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vrsta Pseudo-nitzschia na ļetiri uzgajaliġta ġkoljkaġa srednjeg Jadrana tijekom dvogodiġnjeg razdoblja. Rod 

Pseudo-nitzschia sastavni je dio jadranske fitoplanktonske zajednice, a pojedine vrste proizvode neurotoksin 

domoiļnu kiselinu (DK), odgovornu za amnezijsko trovanje ġkoljkaġima (ASP). Uspostavljene staniļne 

kulture i sastav vrsta u okoliġnim uzorcima odreĽen je morfoloġki (FE-SEM/STEM) i molekularno (Sanger 

sekvenciranje: ITS, LSU, rbcL; metabarkodiranje: ITS1 i rbcL). Sveobuhvatni pristup omoguĺio je 

razluļivanje kriptiļnih i pseudo-kriptiļnih vrsta te procjenu utjecaja sezone i podruļja na strukturu zajednice. 

Uspostavljene su 362 kulture roda Pseudo-nitzschia, u kojima je odreĽeno 10 vrsta. Morfoloġkom i 

molekularnom analizom okoliġnih uzoraka odreĽeno je 12 Pseudo-nitzschia do razine vrste. Znaļajnost 

prostornog faktora potvrĽena je u Velebitskom kanalu, dok je sezonski obrazac pokazao na svim istraģivanim 

podruļjima najveĺu raznolikost u hladnijem dijelu godine (jesen i zima). Rezultati potvrĽuju visoku 

raznolikost roda Pseudo-nitzschia u srednjem Jadranu te pokazuju da se najveĺa taksonomska preciznost 

postiģe integracijom morfoloġkih i molekularnih metoda. Rezultati istraģivanja predstavljaju temelj za 

pouzdanije praĺenje potencijalno toksiļnih populacija. 
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Abstract 

In this study, the composition and seasonal-spatial distribution of Pseudo-nitzschia species were determined 

for the first time using a comprehensive integrative approach across four shellfish farming and harvesting 

areas of the central Adriatic Sea over a two-year period. The genus Pseudo-nitzschia is a regular component 

of the Adriatic phytoplankton community, and several of its species produce the neurotoxin domoic acid 

(DA), the causative agent of amnesic shellfish poisoning (ASP). Cell cultures and species composition in 

environmental samples were characterised using morphological (FE-SEM/STEM) and molecular methods 

(Sanger sequencing: ITS, LSU, rbcL; metabarcoding: ITS1 and rbcL). This integrative approach enabled the 

discrimination of cryptic and pseudo-cryptic species and the assessment of seasonal and regional influences 

on community structure. A total of 362 Pseudo-nitzschia cultures were established, within which 10 species 

were confirmed. Morphological and molecular analyses of environmental samples identified 12 Pseudo-

nitzschia species. The significance of the spatial factor was most evident in the Velebit Channel, while 

seasonal patterns across all study areas showed the highest species diversity during the colder part of the year 

(autumn and winter). Overall, the results demonstrate high Pseudo-nitzschia diversity in the central Adriatic 

and show that the greatest taxonomic resolution is achieved by integrating morphological and molecular 

approaches. These findings provide a basis for more reliable monitoring of potentially toxic populations and 

for improved risk assessment related to domoic acid occurrence in shellfish aquaculture areas. 
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porom, SEM i (c) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom, STEM; (d,e) krajevi valve, SEM; (f) valvocopula 

sa redovima perforacija, SEM; (g) valvocopula sa redovima perforacija, STEM. Mjerne skale: (a) 10 µm; 

(d,e) 1 µm; (b,c,f,g) 500 nm. 

Slika 3.10. Pseudo-nitzschia subfraudulenta: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u boļnom poloģaju a na 

svjetlosnom mikroskopu; (c) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom, SEM i (d) STEM; (e) detalj strija valve 



 

s jednim redom poroida, SEM; (f) struktura poroida sa prikazom sektora, SEM; (g) struktura poroida sa 

prikazom sektora, STEM; (h) valvocopula  sa redovima perforacija, SEM; (i,j) krajevi valve, SEM; (k) 

valvocopula sa redovima perforacija, STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 µm; (c-e,i,j) 1 µm; (f-h,k) 500 nm. 

Slika 3.11. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS biljega. Prikazane su posteriorne 

vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom GTR+G+I modela uz 

minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 

1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 generacija. Izolati sekvencirani u ovom 

istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 

Slika 3.12. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom LSU biljega. Prikazane su posteriorne 

vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom GTR+G+I modela uz 

minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 

1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 generacija. Izolati sekvencirani u ovom 

istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 

Slika 3.13. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom rbcL biljega. Prikazane su posteriorne 

vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom GTR+G+I modela uz 

minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 

1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 generacija. Izolati sekvencirani u ovom 

istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 

Slika 3.14. Kombinirano filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS, LSU i rbcL biljega. 

Prikazane su posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom 

GTR+G+I modela uz minimalno 10000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), sa 

stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 generacija. Izolati 

sekvencirani u ovom istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala predstavlja 0,1 zamjene 

nukleotida po mjestu. 

Slika 3.15. Pseudo-nitzschia brasiliana: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve bez srediġnje pore; (c) 

zaobljeni kraj stanice. Mjerne skale: (a) 10 µm; (b) 1 µm; (c) 500 nm. 

Slika 3.16. Pseudo-nitzschia linea: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve bez srediġnje pore; (c) ġiroko 

zaobljeni vrhovi stanice. Mjerne skale: (a) 10 µm; (b) 1 µm; (c) 500 nm. 

Slika 3.17. Pseudo-nitzschia lundholmiae: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom. 

Mjerne skale: (a) 10 µm;  (b) 500 nm. 

Slika 3.18. Relativni udio zabiljeģenih Pseudo-nitzschia na istraģivanim podruļjima tijekom 2022. i 2023. 

godine.  

Slika 3.19. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazuje raspodjelu roda Pseudo-

nitzschia u odnosnu na godiġnja doba. 

Slika 3.20. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazuje raspodjelu roda Pseudo-

nitzschia u odnosnu na postaje. 

Slika 3.21. Prikaz raspodjele sekvenci metabarkodiranja okoliġnih uzoraka roda Pseudo-nitzschia izmeĽu 

ļetiri istraģivana podruļja (Kaġtelanski zaljev, Malostonski zaljev, Ġibenski zaljev i Velebitski kanal) 

temeljen na rbcL markeru. Slika omoguĺuje usporedbu relativne brojnosti sekvenci pojedinih vrsta meĽu 

podruļjima te ukazuje na razlike u zastupljenosti. 

Slika 3.22. Kruģni dijagram prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda Pseudo-nitzschia 

temeljeno na rbcL markeru. Debljina povezujuĺih linija odraģava udio pojedinih vrsta unutar svakog 

podruļja. 

Slika 3.23. Prikaz raspodjele sekvenci metabarkodiranja okoliġnih uzoraka roda Pseudo-nitzschia izmeĽu 

ļetiri istraģivana podruļja (Kaġtelanski zaljev, Malostonski zaljev, Ġibenski zaljev i Velebitski kanal) 

temeljen na ITS1 markeru. Slika omoguĺuje usporedbu relativne brojnosti sekvenci pojedinih vrsta meĽu 

podruļjima te ukazuje na razlike u zastupljenosti. 

Slika 3.24. Kruģni dijagram prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda Pseudo-nitzschia 

temeljeno na ITS1 markeru. Debljina povezujuĺih linija odraģava udio pojedinih vrsta unutar svakog 

podruļja. 
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NCBI  - Nacionalni centar za biotehnoloġke informacije (engl. National Center for Biotechnology 

Information) 
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Analysis of Variance) 

PRIMER  - softver za multivarijatne ekoloġke analize (engl. Plymouth Routines In Multivariate Ecological 

Research) 

P. spp. - Pseudo-nitzschia spp. 

RPM - okretaji u minuti (engl. Revolutions Per Minute) 

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

QIAGEN  - komercijalni proizvoĽaļ molekularnih reagensa 

rbcL - gen za veliku podjedinicu enzima ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza 

RNA - ribonukleinska kiselina  

SD - standardna devijacija 

SIMPER - analiza doprinosa vrsta sliļnosti/razliļitosti zajednica (engl. Similarity Percentage Analysis) 
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1. UVOD 

 

1.1. Fitoplankton 

 

Oceani prekrivaju oko 70,8% Zemljine povrġine te imaju kljuļnu ulogu u biogeokemijskim 

procesima u biosferi. Fotosintetski procesi vaģni su za izmjenu plinova izmeĽu atmosfere i 

hidrosfere ļime izravno utjeļu na globalnu klimu. MeĽu najvaģnijim organizmima u morskom 

ekosustavu istiļe se fitoplankton koji ima kljuļnu ulogu u primarnoj proizvodnji oceana. Osobito 

su vaģni u globalnom ciklusu ugljika jer predstavljaju najveĺi dugoroļni rezervoar anorganskog 

ugljika u biosferi te uļinkovito sudjeluju u izmjeni CO  izmeĽu atmosfere i hidrosfere. Fotosintetski 

procesi u oceanima omoguĺuju fiksaciju atmosferskog ugljikova dioksida u organsku tvar, ļime 

izravno utjeļu na koncentraciju stakleniļkih plinova i klimatski sustav Zemlje. Putem tzv. bioloġke 

pumpe dio fiksiranog ugljika transportira se u dublje slojeve oceana, gdje biva pohranjen tisuĺama 

godina, ļineĺi oceanske ekosustave jednim od glavnih regulatora atmosferskog CO . Procjenjuje se 

da je fitoplankton odgovoran za 95% ukupne fotosinteze u oceanima te sudjeluje u vezivanju oko 

40% globalnog ugljika (Parsons i sur., 1984; Falkowski i sur., 1998; Bristov i sur., 2017). Autotrofni 

i miksotrofni plankton razvija se u povrġinskom dijelu oceana, epipelagijalu. U tom sloju odvija se 

najveĺi dio primarne proizvodnje i bioloġke aktivnosti. Unatoļ visokoj produktivnosti, epipelagijal 

obuhvaĺa samo 5% volumena svih oceana. Uz epipelagijal (do 200 m), morski okoliġ obuhvaĺa i 

mezopelagijal (200-1000 m) s ograniļenim prodorom svjetlosti, batipelagijal (1000-4000 m) koji je 

u potpunosti afotiļan, abisopelagijal (4000-6000 m) te hadalopelagijal (ispod 6000 m), vezan uz 

oceanske brazde i obiljeģen ekstremnim uvjetima okoliġa. Razvoj populacija i raspodjela 

fitoplanktona ovisi o fizikalnim (svjetlost, temperatura, gibanja morske vode), kemijskim (salinitet, 

koncentracija nutrijenata) i bioloġkim ļimbenicima (interspecijski i intraspecijski odnosi) (Viliļiĺ i 

sur., 2009; Thurman i Trujillo, 2014; Mann i Lazier, 2006). Njihova sposobnost zadrģavanja u 

vodenom stupcu rezultat je niza morfoloġkih i fizioloġkih prilagodbi, ukljuļujuĺi specifiļnu staniļnu 

graĽu, razlike u gustoĺi staniļnih struktura te prisutnost lipidnih kapljica. Organizmi fitoplanktona 

su jednostaniļni i kolonijalni, autotrofni i miksotrofni mikroorganizmi - eukariotske alge i 

prokariotske cijanobakterije. Prokariotske skupine fitoplanktonske zajednice obuhvaĺaju 

cijanobakterije, koje frakcijom najļeġĺe pripadaju pikoplanktonu (0,2-2 µm) (Reynolds, 2006; 

Falkowski i Raven, 2007). Eukariotski predstavnici obuhvaĺaju viġe taksonomskih skupina, 

ukljuļujuĺi zelene alge (Chlorophyta), dijatomeje (Bacillariophyta), dinoflagelate (Dinophyceae), 

haptofite (Haptophyta, ukljuļujuĺi kokolitofore) te brojne druge taksonomske skupine. Organizme 

ove zajednice karakterizira izrazit raspon veliļina, pribliģno od 0,2 do 200 Õm, pri ļemu se razlikuju 

pikoplankton (0,2-2 µm), nanoplankton (2-20 µm) i mikroplankton (20-200 µm) (Sieburth i sur., 

1978). 

Populacije fitoplanktona nejednoliko su rasporeĽene u moru poput oblaka u atmosferi, ļija je 

veliļina od nekoliko centimetara do nekoliko kilometara. Oblak fitoplanktona razvija se u podruļju 

s povoljnim ekoloġkim uvjetima za poļetak fotosinteze. Razvoj gustih populacija fitoplanktona 

naziva se cvjetanjem mora i opisuje se znatnim porastom brojnosti ili biomase te promjene staniļnih 

koncentracija pigmenta  u odnosu na godiġnju prosjeļnu vrijednost (Viliļiĺ, 2003).  

Povoljni uvjeti pri kojima brojnost fitoplanktonskih stanica raste su: dovoljna koncentracija glavnih 

nutrijenata i mikronutrijenata, odgovarajuĺi salinitet, stabilne vremenske prilike i dovoljna gustoĺa 
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poļetne populacije (kritiļna gustoĺa). Oko 300 vrsta fitoplanktona moģe izvazvati intenzivno 

cvjetanje ili obojene plime u odreĽenim okoliġnim uvjetima (Smayda, 1997). Boja mora mijenja se 

zbog prisutnosti poveĺane koliļine pigmenta pa obojena plima moģe biti crvena, smeĽa, ģuta ili 

zelena. Pomoĺni pigmenti (karotenoidi i fikobilini) prenose Sunļevu energiju na klorofil a, 

zajedniļki pigment kod svih algi, a procesom fotosinteze stanice iz anorganskih spojeva tvore 

organske spojeve (autotrofija). Manje stanice obiļno razvijaju guġĺe populacije od veĺih stanica, a 

sastav pigmenata ovisi o svjetlosnim uvjetima razvoja (Jeffrey i sur., 1997; Smayda, 1997; Kirk, 

2011). 

Jednostaniļne alge sadrģe klorofil a i pomoĺne fotosintetske pigmente rasporeĽene u plastidima 

(eukarioti) ili u citoplazmi (prokarioti). Fitoplanktonske skupine posjeduju razliļite fotosintetske 

pigmente koji omoguĺuju apsorpciju svjetlosti u ġirokom rasponu valnih duljina, pribliģno od 400 

do 700 nm. Primarni pigment je klorofil a, prisutan u svim fotosintetskim organizmima, koji 

apsorbira svjetlost u plavom (oko 450 nm) i crvenom dijelu spektra (oko 662 nm). Sekundarni 

pigmenti ukljuļuju klorofil c, koji apsorbira uglavnom plavo svjetlo te karotenoide, poput 

fukoksantina, koji uļinkovito apsorbiraju plavo-zeleni dio spektra (oko 450-540 nm). Uz njih, 

fikobilini, karakteristiļni za cijanobakterije i neke alge, ukljuļuju fikocijanin, koji apsorbira 

naranļasto-crveno svjetlo (oko 620 nm) te fikoeritrin, koji apsorbira zeleno svjetlo (oko 550-565 

nm). Raznolikost fotosintetskih pigmenata omoguĺuje uļinkovitu fotosintezu u razliļitim 

svjetlosnim uvjetima i na razliļitim dubinama vodenog stupca (Falkowski i Raven, 2007; Kirk, 

2011; Jeffrey i sur., 1997; Smayda, 1997). 

Uz visoki udio u globalnoj primarnoj proizvodnji fitoplankton obavlja niz ekoloġkih funkcija u 

morskom ekosustavu. Osim sudjelovanja u biogeokemijskim ciklusima ugljika, duġika, silicija i 

fosfora, fitoplankton je usko povezan i s procesima u atmosferi. Tijekom masovnih cvjetanja 

pojedine skupine fitoplanktona, poput kokolitoforida, proizvode i oslobaĽaju hlapljive sumporne 

spojeve, ponajprije dimetilsulfid. OsloboĽeni dimetilsulfid prelazi u atmosferu, gdje sumporni 

aerosoli sudjeluju u stvaranju oblaka iznad oceana te time mogu utjecati na klimatske i meteoroloġke 

procese (Treguer i sur., 1995; Falkowski i sur., 1998; Hasle, 2002; Viliļiĺ, 2003). 

 

1.2. Dijatomeje 

 

Dijatomeje (Bacillariophyta) predstavljaju jednu od ekoloġki najvaģnijih skupina eukariotskog 

fitoplanktona. Jednostaniļni su fotoautotrofni organizmi, rasprostranjeni u vodenim i vlaģnim 

okoliġima s predstavnicima u pelagiļkom i bentoskom podruļju te u epifitskim zajednicama (Car i 

Kaleli, 2025).  Dijatomeje (alge kremenjaġice) posjeduju specifiļan preoblikovani periplast koji 

tvori frustulu (ljuġturicu) graĽenu od amorfnog silicijevog opala (SiO  x nH O), nastalog sintezom 

silicija iz morskog okoliġa u obliku ortosilicijeve kiseline (H SiO ) i njezinih polimera (Lelong i 

sur., 2012). Veĺa valva sluģi kao poklopac (epiteka) i pokriva manji dio valve (hipoteka) (Slika 

1.1.). U unutraġnjosti stanica nalaze se izrazito velike vakuole koje zauzimaju do 90% staniļnog 

prostora (Lelong i sur., 2012). S obzirom na graĽu ljuġturice, dijatomeje se razvrstavaju u dvije 

glavne morfoloġke skupine: centriļne dijatomeje (Centrales) te penatne dijatomeje (Pennales). 

Centriļne dijatomeje imaju radijalnu simetriju i preteģito su planktonske. Penatne dijatomeje imaju 

bilateralnu simetriju te su u najveĺem broju povezane s bentoskim i epifitskim staniġtima iako 

ukljuļuju i znaļajan broj pelagiļkih vrsta, poput roda Pseudo-nitzschia.  Tradicionalno se vrste roda 
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Pseudo-nitzschia razvrstavaju na temelju morfoloġkih obiljeģja u dvije glavne skupine: skupinu P. 

delicatissima, sa ġirinom stanice manjom od 3 Õm i skupinu P. seriata, sa ġirinom stanice veĺom od 

3 µm. Ipak, neke vrste poput P. multistriata i P. pungens, obuhvaĺaju obje morfokategorije zbog 

preklapanja ġirine stanica. Prisutnost kriptiļnih i pseudo-kriptiļnih vrsta (Amato i sur., 2007, 2019; 

Bates i sur., 2018) unutar ovoga roda ograniļava preciznost tradicionalno koriġtenih morfoloġkih 

metoda te nameĺe potrebu za sveobuhvatnim pristupom koji kombinira morfoloġke i molekularne 

analize. Kriptiļne vrste predstavljaju genetiļki jasno odvojene evolucijske linije koje nije moguĺe 

morfoloġki razlikovati. Pseudo-kriptiļne vrste takoĽer su genetiļki odvojene, ali meĽu njima postoje 

male ali mjerljive morfoloġke razlike koje se mogu pouzdano utvrditi elektronskom mikroskopijom. 

