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THESIS SUMMARY

This doctoral thesis investigates the potential application of small subunit ribosomal DNA (18S
rRNA) metabarcoding for systematic monitoring of eukaryotic phytoplankton in the waters of the
northern Adriatic. The primary objective was to develop a modern, high-throughput molecular
approach for taxonomic characterization and spatiotemporal assessment of phytoplankton
communities, with a particular focus on the detection of ecologically significant taxa. Additionally,
this work aims to contribute to the development of practical guidelines for the integration of
molecular methods into routine monitoring protocols, enabling comprehensive spatiotemporal
detection of shifts in phytoplankton community structure and improving the management of
coastal marine ecosystems.

Phytoplankton, as primary producers and foundational components of pelagic food webs, are
highly sensitive to environmental changes, and their dynamics strongly correlate with abiotic
variables. Consequently, phytoplankton are widely recognized as reliable indicators of
environmental status with appropriate temporal resolution (Hays 1 sur., 2005). In light of escalating
climate change and anthropogenic pressures, global declines and/or changes in biodiversity have
been observed (Balint i sur., 2011; Bestion i sur., 2021; Keck i sur., 2025), underscoring the urgent
need for comprehensive, high-resolution monitoring of marine ecosystems. This is particularly
critical in regions with pronounced spatial and temporal ecological gradients, such as the northern
Adriatic (Degobbis i sur., 2000; Giani i sur., 2012).

To support the preservation of marine environments and promote sustainable management, the
European Commission established the Marine Strategy Framework Directive (MSFD;
2008/56/EC), which aims to achieve and maintain Good Environmental Status (GES) of European
marine waters through continuous, standardized, and innovative monitoring practices (Borja i sur.,
2010). Among the recommended innovative tools, metabarcoding has emerged over the past
decade as a valuable complement to traditional methods in plankton biodiversity research.
Metabarcoding is based on DNA analysis from environmental samples (¢€DNA) by sequencing
conserved genetic regions, enabling simultaneous detection of a wide array of organisms, including
those unidentifiable through morphological analysis alone (Baird 1 Hajibabaei, 2012). In pelagic

ecosystems, this approach greatly enhances understanding of taxonomic diversity, seasonality,



spatial structure, and the occurrence of cryptic, potentially harmful, invasive, or rare taxa with
significant ecological roles (Grizanci¢ i sur., 2023).

This study is based on athree-year sampling campaign targeting phytoplankton communities at
multiple sites across the northern Adriatic. Sampling sites included two stations, RV001 and
RV004, part of LTRV stations with monthly sampling frequency, while seasonal sampling was
performed at stations located in both coastal and offshore areas, including research transects
toward the Po River, the Kvarner region and the western Istrian coast. All sampled stations are
included in long-term phytoplankton monitoring and extensive data series about phytoplankton
biodiversity exists for this sites. Overall, sampling encompassed both coastal and open sea zones
and employed two commonly used methods: Niskin bottle collection and vertical phytoplankton
net hauls. The applied sampling strategy enabled a comparative evaluation of the two
phytoplankton sampling techniques with the aim to assess methodological advantages and
limitations in the context of metabarcoding-based biodiversity assessment in routine
phytoplankton monitoring.

To improve the extent and accuracy of phytoplankton taxonomic annotation, a custom 18S rRNA
gene reference sequence database named CIMPhyl8, was developed. This database integrated
reference sequences from major publicly available repositories/databases (Silva, PR2 and NCBI)
enriched with in-house produced reference sequences of the northern Adriatic characteristic
phytoplankton taxa. CIMPhy18 has been validated in the context of ecological diversity, ensuring
high reliability in the detection and annotation of a wide range of taxa. By employing seven
standardized taxonomic ranks and strict sequence quality and taxonomic filtering (exclusion of
incomplete, taxonomically ambiguous and environmental records), the CIMPhyl8 database
enables reliable taxonomic description of metabarcoding results. This way created custom
reference database enhanced the detection of region — specific/characteristic taxa and improved
the accuracy of ecological interpretation in the context of systematic monitoring of the northern
Adriatic phytoplankton community. The observed phytoplankton groups include Dinophyta
(dinoflagellates), Bacillariophyta (diatoms) and other Ochrophyta, Cryptophyta (cryptophytes),
Haptophyta (mainly coccolithophores), and Chlorophyceae (green microalgae), as proposed by
(Not i sur., 2012).

The objective of comparing CIMPhy18 with existing reference databases (Silva and PR2) was to

assess its effectiveness in the taxonomic annotation of phytoplankton sequences. A mock



community composed of predefined phytoplankton taxa served as a benchmark for evaluating
detection accuracy. Within these communities of known composition, all three databases
successfully identified most genera; however, metabarcoding of the 18S V4 region remains, in
certain cases, limited in its ability to resolve taxa at the species level. To complement the analysis,
a set of 24 environmental samples processed via metabarcoding was also included. The results
clearly demonstrate that the choice of reference database significantly affects both the number and
taxonomic resolution of detected sequences. CIMPhy18, while detecting fewer sequences overall
due to its rigorous curation, offers greater consistency in genus-level assignments and improved
quantitative stability across samples. In contrast, PR2 provides conservative yet stable
classifications, whereas Silva captures a broader taxonomic spectrum but at a higher risk of false
positives.

Ultimately, the selection of a reference database has a direct impact on interpretations of
phytoplankton diversity and community composition. The application of CIMPhyl8 may
substantially enhance the accuracy and reliability of phytoplankton metabarcoding, particularly in
the context of routine monitoring in the northern Adriatic Sea and comparable marine
environments.In order to assess biodiversity and spatio-temporal variation of phytoplankton in the
northern Adriatic, a total of 268 high-quality environmental samples were used for downstream
analysis and to evaluate the effectiveness of metabarcoding in routine phytoplankton monitoring.
Of these successfully sequenced samples, 123 (43,77%) were collected using a phytoplankton net,
while 158 (56,23%) were collected using a Niskin bottle—78 from a depth of 5 m and 79 from 20
m. In terms of geographic origin, the majority of sequenced samples (215, or 76,51%) were
collected during monthly sampling at LTRV monitoring stations RV001 (107 samples) and RV004
(108 samples). Additional samples included 32 samples collected along the Po River transect and
34 obtained from the Kvarner region and the western Istrian coast, as part of the national marine
monitoring program conducted by the Reference Center for the Sea.

Taxonomic annotation identified a total of 6 013 39 phytoplankton ASVs (19,06%), with at least
80% bootstrap confidence at the genus or species level. The total dataset of phytoplankton
sequences included representatives from 27 classes, 84 orders, 156 families, and 291
phytoplankton genera. In terms of total sequence abundance, Dinoflagellates accounted for the
highest proportion of ASVs (69,64%) and 75,18% of phytoplankton reads, defining them as the

most dominant phytoplankton group of the dataset. Dinoflagellates were taxonomically resolved



into 17 orders and 51 families, encompassing 102 genera. The most represented dinoflagellate
orders were primarily heterotrophic: Gymnodiniales (54,81%), Syndiniales (16,65%), and
Peridiniales (11,79%). These orders occurred in more than 90% of all samples. The most abundant
genera were Gyrodinium and Amoebophrya, accounting for 25,07% and 15,59% of dinoflagellates
reads respectively, while Karlodinium (92,91%) and Amoebophrya (91,05%) were the most
frequently detected across all samples. Bacillariophyta was the second most abundant
phytoplankton group, contributing to the dataset with 7,21% of ASVs and 8,84% of phytoplankton
reads. Bacillariophyta reads/ASVs were taxonomically assigned to 27 orders, 43 families, and 56
genera. Chaetocerotales (33,75%), Thalassiosirales (25,06%), and Bacillariales (10,12%) were the
most represented orders in the dataset. The most frequently observed dataset genera included
Chaetoceros (31,04%), Mediolabrus (14,59%), and Pseudo-nitzschia (9,07%). Other
phytoplankton groups were present in lower proportions; Chlorophyta accounted for 6,18% of
phytoplankton reads and included 9 classes, 29 families, and 50 genera. Mamiellophyceae
(79,77%) and Chlorodendrophyceae (12,17%) were the dominant classes, while Micromonas
(38,48%), Bathycoccus (33,81%), and Tetraselmis (12,12%) were the most prevalent Chlorophyta
genera. Cryptophyta was represented by two classes, with Pyrenomonadales dominating (97,55%).
Among five families, Geminigeraceae was the most abundant, with 7eleaulax as the dominant
genus. Haptophyta comprised of seven orders, 12 families and 19 genera. Prymnesiales (70,81%)
and Isochrysidales (14,45%) were the most abundant orders. The most abundant genera within
Haptophyta were Chrysochromulina (40,90%), Prymnesium (15,12%), and Gephyrocapsa
(14,41%).

For sampling methods comparison, the dataset included 34 sampling events from three sampling
stations (RV001, RV004, and SJ108) when both phytoplankton net and Niskin sampling was
conducted, resulting with 174 samples in total. The dataset included 58 samples collected using a
phytoplankton net and 116 samples collected using Niskin bottles, since Niskin bottle sampling
was conducted on two depths (5 m and 20 m). Analysis of raw sequence counts showed no
significant differences between sampling methods. On the other hand, taxonomic richness differed
between the methods. The number of detected phytoplankton reads did not significantly differ
between Niskin bottle samples collected at 5 m (15 598 + 7 886) and 20 m (15 889 £+ 6 722).
However, a significant difference was observed when comparing these to net-collected samples,

which exhibited a markedly lower average phytoplankton count (1 024 + 2 088). Distribution of



phytoplankton ASV abundances by group revealed consistent patterns across sampling depths.
Phytoplankton communities from Niskin samples collected at 5 and 20 m displayed similar rank-
abundance profiles. In contrast, net-collected samples, which integrate the entire water column,
showed lower genus abundances and a reduced number of genera overall. Samples collected with
Niskin bottles at both 5and 20 m depths demonstrated stable and more even distributions of
phytoplankton groups over time, with well-represented taxonomic diversity within each individual
sample. In contrast, phytoplankton net samples showed more pronounced dominance ofspecific
groups, particularly dinoflagellates, compared to other taxa.

Metabarcoding analysis of the northern Adriatic detected 627 phytoplankton taxa across six major
groups, of which 59 were harmful or potentially toxic (HAB; UNESCO 10C HAB Programme
list). These comprised 38 genera, with 56 taxa identified to species level. Toxic taxa accounted for
8,71% and harmful but non-toxic taxa for 4,58% of total phytoplankton sequences, together
representing 13,29% of the dataset. Karlodinium veneficum dominated toxic taxa (53,25% of HAB
sequences), while Noctiluca scintillans was the most abundant harmful non-toxic species (9,07%).
Seasonal and interannual patterns were evident: toxic taxa peaked in autumn, harmful taxa in
spring, and overall HAB abundance was lowest in summer. Sampling method influenced results,
although characterized with lower phytoplankton sequence number, net-collected samples showed
significantly higher HAB relative abundance than Niskin bottle samples. Dinoflagellates
dominated both toxic (91,84%) and harmful (51,53%) components, with additional contributions
from diatoms and other phytoplankton groups.

A total of 275 phytoplankton taxa (45,38% of the dataset) were newly recorded for the northern
Adriatic, spanning 288 genera, 156 families, 84 orders, and all six phytoplankton groups.
Dinoflagellates showed the highest number of new records (99 species), including several parasitic
orders. Notable new taxa with high relative abundance included Amoebophrya spp., Bathycoccus
prasinos, Teleaulax spp., and toxic K. veneficum. Novel diversity was also documented within
Cryptophyta, Chlorophyta, Haptophyta, and Ochrophyta, including entirely new orders for the
region. These findings highlight both the ecological relevance of harmful taxa and the substantial
unexplored phytoplankton diversity in the northern Adriatic revealed through high-throughput
sequencing.

Comparison of phytoplankton composition revealed by metabarcoding and traditional microscopy,

conducted within the national programme for the assessment of ecological status through



systematic monitoring of phytoplankton assemblages, demonstrated higher biodiversity detected
using molecular methods—including potentially toxic and harmful taxa. While metabarcoding
enableddetection of higher taxonomic diversity, the existing biological assessment protocols and
index calculation methods still require adaptation to effectively incorporate metabarcoding-
derived data in national monitoring programmes.

This study demonstrates the applicability and added value of 18S rRNA metabarcoding for routine
phytoplankton monitoring in the northern Adriatic, highlighting its capacity to capture spatial and
temporal biodiversity patterns. Comparison of sampling methods revealed that Niskin bottles
provide more consistent and taxonomically rich community profiles than phytoplankton nets.
Despite this, both methods detected ecologically relevant taxa, supporting the integration of

metabarcoding into existing monitoring frameworks.
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1. UVOD

Fitoplankton predstavlja klju¢nu skupinu organizama u morskim ekosustavima, ¢ija su bioloSka
svojstva iznimno pogodna za sustavno pracenje okoliSnih promjena. Zahvaljujuéi kratkom
zivotnom ciklusu i visokoj osjetljivosti na promjene u abiotickim 1 biotickim uvjetima,
fitoplanktonske zajednice brzo i mjerljivo reagiraju na ¢imbenike poput dostupnosti hranjivih
tvari, temperature, svjetlosnih uvjeta, koncentracije ugljikova dioksida te antropogenog
oneciS¢enja (Tilman i sur., 1982; Beardall i Raven, 2004; Wiltshire i Manly, 2004; Hinder i sur.,
2012; Sterner 1 Elser, 2017; Meunier i sur., 2018; Salmaso i Tolotti, 2021; Di Pane i sur., 2022).
Istovremeno, fitoplankton kao skupina primarnih proizvodaca u vodenom stupcu predstavlja vazan
dio baze hranidbene mreze, asimilacije ugljikovog dioksida i produkecije kisika, zbog ¢ega su vrlo
dobri pokazatelji trenuta¢nog stanja morskog okolisa te su glavna karika u ekoloskim direktivama
sustavnog prac¢enja morskog ekosustava (Varkitzi i sur., 2018; Francé i sur., 2021). Prema Okvirnoj
Direktivi o Morskoj Strategiji (MSFD, od engl. Marine Strategy Framework Directive) Europske
unije, fitoplankton se navodi kao jedan od bioloskih elemenata odredivanja kvalitete morskog
okolisa te je njegova uporaba kao pokazatelja obavezna u ocjenjivanju ekoloskog statusa morskog

okoliSa u Republici Hrvatskoj kao drZavi ¢lanici Europske unije (UNEP-MAP, 2025).

S obzirom na slozenost abiotskih 1 biotskih ¢imbenika koji utjecu na fitoplanktonsku zajednicu
(Lobus 1 Kulikovskiy, 2023), vazno je pracenje promjena sastava fitoplanktonske zajednice u
prostorno i vremenski raznolikim sustavima. Sjeverni Jadran, zbog svojih fizikalno-kemijskih
karakteristika, ima vaznu ulogu u takvim istrazivanjima zbog visoke primarne produkcije, osobito
u podru¢jima pod utjecajem rijeke Po. Zbog svoje geomorfologije, hidrologije 1 izloZenosti
antropogenim pritiscima, sjeverni Jadran moze se smatrati jednim od najvaznijih podrucja za
istrazivanje dinamike fitoplanktona u Mediteranu (Degobbis 1 sur., 2000; Cozzi i Giani, 2011;
Mari¢ i sur., 2012). Kontinuirano pracenje fitoplanktonske zajednice u kontekstu klimatskih
promjena, eutrofikacije 1 degradacije morskih staniSta od velike je vaznosti jer omogucuje rano
otkrivanje promjena u ekosustavu i podupire oCuvanje bioraznolikosti te odrzivo upravljanje
morskim resursima (Domingues i sur., 2008; Ferreira i sur., 2011; Tweddle i sur., 2018; Ugya i

sur., 2025).



Standardizirano proucavanje i pracenje ekologije fitoplanktonskih zajednica provodi se metodama
taksonomske identifikacije temeljena na morfoloskim karakteristikama organizama
(mikroskopske metode prema Utermdhl, 1958). Sve ¢eS¢a je upotreba i molekularne metode
metabarkodiranja DNA za pracenje morskog fitoplanktona kao nadopuna tradicionalnim
metodama poput svjetlosne mikroskopije. U dinami¢nom obalnom ekosustavu kao §to je sjeverni
Jadran, metabarkodiranje ima potencijal detaljno opisati sastav zajednice, detektirati rijetke
skupine te skupine koje pripadaju manjim veli¢inskim frakcijama koje mogu biti predstavljati
izazov za detekciju tradicionalnim metodama. Takve prednosti metabarkodiranja, uz
standardizaciju protokola za prikupljanje i obradu uzoraka, kao i bioinformati¢ku analizu i
upravljanje podacima mogu nadopuniti tradicionalne metode u ekoloSkim istrazivanjima visoke
rezolucije te oplemeniti dugoro¢ne programe sustavnog praéenja (Grizanci¢ i sur., 2023; Neri i

sur., 2025).

1.1 Sustavno pracenje u obalnim podrucjima

Istrazivanja su pokazala da zbog kontinuiranog povecanja antropogenog pritiska na okoli§ i
klimatskih promjena, postoji negativan trend smanjenja bioraznolikosti (Balint i sur., 2011;
Bestion i sur., 2021; Keck i sur., 2025) te se javlja sve veca potreba za cjelovitim pracenjem morske
bioraznolikosti §to je klju¢no za procjenu kvalitete ekosustava (Needham 1 sur., 2007), posebice u
izraZzenim prostorno-vremenskim ekoloskim gradijentima obalnih podrucja kao S§to je sjeverni
Jadran (Degobbis 1 sur., 2000; Giani i sur., 2012). Sustavno pracenje (engl. monitoring) opetovano
je prikupljanje podataka tijekom vremena za otkrivanje promjena u sustavu (Spellerberg, 2025), a

podaci mogu ukljucivati informacije o nizu ¢imbenika poput ekoloskih, bioloskih 1 drustvenih.

1.1.1 Strategija upravljanja morskim okoliSem i obalnim podruc¢jima

U 2008. godini, Europska komisija uspostavila je Okvirnu direktivu o morskoj strategiji (MSFD,
od engl. Marine Strategy Framework Directive, dalje u tekstu: Direktiva) koja za cilj ima
postizanje 1 odrzavanje dobrog stanja okoliSa u europskim morima kontinuiranim sustavnim
prac¢enjem morskog ekosustava (MSFD, 2008/56/EC; osvrt u Borja 1 sur., 2010) te pronalazak
rjeSenja za oporavak bioraznolikosti (Strategija Europske unije za bioraznolikost za 2030.,
(Hermoso i sur., 2022). Cilj Direktive 2008/56/EC unaprjedenje je metoda za sustavno pracenje
morskog okoliSa te uspostava mreze sustavnog pracenja zaStiCenih podrucja koriStenjem

inovativnih 1 isplativih metoda za sustavno pracenje. Okvirna direktiva o morskoj strategiji potice
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razvoj i primjenu novih metoda za u¢inkovito pracenje, procjenu i upravljanje morskim okolisem.
Ovom Direktivom drzave ¢lanice obvezuju se poduzeti mjere kako bi postigle ili o¢uvale dobro
ekolosko stanje morskog okolisa. Jedan od kljucnih elemenata pracenje je i procjena stanja
morskog okoliSa. Drzave potpisnice duzne su redovito pratiti stanje morskog okoliSa kroz sustavna
istrazivanja 1 prikupljanje podataka o njegovoj kvaliteti, bioloskoj raznolikosti, razini oneciS¢enja
1 drugim relevantnim pokazateljima. Kako bi ispunile ovaj cilj, drzave moraju procijeniti ekolosko
stanje morskih tijela i prijaviti status kvalitete koriste¢i klasifikacijsku shemu koja se sastoji od pet
klasa za ekoloski status (,,vrlo dobro®, ,,dobro®, “umjereno”, “lose” 1 “vrlo lose”) (Facca i sur.,

2014; Cvitkovi¢ i sur., 2018).

Procjena ekoloskog statusa ukljuc¢uje mjerenje nekoliko bioloskih pokazatelja, zajedno s fizikalno-
kemijskim 1 hidromorfoloskim pokazateljima. EkoloSki status utvrduje se usporedbom stanja
pokazatelja s referentnom vrijedno$¢u, odnosno omjer ekoloske kvalitete. Jedan od
ogranicavajucih faktora proizlazi iz ¢injenice da je teSko utvrditi referentnu vrijednost pokazatelja
ekoloskog stanja s obzirom na to da se referentna vrijednost odnosi na stanje morskog okolisa koji
nije pod utjecajem ljudske djelatnosti. Na temelju prikupljenih informacija provodi se procjena
ekoloskog stanja mora te se, prema potrebi, prilagodavaju strategije i mjere upravljanja kako bi se
osiguralo postizanje i odrzavanje dobrog ekolosSkog stanja. Ovaj proces omogucuje pravovremeno
prepoznavanje prijetnji morskom okoliSu te donoSenje ucinkovitih mjera za njegovu zastitu.
Razvoj 1 koriStenje ekoloskih pokazatelja klju¢ni su alati za pracenje ekoloskih ciljeva 1 procjenu
morske bioraznolikosti. NaglaSava se potreba za robusnim, znanstveno utemeljenim pokazateljima
koji bi podrzali u¢inkovito upravljanje i1 politicke odluke (A. Borja 1 sur., 2016; Teixeira i sur.,
2016). Usprkos izazovima u razvoju, kalibraciji i potvrdivanju novih pokazatelja §to moZe usporiti
pravovremene odgovore upravljackih tijela na promjene u okolisu, stvaraju se novi, kvalitetniji
pokazatelji. Takoder, varijabilnost u vrijednostima pokazatelja u razli¢itim morskim ekosustavima

otezava provodenje uskladenih procjena u europskim morima (Uusitalo i sur., 2016).

Proteklih se desetljeca, zajedno s tradicionalnim metodama sustavnog prac¢enja morskog okolisa,
razvijaju se i nove metode podobne za sustavno pracenje, poput satelitskih mjerenja §to ukljucuje
koriStenje satelita za nadzor promjena u morskom okoliSu povezanih s biomasom fitoplanktona
Sto moze ukazivati na cvjetanje fitoplanktona (Aguilar-Maldonado i sur., 2019; Demarcq 1 sur.,

2012), proto¢ne citometrije te protocne citometrije s moguénoscéu stvaranja slika (J. Dubelaar i



sur., 2004; Rutten 1 sur., 2005). Ipak, svaka metoda ima odredena ograniCenja: satelitska mjerenja
ne omogucuju pouzdanu identifikaciju taksona i ograni¢ena su na povrsinski sloj mora, protocna
citometrija, ne pruza dovoljnu taksonomsku razlucivost, dok je kod protocne citometrije s
moguénoscéu stvaranja slika otezana pouzdana identifikacija taksona koji pripadaju manjim
veli¢inskim frakcijama. Napretkom metoda molekularne biologije, omogucéena je i pouzdana
identifikacija vrsta na temelju genetskog materijala (Baird i Hajibabaei, 2012). Napretkom tehnika
sekvenciranja DNA omogucena je analiza veceg broj uzoraka te istovremeno dobivanje velikog
broja sekvenci (Shendure i Ji, 2008) ¢ime je postala moguca i identifikacija vrsta u cjelokupnoj
zajednici, nazvana metabarkodiranje (engl. metabarcoding). Primjenom ovih metoda u
nacionalnim programima sustavnog pracenja morskog okoliSa drzave c¢lanice mogle bi
ucinkovitije provoditi mjere zastite i oCuvanja morskog okolisa, osiguravajuci ostvarenje ciljeva

Direktive.

1.1.2 Sjeverni Jadran

Jadransko more izduzeni je poluzatvoreni bazen u sjeveroistocnom Sredozemnom moru. Pruza se
u smjeru jugoistok — sjeverozapad, s plitkim sjevernim dijelom i dubljim juznim dijelom. Na
ekosustave Jadranskog mora utjece redovita izmjena vode s ostatkom Sredozemnog mora (Gacic
1 sur., 2010). Jadransko more karakteriziraju razli¢iti troficki uvjeti; produktivan i potencijalno
eutrofni sjeverni dio, oligotrofni juzni dio i takoder jasno oligotrofne otvorene vode (Vili€¢i¢ i sur.,
1989; Artegiani i sur., 1997; Degobbis 1 sur., 2000; Campanelli i sur., 2011). Sjeverni Jadran, kao
najsjeverniji dio Sredozemnog mora, predstavlja jedno od njegovih najproduktivnijih podrucja
(Giani 1 sur., 2012). Karakterizirano je malom dubinom, visokim rije¢nim dotokom (uglavnom iz
rijeke Po) 1 dominantnom ciklonalnom cirkulacijom (Artegiani i sur., 1997; Campanelli i sur.,

2011; Degobbis 1 sur., 2000).

Isto¢nojadranska struja teCe prema sjeveru duZ isto¢ne obale, donosec¢i slanije, toplije 1
oligotrofnije vode iz Jonskog i Sredozemnog mora (Poulain i Cushman-Roisin, 2001), dok
zapadnojadranska struja (WAC) prenosi prema jugu vode bogate hranjivim tvarima iz sjevernog
podbazena (Artegiani 1 sur., 1997; Campanelli 1 sur., 2011; Marini i sur., 2008). Obrasci kruznog
strujanja redovito tvore zasebno vodno tijelo u sjevernom Jadranu s produljenim vremenima
zadrzavanja u tom podrucju, a utjecaj slatke vode iz rijeke Po nerijetko dopire preko cijelog

podrucja sjevernog Jadrana (Hopkins 1 sur., 1999; Russo 1 sur., 2005).



1.1.3 Obalna podrucja kao zarista klimatskih promjena i antropogenog pritiska

.....

mijenjaju. Promjene su izazvane snaznim antropogenim pritiscima u sinergiji s prirodnim obalnim
procesima i globalnim klimatskim promjenama (Harley i sur., 2006; Pikelj i Juraci¢, 2013). Obalna
podru¢ja u Sredozemlju posebno su vazna zbog svojih prirodnih, drustveno-ekonomskih
karakteristika, ali su snazno zahvacena klimatskim promjenama i njthovom interakcijom s velikim
brojem razli¢itih poremecaja antropogenog podrijetla. Ljudske aktivnosti (pomorski promet,
ribarstvo, marikultura, vadenje plina u moru, turizam) u obalnim podrucjima predstavljaju snazan
antropogeni pritisak na obalna podruc¢ja i predstavljaju ozbiljne rizike za osjetljivu ekolosSku
ravnotezu ekosustava kao §to je sjeverni Jadran (Giani 1 sur., 2012; Furlan 1 sur., 2019). Promjene
u rije¢nom ispustanju, modifikacije oceanografskih karakteristika i obrazaca cirkulacije, podizanje
razine mora i obalna erozija u interakciji su s antropogenim unosom organskih hranjivih tvari,
cesto dovodeci do problema eutrofikacije (Halpern, 2008; Lotze i sur., 2011) i promjena u strukturi
morskih ekosustava, ukljucujuéi Sirenje stranih vrsta (Cabrini i sur., 2019). Pracenje antropogenih
pritisaka 1 klimatskih promjena u sjevernom Jadranu od presudne je vaZznosti za ocuvanje ekoloske
ravnoteze i odrzivo upravljanje obalnim i morskim ekosustavima. Ova regija, karakterizirana
plitkim morem, visokom bioloskom produktivnosc¢u 1 intenzivnom ljudskom aktivnoS¢u, posebno
je osjetljiva na kumulativne ucinke zagadenja, prekomjernog ribolova, urbanizacije te porasta
temperature mora i promjena u rezimima cirkulacije (Torresan 1 sur., 2019). Antropogeni utjecaji
u kombinaciji s posljedicama klimatskih promjena — poput povecane ucestalosti ekstremnih
vremenskih dogadaja, zakiseljavanja mora i pomaka u biogeokemijskim ciklusima — mogu dovesti
do degradacije staniSta, gubitka bioraznolikosti i naruSavanja usluga koje morski ekosustavi
pruzaju ljudskim zajednicama (Cozzi i sur., 2020; Degobbis i sur., 2000). Sustavno pracenje ovih
procesa klju¢no je za pravovremeno prepoznavanje promjena, modeliranje buducih scenarija 1

donoSenje znanstveno utemeljenith mjera zastite 1 prilagodbe.

1.2 Fitoplankton

Fitoplankton obuhvaca vrlo raznoliku skupinu jednostani¢nih mikroskopskih fotosintetskih
organizama koji ¢ine glavnu kariku u hranidbenoj mrezi svih vodenih ekosustava, ukljucujuci 1
morski okoliS. Karakterizira ih iznimno Siroka rasprostranjenost i ukljucenost u brojne ekoloske 1

funkcionalne procese poput globalnih biogeokemijskih ciklusa (Falkowski, 1994; Karlusich i sur.,



2020; Litchman i sur., 2015) i regulaciji klime (Naselli-Flores i Padisak, 2023) Iako fitoplankton
predstavlja manje od 1% globalne fotosintetske biomase (P. G. Falkowski, 1994), ovi eukariotski
mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u primarnoj produkeciji unutar vodenih ekosustava, proizvodnji
kisika 1 organskog ugljika, te doprinose priblizno polovici ukupne fotosintetske aktivnosti na
Zemlji (Reynolds, 2006). Prokariotski morski fitoplankton Cine cijanobakterije iz domene
bakterija, dok su predstavnici eukariotskog fitoplanktona taksonomski vrlo raznolik te pripadaju

vecini glavnih eukariotskih supergrupa (Archaeplastida, SAR, Haptista, Cryptista). (Slika 1.1).

Eukariotski fitoplankton nije samo taksonomski vrlo raznolik, ve¢ obuhvacaju iznimno Sirok
raspon veli¢ina izmedu i unutar taksonomske skupine. Veli¢ine mogu varirati vremenski i/ili
prostorno kao odgovor na razli¢ite uvjete okolisa ili faze Zivotnog ciklusa. Stanice fitoplanktona
protezu se u rasponu od pikoplanktona (0,2—2 pm), nanoplanktona (2-20 pm, mikroplanktona (20-
200 um) do mezoplanktona (0,2-20 mm). Fitoplankton sacinjavaju jednostani¢ni organizmi od
kojih mnoge vrste tvore lance ili kolonije. Vece stanice karakteristicne su za diatomeje 1
dinoflagelate, dok najmanji redovi veli¢ine se uglavnom sastoje od zelenih algi, Sto utjece i na
odabir metode prilikom istrazivanja i karakterizacije razlicitih skupina. Veli¢ina stanica takoder
utjeCe na brojne funkcionalne karakteristike fitoplanktona. Primjerice, zbog njihovog velikog
omjera povrsine i volumena koji olakSava pasivan unos hranjivih tvari, male stanice su dobro
prilagodene stabilnom 1 oligotrofnom morskom okoliSu siromasnom nutrijentima, dok su vece
stanice bolje prilagodene mjeSovitim 1 eutrofnim okruzenjima bogatim nutrijentima (Maranon 1
sur., 2010; Finkel i sur., 2010). Budu¢i da morski okoli§ pokazuje heterogene fizikalno-kemijske
strukture u prostoru i vremenu, veli¢ina stanica vaZna je znacajka koju treba uzeti u obzir s

ekoloskog aspekta.

Tijekom posljednjeg desetlje¢a molekularna istraZivanja razotkrila su bogatu raznolikost
fitoplanktonskih vrsta koja je do tada bila izvan dosega klasi¢nih metoda (Massana i Pedrés-Alio,
2008; Vaulot i sur., 2008). lako znanstvena literatura ukazuje na postojanje 200 000 do nekoliko
milijuna vrsta, trenutacno je poznato oko 25 000 fitoplanktonskih vrsta (Falkowski, 2012), a
smatra se da ¢e taj broj rasti usporedo s razvojem metoda istraZivanja, posebice vrsta za koje je

karakteristi¢no vrlo malo razlikovnih morfoloskih obiljezja zbog male veli¢ine.



1.2.1 Pregled fitoplanktonskih skupina

U promatrane fitoplanktonske grupe ubrajaju se Dinophyceae (dinoflagelati), Ochrophyta koju
¢ine Bacillariophyceae (dijatomeje) i Chrysophyceae (zlatne alge), Cryptophyceae (kriptofiti),
Haptophyta (uglavnom kokolitoforidi) i Chlorophyceae (zelene mikroalge), kako je predlozeno u
(Not 1 sur., 2012) (Slika 1.1). Dijatomeje, dinoflagelati, kokolitoforidi i mali Prasinophyceae
najrasSirenije su 1 najraznolikije ekoloSki vazne fitoplanktonske skupine u obalnih podrucja,

ukljucujuéi 1 sjeverni Jadran.
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Slika 1.1 Shematsko filogenetsko stablo koje prikazuje predstavnike fitoplanktona u razlicitim
domenamastabla Zivota (preuzeto iz Not i sur., 2012)
Mnoge fitoplanktonske skupine, ukljucujuéi dinoflagelate iz rodova Gymnodinium 1 Amphidinium,
unato¢ primarno fotosintetskom nacinu ishrane, pokazuju miksotrofno ponasanje — hraneci se
prokariotima ili drugim fitoplanktonom (Stoecker, 1999), §to ¢ini granice izmedu autotrofnih i
heterotrofnih organizama u morskim ekosustavima dinami¢nim i nejasnim. Osim toga, brojne vrste
dinoflagelata su iskljucivo heterotrofne ili parazitske, kao $to su paraziti iz redova Blastodiniales
1 Syndiniales, koje u potpunosti ovise o heterotrofiji kao nacinu prehrane (Coats, 1999). Ove

parazitske 1 predacijske strategije dodatno zamagljuju jasnu podjelu izmedu autotrofnih i

heterotrofnih organizama.



1.2.1.1 Chlorophyta

Zelene alge ili Chlorophyta monofiletska su skupina koja ukljucuje slatkovodne alge i morske
predstavnike (De Clerck i sur., 2012) te se smatraju najraznovrsnijom skupinom algi po broju vrsta.
Skupina Chlorophyta dobro je definirana te se filogenetski izdvaja od ostalih eukariotskih skupina.
Predstavnike ove skupine karakteriziraju jedinstvene biokemijske i ultrastrukturne znacajke koje
su posljedica evolucijskih procesa, odnosno primarne endosimbioze (Leliaert i1 sur., 2011). U
morskim ekosustavima, jednostani¢ne skupine Chlorophyta Cine znacajan dio zajednica piko- i
nanoplanktona. Pripadnicima skupine Mamiellophyceae pripadaju najpoznatiji fotosintetski
predstavnici, Ostreococcus tauri i Bathycoccus prasinos s promjerom stanica od 0,8 pm (Eikrem
i and Throndsen, 1990) karakteristi¢ne za obalna podrucja (Collado-Fabbri i sur., 2011; Medlin i
sur., 2006). Zbog svoje veli¢ine i malo razlikovnih obiljezja, pojava molekularnih metoda
omogucila je prepoznavanje novih skupina i reorganizaciju postojecih (Guillou i sur., 2004; Marin

1 Melkonian, 2010).

1.2.1.2 Haptophyta

Haptophyta su funkcionalno razlicita i Siroko rasprostranjena skupina protista, ¢esto vrlo ucestali
u obalnim podruc¢jima. I morfoloski i molekularni dokazi podupiru podjelu Haptophyta u dvije
glavne skupine, Pavlovophyceae i Prymnesiophyceae (Edvardsen i sur., 2000). Neki od dobro
poznatih predstavnika ove skupine su Phaeocystis, Prymnesium, Gephyrocapsa 1
Chrysochromulina, koji povremeno tvore Stetna cvjetanja u obalnim podru¢jima. Smatralo se da
vecina haptofita se pojavljuje kao solitarne planktonske stanice koje spadaju u nanoplankton
(stanice promjera 2-20 mm), dok recentna istraZivanja na temelju molekularnih analiza ukazuju na
postojanje brojnih vrsta za koje su karakteristicne vrlo male stanice (pikoplankton) (Liu i sur.,
2009). Haptofite karakterizira prisutnost haptoneme, koja je naizgled sli¢an flagelumu, ali se
razlikuje po rasporedu mikrotubula i funkciji koja ukljuc¢uje vezivanje 1 hvatanje plijena, Sto im
omogucuje usvajanje razlicitih ekoloskih strategija te osim fotosinteze, sposobni su koristiti

organske izvore hrane (Liu i sur., 2009).

1.2.1.3 Dinoflagelati (Dinophyta)
Dinoflagelati su jednostani¢ni eukariotski mikroorganizmi iz skupine Alveolata koji se slobodno
pokrecu s dva medusobno okomito poloZena bica. Najvec¢i broj ovih organizama ( >1200 vrsta)

zivi u moru, ali ith se moZe naci 1 u slatkovodnim staniStima. Prilagodeni su razli¢itim staniStima,



ali najucestaliji su u toplim morima, a u umjerenim Sirinama brojniji su u toplijem dijelu godine.
U nepovoljnim uvjetima mogu proizvesti mirujuce ciste koje mogu dulje vrijeme prezivjeti u
sedimentima, a u povoljnijim uvjetima naglo se razvijaju te pod odredenim uvjetima se mogu brzo
razmnozavati stvarajuci cvjetanja ili crvene plime (engl. red tides) koje mijenjaju boju vode te su
odgovorni za uvjete hipoksije. Takoder, neki predstavnici proizvode toksine §to dovodi do trovanja
ribe 1 drugih organizama (Berdalet i sur., 2015). Prema nacinu prehrane mogu biti fotoautotrofi,
slobodnozivu¢i predatori (heterotrofi) ili oboje, istovremeno ili alternativno (miksotrofi), dok neki
takoder zive kao paraziti ili simbionti (Taylor i sur., 2008). Budu¢i da dinoflagelati imaju razlicite
preferencije stanista, viSestruke Zivotne strategije i nutritivno su svestrani, vrlo su konkurentni

drugim skupinama protista za iskoriStavanje dostupnih resursa.

1.2.1.4 Ochrophyta

Diatomeje (Bacillariophyta) jedna su od najraznovrsnijih skupina jednostani¢nih fotoautotrofnih
eukariota iz skupine Ochrophyta. Sveprisutne su u morskim, slatkovodnim te vlaznim kopnenim
staniStima. Glavnu zajednicku znacajku predstavlja, stani¢na stijenka izgradena od silicijeva
dioksida, frustulum, podijeljena na dvije valve povezane pleurom. Zbog njihove brojnosti u plitkim
obalnim morima, procijenjeno je da dijatomeje ¢ine ¢ak 20% globalne fotosintetske fiksacije
ugljika (Mann, 1999). Planktonske dijatomeje posebno su vazne jer mogu izazvati cvjetanja mora
u obalnim regijama bogatim hranjivim tvarima, posebno u umjerenim zonama i zonama upwelling-

a u umjerenim i tropskim krajevima.

Osim dijatomeja, unutar skupine Ochrophyta obuhvacéene su 1 druge, filogenetski raznolike, ali
manje ucestale fitoplanktonske skupine koje takoder mogu imati znacajnu ekolosku ulogu u
morskim ekosustavima. Skupina koja je filogenetski najbliZa dijatomejama su Bolidophyceae. Svi
poznati predstavnici ove skupine ograni¢eni su na morske pikoplanktonske zajednice, a
najucestaliji su u oligotrofnim, otvorenim oceanima. Njihova vaZnost proizlazi iz sposobnosti
prezivljavanja u uvjetima niske dostupnosti hranjivih tvari te doprinosa primarnoj produkciji u tim
ekosustavima. S druge strane, Dictyochophyceae je mala, ali taksonomski raznolika skupina koja
obuhvaca 1 autotrofne 1 miksotrofne organizme. lako brojcano nisu dominantni, predstavnici
Dictyochophyceae mogu biti ekoloski znac¢ajni, osobito tijekom specificnih sezonskih uvjeta ili u
odredenim biogeografskim regijama. Njihova prisutnost odredenih vrsta (vrste roda

Pseudochattonella) povezana je i sa Stetnim cvjetanjima koje mogu imati negativan utjecaj na



morske organizme zbog proizvodnje ihtiotoksina (Skjelbred 1 sur.,, 2011). Pelagophyceae je
skupina pretezito morskih, fotoautotrofnih organizama, rasprostranjenih u piko- 1
nanoplanktonskim frakcijama otvorenih oceana i obalnih voda. Iako broj¢ano nisu uvijek
dominantni, pripadnici ove skupine imaju vaznu ulogu u primarnoj produkciji osobito u
oligotrofnim i1 mezotrofnim uvjetima, gdje doprinose osnovnim procesima kruzenja ugljika 1
energije u morskim hranidbenim mrezama. Neki predstavnici ove skupine (4dureococcus) mogu
izazvati cvjetanje algi (engl. brown tide) koje negativno utjece na filtratore poput skoljkasa i na
opce stanje priobalnih ekosustava. Takvi dogadaji povezani su s eutrofnim uvjetima i odredenim
klimatskim promjenama, $to dodatno naglaSava ekoloski znacaj i1 osjetljivost ove skupine na
promjene u okoliSu. Za razliku od drugih skupina unutar Ochrophyta, Raphidophyceae su ¢esto
veée stanice koje pripadaju frakciji mikroplanktona. Takoder, vrste koje su predstavnici ove
skupine (Chattonella, Heterosigma i Fibrocapsa) poznate su po moguénosti cvjetanja, koja mogu
imati toksi¢ne ucinke na riblje zajednice, osobito u akvakulturama, radi oslobadanja reaktivnih
oblika kisika, koji uzrokuju oSte¢enja tkiva kod riba. Pinguiophyceae je mala i taksonomski
izolirana skupina, javljaju se isklju¢ivo u morskim ekosustavima, ¢esto u hladnijim, umjerenim ili
polarnim vodama. Obuhvaéa relativno rijetke, jednostanicne morske alge, poznate po svom
visokom udjelu lipida u stani¢noj biomasi §to omogucuju plutanje u vodenom stupcu i predstavlja
potencijalnu energetsku rezervu. Zlatnozelene alge, Chrysophyceae i Synurophyceae su dvije
filogenetski bliske skupine, €iji su pripadnici prisutni preteZito u slatkovodnim ekosustavima,
premda postoje 1 neki morski predstavnici. Chrysophyceae ¢ine raznoliku skupinu koja ukljucuje
autotrofne, miksotrofne 1 heterotrofne oblike, dok su Synurophyceae iskljucivo fotosintetski
organizmi. Eustigmatophyceae su mala skupina jednostani¢nih, isklju¢ivo autotrofnih algi,
broj€ano 1 funkcionalno manje ucestalih u vodenim planktonskim zajednicama ve¢inom prisutnih

u terestriCkim staniStima, iako postoje 1 rijetki morski predstavnici.

1.2.1.4 Cryptophyta

Ova skupina jednostani¢nih algi karakteristi¢na je zbog svog asimetricnog oblika, pretezito su
fotosintetski, no postoje skupine koje su se vratile na heterotrofni na¢in prehrane (Hoef-Emden,
2005). Iako nastanjuju sva vodena stanista, mnogo su ucestaliji u morskom okolisu (Clay i sur.,

1999). Cesto tvore cvjetanja mora, ali bez Stetnih posljedica.
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1.2.2 Fitoplankton sjevernog Jadrana

Fitoplankton Jadranskog mora intenzivno se proucava zadnjih 50-ak godina. Prac¢enje planktona
koristi se u mnoge razliite svrhe, kao $to je ispitivanje ekoloSkog stanja, dugoro¢nih promjena u
raznolikosti 1 biomasi, ucinka stresora poput eutrofikacije ili zakiseljavanja, prisutnosti
neautohtonih vrsta ili Stetnih vrsta fitoplanktona. Pracenje fitoplanktona tradicionalno se provodilo
metodom svjetlosne mikroskopije koja je ostala gotovo nepromijenjena vise od Sest desetljeca
(Utermohl, 1958.). Frakcija mikrofitoplanktona u kojoj dominiraju dijatomeje smatra se glavnim

primarnim proizvodac¢em u sjevernom Jadranu (Fuks i sur., 2012; Mari¢ i sur., 2012).

Bioraznolikost i brojnost fitoplanktona sjevernog Jadrana dobro su prouceni kroz mnoga
znanstvena i dugorocna istrazivanja (Aubry i sur., 2004, 2012; Cabrini i sur., 2012; Godrijan i sur.,
2013; Mari¢ i sur., 2012; Mozeti€ i sur., 2012; Neri i sur., 2022; Skeji¢ i sur., 2024; Totti i sur.,
2019; Vili¢i¢ 1 sur., 2009). Mnoga istrazivanja na ovom podru¢ju bave se sukcesijom
fitoplanktonskih zajednica u godi$njem ciklusu, ekologijom odabranih vrsta, koriStenjem analiza
fitoplanktona u ekoloSkom sustavnom pracenju ili opisom bioraznolikosti i vrsta kao takvih
(Bernardi Aubry 1 sur., 2006; Cerino i sur., 2019; Godrijan i sur., 2013). Ovi skupovi podataka
temelje se na morfoloskim svojstvima fitoplanktona koji se tradicionalno dobivaju svjetlosnim
mikroskopom. Takoder, radeni su 1 popisi vrsta fitoplanktona Jadranskog mora, na temelju

morfoloskih karakteristika (Vili¢i¢ i sur., 2002).

1.2.3 Fitoplankton u okviru sustavnog pracenja

Zbog svoje ekoloske vaznosti, brzog odgovora na promjene u okoliSu i lako¢e uzorkovanja,
fitoplankton predstavlja jedan od najucinkovitijih pokazatelja u sustavnoj ekoloskoj procjeni
morskih ekosustava te se ve¢ desetlje¢ima koristi u sustavnom pracenju, Sto omogucuje pouzdanu
usporedbu kroz vrijeme 1 pracenje dugoro¢nih promjena u ekosustavu. Fitoplankton reagira
izravno na promijenjene razine hranjivih tvari kroz promjene u biomasi 1 sastavu (Barton 1 sur.,
2016; Doney i sur., 2012; Hays i sur., 2005; Reynolds, 2006; Winder i Sommer, 2012). Ekoloski i
antropogeni pritisci odraZzavaju se na obrascima bioraznolikosti na $iroj prostornoj skali, pri cemu
dolazi do promjena u sastavu vrsta te do povecanja ili smanjenja medusobne sli¢nosti zajednica,
odnosno do njihove homogenizacije ili diferencijacije. Dok se homogenizacija odnosi na
smanjenje razlika medu bioloskim zajednicama, odnosno zajednice na razli¢itim lokacijama

postaju sli¢nije po sastavu vrsta, najéeS¢e onih otpornih ili oportunistickih vrsta koje se mogu
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prosiriti i dominirati na vise lokacija, diferencijacija oznacava povecanje razlika medu bioloSkim
zajednicama na uskom prostoru, naj¢esce kao posljedica reakcije na neki pritisak. Oba procesa su
indikatori promjena u ekosustavu i vazni su za razumijevanje kako ljudske aktivnosti mijenjaju
prirodnu ravnotezu bioloskih zajednica (Gauff i sur., 2023; Geng i sur., 2022; Rolls i sur., 2023).
Standardni programi sustavnog pracenja ukljucuju identifikaciju fitoplanktonskih vrsta, cija
brojnost i1 raznolikost sluze kao dobar pokazatelj utjecaje promjena u okolisu, kao i cjelokupnog
ekoloskog statusa morskih ekosustava (Goodwin i sur., 2017; Porter i Hajibabaei, 2018). Medutim,
za odvajanje klimatskih i antropogenih pritisaka od prirodne varijabilnosti te donoSenje odluka o
upravljanju obalnim podrucjem, potrebni su dugoroc¢ni setovi podataka (M. Edwards i sur., 2010;
Henson 1 sur., 2010). Vremenski nizovi pra¢enja planktona dugo su pruzale temelj informacija o
pelagickoj bioraznolikosti i omoguéile su tumacenje promjena u regulaciji hranjivih tvari u oceanu,
kontroli klime i hranidbenim mrezama koje podrzavaju komercijalne vrste riba i zasti¢ene vrste.
Podaci pracenja fitoplanktonskih zajednica analizirani mikroskopijom otkrili su znacajna
smanjenja njihove brojnosti u ve¢em dijelu sjeveroisto¢nog Atlantika (K. F. Edwards i sur., 2023;
Holland 1 sur., 2023; Schmidt i sur., 2020). Primjerice, primjetan je pad velikih dijatomeja i
dinoflagelata diljem sjeveroistocnog Atlantika, koji tradicionalno podrzavaju vise troficke razine
poput riba i morskih sisavaca te povecanje frakcije pikofitoplanktona (Schmidt i sur., 2020).
Takoder, na temelju dugoro¢nih podataka primijecene su promjene u sastavu skupina sjevernog

Jadrana (Vlasicek i sur., 2025).

