniji ASV. Taksonomska
identifikacija ITSTASMVova obuhvat iPseadenitzschig i @ & | yPuabldehrond i

P. brasiliang P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxRelinea, P. lundholmiae,

P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissjnfa subfraudulentak a 0 i veldva br o
identificiranih na razini rodaRseudenitzschias p . ) Zzbog tvii sbkK81l ssekwnec
blisko srodnim vrstama. Dominantni ASWi, osobito oni povezani s kompleksorm.
delicatissima | i ni li su znatan udio ukupne |1 TS1 bro
gt o ukazuj e na n pviehemskwasppstrangekost. Vplik lorg TS1r ASMya

imao je nisku ukupnuorojnost a odr elvanisuASsVe pojavljivald]
podr,ulgtuo upuluje na postojanje rijetkih ili
raspodjele ASMb va pjoe vviissoku r azl uddrvelsuavjabifiipSElunutae g i |
roda Pseudenitzschia Za rbcL gensk biljeg nakonobrezivanja i filtriranja sekvenci, u daljnju
analizu ukl j ul easa zadowoljitdddfinirane @ritekje kvakitetg u kojima je
zabil | @spedenitzsclhiadN a k o n  z a v rpgdataka meiabaakddéranjadenoisinga
sekvencirbcL regije o d r e ljee ukupno 65 ASV-ova roda Pseudenitzschia Svaki ASV
predstavlja jedinstvenibcL sekvencu, a njegovarojnost je kvatificirana po pojedinom uzorku.
ASV-0 Vv i su pokazal: izrazito heterog®nhlsoaspao
prisutni u samgednomuzorky dok j e najraspr ostr a@Queonaka i A
Ukupnabrojnostpojedinih ASVfovatalo Ler j e znal ajno varirala, |
pojedinal ni 1059 ¢ k vza magbrajnijidA8V. Taksonomska pripadnost ASwa
obuhvaliala je viRellochrong,tPa american/lindau p. whlliantha, P.
delicatissima, Pgalaxiae, P. hasleana, P. manni, P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P.

subfraudulentate ASV-o v e identificirane i skl jul i-ovig na
uglavnom povezani s vrstama iz kompleRsudenitzschia delicatissima | i ni lanud®u 2z n
ukupnerbcLs ek venci j ske abundancije te su bild@ pr
nji hovu ¢i renkenskupasposttamenasto Suprotno tome, velik broj-&&vimao je

ni sku abundanciju i ogr proisite@enpanpe®j avpesgt, hgt

genotipova unutar analiziranih zajednica.

3.7.Molekularnao bi | j egja okolignih uzoraka
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3.7.1.rbcL genski biljeg

Od ukupno 8o kol ugmoir lak a, PCecLgenmalj@anjegije ni4dje b
uzor ka, koj i su i skljuleni iz daljnje obrad
obradu i provjeru kvalitete sekvenci. Nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci prema Kkriterijima

kvalitete, zadlugamak pe k ak uovdjan brej avidokodaliwetnih i d

sekvenci za daljnje analize odnosno u 44 uz dseadendzschizeNakora b i | |
denoi singa I z a vrbch regje oadbr reaieladuprso 85kA%B\eanrada Pseude
nitzschia Filogenetska analiza temeljenanbclL sekvencama metabarkodiramekazala je jasno
razdvajanje unutar roddseudenitzschia pr i odermeul esnuegsepgpiveace U Vi
podrganih filogenetskih grupa k2l)e VvVdbbowmar @j
| vorova pokazuje visoke vrijednosti statist.i
melLu analiziranim t aks oni madelicassithkaPeaalitaethg .0 di |
galaxiag P. multistriatg P. hasleanaP. mannii P. pseudodelicatissim#&. subfraudulenta P.
allochronat vor e wugl avnom monofiletske skupine s |
Unutar pojedinih grupa uolava se odreleni st

granang sekvenci unutar istih vrsta. Pojedine sekvence grupirane su u nedefinirane ili prijelazne
skupi ne o0 zPseudodtzsehiask,aPseudenitzschiasp. (americana/linea)i Pseude
nitzschiasp. (mannii/calliantha) gt o upul uj e naorbch gedskog hiiega a n a

identi |l an il vrl o sl i | aPseudodtzschid sp. (ameencand/lmea) h
tvor i zasebnu, jasno izdvojenullgQhterpodmseilven a
Mal ost ons kom i .Skipmasesdenidzschiasp.l(naenii/ealliantha) a k avtrie r

jasno izdvojenu grupu § vor nom p ol0@o $ekvenceoode skupined r e L eune s
Kagtelanskom i Malostonskom zaljevu te u Vel
ni ska. Analiza prostorne raspodjele pokazuje
unutar istih filogenetskih grupa, bez jasnog geografskdgr ukt ur i ranj a unut
simbol a, koja odragava relativnu abundanci j

osobito unutar kompleks®. delicatissima P. callianthai P. multistriata Prema podacima
metabarkodiranjarbcL gena, naj e | a r aznoPseddamizdchihz a bt Bj egena
Kagtel anskomoda lejlasjwe | igdjreojj erazl il itih taks
razdvojene grupP. delicatissima P. callianthg kao i prisutnost vrstR. multistriatg P. galaxiae