Pigmenti imaju kljuļnu ulogu u prikupljanju Sunļeve energije za fotosintezu, ali sudjeluju i u 

fotoprotektivnim procesima i u antioksidativnoj zaġtiti. Glavni fotosintetski pigment dijatomeja je 

klorofil a, dok je klorofil c prisutan u manjim koliļinama te sudjeluje kao pomoĺni pigment u 

apsorpciji svjetlosne energije. Najznaļajniji sporedni pigment je fukosantin koji dominira u odnosu 

na ostale karotenoide. Uz njega se pojavljuju i ɓ-karoten, diadinoksantin i diatoksantin, koji imaju 

dodatnu ulogu u fotoprotekciji (Dijkman i Kromkamp., 2006; Falkowski i Raven., 2007; Kirk, 2011; 

Kuczynska i sur., 2015).  

 

1.3. Morfoloġka obiljeģja stanica Pseudo-nitzschia 

 

Stanice roda Pseudo-nitzschia se u morskoj vodi nalaze pojedinaļno ili u lancima povezane 

apikalnim krajevima. Najļeġĺe su ravne poput igle ili blago sigmoidalne. U valvalnom poloģaju 

oblik moģe varirati od lanceolatnog do linearnog, sa zaobljenim ili ġiljastim krajevima. U boļnom 

poloģaju stanice su najļeġĺe fuziformne ili pravokutne te obiļno sadrģe dva kloroplasta, smjeġtena 

s obje strane jezgre (Hasle, 1994; Lundholm i sur., 2004). Sve vrste imaju rafu, uzduģnu pukotinu 

smjeġtenu na rubu valve. Rafa se proteģe duģ cijele valve, a na dvjema valvama poloģena je na 

suprotnim stranama, ġto je obiljeģje simetrije tipa Nitzschia. U nekih vrsta rafa je prekinuta u 

srediġtu pa se u tom podruļju nalazi srediġnja pora (porus centralis) smjeġtena na ojaļanom 

srediġnjem ļvoru (nodulus centralis). S unutraġnje strane rafa je poduprta fibulama, ļime se tvori 

rafa s kanalom (Mariĺ Pfannkuchen, 2013). Valve sadrģe strije, tj. slabije silicificirane trake sa 

sitnim porama. Strije se izmjenjuju s jaļe silicificiranim interstrijama. Njihova je graĽa vaģno 

morfoloġko obiljeģje. Strije mogu biti uniserijatne (s jednim redom pora) ili multiserijatne (s viġe 

redova pora) (Slika 1.2.) (Mariĺ Pfannkuchen, 2013). 
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Slika 1.1. Morfologija stanice Pseudo-nitzschia, 1) stanica u boļnom poloģaju, presjek kroz 

apikalnu ravninu i 2) stanica u valvalnom poloģaju. AA predstavlja apikalnu os. 
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Slika 1.2. Pseudo-nitzschia calliantha. Mikrografija elektronskog mikroskopa (FE-SEM/STEM) sa 

oznaļenim dijelovima stanice koji sluģe za odreĽivanje vrste.  

 

U unutraġnjosti pora se nalazi tanak silicijev sloj, perforiran u specifiļan uzorak, poznat kao cribrum 

ili velum. Velum je najtanji dio silicijeve ljuġturice i predstavlja mjesto gdje se odvija izmjena tvari 

izmeĽu stanice i okolnog medija (Mariĺ Pfannkuchen, 2013). 

OdreĽivanje pojedinih vrsta roda Pseudo-nitzschia moguĺe je samo pomoĺu spomenutih 

morfoloġkih obiljeģja, ukljuļujuĺi oblik, duģinu i ġirinu valve, broj strija i fibulate opis graĽe pora 

(Slika 1.3.), prisutnost ili odsutnost srediġnje pore. Veĺina struktura se moģe pouzdano prepoznati 

samo elektronskim mikroskopom. Taksonomija ovih dijatomeja tradicionalno se temelji na 

morfoloġkim obiljeģjima silicijeve ljuġturice, no u novije se vrijeme sve viġe primjenjuju 

molekularne metode koje nadopunjuju morfologiju te omoguĺuju potvrdu postojeĺih ili otkrivanje 

novih vrsta (Lundholm i sur., 2002; 2003). 
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Slika 1.3. Morfoloġka obiljeģja pora razliļitih vrsta Pseudo-nitzschia. A) P. delicatissima/cuspidata 

kompleks, B) P. calliantha, C) P. caciantha. Preuzeto iz Lundholm i sur., 2003. 

 

1.4. Razmnoģavanje Pseudo-nitzschia 

 

Vrste roda Pseudo-nitzschia razmnoģavaju se nespolno i spolno. Nespolnim razmnoģavanjem u 

prirodi stanice se vegetativno dijele. Roditeljska hipoteka (manja teka) postaje epiteka (veĺa teka) 

nove stanice (Lelong i sur., 2012). Unutar nove epiteke stvara se i nova hipoteka. Kao rezultat toga, 

stanice se skraĺuju diobom. Donja granica veliļine pri kojoj stanica koja nastaje kao posljedica 

kontinuirane vegetativne diobe nije kod svih stanica ista i obuhvaĺa ġirok raspon veliļina. Za P. 

delicatissimu to je 20-90% maksimalne duljine stanice, za P. multiseries iznosi 23-70%, a za P. 

pungens iznosi 20-60% maksimalne duljine stanice (Amato i sur., 2005; Davidovich i Bates, 1998; 

Chepurnov i sur., 2005; Lelong i sur., 2012). Kad stanice dosegnu minimalni raspon veliļine, gube 

sposobnost daljnjeg razmnoģavanja te postupno ugibaju. Povratak na prvotnu, najveĺu staniļnu 

veliļinu zahtjeva spolno razmnoģavanje. Do njega dolazi nakon niza vegetativnih dioba, kada 

stanice padnu ispod kritiļne veliļine potrebne za odrģivost populacije (Davidovich i Bates, 1998; 

Amato i sur., 2005; Lelong i sur., 2012; Mariĺ Pfannkuchen, 2013) (Slika 1.4.). 
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Veĺina saznanja o spolnom razmnoģavanju, auksosporulaciji, potjeļe iz laboratorijskih istraģivanja 

vrsta P. multiseries i P. pungens (Davidovich i Bates, 1998; Chepurnov i sur., 2005). Faze spolnog 

ciklusa u prirodi teġko su uoļljive zbog osjetljivosti gameta, zigota i auksospora. Unatoļ tome, 2010. 

godine prvi put je zabiljeģeno masovno spolno razmnoģavanje ovog roda u prirodnim populacijama 

te je pokazano da se ģivotni ciklus vrsta Pseudo-nitzschia u prirodi odvija u razmacima od pribliģno 

dvije do tri godine, kao i u laboratorijskim istraģivanjima (Alelio i sur., 2010; Holtermann i sur., 

2010; Sarno i sur., 2010). MeĽutim, joġ nije razjaġnjeno kako se u prirodi stanice suprotnih tipova 

parenja meĽusobno pronalaze niti ġto pokreĺe poļetak spolnog ciklusa (Lelong i sur., 2012).  

 

Slika 1.4. Prikaz ģivotnog ciklusa penatne dijatomeje. Preuzeto iz Mariĺ Pfannkuchen, 2013. 

 

1.5. Molekularna obiljeģja stanica Pseudo-nitzschia 

 

Najnovija istraģivanja roda  Pseudo-nitzschia objedinjuju morfoloġke i molekularne metode kako 

bi se sa ġto veĺom toļnoġĺu istraģile razlike meĽu vrstama, a razlog tome je pojava kriptiļnih i 

pseudo-kriptiļnih vrsta (Lundholm i sur., 2003, 2006; Orsini, 2002, 2004; Quijano-Scheggia i sur., 

2008). Kriptiļne vrste su morfoloġki identiļne no genetski razliļite. Pseudo-kriptiļne vrste su 

genetski razliļite i pokazuju neznatne morfoloġke razlike (Evans i sur., 2007). Iako je odreĽivanje 

do razine vrste pojednostavljeno molekularnim metodama, taksonomski razvoj roda Pseudo-

nitzschia se i dalje oslanja na temeljitom razumijevanju morfoloġkih obiljeģja. Veĺina molekularnih 

metoda koje se koriste pri odreĽivanju roda Pseudo-nitzschia temelji se na DNA sekvenciranju 
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(Sanger) ļiji se rezultati koriste za izgradnju filogenetskih stabala te opisivanju razlika meĽu 

vrstama (Orsini i sur., 2002; Cerino i sur., 2005; Mariĺ Pfannkuchen, 2013; Turk Dermastia i sur., 

2023; von Dassow i sur., 2023; Arapov i sur., 2023; Niu i sur., 2024; Bonaļiĺ i sur., 2025). Analiza 

molekularnih rezultata moģe rasvijetliti kriptiļne komplekse koji se tradicionalnim mikroskopskim 

metodama ne mogu odrediti do razine vrste. U veĺini istraģivanja roda Pseudo-nitzschia se koristi 

genski biljeg ITS (ITS1 - 5.8S - ITS2) (Lundholm i sur., 2003, 2006; Orsini i sur., 2004; Amato i 

sur., 2007; Kaczmarska i sur., 2007; Casteleyn i sur., 2009; Thessen i sur., 2009; Mariĺ 

Pfannkuchen, 2013; Grbin i sur., 2017; Lim i sur., 2018; Arapov i sur., 2023; Turk Dermastia i sur., 

2020; Giulietti i sur., 2021; Roche i sur., 2022; Sterling i sur., 2022; Bonaļiĺ i sur., 2025), LSU 

fragment (Niu i sur., 2024; Arapov i sur., 2023; von Dassow i sur., 2023), dok novija istraģivanja 

ukljuļuju rbcL genski biljeg (Turk Dermastia i sur., 2020; Bonaļiĺ i sur., 2025). Pomoĺu 

molekularnih metoda odreĽen je velik broj vrsta i razrijeġene su dvojbe meĽu kriptiļnim i pseudo-

kriptiļnim vrstama. Ono ġto se prije smatralo grupama novim molekularnim istraģivanjima je 

potvrĽeno da P. pseudodelicatissima i P. cuspidata ļine dobro odvojene cjeline, tj. vrste: P. 

calliantha, P. caciantha, P. manni, P. hasleana, P. fryxelliana i grupu P. pseudodelicatissima/P. 

cuspidata (Orsini i sur., 2004; Lundholm i sur., 2006; Quijano-Scheggia i sur., 2008). Unutar 

pseudo-kriptiļnog kompleksa P. delicatissima, molekularno su odvojene P. allochrona i P. 

delicatissima. Iako Lim i sur., (2018) tvrde da P. pseudodelicatissima i P. cuspidata molekularno 

nisu razjaġnjenje, prema Bonaļiĺ i sur., (2025) filogenetsko stablo pokazalo je vidljivu 

interspecifiļku varijaciju meĽu njima. Molekularna analiza genskim biljezima informativan je 

podatak posebice za kriptiļne i pseudo-kriptiļne komplekse. Proġirenje i napredovanje javno 

dostupnih baza sekvenci, posebice rbcL genskog biljega ļiji podaci manjkaju, je neophodno kako 

bi se metoda visoko-protoļnog sekvenciranja (metabarkodiranja) mogla koristiti s joġ veĺom 

razluļivoġĺu i preciznoġĺu pri odreĽivanju Pseudo-nitzschia do razine vrsta. Visoko-protoļno 

sekvenciranje proizvodi veliki broj sekvenci, ġto omoguĺuje detaljnije odreĽivanje vrsta prisutnih u 

okoliġnom uzorku (Piredda i sur., 2018; Niu i sur., 2024). OdreĽivanje do razine vrste uvelike ovisi 

o koriġtenom genskom biljegu, a za rod Pseudo-nitzschia najļeġĺe su koriġteni ITS1 i rbcL genski 

biljezi (Turk Dermastia i sur., 2020; Niu i sur., 2024).  

 

1.6. Domoiļna kiselina i amnezijsko trovanje ġkoljkaġima (ASP) 

 

OdreĽene vrste Pseudo-nitzschia proizvode neurotoksin domoiļnu kiselinu (DK). Biosinteza DK 

zahtijeva visoku razinu energije u stanici Pseudo-nitzschia (Pan i sur., 1996). Domoiļna kiselina je 

amino kiselina i analog L-glutaminske kiseline, sadrģi tri karboksilne skupine te ima devet 

strukturnih izomera. Vrste P. australis i P. seriata proizvode izomere DK, a neki su pronaĽeni u 

mesu ġkoljkaġa te predstavljaju produkt njihove razgradnje (Rhodes i sur., 2006; McCarron i sur., 

2011; Hansen i sur., 2011). 

DK raspada se u vodi pri temperaturama viġim od 50 ÁC i pri ekstremnim pH vrijednostima (ispod 

2 i iznad 12). Fotoosjetljiva je te se upravo fotodegradacija smatra jednim od najvaģnijih naļina 

uklanjanja DK iz morskog okoliġa (Bouillon, 2006; Bates, 2018). U ģivļanom sustavu ļovjeka DK 
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se trajno veģe na dendrite (ģivļane nastavke). Neurotoksin DK moģe se akumulirati u morskim 

organizmima filtriranjem morske vode (npr. u ġkoljkaġima), ali  i u drugim morskim organizmima 

poput morskih ptica, morskih lavova i glavonoģaca pri ļemu moģe doĺi do trovanja koje nazivamo 

amnezijsko trovanje ġkoljkaġima (ASP) (Bates i sur., 1998; Trainer i sur., 2012; Tomaġeviĺ i sur., 

2025). Ovaj tip toksiļnosti kod ljudi, ali i kod drugih sisavaca i ptica izaziva simptome kao ġto su:  

glavobolja, smetenost, gubitak pamĺenja, muļnina i povraĺanje po ļemu je ovaj tip toksiļnosti i 

dobio ime (Teitelbaum i sur., 1991; Lelong i sur., 2012). Od 63 opisane vrste roda Pseudo-nitzschia, 

kod 28 je utvrĽena sposobnost proizvodnje DK (Dong i sur., 2020; Lundholm i sur., 2024; Guiry, 

2024).  

 

1.7. Kratki pregled dosadaġnjih istraģivanja 

 

Dosadaġnja istraģivanja raznolikosti roda Pseudo-nitzschia na istoļnoj obali Jadranskog mora 

temelje se uglavnom na morfoloġkim analizama elektronskom mikroskopijom. U vodama srednjeg 

Jadrana do danas je temeljem morfoloġkih analiza zabiljeģeno devet vrsta: P. calliantha, P. 

delicatissima, P. fraudulenta, P. lundholmiae, P. manni, P. multistriata, P. 

pseudodelicatissima/cuspidata, P. subfraudulenta i P. pungens (Buriĺ i sur., 2008; Arapov i sur., 

2016, 2017, 2020). Mali broj istraģivanja ukljuļivao je molekularnu identifikaciju te su potvrĽene 

vrste P. mannii i P. allochrona (ranije odreĽena kao P. cf. arenysensis (Arapov i sur., 2020; Percopo 

i sur., 2022). Sveobuhvatni podaci, ukljuļujuĺi morfoloġke i molekularne analize, nisu dostupni za 

podruļje srednjeg Jadrana. Prethodna istraģivanja u obalnim vodama istoļnog srednjeg Jadrana  

ukazuju na potrebu za sveobuhvatnim pristupom kako bi se razdvojile kriptiļne i pseudo-kriptiļne 

vrste istraģivanog roda. 

Najļeġĺe koriġteni genetski biljezi za odreĽivanje Pseudo-nitzschia su: ITS (unutarnji 

transkripcijski meĽuprostor) (ITS1/5.8S/ITS2)), LSU (velika podjedinica ribosomske RNA) (Penna 

i sur., 2013; Lundholm i sur., 2003; Lim i sur., 2018; Giulietti i sur., 2021), dok novija istraģivanja 

ukljuļuju rbcL biljeg (ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza) (Turk Dermastia i sur., 2020). 

Veĺina molekularnih istraģivanja se temelji na analizama staniļnih kultura (Sanger sekvenciranje) 

te su iskljuļivo vezana za podruļje sjevernog dijela Jadrana (Mariĺ Pfannkuchen., 2013; Penna i 

sur., 2013; Turk Dermastia i sur., 2020; Giulietti i sur., 2021).  Visoko-protoļno sekvenciranje nova 

je metoda procjene bioraznolikosti u morskom okoliġu. Ovom metodom generira se veliki broj 

sekvenci koje se mogu koristiti za identifikaciju fitoplanktonskih vrsta, ali analiza podataka uvelike 

ovisi o odabranom genskom biljegu i javno dostupnim bazama sekvenci. Filogenetski markeri koji 

se najļeġĺe koriste u analizi bioraznolikosti fitoplanktona, kao ġto su razliļite regije 18S rDNA, 

ļesto nisu dovoljno informativne za sve rodove fitoplanktonske zajednice buduĺi da ne mogu 

razlikovati neke vrste unutar roda Pseudo-nitzschia. Najļeġĺe se u istraģivanjima bioraznolikosti 

fitoplanktonske zajednice metodom metabarkodiranja koristi 18S-V4 regija (mala podjedinica). 

Istraģivanje visoko protoļnim sekvenciranjem provedeno u obalnim Europskim podruļjima prema 

Piredda i sur., (2018) zabiljeģilo je da rod Pseudo-nitzschia obuhvaĺa 3,7% ukupnog broja oļitanja 

fitoplanktonske zajednice. Na podruļju Jadrana istraģivanja fitoplanktonske zajednice 
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metabarkodiranjem 18S regije su uspjeġno zabiljeģila Pseudo-nitzschia rod. MeĽutim, sastav vrsta 

nije precizno odreĽen navedenim istraģivanjima (Griģanļiĺ i sur., 2023; Matek i sur., 2023; 

Bariļeviĺ i sur., 2024). Novija istraģivanja, primjenom metode metabarkodiranja, usmjerena su na 

rod Pseudo-nitzschia, koristeĺi markere ITS1 i rbcL te su omoguĺila preciznije rezultate u analizi 

sastava vrsta. Istraģivanjem Roche i sur., (2022) odreĽeno je 17 vrsta Pseudo-nitzschia koriġtenjem 

ITS1 markera. Prema Turk Dermastia i sur., (2023) veĺi broj vrsta Pseudo-nitzschia zabiljeģen je 

koriġtenjem rbcL genskog biljega u odnosu na 18S-V9. 

Prema dostupnoj literaturi unutar Pseudo-nitzschia roda opisane su ukupno 63 vrste, od kojih 28 

proizvodi DK (Bates i sur., 1998; Pistocchi i sur., 2012; Dong i sur., 2020; von Dassow i sur., 2023; 

Lundholm i sur., 2023, 2024; Guiry, 2024; Niu i sur.,2024). Prvi zabiljeģeni sluļaj ASP-a dogodio 

se krajem studenog 1987. godine na Prince Edward otoku, u Kanadi. Tada je zabiljeģeno trovanje 

153 osobe od kojih je troje starijih umrlo. Vrsta Pseudo-nitzschia multiseries potvrĽena je kao uzrok 

toksiļnosti ġkoljkaġa (Wright i sur., 1989). Ovo je prvi sluļaj u kojem je DK potvrĽena kao uzrok 

trovanja ljudi. U Jadranskom moru DK je prvi put zabiljeģena 2000. godine u tkivu plave dagnje 

(Mytilus galloprovincialis) prikupljenom uz talijansku zapadnu obalu (Ciminiello i sur., 2005). 