Okvirnom direktivom o morskoj strategiji (MSFD) utvrden je popis od 11 deskriptora stanja
okoliSa za koje se mora posti¢i dobro stanje (Direktiva 2008/56/EZ, Europska unija, 2008.).
Fitoplankton je uklju¢en u deskriptore 1, 2, 3 1 5 MSFD-a, koji je prvi put utvrden 2008.
(2008/56/EZ) (Europska unija, 2008.) 1 azuriran 2017. (2017/848/EU) (Europska unija 2017a,b).
Deskriptor 1 MSFD-a (D1C6) ukljucuje pracenje bioloske strukture stanista i njegovih funkcija te
prisutnost posebno osjetljivih ili ranjivih vrsta ili vrsta koje imaju vazne ekoloske funkcije. Ovi
pokazatelji povezani su s ljudskim pritiscima na okoli§ 1 stoga bi se mogli razviti dodatni
pokazatelji za dobro stanje okoliSa (GES, od engl. Good Environmental Status). Deskriptor 2
MFSD-a (D2C1, D2C2 i D2C3) odnosi se na novouvedene vrste (NIS, od engl. nonindigenuous
species); pravovremeno opazanje novih vrsta (D2C1) i pravovremeno opazanje pretvaranja

novouvedenih u invazivne vrste (D2C2 1 D2C3). Takoder, MFSD deskriptor 4 (morske hranidbene
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mreze) 1 deskriptor 5 (eutrofikacija, ukljucujucéi Stetno cvjetanje algi) odnosi se na ucinkovito

otkrivanje Stetnih fitoplanktonskih vrsta ve¢ kada su prisutne u malom broju.

Postoji potreba za dosljednim pristupima i metodologijama za definiranje i procjenu dobrog stanja
okolisa (GES, od engl. Good Environmental Status) u Mediteranu, budu¢i da se trenutacne prakse
razlikuju, odnosno Mediteranskim drzavama ¢lanicama nedostaje dosljedna metoda za procjenu
dobrog stanja okolisa (GES) prema Okvirnoj direktivi o pomorskoj strategiji (MSFD) (Francé 1
sur., 2021). Navode se sastav i1 brojnost fitoplanktona, ucestalost i intenzitet cvjetanja te biomasa
kao pokazatelji kvalitete za procjenu fitoplanktonskih zajednica u obalnim i prijelaznim vodama
(Europska komisija, 2000). Iako dugoroc¢no pracenje fitoplanktonskih zajednica pokazuje da
otkrivanje odgovora na promjenu razine hranjivih tvari nije jednostavno (Marchetto i sur., 2009) s
obzirom na to da biomasa i sastav fitoplanktona mogu pokazivati razli¢ite obrasce promjena
(Lugoli i sur., 2012). Biomasa obi¢no reagira brze od vrsta sastav na promjene u razinama hranjivih
tvari. Multiparametarski indeks fitoplanktona (MPI, engl. Multimetric Phytoplankton Index)
predlaze se kao podrska politikama upravljanja za procjenu obalnih i prijelaznih ekosustava i
provedbu Europske okvirne direktive o vodama. MPI ukljucuje Hulburtov indeks dominacije,
ucestalost cvjetanja 1 Menhinickov indeks raznolikosti, izraCunato na osnovi sastava
fitoplanktonskih vrsta te predstavlja cjelovit alat koji ukljucuje informacije o taksonomskom
sastavu, broju stanica 1 biomasi (Chl a) (Garmendia i sur., 2013). Integracija informacija o klorofilu
a te strukturi fitoplanktonske zajednice omogucuju bolje razumijevanje uvjeta okolisa, jer
procjeni stupnja eutrofikacije (Garmendia i sur., 2013). Koncentracije klorofila a takoder su
ukljucene kako bi se osigurali podaci o biomasi 1 zajam¢io kontinuitet 1 usporedba s proslim
procjenama. MPI je izraunat usrednjavanjem omjera dobivenih vrijednosti svakog pokazatelja

onima referentnog mjesta koje karakterizira nizak antropogeni utjecaj.

1.2.4 Sustavno pracenje ekolo$ki vaznih vrsta fitoplanktona

Pod utjecajem specifi¢nih fizikalno-kemijskih uvjeta u obalnim vodama umjerenih mora mogu se
razviti masovna cvjetanja fitoplanktona. Odredene vrste koje uzrokuju takve cvatnje proizvode
toksine 1 time djeluju na vise troficke razine, pa su poznate kao Stetna cvjetanja algi (HAB, od
engl. Harmful Algal Blooms) s izrazenim ekoloSkim i ekonomskim posljedicama (Hinder i sur.,

2011). U eutrofnim obalnim morima S$tetnim cvjetanjima pretezito dominiraju dijatomeje,
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dinoflagelati i kokolitoforidi — skupine koje ukljucuju brojne vrste sposobne za formiranje velikih
1 dugotrajnijih cvjetanja (primjerice Pseudo-nitzschia spp., Chaetoceros spp., Noctiluca
scintillans, Dinophysis acuminata 1 drugi). Nasuprot tome, druge skupine poput euglenofita i

kriptofita ¢eS¢e stvaraju cvatnje manjeg opsega, lokalnog karaktera (Assmy i Smetacek, 2009).

Strane vrste (novouvedene, neautohtone, egzoti¢ne ili alohtone vrste - NIS, od engl. non-
indigenuous species) su vrste, podvrste ili nize taksonomske razine koje se pojavljuju izvan granica
svog prirodnog podru¢ja rasprostranjenosti, a gdje mogu prezivjeti te se potencijalno
razmnozavati. Strane invazivne vrste su podskupina stranih vrsta koje zbog svog velikog
reproduktivnog potencijala mogu imati negativan u¢inak na biolosku raznolikost, funkcioniranje
1 Richardson, 2010). Prema Uredbi EU o prevenciji i upravljanju unoSenja i Sirenja invazivnih
stranih vrsta 1 Okvirnoj direktivi o morskoj strategiji, svaka drzava ¢lanica obvezuje se pratiti
unoSenje stranih vrsta. Sredozemno more jedno je od ZariSta bioraznolikosti (Coll 1 sur., 2010) 1
uvodenje NIS-a moze negativno utjecati na strukturu ekosustava i funkcija. Pojava novouvedenih
vrsta moze biti posljedica ljudskog djelovanja ili se moze javiti kao posljedica klimatskih
promjena, odnosno Sirenja podrucja obitavanja vrsta toplijih mora (Pinsky i sur., 2020; Stachowicz
isur., 2002). Uvodenje neautohtonih vrsta fitoplanktona najc¢esce je putem brodskih balastnih voda
1 obraStajem, Sto predstavlja najozbiljnije prijetnje ljudskom zdravlju, okoliSu 1 resursima, ¢ime su
najzahvacenije morske luke (Bailey, 2015; Galil 1 sur., 2014; Katsanevakis 1 sur., 2013). Brojna
istrazivanja pokazuju porast broja otkrivenih NIS vrsta (Galil 1 sur., 2018; Zenetos 1 sur., 2017).
Sto se ti¢e fitoplanktona, zajednicama balastnih voda dominiraju dijatomeje i dinoflagelati,
ukljucujucéi potencijalno toksicne vrste (Burkholder 1 sur., 2007; Cabrini i sur., 2019; Hallegraeff i

Bolch, 1992).

1.3 Metabarkodiranje

Metabarkodiranje (engl. metabarcoding) metoda je umnazanja i sekvenciranja specifi¢nog slijeda
nukleotida iz ukupne DNA okoli$nog uzorka (Hajibabaei i sur., 2011). Ukupna DNA izolirana iz
prikupljenog okoliSnog uzorka. Sekvenciranjem sljede¢e generacije (NGS, od engl. Next
Generation Sequencing) KoriStenjem omoguceno je istovremeno sekvenciranje velikog broja

razlicitih sekvenci koje potjecu od razlicitih organizama, ¢ime se dobiva detaljna informacija o
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taksonomskoj strukturi i zastupljenosti cijele zajednice u uzorku (Valentini i sur., 2009; Taberlet i

sur., 2012; Ruppert i sur., 2019).

1.3.1 Izbor markera za sekvenciranje

Opseg bioraznolikosti koji se moZe procijeniti metabarkodiranjem uvelike ovisi o izboru markera
1 koristenih pocetnica (Hadziavdic i sur., 2014). Mala podjedinica ribosomalne RNA, Cesto krace
nazvana SSU (od engl. small subunit ribosomal RNA) ili 18S rRNA, medu najcescée je koriStenim
markerima u istrazivanjima morske bioraznolikosti (Duarte i sur., 2021; Wangensteen i sur., 2018;
Zhang 1 sur., 2018). Prije svega, rRNA podjedinice funkcionalno su i evolucijski homologne u
svim Zivim organizmima 1 stoga su zajednicke razli¢itim skupinama organizama. Zbog svoje
funkecije, geni rRNA visoko su konzervirani kako bi odrzali svoju funkciju, manje su osjetljivi na
horizontalni prijenos gena (Jain i sur., 1999). Nadalje, sekvence se sastoje od 9 hipervarijabilnih
regija (V1-V9) okruzenih visoko konzerviranim regijama. Konzervirane regije sluze kao mjesta
za konstrukceiju parova pocetnica, dok varijabilne regije omogucuju filogenetske analize (Lane i
sur., 1985) sa Sirokim potencijalom taksonomske identifikacije 1 velikom taksonomskom
razlu€ivosti izmedu blisko povezanih svojti. Sekvenca gena za 18S rRNA daleko je najcesée ciljani
genetski marker koji se koristi u studijama eukariotskog planktona (Lopes dos Santos i sur., 2022;
Santoferrara i sur., 2020), s hipervarijabilnim regijama 4 (V4) 1 9 (V9) koje se najcesce koriste za
procjenu eukariotske raznolikosti, odnosno istraZivanje fitoplanktonskih zajednica (Vaulot i sur.,
2020), iako je V4 hipervarijabilna regija koriStenija zbog duljine 1 bolje pokrivenosti u javnim
referentnim bazama podataka. Velike 1 brzorastuce referentne baze SSU sekvenci pruzaju idealan

izvor za kvalitetnu taksonomsku identifikaciju 1 kvantifikaciju bioraznolikosti.

Osim markera za 18S rRNA, za istrazivanje i procjenu raznolikosti fitoplanktonskih zajednica
cesto su koristene regije D1/D2 velike podjedinice rRNA, 28S koja pruza viSu taksonomsku
razlucivost u odnosu na 18S, posebice za specifi¢ne skupine poput dinoflagelata (Sildever i sur.,
2019; J. Wang 1 sur., 2025). Tako ova regija omogucuje detaljniju taksonomsku identifikaciju
unutar odredenih skupina diatomeja i dinoflagelata, ima smanjenu sposobnost umnazanja drugih
fitoplanktonskih skupina. Takoder, u usporedbi s 18S, 28S jo§ uvijek ima relativno manji broj
dobro anotiranih referentnih sekvenci, $to smanjuje sposobnost detekcije cjelokupne zajednice 1
ograni¢ava njegovu primjenu u procjeni raznolikosti fitoplanktona. Osim markera koji su dio

jezgrinog genoma, cesto koriSteni markeri za metabarkodiranje fitoplanktona, regije su
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kloroplastinh gena povezanih s fotosintezom poput gena rbcL (kodira veliku podjedinicu enzima
RuBisCO) Vasselon 1 sur.,, 2017; Turk Dermastia i sur., 2023) , gena psbA (kodira protein
fotosustava II) (Man-Aharonovich i sur., 2010), kao 1 geni za 16S i 23S kloroplastnu rRNA koji
omogucuju precizniju taksonomsku razlucivost unutar odredenih fotosintetskih skupina (
McDonald 1 sur., 2007; Sherwood 1 Presting, 2007; Decelle i sur., 2015). Cesto se koristi u
kombinaciji s 18S kako bi se povecala pouzdanost identifikacije i smanjila pristranost uzrokovana
ograniCenjima jednog markera (MacNeil 1 sur., 2022a; Turk Dermastia i sur., 2023; Neri i sur.,

2025).
1.3.2 Bioinformaticka analiza i referentne baze podataka

Bioinformaticka analiza ukljucuje niz raunalnih postupaka kojima se sirovi sekvencirani podaci
pretvaraju u informacije o sastavu i strukturi zajednice. NajceSc¢e se koriSteni raCunalni programi
za filtriranje, grupiranje i taksonomsku identifikaciju dobivenih sekvenci su QIIME2 (Caporaso i
sur., 2010; Dubois i sur., 2022), dada2 (Callahan i sur., 2016), USEARCH/VSEARCH (Rognes 1
sur., 2016) 1 mothur (Schloss 1 sur., 2009). Pri dodjeljivanju taksonomskog identiteta pojedinoj
sekvenci (ASV, od engl. amplicon sequence variants) ili skupini sekvenci slicnog slijeda
nukleotida (OTU, od engl. operational taxonomic units) Koriste se informacije dobivene
barkodiranjem koje su pohranjene u referentnim bazama podataka (Ratnasingham 1 Hebert, 2007).
Visokokvalitetne referentne baze sekvenci moraju ispunjavati nekoliko kriterija, od kojih su dva
kljuéna kriterija: potpunost i tocnost. Potpunost se odnosi i na taksonomsku pokrivenost -
ukljucivanje $to je moguce viSe vrsta - 1 na taksonomsku dubinu - posjedovanje detaljnih
informacija na razliitim razinama taksonomske hijerarhije, od Sirokih skupina do pojedina¢nih
vrsta. To¢nost, s druge strane, ukljucuje odrzavanje visoke kvalitete sekvenci, pri cemu su DNA
sekvence pouzdane i bez pogreSaka, kao i1 osiguravanje to¢nih i aktualnih taksonomskih oznaka.
Studije o raznolikosti fitoplanktona uvelike ovise o dobro odrzavanim i uredenim bazama podataka
koje su klju¢ne za to¢nu taksonomsku identifikaciju (Hleap i sur., 2021). Poznato je da odabir baze
podataka povecava osjetljivost klasifikacije (Park 1 Won, 2018.), stoga je posljednjih godina
objavljeno viSe odabranih eukariotskih referentnih baza podataka. Najveca i najceS¢e koriStena
javna referentna Baza DNA barkodova su GenBank Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (engl. National Center for Biotechnology Information, NCBI) (Benson i sur., 2013),
BOLD (engl. Barcode of Life Data System) (Ratnasingham 1 Hebert, 2007) 1 baza podataka SILVA
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(Quast 1 sur., 2013). Stoga ove baze podataka nude Siru dostupnost referentnih DNA sekvenci
fitoplanktonskih vrsta (Leray 1 sur., 2019). Postoje 1 mnoge druge baze podataka 18S koje sadrze
ukupne eukariote, kao Sto su EukRibo (Berney, 2022) i MARES (Arranz i sur., 2020) za morske
eukariote. PR2 referentna baza bila je prva baza sekvenci koja je postala dostupna za protiste
(Guillou 1 sur., 2013). Stvoreno je nekoliko drugih specijaliziranih baza podataka za pruzanje
taksonomski potvrdenih sekvenci s azuriranom nomenklaturom i metapodacima za razlicite
skupine organizama i razli¢ite markerske regije, npr. Diat.barcode (Rimet i sur., 2019) 18S i rbcL
dijatomeja, dinoref (Mordret i sur., 2018) za 18S dinoflagelata, PhytoREF (Decelle i sur., 2015) za
16S fotosintetskih eukariota; PFR2 (Morard i sur., 2015) za foraminifere, PHYTOPK28-D1D?2
(Grzebyk i sur., 2017) za 288 linija algi/fitoplanktona i mnoge druge.

1.3.3 Metabarkodiranje fitoplanktonskih zajednica

Zbog sirokih moguénosti primjene, metoda metabarkodiranja u morskom okoliSu ucestalo
se koristi 1 ima dvojaku ulogu: moze posluziti kao probirni test za vrste ili skupine organizama od
interesa te daje uvid u cjelokupni sastav zajednice (Taberlet i sur., 2018). Najznacajnija primjena
ove metode je procjena bioraznolikosti i istrazivanje sastava pojedinih zajednica u morskom
stupcu ili sedimentu, odnosno pracenje promjena u prostorno-vremenskoj distribuciji vrsta 1
njihovoj relativnoj brojnosti (Andujar i sur., 2018; Apothéloz-Perret-Gentil i sur., 2021), $to je
kljucno za razumijevanje dinamike ekosustava i odgovora na promjene okoliSnih uvjeta (Burki 1
sur., 2021). Uvidom u raznolikost 1 sastav morskih zajednica, moguce je otkrivanje i pracenje
promjena povezanih sa zagadenjem, klimatskim promjenama ili drugim poremecajima koji su
posljedica ljudskog djelovanja, odnosno procjena zdravlja morskog okolisa (Pochon i sur., 2013).
Takoder, ovom metodom je omogucéeno opisivanje novih vrsta, odnosno otkrivanje skrivene
raznolikosti koju nije moguce opisati tradicionalnim metodama (De Vargas 1 sur., 2015). Jedan od
najistaknutijih primjera je ekspedicija Tara Oceans, tijekom koje je prikupljeno vise od 300
uzoraka za analizu eukariotskih planktonskih zajednica putem eDNA metabarkodiranja na
globalnoj razini ¢ime je otkrivena neocekivano visoka raznolikost planktonskih eukariota,
ukljucujucéi brojne dotad nepoznate skupine (de Vargas 1 sur., 2015). Metabarkodiranje se koristi u
istrazivanjima globalne rasprostranjenosti fitoplanktona u obalnim i priobalnim vodama (De
Vargas i sur., 2015; Malviya i sur., 2016; Massana i sur., 2015), za bolje razumijevanje obrazaca

raznolikosti planktonskih zajednica i njihov prostorni 1 vremenski sastav (Das 1 sur., 2019; Logares
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1 sur., 2018; Xue 1 sur., 2018), kao 1 sezonsku dinamiku (Berdjeb i sur., 2018; Nagarkar 1 sur.,
2018). Istrazivanja o sastavu i dinamici fitoplanktonskih zajednica takoder su proucavani na Sirem
podruc¢ju Mediterana (Bittner i sur., 2013; Mordret i sur., 2023; Penna i sur., 2017; Piredda i sur.,
2018b; Specchia i sur., 2023; Tragin i sur., 2018) koji je poznat kao podrucje visoke raznolikosti,
ali je zahvacen snaznim antropogenim pritiskom §to rezultira gubitkom bioraznolikosti (Coll i sur.,
2010; Gilbert 1 sur., 2014; Newton 1 sur., 2014). Hu i sur., 2016 zakljucuje da metabarkodiranje
omogucuje detaljniju rezoluciju sastava zajednica i bolje prepoznavanje sezonskih i prostorno

specifi¢nih uzoraka fitoplanktonske dinamike, Sto potvrduju i navedena istrazivanja.

1.3.4 Metabarkodiranje fitoplanktona sjevernog Jadrana

Sve veci broj studija koristi DNA metabarkodiranje za istraZivanje fitoplanktonskih zajednica u
sjevernom (Armeli Minicante i sur., 2019; Neri i sur., 2024), srednjem i juznom Jadranu (Baric¢evic¢
i sur.,, 2024; Matek i sur., 2023). U ovom podru¢ju primjena metabarkodiranja pridonosi
produbljivanju spoznaja o prostornoj i vremenskoj raznolikosti fitoplanktonskih zajednica, osobito
u kontekstu prijelaznih i oligotrofnih ekosustava. Specchia i sur. (2023) pokazali su da prostorne
varijacije u fitoplanktonskom sastavu mogu biti uc¢inkovito razlu¢ene metabarkodiranja, pri ¢emu
su detektirane populacijske strukture unutar rodova, poput roda Tetraselmis. Neri i sur. (2024)
proveli su usporednu analizu mikroskopske 1 metabarkodne identifikacije pri cemu je metodom
metabarkodiranja detektirano viSe od 150 vrsta, ukljucujuéi brojne kripti¢ne i pikoplanktonske
organizme koji su izostali u mikroskopskim analizama. U juZnom Jadranu Baricevi¢ 1 sur. (2024)
godisnjim uzorkovanjem kod otoka Lokruma otkrili su izraZzenu sezonalnost u sastavu planktonske
zajednice 1 identificirali organizame prisutne tijekom cijele godine. Matek 1 sur. (2023) istrazili su
vertikalnu distribuciju fitoplanktona i njegovu interakciju s mikrobnom zajednicom tijekom ljetne
stratifikacije, ¢ime je pokazana dominacija parazitskih dinoflagelata iz reda Syndiniales koja
ukazuje na vaznu ulogu mikrobnih interakcija. Grizan¢i¢ 1 sur. (2023) proveli su sustavno
metabarkodiranje na dvije postaje sjevernog Jadrana te detektirali nekoliko rodova dijatomeja i
dinoflagelata koji dotad nisu bili zabiljezeni u ovom podrucju. Osim toga, Knjaz i sur., 2024 su
predstavili su prvu lokalno relevantnu, funkcionalno 1 taksonomski obogacenu bazu transkriptoma
dijatomeja sjevernog Jadrana Sto omogucuje detaljnu analizu ekspresije gena, postavlja temelje
metatranskriptomike i daljnja molekularna istraZzivanja okoliSa. Ove procjene, zajedno sa
standardiziranim metodama svjetlosne mikroskopije, pomazu u stjecanju boljeg znanja u

sveobuhvatnom pracenju skupina fitoplanktona u promjenjivom okoliSu, poput sjevernog Jadrana.
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1.4 Metabarkodiranje fitoplanktona prilikom sustavnog pracenja

Razvoj brzih i pouzdanih metoda sekvenciranja omogucio je primjenu molekularnih metoda poput
metabarkodiranja u istrazivanju sastava i dinamike fitoplanktonskih zajednica, kao i njihovo
sustavno praéenje. Zelja za integracijom metabarkodiranja u sustavno pracenje proizlazi iz
primjene metabarkodiranja u pracenju promjena u bioraznolikosti fitoplanktona te njihovih
prostornih i vremenskih promjena u okoliSu (Bittner i sur., 2013; Penna i sur., 2017; Tragin i sur.,
2018; Andujar i sur., 2018; Piredda i sur., 2018b; Mordret i sur., 2023; Specchia i sur., 2023), kao
i potreba za brzim i efikasnim metodama. Primjena metode metabarkodiranja u sustavnom
pra¢enju fitoplanktona nosi niz prednosti u odnosu na tradicionalne pristupe; primjenom
automatiziranih sustava za rukovanje uzorcima i bioinformaticku analizu moguca je istovremena
obrada vecéeg broja uzorka, dok je utjecaj ljudske pogreske na identifikaciju taksona visestruko
smanjen. Vazna prednost je i mogucénost detekcije rijetke i skrivene raznolikosti, posebice manjih
frakcija fitoplanktonske zajednice, dok standardizacija metoda pridonose boljoj usporedivosti
rezultata medu razli¢itim laboratorijima (Taberlet i sur., 2012; Ruppert i sur., 2019; Pawlowski 1
sur., 2021). No, zbog nedostatka jasnih temeljnih pravila za primjenu molekularnih metoda u
sustavnom praéenju, potreban je razvoj preciznih smjernica kako bi se osigurala uspjesna
implementacija molekularnih metoda za odredivanje i pracenje sastava morskih zajednica u
rutinske programe sustavnog prac¢enja (Goldberg i sur., 2016; Thalinger i sur., 2021). PredlaZe se
niz preporuka i smjernica za uskladivanje 1 standardizaciju protokola prilikom implementacije u
standardnim rutinskim programima pracenja kako bi se osigurala jednoznac¢nost 1 usporedba
rezultata (Thalinger i sur., 2021; van der Loos i Nijland, 2021). Primjerice, kao na¢in uzorkovanja
prilikom sustavnog pracenja metabarkodiranjem predlaZe se uskladivanje s na¢inom uzorkovanja
u nacionalnim programima sustavnog pracenja, kako bi se osigurala usporedivost rezultata
metabarkodiranja s onima dobivenim mikroskopskim analizama (Lindh i sur., 2023). Primjerice,
u programima sustavnog pracenja Republike Hrvatske, Cvitkovi¢ i sur. (2018), navode
uzorkovanje Niskinovim crpcima kao metodu uzorkovanja fitoplanktonskih zajednica. Takoder,
kako bi se osigurala pouzdanost metabarkodiranja kao prikladne metode za rutinsko sustavno
pracenje, potrebno je optimizacijom sveukupnih protokola sprijeciti sklonost lazno pozitivnim
rezultatima, s obzirom na to da su metode za detekciju DNA izuzetno osjetljive i podlozne
kontaminaciji i unakrsnoj kontaminaciji izmedu uzoraka (Goldberg i sur., 2015; Pawlowski i sur.,

2020; van der Loos 1 Nijland, 2021; Lindh 1 sur., 2023) stoga mogu imati negativan utjecaj na
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pouzdanost donesenih zakljucaka (Alberdi 1 sur., 2018). S obzirom na to da je za odredivanje
taksonomske pripadnosti od klju¢ne vaznosti, posebna paznja se pridaje nedovoljno popunjenim
referentnim bazama sekvenci, buduéi da praznine utje¢u na nepotpunu identifikaciju zajednice u
uzorku (Weigand i sur., 2019). van der Loos i Nijland, 2021 naveli su niz preporuka koje se mogu
lako uspostaviti kako bi se doprinijelo ujednacavanju postupaka i lakSoj usporedbi dobivenih
rezultata, poput koristenja komercijalnih kitova za izolaciju DNA u svrhu dobivanja izolirane DNA
visoke Cistoce, koristenje vise razlic¢itih molekularnih markera za isti set podataka za identifikaciju
vece bioraznolikosti, veca dubina sekvenciranja pridonosi cjelovitosti rezultata u usporedbi s
brojem replikata (Alberdi i sur., 2018). Takoder, definiran je skup minimalnih smjernica za
izvjesStavanje koje obuhvacaju sve sastavne korake metabarkodiranja ¢ime se osigurava pozadina
potrebna za evaluaciju i razumijevanje rezultata istrazivanja te su usmjerene na globalnu
standardizaciju i povezivanje podataka iz razli¢itih istrazivanja, a ukljucuju informacije o vrsti
uzoraka, vremenu, mjestu i nacinu uzorkovanja, veliini uzorka, nafinu i duljini pohrane,
okoli$nim podacima, kontrolama, metodama izolacije DNA, koriStenim markerima, poCetnicama,
pripremi knjiznice i sekvenciranju, bioinformatickoj analizi, koriStenim referentnim bazama,

zavr$nim rezultatima, pohrani i dostupnosti podataka i slicno (Klymus i sur., 2024).

Razvijen je protokol za sustavno pracenje fitoplanktonskih zajednica metabarkodiranjem za
praéenje §tetnih cvjetanja mora u Ohotskom moru u Japanu (Sildever i sur., 2022) i Cileu (Yarimizu
1 sur., 2020). Takoder, navedene su smjernice za koriStenje okoliSne DNA u sustavnom pracenju
fitoplanktona u skandinavskim morskim podruc¢jima kako bi se osnaZila procjena bioraznolikosti
kroz nadopunu metoda te omogucila njihova usporedba (Jerney i sur., 2023). Osim sustavnog
pracenja morskih okoliSa, nedavno su objavljene smjernice za metabarkodiranje u alpinskim
jezerima, koje sadrze detaljno razradene protokole za analizu bentoskih dijatomeja, kao i za
prokariotski i eukariotski fitoplankton (Domaizon i sur., 2021). Ove smjernice predstavljaju vaZzan
korak prema standardizaciji molekularnih metoda u razli¢itim tipovima vodenih ekosustava.
Trenutacno se metabarkodiranje ne koristi za uskladeno rutinsko pra¢enje morskog fitoplanktona

u Jadranu, niti postoje smjernice za njegovu implementaciju.

Kontinuirano unaprjedenje metodologije, nadogradnja referentne baze podataka te ujednacavanje
1 standardizacija metode omogucuju stvaranje snaznog 1 brzog alata s velikim potencijalom za

primjenu metode metabarkodiranja u rutinskom sustavnom pracenju zajednica, nazvanog
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Biomonitoring 2.0 (Baird 1 Hajibabaei, 2012; Pawlowski i sur., 2021; van der Loos i1 Nijland,
2021). Takav pristup nadopunio bi standardne metode sustavnog pracenja te bi omogucio
kvalitetnije 1 dublje razumijevanje ekologije zajednica u morskom okolisu (Pawlowski i sur.,
2021), posebice malih fitoplanktonskih skupina, poput piko- i nanoplanktona koje bi trebale bi biti
ukljucene u pokazatelje stanja morskih ekosustava, buduc¢i da unato¢ svojoj veli¢ini imaju kljuc¢nu
ulogu u trofickim mrezama, kruzenju hranjivih tvari i osjetljivo reagiraju na promjene okoliSnih
uvjeta ( Massana, 2011; De Vargas i sur., 2015). Njihova prisutnost i dinamika stoga mogu posluziti
kao vrijedni bioindikatori ekoloSkog stanja mora (McQuatters-Gollop i sur., 2024). S obzirom na
to da se dugoro¢ne studije u istocnom sjevernom Jadranu koje pokazuju raznolikost 1 brojnost
fitoplanktona temelje na morfologiji, uvodenje metode metabarkodiranja u programe sustavnog
pra¢enja moglo bi razotkriti skrivenu raznolikost i produbiti znanje o obrascima pojavnosti

fitoplanktona u tom podrucju.

1.4.1 Ogranicenja primjene metabarkodiranja u monitoringu

Glavna pitanja koja se postavljaju prilikom upotrebe metode metabarkodiranja kao metode za
primjenu u sustavnom pracenju morskih zajednica su: (1) jesu li dugoro¢ni skupovi podataka
temeljeni na mikroskopiji usporedivi s identifikacijom koju pruzaju molekularne metode i (2) je li
metabarkodiranje dovoljno pouzdano za samostalno koriStenje. Buduéi da se procjene
bioraznolikosti i programi sustavnog pra¢enja temelje na promatranjima svjetlosnim mikroskopom
postoji duga povijest prikupljenih podataka, pa je vazno pronaci vezu izmedu rezultata dobivenih
metabarkodiranjem 1 klasi¢nim mikroskopskim metodama kako se kontinuiranost podataka ne bi
mijenjala. Skupovi podataka dobiveni dugorocnim prac¢enjem trebali bi biti usporedivi s novim
metodama u svrhu zadrZavanja vaznih serija informacija o bioraznolikosti na dugoj vremenskoj
skali izbjegavanjem odstupanja u promatranom sastavu vrsta izmedu metoda 1 osigurala to¢nost
analize dugoro¢nih promjena. Takoder, neuskladenost protokola otezava ponovljivost istraZzivanja
te njihovu usporedbu s rezultatima dobivenim sli¢nim istrazivanjima (Gaither i sur., 2022). Jedan
od glavnih izazova u implementaciji metabarkodiranja u rutinske programe sustavnog pracenja su
1 manjkave referentne baze podataka (Weigand i sur., 2019). Dva glavna nedostatka baza podataka
su nepotpunost te nedovoljna kontrola nad pohranjenim podacima. Ovisno o podrucju
proucavanja, referentne baze pune se podacima razli¢itom brzinom, $to rezultira neujednacenoséu
u pokrivenosti informacijama medu razli¢itim skupinama. Zbog zahtjevnosti istraZivanja i velikih

razmjera morskog ekosustava, jo§ uvijek nedostaju informacije o sekvenciranim ciljanim
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sljedovima za Sirok raspon morskih organizama (Weigand i sur., 2019). S druge strane, koli¢ina
barkodova i velika brzina kojom se oni pohranjuju rezultira skra¢enim procesom provjere, cime se
smanjuje kvaliteta i pouzdanost baze podataka (Hamsher i sur., 2013), dok je ponekad dobro
uredenim bazama podataka ograni¢ena dostupnost na nacin da se ne mogu slobodno koristiti.
Takoder, zbog nejednake sklonosti pocetnica prema odredenom dijelu genoma prilikom analize
okolisnog uzorka za kojeg je karakteristican veliki broj genetski raznovrsnih organizama, broj
kopija dobivenih metodom sekvenciranja nije u jasnoj korelaciji s brojnosti pojedina¢nih vrsta
sadrzanih u uzorku, a odredivanje brojnosti pojedinih vrsta, odnosno relativne biomase bilo bi
pozeljno svojstvo prilikom pracenja promjena u bioraznolikosti. Nadalje, broj kopija genoma
pojedinog organizma je povezan s brojem stanica koje ga izgraduju, odnosno veli¢inom samog
organizma. U slucajevima kada je jedina potrebna informacija potvrda prisutnosti ili odsutnosti
vrsta, apsolutna brojnost nije strogo neophodna i indeksi za procjenu ekosustava funkcioniraju

dobro ¢ak i bez njih (Aylagas i sur., 2014).
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1.5 Ciljevi i hipoteze

Opd¢i cilj ovog istrazivanja bio je uspjesno opisati bioraznolikosti i prostorno-vremensku dinamiku
eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana metodom metabarkodiranja te odrediti glavne
smjernice prema uspostavljanju metode metabarkodiranja u sustavnom pracenju fitoplanktonske

zajednice sjevernog Jadrana.
Specifi¢ni ciljevi bili su:
C1 Izraditi novu i opseznu referentnu bazu sekvenci male podjedinice ribosomalne RNA (18S) za

taksonomsku anotaciju eukariotske fitoplanktonske zajednice u sustavnom pra¢enju metodom

metabarkodiranja

C2 Usporediti dva nacina uzorkovanja (fitoplanktonska mreza i1 crpac) fitoplanktona za opis

bioraznolikosti metodom metabarkodiranja u sustavnom pracenju sjevernog Jadrana

C3 Opisati bioraznolikost i prostorno-vremensku dinamiku fitoplanktona sjevernog Jadrana s

dodatnim fokusom na vrste od osobitog ekoloskog znacaja

C4 Odrediti nacin implementacije metabarkodiranja u sustavno pracenje Jadrana usporedbom
opisa fitoplanktonske zajednice metabarkodiranjem s mjerenim parametrima aktualnog programa

monitoringa Jadrana RH.
U skladu s navedenim ciljevima postavljene su sljedece hipoteze:

H1 Odabir nac¢ina uzorkovanja fitoplanktona utjeCe na opis bioraznolikosti fitoplanktona
metabarkodiranjem 1 moze biti znacajan korak kod implementacije metabarkodiranja u sustavno

pracenje stanja morskog okoliSa

H2 Metabarkodiranje omogucava opseZan opis taksonomske raznolikosti, prostorno-vremenske
pojavnosti (distribucije) razliCitih svojti 1 detekciju ekoloski znaCajnih svojti eukariotskog

fitoplanktona sjevernog Jadrana

H3 Metabarkodiranje omogucava detekciju ekoloSki znacajnih svojti, poput toksinih 1
nezavic¢ajnih svojti u zajednici eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana koje su kljucni

pokazatelji u sustavnom pracenju obalnog podrucja RH.
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2. MATERIJALI Il METODE

Za potrebe istrazivanja fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana metabarkodiranjem,koristena
je metodologija koja se sastoji od sljede¢ih koraka: 1. terensko uzorkovanje, 2. laboratorijska
obrada uzoraka koja ukljucuje izolaciju DNA, umnazanje regije barkoda i sekvenciranje, 3.

bioinformaticka obrada i1 analiza podataka.
2.1 Terensko uzorkovanje

2.1.1 Plan uzorkovanja

Terensko uzorkovanje fitoplanktonske zajednice provodilo se kroz tri godine (2020 — 2022) na
ukupno 11 postaja uklju¢enih u dugorofne programe pracenja stanja morskog ekosustava

sjevernog Jadrana (Slika 2.1, Prilog 1). Na postajama rovinjskog akvatorija, RV001 1 RV004

(terensko uzorkovanje LTRV) uzorkovanja su provedena mjese¢no (osim travnja 2020. zbog
pandemije COVID-19), na postajama istrazivackog transekta prema rijeci Po (RV001, SJ107,
SJ101, SJ108, terensko uzorkovanje PO), podrucja Kvarnera (CR001, RI019, JPA23, FPA34) i Sire
zapadne obale Istre (Z1012 1 Z1052) uzorkovanja su provedena prema mogucénostima plovidbe

istrazivackih brodova, a minimalno u sezonskoj ucestalosti.

Istrazivacke postaje odabrane su kako bi se pokuSalo obuhvatiti §to opseznije podrucje sjevernog
Jadrana (obalna i otvorena podrucja mora). Za terenska uzorkovanja koriStene su istrazivacke

brodice 1 brodovi Instituta Ruder Boskovi¢; ,,.Burin®, ,, Triton* 1,,Vila Velebita“.
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Slika 2.1 Karta s oznacenim postajama uzorkovanja. Crveno — postaje RV00I i RV004 terenskog
uzorkovanja LTRV, plavo — postaje transekta prema rijeci Po (ukljucujuci i RV001) — terensko uzorkovanje
PO, zZuto — postaje zapadne istarske obale, zeleno — postaje Kvarnerskog zaljeva

2.1.2 Metode uzorkovanja

Uzorkovanja fitoplanktonske zajednice su se provodila na dva nacina: Niskinovim crpcima i
fitoplanktonskom mrezom. Pomoc¢u Niskinovih crpaca uzorkovano je na dvije dubine: 5 1 20
metara. Uzorci morske vode iz crpca predfiltrirani su preko mreZice veli€¢ine pora 300 pm kako bi
se uklonili ve¢i planktonski organizmi. Fitoplanktonska mreza, promjera otvora 60 cm, duljine 2
m 1 veli¢ine oka ~50 um koriStena je za prikupljanje uzoraka vertikalnim potezom kroz vodeni

stupac, od dna do povrSine.

2.1.3 Terenska obrada uzoraka

Obrada uzoraka zapocela je odmah nakon prikupljanja uzoraka na istrazivaCkom brodu
(uzorkovanja brodom ,,Vila Velebita®) ili unutar 2h od uzorkovanja (uzorkovanja brodicama
,Burin®“ 1, Triton*) u laboratoriju vakuum filtracijom pomocu filtracijskog sustava spojenog na
vakuum pumpu. Volumen uzorka dobivenog iz Niskinovog crpca koji se koristio za filtraciju bio
je do zasiéenja filtera ili maksimalno 2,5 L morske vode. Volumen uzorka koji se koristio za

filtraciju mreznog uzorka bio je do zasi¢enja filtera ili maksimalno 150 mL od ukupnog mreznog
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uzorka ukupnog volumena do 500 mL. Za filtraciju uzorka morske vode iz crpca koristeni su
membranski filteri polikarbonatnog tipa, promjera 47 mm te veli¢ine pora 0,8 um (Merck Millipore,
Njemacka) dok su za mrezne uzorke koriSteni membranski filteri nitroceluloznog tipa, promjera
47 mm te veli¢ine pora 1,2 um (Merck Millipore, Njemacka). Uzorci na membranskim filterima
pohranjivani su u malim plasti¢nim Petri posudicama (filteri mreznih uzoraka) ili cryo tubicama
(filteri uzoraka iz crpaca) u zamrzivace na -80°C do daljnje laboratorijske obrade (Baricevic i sur.,

2022).
2.2 Laboratorijska obrada uzoraka

2.2.1 Izolacija DNA

Za izolaciju ukupne genomske DNA koriSteni su komercijalni kitovi - Gentra Puregene Kit
(Qiagen, Njemacka) 1 NucleoSpin eDNA Water Kit (Macherey-Nagel, Njemacka) prema
preporu¢enim uputama proizvodaca prilagodenima za uzorke na filteru promjera 47 mm. Izolacija
DNA koriStenjem oba komercijalna kita za izolaciju ukupne DNA, sastojala se od zajednickih
koraka razbijanja stanica te fizickog i kemijskog uklanjanja neZeljenih stani¢nih dijelova kroz
serije centrifugiranja (centrifuge 5804R 1 5424R Eppendorf, Njemacka), ispiranja i pro¢iS¢avanja
ukupne DNA iz uzorka. Koristenjem Gentra Puregene Kit izolirani su mrezni uzorci s terenskog
uzorkovanja LTRV (od sije¢nja 2020. do travnja 2021.), dok su preostali mrezni uzorci s terenskog
uzorkovanja LTRV (od svibnja 2021. do prosinca 2022.), svi uzorci iz crpaca i mrezni uzorci s

terenskih uzorkovanja PO, Zapadna Istra i Kvarner izolirani pomo¢u NucleoSpin eDNA Water Kit.

Za izolaciju DNA koriStenjem Gentra Puregene Kit (Qiagen, Njemacka) koristen je protokol za
izolaciju DNA iz tkiva. Filter s uzorkom postavljao se u plasticnu epruvetu za centrifugiranje od
15 mL tako da je strana filtera koja sadrzi uzorak okrenuta prema unutraSnjosti epruvete. Na filter
je zatim dodano 3 mL otopine za lizu stanica (Cell Lysis Solution). Sadrzaj na filteru ispiran je 1
resuspendiran pipetiranjem dodane otopine za lizu te je sadrzaj u epruveti dodatno homogeniziran
vorteksiranjem. Slijedila je inkubacija na 65 °C, 15 minuta. U epruvetu s uzorkom i otopinom za
lizu zatim je dodano 15 pL proteinaze K (Puregene Proteinase K), a sadrzaj je homogeniziran
pazljivim okretanjem epruvete. Uzorak je zatim inkubiran na 55 °C, dva sata uz povremenu
homogenizaciju okretanjem epruvete. Nakon inkubacije dodano je 10 pL otopine Rnaze A (RNase

A solution) te je uzorak homogeniziran pazljivim okretanjem epruvete i inkubiran na 37 °C, 60
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minuta. Nakon inkubacije uklonjen je filter te su uzorci zatim brzo hladeni na ledu 3 minute. Slijedi
dodavanje 1 ml otopine za precipitaciju proteina (Protein Precipitation Solution), vorteksiranje 20
sekundi, dodatna inkubacija na ledu, 5 minuta te centrifugiranje (2 000 g, 10 minuta). Dobiveni
supernatant pazljivo je dodan u novu epruvetu koja je sadrzavala 3 mL izopropanola. Nakon
homogenizacije pazljivim okretanjem epruvete, slijedilo je centrifugiranje (2 000 g, 3 minute).
Nakon uklanjanja supernatanta, na talog je dodano 3 mL 70%-tnog etanola te je talog ispiran
pazljivim okretanjem epruvete. Slijedilo je centrifugiranje (2 000 g, 1 minuta), odlijevanje
supernatanta, dodatno suSenje taloga na zraku 10-15 minuta te zavr$no otapanje taloga kojeg ¢ini
procis¢ena ukupna DNA dodavanjem 100 pL otopine za hidrataciju DNA (DNA Hydration
Solution) te inkubacija na 65 °C, 60 minuta. Ukoliko talog sac¢injen od DNA nije bio u potpunosti
otopljen, postupno je dodavano dodatnih 100 pL otopine za hidrataciju dok se nije otopio u
potpunosti, do maksimalnih 500 pL. Konacno, uzorci s otopljenom ukupnom DNA inkubirani su

preko no¢i na sobnoj temperaturi te su pohranjivani u mikroepruvetama.

U slucaju izolacije DNA koriStenjem NucleoSpin eDNA Water Kit (Macherey-Nagel, Njemacka),
filter s uzorkom postavljao se u epruvetu za centrifugiranje od 5 mL tako da je strana filtera koja
sadrzi uzorak okrenuta prema unutrasnjosti epruvete. Na filter je zatim dodano 2 mL pufera za lizu
stanica (Dissolve). Sadrzaj na filteru ispiran je i resuspendiran pipetiranjem dodanog pufera za lizu
te je nakon dodatne homogenizacije na vorteks uredaju u sadrzaj u epruveti dodano 25 pL
Proteinaze K. Slijedila je kratka homogenizacija vorteksiranjem te inkubacija na sobnoj
temperaturi 60 minuta, uz kontinuirano umjereno ljuljanje na nagibnoj mjeSalici. Po zavrSetku
inkubacije, filter je uklonjen, a u lizat je dodano 360 pL pufera za uklanjanje inhibitora (Acid).
Nakon lagane homogenizacije, slijedilo je centrifugiranje (4 500 g, 2 minute). Supernatant je
prenesen u sterilnu 15 mL epruvetu te je dodano 50 puL pufera za vezanje DNA (Prec) 1 25 pL
suspenzije za zadrZzavanje DNA (NucleoTrap® matrix). Uzorci su inkubirani 5 minuta na sobnoj
temperaturi uz umjereno ljuljanje na nagibnoj mjesalici, nakon ¢ega je slijedilo centrifugiranje (4
500 g, 3 minute). Talog je resuspendiran s 400 puL pufera (Resu) na uredaju vorteks te je suspenzija
s DNA prenesena u mikroepruvetu od 1,5 ml. Slijjedilo je centrifugiranje (10 000 g, 1 minuta),
odbacivanje supernatanta, te ispiranje koje se sastojalo od resuspendiranja taloga u 400 pL pufera
(WB) na uredaju vorteks te centrifugiranja (10 000 g, 1 minuta). Zavrs$no ispiranje ponovljeno je s
300 pL otopine WB, talog je resuspendiran i1 suspenzija je prenesena na kolonicu (NucleoSpin®

eDNA XS column), nakon Cega je slijedilo je suSenje suspenzije s DNA i kolonice centrifugiranjem
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(10 000 g, 2 minute). Na kolonicu je dodano 100 pL pufera za eluciju (BE) 1 kratko resuspendirano
na uredaju vorteks. Nakon inkubacije od 1 minute na sobnoj temperaturi, izolirana DNA eluirana

je centrifugiranjem (10 000 g, 1 minuta).

Kvantitativna 1 kvalitativna mjerenja izolirane DNA provedena su spektrofotometrijski UV-VIS

spektrofotometrom (/mplen NanoPhotometer Pearl, Njemacka) pri valnim duljinama od 230 nm,

260 nm i 280 nm.

2.2.2 Sekvenciranje

Ukupna izolirana genomska DNA poslana je na uslugu sekvenciranja sljede¢e generacije
tehnologijom sekvenciranja Illumina. Priprema DNA knjiznica za metabarkodiranje i

sekvenciranje provedeni su u tvrtki AllGenetics & Biology SL (www.allgenetics.eu) za uzorke

terenskog uzorkovanja LTRV 1 Macrogen Inc. za uzorke terenskih uzorkovanja PO, Zapadna Istra
1 Kvarner. Za umnazanje oko 430 pb hipervarijabilne V4 regije gena za malu podjedinicu
ribosomalne RNA (18S rRNA), koriSten je par pocetnica TAReuk454FWDI1 (5'-
CCAGCA(G/O)C(C/T)GCGGTAATTCC-3") i TAReukREV3 (5'-
ACTTTCGTTCTTGAT(C/T)(A/G) A-3") specifican za eukariotske organizme (Piredda i sur.,
2018a; Stoeck 1 sur., 2010) s Illumina adapterima na 5' kraju koji su omoguc¢ili sekvenciranje.
Sekvenciranje se provodilo na platformi Illumina, koju karakterizira sekvenciranje visokog
prinosa i mogucénost paralelnog sekvenciranja veceg broja uzoraka. U prvom koraku amplifikacije
PCR reakcije provedene su u konacnom volumenu od 12,5 pL, pri ¢emu je reakcijska smjesa
sadrzavala 1,25 pL izolirane DNA, 0,5 uM pojedine pocetnice, 3,13 puL otopine Supreme NZY Taq
2x Green Master Mix (NZYTech) te ultradistu vodu do kona¢nog volumena. Program
amplifikacije ukljuc¢ivao je inicijalnu denaturaciju na 95 °C tijekom 5 min, zatim 30 ciklusa
denaturacije na 95 °C tijekom 30 sekundi, vezanje pocetnica na 46 °C tijekom 45 sekundi te
elongacije na 72 °C tijekom 45 sekundi, uz zavr$nu elongaciju na 72 °C tijekom 7 minuta (Vierna
i sur,, 2017). U drugom koraku amplifikacije dodani su adapteri potrebni za multipleksiranje
knjiZnica. Reakcije su provedene u volumenu od 25 pl, pri ¢emu su sadrzavale 2,5 uL. PCR
produkta prve amplifikacije, 1 pM dvostruko indeksiranih pocetnica, 6,5 uLL Supreme NZY Taq 2x
Green Master Mix-a te ultracistu vodu do kona¢nog volumena. Temperaturni program ukljucivao
je inicijalnu denaturaciju na 95 °C tijekom 5 minuta, zatim 5 ciklusa od 95 °C tijekom 30 sekundi,

60 °C tijekom 45 sekundi 1 72 °C tijekom 45 sekundi te zavrSnu elongaciju na 72 °C tijekom 7
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minuta (Vierna i sur., 2017). Veli¢ina knjiznica provjerena je elektroforezom na 2 % agaroznim
gelovima s dodatkom boje GreenSafe (NZYTech), a fragmenti su vizualizirani pod UV svjetlom.
Knjiznice su potom prociS¢ene pomoc¢u magnetskih kuglica Mag-Bind RXNPure Plus (Omega
Bio-tek). Kona¢ne knjiznice kvantificirane su pomocu Qubit dsDNA HS Assay kita (Thermo
Fisher Scientific, SAD) te pomijeSane u ekvimolarnim omjerima. Sekvenciranje je provedeno na
platformi Illumina NovaSeq PE250. Sirovi [llumina paired-end podaci za svaku knjiznicu sastojali
su se od forward (R1) i reverse (R2) ocitanja pohranjenih u odvojenim fastq datotekama,
ukljucujuéi i kvalitativne vrijednosti ocitanja. Moguée prisustvo adapter-dimera uklonjeno je
koriStenjem programa Cutadapt v3.5 (Martin, 2011). Kvaliteta fastq datoteka procijenjena je
alatom FastQC (Andrews, 2010), a rezultati su objedinjeni i prikazani pomocu softvera MultiQC

(Ewels i sur., 2016).

