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Fitoplankton, glavni primarni proizvoda¢ u morskim ekosustavima, ima klju¢nu ulogu u
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zajednica razli¢itog sastava, od kojih neke pokazuju vremensku stabilnost, dok su se druge
pojavljivale sporadi¢no ili se pocele javljati kasnije tijekom promatranog razdoblja. Razvoj
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sustavima.
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Thesis summary:

Phytoplankton, a diverse group of unicellular photosynthetic organisms, are the primary
producers of organic matter in the ocean and play a critical role in global biogeochemical cycles,
particularly in the fixation of carbon through photosynthesis and the production of oxygen-
accounting for most of the oxygen generated on Earth (P. Falkowski 2012). Their ecological
importance is magnified in coastal environments, where they form the base of the food web and
respond dynamically to environmental forcing such as nutrient loading, light availability,
temperature, and hydrodynamics. In the northern Adriatic Sea, a semi-enclosed, shallow and
heavily anthropogenically influenced basin, phytoplankton dynamics are particularly complex
due to the interplay of freshwater inflows, stratification, circulation patterns, and nutrient
enrichment, making this region one of the most eutrophic parts of the Mediterranean (Degobbis
1 sur. 2000). This dissertation aimed to investigate spatial and temporal patterns in
phytoplankton community structure over both long and short timescales, employing a
combination of traditional and modern methodological approaches, light microscopy (Utermohl
1958) and flow cytometry with pulse shape recording (Dubelaar i sur. 1999; Dubelaar i
Gerritzen 2000) - to examine trends in abundance, diversity, optical properties, and ecological
responses. One major objective was to assess whether the long-term phytoplankton community
shows stable or shifting patterns and to identify possible drivers of these changes. Cluster
analysis applied to long-term datasets (2000-2024) revealed the existence of several distinct
phytoplankton communities that varied in their persistence and composition. Some
assemblages, such as those dominated by Cerataulina pelagica or Skeletonema spp., were
found to be historically stable but declined in frequency over time, while others emerged more
recently, possibly indicating regime shifts or altered environmental baselines. These
community structures were shown to be strongly influenced by ecological factors: for instance,
communities dominated by Thalassionema nitzschioides and Cerataulina pelagica were
associated with longer day lengths typical of summer, whereas communities characterized by
Skeletonema sp. were linked to seasonal pulses in phosphorus availability. Such findings
confirm that phytoplankton distribution and composition in the Adriatic are tightly coupled with
light regimes and nutrient dynamics, reinforcing earlier work on seasonal succession in coastal

phytoplankton (Revelante i Gilmartin 1976).



Importantly, this study observed a gradual loss of predictability in phytoplankton phenology
over the 24-year observation period. Regular seasonal patterns traditionally observed in spring
and autumn blooms were increasingly replaced by more irregular and sporadic events. This
shift suggests a destabilization of the seasonal regime, potentially driven by more erratic
freshwater inputs and atmospheric conditions, including changes in wind forcing, rainfall, and
temperature anomalies - conditions consistent with regional manifestations of climate change
(Giani, Djakovac, i sur. 2012; Mari¢ i sur. 2012). The observed unpredictability of blooms,
coupled with increasing frequency of extreme events such as mucilage formations, points to an
ecosystem under transition. The mucilage phenomenon - a dramatic accumulation of
exopolymeric substances often linked to intense phytoplankton activity - has long been a
signature feature of the northern Adriatic, particularly during summer stagnation periods. The
most recent episode in 2024 provided a unique opportunity to apply high-frequency sampling
and trait-based analysis to understand the fine-scale dynamics of phytoplankton community
shifts during such events. Using in situ sensor arrays in combination with flow cytometry and
microscopy, the study was able to capture rapid changes in community structure that traditional,
lower-frequency sampling would have missed. These results emphasize the added value of
high-resolution temporal sampling in capturing transient ecological processes that are

increasingly important in the context of a warming and more variable marine environment.

The integration of flow cytometry with pulse shape analysis and microphotography was a
central methodological advancement in this thesis. This approach allowed for rapid, high-
throughput quantification of phytoplankton cells and the characterization of their optical
properties (e.g., forward and side scatter, red and orange fluorescence), which are indicative of
cell size, shape, internal complexity, and pigment composition. A key hypothesis tested was
whether flow cytometry could provide abundance and diversity patterns comparable to those
obtained via light microscopy. Results showed that, while microscopy still offers higher
taxonomic resolution - particularly for rare or morphologically complex taxa - flow cytometry
was capable of capturing equivalent trends in community composition, richness, and temporal
dynamics, particularly when supported by a library of reference microphotographs and prior
cytometric fingerprinting. This confirms the utility of flow cytometry as a complementary tool
for long-term monitoring and ecological research, especially in terms of its efficiency and
potential for automation. Moreover, the optical properties of phytoplankton cells were found to
vary both spatially and temporally, often reflecting environmental conditions such as nutrient

stress, photoadaptation, or shifts in community structure. Interestingly, these optical changes



did not always align with taxonomic identity, suggesting that phytoplankton traits may exhibit
plasticity in response to environmental gradients, making trait-based approaches highly

informative for ecosystem assessment (Litchman i sur. 2010).

In the context of method comparison, the thesis concludes that although flow cytometry cannot
entirely replace light microscopy, it serves as a powerful complementary technique that expands
the resolution of ecological observations, particularly for picoplankton and small nanoplankton
groups that are often underrepresented or misclassified in microscopic counts. In particular,
pulse shape recording adds a layer of morphofunctional detail that enhances ecological
interpretation, enabling detection of shifts in life forms, physiological states, and population-
level changes. Additionally, the capacity of flow cytometry to produce large volumes of data in
real time or near-real time is especially valuable in adaptive monitoring contexts, such as during
harmful algal blooms (HABs), where rapid response and detailed characterization are critical.
The findings from this work thus support the recommendation that flow cytometry with pulse
shape analysis be incorporated into regular phytoplankton monitoring in the northern Adriatic,
especially during seasonal cruises and along established transects. Furthermore, the
implementation of high-frequency sampling protocols is advocated to complement traditional
methodologies and capture short-term variability that may be critical to understanding and
predicting community shifts and ecosystem health. These recommendations align with a
broader movement in marine ecology toward the integration of traditional taxonomy-based
approaches with functional and trait-based metrics, which provide deeper insights into

ecological processes and system responses to anthropogenic pressures.

In conclusion, this dissertation highlights the changing nature of phytoplankton communities in
the northern Adriatic and the need for adaptive, high-resolution monitoring strategies to track
ecological change. By combining long-term datasets, advanced analytical tools, and novel
methodologies, it reveals the complex interplay of environmental factors, biological responses,
and methodological constraints in understanding marine microbial dynamics. It also provides
empirical support for the idea that coastal ecosystems are undergoing structural and functional
changes that challenge traditional assumptions about seasonal predictability and community
stability. The insights gained here contribute to a growing body of literature emphasizing the
importance of integrating multiple lines of evidence - taxonomic, functional, and environmental
- in ecological monitoring and underscore the urgency of preparing monitoring systems to deal

with increased variability and ecological uncertainty in the ocean.
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1. UVOD

Glavni primarni proizvodali organske tvari u moru su fotosintetski jednostani¢ni
mikroorganizmi poznati pod skupnim nazivom fitoplankton. Ovi organizmi, noSeni morskim
strujama odgovorni su za vecinu proizvedenog kisika u Zemljinoj atmosferi (Sekerci i
Petrovskii 2015). Fitoplankton sudjeluje u biogeokemijskim ciklusima ugljika: putem
fotosinteze fiksira atmosferski ugljik 1 pretvara ga u organsku tvar (prilikom ¢ega nastaje kisik)
koja potom bude prenesena na vise troficke razine ili bude supstrat za respiraciju. Osim toga,
organska tvar proizvedena u gornjim slojevima tone u dublje slojeve i na morsko dno te tako
bude zadrzana kroz duze vremensko razdoblje. Osim ugljika, fitoplankton je bitan i u ostalim
biogeokemijskim procesima poput kruzenja dusika, fosfora, silicija i ostalih elemenata koji su
bitni za njihov rast (P. Falkowski 2012). Ovi organizmi posebno su znacajni u obalnim morima
gdje kombinacija plitkog mora i1 jakog utjecaja hranjivih tvari s kopna (eutrofikacija) ili dna
(resuspenzija) povoljno utjeCe na na njihov rast (Brush i sur. 2020). U takvim uvjetima
fitoplankton moze postati vrlo brojan pri ¢emu nastaju vidljive diskoloracije mora koje se
nazivaju obojenim plimama ili cvjetanjima mora. Cvjetanja mora prirodna su pojava ili reakcija
na antropogeni utjecaj te povecani donos hranjivih tvari. U odredenim situacijama ova cvjetanja
mogu imati Stetan utjecaj, kako na Zivi svijet tako i na gospodarstvo zbog anoksije, produkcije
toksina ili neugodnog izgleda mora. U tim sluajevima govori se o fenomenima Stetnih
cvjetanja mora ili HAB-ovima (od. eng. Harmful Algal Bloom, Lassus i sur. 2015; Hallegraeff
2004).

Jadransko more je primjer mora s jakim obalnim utjecajem, u kojemu se istie njegov sjeverni
dio. U sjevernom Jadranu se tako medusobno isprepli¢u utjecaji slatke vode, slozeni obrasci
morskih strujanja i ¢injenica da u njegovom najsjevernijem dijelu dubina ne prelazi 40 m ¢ime
je cijeli vodeni stupac povoljan za rast fitoplanktona. Donos hranjivih tvari s kopna i stvaranje
slozenih zatvorenih sustava morskih struja sjeverni Jadran je najproduktivniji dio Jadrana
(Degobbis i sur. 2000). Zbog guste naseljenosti ovo je podrucje i pod snaznim antropogenim
utjecajima poput iskoriStavanja prirodnih resursa, industrijske aktivnosti, intenzivnog prometa
te donosa tvari s kopna (Coll i sur. 2012; Worm i sur. 2009) S§to dodatno utjee na
fitoplanktonsku zajednicu.

Za sjeverni Jadran posebno je karakteristi¢na je i povremena pojava velikih sluzavih nakupina
koje nastaju uslijed aktivnosti fitoplanktona, a zbog neugodnog izgleda i utjecaja na turizam

(Lassus 1 sur. 2015), kao ina zivi svijet zbog same sluzi i njome povezane anoksije (Degobbis



1 sur. 2000; Giani, Djakovac, 1 sur. 2012; Devescovi i1 Ivesa 2007). Zadnji takav fenomen
zabiljezen je 2024 godine (Vilibi¢ i sur. 2025; Hadjal 1 sur. 2025).

Proucavanje fitoplanktona u sjevernom Jadranu provodi se dugi niz godina. Prva sustavna
istrazivanja pocela su u kasnom 19. stoljecu i pocetkom 20. stoljeca s pionirskim radovima na
taksonomiji 1 kategorizaciji fitoplanktona (Kiitzing 1844; Grunow 1863; Schiller 1913).
Tijekom sredine 20. stolje¢a pocela su redovita krstarenja istrazivackim brodovima kojima su
dobivene detaljnije spoznaje sukcesija fitoplanktona, odnosno izmjena njihovih skupina i
zivotnih oblika tijekom godine te promjene u dinamici same populacije potaknute okoliSnim
uvjetima (Noelia Revelante 1 Gilmartin 1976; N. Revelante i1 Gilmartin 1976). 1973 pocela su
redovita krstarenja istrazivackog broda “Vila Velebita” Centra za istrazivanje mora u Rovinju
(Zavodnik 1979) koji je koriSten i tijekom prikupljanja podataka za izradu ove disertacije.

U kasnom 20. 1 ranom 21. stoljecu ucestala cvjetanja mora i pojave sluzavih nakupina potaknuli
su detaljnije prouCavanje tih fenomena (Stachowitsch, Fanuko, i Richter 1990; Degobbis,
Malej, i Umani 1999; Najdek i sur. 2002; Cornello, Boscolo, i Giovanardi 2005; De Lazzari i
sur. 2008). Konacno, krajemo20. i pocetkom 21. stoljeca zapo€inje sustavno pracenje uvjeta u
moru i fitoplanktonske zajednice omogucéujuci nove spoznaje i intenzivna istrazivana (Aubry i
sur. 2012; Bernardi Aubry i Acri 2004; Daniela Mari¢ 1 sur. 2012; Neri 1 sur. 2022; Cabrini i
sur. 2012; Skeji¢ 1 sur. 2024; Vascotto, Mozeti¢, i Francé 2021). Fitoplankton u sjevernom
Jadranu pokazuje sezonalne obrasce u brojnosti i raznolikosti, primjerice, proljece i jesen su
razdoblja kada zbog slozenog medusobnog utjecaja vjetrova, donosa slatke vode, temperature
1 strujanja brojnosti fitoplanktona budu najvece (Aubry i sur. 2012; Bernardi Aubry 1 Acri 2004;
Mari¢ i sur. 2012; Neri 1 sur. 2022; Cabrini i sur. 2012; Aubry i sur. 2006).

Prethodno navedena istrazivanja ukazala su naslozenu dinamiku razvoja fitoplanktona, s
redovitim vrhuncima brojnosti i raznolikosti u rano proljece 1 jesen s povremenim povecanjima
u brojnosti u ljetnim mjesecima. Utjecaj rijeke Po istice se kao dominantan ekoloski ¢imbenik
na dinamiku razvoja zajednice. Fitoplankton je analiziran uglavnom tradicionalnom metodom
svjetosne mikroskopije (Utermohl 1958). U ovoj disertaciji, po prvi puta bit ¢e analizirani i
rezultati dobiveni novijim metodama poput protocne citometrije sa zapisom pulsa (Dubelaar 1
sur. 1999; Dubelaar 1 Gerritzen 2000) i in situ plutae s integriranim meteoroloSkim i
oceanografskim senzorima. Ovim metodoma je prvi puta detaljno istrazena fitoplanktonska
zajednica u recentnoj pojavi spomenutih sluzavih nakupina.

U ovoj doktorskoj disertaciji obradit ¢e se dugoro¢ni niz podataka, (2000. — 2024. godina) kako
bi se vidjele dugoro¢ne promjene u fitoplanktonskoj zajednici i utjecaj okoliSnih ¢imbenika na

njenu brojnost i raznolikost. Dugoro¢ni nizovi podataka bit ¢e diskutirani i usporedeni s drugim



relevantnim istrazivanjima i s rezultatima dobivenim novijom metodom proto¢ne citometrije sa
zapisom pulsa, s ciljem testiranja primjenjivosti te metode kao zamjenu ili nadopunu

tradicionalnoj metodi.

2.  PREGLED LITERATURE
2.1.  Fitoplankton

Fitoplankton (od starogrckog: gutdv (fiton): biljka 1 mhayktdg (planktos): lutalica ) je pojam
koji oznacava sve fotosintetske organizme koji se ne mogu znacajno kretati vlastitom snagom,
ve¢ je njihova porstorna raspodjela uvjetovana cirulacijom morske vode. Zbog toga,
fitoplankton je Zivotni oblik organizma 1 grupni pojam koji obuhvaca organizme iz razlicitih
taksonomskih skupina 1 razli¢itih velicina. S obzirom na taksonomiju, fitoplanktonski
organizmi pripadaju dvjema domenama zivog svijeta: bakterije i eukarioti. Bakterijski
fitoplankton (bakterioplankton) cine bakterije iz odjela Cyanobacteria (cijanobakterije,
modrozelene alge). Cijanobakterije su evolucijski najstariji grupu fotosintetskih organizama,
pa tako 1 fitoplanktona, a prevladavaju u morima jo$ od arhaika (Simon 1 sur. 2009). Razvijaju
se u velikom broju vrsta, veli¢ina, a mogu biti kolonijalne ili jednostani¢ne. lako je raznolikost
vrsta u ovoj grupi velika, u morima brojnoS¢u dominiraju jednostanicne vrste iz rodova
Prochlorococcus (Chisholm 1 sur. 1988) 1 Synechococcus (Waterbury i1 sur. 1979; Olson,
Vaulot, 1 Chisholm 1985) koji su ujedno 1 najmanji fitoplanktonski organizmi. Osim toga,
cijanobakterije mogu biti i u ve¢im filamentoznim kolonijama koje su evolucijski stariji oblik
(Sanchez-Baracaldo 2015), a danas su ceS¢e u slatkim vodama, gdje ¢ine vazan dio
fitoplanktonske zajednice za razliku od mora. Iznimka su obalna podrucja poput Baltickog mora
(Paerl 2012). Cijanobakterije su igrale klju¢nu ulogu u razvoju eukariotskog fitoplanktona
budu¢i da plastidi (kloroplasti), organeli koji vrSe fotosintezu u eukariota potjecu od
cijanobakterija (endosimbiotska teorija). Nekoliko takvih dogadaja tijekom evolucije eukariota
uvelike je uvjetovalo njihovu klasifikaciju 1 osobine. U takozvanoj primarnoj endosimbiozi
nastala je supergrupa Archeaplastida s tri glavne linije fotosintetskih eukariota: crvenom,
zelenom 1 glaukofitima (Falkowski 1 sur. 2004). U zelenu liniju ubrajaju se zelene alge
(Chlorophyta, ukljuc¢uju¢i i kopnene biljke) kao i grupe koje su nastale sekundarnom
endosimbiozom zelenih algi i eukariota poput Euglenophyta. U crvenu liniju ubrajaju se crvene
alge (Rhodophyta) 1 skupine koje su nastale sekundarnom endosimbiozom njih 1 ostalih

eukariota:  dinoflagelati  (Dinoflagellata), kriptofiti  (Cryptophyta), silikoflagelati



(Dictyochophyceae), dijatomeje (Bacillariophyta), zlatno-smede alge (Chrysophyceae),
haptofiti (Haptophyta, ukljucujucéi i kokolitoforide) i druge skupine (Falkowski i sur. 2004; Adl
i sur. 2019; Burki i sur. 2020). Vazno je napomenuti kako ovi organizmi imaju i razlicit sastav
fotosintetskih pigmenata Sto omogucuje njihovu klasifikaciju razli¢itim tehnikama, Sto ¢e
kasnije biti objasnjeno na primjeru metodologije koristene u ovom radu.

Osim taksonomske raznolikosti, fitoplankton posjeduje i veliku morfolosku te funkcionalnu
raznolikost. Morfoloski gledano, fitoplankton uglavnom ¢ine jednostani¢ni mikroorganizmi.
Raspon veli¢ina ovih organizama je velik: od 0.2 do 200 um. Zbog razliCite vaznosti pojedinih
veli¢inskih skupina u ekosustavu, poput uloge u hranidbenim mrezama, iskoristavanja hranjivih
tvari 1 doprinosa biogeokemijskim ciklusima, fitoplankton se dijeli na veli¢inske frakcije:
pikofitoplankton (0.2 - 2 um), nanofitoplankton (2 - 20 pm), mikrofitoplankton (20 - 200 um,
Sieburth, Smetacek, i Lenz 1978). Treba naglasiti kako je ova podjela, kao i1 druge, zasnovana
na velicini pora filtera koriStenih prilikom istrazivanja frakcija (Lane 1 Goldman 1984; Pierella
Karlusich 1 sur. 2023). U piko frakciju ubrajaju se cijanobakterije iz rodova Prochlorococcus i
Synechococcus te razni eukarioti. U nano frakciji nalaze se brojne skupine bi¢aSa, poput
kriptofita, kloroficeja, kokolitoforida, kao 1 sitni dinoflagelati te dijatomeje 1 ostali. Konacno, u
mikro frakciji prevladavaju dijatomeje 1 dinoflagelati uz druge skupine poput silikoflagelata,
zlatno-smedih algi, filamentoznih cijanobakterija i ostalih. Vrlo vazno je re¢i da ova podjela
fitoplanktona nije povezana s taksonomijom ve¢ s njihovom ulogom u okoliSu. Primjeri

fitoplanktonskih organizama prikazani su na Slici 1.
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Slika 1. Primjeri fitoplanktonskih organizama nadenih u sjevernom Jadranu. a: Dinophyceae, Tripos

fusus (Ehrenberg) F. Gomez, 2013; b: Bacillariophyceae, Bacteriastrum jadranum Godrijan, Maric et
Pfannkuchen, 2012; c: Cryptophyceae; d: Prymnesiophyceae, Rhabdolithes claviger (G.Murray &
Blackman) Voeltzkow, 1902; e: Chlorophyta

Osim veli¢ine, druge vazne karakteristike fitoplanktonskih organizama su oblik stanica te
jednostanicna odnosno kolonijalna organizacija. Velika veéina ovih organizama su
jednostanic¢ni sferi¢ni organizmi, pogotovo oni najmanji, u piko i nano frakcijama. Male
sfericne stanice pokazuju veliki omjer povrSine spram volumena §to im omogucuje brze
uzimanje hranjivih tvari, kao 1 lakSe lebdenje u vodenom stupcu. Za velike stanice uglavnom
vrijedi suprotno (Finkel i sur. 2010; Litchman i sur. 2010). U malim frakcijama takoder
prevladavaju bicasi, koji se mogu samostalno kretati u malim veli¢inskim skalama kao i stanice
bez znacajne stanicne stijenke. Iznimka su kokolitoforidi kojima je stanica prekrivena kalcitnim
ploCicama (kokoliti).

U mikrofrakciji postoji veca raznolikost organizacija i oblika pa tako stanice brojnih skupina
dijatomeja i dinoflagelata posjeduju izvrate stanice poput Siljastih nastavaka koji mogu biti
ravni, zakrivljeni i razli¢ito rasporedeni u prostoru. Osnovni oblik stanice moze dolaziti u
formama kugle, elipsoida, prizme, valjka, piramide i raznim kombinacijama tih oblika.
Pojedine stanice mogu biti izduzene ili spljostene oko razliitih osi Sto im daje vise ili manje
Stapicasti oblik. Stanice dinoflagelata posjeduju bic¢eve, za razliku od dijatomeja koje zbog toga
tonu, Sto je bitan faktor smrtnosti u njihovoj populciji. Smatra se da je jedna od svrha tih

raznolikih oblika i seta na stanicama da sprjecavaju njihovo tonjenje (Durante 1 sur. 2019). Vrlo



Cesta pojava kod nekih dijatomeja i dinoflagelata je da tvore lancaste kolonije. To takoder
doprinosi zastiti od tonjenja (Padisdk, Sordczki-Pintér, i Rezner 2003), migraciji unutar
vodenog stupca (Lovecchio i sur. 2019) te iskoriStavanju hranjivih tvari i svjetla (Naselli-Flores
1 Barone 2011). Osim samog oblika stanice i grada stani¢ne stijenke je vrlo raznolika pa tako,
primjerice, dijatomeje posjeduju silikatnu frustulu, a dinoflagelati celuloznu teku (Simon i sur.

2009).

2.2.  Fkologija fitoplanktona

Fitoplankton je glavni izvor organske tvari u morskom ekosustavu, kao 1 glavni izvor
atmosferskog kisika (Sekerci 1 Petrovskii 2015). Za svoj rast koristi Suncevu svjetlost, uglji¢ni
dioksid i otopljene hranjive soli. Zbog ovisnosti o svjetlosti, fitoplankton je moguce pronaci u
prvih 200 m vodenog stupca, odnosno u fotickoj zoni, gdje procesom fotosinteze stvaraju
organsku tvar. Brojni organizmi koriste i dodatne strategije za dobivanje ugljika poput
miksotrofije i1 kleptoplastije. Miksotrofija uklju¢uje kombinaciju autotrofije (fotosinteza) i
heterotrofije i Cesta je pojava u gotovo svim redovima dinoflagelata (Stoecker 1999) i velikom
broju morskih cilijata (trepetljikasa, Stoecker, Michaels, 1 Davis 1987; Pierce 1 Turner 1992).
Zbog toga je ponekad teSko povuéi granicu izmedu fitoplanktona i zooplanktona. Odnosi
postaju jo§ zamrseniji ukoliko se uzme u obzir da brojni dinoflagelati i cilijati mogu zadrzati
autotrofni plijen ili njegove plastide kao endosimbionte, pa se taj fenomen naziva
kleptoplastijom. Samim time, moze se rec¢i kako kleptoplastija je pocetni korak u endosimbiozi,
odnosno procesu nastanka novih organela iz prethodno slobodnozivucih stanica. U slucaju
dinoflagelata radi se o tercijarnoj endosimbiozi jer plastidi potjecu od onih skupina kod kojih
se ve¢ dogodila sekundarna endosimbioza (Gagat i sur. 2014; Falkowski i sur. 2004). Izvor tih
plastida mogu biti kriptofiti, dijatomeje, haptofiti i ostali organizmi (Johnson i Beaudoin 2019;
Gagat i sur. 2014).

Osim ugljika, za rast ovih organizama potrebne su i otopljene hranjive soli koje su izvor ostalih
elemenata potrebnih za izgradnju i funkcioniranje stanica. Glavni makronutrijenti su duSikove
soli (nitriti, nitrati 1 amonij), fosfor (ortofosfati i ostali anorganski te organski fosfor), metali
(silicij, zeljezo, kalcij) te razni mikronutrijenti poput bakra, cinka, molibdena i ostalih. Za
optimalan rast stanica potreban je optimalan molarni omjer dostupnih kemijskih elemenata. Za
ugljik, dusik i fosfor optimalnim se smatra Redfieldov omjer (C:N:P = 106:16:1) budu¢i da taj
omjer tih elemenata u morskoj vodi odrazava njihov omjer u stanicama (A. C. Redfield,
Ketchum, i Richards 1963; Alfred C. Redfield 1934). Samim time duSik je glavni

ogranicavaju¢i element za primarnu produkciju. Limitacija duSikom izraZzena je u



stratificiranim morima, primjerice u oceanskim vrtlozima (Bristow i sur. 2017; Browning i
Moore 2023). Stanice koriste dusik u formi nitratnih (NO3") nitritnih (NOy") ili amonijevih
(NH4") iona. Dusikovi spojevi u more dolaze iz atmosfere, rijeka, razgradnjom organskih tvari,
te antropogenim utjecajem (Gruber 2008). Neke cijanobakterije mogu doprinijeti ukupnom
budzetu dusikovih spojeva procesom nitrifikacije, iako su te vrste ¢eS¢e u tropskim morima
(Simon 1 sur. 2009). U eutrofnim obalnim morima cest ograni¢avajuci element je fosfor,
prilikom ¢ega spomenuti Redfieldov omjer ne bude ostvaren (N:P > 16:1). Glavni izvor fosfora
u morima su rijeke koje donose Cesticni otopljeni fosfor u more, a znacajan je i antropogeni
unos. Najéesée dolazi u obliku otopljenog ortofosfata (POs>) te u sastavu organskih tvari
(Paytan 1 McLaughlin 2007). Limitacija fosforom dogada se upravo zbog velike ovisnosti
njegove koncentracije o njegovom unosu u more rijekama (Bristow i sur. 2017). Osim fosfora,
1 drugi elementi poput Zeljeza 1 silicija mogu biti limitirajuci, a Cest je i fenomen ko-limitacije
hranjivim solima (Bristow i sur. 2017; Browning i Moore 2023).

Limitacije hranjivim solima bitno utjecu na sastav i funkcioniranje fitoplanktonske zajednice.
Primjerice, limitacija fosforom moZe uzrokovati promjene u brzini rasta populacija Sto se
ocituje u sastavu vrsta, buduci da one tada prevladavaju one prilagodenije tim uvjetima (Ingrid
Ivanci¢ 1 sur. 2012). Prilagodbe ukljucuju promjene u metabolickim putevima, ekspresiju
enzima alkalne fosfataze te sposobnost skladistenja fosfora i njegovo ucinkovitije koristenje
(Lin, Litaker, i Sunda 2016). Takoder, nedostatak fosfora moze promijeniti morfologiju stanica
poput promjene u debljini stanica ili njezinih dijelova, sadrzaju klorofila (Smodlaka Tankovi¢,
Baricevi¢, Ivanci¢, 1 sur. 2018; Kuzat 1 sur. 2022) i fosfolipida (GaSparovi¢ i sur. 2013, 2023).
Osim hranjivih soli, glavni limitiraju¢i ekoloski ¢imbenici su svjetlost, temperatura i salinitet.
Fizikalni c¢imbenici poput mijeSanja vodenog stupca uvjetuju raspored planktonskih
organizama kao i resuspenziju mineraliziranih hranjivih tvari iz pridnenih slojeva. Smatra se
kako upravo mijeSanje vode (turbulencija) u fotickoj zoni ima glavnu ulogu u inicijaciji
povecanja brojnosti fitoplanktonskih organizama, posebice u prolje¢e kada vise svjetlosti
dopire u dublje slojeve vode, a mijeSanje vode bude ogranic¢eno u gornjim slojevima (Sverdrup
1953). Svjetlost uvjetuje 1 koji ¢e morfotipovi prevladavati budu¢i da manje stanice bolje
uspijevaju u uvjetima manjeg osvjetljenja (Finkel 2001; Riegman 1 sur. 1993; Sommer 1 sur.
2017). Vece stanice, s druge strane pruzaju bolju zaStitu od pretjeranog osvjetljenja
(fotoprotekcija). Isto tako, svjetlost utjeCe i na raznolikost vrsta pa ¢e tako velike dijatomeje
prevladavati u uvjetima fluktuacije svjetla, za razliku od pikoplanktona koji ima drugaciji sastav
fotosintetskih pigmenata i prilagodbe fotosustava II. (Key i sur. 2010). Salinitet je jedan od

ekoloskih ¢imbenika koji takoder utjeCe na fitoplankton. U slatkim vodama dominiraju



drugacije vrste i skupine: velik broj vrsta filamentoznih cijanobakterija, zelenih algi i
dinoflagelata dok su, primjerice kokolitoforidi gotovo odsutni. S druge strane, U morima
prevladavaju dijatomeje, kokolitoforidi, silikoflagelati, dinoflagelati i s malo vrsta
cijanobakterija (Kilham i Hecky 1988). Ove razlike uvjetovane salinitetom uocljive su u
ekosustavima sa snaznim gradijentom saliniteta poput Baltickog mora gdje je vidljiva razlika
izmedu gotovo slatke vode gdje ljeti dominiraju filamentozne cijanobakterije i slanije vode gdje
dijatomeje prevladavaju tijekom veceg dijela godine (Gasiiinaité i sur. 2005). Osim toga,
promjene u salinitetu mogu biti pokazatelj utjecaja slatke vode, ¢esto obogacene hranjivim
solima Ciji omjeri mogu biti razli¢iti od onih optimalnih za rast fitoplanktona. Tako je,
primjerice, nizak salinitet u poluzatvorenim morima pokazatelj je limitacije fosforom (Cai i sur.
2024). Temperatura je takoder vazan limitirajuci ekoloski ¢imbenik koji utje¢e na brzinu rasta
populacije. Visa temperatura znaci vecu stopu rasta (Sherman i sur. 2016), iako previsoke
temperature mogu izazvati stres (Rajadurai i sur. 2005). Niske temperature dovode do slabijeg
rasta populacije kao i stvaranja cista kako bi se prezivjeli nepovoljni uvjeti. Temperatura utjece
1 na raznolikost vrsta pa ¢e u toplijim morima dinoflagelati pokazivati vece brojnosti, za razliku
od dijatomeja koje preferiraju proljece i1 jesen kada zbog mijeSanja vodenog stupca dolazi do
pada temperature (Totti i sur. 2000; Aubry i sur. 2012). Ovdje je ocito 1 da raslojavanje vodenog
stupca (stratifikacija) ima velik utjecaj budu¢i da dinoflagelati mogu samostalno plivati i
odrzavati se u vodenom stupcu, za razliku od dijatomeja koje su prilagodene zivotu u uvjetima
mijeSanja mora.

Ve¢ je spomenuto kako je mijeSanje mora bitan ¢imbenik za rast, raspored i selekciju
morfoloskih osobina fitoplanktona. Ukoliko se stave u odnos mijeSanje mora i dostupnost
hranjivih soli tada je mogucée dobiti idealizirani dijagram koji prikazuje zivotne oblike
fitoplanktona koji dolaze u stanjima sustava odredenim tim dvama ¢imbenicima. Taj prikaz
naziva se Margalefova mandala i1 na njoj je vidljiva zamjena zivotnih oblika karakteriziranih
brzim rastom populacije (» vrste) s onima koji se sporije razmnozavaju, ali viSe ulazu u rast
stanica (k vrste). U uvjetima jakog mijeSanja mora i niske dostupnosti hranjivih soli tesko ¢e
opstati bilo koji zivotni oblik (takozvana “praznina”). Ukoliko je koncentracija hranjivih soli
velika u uvjetima mijesanja mora tada ¢e prevladavati » vrste i sfericne stanice. Kako se trose
hranjive soli, a more stratificira, tada se dogada zamjena tih oblika s £ vrstama, karakteriziranih
debljim stanicama (Margalef 1978). Ovaj model zamjene Zivotnih oblika, odnosno njihove
sukcesije dodatno je unaprijeden te su uzeti u obzir i ostali ekoloSki ¢imbenici i osobine
organizama. Sukcesija fitoplanktona u ovom modelu prati promjene u dostupnosti hranjivih

tvari, turbulenciji, svjetlu i ekoloSkim strategijama. U ranoj fazi sukcesije, kada je turbulencija



vode visoka 1 kada su visoke koncentracije anorganskog NOs~, dominiraju dijatomeje zbog
svoje brze stope rasta, velike veliine stanica i sposobnosti skladiStenja NOs~. Ove r vrste
podrzavaju novu produkciju, ucinkoviti prijenos energije kroz troficke razine i imaju nacin
kretanja potonu¢em. Kako stratifikacija jaca, prilikom ¢ega se omjer hranjivih soli pomice
prema vec¢em omjeru N:P te uz vecu prisutnost reduciranih oblika poput NH4", pocCinju
dominirati dinoflagelati i drugi miksotrofni flagelati. Njihova im sporija stopa rasta, sposobnost
plivanja, preferencija za NH4" i koriStenje organskih hranjivih tvari omogucuju prezivljavanje
u uvjetima niZe turbulencije i1 slabijeg osvjetljenja. Neke od ovih vrsta, posebice one koje
formiraju Stetna cvjetanja algi (HAB), mogu proizvoditi toksine ili reaktivne vrste kisika (ROS)
kada su hranjive tvari izvan ravnoteze. U kasnijim fazama, kada dominira recikliranje hranjivih
tvari i turbulencija je niska, pikoplankton i cijanobakterije preuzimaju dominaciju. Ove male, k
selekcionirane stanice oslanjaju se na regeneriranu produkciju, uspijevaju u toplim, stabilnim

vodama i klju¢ni su sudionici mikrobnih mreza hranjenja (Glibert 2016).