Domoiļna kiselina je u Jadranskom moru pronaĽena u niskim koncentracijama, no od tada je uveden 

neprekidan monitoring toksina i morske vode zbog osiguravanja zdravstvene ispravnosti ġkoljkaġa. 

Prema Uredbi (EZ) 853/2004 i hrvatskom zakonodavstvu, najveĺa dopuġtena koncentracija DK u 

jestivom tkivu ġkoljkaġa iznosi 20 ɛg gī1. Tijekom godina, DK je povremeno zabiljeģena u 

ġkoljkaġima iz uzgojnih podruļja, ali koncentracije su ostale ispod propisanog praga (Tomaġeviĺ i 

sur., 2025). Prva pojava DK u hrvatskim vodama zabiljeģena je u sijeļnju 2006. u plavoj dagnji (M. 

galloprovincialis) (Ujeviĺ i sur., 2010). Od tada je DK povremeno zabiljeģena u dagnjama iz 

uzgojnih podruļja, no uvijek u niskim koncentracijama ispod propisanog praga. Prisutnost DK 

potvrĽena je i u sjevernom Jadranu (Ljubeġiĺ i sur., 2011; Mariĺ i sur., 2011; Kvrgiĺ i sur., 2022). 

Proizvodnja DK utvrĽena je kod pet vrsta Pseudo-nitzschia: P. delicatissima (Penna i sur., 2013; 

Smodlaka Tankoviĺ i sur., 2022; Turk Dermastia i sur., 2022), P. calliantha (Arapov i sur., 2020; 

Smodlaka Tankovic i sur., 2022), P. multistriata (Turk Dermastia i sur., 2022), P. galaxiae (Turk 

Dermastia i sur., 2022) i P. pseudodelicatissima  (Smodlaka Tankoviĺ i sur., 2022), pri ļemu je 

najveĺi broj istraģivanja proveden u sjevernom Jadranu. 
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1.8. Cilj i temeljne hipoteze istraģivanja 

 

Glavni cilj ovog istraģivanja jest odrediti sastav vrsta i raznolikost roda Pseudo-nitzschia u obalnim 

vodama srednjeg Jadrana tijekom dvije godine. Jedan od ciljeva je uvoĽenje molekularnih analiza 

ļime ĺe se nadopuniti dosadaġnja istraģivanja temeljena na svjetlosnoj i elektronskoj mikroskopiji. 

Na ovaj naļin cilj je razviti integriranu morfoloġku i molekularnu bazu podataka. Temeljem analize 

uspostavljenih staniļnih kultura vrsta Pseudo-nitzschia obogatiti ĺe se javno dostupni pretraģivaļi 

ITS, LSU i rbcL sekvenci u svrhu razlikovanja kriptiļnih i pseudo-kriptiļnih vrsta. Dodatni cilj je 

usporedba rezultata o sastavu vrsta Pseudo-nitzschia morfoloġkom analizom i metodom 

metabarkodiranja. 

Hipoteza 1. Nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta roda Pseudo-nitzschia odreĽenih 

morfoloġkom analizom. 

Hipoteza 2. Nema razlike u prostornoj i sezonskoj raspodjeli vrsta roda Pseudo-nitzschia odreĽenih 

molekularnom analizom. 

Hipoteza 3. Nema genetske varijacije izmeĽu izolata odreĽenih vrsta Pseudo-nitzschia izoliranih sa 

istih i razliļitih podruļja. 

Hipoteza 4. Nema razlike u sastavu vrsta roda Pseudo-nitzschia odreĽenih metodom 

metabarkodiranja regije ITS1 i rbcL.
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2.MATERIJALI I METODE  

 

2.1. Podruļje istraģivanja  

 

Uzorci su prikupljeni na uzgajiliġtima ġkoljkaġa buduĺi da postoji rizik za ljudsko zdravlje uslijed 

moguĺe akumulacije DK u tkivu konzumiranih ġkoljkaġa. Istraģivaļka podruļja smjeġtena su u 

obalnim podruļjima srednjeg Jadrana. Istraģivaļke postaje ukljuļivale su: Velebitski kanal (V: 

44.2696° S, 15.5165° I), Ġibenski zaljev (S: 43.7441° S, 15.8712° I), Kaġtelanski zaljev (K: 

43.5208° S, 16.2717° I) i Malostonski zaljev (M: 42.8676° S, 17.6871° I) (Slika 2.1.). 

 

 

Slika 2.1. Podruļje istraģivanja i prikaz postaja: (a) V: Velebitski kanal, (b) S: Ġibenski zaljev, (c) 

K: Kaġtelanski zaljev, (d) M: Malostonski zaljev. 
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2.1.1. Velebitski kanal 

Velebitski kanal dug je 144 km, a ġirok 4-14 km. S otvorenim morem povezan je Kvarneriĺkim 

vratima izmeĽu otoka Loġinja i Silbe dok se unutarnji dio kanala proteģe u uski estuarij rijeke 

Zrmanje. Osim rijeke Zrmanje u kanalu se nalazi i niz podzemnih izvora slatke vode (vrulja), koji 

su posebno aktivni u podruļju istraģivane postaje (Benac i sur., 2003; Viliļiĺ i sur., 2009). Izvori uz 

obalu povezani su ponorima vode u zaleĽu, koji su aktivni tijekom kiġnih mjeseci (oģujak i svibanj) 

i tijekom razdoblja topljenja snijega (Bonacci i Roje-Bonacci, 2000). Kao posljedica toga salinitet 

u povrġinskom sloju uz obalu znaļajno je smanjen u razdoblju od listopada do svibnja (Viliļiĺ i sur., 

2009) (Slika 2.2.). 

 

 

Slika 2.2. Prikaz Velebitskog kanala s pripadajuĺim koordinatama (V: 44.2696° S, 15.5165° I). 

 

2.1.2. Ġibenski zaljev 

 

Estuarij rijeke Krke dio je Ġibenskog zaljeva te ulazi u sastav Nacionalnog parka Krka. Dug je 25 

km. Podruļje estuarija obuhvaĺa Prokljansko jezero te podruļje Ġibenske luke (Viliļiĺ, 2003). U 

povrġinskom sloju estuarija prevladava slatka voda, a zbog male razlike izmeĽu plime i oseke 



 

15 

 

(prosjeļno 20 cm) te relativno velikom dotoku slatke vode vodeni stupac je stratificiran. Haloklina 

se najļeġĺe nalazi na dubini 1,8-3 m dok se za vrijeme najveĺeg dotoka slatke vode tijekom proljeĺa 

i zime nalazi na dubini od oko 5 m (veljaļa-oģujak i prosinac) (Legoviĺ., 1991) (Slika 2.3.). 

 

 

Slika 2.3. Prikaz Ġibenskog zaljeva s pripadajuĺim koordinatama (S: 43.7441° S, 15.8712° I). 

 

2.1.3. Kaġtelanski zaljev 

 

Kaġtelanski zaljev je najveĺi poluzatvoreni obalni zaljev u srediġnjem dijelu istoļne obale 

Jadranskog mora. Dug je 14,8 km, ġirok je 6,6 km te prosjeļne dubine 23 m (Viliļiĺ, 2003). 

Najznaļajniji dotok slatke vode u zaljevu je rijeka Jadro, koja se ulijeva u njegov istoļni dio 

(Ljubenkov, 2014), uz nekoliko vrulja manjeg kapaciteta. Tijekom 1980-ih zaljev je bio pod 

snaģnim utjecajem neproļiġĺenih komunalnih i industrijskih otpadnih voda ġto je uzrokovalo 

poveĺanje biomase fitoplanktona i primarne produkcije, a posljediļno je dovelo do ļestih ljetnih 

cvatnji fitoplanktona i razvoja toksiļnih dinoflagelata (Marasoviĺ i sur., 1991). Izgradnjom 

kolektora 2004. godine antropogeni utjecaj je smanjen, a u zaljevu je zabiljeģen postupni prijelaz 

prema oligotrofiji (Skejiĺ i sur., 2015, 2024) (Slika 2.4.).  
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Slika 2.4. Prikaz Kaġtelanskog zaljeva s pripadajuĺim koordinatama (K: 43.5208° S, 16.2717° I). 

 

2.1.4. Malostonski zaljev 

 

Malostonski zaljev se nalazi na zavrġetku Neretvanskog kanala, smjeġten izmeĽu poluotoka Peljeġca 

i kopna. Dug je oko 28 km, najġiri 6,1 km te je uglavnom dubine 20-29 m (Viliļiĺ, 2003). Podruļje 

Malostonskog zaljeva najvaģnije je podruļje uzgoja ġkoljkaġa u Hrvatskoj joġ od 16 stoljeĺa (Skejiĺ, 

2004; Ļaliĺ i sur., 2013). S ciljem zaġtite tradicionalnog naļina uzgoja kamenica i dagnji 

Malostonski zaljev proglaġen je 1983. godine rezervatom prirode u moru (Basioli, 1984; Sluģbeni 

glasnik Dubrovnika i Metkoviĺa, 1983). Najvaģniji ļimbenici koji oblikuju ekoloġke uvjete u 

Malostonskom zaljevu su dotok rijeke Neretve u vanjskom dijelu zaljeva i vrulja, u unutarnjem 

dijelu zaljeva (Viliļiĺ, 1985). Tijekom razdoblja jaļih podzemnih aktivnosti, boĺata voda izdiģe se 

na povrġinu i izlazi iz zaljeva ġto omoguĺava dotok dublje slanije vode iz otvorenog mora (Zore-

Armanda i sur., 1991) (Slika 2.5.). 
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Slika 2.5. Prikaz Malostonskog zaljeva s pripadajuĺim koordinatama (M: 42.8676° S, 17.6871° I). 

 

2.2. Izolacija i uspostava staniļnih kultura 

 

Na prethodno opisanim podruļjima, od veljaļe 2022. do veljaļe 2024. mjeseļno su prikupljani 

uzorci morske vode fitoplanktonskom mreģicom promjera oka 20 µm. Uzorkovalo se vertikalnim 

potegom od 5 metara dubine do povrġine. Iznimno je u Ġibenskom zaljevu zbog smanjenog 

povrġinskog saliniteta mreģa vuļena od 7 metara dubine do povrġine. Istovremeno su na svakoj 

postaji mjerene vrijednosti temperature i saliniteta sondom YSI Pro 1030 (Xylem Inc., Ohio, SAD) 

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

Kako bi se uspostavile staniļne kulture, pojedinaļne stanice ili lanci stanica izolirani su staklenom 

mikropipetom iz svjeģih uzoraka fitoplanktonske mreģe. Koriġteni su invertni svjetlosni mikroskopi 

Olympus IX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i Leica DMI 4000B (Leica Microsystems 

CMS, Wetzlar, Njemaļka) pri poveĺanjima od 100x ili 200x. Izolirane stanice isprane su u nekoliko 

kapi sterilnog f/2 medija uz dodatak silikata, nakon ļega su prenesene u ploļe s 48 jaģica. Za 

pripremu staniļnog medija koriġtena je morska voda prikupljena na podruļju otvorenog Jadranskog 

mora (43.0437 S°, 16. 2854 ° I). Prikupljena morska voda profiltrirana je kroz filter veliļine pore 

1,0 ɛm (GF 6; Whatman, Maidstone, UK), a nakon filtracije pohranjena je u mrak, na sobnoj 

temperaturi (20-24 ÁC) najmanje dva mjeseca prije koriġtenja. Medij za uzgoj izoliranih stanica vrste 

Pseudo-nitzschia pripremljen je koriġtenjem autoklavirane morske vode obogaĺene hranjivim 
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tvarima koja je zatim filtrirana kroz membranski filter veliļine pore 0,2 ɛm (Whatman, Maidstone, 

UK). pH medija za staniļne kulture je postavljen izmeĽu 8,1 i 8,2. Salinitet medija je postavljen 

izmeĽu 35-36. Uzgoj kultura se odvijao u svjetlosnoj komori (BIOBASE, Narodna Republika Kina) 

pri sljedeĺim uvjetima: rasponu temperature od 14 °C ± 0,5 °C do 20 °C ± 0,5 °C sukladno s 

okoliġnim uvjetima morske vode tijekom prikupljanja uzoraka, uz svjetlosni reģim 12:12 h (dan/ 

noĺ), jaļinu svjetlosti od ~108 ɛmol fotona m Į s ĭ. Ploļe s izoliranim stanicama redovito su 

pregledavane zbog praĺenja rasta izoliranih stanica, a aktivno rastuĺe kulture stanica Pseudo-

nitzschia premjeġtene su u tikvice od 35 mL s medijem. Stakleno posuĽe koriġteno za rad s 

kulturama stanica Pseudo-nitzschia prethodno je oprano Contrad deterdģentom (Contrad 70, 

Beckman Coulter, SAD), potom je natopljeno u klorovodiļnoj kiselini (HCl) i deioniziranoj vodi 

po 24 sata. Nakon ļiġĺenja posuĽe je sterilizirano autoklaviranjem. Medij je pripremljen prema 

protokolu Guillard, (1975) i Andersen, (2005). Uspostavljene su 362 staniļne kulture vrsta roda 

Pseudo-nitzschia izolirane iz fitoplanktonske zajednice sva ļetiri istraģivana morska podruļja. 

Molekularna identifikacija provedena je za najmanje jedan genski biljeg za sve uspostavljene 

kulture. U daljnju morfoloġku i molekularnu analizu uvrġtene su kulture koje su potvrĽene na 

najmanje 2 genska biljega (ITS, LSU ili rbcL). 

 

2.2.1. Morfoloġka analiza 

 

Poduzorci staniļnih kultura za morfoloġko i molekularno odreĽivanje vrsta Pseudo-nitzschia 

prikupljeni su u eksponencijalnoj fazi rasta (unutar razdoblja od 2 do 3 tjedna od izolacije stanica). 

Za potrebe morfoloġke analize izolirane staniļne kulture su fiksirane kiselom Lugolovom otopinom 

te su pohranjene na 4 ÁC u mraku do analize pretraģnim elektronskim mikroskopom s emisijom 

polja (FE-SEM/STEM Mira3tescan, Brno, Ļeġka).  

Uzorci staniļnih kultura za morfoloġku analizu pripremljeni su prema metodi Hasle i Fryxell, 

(1970). Poduzorci staniļnih kultura homogenizirani su i preneseni u staklenu Erlenmeyerovu 

tikvicu. U odvojeni poduzorak staniļne kulture Pseudo-nitzschia u Erlenmeyerovoj tikvici dodan je 

jednaki volumen koncentrirane sumporne kiseline (H SO ), u omjeru 1:1. Suspenzija je lagano 

mijeġana u digestoru. Potom je u poduzorak dodana zasiĺena otopina kalijeva permanganata 

(KMnO ). Zasiĺena otopina kalijeva permaganata dodavala se u poduzorak dok otopina ne poprimi 

ljubiļastu boju, ġto upuĺuje na oksidaciju organske tvari. Zasiĺena otopina kalijeva permanganata 

pripremljena je otapanjem pribliģno 7-8 g kalijeva permanganata u 100 mL destilirane vode. Nakon 

toga, uzorak je tretiran zasiĺenom otopinom oksalne kiseline ((COOH) ) koja je pripremljena 

otapanjem pribliģno 10 g oksalne kiseline u 100 mL destilirane vode. Opisana otopina se u 

poduzorak dodavala postupno, uz polagano mijeġanje nakon svakog dodavanja, dok uzorak nije 

postao proziran. Pripremljeni poduzorak prebaļen je u polipropilenske konusne tubice od 50 mL i 

ispiran je deioniziranom vodom nakon svakog centrifugiranja (3000 RPM 20 min), sve dok pH 

vrijednost nije postala pribliģno neutralna (izmeĽu 6 i 7). 
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Oļiġĺeni uzorci staniļnih kultura filtrirani su kroz polikarbonatne filtere veliļine pora 1 µm i 

promjera 13 mm (Nucleopore, Whatman, Maidstone, UK), a zatim su suġeni u eksikatoru barem 24 

sata. Nakon suġenja, filteri su postavljeni na aluminijske nosaļe te pozlaĺeni pomoĺu naparivaļa 

(Quorum Technologies, Q150RES, Lewes, UK) za potrebe analize pretraģnim elektronskim 

mikroskopom (SEM). 

Za morfoloġku analizu koriġten je pretraģni elektronski mikroskop s emisijom polja dodatno 

opremljen STEM detektorom (FE-SEM/STEM Mira3tescan, Brno, Ļeġka) (Slika 2.6.). SEM analiza 

provedena je pri naponu ubrzanja od 4 kV i radnoj udaljenosti od pribliģno 4 mm. Za dodatne analize 

transmisijskim detektorom za STEM analizu, 10-20 ÕL oļiġĺenog uzorka kulture paģljivo je 

naneseno na karbonsku mreģicu presvuļenu tankim slojem polimera formvara (FCF200-NI, 200 

mreģnih otvora, formvar/karbon presvuļena nikal mreģa, Electron Microscopy Sciences, 

Hatfieldpa, SAD). Za analize STEM detektorom, koriġteni su napon ubrzanja u rasponu 7-9 kV i 

radna udaljenost izmeĽu 3-6 mm, ovisno o analiziranoj vrsti. Za morfometrijske analize u svakoj 

kulturi je izmjereno najmanje 10 stanica, a analizirani su sljedeĺi parametri: duģina i ġirina valvi 

(apikalna i transapikalna os), broj fibula i interstrija u 10 µm, broj poroida u 1 µm, broj redova 

poroida unutar strije, struktura poroida te gustoĺa strija valvocopule u 10 µm. 