Rezultati sekvenciranja svakog uzorka preuzeti su uobliku fastq datoteka koje sadrzavaju
informacije o mnogobrojnim sljedovima nukleotida, kao i odgovaraju¢ih ocjena kvalitete
sekvenciranja za pojedini uzorak u digitalnom obliku. Za bolju procjenu rezultata, u skup podataka
uvrSteni su pozitivni i negativni kontrolni uzorci. Pozitivni kontrolni uzorci sastojali su se od
izmijeSanih akseni¢nih kultura iz kolekcije kultura iz Centra za istrazivanje mora. U svrhu
otkrivanja kontaminacija, koriSteno je nekoliko tipova kontrolnih uzoraka: (1) uzorak filtrirane
sterilne morske vode koja se koristi za ispiranje uzorka, (2) uzorak DNA dobiven u koraku izolacije
genomske DNA bez materijala iz morskog okoliSa te (3) uzorci dobiveni umnaZanjem PCR-om
bez dodavanja izoliranog DNA materijala kako bi se provjerilo je li cijeli tijek rada, od filtracije

do sekvenciranja, bez kontaminacije (Prilog 9).
2.3 Izrada referentne baze fitoplanktonskih sekvenci

2.3.1 Preuzimanje referentnih sljedova iz javno dostupnih baza podataka

Za izradu referentne baze fitoplanktonskih sekvenci CIMPhy18 koriSten je programski paket ARB
v.7.0 (Ludwig 1 sur.,, 2004). ARB je programski paket za rukovanje sekvencama i njihovim
pridruZenim informacijama, prvotno dizajniran za podatke ribosomalne RNA, koji ukljucuje razne
alate za obradu, odrzavanje 1 analizu nukleotidnih baza podataka. ARB programski paket podrzava
uvoz podataka sekvenci pohranjenih u razli¢itim formatima datoteka, ukljucujuéi sekvence s
dodatnim informacijama u arb, genbank 1 fasta formatima. Pocetni skup sekvenci za izradu

referentne baze fitoplanktonskih sekvenci male podjedinice ribosomalne RNA, CIMPhy18, (engl.
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CIM Phytoplankton 18S ribosomal RNA) preuzet je iz javno dostupnih referentnih baza Silva
(Pruesse 1 sur., 2007; Quast i sur., 2013) 1 PR2 (engl. Protist Ribosomal Reference Database)
(Guillou 1 sur., 2013). Sekvence pohranjene u ovim referentnim bazama porijeklom su izbaze
nukleotidnih sekvenci medunarodne suradnje (engl. The International Nucleotide Sequence
Database Collaboration, INSDC) te su poznate kao visoko kurirane baze podataka. U referentnu
bazu CIMPhy18 ukljucene su referentne sekvence eukariotskih skupina fitoplanktona: Dinophyta
(dinoflagelati), Ochrophyta koja sadrzi Bacillariophyta (dijatomeje) i ostale Ochrophyta
(Bolidophyceae, = Chrysophyceae,  Dictyophyceae,  Pelagophyceae, = Pinguiophyceae,
Raphidophyceae, Synchromophyceae, Synurophyceae), Cryptophyta (kriptofiti), Haptophyta
(ukljucuje Pavlovophyceae 1 Prymnesiophyceae, kokolitoforide) i1 Chlorophyta (zelene
mikroalge), kao Sto je predlozeno u Not i sur., 2012. Iz referentne baze Silva, verzija 138.1 SSU
Ref NR 99 (uvezena u program ARB kao .arb datoteka) koja sadrzava referentne nukeotidne
slijedove svih eukariota, preuzete su fitoplanktonske sekvence koje pripadaju navedenim
fitoplanktonskim skupinama te je konstruirano filogenetsko stablo temeljeno na poc¢etnom skupu
sekvenci iz Silva referentne baze primjenom algoritma Neighbor-Joining (NJ). NJ algoritam
koriSten je zbog svoje ucinkovitosti u rekonstrukciji odnosa medu velikim brojem taksona, uz
zadrZavanje niske ukupne duljine stabla. Postoje¢i NCBI pristupni brojevi (engl. Accession
Number) fitoplanktonskih sekvenci iz Silva referentne baze podataka usporedeni su sNCBI
pristupnim brojevima iz PR2 referentne baze podataka. Na taj nain detektirani su svi pristupni
brojevi iz referentne baze PR2 povezani s fitoplanktnoskim sekvencama koji nisu bile prisutne u
bazi podataka Silva te su preuzeti iz referentne baze NCBI (Benson i sur., 2013) koriStenjem Entrez
sustava za viSedjelnu pretragu informacija (engl. Entrez Molecular Sequence Database System)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Search/entrezfs.html) u genbank (.gb) formatu 1 uvezeni su u ARB.

2.3.2 Poravnanje i provjera pruzetih sekvenci

Za poravnanje preuzetih referentnih sekvenci koriSteno je programsko proSirenje za obradu
sekvenci ARB EDIT4 (engl. ARB sequence editor). Sekvence su uskladene prema referentnom
viSestrukom poravnanju temeljenom na sekundarnoj strukturi rRNA za regiju E. coli ALI 16S, uz
koriStenje vizualnog prikaza konzerviranih regija, ¢ime se osigurava strukturna konzistentnost
poravnanja izmedu svih ukljucenih sekvenci. Naknadno, izvrSena je vizualna provjera i rucno
ispravljanje zaostalih neadekvatnih poravnanja. Za potrebe ocuvanja filogenetski informativnih

pozicija koriSteno je postojece poravnanje iz referentne baze SILVA (Quast 1 sur., 2013), unutar
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koje su polozaji ve¢ strukturirani u skladu sa sekundarnom strukturom rRNA molekule. Nakon
poravnanja sekvenci, konstruirano je filogenetsko stablo referentne baze podataka CIMPhy18

primjenom algoritma Neighbor-Joining.

Nakon poravnanja sekvenci i izrade filogenetskog stabla, slijedilo je kuriranje samog sadrzaja
referentne baze, odnosno uklanjanje svih sekvenci nezadovoljavaju¢e kvalitete. Za referentnu
poziciju unutar gena, koriStene su eukariotske specificne pocetnice
TAReuk454FWD1/TAReukREV3 (Piredda i sur., 2018; Stoeck 1 sur., 2010.), ciljaju¢i oko 430 pb
V4 hipervarijabilne regije male podjedinice ribosomskog RNA gena. Navedeni par pocetnica
poznat je kao najcesce koristen skup pocetnica za opisivanje eukariotske raznolikosti, posebno
fitoplankton u uzorcima iz okolisa (Lopes dos Santos i sur., 2022.) i stoga se koristio kao smjernica.
Sekvence kojima nedostaje glavnina nukleotidnog slijeda unutar te regije (> 50% nukleotida
karakteristi¢nih za regiju), sekvence sa slijedom od 4 ili viSe nepoznatih nukleotida, nukleotidni
slijedovi s 8 ili vise homopolimera, kao i1 sekvence koje nisu mogle biti poravnate s preostalima,
uklonjene su iz konacne verzije referentne baze. U referentnu bazu CIMPhyl8 nisu ukljucene
sekvence koje su potencijalno smanjene pouzdanosti, odnosno sekvence koje: (1) nisu
taksonomski odredene do razine roda ili vrste, (2) koji su potekle iz sekvenciranja okoliSnog
uzorka (eng. emvironmental sample) te (3) sekvence koje su definirane do razine roda kao

uncultured.

Kako bi se izbjegla taksonomska nedosljednost kao posljedica koriStenja sekvenci iz razlicitih
referentnih baza s razliCitim taksonomskim sistematikama, taksonomske informacije svake
sekvence CIMPhyl8 uskladene su prema sistematici AlgaeBase (http://www.algaebase.org)
pomocu alata za uskladivanje taksonomije pri GBIF (od engl. The Global Biodiversity Information
Facility, www.gbif.org) (Guiry i sur., 2014). Taksonomska sistematika CIMPhy18 uskladena je na
sedam taksonomskih razina koje su prihvacene kao tradicionalne Linnéove razine (carstvo,

koljeno, razred, red, porodica, rod, vrsta) (Linnaeus, 1735).

Nakon $to su referentne fitoplanktonske sekvence iz referentnih baza Silva i PR2 poravnate,
kurirane 1 pozicionirane u filogenetsko stablo, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) baza
sekvenci pretrazena je u svrhu provjere dodatnih referentnih sekvenci koje pripadaju
fitoplanktonskim taksonima koji nisu prisutni u dvije spomenute referentne baze podataka,

pretrazivanjem nukleotindnih slijedova [pojedina fitoplanktonska skupina + 18S/SSU/small
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ribosomal subunit], podnesenih u NCBI u razdoblju 01.01.2023.-01.01.2025 kako bi se obuhvatile
recentne sekvence koji su mozda izostali u navedenim referentnim bazama. Nove fitoplanktonske
sekvence preuzete su u .gb formatu te su unesene u ARB EDIT4, poravnate te ru¢no provjerene
zadovoljavaju li gore navedene uvjete. Takoder, referentnim sekvencama pridodane su
taksonomski 1 filogenetski kurirane sekvence dobivene barkodiranjem fitoplanktonskih kultura iz
kolekcije kultura Centra za istrazivanje mora. Za potrebe naknadnog ukljucivanja dodatnih
sekvenci u ve¢ konstruirano filogenetsko stablo koriSten je parsimony pristup implementiran u
ARB-u. Ova metoda omogucuje brzo i pouzdano dodavanje novih sekvenci (,,quick add to tree*)
bez potrebe za ponovnom rekonstrukcijom cjelokupnog stabla, pri ¢emu se novi sljedovi
pozicioniraju na filogenetsko stablo na temelju minimalnog broja evolucijskih promjena u
poravnanju. Dodatne sekvence taksonomski su i filogenetski potvrdene te su dodane u CIMPhy18
zajedno s popratnim metapodacima. U referentnu bazu sekvenci koja se sastoji od 18S
fitoplanktonskih sekvenci, ukljucene su i njihove taksonomske identifikacije zajedno sa Sirokim
rasponom popratnih povezanih podataka: NCBI pristupni broj, datum uzorkovanja, autori
pohranjene sekvence, lokacija uzorkovanja i sl.. Svakom novom unosu automatski je dodijeljen
jedinstveni ARB naziv koji sadrzi troslovnu kraticu roda, iza koje slijedi kratica vrste i broj u

sluc¢aju visestrukih unosa iste vrste.

Kako bi se osigurala kvaliteta samih sekvenci stvorene referentne baze (engl. sequence quality
filtering), one su provjerene i validirane te su nepouzdane sekvence uklonjene iz referentne baze,
ukoliko nisu bile zadovoljavajuc¢e kvalitete (engl. database curation). Primjerice, nepotpune
sekvence koje su za regiju od interesa (regija koja je zahvacena koriStenim pocetnicama u
istrazivanju) bile krace za viSe od polovice broja nukleotida koji je procijenjen za tu regiju, one su
uklonjene kao nepouzdane s obzirom na to da, iako se radi o hipervarijabilnoj regiji, postoji
vjerojatnost da se radi o greSkama prilikom sekvenciranja. Osim toga, zbog koriStenja raznih
parova pocetnica i regije za sekvenciranje mogu biti razmjeStene duz gena, ¢ime sekvenca ne
zahvaca glavninu regije od interesa, pa su 1 takve sekvence uklonjene. Takve prekratke sekvence
siromasne su informacijama te ne mogu biti pouzdano taksonomski odredene. Sli¢no tome, iz
referentne baze uklonjene su i sekvence koje u Zeljenoj regiji posjeduju insert dulji od polovice
broja nukleotida procijenjenih za tu fitoplanktonsku skupinu. Osim same duljine referentnih
sekvenci, njihova kvaliteta je odredena 1 greSkama sekvenciranja, koje su najces¢e prikazane kao

neodredene baze (N), stoga su sve referentne sekvence koje sadrze vise od osam neodredenih baza,
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odnosno oko 2% ukupnog broja nukleotida, takoder uklonjene iz zavrSne verzije CIMPhyl8.
Nadalje, s obzirom na to da je bilo potrebno poravnati referentnu bazu, sve sekvence za koje nije
bilo moguce poravnanje niti u jednom smjeru sa sekvencama unutar iste skupine, uklonjene su kao

nepouzdane.

2.3.3 Provjera uspjeS$nosti taksonomske anotacije referentne baze CIMPhyl& u odnosu na

referentne baze Silva i PR2

Uspjesnost anotacije baze CIMPhyl8 u bioinformatickoj obradi uzoraka metabarkodiranja
provjerena je na dva tipa uzoraka: 1. kontrolni/probni uzorci zajednice razlicitih fitoplanktonskih
kultura Centra za istraZivanje mora (uzorci MOCK3 1 MOCK4) 1 2. evaluacijski set okoliSnih
uzoraka iz razli¢itih izvora. Kontrolni/testni MOCK uzorci pripremljeni su spajanjem jednakih
volumena i brojnosti razli¢itih, odabranih fitoplanktonskih kultura (Tablica 3.1). Set okolisnih
uzoraka (ukupno 24 uzorka) za provjeru CIMPhyl8 pripremljen je preuzimanjem iz javno

dostupne baze podataka ENA (engl. European Nucleotide Archive, www.ebi.ac.uk/ena/) fastq

datoteka uzoraka metabarkodiranja dviju istrazivackih postaja, BioloSke stanice Roscoff (u tekstu:
Roscoff) i Zooloske stanice Anton Dohrn (u tekstu: Napulj) kojima su pridruzeni i odabrani uzorci
seta podataka Centra za istrazivanje mora ovog istrazivanja (u tekstu: CIM) (Prilog 2). Postupak
DNA izolacije, sekvenciranja i1 bioinformatic¢ka analiza za potrebe provjere refrentne baze bila je
provedena kao za ostale okoliSne uzorke CIM seta podataka ovog istrazivanja (poglavlja 2.2, 2.4).
Taksonomska klasifikacija dobivenog skupa ASV-ova provedena je koristeci tri referentne baze:
Silva (Quast 1 sur., 2013), PR2 (Guillou i sur., 2013) 1 CIMPhy18. U sluc¢aju referentne baze PR2
v5.1.0, uzorci su taksonomski klasificirani na temelju cijelog sadrzaja referentne baze te su
naknadnom obradom rezultata izdvojene sekvence koje pripadaju referentne sekvence
eukariotskih skupina fitoplanktona: Dinophyta (dinoflagelati), Ochrophyta koje Ccine
Bacillariophyta (dijatomeje) 1 ostale Ochrophyta (Bolidophyceae, Chrysophyceae, Dictyophyceae,
Pelagophyceae, Pinguiophyceae, Raphidophyceae, Synchromophyceae, Synurophyceae),
Cryptophyta (kriptofiti), Haptophyta (ukljucuje Pavlovophyceae 1 Prymnesiophyceae,
kokolitoforide) 1 Chlorophyta (zelene mikroalge), kao §to je predloZzeno u Not i sur., 2012. U
slucaju referentne baze Silva, verzija SSU r138.2 pretrazena je za navedene fitoplanktonske

skupine te su preuzete sekvence pripadale iskljucivo fitoplanktonskim skupinama.

33


http://www.ebi.ac.uk/ena/

Cijeli set od 24 evaluacijska uzorka analiziran je zajedno. Bioinformaticka analiza pratila je iste
navedene korake kao analiza okoli$nih uzoraka u programskom alatu mothur (Schloss 1 sur., 2009)
(poglavlje 2.4.1) za sve tri referentne baze. Nakon grupiranja u ASV (od engl. amplicon sequence
variants), daljnja obrada u racunalnom programu mothur odvija se zasebno za svaku pojedinu
referentnu bazu. Taksonomska klasifikacija fitoplanktonske zajednice evaluacijskog seta okolisnih
uzoraka taksonomski je klasificirana na temelju svake pojedine referentne baze zasebno
primjenjujuci istovjetne uvjete: metodom Naive Bayesian classifier (Wang i sur., 2007),

postavljanjem minimalnog praga pouzdanosti (engl. bootstrap) na 80.

Dobivenim rezultatima taksonomske identifikacije na temelju referentnih baza Silva i PR2
uskladene su taksonomske razine u skladu s taksonomskom organizacijom/sistematikom
referentne baze CIMPhy18. U setovima podataka zadrZani su samo ASV-ovi koji su taksonomski
odredeni do razine roda ili vrste za svaku pojedinu referentnu bazu. Tablicama (3) s rezultatima za
detektirane fitoplanktonske ASV-ove za svaku pojedinu referentnu bazu, pridruZena je informacija
o referentnoj bazi te su te tablice povezane u jednu kako bi se omogucila daljnja statisticka analiza

i vizualizacija rezultata u programskom paketu R (R Core Team, 2024).

Zbog varijacija u dubini sekvenciranja broj fitoplanktonskih sekvenci normaliziran je na temelju
broja sirovih sekvenci pojedinog uzorka. Normalizacija brojnosti vrsila se na nacin da se umnozak
apsolutnog broja sirovih sekvenci za pojedini fitoplanktonski rod u uzorku i medijana vrijednosti
dubine sekvenciranja unutar skupa podataka podijelio s vrijednosti dubine sekvenciranja za
navedeni uzorak. Relativne ucestalosti izraCunate su na razini roda kao omjer brojnosti

fitoplanktonskih sekvenci tog roda i ukupne brojnosti fitoplanktonskih sekvenci tog uzorka.

Dobiveni rezultati primjenom svake referentne baze medusobno su usporedeni na temelju brojnosti
1 raznolikosti fitoplanktonskih rodova pomocu Kruskal-Wallis testa 1 post hoc Dunn testom za
usporedbu izmedu pojedinih parova uzoraka. Za procjenu potencijalnih razlika u odredivanju
fitoplanktonske bioraznolikosti pojedinih uzoraka izracunati su indeksi alfa raznolikosti —
Shannon, Simpson, inverzni Simpson i Pielou indeks — dok su obrasci beta raznolikosti
analizirani na temelju prisutnosti i brojnosti fitoplanktonskih rodova koriStenjem Bray-Courtis
indeksa razli¢itosti na temelju udaljenosti koje su statisti¢ki analizirane permutacijskom analizom

varijance (PERMANOVA, adonis2) na temelju 999 permutacija. Analize su provedene uz pomo¢
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R paketa phyloseq (v1.48.0) i vegan (v2.0-4). Sve racunalne analize, statistiCke obrade i

vizualizacije provedene su u RStudio okruzenju (v2024.09.1).

CIMPhy18 je dostupna u formatima cimphyl8 mothur.fasta i cimphyl8 mothur.tax za obradu u
programu mothur (Schloss 1 sur., 2009) te cimphy18 dada2.fasta prilagodena za program dada2
(Callahan i sur.,, 2016). Preuzimanje datoteka baze moguce je na zahtjev putem interne
repozitorijske platforme Laboratorija za evolucijsku ekologiju, Centra za istraZivanje mora, a uz
objavu znanstvenog rada o izradi CIMPhy18 referentne baze, bit ¢e pohranjena i u repozitoriju

otvorenog pristupa.
2.4. Bioinformaticka analiza

2.4.1 Obrada sirovih sekvenci

Neobradeni podaci sekvenciranja u obliku fastg datoteka obradeni su koriste¢i racunalni paket
mothur (verzija 1.47.0) (Schloss, 2009). Bioinformaticki protokol (engl. bioinformatic pipeline)
proveden je prema predlozenom standardnom operativhom postupku (engl. Standard Operating
Procedure, SOP, https://mothur.org/wiki/miseq_sop/), uz minimalne izmjene. Prvi korak obrade
ukljucio je pridruzivanje sirovih sljedova pripadaju¢im uzorcima (engl. demultiplexing), nakon
¢ega slijedi formiranje kontiga (engl. contigs) spajanjem komplementarnih sljedova iz oba smjera
ocitanja (engl. paired-end). 1z seta podataka su zatim uklonjeni kontizi niske kvalitete, odnosno
kontizi koji su duljine vece od 450 nukleotida te kraci od 200 nukleotida, koji sadrze homopolimere
dulje od osam nukleotida te one koji sadrZze neodredene baze. Visokokvalitetne sekvence koje su
identi¢ne (engl. unique), odnosno imaju isti slijed su se zatim grupirale zajedno te su se poravnale
na temelju poravnanja referentnih sekvenci koje Cine referentnu bazu CIMPhyl8. Nakon
poravnanja, stupci koji sadrze samo znakove praznine ("-") uklonjeni su, kako bi se smanjila
duljina poravnatih sljedova. U nastavku su sekvence grupirane u klastere ASV (engl. Amplicon
Sequence Variants) prema medusobnoj sli¢nosti u sekvenci (engl. clustering), uz maksimalnu
toleranciju razlike od jednog nukleotida s ciljem uzimanja u obzir pogreski sekvenciranja.
Prepoznavanje i uklanjanje potencijalnih kimera provedeno je koriste¢i alat VSEARCH (Rognes 1
sur., 2016). Taksonomska klasifikacija ukupne fitoplanktonske zajednice provedena je
usporedbom procesiranih sekvenci s referentnom bazom sekvenci CIMPhy18 metodom Naive
Bayesian classifier (Wang 1 sur., 2007), postavljanjem minimalnog praga pouzdanosti (engl.

bootstrap) na 80.
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2.4.2 Statisti¢ka analiza i vizualizacija rezultata

Za analizu 1 opisivanje fitoplanktonskih zajednica sjevernog Jadrana koriSteno je nekoliko

pokazatelja — brojnost, relativna ucestalost te raznolikost.

Brojnost se odnosi na ukupan broj sekvenci pripasan pojedinoj taksonomskoj razini. Brojnost
sekvenci u uzorku prikazana je kao normalizirana brojnost, a normalizacija se vrSila na nac¢in da
se umnozak apsolutnog broja sekvenci za pojedini takson (A) u uzorku (S) i medijana vrijednosti
dubine sekvenciranja unutar skupa podataka podijelio s vrijednosti dubine sekvenciranja za
navedeni uzorak (S). Uzorci s izrazito niskom brojnoséu fitoplanktonskih sekvenci (< 20)
iskljuceni su iz daljnje analize.

Broj generiranih sekvenci (A,S) X medijan (D)
D (S)

Brojnost (4,5) =

Gdje je:

A —pojedini takson (na razini vrste, roda ili skupine),

S — pojedini uzorak

D — dubina sekvenciranja, odnosno broj sirovih sekvenci za pojedini uzorak u setu podataka
Transformacija seta podataka u relativne ucestalosti provedena je izracunavanjem omjera izmedu
broja detektiranih sekvenci pojedinog fitoplanktonskog taksona u uzorku te ukupnog broja
fitoplanktonskih sekvenci detektiranih za taj uzorak ¢ime je relativna ucestalost izraZzena kao udio
pojedinog taksona unutar svakog uzorka. Pregled relativne ucestalosti pojedine fitoplanktonske
skupine, izraZzen je kao suma relativnih ucestalosti svih taksona koji taksonomski pripadaju
navedenoj skupini. Ova transformacija omogucuje uvid u ucestalost fitoplanktonskih skupina u
uzorcima, umjesto rada sa apsolutnim brojem sekvenci svake skupine koji su kod podataka
metabarkodiranja prisutni u velikom rasponu vrijednosti. Vrijednosti relativnih brojnosti taksona
izraCunate su zasebno za svaki uzorak, ¢ime je osigurana medusobna usporedivost sastava

zajednica u razli¢itim prostorno-vremenskim kontekstima.

Raznolikost je koriStena kao mjera broja detektiranih razli¢itih fitoplanktonskih taksona, rodova
ili skupina u pojedinom uzorku ili skupu uzoraka. Takoder, za procjenu alfa raznolikosti, izracunati
su indeksi alfa raznolikosti; Shannon, Simpson, inverzni Simpson 1 Pielou indeks (Kim 1 sur.,

2017) u R programskom paketu vegan (Oksanen, i sur., 2022).
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Za analize vremenskih obrazaca, sezone su definirane pripadaju¢im mjesecima kao: proljece
(ozujak, travanj, svibanj), ljeto (lipanj, srpanj, kolovoz), jesen (rujan, listopad, studeni) i zima

(prosinac, sijeCanj, veljaca).

Sve racunalne analize, statisticke obrade 1 vizualizacije provedene su analizu i vizualizaciju
rezultata koristeno je programsko okruzenje R (verzija 4.4.1) u RStudio okruzenju (v2024.09.1).
U R okruZzenju kori$teni su i specijalizirani paketi (1) za analizu podataka - phyloseq za ucitavanje,
integraciju i analizu podataka (McMurdie 1 Holmes, 2013), vegan za analizu alfa i beta raznolikosti
(Oksanen, 1 sur., 2022) i (2) vizualizaciju rezultata - ggplot2 (Wickham, 2009), patchwork za
udruzivanje prikaza, eulerr za prikaz stvarnih presjeka izmedu skupova, leaflet za izradu

geografske karte postaja.

Analiza nemetrickog viSedimenzionalnog skaliranja (nMDS, od engl. Non-metric
Multidimensional Scaling) omoguéila je vizualizaciju uzoraka u reduciranoj dimenzionalnosti, na
temelju Bray-Curtis indeksa koji je koriSten za kvantifikaciju sli¢nosti u sastavu zajednica ¢ime se
ocijenila njthova medusobna prostorna bliskost u zajednickom ekoloskom prostoru na temelju
podataka o relativnoj ucestalosti 1 raznolikosti fitoplanktonskih rodova. NMDS je konfiguriran za
dvije dimenzije (k = 2), a broj pokusaja optimizacije postavljen je na 100 (trymax = 100).
PERMANOVA test primijenjen je za statisticku evaluaciju razlika medu skupinama na temelju
matrice udaljenosti funkcijom adonis2() iz programskog paketa vegan (Oksanen, i sur., 2022).Ako
su pokazane znaCajne razlike, naknadno je primjenjivan i Tukey HSD (od engl. Honestly
Significant Difference) post hoc test s Bonnferoni korekcijom kako bi se utvrdilo izmedu kojih
grupnih parova postoje statisticki znacajne razlike u sastavu zajednica. Takoder, koriStena je 1

funkcija betadisper() za testiranje homogenosti varijance izmedu grupa.

Za identifikaciju rodova koji najviSe doprinose razlikama u sastavu zajednica s obzirom na
vremenske obrasce sezonalnosti koriStena je SIMPER analiza (engl. Similarity Percentage
Analysis), temeljena na Bray-Curtis matrici razli¢itosti. Analiza je provedena pomocu funkcije
simper() iz R paketa vegan. SIMPER analiza kvantificira doprinos svakog roda ukupnim razlikama
medu uzorcima, Sto omogucuje identifikaciju rodova koji najviSe doprinose razlikama i time

dominiraju u diferencijaciji zajednica.

Za opis strukture i dinamike fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana na temelju rezulta

dobivenih metabarkodiranjem, koriSteni su podaci o raznolikosti 1 brojnosti na taksonomskoj razini
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roda, ¢ime je omogucéeno uvid u opce obrasce sastava zajednice. S druge strane, za karakterizaciju
ekoloski znacajnih taksonomskih skupina, koriSteni su taksoni, definirani na najnizoj
taksonomskoj razini na koju je pojedini ASV bio pouzdano klasificiran — bilo da se radi o razini

roda ili vrste, ovisno o taksonomskoj razlucivosti.

Proveden je probir dobivenih fitoplanktonskih zajednica u potrazi za novodetektiranim vrstama 1
vrstama koje bi mogle biti znacajne za promatrani ekosustav. Popis Stetnih i potencijalno toksi¢nih
taksona preuzet je s UNESCO I0C HAB Programme (https://hab.ioc-unesco.org/). Taksoni su
podijeljeni u toksi¢ne (engl. toxic), Stetne, ali ne-toksi¢ne (engl. harmful non-toxic) (u tekstu:
Stetne) 1 siva lista (engl. greylist) te su zajedni¢kim imenom nazvani HAB (od engl. Harmful algal
blooms) taksoni. Dobiveni rezultati usporedeni su s UNESCO I0C HAB popisom kako bi se

detektirali Stetni 1 toksi¢ni taksoni u dobivenom setu podataka sjevernog Jadrana.

Novootkrivene fitoplanktonske vrste za sjeverni Jadran definirane su kao one koje: (1) nisu
uvrStene u najnoviji kontrolni popis fitoplanktona isto¢nog Jadrana prema Vili¢i¢ i sur., 2002. te
(2) fitoplanktonske vrste, odnosno taksoni koji se ne nalaze na popisu detektiranih u bazama
podataka dugoro€nog sustavnog pra¢enja metodom svjetlosne mikroskopije Centra za istrazivanje
mora. Popis fitoplanktonskih taksona na razini vrste i roda iz dva navedena izvora uskladen je
koriste¢i Species matching tool (www.gbif.org) kako bi se osiguralo najrecentnije taksonomsko
nazivlje te je usporeden s dobivenim rezultatima kako bi se identificirali novootkriveni taksoni

koji su prisutni u setu podataka, ali nisu na popisu ranije detektiranih.

Za usporedbu podataka za omjer ekoloSke kvalitete (OEK) pri izraCunu Multiparametrijskih
indeksa fitoplanktona (MPI) dobivenih metabarkodiranjem i mikroskopijom, provedena je analiza
korelacije 1 jednostavne linearne regresije. Prvo je provedena Pearson korelacijska analiza pomocu
funkcije cor.test() kako bi se procijenila povezanost izmedu metabarkodnih 1 mikroskopskih
podataka. Zatim je primijenjena linearna regresija, /m() s ciljem kvantifikacije odnosa izmedu

varijabli.
2.5 Usporedba rezultata s rezultatima sustavnog pracenja RH

Indeksi bioraznolikosti fitoplanktonskih zajednica izracunati su prema IzvjeS¢u 'Analiza bioloske
metode ocjene ekoloskog stanja za fitoplankton, morske cvjetnice 1 ribe u europskim

interkalibracijskim tipovima prijelaznih voda Mediterana' (Cvitkovi¢ 1 sur., 2018), prilagodenima
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za rezultate dobivene metabarkodiranjem. Opis bioloskih zajednica fitoplanktona podrazumijevao
je: abundanciju fitoplanktonske zajednice, sastav vrsta, omjer brojnosti dijatomeja 1 dinoflagelata,
pregled stranih i potencijalno toksi¢nih vrsta (vrste od osobitog ekoloskog znacaja) te izracun

Multiparametrijskog indeksa.

2.5.1 Izra¢un Multiparametrijskog indeksa fitoplanktona

Multiparametrijski indeks, kojeg su predlozili Facca i sur., 2014, izracunat je iz podataka brojnosti
1 sastava fitoplanktonske zajednice pomocu: Hulburtovog indeksa dominacije, ucestalosti cvatnji
1 Menhinickovog indeksa bioraznolikosti. Za izraCunavanje navedenih metrika koriStene su samo
informacije o fitoplanktonskom sastavu taksonomski identificiranog do razine vrste, odnosno
pojedinacni taksoni odredeni do razine roda. KoriSteni su skupovi podataka s terenskog
uzorkovanja LTRV taksonomski odredeni metodama metabarkodiranja i svjetlosne mikroskopije

kao standardizirane metode.

(1) Hulburtov indeks dominacije (82) za rezultate metabarkodiranja izraunat je prema prema
formuli:

62 = rel_abund(nl) + rel_abund(n2)
rel_abund(nl) — relativna ucestalost najdominantnije vrste

rel_abund(n2) — relativna ucestalost druge najdominantnije vrste

(2) Ucestalost cvatnji pokazana je kao broj koliko je puta relativna abundancija jedne vrste
premasila 50% ukupne abundancije uz uvjet da je koncentracija klorofila a premasila dogovorene

grani¢ne vrijednosti (1,092 ili log;o(x)=12,37).

(3) Menhinickov indeks raznolikosti (D) prilagoden je za rezultate metabarkodiranja i izraunat je

prema formuli:

S — broj vrsta

N — ukupan broj klasificiranih fitoplanktonskih sekvenci

Menhinickov indeks korigiran je mnoZenjem s faktorom korekcije u cilju smanjivanja pogreske
nastale zbog izostavljanja pojedinih organizama koji nisu determinirani do razine vrste ve¢ su

navedeni kao grupa vrsta (npr. Pseudo-nitzschia spp.). Faktor korekcije izracunat je kao omjer
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relativne abundancije organizama odredenih do razine vrste 1 ukupne abundancije koja ukljucuje

abundanciju organizama odredenih do razine vrste.

(4) Vrijednost koncentracije klorofila a transformirana je logaritmiranjem po bazi 10.
Logaritamska transformacija klorofila a omoguéuje uskladivanje vrijednosti za izracun

Multiparametrijskog indeksa fitoplanktona.

Za izracun ekoloskog stanja koriSten je omjer ekoloske kvalitete (OEK) . Omjer ekoloske kakvoce
za Hulburtov indeks (100 - 82), ucestalost cvatnji (100 - F) i Menhinickov indeks (D) odreden je

kao omjer izmedu srednje godisnje vrijednosti za odredenu postaju i referentne vrijednosti.

Srednja godis$nja vrijednost mjerenja na odredenoj postaji

Omjer ekoloSke kakvoce = =
Referentna vrijednost

Omjer ekoloske kakvoce za koncentraciju klorofila a izracunat je kao omjer referentne vrijednosti

1 srednje godisnje antilogaritmirane vrijednosti na odredenoj postaji.

. y , referentna vrijednost
Omjer ekoloske kakvoce (Chl a) =

log(srednja godiSnja vrijednost na odredenoj postaji)

Omjer ekoloske kakvoce (OEK) podijeljen je u pet kategorija, od 0 do 1, a koje se odnose na pet
statusa ekoloske kvalitete: vrlo dobro (0,81-1,00), dobro (0,61-0,80), umjereno (0,41-0,60), lose
(0,21-0,40) 1 vrlo loSe (0-0,20) (Tablica 2.1).

Tablica 2.1 Vrijednosti omjera ekoloske kakvoce (OEK) za kategorije ekoloskog stanja

Kategorija ekoloskog stanja OEK
0,81-1,00
Dobro 0,61-0,80
Umjereno 0,41-0,60
Lose 0,21 -0,40
_ Vrolose | 0-02

Pri izrac¢unavanju MPI indeksa, brojcana vrijednost Hulburtovog indeksa i u€estalosti cvatnji se
oduzimala od 100. Konac¢na vrijednost MPI indeksa dobila se kao srednja vrijednost od sva 4

omjera ekoloske kakvoce (OEK) metrika koje su ukljuc¢ene u MPI indeks:
MPI = srednja vrijednost [OEK (100 — 62); OEK (100 — F); OEK (D); EQR (Chl a)]
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02 — Hulburtov indeks dominacije

F — Ucestalost cvatnji

D — Menhinickov indeks raznolikosti

Chl a — Koncentracija klorofila a

Na temelju dobivenih rezultata, Multiparametrijski indeks fitoplanktona (MPI) izracunat je za
dvije metode analize (metabarkodiranje i mikroskopija) na postajama RV001 1 RV004, tijekom tri

uzastopne godine (2020.-2022.).
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3. REZULTATI

3.1 Referentna baza fitoplanktonskih sekvenci male podjedinice rRNA - CIMPhy18

Koristenjem dvije javno dostupne baze podataka Silva i PR2 te set referentnih sekvenci CIM-a
produciran barkodiranjem fitoplanktonskih kultura, nadopunjeni sa sekvencama iz referentne baze
NCBI, uspjesno je izradena referentna baza fitoplanktonskih sekvenci male podjedinice
CIMPhy18. CIMPhy18 sadrzi ukupno 10 963 referentnih sekvenci, koje su sve opisane NCBI
pristupnim brojem (engl. Accession Number). Refrentne sekvence CIMPhyl8 pripadaju
fitoplanktonskim skupinama Chlorophyta, Dinophyta, Haptophyta, Ochrophyta, Cryptophyta i
Euglenophyta. Svaka refrentna sekvenca u bazi osim pristupnog broja i same sekvence, sadrzi i
dodatne podatke koji opisuju sekvencu kao $to su: jedinstveni kratki zapis imena sekvence,
taksonomski opis, podatke o autoru/autorima sekvence, podatke o nacinu objavljivanja sekvence
(znanstvena publikacija/Casopis ili izravni podnesak, engl. direct submission), datumu 1 lokaciji
uzorkovanja, tipu staniSta na lokaciji uzorkovanja, kratki opis/naziv sekvence i podatak o duljini

sekvence (Prilog 3, Prilog 4).

Za vecinu refrentnih sekvenci nedostaju podaci o uzorkovanju pa tako tek 38,12 % njih ima
podatak o mjestu uzorkovanja, a 22,54% podatke 1 o tipu i podrijetlu uzorka (primjerice morska
voda, sediment, ledenjak). Osim toga, veliki broj sekvenci iz referentne baze (5 445 sekvenci) nije
objavljeno (unpublished), dok je kao dio znanstvene publikacije objavljeno 5 518 unosa/sekvenci.
Najveci broj unosa/sekvenci porijeklom je iz referentne baze PR2 (7 100 unosa ili 64,76%) dok je
iz referentne baze Silva 3 708 sekvence ili 33,82%. Ukupno 140 sekvenci porijeklom je iz baze
barkodova fitoplanktonskih kultura Centra za istrazivanje mora, a samo 15 sekvenci preuzeto je

direktno iz baze NCBI (Slika 3.1).

Najveci broj sekvenci u referentnoj bazi pripada skupini zelenih algi (Chlorophyta), 3 776 ili
34,44%, zatim dijatomejama (Bacillariophyta) 3 085 (28,14%) i dinoflagelatima (Dinophyta) 2
334 referentne sekvence (21,29%). Ostale skupine predstavljene su s manjim brojem sekvenci:
ostali Ochrophyta (8,01%), Haptophyta (4,84%), Cryptophyceae (2,62%) te Euglenophyceae
(0,66%).
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Slika 3.1 Brojnost referentnih sekvenci CIMPhy18 grupirano i naznaceno razlicitim bojama prema javno
dostupnoj referentnoj bazi iz koje potjecu

Kod zelenih algi najucestaliji redovi su Chlamydomonadales 1 Chlorelales, vrste kojih su najcesce
predstavnici slatkovodnih staniSta. Kod diatomeja, najve¢i udio sekvenci pripada redovima
Naviculales 1 Thalassiosirales, kod dinoflagelata Gonyaulacales i Peridiniales, dok od ostalih
Ochrophyta, najucestaliji su redovi Eustigmatales i Synurales. Kod Haptophyta, referentne
sekvence ve¢inom pripadaju redovima Isochrysidales i Prymnesiales, dok su Cryptophyta ve¢inom
zastupljeni sekvencama redova Pyrenomonadales i Cryptomonadales. Euglenales je najces¢i red

iz skupine Euglenophyta (Slika 3.2).
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Slika 3.2 Dendogram zastupljenih redova fitoplanktonskih skupina (naznacene u razlicitim bojama)
referentne baze CIMPhylS8. Uz svaki red naveden je broj pripadajucih referentnih sekvenci u bazi

CIMPhyIS.
Taksonomski, referentne sekvence rasporedene su u Sest koljena, 34 razreda, 127 redova, 308
porodica s ukupno 956 razlicitih fitoplanktonskih rodova. Najraznovrsnije fitoplanktonske skupine
su zelene alge (Chlorophyta) s 332 roda, dijatomeje (Bacillariophyta) s 224 roda i dinoflagelati
(Dinophyceae) s 200 rodova dok su ostale skupine zastupljene s manjim brojem rodova: ostali

Ochrophyta 101, Haptophyta 42, Cryptophyceae 19 te Euglenophyceae s 11 rodova. Ukupno 18
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fitoplanktonskih rodova predstavljeno je s vise od 100 referentnih sekvenci. Kod dinoflagelata,
prema broju sekvenci, najbrojniji su rodovi Alexandrium (373 referentne sekvence) i
Gambierdiscus (198 referentnih sekvenci). Chaetoceros i Skeletonema najbrojniji su dijatomejski
rodovi s 337 1 207 referentnih sekvenci. Kod zelenih algi najveci broj referentnih sekvenci pripada
rodovima Chlorella (318 sekvenci) 1 Chlamydomonas (312). Od ostalih Ochrophyta, sa po 135
sekvenci predstavljeni su Synura 1 Nannochloropsis, dok je kod Haptophyta najceS¢i rod
Phaeocystis (70 sekvenci). Najbrojniji predstavnici Cryptophyta i Euglenophyta su Cryptomonas

s 91 1 Trachelomonas s 30 pripadajucih referentnih sekvenci.

Referentna baza sadrzi isklju¢ivo referentne sekvence taksonomski odredene do razine roda ili
vrste. Do razine vrste odredeno je 7 769 (70,86%), a do razine roda preostalih 3 194 referentnih
sekvenci (29,14%). Najvise sekvenci koje nisu odredene do razine vrste pripada rodovima

Chlorella, Alexandrium 1 Symbiodinium (>100 referentnih sekvenci).

3.1.2 Provjera uspje$nosti taksonomske klasifikacije na temelju CIMPhy18 referentne baze u

odnosu na refrentne baze Silva i PR2

Rezultati dobiveni bioinformatiCkom obradom uzoraka metabarkodiranja kontrolne zajednice
sastavljene od osam fitoplanktonskih kultura (mock uzorci, Tablica 3.1) usporedeni su s popisom
fitoplanktonskih kultura koriStenih za izradu zajednice. Sve tri referentne baze (Silva, PR2 i
CIMPhy18) uspjesno su taksonomski odredile sve zastupljene rodove u mock uzorcima. Samo je
Chaetoceros costatus (CIM935) uspjesno taksonomski odreden u uzorcima do razine vrste
koriste¢i sve tri referentne baze dok za C. curvisetus 1 C. cf curvisetus (CIM931 1 CIM957) nije
bilo moguce pouzdano taksonomski odrediti kompleks vrsta na temelju referentne baze Silva. Za
vrstu  Thalassiosira rotula (CIM861) je, koriStenjem CIMPhyl8, dio sekvenci uspjesno
taksonomski odreden do razine vrste (7. rotula), dok je dio sekvenci taksonomski odreden kao
Thalassiosira unclassified. KoriStenjem referentne baze PR2, sekvence vrste T rotula taksonomski
su odredene kao T rotula, T. gravida, Thalassiosira unclassified te Thalassiosiraceae unclassified.
Sliéno, koristenjem referentne baze Silva, sekvence 7. rotula taksonomski su odredene kao
Thalassiosira metagenome 1 Thalassiosira unclassified. Za rodove Nitzchia 1 Pseudo-nitzschia
taksonomska je anotacija bila mogu¢a samo do razine roda za sve trikoriStene referentne baze

(Tablica 3.2), medutim, pomocu referentne baze CIMPhy18 ovi su rodovi za dio sekvenci uspjesno
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taksonomski odredeni uz pomo¢ identi¢cnih CIM referentnih sekvenci u slucaju Nitzschia sp.

CIM976 1 Pseudo-nitzschia calliantha CIM960.

Tablica 3.1 Popis vrsta Centra za istrazivanje mora u kontrolnim (mock) uzorcima zajedno s oznakom
kulture Centra za istrazivanje mora i podacima o vremenu i mjestu uzorkovanja

Oznaka Mjesto Datum

kulture uzorkovanja uzorkovanja Vrsta

CIM861 SJ107 27.1.2017 Thalassiosira rotula
CIM931 RV001 26.11.2019 Chaetoceros cf. curvicetus
CIM935 LKRO02 13.11.2018 Chaetoceros costatus
CIM941 RV001 15.7.2020 Pseudo-nitzschia delicatissima
CIM957 RV004 19.11.2020 Chaetoceros curvisetus
CIM960 RV004 19.11.2020 Pseudo-nitzschia calliantha
CIM976 BORIK 24.3.2021 Nitzschia sp.

CIM982 BORIK 24.3.2021 Nitzschia sp.

Tablica 3.2 Taksonomska anotacija 10 najucestalijih ASV-ova u kontrolnoj (mock) zajednici koristenjem
Silva, PR2 i CIMPhy 18 referentnih baza. Podebljano su oznacene vrste taksonomski odredene na temelju
identi¢nih referentnih sekvenci u bazama, narancasto su oznacene vrste za koje je nepouzdana klasifikacija
na razini vrste, podcrtano su anotacije vise od razine roda, plavo su anotacije na temelju referenci okolisnih
uzoraka

Silva PR2 CIMPhy18
Bacillariophyceae unclassified Chaetoceros costatus Chaetoceros cf curvisetus CIM931
Chaetoceros costatus Chaetoceros curvisetus-1 Chaetoceros costatus
Chaet(?r(]:gtgngelnn(;/rir;ebrate Chaetoceros curvisetus-3 Chaetoceros costatus CIM935
Chaetoceros pseudo-curvisetus Nitzschia unclassified Chaetoceros curvisetus CIM957
Chaetoceros unclassified Pseudo-nitzschia delicatissima Chaetoceros unclassified
Mediophyceae unclassified Pseudo-nitzschia unclassified Nitzschia sp. CIM976
Nitzschia unclassified Thalassiosira gravida Pseudo-nl(t:zlsl\c/lrggocalIlantha
Pseudo-nitzschia unclassified Thalassiosira rotula Pseudo-nitzschia unclassified
Thalassiosira metagenome Thalassiosira unclassified Thalassiosira unclassified
Thalassiosira unclassified Thalassiosiraceae unclassified Thalassiosira rotula

Set od 24 evaluacijska okolisna uzorka (Prilog 2) sastojao se od ukupno 3 380 460 sirovih kontiga,
odnosno 1 816 953 jedinstvenih sekvenci koje su bioinformati¢kom obradom generirale ukupno 1
099 424 jedinstvenih ASV-ova. Uklanjanjem ASV-ova zastupljenih u niskoj brojnosti (<5),
preostalo je ukupno 62 357 ASV-ova, od kojih je 36 773 klasificirano kao fitoplanktonski. Nakon
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uklanjanja ASV-ova detektirani na razini viS$oj od roda ili vrste (Prilog 5), kombinacijom sve tri
referentne baze taksonomski je odredeno ukupno 26 617 fitoplanktonskih ASV-ova do razine roda
ili vrste bar s jednom referentnom bazom, dok je 1 736 ASV-ova (6,52%) taksonomski odredeno
sa sve tri refrentne baze. Na temelju referentne baze PR2 taksonomski je odredeno 2 062 (7,75%
ukupnih fitoplanktonskih) ASV-ova, 16 637 ASV-ova (62,50%) na temelju CIMPhy18 te 21 646
ASV-a (81,32%) na temelju referentne baze Silva. Usporedba broja klasificiranih fitoplanktonskih
sekvenci, kao i broj klasificiranih fitoplanktonskih ASV-ovapokazala je znacajne razlike u
taksonomskoj razlucivosti izmedu razlicitih referentnih baza. Referentnom bazom Silva ukupno
je klasificirano je znacajno vise fitoplanktonskih sekvenci u odnosu na preostale dvije referentne
baze, dok je na temelju PR2 klasificirano najmanji broj fitoplanktonskih sekvenci i ASV-ova, za
sve fitoplanktonske skupine (Prilog 6b). Najveci udio sekvenci pripao je skupini dinoflagelata
(57,26%) te dijatomeja (30,50%), dok su preostale skupine zastupljene u manjoj brojnosti (<5%)
(Prilog 6a).