2.3.  Sjeverni Jadran

Sjeverni Jadran, podrucje ovog istrazivanja, najsjeverniji je dio Mediterana. On je po svim
karakteristikama poluzatvoreno plitko more gdje dubine ne prelaze 60 m. Sjeverni Jadran je i
podrucje s drugim najve¢im unosom slatke vode u Sredozemlju, rijekom Po (Ivanci¢ i Degobbis
1987; Giani, Djakovac, 1 sur. 2012; Giani i sur. 2023). Za podrucje je karakteristi¢no ciklonalno
strujanje (u smjeru kazaljke sata) koje prevladava tijekom veéine godine iako se pod utjecajem
meteoroloskih uvjetacesto javlja i anticiklonalno strujanje, zbog ¢ega je ovo podrucje posebno
zanimljivo. Ciklonalno strujanje prevladava u hladnijem dijelu godine, kada isto¢nojadranska
struja donosi u Jadran oligotrofnu vodu viSeg saliniteta iz istocnog Sredozemlja. Ova vodena
masa rijetko stize do samog sjevernog Jadrana, osim u odredenim situacijama tijekom jeseni i
zime. PovrSinske struje u sjevernom Jadranu sastoje se od od vodenih masa koje su pod snaznim
utjecajem slatke vode te atmosferskih uvjeta puput tlaka i1 vjetra. Tijekom ljeta dolazi do
stratifikacije vodenog stupca i tada je moguca uspostava anticiklonalnih strujanja. U tim
situacijama pulsevi slatke vode rijeke Po mogu stvoriti “jezik” koji putuje povrSinskim slojem
sve do istocne obale Jadrana (Artegiani i sur. 1997; Supi¢, Orlié, i Degobbis 2000; Zavatarelli
1 sur. 1998). Ovakvi cirkulacijski obrasci uzrokuju formiranje zasebne vodene mase s visokim
vremenom zadrzavanja vode 1 tvari koji su pod utjecajem slatke vode (Russo i sur. 2005;

Hopkins i sur. 1999). Zimi je drugacija situacija jer se tada dogada mijesanje cijelog vodenog



stupca i1 formiranja hladne i guste vode koja odlazi u smjeru juznog Jadrana (Bergamasco,
Oguz, 1 Malanotte-Rizzoli 1999; Vilibi¢ 2003). Za sjeverni Jadran karakteristican je
sjeveroistocni vjetar bura koji, pogotovo zimi, moze izmijesati cijeli vodeni stupac Sto ima
velike posljedice na cirkulaciju, fizikalno-kemijske uvjete kao 1 na zive organizme (Boldrin i
sur. 2009; Orli¢, Kuzmi¢, 1 Pasari¢ 1994). Osim bure, koja puSe u naletima i1 vise je
karakteristi¢na za sjeverniji dio Jadrana, u ovom podrucju je karakteristi¢an i jugoistocni vjetar
jugo koji puse kroz cijeli jadranski bazen i gura vodu prema sjeveru ¢ime osnazuje ciklonalno
strujanje (Orli¢, Kuzmi¢, 1 Pasari¢ 1994).

Zbog svega toga, sjeverni Jadran podrucje je snaznih gradijenata ekoloSkih ¢imbenika poput
saliniteta i koncentracije hranjivih soli, te njihovih omjera koji uvjetuju limitacije za biolosku
produkciju (Degobbis i sur. 2000; Lipizer i sur. 2014; Ivanci¢ i sur. 2012). Za sjeverni Jadran
karakteristi¢ne su dugorocne promjene u temperaturi, salinitetu i koli¢ini otopljenih hranjivih
soli. Osim porasta temperature, zadnjih desetljeca dogada se i1 trend porasta saliniteta
(Mihanovié i sur. 2021; Vilibi¢, Sepié¢, i Proust 2013) te trend oligotrofikacije, odnosno
smanjenog donosa hranjivih soli (Degobbis i sur. 2000; Djakovac i sur. 2012; Mozeti¢ 1 sur.
2010). Unato¢ tomu, podrucje je i dalje eutrofno u usporedbi s ostatkom Jadrana i Sredozemlja,
a karakteristi¢na je limitacija fosforom (Ivanci¢ i sur. 2016). Zbog toga je sjeverni Jadran visoko
produktivan ekosustav gdje primarna produkcija odrzava bogatu hranidbenu mrezu kao i gustu
populaciju ribe. Time je dodatno naglasena vaznost prouc¢avanja primarne produkcije u ovome

podrucju (Cibic 1 sur. 2022; Mozetic i sur. 2012).

2.4.  Fitoplankton u sjevernom Jadranu

U sjevernom Jadranu mikrofitoplankton je glavni primarni proizvoda¢ organske tvari.
Dijatomeje najvise doprinose ukupnoj zajednici u smislu brojnosti, kao i u smislu raznolikosti,
a bitne su i1 druge skupine poput dinoflagelata i kokolitoforida (Fuks i sur. 2012; Mari¢ i sur.
2012; Vilici¢ 1 sur. 2009). Sukcesije zajednica u ovome podrucju pokazuju jasnu sezonalnost
pa tako dijatomeje prevladavaju u jesen, kada se redovito dogada cvjetanje mora koje traje
nekoliko mjeseci. S druge strane, i u proljece su moguca cvjetanja mora, ali ona tada budu vise
sporadi¢na. Rana proljetna cvjetanja mora dogadaju se zbog mijeSanja mora koja donose
hranjive soli iz pridnenih slojeva, regenerirane nakon jesenskog cvjetanja i putem rijeka (Mari¢
1 sur. 2012; Mozeti¢ i1 sur. 2010). Tada, pogotovo u zapadnom dijelu sjevernog Jadrana

dijatomeja Skeletonema marinoi postize velike brojnosti (Aubry i sur. 2006; Aubry i Acri 2004;
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Mari¢ 1 sur. 2012) budu¢i da je ova vrsta prilagodena hladnijim uvjetima (Mari¢ Pfannkuchen
i sur. 2018). Dalje tijekom proljeca moguce su sporadi¢na cvjetanja izazvana dijatomejama, a
u tome periodu prevladavaju i nanofitoplanktonske skupine i dinoflagelati koji su bolje
prilagodeni oligotrofnim uvjetima (Vili¢i¢ 1 sur. 2009; Aubry i Acri 2004; Aubry i sur. 2006).
Tijekom proljeca dogada se 1 stratifikacija mora te posljedi¢na limitacija fosforom zbog cega
prevladavaju manje vrste. Dodatna prilagodba na te uvjete jest i ekspresija enzima alkalne
fosfataze koja omogucuje iskoriStavanje fosfora iz organskih izvora (Ivanc¢i¢isur. 2012, 2016).
Tijekom ostatka proljeca, kao 1 tijekom ljeta moguée su povremena cvjetanja mora zbog
rije¢nog unosa hranjivih soli. Tada se dogadaju cvjetanja dijatomeja karakterizirana manjim
brojem vrsta (Aubry i sur. 2022) i velikim stanicama (Cerino i sur. 2019). Tijekom jeseni
dogada se intenzivnije cvjetanje mora u uvjetima mijeSanja mora i jakog unosa hranjivih soli
rijekama. Tada prevladavaju dijatomeje poput Pseudo-nitzschia spp., Chaetoceros spp.,
Lioloma pacificum, Asterionellopsis glacialis 1 brojne ostale vrste. Opcenito, moze se reci kako
je jesen razdoblje najvece brojnosti i raznolikosti dijatomeja. Kasnije tijekom jeseni i zime
pocinju prevladavati kokolitoforid Gephyrocapsa (Emiliania) huxleyi 1 bentiCke penatne
dijatomeje koje budu uzdignute s morskog dna uslijed mijeSanja vodenog stupca (Godrijan i
sur. 2013; Aubry 1 sur. 2022; Mari¢ 1 sur. 2012; Vili€i¢ 1 sur. 2009; Neri 1 sur. 2022; Cerino i
sur. 2019). Ovakva situacija nije stalna pa dolazi i do dugoro¢nih promjena zbog promjena u
rijenim rezimima i oligotrofikacije pa tako odredena cvjetanja mora budu kasnije tijekom
sezone, izostanu ili postaju sporadic¢na (Mari¢ i sur. 2012; Skeji¢ 1 sur. 2024; Vascotto, Mozetic,
1 Francé 2021). Budu¢i da je fitoplankton u ovoj regiji uvelike uvjetovan slatkovodnim
utjecajem, u razdobljima smanjenog utjecaja slatke vode i manje dostupnosti hranjivih tvari
moze se ocekivati viSe sporadi¢na zajednica. Zbog toga je potrebno pridavati veéu paznju
predvidljivosti fitoplanktonske zajednice kako bi se moglo eventualno predvidjeti njen utjecaj

na ostatak ekosustava koji moze biti pozitivan ili negativan.

2.5.  Sluzave nakupine

Vrlo intrigantan fenomen u sjevernom Jadranu, a koji je povezan s aktivnoscu fitoplanktona
jest pojava velikih sluzavih nakupina organske tvari (sluzavih makroagregata). Ove nakupine
mogu biti velike 1 do nekoliko metara, a mogu graditi povrSinske 1 podpovrSinske slojeve duge
1 nekoliko kilometara. PodpovrSinski sloj ovih nakupina naziva se jos i laznim dnom, budu¢i da

uistinu podsjeca na neprekinuto morsko dno. U proslosti, ovaj fenomen velikih sluzavih
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nakupina nazivao se i “mare sporco”’, odnosno prljavo more. Rani zapisi o ovom fenomenu bili
su 1729 (Umani, Ghirardelli, i Specchi 1989) i 1872 u Tr$¢anskom zaljevu (Syrski 1872), a
pojava je redovito opazana tijekom 19. i ranog 20. stolje¢a (Umani, Ghirardelli, i Specchi 1989).
Detaljniji opisi i samo razumijevanje fenomena pocelo je s krajem 20. stoljeca kada su te pojave
bile Cesce, primjerice tijekom 1983., 1988., 1989. (Stachowitsch, Fanuko, i Richter 1990;
Degobbis, Malej, i Umani 1999), 1991. 1 1997. godine (Najdek i sur. 2002; Degobbis, Malej, i
Umani 1999). U ovom stolje¢u fenomen se dogadao 2000., 2002. (Cornello, Boscolo, i
Giovanardi 2005) 1 2004 (De Lazzari i sur. 2008). Osim sjevernog Jadrana, ovaj fenomen
dogada se i u Tirenskom moru (Rinaldi 1 sur. 1995; Giani, Sist, 1 sur. 2012), Mramornom moru
(Yardime1, Esi, 1 Ertiirk 2024; Savun-hekimoglu 1 Gazioglu 2021) i oko Novog Zelanda
(MacKengzie i sur. 2002).

Zanimljivo je i to da se nakon 2004. godine ovaj fenomen nije dogodio sve do ljeta 2024 kada
je ponovo primjecen na velikim skalama u ¢itavom sjevernom Jadranu (Vilibi€ i sur. 2025).
Fitoplankton i organska tvar koju Iuci Cesto stvaraju razlicite agregate koji mogu biti razlicite
veliCine, izgleda i konzistencije. U Sirem smislu, agregati mogu biti sitni, poput morskog snijega
ili nesto ve¢i (makroflokovi 1 niti). Ovi manji agregati ¢eS¢a su pojava od onih vec¢ih. Velike
sluzave nakupine mogu takoder biti razli¢itih oblika pa se tako razlikuju oblaci, koji budu ispod
povrsine, odnosno lebde u vodenom stupcu, a oni mogu formirati i lazno dno. Na povrSini
mogu nastati kremasti i Zelatinozni povrSinski slojevi koji se razlikuju po boji 1 konzistenciji.
Kremasti slojevi Cesto su svijetle boje 1 dolaze tik ispod povrSine dok zelatinozni slojevi plutaju
povrsinom i budu zute 1 smede boje (Stachowitsch, Fanuko, i Richter 1990; Precali i sur. 2005)

§to se vidi na Slici 2.
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Slika 2. Povrsinski slojevi sluzavih nakupina u Rovinju (07.08.2024). Na fotografiji b vidljiv je
zelatinozni sloj koji pluta povrSinom mora dok su na ostalim fotografijama (a, c, d) vidljivi kremasti

povrsinski slojevi koji budu tik ispod povrsine vode.

Sluz koja gradi ove nakupine je sloZzena mjeSavina organskih spojeva poput ugljikohidrata,
proteina, lipida, amida, organosilikata i ostalih spojeva. Ti spojevi budu polimerizirani u slozeni
matriks nalik huminu (Mecozzi i sur. 2005; Kovac i sur. 2004). Anorganski spojevi poput
karbonata 1 silikata takoder imaju znacajan udio (Mecozzi i sur. 2005). Glavni izvor organskih
prekursora sluzi su fitoplanktonske stanice koje luce organske tvari u more, bilo aktivno zbog
raznih mogudih bioloskih uloga te sluzi, bilo pasivno tijekom predacije i infekcija. Smatra se
da je mikrofitoplankton glavni izvor organske tvari, ali je teSko re¢i koje su tocno vrste ili
skupine klju¢ne u ovome fenomenu. Vrste dijatomeja poput Thalassionema nitzschioides,
Cylindrotheca closterium, Cerataulina pelagica ili Pseudo-nitzschia delicatissima g Cesto su
nadene u asocijaciji s nakupinama (Najdek i sur. 2002; Totti i sur. 2005; Revelante i Gilmartin

1991). Medu njima, posebnu pozornost privlaci vrsta C. closterium, za koju se smatra da ima
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ulogu u oslobadanju sluzi, kao 1 u odrzavanju ve¢ postoje¢ih agregata (Najdek i sur. 2002,
2005). Takoder i dinoflagelati poput Gonyaulax fragilis (Pistocchi i sur. 2005; Pompei i sur.
2003) ili Ceratium furca primijeceni su u ve¢im brojevima u agregatima (Totti i sur. 2005). G.
fragilis moze proizvoditi sluz u velikim koli¢inama i sa sli¢nim svojstvima kao 1 u agregatima
Sto je eksperimentalno dokazano (Pistocchi i sur. 2005; Pompei i sur. 2003).

Kako bi uopée doslo do razvoja ovog fenomena potrebno je nakupljanje organske tvari u
velikim koncentracijama u morskoj vodi. Ova organska tvar naziva se transparentni
egzopolimer (TEP, od eng. transparent exopolymer). Poznato je da brojne fitoplanktonske vrste
mogu proizvesti TEP 1 sluz (Passow 2002; Fukao, Kimoto, i Kotani 2010). Tijekom ljetnih
mjeseci zbog visoke temperature i utjecaja slatke vode u uvjetima mirnog vremena u sjevernom
Jadranu dolazi do stratifikacije vodenog stupca i smanjenog mijeSanja vode. U takvim uvjetima
dolazi do nakupljanja organske tvari (Russo 1 sur. 2005). Osim toga, u tim uvjetima dolazi i do
limitacije fosforom zbog njegove potroSnje u povrsinskim slojevima (Ivanci¢ i sur. 2012) koja
dodatno poti¢e proizvodnju sluzi u fitoplanktonskih stanica (Urbani i sur. 2005). Ostali
¢imbenici poput smanjenog predacijskog pritiska (eng. grazing), bakterijska aktivnost te viralne
infekcije takoder pospjeSuju oslobadanje organske tvari u vodu. Ono $to jo$ nije poznato jest
kompletan mehanizam odnosno sam proces polimerizacije tih organskih tvari u veliki sluzavi
matriks (Degobbis, Malej, i Umani 1999). U ovome radu bit ¢e analizirani uzorci dobiveni
svakodnevnim uzorkovanjem tijekom 2024. godine kako bi se utvrdila uloga pojedinih grupa
fitoplanktonskih organizama u ovome fenomenu te njihove prilagodbe na tada prisutne uvjete

u okoliSu.

2.6.  Metode pracenja zajednice
2.6.1.  Svjetlosna mikroskopija

Svjetlosna mikroskopija je tradicionalan nacin pracenja fitoplanktonske zajednice u sjevernom
Jadranu, gdje postoje podaci dugorocni podaci o raznolikosti i brojnosti ovih organizama
(Mari¢ 1 sur. 2012; Revelante 1 Gilmartin 1976; Aubry i Acri 2004; Aubry 1 sur. 2006; Godrijan
1 sur. 2013; Neri 1 sur. 2022; Totti i sur. 2019; Vili¢i¢ i sur. 2009; Vascotto, Mozeti¢, i Francé
2021). Jedna od najstarijih tehnika mjerenja brojnosti fitoplanktonskih organizama sastoji se od
brojanja stanica sedimentiranih u odredenom volumenu uzorka pomocu invertnog mikroskopa.
Organizmi moraju biti fiksirani Lugolovom otopinom ili Formaldehidom prilikom cega
pokretni organizmi postanu nepokretni i stoga tonu. Sama fiksacija sprjeCava raspadanje

organizama zbog Cega uzorak moze biti analiziran kasnije. Ovakvu metodu odredivanja
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brojnosti fitoplanktona prvi je upotrijebio Utermohl 1931., a usavrSio 1958. godine pa ona nosi
njegovo ime (Utermohl 1958; Utermohl 1931). U samom procesu koristi se duga plasti¢na ili
staklena cilindri¢na komora koja na donjem dijelu ima bazu koja sluzi da se priljubi za donju
komoricu sustava. Donja komorica sustava je ploca koja sadrzi stakalce debljine do 0.2 mm, a
promjera jednakog promjeru cilindra. Cijeli proces pocinje homogenizacijom prethodno
fiksiranog uzorka u formalinu ili Lugolovoj otopini. Homogenizacija podrazumijeva lagano
mijesanje boce s uzorkom kako bi se organizmi ravnomjerno rasporedili u njoj. Nakon toga
uzorak se odlijeva u cilindar postavljen na donju komoricu sustava, tako da dio sa stakalcem
zatvara sam cilindar s donje strane. Odliveni poduzorak pokriva se pokrovnim stakalcem kako
bi podtlak drzao cijeli sustav na okupu. Volumeni koji u konac¢nici budu analizirani mogu biti
razlic¢iti: 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL i 100 mL. Volumen se odabire na temelju
ocekivane gustoce stanica, pa tako za guSce uzorke se koriste manji volumeni i obrnuto.
Dijelovi sustava i sustavi razli¢itih volumena prikazani su na Slici 3. Vrijeme potrebno za
sedimentaciju utvrduje se na temelju volumena komorice ako se koristi Lugolova otopina, tada
je za 50 mL potrebno 24 sata kako bi uzorak sedimentirao. Za sedimentaciju uzoraka fiksiranih

formalinom potrebno je 40 sati neovisno o volumenu (Edler i Elbrachter 2010).
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Slika 3. Sustavi za sedimentaciju uzorka po Utermohlovoj metodi razli¢itih volumena. Najmanji
volumeni budu sedimentirani u ,,Zeiss komoricama“ sa navojem. U prvom planu su prikazane s lijeva

na desno: pokrovno staklo, cilindri¢na komora i donja komorica.

Nakon sedimentacije cilindricna komorica se uklanja klizanjem u stranu prilikom cega se
istovremeno zamjenjuje pokrovnim stakalcem. Na stoli¢ invertnog mikroskopa se postavlja
samo donja komorica gdje se na donjem stakalcu nalaze sedimentriani organizmi. Ovi
organizmi prate Poissonovu distribuciju odnosno ravnomjerno su rasporedeni na stakalcu. Zbog
toga, za razliku od drugih sli¢énih metoda, nije potrebno brojati sve stanice u komorici (§to moze
biti izazovno u slucaju velikih brojnosti) ve¢ je moguce analizirati transekte u slucaju kada je
brojnost stanica velika. Prilikom toga vazno je znati na kojemu je povecanju vrSena analiza,
odnosno potrebno je poznavati analiziranu povrSinu. Mnozenjem broja stanica videnih u
transektu s koli¢nikom analizirane povrsine i ukupne povrsine komorice dobiva se broj koji se
podijeli sa volumenom komorice. Nakon toga rezultat se mnozi s tisu¢u i konacni rezultat tad

bude izraZen kao broj stanica po litri (stanica L™"). Uobi¢ajena je praksa brojati ve¢e organizme
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na malom povecanju, prilikom ¢ega se analizira cijela komorica, a zatim se manji organizmi
analiziraju metodom transekta koja bude prilagodena brojnosti organizama (Edler 1 Elbréchter
2010; Utermohl 1958). Prilikom identifikacije organizama poZzeljno je Kkoristiti invertni
mikroskop s faznim kontrastom i diferencijalnim interferencijskim kontrastom (DIC).
Mjerenjem morfologije stanica moguce je i1 procijeniti veliinu i1 biovolumen organizama,
varijable bitne za kasnije ekoloske analize. Glavni nedostatak ove metode je relativno mali
volumen koji bude analiziran prilikom cega rijetke i malobrojne vrste mogu biti izostavljene.
Takoder, upotreba formalina ili Lugolove otopine u pripremi uzorka mogu dovesti do promjene

u morfologiji organizama ili ¢ak i do raspada stanica zbog Cega je otezana identifikacija.

Prethodno navedene tehnike brojanja prikladne su za odredivanje brojnosti rjedih i velikih
stanica. Medutim, za brojanje vrlo brojnih i malenih organizama od kojih vecina njih pripada u
prokariote potrebne su drugalije metode poput epifluorescentne mikroskopije.
Pikocijanobakterije su najmanji i najbrojniji fotosintetski organizmi u moru od kojih su
najbrojniji 1 najpoznatiji predstavnici Synechococcus 1 Prochlorococcus. Zbog njihove
brojnosti volumeni potrebni za reprezentativnu analizu mogu biti manji od onih koji se koriste,
primjerice, koriStenjem Utermohl metode. Stoga ¢e u ovom slucaju organizmi poput dijatomeja
biti vrlo rijetki organizmi pa tijekom filtracije nece zacepiti filtar ili smetati tijekom brojanja.
Za filtraciju se koristi tamni filtar na kojem zaostaju organizmi koji se potom promatraju na
epifluorescentnom mikroskopu (Hobbie, Daley, i Jasper 1977; Daley i Hobbie 1975).
Autofluorescencija pigmenata omogucava raspoznavanje razli¢itih skupina pikoplanktonskih
organizama zbog razliCitih vrsta pigmenata koje razlicite skupine sadrze. Neke cijanobakterije
sadrze pigment fikoeritirin zbog ¢ega fluoresciraju u Zutom dijelu spektra. Ovu skupinu ¢ine
cijanobakterije iz roda Synechococcus 1 razlikuju se od onih koje sadrze fikocijanin, odnosno
onih koje fluoresciraju u crvenom dijelu spektra (Callieri 1 Stockner 2002; Heather, Frances, i
Kelley 1994). Epifluorescenta mikroskopija koristi se 1 za brojanje nanoplanktona. Na tamnom
filtru ostaju organizmi koji mogu biti obojeni primulinom kako bi se odredila brojnost
heterotrofnih nanoflagelata dok autofluorescencija klorofila omogucuje identifikaciju
autotrofnih organizama (Caron David 1983). Ove dvije veli¢inske frakcije fitoplanktona mogu
biti analizirane i1 proto¢nom citometrijom, koja takoder omogucuje razlikovanje grupa
organizama na temelju autofluorescencije njihovih pigmenata o ¢emu c¢e detaljnije biti
raspravljano dalje u radu. Treba na kraju napomenuti kako su tehnike odredivanja brojnosti i
raznolikosti fitoplanktona svjetlosnom mikroskopijom dugotrajne i naporne pa zbog toga

postoji ogranienje broja uzoraka koji mogu biti obradeni u razumnom vremenskom periodu.
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Stoga su razvijene brze metode poput proto¢ne citometrije koje mogu obraditi velik broj
uzoraka u kratkom vremenu i kod kojih postoji mogucénost automatizacije analize. Isto tako,
kod svjetlosne mikroskopije je nemogucée ponovo provijeriti rezultate brojanja buduc¢i da uzorak

nakon analize ne bude sacuvan te je analiza podlozna subjektivnosti osobe koja ju provodi.

2.6.2.  Protoc¢na citometrija sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje)

Protocna citometrija je automatiziranu metodu analize Cestica suspendiranih u vodi. Osnovni
princip ove metode jest propustanje uzorka kroz tanku prozirnu kapilaru prilikom cega
suspendirane Cestice prolaze kroz snop laserske svjetlosti. Prilikom prolaska ¢estice kroz snop
svjetlosti dogadaju se opticki fenomeni rasprSenja svjetlosti i fluorescencija pigmenata ukoliko
su oni prisutni. Pigmenti mogu biti umjetno dodani ili biti prirodno prisutni, poput fotosintetskih
pigmenata u stanicama. U drugom slucaju radi se o autofluorescenciji, buduci da fotosintetski
pigmenti posjeduju sposobnost fluoresciranja. Tekucina uzorka obi¢no se puma uz pomoé
kalibrirane peristalticke pumpe (sam dizajn peristaliticke pumpe sprjecava kontakt analiziranog
fluida s ostalim komponentama pumpe, ¢ime se sprjeCava moguc¢a kontaminacija i oStecenje
stanica). Osim uzorka, u kapilaru bude ubrizgan 1 mlaz Ciste tekuéine (eng. sheath fluid) koji
prolazi izmedu stijenki kapilare i uzorka, ¢ime se prisiljava uzorak da putuje sredinom kapilare.
To omogucuje i nesmetani laminarni protok tekuéine te hidrodinami¢ko fokusiranje
suspendiranih Cestica koje zbog toga prolaze kroz laserski snop jedna za drugom. Sustav leca,
prizmi 1 polupropusnih zrcala usmjeravaju rasprSenu i1 fluoresciranu svjetlost prema
detektorima (fotomultiplikatorske cijevi). Polupropusna zrcala specifi¢no propustaju odredene
valne duljine $to omogucuje identifikaciju specifi¢nih pigmenata (Davey i Kell 1996).
Konacno, podaci o intenzitetu prednjeg i bocnog rasprSenja svjetlosti te fluorescencijama
pigmenata budu pohranjeni u digitalnom obliku. Prilikom pohrane, ili tijekom same analize
obi¢no se postavlja grani¢na najniza vrijednost Zeljene varijable (rasprSenje ili fluorescencija)
kako bi se izbjeglo biljeZenje pozadinskog i elektroni¢kog Suma te kako bi se biljezile Cestice
od interesa. Ova funkcija se na engleskom naziva trigger (okidac). Tako pohranjeni podaci
mogu se prikazivati u nizu dvodimenzionalnih prikaza (citograma) gdje osi prikazuju
intenzitete rasprSenja i fluorescencije, a tocke pojedinacne observacije Cestica (eng. event). Na
tim prikazima tocke obi¢no budu grupirane s obzirom na njihova opticka svojstva pa je zbog
toga moguce razlikovati razlicite skupine suspendiranih Cestica. Nakon identifikacije tih grupa
(eng. gating) moguce je odrediti njihovu koncentraciju u uzorku (Davey i Kell 1996; Rowley
2012). Zbog toga je proto¢na citometrija metoda koja istovremeno omogucuje razlikovanje

razlicitih tipova Cestica, kao i njihovu brojnost u uzorku u relativno kratkom vremenu. Samim
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time, protoCna citometrija je postala Cesto koriStena metoda za analizu fitoplanktonskih
organizama. U tom slu¢aju suspendirane Cestice su zapravo stanice tih organizama kod kojih je
klju¢no to Sto sadrze klorofil i ostale fotosintetske pigmente koji imaju sposobnost
autofluorescencije. Zbog autoflorescencije pigmenata moguce je razlikovati fotosintetske
organizme od onih heterotrofnih te nezivih Cestica ukoliko se kao trigger odabere fluorescencija
klorofila. Osim toga, razli¢it sastav pigmenata kod razli€itih fitoplanktonskih grupa odrazava
se kao postojanje razli¢itih grupa u citogramima (Trask, van den Engh, i Elgershuizen 1982).
Poznato je da razlicite taksonomske skupine fitoplanktonskih organizama imaju razlicit sastav
pigmenata. Svi fitoplanktonski organizmi sadrze klorofil a. Klorofil  karakteristiCan je za
zelenu liniju eukariota dok je klorofil ¢ karakteristi¢an za za crvenu liniju eukariota (Seppila
2022; Falkowski 1 sur. 2004). Klorofil a fluorescira u crvenom dijelu spektra Sto omogucuje
njegovu laganu detekciju. Osim njega, bitni su 1 pridodani pigmenti koji su obi¢no iz skupine
karotenoida. Pikocijanobakterije poput onih iz roda Synechococcus sadrze fikoeritrin kao
pridodani pigment koji im daje karakteristiénu narancastu fluorescenciju (Waterbury i sur.
1979; Olson, Vaulot, i Chisholm 1985). S druge strane, cijanobakterije iz roda Prochlorococcus
ne pokazuju narancastu fluorescenciju, dok je njihova crvena fluorescencija vrlo slabog
intenziteta. Zbog toga su one otkrivene tek kada je protoCna citometrija postala dovoljni
razvijena metoda (Chisholm i sur. 1988). U eukariota crvene alge, kriptofiti te neki dinoflagelati
i cilijati sadrze fikobiline kao pridodane pigmente koji im daju karakteristicnu narancastu
fluorescenciju (Seppéld 2022). Stoga je ove navedene grupe relativno lako razlikovati pomocu
protoCne citometrije. Dijatomeje i dinoflagelati, Ceste grupe unutar mikro frakcije teze je
razlikovati pomocu klasi¢ne proto¢ne protocne citometrije buduci da je njihova fluorescencija
uglavnom u crvenom dijelu spektra. Dodatni izazov za mikrofitoplankton jest i njegova
veli¢ina, kao 1 Cesta pojava kolonija koje je teSko primjetiti pomocu klasi¢ne protocne
citometrije koja ¢e ih zabiljeziti kao jednu toCku s velikim intenzitetima rasprSenja i

fluorescencije.
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Slika 4. Protocni citometar za zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) CytoSense (CytoBuoy b.v.,
Nizozemska), model CS-2021 prikazan sa zastitnim pokrovom instrumenta (a) i bez njega, prilikom

Cega su vidljive unutarnje komponente (b).

Zbog toga je razvijena protoc¢na citometrija sa zapisom pulsa (Slika 4) koja, u usporedbi s
klasicnom proto¢nom citometrijom ima visoku frekvenciju biljezenja signala tijekom analize
(4 MHz). To omogucuje da svaka opservacija ne bude zabiljezena samo kao jedna tocka u
citogramu, ve¢ se za svaku stanicu dobiva njezin jedno dimenzionalni profil, odnosno zapis
pulsa. Na Slici 5. vidljivo je kako kolonija dijatomeja prolaskom kroz lasersku zraku stvara
cjelovit zapis pulsa svjetlosti nastalog prednjim rasprSenjem (FWS, od eng. forward scatter),
bocnim rasprSenjem (SWS, od eng. sideward scatter) te u tri fluorescencijska kanala: crvenom
(FIR, eng. red fluorescence), narancastom (F10, eng. orange fluorescence) 1 zutom (FIY eng.
yellow fluorescence). Ovaj jednodimenzionalan zapis daje izravan uvid u strukturu kolonije.
Robusni dizajn instrumenta omogucuje analizu stanica u cijelom rasponu veli¢ina, od
pikocijanobakterija do kolonija dugih 1 mm. Takoder, ovaj instrument izvorno je razvijen kao
in situ proto¢ni citometar nazvan CytoSense (ili CytoSub, ukoliko ga se koristi za podvodno
mjerenje) kojega je moguce ugraditi u sklopu oceanografskih plutac¢a i drugih autonomnih

sustava prikupljanja podataka (Dubelaar i sur. 1999; Dubelaar i Gerritzen 2000). Ova
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metodologija omogucuje pracenje brzih promjena u fitoplanktonskoj zajednici, budu¢i da
instrument moze autonomno vrsiti analizu nekoliko puta u satu odnosno danu.