 

Slika 2.6. Pretraģni elektronski mikroskop (FE-SEM; Mira 3, Tescan, Brno, Ļeġka). 
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2.2.2. Molekularna analiza 

 

Za potrebe molekularne analize metodom Sanger sekvenciranja volumen od 6-10 mL kulture je 

centrifugiran na 4000 RPM 20 minuta. Supernatant je odstranjen sterilnom Pasteurovom pipetom 

ili dekantiranjem, a talog (pelet stanica) je potom prenesen u 1,5 mL sterilnu mikrocentrifugalnu 

epruvetu i centrifugiran na 13000 RPM 10 minuta. Uzorci su pohranjeni na -20 °C do daljnje analize 

(izolacije DNA). Iz sakupljenog taloga uspostavljenih staniļnih kultura Pseudo-nitzschia izolirana 

je ukupna genomska DNA koriġtenjem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Gilden, Njemaļka) u skladu 

s uputama proizvoĽaļa. Koncentracije i ļistoĺe izolirane DNA odreĽene su spektrofotometrom 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, SAD). PCR umnaģanje provedeno je koriġtenjem dvaju 

razliļitih enzimskih sustava: Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mixa (New England 

Biolabsipswich, MA, SAD) i Phire Tissue Direct PCR Master Mixa (Thermo Fisher Scientific, 

SAD), u ukupnom reakcijskom volumenu od 25 µL, prema uputama proizvoĽaļa. Reakcijska 

smjesa pripremljena s Q5 Hot Start High-Fidelity Master Mix enzimom (New England 

Biolabsipswich, MA, SAD), a sadrģavala je Master Mix, 0,02 ÕM poļetnica u oba smjera, 1 ng/ÕL 

uzorka genomske DNA te Ultra Pure DNase/RNase-Free destiliranu vodu (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Za izravne lanļane reakcije koriġten je enzim Phire Tissue 

Direct Master Mix (Thermo Fisher Scientific, SAD). Za izravnu lanļanu reakciju svjeģi uzorak 

staniļne kulture Pseudo-nitzschia volumena 10-15 mL centrifugiran je na 13000 RPM 20 minuta u 

mikrocentrifugalnim tubicama volumena 1,5 mL, nakon ļega je prikupljeni talog koriġten za 

pripremu lanļane reakcije. Reakcijska smjesa sadrģavala je 1X Phire Tissue Direct PCR Master 

Mix, DMSO, DNA Realse, 0,02 ÕM poļetnica u oba smjera, 1 ÕL centifugiranog taloga staniļnog 

uzorka izolirane staniļne kulture Pseudo-nitzschia te sterilnu vodu bez nukleaza Ultra Pure 

DNase/RNase-Free (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD). Tijekom izvoĽenja lanļanih 

reakcija polimeraze je ukljuļena i negativna kontrola koja je bila pripremljena s istim reagensima, 

ali bez dodatka DNA. Negativna proba koriġtena je kao kontrola te je posluģila kao potvrda da 

tijekom izvoĽenja PCR reakcije nije doġlo do prisutnosti ili unosa kontaminanata. 

Za potvrdu vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia, analizirane su tri razliļite genske regije: unutarnji 

transkripcijski meĽuprostor (ITS: ITS1/5.8S/ITS2), regija velike podjedinice DNA (LSU) te rbcL 

gen (ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza). Uvjeti PCR reakcija optimizirani su u skladu s 

preporukama proizvoĽaļa oligonukleotidnih poļetnica, pri ļemu su temperature taljenja (Tm) 

koriġtene kao referentni parametar za odreĽivanje optimalnih uvjeta amplifikacije. PCR produkti 

vizualizirani su pod UV svjetlom. Za umnaģanje ITS regije koriġtene su kombinacije poļetnica 

PSN-F1 (5ǋ GGATCATTACCACACCGATCC 3ǋ) i PSN-R1 (5ǋ 

CCTCTTGCTTGATCTGAGATCC 3ǋ) (Noyer i sur., 2015)te ITS-A (5ǋ 

CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTCCGTAGGT 3ǋ) i ITS-B (5ǋ 

CCTGCAGTCGACAATGCTTAATTCAGCGG 3ǋ) (Scholin i sur., 1994). Za umnaģanje LSU 

regije koriġtene su poļetnice D1R (5ǋ ACCCGCTGAATTTAAGCATA 3ǋ) i D3B (5ǋ 

TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3ǋ) (Nunn i sur., 1996), kao i kombinacija D1R i D3Ca (5ǋ 
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ACGAACGATTTGCACGTCAG 3ǋ) (Scholin i sur., 1994). Regija rbcL gena umnoģena je pomoĺu 

poļetnica rbcL1 (5ǋ AAGGAGAAATHAATGTCT 3ǋ) i rbcL7 (5ǋ AARCAACCTTGTGTAAGTCT 

3ǋ) (Jones i sur., 2005) (Tablica 2.1.). Uvjeti pri kojima su izvedene PCR reakcije na sva tri genska 

markera navedeni su u Tablici 2.2.  
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Tablica 2.1. Poļetnice koriġtene u PCR reakcijama za razliļite umnoģene regije. 

Genska 

regija 

Naziv 

poļetnice Poļetnica Referenca 

ITS PSN-F1 5ǋ GGATCATTACCACACCGATCC 3ǋ Noyer i sur., 2015 

ITS PSN-R1 5ǋ CCTCTTGCTTGATCTGAGATCC 3ǋ Noyer i sur., 2015 

ITS ITS-A 5ǋ CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTCCGTAGGT3ǋ Scholin i sur., 1994 

ITS ITS-B 5ǋ CCTGCAGTCGACAATGCTTAATTCAGCGG 3ǋ Scholin i sur., 1994 

LSU D1R 5ǋ ACCCGCTGAATTTAAGCATA 3ǋ Nunn i sur., 1996 

LSU D3B 5ǋ TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3ǋ Nunn i sur., 1996 

LSU D3Ca 5ǋ ACGAACGATTTGCACGTCAG 3ǋ Scholin i sur., 1994 

rbcL rbcL1 5ǋ AAGGAGAAATHAATGTCT 3ǋ Jones i sur., 2005 

rbcL rbcL7 5ǋ AARCAACCTTGTGTAAGTCT 3ǋ  Jones i sur., 2005 

 

Tablica 2.2. Uvjeti PCR reakcija amplifikacije ITS, LSU i rbcL regije s pripadajuĺim setovima 

poļetnica i specifiļnim protokolima primijenjenim na svaku regiju.  

Enzim 

Genska 

regija Set poļetnica Inicijalizacija  Denaturacija Vezivanje Produljenje 

Zavrġno 

produljenje Zadrģavanje 

Q5 Hot Start ITS PSN-F1/PSN-R1 98 °C 3 min 98 °C 10 s 58 °C 30 s 72 °C 30 s [2-4 35x] 72 °C 10 min 4 ÁC Ð 

Q5 Hot Start ITS ITSA/ITSB 95 °C 10 min 94 °C 30 s 55 °C 30 s 72 °C 30 s [2-4 35x] 72 °C 10 min 4 ÁC Ð 

Q5 Hot Start LSU D1R/D3B 98 °C 30 s 98 °C 10 s 52 °C 30 s 72 °C 30 s [2-4 35x] 72 °C 2 min 4 ÁC Ð 

Q5 Hot Start LSU D1R/D3Ca 98 °C 30 s 98 °C 10 s 52 °C 30 s 72 °C 30 s [2-4 35x] 72 °C 2 min 4 ÁC Ð 

Q5 Hot Start rbcL rbcL1/rbcL7 98 °C 3 min 98 °C 10 s 52 °C 30 s 72 °C 30 s [2-4 35x] 72 °C 10 min 4 ÁC Ð 

 

PCR produkti vizualizirani su pod UV svjetlom (runVIEW Mini Blue Light Illuminator, Cleaver 

SCIENTIFIC, Velika Britanija) pomoĺu gel elektroforeze u 1% agaroznom gelu obojenim gel 

bojom SYBR Safe DNA (Thermo Fisher Scientific, SAD) u 1X TBE puferu (Slika 2.7.). Agarozni 

gel je pripremljen otapanjem 0,5 g agaroze (Sigma-Aldrich, SAD) u 1X TBE puferu. TBE pufer  

pripremljen je mijeġanjem 950 mL deionizirane vode s 50 mL TRIS borat - EDTA pufer otopine 

(Sigma-Aldrich, Ġvicarska). Proļiġĺavanje i Sanger sekvenciranje PCR produkata provedeno je u 

komercijalnom laboratoriju Macrogene Europe (Amsterdamnizozemska). Za sve uzorke provedeno 

je sekvenciranje u oba smjera Ăforwardñ i Ăreverseñ. 
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Slika 2.7. Prikaz rezultata gel elektroforeze na agaroznom gelu nakon amplifikacije ITS regije 

primjenom izravnog PCR-a na uzorcima staniļnih kultura. 

 

2.2.3. Bioinformatiļka analiza 

 

Provjera kvalitete sekvenci i spajanje kromatograma Ăforwardñ i Ăreverseñ smjera provedeni su 

pomoĺu softvera Chromas Pro (verzija 2.1.10.1). Za molekularnu identifikaciju vrsta ITS, LSU i 

rbcL sekvence su usporeĽene sa sekvencama dostupnim u bazi podataka Nacionalnog centra za 

biotehnoloġke informacije (NCBI) koristeĺi alat BLASTn (Altschul i sur., 1990). Sekvenca je 

potvrĽena kao vrsta ako je postotak sliļnosti iznosio iznad 99%. Markeri gena (ITS, LSU i rbcL) 

analizirani su odvojeno za dobivanje zasebnih filogenija promatranih genskih regija. Poravnanja su 

provedena koristeĺi CLUSTALW (verzija 2.1) unutar softvera MEGA11 (verzija 11.0.13) s 

postavkama zadanima od proizvoĽaļa (Masatoshi i Sudhir, 2000; Tamura i sur., 2021). Sekvence 

su meĽusobno usporeĽene s ciljem odreĽivanja sliļnosti u redoslijedu nukleotida (primarnoj 

strukturi). Razvijen je evolucijski model supstitucije nukleotida, a parametri oblika gama-

distribucije izraļunati su koriġtenjem Bayesovih informacijskih kriterija integriranih u softver 

MEGA 11 (Masatoshi i Sudhir, 2000; Tamura i sur., 2021). Bayesova inferencija (BI) provedena je 

primjenom generaliziranog vremenski reverzibilnog evolucijskog modela (GTR) s gama-

raspodjelom i invarijantnim mjestima (G+I)  za sve sekvencirane regije (ITS, LSU i rbcL) (Yang, 

1994). Za Bayesovu analizu koriġten je poravnat FASTA zapis sekvenci, a analiza je provedena u 

programu MrBayes 3.2.7 (Ronquist i sur., 2012) uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog 

lanca Monte Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim 
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intervalom takoĽer od 1000 generacija sve dok prosjeļna standardna devijacija nije pala u raspon 

izmeĽu 0,01 i 0,05. Dodatno je izraĽeno kombinirano filogenetsko stablo koriġtenjem poravnanja 

ITS, LSU i rbcL sekvenci, koje su objedinjene u softverskom okruģenju R-Studio (verzija 4.3.0) 

(Gelfond i sur., 2018), koristeĺi pakete magrittr i dplyr dostupne u CRAN repozitoriju (R-Studio). 

Izrada Bayesove inferencije za kombinirano stablo provedena je modelom GTR+G+I, uz minimalno 

10000000 MCMC generacija, sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim 

intervalom od 1000 sve dok prosjeļna standardna devijacija nije pala u raspon izmeĽu 0,01 i 0,05. 

Rezultati za ITS, LSU, rbcL i kombinirano filogenetsko stablo vizualizirani su pomoĺu softvera 

FigTree. Prvih 25% uzoraka iz lanca je odbaļeno prema zadanim postavkama. Na filogenetskim 

stablima su prikazane posteriorne vrijednosti veĺe od 0,85 (85%). Vrijednosti genetskih parova i 

ukupne vrijednosti genske razliļitosti su izraļunate u MEGA11 (verzija 11.0.13) (Masatoshi i 

Sudhir, 2000; Tamura i sur., 2021). Rezultati su prikazani pomoĺu stabala sliļnosti.  

 

2.3. Okoliġni uzorci 

 

Uzorci fitoplanktona za morfoloġku i molekularnu analizu okoliġnih uzoraka prikupljani su sezonski 

fitoplanktonskom mreģicom kako je opisano u Podpoglavlju 2.2. Sezonska razdoblja su odreĽena 

prema Artegiani i sur., (1996) pri ļemu je veljaļa predstavljala razdoblje zime, svibanj/lipanj  

proljeĺe, rujan ljeto, dok je prosinac odreĽen kao razdoblje jeseni.  

Za analizu okoliġne DNA, tri uzastopna vertikalna potega fitoplanktonskom mreģom su pomijeġana 

u jedan uzorak volumena 500 mL. Po dolasku u laboratorij svaki uzorak je homogeniziran i 

podijeljen na tri poduzorka volumena 150 mL. Svaki od poduzoraka je predstavljao tehniļku 

repliku. Poduzorci su prethodno filtrirani kroz planktonsku mreģicu veliļine pora 200 Õm kako bi 

se uklonili veĺi organizmi (mezoplankton), a potom su vakuumski filtrirani kroz polikarbonatne 

membranske filtere veliļine pora 0,6 Õm promjera 47 mm (Whatman, Njemaļka). Filteri su odmah 

pohranjeni na -80 °C do daljnje obrade. 

 

2.3.1. Morfoloġka analiza 

 

Za odreĽivanje sastava vrsta Pseudo-nitzschia iz uzoraka morske vode, poduzorci su fiksirani 

Lugolovom otopinom i pripremljeni za FE-SEM/STEM analizu prema metodi Lundholm i sur., 

(2002), a koja je detaljno opisana prema Arapov i sur., (2017). Uzorak morske vode je 

homogeniziran te je u poduzorak volumena 10 mL dodano: 1 mL 10% klorovodiļne kiseline (HCl), 

2 mL 30% sumporne kiseline (H SO ) i 10 mL zasiĺene otopine kalijeva permanganata (KMnO ) 

kako bi se uklonio organski materijal iz silikatnih ljuġturica. Nakon 24 sata, uzorci su tretirani s 

pribliģno 10 mL zasiĺene otopine oksalne kiseline ((COOH) ) uz polagano mijeġanje, sve dok 

otopina nije postala prozirna. Uslijedilo je ispiranje deioniziranom vodom kroz viġe ciklusa 
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centrifugiranja pri 3000 RPM 20 minuta, sve dok pH vrijednost supernatanta nije izmjerena u  

rasponu 6-7. Oļiġĺeni uzorci su potom filtrirani kroz polikarbonatne membranske filtere veliļine 

pora 1 ɛm, promjera 13 mm (Nucleopore, Whatman) te odloģeni u eksikator najmanje 24 sata. 

Nakon suġenja filteri su postavljeni na aluminijske nosaļe i pozlaĺeni u naparivaļu (Quorum 

Technologies, Q150RES, Lewes, UK). Morfoloġka analiza okoliġnih uzoraka provedena je 

pretraģnim elektronskim mikroskopom (FE-SEM; Mira3tescan, Brno, Ļeġka). U svakom 

analiziranom uzorku odreĽeno je barem 50 stanica Pseudo-nitzschia i pregledana su barem dva 

centralna transekta (Slika 2.8.), od kojih je barem 30 stanica morfometrijski obraĽeno.  

 

 

Slika 2.8. Krug na slici predstavlja povrġinu filtera na kojem se nalaze profiltrirane stanice. Unutar 

kruga su prikazane dvije linije (vertikalni i horizontalni transekt). Svaki transekt oznaļava 30-ak 

vidnih polja. 

 

2.3.2. Molekularna analiza 

 

Za izolaciju DNA koriġten je DNeasy PowerWater Kit-a (QIAGEN, Nizozemska) prema metodi 

opisanoj od strane proizvoĽaļa uz manje izmjene u svrhu poboljġanja prinosa koncentracije DNA. 

Uzorci su umjesto 5 min mijeġani 15 min na vorteksu pri maksimalnoj brzini u horizontalnom 

poloģaju. DNA je isprana sterilnom vodom s filter kolonica (Sigma-Aldrich, Ġvicarska), a konaļni 

volumen je iznosio 25 ÕL. Koncentracija i ļistoĺa DNA u izolatima odreĽene su spektrofotometrom 

Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvoĽaļa. Umnoģene su 

dvije genske regije: ITS1 i rbcL u servisu Novogene Europe (Cambrige, UK) gdje je izvrġena PCR 

amplifikacija, priprema knjiģnica te sekvenciranje uparenih krajeva (2 x 346 bp za ITS1 genski 
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biljeg, 2 x 312 bp za rbcL genski biljeg) na ureĽaju Illumina NovaSeq 6000. Za umnaģanje ITS1 

regije koriġten je par poļetnica dostupan iz literature: ITS_F3 5ô TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

3ô (White i sur., 1990) i ITS_R3 5ô CATCCACCGCTGAAAGTTGTAA 3ô (Sterling i sur., 2022) 

(Slika 2.3.). Za umnaģanje rbcL regije izraĽene su degenerativne poļetnice modificirane prema Turk 

Dermastia i sur., (2022), BT-F 5ô AGGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTTAAA 3ô i BT-R 5ô 

CCTTCTAAYTTACCWACWACWG 3ô (Tablica 2.3.) 

 

Tablica 2.3. Poļetnice koriġtene za umnaģanje genske regije ITS1 i rbcL tijekom metabarkodiranja 

Illumina NovaSeq 6000 ureĽajem. 

Genska 

regija 

Naziv 

poļetnice Poļetnica Referenca 

ITS1 ITS_F3 5ô TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3ô White i sur., 1990 

ITS1 ITS_R3  5ô CATCCACCGCTGAAAGTTGTAA 3ô Sterling i sur., 2022 

rbcL1 BT-F 5ô AGGWGAAGYWAAAGGTTCWTAYTTAAA 3ô Modificirane Turk i sur., 2022 

rbcL7 BT-R 5ô CCTTCTAAYTTACCWACWACWG 3ô Modificirane Turk i sur., 2022 

 

 

2.3.3. Statistiļka analiza 

 

Za analizu sastava zajednice roda Pseudo-nitzschia u razliļitim sezonama provedena je analiza 

glavnih koordinata (Analiza glavnih koordinata, PCoA) temeljena na Bray-Curtis matrici sliļnosti. 

Podaci o relativnoj brojnosti pojedinih vrsta transformirani su kvadratnim korijenom kako bi se 

smanjio utjecaj dominantnih taksona i naglasile razlike meĽu manje zastupljenim vrstama. Analiza 

je provedena u programu PRIMER v7 (Clarke i Gorley, 2015). Rezultati su prikazani kao 

dvodimenzionalni PCoA dijagram, gdje udaljenost izmeĽu toļaka odraģava stupanj sliļnosti u 

sastavu zajednice izmeĽu sezonskih i prostornih uzoraka. 

Za analizu strukture zajednice provedena je PERMANOVA (Anderson, 2001) analiza temeljem 

Bray-Curtis indeksa sliļnosti. Podaci su transformirani kvadratnim korijenom. PERMANOVA 

analiza je provedena na dva faktora: podruļje (po) i sezona (se), a za procjenu znaļajnosti razlika 

izmeĽu pojedinog faktora primijenjen je usporedni test. Uz PERMANOVA analizu, provedena je i 

SIMPER analiza kako bi se utvrdilo koje vrste Pseudo-nitzschia pridonose razlikama izmeĽu 

istraģivanih podruļja i sezona. Za svaku vrstu odreĽeni su prosjeļni doprinos, standardizirani omjer 

razlike i kumulativni doprinos ukupnoj razlici izmeĽu istraģivanih faktora.  
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2.3.4. Bioinformatiļka analiza 

 

Bioinformatiļka obrada podataka metabarkodiranja provedena je koristeĺi APSCALE cjevovod 

(verzija 1.7.1) (Buchner i sur., 2022), prema preporuļenom tijeku analize opisanoj u sluģbenom 

APSCALE priruļniku. Prvotna obrada sirovih sekvenci napravljena je od strane tvrtke Novogene. 