U setu evaluacijskih okoli$nih uzoraka koristenih za provjeru CIMPhy18 ukupno je identificirano
228 fitoplanktonskih rodova na temelju sve tri koriStene referentne baze, od kojih je 95 (41,67%)
uspjes$no taksonomski odredeno sa sve tri referentne baze. Pojedini rodovi taksonomski su
odredeni specifi¢no samo sa jednom ili dvije referentne baze (Prilog 7). Ukupno, najvec¢i broj
rodova (180 rodova) taksonomski je odreden koriste¢i referentnu bazu CIMPhy18. Na temelju
referentne baze Silva taksonomski je odredeno 176 rodova, dok je na temelju referentne bazePR2
127 fitoplanktonskih rodova, §to je prikazano na Slici 3.3: CIMPhy18 (zelena krivulja) prikazuje
najvec¢i broj detektiranih rodova, iako Silva (narancasta krivulja) pokazuje ve¢i broj sekvenci

taksonomski odredenih do razine roda.
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Slika 3.3 Usporedba taksonomske razlucivosti triju referentnih baza (CIMPhy18, PR2 i Silva) prema broju
detektiranih fitoplanktonskih rodova

Ukupno, sa sve tri referentne baze, najveca raznolikost rodova u evaluacijskom okoliSnom setu
zabiljezena je kod dinoflagelata (94 rodova) i dijatomeja (58 rodova), dok je kod ostalih skupina
zabiljezen manji broj rodova (ostali Ochrophyta - 26, Chlorophyta - 23, Haptophyta - 17 te
Cryptophyta - 9 rodova). Usporedba broja detektiranih fitoplanktonskih rodova koji pripadaju
pojedinoj skupini takoder je pokazala razlike u taksonomskoj razlucivosti izmedu razlicitih
referentnih baza. Referentne baze Silva i CIMPhy18 taksonomski su odredile ve¢i broj rodova u
odnosu na PR2 (Slika 3.4). Referentnom bazom CIMPhyl8 taksonomski je odreden veci broj
rodova za fitoplanktonske skupine Bacillariophyta (46), Chlorophyta (21) i ostale Ochrophyta (24)
u odnosu na druge referentne baze, dok je Silva pokazala vecu detekciju rodova iz skupina
Dinophyta (80) 1 Haptophyta (14). U sluc¢aju Cryptophyta, referentne baze Silva 1 PR2 detektirale
su jednak broj rodova (7), dok je pomoc¢u CIMPhy18 zabiljezen jedan rod manje (Proteomonas)
(Prilog 7).
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Slika 3.4 Prikaz brojnosti taksonomski odredenih rodova Sest glavnih fitoplanktonskih skupina koristenjem
tri razlicite referentne baze: CIMPhy18, PR2, i Silva

Najvise rodova zajednicki klasificiranih na temelju sve tri referentne baze pokazuju skupine
Bacillariophyta (27, 46,55%) 1 Dinophyta (43, 45,75%), dok je najmanje zajednickih rodova
pripada skupini ostalih Ochrophyta (7, 25,93%). U slucaju skupine Dinophyta, na temelju
CIMPhy18 nisu taksonomski klasificirana 24 roda: 2 detektirana pomoc¢u Silva i PR2, 5
detektirana samo s PR2 1 17 detektiranih isklju¢ivo referentnom bazom Silva. U slucaju
Bacillariophyta, 12 rodova nije taksonomski odredeno na temelju CIMPhyl8, 2 detektirana u
preostale dvije referentne baze (Papiliocellulus 1 Fragilariopsis), 2 svojstvena samo za PR2 1 8 za
Silva referentnu bazu. Ukupno dva roda koji pripadaju skupini Chlorophyta detektirani su
iskljucivo referentnom bazom Silva, dok kod ostalih Ochrophyta dva roda su detektirana isklju¢ivo
na temelju Silva 1 dva isklju¢ivo na temelju PR2. U slu¢aju Cryptophyta po jedan rod koji nije
detektiran na temelju CIMPhyl18 detektiran je isklju€ivo na temelju Silva ili PR2 ili im je
zajednicki. Cetri roda iz skupine Haptophyta nisu detektirani na temelju CIMPhyl8, jedan
zajednicki za preostale dvije referentne baze, jedan isklju¢ivo na temelju PR2 i dva isklju¢ivo na

temelju Silva (Prilog 7).

Referentnom bazom PR2 taksonomski je odreden najmanji broj rodova u analiziranim uzorcima
iz svih izvora u odnosu na druge dvije referentne baze. Ukupan broj fitoplanktonskih rodova
znacajno se razlikovao medu koriStenim referentnim bazama na temelju Kruskal-Wallis testa(y* =

40,39, df =2, p <0,001). Analiza na temelju Dunn post hoc testa pokazala je da su razlike u broju
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detektiranih rodova izmedu baza CIMPhyl18 i PR2, kao i izmedu PR2 1 Silva, bile statistic¢ki
znacajne (p < 0,001). Nasuprot tome, izmedu baza CIMPhy18 i Silva nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (p > 0,05). Takoder, provedena je i analiza u broju detektiranih fitoplanktonskih
rodova po uzorku medu referentnim bazama unutar pojedinih fitoplanktonskih skupina. Rezultati
su pokazali znacajnu razliku u broju detektiranih rodova po uzorku s obzirom na referentnu bazu
kod svih fitoplanktonskih skupina (p < 0,001), osim Cryptophyta gdje je utjecaj referentne baze za
detekciju rodova manji (p = 0,045). Dunn post hoc test pokazao je da su razlike u broju detektiranih
rodova po uzorku medu referentnim bazama najcesc¢e ukljucivale PR2 kao bazu koja se znacajno
razlikuje od CIMPhyl8 i/ili Silva. Kod skupina Bacillariophyta, Chlorophyta, Dinophyta,
Haptophyta 1 ostalih Ochrophyta zabiljeZene su znaajne razlike u broju rodova izmedu PR2 1
CIMPhy18 (p < 0,001), kao i izmedu PR2 i Silva (p < 0,001), dok razlike izmedu CIMPhy18 i
Silva u tim skupinama nisu bile statisti¢ki znacajne (p > 0,5). Kod Cryptophyta, znacajna razlika
u broju rodova zabiljeZena je isklju¢ivo izmedu PR2 1 Silva (p = 0,047), dok razlike izmedu

CIMPhy18 1 drugih baza nisu bile statisticki znacajne.

Takoder, rezultati Kruskal-Wallis testa ukazuju na znacajne razlike u broju detektiranih
fitoplanktonskih rodova na temelju koriStenih referentnih baza unutar svih izvora uzoraka: CIM (
p=0,0035), Napulj (p <0,001) i Roscoff (p < 0,001). Dunn post hoc test pokazao je da se rezultati
dobiveni na temelju PR2 znacajno razlikuju od CIMPhy18 i/ili Silva u uzorcima iz svih izvora,

dok razlike izmedu CIMPhy18 i Silva nisu bile znacajne (p > 0,05) (Slika 3.5).
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Slika 3.5 Usporedba broja detektiranih fitoplanktonskih rodova za tri skupine uzoraka (CIM, Napulj,
Roscoff) koristeci tri referentne baze za anotaciju (CIMPhy18, pr2 i Silva). (bez zvjezdice — nije statisticki
znacajno, ** - p < 0,01 - vrlo znacajno, ***- p < 0,001, visoko statisticki znacajno)

Analiza indeksa alfa raznolikosti takoder ukazuje na jasne razlike u opisu fitoplanktonske
raznolikosti ovisno o koriStenoj referentnoj bazi (Slika 3.6). Procijenjeni indeksi ukljucivali su
Shannon, Simpson, inverzni Simpson i Pielou indeks. Referentna baza koriStena za taksonomsku
anotaciju imala je izraZzen utjecaj na vrijednosti svih promatranih indeksa alfa raznolikosti.
Referentna baza PR2 sustavno je davala niZe vrijednosti svih indeksa u odnosu na CIMPhy18 1
Silva. Shannon indeks bio je najniZi na temelju referentne baze PR2, posebice u uzorcima iz
Roscoffa (npr. Shannon = 1,93), dok su uzorci analizirani sa Silva referentnom bazom u pravilu
imali viSe vrijednosti Shannon indeksa (do 6,15). Slian obrazac uocen je 1 za Simpson 1 inverzni
Simpson indeks, gdje su uzorci iz PR2 baze imali nize vrijednosti. Pielou indeks ravnomjernosti
takoder je bio viSi u CIMPhy18 i Silva uzorcima, dok su PR2 uzorci imali niZe vrijednosti (Slika
3.6). Referentna baza imala je statisticki znacajan utjecaj na sve analizirane indekse alfa
raznolikosti. Kruskal-Wallis test potvrdio je znacajne razlike u vrijednostima svih indeksa
raznolikosti na temelju referentnih baza CIMPhy18, PR2 i Silva (Pielou, p = 0,00003, ostali p <
0,0001). Dunn post hoc test pokazao je najizrazenije razlike izmedu referentne baze PR2 i ostale
dvije, dok izmedu CIMPhy18 1 Silva nije bilo zna€ajnih razlika za nijedan od indeksa. Najnize
vrijednosti indeksa dosljedno su pripadale PR2, znacajno nize za Shannon, Simpson, inverzni

Simpson (p < 0,001) u odnosu na preostale dvije referentne baze. Pielou indeks takoder je bio
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znacajno nizi u PR2 nego u drugim bazama (CIMPhyl18 - PR2: p = 0,0206, PR2 - Silva: p =
0,000019) (Prilog 8a).
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Slika 3.6 Usporedba indeksa alfa raznolikosti(Shannon, Simpson, inverzni Simpson (InvSimpson) i Pielou)
medu evaluacijskim okolisnim uzorcima taksonomski odredenih na temelju sastava fitoplanktonskih rodova
dobivenih taksonomskom identifikacijom referentnim bazama CIMPhy18, PR2 i Silva. (bez zvjezdice — nije
statisticki znacajno, ** - p < 0,01 - znacajno, ****- p < 0,001, visoko statisticki znac¢ajno)

Analiza nemetri¢kog viSedimenzionalnog skaliranja (engl. Non-Metric Multidimensional Scaling
- NMDS) pokazala je razdvajanje fitoplanktonskih zajednica na temelju sastava 1 raznolikosti
fitoplanktonskih rodova s obzirom na koristenu referentnu bazu (Silva, PR2, CIMPhy18), pri ¢emu
su najizrazenije razlike uocene kod PR2 (Slika 3.7). Analiza varijacija u strukturi zajednice
(PERMANOVA, Bray-Curtis, 999 permutacija) pokazala je da izbor referentne baze ima statisticki
znacajan utjecaj na sastav fitoplanktonske zajednice (R* = 0,121, F = 4,75, p = 0,001). Post hoc
analiza (Tukey test) identificirala je znacajnu razliku izmedu Silva 1 PR2 baza (p = 0,008), dok su
razlike izmedu CIMPhy18 i1 drugih baza nisu bile statisti¢ki znacajne (p > 0,23) (Prilog 8b).
Medutim, test homogenosti multivarijatne disperzije (betadisper) takoder je pokazao znacajne
razlike u varijabilnosti unutar grupa (F = 4,73, p = 0,017). To sugerira da dio PERMANOVA
signala moze biti posljedica ne samo razlika u strukturi zajednica, ve¢ i razlika u rasprSenosti
unutar svake grupe. Stoga, iako PERMANOVA potvrduje statisticki znacajne razlike medu

referrentnim bazama, rezultati zahtijevaju interpretaciju s oprezom.
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Slika 3.7 Prikaz razlika u strukturi fitoplanktonskih zajednica detektiranih na temelju sastava i raznolikosti
fitoplanktonskih rodova s obzirom na koristenu referentnu bazu CIMPhyl8, PR2 i Silva (Bray-Curtis
udaljenosti). Svaka elipsa prikazuje slicnosti u strukturi fitoplanktonskih zajednica s obzirom na referentnu
bazu na temelju uzoraka iz Centra za istrazivanje mora Rovinj, Zooloske stanice Anton Dhorn Napulj i
Bioloske istrazivacke stanice Roscoff
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3.2 Osnovne karakteristike metabarkodiranog seta podataka fitoplanktona

sjevernog Jadrana

Skup podataka metabarkodiranja sjevernog Jadrana ostvaren je kroz ukupno 53 terenska
uzorkovanja, od ¢ega se 35 uzorkovanja odnosi na mjesecna uzorkovanja (sijecanj 2020. - prosinac
2022.) na postajama LTRV, 10 sezonskih uzorkovanja (ljeto 2020. - prolje¢e 2022.) na PO

postajama te 8 viSednevnih uzorkovanja na podru¢ju Kvarnera i zapadne obale Istre (Prilog 10).

Od ukupno sakupljenih 312 uzoraka fitoplanktona sjevernog Jadrana, laboratorijska obrada te
sekvenciranje markerom za V4 regiju 18S bilo je uspjesno za ukupno 281 uzorak kroz tri
godine.Od ukupnog broja uspjesno sekvenciranih uzoraka, 123 wuzorka prikupljena su
fitoplanktonskom mrezom (43,77% svih uzoraka), dok je Niskinovim crpcem prikupljeno ukupno
158 uzoraka, odnosno 56,23% (Tablica 3.3). Od ukupnog broja sekvenciranih uzoraka prikupljenih
crpcem, 78 se odnosi na uzorke prikupljene na dubini od 5 m, dok se 79 odnosi na uzorke
prikupljene na dubini od 20 m. Skupu podataka je pridodano i 19 kontrolnih uzoraka (3 pozitivne
1 16 negativnih kontrola).

Tablica 3.3 Ukupan broj uzoraka sakupljenih fitoplanktonskom mrezom i Niskinovim crpcem i uspjesno
sekvenciranih kroz tri godine po uzorkovanim postajama sjevernog Jadrana.

. . Broj Broj
NaZlY Naziv uzoraka uzoraka Ukupno
postaje terena mreZom crpcem
RV001 LTRV 35 72 107
RV001 PO 4 0 4
RV004 LTRV 34 74 108
SJ107 PO 6 0 6
SJ101 PO 4 0 4
SJ108 PO 6 12 18
Z1012 RC 5 0 5
71052 RC 5 0 5
RIO19 RC 8 0 8
JPA23 RC 5 0 5
FPA34 RC 6 0 6
CROO1 RC 5 0 5
Ukupno 123 158 281
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Najveci broj uzoraka, 215 (76,51%) prikupljen je na mjesecnim uzorkovanjima LTRV postaja
RVO001 (107 uzoraka) i RV004 (108 uzoraka) dok su na PO terenima prikupljena 32 uzorka, a na

postajama Kvarnera i zapadne obale Istre 34 uzorka.

Takoder, uspjeSnost sekvenciranja s obzirom na terensko istrazivanje ukazuje na viSu stopu
uspjesnih sekvenciranih uzoraka prikupljenih na postajama LTRV (93,28% za RV001 te 99,08%
za postaju RV004) u odnosu na postaje transekta prema rijeci Po te postajama Kvarnera i Zapadne
Istre, kao 1 za uzorke prikupljene Niskinovim crpcima (98,75%) u odnosu na uzorke prikupljene

fitoplanktonskom mrezom (76,87%).

3.2.1 Rezultati bioinformati¢ke analize

Ukupan set podataka sastojao se od 300 uzoraka od ¢ega je 281 uzorak iz morskog okolisa te 19
kontrolnih uzoraka. U ukupnom setu od 300 sekvenciranih uzoraka generirano je ukupno 19 519
668 sirovih sekvenci. Nakon uklanjanja sirovih sekvenci niske kvalitete, 16 396 413 sekvenci
spareno je u kontige (84,00%). U 281 uzorku morskog okolisa spareno je 16 146 217 sekvenci.
Najveci broj sparenih sekvenci po uzorku bio je 183 804, dok je uzorak s najmanje imao 5 176

sparenih sekvenci (medijan = 56 781) (Prilog 10, Prilog 11).

Uklanjanjem duplikata, preostalo je 4 220 850 jedinstvenih sekvenci. Uklonjeno je dodatnih 6 747
sekvencikracih od 250 pb, dok je poravnanjem s referentnom bazom podataka zaostalo 4 005 724
jedinstvenih sekvenci. Nakon uklanjanja kimernih sekvenci, uklonjeno je dodatnih 455 583
sekvenci (11,37%). Ukupno je generirano 3 158 581 jedinstvenih ASV-ova s tolerancijom od

jednog nukleotida razlike unutar svakog pojedinog ASV klastera.

Taksonomskom anotacijom, ukupno 601 339 ASV-a (19,06%) 1 pripadajuc¢ih 2 963 639 sekvenci
pripalo je nekoj od fitoplanktonskih taksonomskih skupina, sa sigurno$¢u anotacije na razini vrste
ili roda od 80%. Najveci zabiljezeni broj klasificiranih fitoplanktonskih ASV-ova po uzorku bio je
16 733 (uzorak LTRV192, sijecanj 2022. s postaje RV004, uzorkovano crpcem na dubiniod 20 m),
dok je uzorak LTRV121 (iz svibnja 2021. s postaje RV001, uzorkovano fitoplanktonskom mrezom)
imao zabiljezen najmanji broj ASV-ova klasificiranih kao fitoplanktonski (jedan). Ukupno 13

uzoraka iz seta podataka sjevernog Jadrana (Prilog 12, Prilog 13) sadrzavalo je vrlo niski broj

fitoplanktonskih sekvenci (<20) te su oni uklonjeni iz daljnje obrade ¢ime je u setu podataka

55



preostalo 268 uzoraka, s medijanom od 2 472 ASV-a te 7 744 pripadajucih fitoplanktonskih
sekvenci (Prilog 13).

Najbrojniji ASV u setu podataka bio je zastupljen sa22 687 sekvenci. U ukupnom setu podataka,
5% najbrojnijih ASV-ova ¢inilo je znacajan udio ukupnog broja sekvenci seta podataka (> 75%)
dok su preostali ASV-ovi bili zastupljeni s manjim brojem sekvenci (< 4 sekvence). Od ukupnog
broja ASV-ova u setu podataka, 66 657 ASV-ova (11,08%) bilo je prisutno u vise od jednog uzorka.
Najveci broj uzoraka u kojem je zabiljeZen isti ASV je 88 (32,84%), dok je 445 740 ASV-ova
zabiljezeno kao sekvence koje se pojavljuju samo jednom u setu podataka (engl. singleton),

ukupno 74,12%.

Krivulja rarefakcije (engl. rarefaction curve) pokazala je zadovoljavaju¢u dubinu sekvenciranja
za vecinu uzoraka koja je bila dovoljna za prikladan opis raznolikosti fitoplanktona za prou¢avano

podrucdje sjevernog Jadrana (Slika 3.8).
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Slika 3.8 Krivulja rarefakcije na temelju broja zabiljezenih rodova po uzorku. Razlicite boje krivulja

upucuju na terensko uzorkovanje pripadajuceg uzorka
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5.3 Taksonomski sastav fitoplanktona

Ukupni set podataka metabarkodiranja sjevernog Jadrana (268 uzoraka) taksonomski je
klasificiran u 27 razreda, 84 reda, 156 porodica te 291 rod od ukupno 6 fitoplanktonskih skupina
(nabroji ih ovdje). Najvecéi broj ASV-ova pripada skupini dinoflagelata (69,64%), dok su ostale
skupine poput dijatomeja, zelenih algi, kriptofita, haptofita 1 ostalih predstavnika Ochrophyta koji
nisu dijatomeje zastupljene u manjem udjelu (Prilog 14). Osim po broju taksonomski odredenih
ASV-ova, Dinophyta dominiraju i ukupnim brojem fitoplanktonskih sekvenci (75,18%) dok su
ostale skupine zastupljene u manjem udjelu; Bacillariophyta (7,21%), Cryptophyta (4,72%),
Haptophyta (3,46%) te ostali Ochrophyta (3,25%). Dominacija dinoflagelata uocena je tijekom
cijelokupnog istraZzivanog razdoblja od tri godine. U skupini Dinophyta najucestaliji redovi su
heterotrofni Gymnodiniales, Syndiniales te Peridiniales, koji se pojavljuju u vise od 90% od
ukupnog broja uzoraka (Prilog 16). Najbrojniji rodovi Dinophyta su Gyrodinium i Amoebophrya
s 25,07% 1 15,59% taksonomski klasificiranih sekvenci Dinophyta, dok su u uzorcima najcesce
zastupljeni rodovi Karlodinium (prisutan u 249 uzoraka ili 92,91%) 1 Amoebophyra (prisutan u

244 uzorka ili 91,05%) (Prilog 15a).

Bacillariophyta su druga najucestalija fitoplanktonska skupina s ukupno 7,21% klasificiranih ASV-
ova 1 8,84% taksonomski klasificiranih fitoplanktonskih sekvenci. Taksonomski su odredeni u 27
redova 1 43 porodice koje su predstavljene s ukupno 56 rodova. U skupini Bacillariophyta
najucestaliji redovi su Chaetocerotales (33,75%), Thalassiosirales (25,06%) te Bacillariales
(10,12%). Red Chaetocerotales pojavljuje se u najve¢em broju uzoraka, 215 (80,22%) dok se
redovi Bacillariales 1 Thalassiosirales pojavljuju u 186, odnosno 69,40% uzoraka. Najveci broj
sekvenci i1z skupine Bacillariophyta pripada rodovima Chaetoceros (31,04%), Mediolabrus
(14,59%) te Pseudo-nitzschia (9,07%). Takoder, Chaetoceros (prisutan u 211 uzoraka, 78,73% ) 1
Pseudo-nitzschia (prisutan u 180 uzoraka, 67,16%) prisutni su u najvecem broju uzoraka (Prilog

15b).

Ostale fitoplanktonske skupine zastupljene su s manjim udjelima sekvenci u odnosu na Dinophyta
1 Bacillariophyta. Chlorophyta s ukupinom udjelom od 6,18% fitoplanktonskih sekvenci,
taksonomski su odredeni u 9 razreda i 29 porodica koje predstavlja ukupno 50 rodova. U skupini
Chlorophyta najucestaliji su Mamiellophyceae (79,77%) i Chlorodendrophyceae (12,17%), dok su
najucestaliji rodovi Micromonas (38,48%), Bathycoccus (33,81%) i Tetraselmis (12,12%) (Prilog
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15¢). Skupina Cryptophyta zastupljena je sa dva reda, od kojih dominira Pyrenomonadales
(97,55%). Od pet porodica kojima su Pyrenomonadales predstavljeni, Geminigeraceae je
najucestalija porodica, a Teleaulax najucestaliji rod. Skupina Haptophyta zastupljena je sa 7
redova, 12 porodica i 19 rodova (Prilog 15¢).Najbrojniji redovi skupine Haptophyta su
Prymnesiales (70,81%) 1 Isochrysidales (14,45%). Od rodova, kod Haptophyta dominiraju
Chrysochromulina (40,90%), Prymnesium (15,12%) 1 Gephyrocapsa (14,41%) (Prilog 15d).

Ostali Ochrophyta zastupljeni su u setu podataka sjevernog Jadrana s ukupnim udjelom od 4,55%
fitoplanktonski klasificiranth ASV-ova te 3,55% ukupnog broja fitoplanktonskih sekvenci.
Najucestaliji razred unutar skupine ostalih Ochrophyta su Dictyochophyceae kojima je pripalo
45,56% ukupnog broja sekvenci ostalih Ochrophyta. Unutar skupine Dictyochophyceae,
najucestaliji je red Dictyochales (57,57%) s dva predstavnika na razini roda Dictyocha 1 Vicicitus.
Razredu Pelagophyceae taksnomski je pridruZzeno 36,04% sekvenci ostalih Ochrophyta.
Najucestaliji red unutar ovog razreda su Pelagomonadales (99,93%), s najucestalijim rodovima
Pelagomonas (67,39%) 1 Aureococcus (32,57%). Razred Chrysophyceae zastupljen je s 13,68%
ukupnih ~ sekvenci  ostalih  Ochrophyta, dok su najucestaliji redovi unutar
razredaParaphysomonadales (55,66%) i Ochromonadales (43,26%) s rodovima Paraphysomonas
1 Spumella. Ostali razredi unutar skupine ostali Ochrophyta zastupljeni su s manjim udjelom
sekvenci; Chrysomerophyceae (2,69%) s rodom Chrysowaernella, Bolidophyceae (1,78%) s
predstavnicima Bolidomonas 1 Triparma te Raphidophyceae (0,14%) s rodom Heterosigma. te

razred Eustigmatophyceae (0,001%) s rodom Nannochloropsis (Prilog 15f).
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3.4 Usporedba metoda uzorkovanja - fitoplanktonska mreza i Niskinov crpac

Set podataka za usporedbu dviju razli¢itih metoda uzorkovanja fitoplanktona sjevernog Jadrana
sastojao se od uzorkovanja s tri postaje (RV001, RV004 te SJ108) na kojima su za svako zadano
uzorkovanje usporedno prikupljeni uzorci Niskinovim crpcem te mrezni uzorci. Na taj nacin, set
podataka za usporedbu metoda sastojao se od ukupno 174 uzorka, od kojih je 162 pripadalo terenu
LTRV (84 uzorka s postaje RVOO1l i 78 uzoraka s postaje RV004) te 12 uzoraka terenskom
uzorkovanju PO (postaja SJ108). Set podataka sastojao se od 58 uzoraka prikupljenih
fitoplanktonskom mrezom i 116 uzoraka iz Niskinovog crpca. Iz ukupnog seta podataka koristenih
za usporedbu medu metodama, na postajama terenskog uzorkovanja LTRYV, 47,39% zabiljezenih
fitoplanktonskih sekvenci pridruzeno je postaji RV001, 42,08% postaji RV004, dok se na postaju
SJ108 terenskog uzorkovanja PO odnosi 10,53% zabiljeZenih fitoplanktonskih sekvenci.

3.4.1 Usporedba fitoplanktonske brojnosti i raznolikosti dviema metodama uzorkovanja

Rezultati statisticke analize nacina uzorkovanja Kruskal-Wallis, uz Dunnov post hoc test na
temelju broja sirovih sekvenci pokazuju da nema znacajne razlike izmedu sekvenciranih uzoraka
s obziorom na nacin uzorkovanja te su se srednje vrijednosti sirovih sekvenci kretale od 58 353
(£9 658) za uzorke dobivene iz crpca s dubine od 5 m, 59 573 (+ 17 336) za uzorke s 20 m te 54
930 (£ 15 019) za uzorke dobivene fitoplanktonskom mrezom, p = 0,387 (Prilog 17a). Udio
ukupnih sirovih sekvenci za sva tri na¢ina uzorkovanja pokazao je ravnomjeran odnos ucestalosti;
33,96% 1 33,58% sirovih sekvenci dolazi iz uzoraka s 5 m 1 20 m uzorkovanih Niskinovim crpcem
te 32,45% sirovih sekvenci pripalo je uzorcima dobivenih fitoplanktonskom mrezom (Slika 3.9a,

Slika 3.10a).
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Slika 3.9 Raspodjela udjela sirovih sekvenci (a) i fitoplanktonskih sekvenci (b) u uzorcima seta podataka
sjevernog Jadrana s obzirom na metodu uzorkovanja. Uzorci su organizirani u skupine prema postajama
uzorkovanja (RV001 i RV004 koje pripadaju terenskom uzorkovanju LTRV te SJ108 terenskog uzorkovanja
PO). Plavo su oznaceni udjeli dobiveni uzorkovanjem pomocu crpaca (svjetlo plavo — 5 m, tamno plavo —
20 m), crveno su oznaceni udjeli dobiveni uzorkovanjem pomocu fitoplanktonske mreze

Rezultati statisticke analize nadina uzorkovanja Kruskal-Wallis, uz Dunnov post hoc test na

temelju broja generiranih fitoplanktonskih rodova pokazuju da nema znacajne razlike u broju

detektiranih fitoplanktonskih rodova u uzorcima iz crpaca za dubine od 5 m (15 598 + 7 886) 1 20

m (15 889 + 6 722), p = 0,72, no zato postoji statisticki znacajna razlika uzmu li se u obzir uzorci

dobiveni iz fitoplanktonske mreze (1 024 + 2 088), p << 0,001 (Slika 3.9b, Slika 3.10b, Prilog

17b).
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Slika 3.10 Prikaz broja sirovih sekvenci (A) i fitoplanktonskih sekvenci (B). u uzorcima s obzirom na metodu
uzorkovanja. 5 m (svjetlo plavo) i 20 m (tamno plavo) predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim
crpcem, a vodeni stupac (crveno) predstavlja ukupni vodeni stupac uzorkovan fitoplanktonskom mrezom.
Ukupna raspodjela fitoplanktonskih sekvenci u skupu podataka s obzirom na promatrane na¢ine
uzorkovanja ukazuje na uocljivo ve¢i udio fitoplanktonskih sekvenci u uzorcima koji su
uzorkovani Niskinovim crpcem na 5 m (48,87%) 1 20 m (49,00%) u odnosu na fitoplanktonsku
mrezu (2,13%). Takoder, s obzirom na metodu uzorkovanja, na svim postajama zabiljezen je
znacajno manyji broj detektiranih fitoplanktonskih sekvenci po uzorku dobivenih fitoplanktonskom

mrezom (Slika 3.11, Prilog 17¢). Postaja RV001 biljezi 1,72% sekvenci dobivnih uzorkovanjem

fitoplanktonskom mreZom, postaja RV004 3,05% te s postaje SJ108 0,74% fitoplanktonskih

sekvenci dolazi iz uzorkovanja fitoplanktonskom mrezom.
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Slika 3.11 Broj fitoplanktonskih sekvenci za svaku postaju s obzirom na metodu uzorkovanja. 5 m (svjetlo
plavo) i 20 m (tamno plavo) predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, a vodeni stupac (crveno)
predstavlja ukupni vodeni stupac uzorkovan fitoplanktonskom mrezom.

Za obje metode uzorkovanjanajucestalija skupina bila je Dinophyta sa udjelima u fitoplanktonskoj
zajednici uzoraka crpaca od 78,14% na 5 m te 77,46% na 20 m dok je te udio Dinophyta u mreznim
uzorcima bila nesto niZa (68,32%). Suprotno tome, za skupinu Bacillariophyta uocena je visa
ucestalost u mreznim uzorcima (28,62%) u odnosu na ucestalost u uzorcimaiz crpaca na 5 m
(5,83%) 1 20 m (6,53%). Manje skupine poput Chlorophyta, Cryptophyta i Haptophyta ucestalije
su u uzorcima iz crpaca, dok su u njihovi mrezi udjeli bili izrazito niski (Tablica 3.4).

Tablica 3.4 Relativna ucestalost glavnih fitoplanktonskih skupina s obzirom na nacin uzorkovanja. 5 i 20

m predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, dok je Mreza oznacava ucestalost fitoplanktonskih
skupina kroz cijeli vodeni stupac.

Skupina Crpac5m  Crpac 20m Mreza U:EES&FO
Bacillariophyta 5,83% 6,53% 28,62% 6,66%
Chlorophyta 7,31% 7,03% 1,97% 7,06%
Cryptophyta 4,14% 4,44% 0,74% 4,22%
Dinophyta 78,14% 77,46% 68,32% 77,59%
Haptophyta 2,23% 1,78% 0,13% 1,97%
ostali Ochrophyta 2,36% 2,76% 0,21% 2,51%

Ukupan set podataka 100%
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Znacajno veci udio fitoplanktonskih sekvenci u uzorcima prikupljenim Niskinovim crpcem u
odnosu na fitoplanktonsku mrezu karakteristican je za cijelo promatrano razdoblje. Takoder, ova
razlika bila je izrazena i na svim istrazivanim postajama. U uzorcima prikupljenim Niskinovim
crpacem brojnost i raznolikost svih fitoplanktonskih skupina stabilne su i ofuvane na svim
postajama tijekom c¢itavog istrazivanog razdoblja dok su za uzorke iz fitoplanktonske mreze
karakteristi¢na viSa odstupanja 1 specificna raznolikost i/ili u€estalost fitoplanktonskih skupina

(Slika 3.12).
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Slika 3.12 Brojnost fitoplanktonskih skupina u istrazivanom razdoblju i postajama s obzirom na metodu
uzorkovanja fitoplanktonskih zajednica. 5Sm 1 20m predstavljaju dubine uzorkovanja Niskinovim crpcem,
dok Mreza predstavlja uzorkovanje cijelog vodenog stupca fitoplanktonskom mrezom.
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Uoceno je da se niska brojnost detektiranih fitoplanktonskih sekvenci mreznih uzoraka odrazava i
na ukupnu ucestalost i taksonomsku raznolikost fitoplanktona u njima. Tako su distribucije
ucestalosti fitoplanktonskih vrsta po skupinama potvrdile da fitoplanktonske zajednice iz uzoraka
crpaca od 5 120 m pokazuju vrlo sli¢an profil raspodjele brojnosti i raznolikosti, dok su mrezni
uzorci pokazuju naglo smanjenje brojnosti ve¢ine rodova, kao i znatno manji njihov broj (Slika
3.13), na svim postajama 1 dubinama (Prilog 20). Uzorci dobiveni pomocu Niskinovog crpca na
5 m 120 m pokazuju stalnu i ujednaceniju raspodjelu fitoplanktonskih skupina tijekom vremena, s
izrazenim 1 stabilnim udjelima vise taksonomskih skupina unutar svakog pojedina¢nog uzorka.
Nasuprot tome, uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom iz vodenog stupca rezultiralo je
izrazenijom dominacijom pojedinih skupina, posebice dinoflagelata i dijatomeja, u odnosu na
ostale. Navedena raspodjela fitoplanktonskih skupina karakteristicna je za sva uzorkovana

vremenska razdoblja te sve uzorkovane postaje (Prilog 18).
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Slika 3.13 Krivulja dominantnosti i raznolikosti (Whittaker plot) fitoplanktonskih skupina. Vrlo jasna
razlika u bogatstvu i ucestalosti uoc¢ena je izmedu uzoraka s 5 m i 20 m dubine u usporedbi s uzorcima iz
vodenog stupca uzorkovanih fitoplanktonskom mrezom. Najveci broj taksona, kao i njihova ukupna
brojnost, zabiljezeni su na dubinama od 5 i 20 m, pri ¢emu se taksoni iz 20 m (tamno plava) isti¢u najviSom
ucestalo$¢u pojedinacnih varijanti. Dinophyta i Bacillariophyta predstavljaju vecinu visoko zastupljenih
rodova, dok su Chlorophyta, Cryptophyta i ostale skupine uglavnom prisutne medu rjedim taksonima.

Usporedba broja detektiranih fitoplanktonskih rodova pokazala je jasne razlike izmedu koriStenih

metoda uzorkovanja. Uzorci prikupljeni crpcima na dubinama od 5 i 20 metara pokazali su znatno
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viSu taksonomsku raznolikost u odnosu na uzorke fitoplanktonske mreze (Slika 3.14). Uzorci
crpaca su kroz cijeli period uzorkovanja i za sve fitoplanktonske skupine imali znatno veéi broj
klasificiranih rodova, nego uzorci mreza (Prilog 19). Broj detektiranih rodova prilikom
uzorkovanja crpcima bio je 79,89 +£22,18 (za dubinu 5 m) te 87,13 + 23,65 (za dubinu 20 m), dok
je broj detektiranih rodova u uzorcima fitoplanktonske mreze bio 13,87 + 6,62 (Slika 3.14).

Na temelju neparametarskog Kruskal-Wallis testa pracenog Dunn post hoc usporedbama za
razli¢ite skupine fitoplanktona pokazano je da za sve skupine postoje statisticki znacajne razlike u
broju rodova izmedu uzorkovanja fitoplanktonskom mrezom i crpcem (p << 0,01), na objema
dubinama (Slika 3.15). Nasuprot tome, nisu otkrivene znacajne razlike izmedu uzoraka
prikupljenih crpcima s 5 m i 20 m kod nijedne skupine (p > 0,05), iako skupina Cryptophyta

pokazuje trendove prema divergenciji ( p = 0,07).
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Slika 3.14 Broj rodova po postajama s obzirom na metodu uzorkovanja. 5 m i 20 m predstavljaju dubine
uzorkovane Niskinovim crpcem, a vodeni stupac predstavlja ukupni vodeni stupac uzorkovan
fitoplanktonskom mrezom.
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Slika 3.15 Prikaz broja rodova po skupinama s obzirom na metodu uzorkovanja. 5 m i 20 m predstavljaju
dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, a vodeni stupac predstavlja ukupni vodeni stupac uzorkovan
fitoplanktonskom mrezom

U koriStenom setu podataka za usporedbu metoda uzorkovanja pomocu crpca i fitoplanktonske
mreze detektirano je ukupno 279 fitoplanktonskih rodova. Uzorkovanjem fitoplanktonskom
mrezom uspjesno je detektirano 119 fitoplanktonskih rodova, 42,65%. Uzorkovanjem crpcima na
obje dubine zabiljezeno je ukupno 278 fitoplanktonskih rodova, 99,64%. Crpcima je na dubini od
5 m zabiljeZeno ukupno 249 fitoplanktonskih rodova (89,25%), dok je na dubini od 20 m
zabiljezeno 255 fitoplanktonskih rodova (91,40%). Ukupan broj fitoplanktonskih rodova koji su
zajednicki za sva tri nacina uzorkovanja je 116 (41,58%) (Slika 3.16). Uzorci fitoplanktonske
mreze 1 uzorci iz crpca detektirali su ukupno 118 zajednickih fitoplanktonskih rodova
uzorkovanjem na 5 m i 116 zajednickih rodova uzorkovanjem na 20 m. U uzorcima iz crpaca na 5
m 1 20 m detektirano je 226 zajednickih fitoplanktonskih rodova (81,00%). Uzorkovanje crpcem
na 5 m identificiranje 21 fitoplanktonski rod koji nije detektiran fitoplanktonskom mrezim i
crpcem na 20 m te 29 fitoplanktonskih rodova koji su detektirani crpcem na 20 m, ali nisu

zabiljezeni drugim uzorkovanjima. 110 fitoplanktonskih rodova zajednic¢kih uzorcima iz crpaca
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nije detektirano u fitoplanktonskoj mrezi. U mreznim uzorcima i uzorcima iz crpaca s 5 m

zabiljeZena su dva roda koja nisu prisutna u uzorcima iz crpaca na 20 m.

Mreza

Slika 3.16 Prikaz broja detektiranih zajednickih fitoplanktonskih rodova s obzirom na metodu uzorkovanja.
Plavo je prikazan broj rodova detektiran crpcima (svjetlo plavo — na dubini od 5 m te tamno plavo — na
dubini od 20 m) te fitoplanktonskom mrezom (crveno)

Na svakoj postaji pojedinacno zabiljeZen je sliCan obrazac omjera fitoplanktonskih rodova
jedinstvenih i zajednickih metodama uzorkovanja kao i kod obrazaca ukupnog seta podataka. Na
postaji RV001 detektirano je 253, na RV004 ukupno 251, dok je na postaji SJ108 detektirano 147
fitoplanktonskih rodova. 37,55% (95 rodova) fitoplanktonskih rodova na postaji RV001
zajednicko je svim metodama uzorkovanja, na postaji RV004 ukupno 35,06% (88 rodova), a na

postaji SJ108 ukupno 27,21% (40 rodova) je zajednicko (Slika 3.17).

Od ukupno 279 detektiranih fitoplanktonskih rodova, 98 pripada skupini Dinophyta, 75 pripada
skupini Bacillariophyta, 45 Chlorophyta, 19 ¢ine Haptophyta, 12 Cryptophyta, dok su ostali
Ochrophyta zastupljeni s 30 rodova. Samo je rod Mychonastes iz skupine Chlorophyta
detektiranan iskljuc¢ivo u fitoplanktonskoj mrezi, dok Elliptochloris 1 Nannochloris nisu
zabiljezeni u uzorcima iz crpaca s 20 m. Kod svih ostalih skupina svi rodovi detektirani u
fitoplanktonskoj mrezi, detektirani su i na obje dubine uzorkovanja crpcem. Tako je udio rodova
Dinophyta detektiranih za sva uzorkovanja 57,14%, Bacillariophyta 37,33%, Chlorophyta 31,11%,
ostali Ochrophyta 30,00%, Haptophyta 26,32%. Najmanji udio detekcije fitoplanktonskom
mrezom te ujedno i najmanji udio zajednic¢kih rodova za sva uzorkovanja ima skupina Cryptophyta

(25,00%) s tri detektirana roda (Prilog 19).
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Slika 3.17 Prikaz broja detektiranih zajednickih fitoplanktonskih rodova po postaji s obzirom na metodu
uzorkovanja. 5 m, svjetlo plavo i 20 m, tamno plavo predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem,
dok crveno predstavlja uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom

Vremenske 1 prostorne distribucije pojedinih fitoplanktonskih rodova potvrdile su razlike u
raznolikosti 1 brojnosti koriStenjem razli¢itih metoda uzorkovanja. Na svim istraZivanim
postajama, uzorkovanja crpcima na 5 m i 20 m pokazuju sli¢ne obrasce prisutnosti dominantnih
rodova. Prisutnost tih rodova u uzorcima iz crpaca relativno je stalna te prati vremensku dinamiku,
odnosno relativnu ucestalost pojedinog fitoplanktonskog roda kroz vrijeme. Nasuprot tome, uzorci
prikupljeni fitoplanktonskom mreZzom, a predstavljaju zajednicu cijelog vodenog stupca, u vecini
slucajeva pokazali su znatno nize relativne udjele dominantnih rodova. Detekcija vremenske
dinamike vecine fitoplanktonskih rodova bila je ograniCena, sa znacajno manjim brojem
generiranih fitoplanktonskih sekvenci po uzorku, a u nekim slu¢ajevima detekcija pojedinih

rodova iz uzoraka fitoplanktonske mrezZe je 1 u potpunosti izostala (Slika 3.18).
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Slika 3.18 Prostorna i vremenska brojnost ukupnog broja sekvenci najucestalijeg roda pojedine
fitoplanktonske skupine u uzorcima s obzirom na metodu uzorkovanja. Oznake 5 m (svjetlo plavo) i 20 m
(tamno plavo) predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, a vodeni stupac (crveno) predstavlja
ukupni vodeni stupac uzorkovan fitoplanktonskom mrezom.

Rod je iz skupine dinoflagelata, Noctiluca, imao je najvecu ukupnu brojnost od svih rodova u
mreznim uzorcima. U ve¢im brojnostima zabiljezen je i dijatomejski rod Chaetoceros, dok su
ostali rodovi u uzorcima fitoplanktonske mreze bili zastupljeni u manjoj brojnosti ili za pojedina
uzorkovanja nisu uopc¢e detektirani. lako naj¢es¢e zastupljeni u fitoplanktonskoj mreZzi, brojnost

sekvenci rodova Chaetoceros 1 Noctiluca, kroz vrijeme takoder ukazuju na razlicit raspored

detekcije, s obzirom na to da njihova detekcija povremeno izostaje. Za pojedina uzorkovanja na
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postajama RV001 (kolovoz 2022.) 1 RV004 (listopad 2022.) brojnost sekvenci roda Chaetoceros
te roda Noctiluca (RV004, travanj 2021.) pokazala se visa u uzorcima fitoplanktonske mreze (Slika

3.19).
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Slika 3.19 Brojnost sekvenci rodova Chaetoceros i Noctiluca kao najucestalijih rodova iz uzoraka
fitoplanktonske mreze na tri postaje kroz vrijeme s obzirom na metodu uzorkovanja. Uzorkovanja (5 m
(svjetlo plavo) i 20 m (tamno plavo) predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, crveno
predstavlja uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom).

Analiza indeksa alfa raznolikosti takoder ukazuje na jasne razlike u opisu fitoplanktonske
raznolikosti ovisno o koristenoj metodi uzorkovanja (Slika 3.20). Srednje vrijednosti Shannon
indeksa, koji uzima u obzir brojnost i ravnomjernost rodova uzorkovanja crpcem na 5 m (2,46 +
0,58) 1 20 m (2,49 £ 0,64) vise su u odnosu na uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom (1,55 +
0,59). Sli¢ne razlike pokazane su za Simpson indeks koji je takoder visi za uzorke crpacana 5 1 20
m (srednja vrijednost 0,80 = 0,15 1 0,81 + 0,12) u odnosu na mrezni uzorak (0,65 + 0,22) Pielou
indeks s druge strane, niZi je za uzorke iz crpacana 51 20 m (0,56 = 0,131 0,56 = 0,11) u odnosu
na uzorke iz mreze (0,61 + 0,22). Kruskal-Wallis test ukazuje statisticki znacajne razlike za sve
analizirane indekse: Shannon indeks, razlikovao se medu metodama uzorkovanja s vrlo visokom
statistickom znacajnosc¢u (3> = 63,24, df = 2, p << 0,001), kao 1 Simpson indeks (y* = 37,70, df =
2, p <<0,001) te Pielou indeks (}* =9,92, df =2, p = 0,007).
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Slika 3.20 Usporedba indeksa o raznolikosti (Shannon, Simpson, Inverse Simpson i Pielou) po postajama
RV001, RV004 i SJ108 s obzirom na nacin uzorkovanja. Uzorkovanja (5 m (svjetlo plavo) i 20 m (tamno
plavo) predstavljaju dubine uzorkovane Niskinovim crpcem, a vodeni stupac (crveno) predstavlja ukupni
vodeni stupac uzorkovan fitoplanktonskom mrezom).

Jasne razlike u strukturi fitoplanktonskih zajednica s obzirom na metodu uzorkovanja vidljive su i
na temelju NMDS analize §to ukazuje na dosljedno razli¢it sastav zajednica izmedu ovih dviju
metoda tijekom sve tri godine (Slika 3.21). Suprotno tome, uzorci iz crpca s 5 m 1 20 m kroz sve
tri godine pokazuju znatno veci stupanj konzistentnosti, s grupiranjem koje odrazava stabilniju 1
predvidljiviju fitoplanktonsku zajednicu. StatistiCka analiza permutacijske analize varijance
(PERMANOVA) provedena funkcijom adonis() pokazala je znacajne razlike u sastavu
fitoplanktonskih zajednica izmedu metoda uzorkovanja (F = 25,06, R? = 0,254, p = 0,001,
permutacije = 999). Uzorci su se razlikovali 1 u unutargrupnoj varijabilnosti, $to je potvrdeno
testom homogenosti multivarijatnih disperzija (betadisper). Utvrdena je znacCajno veca disperzija
unutar mreznih uzoraka u odnosu na uzorke prikupljene crpcima, §to je u NMDS prostoru
vizualizirano Sirim elipsama za mreZne uzorke i uzim elipsama za uzorke sakupljene Niskinovim

crpcem u sve tri godine uzorkovanja (Prilog 21).
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Slika 3.21 Prikazi varijacija sastava i relativne ucestalosti fitoplanktonskih zajednica na postajama RV001
i RV004, terenskog uzorkovanja LTRV kroz mjesecna uzorkovanja u periodu od tri istrazivane godine te na
postaji SJ108 terenskog uzorkovanja PO s obzirom na metodu uzorkovanja na temelju Bray-Curtis
udaljenosti. Svaka elipsa prikazuje slicnosti u strukturi zajednice za pojedini nacin uzorkovanja: plavo —
uzorkovanje crpcem (svjetlo plavo - 5 m, tamno plavo — 20 m) i crveno — uzorkovanje fitoplanktonskom

mrezom
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3.4 Vremenski i prostorni obrasci fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana

Za analizu vremenske i prostorne strukture fitoplanktonskih zajednica, koristen je skup podataka
iz 261 uzorka. Najveci ukupni broj klasificiranih fitoplanktnoskih sekvenci imao je uzorak PO171
(35 770 fitoplanktonskih sekvenci) prikupljenom krajem travnja, 2022. Niskinovim crpcem na
dubini od 5 m, na postaji SJ108 na terenskom uzorkovanju PO te uzorku LTRV248 (32 840) iz
kolovoza, 2022. na dubini od 20 m uzorkovano crpcem na postaji RV004 terenskog uzorkovanja

LTRV.

Kada se govori o skupini Dinophyta, najucestaliji brojnos¢u sekvenci uzorci su PO171 (34 359
sekvenci dinoflagelata ili 96,06%) prikupljeni krajem travnja, 2022., crpcem na dubini od 5 m, na
postaji SJ108 na terenskom uzorkovanju PO, uzorak LTRV248 (32 454 ili 98,83% ukupnih
fitoplanktonskih sekvenci uzorka) iz kolovoza, 2022. na dubini od 20 m uzorkovan crpcem na
postaji RV004 terenskog uzorkovanja LTRV te PO125 na postaji RI019 fitoplanktonskom mrezom
u rujnu 2021. (10 104 sekvence ili 91,64%). Dinoflagelati nisu zabiljezeni samo u jednom uzorku,
prikupljenom fitoplanktonskom mrezom s postaje SJ108, iz srpnja, 2020. (PO7), dok su u Cetiri
mrezna uzorka zabiljeZeni iskljucivo dinoflagelati (LTRV105, PO143, PO153, PO155).