Dodatna prednost ove metodologije je u analizi dobivenih zapisa pulseva (eng. pulse-shape). 1z
svakog detektora (SWS, FWS, FLR, FIO i FIY) nastaje odgovarajuc¢i zapis (Slika 5). Sami
zapisi su bogat izvor informacija o morfologiji analiziranih stanica. Duljina zapisa daje uvid u
duljinu stanice. Obi¢no se uzima duljina zapisa na polovici njegove visine kako bi se sprijecilo
precijenjivanje duljine stanice. Iz samog oblika zapisa moze se zakljuciti oblik analizirane
stanice. Ukoliko zapis ima zvonolik oblik, tada je rije¢ o sferi¢noj stanici. IzduZeniji zapis
odgovara izduzenim, Stapicastim i cilindricnim stanicama. Simetrija zapisa ukazuje na simetriju
same stanice, kao i na polozaje unutarstani¢nih organela te vanjske nastavke. Polozaj plastida
vidljiv je iz zapisa pulsa crvene fluorescencije (ili zute odnosno narancaste). Kolonije su

vidljive kao zapisi pulsa s viSe maksimuma.

mvV ; Prednje rasprienje
10.000

1.000

100
: i
H Naranfasta |
10 F fluorescencija |
1
0.1+ ; R

fluorescencija

———

200 U
Duljina signalasm)

Slika 5. Prikaz mikrofotografije kolonije dijatomeja (gore) i njezinih odgovaraju¢ih zapisa pulseva u
razlic¢itim kanalima (fluorescencija i rasprSenje) dobivenih CytoSense proto¢nim citometrom sa zapisom

pulsa (dolje) (prilagodeno prema https://www.cytobuoy.com/ )
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Kako bi se kvantitativno izrazile te osobine zapisa pulsa, u programu CytoClus4 iz tih zapisa
racunaju se sljedece varijable: duljina (duljina zapisa pulsa na polovici njegove visine), ukupan
iznos signala (zbroj svih vrijednosti zapisa, povrSina ispod krivulje), maksimum (najveca
vrijednost zapisa), prosjecan iznos signala (ukupan iznos signala podijeljen s brojem tocaka u
zapisu), inercija (mjera rasirenosti signala oko njegova centra), centar gravitacije signala (mjera
koliko je zapis pulsa koncentriran oko jedne tocke), faktor popunjavanja (odstupanje oblika
zapisa pulsa od pravokutnika), asimetrija (mjera asimetricnosti zapisa), broj stanica (broj
lokalnih maksimum signala). Sve ove varijable mogu se racunati za sve snimljene zapise pulsa
u svim kanalima (SWS, FWS, FLR, FIO i F1Y) §to daje mnogo informacija o samim stanicama
(Tablica 1). Te su varijable izraCunate za svaku observaciju, odnosno one su specificne za
svaku stanicu, ali moguce je i izracunati njihovu ukupnu ili prosjec¢nu vrijednost po uzorku.
Prednje rasprSenje (FWS) daje informaciju o volumenu stanice. Ukupan FWS po volumenu
daje koncentraciju biovolumena po volumenu uzorka. Sli¢no, ukupan FIR po volumenu daje
koncentraciju klorofila po volumenu. Bo¢no rasprsenje (SWS) daje informaciju o postojanju
unutarnjih struktura u stanici koje rasprsuju svjetlost. Omjer ukupnog SWS:FWS tako daje
informaciju o specificnoj ultrastrukturalnoj slozenosti stanice. FWS broj stanica daje priblizan
broj stanica po lancu. Moguce je izraCunati prosjeCan broj stanica u lancu koji onda daje
informaciju prevladavaju li u uzorku kolonije ili pojedine stanice (Fragoso 1 sur. 2019). Isto
tako, mnozenjem tog broja s ukupnom brojno$¢u moze se dobiti priblizna korekcija, odnosno
broj stanica po volumenu. Ukoliko se od 1 oduzme FWS faktor popunjavanja tada se dobije
informacija o sferi¢nosti stanice. FWS asimetrija daje informaciju o asimetri¢nosti stanice i
kolonije. Omjer ukupnog (FIO + F1Y) naspram ukupnog FIR signala daje udio pridodanih
pigmenata u stanici. Omjer ukupnog FIR i1 ukupnog FWS daje specifi¢ni udio klorofila po
biovolumenu stanice (Fragoso i sur. 2019; Epinoux 2021). Izvedene varijable i njihove

interpretacije navedene su u Tablici 2.
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Tablica 1. Osnovne varijable dobivene iz zapisa pulseva proto¢nog citometra prilikom samog

mjerenja. Varijable su izraCunate za svaki kanal: FWS, SWS, FIR, F1Y i F1O.

polovici visine

Varijabla Sto mjeri Interpretacija
Duljina Duljina zapisa pulsa na [ Sirina signala; informacija o

velidini ili sloZenosti stanice

Ukupan iznos signala

Povrsina ispod krivulje (zbroj

svih vrijednosti)

Koli¢ina svjetla / fluorescencije

/ rasprSenja

Maksimum

Najveca vrijednost signala

Vrhunac intenziteta

Prosje€an iznos signala

Ukupan iznos signala

podijeljen s brojem tocaka

Srednji intenzitet

Inercija

Mjera raSirenosti signala oko

centra

Pokazatel; morfologije:

zbijenost stanice

Centar gravitacije signala

Gdje je signal koncentriran

Pokazatelj morfologije: poloZzaj

organela
Faktor popunjavanja Odstupanje oblika zapisa od | Pokazatel; morfologije:
pravokutnika izduzene ili sferi¢ne stanice
Asimetrija Mjera asimetri¢nosti signala Pokazatel; kolonija ili

nepravilnih stanica

Broj stanica

Broj lokalnih maksimuma

signala

Procjena broja stanica u lancu
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Tablica 2. Varijable izvedene iz onih u Tablici 1 i njihova bioloska interpretacija prema

(Fragoso 1 sur. 2019; Epinoux 2021)

Izvedena vraijabla Interpretacija

Ukupan FWS po volumenu Koncentracija biovolumena po volumenu
uzorka

Ukupan FIR po volumenu Koncentracija klorofila po volumenu uzorka

Prosjecan FWS / ProsjeCan FWS broj

stanica u lancu

Biovolumen stanice

Prosje¢na FWS duljina

Duljina lanca

Prosjena FWS duljina / Prosje¢an

FWS broj stanica u lancu

Duljina pojedinih stanica u lancu

Ukupan SWS: Ukupan FWS

Specificna ultrastrukturalna slozenost

(granulacija)

Prosje¢an FWS broj stanica u lancu

Prevladavaju li kolonije ili pojedine stanice

ProsjeCan FWS broj stanica po | Korekcija: prosjec¢an broj stanica X ukupna
volumenu brojnost

1 — Prosjecan FWS faktor | Sferi¢nost stanice

popunjavanja

Prosje¢na FWS asimetrija

Asimetricnost stanice ili kolonije

(Ukupan FIO + Ukupan FIY) /
Ukupan FIR

Udio pridodanih pigmenata spram klorofila

Ukupan FIR / Ukupan FWS

Specifi¢ni udio klorofila po biovolumenu stanice
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Dakle, osim izvornih varijabli dostupnih u programu CytoClus4, moguce je dobiti i dodatne
informacije o morfologiji i fizioloskim prilagodbama stanica iz raznih kombinacija tih varijabli,
te pratiti njihovu dinamiku te njihove odnose s ostalim ekoloskim ¢imbenicima.

Kako bi se dobile brojnosti odredenih organizama te njihovi specifi¢éne varijable, najprije je
potrebno razlikovati odredene skupine tih organizama. Kao $to je ranije objasnjeno, u klasi¢noj
proto¢noj citometriji glavni kriterij za odvajanje grupa su iznosi SWS, FWS te fluorescencija
pigmenata. Na citogramima je tada lako prepoznati odredene skupine. Protocna citometrija sa
zapisom pulsa ima dodatnu prednost, a to su upravo brojni ostale varijable te sam oblik zapisa
pulsa. Potrebno je naglasiti da unato¢ tim prednostima, ova metoda i dalje ne daju pravu
taksonomsku podjelu, ve¢ podjelu baziranu na optickim svojstvima organizama koja moze, ali
1 ne mora biti istovjetna taksonomiji. Zbog toga postoji standardan nacin nazivanja ovih grupa
(Thyssen i sur. 2022). Cijanobakterije iz roda Prochlorococcus koje imaju vrlo slabu crvenu
fluorescenciju 1 obi¢no budu tesko razlucive od pozadinskog Suma nazivaju se RedPicoProk.
Cijanobakterije iz roda Synechococcus koje osim crvene fluorescencije pokazuju 1 narancastu i
zutu fluorescenciju zbog postojanja pigmenta fikocijanina nazivaju se OraPicoProk. Mijesana
grupa eukariotskog pikofitoplanktona s jakom crvenom fluorescencijom naziva se RedPico.
Nanofitoplankton veé¢i od 2 pm s jakom crvenom fluorescencijom naziva se RedNano.
Kriptofiti 1 ostali nanoplankton s jakom narancastom i zutom fluorescencijom, osim crvene
zbog postojanja pigmenta fikoeritrina, izmedu 2 pm 120 pm naziva se OraNano. Stanice vece
od 20 um sa signalom sliénim kriptofitima, uglavnom miksotrofni dinoflagelati, cilijati 1
filamentozne cijanobakterije nazivaju se OraMicro. Mikrofitoplanktonske stanice s jakom
crvenom fluorescencijom i ve¢e 20 um, uglavnom dijatomeje i dinoflagelati, ali i ostale grupe
poput nekih haptofita, euglenofita, silikoflagelata i ostalih nazivaju se RedMicro. Konacno,
kokolitoforidi s jakim SWS i manji od 20 um nazivaju se HighSWSNano (Thyssen i sur. 2022).
Konacno, osim funkcije protocne citometrije sa zapisom pulsa, CytoSense instrumenti
posjeduju 1 kameru s le¢om za dobivanje mikrofotografija. Ove mikrofotografije uvelike
pomazu kako u odredivanju funkcionalnih grupa tako i u taksonomskoj identifikaciji
organizama najzastupljenijih u tim grupama. Potrebno je naglasiti kako ovom metodom nije
moguce dobit podatke o apsolutnoj brojnosti organizama buduéi da kamera ne stigne uslikati
svaku analiziranu stanicu. Unato¢ tomu, na kolekcijama mikrofotografija moguce je utvrditi

koja skupina ili vrsta najviSe doprinosi sastavu odredene funkcionalne grupe, a ideja u ovome
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radu je semikvantitativno okarakterizirati svaki uzorak na temelju udjela odredenih skupina

organizama u kolekcijama mikrofotografija.

2.7.  Klastering i analiza podataka

Podaci o brojnosti i raznolikosti fitoplanktona, kao i ostali podaci poput okolisnih ¢imbenika
(temperatura, salinitet, koncentracije hranjivih soli 1 ostali) ili svojstava stanica mogu biti
analizirani na razne nacine. Brojnosti fitoplanktona naj¢esce su prikazane u vremenu i prostoru
u obliku razli¢itth vremenskih nizova, stupcastih dijagrama i sl.. Vrlo Cesto podaci budu
grupirani ovisno o hipotezi koja se Zeli ispitati, pa primjerice podaci mogu biti grupirani prema
sezonama, lokacijama ili svojstvima okoliSa. Zbog velikog broja razli¢itih svojti koje budu
prisutne u skupu podataka, kao i zbog same veli¢ine toga skupa, ponekad je prije ostalih analiza
potrebno pronaci obrasce u samim podacima. Jedan od nacdina pronalazenja obrazaca jest
klasteriranje podataka. Klasteriranje je podjela podataka u klase s obzirom na njihovu sli¢nost.
Na primjeru fitoplanktonskih podataka klasteriranje omogucuje klasifikaciju uzoraka s obzirom
na raznolikost 1 brojnost svojti u njima. Sami klasteri mogu biti vizualizirani u vremenu i
prostoru ¢ime je moguce dobiti uvid u promjenu i strukturu zajednice (Vascotto, Mozetic, i
Francé 2021; Vascotto i sur. 2024; Anneville i sur. 2002; Vlasic¢ek i sur. 2025). U samim
klasterima moguce je pronaci karakteristi¢ne vrste, odnosno one koje se najéesée pojavljuju u
najvec¢em udjelu unutar odredene grupe uzoraka (Dufrene 1 Legendre 1997). Isto tako ovakve
klastere je moguce proucavati u kontekstu okoliSnih ¢imbenika i koristiti tehnike ordinacije
poput analize osnovnih komponenti (PCA, od eng. Principal Component Analysis), kanonicke
analize korespondencije (CCA, od eng. Canonical Correspondence Analysis) 1 ostalih kako bi
se proucio utjecaj okolisnih ¢imbenika na zajednicu (Vlasicek i sur. 2025; Legendre 1 Legendre
2014).

Osim brojnosti i raznolikosti zajednice, moguce je pratiti i ostale osobine samih organizama,
poput njihovih morfoloskih, fizioloskih i ostalih svojstava (eng. trait based analysis). Ovakav
pristup daje brojna dodatna saznanja o prilagodbama organizama na uvjete u okolisu (Fragoso
1 sur. 2019; Vascotto, Mozeti¢, i Francé 2024). Isto tako, budu¢i da je izmjena zajednica s
drugacijim morfo-fizioloskim svojstvima jedan od mehanizma sukcesije fitoplanktona (Glibert
2016; Naselli-Flores, Zohary, i Padisak 2021; Kruk, Devercelli, i Huszar 2021), njihovo

poznavanje od klju¢ne je vaznosti za razumijevanje fitoplanktona.
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Ciljevi:
1.

3. Ciljevii hipoteze

Analizirati prostorno vremenske odnose fitoplanktonskih skupina u sloZzenom

ekosustavu sjevernog Jadrana

2. Usporediti metode analize fitoplanktona: proto¢nu citometriju sa zapisom oblika pulsa
(ukljucujuéi 1 mikrofotografiranje) i svjetlosnu mikroskopiju

3. Prouciti prostorno vremensku dinamiku optickih svojstava fitoplanktonske zajednice u
okolisu

4. Optimizirati frekvenciju uzorkovanja, prepoznati i predloziti nove ¢imbenike koji
ukazuju na promjene u ekosustavu, te definirati mjerljive indikatore promjena
ekosustava

Hipoteze:

1. Prostorno vremenski odnosi fitoplanktonskih skupina pokazuju stabilne obrasce

2. Brojnost i raznolikost dobiveni proto¢nom citometrijom sa zapisom oblika pulsa
otkrivaju sli¢ne trendove u brojnosti i raznolikosti kao i svjetlosna mikroskopija

3. Opticka svojstva fitoplanktonskih stanica mijenjaju se u prostoru i vremenu ovisno o
taksonomskoj pripadnosti stanica

4. Uzorkovanje visoke ucestalosti moze dati uvid u brze promjene u fitoplanktonskoj

zajednici $to daje nadopunu tradicionalnim metodama uzorkovanja i analize
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4. MATERIJALI I METODE
4.1.  Pracenje dugorocnih promjena u zajednici fitoplanktona

4.1.1.  Uzorkovanje

Uzorci za dugoro¢nu analizu fitoplanktona i okoliSnih ¢imbenika uzimani su u razdoblju od
2000. godine do kraja 2024. godine. Uzorkovanje je vrSeno na oceanografskim brodovima (Vila
Velebita, Burin i Triton), koriStenjem Niskinovih crpaca. Iz crpaca su uzeti poduzorci za
odredivanje koncentracija hranjivih soli (nitrati: NOs ", nitriti: NO2  amonijak: NH4", ortofosfati:
PO, * i ortosilikati: SiO*) te za analizu fitoplanktona (200 ml predfiltrirano kroz mrezu s

otvorima oka od 300 pm).

Mjesto uzorkovanja su postaje na longitudinalnom transektu od Rovinja prema uscu rijeke Po
(Slika 6): RV001 (lat =45° 5’ N, lon = 13° 36’ E), SJ107 (lat = 45° 3’ N, lon = 13° 19’ E),
SJ101 (lat =44° 60’ N, lon = 12° 50’ E ), SJ108 (lat = 44° 45° N, lon = 12°45’ E). Na svakoj

postaji uzorci su uzimani s razli¢itih dubina: 0 m , 5 m, 10 m, 20m i 2 m iznad dna.

45.8°N

45.6°N

45.4°N

T 45.2°N

45.0°N

44.8°N | 7
‘ SJ108
44.6°N

12.5°E 13.0°E 13.5°E 14.0°E
lon

Slika 6. Karta istrazivanog podrucja s oznacenim postajama Po transekta na kojima su uzimani uzorci

za analizu dugoro¢nih promjena u zajednici fitoplanktona.

28



4.1.2. Okolisni cimbenici

Salinitet 1 temperatura mjereni su CTD sondom (SBE 25 Sealogger, Sea-Bird Electronics, Inc.,
Bellevue, Washington, USA). Koncentracije otopljenih hranjivih soli (nitrati: NOj3 °, nitriti:
NO» amonijak: NHs ¥, ortofosfati: PO4 i ortosilikati: SiO*) mjerene su na brodu, odmah nakon
uzorkovanja spektofotometrijskim metodama prema (Ivanci¢ and Degobbis 1984; Parsons et
al. 1984) na spektrofotometru Cecil CE 2040 do kraja 2004. godine i na Shimadzu UV-1800
nakon 2004. godine. Toénosti metode za NOs3 ", NO2,, NHa *, PO4>1 SiO* su 3%, £3%, £5%,
+3% 1£6%, a limiti detekcije 0.05 umol L—1, 0.01 pmol L—1, 0.1 umol L—1, 0.02 pmol L—1, 1
0.05 pmol L—1 za navedene hranjive soli. Kalibracije su provodene prema (Strickland and

Parsons 1968). Svi podaci pohranjeni su u bazu podataka Centra za istrazivanje mora.

4.1.3.  Mikroskopska analiza fitoplanktona

Uzorci za analizu fitoplanktona svjetlosnom mikroskopijom uzeti su iz istih Niskinovih crpaca
kao 1 za prethodne analize. Morska voda pred filtrirana je kroz mrezu (300 pm) i 200 ml uzorka
fiksirano je neutraliziranim formalinom (2% konacna koncentracija). Volumen od 50 ml
(ponekad 25, 10, 51 2 ml, ovisno o gustoci stanica) dodan je u sedimentacijsku komoricu gdje
je 48 h (ili manje) mirovao kako bi stanice istalozile na dnu komorice. Stanice su brojane
UtermOhlovom metodom (Utermohl 1958) na Zeiss Axiobserver invertnom mikroskopu
opremljenim faznim kontrastom, diferencijalno interferencijskim kontrastom (DIC) i svijetlim
poljem. Razliciti transekti komorice pregledavani su na 400x%, 200x i 100x povecanju.
Nanofitoplankton (2 - 20 um) i mikrofitoplankton (20 - 200 um) bili su zasebno promatrani.
Stanice su identificirane i odredene do najvise taksonomske razine. Svi podaci pohranjeni su u

bazu podataka Centra za istrazivanje mora.

4.1.4.  Statisticka analiza zajednice fitoplanktona

Skup podataka o fitoplanktonu (ukupno 3436 uzorka) prikazan je kao matrica brojnosti
pojedinih vrsta po uzorku. Ukoliko vrste nije bilo u uzorku tada bi njezina brojnost bila
prikazana kao 0. Svaki uzorak jedinstven je s obzirom na datum, mjesto i dubinu uzorkovanja.
Brojnosti vrsta pretvorene su u njihove relativne udjele (kvocijent brojnosti vrste i ukupne
brojnosti svih vrsta u uzorku). Iz ove matrice dobivena je matrica s Bray-Curtisovim
udaljenostima. Konacno, matrica udaljenosti koriStena je kako bi se dobio hijerarhijski
klastering uzoraka s obzirom na njihovu sli¢nost. Klasteriranje uzoraka poznato je i kao Q-

nacin ekoloske analize, §to je suprotno R-nacinu gdje vrste budu klasterirane (Legendre i
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Legendre 2014). Budu¢i da hijerarhijski klastering podrazumijeva da klasteri nizeg reda budu
dijelom veceg klastera, potrebno je odabrati red koji ¢e dalje biti analiziran. Kao prag visine je
odabrana je vrijednost 5 §to je dalo brojne nehijerarhijske klastere. Za svaki klaster izracunata
je takozvana vrijednost siluete (eng. silhouette score) koja daje uvid koliko dobro je pojedini
klaster odreden. Kao prag vrijednosti odabrana je vrijednost od 0.2 $to je u konacnici rezultiralo
s osam dobro definiranih klastera. Ostali klasteri, ispod tog praga smjesteni su u kategoriju
,,ostali“ 1 nisu dalje analizirani. Iznimka je analiza predvidljivosti zajednice gdje je omjer broja
uzoraka smjeStenih u pojedini klaster naspram ostalih mogu¢ pokazatelj strukturiranosti

zajednice.

Hi kvadrat test (y2) test proveden je kako bi se testirala razlika u pojavnosti klastera prije i
nakon 2009. godine buduc¢i da je tijekom analize videno kako se nakon te godine pojavljuju
drugaciji klasteri nego prije. Osim toga, razlika je potvrdena i ukoliko se prije i nakon 2009.
godine uzme odreden broj nasumi¢nih uzoraka i na isti nacin testira razlika ¢ime je potvrdeno

da ucestalost uzorkovanja nije utjecala na analizu.

Kako bi se utvrdile karakteristi¢ne svojte u svakom klasteru, koriStena je metoda indikatorske
vrijednosti (IndVal, od. eng. indicator value). Statisticki znacajne IndVal izracunate su pomocu
“labdsv” paketa u programskom jeziku R (Roberts 2019). U ovoj metodi koriste se izvorne
apsolutne brojnosti pojedinih svojti, kao i1 njihove relativne brojnosti. Konac¢ni indeks pokazuje
vjerojatnost nalazenja pojedine svojte u danom skupu uzoraka (klasteru), odnosno daje popis
karakteristi¢nih svojti (Dufrene i Legendre 1997). Osim indikatorske vrijednosti, u svakom
klasteru izracunat je broj razli¢itih svojti (S), Shannonov indeks raznolikosti (H”), (Shannon
1948), Simpsonov indeks raznolikosti (D, Simpson 1949) i Pielouov indeks raznolikosti (J,
Pielou 1966). Ovi indeksi izracunati su pomocu paketa “vegan” u R programskom jeziku

(Oksanen 1 sur. 2022).

Okolisni ¢imbenici koriSteni su kao nezavisne varijable u kanonickoj analizi korespondencije
(CCA, od. eng. canonical correspondence analysis) u paketu R programskog jezika “vegan”
(Oksanen i sur. 2022). U dobivenom CCA prostoru klasteri su naglaseni kako bi se vidio njihov
odnos s okolisnim ¢imbenicima. Kruskal - Wallisov test koriSten je kako bi se utvrdilo
postojanje statisticki znacajne (p < 0.05) razlike u vrijednostima okolisnih ¢imbenika izmedu
klastera. Razlike su potvrdene post-hoc Dunnovim testom (Ogle i sur. 2025). Molarni omjeri
izmedu otopljenih dusikovih hranjivih soli (NO3; ", NO2" i NHa ) i ortofosfata (PO4>") u svim

uzorcim izracunati su kako bi se utvrdilo prelazi li taj omjer (N:P) Redfieldov omjer (N:P =
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16) sto ukazuje na limitaciju fosforom u okolisu (Redfield, Ketchum, i Richards 1963). T-test

je koristen kako bi se utvrdilo je li taj omjer znacajno (p < 0.05) visi od 16.

4.2.  Protocna citometrija sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje)

4.2.1.  Analiza protocnom citometrijom

Uzorci su odmah nakon uzimanja analizirani proto¢nom citometrijom sa zapisom pulsa (uz
mikrofotografiranje, (CytoSense, CytoBuoy BV, Nizozemska).

Instrument uzima poduzorak vode u kojoj su suspendirani organizmi pomocu kalibrirane
peristalticke pumpe pa samim time analizirani volumen bude poznat. Uzorak se usmjerava u
usku prozirnu proto¢nu komoru gdje ga obavija sloj vrlo Ciste, filtirane (veliina pore: 0.1 um)
morske vode (eng. sheath fluid). Time se postiZe hidrodinamicko fokusiranje stanica zbog ¢ega
one prolaze kroz komoru jedna za drugom. U komori prolaze kroz lasersku zraku Sirine 5 pum.
Laserska zraka je kombinacija dvaju laserskih izvora svjetla: zelenog (valna duljina: 532 nm,
snaga: 70mW) i plavog (valna duljina: 445 nm, snaga: 70 mW). Kada cestica prolazi kroz
laserski snop svjetlosti tada se dogada nekoliko optickih fenomena: prednje i bo¢no rasprsenje
svjetla te autofluorescencija klorofila @ i drugih fotosintetskih pigmenata. Sest razli¢itih
detektora biljezi te signale: lijevo 1 desno polarizirano prednje rasprSenje (FWS, od eng.
forward scatter), bo¢no rasprSenje (SWS, od eng. sideward scatter), crvena fluorescencija
klorofila a (FIR, od eng. red fluorescence, valna duljina: 665 - 750 nm), zuta fluorescencija
(F1Y, od eng. yellow fluorescence, valna duljina: 570-600 nm) i narancasta fluorescencija (F10,
od eng. orange fluorescence, valna duljina: 630-650 nm). Kako bi se prilikom same analize
uzorka razlikovale fitoplanktonske stanice od ostalih suspendiranih Cestica 1 nezivih stanica
utvrden je minimalni prag vrijednosti koju Zelimo zabiljeziti (eng. frigger). KoriStena je
kombinacija dvaju pragova vrijednosti. Glavni prag vrijednosti koriSten u ovome istrazivanju
je bocno rasprSenje (SWS) koji omogucuje zapis cijelog signala stanice. Kao drugi prag
vrijednosti koriStena je crvena fluorescencija, FIR, kako bi samo stanice koje sadrze klorofil
bile zabiljezene. Minimalna vrijednost za oba kanala, SWS i FIR odredena je tako da je nadena
najmanja vrijednost tih signala prilikom koje stanice budu zabiljezene umjesto pozadinskog
Suma. Dakle, ukoliko prag ima prenisku vrijednost tada mnogo raspadnutih Cestica koje sadrze
klorofil te pozadinski Sum detektora budu zabiljeZeni, ¢ime se otezava analiza. Suprotno tome,

ukoliko prag ima previsoku vrijednost, tada je moguce previdjeti male stanice u analizi, kao i
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pogresno procijeniti veli¢inu vecih stanica, koje ¢e izgledati manje. Zbog svega toga, svaki
uzorak je analiziran dvama protokolima: pico i nano. Pico protokol analizira manje volumene
(izmedu 120 i 1000 pL.), s manjim trigger vrijednostima (SWS: 3 mV Fl Red: 2 mV). Manji
volumen je analiziran zbog toga Sto ovaj protokol cilja na pikoplanktonske organizme, za koje
se ocekuje da ¢e biti generalno brojniji u uzorku pa je potrebno izbjec¢i da protok stanica bude
ve¢i od 5000 stanica po sekundi zbog Cega dva organizma budu zabiljeZena kao jedan
(koincidencija). Nano protokol cilja na nanoplankonske i mikroplanktonske organizme te
analizira ve¢e volumene (izmedu 1800 pL 1 12500 pL, zbog manje ocekivane brojnosti
organizama) i s ve¢im vrijednostima praga (SWS: 30 mV i1 FIRed: 15 mV). U nano protokolu
koriStena je i kamera za dobivanje mikrofotografija. Kako bi se smanjilo optere¢enje memorije
koriStena je funkcija smartgrid zbog koje stanice s istim ukupnim vrijednostima za pojedini
kanal ne budu vise fotografirane. Kontrola instrumenta i sama analiza uzorka provedeni su u

programu CytoUSBS5 (CytoBuoy BV, Nizozemska).

4.2.2.  Odredivanje funkcionalnih grupa

Podaci dobiveni proto¢nom citometrijom najprije su analizirani u programu CytoClus4
(CytoBuoy BV, Nizozemska). Podaci u tom programu pohranjeni su kao zapisi pulseva stanica
1 njihove odgovaraju¢e mikrofotografije (ukoliko je ova opcija odabrana). Osim pulseva i
mikrofotografija, u programu su dostupni i brojne varijable pridruzene svakoj observaciji.

Grupe su rucno odredene na kolekcijama citograma tako da se u njima nalaze sli¢ne kolekcije
zapisa pulseva 1 mikrofotografije. Tijekom odredivanja grupa, koriStene su upute prema
standardnom rjec¢niku (Thyssen i sur. 2022), a shematski prikaz oc¢ekivanih polozaja tih grupa
na citogramima prikazan je na Slici 7. Medutim, u ovome radu standardni nazivi zamijenjeni
pribliznim taksonomskim nazivima (Tablica 3). U pico protokolu identificirani su
Prochlorococcus (RedPicoProk), Synechococcus (OraPicoProk) i pikoeukarioti (RedPico). U
nano protokolu nadeno je viSe razli¢itih grupa: nanofitoplankton (RedNano), kriptofiti
(OraNano), miksotrofi (OraMicro), mikrofitoplankton (RedMicro) i kokolitoforidi
(HighSWSNano). Nakon odredivanja grupa (eng. gating) iz svake grupe izvedeni su podaci
poput brojnosti stanica (broj stanica u grupi / analizirani volumen) i ostale vrijednosti varijabli
koje daju uvid u koli¢inu pigmenata u grupama, kao i prosjecne morfoloske znacajke stanica u

grupama.
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OraMicro |

OraMano

FIR

OraPico

FWs FIO SWS

Slika 7. Nazivi i polozaji funkcionalnih grupa fitoplanktona dobivenih prikazom rezultata proto¢ne
citometrije na kolekcijama citograma (Thyssen i sur. 2022). FIR znac¢i intenzitet crvene fluorescencije
dok FWS stoji za prednje rasprsenje svjetla, F1O za intenzitet narancaste fluorescencije, a SWS za bo¢no

rasprsenje svjetla. Nazivi funkcionalnih grupa objasnjeni su u Tablici 1.

Tablica 3. Nazivi funkcionalnih grupa prema standardnom rje¢niku (Thyssen 1 sur. 2022) i

opisni nazivi prema pribliznom taksonomskom sastavu odgovarajucih funkcionalnih grupa

Funkcionalana grupa Opisni naziv
RedMicro Mikrofitoplankton
OraMicro Miksotrofi
RedNano Nanofitoplankton
OraNano Kriptofiti
HighSWSNano Kokolitoforidi
RedPico Pikoeukarioti
RedPicoProk Prochlorococcus
OraPicoProk Synechococcus
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4.2.3.  Analiza mikrofotografija

Mikrofotografije dobivene tijekom citometrijske analize pruzaju uvid u taksonomski sastav
zajednice. Iz te kolekcije slika dobiveni su podaci o prisustvu ili odsutnosti pojedinih svojti koje
su bile odredene do najnize taksonomske razine. lako broj fotografija po uzorku ne moze
posluziti za odredivanje apsolutne brojnosti organizama, ipak je zajednicu moguce analizirati
polu kvantitativnim pristupom gdje velik broj fotografija iste svojte ukazuje na veliku brojnost
tih organizama. Tako su brojnosti organizama prikazane u tri razine brojnosti: jako cvjetanje
mora (10), cvjetanje mora (5) ili je svojta samo prisutna (1). Ti podaci hijerarhijski su
klasterirani kako bi se dobio uvid u strukturu zajednice i1 kako bi se dobile grupirajuce varijable

za kasnije analize.

4.2.4.  Morfologija stanica i opticka svojstva funkcionalnih grupa

Kako je objaSnjeno ranije, osim brojnosti organizama unutar funkcionalnih grupa moguce je
dobiti i brojne druge karakteristike. Jedna od karakteristika je udio biovolumena stanica u
volumenu uzorka, §to se racuna kao zbroj ukupnog FWS svih stanica podijeljen s analiziranim
volumenom. Konacna vrijednost izraZzena je kao arbitrarna jedinica po mikrolitru. Na slican
nacin racuna se i udio klorofila po uzorku pri ¢emu se koristi zbroj ukupnog FIRed umjesto
FWS. Duljinu lanaca moguce je dobiti iz duljine FWS signala na polovici visine zapisa pulsa.
Broj stanica u lancu odgovara broju lokalnih maksimuma u zapisu pulsa. Duljina pojedinih
stanica u lancu dobiva se dijeljenjem duljine lanca s brojem stanica u lancu. Asimetrija daje
vrijednost asimetri¢nosti oblika zapisa pulsa, Sto daje uvid u slozenost kolonija stanica, ili samih
stanica. Sfericnost se racuna oduzimanjem faktora popunjavanja od broja 1. Faktor
popunjavanja je mjera odstupanja oblika zapisa pulsa od pravokutnog oblika. Veca sferi¢nost
ukazuje da su stanice sfericnog oblika dok manja vrijednost ukazuje na vise izduzene stanice
(Fragoso 1 sur. 2019). Kako bi se dobio pokazatelj biovolumena pojedinih stanica u lancu
potrebno je podijeliti srednju vrijednost ukupnog FWS jedne kolonije sa srednjom vrijednosti
broja stanica (broj maksimuma FWS zapisa pulsa). Strukturalna slozenost stanica (granulacija)
je omjer izmedu ukupnog SWS i FWS signala. Visi omjer ukazuje na sloZeniju ultrastrukturu
stanica ili na postojanje stani¢nih nastavaka. Specifi¢ni stani¢ni klorofil je omjer izmedu
vrijednosti FIR 1 ukupnog FWS signala, odnosno udio klorofila po biovolumenu stanice. Omjer
karotenoida (fikocijanina i fikoeritrina) i klorofila je omjer vrijednosti signala fluorescencije

pigmenata, (FIYe + F1O): FIR.
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4.2.5.  Klaster analiza vrsta s mikrofotografija

Kako bi se razlikovale potencijalno razlicite zajednice fitoplanktona koriStena je metoda
hijerarhijskog klasteriranja podataka (metoda “ward.D2”, funkcija “hclust” u R programskom
jeziku). Prije klasteriranja izraunata je matrica udaljenosti (metoda “bray”, funkcija “vegdist”

3

iz paketa “vegan” (Oksanen i sur. 2022) u R programskom jeziku). Za prikaz rezultata
hijerarhijskog klasteriranja koristen je R paket “dendextend” (Galili 2015) kako bi se prikazalo

grupiranje uzoraka. Konacni klasteri (nehijerarhijski) dobiveni su rezanjem dendrograma.

4.3.  Analiza fitoplanktona na Po transektu 2023. - 2024.

Uzorci za analizu proto¢nom citometrijom sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) uzimani
su na Po transektu tijekom 2023. 1 2024. godine. Analizirani su okoli$ni ¢imbenici (temperatura
1 salinitet) protokolima objasnjenima u poglavlju 3.1.2. Fitoplankton je analiziran dvjema
metodama: svjetlosnom mikroskopijom (poglavlje 3.1.3) te proto¢nom citometrijom sa
zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) protokolom objaSnjenim u poglavlju 3.2.. Svi ovi uzorci
su uzeti iz istih crpaca kao i u poglavlju 3.1.1. zbog Cega se uzorci analizirani proto¢nom
citometrijom poklapaju s onima obradenim u analizi dugoro¢nih promjena fitoplanktona.
Brojnosti  fitoplanktona u funkcionalnim grupama dobivenim analizom proto¢nom
citometrijom sa zapisom pusla usporedene su s brojnostima fitoplanktona u odgovaraju¢im
taksonomskim skupinama i veli¢inskim frakcijama. Kako bi se usporedile ove dvije metode
analize fitoplanktona usporedene su ukupne brojnosti fitoplanktona putem linearne regresije.
Razlike u brojnosti izmedu dviju metoda testirane su Welchovim #-testom. Usporedeni su 1
brojevi svojti dobiveni objema metodama pomocu Wilcoxonova testa (p < 0.05) te linearne
regresije. Linearne regresije koriStene su kako bi se ispitalo mogu li obje metode opisati sli¢ne
trendove u brojnosti i raznolikosti fitoplanktona. Za obje metode izraCunate su i krivulje
rarefakcije, Arrheniusov model, kako bi se vidjelo mogu li obje metode dobro opisati
raznolikost (Dengler 2009).

Uzorci analizirani proto¢nom citometrijom sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) dodatno
su analizirani u kontekstu ekologije sjevernog Jadrana. Analizirana su opti¢ka svojstva
fitoplanktonskih stanica (poglavlje 3.2.4) te klasteri uzoraka temeljni na brojnosti svojti na
mikrofotografijama (poglavlje 3.2.5).

Klasteri dobiveni analizom objas$njenom u poglavlju 3.2.5 prikazani su u vremenu i prostoru
kako bi se dobio uvid u promjenu fitoplanktonske zajednice (ili izmjena razli¢itih zajednica).

Kako bi se vidjela povezanost izmedu uzoraka, razliCitih karakteristika stanica, okoliSnih
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¢imbenika te brojnosti organizama u funkcionalnim grupama koriStena je analiza glavnih
komponenti, PCA (eng. principal component analysis). Za prikaz PCA rezultata koristen je
“ggfortify” R paket (Tang, Horikoshi, i Li 2016). Klasteri su prikazani u PCA prostoru kako
bi se vidio njihov odnos unutar njega. Statisti¢ki znacajne (p < 0.05) korelacije izmedu razlicitih
karakteristika stanica, okoli$nih ¢imbenika i brojnosti organizama u funkcionalnim grupama
dobivene su koristenjem Spearmanovog korelacijskog testa. Rezultati su prikazani pomoc¢u R

paketa “ggcorrplot” (Kassambara 2022).

4.4.  Pracenje brzih promjena u zajednici fitoplanktona

Za dobivanje in situ oceanografskih, bioloskih 1 meteoroloskih podataka koriSteni su podaci sa
senzora na DB8000 (Mobilis, Francuska) oceanografskoj plutaci “CIM ODAS II”, smjestenoj
6 nautickih milja zapadno od Rovinja.

Temperatura (°C) i salinitet mjereni su pomoc¢u SBE16 (Seabird Scientific, SAD) CTD sonde
na dubini od 1 m. ECO fluorimetar (Seabird Scientific, SAD) povezan s CTD sondom koristen
je za mjerenje koncentracije klorofila a (ug/L), turbiditeta (NTU) i zelenog rasprSenja (B(532),
m!sr!). SBE63 opticki senzor (Seabird Scientific, SAD), povezan s CTD sondom koristen je
za mjerenje koncentracije otopljenog kisika (mL/L). Brzina vjetra (m s!) mjerena je na
meteoroloskoj postaji na plutaci.