Provedeno je filtriranje kvalitete koriġtenjem zadanih postavki, pri ļemu sa zadrģane samo one 

sekvence koje su se pojavile najmanje ļetiri puta (minimalna veliļina za ukljuļivanje = 4), pri ļemu 

su sekvence koje odstupaju od oļekivane duljine amplikona za pojedini marker odbaļene. Nakon 

filtriranja kvalitete, sekvence su dereplicirane te su zadrģane samo one koje se u uzorku pojavljuju 

najmanje ļetiri puta, ļime se reducira utjecaj pogreġaka i rijetkih artefakata. ASV klasteriranje je 

provedeno pri pragu sliļnosti od 97% a uklanjanje kimera je odraĽeno tijekom istog koraka (engl. 

Amplicon Sequence Variant). Taksonomska anotacija je provedena koriġtenjem Unite (ITS1) i 

Diatom barcode (rbcL) referentne baze podataka. Sekvence su zatim objedinjene izmeĽu 

ponovljenih uzoraka, pri ļemu su zadrģane samo one koje su konzistentno detektirane meĽu 

replikatima. Za oba genska markera izraĽena je i zavrġna tablica oļitanja. Taksonomska anotacija 

ASV-ova provedena je koristeĺi APScale BLAST taksonomsko odreĽivanje, uz usporedbe s javno 

dostupnim referentnim bazama podataka za ITS1 i rbcL te odgovarajuĺe pragove sliļnosti za 

taksonomske razine. Dodatnom kuracijom uklonjeni su neciljani taksoni i sekvence koje nisu 

relevantne za ovo istraģivanje. Javno dostupna NCBI baza podataka i nativne sekvence generirane 

tijekom ovog istraģivanja su koriġtene za dodatnu provjeru toļnosti sekvenci. Paket phyloseq 

(verzija 3.19) (McMurdie i Holmes, 2013) je koriġten za filogenetski prikaz roda Pseudo-nitzschia 

iz okoliġnih uzoraka. Kruģni dijagram koji prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda 

Pseudo-nitzschia je vizualiziran koristeĺi paket MiscMetabar (verzija 0.14.4) (Taudière, 2023). 

 

2.4. Dostupnost podataka 

 

Sanger sekvence generirane tijekom ovog istraģivanja pohranjene su u NCBI bazi podataka zajedno 

s pripadajuĺim metapodacima (podruļje, datum i godina izolacije). Pristupni GenBank brojevi 

Sanger sekvenci dostupni su u NCBI bazi podataka (Altschul i sur., 1990) te su prikazani u Tablici 

3.3. (Poglavlje 3.: Rezultati). Sekvence dobivene metabarkodiranjem ITS1 regije pohranjene su u 

NCBI bazi podataka u okviru BioProjecta s identifikacijskim brojem PRJNA1416652, dok su 

sekvence metabarkodiranja rbcL regije pohranjene u okviru BioProjecta s identifikacijskim brojem 

PRJNA1410737 s pripadajuĺim metapodacima. Pojedinaļni pristupni brojevi za svaku sekvencu su 

dodijeljeni unutar navedenih BioProject zapisa.
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3. REZULTATI  

 

Od poļetno uspostavljenih kultura 178 je odreĽeno morfoloġki (FE-SEM/STEM) i molekularno 

koriġtenjem tri genska biljega (ITS, LSU i rbcL) (Tablica 3.1.). 

 

Tablica 3.1. Popis izoliranih vrsta Pseudo-nitzschia, broj kultura, postaja uzorkovanja, sezona 

izolacije i metode koriġtene prilikom analize. 

Vrsta 

Broj 

kultura  Postaja 

Sezona 

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 K,M,V sve sezone ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. fraudulenta 6 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. galaxiae 2 K,M jesen, proljeĺe ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. hasleana 5 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. mannii 51 sve postaje sve sezone ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. multistriata 7 S  jesen ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. pseudodelicatissima 16 K jesen, zima ITS, LSU, rbcL, SEM 

P. subfraudulenta 6 S, V jesen ITS, LSU, rbcL, SEM 
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3.1. Morfoloġka obiljeģja kultura  

 

Pomoĺu pretraģnog elektronskog mikroskopa (SEM) morfoloġki je analizirano deset vrsta roda 

Pseudo-nitzschia iz uspostavljenih kultura. Ukupno je analizirano pet kultura vrste P. allochrona 

(S223al, S280al, K273al, K341al, M326al), devet kultura P. calliantha (V014ca V227ca, V299ca, 

V079ca, S354ca, K274ca, K367ca, M074ca, M091ca), 12 kultura P. delicatissima (V042de, 

K129de, K159de, K376de, K452de, K465de, K459de, M138de, M364de, M375de, M415de, 

M461de), pet kultura P. fraudulenta (K450fr, K455fr, K456fr K458fr, K468fr), dvije kulture P. 

galaxiae (M136ga, M232ga), ļetiri kulture P. hasleana (K056ha, K082ha, K101ha, K115ha), 14 

kultura P. mannii (V296ma, V439ma, S155ma, S157ma, S385ma, K103ma, K231ma, K237ma, 

K321ma, M153ma, M219ma, M233ma, M240ma, M463ma, ), ġest kultura P. multistriata (S004mu, 

S005mu, S290mu, S294mu, S302mu, S442mu), osam kultura P. pseudodelicatissima (K028ps, 

K328ps, K339ps, K352ps, K356ps, K357ps, K358ps, K359ps) te pet kultura P. subfraudulenta 

(S287su, S288su, S297su, V253su, V284su). Morfoloġke karakteristike analiziranih staniļnih 

kultura Pseudo-nitzschia su prikazane u Tablici 3.2. 
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Tablica 3.2. Morfometrijska obiljeģja uspostavljenih kultura vrsta Pseudo-nitzschia. Podaci koji su oznaļeni podebljano prikazuju najmanje i 

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

 

 

Vrsta 

Ġirina 

(µm) 

Duģina (µm) Srediġnja 

pora 

Fibule u 10 

µm 

Int erstri je u 10 

µm 

Poroidi u 1 

µm 

Redovi 

poroida 

Sektori 

poroida 

Band strije 

u 10 µm 

 

P. allochrona 

(n=50) 

 

1,44-2,15 

1,72  

 

51,06-63,01 

58,12  

 

+ 

 

 

20-24 

21,6  

 

36-39 

37,1  

 

7-13 

 

(1)-2 

 

- 

 

 

43-45 

43,9  

P. calliantha 

(n=97) 

1,38-2,12 

1,75  

64,08-107,14 

83,53  

+ 

 

17-22 

19,6  

34-38 

36,2  

4-6 1 2-11* 

6  

43-46 

44,5  

P. delicatissima 

(n=126) 

1,31-2,00 

1,64  

31,05-94,21 

57,43  

+ 

 

20-26 

23,3  

37-42 

40,4  

7-13 (1) - 2 - 

 

48-51 

49,6  

P. fraudulenta 

(n=56) 

P.galaxiae 

(n=25)  

P. hasleana 

(n=50) 

5,09-6,54 

5,79  

1,04-1,85 

1,42  

2,16-2,84 

2,46  

60,22-67,42 

65,04  

47,52-56,00 

52,95  

59,97-60,24 

56,95  

+ 

 

+ 

 

+ 

 

19-24 

22,7  

19-26 

23  

14-19 

16  

23-25 

23,8  

59-63 

60,92  

32-35 

33,34  

5-7 

 

- 

 

4-6 

(1)-2-(3) 

 

- 

 

1 (2) 

2-7* 

5  

- 

 

1-7 

38-41 

39,5  

- 

 

38-44 

40,23  

P. mannii 

(n=148) 

1,71-2,48 

2,05  

69,08-123,56 

93,37  

+ 

 

16-23 

19,7  

33-37 

35,3  

4-6 1 1-8* 

4  

42-44 

43,2 

P. multistriata 

(n=62) 

2,33-3,51 

2,91  

55,85-84,85 

68,07  

- 23-26 

24,3  

36-40 

38,4  

9-12 (1) - 2 - 

 

47-51 

49,9  

P. pseudodelicatissima 

(n=84) 

1,22-1,75 

1,48  

59,14-90,99 

72,76  

+ 

 

19-26 

22,3  

38-41 

39,3  

5-7 1 1-4* 

2  

47-52 

49,6  

P. subfraudulenta 

(n=60) 

4,15-5,25 

4,69  

96,19-140,33 

118,42  

+ 

 

13-17 

14,8  

23-25 

24,6  

5-6 

 

(1)-2 

 

2-10* 

5  

39-41 

40,1  
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3.1.1. Pseudo-nitzschia allochrona Zingone, Percopo i Sarno 

 

U valvalnom poloģaju utvrĽeno je da su stanice P. allochrona kopljastog oblika sa ġiljastim 

krajevima (Slika 3.1.(a)). Zabiljeģena duģina stanice bila je u rasponu od 51,06 do 63,01 µm, dok je 

ġirina iznosila od 1,44 do 2,15 µm. U svim stanicama potvrĽena je srediġnja pora ġirine 2 do 4 strije 

(Slika 3.1. (c)). Broj fibula iznosio je od 20 do 24 u 10 µm, a broj interstrija bio je od 36 do 39 u 10 

µm. Strije su bile perforirane s 2 reda poroida, osim u jednoj valvi gdje je u blizini srediġnje pore 

zabiljeģen samo 1 red poroida. Broj poroida u 1 µm bio je izmeĽu 7-13. Valvocopula je sadrģavala 

od 43 do 45 strija u 10 Õm, pri ļemu su strije bile visoke 1 do 2 poroida i ġiroke 2 poroida. 

 

 

Slika 3.1. Pseudo-nitzschia allochrona: (a) 2 stanice u boļnom poloģaju na svjetlosnom 

mikroskopu; (b) cijela valva, SEM; (c) srediġnji dio povrġine valve sa srediġnjom porom, SEM; (d,e) 

krajevi valve, SEM; (f) valvocopula sa redovima perforacija, SEM. Mjerne skale: (a,b) 5 µm; (c-f) 

500 nm. 
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3.1.2. Pseudo-nitzschia calliantha Lundholm, Moestrup i Hasle 

 

Stanice P. calliantha su u valvalnom poloģaju imale linearni oblik (Slika 3.2.(a)). Duljina stanice 

bila je od 64,08 µm do 107,14 µm, a ġirina od 1,38 µm do 2,12 µm. U svim stanicama bila je prisutna 

srediġnja pora 3 do 5 strija (Slika 3.2.(c)). Broj fibula bio je od 17 do 22 u 10 Õm, dok je gustoĺa 

interstrija bila od 34 do 38 u 10 µm. Strije su bile uniserijatne sa 4 do 6 okruglih ili kvadratnih 

poroida u 1 µm. Svaki poroid bio je podijeljen na 2 do 11 sektora. Veĺina poroida bila je podijeljena 

na ġest sektora (26%), zatim na pet (24%), sedam (17%), ļetiri (16%) te osam sektora (8%). 

Valvocopula je sadrģavala od 43 do 46 pojasnih strija u 10 µm. Strije su bile ġirine 2 do 3 poroida, 

a visine 3-6 poroida (a rijetko 7). 

 

 

Slika 3.2. Pseudo-nitzschia calliantha: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u boļnom poloģaju na 

svjetlosnom mikroskopu; (c) srediġnji dio povrġine valve sa srediġnjom porom, SEM; (d) srediġnji 

dio povrġine valve s srediġnjom porom STEM; (e) struktura poroida sa prikazom sektora, SEM i (f) 

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

STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 µm; (g-i) 1 µm; (c-f,j,k) 500 nm.  
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3.1.3. Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve) Heiden  

 

Stanice vrste P. delicatissima bile su kopljastog oblika sa ġiljastim krajevima. Duģina stanice bila 

je od 31,05 do 94,21 µm, a ġirina od 1,31 do 2,00 Õm. Izraģeniji kopljasti oblik zabiljeģen je kod 

kraĺih stanica (Slika 3.3.(c)), dok je ġirina bila sliļna kod svih stanica neovisno o duljini apikalne 

osi. Srediġnja pora ġirine od 2 do 6 strija bila je prisutna u svim stanicama. Broj fibula bio je od 20 

do 26 u 10 µm, dok je gustoĺa interstrija bila od 37 do 42 u 10 µm. Strije su uglavnom bile 

biserijatne, sa 7 do 13 poroida u 1 µm iako su rijetko zabiljeģene i uniserijatne strije. Valvocopula 

je sadrģavala od 48 do 51 pojasnu striju u 10 Õm, ġirine od 1 do 2 poroida. 

 

 

Slika 3.3. Pseudo-nitzschia delicatissima: (a-c) cijela valva, SEM; (d) srediġnji dio stanice s 

srediġnjom porom, SEM; (e) srediġnji dio stanice s srediġnjom porom, SEM  STEM; (f,g) krajevi 

valve, SEM; (h) valvocopula sa redovima perforacija, SEM i (i) STEM. Mjerne skale: (a) 10 µm; 

(b,c) 5 µm; (d-i) 1 µm.  
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3.1.4. Pseudo-nitzschia fraudulenta (Cleve) Hasle  

 

Duģina stanica P. fraudulenta bila je od 60,22 do 67,42 µm, a ġirina od 5,09 do 6,54 µm. U 

valvalnom poloģaju stanice su bile kopljastog oblika sa ġiljastim krajevima i velikom srediġnjom 

porom veliļine od 3 do 5 strija (Slika 3.4.(b)). Broj fibula u 10 µm bio je od 19 do 24, ġto je bilo 

jednako ili neznatno manje u odnosu na gustoĺu interstrija (23 do 25 u 10 µm). Strije su se uglavnom 

sastojale od 2 reda poroidaiako su povremeno zabiljeģene i varijacije s 1 ili 3 reda poroida. U 1 µm 

broj poroida bio je od 5 do 7. Valve stanica su bile blago silificirane, ġto je oteģavalo precizno 

odreĽivanje broja sektora. Najveĺi udio poroida (40%) bio je podijeljen u 4 sektora. Podjela na pet 

sektora zabiljeģena je u 32% poroida, na ġest u 14%, a na ļetiri sektora u 12% poroida. Broj strija u 

valvocopuli u 10 µm bio je od 38 do 41. Strije su bile ġirine od 2 do 3 reda poroida i visine do 13 

poroida. 

 

 

Slika 3.4. Pseudo-nitzschia fraudulenta: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve sa srediġnjom 

porom, SEM; (c) struktura poroida sa detaljem sektora, SEM; (d) valvocopula sa redovima 

perforacija, SEM; (e,f) krajevi valve, SEM. Mjerne skale: (a) 10 µm; (b) 2 µm; (c,e,f) 1 µm; (d) 500 

nm.  
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3.1.5. Pseudo-nitzschia galaxiae Lundholm i Moestrup  

 

Stanice P. galaxiae su bile kopljastog oblika s rostratnim vrhovima. Duģina apikalne osi bila je od 

47,52 do 56,00 µm, a ġirina transapikalne osi bila je od 1,04 do 1,85 µm. Duģe morfotipove su 

karakterizirali dugi i ġiljasti rostratni vrhovi. Frustule su bile slabo silicificirane s prisutnom 

srediġnjom porom. Gustoĺa interstrija bila je znatno veĺa od gustoĺe fibula iznosila je od 59 do 63 

interstrija u 10 µm, u usporedbi s 19 do 26 fibula u istom rasponu. Analizirani uzorci STEM 

detektorom pokazali su prisutnost sitnih perforacija koje su nepravilno rasporeĽene duģ strija.  

 

 

Slika 3.5. Pseudo-nitzschia galaxiae: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve sa srediġnjom 

porom, SEM (c) kraj valve; (d) cijela valva, STEM; (e) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom, 

STEM; (f) kraj valve, STEM. Mjerne skale: (a, d) 10 µm; (b, c, e, f) 1 µm. 
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3.1.6. Pseudo-nitzschia hasleana Lundholm 

 

Stanice P. hasleana su imale kopljasti oblik s duljinom apikalne osi od 53,97 µm do 60,24 µm i 

ġirinom od 2,16 µm do 2,84 µm. Sve stanice imale su srediġnju poru. Gustoĺa fibula iznosila je od 

14 do 19 u 10 µm, a gustoĺa interstrija iznosila je od  32 do 35 u 10 µm. Strije su bile uniserijatne, 

s nizom okruglih do ļetvrtastih pora, a povremeno su sadrģavale 2 manja poroida. U 1 µm nalazilo 

se 4 do 6 pora. Poroidi su se sastojali od 1 do 7 sektora razliļitih veliļina. Valvocopula je sadrģavala 

od 38 do 44 interstrije u 10 µm. Struktura strija na boļnom pojasu bila je ġirine od 2-3 pore i visine 

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

 

 

 

Slika 3.6. Pseudo-nitzschia hasleana: (a) cijela valva, SEM (b) srediġnji dio valve sa srediġnjom 

porom; strelice oznaļavaju 2 poroida koja se povremeno pojavljuju unutar iste strije, (c) struktura 

valvocopule. Mjerne skale: a = 10 µm; b, c = 1 µm. 
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3.1.7. Pseudo-nitzschia mannii Amato i Montresor  

 

Duģina valve bila je od 69,08 do 123,56 µm, a ġirina od 1,71 do 2,48 µm. U svim stanicama 

zabiljeģena je velika srediġnja pora ġirine 2 do 6 strija (Slika 3.7. (a)). Broj fibula bio je od 16 do 23 

u 10 µm, dok je gustoĺa interstrija bila od 33 do 37 u 10 µm. Strije su bile uniserijatne sa 4 do 6 

poroida u 1 Õm. Poroidi su bili graĽeni od 1 do 8 sektora, pri ļemu su najļeġĺe bili podijeljeni na 

ļetiri sektora (35%), zatim tri (28%), pet (1 %) te dva sektora (13%). Valvocopula je sadrģavala od 

42 do 44 strije u 10 µm. Strije valvocopule su bile ġiroke 2 poroida i visoke do 5 poroida. 

 

 

Slika 3.7. Pseudo-nitzschia mannii: (a) cijela valva, SEM; (b) prikaz lanca u boļnom poloģaju na 

svjetlosnom mikroskopu; (c) srediġnji dio sa srediġnjom porom, SEM i (d) STEM; (e) struktura 

poroida sa prikazom sektora, SEM i (f) STEM; (g,h) krajevi valve, SEM; (i) valvocopula sa 

redovima perforacija, SEM ; (j) valvocopula s redovima perforacija STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 

µm; (c,d) 1 µm; (g-i) 1 µm; (e,f,j) 500 nm. 
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3.1.8. Pseudo-nitzschia multistriata H. Takano  

 

Stanice su u valvalnom poloģaju bile kopljastog, a u boļnom poloģaju sigmoidnog oblika (Slika 3.8. 

(b)). Duģina valve bila je od 55,85 do 84,85 Õm, a ġirina od 2,33 do 3,51 µm. Srediġnju pora nije 

bila prisutna. Strije su bile biserijatne, a rijetko uniserijatne. Gustoĺa poroida iznosila je od 9 do 12 

u 1 µm. Broj fibula iznosio je od 23 do 26, a interstrija od 36 do 40 u 10 µm. Valvocopula je 

sadrģavala od 47 do 51 pojasnu striju u 10 Õm, pri ļemu su one bile ġiroke 2 poroida i visoke 2-4 

poroida. 