Uzorak s najve¢om brojnosti sekvenci odredenih kao Bacillariophyta je PO161 (ukupno 5 863
sekvence, 24,29%), prikupljen crpcem na terenskom uzorkovanju PO pocetkom travnja 2022. na
postaji SJ108 na 5 m dubine, dok je najveca brojnost na terenu LTRV s 5 752 sekvenci
Bacillariophyta bila u uzorku fitoplanktonske mreze na postaji RV001, u kolovozu 2022. (uzorak
LTRV241). Na terenskim uzorkovanjima Kvarner 1 Zapadna Istra, najucestaliji je mrezni uzorak
iz listopada, 2022 na postaji ZI012 (PO195 s 2 291 sekvenci). U mreznom uzorku PO7 iz srpnja
2020 s postaje SJ108 zabiljezene su iskljuc¢ivo sekvence skupine Bacillariophyta, a nisu

zabiljeZene u ukupno osam uzoraka, svi uzorkovani fitoplanktonskom mrezom.

Kod ostalih skupina, Chlorophyta su se pokazali najucestaliji u dva uzorka crpaca iz sije¢nja 2021.
na postaji RV001 (uzorci LTRV93 i LTRV94) kojima pripada 6 308 i1 5 776 klasificiranih sekvenci
Chlorophyta te su ujedno i najucestaliji s 27,97% 1 29,34% fitoplanktonskih sekvenci koje
pripadaju ovoj skupini.Najveci broj sekvenci klasificiranih u skupinu Cryptophyta pripada uzorku
LTRV214 iz travnja, 2022. iz uzorka crpca s 20 m, postaje RV001 (3 412 sekvenci ili 15,47%),
dok se ta skupina s klasificiranih 30,43% fitoplanktonskih sekvenci, pokazala najucestalija u

ozujku 2022. na postaji RV004 (LTRV208). Obje skupine nisu detektirane u ukupno 64 uzorka.
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Najveca brojnost sekvenci koje pripadaju skupini Haptophyta zabiljeZzeno je u uzorku PO107 (4
560 sekcenci) iz lipnja 2021. iz uzorka crpca s 5 m 1 postaje SJ108 te je to ujedno i uzorak gdje je
ova skupina bila najucestalija (23,06% pripadajucih fitoplanktonskih sekvenci). Sekvence koje

pripadaju skupini Haptophyta nisu pronadene u 67 uzoraka.

U istrazivanom razdoblju, ukupan broj zabiljezenih fitoplanktonskih taksona po postajama bio je
u rasponu od 32 (SJ107) do 260 (RV001). Najveci broj rodova zabiljeZen je na postajama RV001
(260), RV004 (257) 1 SJ108 (161), dok je najmanji broj rodova zabiljeZen na postajama SJ107
(32), Z1052 (34) 1 SJ101 (35). Srednja vrijednost zabiljezenih rodova po uzorku bila je najvisa na
postajama RV001 (65,88), RV004 (61,44) i SJ108 (49,33), dok su najnize srednje vrijednosti
zabiljezene na postajama SJ107 (11,80), Z1052 (11,60) i CR0OO01 (13,20). Standardna devijacija
pokazuje najvecu varijabilnost unutar uzorka na postajama uzorkovanja crpcima i
fitoplanktonskom mrezom, RV001 (sd = 40,85), RV004 (sd =34,80) 1 SJ108 (sd = 30,79). Najnize
vrijednosti standardne devijacije zabiljeZene su na postajama SJ107 (sd = 4,60), SJ101 (sd = 4,44)

1 Z1052 (sd = 5,03) gdje su uzorkovanja provedena iskljucivo fitoplanktonskom mrezom.

3.4.1 Vremenska 1 prostorna dinamika fitoplanktonskih zajednica uzorkovano Niskinovim crpcima

Za procjenu dinamike fitoplanktonskih zajednica na temelju uzorkovanja Niskinovim crpcima
koriSten je set od 145 uzoraka terenskog uzorkovanja LTRV te 12 uzoraka terenskog uzorkovanja
PO. Cilj je bio identificirati promjene u sastavu zajednica kroz prostor (horizontalno/vertikalno) i

vrijeme (sezonski 1 godis$nji trendovi) uzimajuci u obzir brojnost 1 raznolikost zajednice.

3.4.1.1 Vremenska i prostorna dinamika fitoplanktonskih zajednica uzorkovano Niskinovim

crpcima na postajama terenskog uzorkovanja LTRV

Mjesecni obrasci brojnosti (normalizirani broj sekvenci) i raznolikosti (broj rodova) dominantnih
fitoplanktonskih skupina (Dinophyta, Bacillariophyta, Chlorophyta, Cryptophyta, Haptophyta te
ostalih Ochrophyta) posluzili su za opis njihovih sezonskih varijacija u metabarkodiranom setu
sjevernog Jadrana. Najveca brojnost fitoplanktonskih sekvenci kroz sve tri godine javlja se krajem
godine (studeni, prosinac) te u ljetnim mjesecima (lipanj-kolovoz), dok je u proljece (ozujak-
travanj) 1 pocetkom jeseni (rujan) prisutan pad brojnosti fitoplanktonskih sekvenci. Raznolikost,
izrazena kroz broj zabiljezenih fitoplanktonskih rodova, u promatranom razdoblju uglavnom je
pratila promjene u brojnosti fitoplanktonske zajednice pa su tako uoene niZe vrijednosti

raznolikosti u jesen, a viSe tijekom ljetnih i zimskih mjeseci. Tijekom srpnja i listopada 2020. na
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obje postaje uzorkovanja LTRV te kolovoza 2020, na postaji RV004 primjecen je porast brojnosti

uz pad raznolikosti dok je krajem ljeta uglavnom prisutna veca raznolikost uz manju brojnost

(Slika 3.22).
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Slika 3.22 Prikaz odnosa brojnosti fitoplanktonskih sekvenci (stupicasti dijagram) i raznolikosti na razini
roda (linijski dijagram) kroz vemenski period od tri godine na postajama terenskog uzorkovanja LTRV —
kombiniranim uzorkovanjem fitoplanktonskom mrezom i Niskinovim crpcima na dvije dubine

Obrazac pada raznolikosti broja fitoplanktonskih rodova tijekom jeseni zamijecen je kod svih
istrazivanih skupina, kroz sve istrazivane godine (Slika 3.23). Najizrazenije sezonske promjene
brojnosti fitoplanktonskih sekvenci zabiljezene su kod diatomeja i dinoflagelata, koje je
karakterizirala i najveca raznolikost rodova. Za dinoflagelate prisutan je bio porast raznolikosti
tijekom ljeta, a za dijatomeje u ranu jesen te zimu. Ostale fitoplanktonske skupine karakterizirala

je u istrazivanom razdoblju relativno niska brojnost i raznolikost uz blagi porast tijekom zime.
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Slika 3.23 Odnos brojnosti (stupicasti dijagram) i raznolikosti fitoplanktonskih skupina (linijski dijagram)
kroz razdoblje od tri godine (2020, 2021, 2022) uzorkovanjem Niskinovim crpcima (5 i 20 m) na terenskom
uzorkovanju LTRV (postaje RV0OOI i RV004)

Brojnost dinoflagelata imala je izraZzenu sezonsku dinamiku, s najvis§im vrijednostima brojnosti
zabiljezenima u ljetnim mjesecima (lipanj—kolovoz) tijekom sve tri istraZivane godine (2020,
2021, 2022). Tijekom istraZzivanog razdoblja doprinos Dinophyta ukupnoj fitoplanktonskoj

zajednici bio je 70-90% (Slika 3.24, Prilog 15a). U ljetnim mjesecima zabiljezena je dominacija

rodova Gyrodinium, Karlodinium 1 Phalachroma, a za kasno ljeto i rod Gymnodinium. U
proljetnim mjesecima, od dinoflagelata, zabiljezena je visoka brojnost roda Torodinium.
Dominacija heterotrofnih dinoflagelata poput najbrojnijeg takvog roda Aboebophyra, bila je
karakteristi¢na za zimske i mjesece ranog prolje¢a. Osim sezonskih, kod skupine dinoflagelata,
zabiljezene su 1 godiSnjepromjene u sastavu i brojnosti pojedinih rodova. U odnosu na ostale

istrazivane godine, u 2022. godini zabiljeZena je veca brojnost roda Dinophysis, au 2020. rodova
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Protoperidinium 1 Ceratoperidinium. Tijekom 2020 1 2022 je pojavnost roda Dinophysis
zabiljezena u jesenskim, a tijekom 2021. godine u ljetnim mjesecima. Visoka brojnost roda

Noctiluca obiljezila je travanj 2020. 1 2021. godine, a roda Alexandrium svibanj 2021. (Slika 3.25).
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Slika 3.24 Relativna ucestalost fitoplanktonskih skupina u istraZivanom razdoblju od tri godine.

Na temelju relativne ucestalosti, Bacillariophyta u istrazivanom razdoblju ¢inefitoplanktonske
zajednice tijekom cijele godine, ali s izrazenijim ulogama u zimskim i proljetnim mjesecima,
osobito tijekom sijecnja, veljace 1 oZujka svih godina, kada je relativni udio dosezao 1 do 20%.
Ljeti 1 u ranoj jeseni njihova se ucestalost znacajno smanjivala, dok su tijekom studenog ponovno
zabiljezene viSe vrijednosti (Slika 3.24). Najbrojniji dijatomejski rodovi u istraZivanom setu
podataka bili su Chaetoceros, Pseudo-nitzschia, Cyclotella, Thalassiosira, Mediolabrus,
Rhizosolenia, Leptocylindrus i Cerataulina. Prisutnost roda Chaetoceros zabiljeZena je kroz Citavo
istrazivano razdoblje, ali u vecoj ucestalosti tijekom ranog proljeca i kasne jeseni (Slika 3.25).
Tako je tijekom oZujka i travnja 2021. relativna ucestalost roda Chaetoceros unutar skupine
Bacillariophyta iznosila je 88,92%. Rod Pseudo-nitzschia najucestaliji je bio tijekom ljetnih
mjeseci, sa visokim brojnostima zabiljezenima pocetkom 2020. godine. Za proljetne mjesece, kroz
sve tri godine, karakteristi¢na je bila povecana ucestalost roda Cyclotella dok se rod Cerataulina
najceS¢e pojavljivao u kasno ljeto. Povecana relativna ucestalost roda Leptocilindrus je u
istrazivanom setu sjevernog Jadrana zabiljeZena u ljeto (2020. i 2022. godina) i jesen (2021.

godina). U 2021. godini zabiljeZena je veca ucestalost dijatomeja u ljetnom razdoblju u odnosu na
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ljetni prediod, a najucestaliji je bio rod Pseudo-nitzschia. Dijatomejski rodovi manje veliinske
frakcije poput Mediolabrus 1 Minidiscus prisutni su bili tijekom cijele godine, ali se javljaju u vecoj

ucestalosti u zimskim mjesecima, posebice sije¢nju (Prilog 15b).

Analizom sastava fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana potvrdena je prisutnost
predstavnika skupine Chlorophyta u gotovo svim uzorcima istrazivanog seta podataka, s izrazenim
prostorno-vremenskim razlikama u doprinosu brojnosti ukupne fitoplanktonske zajednice pa je
tako u pojedinim uzorcima taj doprinos dosezao do 10% (Slika 3.24). Ucestalost skupine
Chlorophyta bila je najve¢a u razdoblju od od prosinca do travnja u cijelom istrazivanom
razdoblju, ali ipak s malo viSom ucestalosti (osobito veljaca i ozujak) tijekom 2020 i 2022, nego
2021. godine. U ostalim mjesecima ucestalost Chlorophyta bila je relativno niska (< 2%
fitoplanktonskih sekvenci po uzorku), tek uz manji porast u rujnu. Za skupinu Chlorophyta su u
setu podataka sjevernog Jadrana uoceni razliciti godiSnji obrasci raznolikosti i brojnosti rodova
(Prilog 15¢). Rod Micromonas dominirao je brojno$¢u unutar skupine Chlorophyta u gotovo svim
uzorcima kroz sve tri godine istrazivanja (Prilog 15c). Najvisu relativnu abundanciju Micromonas
je imao tijekom zimskih i proljetnih mjeseci, u nekim uzorcima doprinoseéi i do 80% ukupnog
udjela sekvenci Chlorophyta. Uz Micromonas, u skupini Chlorophyta vecu ucestalost tijekom sve
tri godine imali su i rodovi Tetraselmis tijekom toplog dijela godine i Pyramimonas tijekom
hladnog dijela godine (Slika 3.25). Opcenito, tijekom ljetnih mjeseci, zajednicom Chlorophyta
dominirali su rodovi Tetraselmis 1 Pycnococcus, a tijekom zimskih mjeseci rodovi Micromonas 1

Bathycoccus.
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Slika 3.25 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana
terenskog uzorkovanja LTRV. Prikazano je 100 najucestalijih rodova fitoplanktonske zajednice.
Fitoplanktonski rodovi grupirani su prema pripadnosti fitoplanktonskoj skupini, nazna¢enoj okomito uz
prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni kao i za svaki mjesec naznaceni su vodoravno od prikaza.
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U istrazivanom setu podataka sjevernog Jadrana, skupina Haptophyta bila je stalno prisutna, ali u
nizoj ucestalosti u odnosu na ostale fitoplanktonske skupine. Uz Chlorophyta, predstavnici
Haptophyta su bili najces¢e zabiljezeni tijekom zime 1 proljec¢a kad su u pojedinim uzorcima
doprinosili ukupnoj brojnosti fitoplanktona do 10%. Tijekom ljeta i jeseni (uz iznimku rujna),
njihov je udio bio manji, ali 1 dalje prisutan u vecini uzoraka. Na razini roda, za skupinu
Haptophyta zabiljezena je znatna raznolikost (19 detektiranih rodova) s promjenjivim sezonskim
1 godi$njim obrascima brojnosti. Najucestaliji rod skupine Haptophyta bio je Chrysochromulina
tijekom cijelog razdoblja istrazivanja (40,88% ukupnih sekvenci Haptophyta). [zrazenija sezonska
dinamika uocena je kod rodova Phaeocystis 1 Imantonia (visoko ulestali/brojni u zimskom
razdoblju kada viSe od 20%) te Prymnesium 1 Haptolina (visoko zastupljeni/brojni u ljetnom
razdoblju kada ¢ine 30-40% ukupne ucestalosti Haptophyta). Rod Gephyrocapsa, kao predstavnik
kokolitoforida (Prymnesiophyceae) takoder je imao sezonsku dinamiku pojavnosti i brojnosti, a
vecu ulestalost u zajednici imao je tijekom ljeta 1 zime kada dostize uc€estalost 1 do 50% ukupne

brojnost Haptophyta .

Skupina Cryptophyta, predstavljena s 12 rodova, u istrazivanom je setu podataka zabiljezena u
niZim brojnostima, ali prisutna tijekom sve tri godine i sa prisutnim sezonskim obrascem. Uocljiv
je bio karakteristican obrazac vece ucestalosti tijekom zime 1 proljeca te niZze ucestalost tijekom
ljetnog 1 jesenskog razdoblja. Kod skupine Cryptophyta izrazito dominantan rod bio je Teleaulax
koji je predstavljao 78,26% ukupnih sekvenci Cryptophyta, prisutan u gotovo svim uzorcima, a
osobito tijekom 2020. 1 2021. godine. Uz Teleaulax su kod skupine Cryptophyta, tijekom ¢itavog
istrazivanog razdoblja, zabiljeZeni 1 drugi rodovi kao $to su Geminigera (13,82%) 1 Cryptomonas
(2,37% ukupnih Haptophyta), ali u znatno nizoj ucestalosti. Rodovi skupine Cryptophyta sa
sezonskom pojavnosti bili su Geminigera 1 Rhodomonas, sa veCom ucestalosti tijekom jeseni 1
zime kada dosezu ucestalost do 30% 1 10%. Za rod Cryptomonas bila je karakteristi¢éna pojavnost
iskljucivo tijekom ljeta (srpanj 2022.), ali tada je zabiljeZen u izrazito velikom udjelu te je ¢inio

69,94% ukupnog udjela sekvenci Cryptophyta.

Unatoc tome §to se u ukupnim udjelima sekvenci ne pojavljuju kao dominantni, ostali Ochrophyta
pokazuju visoku raznolikost, s izraZzenim sezonskim i medu-godiSnjim obrascima pojavljivanja.
Najcesce se pojavljuju tijekom zime 1 proljeca, te su zabiljeZeni u nesto viSoj brojnosti tijekom

rujna. Razlog tome su Pelagomonas (24,37% ukupnih sekvenci ostalih Ochrophyta) i Aureococcus
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(11,73%) kao predstavnici skupine Pelagophyceae pokazuju najveci udio u brojnosti sekvenci
ostalih Ochrophyta upravo u zimskim razdobljima i tijekom rujna (do 40% za Pelagomonas 1 do
30% za Aureococcus) te Dictyocha kao predstavnik skupine Dictyochophyceae pokazuje izrazitu
sezonalnost 1 pojavu u proljetnim mjesecima (do 50% ucestalosti sekvenci ostalih Ochrophyta).
Ostali predstavnici ove skupine karakterizirani su velikom varijabilno$¢u te se pojavljuju

nedoslijedno, ¢esto u vecoj ucestalosti.

Na temelju vremenskog pracenja vrijednosti Cetiri indeksa alfa raznolikosti dobiven je i1 detaljan
uvid u mjesecne, sezonske i godiSnje varijacije u sastavu fitoplanktonskih zajednica unutar dvije

postaje, RV001 i RV004 (Slika 3.26, Prilog 22). Procijenjeni su op¢i obrasci raznolikosti

fitoplanktonskih zajednica, pomoc¢u Shannon indeksa, Simpson indeksa, inverznog Simpson
indeksa 1 Pielouovog indeksa ujednacenosti, pokazala je izraZzenu sezonsku dinamiku. Uocene su
izrazene sezonske varijacije u vrijednostima svih indeksa, pri ¢emu najniZe vrijednosti raznolikosti

prevladavaju u ljetnom razdoblju, osobito izrazene kod Shannon i Simpson indeksa.

Najvisa prosjecna raznolikost na temelju Shannon indeksa zabiljeZena je u svibnju 2020. (3,641 +
0,09), uz minimalnu vrijednost od 3,514 1 maksimalnu 3,724. Visoke vrijednosti su takoder
zabiljezene u rujnu (3,457 £ 0,402) i veljaci iste godine (3,400 £+ 0,028). Nasuprot tome, najnize
vrijednosti uocene su u srpnju (1,747 £ 0,210) 1 kolovozu (1,891 £ 0,696) 2022. s minimalnim
Shannon indeksom od svega 0,863 na 20 m s postaje RV004. S obzirom na sezone najvise
vrijednosti Shannon indeksa javljaju se zimi (3,096 + 0,347) i u proljece (3,034 + 0,521), dok su
tijekom jesenskih 1 ljetnih mjeseci (2,702 + 0,641 1 2,446 + 0,784) vrijednosti niZe.

Simpson indeks dominacije takoder ukazuje na sezonsku strukturu fitoplanktonskih zajednica.
Najvise vrijednosti zabiljezene su takoder u svibnju (0,950 £ 0,005) i sijecnju (0,938 £ 0,008)
2020.. Najnize vrijednosti zabiljezene su u srpnju (0,593 + 0,087) 1 kolovozu (0,610 + 0,191)
2022., Sto sugerira povecanu dominaciju jedne ili nekoliko vrsta. Ukupno gledano prema
sezonama, Simpson indeks varirali su izmedu 0,593 1 0,950, s jasno niZim vrijednostima tijekom

lieta (0,752 + 0,162).

NajviSe vrijednosti inverznog Simpson indeksa efektivne raznolikosti zabiljeZene su svibnju
(19,993 +£2,001) 1 lipnju (16,597 + 5,664) 2020, dok se najnize vrijednosti pokazale u srpnju (2,555
+ 0,637) 1 kolovozu (2,974 + 0,637) 2022.. U visSe navrata tijekom ljeta i jeseni, vrijednosti su

padale ispod 5, Sto ukazuje na snaznu neravnotezu u sastavu zajednica. Ti podaci pokazuju
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ekstremne sezonske kontraste u broju ko-dominantnih vrsta, gdje su ljetni mjeseci (6,921 + 5,586)
dosljedno povezani s niskim efektivnim brojem taksona, dok proljece (12,397 £+ 5,409) 1 zima

(11,296 + 4,188) ukazuju na viSestruku dominaciju i ve¢u strukturnu sloZenost zajednice.

Ravnomjernost raspodjele abundancije, procijenjena Pielou indeksom, pokazala je najnize
vrijednosti u srpnju (0,362 + 0,045) 1 kolovozu (0,406 + 0,162) 2022., dok su najvise vrijednosti
zabiljezene u svibnju (0,729 + 0,009) i lipnju (0,709 £ 0,038) 2020. U vedini proljetnih i zimskih
mjeseci vrijednosti Pielou indeksa prelazile su 0,60 (0,621 £ 0,095 1 0,608 + 0,095), dok su ljetni
mjeseci (0,505 + 0,148) bili ispod te granice. Varijabilnost izmedu mjeseci naglaSena je 1
standardnim devijacijama, osobito u srpnju i kolovozu, gdje se biljeze vecée oscilacije u zajednici

(SD > 0,12).
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Slika 3.26 Vremenska dinamika indeksa bioraznolikosti na postajama RV00I i RV004. Prikazane su
vrijednosti Cetiri indeksa bioraznolikosti (Shannon, Simpson, Inverse Simpson i Pielou) za dvije postaje
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(RV001 i RV004) u razdoblju od 2020. do 2022. godine. Vrijednosti su prikazane s obzirom na mjesece,
godisnja razdoblja i dubine.

je 1 na dvije dubine uzorkovanja (5 m i 20 m), kroz Cetiri sezonska razdoblja (proljece, ljeto, jesen,
zima) za dvije analizirane postaje, RV001 i RV004 (Slika 3.2). Razlike po dubinama unutar postaja

proveden je Kruskal-Wallis testom unutar svake postaje i sezone.

Alfa raznolikost fitoplanktonske zajednice procijenjena je na temelju razlika u vrijednostima
indeksa izmedu podpovrsinskog sloja (5 m) i dubljeg sloja (20 m) Kruskal-Wallis testom unutar

svake postaje i sezone (Prilog 23, Prilog 24). Razlike su bile najuocljivije tijekom ljetnih i ranih

jesenskih mjeseci. Tijekom tih razdoblja, Shannon i inverzni Simpson indeksi redovito su
pokazivali nize vrijednosti na dubini od 5 m u usporedbi s 20 m. Za Shannon indeks, iako su
pojedine postaje (npr. RV0OO1 u jeseni) imale nesto nize p-vrijednosti (p = 0,085), niti jedna
usporedba nije dosegla statisticku znacajnost. Time se sugerira relativna vertikalna homogenost
raznolikosti u vodenom stupcu. Simpson indeks pokazao je slican obrazac. Sve usporedbe po
dubinama unutar sezona i postaja dale su rezultate koji nisu statisticki znacajni, Sto implicira da
dubina nije presudna za dominaciju vrsta u ovom skupu podataka. Kod inverznog Simpson
indeksa, unato¢ ponesto veé¢im varijacijama y? vrijednosti u ljetnim uzorcima, p vrijednosti i dalje
ostaju visoke 1 ne potvrduju znacajne dubinske razlike. Primjerice, tijekom ljeta 2021. na postaji
RVO001, vrijednosti InvSimpson indeksa na 5 m pale su ispod 5, dok su na 20 m zabiljeZene
vrijednosti iznad 10. Pielou indeks ravnomjernosti takoder nije pokazao znacajne razlike izmedu
dubina u niti jednoj sezoni ili postaji - sve p vrijednosti bile su iznad granice znacajnosti (p > 0,05)
(Prilog 24). Analizom podataka na 5 m i 20 m dubine utvrdene su odredene razlike u raznolikosti,
s time da su one izraZenije u ljetnim i jesenskim mjesecima. Ipak, Kruskal-Wallis testovi po postaji

1 sezoni nisu pokazali statistiCki znacajne razlike izmedu slojeva (p > 0,1).
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Slika 3.27 Sezonske promjene vrijednosti indeksa bioraznolikosti (Shannon, Simpson, Inverse Simpson i
Pielou) na razlicitim dubinama (5 m i 20 m) za postaje RV00I i RV004

Usporedba izmedu postaja RV001 1 RV004 otkrila je dosljedno viSe vrijednosti svih indeksa
raznolikosti na postaji RV001 tijekom ljeta i jeseni te na postaji RV004 tijekom proljeca i zime
(Slika 3.28). Te razlike bile su osobito izraZene tijekom jeseni na dubini od 20 m, gdje su svi
indeksi ukazivali na viSu raznolikost 1 ravnomjernost zajednica na RV001. Kruskal-Wallis testom
potvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu postaja iskljucivo tijekom jeseni na dubini od 20
m za sve indekse; Shannon (¥* = 5,07, p = 0,024), Simpson (¥* = 5,07, p = 0,024), InvSimpson (y?
= 5,90, p = 0,015), Pielou (¥* = 4,68, p = 0,030). U ostalim godi$njim razdobljima i dubinama
razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (p > 0,05), Sto sugerira da su zajednice izmedu postaja opcenito
bile homogeno strukturirane, osim tijekom jeseni kada dolazi do izrazenijih razlika medu

zajednicama.
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Slika 3.28 Sezonska usporedba indeksa bioraznolikosti (Shannon, Simpson, Inverse Simpson i Pielou)
izmedu postaja RV00I i RV004

Kako bi se dodatno istrazila sezonska komponenta u zajednici, provedena je multivarijatna analiza
(nMDS) temeljena na Bray-Curtis udaljenostima (stres = 0,1525861). Elipse pouzdanosti (95%)
koriStene su za vizualizaciju stupnja varijabilnosti i preklapanja zajednica unutar sezona (Slika
3.29). Tijekom sve tri godine, zimski 1 proljetni uzorci grupiraju se kompaktnije, uz relativno
manju unutargrupnu disperziju, Sto upucuje na stabilniji taksonomski sastav zajednice u tim
razdobljima. Ljetni uzorci pokazuju najvecu varijabilnost, s jasno odvojenim elipsama i
viSestrukim klasterima unutar pojedine godine, §to sugerira dinami¢ne i disruptivne promjene
zajednice. Jesen pokazuje medupoziciju — elipse su Sire od zimskih 1 proljetnih, ali ipak stabilnije
od ljetnih. Posebno u 2021., jesenska zajednica pokazuje Sire preklapanje s ostalim sezonama.
Godine se medusobno razlikuju po stupnju preklapanja izmedu sezonskih skupina gdje se u 2020.,
elipse vise preklapaju (osobito zima-proljece); u 2021., jasno je razgranicenje izmedu zime i ljeta,

dok u 2022., dolazi do kompresije zajednica prema srediStu ordinacijskog prostora, Sto moze
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ukazivati na smanjenje ukupne raznolikosti. Ovi nalazi dodatno podupiru kvantitativne rezultate
indeksa raznolikosti — sezonske promjene su jasno izrazene, a ljetni mjeseci dosljedno pokazuju
najvece unutargrupne varijacije te potencijalne odstupanja od uobicajenih zajednic¢kih obrazaca.
To je potvrdeno iPERMANOVA analizom (adonis2, Bray-Curtis, 999 permutacija). Rezultati
Turkey post hoc analize izmedu parova ukazuju na statisticki znacajan utjecaj sezone na strukturu
zajednice (F = 18,89, p = 0,001, R? = 27,6), Sto potvrduje izrazenu sezonsku dinamiku u sastavu
fitoplanktona. Dubina uzorkovanja pokazala je slabiji, ali ipak statisti¢ki znac¢ajan utjecaj na sastav
zajednice (F = 2,42, p = 0,028, R? = 1,2), ¢ime se potvrduje da se fitoplanktonska struktura blago
razlikuje izmedu povrSinskog (5 m) i dubljeg sloja (20 m). Suprotno tome, razlike izmedu postaja

nisu bile statisticki znacajne (F = 1,81, p = 0,074, R>=0,9) (Prilog 25).

Rezultati SIMPER analize su pokazali da se razlike izmedu zime 1 proljeca, kao i ljeta i jesent,
temelje na relativno malom broju taksona s dominantnim doprinosom. Primjerice, u usporedbi
zima — prolje¢e, najveéi doprinos imao je rod Amoebophrya (5,7%), pra¢en rodovima
Alexandrium, Ansanella i Tripos, ¢iji je zajedni¢ki kumulativni doprinos dosegnuo gotovo 35%.
Izmedu ljeta i jeseni, razlikovne taksone €inili su Dinophysis, Prorocentrum minimum i Pseudo-
nitzschia spp., s jasno izrazenom dominacijom u ljetnim mjesecima. Znacajno je da su neki rodovi,
poput Amoebophrya 1 Alexandrium, pokazivali konzistentan doprinos u vise sezonskih parova, §to
upucuje na njihovu ulogu kao kljuénih pokazatelja sezonske promjene unutar zajednice. lako je
ukupna raznolikost zajednice vrlo sloZena 1 razmjerno distribuirana medu brojnim rijetkim

taksonima, 10—15 taksona u svakom sezonskom paru kumulativno je obja$njava izmedu 60 i 75%

ukupnih razli¢itosti.
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Slika 3.29 Prikazi sezonskih varijacija sastava i relativne ucestalosti fitoplanktonskih zajednica na
postajama RV0O01 i RV004, terenskog uzorkovanja LTRV kroz mjesecna uzorkovanja u periodu od tri
istrazivane godine na temelju Bray-Curtis udaljenosti. Svaka elipsa prikazuje slicnosti u strukturi zajednice

za pojedinu sezonu

87



Takoder, analiza medu-godisnjih varijacija u sastavu fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana
na temelju rezultata mjesecnoguzorkovanja crpcem na dubini od 5 1 20 m pokazuje da je godina

uzorkovanja takoder imala znacajan utjecaj (F = 4,69, p = 0,001, R? = 4,6) (Slika 3.30).

Kol
[ }10] Svi
Swi X Lip
Tra Tra , e
0.5 Svi .
- Tra o Swi
Velj .
Tra Svi T8 _Tra SV Lip
Velj | . i 2
velj "oV oz = Lip svi Lip Lip Sp Kol
o%u Svi o Lip Svi svi Lip s
Vel o Ta Lip Sre
Vel | Ofu svi Ruj Kol Kol
Oz i Vi
Sl vl el o Lip Kol Ruj
ol =l Vel ) Smp
n Oz o Le Ruj i s
'] Vel Ozu Valj Vel Kol
. - » Kol o s
u " iy i |
= . Si ﬁ%’ve" Velj Ry Kol F ’
= i Sij sp L Ruj
Sil~Zli— g “Sil_g Ruj Kal is
T Ruj 9
SI—S-G TS s [ S Ruj
Pro " _pro_ Sl L Stu Lis Kol Ruj Kol
— —
P Stu
TP Pra | S s . . Sre
Pra Stu Stu s s
o Stu Lis
Bl Pro pro s
Stu Lis Lis Lis St
05 s St
° Lis
Kol
Lis Ryj
Lis

Godina 2020 2021 2022 Sezona ¢ Proliece 4 Ljeto m Jesen + Zima

Slika 3.30 Razlike u sastavu i relativnoj ucestalosti fitoplanktonskih zajednica na postajama terenskog
uzorkovanja LTRV wuzorkovanim crpcima na dubinama od 5 i 20 m na temelju Bray-Curtis
udaljenosti.Svaka elipsa prikazuje slicnosti u strukturi zajednice za pojedinu godinu

3.4.1.2 Sastav i dinamika zajednica uzorkovanim Niskinovim crpcima na postaji SJ108 terenskog
uzorkovanja PO

Sastav zajednica na postaji SJ108 pokazuje slicne obrasce dinamike fitoplanktonskih zajednica
kao 1 postaje LTRV. NajizraZenije sezonske fluktuacije u brojnosti zabiljeZene su kod dijatomeja i
dinoflagelata, koji ujedno pokazuju i najvecu raznolikost. Takoder, skupina Dinophyta je bila
dominantna grupa tijekom cijelog ispitivanog razdoblja, dok su druge grupe poput Bacillariophyta,
Cryptophyta, Chlorophyta i Haptophyta bile povremeno prisutne i uglavnom manje zastupljene.
Zamijeceni su razliCiti vertikalni obrasci ucestalosti na istrazivanoj postaji. Cryptophyta pokazuju
visu ucestalost u potpovrsinskom sloju (5 m) u lipnju, $to nije zamijec¢eno u dubljim slojevima (20
m), dok skupina Bacillariophyta u srpnju pokazuje ve¢u ucestalost u dubljim slojevima koja nije

zapazena u potpovrSinskom sloju. (Slika 3.31).

88



a) Crpac 5m Crpac 20m

25000 y—
2\ _
/f v B Brojnost
II I — Raznolikost

Vrijem

20000

-
w
(=]

<

15000

=)
o
1soyljouze

10000

Brojnost

W
o

5000

o

2021-04
2021-06
2021-07
2021
2022-04
® 2021-04
2021-06
2021-07
2021-09
2022-04

=

b)
Crpac 5m Crpac 20m

100%

W .
o .. Skupina
© -
a7 . Bacillariophyta
’§ e . Chlorophyta
o 0% O nyptophyta
S Dinophyta
o 2% Haptophyta
© ostali Ochrophyta
K m phyt
0% ] S e —

b g w g o b g = w P~ [=2] =

S ? 9@ 9 < @ @ 9@ <2 <9

— — - — o — — — — o

o o (o'} o o™ (o'} o™ o (o'} o

(=] = [=] [=] = [=] (=] =2 = [=]

o o [} o od o o o o o

Vrijeme

Slika 3.31 Dinamika fitoplanktonskih zajednica postaje SJ108 terenskog uzorkovanja PO s obzirom na
dubinu. Odnos brojnosti i raznolikosti fitoplanktonskih zajednica (a) i relativna ucestalost pojedine
fitoplanktonske skupine (b).

Najucestaliji predstavnik Dinophyta je Gyrodinium, takoder pokazuje razlicite vertikalne obrasce
na postaji SJ108; tijekom lipnja 2021. i travnja 2022 (Slika 3.32). pokazuje vecu ucestalost u
dubljim slojevima, dok tijekom srpnja i rujna njegova ucestalost istovjetna na obje dubine. Tijekom
travnja 2021. uocena je na obje dubine niZa ucestalost ovog roda. Predstavnici skupine
Bacillariophyta takoder pokazuju razlike u vertikalnoj distribuciji. Najucestaliji rod Chaetoceros
dominantno je zastupljen na obje dubine tijekom travnja 2021., nakon ¢ega je dominacija ovog
roda vidljiva samo u dubljim slojevima. Tijekom srpnja, dominacija je izraZena samo u
potpovrSinskom sloju, dok se je u dubljim slojevima primijeéena izrazita dominacija roda
Minidiscus, koja slabi tijekom rujna, dok je njegova prisutnost na 5 m gotovo potpuno izostala.
Najucestaliji predstavnik skupine Chlorophyta, Tetraselmis, pokazuje vecu ucestalost u
potpovrSinskom sloju za sva istrazivana razdoblja. Za dublje slojeve karakteristicna je veca

prisutnost roda Bathycoccus. Skupinom Haptophyta najces¢e prevladava Chrysochromulina,
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posebice u dubljim slojevima, za razliku od roda Prymnesium c¢ija je povecana prisutnost
karakteristi¢na za potpovrsinski sloj. Takoder, uocen je prijelaz dominacije roda Gephyrocapsa iz
dubljih slojeva (srpanj) u povrsinske (rujan). Dominacija roda 7eleaulax (Cryptophyta) koja je
prisutna tijekom travnja (2021. 12022.) u oba sloja, tijekom ljetnih mjeseci migrira u potpovrsinski
sloj, dok je u dubljim slojevima u ljetnom razdoblju izraZena dominacija roda Cryptomonas. Ostali
Ochrophyta takoder pokazuju razlike u vertikalnoj distribuciji. U potpovrSinskom sloju
prevladavaju rodovi poput Vicicitus, Dinobryon i Florenciella, dok u dubljim slojevima su to

rodovi Pelagomonas 1 Dictyocha.
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Slika 3.32 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana
uzorkovano Niskinovim crpcima na postaji SJ108, terenskog uzorkovanja PO. Prikazano je 50 najucestalijih
rodova fitoplanktonske zajednice grupiranih su prema pripadnosti fitoplanktonskoj skupini, naznacenoj
okomito uz prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni s obzirom na vrijeme uzorkovanja naznaceni su
vodoravno od prikaza.

90



Usprkos tome, analiza nelinearnog multidimenzionalnog skaliranja (NMDS) temeljena na Bray-
Curtis udaljenosti otkrila je jasne obrasce u strukturi fitoplanktonske zajednice kroz vrijeme i1
dubinu (stress = 0,117). Uzorci su grupirani prema dubini vodenog stupca, pri cemu su uzorci s 20
metara dubine pokazali veéu unutargrupnu slicnost, dok su uzorci s 5 metara pokazivali veéu
prostorno-vremensku varijabilnost. Permutacijska analiza varijance (PERMANOVA, adonis2, 999
permutacija) potvrdila je da je vremenska komponenta bio statistiCki znacajan ¢imbenik koji
objasnjava 52% varijabilnosti zajednice (R*= 0,521, p = 0,002), dok dubina nije bila znacajna (R?
=0,090, p=0,171) (Slika 3.33).
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Slika 3.33 Razlike u sastavu i relativnoj ucestalosti fitoplanktonskih zajednica na postaji SJ108 terenskog
uzorkovanja PO uzorkovanim crpcima na dubinama od 5 i 20 m na temelju Bray-Curtis udaljenosti. Svaka
elipsa prikazuje sli¢nosti u strukturi zajednice za pojedinu dubinu uzorkovanja

Kako bi se usporedili rezultati dobiveni uzorkvanjem Niskinovim crpcima na postajama LTRV
(RV001 1 RV004) 1 postaji SJ108 terenskog uzorkovanja PO, provedena je nMDS analiza kako bi
se pokazala strukturna raznolikost izmedu udaljenijih postaja. Rezultati ukazuju na izrazene
sezonske obrasce u sastavu zajednice. Vizualno grupiranje uzoraka u NMDS prostoru jasno
odrazava grupiranje izmedu proljeca, jeseni i zime, $to potvrduje prisutnost sukcesije zajednice
kroz godiSnje doba (Slika 3.34b). Elipse koje obuhvacaju uzorke iz pojedinih sezona pokazuju
relativno ograni¢eno preklapanje ljetnih uzoraka, osobito izmedu travnja (proljece) i srpnja/rujna
(ljeto/jesen), Sto ukazuje na dinami¢ne promjene u sastavu zajednice tijekom godine. Suprotno
tome, prostorna komponenta (postaja) (Slika 3.34a) pokazuje manju ulogu u oblikovanju

zajednica, s obzirom na znacajno preklapanje elipsi razliitih postaja unutar sezonskih grupa.
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Permutacijska analiza varijance (PERMANOVA, 999 permutacija, adonis2) potvrdila je statisticki
znacajan uc¢inak sezonskih promjena (R? = 0,248, p < 0,001) na sastav zajednice, dok je 1 utjecaj
postaje bio znacajan, iako znatno slabiji (R?= 0,021, p=0,011). No, post hoc analiza (Tukey) nije
pokazala statisticki znacajne razlike u unutargrupnim razlikama izmedu parova postaja, iako je
razlika izmedu SJ108 1 RV00O1 bila blizu znacajnosti (p = 0,101), Sto je u skladu s vec¢om
disperzijom uzoraka s postaje SJ108 u NMDS prostoru. Dodatna analiza homogenosti
multivarijatnih disperzija (PERMDISP) pokazala je da razlike medu grupama nisu posljedica
heterogenosti varijance (F = 2,29, p = 0,105), $to dodatno potvrduje validnost PERMANOVA
rezultata (Prilg 26).
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Slika 3.34 Razlike u sastavu i relativnoj ucestalosti fitoplanktonskih zajednica medu postajama RV001,
RV004 terenskog uzorkovanja LTRV i postaje SJ108 terenskog uzorkovanja PO uzorkovanim crpcima na
dubinama od 5 i 20 m na temelju Bray-Curtis udaljenosti. Elipse prikazuju utjecaj postaja (a) te sezonalnosti
(b) na sastav fitoplanktonske zajednice (lijevo)

3.5.2 Sastav fitoplanktonskih zajednica na postajama uzorkovanih fitoplanktonskom mreZzom

U skupu podataka dobivenog mjese¢nim uzorkovanjem fitoplanktonskom mrezom kroz tri godine
na dvije postaje LTRV, najvecu relativnu ucestalost pokazana je kod skupine Dinophyta (68,46%)

1 Bacillariophyta (24,83%), dok su ostale skupine bile zastupnjene u relativno malim udjelom (<
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4%). Dinophyta su u najvec¢em udjelu bili prisutni tijekom oZujka i travnja 2021. gdje ¢ine vise od
99% ukupnog broja fitoplanktonskih sekvenci, kod je najmanji udio zabiljezZen tijekom kolovoza
2022. Najvecu ucestalost pokazao je rod Noctiluca, koji iako rijetko prisutan, tijekom proljeca
2021. pokazao je izrazitu dominaciju i udjelom vise od 95% fitoplanktonskih sekvenci tih uzoraka.
Takoder, rod Dissodinium javlja se u znacajnoj ucestalosti tijekom proljetnih mjeseci 2020. 12022.,
dok je Karlodinium izrazen u veci perioda, iskljucujuci proljece.lzrazena prisutnost sekvenci
Bacillariophyta primjetna je u jesenskim i zimskim mjesecima, posebice tijekom 2021. 1 2022. U
kolovozu i listopadu 2022. zabiljezene su najvece ucestalosti (93,72% 1 81,27% ukupnih sekvenci
tih uzoraka), dok tijekom proljeca i ljeta zabiljezene u vrlo niskim udjelima (< 2%). Najces¢i
predstavnik je rod Chaetoceros, koji se u vecoj brojnosti javlja tijekom jeseni, a kolovozu 2022.,

¢inio je vise od 90% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci (Slika 3.35, Slika 3.36).
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Slika 3.35 Dinamika raznolikosti i relativne ucestalosti fitoplanktonskih skupina, kombinirano na
postajama RV001 i RV004, mjesecnog terenskog uzorkovanja LTRV kroz vremenski period od tri godine

Chlorophyta su najvecu pojavnost biljeZile tijekom oZujka 2020. 1 kasne jeseni 2022. (~10%, rod
Tetraselmis), dok u tre¢ini uzoraka uopce nisu bili prisutni. Haptophyta takoder nisu uoceni u
polovici uzoraka, ukljucuju¢i prolje¢e 2021., dok je njihova najveca ucestalost (~4%, rod
Phaeocystis) detektirana tijekom ozujka 2020. 1 travnja 2022. Cryptophyta pokazuju vecu
ucestalost tijekom ozujka 2020. kada su €inili 20,99% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci koje su
pripadale rodu 7eleaulax, dok u vecini drugih razdoblja uopcée nisu detektirani. Ostali Ochrophyta

u vecini uzoraka ili nisu detektirani, ili su detektirani u vrlo niskim udjelima.
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Slika 3.36 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana
uzorkovano fitoplanktonskom mrezom, kombinirano na obje postaje (RV0O01 i RV004), terenskog
uzorkovanja LTRV mjesecnim uzorkovanjima kroz tri godine. Prikazano je 50 najucestalijih rodova
fitoplanktonske zajednice grupiranih prema pripadnosti fitoplanktonskoj skupini, naznac¢enoj okomito uz
prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni s obzirom na vrijeme uzorkovanja naznaceni su vodoravno od
prikaza.

Uzorkovanjem transekta PO, takoder je uo¢ena dominacija dinoflagelata (66,81%), koji tijekom
travnja na svim postajama ¢ine gotovo cijelu detektiranu fitoplanktonsku zajednicu. Gotovo
polovica sekvenci dinoflagelata pripala je rodu Karlodinium koji je prisutan za sva promatrana
razdoblja, te ve¢ spomenuti rod Noctiluca dominantan u travnju. Dijatomeje su ¢inile 31,80%
fitoplanktonskih sekvenci, najvise tijekom srpnja 2020. na postaji SJ108 kada rodovi
Papiliocellulus (85,37%) 1 Chaetoceros (14,63%) c¢ine ukupnu detektiranu fitoplanktonsku

zajednicu (Slika 3.37, Slika 3.38).
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Slika 3.37 Dinamika raznolikosti i relativne ucestalosti fitoplanktonskih skupina, na postajama RV00I,
SJ107, SJ101 i ST108 terenskog uzorkovanja PO

Cryptophyta, iako ve¢inom nedetektirani, ili detektirani u vrlo niskoj uc¢estalosti, pokazuju pojavu
roda Teleaulax na postaji SJ108 u lipnju 2021. (18,54%) te na postaji SJ107 u srpnju iste godine.

Kod ostalih skupina detekcija je u vrlo malim udjelima ili u potpunosti izostaje (Slika 3.37).
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Slika 3.38 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana
uzorkovano fitoplanktonskom mrezom, na postajama terenskog uzorkovanja PO (RV001, SJ107, SJ101,
SJ108). Prikazano je 50 najucestalijih rodova fitoplanktonske zajednice grupiranih prema pripadnosti
fitoplanktonskoj skupini, naznac¢enoj okomito uz prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni s obzirom na
vrijeme uzorkovanja naznaceni su vodoravno od prikaza.

Na svim postajama terenskih uzorkovanja Kvarner i Zapadna Istra takoder je uocena dominacija
dinoglagelata (67,86%), posebice u ljetnom razdoblju kada ¢ine gotovo cjelokupni sastav

fitoplanktonske zajednice (Slika 3.39). Ponovo, dominantno je prisutan rod Karlodinium u ve€ini

95



uzoraka (Slika 3.40, Slika 3.41). Od ostalih isti¢u se Symbiodinium i Bysmatrium te heterotrofni

Euduboscquella 1 Amoebophrya. Bacillariophyta su zastupljene s 29,34% fitoplanktonskih
sekvenci, s poviSenom ucestalos¢u tijekom jesenskih i zimskih mjeseci na svim istrazivackim
postajama, s iznimkom veljace, 2022. kada je na postajama Zapadne istre, ZI012 i ZI052 bila
izuzetna dominacija dinoflagelatskog roda Karlodinium. Dominantni dijatomejski rodovi na
istrazivanim postajama bili su Papiliocellulus 1 Chaetoceros, dok su se povremeno u nesto visoj
brojnosti pojavljivali i Cerataulina, Guinardia 1 Meuniera. Od ostalih skupina, jedino je rod
Chloroparvula iz skupine Chlorophyta zabiljezen u nesto vecoj brojnosti (5-7%) tijekom jeseni

2020. 1 zime 2021. na postajama zapadne obale Istre, Z1012 1 ZI52 (Slika 3.39, Slika 3.41).
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Slika 3.39 Dinamika raznolikosti i relativne ucestalosti fitoplanktonskih skupina, na postajama ZI1012 i

Z1052 terenskog uzorkovanja Zapadna Istra te postaja JPA23, PI019, CR0O0I i FPA34 terenskog
uzorkovanja Kvarner
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Slika 3.40 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana

uzorkovano fitoplanktonskom mrezom, na postajama CR001, FPA34, JPA23, RI019 terenskog uzorkovanja
Kvarner. Prikazano je 30 najucestalijih rodova fitoplanktonske zajednice grupiranih prema pripadnosti
fitoplanktonskoj skupini, naznacenoj okomito uz prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni s obzirom na

vrijeme uzorkovanja naznaceni su vodoravno od prikaza.
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Slika 3.41 Raznolikost i brojnost zabiljezenih rodova fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana

uzorkovano fitoplanktonskom mrezom, na postajama Z1012 i Z1052 terenskog uzorkovanja Zapadna Istra.
Prikazano je 30 najucestalijih rodova fitoplanktonske =zajednice grupiranih prema pripadnosti
fitoplanktonskoj skupini, naznac¢enoj okomito uz prikaz roda. Pripadnost odredenoj sezoni s obzirom na
vrijeme uzorkovanja naznaceni su vodoravno od prikaza.