Uzorci za analizu proto¢nom citometrijom sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) uzimani
su dnevno u uvali Valdibora, u Rovinju, pocevsi s datumom 9.6.2024. do 16.11.2024. U analizu
je dodano i nekoliko uzoraka prije pocCetka fenomena sluzavih nakupina, koji su uzimani
jednom mjesecno. Pristutsvo sluzavih nakupina takoder je bilo zabiljezeno ukoliko su bile
prisutne na mjestu uzorkovanja. Zbog mogucnosti zacepljenja instrumenta, uzorkovanje samih
agregata bilo je izbjegavano ukoliko je to bilo moguce. Uzorci su potom analizirani protokolom
objaSnjenim u poglavlju 3.2.

Klasteri dobiveni analizom obja$njenom u poglavlju 3.2.5 prikazani su u vremenu kako bi se
dobio uvid u promjenu fitoplanktonske zajednice (ili izmjena razlicitih zajednica). Kako bi se
vidjela povezanost izmedu uzoraka i razli¢itih karakteristika stanica ili okoli$nih ¢imbenika ili
brojnosti organizama u funkcionalnim grupama koriStena je analiza glavnih komponenti, PCA
(eng. principal component analysis). Za prikaz PCA rezultata koristen je “ggfortify” R paket
(Tang, Horikoshi, 1 Li 2016). Klasteri iz prethodne analize prikazani su u PCA prostoru kako

bi se vidio njihov odnos unutar njega. Statisticki znacajne (p < 0.05) korelacije izmedu razli¢itih

36



karakteristika stanica, okoli$nih ¢imbenika i brojnosti organizama u funkcionalnim grupama
dobivene su koristenjem Spearmanovog korelacijskog testa. Rezultati su prikazani pomoc¢u R
paketa “ggcorrplot” (Kassambara 2022). Sve analize i obrade podataka radene su u R
programskom jeziku (R Core Team 2023).
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5. REZULTATI
5.1.  Dugorocne promjene u zajednici fitoplanktona

5.1.1.  Sastav fitoplanktona

U istrazivanju je ukupno determinirano 410 svojti prepoznatih do najnize moguce taksonomske
razine. Dijatomeje (169) i dinoflagelati (189) pokazuju najveci broj svojti. Tre¢a najraznolikija
skupina su Prymnesiophyceae (zajedno s kokolitoforidima), 28 svojti. Pronadeno je 6 svojta
silikoflagelata, 3 zlatno-smedih algi. Nanofitoplankton nije uzet u obzir zbog toga $to nije bio
analiziran tijekom cijelog razdoblja uzorkovanja istom metodologijom pa bi uzimanjem njega
u obzir bila uvedena velika greska. Najcesce svojte dijatomeja bile su Pseudo-nitzschia sp.
(73,60 %), neidentificirane penatne dijatomeje (68,83%), Cerataulina pelagica (55,98%),
Thalassionema nitzschioides (53,33%), Dactyliosolen fragilissimus (49,49%) 1 Proboscia alata
(48,27%). Najces¢i dinoflagelati bili su Tripos fusus (30,21) 1 Gymnodinium sp. (27,19%).
Syracosphaera pulchra (23,82%) najceséi je kokolitoforid u mikro frakciji. Najvece brojnosti
postigle su svojte Cerataulina pelagica (10045000 stanica po litri), Skeletonema sp. (8898500
stanica po litri), Pseudo-nitzschia sp (8879780 stanica po litri). i Chaetoceros sp. (2210450

stanica po litri).

5.1.2.  Klaster analiza fitoplanktona

Klaster analizom pronadeno je devet jasno odredenih klastera koji ugrubo opisuju zajednicu
fitoplanktona u sjevernom Jadranu Indikatorske vrijednosti (IndVal) pokazuju karakteristicne
vrste u svakom klasteru. Klasteri su nazvani prema njihovoj karakteristi¢noj vrsti s najviSom
indikatorskom vrijednosti (Prilog 1.), pa se tako razlikuju Asterionellopsis glacialis,
Cerataulina pelagica, Chaetoceros curvisetus, Chaetoceros sp., Cyclotella sp., Pseudo-
nitzschia sp., Skeletonema sp. 1 Thalassionema nitzschioides klaster. Glavne karakteristi¢ne
vrste u svakom klasteru su ujedno i njithove najbrojnije i najéesce vrste (Prilog 2 1 Prilog 3), te
ovi klasteri dobro opisuju pojedine epizode cvjetanja mora izazvanih njihovim karakteristi¢nim
vrstama (Prilog 4). Osim njih, u svakom klasteru nadene su i druge karakteristi¢ne vrste koje
¢e biti spomenute dalje u tekstu. Svaki klaster pokazao je drugaciju vremensku i prostornu
pojavnost. Asterionellopsis glacialis klaster bio je prisutan u zimskim mjesecima 2002. 2005. i

2009. godine. Ovaj klaster pojavio se jo§ 1 2017. godine 1 nakon toga viSe nije bio prisutan.
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Ostale karakteristiCne vrste u tom klasteru bile su Chaetoceros curvisetus, Rhizosolenia
imbricata 1 Dictyocha fibula. Drugi klaster karakteriziran je vrstom Cerataulina pelagica. Ovaj
vrlo periodican klaster bio je tipi¢an za kasno proljece i rano ljeto u razdoblju od 2000. do 2004.
godine. Nakon toga ovaj klaster gubi na vaznosti, sve do lipnja 2024. godine kada se ponovo
pojavio na postaji RV0OO1. Tre¢i klaster, nazvan Chaetoceros socialis, postaje bitniji nakon
2014. godine. Na istocnoj obali sjevernog Jadrana ovaj klaster bio je glavni jesenski klaster u
2016. i 2022. godini. Cetvrti klaster nazvan je po rodu Chaetoceros, gdje su prevladavale
neidentificirane vrste iz tog roda. Ovaj klaster takoder gubi na vaznosti nakon prvog desetljeca
istrazivanog perioda. Peti klaster nazvan je po rodu Cyclotella. Prije 2010. godine ovaj klaster
nije bio prisutan u uzorcima. Sesti klaster karakteriziran je samo jednom svojtom, rodom
Pseudo-nitzschia. Ovaj klaster pokazuje slabi pad u pojavnosti tijekom vremena. Pojavljuje se
u razli¢itim dijelovima godine pogotovo u ranoj zimi 1 kasnom ljetu 1 tijekom jeseni. Sedmi
klaster karakteriziran je rodom Skeletonema. Ovaj klaster je takoder jedan od onih kojima se
pojavnost bitno smanjila tijekom vremena. Sezonalnost ovog klastera je bimodalna, s dva
vrhunca tijekom godine: rana zima i jesen. Osmi klaster karakteriziran je vrstom Thalassionema
nitzschioides. Ovaj klaster bio je vrlo karakteristican za ljeto 2021. godine. Klaster analiza
uspjesno je identificirala i karakterizirala dogadaje cvjetanja mora (Prilog 4). Takoder, klaster
analiza pokazala je raspored razlicitih zajednica u prostoru i vremenu (Slika 8, Prilog 4) te je
otkrila promjene u sezonalnosti, kao i dugoro¢ne promjene u fitoplanktonskoj zajednici koji ¢e
biti detaljnije opisani dalje u rezultatima. Popisi indikatorskih svojti, najées¢ih i najbrojnih

svojti dani su u Prilozi 1. - 3.
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Klaster

Asterionellopsis glacialis

. Cerataulina palagica

B Chactoceros socialis

B chaetoceros sp

B cycictella sp.

B Pscudo-nitzschia sp.

. Skeletonema sp.
Thalassionema nitzschioides

Mjesec

Slika 8. Prikaz najc¢e$¢ih klastera fitoplanktonske zajednice prikazanih po mjesecima na svakoj od

postaja (RV001, SJ107, SJ101 i SJ108) tijekom istrazivanog razdoblja (2000. — 2024. godina).

Ukoliko se pojavnost klastera promatra mjese¢no, mogucée je dobiti grubi prikaz godisnje
sukcesije fitoplanktona (Slika 9). Vidljiva je promjena karakteristi¢nih obrazaca sukcesije
tijekom vremena gdje je jedan obrazac presao u drugi nakon 2009. godine. Prije 2009. godine
sukcesija je izgledala tako da je zimska zajednica fitoplanktona dominirana svojtama Pseudo-
nitzschia, Skeletonema 1 A. glacialis bila zamijenjena zajednicom u kojoj prevladava
Cerataulina pelagica. Nakon toga, tijekom jeseni bi se ponovo uspostavila slicna zajednica kao
1 tijekom zime, uz veci znacaj roda Pseudo-nitzschia. Nakon 2009. godine pojavio se vrlo
drugaciji obrazac sukcesije. Rana zima i prolje¢e pokazuju slican obrazac kao 1 prije, iako s
viSe sporadi¢nim porastima brojnosti. Nakon toga prevladavaju rodovi Pseudo-nitzschia i
Cyclotella. S ranim ljetom zapocinje prevladavati Thalassionema nitzschioides. Tijekom jeseni
moguce je prevladavanje roda Pseudo-nitzschia ili vrste Chaetoceros socialis. S krajem godine

moguce je vidjeti 1 pojavnost 4. glacialis klastera.
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Slika 9. Obrasci sukcesije fitoplanktonske zajednice prije i nakon 2009. godine prikazani kao prosjecni

udjeli klastera po mjesecima tijekom godine

Prostorni raspored klastera pokazuje preferencije Skeletonema sp. klastera prema zapadnim
lokacijama (SJ108 1 SJ101) dok Cyclotella sp. 1 posebice Chaetoceros socialis klasteri
preferiraju isto¢nu obalu sjevernog Jadrana (SJ107 1 RVO001). Pseudo-nitzschia sp. klaster
pokazuje velik udio na svim lokacijama iako pokazuje blage preferencije prema postaji SJ107.

Cerataulina pelagica klaster pokazuje najmanji udio na isto¢noj obali Jadrana (Slika 10).

100

Klaster
Agterionellopsis glacialis
ICHataulina pelagica
" Chaeloceros socialis
] B Chaetoceros sp.
B Cyclotella sp.
B Pieudo-nitzschia sp,
N Skeletonema sp.
Thalassionema nitzschioides
25

5J108 20109 ST RVO01
Postaja

~
[+
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L)
o

Slika 10. Prosjec¢ni udjeli klastera po postajama, odnosno prostorni raspored zajednica fitoplankotna od

zapada prema istoku (s lijeva na desno).
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5.1.3.  Indeksi raznolikosti u klasterima

Najvisi medijan broja vrsta naden je u klasteru Chaetoceros socialis, zatim u klasteru
Thalassionema nitzschioides 1 Asterionellopsis glacialis. Cerataulina pelagica 1 Skeletonema
sp. klasteri imaju najnize brojeve vrsta. Shannonov i Simpsonov indeks raznolikosti imaju
najvec¢e medijane u klasterima Asterionellopsis glacialis 1 Chaetoceros socialis dok su najnize
vrijednosti bile u klasterima Cerataulina pelagica 1 Skeletonema sp. Pielouov indeks
raznolikosti pokazuje najveée vrijednosti u klasterima Asterionellopsis glacialis 1
Thalassionema nitzschioides, a najnize u klasteru Skeletonema sp. Indeksi raznolikosti u

klasterima prikazani su na Slici 11.

Broj svojti Shannonov indeks
80 20 |
) ‘ I l l |
20 I [ I
E | | Klaster
e & Asterionellopsis glaciahs
£ o m Cerataulina pelagica
8 ™ Chaetoceros socialis
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t08 1.00 . = Cyclotella sp.
T [ | | m Pieudo-nitzschia sp.
- | = Skeletonema sp. o
06 | G = Thalassionema nitzschicides
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| = | | '
02 | [ : I 0.25 = . I
[ [
0.0 0.00 !

Klaster

Slika 11. Indeksi raznolikosti (broj svojti, Shannonov, Simpsonov i Pielouov index) u razli¢itim

klasterima.
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5.1.4.  Utjecaj okolisnih cimbenika na zajednicu fitoplanktona i

predvidljivost zajednice

Kanonicka analiza korespondencije (CCA) pokazuje da su klasteri fitoplanktona dobro
odvojeni i definirani s obzirom na okolisne ¢imbenike (Slika 12). To pokazuje da su ekoloski
uvjeti utjecali na pojavnost razli¢itih klastera. Temperatura pokazuje negativnu povezanost s
CCA1 osi dok su otopljene hranjive soli (ortofosfati, silikati, nitrati i nitriti) te kisik pozitivno
povezani s tom osi. Time ovi ¢imbenici objasnjavaju najvise varijance. Otopljeni amonijevi ioni
i salinitet pozitivno su povezani s CCA2 osi dok je duljina dana negativno povezana s njome.
Skeletonema sp. klaster pozitivno je povezan s koncentracijom otopljenih hranjivih soli (osim
amonijevih iona) 1 kisika. Chaetoceros socialis klaster pozitivno je povezan sa salinitetom i
koncentracijom amonijevih iona. Klasteri Cyclotella sp., Cerataulina pelagica 1 Thalassionema
nitzschioides pozitivno su povezani s duljinom dana. Razlike izmedu srednjih vrijednosti
¢imbenika potvrdene su Kruskal-Wallisovim testom 1 Dunnovim post hoc testom (prag

znacajnosti: p < 0.05, Prilog 5).
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CCA2

Pl
——
+

g
Duljina dana

2 - 0 1 2
CCAT

Slika 12. Prikaz rezultata CCA analize. Kratice: ortofosfati fosfati (Phos), nitriti (Ntri), nitrati (Ntra),

ortosilikati (Slca), amonijevi ioni (Amon), temperatura (Temp).

43



Brojni uzorci pronadeni su u uvjetima ogranicenja fosforom (omjer N:P veci od 16). Veliki dio
tih uzoraka ne pripada ni jednom klasteru. Vecina uzoraka koji pripadaju odredenom klasteru
nadeni su u uvjetima kada nije bilo ogranicenja fosforom, osim onih koji pripadaju Skeletonema
sp. klasteru, koji ve¢inom budu pronadeni u uvjetima ograni¢enosti dostupnosti fosfora (p <

0.05, t-test), Slika 13.

150

Klaster
= Astenoneliopsis glaciaks

! = Ceratauling pelagica
100 + B Chastocens soclaks

T W Chaslocerss sp.
& Cyclotalia sp.
m Psaudo-nitzschia sp
= Skeletonema s
= Thalassionema nifzschinides

P

Klaster

Slika 13. Molarni omjeri dusika i fosfora (N:P) u razli¢itim klasterima. Siva boja oznacava uzorke koji
ne pripadaju ni jednom klasteru. Isprekidana linija oznacava Redfieldov omjer (Alfred C. Redfield

1934), koji iznosi 16.

Ukoliko se usporede omjeri uzoraka koji pripadaju odredenom klasteru i onih koji ne, moguce
je vidjeti trendove predvidljivosti fitoplanktonske zajednice. Vidljivo je kako prevladavaju
uzorci koji nisu u klasterima, ali i kako udio klasteriranih uzoraka raste od istoka prema zapadu,
odnosno prate ekoloski gradijent prema uscu rijeke Po (Slika 14). Tijekom vremena vidljiv je
trend smanjenja udjela klasteriranih uzoraka naspram ostalih Sto ukazuje na smanjenje

predvidljivosti u zajednici fitoplanktona (Slika 15).
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Slika 14. Udjeli uzoraka koji pripadaju odredenom klasteru spram ostalih koji ne pripadaju po

postajama. Postaje su poredane od zapada (lijevo) prema istoku (desno).
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Slika 15. Udjeli uzoraka koji pripadaju odredenom klasteru spram ostalih koji ne pripadaju tijekom

godina.
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5.2, Usporedba brojnosti i raznolikosti fitoplanktona dobivenih metodama

svjetlosne mikroskopije i protocne citometrije sa zapisom pulsa

Usporedbom brojnosti funkcionalnih grupa dobivenih svjetlosnom mikroskopijom i protoénom
citometrijom sa zapisom pulsa vidljivo je da proto¢na citometrija nalazi viSe organizama u svim
funkcionalnim grupama: kriptofitima, kokolitoforidima i1 ostalom nanofitoplanktonu te
mikrofitoplanktonu (Slika 16). Razlike u srednjim vrijednostima izmedu obiju metoda kod svih

grupa su statisticki znacajne (z-test, p < 0.05).

Kokolitoforidi Kriptofiti

g | * : | —_—
§- g !

3 | £ |

Mikrofitoplankton Nanofitoplankton

= | 3 |

: ' | y —— :

5 | 3 — |
E. | 2 |

Metoda - Protofna citometrija - Sujetlosna mikroskopija

Slika 16. Usporedba brojnosti stanica funkcionalnih grupa dobivenih proto¢nom citometrijom sa

zapisom pulsa i odgovarajucih grupa dobivenih svjetlosnom mikroskopijom.
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Ukoliko se usporede ukupne brojnosti fitoplanktona dobivene proto¢nom citometrijom sa
zapisom pulsa i svjetlosnom mikroskopijom, vidljiva je linearna korelacija izmedu njihovih

brojnosti, odnosno obje metode otkrivaju iste trendove u brojnosti fitoplanktona (Slika 17).

¥=B.03: 107 481 %, B =063

Pc

Slika 17. Usporedba ukupnih brojnosti fitoplanktona dobivenih proto¢nom citometrijom sa zapisom

pulsa (Pc) i svjetlosnom mikroskopijom (M), jednadzbe pravca te R2.

Brojevi svojti pronadene na kolekcijama mikrofotografija protocnog citometra redovito su
manji od brojeva svojti pronadenih svjetlosnom mikroskopijom (Slika 18). Medutim, iako
mikroskopija nalazi znacajno vise svojti (Wilcoxonov test, p < 0.05), vidljiva je pozitivna
linearna korelacija izmedu brojeva svojti dobivenih s obje metode, te da obje metode otkrivaju

sli¢cne trendove u raznolikosti, (Slika 19 i Slika 20).
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Slika 18. Broj svojti naden objema metodama: dobivenih protocnom citometrijom sa zapisom pulsa (Pc)

i svjetlosnom mikroskopijom (M).
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Slika 19. Broj svojti naden u svakom uzorku (prikazan datumom (2000. — 2024.) i dubinom (0, 5, 10,
mikroskopije (M).
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Slika 20. Usporedba raznolikosti svojti dobivenih analizom mikrofotografija proto¢ne citometrije sa
zapisom pulsa (Pc) i svjetlosnom mikroskopijom (M), jednadzba pravca te R? . Crvena tockasta linija

prikazuje hipotetski 1:1 omjer raznolikosti.

Krivulja rarefakcije potvrduje ucinkovitost obje metode, buduci da se s povecanjem broja
uzoraka smanjuje nagib krivulje, odnosno dolazi do izravnavanja krivulje $to upucuje na to da
s povecanjem broja uzoraka ne raste broj novih pronadenih svojti. Na krivuljama je vidljivo da
svjetlosna mikroskopija detektira veci broj vrsta, ali obje metode pokazuju vrlo sli¢an z
koeficijent (z = 0.24 za svjetlosnu mikroskopiju i z = 0.28 za proto¢nu citometriju), odnosno

raznolikost se povecava slicnom brzinom s dodatnim uzorkovanjem (Slika 21).
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Slika 21. Usporedba krivulja rarefakcija dviju metoda: analize mikrofotografija protocne citometrije sa
zapisom pulsa (Pc) i svjetlosne mikroskopije (M), te vrijednosti koeficijenta k i z iz Arrheniusova modela

(Dengler 2009) prikazanog u gornjem lijevom kutu.

Obje metode uspjesno nalaze velik broj dijatomeja, dinoflagelata 1 kokolitoforida. Medutim,
svjetlosna mikroskopija nasla je viSe vrsta dijatomeja (94) nego Sto ih je nadeno na kolekcijama
mikrofotografija protocnog citometra sa zapisom pulsa (66). Slicna je situacija 1 kod
dinoflagelata kojih je viSe nadeno metodom svjetlosne mikroskopije (86), nego na kolekcijama
mikrofotografija protocnog citometra sa zapisom pulsa (47). U slucaju kokolitoforida, kao 1
preostalih skupina, rezultati su sli¢ni za obje metode. Nerazvrstani nanofitoplankton je skupina
koja je pronadena samo putem proto¢nog citometra sa zapisom pulsa (Slika 22). Obje metode
uspjeSno otkrivaju prisutnost svojti s velikim brojnostima poput Pseudo-nitzschia sp.,
Chaetoceros wighamii, Skeletonema sp., Kkriptofita i ostalih navedenih Prilogu 6. Vrste nadene
samo putem svjetlosne mikroskopije su one s manjim brojnostima poput Oscillatoria sp.,
Prorocentrum vaginula 1 ostalih navedenih u Prilogu 7. Mali je broj svojti naden isklju¢ivo na
kolekcijama mikrofotografija protonog citometra sa zapisom pulsa poput Azadinium
caudatum, Cochlodinium sp., neodredenih cijanobakterija i ve¢ spomenutog neodredenog
nanofitoplanktona (Prilog 8). Zadnje dvije grupe lako su identificirane zbog karakteristicnih

fluorescencijskih signala.
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Slika 22. Usporedba broja nadenih svojti u razli¢itim razredima fitoplanktona dvjema metodama:

analiza mikrofotografija proto¢ne citometrije sa zapisom pulsa (Pc) i svjetlosna mikroskopija (M).

5.3.  Primjena protocne citometrije sa zapisom pulsa (uz mikrofotografiranje) u
analizi fitoplanktona na Po transektu 2023. - 2024.

5.3.1.  Klaster analiza i raznolikost zajednice

Klaster analiza procijenjenih brojnosti skupina na kolekcijama mikrofotografija dala je 5 dobro
definiranih klastera. Klaster 1 karakteriziran je dijatomejama iz roda Skeletonema. Klaster 2 je
takozvana “osnovna zajednica” koja obuhvaca najveci broj uzoraka, a u kojoj ne prevladava
niti jedna svojta. Ipak, u nekim uzorcima su prisutne vece brojnosti rodova poput Pseudo-
nitzschia i Chaetoceros. U tom klasteru nalaze se i uzorci iz srpnja 2024 s ve¢om brojnosti vrste
Cylindrotheca closterium. U klasteru 2 ni jedna vrsta bitno ne prevladava. Klaster 3
karakteriziran je dijatomejama iz roda Pseudo-nitzschia. U travnju 2024. godine uz taj rod bile

su prisutne 1 vrste iz roda Chaetoceros. Ta zajednica je dodatno odvojena u klaster 5. Klaster 4
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karakteriziran je dijatomejama iz roda Leptocylindrus (Slika 23). Prostorno vremenska
pojavnost ovih klastera vidljiva je na Slici 24. Klaster 1 (Skeletonema sp.) prevladavao je u
veljaci 2023. godine. Klaster 3 (Pseudo-nitzschia sp.) prevladavao je u ozujku 2023. godine te
u studenom 2024. godine. Klaster 4 (Leptocylindrus sp.) prevladavao je u rujnu 2023. godine.
Klaster 5 (Chaetoceros sp.) prevladavao je u travnju 2024. godine. Ovdje je vidljivo da se
klasteri karakterizirani skupinama Skeletonema sp. te Pseudo-nitzschia sp. dobiveni u ovoj
analizi dobro slazu s klasterima dobivenim u analizi dugoro¢nih podataka, dobivenih
svjetlosnom mikroskopijom (Poglavlje 5.1.2, Slika 8) kao i1 epizodama cvjetanja mora
izazvanih tim svojtama (Prilog 4). Takoder, klaster 5 (Chaetoceros sp.) je istovjetni klaster

uocen u setu podataka dobivenim analizom uzoraka visoke ucestalosti (Poglavlje 5.4.3, Slika

30).
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2024-04-1220 SJ101
2023-02-15 20 RVOO1
2023-09-29 30 SJ101
2023-02-15 20 SJ101
2024-04-12 30 SJ101
2024-04-11 34 SJ107
2023-03-17 5 5107

2023-03-17 0 SJ107

2023-03-17 0 RV001

2023-03-17 10 RV0O1
2023-03-17 20 RVOO1
2023-03-17 10 SJ107
2023-09-20 27 RV001
2023-09-20 5 RV0O1

2023-03-17 27 RVOO1

2023-03-17 34 SN07
2024-11-04 0 RVOO1
2023-09-20 20 RV001
2024-11-04 5 RV001
2024-11-04 20 RV001
2023-09-29 20 SJ108
2024-11-04 20 SJH07
2024-11-04 34 SJ107
2023-02-1520 SJ108
2023-02-15 20 SJ107
2023-09-29 30 SJ108
2023-02-15 5 RV001
2023-09-29 5 SJ108
2024-07-100 SJ108
2023-08-20 10 RV001
2023-09-20 0 RV001
2024-07-11 0 SJ107
2024-07-100 SJ101
2024-07-11 0 RVOO1
2024-07-105SJ101
2024-07-11 581107
2024-07-10 5 5108
2024-11-04 5 S)107
2024-04-11 10 S)107
2024-11-04 10 RVOO1
2024-11-04 10 SJ107
2024-04-1210 SJ101
2023-03-17 10 SJ101
2023-03-17 30 SJ101
2023-03-17 20 S107
2023-09-2910 SJ108
2023-09-29 5SJ101
2023-09-290SJ101
2023-09-29 10 SJ101
2023-09-29 20 SJ101
2023-09-29 0 SJ108

Slika 23. Prikaz rezultata hijerarhijskog klasteriranja procijenjenih brojnosti fitoplanktonskih svojti na

kolekcijama mikrofotografija protoénog citometra sa zapisom pulsa.
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Slika 24. Prikaz svih uzoraka analiziranih na Po transektu 2023. i 2024. te klastera kojima pripadaju.

5.3.2.  Utjecaj okolisnih ¢cimbenika na brojnosti funkcionalnih skupina i opticka

svojstva fitoplanktona

Korelacijska matrica pokazuje da je koncentracija klorofila po uzorku snazno pozitivno
korelirana s koncentracijom biovolumena kao i sa odredenim funkcionalnim grupama:
nanofitoplanktonom, mikrofitoplanktonom, kriptofitima, kokolitoforidima, miksotrofima i
pikoeukariotima (Slika 25). Drugim rijecima, ove skupine najvisSe doprinose biomasi klorofila
u sjevernom Jadranu, a izuzetak su pikocijanobakterije. Veéina ovih grupa pokazuju i pozitivne
korelacije jedne sa drugima, iznimka je Synechococcus koji je pozitivno koreliran samo s
nanoplanktonom. Temperatura je negativno korelirana s ve¢inom funkcionalnih grupa, iznimka
su nanofitoplankton i kokolitoforidi te Synechococcus koji je pozitivno koreliran. Samim time
su i koncentracije klorofila i biovolumena takoder negativno korelirane s temperaturom.
Salinitet takoder pokazuje negativnu korelaciju s ve¢inom funkcionalnih grupa. Negativnu
korelaciju s dubinom, odnosno preferenciju prema gornjim slojevima vodenog stupca pokazuju
kokolitoforidi, mikrofitoplankton, nanofitoplankton te Synechococcus. Veéina funkcionalnih
skupina pokazuje preferanciju prema zapadnim postajama $to je vidljivo iz negativne korelacije
sa zemljopisnom duljinom, jedino kriptofiti 1 pikocijanobakterije nisu pokazale nikakvu

korelaciju.

54



Negativnu korelaciju s temperaturom pokazuju i1 opticka svojstva, odnosno morfoloSka
obiljezja stanica poput stanicnog klorofila, granulacije i asimetrije te udjela karotenoida spram
klorofila. Jedino je sferi¢nost pokazala pozitivnu korelaciju s temperaturom. Salinitet nije
pokazao znacajne korelacije s tim obiljezjima, iznimka je udio karotenoida spram klorofila koji
je pozitivno koreliran. S dubinom su negativno korelirani biomasa (koncentracije biovolumena
po uzorku) te abundancije grupa poput kokolitoforida, mikrofitoplanktonom,
nanofitoplanktonom te cijanobakterijama Synechococcus. Udio klorofila te karotenoida spram
klorofila povecava se s dubinom dok stani¢ni biovolumen opada, odnosno pokazuje negativnu
korelaciju. Od svih obiljezja jedino asimetrija pokazuje preferanciju prema zapadnim postajama
(negativna korelacija s zemljpisnom duljinom). Statisticki znacajni (p < 0.05) korelacijski

koeficijenti prikazani su na Slici 25.
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Slika 25. Korelacijska matrica sa statisticki znacajnim Spearmanovim korelacijama (p < 0.05) brojnosti

funkcionalnih grupa, morfoloskih obiljezja i okoli$nih ¢imbenika.
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Korelacije su potvrdene analizom glavnih komponenti (PCA analizom). Dodatno, ukoliko se
naglase klasteri uzoraka iz prethodne klaster analize, te sezonalnost uzoraka tada je vidljivo da
su razlicite zajednice dobro odvojene u PCA prostoru: klaster 1 (Skeletonema sp.) 1 klaster 3
(Pseudo-nitzschia sp.) dolaze u zimskom razdoblju i pozitivno su korelirani sa stani¢nim
biovolumenom, asimetrijom, te prisustvom cijanobakterije Prochlorococcus u zajednici.
Jesenski uzorci pokazuju povezanost s klasterom 4 (Leptocylindrus sp.) te temperaturom,
sferi¢nosti, brojem stanica u lancu te udjelom stani¢nog klorofila. Synechococcus takoder
preferira jesen. Sli¢nu korelaciju pokazuju i proljetni uzorci, u kojima prevladava klaster 5
(Chaetoceros sp.) 1 nanofitoplankton. Ova grupa uzoraka, sli¢no kao 1 neki zimski uzorci
pokazuje i pozitivnu korelaciju s ostalim funkcionalnim grupama, poput mikrofitoplanktona te
koncentracijama biovolumena i klorofila po uzorku. Zanimljivo je da je jedan jesenski uzorak
iz klastera 3 sli¢niji proljetnim uzorcima nego ostalima iz svog klastera, odnosno da
taksonomski sastav mikroplanktona nije povezan s ostalim obiljezjima te zajednice. Prikaz

PCA analize vidljiv je na Slici 26.
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Slika 26. Prikaz rezultata PCA analize brojnosti funkcionalnih grupa, morfoloskih obiljezja i okolisnih

¢imbenika.
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5.4.  Analiza fitoplanktonske zajednice tijekom fenomena sluzavih nakupina
2024. godine

5.4.1.  Oceanografski cimbenici

Oceanografski podaci povrSinskih mjerenja na oceanografskoj plutaci ODAS 1 pokazali su da
je prva polovina 2024. godine bila karakterizirana odsutstvom bure, odnosno snaznog
sjeveroistonog vjetra dok su prevladavali juzni i jugoistocni vjetar (jugo, Slika 27a). Salinitet
je pocetkom godine bio oko 38, a temperatura mora ispod 10 °C. U travnju se dogodio pad
saliniteta na 35 praceno istovremenim naglim porastom temperature (18 °C). Nakon toga
dogadaja temperatura je ponovo pala, a salinitet porastao. Kasnije u travnju temperatura je
nastavila rasti dok je salinitet ostao nepromijenjen. U prvoj polovini lipnja dogodio se novi
nagli porast temperature na 25 °C dok je salinitet pao ispod 30. Koncentracija otopljenog kisika
u tom periodu pokazuje vrlo nagli pad, odnosno dogada se hipoksija koja je trajala nekoliko
dana. Cak i nakon perioda hipoksije koncentracije otopljenog kisika nisu se vratile na
vrijednosti s pocetka godine. Sli¢no se dogodilo i sa salinitetom gdje vrijednosti nakon naglog
pada ostaju oko 35, umjesto 38 kao na pocetku godine. Kasnije tijekom lipnja temperature
ostaju oko 25 °C sve do rasta u srpnju, kada se penju do 28 °C. To zagrijavanje ponovo prati
pad saliniteta ispod 35. Zadnji slican obrazac primijecen je pocetkom kolovoza kada je salinitet
pao do 30 a temperatura mora je porasla na 30 °C. Topli period trajao je do prve polovine rujna.
U rujnu pojacavaju vjetrovi (> 6 m/s) nakon relativno mirnog ljeta. Sredinom rujna puhanje
bure rashladilo je more na temperature oko 22 °C (usporedi Sliku 27a i 27b). Ukratko, nekoliko
dogadaja naglog porasta temperature bilo je prac¢eno padom saliniteta §to ukazuje na pojavu

stratifikacije vodenog stupca (vidi Slika 27b).

Opticki ¢imbenici mjereni na plutaci pokazuju dva maksimuma u zelenom rasprsenju svjetlosti
tijekom veljace 1 ozujka. Tijekom ostatka promatranog perioda moguce je vidjeti da tijekom
prije spomenutih dogadaja naglih porasta temperature i pada saliniteta dolazi do rasta
vrijednosti zelenog rasprSenja svjetlosti, turbiditeta kao 1 fluorescencije klorofila. Najvise
vrijednosti zabiljezene su u lipnju i kolovozu s naknadnim rastom tih vrijednosti i tijekom jeseni

(Slika 27¢).
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Slika 27. Cimbenici izmjereni pomoéu senzora na oceanografskoj plutati ODAS 1 (postaja RV001,
dubina mjerenja 2 m). A: Brzina vjetra (linija) i smjer vjetra (plocice) tijekom godine. B: Otopljeni kisik
(crna), salinitet (plava) i temperatura (crvena) izmjereni sondom SBE16 na plutaci. C: RasprSenje zelene
svjetlosti (B(532), zeleno), turbiditet (ljubicasto) i klorofil a (tamno crveno), izmjereni sondom SBE16

na plutaci.