 

 

Slika 3.8. Pseudo-nitzschia multistriata: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u boļnom poloģaju na 

svjetlosnom mikroskopu; (c) srediġnji dio stanice bez srediġnje pore, SEM i (d) STEM; (e,f) krajevi 

valve, SEM; (g) valvocopula s redovima perforacija, SEM; (h) valvocopula s redovima perforacija 

STEM; (i,j) krajevi valve, STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 µm; (e,f,i,j) 1 µm; (c,d,g,h) 500 nm. 
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3.1.9. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (Hasle) Hasle 

 

Duģina valve iznosila je od 59,14 do 90,99 Õm, a ġirina od 1,22 do 1,75 Õm. Srediġnja pora bila je 

ġirine od 3-7 strija (Slika 3.9. (b)). Broj fibula i interstrija u 10 µm iznosio je od 19 do 26, odnosno 

od 38 do 41. Strije su bile uniserijatne, s gustoĺom od 5-7 ovalnih ili kvadratnih poroida u 1 µm. 

Poroidi su obiļno podijeljeni na dva velika sektora (80%), no zabiljeģeni su i sluļajevi s tri (12%), 

jednim (4%) i ļetiri (3%) sektora. Broj strija u valvocopuli iznosio je od 47 do 52. 

 

 

Slika 3.9. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve sa 

srediġnjom porom, SEM i (c) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom, STEM; (d,e) krajevi valve, 

SEM; (f) valvocopula sa redovima perforacija, SEM; (g) valvocopula sa redovima perforacija, 

STEM. Mjerne skale: (a) 10 µm; (d,e) 1 µm; (b,c,f,g) 500 nm. 
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3.1.10. Pseudo-nitzschia subfraudulenta (Hasle) Hasle  

 

Duģina valve iznosila je od 96,19 do 140,33 Õm, a ġirina od 4,15 do 5,25 µm. U svim stanicama bila 

je prisutna srediġnja pora ġirine od 5-6 strija (Slika 3.10. (c)). Broj fibula i interstrija u 10 µm iznosio 

je od 13 do 17, odnosno od 23 do 25. Strije su uglavnom bile biserijatneiako su se zabiljeģene i 

uniserijatne strije. U 1 Õm zabiljeģeno je 5-6 poroida. Poroidi su bili podijeljeni na 2 do 10 sektora, 

pri ļemu su najļeġĺe opaģeni poroidi s ļetiri (33%) i pet (26%) sektora, zatim sa ġest (16%), tri 

(14%) i sedam (7%) sektora. Valvocopula je sadrģavala od 39 do 41 pojasnu striju u 10 µm. Strije 

bile su ġiroke 2 poroida (rjeĽe 1, 3 ili 4) i visoke do 10 poroida. 

 

 

Slika 3.10. Pseudo-nitzschia subfraudulenta: (a) cijela valva, SEM; (b) lanac u boļnom poloģaju a 

na svjetlosnom mikroskopu; (c) srediġnji dio valve sa srediġnjom porom, SEM i (d) STEM; (e) detalj 

strija valve sa jednim redom poroida, SEM; (f) struktura poroida sa prikazom sektora, SEM; (g) 

struktura poroida sa prikazom sektora, STEM; (h) valvocopula  sa redovima perforacija, SEM; (i,j) 

krajevi valve, SEM; (k) valvocopula sa redovima perforacija, STEM. Mjerne skale: (a,b) 10 µm; (c-

e,i,j) 1 µm; (f-h,k) 500 nm.
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3.2. Molekularna obiljeģja kultura  

 

Tijekom istraģivanja uspostavljene su 362 staniļne kulture roda Pseudo-nitzschia. Taksonomska 

pripadnost 178 izolata potvrĽena je pomoĺu tri genska biljega (ITS, LSU i rbcL) te morfoloġkom 

analizom (FE-SEM/STEM). Dodatnih 46 izolata potvrĽeno je temeljem najmanje dva genska 

biljega i ukljuļeno u daljnju taksonomsku i filogenetsku analizu. Preostalih 138 izolata analizirano 

je pomoĺu jednog genskog biljega te nisu ukljuļeni u filogenetske analize a njihov popis nalazi se 

u Prilogu 2. Kombinacijom morfoloġkih i molekularnih podataka iz uspostavljenih kultura 

potvrĽeno je deset vrsta: P. allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, 

P. hasleana, P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P. subfraudulenta. Vrste P. 

calliantha, P. delicatissima i P. mannii pokazale su stalnu prisutnost tijekom cijele godine te su 

zabiljeģene u svim istraģivanim sezonama, dok su P. calliantha i P. mannii potvrĽene i na svim 

istraģivanim postajama. Tijekom hladnijeg dijela godine, odnosno u jesensko-zimskom razdoblju 

izolirane su vrste P. fraudulenta, P. hasleana i P. pseudodelicatissima, dok su P. multistriata i P. 

subfraudulenta zabiljeģene iskljuļivo u jesenskim uzorcima. Vrsta P. allochrona potvrĽena je u 

jesenskom i ljetnom razdoblju, a P. galaxiae tijekom proljeĺa i jeseni. Analiza prostorne raspodjele 

pokazala je da su P. fraudulenta, P. hasleana i P. pseudodelicatissima izolirane iskljuļivo iz uzoraka 

prikupljenih u Kaġtelanskom zaljevu, dok je P. multistriata potvrĽena samo u Ġibenskom zaljevu. 

Vrste P. allochrona, P. galaxiae i P. subfraudulenta imale su ġiru prostornu rasprostranjenost te su 

zabiljeģene na viġe istraģivaļkih lokacija. 

Sekvence vrsta Pseudo-nitzschia koriġtene u filogenetskoj analizi, preuzete iz baze podataka 

Nacionalnog centra za biotehnoloġke informacije (NCBI), prikazane su u Prilogu 3 zajedno s 

pripadajuĺim GenBank pristupnim brojevima. Vrsta Nitzschia navis-varingica (GenBank pristupni 

broj: KX353643.1) je koriġtena kao vanjska skupina za izradu ITS filogenije, dok su za LSU i rbcL 

koriġteni predstavnici roda Cylindrotheca (GenBank pristupni brojevi: OM9360007.1 i M59080.1). 

Za filogenetsku analizu kombiniranog stabla, koriġtena je Cylindrotheca closterium kao vanjska 

skupina (GenBank pristupni broj: NC_037986.1). Odabrane sekvence koriġtene u izradi 

kombiniranog stabla preuzete su iz istraģivanja provedenih na istoj lokaciji i u istom vremenskom 

razdoblju. 

Filogenetska stabla su izraĽena koriġtenjem triju molekularnih biljega: ITS, LSU i rbcL. Skupovi 

podataka  sadrģavali su ukupno 127 sekvenci za ITS, 137 za LSU i 114 sekvenci za rbcL. Poravnanja 

sekvenci pri izradi filogenetskih stabala obuhvaĺala su 738 parova baza (pb) za ITS, 712 pb za LSU 

i 1365 pb za rbcL biljeg. Detaljne informacije o izoliranim kulturama Pseudo-nitzschia, ukljuļujuĺi 

podruļje izolacije (V: Velebitski kanal, S: Ġibenski zaljev, K: Kaġtelanski zaljev, M: Malostonski 

zaljev), godinu izolacije, GenBank pristupne brojeve (ITS, LSU i rbcL) i pripadajuĺe oznake kultura 

nalaze se u Prilogu 5, 6 i 7.  

Za svaki promatrani biljeg izraļunate su prosjeļne p-udaljenosti (proporcionalne razlike u 

nukleotidnim mjestima izmeĽu dvije sekvence), koje predstavljaju mjeru genetske udaljenosti. 

Dobivene p-udaljenosti iznosile su: ITS: 0,212; LSU; 0,029 i rbcL: 0,041. Najveĺa varijabilnost 

zabiljeģena je kod ITS biljega, ļime je potvrĽena njegova visoka razluļivost u razlikovanju vrsta. 
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Genetski srodne vrste, P. mannii i P. calliantha, jasno su razluļene u svim filogenetskim stablima 

uz visoku ļvornu potporu veĺu od 0,94 (94%). Unutarspecifiļna varijabilnost P. mannii i P. 

calliantha uoļena je u ITS i rbcL filogenetskim stablima. Navedena varijabilnost je prisutna kod 

izolata s istog podruļja istraģivanja i izmeĽu razliļitih podruļja istraģivanja. 

Genetski srodna i evolucijski bliska spomenutim vrstama, P. haslena, prisutna je u svim 

filogenetskim analizama s posteriornom vjerojatnoġĺu iznad 0,95 (95%). Unatoļ genetskoj bliskosti 

meĽu spomenutim vrstama postoje jasno izraģene razlike. Uoļena je unutarspecifiļna razlika samo 

u ITS filogenetskom stablu izmeĽu nativnih izolata P. hasleana i sekvenci P. hasleana uvedenih iz 

javno dostupnih pretraģivaļa (Slika 3.11.). U Prilozima 5, 6 i 7 prikazani su GenBank pristupni 

brojevi, uz pripadajuĺe vrste i autore sekvenci Pseudo-nitzschia koriġtenih u izradi filogenetskih 

stabala ITS, LSU i rbcL, genske regije. 

Filogenetska stabla temeljena na ITS i LSU biljezima pokazala su visoku razluļivost izmeĽu P. 

pseudelicatissima, P. plurisecta (prisutna samo u ITS stablu), P. lundholmiae i P. fukuyoi (Slika 

3.12. i Slika 3.13.). Najviġe unutarspecifiļnih razlika uoļeno je u rbcL filogenetskom stablu za vrste 

P. multistriata, P. fraudulenta, P. allochrona, P. delicatissima i P. galaxiae. 
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Slika 3.11. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS biljega. Prikazane su 

posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom 

GTR+G+I modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), 

sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 

generacija. Izolati sekvencirani u ovom istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala 

predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 
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Slika 3.12. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom LSU biljega. Prikazane su 

posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom 

GTR+G+I modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), 

sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 

generacija. Izolati sekvencirani u ovom istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala 

predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 

MeĽu vrstama P. allochrona i P. delicatissima uoļene su znaļajne filogenetske sliļnosti na svim 

testiranim genetskim biljezima, pri ļemu su filogenetske rekonstrukcije pokazale jake posteriorne 

vjerojatnosti. Sve filogenetske analize uspjeġno su razluļile kriptiļne vrste unutar P. delicatissima 

kompleksa uz visoku ļvornu potporu. Unutarspecifiļna varijacija izmeĽu izolata P. allochrona 

zabiljeģena je u rbcL filogenetskom stablu izmeĽu izolata s istog podruļja (Ġibenski zaljev) 

izoliranih u istom razdoblju (listopad 2021 god.). Prosjeļna p-udaljenost izmeĽu vrsta P. allochrona 

i P. delicatissima iznosi 0,019. S obzirom na to da su morfoloġki identiļne, ova p-udaljenost upuĺuje 

na genetsku razliļitost P. allochrona i P. delicatissima vrste unutar kriptiļnog P. delicatissima 

kompleksa.  

Unutarspecifiļne razlike meĽu izolatima su zabiljeģene u svim filogenetskim analizama, no 

izraģenije su u ITS i rbcL filogenetskim stablima gdje su razlike izmeĽu nativnih izolata oļitije. 

Spomenuti izolati potjeļu s dvije razliļite lokacije uzorkovanja tijekom razliļitih sezona: K136ga 

izolirana je iz Kaġtelanskog zaljeva u travnju 2022 godine, dok je M232ga izolirana iz Malostonskog 

zaljeva u listopadu iste godine. Vrsta P. galaxiae genetski je srodna vrstama iz P. delicatissima 

kompleksa ġto pokazuju sva tri filogenetska stabla.  

U ovom istraģivanju, vrste P. fraudulenta i P. subfraudulenta, potvrĽene su kao sestrinske samo u 

LSU filogenetskom stablu. Unutarspecifiļne razlike nativnih P. subfraudulenta sekvenci te onih 

javnodostupnih prisutne su u ITS i rbcL filogeniji. Varijacije su prisutne izmeĽu nativnih i uvezenih 

sekvenci P. fraudulenta i P. subfraudulenta na ITS biljegu, dok je rbcL biljeg uspio razluļiti razlike 

izmeĽu svih promatranih vrsta. 

Vrsta P. multistriata zabiljeģena je kao dio P. seriata skupine u svim filogenetskim analizama. U 

navedenoj skupini takoĽer se nalaze vrste: P. australis, P. americana, P. brasiliana, P. nanaoensis, 

P. pungens, P. multiseries i P. seriata. Sve provedene filogenetske analize jasno su razluļile vrste 

unutar pseudo-kriptiļnog kompleksa P.  pseudodelicatissima. MeĽutim, javno dostupni molekularni 

podaci rbcL gena manjkaju, ġto utjeļe na rezoluciju filogenetskog stabla. 
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Slika 3.13. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom rbcL biljega. Prikazane su 

posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena je primjenom 

GTR+G+I modela uz minimalno 4000000 generacija Markovljevog lanca Monte Carlo (MCMC), 

sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer od 1000 

generacija. Izolati sekvencirani u ovom istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna skala 

predstavlja 0,2 zamjene nukleotida po mjestu. 

 

Kombinirano filogenetsko stablo izraĽeno je primjenom Bayesovih (BI) analiza koristeĺi ITS, LSU 

i rbcL regiju, ļime je osigurana visoka razluļivost filogenetskih odnosa. Kombinirano stablo 

predstavlja jasno razgranatu filogeniju s visokim posteriornim vjerojatnostima na svim glavnim 

ļvorovima. Ova filogenetska rekonstrukcija odraģava evolucijsku raznolikost unutar roda Pseudo-

nitzschia, pri ļemu su monofiletske skupine dobro odvojene i filogenetski definirane (P. allochrona, 

P. delicatissima, P. galaxiae, P. mannii, P. calliantha, P. multistriata, P. hasleana i P. 

pseudodelicatissima) (Slika 3.14.). 
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Slika 3.14. Kombinirano filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom analizom ITS, LSU i rbcL 

biljega. Prikazane su posteriorne vjerojatnosti > 0,90 (90%). Bayesova inferencija (BI) provedena 

je primjenom GTR+G+I modela uz minimalno 10000000 generacija Markovljevog lanca Monte 

Carlo (MCMC), sa stopom uzorkovanja svakih 1000 generacija i dijagnostiļkim intervalom takoĽer 

od 1000 generacija. Izolati sekvencirani u ovom istraģivanju prikazani su crvenom bojom. Mjerna 

skala predstavlja 0,1 zamjene nukleotida po mjestu.

Objedinjenjem morfoloġkih i molekularnih podataka potvrĽena je prisutnost deset vrsta: P. 

allochrona, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. hasleana, P. mannii, P. 

multistriata, P. pseudodelicatissima i P. subfraudulenta. Vrste P. calliantha, P. delicatissima i P. 

mannii izolirane su tijekom svih sezona, pri ļemu su P. calliantha i P. mannii zabiljeģene i na svim 

istraģivanim postajama. Tijekom jeseni i zime izolirane su vrste P. fraudulenta, P. hasleana i P. 

pseudodelicatissima, dok su P. multistriata i P. subfraudulenta zabiljeģene iskljuļivo tijekom 

jeseni. Vrsta P. allochrona izolirana je u jesenskom i ljetnom razdoblju, dok je P. galaxiae 

zabiljeģena tijekom jeseni i proljeĺa. Vrste P. fraudulenta, P. hasleana i P. pseudodelicatissima 

uspostavljene su iskljuļivo iz uzoraka prikupljenih u Kaġtelanskom zaljevu, dok je P. multistriata 

izolirana jedino iz Ġibenskog kanala. Vrste koje se pojavljuju na viġe lokacija su P. allochrona, P. 

galaxiae i P. subfraudulenta.  
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3.3. Morfoloġka obiljeģja okoliġnih uzoraka 

 

Tablica 3.3. Morfometrijska obiljeģja Pseudo-nitzschia vrsta iz okoliġnih uzoraka. Podaci koji su 

oznaļeni podebljano prikazuju najmanje i najveĺe vrijednosti (raspon), dok su srednje vrijednosti i 

standardne devijacije navedene ispod. Broj mjerenja (n) naveden je u zagradama ispod svake vrste.  
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Vrsta Ġirina (Õm) Duģina (Õm) 

Srediġnja 

pora 

Fibule u 10 

µm Interstrije u 10 µm 

Poroidi u 1 

µm 

Redovi 

poroida 

Band strije u 10 

µm 

P. brasiliana 1,97-2,56 30,87-38,96 0/1 22-25 22-28 8-9 2 / 

(n=17) 2,24 ± 0,17 35,69±2,40  23,82±0,81 24,71±1,25    

P. calliantha 1,08-1,99 48,74-116,24 0/1 16-23 30-40 4-6 1 3-6 

(n=300) 1,47±0,18 92,00±9,30  18,74±1,38 35,55±2,00 5,00±0,27  4,20±0,54 

P. delicatissima kompleks 0,89-1,84 37,72-102,63 1 19-26 36-43 8-14 1-2 0,35-5 

(n=617) 1,20±0,19 63,98±11,10  23,23±1,40 39,98± 1,64 11,27±1,06  3,43± 0,52 

P. fraudulenta 4,32-6,06 66,02-109,49 1 19-23 22-24 6 2 3-4,50 

(n=12) 5,14±0,46 87,43±17,28  20,91±1,04 23,22±0,83 6±0  3,64±0,56 

P. galaxiae 0,79-60,15 7,61-74,84 1 17-58 50-66 59,79±11,31  0-19 

(n=204) 1,74±50,00 29,00±47,54  22,60±29,00    7,44±13,43 

P. linea 1,74-2,55 13,69-32,78 0 19-23 37-46 8-11 2 / 

(n=88) 2,12±0,16 21,28±3,80  20,95±0,93 41,23±1,52 9,46±0,65   

P. lundholmiae 1,86-2,62 37,15-60,81 1 15-21 32-34 5-6 1-2 2-5 

(n=24) 2,11±0,21 47,89±8,57  17,36±1,29 32,76±0,66 5,30±0,47  3,71±0,61 

P. mannii 1,08-1,94 52,99-131,06 1 16-23 31-41 4-6 1-2-3-4 3-6 

(n=220) 1,51±0,17 88,94±13,00  19,53±1,28 39,94±1,25 5,01±0,31  4,13±0,54 

P. multistriata 1,88-2,84 43,64-72,73 0 23-26 35-40 10-12  / 

(n=14) 2,32±0,24 63,93±8,17  24,38±0,89 38,31±1,20 11,38±0,62 2  

P. pseudodelicatissima/cuspidata 1,02-1,98 49,81-161,28 1 16-25 31-41 4-7 1-2-3-4 2,5-6 

(n=1031) 1,43±0,14 93,15±14,25  19,73±1,38 35,56±1,59 5,09±0,43  4,07±0,54 

P. subfraudulenta 2,87-5,37 85,52-156,48 1 12-18, 23-26 5-6 1-2-3 3-6 

(n=170) 4,01±0,40 117,7±14,22  14,37±1,00 24,21±0,64 5,51±0,50  4,10±0,48 

Pseudo-nitzschia spp.  1,14-2,34 69,3-131,94 1 16-36 32-46 1-6 1 3-19 

(n=134) 1,58±0,23 88,51±13,57  19,74±1,87 35,36±1,62 4,88±0,46  4,33±1,41 

P. sp. 1 1,38-1,68 84,22-94,03 1 16-18 35-37 5 1 4-5 

(n=7) 1,54±0,10 89,16±3,66   17,14±0,90 36,14±0,69 5±0   4,14±0,38 
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3.3.2. Pseudo-nitzschia brasiliana Lundholm, Hasle i Fryxell 

 

UtvrĽeno je da su stanice P. brasiliana u valvalnom poloģaju bile gotovo linearnog oblika s 

zaobljenim krajevima (Slika 3.15.). Zabiljeģena je duljina stanice od 30,87 do 38,96 Õm. Ġirina je 

iznosila od 1,97 do 2,56 Õm. Rafa je bila kontinuirana bez srediġnje pore, dok je u jednoj stanici 

srediġnja pora bila prisutna. Fibule i interstrije bile su pravilno rasporeĽene, skoro jednake po broju 

i poravnate. Broj fibula iznosio je 22-25 u 10 µm, a broj interstrija 22-28 u 10 µm. Strije su bile 

perforirane u 2 reda poroida. Broj poroida u 1 µm bio je 8-9. 