Analiza varijacije zajednica fitoplanktona iz uzoraka fitoplanktonske mreZze provedena metodom
permutacijske multivarijatne analize varijance (PERMANOVA) na postajma Sireg podrucja

sjevernog Jadrana pokazala je da su sezonski ¢imbenici znacajno utjecali na strukturu zajednice

(Slika 3.42).
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Slika 3.42 Prikaz promjena u strukturi fitoplanktonskih zajednica kroz tri godine na postajama terenskog
uzorkovanja LTRV uzorkovanim fitoplanktonskom mrezom na temelju Bray-Curtis udaljenosti. Svaka elipsa
prikazuje sli¢nosti u strukturi zajednice za pojedinu godinu

Najveci doprinos objasnjenoj varijanci imalo je mjesec, odnosno sezona uzorkovanja (R?= 0,193,
p =0,001), sto ukazuje na snaznu sezonsku sukcesiju fitoplanktonskih zajednica. Takoder, godine
uzorkovanja imale su znacajan utjecaj (R? = 0,053, p = 0,001), ¢ime je potvrdena medu-godisnja
promjenjivost u sastavu zajednica. Lokacija uzorkovanja (postaja) imala nesto slabiji, ali 1 dalje
znacajan utjecaj (R? = 0,092, p = 0,037), izmedu pojedinih postaja (Slika 3.43). Usporedbom
rezultata s razli€itih postaja sjevernog Jadrana (PERMANOVA), uocene su slabije statisticki
znacajne razlike (R? = 0,092, p = 0,037), dok je Turkey testom pokazano da postoje slabije, ali
statisticki znacajne razlike izmedu parova postaja terenskog uzorkovanja LTRV i postaja juznijeg
djela sjevernog Jadrana, RI019-RV001 (p = 0,018), RI019-RV004 (p = 0,006), JPA23-RV001 (p =
0,047) 1 JPA23-RV004 (p = 0,02) te postaja terenskog uzorkovanja LTRV te najsjevernije postaje
postaja ZI012-RV004 (p = 0,045). Navedene postaje kvarnerskog dijela sjevernog Jadrana,
zajedno s postajma CR0O01 i FPA34i postajom ZI012 pokazale su najvecu razliku u odnosu na
druge postaje koje se nalaze na podrucju zapadne obale Istre, ali te razlike nisu statisti¢ki znacajne

(p > 0,05). Dodatna analiza homogenosti multivarijatne disperzije (betadisper) otkrila je znacajne
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razlike u unutargrupnoj varijanci izmedu postaja (F = 2,23, p = 0,021) $to upucuje na to da se
varijabilnost zajednica unutar pojedinih postaja razlikuje, Sto moZe utjecati na interpretaciju

PERMANOVA rezultata (Prilog 27).
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Slika 3.43 Prikaz promjena u strukturi fitoplanktonskih zajednica na postajama terenskog uzorkovanja PO
(RV001, S§J107, SJ101, SJ108), terenskog uzorkovanja Zapadna Istra (Z1012 i ZI052) te terenskog
uzorkovanja Kvarner (JPA23, FPA34, RI019, CR001) uzorkovanim fitoplanktonskom mrezom na temelju
Bray-Curtis udaljenosti. Svaka elipsa prikazuje sli¢nosti u strukturi zajednice za pojedinu postaju
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3.6 Detekcija ekoloski znacajnih taksona u skupu podataka metabrkodiranja

sjevernog Jadrana

3.6.1. Stetni i toksi¢ni fitoplanktonski taksoni

Rezultati metabarkodiranja na podrucju sjevernog Jadrana usporedeni su popisom toksi¢nih (T) i
Stetnih, ali ne toksi¢nih (H) vrsta (zajednickim imenom HAB, od engl. Harmful algal blooms)

UNESCO IOC HAB Programme (https://hab.ioc-unesco.org/). Od ukupno 627 detektiranih

fitoplanktonskih taksona kroz Sest fitoplanktonskih skupina, Stetni ili potencijalno toksi¢ni taksoni
zabiljezeni su kroz Cetiri fitoplanktonske skupine (Dinophyta, ostali Ochrophyta, Bacillariophyta,
Haptophyta i Chlorophyta). Ukupno je u setu podataka detektirano 59 Stetnih/potencijalno
toksicnih fitoplantonskih taksona rasporedenih u 38 fitoplanktonskih rodova (Prilog 28), od kojih
je tri taksonomski klasificirano na razini roda, dok je preostalih 56 klasificirano na razini vrste.
Prema UNESCO IOC HAB, 21 takson karakteriziran je kao Stetan, ali ne toksi¢an, dok preostalih
38 ima status toksi¢ni. Sekvence koje predstavljaju toksi¢ne i Stetne takosne ¢ine 13,29% ukupnih
fitoplanktonskih sekvenci, 8,71% pripada toksi¢nim taksonima, a 4,58% Stetnim. U koriStenom
setu podataka ukupno je 370 447 sekvenci klasificirano kao HAB sekvence: 64,66% kao toksicne

135,34% kao Stetne, ali ne toksicne.

Detektirani toksi¢ni taksoni pripadaju skupini dinoflagelata, ostalim Ochrophyta, Haptophyta i
dijatomejama, dok su fitoplanktonske skupine predstavljene sa Stetnim, ali ne toksi¢nim
predstavnicima dinoflagelati, dijatomeje, Chlorophyta i ostali Ochrophyta. Od predstavnika
toksi¢nih taksona, dinoflagelat Karlodinium veneficum (T) pokazao je najvecu relativnu ucestalost
u istrazivanom setu podataka u kojem ¢ini 53,25% ukupnih HAB sekvenci te 82,36% sekvenci
svih toksi¢nih taksona. Prema relativnoj ucestalosti u broju sekvenci slijede Vicicitus globosus (T)
1 Dinophysis acuminata (T) koji ¢ine 5,09% 1 4,66% ukupnih sekvenci toksicnih taksona. Ostali

taksoni zastupljeni s manjom relativnom ucestalo$c¢u (< 2%).

Od Stetnih, ali ne toksi¢nih fitoplanktonskih pripadnika, najvecu relativnu ucestalost pokazuje
dinoflagelat Noctiluca scintillans (H) koja je klasificirana za 33 625 sekvenci, odnosno 9,07%
ukupnih HAB sekvenci te 27,92% sekvenci koje pripadaju Stetnim, ali ne toksi¢nim pripadnicima.
Od ostalih Stetnih, ali ne toksi¢nih s najvisim relativnim ucestalostima izdvajaju seTetraselmis (H)

(16,34%), Chaetoceros tenuissimus (H) (12,09%), Lepidodinium chlorophorum (H) (10,69%),
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Cerataulina pelagica (H) (8,85%), Aureococcus anophagefferens (H) (8,69%), Tripos fusus (H)
(6,79%) 1 T. furca (H) (6,23%). Ostali Stetni, ali ne toksicni prisutni su u manjoj ucestalosti (< 1%).

3.6.1.1 Stetni i toksicni fitoplanktonski taksoni s terenskog uzorkovanja LTRV

Relativna abundancija HAB taksona ukazuje na sezonalne varijacije na posjama RV001 i RV004
(Slika 3.44). Toksic¢ni taksoni u prosjeku najucestaliji su u jesen (15,64%), dok su Stetni
najucestaliji u proljece (11,84% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci). U prosjeku, ljeti je
detektirana najniza relativna ucestalost HAB taksona kada su ¢inili ukupno 8,07% relativne
ucestalosti zajednice. Takoder, znacajne razlike u relativnoj ucestalosti zabiljeZzene su i medu
godinama: 2022. karakterizirala je niza relativna ucestalost HAB taksona (6,99%) u odnosu na
2020. (13,12%), a posebice u odnosu na 2021. (17,28%) (Slika 3.44). Najvece relativne ucestalosti
HAB taksona na postajama LTRV =zabiljezene su u travnju 2021. s ukupnomrelativnom
ucescaloscu od 34,96% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci od ¢ega je N. scintillans (H) Cinila
17,49%, a Chaetoceros tenuissimus (H) 9,31% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci tog uzorkovanja
(Slika 3.44, Slika 3.45, Slika 3.46 1 Slika 3.47). Najmanja relativna ucestalost HAB taksona

zabiljezena je tijekom ozujka 2020., kada su ¢inili 2,51% fitoplanktonske zajednice. Takoder, na

postaji RV004 u prosjeku je detektirana visa relativna ucestalost HAB taksona (13,44%) u odnosu
na postaju RV001 (10,36%).
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Slika 3.44 Ukupna relativna ucestalost Stetnih i toksicnih taksona na postajama RV001 i RV004 terenskog
uzorkovanja LTRV mjesecno kroz vrijeme od tri godine

Na terenskom uzorkovanju LTRYV, Niskinovim crpcima na dvjema dubinama uzorkovano je
93,91%, a fitoplanktonskom mrezom 6,09% generiranih HAB sekvenci za terensko uzorkovanje
LTRYV, ali fitoplanktonska mreza pokazuje znacajno ve¢u HAB relativnu ucestalost toksi¢nih
(26,60%) 1 stetnih (13,21%) taksona u usporedbi s Niskinovim crpcem koji pokazuje manju
relativnu ucestalost toksi¢nih (7,78%) 1 Stetnih (4,17%) (Kruskal-Wallis za Stetne, p = 0,02, za
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toksi¢ne p < 0,001). Na postajama terenskog uzorkovanja LTRYV, kroz skoro sva uzorkovanja
relativne ucestalosti HAB taksona bile su viSe u mreznim uzorcima u odnosu na uzorke iz crpaca.

(Slika 3.45).
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Slika 3.45 Relativna ucestalost sekvenci Stetnih i toksicnih vrsta u ukupnom udjelu fitoplanktonskih sekvenci
kroz vrijeme od tri godine.

Dinoflagelati dominiraju ukupnim HAB sekvencama (76,74%) (Slika 3.45), posebice toksi¢nim
(91,84%) te neSto manje, ali ipak dominantno 1 sekvencama Stetnih, ali ne toksi¢nih taksona
(51,53%) (Slika 3.46). Detektirano je ukupno 29 toksi¢nih 1 10 Stetnih taksona dinoflagelata. Od
toksi¢nih dinoflagelata izdvaja se K. veneficum (T) koji ¢ini vise od 90% relativne ucestalosti
toksi¢nih taksona tijekom jeseni i1 zime te ~50% tijekom proljeca i ljeta. Relativna ucestalost K.
veneficum (T) 1znosi 7,20% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci, a najvisu relativnu ucestalost
postize za vrijeme kasnog ljeta 1 jeseni, posebice 2021. kada ¢ini do 30% ukupnog detektiranog
fitoplanktonskog sastava te do 70% fitoplanktonskog sastava mreznih uzoraka (Slika 3.46). Od
ostalih taksona koji povremeno pokazuju povisene relativne ucestalosti su D. acuminata (T) koji
tijekom kolovoza 2021. te kolovoza i listopada 2022. ¢ini ~ 30% relativne ucestalosti svih
toksi¢nih taksona, Margalefidinium fulvescens (T) u srpnju 2020. (~ 50%). Takoder, vrste iz roda

Alexandrium povremeno ukazuju na poviSene relativne ucestalosti (> 20% toksicnih taksona), A4.
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minutum (T) (proljece 2021.), A. pseudogonyaulax (T) (lipanj, 2021) i1 A. tamarense (T) (srpanj,

2020.). Ostali toksicni dinoflagelati javljaju se povremeno i s nizim relativnim ucestalostima.

Od stetnih dinoflagelata izdvaja se N. scintillans (H) ¢ije sekvence ¢ine 52,69% ukupnih sekvenci
Stetnih dinoflagelata, s poviSenim vrijednostima tijekom travnja 2021. kada ¢ini >9 9% ukupnih
fitoplanktonskih sekvenci mreznih uzoraka. Od ostalih Stetnih dinoflagelata izdvaja se Tripos fusus
(H) s poviSenom relativnom ucestalo$¢u krajem svake od tri istrazivane godine (> 50% toksi¢nih
dinoflagelata), a najviSe u prosincu 2021. kada ¢ini 87,98% svih toksi¢nih dinoflagelata. Ostale
vrste roda Tripos, T. furca (H) 1 T. muelleri (H) povremeno pokazuju povisene relativne ucestalosti.
Takoder, Lepidodinium chlorophorum (H) pokazuje poviSenu relativnu ucestalost tijekom ljeta 1

jeseni kada povremeno ¢ini > 50% relativne ucestalosti toksi¢nih dinoflagelata (Slika 3.46).
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Slika 3.46Dijagram relativnih ucestalosti Stetnih i toksic¢nih vrsta dinoflagelata na postajama terenskog
uzorkovanja LTRV. Prikazano je deset najucestalijih vrsta dinoflagelata.

Medu dijatomejama detektirano je osam S$tetnih taksona i dva toksi¢na koji ¢ine 22,31% udjela
Stetnih fitoplanktonskih sekvenci te 0,004% udjela toksi¢nih sekvenci.Od toksi¢nih dijatomeja
prisutne su Pseudo-nitzschia calliantha (T) 1 P. pungens (T) prisutne iskljucivo tijekom jeseni. Od
Stetnih dijatomeja, izdvaja se C. tenuissimus (H) s 55,67% sekvenci $tetnih dijatomeja, dominantno

prisutan tijekom kasne zime 1 prolje¢a 2020. i 2021. (kada doseze izrazito velike brojnosti) te
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kasnog proljeca tijekom 2022. kada ¢ini ~ 90% ukupnih sekvenci Stetnih dijatomeja. Cerataulina
pelagica (H) dosize relativne ucestalosti > 80% tijekom ljeta 2020. te jeseni svih triju istraZivanih
godina te ¢ini 37,99% ukupnih sekvenci Stetnih dijatomeja. Od ostalih, Skeletonema (H) 1
Guinardia striata (H) pokazuju povremene povisene vrijednosti relativnih ucestalosti, najéesce

krajem ljeta i u jesen (Slika 3.47).
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Slika 3.47 Dijagram brojnosti Stetnih i toksicnih dijatomejskih taksona na postajama terenskog uzorkovanja
LTRV

Od preostalih skupina, izdvaja se 10 HAB taksona, tri Stetna 1 sedam toksi¢nih. Rod Tetraselmis
(H) (Chlorophyta) ¢ini 15,34% ukupnih sekvenci Stetnih fitoplanktonskih taksona uz poviSenu
relativnu ucestalost tijekom ljeta kada dominira zajednicom Stetnog fitoplanktona. Aureococcus
anophagefferens (H) (ostali Ochrophyta) ¢ini ukupno 7,94% zajednice Stetnog fitoplanktona uz
relativne ucestalosti do 80% tijekom zimskih mjeseci. Od toksi¢nih taksona izdvaja se Vicicitus
globosus (T) (ostali Ochrophyta) koji ¢ini 4,72% zajednice toksicnog fitoplanktona, ceSce
zastupljen tijekom ljeta, uz izrazitu dominaciju u svibnju 2021. kada ¢ini 88,70% ukupnog udjela

medu toksi¢nim fitoplanktonom (Slika 3.48).
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Slika 3.48 Dijagram relativnih ucestalosti Stetnih i toksicnih fitoplanktonskih vrsta, iskljucujuci dijatomeje
i dinoflagelate, na postajama terenskog uzorkovanja LTRV

3.6.1.2 Stetni i toksicni fitoplanktonski taksoni s terenskog uzorkovanja PO, Sjeverna Istra i
Kvarner

Na terenskim uzorkovanjima PO, Sjeverna Istra i Kvarner takoder postoji znacajna razlika pri
odabiru metode uzorkovanja: 29,81% fitoplanktonskih sekvenci iz mreznog uzorka pripada HAB
taksonima (Slika 3.49), u odnosu na 12,09% HAB sekvenci detektiranih u uzorcima prikupljenim
Niskinovim crpcem. Ukupno je detektirano 18 Stetnih taksona koji ¢ine 34,44% ukupnih HAB

sekvenci 1 22 toksi¢na taksona koji ¢ine preostalih 65,56%.

Najvec¢i udio toksi¢nih ¢ine dinoflagelati (92,60%) koji dominiraju na svim postajama tijekom
cijelog istrazivanja (Slika 3.49). Na postajama FPA34, CR001 i RI0O19 terenskog uzorkovanja
Kvarner, K. veneficum (T) jedini je detektirani toksi¢ni dionflagelat za sva uzorkovanja, kao 1
tijekom 2021. 1 2022. za postaje JPA23, postaje RV001, SJ107 1 SJ101 terenskog uzorkovanja PO
te postaja Z1012 1 Z1052 terenskog uzorkovanja Zapadna Istra, na kojima je tijekom 2020. osim K.
veneficum detektiran iD. acuminata (T) s manjom ucestalos¢u. Od Stetnih dinoflagelata, 7 fusus
(H) je najcesce, a Cesto 1 jedini detektirani Stetni dinoglagelat, s izuzetkom ljeta 2021. kada

prevladava N. scintillans (Slika 3.50)
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Slika 3.49 Relativna ucestalost Stetnih i toksicnih vrsta u ukupnom udjelu fitoplanktonskih skupina na
postajama terenskog uzorkovanja Kvarner (CR001, FPA34, JPA23, RI019), PO (RV001, SJ107, SJ101,
SJ108) i Zapadna Istra (Z1012 i Z1052) uzorkovanih fitoplanktonskom mrezom

Najcesce zabiljezena dijatomeja s HAB obiljezjima je C. tenuissimus (H) koji ¢ini 52,66% ukupnih
sekvenci Stetnih dijatomeja, detektiran je iskljucivo na postajama SJ107, SJ101, SJ108 i ZI012.C.
pelagica (H) jedina je HAB vrsta dijatomeja koja je detektirana na svim istrazivanim postajama

sjevernog Jadrana. Guinardia striata, detektirana je kao dominantna HAB dijatomeja na postajama

FPA34, RI019 i RV001, ali nije detektirana na postajama ZI012, SJ107 i SJ101 (Slika 3.50).
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Slika 3.50 Dijagram relativnih ucestalosti Stetnih i toksicnih fitoplanktonskih skupina, na postajama
terenskih uzorkovanja PO i Zapadna Istra i Kvarner, uzorkovanih fitoplanktonskom mrezom
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3.6.2. NovozabiljeZeni taksoni

Metodom metabarkodiranja u istrazivanom setu podataka zabiljeZeno je ukupno 606 taksona koji
su taksonomski grupirani u 288 rodova, 156 porodica, 84 reda, 23 razreda i svih Sest
fitoplanktonskih skupina. Ukupno je u setu zabiljezen 331 otprije poznati takson te 278 novih
fitoplanktonskih taksona za sjeverni Jadran, odnosno 45,38% taksona ukupnog seta podataka.
Ukupno je zabiljeZeno 176 novodetektiranih fitoplanktonskih rodova. Novozabiljezeno je ukupno
165 fitoplanktonskih vrsta, dok je preostalih 113 taksona taksonomski odredeno do razine roda

(Prilog 29, Slika 3.51, Slika 3.52).
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Slika 3.51 Udio poznatih i novozabiljeZenih taksona s obzirom nafitoplanktonsku skupinu kroz istrazivani
period od tri godine

Najveci broj novozabiljezenih taksona pripada skupini dinoflagelata, unutar kojih je od ukupno
238 zabiljezenih taksona, 99 novozabiljezeno (41,66%). Na visSim taksonomskim razinama u setu
podataka prisutna su 62 novozabiljezena roda, 21 novozabiljezena porodica 1 Cetiri
novozabiljezena reda (Blastodiniales, Ellobiopsidales, Haplozoonales i Syndiniales). Svi
novozabiljezeni redovi su veéinom ili u potpunosti parazitski. Najveéi broj novozabiljeZenih
taksona pripada redovima Gymnodiniales (26), Peridiniales (26) i Pyrenomonadales (19). Najvecu
novozabiljezenu raznolikost unutar roda pokazuje novozabiljezeni rod Blastodinium s 9 razlicitih

novozabiljezenih taksona (Slika 3.52). Najvecu relativnu ucestalost od novozabiljezenih
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dinoflagelata u setu podataka imaju parazitski rod Amoebophrya (2,4% ukupnih fitoplanktonskih

sekvenci u setu podataka) i toksi¢na vrsta Karlodinium veneficum (1,15%).
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Slika 3.52 Broj novozabiljezenih taksona grupiranih u rodove, redove i fitoplanktonske skupine u
metabarkodiranom setu podataka sjevernog Jadrana

Skupina Bacillariophyta pokazali su najmanji udio novozabiljeZenih taksona u odnosu na ostale
fitoplanktonske skupine (Slika 3.51). Od 174 ukupno zabiljeZenih taksona, 19 je novodetektiranih
(10,92%) koji su grupirani u 17 novozabiljeZenih dijatomejskih rodova (Slika 3.52). Na viSim
taksonomskim razinama, nema novozabiljeZenih predstavnika na razini reda, dok su tri

novodetektirane porodice Sellaphoraceae, Staurosiraceae i Stephanopyxidaceae. Najvecu
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relativnu uCestalost medu novozabiljezenim dijatomejskim taksonima imaju vrste Stephanopyxis
turris 1 Papiliocellulus elegans koji ¢ine 0,39% 1 0,36% ukupnih fitoplanktonskih sekvenci unutar

skupa podataka.

Za skupinu Cryptophyta karakteristiCan je najve¢i udio novozabiljezenih taksona. Na temelju
rezultata metabarkodiranja zabiljezeno je 20 novih taksona, dok je iz dugoroc¢nih setova temeljenih
na mikroskopiji detektiran samo rod Cryptomonas. Novozabiljezeni predstavnici skupine
Cryptophyta grupirani su u 11 rodova, 4 porodice te redove Cryptomonadales i1 novozabiljezeni
Pyrenomonadales (Slika 3.52). Najvecu relativnu ucestalost medu novozabiljezenim rodovima
skupine Cryptophyta ima rod Teleaulax s Cetiri novozabiljezena taksona koji zajedno ¢ine 9,59%

ukupnih sekvenci novozabiljezenih taksona.

Skupinu Haptophyta predstavlja ukupno 36 taksona, od kojih je 16 novozabiljeZenih koji su
grupirani u 10 rodova (Slika 3.52), pet porodica i Cetri reda, od kojih red Pavlovales
(Pavlovophyceae) nemaju od ranije zabiljezenih predstavnika za sjeverni Jadran. Iako su svi
novozabiljezeni Cryptophyta prisutni su s relativno niskom ucestaloS¢u, izdvaja se rod
Prymnesium kojeg Cini pet zabiljezenih taksona koji zajedno ¢ine 1,3% ukupne zastupljenosti

sekvenci novozabiljezenih taksona.

Raznolikost skupine Chlorophyta opisana je s 73 novozabiljezena taksona (90,12%). Od osam
razreda skupine Chlorophyta koliko ih je detektirano u setu podataka, pet su novozabiljeZeni:
Chloropicophyceae, Mamiellophyceae, Nephroselmidophyceae, Pedinophyceae, Prasinophyceae
1 Trebouxiophyceae (Slika 3.52). Detektirano je ukupno 47 novih rodova za sjeverni Jadran, od
kojih Pyramimonas pokazuje najvecu raznolikost unutar roda sa Sest detektiranih taksona,
dokBathycoccus prasinos pokazuje najviSu relativnu ucestalost (5,69% ukupnih sekvenci

novozabiljeZenih taksona).

Svi detektirani taksoni ostalih Ochrophyta iz razreda Chlorodendrophyceae (7etraselmis) i
Raphydophyceae (Heterosigma akashiwo), od prije su poznati u sjevernom Jadranu. Takoder, od
ostalih Ochrophyta, od ranije detektirani razredi uklju¢uju Dictyochophyceae (Dictyocha),
Chrysophyceae (Dinobryon), ali svi predstavnici preostalih redova poput Bolidophyceae,
Chrysomerophyceae, Pelagophyceae, Pinguiophyceae i Synurophyceae nisu zabiljeZeni ranije.
Ukupno je =zabiljezeno 49 novih taksona ostalih Ochrophyta (89,09%), od kojih rod

Paraphysomonas pokazuje najvecu raznolikost unutar roda sa Sest detektiranih taksona (Slika
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3.52), dok Aureococcus anophagefferens, Florenciella spp., Pelagomonas calceolata 1 Vicicitus

globosus pokazuju najvisu relativnu ucestalost (> 1%).
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3.7 Usporedba s rezultatima aktivnog programa sustavnog pracenja

Za ovu usporedbu koriSten je set podataka mjesecnog uzorkovanja LTRV s dvije postaje (RV001 i
RV004) te dvije dubine, potpovrsinski sloj (5 m) 1 dublji sloj (20 m). Sastav fitoplanktonskih
zajednica odreden je metabarkodiranjem i svjetlosnom mikroskopijom. Opis bioloSkih zajednica
fitoplanktona podrazumijeva: (a) abundanciju fitoplanktonske zajednice, (b) sastav vrsta, (c) omjer
brojnosti dijatomeja i dinoflagelata, (d) pregled stranih i potencijalno toksi¢nih vrsta te (e) izracun

Multiparametrijskog indeksa.

(a) Abundancija fitoplanktonske zajednice. Abundancija fitoplanktonske zajednice u obliku broja

fitoplanktonskih stanica po litri nije mogla biti izracunata.

(b) Sastav vrsta. Usporedbom rezultata metabarkodiranja i svjetlosne mikroskopije za uzorke
prikupljene na postajama RV001 i RV004 terenskog uzorkovanja LTRV uocen je veci broj
detektiranih taksona u slu¢aju rezultata dobivenih metabarkodiranjem, u odnosu na mikroskopiju
(Slika 3.53). Prosjecan broj taksona detektiranih metabarkodiranjem po uzorku iznosi 92,37 (+
23,56) za postaju RV001 te 78,49 (+ 21,59) za postaju RV004, dok je mikroskopijom detektirano
prosjec¢no 25,04 (+ 9,77) taksona na postaji RV001, odnosno 23,15 (+ 11,15) taksona na postaji
RV004. Metabarkodiranjem je zabiljezeno prosjecno 3,55 puta viSe taksona po uzorku u usporedbi
s mikroskopskim analizama. U svim uzorcima metabarkodiranjem je detektiran vec¢i broj taksona

osim u kolovozu 2020.
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Slika 3.53 Odnos broja detektiranih taksona po uzorku na temelju rezultatametabarkodiranja i mikroskopije

111



(c) Omjer brojnosti dijatomeja i dinoflagelata. Brojnosti dobivene metabarkodiranjem odnose se na
broj taksonomski odredenih sekvenci za pojedini takson, dok se brojnost dobivena
mikroskopiranjem odnosi na broj stanica po litri morske vode. Omjer brojnosti dijatomeja i
dinoflagelata u uzorcima dobiven metabarkodiranjem znacajno je nizi u odnosu na omjer brojnosti
dijatomeja 1 dinoflagelata dobivenog mikroskopijom. Omjer Bacillariophyta/Dinophyta u
rezultatima temeljenih na mikroskopiji kretao se od nula do beskonacno, sa srednjom vrijednos¢u
53,32 £ 131,61, dok se omjer na temelju rezultata metabarkodiranja kretao od 0,0012 do 0,39, sa
srednjom vrijednoséu 0,10 = 0,095 (Slika 3.54).
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Slika 3.54 Omjer ucestalosti dijatomeja i dinoflagelata na postajama LTRV kroz tri godine i dvije dubine
uzorkovanja
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Korelacija izmedu omjera Bacillariophyta 1 Dinophyta dobivenog metabarkodiranjem 1
mikroskopijom nije pokazala statisticki znacajnu povezanost. Pearsonov koeficijent korelacije
iznosio je R = 0,068, p = 0,487, Sto ukazuje na odsustvo znacajne linearne povezanosti izmedu

dviju metoda (Slika 3.55).
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Slika 3.55 Odnos omjera Bacillariophyta/Dinophyta dobivenog metabarkodiranjem i mikroskopijom s
prikazom linearne regresije i korelacije na temelju Pearson koeficijenta

(d) pregled stranih i potencijalno toksicnih vrsta.. Metabarkodiranjem je na postaji RV001 prosjecno
detektirano 14,96 (+ 4,11), dok je na istoj postaji mikroskopijom detektirano 1,86 (£ 0,83) Stetnih
ili toksi¢nih fitoplanktonskih taksona po uzorku. Na postaji RV004, metabarkodiranjem je
detektirano 12,78 (+ 3,80), a mikroskopijom 2,17 (£ 1,06) Stetnih fitoplanktonskih taksona (Slika
3.56). Ukupno je detektirano 70 toksicnih HAB taksona, metabarkodiranjem je detektirano ukupno
59, mikroskopijom je detektirano ukupno 20 HAB taksona, dok je objema metodama detektirano
ukupno devet. Takoder, metabarkodiranjem je zabiljeZeno ukupno 275 novih fitoplanktonskih
taksona za sjeverni Jadran, od kojih je 165 taksonomski odredeno do razine vrste, dok je preostalih
113 taksonomski odredeno do razine roda. Ukupno je zabiljezeno 176 novodetektiranih

fitoplanktonskih rodova (Prilog 29, Poglavlje 3.6.2)
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Slika 3.56 Odnos broja detektiranih Stetnih i toksicnih taksona po uzorku na temelju
rezultatametabarkodiranja i mikroskopije (a) i presjek broja vrsta detektiranih razlicitim metodama (b)

(e) Izracun Multiparametrijskog indeksa. Za procjenu ucinkovitosti metabarkodiranja za
izracunavanje Multimetrijskog indeksa fitoplanktona, koristeno je ukupno 116 uzoraka s postaja
LTRV kroz tri godine. Multimetrijskim indeksom fitoplanktona (MPI) (Facca 1 sur., 2014)
ujedinjeni su Hulburtov indeks dominacije (1), ucestalost cvatnji (2), Menhinickov indeks

raznolikosti (3) 1 koncentracija klorofila a (4).

(1) Hulburovt indeks dominacije. Omjeri ekoloSke kakvoée za Hulburtov indeks izraCunati su
uzimajuci u obzir dva najucestalija taksona na temelju rezultata dobivenih metabarkodiranjem i
mikroskopijom za procjenu OEK-a (Slika 3.57a). Raspon omjera za Hulburtov indeks kretali su
se od 0,16 do 1,89 za uzorke metabarkodiranja te od 0,21 do 2,04 za mikroskopiju. Srednje
vrijednosti omjera za Hulburtov indeks iznosile su 1,07 + 0,41 na temelju mikroskopije te 1,38 +
0,42 za rezultate metabarkodiranja. Analiza odnosa izmedu Hulburtovog indeksa dominacije
procijenjenog pomocu metabarkodiranja i mikroskopije pokazala je negativan i ne statisticki
znacajan odnos (Pearson korelacija: r =-0,24, p = 0,21) (Slika 3.57b). Ipak, vrijednosti su u istom
rasponu velicina, $to upucuje na to da obje metodologije daju usporedive procjene Hulburtova

indeksa dominacije .
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Slika 3.57 Vrijednosti omjera ekoloske kakvoée (OEK) za Hulburtov indeks na temelju rezultata
metabarkodiranja i mikroskopije (a) te prikaz linearne regresije i korelacije na temelju Pearson koeficijenta
(2) Uéestalost cvatnji. Rezultati dobiveni svjetlosnom mikroskopijom upucéuju na tri uzorkovanja za
koje su prisutne karakteristike cvatnje, odnosno da je ukupna brojnost najzastupljenije vrste > 50%
ukupne brojnosti fitoplanktona te da je brojnost te vrste ve¢a od 5 x 10° stanica L. Takvi dogadaji
zabiljezeni su u studenom 2021. na obje dubine postaje RV004 kada je kompleks vrsta Nitzschia
delicatissima zabiljeZen s ukupno 6,02 x 10° stanica L™ na dubini od 5 m te 5,12 x 10° stanica L' na
dubini od 20 m sa zastupljenos¢u od 88,61% 1 81,88%, dok su tijekom listopada 2022. zabiljezene
povisene brojnosti vrste Chaetoceros socialis na postaji RV001 na 5 m (5,34 x 10° stanica L™, 87,48%

zastupljenosti).

Za analizu rezultata metabarkodiranja, ucestalost cvatnji izracunata je kao broj koliko je puta
relativna abundancija jedne vrste premasila 50% ukupne abundancije uz uvjet da je koncentracija
klorofila a premasila dogovorene grani¢ne vrijednosti (1,092 pg L). U koristenom setu podataka
mjesecnih uzorkovanja na dvije dubine u periodu 2020.-2022. na postajama LTRV, u rezultatima
dobivenih metabarkodiranjem, za ukupno 20 uzoraka relativna je ucestalost jedne vrste premasila
50%, §to €ini 16,95% ukupnih analiziranih uzoraka. Za sve uzorke je bilo karakteristicno da se
radi o skupini dinoflagelata, najces¢e o rodu Gymnodinium. Uzorci s dominantnim taksonima sa
zastupljenoséu vise od 50% nalaze u Prilogu 30. Vrijednost klorofila a kretala se od 0,25 pg L
do 0,98 ug L', dok je srednja vrijednost bila 0,51 ug L. U navedenom setu, niti u jednom uzorku

nije zabiljeZena koncentracija klorofila a viSa od dogovorene grani¢ne vrijednosti (Slika 3.58).
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Slika 3.58 Koncentracije klorofila a na postajama terenskog uzorkovanja LTRV. Crvena isprekidana crta
oznacava liniju najlosije izmjerene vrijednosti pokazatelja stanja koji se uzimaju u obzir pri izracunavanju
Multimetrijskog indeksa fitoplanktona (MPI)

IzraCunati su omjeri ekoloske kakvoce (OEK) za ucestalost cvatnji. Rezultati dobiveni
mikroskopiranjem pokazuju stabilnije i viSe vrijednosti kroz vrijeme na svim postajama i
dubinama, dok rezultati dobiveni metabarkodiranjem pokazuju izrazenije oscilacije kroz vrijeme,
na obje postaje 1 obje dubine (Slika 3.59a). Raspon omjera za metabarkodiranje krece se od -1,29
do 0,53 dok su omjeri dobiveni mikroskopiranjem od 0,42 do 0,9. Srednje vrijednosti OEK za
ucestalost cvatnji bile su -0,30 + 0,41 za metabarkodiranje te 0,75 £ 0,11 za rezultate mikroskopije.
Za usporedbu OEK za ucestalost cvatnji procijenjenih metodom metabarkodiranja i mikroskopije,
provedena je Pearsonova korelacijska analiza i linearna regresija. Pearsonov koeficijent korelacije
izmedu vrijednosti na temelju rezultata metabarkodiranja i mikroskopije iznosio je r = 0,30, p =
0,116, sto ukazuje na slabu, ali ne statisticki znacajnu razliku u odnosu ovih metoda za procjenu

OEK za ucestalost cvatnji (Slika 3.59b).

116



RV0O1 RV004

1.0
05 W—\' bg ¥=08+00843x R*=009 P=0.116 4
. ® A ™
- ® A.A
= 0.5 L4 A A
208 A
1.0 A [ ]
[ ] A

wpz sedin

0.7

Ucestalost cvatniji
s -
o =

Ucestalost cvatnji — Mikroskopija

Q ]
0.0 E A [ ]
05 g 0.6 °
1.0
[ ] A

8 & & RS & & g -1.0 05 0.0

o (=1 (=] (==} (=1 o (=3

S & & & & 5 & &

Datum Ucestalost cvatnji — Metabarkodiranje
lzvor 4 Metabarkodiranje @ Mikroskopija Poslaja @ Rv001 & RV004 Dubina ® Crpac20m @ Crpac5m Postaja @ Rvo001 A Rvo04

Slika 3.59 Vrijednosti omjera ekoloske kakvoce (OEK) za ucestalost cvatnji na temelju rezultata
metabarkodiranja i mikroskopije (a) i prikazo linearne regresije i korelacije na temelju Pearson koeficijenta
(3) Menhinickov indeks raznolikosti. Detektirane vrijednosti za Menhinickov indeks koji upucéuje na
raznolikost na razini vrste korigirane ukupnom brojnos¢u vrlo su visoke, te su se kretale od 0,032
do 0,21 za mikroskopiranje te od 0,34 do 2,46 za metabarkodiranje. Za sve analizirane uzorke
Menhinickov indeks bio je veéi za metabarkodiranje u odnosu na mikroskopiju. Dobivene OEK
vrijednosti za Menhinickov indeks raznolikosti po postajama pokazale su se vrlo visoke, za sve tri
istrazivane godine, ukupno 27,51 za postaju RV001 te 23,63 za postaju RV004 u odnosu na
mikroskopiranje gdje su te vrijednosti iznosile 3,87 za postaju RV001 te 3,80 za postaju RV004
(Slika 3.60a). U svrhu evaluacije uskladenosti rezultata dobivenih mikroskopijom 1
metabarkodiranjem, provedena je Pearson korelacijska analiza koja je pokazala nizak i1 ne

statisticki znacajan odnos izmedu dobivenih rezultata (r = 0,081, p = 0,683) (Slika 3.60b).
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Slika 3.60 Vrijednosti omjera ekoloske kakvoce (OEK) za Menhinickov indeks na temelju rezultata
metabarkodiranja i mikroskopije (a) i prikazo linearne regresije i korelacije na temelju Pearson koeficijenta
Ukupan Multiparametrijski indeks. Godi$nji multiparametrijski indeks fitoplanktona (MPI) izracunat
je za dvije metode analize (metabarkodiranje i mikroskopija) na postajama RV001 i RV004,
tijekom tri uzastopne godine (2020.-2022.). Ukupni MPI znatno je vec¢i za metabarkodiranje
(12,46) u odnosu na mikroskopiju (1,99), na temelju izrazito poviSenog Menhinick indeksa kod
metabarkodiranja. MPI bez OEK Menhinick pokazuje neSto niZzu srednju vrijednost (1,12) za
metabarkodiranje u odnosu na mikroskopiju (1,37). MPI bez OEK Menhinick na temelju
metabarkodiranja pokazuje blagi pad ukupnog indeksa u 2021. godini, na obje postaje Sto su
ujedno 1 jedine vrijednosti manje od 1 (0,93 za postaju RV001 i 0,98 za postaju RV004). Pad
ukupnog indeksa u 2021. primijecen je i za mikroskopiju, no s nesto viS§im vrijednostima za obje
postaje (1,15 1 1,18). Bez obzira na znatno viSe vrijednosti ukupnog MPI, pad indeksa takoder je
primijecen u odnosu na preostale dvije godine. Bez obzira na to, na obje postaje te kroz sve tri
godine, ukupan MPI pokazao je procijenjeno ekoloSko stanje bolje od referentnog (> 1), dok
ukoliko se izuzmu visoke vrijednosti OEK Menhinick, ekolosko stanje je na obje postaje kroz sve

tri godine procijenjeno je kao najmanje vrlo dobro (Tablica 3.5).
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Tablica 3.5 Vrijednosti Multiparametrijskog indeksa fitoplanktona (MPI) na temelju Omjera ekoloske
kvalitete Hulburtovog indeksa dominacije, ucestalosti cvatnji, Menhinickovog indeksa raznolikosti te
koncentracije klorofila a. MPI je prikazan s (ukupni) i bez Menhinickovog omjera. Procijenjeno ekolosko

stanje prikazano je bojom u odnosu na referentne vrijednosti (plavo).

o OEK (Omjer ekoloske kvalitete) MPI (M‘}'ittg’&?r?;fgr:f)k' indeks
§ osala | Goding bt UEsalost e | ukepni - MEERE Biolosico
cvatnji MPI Menhinick) stanje
] 2020 1,55 043 245 5904 | 1565 1,19
S | Rvoo1 | 2021 1,39 036 175 4387 | 1166 0,93
E 2022 1,30 043 248 4493 | 12,07 1,11
5 2020 1,42 028 260 5204 | 1395 1,25
é RV004 | 2021 1,31 015 180 3843 | 1035 0,98
2022 1,34 -0,18 2,63 40,63 11,10 1,26
2020 1,22 0,76 2,45 3,58 2,00 1,48
s | Rvoo1 | 2021 0,96 073 175 379 1,81 1,15
g 2022 | 0,85 073 248 436 2,11 1,35
é 2020 1,17 0,76 2,60 3,37 1,97 151
S | Rvoos | 2021 0,97 075 180 3,49 1,75 1,18
2022 1,18 0,79 2,63 4,50 2,28 1,53
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4. RASPRAVA

4.1 Referentna baza CIMPhy18

4.1.1 Izrade referentne baze

Istrazivanja o raznolikosti fitoplanktona metabarkodiranjem uvelike ovise o dobro odrzavanim i
uredenim referentnim bazama podataka klju¢nim za pouzdanu taksonomsku identifikaciju (Ekrem
i sur., 2007; Hleap i sur., 2021; Keck i sur., 2023a). Nedostatak referentnih sekvenci za pojedine
vrste ili skupine, loSa kvaliteta sekvenci (duzina nukleotidnog slijeda te pouzdanost svakog
nukleotida u slijedu) te taksonomski pogresno opisane sekvence, neki su od najvaznijih problema
referentnih baza koji mogu utjecati na pouzdan opis bioraznolikosti metodom metabarkodiranja
(Keck i sur., 2023a; Yoccoz, 2012). Zato je jedan od ciljeva ovog rada bio izrada vlastite, pouzdane
referentne baze sekvenci objedinjenjem javno dostupnih i provjerenih sekvenci u jednu cjelovitu
bazu podataka za potrebe filogenetskih 1 ekoloskih analiza u priobalnim ekosustavima metodom
metabarkodiranja. Izradom nove referentne baze, uklonjeni su nedostaci koji prate trenuta¢no
najvece i najcesce koristene referentne baze podataka za 18S — Silva i PR2 (Pruesse i sur., 2007,
Quast i sur., 2013; Guillou i sur., 2013). Jedan od uocenih nedostataka baza SILVA i PR2 prilikom
istrazivanja fitoplanktonskih zajednica jest njihova sveobuhvatnost, budu¢i da ukljucuju Sirok
spektar sekvenci koje nisu nuzno relevantne za analize fitoplanktonske zajednice. Cilj izrade
CIMPhyl18 bio je otkloniti ovaj nedostatak izdvajajuci isklju€ivo fitoplanktonske sekvence iz
navedenih referentnih baza. Time je smanjen raspon referentnih sekvenci koriStenih za
taksonomsku anotaciju isklju¢ivo na sekvence fitoplanktonskih organizama, $to se pokazalo
korisnim u istrazivanjima jer je olakSalo 1 unaprijedilo postupak obrade podataka (Casey i sur.,
2025). U prvom koraku provjere novoizradene referentne baze CIMPhy18, po uzoru na referentnu
bazu diatomeja za 18S i rbcL regije (Rimet i sur., 2016; Rimet i sur., 2019), referentne sekvence
medusobno su poravnate te su sekvence lose kvalitete (sekvence koje nisu mogle biti poravnate ili
prekratke sekvence) uklonjene iz referentne baze. U drugom koraku slijedila je taksonomska
provjera i njezino ujednacavanje. Kod izrade CIMPhyl18 glavni izazov pri objedinjenju javno
dostupnih referentnih baza nukleotidnih sekvenci u jednu novu, jedinstvenu referentnu bazu, bio
je prisutnost razlic¢itih pristupa klasifikacije organizama svake od baza kod taksonomskog opisa

referentnih  sekvenci. Na primjeru roda  Chaetoceros, globalna baza WoRMS
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(www.marinespecies.org), predlaze 10 taksonomskih kategorija (Eukaryota; Chromista;
Heterokontophyta; Bacillariophytina; Mediophyceae; Chaetocerotophycidae; Chaetocerotales;
Chaetocerotaceae; Chaetoceros), AlgaeBase (Guiry i1 sur., 2014) predlaze devet (Eukaryota;
Chromista; Heterokontophyta; Bacillariophytina; Bacillariophyceae; Coscinodiscophycidae;
Chaetocerotanae, Chaetocerotanae incertae sedis; Chaetocerotaceae; Chaetoceros) (pristup na dan
13.06.2025)., dok kod najvecih referentnih baza Silve 1 PR2 je osam taksonomskih kategorija te
se taksonomija referentne baze Silva (Eukaryota; SAR; Stramenopiles; Ochrophyta; Diatomea;
Bacillariophytina; Mediophyceae; Chaetoceros) takoder razlikuje se od PR2 (Eukaryota; TSAR;
Stramenopiles; Gyrista; Mediophyceae; Chaetocerotales; Chaetocerotaceae; Chaetoceros). Za
razliku od dijatomeja, rod Goniomonas iz skupine kriptofita u globalnim taksonomskim bazama
opisan je s osam ili devet taksonomskih razina, dok je u referentnoj bazi PR2 sa Sest, a Silva — tri.
Za ujednacavanje taksonomskog nazivlja sa ciljem optimizacije obrade podataka dobivenih
metabarkodiranjem kod izrade referentne baze CIMPhyl8, za sve referentne sekvence
uspostavljena je taksonomska klasifikacija od sedam taksonomskih kategorija dosljednog nazivlja
prema standardiziranoj taksonomiji i taksonomskoj hijerarhiji Globalnog informacijskog sustava
o bioraznolikosti, GBIF Backbone Taxonomy, na temelju taksonomskih razina koje su prihvacene
kao tradicionalne Linnéove razine (Linnaeus, 1735) (na primjeru spomenutog roda Chaetoceros:
Eukaryota; Ochrophyta; Bacillariophyta; Coscinodiscophyceae; Chaetocerotales;
Chaetocerotaceae; Chaetoceros). Postojanje neujednacenosti taksonomske klasifikacije izmedu
razliCitih refrentnih baza podataka cesto zahtjeva dodatnu taksonomsku obradu nakon
bioinformaticka analize podataka sekvenciranja, S§to znaCajno otezava/utjece na kasniju analizu
podataka metabrkodiranja 1 vizualizaciju rezultata (Keck 1 sur., 2023b; Mugnai i sur., 2023).
CIMPhy18 referentna baza predstavlja tako znacajan napredak u optimizaciji koraka taksonomske
anotacije 1 time skra¢enju ukupnog vremena obrade rezultata metabrkodiranja, a $to je posebice

vazno u kontekstu sustavnog prac¢enja morskog ekosustava.

Uspostavom 1 brzim napretkom molekularnih metoda u identifikaciji vrsta, posljednjih desetljeca,
dolazi do Cestih izmjena u taksonomskoj klasifikaciji brojnih fitoplanktonskih vrsta (Cavalier-
Smith, 1998, 2004; Adl i sur., 2019; Burki i sur., 2020) kao i do otkrivanja i opisivanja vece
taksonomske raznolikosti morskih ekosustava ¢ime je i broj novootkrivenih vrsta i skupina u
stalnom porastu (Medlin i sur., 1996; LaJeunesse i sur., 2018; Arapov 1 sur., 2023). Filogenetske

analize fitoplanktonskih skupina na temelju molekularnih podataka, rezultirale su uspostavom
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novih ili reorganizacijom postojecih taksonomskih kategorija u odnosu na ranije uspostavljene
filogenetske odnose na temelju morfoloskih identifikacija vrsta. Molekularni pristup pokazao se
osobito uspjeSan kod identifikacije (novih) vrsta manjih veli¢inskih frakcija poput vrsta
fitoplanktonske skupine prazinofita (Guillou 1 sur, 2004). Tako je rod Symbiodinium
(Dinoflagellata) od jedinstvenog roda, molekularnom analizom podijeljen u u jos nekoliko novih
rodova (Cladocopium, Breviolum, Durusdinium) koji su tako uz Symbiodinium pripali novoj
porodici (Symbiodiniaceae) (LaJeunesse i sur., 2018). Molekularna identifikacija vrsta, rezultirala
je 1 reorganizacijom nekih vrsta dijatomejskog roda Thalassiosira u vise novouspostavljenih ili
redefiniranih rodova (Minidiscus, Conticribra) (Medlin i sur., 1996; Li i sur., 2020). Brza evolucija
taksonomske klasifikacije fitoplanktona, potaknuta otkri¢ima novih vrsta i1 filogenetskim
revizijama na osnovu molekularnih podataka, namece potrebu odrzavanja, nadopunjavanja te
stalnog provjeravanja izradene referentne baze podataka u skladu sa novim istrazivanjima
taksonomije fitoplanktona. Ovakvo stalno odrZavanje referentne baze podataka utjece da se za
svako novo koriStenje u obradi podataka metabarkodiranja koristi u odredenoj mjeri izmijenjena
referentna baza, a $to moze utjecati na rezultate taksonomske anotacije. Na ovaj nacin, dovodi se
u pitanje usporedivost rezultata svake nove obrade podataka, $to je osobito slucaj kod dugoro¢nih
istrazivanja kakva obuhvaca sustavno prac¢enje morskog okoliSa. Stoga, treba kod svake obrade
podataka imati na umu koristenu verziju referentne baze te u skladu s tim provesti dodatne ili

ponoviti neke analize kako bi usporedivost 1 pouzdanost podataka sustavnog pracenja bili sigurni.