5.4.2.  Brojnosti fitoplanktona dobivene protocnom citometrijom sa

zapisom pulsa

Ukupne brojnosti pokazale su slozenu dinamiku i veliku varijabilnost tijekom godine s nekoliko
jasno vidljivih maksimuma. U veéini uzoraka brojnosti su varirale izmedu 1 * 10°6 1 10 * 1076
stanica po litri. Periodi cvjetanja mora s vrlo visokim brojnostima fitoplanktona (>4 * 10%6
stanica po litri, Prilog 9) odgovaraju glavnim maksimumima vrijednosti optickih ¢imbenika
mjerenih na plutaci, odnosno periodima naglog rasta temperature 1 pada saliniteta. Tijekom
jeseni, osobito u studenom, brojnosti fitoplanktona bile su generalno visoke (Slika 28a)

U veéini uzoraka prevladavale su stanice iz pikoplanktonske frakcije, Synechococcus,
Prochlorococcus 1 pikoeukarioti. Veliki udio u zajednici imao je 1 nanofitoplankton, posebno
tijekom ljeta. Nakon ljeta Prochlorococcus 1 pikoeukarioti pokazuju vecu vaznost.
Mikrofitoplankton, odnosno dijatomeje i dinoflagelati pokazali su tri glavna maksimum u
brojnosti: pocetkom lipnja, sredina srpnja i po¢etkom kolovoza. Ova tri vrhunca u brojnosti
poklapaju se 1 s periodima kada su uocene velike sluzave nakupine na mjestu uzorkovanja, a i
diljem sjevernog Jadrana. Osim toga, tijekom jeseni je udio mikrofitoplanktona u zajednici bio

generalno visok (Slika 28b).
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Takoder je vidljivo da nano i pikoplankton (Synechococcus i1 pikoeukarioti) pokazuju vece
brojnosti tijekom pojave velikih sluzavih nakupina. Medutim, najvisi udio cijanobakterija
Synechococcus bio je urujnu (Slika 28b). Zanimljivo je da kada se relativni udjeli koncentracije
biovolumena uzmu u obzir da tada mikro i nanofitoplankton pokazuju veliku prevlast nad
pikoplanktonom (Slika 28c). Apsolutne brojnosti organizama u pojedinim funkcionalnim

grupama prikazane su na Prilog 9.
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Slika 28. a: Ukupne brojnosti fitoplanktona (nL'*10°) b: Relativne brojnosti funkcionalnih grupa. ¢:
Relativni biovolumeni po uzorku, d: Klasteri dobiveni iz taksonomskog sastava zajednice i prisutnost

sluzavih nakupina na mjestu uzorkovanja.
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5.4.3.  Taksonomski sastav fitoplanktona

Rezultati hijerarhijskog klasteriranja pokazuju da vecina uzoraka pripada u klaster koji je
takozvana “osnovna zajednica”. Prvi porast brojnosti mikrofitoplanktona bio je u travnju kada
su prevladavale vrste iz roda Chaetoceros 1 ostale dijatomeje poput Pseudo-nitzschia sp.
Pocetkom lipnja dogodilo se vrlo intenzivno cvjetanje mora izazvano dijatomejom Cerataulina

pelagica koja je prevladavala na kolekcijama mikrofotografija (Slika 29a).

Nakon tog cvjetanja mora prve velike sluzave nakupine videne su na mjestu uzorkovanja.
Sljede¢ih dana u zajednici su prevladavali dinoflagelat Gonyaulax fragilis, ostali veliki
dinoflagelati i velike cijanobakterije (Slika 29b).

Krajem lipnja drugo masovno pojavljivanje sluzavih pratile su vrste poput Cylindrotheca
closterium, Thalassionema sp. 1 razliciti dinoflagelati (Slika 29¢). U ranom kolovozu zadnja
masovna pojava sluzavih nakupina dogodila se nakon jakog cvjetanja mora uzrokovanog
dijatomejom Thalassionema sp. (Silka 29d). Ostatak ljeta bio je karakteriziran prisustvom
“osnovne zajednice” gdje niti jedna skupina nije imala velike brojnosti. Krajem rujna dolazi do
pojave velikog broja vrsta dijatomeja u velikim brojnostima (jesensko cvjetanje mora, Slika
29e). Jesenske zajednice vrsta su zasebna grupacija u odnosu na ostale uzorke (Prilog 10). Ove
jesenske zajednice bile su prisutne u uzorcima od kraja rujna do sredine studenog. Glavna
karakteristika ovih zajednica je koegzistencija viSe skupina u velikim brojnostima. Po¢etkom
listopada prevladavale su dijatomeje Chaetoceros sp. 1 Pseudo-nitzschia sp., slicno uzorku iz
travnja. Nekoliko dana kasnije malo drugacija zajednica zamijenila je prethodnu: Vrstu Pseudo-
nitzschia sp. pratile su vrste Chaetoceros vixvisibilis and Chaetoceros didymus zajedno s
kokolitoforidima poput Syracosphaera pulchra 1 Calciopappus caudatus. Sredinom listopada
kokolitoforidi gube na znacaju. U studenom Pseudo-nitzschia sp. i dalje je vrlo prisutna dok su
od ostalih vrsta najzastupljenije Chaetoceros socialis and Neomoelleria cornuta.

Dinamika brojnosti svojti prikazane su na Slici 30 zajedno s klasterima 1 prikazom pojava

sluzavih nakupina.
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Slika 29. Kolekcije mikrofotografija proto¢nog citometra sa zapisom pulsa. a: cvjetanje mora izazvano
vrstom Cerataulina pelagica (09.06.2024), b: Gonyaulax fragilis 1 ostali dinoflagelati (27.06.2024), ¢:
mijesana zajednica svojti Cylindrotheca closterium 1 dinoflagelata (17.07.2024), d: zajednica tijekom
cvjetanja mora izazvanog rodom Thalassionema (06.08.2024), e: mijeSana zajednica dijatomeja
(08.10.2024.). Slike a, b, ¢ i d prikazuju zajednice karakteristicne za sluzave nakupine dok slika d

prikazuje zajednicu koja je prevladavala u jesen 2024. godine.

Klasteriranje uzoraka prema procijenjenim brojnostima vrsta na kolekcijama mikrofotografija
pokazuje postojanje dviju glavnih grupa uzoraka: klasteri jesenskih uzoraka (klasteri 2, 7, 8 i
9) 1 ostali poput “osnovne zajednice” (klaster 1) i zajednica povezanih sa sluzavim nakupinama

(3,4, 516, Prilog 10). Konacni klasteri i njihova dinamika u vremenu prikazani su na Slici 30.
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Slika 30. Prikaz procijenjenih brojnosti fitoplanktonskih svojti. Siva boja oznaCava da vrsta nije bila
prisutna, dok nijanse crvene oznacavaju prisutnost, cvjetanje ili intenzivno cvjetanje odredenih svojti.
Crne plocice na vrhu oznacavaju uzorke s vidljivim makroagregatima na mjestu uzorkovanja. Obojene

ploc¢ice oznacCavaju klastere temeljene na taksonomskom sastavu slika.

Alfa raznolikost (broj svojti u uzorcima) smanjio se tijekom ljeta. Uzorci iz razdoblja pojave
velikih sluzavih nakupina takoder pokazuju manju raznolikost. Tijekom jeseni broj svojti naglo
je porastao tijekom jesenskog cvjetanja mora (Slika 31a).

Broj svojti bitno je manji u uzorcima povezanim s pojavama sluzavih nakupina nego u

jesenskim uzorcima (Slika 31b i 31a).
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Slika 31. a: broj fitoplanktonskih svojti iz kolekcije mikrofotografija, vremenski niz. b: skupine
temeljene na taksonomskom sastavu slika, crne plocice oznacavaju uzorke s vidljivim makroagregatima

na mjestu uzorkovanja. ¢: broj fitoplanktonskih svojti iz kolekcija mikrofotografija po klasterima.

5.4.4.  Morfoloske karakteristike fitoplanktona i utjecaj okolisnih
c¢imbenika
Analiza glavnih komponenti (PCA) morfoloskih karakteristika fitoplanktona dobivenih

protocnom citometrijom sa zapisom pulsa objasnila je 54,95% ukupne varijance. Prva glavna

komponenta (PC1) objaSnjava 35,19% varijance i povezana je s asimetrijom, duljinom stanica
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1 granulacijom, dok je druga glavna komponenta (PC2) objasnjava 19,76% varijance i povezana
je sa sadrzajem klorofila u stanicama, brojem stanica i omjerom karotenoida i klorofila.
Morfoloske osobine pokazale su da fitoplanktonske zajednice povezane s pojavom sluzavih
nakupina (klasteri 4, 5 1 6) imaju tendenciju razvoja debljih stanica sa sloZenijom
ultrastrukturom (granulacija). Stanice su CeS¢e izduzene 1 asimetricne, uz nizZi sadrzaj
pigmenata. Takoder, tijekom ovog razdoblja preferiraju se duge pojedinacne stanice.
Zanimljivo je da su osobine povezane s pojavom sluzavih nakupina slicne onima koje
karakteriziraju ,,osnovnu zajednicu®, prisutnu izmedu odvojenih dogadaja. S druge strane,
zajednice povezane s cvjetanjima viSe vrsta (klasteri 2, 3, 7, 8 1 9) karakterizira formiranje
lancastih kolonija, visok sadrzaj pigmenata i veca zastupljenost sferi¢nih stanica (Slika 32a).
Analiza glavnih komponenti (PCA) okolisnih varijabli objasnila je 72,92% ukupne varijance.
Prva glavna komponenta (PC1) objaSnjava 42,87% varijance i pod utjecajem je temperature i
saliniteta, dok druga glavna komponenta (PC2) objasnjava 30,05% varijance 1 povezana je s
brzinom vjetra i koncentracijom kisika. Klasteriranje je pokazuje jasni utjecaj okolisa, pri cemu
su klasteri 2, 7, 8 1 9 (tamno plavi) povezani s vi§im razinama kisika i ve¢om brzinom vjetra.
Formiranje sluzavih nakupina (trokuti) uglavnom je bilo povezano s viSim temperaturama i
salinitetom, dok uzorci bez sluzavih nakupina pokazuju rasprseniju distribuciju unutar PCA
prostora (Slika 32b).

PCA brojnosti funkcionalnih grupa objasnila je 52,53% ukupne varijance. Prva glavna
komponenta (PC1) objasnjava 31,01% varijance 1 razlikuje grupe na temelju prisutnosti
Prochlorococcus 1 OraNano, dok je druga glavna komponenta (PC2), koja objasnjava 21,52%
varijance, vodena Prochlorococcus 1 Synechococcus, odnosno pikocijanobakterijama.

Klasteri 4 i 5 usko su povezani s nanofitoplanktonom te dijatomejama i dinoflagelatima, dok su
klasteri 7 1 9 bili viSe povezani s Prochlorococcus 1 kriptofiti. Taksoni koji formiraju agregate
prvenstveno su bili povezani s nanofitoplanktonom te dijatomejama i dinoflagelatima, dok su
uzorci bez sluzavih nakupina bili Sire rasporedeni unutar PCA prostora.

Zajednice povezane s mijeSanjem vodenog stupca bile su pozitivno povezane s kriptofitima,
piko-eukariotima 1 miksotrofima. "Osnovna zajednica" u vecini je sluCajeva bila pozitivno
povezana s obiljem Synechococcus. Ovi rezultati pokazuju da su mikrofitoplankton (dijatomeje
1 dinoflagelati) glavni sastavni dio mucilag agregata, unatoc ¢injenici da su pikocijanobakterije
dominantne u ukupnoj fitoplanktonskoj zajednici (Slika 32c).

Znacajni (p <0,05). Spearmanovi koeficijenti korelacije izmedu morfoloskih osobina, okolisnih

1 drugih ¢imbenika zabiljezenih senzorima te funkcionalnih grupa prikazani su na Slici 33.
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Slika 32. Prikaz rezultata PCA analize za: a: morfoloske osobine (NoCC oznacava broj stanica u lancu),
b: okoli$ne ¢imbenike i ¢: funkcionalne grupe. Boje oznacavaju klastere temeljene na taksonomskom
sastavu slika, dok oblik to¢aka oznacava je su li na mjestu uzorkovanja bile vidljive velike sluzave

nakupine (trokut) ili nisu (krug).
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Slika 33. Spearmanovi koeficijenti korelacije morfoloskih osobina, podataka s in situ senzora te
brojnosti citometrijskih funkcionalnih skupina. Prikazane su samo statisticki znacajne korelacije (p <

0.05).
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6. RASPRAVA

6.1.  Dugorocne promjene fitoplanktonske zajednice

Sezonske promjene fitoplanktonske zajednice i1 varijabilnost u ekoloSkih uvjeta Sjevernog
Jadrana rezultirali pojavom ponavljajuc¢ih obrazaca u pojavnosti i dinamici fitoplanktonskih
vrsta $to je rezultiralo grupiranjem uzoraka u klastere. U Prilogu 4. vidljivo je kako klasteri
dobro opisuju epizode cvjetanja mora, koje su postale manje ucestale i periodi¢ne, odnosno
cvjetanja mora su postala vrlo sporadi¢na nakon 2013. godine, §to nije bio slucaj u prvom
desetlje¢u analiziranog skupa podataka. Sli¢ni trendovi smanjenja ucestalosti cvjetanja mora
zablijezeni su i od drugih (Aubry i sur. 2025; Vascotto, Mozeti¢, i Francé 2021; Skeji¢ i sur.
2024; Mozeti€ i sur. 2010). Medutim, vrlo intenzivna cvjetanja mora i dalje su moguca, §to je
videno u lipnju 2024. godine kada je vrsta Cerataulina pelagica postigla brojnosti ve¢e od 10
milijuna stanica po litri.

Prethodna istrazivanja u kojima je koriStena klaster analiza provedena su u TrS¢anskom
(Vascotto, Mozeti¢, i Francé 2021) i Venecijanskom zaljevu (Vascotto i sur. 2024). Ono Sto je
glavni rezultat ovakvih analiza jest prostorni i vremenski raspored pojedinih klastera te njihove
indikatorske vrste. Ova analiza donosi nove podatke i raspored takvih klastera u srediSnjem
dijelu sjevernog Jadrana. Zimski Asterionellopsis glacialis klaster naden je u ovom istrazivanju
tijekom 2002., 2005. 1 2009. godine. Odgovarajuci klaster pronaden je i u Trs¢anskom zaljevu
tijekom 2009. (Vascotto et al., 2021). U ovom istrazivanju pokazan je i potpuni izostanak ovoga
klastera nakon 2017 $to je u skladu s rezultatima prethodne studije (Vascotto, Mozetic, 1 Francé
2021). Ljetni Cerataulina pelagica klaster zabiljezen je u prvim godinama proucavanog
razdoblja da bi nakon 2004. godine postao rijedak. Na postaji RV001 primjecen je ponovo u
lipnju 2024 godine. Slican klaster naden je u TrS¢anskom zaljevu 2007. godine (Vascotto et al.,
2021) gdje je njegova pojava vjerojatno bila epizodicna i lokalna. Chaetoceros sp. klaster je jo§
jedan od klastera kojemu se pojavnost bitno smanjila nakon ranih 2000-tih godina. taj klaster
je nalazen u Tr§¢anskom zaljevu sve do 2015. godine, bez jasnog sezonalnog obrasca (Vascotto
etal., 2021) dok je u ovom istrazivanju gotovo nestao nakon 2007. godine. Cyclotella sp. klaster
pronaden je kako 1 u ovom istrazivanju, tako i u TrS¢anskom te Venecijanskom zaljevu gdje je
bio prisutan do 2012. (Vascotto et al., 2021) odnosno 2019. godine (Vascotto et al., 2024).
Pseudo-nitzschia sp. klaster pokazuje nepravilnu dinamiku iako ga se najvise nalazi tijekom

kasnog ljeta te tijekom jeseni. Odgovarajuca zajednica pronadena je u Tr§¢anskom zaljevu gdje
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je bila prisutna tijekom jeseni nakon 2010. godine dok u Venecijanskom zaljevu nije pronadena
(Vascotto et al., 2021, 2024). Skeletonema sp. klaster jos je jedan u nizu onih kojima se
pojavnost smanjila tijekom promatranog razdoblja, kako u ovome istrazivanju tako i u
TrS¢anskom 1 Venecijanskom zaljevu (Vascotto et al., 2021, 2024). Ovaj klaster pokazao je
tipinu bimodalnu dinamiku tijekom godine (jesen i1 kasna zima), s najve¢im udjelom tijekom
kasne zime. U Venecijanskom zaljevu je ovaj klaster opaZen uglavnom u jesenskim mjesecima
(Vascotto et al., 2021, 2024). Klaster Thalassionema nitzschioides je nova kasna proljetna i
ljetna zajednica koja se pojavila nakon 2015. godine. U Venecijanskom zaljevu ovaj klaster
takoder pokazuje sklonost pojavljivanja ljeti, ali bude prisutan i u drugim mjesecima. Ondje je
ovaj klaster, za razliku od ovog istrazivanja, bio prisutan tijekom cijelog razdoblja istraZivanja

(Vascotto et al., 2024).

6.1.1.  Utjecaj okolisnih cimbenika na zajednicu fitoplanktona

Asterionellopsis glacialis klaster pojavio se u jesenskim i zimskim mjesecima kao §to je i
ocekivano (Aubry 1 sur. 2012; Godrijan 1 sur. 2013; Cerino i sur. 2019). Indeksi raznolikosti
pokazuju da je taj klaster raznolik 1 da pokazuje ravnomjernu distribuciju vrsta. 4. glacialis
klaster povezan je s kracom duljinom dana, niZim koncentracijama hranjivih soli te viSim
temperaturama, $to je u suprotnosti s dosadaS$njim tvrdnjama da ova vrsta preferira hladnija
mora (Aubry i sur. 2012; Godrijan i sur. 2013; Cerino i sur. 2019). U ovom klasteru, koji je bio
prisutan ranih 2000-ih pokazuje da je doSlo do zamjene dominantnih vrsta s koegzistiraju¢im

vrstama.

Cerataulina pelagica je prethodno okarakterizirana kao tipi¢na ljetna vrsta u sjevernom Jadranu
u razdoblju od 1999 - 2001 (Aubry i sur. 2006). To je potvrdeno u ovome radu gdje je C.
pelagica klaster pozitivno povezan s temperaturom i fotoperiodom, u smislu duljih dana.
Smanjenje pojavnosti ovog klastera moze se dovesti u vezu sa smanjenjem pojavnosti sluzavih
makroagregata, tipi¢ne pojave za sjeverni Jadran, koji su bili prisutni od 2000. - 2004. godine
(Totti 1 sur. 2019; De Lazzari i sur. 2008; Najdek i sur. 2005). Ova vrsta jedna je od tipi¢nih
vrsta nadenih u sluzavim nakupinama (Totti 1 sur. 2019), a cvjetanje mora izazvano ovom
vrstom povezano je s pojavom makroagregata (Socal i sur. 2008). U ovom klasteru pronadene
su 1 druge vrste povezane s makroagragatima poput Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia

sp. 1 Dactyliosolen fragilissimus (Najdek 1 sur. 2005; Revelante i Gilmartin 1991; Totti i sur.
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2005). Moguci razlozi izostanaka pojave makroagregata i zajednice nakon 2004. godine su
promjene u okoliSu poput smanjenja intenziteta padalina te antropogeni utjecaji (smanjenje
dotoka hranjivih soli, De Lazzari i sur. 2008; Totti i sur. 2019). Osim toga za inicijaciju 1
odrzavanje ove pojave potrebni su i uvjeti mirnog vremena te snazna stratifikacija vodenog
stupca (De Lazzari i sur. 2008; Precali 1 sur. 2005; Russo i sur. 2005). Zanimljivo je kako je u
ovome klasteru naden manji broj vrsta i opCenito nizi indeksi raznolikosti. Uloga vrste C.
pelagica kao 1 detaljniji uvid u pojavu i fitoplanktonsku zajednicu makroagregata bit ¢e
diskutirane u poglavlju 6.4 gdje je metodama uzorkovanja visoke ucestalosti istraZzena pojava

makroagregata u 2024. godini.

Chaetoceros socialis je u prethodnim studijama opisan kao jesenska vrsta u sjevernom Jadranu
(Bosak, Godrijan, i Silovi¢ 2016; Godrijan i sur. 2013; Totti i sur. 2005; Cerino i sur. 2019). U
ovome radu pokazana je snazna povezanost prisustva ovog klastera s visokim salinitetom §to je
i otekivano prema prethodnim studijama (Bosak, Godrijan, i Silovié 2016). Pojavnost ove
zajednice u kasnijim godinama promatranog razdoblja moZe stoga biti povezano s rastom
saliniteta u Jadranu (Mihanovi¢ i sur. 2021; Vilibi¢, Sepié, i Proust 2013). Jesenska pojavnost
moze se dovesti u vezu s negativnom povezanosti s duljinom dana $to je vidljivo iz CCA
analize. Isto tako, ovaj je klaster povezan i s viSim temperaturama te nizim koncentracijama
hranjivih soli §to su tipi¢ni jesenski uvjeti prije nego dode do prestanka stratifikacije i mijeSanja
vodenog stupca (Ivanci¢ 1 Degobbis 1987). Ovaj klaster pokazuje najvecu raznolikost u smislu
broja vrsta i relativno visoke ostale indekse raznolikosti (H” 1 D). To ukazuje na to da u ovome

klasteru prevladavaju vrste koje preferiraju koegzistenciju umjesto kompeticije.

Chaetoceros sp. klaster pokazao je blagu negativnu povezanost koncentracijama hranjivih soli
1 blagu pozitivnu s temperaturom u CCA prostoru. Sli¢ni rezultati videni su u TrS¢anskom
zaljevu iako je ondje Chaetoceros sp. okarakteriziran kao proljetna skupina (Cerino i sur. 2019).
Problem ove skupine dijatomeja je u tome Sto je teSko razlikovati vrste, kojih ima preko 100
(Bosak 2013), koriStenjem svjetlosne mikroskopije. Zbog toga je vrlo vjerojatno da se ovdje
radi o zajednici od viSe vrsta. Medutim, interpretacija rezultata moguca je unato¢ tome jer vrste
iz roda Chaetoceros Cesto dolaze zajedno u visokim brojnostima bududi da se stanice razvijaju
iz trajnih stadija (spora) tijekom mijeSanja vodenog stupca (Bosak, Godrijan, i Silovié¢ 2016;
Montresor 1 sur. 2013). Indeksi raznolikosti pokazuju da ovaj klaster prikazuje raznoliku

zajednicu gdje ¢esto budu prisutne i vrste iz drugih rodova.
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Cyclotella sp. klaster pokazao je pozitivnu povezanost s temperaturom i duljinom dana. Osim
toga, ovaj klaster pokazuje ocekivane oligotrofne preferencije (vjerojatno zbog male veli¢ine
stanica, Vilicic 1 sur. 2007) 1 oCekivanu pozitivhu povezanost s koncentracijama amonijevih
iona (Nincevi¢-Gladan 1 sur. 2015). Cyclotella sp. je mala dijatomeja koja moze u¢inkovito
iskoriStavati hranjive soli u toplim mjesecima (Vascotto i sur. 2024) Sto objaSnjava pojavnost
ovog klastera. Za ovaj je rod potrebno i dodatno naglasiti da je vrlo raznolik, s vise od 100 vrsta
(Lee 1 sur. 2022) i brojnim kriptickim vrstama (Beszteri, John, i Medlin 2007). Klaster
karakteriziran rodom Pseudo-nitzschia takoder je smanjio pojavnost u drugom dijelu
promatranog razdoblja. Ovaj rod potencijalno toksi¢nih dijatomeja je bitan dio fitoplanktonske
zajednice u sjevernom Jadranu (Vili¢i¢ i sur. 2009; Mari¢ i sur. 2012). Izostanak sezonalnosti
ovog klastera u rezultatima u skladu je s ¢estom pojavom cvjetanja mora izazvanom ovim
rodom. Bas kao i za Chaetoceros sp. 1 za ovaj rod je tipi¢na teska identifikacija do razine vrste
pomocu svjetlosne mikroskopije. Tako se i u ovom slucaju moze govoriti o vise vrsta koje
doprinose ovom klasteru. Vrste iz roda Pseudo-nitzschia najvece brojnosti dostizu u jesen, iako
su moguca sporadi¢na cvjetanja mora tijekom proljeca i ljeta, a tipi¢ne su i velike varijacije
tijekom godina (Turk Dermastia i sur. 2020). Smanjenje 1 fluktuacije u pojavnosti ovoga
klastera mogu se povezati s neredovitim dotokom hranjivih soli koje vrste iz ovoga roda
oportunisticki iskoristavaju (Ljubesi¢ i sur. 2011). Zbog toga su u ovom klasteru visoki indeksi
raznolikosti, kao i slaba povezanost s okoliSnim ¢imbenicima, jer razli¢ite vrste imaju razlicite

potrebe.

Skeletonema sp. klaster pokazao je bimodalnu sezonalnost tijekom godine. Ovo je u skladu sa
raznolikosti vrsta unutar ovog roda. U sjevernom Jadranu najrasirenije su dvije vrste: S. marinoi
1 8. grevillei. S. grevillei zabiljeZena je nakon 2018 godine iako je vjerojatno bila prisutna i
ranije. Moguce je da je ova vrsta uneSena putem balastnih voda iz mora u okolici Kine (Mari¢
Pfannkuchen 1 sur. 2018). Ove dvije vrste tesko se razlikuju pomocu svjetlosne mikroskopije
ali poznato je da dolaze u razli¢itim sezonama. S. marinoi je kasna zimska i rana proljetna vrsta
dok je S. grevillei kasna jesenska vrsta (Mari¢ Pfannkuchen i sur. 2018) Sto objasnjava
sezonalnost ovog klastera. S. marinoi preferira zapadne postaje s ve¢om koliCinom hranjivih
soli 1 ve¢im antropogenim utjecajem. Na zapadnim postajama pokazuje redovito vece brojnosti
dok je na istoku pojavnost ove vrste viSe sporadicna. S druge strane, S. grevillei ¢es¢e bude
nadena u lukama i istocnom dijelu sjevernog Jadrana. Nakon 2011. godine pojavnost ovog
klastera se smanjila, bas kao i ucestalost te intenzitet cvjetanja ovog roda. Zapadne postaje su i

pod velikim utjecajem padalinama u Alpama, nakon ¢ega bude veliki donos hranjivih soli
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putem rijeka. Smanjeni donos hranjivih soli (Grilli i sur. 2020) mogao bi biti uzrokom
smanjenja ucestalosti cvjetanja ovog roda. Smanjenje ucestalosti cvjetanja ovog roda
zabiljezeno je i u drugim relevantnim studijama (Daniela Mari¢ i sur. 2012; Vili¢i¢ i sur. 2009;
Aubry i sur. 2021; Cabrini i sur. 2012). Za Skeletonema sp. klaster zabiljezeni su 1 najmanji
indeksi raznolikosti (H’, D, J) sto ukazuje na dominaciju jedne skupine. Ovaj klaster jedini je u
ovome radu koji je pokazao snaznu povezanost s koncentracijama hranjivih soli te negativnu s
temperaturom. Ovime je potvrdena preferencija ovog roda za hladnija mora (Casabianca i sur.
2022; Mari¢ Pfannkuchen 1 sur. 2018; Cerino 1 sur. 2019). Unato¢ snaznom dotoku hranjivih
soli putem rijeke, Jadransko more primjer je fosforom limitiranog mora (Cozzi i Giani 2011)
gdje molarni omjeri duSika i fosfora prelaze 16 (A. C. Redfield, Ketchum, i Richards 1963).
Brojne vrste fitoplanktona mogu prezivjeti u takvim uvjetima buduci da pomocu enzima alkalne
fosfataze mogu koristiti fosfor iz organskih izvora (Ivanci¢ i sur. 2012, 2016). U ovome radu
vidljivo je da su brojni uzorci nadeni u uvjetima limitacije fosforom. Medutim, jedino u slucaju
Skeletonema sp. klastera znac¢ajan broj uzoraka je naden u uvjetima limitacije fosforom. Ovaj
rod sposoban je eksprimirati alkalnu fosfatazu na povrSini stanice i posti¢i visoke brojnosti
konzumiranjem organskog fosfora (Ivanci¢ 1 sur. 2016). Takoder, ovaj se rod moze uspjesno
braniti od predacije i uzrokovati cvjetanja pod predacijskim pritiskom tako da postize vise
brojnosti u prisustvu zooplanktona (Smodlaka Tankovié, Bari¢evi¢, Perusco, i sur. 2018), a

proizvode i spojeve poput aldehida kojima se brane od predacije (Vidoudez i Pohnert 2008).

Thalassionema nitzschioides klaster je pozitivno povezan s temperaturom i duljinom dana, a
negativno s koncentracijom hranjivih soli i salinitetom. To je u skladu s preferencijama ove
vrste u sjevernom Jadranu (Casabianca i sur. 2022). Ovo je tipican rani ljetni klaster koji se
javlja u uvjetima ranog stratificiranja vodenog stupca kada je nizak povrSinski salinitet i
dostupnost hranjivih soli $to oCito pogoduje pojavnosti ovog klastera. Zbog toga je moguce da
je pojavljivanje ovog klastera u kasnijem dijelu promatranog razdoblja povezano sa smanjenom
dostupnosti hranjivih soli §to je dokumentirano u drugim studijama (Mozeti¢ i sur. 2010; Cerino
i sur. 2019) i modelima (Mentaschi i sur. 2024). Ovaj trend vjerojatno je posljedica smanjenog
1 sporadi¢nog dotoka slatke vode putem rijeke Po (Cozzi i sur. 2019). U takvim uvjetima
raznolikost vrsta moZe biti veca jer vrste odabiru strategiju koegzistencije umjesto kompeticije
Sto je vidljivo iz indeksa raznolikosti. Povezanost ovog klastera s duljinom dana ukazuje na to
da je fotoperiod jedan od glavnih ¢imbenika koji odreduju sezonalnost fitoplanktonske

zajednice (Longobardi i sur. 2022).
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Vecina klastera se pojavljivala na zapadnim postajama, blize delti rijeke Po. Ti su klasteri
karakterizirani viS§im abundancijama fitoplanktona kao i veéom opcenitom ucestaloS¢u
pojavljivanja. Ova opazanja dodatno potvrduju vaznost rijeke Po u oblikovanju i utjecaju na
ekosustav sjevernog Jadrana. Klasteri Chaetoceros socialis, Chaetoceros sp. 1 Cyclotella sp. su
pak ¢esce uoCavani na isto¢noj obali sjevernog Jadrana $to je u skladu s njihovim oligotrofnim
preferencijama. Takoder, ovo moze ukazivati i na njihovu vezu s intruzijom voda iz juznog

Jadrana duz isto¢ne obale.

6.1.2.  Stabilnost obrazaca u prostoru i vremenu

Omjer broja uzoraka pridruzenih odredenom klasteru i onih koji nisu svrstani u klastere
pokazuje razlike u prostoru i vremenu. Opcenito, vise uzoraka pripada odredenom klasteru na
zapadnim postajama, blize uSc¢u rijeke Po i posljedi¢no pod ve¢im utjecajem slatke vode i unosa
hranjivih soli. Udio uzoraka koji pripadaju nekom klasteru smanjuje se tijekom vremena §to
ukazuje na smanjenje predvidljivosti fitoplanktonske zajednice. Ovo smanjenje predvidljivosti
uoceno je 1 u drugim istrazivanjima u Jadranu (Vascotto, Mozeti¢, 1 Francé 2021; Vascotto i
sur. 2024; Skeji¢ 1 sur. 2024). Dodatno je vidljivo kako predvidljivost zajednice raste prema
zapadu $to dodatno naglaSava vaznost utjecaja slatke vode u oblikovanju i stabiliziranju
predvidljivosti fitoplanktonske zajednice. Isto¢ni dio sjevernog Jadrana je pod jacim utjecajem
oligotrofnih voda pa je stabilnost zajednice manja. Svi ovi rezultati pokazuju da fitoplanktonska
zajednica u sjevernom Jadranu pokazuje relativno stabilne obrasce koji se odrazavaju kao
pojavnost klastera uzoraka. Medutim, stabilnost tih obrazaca je promjenjiva bilo u prostoru

(smanjuje se prema istoku) ili vremenu (smanjuje se tijekom opazanog razdoblja).

Promjena u stabilnosti zajednice odrazava se 1 u promjeni strategija u prezivljavanju pojedinih
skupina pretpostavljenih iz indeksa raznolikosti. Zajednice karakterizirane vrstama
Chaetoceros socialis 1 Thalassionema nitzschioides pokazuju znakove postojanja
koegzistiraju¢ih vrsta dok one karakterizirane vrstama Skeletonema sp. 1 Cerataulina pelagica
pokazuju teznju prema dominaciji jedne vrste u zajednici. Tako je vidljivo da su zajednice u
kojima dominira jedna vrsta zamijenjene onima gdje postoji koegzistencija Sto moze biti
rezultat prilagodbe zajednice na manje stabilne uvjete u okoliSu. U uvjetima vece dostupnosti
hranjivih soli 1 drugih resursa moze se pretpostaviti 1 ve¢a kompeticija za njih $to dovodi do
dominacije malog broja vrsta. U oligotrofnim uvjetima vrste su orijentirane na prezivljavanje

tih uvjeta zbog Cega veci broj vrsta bude prisutan, ali u malim brojnostima. Suzivot vrsta ovisi
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o mehanizmima koji stabiliziraju zajednicu, poput podjele resursa i predacije koja ovisi o
brojnosti, ali i 0 mehanizmima koji izjednacavaju razlike u uspjeSnosti vrsta, ¢ime zajednicki

oblikuju dinamiku bioraznolikosti (Chesson 2000).

Redovita limitacija fosforom u sjevernom Jadranu je vazan cimbenik u oblikovanju
fitoplanktonske zajednice u tom podrucju (Fuks i sur. 2012; Ivanci¢ i sur. 2016, 2012). Ipak,
globalni 1 regionalni trendovi koji dodatno naruSavaju ravnotezu u dostupnosti hranjivih soli
(Zhang 1 sur. 2022) mogli bi dovesti do daljnje destabilizacije planktonskih hranidbenih mreza
i slabljenja stabilnih klastera unutar fitoplanktonskih zajednica. Analiza dinamike fitoplanktona
temeljena na metodama klasteriranja nudi vrijedan uvid u stabilnost morskih planktonskih

ekosustava, $to je jedno od kljucnih obiljezja zdravlja ekosustava.