 

 

Slika 3.15. Pseudo-nitzschia brasiliana: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve bez srediġnje 

pore; (c) zaobljeni kraj stanice. Mjerne skale: (a) 10 µm; (b) 1 µm; (c) 500 nm. 
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3.3.3. Pseudo-nitzschia linea Lundholm, Hasle i Fryxell 

 

Stanice su bile blago silificirane i linearne u valvalnom poloģaju sa ġiroko zaobljenim vrhovima 

(Slika 3.16.). Apikalne i transapikalne osi bile su 13,69-32,78 Õm duģine i 1,74-2,55 Õm ġirine. 

Gustoĺa interstrija bila je dvostruko veĺa od gustoĺe fibula. Broj fibula bio je 19-23, a broj interstrija 

bio je 37-46 u 10 Õm. Strije su sadrģavale 8-11 pora u 1 µm, a bile su perforirane u 2 reda poroida. 

Zabiljeģena je nepravilna raspodjela interstrija, pri ļemu su se dvije interstrije spojile. 

 

 

Slika 3.16. Pseudo-nitzschia linea: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve bez srediġnje pore; 

(c) ġiroko zaobljeni vrhovi stanice. Mjerne skale: (a) 10 µm; (b) 1 µm; (c) 500 nm. 
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3.3.4. Pseudo-nitzschia lundholmiae Limteng, Leaw, Lim 

 

Duģina stanice P. lundholmiae bila je 37,15-60,18 Õm, a ġirina 1,86-2,62 µm. U svim stanicama je 

zabiljeģena srediġnja pora. Stanice su bile lanceolatne i simetriļne u valvalnom poloģaju (Slika 

3.17.). U boļnom poloģaju stanice su bile sigmoidnog oblika. Broj fibula u 10 Õm bio je 15-21, a 

broj interstrija u 10 µm bio je 32-34. Strije su bile perforirane u  1-2 redova poroida, a sadrģavale 

su 5-6 poroida u 1 µm. Krajevi stanice bili su zaobljeni. Pore su podjeljene na 1 do 2 sektora, rijetko 

na 3, dok neke pore nisu bile podjeljene na sektore. Strije u valvocopuli su bile heksagonalne. 

 

 

Slika 3.17. Pseudo-nitzschia lundholmiae: (a) cijela valva, SEM; (b) srediġnji dio valve sa 

srediġnjom porom. Mjerne skale: (a) 10 µm;  (b) 500 nm.
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3.4. Prostorna raspodjela okoliġnih uzoraka 

 

Na promatranim postajama iz okoliġnih uzoraka morfoloġki su odreĽene: P. brasiliana, P. 

calliantha, P. delicatissima kompleks, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. linea, P. lundholmiae, P. 

mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissma/cuspidata, Pseudo-nitzschia spp., P. sp. 1, P. 

subfraudulenta. UtvrĽeno je da kompleks P.delicatissima ukljuļuje kriptiļne vrste: P. allochrona, 

P. arenysensis i P. delicatissima, koje nije moguĺe pouzdano odrediti temeljem morfoloġkih 

karakteristika. 

Analizom podruļja uoļeno je da nisu sve morfoloġki odreĽene vrste Pseudo-nitzschia zabiljeģene 

na svim promatranim podruļjima. Vrste P. brasiliana i P. multistriata zabiljeģene su u Ġibenskom 

i Kaġtelanskom zaljevu, odnosno u Ġibenskom i Malostonskom zaljevu. Vrsta P. fraudulenta 

zabiljeģena je u Velebitskom kanalu i Kaġtelanskom zaljevu. Iskljuļivo u Velebitskom kanalu 

zabiljeģena je P. sp. 1. Vrsta P. linea zabiljeģena je na svim podruļjima, ali u malim relativnim 

brojnostima, dok je P. lundholmiae uglavnom zabiljeģena na svim istraģivanim podruļjima, osim u 

Velebitskom kanalu. Vrste pronaĽene na svim istraģivanim postajama ukljuļuju: P. calliantha, 

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

subrafudulenta i Pseudo-nitzschia spp.  

Tijekom hladnih sezona, u jesen i zimu, zabiljeģena je najveĺa raznolikost Pseudo-nitzschia vrsta. 

U jesenskom razdoblju zabiljeģene su sve odreĽene vrste iz okoliġnih uzoraka temeljem morfoloġkih 

karakteristika, a u zimu je zabiljeģeno 12 odreĽenih Pseudo-nitzschia vrsta. Tijekom toplijih mjeseci 

(proljeĺe i ljeto) raznolikost vrsta smanjena je u odnosu na hladniji period godine (jesen i zima). U 

proljeĺe je zabiljeģeno 10 vrsta Pseudo-nitzschia, a tijekom ljeta je zabiljeģeno 8 Pseudo-nitzschia 

vrsta. Slika 3.18. prikazuje promjene relativne brojnosti vrsta Pseudo-nitzschia na promatranim 

postajama tijekom 2022. i 2023. godine.  
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Slika 3.18. Relativni udio vrsta Pseudo-nitzschia na istraģivanim podruļjima tijekom 2022. i 

2023. godine.  

 

PERMANOVA analiza je pokazala da se sastav zajednice Pseudo-nitzschia znaļajno razlikovao 

meĽu podruļjima (po: Pseudo-F = 2,73; P(perm) = 0,007; RĮ å 18,9%) i meĽu sezonama (se: 

Pseudo-F = 3,73; P(perm) = 0,0006; RĮ å 25,8%). Time je potvrĽeno da je sezonska dinamika imala 
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neġto jaļi utjecaj na varijabilnost zajednice Pseudo-nitzschia. Interakcija podruļja i sezone (poxse) 

nije bila statistiļki znaļajna (Tablica 3.4.). 

 

Tablica 3.4. Rezultati PERMANOVA analize sastava zajednice Pseudo-nitzschia obzirom na 

prostorni i sezonski faktor. 

Faktor  df SS MS Pseudo-F 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 izmeĽu faktora sezone upuĺuje da razlike izmeĽu godiġnjih doba: zima-jesen i 

proljeĺe-ljeto nisu bile znaļajne. Sezonske razlike bile su najizraģenije izmeĽu parova sezona: zima-

ljeto, ljeto-jesen, proljeĺe-jesen, a neġto slabije izmeĽu zime-proljeĺe no joġ uvijek znaļajne 

(Tablica 3.5.). Usporedni test koristeĺi faktor podruļje sugerira kako je Velebitski kanal znaļajan 

te se razlikuje od Kaġtelanskog i Malostonskog zaljeva (a od Ġibenskog zaljeva je na granici 

znaļajnosti). Navedeni rezultati upuĺuju da su Kaġtelanski, Malostonski i Ġibenski zaljev bili 

meĽusobno sliļniji. 

Tablica 3.5. Usporedni test za procjenu znaļajnosti razlika izmeĽu razina pojedinog faktora 

(sezone i podruļja).  

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

zima - proljeĺe 1,8243 0,0284  Ġibenski kanal, Velebitski kanal 1,6404 0,045 

zima - ljeto 2,6485 0,0047  Ġibenski kanal, Kaġtelanski zaljev 0,87831 0,5202 

zima - jesen 1,3664 0,1584  Ġibenski kanal, Malostonski zaljev 0,74413 0,6489 

proljeĺe - ljeto 0,79516 0,6539  Velebitski kanal, Kaġtelanski zaljev 2,3633 0,0046 

proljeĺe - jesen 2,062 0,0056  Velebitski kanal, Malostonski zaljev 1,9785 0,0141 

ljeto - jesen 2,4619 0,004   Kaġtelanski zaljev, Malostonski zaljev 1,2662 0,2171 

 

SIMPER analizom utvrĽeno je koje vrste najviġe doprinose razlikama u sastavu zajednica izmeĽu 

istraģivanih podruļja. Relativno mali broj vrsta nosi najveĺi udio u ukupnoj razliļitosti izmeĽu 

podruļja. U usporedbi Ġibenskog zajeva i Velebitskog kanala ļetiri vrste (P. calliantha, P. 

pseudodelicatissima/cuspidata, P. delicatissima kompleks i P. linea) sudjeluju s pribliģno 60% 

kumulativnog doprinosa razliļitosti. Sliļni omjeri su i u ostalim usporedbama, gdje nekoliko istih 

dominantnih vrsta objaġnjava veĺinu razlika izmeĽu podruļja. Vrsta P. sp. 1 zabiljeģena je 

iskljuļivo u Velebitskom kanalu te je na tom podruļju utvrĽena najveĺa brojnost P. linea. 

 

Tablica 3.6. SIMPER analiza podruļja vrsta Pseudo-nitzschia. 
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Vrste (Ġibenski zaljev i 

Velebitski kanal) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. calliantha 1,75 4,93 11,49 1,39 18,34 18,34 

P. pseudod./cus. 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 

Pseudo-nitzschia 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 (Ġibenski zaljev i 

Kaġtelanski zaljev) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 5,08 6,39 8,46 1,4 18,08 18,08 

P. delicatissima kompleks 4,27 5 7,07 1,27 15,1 33,18 

P. galaxiae 1,47 2,45 6,57 1,25 14,04 47,23 

P. calliantha 1,75 0,97 5,14 0,82 10,97 58,2 

P. mannii 2,33 1,24 5,1 1,33 10,9 69,09 

Pseudo-nitzschia 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 

Kaġtelanski zaljev) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. calliantha 4,93 0,97 11,26 1,41 17,8 17,8 

P. pseudod./cus. 3,32 6,39 10,42 1,25 16,48 34,28 

P. delicatissima kompleks 1,6 5 9,28 1,58 14,67 48,95 

P. linea 2,31 0,16 6,24 0,67 9,87 58,82 

P. galaxiae 0,25 2,45 6,02 1,2 9,52 68,35 

P. mannii 2,49 1,24 5,71 1,26 9,03 77,37 

Pseudo-nitzschia 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 (Ġibenski zaljev i 

Malostonski zaljev) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 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 

Pseudo-nitzschia spp. 1,32 2,3 4,93 1,27 9,75 80,15 

P. mannii 2,33 1,82 4,64 1,36 9,17 89,32 

P. multistriata 0,72 0,34 2,13 0,78 4,21 93,53 

P. lundholmiae 0,18 0,52 1,39 0,81 2,75 96,29 

Vrste (Velebitski kanal i 

Malostonski zaljev) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. calliantha 4,93 1,35 10,72 1,38 17,28 17,28 

P. pseudod./cus. 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 

Pseudo-nitzschia 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 (Kaġtelanski zaljev i 

Malostonski zaljev) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 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 

Pseudo-nitzschia 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. delicatissima i P. pseudodelicatissima su bile visoko uļestale na svim 

postajama. Suprotno tome vrste poput P. brasiliana, P. fraudulenta i P. multistriata su zabiljeģene 

samo na dvije postaje. Vrste P. galaxiae, P. linea i P. mannii zabiljeģene su na svim podruļjima sa 

manjom uļestaloġĺu. Slika 3.15. prikazuje dvodimenzinalnu ordinacije glavnih koordinata (PCoA) 

i raspored uzoraka Pseudo-nitzschia. Uoļeno je grupiranje zimskih i proljetnih, odnosno ljetnih i 

jesenskih uzoraka koji zauzimaju poloģaj u suprotnom dijelu dijagrama. Vrste P. 

pseudodelicatissima/cuspidata, P. delicatissima kompleks, P. calliantha, P. mannii, P. galaxiae, P. 

subfraudulenta i Pseudo-nitzschia spp. su bile zastupljene u svim sezonama, pri ļemu P. 

pseudodelicatissima/cuspidata dominira. Vrste P. brasiliana, P. fraudulenta, P. multistriata i P. sp. 

1 javljale su se povremeno, najļeġĺe u jesen ili zimu, s vrlo niskom brojnoġĺu (Slika 3.19.). Rezultati 

analize glavnih koordinata prikazani su ordinacijskim dijagramom u kojem x-os prikazuje 37,2% 

ukupne varijabilnosti, dok druga y-os prikazuje 24,9% varijabilnosti podataka. Obojene toļke 

predstavljaju podruļja prikupljanja uzoraka, pri ļemu njihova udaljenost odraģava sliļnost u sastavu 

vrsta. 
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Slika 3.19. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazuje raspodjelu roda 

Pseudo-nitzschia prema podruļjima. 

 

3.5. Sezonska raspodjela okoliġnih uzoraka 

 

SIMPER analizom utvrĽeno je koje vrste najviġe doprinose razlikama u sastavu zajednica roda 

Pseudo-nitzschia izmeĽu sezona. Rezultati pokazuju da veĺinu sezonske razliļitosti objaġnjava 

relativno mali broj istih dominantnih vrsta. U usporedbi zime i proljeĺa pet vrsta (P. 

pseudodelicatissima/cuspidata, P. calliantha, P. galaxiae, P. linea i P. delicatissima kompleks) ļini 

65,2% kumulativnog doprinosa (19,3%, 12,9%, 12,4%, 10,5% i 10,1%). Sliļno tome, u usporedbi 

zime i ljeta prve ļetiri vrste (P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. delicatissima kompleks, P. 

calliantha i P. galaxiae) objaġnjavaju 59,8% ukupne razliļitosti. Usporedba proljeĺa i ljeta pokazuje 

da ļetiri vrste (P. delicatissima kompleks, P. pseudodelicatissima/cuspidata, P. mannii i Pseudo-

nitzschia spp.) doprinose 64,6% razliļitosti. U ostalim sezonskim parovima zabiljeģen je sliļan 
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obrazac: zima-jesen 63,2%, proljeĺe-jesen 60,0% te ljeto-jesen 66,7% kumulativnog doprinosa 

prvih nekoliko dominantnih vrsta. 

Tablica 3.6. SIMPER analiza sezona zajednice Pseudo-nitzschia.  

Vrste (Zima i proljeĺe) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 2,9 6,6 11,5 2,7 19,3 19,3 

P. calliantha 3,4 1,3 7,7 1,2 12,9 32,2 

P. galaxiae 2,9 0,2 7,4 1,0 12,4 44,6 

P. linea 1,6 1,2 6,3 0,8 10,5 55,1 

P. delicatissima kompleks 5,1 3,7 6,0 1,2 10,1 65,2 

Pseudo-nitzschia spp. 1,3 2,1 5,6 1,2 9,4 74,6 

P. subfraudulenta 2,3 0,2 5,4 1,2 9,1 83,7 

P. mannii 1,3 1,5 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 

Vrste (Zima i ljeto) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 2,9 7,4 11,9 1,9 19,3 19,3 

P. delicatissima kompleks 5,1 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 1,1 7,4 1,1 12,0 59,8 

Pseudo-nitzschia spp. 1,3 2,6 6,1 1,6 9,9 69,7 

P. subfraudulenta 2,3 0,2 5,5 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 

Vrste (Proljeĺe i ljeto) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. delicatissima kompleks 3,7 2,6 8,8 1,5 20,1 20,1 

P. pseudod./cus. 6,6 7,4 8,1 1,0 18,6 38,7 

P. mannii 1,5 2,1 5,7 1,3 13,2 51,9 

Pseudo-nitzschia spp. 2,1 2,6 5,6 1,4 12,8 64,6 

P. calliantha 1,3 1,2 5,3 0,9 12,2 76,8 

P. linea 1,2 0,0 3,9 0,4 8,9 85,7 

P. galaxiae 0,2 1,1 3,4 0,8 7,7 93,4 

P. fraudulenta 0,5 0,0 1,6 0,4 3,6 97,0 

Vrste (Zima i jesen) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

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 5,1 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. pseudod./cus. 2,9 3,3 5,1 1,2 9,6 63,2 

P. mannii 1,3 3,0 5,1 1,4 9,6 72,7 

Pseudo-nitzschia spp. 1,3 1,7 4,2 1,2 7,8 80,5 

P. linea 1,6 0,3 3,7 0,9 7,0 87,5 

P. multistriata 0,7 0,3 2,0 0,8 3,8 91,3 

P. lundholmiae 0,7 0,3 1,7 0,8 3,3 94,5 

P. sp. 1 0,0 0,5 1,5 0,4 2,7 97,2 
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Vrste (Proljeĺe i jesen) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 6,6 3,3 11,8 1,5 19,2 19,2 

P. subfraudulenta 0,2 4,0 10,0 1,3 16,3 35,4 

P. calliantha 1,3 3,1 8,2 0,9 13,4 48,9 

P. delicatissima kompleks 3,7 2,8 6,8 1,3 11,1 60,0 

P. mannii 1,5 3,0 5,9 1,5 9,7 69,7 

Pseudo-nitzschia spp. 2,1 1,7 4,7 1,4 7,7 77,3 

P. galaxiae 0,2 1,8 4,3 1,4 7,0 84,3 

P. linea 1,2 0,3 3,9 0,4 6,4 90,7 

P. fraudulenta 0,5 0,3 1,9 0,5 3,1 93,8 

P. sp. 1 0,0 0,5 1,7 0,4 2,8 96,6 

Vrste (Ljeto i jesen) 

Prosjeļna 

brojnost 

Prosjeļna 

sliļnost Sliļnost/SD Razliļitost/SD 

Doprinos 

(%)  

Kum.doprinos 

(%)  

P. pseudod./cus. 7,4 3,3 12,6 1,4 21,7 21,7 

P. subfraudulenta 0,2 4,0 10,1 1,3 17,4 39,1 

P. calliantha 1,2 3,1 8,8 0,9 15,2 54,3 

P. delicatissima kompleks 2,6 2,8 7,2 1,2 12,4 66,7 

P. mannii 2,1 3,0 5,5 1,3 9,5 76,2 

P. galaxiae 1,1 1,8 4,5 1,4 7,8 84,0 

Pseudo-nitzschia spp. 2,6 1,7 4,3 1,2 7,4 91,4 

P. sp. 1 0,0 0,5 1,7 0,4 3,0 94,3 

P. multistriata 0,0 0,3 0,8 0,4 1,4 95,0 

 

Tijekom zime dominirala su vrste P. delicatissima kompleksa (27,8%), P. calliantha (19,0%) i P. 

galaxiae (16,7%). Vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata (8,7%) i P. subfraudulenta (8,3%) su 

umjereno zastupljene, dok su P. linea i Pseudo-nitzschia spp. zabiljeģene s udjelima do 6%. Manje 

brojnosti biljeģe P. mannii, P. multistriata i P. lundholmiae (3,6%, 1,7% i 1,5%), dok P. fraudulenta 

i P. sp. circumpora nisu zabiljeģene. Tijekom jeseni, zajednicom su dominirale vrste P. 

subfraudulenta (24,1%), P. calliantha (19,8%), P. pseudodelicatissima/cuspidata (17,4%) i 

kompleks P. delicatissima (13,2%), koje su zajedno ļinile viġe od 70% ukupne brojnosti. Uz njih 

su bile prisutne vrste P. mannii (11,6%) i P. galaxiae (5,1%), dok su ostale vrste, poput P. 

fraudulenta, P. multistriata, P. linea, P. lundholmiae i P. brasiliana bile rijetke (<1%). U proljeĺe, 

P. pseudodelicatissima/cuspidata je zadrģala visoku brojnost (51,6%) te ostala dominantna vrsta, 

dok su vrste kompleksa P. delicatissima (18,2%) i P. linea (10,8%) bile zastupljene od 18,2% i 

10,8%. Manje zastupljene su bile Pseudo-nitzschia spp. (7,8%), P. mannii (4,6%) i P. calliantha 

(4,4%), dok P. brasiliana i P. multistriata nisu bile zabiljeģene. U ljetnom razdoblju zajednica je 

pokazala smanjenu raznolikost, uz izrazitu dominaciju vrste P. pseudodelicatissima/cuspidata, koja 

je ļinila 58,9% ukupne brojnosti. Vrste kompleksa P. delicatissima (13,8%), Pseudo-nitzschia spp. 