Za to¢nu molekularnu identifikaciju fitoplanktonskih vrsta, kljuéne su taksonomska
sveobuhvatnost 1 to¢nost referentnih baza sekvenci. Od osobite je vaznosti popunjenost referentne
baze vrstama od specificnog interesa (invazivne, toksicne vrste 1 sl.) kao 1 vrstama
karakteristiénima za istrazivano podrucje (kao Sto je npr. sjeverni Jadran) kako bi se pospjesila
uspjesnost detekcije 1 taksonomska rezolucija takvih vrsta (Creer i sur., 2016; Mordret i sur., 2024).
Zato je obogacenje CIMPhyl18 referentne baze sa sekvencama barkodiranja fitoplanktonskih
kultura Centra za istrazivanje mora, uzorkovanih i izoliranih na podru¢ju sjevernog Jadrana,
znacajno pridonijelo vrijednosti CIMPhy18 za primjenu u sustavnom pracenju osobito sjevernog
Jadrana. Osim toga, ovih ukupno 140 sekvenci su visoke taksonomske pouzdanosti te kao takve
predstavljaju 1 znacajan doprinos ukupno dostupnim sekvencama fitoplanktona i obradi podataka
1 Sireg, globalnog morskog podrucja. Dodavanje sekvenci dobivenih sekvenciranjem organizama

ih lokalnih fitoplanktonskih zajednica sjevernog Jadrana obogacuje referentnu bazu lokalnim
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sekvencama s potencijalno identicnim genotipovima kao istrazivana fitoplanktonska zajednica.
Obogacivanje referentne baze lokalnim sekvencama utjece na bolju pokrivenost i kvalitetniji opis
fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana, kao i detaljnije prac¢enje sukcesije zajednica, Sto je
pokazano i ranijim istrazivanjima (Bourret i sur., 2023; Mugnai i sur., 2023). Takoder, vecina
pridodanih lokalnih sekvenci pripalo je vrstama i rodovima koje su prisutne u globalnim
referentnim bazama, no usprkos tome, prilikom taksonomske taksonomske anotacije, taksonomija
je pridodana na temelju lokalnih unosa za priblizno 0,11% taksonomski anotiranih sekvenci
ukupnog analiziranog seta podataka, ¢ime se dodatno potvrduje vaznost barkodiranja organizama

lokalne zajednice (Mugnai i sur., 2023).

Osim samih sekvenci i pridruzene im taksonomske informacije, za izradu refrentne baze sekvenci
treba uzeti u obzir i vaznost dodatnih podataka koji su povezani s referentnom sekvencom, a koji
pridonose pouzdanosti same sekvence i mogu biti veoma korisni za sloZenijih analiza rezultata
metabrkodiranja, primjerice u istraZzivanjima ekologije fitoplanktona. Takvi dodatni podaci uz
svaku sekvencu koji ukljuc¢uju npr. mjesto i datum uzorkovanja, su pozeljni, a i neophodni prema
FAIR (engl. Findable, Accessible, Interoperable i Reusable) principima koji daju smjernice za
upravljanje znanstvenim podacima (Wilkinson i sur., 2016). Za sekvencu koja je potkrijepljena
znanstvenim ¢lancima u kojima je objavljena, zajedno s autorima koji su je objavili smatra se da
ima vecu znanstvenu tezinu od sekvence koja nije proSla proces recenzije (oznaka engl. direct
submission) (Zimmermann 1 sur., 2014; Rimet 1 sur., 2021; Kochoska 1 sur., 2023). Takoder,
sekvence fizicki pohranjenih uzoraka (engl. specimen vaucher) koji su dokumentirani i trajno
dostupni imaju ve¢i znacaj od sekvenci iz okoliSa (engl. environmental sequence) koje su
neprovjerene (Rimet i sur., 2016; Weigand i sur., 2019; Rimet i sur., 2019, 2021). te su zanemarene
1 nisu uklju¢ene medu CIMPhy18 referentne sekvence. Za tocne studije bioraznolikosti nuZna je
sljedivost 1 dostupnost metapodataka (mjesto uzorkovanja, protokoli izolacije, ferogrami, vauceri,
preparati, DNA, fotografije, itd.) te fizicko pohranjivanje vaucera (kultura, fiksirani materijali,
preparati, DNA, itd.) povezanih s referentnom sekvencom. Europski odbor za standardizaciju
(European Standardisation Committee, 2018) koji rade na barkodiranju dijatomeja za sustavno
pracenje dogovorio je minimalan skup metapodataka koji moraju pratiti referentnu sekvencu za
odredenu skupinu. Iako direktno dostupna za manji broj referentnih sekvenci, vrlo je vazna
informacija o geografskoj lokaciji gdje je uzorak prikupljen (u obliku geografskih koordinata 1

geopolitickog podrucja) te opis stanista iz kojeg potjece (Nowak i sur., 2021; Crandall i sur., 2023).
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Poznavanje geografskih podrucja u kojem je pojedina vrsta ili skupina pronadena, odnosno gdje
ju je moguce naci, bilo da se radi o globalno rasprostranjenim ili endemskim vrstama, od posebne
vaznosti u okviru sustavnog pracenja i procjene indikatorskih vrsta, odnosno ranog otkrivanja
stranih i potencijalno invazivnih vrsta (European Commission, 2014; (Oswalt i sur., 2021)).
Dostupnost dodatnih podataka uz svaku sekvencu prisutnu u referentnim bazama omogucuje
njihovo koriStenje u izradama interaktivnih prikaza prostorne distribucije fitoplanktonskih vrsta

kao §to su prikazi u okviru programa OBIS (https://www.obis.org) i GBIF (https://www.gbif.org).

Ovakvim interaktivnim prikazima olakSana je provjera rasprostranjenosti i pojavnosti pojedine
vrste ili skupine organizama u sustavnom pracenju i/ili ekoloskim istrazivanjima (Klein i sur.,

2019).

Duljina sekvenci u referentnim bazama odredena je duljinom regije koju su za amplifikaciju ciljane
regije zahvacale koriStene pocetnice kao i tehnologijom sekvenciranja. Distribucija duljine
sekvenci u referentnoj bazi CIMPhy18 pokazala je najvecu ucestalost sekvenci duljine izmedu
1700 1 1900 nukleotida, $to odgovara ukupnoj duljini 18S rRNA gena veéine eukariota
(Hadziavdic i sur., 2014). Prisutnost vecine sekvenci referentne baze u duljini kompletnog gena
18S rRNA omogucava uspjesno koriStenje ove referentne baze u obradi podataka
metabarkodiranja dobivenih amplifikacijom raznih regija gena 18S rRNA. Od referentnih
sekvenci kracih od cijelog gena 18S rRNA, najveci broj je duljine 300-500 pb 1 odgovara V4 regiji
18S rRNA gena koja je predlozena kao barkod za identifikaciju dijatomeja (Zimmermann 1 sur.,
2014) 1 ostalih vaznih fitoplanktonskih skupina (Pawlowski i sur., 2012; Vaulot i sur., 2020; Jerney
1 sur., 2023). Referentne baze koje sadrze referentne sekvence duljih slijedova po uzoru na
Hadziavdic 1 sur.,, 2014, uobiCajeno se koriste za analizu kra¢ih sekvenci dobivenih
metabarkodiranjem, a koje se nalaze unutar dulje, referentne regije (Stoeck 1 sur., 2010b; Piredda
isur., 2017; Rimet i sur., 2019). Posljednjih godina, razvojem razlicitih tehnologija sekvenciranja,
omoguceno je sekvenciranje duljih ¢itanja, ¢ime raste broj duljih sekvenci u referentnim bazama
podataka koje mogu zahvacati cijelu duljinu gena za 18S (Gaonkar i Campbell, 2024), ali 1 regije
viSe susjednih gena (Amarasinghe 1 sur., 2020; Marx, 2023; Espinosa 1 sur., 2024).

4.1.2 Provjera uspje$nosti CIMPhy18

Cilj usporedbe taksonomskih anotacija i pokazatelja raznolikosti, pribavljenih obradom uzoraka

metabarkodiranja referentnim bazama CIMphyl8, PR2 i Silva, bio je provjeriti uspjeSnost
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novostvorene CIMPhy18 baze u taksonomskoj identifikaciji fitoplanktonskih sekvenci u odnosu
na postojece, najceS¢e koristene referentne baze (PR2 i Silva). KoriSteni su uzorci poznate,
kontrolne zajednice fitoplanktonskih vrsta sastavljene iz kolekcije kultura CIM te okoli$ni uzorci
sjevernog Jadrana i drugih morskih regija. Taksonomskom identifikacijom CIMPhy18 detektiran
je znacajno manji broj fitoplanktonskih sekvenci u odnosu na referentne baze Silva i PR2 jer su
pri izradi CIMPhy18 uklonjene sve referentne sekvence koje nisu taksonomski odredene do razine
vrste ili roda te sve one referentne sekvence koje su opisane kao okolisni uzorak, za razliku od
referentnih baza Silva i PR2 koje ¢ine fitoplanktonske sekvence odredene do razine porodice ili
viSe kao 1 sekvence identificirane tek kao okoliSne. Medutim, usporedba broja detektiranih
fitoplanktonskih rodova otkrila je prednost CIMPhyl8 kao objedinjene baze u odnosu na
pojedinac¢ne PR2 i Silva jer je sa CIMPhy18 detektiran za svaku od fitoplanktonskih skupina vec¢i
broj rodova u usporedbi s referentnim bazama PR2 i Silva. Takoder, uklanjanje referentnih
sekvenci okoliSnog uzorka, kao 1 sekvenci s nepotpunom taksonomijom do razine roda nije

utjecalo na broj detektiranih fitoplanktonskih rodova koriStenjem referentne baze CIMPhy18.

Usporedbom uspjesnosti anotacije tri referentne baze (CIMPhyl18, PR2 i Silva) na uzorcima
metabrkodiranja (MOCK3 i MOCK4) kontrolne zajednice osam fitoplanktonskih kultura, sve tri
koriStene referentne baze pokazale su se uspjesne prilikom odredivanja sastava zajednice do razine
roda. Ipak, iako taksonomski opsezna i1 zastupljena visokokvalitetnim sekvencama, na temelju
CIMPhy18 nisu detektirani pojedini rodovi, a koji su zastupljeni sa pripadajuim referentnim
sekvencama u CIMPhy18. Manji udio ASV-ova kontrolnih uzoraka za rodove Nitzschia i Pseudo-
nitzschia taksonomski je uspjeSno odreden i do razine vrste, medutim, kao Sto je poznato,
taksonomsku razluc¢ivost do razine vrste za V4 hipervarijabilnu regiju 18S, treba uzimati s oprezom
(Piredda 1 sur., 2017). Provedena provjera uspjeSnosti anotacije referentnih baza 18S rRNA na
uzorcima poznatog sastava fitoplanktona potvrduju smanjenu sposobnost ove ciljane regije za
preciznu taksonomsku razluc€ivost na razini vrste za vec¢inu fitoplanktonskih rodova. S obzirom na
to da je dio referentnih sekvenci CIMPhy18 porijeklom od barkodiranja fitoplanktonskih kultura
CIM, dio ASV-ova taksonomski se najbolje podudarao upravo sa tim sekvencama. Zbog kratke
duljine 1 manje varijabilnosti ciljane V4 regije 18S rRNA, rijetki taksoni ne mogu biti uspje$no
detektirani na razini vrste (Tanabe i sur., 2015; Bukin i sur., 2023), §to moze predstavljati problem
za detekciju ekoloski znac¢ajnih vrsta koje je vazno detektirati u okviru sustavnog pracenja. Vecu

pouzdanost taksonomske identifikacije na razini vrste moguce je posti¢i povecanjem praga
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pouzdanosti taksonomske anotacije (engl. bootstrap) tijekom bioinformaticke analize sekvenci,
medutim, takav pristup povecava vjerojatnost i lazno negativnih rezultata (Escobar-Zepeda i sur.,
2018; Garrido-Sanz i sur., 2022). Razlike u broju detektiranih rodova i vrsta koriStenjem razlicitih
referentnih baza potvrdene su i ranijim istraZzivanjima temeljenima na metabarkodiranju dok se

parametri alfa i beta raznolikosti nisu znacajno razlikovali (Curd i sur., 2024; Neri i sur., 2024).

Provedena usporedba uspjesnosti taksonomske anotacije sa tri referentne baze potvrdila je da izbor
referentne baze znacajno utjece na procjenu fitoplanktonske raznolikosti koriStenjem 18S rRNA
metabarkodiranja. Usporedbom baza CIMPhyl8, Silva 1 PR2, uocene su za koriStene uzorke
razlike u broju detektiranih rodova izmedu baza. lako zastupljena sa najvecim ukupnim brojem
sekvenci za svaku fitoplanktonsku skupinu, baza PR2 za sve je uzorke imala znacajno nize
vrijednosti broja detektiranih fitoplanktonskih rodova u odnosu na CIMPhy18 i Silvu §to upucuje
na ograni¢enu taksonomsku raznolikost na razini roda ove referentne baze. Taksonomska
ograni¢enja svake referentne baze rezultat su ¢esto postavljenih kriterija u odabiru sekvenci koje
ulaze u sastav referentne baze. Tako baza PR2, specijalizirana za eukariotske protiste, provodi kod
odabira referentnih sekvenci njihovu detaljnu filogenetsku obradu (Guillou i sur., 2013) §to moze
doprinijeti ukupno nizoj taksonomskoj raznolikosti (osobito na razini nizih taksonomskih
kategorija) same referentne baze. Sira taksonomska pokrivenost referentne baze Silva u odnosu na
PR2 (Quast 1 sur., 2013; Guillou i sur., 2013) moze povecati broj detektiranih taksona u obradi
metabarkodova, ali zbog nedostatka koraka filogenetske obrade svake sekvence, povecana je 1
mogucénost lazno pozitivnih anotacija koriStenjem ove baze. Odabir referentne baze za
taksonomsku anotaciju podataka metabrkodiranja, znafajno utjeCe na taksonomski opis
fitoplanktonskih zajednica, a time i na daljnju interpretaciju rezultata metabarkodiranja ovisno o
ciljevima provedenog istrazivanja (Keck 1 sur., 2023a; Neri 1 sur., 2024). Rezultati uspjesnosti
taksonomske anotacije kontrolnih i okoliSnih uzoraka metabarkodiranja s tri referentne baze
podataka upucuju na to da taksonomski ciljane (fitoplankton), ali opseZne (objedinjene pripadajuce
sekvence viSe dostupnih referentnih baza kao 1 lokalnih sekvenci barkodiranja kultura) referentne
baze poput u ovom radu stvorene CIMPhy18 mogu omoguciti §iri opis raznolikosti fitoplanktonske

zajednice u morskim sustavima u odnosu na ¢esée koristene javno dostupne referentne baze.
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4.2 Usporedba metoda uzorkovanja fitoplanktonska mreza — Niskinov crpac

4.2.1 Detekcija fitoplanktona

Usporedba uzorkovanja fitoplanktona pomocu fitoplanktonske mreze 1 Niskinovog crpca u
sjevernom Jadranu otkrila je niz metodoloskih razlika koje mogu bitno utjecati na opis raznolikosti
fitoplanktonske zajednice te daljnju interpretaciju dobivenih rezultata raznolikosti u provedenim
istrazivanjima. lTako se obje metode redovito koriste u oceanografskoj praksi, one ciljaju razlicite
domene planktonske zajednice te stoga pruzaju komplementarne uvide u sastav zajednice (Edler,
1979). Malo je studija koje su izravno usporedile ove dvije metode uzorkovanja planktona u opisu
bioraznolikosti temeljenom na metabarkodiranju (Du i sur., 2024; Frau, 2025; Dolan i Marro,
2020). U ovom istrazivanju usporedene su ove dvije klju¢ne metode uzorkovanja fitoplanktonske
zajednice na temelju njihove uspjeSnosti u opisa raznolikosti zajednice. Na temelju rezultata
utvrdene su mogucénosti svake pojedine metode za pracenje promjena u dinamici fitoplanktonskih

zajednica i primjenu u sustavnom pracenju bioraznolikosti fitoplanktona sjevernog Jadrana.

Iako su ukupni brojevi sirovih sekvenci po uzorku bili usporedivi, bez znacajnih razlika (p > 0,30)
izmedu mreznih uzoraka i uzoraka iz crpaca, rezultati usporedbe ove dvije metode uzorkovanja
utvrdile su ipak znacajne razlike u zabiljeZenom broju samih fitoplanktoskih sekvenci kao 1 sastavu
fitoplanktonske zajednice. Uzorci prikupljeni Niskinovim crpcima (dubina 5 1 20 m) pokazali su
znacajno veci broj fitoplanktonskih sekvenci i detektiranih fitoplanktonskih rodova u usporedbi s
uzorcima prikupljenim fitoplanktonskom mrezom. U promatranom skupu podataka, tek oko 2%
svih fitoplanktonskih sekvenci potjece iz mreznih uzoraka, dok preostalih ~98% dolazi iz uzoraka
crpaca s odredenih dubina (5 1 20 m). U skladu s tim, fitoplanktonskom mrezom detektirano je
svega 119 fitoplanktonskih rodova (42,6% od ukupno zabiljezenih rodova), dok je uzorkovanje
crpcem zabiljezilo ukupno 278 rodova (preko 99% svih zabiljezenih fitoplanktonskih rodova u
setu podataka). Takoder, vazno je naglasiti da su uzorci crpaca s 5 1 20 m dali vrlo slicne rezultate
1 po ukupnom broju sekvenci i po broju detektiranih fitoplanktonskih rodova te nije bilo statisticki
znacajnih razlika u broju detektiranih fitoplanktonskih rodova izmedu dvije dubine dubine

uzorkovanja (p > 0,05).

Osim razlika u brojnosti sekvenci 1 broju detektiranih rodova, uoCene su 1 razlike u sastavu
zajednice ovisno o metodi uzorkovanja. Uzorci prikupljeni crpcima pokazali su vecu raznolikost

sastava fitoplanktonske zajednice u odnosu na uzorke prikupljene fitoplanktonskom mrezom.
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Tijekom sve tri godine biljeze se ujednaceni omjeri te stalno prisutstvo dominantnih skupina poput
Bacillariophyta i Dinophyta kroz vrijeme, uz manju varijabilnost medu uzorcima. S druge strane,
mrezni uzorci pokazuju drugaciji profil dominacije taksonomskih skupina u usporedbi s uzorcima
prikupljenima Niskinovim crpcima. U svim uzorcima dominiraju dinoflagelati, ali je njihova
relativna ucestalost manja u mreZnim uzorcima (oko 68%) nego u uzorcima iz crpaca (77-78% na
5120 m). Nasuprot tome, dijatomeje €ine znatno ve¢i udio zajednice u mreznim uzorcima (oko
28%) nego u uzorcima iz crpaca (~6%). ¢ime je potencijalno osobito korisna za brze kvalitativne
procjene, detekciju dominantnih vrsta tijekom cvjetanja te otkrivanje potencijalno toksi¢nih ili
invazivnih vrsta (Revelante i Gilmartin, 1976; Vili¢i¢ i sur., 2009). S druge strane, fitoplanktonske
skupine manjih veli¢inskih frakcija (nanofitoplankton) iako povremeno detektiranih, ostaju
potcijenjene te su slabo zastupljene u mreznim uzorcima (< 2% ukupnih fitoplanktonskih
sekvenci), dok su u uzorcima crpaca ove skupine bile znacajnije prisutne (4-7% ukupnih
fitoplanktonskih sekvenci). Uzorkovanje crpcem omogucuje kvantitativno uzorkovanje bez
veliCinske selekcije, Sto rezultira ukljuc¢ivanjem svih veli¢inskih frakcija, ukljucujuéi osjetljive 1
sitne organizme poput Chlorophyta, Cryptophyta i Prasinophyta (Utermohl, 1958; Vilici¢ i sur.,
2009). Opisane razlike izravna su posljedica svojstava dviju metoda uzorkovanja. Fitoplanktonska
mreza veli¢ine pora ~50 pm mehanicki propusta sve jedinke veli¢inske frakcije manje od veli¢ine
pora fitoplanktonske mreZe. Time je obuhvacen cijeli niz manjih veli¢inskih frakcija od
pikoplanktona (<2 pm), nanoplanktona (2-20 pm) do manjeg mikrofitoplanktona koji imaju
klju¢nu ulogu u trofickoj dinamici i1 biogeokemijskim ciklusima (Schmidt 1 sur., 2020). Takvi sitni
oblici prolaze kroz mreZu 1 ne budu zadrZani, pa ih kasnija analiza ne moze detektirati iz mreZnog
uzorka. Ovakav zabiljezeni uzorak sastava fitoplanktonske zajednice uvjetovan karakteristikama
tipa uzorkovanja (mreza ili crpac) potvrden je 1 u drugim sli¢nim istrazivanjima, gdje je utvrdeno
da mrezni uzorci precjenjuju relativnu ucestalost dijatomeja te da se zajednice prikupljene
fitoplanktonskom mreZom 1 Niskinovim crpcem statisti¢ki znacajno razlikuju (Du 1 sur., 2024;

Jiang i sur., 2020; Wasmund 1 sur., 2008; Wu i sur., 2011).

Poznato je da je u sjevernom Jadranu odredeni broj vrsta biti prisutan tijekom cijele godine, kao 1
da postojanje stabilnih, povremeno ponavljaju¢ih obrazaca pojavnosti fitoplanktonskih skupina
tijekom sezonskih i godisnjih ciklusa (Mari¢ i sur., 2012; Godrijan i sur., 2013; Vascotto i sur.,
2021; Neri 1 sur., 2022). Ipak, u mreznim uzorcima ¢esto se pokazalo da zajednicu ¢ini uglavnom

samo jedan ili nekoliko rodova, koji su dominirali nad ostalima — primjerice, rod Noctiluca
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pokazao je najvecu ukupan broj sekvenci u mrezi, a slijedio ga je rod Chaetoceros. Ovi rodovi
predstavljeni su velikim jedinkama ili su kolonijalni oblici koje mreza lako zahvaca, stoga je
oc¢ekivano da se dominantno pojavljuju u mreznim uzorcima. Medutim, vazno je primijetiti da je
pojavljivanje i1 brojnost tih dominantnih rodova u mrezi kroz vrijeme bilo vrlo nesustavno.
Primjerice, iako su Noctiluca i Chaetoceros bili naj¢esce zabiljeZzeni u mreznim uzorcima, njihova
pojava kroz razliCita uzorkovanja bila je isprekidana — u nekim periodima nisu detektirani u mrezi,
iako su u uzorcima iz crpaca bili prisutni. Visi stupanj detekcije fitoplanktonskih sekvenci iz
uzoraka dobivenih pomocu crpaca omogucuje bolju detekciju jasnih vremenskih i prostornih

obrazaca u odnosu na uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom.

Dosljedno veca bioraznolikost, kao i ve¢i udio sekvenci pridruzenih fitoplanktonskim skupinama
dobiveni uzorkovanjem crpcima ukazuju na strukturiraniju i stabilniju sliku zajednice $to upucuje
na vecu pouzdanost ove metode za uzorkovanje fitoplanktonske zajednice u odnosu na
fitoplanktonsku mreZzu, $to je u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja (Du 1 sur., 2024; Frau,
2025). Jedan od ¢imbenika koji je mogao utjecati na razlike u zabiljezenim obrascima pojavnosti
i brojnosti fitoplanktonskih skupina u uzorcima crpaca i mreze jest selektivnost mreze, koja
pogoduje hvatanju vecih ili kolonijalnih organizama u odnosu na crpac, dok su manje i osjetljivije
stanice slabije zastupljene u sastavu mreZnog uzorkovanja (Riccardi, 2010). Moguénost
uzorkovanja dubinskih slojeva crpcem omogucuje uvid u moguce vertikalne obrasce (Cesto ovisne
o stratifikaciji vodenog stupca) raspodjele fitoplanktona dok uzorkovanjem fitoplanktonskom
mreZom to nije moguce zbog uzorkovanja jednim vertikalnim potezom kroz vodeni stupac. Ipak,
uzorci prikupljeni crpcima potjecu s tek nekoliko odredenih dubina, te stoga moZda ne
predstavljaju u potpunosti fitoplanktonsku zajednicu citavog vodenog stupca kao Sto to
predstavljaju uzorci prikupljeni mreZom (Wasmund 1 sur., 2008). Takoder, prilikom uzorkovanja
crpcima, pokazano je da 1 okolisna (slobodna) DNA moze opstati u okoliSu tjednima te se stoga
moze otkriti metabarkodiranjem, ¢ak i kada odgovarajuée zive stanice viSe nisu prisutne zbog
dugotrajnog zadrzavanja okolisSne DNA u vodi (do nekoliko tjedana, ovisno o uvjetima okolisa) te
prijenosa morskim strujama, §to moze ogranicenja potencijalno utjecati na proucavanje geografske
raspodjele bioraznolikosti fitoplanktona pomocu okolisne DNA (Goldberg i sur., 2015; Deiner i
Altermatt, 2014).
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Prilikom metabarkodiranja relativna koli¢ina sekvenci odredenog organizma uvelike ovisi o
njegovoj biomasi i broju kopija gena koji se koristi kao barkod (Brandt i sur., 2021.). Za uzorke
sjevernog Jadrana to moze znaciti da u sluc¢ajevima kad uzorkom dominira zooplankton (veliki
udio ukupne biomase u odnosu na udio biomase fitoplanktona), za ocekivati je slabiju
zastupljenost fitoplanktonskih sekvenci u uzorcima, a to je primije¢eno i kod Brandt i sur., 2021.
Smanjeni udio fitoplanktonskih sekvenci u uzorcima dobivenim fitoplanktonskom mrezom, u
odnosu na one prikupljene Niskinovim crpcem, upuéuje na sistematsko poduzorkovanje (engl.
undersampling) fitoplanktonskih skupina uslijed kompetitivne dominacije vecih planktonskih
skupina, prvenstveno zooplanktona (Stoeck i sur., 2010; MacNeil 1 sur., 2022; Kezlya i sur., 2023).
Ova situacija osobito je prisutna u mreznim uzorcima (vertikalni potez mreze kroz stupac
koncentrira prisutne organizme pa tako i zooplankton) gdje je tek = 2 % sekvenci pripadalo
fitoplanktonskim skupinama, dok su crpci s 5 i 20 m dubine biljezili = 49 % fitoplanktonskih

sekvenci.

Mogu¢i uzrok lazno negativnih rezultata, odnosno zabiljezeno podcjenjivanje fitoplanktonske
raznolikosti u uzorcima fitoplanktonske mreze jest i ¢eS¢a prisutnost potencijalnih inhibitora
polimeraze u uzorcima mreze (Jane i sur., 2015; McKee 1 sur., 2015) ¢ime je smanjena ili potpuno
inhibirana uspjesnost polimeraze u amplifikaciji barkod regije ukupne DNA svih uzorkovanih
vrsta. Kemijski spojevi koji mogu smanjiti u¢inkovitost PCR amplifikacije ili u nekim slu¢ajevima
uzrokovati njezin potpuni neuspjeh iako je DNA zapravo prisutna u uzorku ve¢inom su prisutni u
obliku tanina ili huminskih kiselina (Braid i sur.,, 2003). U morskom okoliSu, kompleksne
huminske tvari glavni su poznati inhibitor PCR-a (Braid i sur. 2003.), iako je potrebno jo§ mnogo
istrazivanja na tu temu. Takve tvari su ¢eS¢e prisutne u eutrofnim nego u oligotrofnim vodama, a
povezane su 1 s visokim optereCenjem u sedimentima te plitkim morima koje sadrze puno
organskog materijala (Schrader 1 sur.,, 2012) poput sjevernog Jadrana. Za ocekivati je da se
nakupljanje huminskih tvari, porijeklom od organskog materijala u vodenom stupcu, dodatno
koncentrira u uzorku fitoplanktonske mreze Sto bi mogao biti jedan od ¢imbenika koji utjecu na
smanjenu uspjesnost sekvenciranja uzoraka pa time 1 detekcije svih prisutnih vrsta iz

fitoplanktonske mreze.
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4.2.2 Optimizacija uzorkovanja fitoplanktonskom mrezom

Fitoplanktonska mreza je tradicionalno u istrazivanjima fitoplanktonske zajednice odabrana
metoda uzorkovanja za opis sastava zajednice cijelom dubinom vodenog stupca, ali pritom mreza
selektira uzorkovanu zajednicu na temelju veli¢ine oka mreze. Niskin crpac uzorkuje ukupnu
zajednicu, bez velicinske selekcije, na to¢no odredenoj dubini. S obzirom na ove razli¢ite osnovne
karakteristike uzorkovanja fitoplanktonske zajednice izmedu dviju metoda (mreza i1 crpac),
optimalan pristup uzorkovanja za opis zajednice metabarkodiranjem, podrazumijevao bi koristenje
obje metode za detaljan opis sastava i sezonske dinamike zajednice (Laza-Martinez i sur., 2007;
Lombard i sur., 2019). Dodatno, za pobolj$anje u¢inkovitosti dobivanja veéeg broja sekvenci koje
predstavljaju fitoplanktonsku zajednicu i time vjerniji prikaz fitoplanktonske raznolikosti prisutne

u uzorku, potrebno je nadograditi korake obrade uzoraka prikupljenih fitoplanktonskom mrezom.

Takoder, univerzalna priroda 18S rRNA pocetnica dodatno moze pospijesiti amplifikaciju
zooplanktona ili drugih vecih eukariotskih organizama u odnosu na fitoplankton. Jedan od nacina
kako bi se isklju¢ilo umnazanje ne-fitoplanktonskih skupina je koriStenje pocetnica koje umnazaju
regije kloroplastnih gena (primjerice rbcL, psbA) te su specifi¢ni za fotoautotrofne organizme,
odnosno fitoplankton. Koristenjem specificnih pocetnica, naglasak bi bio isklju¢ivo na
fotoaututrofnom fitoplanktonu, dok bi informacija o ostalim skupinama morskog ekosustava
izostala. Iz tog razloga, preporuka je koriStenje viSe markera, ovisno o cilju istrazivanja (Stoeck 1

sur., 2010; MacNeil 1 sur., 2022; Kezlya i sur., 2023).

Nadalje, metoda prikupljanja uzoraka pomocu fitoplanktonske mreze potencijalno ne omogucuje
ucinkovito zadrZavanje manjih ili krhkih predstavnika fitoplanktonske zajednice. Kako bi se
poboljsala reprezentativnost fitoplanktonske zajednice u uzorcima namijenjenima molekularnoj
analizi, nuzno je uvesti niz tehnickih prilagodbi koje ciljano testiraju problem selekcijeuzrokovane
metodologijom uzorkovanja i obrade uzoraka. Jedan od klju¢nih koraka u tom smjeru jest primjena
fitoplanktonskih organizama, ukljucujuc¢i nano-frakcije koje cesto izmicu detekciji prilikom
standardnog mreznog uzorkovanja. Time se znacCajno povecava vjerojatnost za ukljucivanje
funkcionalno vaznih vrsta, ali bez karakteristicnih morfoloSkih obiljeZjau konacni uzorak

(Schmidt i sur., 2020; Seoane i sur., 2006).
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U cilju optimizacije koriStenja mreze za uzorkovanja fitoplanktonske zajednice u
metabarkodiranju, vazno je prilagoditi koli¢inu bioloskog materijala koja se nanosi na filter
filtracijom mreznog uzorka. Prevelika koli¢ina uzorka moze rezultirati zasi¢enjem filtera i
smanjenjem ucinkovitosti ekstrakcije DNA, ali i mehanickim oSte¢enjem stanica, osobito kod
manjih 1 fragilnijih organizama te povecati koncentracije spomenutih huminskih spojeva kao
inhibitora polimeraze prilikom reakcije umnazanja DNA (Djurhuus i sur., 2017; Ruan i sur., 2022).
S druge strane, premala koli¢ina materijala moze dovesti do nedostatne reprezentacije rijetkih ili
manje zastupljenih taksona (Goldberg i sur., 2016). Stoga je precizna kalibracija volumena uzorka

1 trajanja filtracije klju¢na za postizanje ravnoteze izmedu kvantitativnosti i kvalitete uzorka.

Dodatno, u cilju smanjenja udjela ve¢ih organizama, posebno zooplanktona koji zbog svoje
veliCine, biomase 1 viSestani¢ne grade dominiraju u skupu sekvenci za pojedini uzorak,
preporucuje se uvodenje dvostruke filtracije (Jerney i sur., 2023). U ovoj strategiji uzorak se prvo
provodi kroz predfilter ve¢ih pora (npr. 200 pm), ¢ime se uklanjaju krupnije skupine, a zatim se
filtrira na filteru manjih veli¢ina pora koji cilja zeljeni fitoplanktonski raspon. Time bi se znacajno
smanjio rizik od pristranosti prema zooplanktonu i povecala razina detekcije fitoplanktonskih

skupina (Lombard i sur., 2019).

Kombinacija ovih postupaka — smanjenje veli¢ine mreznih pora, optimizacija koli¢ine filtriranog
materijala, te uvodenje predfiltracije — potencijalno moze predstavljati ucinkovit pristup za
minimiziranje tehnickih artefakata u molekularnim istraZivanjima fitoplanktona. Trenutno,
fitoplanktonska mreza kao metoda uzorkovanja, koriStena paralelno s Niskinovim crpcem moze
posluziti za preliminarnu procjenu stanja fitoplanktonske zajednice, s naglaskom na skupine ¢ije

su stanice robustne i ve¢ih dimenzija.

Zaklju¢no, dobiveni rezultati upucuju na to da je metoda uzorkovanja jedan od znacajnih
¢imbenika u istrazivanju fitoplanktona u morskom ekosustavu sjevernog Jadrana. Uzorkovanje
Niskinovim crpcima pokazalo se kao u¢inkovitija metoda u pogledu detekcije ukupne raznolikosti
1 ravnomjernije ucestalosti fitoplanktonskih skupina, dok je fitoplanktonska mreza pokazala
ograni¢enja 1 pristranosti koje mogu dovesti do podcjenjivanja vaznih sudionika ekosustava. No,
u svrhu dobivanja cjelovite slike §to ¢e prikazati stanje cijelog vodenog stupca, predlaze se

kombinacija obje metode ¢ime ¢e se osigurati pouzdanije pracenje fitoplanktonske zajednice 1
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bolje razumijevanje njenih promjena u kontekstu okolisSnih ¢imbenika, klimatskih promjena i

eutrofikacijskih pritisaka.
4.3 Procjena bioraznolikosti

4.3.1 Sezonska sukcesija i dinamika fitoplanktonske zajednice

Opsiran skup podataka dobiven metabarkodiranjem uzoraka s 11 postaja na Sirem podrucju
sjevernog Jadrana tijekom tri godine koristen je kako bi se opisala sezonska sukcesija 1 dinamika
fitoplanktonske zajednica istrazivanog podrucja. U dobivenom skupu podataka, dinoflagelati su
bili najraznolikija i najucestalija skupina u istrazivanom razdoblju, predstavljajuci gotovo polovicu
svih detektiranih rodova i1 veéinu fitoplanktonskih sekvenci, dok su dijatomeje bile druga
najucestalija skupina. Najveca relativna ucestalost fitoplanktonskih sekvenci kroz sve tri godine
javlja se krajem godine (studeni, prosinac) zbog povecane zastupljenosti dijatomeja te u ljetnim
mjesecima (lipanj-kolovoz) kada dominiraju dinoflagelati, dok je u proljece (ozujak-travanj) i
pocetkom jeseni (rujan) prisutan trend pada relativne ucestalosti fitoplanktonskih sekvenci §to
odgovara rezultatima dobivenih na temelju svjetlosne mikroskopije (Aubry i sur., 2004; Maric i
sur., 2012; Godrijan 1 sur., 2013; Cerino 1 sur.,, 2019). Sezonske promjene u raznolikosti
fitoplanktonskih rodova nisu izrazito naglasene tijekom godina, no uoCava se smanjenje
raznolikosti tijekom jeseni, dok se tijekom ljeta 1 zime biljeZi porast raznolikosti. Obrazac pada
raznolikosti tijekom jeseni zamijecen je kod svih istrazivanih skupina, kroz sve istraZivane godine
Sto je takoder uoc¢eno u prethodnim istrazivanjima (Godrijan i sur., 2013; Mari¢ 1 sur., 2012; Vili¢i¢

1 sur., 2009).

Uocen je jasan sezonski obrazac u relativnoj ucestalosti glavnih skupina. Dinoflagelati su pokazali
izrazen maksimum tijekom ljeta, dosezu¢i 70-90% udjela u zajednici sredinom ljeta (lipanj —
kolovoz) svake godine, dok su dijatomeje imale vrhunac u kasnoj jeseni, zimi 1 ranom proljecu.
Ova opazanja u skladu su s klasi¢nom fitoplanktonskom godisnjom sukcesijom u Jadranu: cvatnje
dijatomeja obicno se javljaju krajem zime — u proljece te ponovno u jesen nakon mijeSanja
vodenog stupca, dok tijekom stratificiranog ljetnog razdoblja dominiraju dinoflagelati (Aubry 1
sur., 2004; Mozeti¢ 1 sur.,, 2012). Relativnim udjelom posebno su se istaknuli rodovi poput
Gyrodinium, Karlodinium 1 Phalachroma koji su dominirali u ljetnim mjesecima, s ponavljaju¢im
sezonskim obrascima, dok je za kasno ljeto karakteristican bio Gymnodinium, a Torodinium za

proljetno razdoblje. Dominacija parazitskih dinoflagelata poput najbrojnijeg roda Aboebophyra
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karakteristicna je za zimske 1 ranoproljetne mjesece. PovecCana relativna ucestalost
heterotrofnih/parazitskih dinoflagelata u Jadranu primijecena je i kod istrazivanja juznog Jadrana

primjenom metabarkodiranja ( Matek i sur., 2023 i Baricevic i sur., 2024).

Na temelju relativne abundancije, Bacillariophyta predstavljaju vaznu sastavnicu fitoplanktonske
zajednice tijekom cijele godine, ali s izraZenijim ulogama u zimskim i proljetnim mjesecima,
osobito tijekom sije¢nja, veljace i ozujka svih godina, kada je relativni udio dosezao i do 20%.
Ovaj porast u raznolikosti i relativnoj ucestalosti u kasnoj jeseni povezuje se s nestankom
termokline (mijeSanjem vodenog stupca) i povecanim dotokom nutrijenata, Sto omogucuje

ponovni razvoj diatomeja (Aubry i sur., 2004; Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i sur., 2012).

Osim dijatomeja 1 dinoflagelata, fitoplanktonsku zajednicu sacinjavale su i1 vrste iz skupina
Chlorophyta, Cryptophyta 1 ostalih Ochrophyta koje su zbog svoje veli€ine (nano- i
pikoplanktonska veli¢inska frakcija) ranije rijetko i nedovoljno opsezno istrazivane (Massana,
2011; Not i sur., 2012; Vaulot i sur., 2008) pa je uspjeSna detekcija i opis rasprostranjenosti
predstavnika ovih skupina, primjenom metabarkodiranja, od iznimne vaznosti za razumijevanje

ekologije ukupne fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana.

S obzirom na pokazanu sezonalnost, indeksi raznolikosti potvrduju dobivene rezultate. NajviSe
vrijednosti Shannon indeksa javljaju se zimi (3,096 + 0,347) i u proljece (3,034 + 0,521), dok su
tijekom jesenskih 1 ljetnih mjeseci (2,702 + 0,641 1 2,446 + 0,784) vrijednosti niZe. U viSe navrata
tijekom ljeta 1 jeseni, vrijednosti su padale ispod 5, Sto ukazuje na snaZnu neravnoteZu u sastavu
zajednica. Ti podaci pokazuju ekstremne sezonske kontraste u broju dominantnih vrsta, gdje su
ljetni mjeseci (6,921 + 5,586) dosljedno povezani s niskim efektivnim brojem taksona, dok
proljece (12,397 + 5,409) i zima (11,296 + 4,188) ukazuju na viSestruku dominaciju i vecu
strukturnu sloZenost zajednice. Takoder, rezultati NMDS analize ukazuju na jasnu sezonsku
sukcesiju fitoplanktonske zajednice u sjevernom Jadranu, s izraZenim razlikama u sastavu
zajednice u uzorcima prikupljenima tijekom razlicitih sezona. Uoceno je djelimi¢no preklapanje
izmedu prijelaznih perioda, tijekom travnja (proljece) i srpnja/rujna (ljeto/jesen), Sto sugerira
dinami¢ne promjene u sastavu zajednice tijekom godine koje odrazavaju tipi¢ne sezonske obrasce
u obalnim ekosustavima umjerenih podrucja. Ovakav obrazac odgovara poznatim sezonskim

ciklusima u Jadranskom moru, koji su pod utjecajem ciklusa mijeSanja i stratifikacije, promjena
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dostupnosti hranjivih tvari te varijacija u temperaturi i svjetlu (Cabrini i sur., 2012; Mozetic€ i sur.,

2012; Cerino i sur., 2019).

Tijekom trogodiSnjeg razdoblja zabiljezene su 1 znaCajne medugodisnje razlike u sastavu
zajednica. Primjerice, 2022. godina bila je obiljeZena pove¢anom prisutnos¢u roda Dinophysis,
dok su Protoperidinium 1 Ceratoperidinium bili dominantniji u 2020. Zabiljezena je veca
ucestalost rodova Noctiluca u travnju 2020. i 2021. te Alexandrium, tijekom svibnja, 2021.
(19,22%). Takoder, rod Dinophysis tijekom 2020. 1 2022. pokazao je izrazenu prisutnost tijekom
jeseni, dok se tijekom 2021. njegova pojava biljezi u ljetnim mjesecima. Povecana ucestalost
dijatomejskog roda Leptocilindrus u 2021. biljezi pomak u jesen u odnosu na ostale dvije godine
kada su povecani udjeli karakteristicni za ljetne mjesece. Rod Pseudo-nitzschia pokazao se
najucestaliji tijekom ljetnih mjeseci kroz sve istraZzivane godine, ali u visokim abundancijama
zabiljezen je poCetkom 2020. U sluc¢aju Chlorophyta, tijekom 2020. 1 2022. godine, zabiljeZzili su
viSu ucestalost u veljaci i oZujku u odnosu na 2021. PERMANOVA je potvrdila, iako umjeren,
statisticki znacajan utjecaj godine (R?= 0,046, p < 0,001). Ova varijabilnost moZze biti povezana s
godisnjim razlikama u intenzitetu mijeSanja, temperaturi, oborinama ili dotoku nutrijenata (Aubry
i sur., 2012; Giani i sur., 2012b; Mari¢ i sur., 2012; Cibic 1 sur., 2018). Primjerice, toplije ljeto
2022. moglo je omoguciti produljenu stratifikaciju i time pogodovati dominaciji dinoflagelata.
Sli¢ni nalazi zabiljezeni su u dugogodi$njim analizama (Mari¢ 1 sur., 2012; France 1 sur., 2021),
koje ukazuju na promjene u sezonalnosti i povecanu prisutnost dinoflagelata tijekom toplijih
godina. S obzirom na sve ucestalije klimatske ekstreme, zabiljeZene promjene u sastavu
fitoplanktona mogu biti indikator Sireg pomaka u ekoloSkom reZimu sjevernog Jadrana. Sustavno
prac¢enje u buduénosti te prikupnjanje dugoro¢nih podataka metabarkodiranjem bit ¢e klju¢no za

razumijevanje trendova 1 predikciju promjena u fitoplanktonskim zajednicama sjevernog Jadrana.

4.3.2 Prostorna dinamika fitoplanktonske bioraznolikosti

Usporedbom izmedu bliskih postaja RV001 i RV004, razlike bile su osobito izraZene tijekom
jeseni na dubini od 20 m, gdje su svi indeksi ukazivali na ve¢u raznolikost i ravnomjernost
zajednica na RVO001. Kruskal-Wallis testom potvrdene su statisticki znaCajne razlike izmedu
postaja iskljucivo tijekom jeseni na dubini od 20 m za sve indekse. Takoder, usporedeni su rezultati
dobiveni uzorkvanjem na postajama LTRV (RV001 i RV004) i postaji SJ108 terenskog

uzorkovanja PO dobiveni Niskinovim crpcima. Sastav zajednica na postaji SJ108 pokazuje slicne
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obrasce dinamike fitoplanktonskih zajednica kao 1 postaje terenskog uzorkovanja LTRV. Skupina
Dinophyta je bila dominantna grupa tijekom cijelog ispitivanog razdoblja, dok su druge grupe
poput Bacillariophyta, Cryptophyta, Chlorophyta i Haptophyta bile povremeno prisutne i
uglavnom manje zastupljene. Provedena je nMDS analiza kako bi se pokazala strukturna
raznolikost izmedu udaljenijih postaja. Rezultati ukazuju na izrazene sezonske obrasce u sastavu
zajednice, ali suprotno tome, prostorna komponenta pokazuje manju ulogu u oblikovanju
zajednica. Usporedba medu postajama (SJ108 vs. RV001/RV004) pokazala relativno homogenu
strukturu fitoplanktonskih zajednica unutar istih sezona: sezonske skupine uzoraka preklapale su
se medu postajama, dok se ljetni uzorci svih postaja grupiraju odvojeno od zimskih. Najveca
razlika uocena je izmedu zajednica postaja SJ108 1 RV001, §to moZe odraZavati neSto razlicite
utjecaje obalne cirkulacije. Razlog tome je veca disperzija uzoraka s postaje SJ108 kao poslijedice
nekolicine uzorkovanja, ali je u skladu s ogranic¢enim horizontalnim gradijentima u priobalnim
dijelovima sjevernog Jadrana, osobito tijekom razdoblja stabilne stratifikacije (Mari¢ i sur., 2012).
No opcenito gledano, fitoplankton sjevernog Jadrana ¢ini koherentnu regionalnu cjelinu unutar
koje sezonske promjene nadilaze one prostorne — $to je vazano za interpretaciju ekologije ovog
dinami¢nog podrucja sjevernog Jadrana. Stoga, iako nema statisticki znaCajne razlike izmedu
SJ108 1 RV001 (p = 0,101), uocen trend podrZava potrebu za daljnjim istrazivanjem lokalne

heterogenosti izmedu navedenih postaja.

Iako je pokazano da je detekcija fitoplanktonskih zajednica fitoplanktonskom mrezom djelimi¢no
ograni¢avajuca, rezultati metabarkodiranja mreznih uzoraka sjevernog Jadrana ukazali su na
prostorne razlike u sastavu zajednice. Postaje kvarnerskog dijela sjevernog Jadrana te najsjevernija
postaja Z1012 zapadne istarske obale pokazale su najvecu razliku u odnosu na druge postaje koje
se nalaze na podruc¢ju zapadne obale Istre. Te razlike nisu statisticki zna€ajne (p > 0,05), osim u
sluc¢aju postaja juznijeg djela sjevernog Jadrana, RI0O19 i JPA23 i postaja terenskog uzorkovanja
LTRV kada su razlike u sastavu fitoplanktonskih zajednica bile znacajne. Navedene kvarnerske

postaje poznate su po svojim oligotrofnim obiljezjima (Vili¢i¢ 1 sur., 2009).