6.2.  Usporedba protocne citometrije sa zapisom pulsa i svjetlosne mikroskopije

Usporedbom brojnosti funkcionalnih grupa dobivenih svjetlosnom mikroskopijom i proto¢nom
citometrijom sa zapisom pulsa vidljivo je da proto¢na citometrija nalazi viSe organizama u
nanofitoplanktonskoj veli¢inskoj frakciji, za razliku od mikroplanktonske zajednice gdje
primjenom svjetlosne mikroskopije bude detektirano viSe organizama. Razlog tome je Sto
formaldehid, koristen kao sredstvo za fiksaciju pri analizi svjetlosnom mikroskopijom,
nepovoljno djeluje na manje stanice poput flagelata koje se raspadnu prije nego Sto budu
fiksirane. Osim toga, formaldehid uzrokuje i deformaciju stanica zbog ¢ega ih nije moguce lako
determinirati (Bloem, Béar-Gilissen, i Cappenberg 1986; Porter i sur. 1985). Deformacija i
uniStavanje stanica primijeceno je i kod kriptofita (Booth 1988; Klaveness 1989), §to objasnjava
njihove manje brojnosti uocene metodom svjetlosne mikroskopije nego metodom protocne
citometrije. Stovise, formaldehid, kao i Lugolova otopina itetno djeluju i na veée organizme
poput dijatomeja u viSim koncentracijama tako $to uzrokuju deformaciju stanica, fragmentaciju
lanaca 1 osmotski stres (Mukherjee 1 sur. 2014). Isto tako, ponekad je na svjetlosnom
mikroskopu vrlo tesko razlikovati manje mikroorganizme od ¢estica sedimenta, $to je vrlo lako
kod proto¢ne citometrije budu¢i da upravo zbog toga koristi FIR signal kao prag za njihovu
detekciju. Opcenito, iz ovih rezultata vidljivo je kako je protocna citometrija vrlo prikladna
metoda za pracenje dinamike nanofitoplanktona buduci da ima vecu sposobnost detekcije tih
organizama. U slucaju kokolitoforida potrebno je naglasiti kako je prilikom ove usporedbe
pretpostavljeno da su oni istovjetni HighSWSNano funkcionalnoj grupi prema standardnom

rjecniku i njegovim uputama za prepoznavanje tih grupa (Thyssen i sur. 2022). Medutim,
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tijekom analize je uoCeno da su kokolitoforidi tesko razlu€ivi od organizama sa slicnim
omjerom SWS : FWS signala pa tako u tu funkcionalnu grupu mogu pripadati i druge grupe
poput nekih dinoflagelata i trajnih stadija dijatomeja, poput onih iz roda Chaetoceros.
Mikrofitoplankton su veci organizmi koji obi¢no dolaze u manjim brojnostima. Odredivanje
njihove brojnosti je stoga vrlo izazovno jer ih je tesko detektirati u dovoljnom broju za
kvalitetniju procjenu brojnosti. Medutim, protoc¢na citometrija sa zapisom pulsa razvijena je
upravo kako bi mogla analizirati ve¢e volumene i vece stanice (G. B. Dubelaar i sur. 1999).
Dodatan problem su i kolonije jer ih klasi¢ni protocni citometri detektiraju kao jedan entitet
(Peperzak 1 sur. 2020; Zhou i sur. 2012). Medutim, u ovome radu koristena je varijabla “FWS
Number of Cells” koja je izvedena iz zapisa pulsa i koja daje prosjecan broj stanica u lancu.
Zbog toga su nadene viSe brojnosti mikrofitoplanktona metodom protocne citometrije sa
zapisom pulsa umjesto ocekivanog manjeg broja (Peperzak i sur. 2020). Velika je prednost
svjetlosne mikroskopije 1 u tome da ta metoda i1 dalje pruza najdetaljnije informacije o
taksonomskom sastavu zajednice, $to je naglaSeno i u ranijem istrazivanju (Peperzak i sur.
2020), kao i1 o brojnosti pojedinih svojti. Usporedbom ukupnih brojnosti fitoplanktona (nano i
mikro frakcija) dobiva se linearni odnos S§to ukazuje na to da objema metodama mogu biti
uspjesno opisani trendovi u brojnosti fitoplanktona. Sli¢an rezultat, odnosno linearan odnos
dobiven je i u ranijem istrazivanju (Rutten, Sandee, i Hofman 2005).

Osim brojnosti, obje metode daju i podatke o taksonomskom sastavu zajednice. lako
funkcionalne grupe dobivene proto¢nom citometrijom ne odrazavaju nuzno taksonomski sastav
ipak odredene taksonomske skupine posjeduju karakteristi¢na opticka svojstva zbog kojih lako
mogu biti identificirane (Thyssen i sur. 2022; Trask, van den Engh, i Elgershuizen 1982;
Seppéld 2022). Detaljnije podatke o raznolikosti moguce je dobiti ukoliko se promatraju
morfoloSka obiljezja ovih organizama. U slucaju svjetlosne mikroskopije moguce je dobiti
podatke i o taksonomskoj pripadnosti organizama, kao 1 o brojnosti svake pojedine svojte. lako
je kod protoc¢ne citometrije sa zapisom pulsa moguce dobiti samo podatke o brojnosti
organizama unutar pojedine funkcionalne grupe, kod ovog instrumenta postoji i mogucnost
snimanja velikog broja mikrofotografija. Iz kolekcije mikrofotografija moguce je dobiti vrlo
detaljan uvid u samu raznolikost, bez podataka o brojnosti pojedinih svojti. Zbog toga su u
ovome radu usporedeni podaci o raznolikosti dobiveni objema metodama. Brojevi svojti na
kolekcijama mikrofotografija proto¢nog citometra sa zapisom pulsa redovito su manji od onih
dobivenih svjetlosnom mikroskopijom (Slika 18). Glavni razlog za to su manji analizirani
volumeni koji budu u rasponu od nekoliko mililitara, za razliku od svjetlosne mikroskopije gdje

analizirani volumeni budu ve¢inom 50 ml, ponekad manji, ali i dalje bitno ve¢i nego kod
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proto¢ne citometrije. Medutim, kao i1 u slucaju ukupnih brojnosti, brojevi svojti dobiveni
objema metodama u linearnom su odnosu $to znaci da obje metode uspjesno otkrivaju trendove
u raznolikosti fitoplanktonske zajednice. Kako bi se provjerila ucinkovitost obje metode
koristena je 1 usporedba krivulja rarefakcije. Rarefakcija prikazuje stopu nalazenja novih svojti
s povecanjem napora uzorkovanja, odnosno s povecanjem broja uzoraka. Kod ucinkovitih
metoda uzorkovanja ocekuje se nagli porast broja novih svojti s povecanjem broja uzoraka, a
ukoliko krivulja bude horizontalno izravnata tada se smatra kako je pomocu te metode
kompletno opisana raznolikost, budu¢i da s daljnjim naporom ne budu nadene nove svojte
(Sanders 1968). U ovome radu je vidljivo kako obje metode uspjeSno mogu opisati raznolikost,
unato¢ ¢injenici da svjetlosna mikroskopija nalazi veci broj svojti. Osim deskriptivne analize
krivulja, ta sli¢nost u ucinkovitosti potvrdena je i koeficijentima iz Arrheniusova modela

izradenog na temelju podataka o raznolikosti (Dengler 2009).

Obje metode uspjesno detektiraju velik broj dijatomeja, dinoflagelata i kokolitoforida. Ipak,
svjetlosna mikroskopija otkriva ve¢i broj vrsta dijatomeja i dinoflagelata u usporedbi s
kolekcijama mikrofotografija proto¢nog citometra sa zapisom pulsa. Glavni razlog ove razlike
lezi u znatno vecem analiziranom volumenu kod svjetlosne mikroskopije, Sto povecava
vjerojatnost detekcije rijetkih vrsta. S druge strane, kod kokolitoforida i drugih skupina rezultati
su slicni za obje metode, $to moze upucivati na njihovu veéu zastupljenost i ujednaceniju
distribuciju u uzorku. Nerazvrstani nanofitoplankton detektiran je isklju¢ivo pomocu protocnog
citometra sa zapisom pulsa (Slika 22), jer ovaj instrument omogucuje detekciju brojnih sitnih

organizama s FLR signalom, koji su izvan dosega razlucivosti klasi¢ne svjetlosne mikroskopije

Usporedba koriStenih metoda otkriva jasne razlike u njihovoj osjetljivosti i specificnosti prema
taksonima razliitih brojnosti. I svjetlosna mikroskopija 1 proto¢na citometrija s sa zapisom
pulsa ucinkovito su detektirale dominantne taksone prisutne u visokim abundancijama, poput
Pseudo-nitzschia sp., Chaetoceros wighamii, Skeletonema sp., kriptofita i nekoliko drugih
(Prilog 6). Ovo preklapanje ukazuje na to da su obje metode pouzdane za identifikaciju
najzastupljenijih komponenti fitoplanktonske zajednice u sjevernom Jadranu (Godrijan 1 sur.
2013; Mari¢ 1 sur. 2012; Aubry 1 sur. 2006). Medutim, svjetlosna mikroskopija pokazala se
ucinkovitijom u detekciji rjedih svojti, ukljucujuéi Oscillatoria sp., Prorocentrum vaginula i
drugih navedenih u Prilogu 7. Ovi organizmi mogli su biti nedovoljno zastupljeni u podacima
dobivenima proto¢nom citometrijom zbog niske koncentracije stanica. Nasuprot tome, mali

broj svojti detektiran je isklju¢ivo na mikrofotografijama iz protonog citometra sa zapisom
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pulsa. Medu njima su Azadinium caudatum, Cochlodinium sp., neidentificirane cijanobakterije
te ranije spomenuti neidentificirani nanofitoplankton (Prilog 8). Posebno su posljednje dvije
skupine bile lako prepoznatljive zahvaljujuci svojim karakteristicnim fluorescentnim signalima,
Sto ukazuje na dodatnu vrijednost proto¢ne citometrije u detekciji malih ili morfoloski tesko

prepoznatljivih stanica koje pokazuju specificna opticka svojstva.

U ranijim istrazivanjima ucinkovitost protocne citometrije ve¢ je usporedivana s podacima
dobivenima zapisom pulsa i svjetlosnom mikroskopijom. Te su usporedbe uglavnom bile
usmjerene na procjenu ukupne brojnosti organizama i sposobnost njihove detekcije (Rutten,
Sandee, 1 Hofman 2005; Kraft i sur. 2025; Jang i sur. 2018.) U ovom se radu po prvi puta nastoji
usporediti brojnost funkcionalnih skupina dobivenih proto¢nim citometrom s brojnoséu
odgovaraju¢ih organizama utvrdenih svjetlosnom mikroskopijom. Osim toga, u ovom je
istrazivanju po prvi put primijenjena i tehnika rarefakcije radi usporedbe u¢inkovitosti detekcije

vrsta.

Ovi rezultati zajedno naglasavaju komplementarnost dviju metoda: dok mikroskopija pruza
morfolosku rezoluciju i moze otkriti rijetke taksone, protoCna citometrija je superiorna u
detekciji malih, jako fluorescirajucih stanica i omogucuje visokoproto¢ne kvantitativne analize.
Kombinacija obje metode stoga pruza potpuniji uvid u sastav zajednice, osobito kada se uzmu

u obzir i morfoloska i fizioloska svojstva organizama.

6.3.  Primjena protocne citometrije sa zapisom pulsa u analizi fitoplanktona Po

transekta u razdoblju 2023.-2024.

Klaster analiza procijenjenih brojnosti svojti na kolekcijama mikrofotografija proto¢nog
citometra sa zapisom pulsa otkrila je postojanje pet klastera. Klaster 2 prikazuje “osnovnu
zajednicu” nazvanu tako jer u tom klasteru ne prevladava niti jedna svojta u vecini uzoraka.
Uzorci u kojima su ipak nadene vece brojnosti pojedinih svojti su oni koji su sli¢ni klasteru 5.
Ipak, jedna grupa uzoraka u klasteru 2 (srpanj 2024.) zanimljiva je jer u njoj prevladava
Cylindrotheca closterium, vrsta redovita u sluzavim nakupinama (Totti i sur. 2005; Revelante
1 Gilmartin 1991; Najdek i sur. 2005) koje su bile karakteristi¢ne za ljeto 2024. godine (Vilibi¢
i sur. 2025). Taj fenomen bit ¢e detaljnije diskutiran kasnije u tekstu (poglavlje 6.4.). Klaster 1

oznacava uzroke koji odgovaraju cvjetanju mora izazvanom rodom Skeletonema u veljaci 2023.
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godine. Slicno, klaster 3 obuhvaca uzorke koji odgovaraju periodu cvjetanja roda Pseudo-
nitzschia u ozujku 2023. godine. Klaster 4 obiljezen je rodom Leptocylindrus i pojavio se u
rujnu 2023. godine ali on nije pronaden u sklopu dugoro¢nih istrazivanja. Klaster 5 obuhvaca
uzorke karakterizirane rodom Chaetoceros te je takoder pronaden u sklopu dugoroc¢nih
istrazivanja u 2024., ali je pronaden i tijekom analize uzoraka te godine metodama uzorkovanja
visoke ucestalosti. 1z svega ovoga vidljivo je da klaster analiza podataka dobivenih analizom
mikrofotografija proto¢nog citometra sa zapisom pulsa moze otkriti istovjetne zajednice kao i
klaster analiza dugoro¢nih podataka dobivenih svjetlosnom mikroskopijom. Ovo daje dodatnu

potvrdu za primjenu ovakvog metodoloskog pristupa u istrazivanju fitoplanktona.

Osim raznolikosti, istraZeni su i1 utjecaji okoliSnih ¢imbenika na fitoplankton, bilo na njegovu
brojnost, bilo na njegova opticka svojstva, odnosno morfoloska i fizioloska obiljezja. Analiza
korelacije pokazuje da gradijent saliniteta karakteristi¢an za sjeverni Jadran (Giani, Djakovac,
i sur. 2012) je negativno koreliran s biovolumenom po uzorku. Sli¢an odnos pokazuje i odnos
sa zemljopisnom duljinom, tim viSe jer je salinitet pozitivno koreliran, odnosno raste prema
istoku. Time je potvrdeno da na isto¢nom dijelu transekta prevladavaju oligotrofne zajednice
(Mozeti€ i sur. 2010; Cozzi i sur. 2019), odnosno one pod manjim utjecajem slatke vode sa
zapada. Stoga su sa salinitetom negativno korelirane i brojnosti gotovo svih funkcionalnih
grupa.

PCA analiza, kao pridodana analiza dodatno moze prikazati odnose izmedu pojedinih uzoraka.
Tako je vidljiva jasna razdvojenost zimskih uzoraka, na koje je utjecala niska temperatura te
proljetnih, na koje je utjecao niski salinitet. Zimske uzorke karakteriziraju klasteri u kojima
prevladavaju rodovi Pseudo-nitzschia 1 Skeletonema a osim toga za njih su zajednicka i
odredena opticka svojstva. Stanice nadene u tim uvjetima opc¢enito karakterizira vec¢i volumen
stanice, visok udio pridodanih pigmenata, asimetri¢ne i strukturalno kompleksnije stanice.
Visok udio pridodanih pigmenata, koji je u ovom istrazivanju uocen i u uzorcima s ve¢ih dubina
posljedica je prilagodbe na uvjete manjeg osvjetljenja sto je videno 1 istrazivanju u Filipinskom
moru (Lee 1 sur. 2022). U tom istrazivanju, kao 1 ovdje vidljiva je preferencija cijanobakterija
Synechococcus prema pli¢im slojevima, odnosno uvjetima jakog osvjetljenja. U proljetnim
zajednicama prevladavaju uzorci karakterizirani vrstama iz roda Chaetoceros,
cijanobakterijama iz roda Symechococcus te kokolitoforidima U ovim zajednicama
prevladavaju organizmi s kra¢im stanicama ali ve¢im brojem stanica u lancu te ve¢im udjelom

stani¢nog klorofila. Velik broj stanica u lancu u skladu je s morfoloskim osobinama roda
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Chaetoceros (Kooistra i1 sur. 2010). Zanimljivo je primijetiti kako je visoka granulacija
posljedica je unutarstani¢ne kompleksnosti, a ne postojanja izvanstani¢nih nastavaka jer upravo
vrste iz roda Chaetoceros posjeduju brojne nastavke na stanicama, kao i slozene kolonije, a
zajednice karakterizirane tim rodom ne pokazuju povezanost s granulacijom.

Jesenske zajednice karakterizirane su dijatomejama iz roda Leptocylindrus koji je tipi¢an rod
za ovo razdoblje (Godrijan i sur. 2013; Kuzat i sur. 2022). Unato¢ taksonomskoj slicnosti sa
zimskim uzorcima kao i ¢injenici da je ovo jesenski uzorak jedan uzorak karakteriziran rodom
Pseudo-nitzschia pokazuje slicnije morfoloSke osobine proljetnim uzorcima. Najvjerojatniji
razlog tomu je mogucénost da se radi o posebnoj vrsti ili posebnom skupu vrsta unutar tog vrlo
raznolikog roda (14 zabiljezenih vrsta u Jadranu, (Turk Dermastia i sur. 2020)) koje je tesko
odrediti samo na temelju mikrofotografija ili zapisa pulsa.

Istrazivanje povezanosti optickih svojstava stanica dobivenih proto¢nom citometrijom sa
zapisom pulsa s okoliSnim ¢imbenicima sli¢no ovome provedeno je i u sjevernom Atlantiku.
Kao i ovdje i tamo je pronadena povezanost izmedu saliniteta i udjela pridodanih pigmenata
spram klorofila te adaptacija fitoplanktona na uvjete osvjetljenja (Fragoso i sur. 2019).
Rezultati ovih analiza pokazuju da okoliSni Cimbenici utjeCu na morfoloSka i fizioloska
obiljezja stanica, koja se potom odrazavaju kao zabiljezena opticka svojstva.

Rezultati analize povezanosti morfoloskih i fizioloSkih obiljezja fitoplanktona duz Po transekta
prikazuju preliminarne nalaze. Potrebno je nastaviti s ovim pristupom kako bi se obradio vec¢i
broj uzoraka, ¢ime bi se omogucilo dublje razumijevanje promjena optickih svojstava i osobina
organizama u odnosu na varijabilne okoliSne uvjete. Upravo u sljede¢em poglavlju bit ¢e

prikazan konkretan primjer takve analize.

6.4.  Brze promjene u zajednici fitoplanktona i analiza fenomena sluzavih nakupina

2024. godine

Podaci senzora na plutaci pokazuju nagli rast temperature kao 1 pad saliniteta pocetkom lipnja
2024, sto je uoceno 1 kod druge studije iz tog razdoblja (Vilibi¢ i sur. 2025). Vrijednosti
saliniteta su pale ispod uobiCajenih vrijednosti za ovo podru¢je i bile su sli¢nije onima
uobicajenima blizu uséa rijeke Po (Lipizer i sur. 2014). Zabiljezeni pad saliniteta odrazavao je
trenutno djelovanje rijeke Po i cirkulacije, a bio je u suprotnosti s trendovima porasta saliniteta
zabiljezenih u Jadranskom moru (Mihanovi¢ i sur. 2021; Ricci i sur. 2024). Ovo zagrijavanje i

utjecaj slatke vode pratilo je snazno cvjetanje mora i pojava velikih sluzavih nakupina, slicno
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kao 1 2000. te 2002. godine (Russo i sur. 2005). Tada je velik utjecaj imala i intruzija
oligotrofnih voda s isto¢nog Sredozemlja koja je bila u kombinaciji sa slatkom vodom sa
zapada, kao 1 naglim zagrijavanjem povrSinskog sloja. To intenzivno raslojavanje vodenog
stupca omogucilo je pojavu velikih sluzavih nakupina. Daljnje stabilno vrijeme pogodovalo je
zadrzavanju sluzi. Fenomen je tada prestao nakon snazne bure (Russo i sur. 2005), bas kao i u
ovom slucaju 2024. godine. Uzevsi sve u obzir, rezultati potvrduju da su i naknadne pojave
sluzavih nakupina tijekom srpnja i kolovoza povezane s epizodama naglog zagrijavanja mora i
utjecajima slatke vode.

Takoder, potvrdeno je da svaka epizoda pojave sluzavih nakupina pocinje s vrlo intenzivnim
cvjetanjem mikrofitoplanktona koji je dominirao biomasom, kao S§to je i ocekivano (Flander-
Putrle i Malej 2008).

Budu¢i da je RedMicro funkcionalna grupa zapravo mikrofitoplankton, uglavnom dijatomeje 1
dinoflagelati (Thyssen i sur. 2022), ovdje su zabiljeZeni vrhunci u njihovoj brojnosti prije svake
epizode sluzavih nakupina. Na kolekcijama mikrofotografija vidljivo je da su glavni konstituent
RedMicro grupe dijatomeje, a potom dinoflagelati. Stovise, u tim cvjetanjima mora obi¢no
prevladava jedna vrsta. Prvo veliko cvjetanje mora bilo je u travnju kada su prevladavale
dijatomeje iz roda Chaetoceros, slicno kao i u jesen. Ovo cvjetanje nije uzrokovalo pojavu
velikih sluzavih nakupina, moguée zbog snaznih vjetrova koji su u prevladavali u proljec¢e. U
lipnju 2024. godine dogodilo se iznimno snazno cvjetanje dijatomeje Cerataulina pelagica, s
brojnostima ve¢ima od 10 milijuna stanica po litri, ¢ime je to cvjetanje najintenzivnije u zadnjih
25 godina (Prilog 4), o $to je bilo spomenuto ranije u radu. Zanimljivo je da je tijekom toga
cvjetanja mora snazno pala koncentracija otopljenog kisika, sugeriraju¢i snaznu respiraciju.
Brojnosti mikrofitoplanktona usporedive su s onima kasnih 1980-ih (Mari¢ i sur. 2012), kada
su takoder bile prisutne velike sluzave nakupine (Stachowitsch, Fanuko, i Richter 1990;
Degobbis, Malej, i Umani 1999). Upravo su nakon ovog cvjetanja prve sluzave nakupina
primjecene 2024. godine. Takoder, ovo je prvo cvjetanje u nizu gdje je jedna vrsta prevladavala
u uzorku. Tijekom sljede¢ih dana zajednica u kojoj prevladava C. pelagica zamijenjena je onom
u kojoj prevladavaju dinoflagelati. Nakon toga smanjuju se brojnosti mikrofitoplanktona i u
uzorcim ponovo prevladava “osnovna zajednica”, ona s malim brojnostima i raznolikosti.
Kasnije tijekom sljedecih epizoda cvjetanja nadene su velike brojnosti vrste C. closterium koje
jejedna od vrsta karakteristi¢na za stare agregate (Totti i sur. 2005; Revelante i Gilmartin 1991).
Ova vrsta i sama moze proizvoditi sluz, pa time moZze imati ulogu u odrzavanju sluzi (Najdek 1
sur. 2002, 2005). Moguce je 1 da ova vrsta preferira sluz zbog toga $to je ona izvor hranjivih

tvari koje ova miksotrofna vrsta moze iskoristavati (Kumar i sur. 2024) .
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Druga vrsta sa slicnim ekoloskim preferencijama i koja je povezana sa stvaranjem i
odrzavanjem sluzavih nakupina je dinoflagelat Gonyaulax fragilis (Pistocchi i sur. 2005;
Pompei 1 sur. 2003). Ta se vrsta pojavila u ve¢im brojevima u kasnom lipnju kada je nova
epizoda sluzavih nakupina pocela na obali Rovinja. Tada je bilo mogucée promatrati fenomen
bioluminiscencije prilikom fizickog dodirivanja sluzi 1 morske vode. I dalje je teSko reci
uzrokuje li ova vrsta pojavu sluzavih nakupina ili je i ona kolonizator ve¢ postoje¢ih nakupina.
U prvom slucaju je moguce da je na isto¢noj obali Jadrana cvjetanje te vrste bilo u ve¢
poodmakloj fazi tijekom epizoda cvjetanja dijatomeja buduci da ovi dinoflagelati stvaraju trajne
stadije (ciste) koje Cesto potonu u starijim nakupinama, nakon nastanka sluzi (Pompei i sur.
2003) pa ne mozemo tvrditi da su oni proizveli nakupine.

Jo§ jedna vrsta dinoflagelata zabiljezena u ovome radu i pronadena u sklopu sluzavih nakupina
te karakteristicna za njih jest Tripos furca (Cecilia Totti 1 sur. 2005). U srpnju je zabiljezeno
novo cvjetanje mora, ovaj put izazvano vrstom C. closterium u sklopu nakupina, pa je moguce
da se ovdje radi o ve¢ starim nakupinama, kao S$to je ranije diskutirano. Zadnje veliko cvjetanje
mora pra¢eno pojavom nakupina bilo je pocetkom kolovoza kada je Thalassionema sp. postigla
velike brojnosti. Identifikacija tocne vrste iz ovog roda dijatomeja izazovno je, pogotovo na
mikrofotografijama proto¢nog citometra buduci da stanice nisu gradile karakteristicne kolonije,
¢iji pak oblik pomaze kod identifikacije vrsta. Budu¢i da po morfoloskim karakteristikama
videne stanice mogu biti svrstane bilo u vrstu Thalassionema nitzschioides ili Thalassionema
frauenfeldii, u ovome radu je stoga koriStena identifikacija na razini roda. Unato¢ tome, moguce
je uociti da je Thalassionema nitzschioides bila vazna vrsta tijekom pojave sluzavih nakupina
tijekom 1997. godine (Najdek 1 sur. 2002; Kraus i Supi¢ 2015).

Kraj ljeta bio je obiljezen jacim vjetrovima. Prvom polovicom rujna ponovno je videna
“osnovna zajednica” koja je bila i tijekom ostatka kolovoza, ovaj put u uvjetim mijesanja mora.
Mijesanje mora moze se pretpostaviti zbog naglog pada povrSinske temperature mora. U ovim
uvjetima vise nisu bile uocene sluzave nakupine.

Tijekom jeseni pojavile su se zajednice s ve¢im brojem vrsta. Kod svih je zajedni¢ko cvjetanje
dijatomeje Pseudo-nitzschia sp. Ostale vrste koje su bile prisutne, i koje su uvjetovale zajednicu
bile su one iz roda Chaetoceros u ranom listopadu, poput Chaetoceros vixvisibilis 1 Chaetoceros
didymus te kokolitoforidi kasnije. U studenom su pratece vrste bile dijatomeje Chaetoceros
socialis 1 Neomoelleria cornuta. Krajem studenog jesensko cvjetanje je prestalo. Za vrste
Chaetoceros sp., Chaetoceros socialis, Pseudo-nitzschia sp. moze se reci da su tipi¢ne jesenske

vrste dijatomeja koje zive u uvjetima mijeSanja mora (Godrijan i sur. 2013; Neri 1 sur. 2022).
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Zanimljiva je pojava da je tijekom pojave sluzavih nakupina naden manji broj vrsta, odnosno
manja raznolikost nego u drugim uvjetima, poput jeseni ili proljeca, kada veci broj vrsta
sudjeluje u cvjetanju mora. lako je poznato da do toga dolazi u sluzavim nakupinama (Flander-
Putrle i Malej 2008), joS uvijek nije poznato zasto. Kako bi se razjasnila ova zabiljezena manja
raznolikost tijekom pojave sluzavih nalupina, u ovome radu koriStena je analiza morfoloskih
osobina stanica kako bi se pronasle njihove moguce prilagodbe na uvjete u okolisu. U ovome
radu vidljivo je da su jesenske i ljetne zajednice jasno odvojene bilo da se promatraju
morfoloSke osobine, ekoloski uvjeti i brojnosti unutar funkcionalnih grupa. Jesenske su
zajednice posebne zbog prevladavanja vrsta koje stvaraju lancaste kolonije, koje imaju visi
stani¢ni klorofil i koje imaju ve¢i udio ostalih pigmenata spram klorofila. S druge strane, u
ljetnim zajednicama prevladavaju organizmi s debljim stanicama, nizim sadrzajem klorofila 1
ostalih pigmenata kao i sa sloZenijom ultrastrukturom. Veli€ina stanice jedna je od najvaznijih
morfoloSkih osobina zbog njezinog utjecaja na izbjegavanje predacije, brzinu tonjenja,
ucinkovitost apsorpcije i skladiStenja hranjivih tvari (Litchman i sur. 2010). U ovome radu je
nadeno da tijekom ljeta, kada zbog raslojavanja vodenog stupa dolazi do limitacije u
dostupnosti hranjivih soli (Ivanci¢ i sur. 2012) prevladavaju vece 1 izduzenije stanice. lako se
ocekuje da ¢e manje stanice ucinkovitije iskoriStavati hranjive soli zbog vec¢eg omjera povrsine
i volumena (Ivancic¢ i sur. 2012), zapravo u tim uvjetima uspijevaju i vece stanice ukoliko su
one izduZene i nisu u kolonijama (Pahlow, Riebesell, i Wolf-Gladrow 1997). To je potvrdeno i
u ovome radu gdje su jednostanicne Cylindrotheca closterium 1 Thalassionema sp. nadene
tijekom pojave sluzavih nakupina. Ovdje je jos interesantnije kako vrsta Thalassionema sp. nije
nadena u karakteristicnim lancima, S$to sugerira izravnu prilagodbu na uvjete, a ne selekciju.
Vece stanice imaju i dodatnu prednost u uvjetima ogranic¢ene dostupnosti hranjivih tvari, a to
je da mogu pohraniti vise dusika i fosfora (Hillebrand i sur. 2022). Vece stanice doprinose i
jacem izlu€ivanju organskih tvari (Hillebrand 1 sur. 2022) ¢ime mogu doprinijeti formiranju
sluzi. Vece stanice su otpornije na predaciju od zooplanktona (Riegman i sur. 1993) §to bi
takoder moglo biti povezano s pojavom sluzavih nakupina buduéi da je manja predacija
povezana s tim fenomenom (Degobbis, Malej, 1 Umani 1999).

Jos$ jedan zanimljiv nalaz u ovom radu odnosi se na povecanu sloZenost ultrastrukture stanica,
odnosno vecu granulaciju, koja se ocituje kroz omjer SWS 1 FWS signala protoc¢ne citometrije.
Vise vrijednosti tog omjera mogu upucivati na prisutnost brojnih stani¢nih nastavaka, no to
ovdje nije slucaj jer ako se uzmu mikrofotografije kao dokaz tada se vidi da prevladavaju stanice
bez nastavaka, Sto je potvrdeno i ranije u radu (Poglavlje 6.4). Stoga se moze pouzdano

zakljuciti da povecana granulacija odrazava sloZeniju ultrastrukturu stanicne stijenke i organela.
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PoviSene temperature i ograni¢ena dostupnost hranjivih tvari mogu dodatno utjecati na
promjene u strukturi i funkciji unutarnjih stani¢énih membrana (Cantarero i sur. 2024; Abida i
sur. 2015). Osim toga, tijekom ljeta fotosintetski aparat dozivljava stres koji se odrazava na
povecanoj slozenosti stanica 1 nizoj koncentraciji klorofila (Napoléon, Raimbault, i Claquin
2013). U jesenskoj zajednici s druge strane korisnije su druge morfoloSke karakteristike koje
pomazu organizmima da Zive u uvjetima mijeSanja vodenog stupca. Tada prevladavaju
dugolancane kolonije stanica koje im daju veliku prednost jer pomazu organizmima da
migriraju vertikalno u turbulentnoj vodi (Lovecchio i sur. 2019). Lancaste kolonije takoder
pomazu u izbjegavanju predacije, reprodukciji (Basterretxea, Font-Mufoz, 1 Tuval 2020) te
koriStenju hranjivih tvari i svjetla (McFarland i sur. 2020; Luigi Naselli-Flores i Barone 2011).
Osim toga, u jesenskoj zajednici prevladavaju manje stanice koje su bolji kompetitori za svjetlo
1 hranjive tvari (Riegman i1 sur. 1993; Sommer i sur. 2017). Visi sadrzaj klorofila takoder
ukazuje na prilagodbu na uvjete manjeg osvjetljenja (Fisher 1 Halsey 2016).

1z toga se vidi da u velikim nakupinama sluzi prevladavaju specijalisticki Zivotni oblici koji su
dobro prilagodeni visokim temperaturama i raslojenom vodenom stupcu. Kada se dogode
pulsevi slatke vode obogacene hranjivim solima tada prezivljavaju robusniji organizmi s
velikim 1 izduzenim stanicama (Sommer 1 sur. 2017). Moguce je da ti organizmi zapravo
preferiraju takve uvjete gdje u sluzavim nakupina Zive zaSticeni od tonjenja i predacije. Oni
tada mogu u kratkom vremenu posti¢i iznimno velike brojnosti, ali ta cvjetanja mora su
kratkotrajna zbog ograniCene dostupnosti hranjivih tvari. Tijekom jeseni prevladavaju vise
generalistiCki zivotni oblici, koji su u kompeticiji jedni s drugima. Budu¢i da je period mijesanja
mora dugotrajana, u tim uvjetima moze i cvjetanje mora dugo trajati. Zbog toga je jesensko
cvjetanje mora obiljeZeno dominacijom nekoliko vrsta istovremeno.

Jedno od pitanja provedenog istrazivanja jest i uloga vrste Cerataulina pelagica u inicijaciji
fenomena sluzavih nakupina. Ranije u ovom radu (Poglavlje 6.1.1.) diskutirano je kako se
pojava klastera karakterizirnog upravo ovom vrstom u dugoro¢nim podacima moze dovesti u
vezu s masovnom pojavom sluzavih nakupina od 2000. - 2004. godine. Isti klaster naden je 1
2024. godine, kako u dugoro¢nim podacima, tako i u ovom skupu podataka. O vrsti Cerataulina
pelagica moze se re€i da je tipi¢na ljetna vrsta u sjevernom Jadranu (Aubry 1 Acri 2004), kao 1
da redovito zivi u sklopu sluzavih nakupina (Najdek i sur. 2002; Cabrini, Umani, i Honsell
1992; Totti i sur. 2005). Zanimljivo je da je u ovom radu kao i 2004. godine zabiljeZena prva
pojava sluzavih nakupina netom nakon intenzivnog cvjetanja vrste Cerataulina pelagica (Socal
1 sur. 2008). Isto tako, ova vrsta moze stvarati vec¢u koli€inu sluzi, §to je zabiljeZeno u morima

sjeveroistocno od Novog Zelanda (Taylor, Taylor, 1 Walsby 1985). Ovdje je moguce predloziti
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ideju da je upravo ova vrsta odgovorna za oslobadanje velike koli¢ine organske tvari koja
uzrokuje stvaranje sluzavih nakupina. Kako te nakupine stare, tako ih naseljavaju druge vrste
koje su tipicno pronadene u njima, poput dijatomeje Cylindrotheca closterium 1 dinoflagelata
poput Gonyaulax fragilis. Dakle, pra¢enje promjena u zajednici metodama uzorkovanja visoke
ucestalosti omogucilo je pracenje sukcesije fitoplanktonske zajednice tijekom fenomena
sluzavih nakupina. PredloZen scenario je da fenomen zapocinje nakon snaznih cvjetanja mora
uzrokovanih naglim rastom temperature prilikom snaznog dotoka slatke vode obogacene
hranjivim solima. Dijatomeje poput C. pelagica i ostalih doprinose oslobadanju velikih koli¢ina
organske tvari koja se nakuplja u uvjetima mirnog vremena i stratificiranog mora. Brza
potro$nja hranjivih soli dovodi do limitacije hranjivim solima Sto dodatno pojacava sam
fenomen. Prisutnost sluzavih nakupina, limitacije hranjivim solima te visoke temperature
dovode do stvaranja nepovoljnih ekoloskih uvjeta za vecinu fitoplanktonskih vrsta, osim za
specijaliste koji tada postizu velike brojnosti. Ti specijalisti karakterizirani su robusnijim

morfoloskim obiljezjima i viSe ulazu u rast pojedinacnih stanica nego kolonija.