(8,6%), P. mannii (7,7%) i P. calliantha (6,9%) bile su prisutne u manjim udjelima tijekom ljetnog 

razdoblja. Sve ostale vrste, ukljuļujuĺi P. brasiliana, P. fraudulenta, P. linea, P. lundholmiae, P. 

multistriata i P. sp. 1, su potpuno izostale (Slika 3.20.). Rezultati analize glavnih koordinaa (PCoA) 

prikazani su ordinacijskim dijagramom na Slici 3.19. x-os objaġnjava 37,2% ukupne varijabilnosti, 

dok y-os objaġnjava 24,9% ukupne varijabilnosti. Obojene toļke predstavljaju uzorke prikupljene u 

razliļitim sezonama pri ļemu njihovu meĽusobna udaljenost u dijagrama odraģava sliļnost u 

sastavu vrsta. Bliģe toļke ukazuju na sliļniji sastav zajednica a veĺa udaljenost oznaļava izraģenije 
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razlike. Vrste usmjerene strijelicama prema odreĽenim skupinama toļaka karakteristiļne su za te 

sezone. 

 

 

Slika 3.20. Dvodimenzionalna PCoA ordinacija glavnih koordinata prikazuje raspodjelu roda 

Pseudo-nitzschia prema godiġnjim dobima. 

 

3.6. Bioinformatiļka analiza okoliġnih podataka  

 

Za analizu metabarkodiranjem odabrane su ITS1 i rbcL genske regije koje su pokazale visoku razinu 

intraspecijske i interspecijske varijabilnosti, ġto ih ļini prikladnima za taksonomsko razluļivanje do 

razine vrste. U analizu je ukljuļeno ukupno 96 uzoraka. Nakon izolacije svim uzorcima je izmjerena 

DNA koncentracija Qubit fluorometrom. Detaljni podaci o izmjerenim koncentracijama prikazani 

su u Prilogu 8. Prilikom izolacije nisu uoļena odstupanja koja bi upuĺivala na tehniļke poteġkoĺe u 

pripremi uzoraka. Tijekom PCR umnaģanja i sekvenciranja doġlo je do gubitka dijela uzoraka, ġto 
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je rezultiralo neujednaļenim brojem uspjeġnih tehniļkih replika meĽu podruļjima. Zbog toga nije 

bilo moguĺe zadrģati jednak broj replika za sve uzorke. Od ukupno 96 prikupljenih uzoraka, PCR 

umnaģanje ITS1 genske regije nije bilo uspjeġno za 24 uzoraka, koji su iskljuļeni iz daljnje obrade. 

Preostala 72 uzorka ukljuļena su u bioinformatiļku obradu i provjeru kvalitete sekvenci. Nakon 

obrezivanja i filtriranja sekvenci prema kriterijima kvalitete, zadrģano je ukupno 39 uzoraka koji su 

sadrģavali dovoljan broj visokokvalitetnih sekvenci za daljnje analize, odnosno u 39 uzoraka je 

zabiljeģen rod Pseudo-nitzschia. Nakon denoisinga i zavrġne obrade sekvenci ITS1 regije odreĽeno 

je ukupno 54 ASV-a roda Pseudo-nitzschia. Svaki ASV predstavlja jedinstvenu ITS1 sekvencu, a 

njegova brojnost odreĽena je po pojedinom uzorku, ġto omoguĺuje uvid u genetsku raznolikost i 

raspodjelu unutar roda. Pojedini ASV-ovi bili su zabiljeģeni u samo jednom uzorku, dok je 

najrasprostranjeniji ASV zabiljeģen u 12 uzoraka. Ukupna brojnost ASV-ova znaļajno je varirala, 

s vrijednostima od niskih abundancija pa do 4394 oļitanja za najbrojniji ASV. Taksonomska 

identifikacija ITS1 ASV-ova obuhvatila je viġe vrsta Pseudo-nitzschia, ukljuļujuĺi P. allochrona, 

P. brasiliana, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P. galaxiae, P. linea, P. lundholmiae, 

P. mannii, P. multistriata, P. pseudodelicatissima, P. subfraudulenta, kao i veĺi broj ASV-ova 

identificiranih na razini roda (Pseudo-nitzschia sp.) zbog visoke sliļnosti ITS1 sekvenci meĽu 

blisko srodnim vrstama. Dominantni ASV-ovi, osobito oni povezani s kompleksom P. 

delicatissima, ļinili su znatan udio ukupne ITS1 brojnosti te su bili prisutni u veĺem broju uzoraka, 

ġto ukazuje na njihovu ġiroku prostorno-vremensku rasprostranjenost. Velik broj ITS1 ASV-ova 

imao je nisku ukupnu brojnost, a odreĽeni ASV-ovi su se pojavljivali na jednom, ograniļenom 

podruļju, ġto upuĺuje na postojanje rijetkih ili lokalno specifiļnih genotipova. Ovakav obrazac 

raspodjele ASV-ova potvrĽuje visoku razluļivost ITS1 regije za odreĽivanje varijabilnosti unutar 

roda Pseudo-nitzschia. Za rbcL genski biljeg nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci, u daljnju 

analizu ukljuļena su 44 uzorka koja su zadovoljila definirane kriterije kvalitete i u kojima je 

zabiljeģen rod Pseudo-nitzschia. Nakon zavrġne obrade podataka metabarkodiranja i denoisinga 

sekvenci rbcL regije odreĽeno je ukupno 65 ASV-ova roda Pseudo-nitzschia. Svaki ASV 

predstavlja jedinstvenu rbcL sekvencu, a njegova brojnost je kvantificirana po pojedinom uzorku. 

ASV-ovi su pokazali izrazito heterogenu raspodjelu meĽu uzorcima. Pojedini ASV-ovi bili su 

prisutni u samo jednom uzorku, dok je najrasprostranjeniji ASV zabiljeģen u ukupno 20 uzoraka. 

Ukupna brojnost pojedinih ASV-ova takoĽer je znaļajno varirala, pri ļemu se kretala od nekoliko 

pojedinaļnih sekvenci do 7005 oļitanja za najbrojniji ASV. Taksonomska pripadnost ASV-ova 

obuhvaĺala je viġe vrsta ukljuļujuĺi P. allochrona, P. americana/linea, P. calliantha, P. 

delicatissima, P. galaxiae, P. hasleana, P. manni, P. multistriata, P. pseudodelicatissima i P. 

subfraudulenta te ASV-ove identificirane iskljuļivo na razini roda. Dominantni ASV-ovi, 

uglavnom povezani s vrstama iz kompleksa Pseudo-nitzschia delicatissima, ļinili su znaļajan udio 

ukupne rbcL sekvencijske abundancije te su bili prisutni u veĺem broju uzoraka, ġto upuĺuje na 

njihovu ġiroku prostorno-vremensku rasprostranjenost. Suprotno tome, velik broj ASV-ova imao je 

nisku abundanciju i ograniļenu pojavnost, ġto ukazuje na postojanje rijetkih ili lokalno specifiļnih 

genotipova unutar analiziranih zajednica. 

 

3.7. Molekularna obiljeģja okoliġnih uzoraka 
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3.7.1. rbcL genski biljeg 

 

Od ukupno 96 okoliġnih uzoraka, PCR umnaģanje rbcL genske regije nije bilo uspjeġno za 24 

uzorka, koji su iskljuļeni iz daljnje obrade. Preostala 72 uzorka ukljuļena su u bioinformatiļku 

obradu i provjeru kvalitete sekvenci. Nakon obrezivanja i filtriranja sekvenci prema kriterijima 

kvalitete, zadrģano je ukupno 44 uzoraka koji su sadrģavali dovoljan broj visoko kvalitetnih 

sekvenci za daljnje analize, odnosno u 44 uzoraka je zabiljeģen rod Pseudo-nitzschia. Nakon 

denoisinga i zavrġne obrade sekvenci rbcL regije odreĽeno je ukupno 65 ASV-a roda Pseudo-

nitzschia. Filogenetska analiza temeljena na rbcL sekvencama metabarkodiranja pokazala je jasno 

razdvajanje unutar roda Pseudo-nitzschia, pri ļemu su odreĽene sekvence grupirane u viġe dobro 

podrģanih filogenetskih grupa koje odgovaraju pojedinim vrstama (Slika 3.21.). Veĺina glavnih 

ļvorova pokazuje visoke vrijednosti statistiļke potpore, ġto upuĺuje na stabilne filogenetske odnose 

meĽu analiziranim taksonima. Sekvence dodijeljene vrstama P. delicatissima, P. calliantha, P. 

galaxiae, P. multistriata, P. hasleana, P. mannii, P. pseudodelicatissima, P. subfraudulenta i P. 

allochrona tvore uglavnom monofiletske skupine s jasnim razdvajanjem izmeĽu pojedinih linija. 

Unutar pojedinih grupa uoļava se odreĽeni stupanj unutarnje filogenetske raznolikosti, vidljiv kroz 

grananje sekvenci unutar istih vrsta. Pojedine sekvence grupirane su u nedefinirane ili prijelazne 

skupine oznaļene kao Pseudo-nitzschia sp., Pseudo-nitzschia sp. (americana/linea) i Pseudo-

nitzschia sp. (mannii/calliantha), ġto upuĺuje na to da je analizirani dio rbcL genskog biljega 

identiļan ili vrlo sliļan izmeĽu navedenih vrsta. Skupina Pseudo-nitzschia sp. (americana/linea) 

tvori zasebnu, jasno izdvojenu grupu s vrlo visokom ļvornom potporom (100%) te je odreĽena u 

Malostonskom i Ġibenskom zaljevu. Skupina Pseudo-nitzschia sp. (mannii/calliantha) takoĽer tvori 

jasno izdvojenu grupu s ļvornom potporom od 100%. Sekvence ove skupine odreĽene su u 

Kaġtelanskom i Malostonskom zaljevu te u Velebitskom kanalu, a njihova relativna abundancija je 

niska. Analiza prostorne raspodjele pokazuje da se sekvence iz svih istraģivanih podruļja pojavljuju 

unutar istih filogenetskih grupa, bez jasnog geografskog strukturiranja unutar stabla. Veliļina 

simbola, koja odraģava relativnu abundanciju sekvenci, ukazuje na dominaciju odreĽenih vrsta, 

osobito unutar kompleksa P. delicatissima, P. calliantha i P. multistriata. Prema podacima 

metabarkodiranja rbcL gena, najveĺa raznolikost vrsta Pseudo-nitzschia zabiljeģena je u 

Kaġtelanskom zaljevu, gdje je odreĽen najveĺi broj razliļitih taksonomskih linija, ukljuļujuĺi jasno 

razdvojene grupe P. delicatissima i P. calliantha, kao i prisutnost vrsta P. multistriata, P. galaxiae 

i P. pseudodelicatissima. Ovo podruļje takoĽer pokazuje visoku brojnost dominantnih vrsta. U 

Malostonskom zaljevu zabiljeģena je umjerena raznolikost, pri ļemu su sekvence dominantno 

grupirane unutar nekoliko filogenetskih grupa, s izraģenom brojnoġĺu pojedinih vrsta, osobito 

unutar kompleksa P. delicatissima. Ġibenski zaljev karakterizira manji broj zabiljeģenih vrsta 

Pseudo-nitzschia te niģa ukupna brojnost u usporedbi s Kaġetlanskim i Malostonskim zaljevom, pri 

ļemu su sekvence uglavnom bez izraģenog unutarnjeg grananja. U Velebitskom kanalu zabiljeģena 

je najniģa raznolikost i brojnost sekvenci, a odreĽene sekvence pripadaju manjem broju vrsta. Na 

razini pojedinih vrsta, ASV-ovi vrste P. galaxiae grupiraju se u jasno izdvojenu grupu s visokom 

ļvornom potporom (å 0,99) te su odreĽeni u svim istraģivanim podruļjima, uz umjerenu do visoku 

abundanciju. Vrsta P. hasleana pokazuje jasno grupiranje s ļvornim potporama u rasponu od 

pribliģno 0,98 do 1, a sekvence ove vrste odreĽene su u viġe podruļja, s najveĺim brojem zapisa u 
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Kaġtelanskom i Ġibenskom zaljevu. ASV-ovi vrste P. mannii tvore stabilnu grupu s visokom 

ļvornom potporom (å 0,99) te su odreĽeni u Kaġtelanskom, Malostonskom i Ġibenskom zaljevu, 

dok su u Velebitskom kanalu rjeĽi. Vrsta P. multistriata formira dobro podrģanu grupu s ļvornom 

potporom pribliģno 1 (100%) te je odreĽena u svim podruļjima, s veĺim relativnim abundancijama 

zabiljeģenima u Ġibenskom zaljevu i Velebitskom kanalu. Vrsta P. pseudodelicatissima jasno je 

izdvojena s visokom ļvornom potporom (100%), a sekvence ove vrste odreĽene su u Kaġtelanskom 

i Ġibenskom zaljevu te u Velebitskom kanalu, dok su u Malostonskom zaljevu slabije zastupljene. 

ASV-ovi vrste P. allochrona grupiraju se zasebno s vrlo visokom ļvornom potporom (100%) te su 

odreĽeni u Kaġtelanskom i Malostonskom zaljevu te u manjem broju zapisa u Ġibenskom zaljevu. 

Vrsta P. calliantha tvori manju, ali jasno definiranu grupu s ļvornom potporom oko 0,99 te je 

odreĽena u Kaġtelanskom i Malostonskom zaljevu. P. subfraudulenta pokazuje jasno grupiranje s 

visokom ļvornom potporom, a sekvence ove vrste odreĽene su u ograniļenom broju podruļja, 

ponajprije u Kaġtelanskom i Ġibenskom zaljevu, uz niģe relativne abundancije. 
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Slika 3.21. Prikaz raspodjele sekvenci metabarkodiranja okoliġnih uzoraka roda Pseudo-nitzschia 

izmeĽu ļetiri istraģivana podruļja (Kaġtelanski zaljev, Malostonski zaljev, Ġibenski zaljev i 

Velebitski kanal) temeljen na rbcL markeru. Slika omoguĺuje usporedbu relativne brojnosti 

sekvenci pojedinih vrsta meĽu podruļjima te ukazuje na razlike u zastupljenosti. 

 

Kruģni dijagram rbcL genskog biljega prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda 

Pseudo-nitzschia po istraģivanim podruļjima. Vanjski dijelovi dijagrama predstavljaju pojedina 

podruļja i vrste, dok debljina povezujuĺih traka odraģava relativnu brojnost sekvenci pojedine vrste 

unutar odreĽenog promatranog podruļja (Slika 3.22.). Kaġtelanski zaljev pokazuje najviġu ukupnu 

brojnost i najveĺi doprinos veĺine odreĽenih vrsta roda Pseudo-nitzschia. Posebno se istiļe visoka 

brojnost vrsta P. delicatissima i P. galaxiae, koje su dominantne na ovom podruļju. Uz navedene 

vrste, u Kaġtelanskom zaljevu prisutne su i P. hasleana i P. pseudodelicatissima te manji udio 

sekvenci oznaļenih kao Pseudo-nitzschia sp., ġto upuĺuje na visoku i izraģenu raznolikost. U 

Malostonskom zaljevu zabiljeģena je umjerena ukupna raznolikost pri ļemu dijagram pokazuje 

izraģene veze s vrstama P. delicatissima i P. multistriata, dok su ostale vrste zastupljene u manjem 

udjelu. Raspodjela sekvenci upuĺuje na dominaciju ograniļenog broja vrsta, uz manju ukupnu 

raznolikost u usporedbi s Kaġtelanskim zaljevom. Ġibenski zaljev karakterizira niģa brojnost i manji 

broj odreĽenih vrsta. Povezujuĺe trake upuĺuju na prisutnost nekoliko dominantnih vrsta, 

prvenstveno unutar kompleksa P. delicatissima, dok su ostale vrste slabo zastupljene ili odsutne. . 

Dijagram ukazuje na ograniļenu prisutnost roda Pseudo-nitzschia, s malim brojem sekvenci 

povezanih s pojedinim vrstama, bez izraģenog doprinosa ijedne dominantne linije. Kruģni dijagram 

potvrĽuje izraģene razlike u brojnosti i sastavu roda Pseudo-nitzschia izmeĽu istraģivanih podruļja. 

Kaġtelanski zaljev istiļe se kao podruļje s najviġom ukupnom brojnosti i najveĺom raznolikoġĺu 

vrsta, dok Ġibenski zaljev pokazuje najniģu ukupnu brojnost. Ovi rezultati u skladu su s 

filogenetskom analizom rbcL markera.
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Slika 3.22. Kruģni dijagram prikazuje raspodjelu i relativnu brojnost sekvenci roda Pseudo-nitzschia temeljeno na rbcL markeru. Debljina 

povezujuĺih linija odraģava udio pojedinih vrsta unutar svakog podruļja.


































































