i P. pseudodelicatissima Ov o podr ul j evisokaltondsedomimamnhavista. jUe
Mal ostonskom zaljevu zabiljegena je umjeren
grupirane unutar nekol i ko fi | pgedimhevstskosdbitogr u
unutar kompleksé&. delicatissima Gi bens ki zal jev karakteri zi
Pseudenitzschiat e ni ga ukupna sbrKkoajgneotslta nus kuisnp oir eptiablio s f
| emu su sekvence ggunrmwthaomn jbeg drzamarejna. U Ve
j e najniga raznol i &adrsel én dpripegdiuomnijen dragkvisa.Ma i ,
razini pojedinih vrsta, AS\bvi vrsteP. galaxiaegrupiraju se u jasno izdvojenu grupu s visokom

| vomnwot po0Rtmsuf dir . eiii m i stragivanim podr ul j
abundancijuVrsta P. hasleanapokazuj e jasno grupiranje s | v
pri bld8dmlpasékvenceovevistalr el @enei ge podrulja, s naj
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Kagtel anskom i Gi e mrstekPo manni taorej s@bilnu. gruph S Wisokom

| vornom po9Ptesuodr dlaekagt el anskom, Mal ost onsk
dok su u Velebitskom kanalu ei . R/mutistraataf or mi ra dobr o podr gan
potporom (@00%)ejeo dnelidsai m podruljima, s velim
zabiljegeni ma u Gi bensk o NstazPapgsquadodelicatissimpsad j@ b i t
izdvoj ena s vi s ok o ®0%)asekvencenovep/abedproer loemmn §lagtiel ans
i Gi benskom zaljevu te u Velebitskom kanal u,
ASV-ovi vrsteP. allochronagrupiraju sezasebns v r | o v i osn@dporom 100%gote sa

odredlekagtel anskom i Mal ostonskom zaljevu te
Vrsta P. callianthat v o r i manj u, al i jasno defi nd9tegenu ¢
odretieKagtel ans kom ivu. Maubfasdulentpsklzajenasaoagtupiranje s

visokom | vornom potpowoamel aun soggkwwennd ee n@wme bv o
ponajprije u Kagtelanskom i Gi benskom zaljev
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oooo“u- +

Brojnost

5
25
125
625

3125

Podrucje

« K-Kastelanski

»+ M-Malostonski zaljev
= S-Sibenski zaljev

+ V-Velebitski kanal

Vrste

P, allochrona

P calliantha

P delicatissima
P galaxiae

P hasleana

P. mannii

P, multistriata

P. pseudodelicatissima
P. sp

P. sp (americana/linea)
P sp (manii/calliantha)

P subfraudulenta
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Slika321L.Pri kaz raspodjele sekvenci migseuddnizschkao d i r
izmelu | etiri i stragivana podrulja (Kagtel a
Velebitski kanal)temeljen narbcL mar ker u. S| i k aedbo metatiynebrajniosti  u s |
sekvencpoj edini h vrsta melLu podruljima te ukazu

Krugni docLj gangkoga hifjegaprikazuje raspodijelu i relativnbrojnost sekvenci roda
Pseudenitzschiap o i st r a g i v aVanjski dijelovidijagramai predstavljaju pojedina
podrulja i vrste, dok debl j brajnastspkeenceppjedineivisieh t
unut ar @droanadamr@aq og p2RXK aidtjel a nSd kiziki §zea3l.n aej vv i pgouk
brojnostt naj vel i ddp reilstsods®seudanizsehia Po s e b nvisoka e i s
brojnostvrstaP. delicatissima P. galaxiae koje su dominantne na ovom o d u. Wt avedene
vrste, u Kagt el ans kP.dasleana P. jpsevdadelipatissiragel rhamjeudics u i
sekvenci o Pseadbnigzachids pk a0 gt o upul ujzerazmpikesuU s o k
Mal ostonskom zaljevu z atazndilogpyrein al § ,ru udnj jea grna
i zr agene v debcatissima P. sntltstriagg dok su ostale vrste zastupliene u manjem

udj el u. Raspodjela sekvenci upuluje na domi
raznolikost u usporedbisKgt el ans kiGmbealsjkeé v a mlniegva kbanmamjknt cesrt
broj o d r e Lwverns tha . Povezujule trake upul uju na

prvenstveno unutar komplekPBa delicatissimadok su ostale vrste slabo zastupljene ili dasu.
Dijagram wukazuj e na dgeudanizsdhig a8 malinp brojesnusekvena t r

povezani h s pojedinim vrstama, beKrugmiageinjoa
potvr Luj e i zmjao§tiesastavurrca@séudekitzschisi z me Lu i stragi va
Kagtel anski zal jev i sti| embsomostki a on ag ovceri wlnm e ax

vrsta, dokGi b e n s k pokazugh fgjeni gu u k u Pwn vezultatr o gkiadussu s
filogenetskom analizormbcL markeag.
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Slika 322 Kr u g ni phkaguge gaspadpelu i relativnu brojnost sekvenci redaudenitzschiatemeljeno nabcl markeru. Debljina
povezlnjaoldirhangava udi o pojedini.h vrsta unutar svakog podrulja
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