Osim mikrofitoplanktona, tijekom pojave sluzavih nakupina uocena je fina dinamika i drugih
funkcionalnih skupina poput nanofitoplanktona i kokolitoforida. Iako je za nanofitoplankton
poznato da je vazan konstituent zajednice sluzavih nakupina (Kaltenbock i Herndl 1992),
njegova uloga u cijelom procesu tek treba biti otkrivena. Sli¢no vrijedi i za cijanobakterije,
medu kojima je Synechococcus bio brojan u sluzavim nakupinama, ali znatno slabiju od
prethodno spomenutih skupina. Uloga pikocijanobakterija ve¢ je istrazena, a pokazano je da su
abundancije pikoplanktona obicno viSe u zajednicama povezanim sa sluzavim nakupinama
(Vanucci 2003; Totti i sur. 2005; Kaltenbock 1 Herndl 1992) Ipak, uloga autotrofnih i
heterotrofnih bakterija te ostalog pikoplanktona joS$ uvijek nije jasna. Na primjer, zabiljezene
su niske razine kisika na pocetku pojave, Sto otvara pitanje o ulozi respiracije u tom procesu.
Povecana respiracija bi, u teoriji, trebala dovesti do nizih koncentracija Se¢era. Medutim,
znacajno otpustanje organske tvari moglo bi takoder biti posljedica razgradnje mrtvih stanica.
Stoga bi 1 heterotrofne organizme trebalo ukljuciti u monitoring ove pojave u buducnosti
pomoc¢u brzih metoda poput protoCne citometrije prilagodene za otkrivanje organizama
obojenih umjetnim pigmentima, budu¢i da potpuni heterotrofi nemaju autofluorescentne

pigmente (Zubkov, Burkill, i Topping 2007; Silovic i sur. 2017).

Analiza fitoplanktonske zajednice tijekom 2024. godine, kada je bila pojava sluzavih nakupina,

metodama uzorkovanja visoke ucestalosti dala je uvid u brze promjene u njoj, koje bi bilo vrlo
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teSko analizirati tradicionalnim tehnikama poput svjetlosne mikroskopije. Osim toga,
primjenom protocne citometrije sa zapisom pulsa i njegovih mikrofotografija moguce je dobiti
podatke o brojnostima fitoplanktona u svim veli¢inskim frakcijama u vrlo kratkom vremenu.
To omogucuje otkrivanje promjena u fitoplanktonskoj zajednici koje bi konvencionalnim

metodama ostale nezamijecene.
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7.  ZAKLJUCCI

U kontekstu postavljenih ciljeva i hipoteza ovog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

Cilj 1. je ostvaren: prostorno-vremenski odnosi fitoplanktonskih skupina analizirani su
metodom svjetlosne mikroskopije u razdoblju od 2000. do 2024. godine te pomocu protocne
citometrije sa zapisom pulsa, koja je uvedena kao nova metoda u razdoblju od 2023. do 2024.
godine. Primjenom klaster analize na dugoronim podacima utvrdeno je postojanje vise
razli¢itih zajednica fitoplanktona. Neke su pokazivale stabilne obrasce pojavljivanja, dok su se
druge javljale sporadi¢no, ¢ime je hipoteza 1. odbacena jer prostorno-vremenski obrasci nisu
pokazali stabilnost, ve¢ su zamijenjeni epizodnim pojavama cvjetanja mora. Primjerice,
zajednice karakterizirane vrstama Cerataulina pelagica 1 Skeletonema sp. pokazale su
smanjenu pojavnost tijekom vremena, dok su se neke zajednice pocele pojavljivati tek kasnije
u promatranom razdoblju. Promjene su povezane s okoliSnim ¢imbenicima, poput dotoka slatke

vode, duljine dana i dostupnosti hranjivih tvari.

U okviru cilja 2. usporedene su metode analize fitoplanktona: svjetlosna mikroskopija i
protoCna citometrija sa zapisom oblika pulsa (ukljucuju¢i mikrofotografiranje) kako bi se
procijenila njihova ucinkovitost u pracenju brojnosti i raznolikosti fitoplanktonske zajednice.
Rezultati pokazuju da protocna citometrija sa zapisom pulsa predstavlja u¢inkovit i pouzdan
alat za pracenje promjena u fitoplanktonskoj zajednici. Ova metoda omogucuje opisivanje istih
trendova u brojnosti i raznolikosti kao i svjetlosna mikroskopija, pri cemu je ucinkovitost u
prepoznavanju i kvantificiranju raznolikosti usporediva izmedu dviju metoda. Iako svjetlosna
mikroskopija omogucuje identifikaciju veceg broja svojti, obrasci u zajednici otkriveni
proto¢nom citometrijom dobro odgovaraju onima dobivenima mikroskopijom. Time je
potvrdena hipoteza 2: brojnost i raznolikost dobiveni protonom citometrijom sa zapisom

oblika pulsa prate iste trendove kao i oni dobiveni svjetlosnom mikroskopijom.

U okviru cilja 3. proufavana je prostorno-vremenska dinamika optickih svojstava
fitoplanktonske zajednice u okoliSu. Analiza optickih svojstava fitoplanktonskih stanica
pokazala je da se ta svojstva znacajno mijenjaju u prostoru i vremenu. Medutim, utvrdeno je da
ove promjene nisu prvenstveno povezane s taksonomskom pripadnoséu stanica, ve¢ odrazavaju

funkcionalne prilagodbe pojedinih stanica 1 selekciju zivotnih oblika u odnosu na promjenjive
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uvjete okoliSa ¢ime je dio hipoteze 3. odbacen: promjene optickih svojstava fitoplanktonskih
stanica nisu odredene taksonomskom pripadno$¢u, ve¢ predstavljaju odgovor zajednice na
okolisne ¢imbenike i selekcijske pritiske. To je vidljivo u analizi zajednice fitoplanktona
tijekom 2024. godine kada su u zajednicama povezanima sa sluzavim nakupinama prevladavale

robusnije pojedinacne stanice umjesto lanaca i kolonija.

Cilj 4. bio je optimizirati frekvenciju uzorkovanja, prepoznati i predloziti nove ¢imbenike koji
ukazuju na promjene u ekosustavu te definirati mjerljive indikatore promjena ekosustava. Cilj
je ostvaren tijekom analize fitoplanktona 2024. godine pomocu proto¢ne citometrije sa zapisom
pulsa gdje je analiza vrSena svakog dana. Hipoteza 4. pretpostavila je da uzorkovanje visoke
ucestalosti moze pruziti uvid u brze promjene u fitoplanktonskoj zajednici i time nadopuniti
tradicionalne metode uzorkovanja i analize. Uzorkovanjem visoke ucestalosti tijekom 2024.
godine zabiljezene su brze i1 izrazene promjene u sastavu fitoplanktonske zajednice, $to je bilo
osobito vidljivo tijekom pojave sluzavih nakupina. Rezultati potvrduju da takav pristup
omogucuje preciznije prepoznavanje kratkotrajnih ekoloskih procesa i promjena. Na temelju
dobivenih rezultata, hipoteza 4. je potvrdena, jer je dobivena detaljniji prikaz sukcesije Zivotnih

oblika fitoplanktona.

Sintezom rezultata proizlazi da se fitoplanktonska zajednica u sjevernom Jadranu mijenja kroz
predvidivim obrascima. Ova promjenjivost zahtijeva prilagodbu pristupa pra¢enju ekosustava.
Protocna citometrija sa zapisom pulsa pruza vecu prostorno-vremensku rezoluciju i nove
indikatore koji nadopunjuju tradicionalnu taksonomsku analizu. Na temelju dobivenih spoznaja
preporucuje se sustavna integracija protocne citometrije u dugoro¢no pracenje fitoplanktona u
sjevernom Jadranu, uz zadrzavanje svjetlosne mikroskopije kao referentne metode. Dodatno,
uvodenje uzorkovanja visoke ucestalosti nuzno je kako bi se mogle pratiti kratkotrajne i brze
promjene u zajednici. Takav kombinirani pristup omogudit ¢e pravovremeno prepoznavanje
ekoloskih pomaka, identifikaciju mjerljivih indikatora promjena te osigurati ¢vrstu znanstvenu

osnovu za predvidanje odgovora morskih ekosustava na buduce okolisne 1 klimatske promjene.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Popis karakteristicnih svojti u svakom klasteru. Prikazane su statisticki znacajne (p < 0.05)

IndVal vrijednosti. Imena klastera dobivena su prema svojti s najviSom IndVal vrijednosti u

odgovaraju¢em klasteru.

Klaster Svojta Autor IndVal p vrijednost
Asterionellopsis Asterionellopsis (Castracane) | 0.99 0.001
glacialis glacialis Round, 1990

Asterionellopsis Chaetoceros Cleve, 1889 0.26 0.001
glacialis curvisetus

Asterionellopsis Rhizosolenia Brightwell, 0.22 0.001
glacialis imbricata 1858

Asterionellopsis Dictyocha fibula | Ehrenberg, 0.17 0.001
glacialis 1839

Asterionellopsis Hemiaulus Greville, 1865 [ 0.17 0.001
glacialis chinensis

Asterionellopsis Gyrodinium sp. Kofoid & 10.15 0.013
glacialis Swezy, 1921

Asterionellopsis Lauderia annulata | Cleve, 1873 0.12 0.003
glacialis

Asterionellopsis Chaetoceros Lauder, 1864 | 0.11 0.015
glacialis compressus
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Asterionellopsis Chaetoceros Grunow, 1863 | 0.1 0.007
glacialis lorenzianus
Asterionellopsis Octactis speculum | (Ehrenberg) 0.09 0.004
glacialis F.H.Chang,

J.M.Grieve &

J.E.Sutherland

, 2017
Asterionellopsis Synedra sp. C.G. 0.09 0.013
glacialis Ehrenberg,

1830
Asterionellopsis Guinardia (Cleve) Hasle, | 0.05 0.004
glacialis delicatula 1997
Asterionellopsis Thalassiothrix Cleve & | 0.04 0.045
glacialis longissima Grunow, 1880
Cerataulina Cerataulina (Cleve) 0.9 0.001
pelagica pelagica Hendey, 1937
Cerataulina Prorocentrum Ehrenberg, 0.16 0.019
pelagica micans 1834
Cerataulina Tripos fusus (Ehrenberg) 0.12 0.046
pelagica F.Gomez,

2013
Cerataulina Ceratoperidinium | (Kofoid & 1 0.08 0.014
pelagica falcatum Swezy) Rene

& Salas, 2013
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Cerataulina Glenodinium Conrad 0.07 0.041
pelagica mucronatum

Cerataulina Protoperidinium | (Ostenfeld) 0.07 0.015
pelagica granii Balech, 1974

Chaetoceros Chaetoceros H.S.Lauder, 0.99 0.001
socialis socialis 1864

Chaetoceros Chaetoceros Ralfs, 1864 0.42 0.001
socialis lauderi

Chaetoceros Chaetoceros Gran, 1900 0.36 0.001
socialis tortissimus

Chaetoceros Guinardia striata | Hensen, 1911 | 0.32 0.001
socialis

Chaetoceros Pleurosigma sp. W. Smith, | 0.29 0.001
socialis 1852

Chaetoceros Chaetoceros Ralfs, 1864 0.27 0.001
socialis rostratus

Chaetoceros Chaetoceros F.Schutt, 1895 [ 0.26 0.001
socialis brevis

Chaetoceros Bacteriastrum Shadbolt, 0.25 0.001
socialis Sfurcatum 1854

Chaetoceros Bacteriastrum Godrijan, 0.25 0.001
socialis jadranum Maric &
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Pfannkuchen,

2012

Chaetoceros Cylindrotheca (Ehrenberg) 0.23 0.038
socialis closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Chaetoceros Pseudo-nitzschia | (Hasle) 0.2 0.001
socialis americana Fryxell in

Hasle, 1993
Chaetoceros Calciosolenia Gran, 1912 0.18 0.001
socialis murrayi
Chaetoceros Hemiaulus hauckii | Grunow  ex | 0.18 0.003
socialis Van Heurck,

1882
Chaetoceros Neomoelleria (Cleve) 0.18 0.001
socialis cornuta S.Blanco &

C.E.Wetzel,

2016
Chaetoceros Paralia sulcata (Ehrenberg) 0.18 0.001
socialis Cleve, 1873
Chaetoceros Dactyliosolen (B.G.Sundstro | 0.16 0.001
socialis phuketensis m) G.R.Hasle,

1996
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Chaetoceros Haslea wawrikae | (Hustedt) 0.16 0.001
socialis Simonsen,

1974
Chaetoceros Entomoneis sp. Ehrenberg, 0.15 0.002
socialis 1845
Chaetoceros Ophiaster (Lohmann) 0.15 0.002
socialis hydroideus Lohmann,

1913
Chaetoceros Guinardia (Castracane) | 0.14 0.024
socialis flaccida H.Peragallo,

1892
Chaetoceros Thalassionema (Grunow) 0.14 0.004
socialis frauenfeldii Tempere &

Peragallo,

1910
Chaetoceros Chaetoceros Schiller in|0.13 0.002
socialis vixvisibilis Hustedt, 1930
Chaetoceros Diploneis sp. (C. G.|0.13 0.009
socialis Ehrenberg)

P.T. Cleve,

1894
Chaetoceros Chaetoceros Cleve, 1873 0.12 0.047
socialis decipiens
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Chaetoceros Pseudosolenia (Schultze) 0.12 0.002
socialis calcar-avis B.G.Sundstro

m, 1986
Chaetoceros Bacteriastrum sp. | G.  Shadbolt, | 0.1 0.012
socialis 1854
Chaetoceros Chaetoceros Brightwell, 0.09 0.003
socialis peruvianus 1856
Chaetoceros Chaetoceros J.Ikari, 1926 0.09 0.001
socialis pseudodichaetus
Chaetoceros Calciopappus K.R.Gaarder | 0.08 0.026
socialis caudatus & Ramsfjell,

1954
Chaetoceros Leptocylindrus D.Nanjappa & | 0.08 0.006
socialis convexus A.Zingone,

2013
Chaetoceros Octactis octonaria | (Ehrenberg) 0.07 0.002
socialis Hovasse, 1946
Chaetoceros Leptocylindrus Gran, 1915 0.06 0.03
socialis minimus
Chaetoceros Ophiaster Gran, 1912 0.05 0.01
socialis formosus
Chaetoceros Tripos setaceus (Jorgensen) 0.05 0.004
socialis F.Gomez,

2013
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Chaetoceros Bacteriastrum Sarno, 0.04 0.039
socialis parallelum Zingone &
Marino, 1997
Chaetoceros Chaetoceros Castracane, 0.04 0.047
socialis convolutus 1886
Chaetoceros Chaetoceros Meunier, 1913 | 0.04 0.043
socialis tenuissimus
Chaetoceros Cocconeis sp. C.G. 0.04 0.046
socialis Ehrenberg,
1837
Chaetoceros sp. Chaetoceros sp. C.G. 0.83 0.001
Ehrenberg,
1844
Chaetoceros sp. Chaetoceros Lauder, 1864 | 0.39 0.001
affinis
Chaetoceros sp. Chaetoceros Pavillard, 0.14 0.001
costatus 1911
Chaetoceros sp. Chaetoceros Cleve-Euler, |0.1 0.009
amanita 1915
Chaetoceros sp. Bacteriastrum Cleve, 1897 0.09 0.03
delicatulum
Chaetoceros sp. Chaetoceros Cleve, 1873 0.08 0.02
atlanticus
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Chaetoceros sp. Chaetoceros Proschkina- 0.06 0.03
insignis Lavrenko,
1955
Chaetoceros sp. Chaetoceros Grunow, 1882 [ 0.05 0.045
anastomosans
Cyclotella sp. Cyclotella sp. (F.T. Kutzing) | 0.88 0.001
A. de
Brebisson,
1838
Cyclotella sp. Alexandrium sp. Halim, 1960 | 0.15 0.002
Cyclotella sp. Ophiaster sp. Gran, 1912 0.13 0.002
Cyclotella sp. Heterocapsa sp. Massart, 1920 [ 0.12 0.001
Cyclotella sp. Dissodinium (Pavillard) 0.09 0.005
elegans Matzenauer,
1933
Cyclotella sp. Karenia sp. G.Hansen & | 0.09 0.005
Moestrup,
2000
Cyclotella sp. Neodredeni NA 0.08 0.008
kokolitoforidi
Cyclotella sp. Neodredeni NA 0.08 0.042
dinoflagelati
Cyclotella sp. Pyrophacus sp. Stein, 1883 0.06 0.005
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Cyclotella sp. Torodinium sp. Kofoid & | 0.06 0.047
Swezy, 1921
Cyclotella sp. Pyrocystis lunula | (Schutt) 0.04 0.034
Schutt, 1896
Pseudo-nitzschia | Pseudo-nitzschia | H. Peragallo | 0.8 0.001
sp. sp. in H.
Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Skeletonema sp. Skeletonema sp. R.K. Greville, | 0.96 0.001
1865
Skeletonema sp. Thalassiosira sp. |P.T.  Cleve, | 0.15 0.026
1873 emend.
Hasle, 1973
Skeletonema sp. Ditylum (T.West) 0.14 0.003
brightwellii Grunow, 1885
Skeletonema sp. Protoperidinium | (Paulsen, 0.1 0.007
bipes 1904) Balech,
1974
Skeletonema sp. Chaetoceros Cleve, 1889 0.06 0.049
danicus
Skeletonema sp. Chaetoceros Cleve, 1897 0.06 0.026
perpusillus
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Thalassionema Thalassionema (Grunow) 0.93 0.001
nitzschioides nitzschioides Mereschkows

ky, 1902
Thalassionema Prorocentrum (Bailey) 0.21 0.001
nitzschioides compressum T.H.Abe ex

J.D.Dodge,

1975
Thalassionema Gyrodinium Kofoid &|0.2 0.003
nitzschioides fusiforme Swezy, 1921
Thalassionema Hermesinum Zacharias, 0.18 0.002
nitzschioides adriaticum 1906
Thalassionema Prorocentrum (Ostenfeld) 0.16 0.005
nitzschioides cordatum J.D.Dodge,

1976
Thalassionema Calciosolenia (Lohmann) 0.14 0.002
nitzschioides brasiliensis Jer.R.Young,

2003
Thalassionema Rhabdolithes (G.Murray & | 0.1 0.013
nitzschioides claviger Blackman)

Voeltzkow,

1902
Thalassionema Oxytoxum sp. Stein, 1883 0.09 0.002
nitzschioides
Thalassionema Eutreptiella sp. A.M.Cunha, |0.08 0.013
nitzschioides 1913
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Thalassionema Scrippsiella sp. Balech ex | 0.08 0.015
nitzschioides A.R.Loeblich

11, 1965
Thalassionema Torodinium Kofoid & 10.08 0.016
nitzschioides robustum Swezy, 1921
Thalassionema Noctiluca (Macartney) 0.07 0.045
nitzschioides scintillans Kofoid &

Swezy, 1921
Thalassionema Prorocentrum F.Schutt, 1895 [ 0.07 0.007
nitzschioides gracile
Thalassionema Prorocentrum (Stein) Dodge, | 0.06 0.009
nitzschioides dactylus 1975
Thalassionema Tripos (Gourret) 0.05 0.016
nitzschioides hexacanthus F.Gomez,

2013
Thalassionema Archaeperidinium | (Kofoid) 0.03 0.046
nitzschioides minutum Jorgensen,

1912
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Prilog 2. Popis svojti s najvisim maksimalnim brojnostima u pojedinim klasterima. Osim toga

prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije (SD)

Klaster Svojta Autor Srednja Maksimum | SD

vrijednost | brojnosti

brojnosti
Asterionellopsis | Asterionellopsis | (Castracane) | 443189 | 1934360 |573835.4
glacialis glacialis Round, 1990
Asterionellopsis | Chaetoceros Lauder, 1864 | 101380 | 569800 175258.4
glacialis compressus
Asterionellopsis | Chaetoceros sp. | C.G. 48506 301920 84714.33
glacialis Ehrenberg,

1844

Asterionellopsis | Chaetoceros H.S.Lauder, 39760 39760 NA
glacialis socialis 1864
Asterionellopsis | Chaetoceros Lauder, 1864 | 31050 133200 42390.34
glacialis affinis
Asterionellopsis | Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 29469 151940 43799.57
glacialis sp. H. Peragallo &
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M. Peragallo,

1900
Asterionellopsis | Chaetoceros Cleve, 1889 26371 133200 39031.93
glacialis curvisetus
Asterionellopsis | Chaetoceros Pavillard, 12045 32560 11414.83
glacialis costatus 1911
Asterionellopsis | Chaetoceros Cleve-Euler, | 11840 23680 8106.294
glacialis amanita 1915
Asterionellopsis | Cerataulina (Cleve) 11747 79920 20021.87
glacialis pelagica Hendey, 1937
Cerataulina Cerataulina (Cleve) 294380 | 3870200 535588.3
pelagica pelagica Hendey, 1937
Cerataulina Cylindrotheca (Ehrenberg) 47176 380360 125369.8
pelagica closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Cerataulina Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 20759 128760 34132.72
pelagica sp. H. Peragallo &

M. Peragallo,

1900
Cerataulina Dactyliosolen (Bergon) 18137 338920 52755.95
pelagica fragilissimus Hasle, 1996
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Cerataulina Thalassionema | (Grunow) 9874 78440 17069.82
pelagica nitzschioides Mereschkows

ky, 1902
Cerataulina Prorocentrum (Ostenfeld) 9683 27380 15339.33
pelagica cordatum J.D.Dodge,

1976
Cerataulina Chaetoceros Lauder, 1864 | 8880 8880 NA
pelagica compressus
Cerataulina Chaetoceros sp. | C.G. 8534 59200 13446.24
pelagica Ehrenberg,

1844
Cerataulina Prorocentrum (Lohmann) 7918 77700 19416.97
pelagica balticum Loeblich 111,

1970
Cerataulina Neodredene NA 5536 97680 13927.02
pelagica penatne

dijatomeje

Chaetoceros Chaetoceros H.S.Lauder, 309665 | 2186800 433028.2
socialis socialis 1864
Chaetoceros Asterionellopsis | (Castracane) 10273 93480 19774.53
socialis glacialis Round, 1990
Chaetoceros Chaetoceros Gran, 1900 9864 31240 8377.493
socialis tortissimus
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Chaetoceros Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 7751 98800 16245.77
socialis sp. H. Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Chaetoceros Phaeocystis sp. | Lagerheim, 7220 7220 NA
socialis 1893
Chaetoceros Chaetoceros Schiller in | 6597 21660 5984.401
socialis vixvisibilis Hustedt, 1930
Chaetoceros Cerataulina (Cleve) 6165 45440 10126.45
socialis pelagica Hendey, 1937
Chaetoceros Chaetoceros Cleve, 1889 6108 57000 14022.24
socialis curvisetus
Chaetoceros Skeletonema sp. | R.K. Greville, | 5772 16150 5689.711
socialis 1865
Chaetoceros Chaetoceros Cleve, 1873 5743 98800 20382.33
socialis decipiens
Chaetoceros sp. | Chaetoceros sp. | C.G. 237951 2079400 [ 347269
Ehrenberg,
1844
Chaetoceros sp. | Chaetoceros Lauder, 1864 | 98420 287120 163429.5
compressus
Chaetoceros sp. | Chaetoceros Proschkina- 24790 85840 40713.45
insignis Lavrenko,
1955
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Chaetoceros sp. | Cerataulina (Cleve) 20170 421800 87560.91
pelagica Hendey, 1937
Chaetoceros sp. | Skeletonema sp. | R.K. Greville, | 15540 17760 3139.554
1865
Chaetoceros sp. | Chaetoceros Cleve-Euler, | 14183 44400 15369.33
amanita 1915
Chaetoceros sp. | Neodredene NA 12766 134680 30919.97
penatne
dijatomeje
Chaetoceros sp. | Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 12739 100640 22120.57
sp. H. Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Chaetoceros sp. | Chaetoceros Lauder, 1864 | 12230 53900 13787.47
affinis
Chaetoceros sp. | Chaetoceros Pavillard, 11176 36260 11289.2
costatus 1911
Cyclotella sp. Cyclotella sp. (F.T. Kutzing) | 58872 545280 91737.05
A. de
Brebisson,
1838
Cyclotella sp. Neodredeni NA 4083 7100 2680.191
kokolitoforidi

121



Cyclotella sp. Skeletonema sp. | R.K. Greville, | 3313 4260 819.8374
1865
Cyclotella sp. Prorocentrum Ehrenberg, 2935 5680 3882.016
sp. 1834
Cyclotella sp. Chaetoceros Ostenfeld, 2840 2840 NA
simplex 1902
Cyclotella sp. Phaeocystis sp. | Lagerheim, 2840 2840 NA
1893
Cyclotella sp. Syracosphaera Lohmann, 2840 2840 NA
sp. 1902
Cyclotella sp. Heterocapsa sp. | Massart, 1920 | 2130 4260 1229.756
Cyclotella sp. Prorocentrum (Ostenfeld) 2027 4260 1223.818
cordatum J.D.Dodge,
1976
Cyclotella sp. Bacteriastrum G. Shadbolt, | 1710 3040 1880.904
sp. 1854
Pseudo-nitzschia | Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 365174 | 8879780 890018.7
sp. sp. H. Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Pseudo-nitzschia | Skeletonema sp. | RK. Greville, | 57203 695114 136619.1
sp. 1865
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Pseudo-nitzschia | Chaetoceros Cleve, 1889 53993 325458 93485.59
sp. curvisetus
Pseudo-nitzschia | Prorocentrum (Lohmann) 47637 325600 122573.7
sp. balticum Loeblich 111,
1970
Pseudo-nitzschia | Chaetoceros sp. | C.G. 27971 525030 73104.77
sp. Ehrenberg,
1844
Pseudo-nitzschia | Fragilaria sp. H.C. Lyngbye, | 19857 44400 21676.86
sp. 1819
Pseudo-nitzschia | Bacteriastrum Cleve, 1897 18264 119880 37949.23
sp. delicatulum
Pseudo-nitzschia | Chaetoceros Lauder, 1864 | 13002 71000 16039.43
sp. compressus
Pseudo-nitzschia | Asterionellopsis | (Castracane) 12135 162800 28683.21
sp. glacialis Round, 1990
Pseudo-nitzschia | Chaetoceros Schutt, 1895 9880 9880 NA
sp. contortus
Skeletonema sp. | Skeletonema sp. | R.K. Greville, | 889668 [ 8898500 1677448
1865
Skeletonema sp. | Cyclotella sp. (F.T. Kutzing) | 117151 | 873200 305879
A. de
Brebisson,
1838
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Skeletonema sp. | Chaetoceros sp. | C.G. 41758 1446700 181440.9
Ehrenberg,
1844
Skeletonema sp. | Phaeocystis sp. | Lagerheim, 31950 31950 NA
1893
Skeletonema sp. | Pseudo-nitzschia | H. Peragallo in | 21320 671920 84205.29
sp. H. Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Skeletonema sp. | Chaetoceros Cleve, 1897 19105 83620 27439.07
perpusillus
Skeletonema sp. | Chaetoceros Lauder, 1864 | 18316 56800 23885.65
compressus
Skeletonema sp. | Ditylum (T.West) 13347 167240 34404.93
brightwellii Grunow, 1885
Skeletonema sp. | Chaetoceros F.Schutt, 1895 | 11360 11360 NA
laciniosus
Skeletonema sp. | Chaetoceros Cleve, 1889 9399 94720 18450.84
curvisetus
Thalassionema Thalassionema | (Grunow) 233613 | 1448400 386605
nitzschioides nitzschioides Mereschkows
ky, 1902
Thalassionema Cerataulina (Cleve) 25438 159040 45816.98
nitzschioides pelagica Hendey, 1937
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Thalassionema Dactyliosolen (Bergon) 6451 42600 11368.16
nitzschioides fragilissimus Hasle, 1996
Thalassionema Cyclotella sp. (F.T. Kutzing) | 4804 12780 4104.951
nitzschioides A. de

Brebisson,

1838
Thalassionema Prorocentrum (Ostenfeld) 4626 39760 10925.2
nitzschioides cordatum J.D.Dodge,

1976
Thalassionema Chaetoceros Schiller in | 4180 6650 3493.107
nitzschioides vixvisibilis Hustedt, 1930
Thalassionema Chaetoceros sp. | C.G. 3818 7100 3151.929
nitzschioides Ehrenberg,

1844
Thalassionema Cylindrotheca (Ehrenberg) 3722 8520 3078.487
nitzschioides closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Thalassionema Rhabdolithes (G.Murray & | 3628 15620 5135.676
nitzschioides claviger Blackman)

Voeltzkow,

1902
Thalassionema Neodredeni NA 2917 7100 3096.782
nitzschioides dinoflagelati
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Prilog 3. Popis svojti s najve¢im ucestalostima pojavljivanaja u uzorcima u pojedinim

klasterima.
Klaster Svojta Autor Ucestalost
Asterionellopsis Asterionellopsis (Castracane) | 1
glacialis glacialis Round, 1990
Asterionellopsis Neodredene NA 0.818182
glacialis penatne dijatomeje
Asterionellopsis Dactyliosolen (Bergon) 0.757576
glacialis fragilissimus Hasle, 1996

Asterionellopsis Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 0.757576
glacialis sp. in H.
Peragallo &
M. Peragallo,

1900
Asterionellopsis Cerataulina (Cleve) 0.636364
glacialis pelagica Hendey,

1937
Asterionellopsis Guinardia striata Hensen, 0.606061
glacialis 1911
Asterionellopsis Thalassionema (Grunow) 0.606061
glacialis nitzschioides Mereschkow

sky, 1902
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Asterionellopsis Chaetoceros sp. C.G. 0.575758
glacialis Ehrenberg,

1844
Asterionellopsis Leptocylindrus sp. | P.T. Cleve in | 0.575758
glacialis C.GJ.

Petersen,

1889
Asterionellopsis Gyrodinium sp. Kofoid & |0.515152
glacialis Swezy, 1921
Cerataulina Cerataulina (Cleve) 1
pelagica pelagica Hendey,

1937
Cerataulina Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 0.691489
pelagica sp. in H.

Peragallo &

M. Peragallo,

1900
Cerataulina Dactyliosolen (Bergon) 0.595745
pelagica fragilissimus Hasle, 1996
Cerataulina Neodredene NA 0.56383
pelagica penatne dijatomeje
Cerataulina Proboscia alata (Brightwell) [ 0.56383
pelagica Sundstrom,

1986
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Cerataulina Prorocentrum Ehrenberg, 0.43617
pelagica micans 1834
Cerataulina Thalassionema (Grunow) 0.361702
pelagica nitzschioides Mereschkow

sky, 1902
Cerataulina Tripos fusus (Ehrenberg) | 0.351064
pelagica F.Gomez,

2013
Cerataulina Gymnodinium sp. F.Stein, 1878 | 0.265957
pelagica
Cerataulina Gyrodinium sp. Kofoid & | 0.265957
pelagica Swezy, 1921
Cerataulina Leptocylindrus sp. | P.T. Cleve in | 0.265957
pelagica C.G.J.

Petersen,

1889
Chaetoceros Chaetoceros H.S.Lauder, |1
socialis socialis 1864
Chaetoceros Guinardia striata Hensen, 0.884615
socialis 1911
Chaetoceros Guinardia flaccida | (Castracane) | 0.846154
socialis H.Peragallo,

1892
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Chaetoceros Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 0.826923
socialis sp. in H.

Peragallo &

M. Peragallo,

1900
Chaetoceros Cylindrotheca (Ehrenberg) [ 0.807692
socialis closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Chaetoceros Pleurosigma sp. W.  Smith, | 0.807692
socialis 1852
Chaetoceros Proboscia alata (Brightwell) [ 0.769231
socialis Sundstrom,

1986
Chaetoceros Dactyliosolen (Bergon) 0.730769
socialis fragilissimus Hasle, 1996
Chaetoceros Hemiaulus hauckii | Grunow ex | 0.711538
socialis Van Heurck,

1882
Chaetoceros Cerataulina (Cleve) 0.692308
socialis pelagica Hendey,

1937
Chaetoceros Chaetoceros affinis | Lauder, 1864 | 0.692308
socialis

129



Chaetoceros Rhizosolenia Brightwell, | 0.692308
socialis imbricata 1858
Chaetoceros Thalassionema (Grunow) 0.692308
socialis nitzschioides Mereschkow
sky, 1902
Chaetoceros sp. Chaetoceros sp. C.G. 1
Ehrenberg,
1844
Chaetoceros sp. Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 0.886364
sp. in H.
Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Chaetoceros sp. Neodredene NA 0.772727
penatne dijatomeje
Chaetoceros sp. Chaetoceros affinis | Lauder, 1864 | 0.727273
Chaetoceros sp. Leptocylindrus sp. | P.T. Cleve in | 0.613636
C.G.J.
Petersen,
1889
Chaetoceros sp. Proboscia alata (Brightwell) | 0.590909
Sundstrom,
1986
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Chaetoceros sp. Cerataulina (Cleve) 0.522727
pelagica Hendey,
1937
Chaetoceros sp. Dactyliosolen (Bergon) 0.522727
fragilissimus Hasle, 1996
Chaetoceros sp. Hemiaulus hauckii | Grunow ex | 0.386364
Van Heurck,
1882
Chaetoceros sp. Guinardia flaccida | (Castracane) | 0.295455
H.Peragallo,
1892
Chaetoceros sp. Gyrodinium sp. Kofoid & | 0.295455
Swezy, 1921
Cyclotella sp. Cyclotella sp. (F.T. 1
Kutzing) A.
de
Brebisson,
1838
Cyclotella sp. Thalassionema (Grunow) 0.526316
nitzschioides Mereschkow
sky, 1902
Cyclotella sp. Tripos fusus (Ehrenberg) [ 0.473684
F.Gomez,
2013
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Cyclotella sp. Gyrodinium sp. Kofoid & |0.447368
Swezy, 1921
Cyclotella sp. Prorocentrum (Ostenfeld) | 0.447368
cordatum J.D.Dodge,
1976
Cyclotella sp. Hemiaulus hauckii | Grunow ex | 0.368421
Van Heurck,
1882
Cyclotella sp. Prorocentrum Ehrenberg, 0.368421
micans 1834
Cyclotella sp. Cylindrotheca (Ehrenberg) | 0.342105
closterium Reimann &
J.C.Lewin,
1964
Cyclotella sp. Proboscia alata (Brightwell) | 0.342105
Sundstrom,
1986
Cyclotella sp. Neodredene NA 0.289474
penatne dijatomeje
Cyclotella sp. Prorocentrum J.Schiller, 0.289474
triestinum 1918
Pseudo-nitzschia | Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 1

sp.

sp.

in H.
Peragallo &
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M. Peragallo,
1900

Pseudo-nitzschia | Neodredene NA 0.607143
sp. penatne dijatomeje
Pseudo-nitzschia Cerataulina (Cleve) 0.584821
sp. pelagica Hendey,

1937
Pseudo-nitzschia | Dactyliosolen (Bergon) 0.526786
sp. fragilissimus Hasle, 1996
Pseudo-nitzschia | Proboscia alata (Brightwell) | 0.526786
sp. Sundstrom,

1986
Pseudo-nitzschia Thalassionema (Grunow) 0.46875
sp. nitzschioides Mereschkow

sky, 1902
Pseudo-nitzschia Chaetoceros sp. C.G. 0.410714
sp. Ehrenberg,

1844
Pseudo-nitzschia | Leptocylindrus sp. | P.T. Cleve in | 0.392857
sp. C.GJ.

Petersen,

1889
Pseudo-nitzschia | Rhizosolenia Brightwell, | 0.321429
sp. imbricata 1858
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Pseudo-nitzschia Gyrodinium sp. Kofoid & |0.316964
sp. Swezy, 1921
Skeletonema sp. Skeletonema sp. R.K. 1
Greville,
1865
Skeletonema sp. Pseudo-nitzschia H. Peragallo | 0.7625
sp. in H.
Peragallo &
M. Peragallo,
1900
Skeletonema sp. Neodredene NA 0.6625
penatne dijatomeje
Skeletonema sp. Chaetoceros sp. C.G. 0.5
Ehrenberg,
1844
Skeletonema sp. Cerataulina (Cleve) 0.45625
pelagica Hendey,
1937
Skeletonema sp. Thalassiosira sp. P.T. Cleve,|0.3625
1873 emend.
Hasle, 1973
Skeletonema sp. Dactyliosolen (Bergon) 0.3125
fragilissimus Hasle, 1996
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Skeletonema sp. Thalassionema (Grunow) 0.3125
nitzschioides Mereschkow

sky, 1902

Skeletonema sp. Cylindrotheca (Ehrenberg) | 0.28125
closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Skeletonema sp. Leptocylindrus sp. | P.T. Cleve in | 0.2625

C.G.J.

Petersen,

1889
Thalassionema Thalassionema (Grunow) 1
nitzschioides nitzschioides Mereschkow

sky, 1902
Thalassionema Cerataulina (Cleve) 0.923077
nitzschioides pelagica Hendey,

1937
Thalassionema Proboscia alata (Brightwell) | 0.730769
nitzschioides Sundstrom,

1986
Thalassionema Dactyliosolen (Bergon) 0.653846
nitzschioides fragilissimus Hasle, 1996
Thalassionema Prorocentrum Ehrenberg, 0.615385
nitzschioides micans 1834
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Thalassionema Prorocentrum (Ostenfeld) | 0.538462
nitzschioides cordatum J.D.Dodge,

1976
Thalassionema Gyrodinium Kofoid & 0.5
nitzschioides fusiforme Swezy, 1921
Thalassionema Tripos fusus (Ehrenberg) | 0.461538
nitzschioides F.Gomez,

2013
Thalassionema Cylindrotheca (Ehrenberg) [ 0.423077
nitzschioides closterium Reimann &

J.C.Lewin,

1964
Thalassionema Gymnodinium sp. F.Stein, 1878 | 0.423077
nitzschioides
Thalassionema Thalassiosira sp. P.T. Cleve, | 0.423077
nitzschioides 1873 emend.

Hasle, 1973
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Prilog 4. Prikaz ukupnih brojnosti mikrofitoplanktona u svim uzorcima. Boje oznacavaju razlicite

klastere dok su sivom bojom oznaceni uzorci koji ne pripadaju niti jednom klasteru.
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Prilog 5. Rezultati Kruskal - Wallisovog testa, odnosno Dunnovog post hoc testa. Prag znac¢ajnosti je:
p <0.05
Cimbenik | Kruskalp | Usporedba klastera | Z_stat p vrijednost prilagodena
vrijednost p vrijednost
Ntra 3.40E-29 | Asterionellopsis 0.87362 |0.382325 1
glacialis - 1
Cerataulina
pelagica
Ntra 3.40E-29 | Asterionellopsis 0.40934 | 0.682287 1
glacialis - 5
Chaetoceros
socialis
Ntra 3.40E-29 | Cerataulina -0.67229 | 0.501397 1
pelagica -
Chaetoceros
socialis
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Ntra

3.40E-29

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

-0.29593

0.767285

Ntra

3.40E-29

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

-1.94481

0.051797

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

-1.1057

0.268856

Ntra

3.40E-29

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

0.29895
6

0.764973

Ntra

3.40E-29

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

-0.75501

0.450241

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

-0.13138

0.895478

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

0.86333
5

0.387953

Ntra

3.40E-29

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

-0.20349

0.838754

Ntra

3.40E-29

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

-2.09655

0.036033
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Ntra

3.40E-29

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

-1.09129

0.275147

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

0.21877
5

0.826826

Ntra

3.40E-29

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

-0.80642

0.42

Ntra

3.40E-29

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

-3.50368

0.000459

0.012849

Ntra

3.40E-29

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-7.79879

6.25E-15

1.75E-13

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

-6.37075

1.88E-10

5.27E-09

Ntra

3.40E-29

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

-6.09198

1.12E-09

3.12E-08

Ntra

3.40E-29

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

-5.54515

2.94E-08

8.22E-07

Ntra

3.40E-29

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-8.23194

1.84E-16

5.16E-15
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Ntra 3.40E-29 | Asterionellopsis 2.57945 | 0.009896 0.277078
glacialis - 5
Thalassionema
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Cerataulina 2.66159 |0.007777 0.217759
pelagica - 7
Thalassionema
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Chaetoceros 3.15895 |[0.001583 0.044334
socialis - 8
Thalassionema
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Chaetoceros sp. - |4.67489 |2.94E-06 8.24E-05
Thalassionema 1
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Cyclotella sp. - 3.04780 | 0.002305 0.064545
Thalassionema 5
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Pseudo-nitzschia |5.25181 | 1.51E-07 4.22E-06
sp. - 3
Thalassionema
nitzschioides

Ntra 3.40E-29 | Skeletonema sp. - |10.5422 |5.51E-26 1.54E-24
Thalassionema 7
nitzschioides

Ntri 1.90E-30 | Asterionellopsis 2.68711 |0.007207 0.201803
glacialis - 4
Cerataulina
pelagica
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Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

0.93309
1

0.350773

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

-2.56439

0.010336

0.289399

Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

1.74085
6

0.081709

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

-1.64421

0.100133

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

1.16100
2

0.245641

Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

1.05954
2

0.289353

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

-2.11882

0.034106

0.954962

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

0.22419
2

0.822608

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

-0.81225

0.41665
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Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

2.52044
3

0.011721

0.32818

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

-0.69972

0.484104

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

2.46424
4

0.01373

0.384448

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

1.35873
4

0.174231

Ntri

1.90E-30

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

1.90974

0.056167

Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

-1.79601

0.072494

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-8.18382

2.75E-16

7.70E-15

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

-4.53814

5.68E-06

0.000159
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Ntri

1.90E-30

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

-6.87309

6.28E-12

1.76E-10

Ntri

1.90E-30

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

-4.32545

1.52E-05

0.000426

Ntri

1.90E-30

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-10.65

1.74E-26

4.88E-25

Ntri

1.90E-30

Asterionellopsis
glacialis -
Thalassionema

nitzschioides

3.40950
1

0.000651

0.018223

Ntri

1.90E-30

Cerataulina
pelagica -
Thalassionema

nitzschioides

1.17734
2

0.239059

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros
socialis -
Thalassionema

nitzschioides

3.59629
7

0.000323

0.009038

Ntri

1.90E-30

Chaetoceros sp. -

Thalassionema

nitzschioides

2.82229
8

0.004768

0.133506

Ntri

1.90E-30

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

3.08755

0.002018

0.056508
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Ntri

1.90E-30

Pseudo-nitzschia
sp. -
Thalassionema

nitzschioides

2.10713
8

0.035106

0.982957

Ntri

1.90E-30

Skeletonema sp. -
Thalassionema

nitzschioides

9.17738
7

4.42E-20

1.24E-18

Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -
Cerataulina

pelagica

0.78392
7

0.433083

Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

-1.33314

0.182484

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

-3.13772

0.001703

0.047675

Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

-0.74213

0.458008

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

-2.45268

0.01418

0.397028

Amon

5.75E-18

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

0.98858
3

0.322867
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Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

-4.07536

4.59E-05

0.001286

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

-6.87703

6.11E-12

1.71E-10

Amon

5.75E-18

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

-3.86819

0.00011

0.00307

Amon

5.75E-18

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

-5.10031

3.39E-07

9.49E-06

Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

0.26100
4

0.794089

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

-1.0428

0.297041

Amon

5.75E-18

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

2.87979
7

0.003979

0.111421

Amon

5.75E-18

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

2.05544
8

0.039836

Amon

5.75E-18

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

7.28121
9

3.31E-13

9.26E-12
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Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

-0.01722

0.986259

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-1.46085

0.144056

Amon

5.75E-18

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

2.31766
4

0.020468

0.573093

Amon

5.75E-18

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

1.42296
3

0.154747

Amon

5.75E-18

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

6.64365
4

3.06E-11

8.57E-10

Amon

5.75E-18

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-0.6788

0.497262

Amon

5.75E-18

Asterionellopsis
glacialis -
Thalassionema

nitzschioides

-3.05755

0.002232

0.062483

Amon

5.75E-18

Cerataulina
pelagica -
Thalassionema

nitzschioides

-5.81436

6.09E-09

1.70E-07

Amon

5.75E-18

Chaetoceros

socialis -

-2.49171

0.012713

0.355968
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Thalassionema

nitzschioides

Amon

5.75E-18

Chaetoceros sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-3.78239

0.000155

0.004349

Amon

5.75E-18

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

1.65758
6

0.097401

Amon

5.75E-18

Pseudo-nitzschia
sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-6.24069

4.36E-10

1.22E-08

Amon

5.75E-18

Skeletonema sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-5.49855

3.83E-08

1.07E-06

Phos

5.07E-08

Asterionellopsis
glacialis -
Cerataulina

pelagica

3.45726
4

0.000546

0.015279

Phos

5.07E-08

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

0.46096
8

0.644822

Phos

5.07E-08

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

-4.43397

9.25E-06

0.000259
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Phos 5.07E-08 | Asterionellopsis 2.52245 10.011654 0.326307
glacialis - 7
Chaetoceros sp.

Phos 5.07E-08 | Cerataulina -1.65094 | 0.098751 1
pelagica -
Chaetoceros sp.

Phos 5.07E-08 | Chaetoceros 3.10733 | 0.001888 0.052859
socialis - 3
Chaetoceros sp.

Phos 5.07E-08 | Asterionellopsis 3.49785 | 0.000469 0.013132
glacialis - 8
Cyclotella sp.

Phos 5.07E-08 | Cerataulina 0.38591 |0.699561 1
pelagica - 3
Cyclotella sp.

Phos 5.07E-08 | Chaetoceros 4.23048 | 2.33E-05 0.000653
socialis - 2
Cyclotella sp.

Phos 5.07E-08 | Chaetoceros sp.- | 1.79427 |0.07277 1
Cyclotella sp.

Phos 5.07E-08 | Asterionellopsis 2.82146 |0.00478 0.133852
glacialis - 8
Pseudo-nitzschia
sp.

Phos 5.07E-08 | Cerataulina -1.67673 | 0.093594 1
pelagica -

Pseudo-nitzschia

sp.
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Phos

5.07E-08

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

3.83680
5

0.000125

0.00349

Phos

5.07E-08

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

0.30536
3

0.76009

Phos

5.07E-08

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

-1.78896

0.073622

Phos

5.07E-08

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

1.36513
6

0.17221

Phos

5.07E-08

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-4.07437

4.61E-05

0.001292

Phos

5.07E-08

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

1.39063
9

0.164335

Phos

5.07E-08

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

-2.39643

0.016555

0.463554

Phos

5.07E-08

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

-3.75359

0.000174

0.004881

Phos

5.07E-08

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-3.51984

0.000432

0.012091
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Phos

5.07E-08

Asterionellopsis
glacialis -
Thalassionema

nitzschioides

1.59262
1

0.111245

Phos

5.07E-08

Cerataulina
pelagica -
Thalassionema

nitzschioides

-2.81606

0.004862

0.136127

Phos

5.07E-08

Chaetoceros
socialis -
Thalassionema

nitzschioides

1.64277
9

0.100429

Phos

5.07E-08

Chaetoceros sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-1.37299

0.169754

Phos

5.07E-08

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-2.81102

0.004938

0.138276

Phos

5.07E-08

Pseudo-nitzschia
sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-1.86585

0.062062

Phos

5.07E-08

Skeletonema sp. -
Thalassionema

nitzschioides

0.58846
6

0.55622

Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -
Cerataulina

pelagica

2.39957
5

0.016414

0.459595
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Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

-0.03505

0.972044

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

-3.62027

0.000294

0.00824

Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

1.36505
5

0.172236

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

-1.78007

0.075065

Slca

1.20E-09

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

2.13657
3

0.032633

0.913716

Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

-0.28264

0.777456

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

-3.68429

0.000229

0.006422

Slca

1.20E-09

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

-0.34477

0.730269

Slca

1.20E-09

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

-2.32256

0.020203

0.565675
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Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

1.93153
1

0.053417

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

-1.21307

0.225101

Slca

1.20E-09

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

3.27329
6

0.001063

0.029764

Slca

1.20E-09

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

0.97584
6

0.329141

Slca

1.20E-09

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

3.32319
5

0.00089

0.024918

Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

-0.47216

0.636815

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-5.29164

1.21E-07

3.39E-06

Slca

1.20E-09

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

-0.69649

0.486122
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Slca

1.20E-09

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

-3.56679

0.000361

0.010119

Slca

1.20E-09

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

-0.21958

0.826197

Slca

1.20E-09

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-5.81753

5.97E-09

1.67E-07

Slca

1.20E-09

Asterionellopsis
glacialis -
Thalassionema

nitzschioides

0.60565
6

0.544743

Slca

1.20E-09

Cerataulina
pelagica -
Thalassionema

nitzschioides

-2.7319

0.006297

0.176315

Slca

1.20E-09

Chaetoceros
socialis -
Thalassionema

nitzschioides

0.93550
3

0.349529

Slca

1.20E-09

Chaetoceros sp. -

Thalassionema

nitzschioides

-1.16107

0.245614

Slca

1.20E-09

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

1.21536
3

0.224228
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Slca

1.20E-09

Pseudo-nitzschia
sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-2.19959

0.027836

0.779413

Slca

1.20E-09

Skeletonema sp. -
Thalassionema

nitzschioides

1.87296
6

0.061073

Temp

2.30E-50

Asterionellopsis
glacialis -
Cerataulina

pelagica

-4.69718

2.64E-06

7.39E-05

Temp

2.30E-50

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

-3.26162

0.001108

0.031018

Temp

2.30E-50

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

2.01302
3

0.044112

Temp

2.30E-50

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

-3.3792

0.000727

0.020356

Temp

2.30E-50

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

2.37359

0.017616

0.493251

Temp

2.30E-50

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

0.07501
2

0.940205
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Temp

2.30E-50

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

-2.38416

0.017118

0.479314

Temp

2.30E-50

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

3.03202
2

0.002429

0.068018

Temp

2.30E-50

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

1.09398
3

0.273962

Temp

2.30E-50

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

1.13583
1

0.256027

Temp

2.30E-50

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

-3.58358

0.000339

0.009489

Temp

2.30E-50

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

2.76488
3

0.005694

0.159441

Temp

2.30E-50

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

0.05003
9

0.960091

Temp

2.30E-50

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

-0.04393

0.964962

Temp

2.30E-50

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

-1.30624

0.191471
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Temp 2.30E-50 | Asterionellopsis 1.30308 |0.192547 1
glacialis - 2
Skeletonema sp.

Temp 2.30E-50 | Cerataulina 11.4184 | 3.38E-30 9.47E-29
pelagica - 1
Skeletonema sp.

Temp 2.30E-50 | Chaetoceros 7.96807 | 1.61E-15 4.51E-14
socialis - 9
Skeletonema sp.

Temp 2.30E-50 | Chaetoceros sp.- |9.44077 |3.70E-21 1.04E-19
Skeletonema sp. 7

Temp 2.30E-50 | Cyclotella sp. - 5.94976 | 2.69E-09 7.52E-08
Skeletonema sp. 4

Temp 2.30E-50 | Pseudo-nitzschia | 12.4021 |2.54E-35 7.12E-34
sp. - Skeletonema |9
sp.

Temp 2.30E-50 | Asterionellopsis -4.84825 | 1.25E-06 3.49E-05
glacialis -
Thalassionema
nitzschioides

Temp 2.30E-50 | Cerataulina -0.41884 | 0.675335 1
pelagica -
Thalassionema
nitzschioides

Temp 2.30E-50 | Chaetoceros -2.29592 1 0.021681 0.60706
socialis -
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Thalassionema

nitzschioides

Temp

2.30E-50

Chaetoceros sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-2.65051

0.008037

0.225039

Temp

2.30E-50

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-3.25585

0.001131

0.031655

Temp

2.30E-50

Pseudo-nitzschia
sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-3.01715

0.002552

0.071446

Temp

2.30E-50

Skeletonema sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-10.9483

6.77E-28

1.90E-26

Psal

2.07E-15

Asterionellopsis
glacialis -
Cerataulina

pelagica

2.89698
3

0.003768

0.105496

Psal

2.07E-15

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

-1.79389

0.07283

Psal

2.07E-15

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

-7.13826

9.45E-13

2.65E-11
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Psal 2.07E-15 | Asterionellopsis 0.61776 |0.536727 1
glacialis - 9
Chaetoceros sp.

Psal 2.07E-15 | Cerataulina -3.92276 | 8.75E-05 0.002451
pelagica -
Chaetoceros sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros 3.87296 |0.000108 0.003011
socialis -
Chaetoceros sp.

Psal 2.07E-15 | Asterionellopsis 3.26815 |0.001083 0.030311
glacialis - 1
Cyclotella sp.

Psal 2.07E-15 | Cerataulina 0.80277 |0.422103 1
pelagica - 8
Cyclotella sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros 7.04803 | 1.81E-12 5.08E-11
socialis - 9
Cyclotella sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros sp. - | 4.18448 | 2.86E-05 0.0008
Cyclotella sp. 5

Psal 2.07E-15 | Asterionellopsis 1.58486 |0.112996 1
glacialis - 9
Pseudo-nitzschia
sp.

Psal 2.07E-15 | Cerataulina -2.87603 | 0.004027 0.112758
pelagica -

Pseudo-nitzschia

sp.
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Psal 2.07E-15 | Chaetoceros 6.01336 | 1.82E-09 5.09E-08
socialis - Pseudo- | 1
nitzschia sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros sp. - | 1.91840 [ 0.055059 1
Pseudo-nitzschia |9
sp.

Psal 2.07E-15 | Cyclotella sp. - -3.27196 | 0.001068 0.029905
Pseudo-nitzschia
sp.

Psal 2.07E-15 | Asterionellopsis 1.66552 | 0.095808 1
glacialis - 4
Skeletonema sp.

Psal 2.07E-15 | Cerataulina -2.5422 10.011016 0.308443
pelagica -
Skeletonema sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros 5.93750 |2.89E-09 8.10E-08
socialis - 3
Skeletonema sp.

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros sp. - | 2.00950 | 0.044484 1
Skeletonema sp. 2

Psal 2.07E-15 | Cyclotella sp. - -3.00471 | 0.002658 0.074434
Skeletonema sp.

Psal 2.07E-15 | Pseudo-nitzschia | 0.26844 | 0.788353 1
sp. - Skeletonema |9

sp.
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Psal 2.07E-15 | Asterionellopsis 2.87800 | 0.004002 0.112056
glacialis - 5
Thalassionema
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Cerataulina 0.07470 | 0.94045 1
pelagica - 4
Thalassionema
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros 6.85072 | 7.35E-12 2.06E-10
socialis - 8
Thalassionema
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Chaetoceros sp. - | 3.75253 |0.000175 0.004902
Thalassionema 6
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Cyclotella sp. - -0.70199 | 0.482686 1
Thalassionema
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Pseudo-nitzschia |2.72166 | 0.006495 0.181871
sp. - 4
Thalassionema
nitzschioides

Psal 2.07E-15 | Skeletonema sp. - |2.43121 |0.015048 0.421354
Thalassionema 3
nitzschioides

Doxy 5.93E-24 | Asterionellopsis -2.19313 1 0.028298 0.792339
glacialis -
Cerataulina
pelagica
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Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -
Chaetoceros

socialis

-1.77986

0.075099

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -
Chaetoceros

socialis

0.82274
8

0.410651

Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -

Chaetoceros sp.

-0.58791

0.556591

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -

Chaetoceros sp.

3.26724
3

0.001086

0.030408

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros
socialis -

Chaetoceros sp.

2.51129
5

0.012029

0.336809

Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -

Cyclotella sp.

-1.53321

0.125224

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -
Cyclotella sp.

1.18951
3

0.234238

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros
socialis -

Cyclotella sp.

0.41995
8

0.674516

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros sp. -

Cyclotella sp.

-1.92664

0.054025
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Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -
Pseudo-nitzschia

sp.

-1.61353

0.106629

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -
Pseudo-nitzschia

sp.

1.58435
6

0.113113

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros
socialis - Pseudo-

nitzschia sp.

0.60909
5

0.542462

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

-2.62929

0.008556

0.239581

Doxy

5.93E-24

Cyclotella sp. -

Pseudo-nitzschia

sp.

0.04796
1

0.961747

Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -

Skeletonema sp.

-4.08825

4.35E-05

0.001217

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -

Skeletonema sp.

-3.81442

0.000137

0.003822

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros
socialis -

Skeletonema sp.

-5.11935

3.07E-07

8.58E-06
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Doxy

5.93E-24

Chaetoceros sp. -

Skeletonema sp.

-8.88748

6.25E-19

1.75E-17

Doxy

5.93E-24

Cyclotella sp. -

Skeletonema sp.

-5.25617

1.47E-07

4.12E-06

Doxy

5.93E-24

Pseudo-nitzschia

sp. - Skeletonema

sp.

-8.65794

4.80E-18

1.35E-16

Doxy

5.93E-24

Asterionellopsis
glacialis -
Thalassionema

nitzschioides

-1.25759

0.208539

Doxy

5.93E-24

Cerataulina
pelagica -
Thalassionema

nitzschioides

1.85617
2

0.063429

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros
socialis -
Thalassionema

nitzschioides

1.06158
9

0.288422

Doxy

5.93E-24

Chaetoceros sp. -
Thalassionema

nitzschioides

-1.44184

0.149348

Doxy

5.93E-24

Cyclotella sp. -
Thalassionema

nitzschioides

0.57824
9

0.563096
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Thalassionema

nitzschioides

Doxy 5.93E-24 | Pseudo-nitzschia | 0.72626 | 0.467677 1
sp. - 4
Thalassionema
nitzschioides
Doxy 5.93E-24 | Skeletonema sp. - | 6.6301 3.35E-11 9.39E-10

Prilog 6. Popis svojti nadenih objema metodama: svjetlosnom mikroskopijom i analizom kolekcija

mikrofotografija protocnog citometra sa zapisom pulsa.

Svojta Srednja Razred

vrijednost

brojnosti
Pseudo-nitzschia sp. 135154 Bacillariophyceae
Chaetoceros wighami 50537 Bacillariophyceae
Skeletonema sp. 49248 Bacillariophyceae
Neodredeni kriptofiti 45320 Cryptophyceae
Chaetoceros sp. 35328 Bacillariophyceae
Chaetoceros tenuissimus | 24140 Bacillariophyceae
Phaeocystis sp. 21680 Prymnesiophyceae
Gephyrocapsa huxleyi 21596 Prymnesiophyceae
Chaetoceros socialis 21105 Bacillariophyceae
Neodredeni dinoflagelati | 21064 Dinophyceae
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Chaetoceros compressus | 17793 Bacillariophyceae
Neodredene kloroficeje 16456 Chlorophyceae
Leptocylindrus sp. 12033 Bacillariophyceae
Thalassionema 11412 Bacillariophyceae
frauenfeldii
Prorocentrum cordatum 10145 Dinophyceae
Asterionellopsis glacialis | 9484 Bacillariophyceae
Chaetoceros curvisetus 8821 Bacillariophyceae
Prorocentrum dentatum 7422 Dinophyceae
Gymnodinium sp. 6891 Dinophyceae
Dactyliosolen 6597 Bacillariophyceae
fragilissimus
Leptocylindrus convexus | 6486 Bacillariophyceae
Chaetoceros affinis 6261 Bacillariophyceae
Bacteriastrum jadranum | 6152 Bacillariophyceae
Cerataulina pelagica 5081 Bacillariophyceae
Chaetoceros vixvisibilis 4645 Bacillariophyceae
Chaetoceros diversus 4586 Bacillariophyceae
Leptocylindrus minimus 4571 Bacillariophyceae
Neomoelleria cornuta 4479 Bacillariophyceae
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Cyclotella sp. 4351 Bacillariophyceae
Amphidinium sp. 4260 Dinophyceae
Prorocentrum triestinum | 4260 Dinophyceae
Gyrodinium sp. 3924 Dinophyceae
Cylindrotheca closterium | 3884 Bacillariophyceae
Neodredeni kokolitoforidi | 3507 Prymnesiophyceae
Chaetoceros decipiens 3248 Bacillariophyceae
Chaetoceros tortissimus 3125 Bacillariophyceae
Rhabdosphaera tignifer 3098 Prymnesiophyceae
Bacteriastrum sp. 2924 Bacillariophyceae
Calciopappus caudatus 2569 Prymnesiophyceae
Chaetoceros simplex 2367 Bacillariophyceae
Chaetoceros brevis 2246 Bacillariophyceae
Ophiaster hydroideus 2229 Prymnesiophyceae
Ceratoperidinium 2090 Dinophyceae
falcatum

Oxytoxum variabile 2083 Dinophyceae
Chaetoceros didymus 2022 Bacillariophyceae
Syracosphaera pulchra 1954 Prymnesiophyceae
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Proboscia alata 1946 Bacillariophyceae
Neodredene dijatomeje 1868 Bacillariophyceae
Neodredeni euglenofiti 1841 Euglenoidea
Rhizosolenia imbricata 1839 Bacillariophyceae
Calciosolenia murrayi 1838 Prymnesiophyceae
Bacteriastrum furcatum 1802 Bacillariophyceae
Alexandrium sp. 1798 Dinophyceae
Paralia sulcata 1720 Bacillariophyceae
Prorocentrum balticum 1686 Dinophyceae
Chaetoceros throndsenii | 1598 Bacillariophyceae
Prorocentrum sp. 1491 Dinophyceae
Guinardia striata 1479 Bacillariophyceae
Chaetoceros danicus 1437 Bacillariophyceae
Dactyliosolen 1413 Bacillariophyceae
mediterraneus

Gonyaulax fragilis 1348 Dinophyceae
Hemiaulus chinensis 1237 Bacillariophyceae
Neodredene penatne | 1186 Bacillariophyceae
dijatomeje
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Bacteriastrum 1140 Bacillariophyceae
mediterraneum

Protoperidinium diabolus | 1110 Dinophyceae
Oxytoxum sp. 947 Dinophyceae
Dinobryon sp. 910 Chrysophyceae
Pachysphaera sp. 904 Prasinophyceae
Thalassionema 904 Bacillariophyceae
nitzschioides

Dactyliosolen phuketensis | 866 Bacillariophyceae
Bacteriastrum 856 Bacillariophyceae
delicatulum

Chaetoceros lauderi 797 Bacillariophyceae
Chrysochromulina 773 Prymnesiophyceae
parkeae

Oxytoxum sphaeroideum | 710 Dinophyceae
Oxytoxum caudatum 708 Dinophyceae
Scrippsiella sp. 658 Dinophyceae
Thalassiosira sp. 655 Bacillariophyceae
Bacteriastrum parallelum | 652 Bacillariophyceae
Pseudo-nitzschia 592 Bacillariophyceae
americana

Lioloma pacificum 556 Bacillariophyceae
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Lauderia annulata 524 Bacillariophyceae
Diplopsalis kompleks 512 Dinophyceae
Hemiaulus hauckii 505 Bacillariophyceae
Diploneis sp. 474 Bacillariophyceae
Gyrodinium fusiforme 471 Dinophyceae
Pleurosigma sp. 436 Bacillariophyceae
Calciosolenia brasiliensis | 416 Prymnesiophyceae
Entomoneis sp. 368 Bacillariophyceae
Dictyocha fibula 333 Dictyochophyceae
Ditylum brightwellii 320 Bacillariophyceae
Prorocentrum micans 311 Dinophyceae
Tripos setaceus 298 Dinophyceae
Prorocentrum 278 Dinophyceae
compressum

Octactis octonaria 266 Dictyochophyceae
Oxytoxum sceptrum 212 Dinophyceae
Protoperidinium sp. 201 Dinophyceae
Chaetoceros 200 Bacillariophyceae
pseudodichaetus

Guinardia flaccida 199 Bacillariophyceae
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Asteromphalus heptactis | 199 Bacillariophyceae
Meringosphaera 190 Xanthophyceae
mediterranea

Oxytoxum adriaticum 190 Dinophyceae
Tripos furca 171 Dinophyceae
Chaetoceros peruvianus 169 Bacillariophyceae
Dactyliosolen blavyanus | 169 Bacillariophyceae
Torodinium robustum 150 Dinophyceae
Dinophysis sp. 137 Dinophyceae
Tripos fusus 130 Dinophyceae
Gonyaulax polygramma 123 Dinophyceae
Chaetoceros tetrastichon | 120 Bacillariophyceae
Eucampia zoodiacus 120 Bacillariophyceae
Pseudosolenia calcar-avis | 114 Bacillariophyceae
Dinophysis acuminata 106 Dinophyceae
Octactis speculum 100 Dictyochophyceae
Prorocentrum dactylus 90 Dinophyceae
Tripos trichoceros 82 Dinophyceae
Licmophora sp. 80 Bacillariophyceae
Trieres mobiliensis 80 Bacillariophyceae
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Protoperidinium 78 Dinophyceae
oceanicum

Gonyaulax sp. 72 Dinophyceae
Triadinium polyedricum | 70 Dinophyceae
Kofoidinium velleloides 68 Dinophyceae
Tripos horridus 64 Dinophyceae
Karenia sp. 40 Dinophyceae
Lingulodinium polyedra 40 Dinophyceae
Polykrikos hartmannii 40 Dinophyceae
Thalassionema sp. 40 Bacillariophyceae
Tripos macroceros 40 Dinophyceae
Tripos sp. 40 Dinophyceae
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Prilog 7. Popis svojti nadenih samo pomocu svjetlosne mikroskopije te njihove srednje

vrijednosti brojnosti.

Svojta Srednja Razred
vrijednost
brojnosti
Oscillatoria sp. 17290 Cyanobacteriia
Prorocentrum 1957 Dinophyceae
vaginula
Bacteriastrum 1954 Bacillariophyceae
hyalinum
Grammatophora 1525 Bacillariophyceae
oceanica
Chaetoceros 1520 Bacillariophyceae
clavigerus
Neodredene 1420 Chrysophyceae
Chrysophyceae
Nitzschia gobbi 1420 Bacillariophyceae
Chaetoceros 1215 Bacillariophyceae
rostratus
Azadinium sp. 1027 Dinophyceae
Acanthoica 852 Prymnesiophyceae
quattrospina
Ophiaster sp. 773 Prymnesiophyceae
Mesoporos 651 Dinophyceae
perforatus
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Chaetoceros 538 Bacillariophyceae
messanensis

Surirella sp. 450 Bacillariophyceae
Chaetoceros 380 Bacillariophyceae
borealis

Dinophysis fortii 380 Dinophyceae
Karenia mikimotoi | 380 Dinophyceae
Protoperidinium 380 Dinophyceae
ovum

Chaetoceros 376 Bacillariophyceae
eibenii

Protoperidinium 366 Dinophyceae
bipes

Chaetoceros 340 Bacillariophyceae
densus

Chaetoceros rudis | 320 Bacillariophyceae
Eutreptiella sp. 285 Euglenoidea
Meuniera 285 Bacillariophyceae
membranacea

Protoperidinium 270 Dinophyceae
conicum

Lithodesmium 240 Bacillariophyceae
undulatum
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Detonula pumila 230 Bacillariophyceae
Karenia brevis 217 Dinophyceae
Protoperidinium 192 Dinophyceae
steinii

Campylodiscus sp. | 190 Bacillariophyceae
Gonyaulax 190 Dinophyceae
spinifera

Melosira sp. 190 Bacillariophyceae
Oxytoxum laticeps | 190 Dinophyceae
Prorocentrum 190 Dinophyceae
gracile

Protoperidinium 190 Dinophyceae
breve

Pseudo-nitzschia 190 Bacillariophyceae
galaxiae

Striatella 190 Bacillariophyceae
unipunctata

Torodinium teredo | 190 Dinophyceae
Tripos pentagonus | 190 Dinophyceae
Protoperidinium 160 Dinophyceae
pellucidum
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Dinophysis 155 Dinophyceae
parvula

Protoperidinium 153 Dinophyceae

tuba

Amphora sp. 140 Bacillariophyceae
Pronoctiluca 140 Dinophyceae
spinifera

Dinophysis ovum 130 Dinophyceae
Protoperidinium 130 Dinophyceae
granii

Amphiprora sp. 125 Bacillariophyceae
Podolampas 125 Dinophyceae
palmipes

Chaetoceros 120 Bacillariophyceae
dadayi

Noctiluca 105 Dinophyceae
scintillans

Haslea wawrikae | 94 Bacillariophyceae
Coscinodiscus sp. | 80 Bacillariophyceae
Podolampas sp. 78 Dinophyceae
Protoperidinium 78 Dinophyceae
crassipes
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Tripos extensus 60 Dinophyceae
Tripos massiliensis | 60 Dinophyceae
Synedra sp. 56 Bacillariophyceae
Tripos muelleri 55 Dinophyceae
Proboscia indica 44 Bacillariophyceae
Dinophysis 40 Dinophyceae
caudata

Dinophysis mitra | 40 Dinophyceae
Neocalyptrella 40 Bacillariophyceae
robusta

Protoperidinium 40 Dinophyceae
cerasus

Protoperidinium 40 Dinophyceae
depressum

Protoperidinium 40 Dinophyceae
globulus

Pyrophacus sp. 40 Dinophyceae
Rhizosolenia 40 Bacillariophyceae
castracanei

Toxarium 40 Bacillariophyceae
undulatum

Tripos azoricus 40 Dinophyceae
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Tripos 40 Dinophyceae
candelabrus

Tripos carriensis | 40 Dinophyceae
Tripos declinatus | 40 Dinophyceae
Tripos lineatus 40 Dinophyceae
Tripos minutus 40 Dinophyceae
Tripos 40 Dinophyceae
symmetricus

Prilog 8. Popis svojti nadenih samo na kolekcijama mikrofotografija proto¢nog citometra sa zapisom

pulsa.
Svojta Razred
Azadinium caudatum | Dinophyceae
Cochlodinium sp. Dinophyceae
CYANOPHYCEAE Cyanobacteriia
undeterm.
Dactyliosolen sp. Bacillariophyceae
HAPTOPHYCEAE Prymnesiophyceae
undeterm.
Nanophytoplankton Nanophytoplankton
Phalacroma sp. Dinophyceae
Warnowia sp. Dinophyceae
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Prilog 9. Ukupne brojnosti pojedinih funkcionalnih grupa dobivene proto¢nom citometrijom sa

zapisom pulsa.
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Prilog 10. Rezultat klaster analize uzoraka. Klasteri se temelje na raznolikosti svojti zabiljeZenih na

kolekcijama mikrofotografija.
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