Usporedba vertikalne raspodjele uzoraka iz podpovrsinskog (5 m) i dubljeg sloja (20 m) pokazala
je ogranicene, ali mjerljive razlike u sastavu zajednica, prvenstveno tijekom ljeta i jeseni tijekom
izrazite stratifikacije, posebice na postaji SJ108. Ipak, alfa raznolikost izmedu dubina nije bila

statistiCki znacajna (Kruskal-Wallis, p > 0,05), Sto sugerira relativnu vertikalnu homogenost
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fitoplanktonskih zajednica u promatranom sloju vodenog stupca. Tijekom ljetne stratifikacije,
uocene su blage razlike u raspodjeli pojedinih rodova: npr. Cryptomonas 1 Minidiscus bili su
prisutniji na 20 m, dok su Zetraselmis 1 Prymnesium dominirali na 5 m. Ovi rezultati u skladu su s
prethodnim istrazivanjima sjevernog Jadrana, koja pokazuju da u pli¢im podru¢jima dominantni
fizicki procesi omogucuju vertikalnu homogenizaciju zajednice, osim u uvjetima izrazite
stratifikacije. Uzorci su grupirani prema dubini vodenog stupca, pri ¢emu su uzorci s 20 metara
dubine pokazali ve¢u medusobnu sli¢nost, dok su uzorci s 5 metara pokazivali vecu prostorno-
vremensku varijabilnost. Takva znacajnija disperzija uzoraka s postaje SJ108 odrazava lokalne
fizicko-kemijske specifi¢nosti, poput povremenog utjecaja rije¢nih unosa, promjene saliniteta ili
hidrografskih diskontinuiteta koji su karakteristiéni za ova podruc¢ja. Takoder, promatrajuci
Shannon indeks, vidljivo je da su pojedine postaje poput RV0OO1 u jeseni imale nesSto nize p-
vrijednosti (p = 0,085), ali niti jedna usporedba nije dosegla statisticku znac¢ajnost. Simpson indeks
pokazao je slican obrazac. Sve usporedbe po dubinama unutar sezona i postaja dale su rezultate
koji nisu statisticki znacajni, $to implicira da dubina nije presudna za dominaciju vrsta u ovom
skupu podataka. Ukupno gledano, rezultati potvrduju da je sezonska sukcesija dominantan
mehanizam u oblikovanju fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana (Cerino i sur., 2019;
Godrijan 1 sur., 2013), dok prostorne razlike, iako prisutne, igraju sekundarnu ulogu. Ovakva
dinamika uskladena je s viSegodiSnjim opaZanjima iz sjevernojadranskih istrazivanja, gdje su
fitoplanktonske zajednice pod jakim utjecajem sezonskih ciklusa produkcije 1 vertikalnog
mijeSanja, uz povremene lokalne perturbacije (Cabrini i sur., 2012; Cloern 1 Jassby, 2010; Mozeti¢

isur., 2012).

4.3.3 UspjeSnost metabarkodiranja u detekciji vrsta od ekoloSkog znacaja

Kao skupine od posebnog ekoloSkog znacaja smatraju se skupine, odnosno vrste za koje se zna da
mogu uzrokovati Stetu u ekosustavu u kojem se nalaze (HAB vrste). HAB vrste ukljucuju rodove
¢iji predstavnici mogu imati sposobnost proizvodnje toksi¢nih spojeva te vrste koje se mogu
razmnoziti u prekomjernim abundancijama te na taj nain naruSavati ekoloSku ravnotezu
cjelokupne zajednice. U metabarkodiranom skupu za sjeverni Jadran detektirano je ukupno 59
fitoplanktonskih taksona koji se prema UNESCO I0C HAB listi ubrajaju u Stetne ili potencijalno
toksi¢ne vrste. Time je potvrdeno da znacajan dio fitoplanktonske zajednice (=13% sekvenci) €ine
HAB vrste. Dinoflagelati su bili najzastupljenija skupina s HAB vrstama; 39 od 59 taksona
pripadaju dinoflagelata, Sto ¢ini ~77% svih HAB sekvenci u skupu podataka.
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Vrsta dinoflagelata Karlodinium venefericum zabiljezen je kao kozmopolitska vrsta mora
umjerenog podrucja. U obalnom podrucju njemackog Sjevernog mora proglasen je invazivnhom
vrstom (H. Wang i sur., 2011). lako pripada frakciji nanoplanktona, zastupljen u velikim
abundancijama u fitoplanktonskoj mrezi. Prema definiciji pokazatelja stanja morskog okolisa
(Cvitkovi¢ 1 sur., 2018), rezultati ukazuje na cvatnju ovog roda u metabarkodiranom uzorku na
postaji CRO01 u lipnju 2021. (uzorak PO91). U jos nekoliko uzoraka abundancija ovog roda
priblizila se udjelu od 50%. Rod Karlodinium prema rezultatima analize sustavnog pracenja u
istrazivanim uzorcima u razdoblju 2020. — 2022., nije detektiran mikroskopijom. Razlog visoke
abundancije moZe se vjerojatno pripisati pristranostima metode prema dinoflagelatima, radi cega
je potrebno dobivene rezultate u€estalosti cvatnji iz rezultata metabarkodiranja uzeti s oprezom, te
uzeti u obzir izmjerenu koncentraciju klorofila a, ¢ije vrijednosti mogu biti dobar pokazatelj
cvjetanja mora iako je pokazano da veza koncentracije klorofila @ i abundancije fitoplanktona ne

moraju biti statisticki znac¢ajne (Eker-Develi 1 sur., 2022; Skeji€ 1 sur., 2024).

Vrsta K. venefericum iz roda Karlodinium, za koje je poznato da mogu uzrokovati cvjetanja mora
koja se povezuju s pomorima riba u uzgajalistima (Adolf i sur., 2015; Deeds i sur., 2002). Adolf i
sur., 2009 ukazali su na karlotoksin izoliran iz kultura K. veneficum. Ovaj toksin ne igra samo
vaznu ulogu u zivotnom ciklusu same vrste, ve¢ takoder utjeCe na formiranje i/ili postojanost
cvjetanja. Dodatno, rod Karlodinium nije prisutan u referentnoj bazi pr2 (verzija 5.1.0), Sto
onemogucava detekciju, iako je pr2 predloZena kao jedna od referentnih baza za sustavno pracenje
fitoplanktona u nacionalnim programima (Jerney 1 sur., 2023), ¢ime se dodatno naglasava potreba
za kvalitetnim 1 popunjenim referentnim bazama podataka. U analizama nacionalnog programa
pracenja, zabiljezene su vrste iz roda Karenia (K. papilionacea 1 Karenia sp.), koja zajedno s

rodom Karlodinium pripadaju porodici Kareniaceae.

Iako su ranije prikazana ogranicenja za uzorkovanja fitoplanktonskom mreZom zbog smanjene
brojnosti fitoplanktonskih sekvenci u uzorcima, pokazana je statisticki znacajno visa razlika u
udjelu detektiranih HAB sekvenci u fitoplanktonskoj mrezi u odnosu na crpce. U fitoplanktonskoj
mrezi najcesce su zabiljeZzene vrste rodova Alexandrium, Dinophysis, Gonyaulax, Gymnodinium,
Gyrodinium, Lingulodinium, Noctiluca, Phaeocystis, Prorocentrum, kao 1 dijatomeje iz roda
Pseudo-nitzschia. lako su ovo rezultat uzoraka prikupljenih fitoplanktonskom mrezom, za koju je

pokazano da ima slabiju sposobnost detekcije u odnosu na crpce, mreza se pokazala u¢inkovitom
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za detekciju ekoloski vaznih vrsta, ¢ak i kada su stanice manje od veli¢ine oka fitoplanktonske

mreze.

Sto se ti¢e Stetnih ali ne nuZno toksi¢nih fitoplanktonskih vrsta, i tu dominiraju dinoflagelati.
Noctiluca scintillans je, zbog svoje visoke brojnosti u setu podataka, ocekivano, najistaknutiji
predstavnik — njezine su sekvence Cinile oko 9% svih HAB sekvenci (i ~28% sekvenci ne-toksi¢nih
Stetnih vrsta). Doprinos roda Noctiluca povijesno je dobro dokumentiran u sjevernom Jadranu,
osobito tijekom toplih proljetnih razdoblja visoke proizvodnje (Bernardi Aubry i sur., 2006).
Primjerice, tijekom 1970-ih 1 80-ih ucestale pojave roda Noctiluca pratile su eutrofne uvjete i
rezultirale bioluminiscentnim “cvjetanjem mora”. Rezultati metabarkodiranja potvrduju da
Noctiluca 1 dalje igra vaznu ulogu u ekosustavu (2020.—2022.) kada je bila redovito detektirana i
povremeno izrazito brojna, posebice u uzorcima iz travnja 2020. i 2021., potvrdujuéi ucestalost

njegovih proljetnih proliferacija u ovom dijelu Jadrana.

Takoder, vrste od osobitog znacaja su i novouvedene, potencijalno invazivne vrste (Occhipinti-
Ambrogi 1 Galil, 2004). Kao 1 mnoge druge drzave, Hrvatska se takoder susrece s rastu¢im
problemom uvodenja novih vrsta u isto¢nom dijelu Jadranskog mora, neovisno o tome radi li se o
ljudskom utjecaju ili posljedici klimatskih promjena (Mandi¢ i sur., 2019; Mozeti¢ i sur., 2019;
Palinkas 1 sur., 2020; SliSkovi¢ 1 sur., 2021). Jedan od ciljeva bio je ispitati omogucava li
metabarkodiranje detekciju ekoloSki znacajnih svojti, koje mogu imati negativne posljedice na
ekoloski sustav, poput toksi¢nih 1 nezavicajnih svojti u zajednici eukariotskog fitoplanktona
sjevernog Jadrana. Takve vrste su jedan od deskriptora dobrog stanja morskog okoliSa te su kao
takve ukljucene u programe sustavnog pracenju obalnog podruc¢ja RH (Vili¢i¢, 1989; Nincevic-
Gladan 1 sur., 2015; Mozeti€ i sur., 2019). Navode se mnogi popisi stranih i invazivnih vrsta koji
zahvacaju podrucje europskih mora (Streftaris 1 Papathanassiou, 2005; Godémez, 2008;
Katsanevakis, 2020; Tsirintanis i sur., 2022). Medutim, s obzirom na karakteristike molekularnih
metoda da imaju sposobnost detekcije vrsta 1 skupine koje nije bilo moguce detektirati svjetlosnom
mikroskopijom, moZe se govoriti iskljuc¢ivo o vrstama, odnosno taksonima koji su novozabiljezeni,
odnosno nisu navedeni popisima vrsta (Vili¢i¢ i sur., 2002) i u bazama detektiranih vrsta prilikom
sustavnog pracenja. Metabarkodirani set podataka omogucio je dosad najdetaljniji uvid u
taksonomsku raznolikost fitoplanktona sjevernog Jadrana; 275 taksona novozabiljezenih za

sjeverni Jadran, Sto ¢ini oko 45% svih detektiranih fitoplanktonskih taksona u istrazivanom skupu.
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Ovaj izniman porast znanja o bioloskoj raznolikosti u odnosu na klasi¢ne monitore posljedica je
visoke osjetljivosti molekularne metode, koja otkriva i one organizme koje mikroskopom nije bilo
moguce razlikovati ili uociti (vrlo male, kripticne, rijetke vrste). Dodatno, primjenom
metabarkodiranja, potvrdena je 1 prisutnost vrste Mediolabrus comicus, pripadnika roda
Mediolabrus, koji je nedavno taksonomski izdvojen iz roda Minidiscus kao samostalan rod (Li 1
sur., 2020). Takoder, znacajna je detekcija rodova poput Bathycoccus, Micromonas 1 Ostreococcus
koje znacajno doprinose primarnoj produkciji (Worden, 2006; Collado-Fabbri i sur., 2011;
Simmons i sur., 2016), ali pripadaju frakcijama koje nije mogucée detektirati svjetlosnom
mikroskopijom. Ovakvi nalazi naglasavaju znacaj molekularnih pristupa u otkrivanju malih 1
kriptiénih vrsta te njihov potencijal kao klju¢nog alata u taksonomskoj reviziji i unapredenju
razumijevanja bioraznolikosti fitoplanktona (Kermarrec i sur., 2013). Metabarkodiranje pruza
detaljniji uvid u taksonomski sastav fitoplanktona $to ima za poslijedicu otkrivanje nove
bioraznolikosti koja jo$ nije primjecena standardnim metodama, $to je takoder potvrdeno i u (Neri
1 sur., 2024). Metabarkodiranje stoga djeluje kao ranije upozorenje na prisutnost potencijalno
opasnih vrsta, ¢ak i kada one brojcano jo§ nisu dominantne. To potvrduje i zakljucak Neri i sur.
(2025) koji isti¢u da je molekularni pristup vrijedan dodatak sustavnom praéenju jer omogucuje
prepoznavanje kripti¢nih, pseudokripti¢nih i slabo zastupljenih — €esto toksi¢nih — vrsta koje bi

inace ostale nezamijecene.
4.4 Primjena metabarkodiranja u okviru programa sustavnog pracenja

4.4.1 Procjena bioloskog stanja u sustavnom prac¢enju metodom metabarkodiranja

Set rezultata o brojnosti 1 sastavu fitoplanktonskih zajednica dobivenih metabarkodiranjem 1
svjetlosnom mikroskopijom na dvije postaje terenskog uzorkovanja LTRV na dvije uzorkovane
dubine (5 1 20 m) koriSten je za procjenu ucinkovitosti metabarkodiranja u sustavnom pracenju i
procjene biloloske kakvoce priobalnih voda. Jedna od najuocljivijih razlika izmedu
metabarkodiranja 1 mikroskopije mnogo je veci broj otkrivenih taksona (vrsta ili rodova) metodom
metabarkodiranja. U gotovo svim uzorkovanjima metabarkodiranje je otkrilo viSe taksona nego
klasi¢na mikroskopija, izuzev jednog slucaja (kolovoz 2020.) kada su metode dale usporediv broj
vrsta §to je u skladu su s brojnim svjetskim istrazivanjima koja potvrduju da metabarkodiranje
pruza znatno vecu taksonomsku razlucivost i bogatstvo vrsta (Abad i sur., 2016; Santi 1 sur., 2021;

Andersson i sur., 2023; Almandoz i sur., 2024; Neri 1 sur., 2024; Weydmann-Zwolicka i sur., 2024).
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Jedan od razloga je Sto mikroskopska analiza moze propustiti vrlo rijetke vrste zbog ogranic¢enog
volumena analizirane vode. Uobicajeno se za mikroskopsku analizu talozi 10-50 mL uzorka, od
Cega se Cesto broji tek dio komore (npr. nekoliko transekata §to odgovara efektivnom volumenu
od ~0,1-2 mL) (Utermohl, 1958). Nasuprot tome, uzorak metabarkodiranja temelji se na
fitoplanktonskom sastavu u 2,5 L morske vode, ¢ime je viSestruko povecana vjerojatnost za
detekciju rijetkih taksona. To objaSnjava kako je metabarkodiranjem u sjevernom Jadranu
pronadeno cak 275 taksona koji prethodno nisu bili zabiljezeni standardiziranim metodama
temeljenih na mikroskopiji (novozabiljezene vrste za to podrucje). Slican trend biljeze i
istrazivanja drugdje — ve¢i volumen uzorka i veéa osjetljivost DNA metode omogucuje otkrivanje
rijetkih vrsta ili vrsta koje pripadaju malim veli¢inskim frakcijama koje mogu izmaknuti u
mikroskopiranom uzorku te kripticne vrste koja ne pokazuju dovoljno morfoloskih razlika za
mikroskopsku determinaciju na razini vrste (Piredda i sur., 2017; Gran-Stadniczefiko i sur., 2019;

Bilbao i sur., 2023).

Jedno od klju¢nih ogranic¢enja metabarkodiranja u kontekstu ekoloskih indeksa nemogucénost je
izravnog dobivanja apsolutne brojnosti (broja stanica po litri) pojedinih taksona te brojnost
fitoplanktona u obliku stvarnog broja stanica nije mogla biti izracunata iz podataka
metabarkodiranja. Takoder, relativna zastupljenost sekvenci pojedinog taksona odraZzava nuzno
njihovu stvarnu brojnost ili biomasu u zajednici. To je posljedica ¢injenice da broj sekvenci
(odnosno broj kopija gena 18S rRNA) ne odgovara broju stanica u uzorku. Razli¢ite vrste imaju
razlic¢it broj kopija ciljnog gena po stanici (primjerice, veliki dinoflagelati posjeduju tisu¢e kopija
ribosomskih gena, dok manji fitoplanktonski organizmi mogu imati svega nekoliko kopija)
(Andersson i sur., 2023; C. Wang i sur., 2024). Sli¢no je primjeceno i u istraZivanom setu podataka;
omjer sekvenci pridruzenih koljenu Bacillariophyta naspram Dinophyta bio je redovito znatno
manji od omjera broja stanica tih skupina dobivenog mikroskopijom. Visoki omyjeri
Bacillariophyta/Dinophyta u mikroskopskim podacima ukazuju na preteZitu dominaciju
dijatomeja, dok metabarkodiranje sugerira obrnuto, dinoflagelati gotovo uvijek ¢ine ve¢i udio od
dijatomeja (omjer Bacillariophyta/Dinophyta ~0,1). U nekim studijama pokazano je da, uz
odredene korekcije, relativne ucestalosti broja sekvenci mogu priblizno odrazavati relativnu
biomasu skupina u uzorku. Primjerice, Andersson 1 sur. (2023) pokazali su razmjerno dobro
slaganje ucestalosti pojedinih skupina procijenjenih metabarkodiranjem s njihovim udjelom u

ukupnoj biomasi fitoplanktona, §to upucuje na to da bi se relativne ucestalosti dobivene
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metabarkodiranjem potencijalno mogle kalibrirati za kvantitativnije analize. Martin 1 sur., (2022)
predlazu faktore korekcije broja kopija gena te stvaranje baze podataka o broju kopija gena za 18S
fitoplanktonskih vrsta/skupina Sto bi moglo unaprijediti tocnost kvantitativnih procjena i uciniti
metabarkodiranje robustnijim alatom za pracenje fitoplanktonskih zajednica. U praksi, za sada se
u ekoloskim indeksima koristi kombinacija metabarkodiranja s nekom kvantitativnom mjerom —
u slu¢aju MPI indeksa to je koncentracija klorofila a, koja sluzi kao zamjenska mjera biomase

fitoplanktona.

Jedan od vaznih ciljeva sustavnog pracenja takoder je pravovremena detekcija potencijalno Stetnih
ili toksi¢nih vrsta, koje mogu uzrokovati cvjetanje Stetnih algi i negativno utjecati na ekosustav ili
zdravlje ljudi (npr. vrste koje proizvode toksine Sto se akumuliraju u Skoljkasima). U provedenoj
na klasi¢nu mikroskopiju. Na postaji RV001, metabarkodiranjem je po uzorku detektirano oko 15
taksona koji su poznati kao Stetni ili toksi¢ni (HAB vrsta), dok je mikroskopija u prosjeku biljezila
oko 2 taksona po uzorku. Sli¢an omjer uocen je i na drugoj postaji (RV004: ~13 u usporedbi s ~2
taksona po uzorku). Ukupno je metabarkodiranjem tijekom istrazivanog razdoblja detektirano 59
razlicitih taksona koji se ubrajaju u Stetne/otrovene fitoplanktonske vrste, u odnosu na 20 taksona
takvih vrsta zabiljeZenih mikroskopijom. Samo 9 taksona iz ove skupine identificirano je objema
metodama istovremeno, $to znaci da je svaka metoda otkrila jedinstvene HAB taksone. S obzirom
na to da su oba pristupa djelimi¢no preklapali u detekciji HAB taksona, upucuje na
komplementarnost dviju metoda. Dakle, metabarkodiranje rutinski pronalazi mnoge organizme
koji ostaju nezabiljeZeni klasiénom mikroskopijom, ali i1 obrnuto, zbog cega je poZeljno

kombinirati metode radi potpunije slike zajednice kako je predloZeno u Neri i sur., 2024.

4.4.2 Multiparametrijski indeks fitoplanktona

Multiparametrijski indeks fitoplanktona (MPI) definiran je prema Facca i sur. (2014) te je prvotno
razvijen i testiran na viSegodiSnjim nizovima podataka za Venecijansku lagunu, gdje je potvrdeno
da MPI konzistentno odrazava gradijent antropogenog opterecenja ekosustava te se racuna kao
kombinacija Cetiri komponente: (1) Hulburtov indeks dominacije, (2) ucestalost cvatnji, (3)
Menhinickov indeks raznolikosti na razini vrsta i (4) koncentracija klorofila a. Svaki od ovih
pokazatelja raCuna se u odnosu na referentno stanje (podrucje niskog antropogenog utjecaja)

(Cvitkovi¢ 1 sur, 2018). lako se metoda metabarkodiranja u svojim metodoloskim koracima

142



razlikuje od trenutacno prihvac¢ene metode za procjenu bioraznolikosti fitoplanktonskih zajednica
Jadrana, moguca je djelomicna prilagodba protokola za izraCunavanje indeksa/pokazatelja za
ocjenu ckoloskog stanja temeljenog na metabarkodiranju na unaprijed odredenim mjernim

postajama nacionalne mreze sustavnog prac¢enja za RH.

Jedan od pokazatelja stanja dobrog okolisSa je ucestalost cvatnji, odnosno koliko puta je
abundancija jedne vrste premasila 50% ukupne abundancije te ako je njena brojnost veca od 5 x
10° stanica L!. Ve¢ je spomenuto da rezultat metabarkodiranja ne moze dati apsolutni broj stanica
u uzorku, ve¢ samo relativne vrijednosti na temelju ukupnog uzorka. U trogodiSnjem nizu
mikroskopskih podataka identificirana su tri uzorka koja zadovoljavaju kriterije cvjetanja: studeni
2021. na postaji RV004 (5 i 20 m dubine) s masovnom pojavom kompleksa vrsta Nitzschia
delicatissima (>5 x 10° stanica L', >80% udjela) te listopad 2022., na postaji RV001 (5 m) s
pojavom vrste Chaetoceros socialis (~5,3 x 10° stanica L', 87% udjela). S druge strane,
metabarkodiranje zbog nedostatka apsolutnih brojnosti zahtijeva drugaciji pristup: prag cvatnji
definiran je kao slucaj da relativna abundancija jedne vrste prijede 50% u uzorku te da je istodobno
u tom uzorku izmjerena koncentracija klorofila a iznad grani¢ne vrijednosti za eutrofno stanje
(1,092 pg L' prema kriterijima MPI indeksa). Prema ovim kriterijima, u metabarkodiranim
podacima nisu zabiljeZeni uzorci s karakteristikama cvatnji u promatranom razdoblju — niti u
jednom uzorku klorofil a nije preSao dogovorenu granicu. Ipak, vrijedno je spomenuti da je u ¢ak
20 uzoraka (=17%) jedna jedina vrsta Cinila preko 50% sekvencijske relativne abundancije
(najcesce dinoflagelat, osobito vrste iz roda Gymnodinium). U praksi, metabarkodiranje mozZe biti
korisno za kvalitativno otkrivanje prisutnosti potencijalno cvjetajucih vrsta (kao §to je ranije
spomenuto za HAB taksone), ali kvantifikacija ucestalosti cvatnji zahtijeva dodatnu prilagodbu za

uspjesnu primjenu na temelju rezultata metabarkodiranja.

Rezultati pokazuju znatne razlike u vrijednostima Menhinickovog indeksa izmedu metoda. U svim
analiziranim uzorcima indeks je bio osjetno visi kada je izraCunat na temelju metabarkodiranja u
odnosu na mikroskopiju. Kod mikroskopskih analiza vrijednosti su se kretale od 0,032 do 0,21,
dok je za metabarkodiranje raspon bio znatno $iri, od 0,34 do 2,46. Ovi rezultati odraZavaju
¢injenicu da metabarkodiranje otkriva znatno ve¢i broj taksona, Sto dovodi do poviSenih
vrijednosti Menhinickovog indeksa. Posljedi¢no, metabarkodiranjem se fitoplanktonske zajednice

sjevernog Jadrana ¢ine viSestruko raznolikijima od referentnog ,,netaknutog* stanja, Sto nije realna
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slika, ve¢ poslijedica metodoloskih razlika izmedu dvije usporedivane metode, stoga se referentne
vrijednosti indeksa raznolikosti dobivene klasi¢nim pristupom ne mogu izravno primjenjivati na

podatke metabarkodiranja bez prethodne prilagodbe.

Za metabarkodiranje, prosjecan ukupni MPI kroz tri godine iznosio je 12,46, u odnosu na 1,99 za
mikroskopiju. Ova znacajna razlika posljedica je prethodno opisanog skoka u Menhinickovom
indeksu raznolikosti za metabarkodiranje. Svi MPI vrijednosti na temelju metabarkodiranja bile
su >>1, sugerirajuci izvrsno stanje, bez obzira na godinu ili postaju. Ovakav rezultat nije odraz
realnosti nego metodoloske neusporedivosti rezultata dobivenih metabarkodiranjem u odnosu na
mikroskopiju. Stoga je potrebno definirati odredene prilagodbe za rezultate metabarkodiranja u za

postojeée indekse.

Izuzme li se iz konaénih rezultata utjecaj visokih vrijednosti Menhinickovog indeksa, 2021. godini
metabarkodiranje je pokazalo vrijednosti blago ispod referentnih MPI (0,93 na RV001 i 0,98 na
RV004), sto implicira nesto losije stanje te godine, dok su mikroskopske vrijednosti za 2021. bile
tek malo iznad 1 (1,15 1 1,18). Obje metode su, medutim, konzistentno pokazale pad indeksa u
2021. u odnosu na 2020. i 2022. godinu. To upucuje da su relativne promjene ekoloSkog stanja
kroz vrijeme do odredene mjere ipak zabiljezene metabarkodiranjem u odnosu na mikroskopiju,
barem kada se ukloni komponenta koja unosi najvecu metodsku razliku. Drugim rije¢ima, signali
pogorsanja (pad MPI 2021.) i poboljSanja (rast 2022.) opazeni su u obje varijante indeksa, za

metabarkodiranje 1 mikroskopiju, premda s razli¢itim intenzitetom.

S obzirom na sve navedeno, kao najbolji pristup predlaze se kombinacija metoda: paralelna
primjena metabarkodiranja i mikroskopije moZze iskoristiti prednosti obje metode (Groendahl i
sur., 2017; Santi 1 sur., 2021; Neri 1 sur., 2024). Takvo integrirano sustavno prac¢enje potencijalno
bi zadovoljilo standarde MSFD, koje poti¢u korisStenje najboljih dostupnih znanstvenih alata za
evaluaciju ekoloSkog stanja. Istrazivanja ve¢ pokazuju da se DNA metabarkodiranje moze
uspjesno uklopiti u programe praéenja planktona kao dopunska metoda za procjenu bioraznolikosti
i rane detekcije promjena (Cevik 1 Cevik, 2025; Iacaruso i sur., 2025). Za potpunu integraciju u
indekse, nuzno je provesti opseznu kalibraciju 1 standardizaciju — ukljuc¢ujuci razvoj referentnih
uvjeta za metrike temeljene na metabarkodiranju, uzimajuéi u obzir regionalne specifi¢nosti.

Unato¢ trenutnim izazovima, metabarkodiranje predstavlja dodanu vrijednost u istraZivanju i
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sustavnom pracenju fitoplanktona, te uz odgovarajucu validaciju moze znatno unaprijediti ocjenu

ekoloske kakvo¢e morskih sustava, ukljucujuci osjetljivi i dinamicni sjeverni Jadran.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata metabarkodirkodiranja fitoplanktonskih zajednica sjevernog
Jadrana sustavnim uzorkovanjima kroz vrijeme od tri godine koristenjem dvije razlicite metode
uzorkovanja te primjenom cjelovite 1 kurirane referentne baze za bioinformatic¢ku analizu,

uzimajuci u obzir postavljene hipoteze istrazivanja, mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

% Opsezna i provjerena referentna baza, obogacena reprezentativnim sekvencama iz ciljanog
ekoloSkog podrucja, uz jasno razumijevanje metodoloskih ogranienja povezanih s
regijom koju predstavlja, klju¢na je za pouzdanu taksonomsku anotaciju fitoplanktonskih
sekvenci. Unato¢ tome $to sadrzi manji broj sekvenci u odnosu na opseznije baze poput
referentne baze Silva, kurirana referentna baza CIMphyl8 znantno je povecala

ucinkovitost taksonomske raznolikosti i razluc¢ivosti prilikom analiza bioraznolikosti.

s Utvrdeno je da nacin uzorkovanja znacajno utjeCe na detekciju fitoplanktonske
bioraznolikosti sjevernog Jadrana te da uzorkovanje Niskinovim crpcima pokazuje znatno
vecu brojnost fitoplanktonskih sekvenci i vecu raznolikost detektiranih fitoplanktonskih

skupina, unatoc¢ ¢injenici da obuhvacéa samo ograniceni dio vodenog stupca

¢ Metoda metabarkodiranja pokazala se kao prikladan pristup za analizu bioraznolikosti
fitoplanktonskih zajednica sjevernog Jadrana, omogucavajuci opis prostorno-vremenskih

obrazaca distribucije fitoplanktonskih zajednica sjevernog Jadrana

¢ Metodom metabarkodiranja opisane su promjene u sezonalnosti fitoplanktonskih

zajednica koje su usporedive s poznatim sezonalnostima za podjucje sjevernog Jadrana
¢ Uvodenjem metabarkodiranja u istrazivanje fitoplanktonskih zajednica sjevernog Jadrana

utvrden je veci broj Stetnih i/ili toksi¢nih taksona te obrasci njihove sezonalne dinamike

Sto predstavlja znacajno unapredenje u pracenju stanja okolisa.
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¢ Uvodenjem metabarkodiranja u istrazivanje fitoplanktonskih zajednica omogucio je
detekciju vrsta za koje jos nije zabiljeZena pojavnost na podrucju sjevernog Jadrana, §to je
omogucilo uvid u mnogo Siri spektar raznolikosti i dinamike Fitoplanktona sjevernog
Jadrana §to predstavlja znacajno unapredenje u pracenju stanja okolisa

« Unato¢ slabijoj sposobnosti fitoplanktonske mreze u detekciji Sirokog spektra
fitoplanktonskih skupina, metoda se pokazala ucinkovitom u prepoznavanju ekoloski
znacajnih vrsta — poput toksi¢nih taksona i onih koje uzrokuju cvjetanje mora, osobito
rodova Alexandrium, Dinophysis 1 Pseudo-nitzschia — koji sluze kao deskriptori dobrog

stanja morskog okolisa.

¢ Nemogucnost apsolutne kvantifikacije prilikom metabarkodiranja otezava izraCunavanje
trenutac¢no prihvaéenih pokazatelja za ocjenu ekoloSkog stanja te zahtjeva prilagodbu
Multiparametrijskog indeksa fitoplanktona koji se koriste u aktualnom programu
sustavnog pracenja

¢ Pravilan izbor metodoloskih koraka, od nacina uzorkovanja do izbora referentne baze i
bioinformaticke obrade te njihova standardizacija prilikom koriStenja metode
metabarkodiranja klju¢na je za postizanje najucinkovitijih rezultata za implementaciju

metabarkodiranja u nacionalne i regionalne programe pracenja morskog okolisa.

S obzirom da je se radi o prvom istraZivanju sjevernog Jadrana u kojem se primjenjuje
metabarkodiranje u utvrdivanju potencijala za primjenu u sustavnom pracenju fitoplanktonskih
zajenica, rezultati 1 razvoj metodologije potaknut ¢e daljnja istrazivanja usmjerena na
unaprijedenje metodologije za u¢inkovitu primjenu metabarkodiranja u procjeni stanja morskog

okolisa.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Popis postaja ukljucenih u uzorkovanje s pripaadajuéim koordinatama, nacinom
uzorkovanjate ucestalos¢u uzorkovanja

Naziv Nacin Ucestalost
Teren Koordinate
postaje uzorkovanja uzorkovanja
RV001 LTRV/PO 45°4'48" N, 13°36'36" E Mreza i crpac Mjesecno
RV004 LTRV 45°3'43" N, 13°32'57"E Mreza i crpac Mjesecno
SJ107 PO 45°2'54" N, 13°19'E Mreza i crpac Sezonski
SJ101 PO 44°59'54" N, 12°49'48" E Mreza i crpac Sezonski
SJ108 PO 44°4524" N, 12°45'E Mreza i crpac Sezonski
71012 RC 45°26'6" N, 13°23'48" E Mreza Sezonski
71052 RC 44°42'6" N, 13°48'12" E Mreza Sezonski
RIO19 RC 45°14'48" N, 14°25'E Mreza Sezonski
JPA23 RC 44°35'27" N, 13°59'41" E Mreza Sezonski
FPA34 RC 44°54'3.18" N, 14°2821"E Mreza Sezonski
CROO1 RC 45°10'24" N, 14°39'24" E Mreza Sezonski
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Prilog 2. Popis evaluacijskih uzoraka koristenih za procjenu operativnosti referentne baze CIMPhy18

Pristupni  Pristupni .
Uzorak Datum Ge(v).grafska Geogf'a fska broj broj Naziv institucije Projekt V.B rol
Sirina duzina e citanja
uzorka studije
Stazione LTER-
ERR10370679 3.4.2012 40.808334 N 1425 E SAMEA PRJEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 314529
111457681 56637 -
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERR10370686 18.9.2012 40.808334 N 1425 E SAMEA PRJEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 251712
111457688 56637
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERR10370688 23.10.2012 40.808334 N 1425 E SAMEA PRJEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 251508
111457690 56637
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERR10370680 45.2012 40.808334 N 1425 E SAMEA PRJEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 374150
111457682 56637
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERR10370703 10.9.2013  40.808334 N 1425 E SAMEA PRJEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 277740
111457705 56637 —
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERR10370669 16.8.2011  40.808334 N 1425 E SAMEA PRIEB Zoologica Anton  Marechiara_2011- 112647
111478410 56637
Dohrn 2013
Stazione LTER-
ERRI0370678  7.32012  40.808334N 1425  AMEA - PRIEB 75 10gica Anton  Marechiara 2011- 289001
111457680 56637 Dohm 2013
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Prilog 2.Popis evaluacijskih uzoraka koristenih za procjenu operativnosti referentne baze CIMPhy18 - nastavak

ERR10370681

ERR7228413

ERR7228407

ERR7228399

ERR7228393

ERR7228432

ERR7228483

ERR7228487

ERR7228477

LTRVE86

5.6.2012

15.12.2010

15.10.2010

19.8.2010

6.7.2010

25.5.2011

12.7.2012

10.8.2012

29.5.2012

11.12.2020

40.808334 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

48.7717 N

45.06185 N

1425 E

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

3.9683 W

13.549164 E

SAMEA
111457683

SAMEA
10768898

SAMEA
10768892

SAMEA
10768884

SAMEA
10768878

SAMEA
10768917

SAMEA
10768969

SAMEA
10768973

SAMEA
10768963

PRJEB
56637

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

PRJEB
48571

Nije objavljeno

Stazione
Zoologica Anton
Dohrn

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Station Biologique
de Roscoff

Centar za

istrazivanje mora,
IRB

LTER-
Marechiara_2011-
2013

SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)

SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)

SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)

SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)
SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)
SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)
SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)
SOMLIT-Astan
time-series (2009-
2016)

LTRV

416063

48493

45271

41831

34678

46534

117488

107932

176087

50957
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Prilog 2.Popis evaluacijskih uzoraka koristenih za procjenu operativnosti referentne baze CIMPhy18 — nastavak

LTRV87

LTRV224

LTRV152

LTRV151

PO107

PO171

PO172

11.12.2020

16.5.2022

20.8.2021

20.8.2021

15.6.2021

27.4.2022

27.4.2022

45.06185 N

45.06185 N

45.06185 N

45.06185 N

44.75667 N

44.75667 N

44.75667 N

13.549164 E

13.549164 E

13.549164 E

13.549164 E

1275 E

1275 E

1275 E

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Nije objavljeno

Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB
Centar za
istrazivanje mora,
IRB

LTRV

LTRV

LTRV

LTRV

LTRV

LTRV

LTRV

51466

48758

61028

71949

56548

64055

70035
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Prilog 3.Distribucija duljine referentnih sekvenci u CIMPhyl8. Vecina sekvenci duljine je oko
1800 nukleotidnih baza (min =233, maks = 9 649, medijan = 1731)
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400
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Broj referentnih sekvenci

il oy S I TS [ Y

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Broj nukleotida

Prilog 4. Distribucija referentnih sekvenci u CIMPhyl8 s obzirom na datum objavijivanja u
referentnim bazama, unesenih do 01.01.2025.

Ch’\q‘b(_bbtq(’)q@é\Q%QQQQQ\Q{»Q“JQ&Q@Q@Q«QQ)QQ’\Q’\\Q\%\b"\%’\@é’8”9‘19’1:\’9'{?%&(1?’
FEFEELEEEFEFTEFTE T LT T TS S S S o o5 S

900

60

o

Broj referentnih sekvenci

w
o
o

o
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Prilog 5. Udio nedodijeljenih sekvenci na razini roda ili vrste po skupinama za evaluacijski set
okolisnih uzoraka za svaku koristenu referentnu bazu

100%
B sacitariopnyta
|7 pinophyta
B chiorophyta

Haptophyta

[ coptophyta
B ochrophyta
B Nedodijelieno

) -

@ @
=1 S
* E3

Relativna zastupljenost
s
Ed

CIMPhy18 pr2 Silva

Prilog 1.Brojnosti taksonomski odredenihfitoplanktonskih sekvenci i fitoplanktonskih ASV
dobivenih koristenjem tri razlicite referentne baze: CIMPhylS, PR2, i Silva
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Prilog 7. Usporedba taksonomske pokrivenosti na razini roda izmedu tri koristene referentne baze
prema fitoplanktonskim skupinama

Bacillariophyta Chlorophyta Cryptophyta
CIMPhy18 Silva CIMPhy18 Silva CIMPhy18 Silva

pr2 pr2 pr2
Dinophyta Haptophyta Ochrophyta
CIMPhy18 Silva CIMPhy18 Silva CIMPhy18 Silva
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Prilog 8. Indeksi alfa raznolikosti za evaluacijske okolisne uzorke po referentnim bazama

Refgerégtna lzvor Uzorak Shannon  Simpson  InvSimpson  Pielou
CIMPhy18 Napulj ERR10370669 4,457905  0,949704 19,88231  0,985872
Silva Napulj ERR10370669 4,789471  0,95818 23,91189 1,056672
pr2 Napulj ERR10370669 2,193583  0,635391 2,742665 0,56974
CIMPhy18 Napulj ERR10370678 4,84708  0,967152 30,44362 1,129734
Silva Napulj ERR10370678 5,172279  0,962145 26,41682 1,197983
pr2 Napulj ERR10370678 3,055451  0,783453 4,617926  0,839967
CIMPhy18 Napulj ERR10370679 5,356717  0,984761 65,62089 1,222429
Silva Napulj ERR10370679 5,501003  0,974002 38,46438 1,244897
pr2 Napulj ERR10370679 3,167006  0,793226 4,836191  0,831964
CIMPhy18 Napulj ERR10370680 5,627933  0,986095 71,91431 1,224763
Silva Napulj ERR10370680 5,129799  0,952211 20,92539 1,109152
pr2 Napulj ERR10370680 2,556036  0,638907 2,769371  0,640774
CIMPhy18 Napulj ERR10370681 5,429917  0,977223 43,90442 1,23219
Silva Napulj ERR10370681 6,161769  0,989485 95,09918 1,36934
pr2 Napulj ERR10370681 4,492625  0,949029 19,61912 1,142631
CIMPhy18 Napulj ERR10370686 4,741139  0,969091 32,35272 1,064385
Silva Napulj ERR10370686 5,324291  0,979547 48,8936 1,192208
pr2 Napulj ERR10370686 3,763937  0,939996 16,66562 0,9831
CIMPhy18 Napulj ERR10370688 5,560345  0,985612 69,50462 1,232658
Silva Napulj ERR10370688 5,664293  0,981378 53,69864 1,224719
pr2 Napulj ERR10370688 3,161738  0,872597 7,84913 0,825812
CIMPhy18 Napulj ERR10370703 5,384611  0,984013 62,55053 1,161796
Silva Napulj ERR10370703 5,900637  0,988644 88,06097 1,255326
pr2 Napulj ERR10370703 4,023056  0,916315 11,94958  0,990792
CIMPhy18  Roscoff ERR7228393  4,194458  0,953921 21,70206  0,980777
Silva Roscoff ERR7228393 4,883074  0,971856 35,53163 1,124147
pr2 Roscoff ERR7228393 1,934648  0,56934 2,322017  0,563382
CIMPhy18  Roscoff ERR7228399 4,355362  0,964301 28,01217 1,043354
Silva Roscoff ERR7228399 5,044366  0,980014 50,03576 1,195487
pr2 Roscoff ERR7228399 3,412467 0,932116 14,73102 1,003313
CIMPhy18  Roscoff ERR7228407  4,720693  0,976334 42,25448 1,080387
Silva Roscoff ERR7228407 5,489588  0,988018 83,45809 1,263774
pr2 Roscoff ERR7228407 3,613776  0,941247 17,02053 1,073198
CIMPhy18  Roscoff ERR7228413  4,949316  0,984049 62,6937 1,153563
Silva Roscoff ERR7228413 5,518892  0,989314 93,58042 1,282251
pr2 Roscoff ERR7228413  3,62749  0,936922 15,85333 1,100628
CIMPhy18  Roscoff ERR7228432 4,637201  0,974279 38,87866 1,038356
Silva Roscoff ERR7228432 5,285648  0,986335 73,17825 1,202801
pr2 Roscoff ERR7228432 3,717634  0,944168 17,91081  0,982412
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Prilog 8. Indeksi alfa raznolikosti za evaluacijske okolisne uzorke po referentnim bazama -
nastavak

CIMPhy18  Roscoff ERR7228477 4,748821  0,961253 25,80871 1,066109

Silva Roscoff ERR7228477 5,512901  0,985207 67,59779 1,240903
pr2 Roscoff ERR7228477  4,390782  0,967678 30,93904 1,146825
CIMPhy18  Roscoff ERR7228483  4,711083  0,972398 36,22865 1,098037
Silva Roscoff ERR7228483 5,275849  0,982778 58,06419 1,203975
pr2 Roscoff ERR7228483 2,778705  0,754387 4,071439 0,781556
CIMPhy18  Roscoff ERR7228487 4,304664  0,952739 21,15928 0,966396
Silva Roscoff ERR7228487  5,005007  0,973088 37,15881 1,12959
pr2 Roscoff ERR7228487 3,982306  0,955781 22,61488 1,087004
CIMPhy18 CIM LTRV151 4,540223  0,97718 43,82156 1,192704
Silva CiM LTRV151 4,028034  0,920573 12,59023 1,029655
pr2 CIM LTRV151 2,925156  0,791157 4,788283 0,932917
CIMPhy18 CiM LTRV152 5,001121  0,988462 86,66939 1,321583
Silva CIM LTRV152 5,455503  0,989226 92,81314 1,374081
pr2 CiM LTRV152 3,00077  0,863093 7,30425 0,910473
CIMPhy18 CIM LTRV224 4,567563  0,981415 53,80708 1,264931
Silva CiM LTRV224 4,299786  0,954353 21,90739 1,116785
pr2 CIM LTRV224 4,179116  0,967326 30,60556 1,475044
CIMPhy18 CiM LTRV86 5,464007  0,987084 77,42616 1,229898
Silva CIM LTRV86 6,147496  0,992933 141,4987 1,373025
pr2 CiM LTRV86 4,382972  0,958664 24,19214 1,172648
CIMPhy18 CIM LTRV87 5,037435  0,968792 32,04267 1,127976
Silva CiM LTRV87 5,990083  0,98437 63,98104 1,318445
pr2 CIM LTRV87 3,968469  0,92782 13,85429 1,075793
CIMPhy18 CiM PO107 4,195946  0,956603 23,04316 1,037817
Silva CIM PO107 4,640738  0,96738 30,65645 1,120103
pr2 CiM PO107 3,259682  0,907662 10,8298 1,000487
CIMPhy18 CIM PO171 4,086986  0,946448 18,6736 1,168877
Silva CiM PO171 4,480959  0,961749 26,14326 1,250435
pr2 CIM PO171 2,69865  0,750625 4,010023 0,933669
CIMPhy18 CiM PO172 3,693802  0,945417 18,32064 1,108516
Silva CIM PO172 3,337549  0,868418 7,599808 0,963013
pr2 CiM PO172 3,719927  0,961785 26,1675 1,615544

xl



Prilog 8a Statisticka analiza indeksa raznolikosti na temelju Kruskal-Wallis s Dunn post hoc
testom na okolisnim evaluacijskim uzorcimas obzirom na koristenu referentnu bazu (ns - nije
statisticki znacajno,p > 0.05, p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***:p < 0.0001: ****)

K\/r\l/J;Ill(iil- 2 Sstlli) %T)J;g' p- vrijednost  Znaéajnost
InvSimpson 34,85 2 0,000000027100 ook
Pielou 20,67 2 0,000032500000 ok
Richness 33,14 2 0,000000063700 ekt
Shannon 42,52 2 0,000000000584 ok
Simpson 34,85 2 0,000000027100 ekt
Indeks Usporedba vrijezd_nost p- vrijednost ;_r\l/l?ijgggsg; Znacajnost
InvSimpson CIMPhy18 - PR2  -4,7449  0,0000020857 0,0000062570 Fokokk
InvSimpson CIMPhy18 - Silva 0,6690 0,5035073260 1,0000000000 ns
InvSimpson PR2 - Silva 5,4139  0,0000000617 0,0000001850 falakalel
Pielou CIMPhy18 - PR2 -2,7035  0,0068610853 0,0205832559 *
Pielou CIMPhy18 - Silva  1,8138  0,0697029414 0,2091088243 ns
Pielou PR2 - Silva 4,5173 0,0000062619 0,0000187856 FrAx
Richness  CIMPhy18 -PR2  -4,6803  0,0000028642 0,0000085926 Fkkk
Richness  CIMPhy18 - Silva 0,5622 0,5739860212 1,0000000000 ns
Richness PR2 - Silva 5,2425  0,0000001584 0,0000004752 Fokkk
Shannon CIMPhy18 - PR2 -4,6346  0,0000035764 0,0000107292 kel
Shannon  CIMPhy18 - Silva 1,6552 0,0978815471 0,2936446413 ns
Shannon PR2 - Silva 6,2898 0,0000000003 0,0000000010 kel
Simpson  CIMPhy18 - PR2  -4,7449  0,0000020857 0,0000062570 Fokkk
Simpson CIMPhy18 - Silva 0,6690 0,5035073260 1,0000000000 ns
Simpson PR2 - Silva 5,4139  0,0000000617 0,0000001850 Fokkk

Prilog 8b. Rezultati visestruke usporedbe srednjih vrijednosti (Turkey test) sastava fitoplanktonske
zajednice s obzirom na koristenu referentnu bazu (razina pouzdanosti, 95%)

Razlika u Don_ja GO”?Ja Prilagodena
Usporedba g granica granica 8:
sredini p-vrijednost
(lwr) (upr)
PR2 - CIMPhy18 0,02561319  -0,01747809  0,06870447  0,3344159
Silva - CIMPhy18 -0,02965230  -0,07274358  0,01343899  0,2326053
Silva - PR2 -0,05526548  -0,09835677 -0,01217420 0,0084435
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Prilog 9. Popis koristenih kontrolnih uzoraka. Ukupno je sekvencirano 19 kontrolnih uzoraka, tri

pozitivne kontrole te 16 negativnih kontrola

Oznaka  Broj ¢itanja Vrsta kontrolnog uzorka
Mock3 80148 Zajednica kultura Pozitivna kontrola
Mock4 99655 Zajednica kultura Pozitivna kontrola
PC1 62988 Zajednica kultura Pozitivna kontrola
NC1 2652 Filter sa sterilnom morskom vodom Negativna kontrola
NC2 94 Izolacija DNA bez materijala Negativna kontrola
BPCR11 870 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR12 333 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR13 235 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR16 309 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR3 840 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR4 675 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR5 412 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR5B 78 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR5 195 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR6 57 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR7 143 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCRS8 365 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCRS8 82 PCR kontrola Negativna kontrola
BPCR9 65 PCR kontrola Negativna kontrola
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima

Terensk Broj . Met Dubina

Datum Uzorak uzoerl<80vsar(1)je éitar?ia Postaja uzorﬁo?/(ﬁlja uzorkovanja
15.1.2020 LTRV6 LTRV 71870 RV001 Niskin crpac 20m
15.1.2020 LTRVS LTRV 84863 RV001 Niskin crpac 5m
15.1.2020 LTRV1 LTRV 55434 RV001 Mreza vodeni stupac
15.1.2020 LTRVS LTRV 75963 RV004 Niskin crpac 20m
15.1.2020 LTRV7 LTRV 75465 RV004 Niskin crpac 5m
15.1.2020 LTRV2 LTRV 72529 RV004 MrezZa vodeni stupac
13.2.2020 LTRV9 LTRV 47802 RV001 Mreza vodeni stupac
13.2.2020 LTRV16 LTRV 69810 RV004 Niskin crpac 20m
13.2.2020 LTRV15 LTRV 64786 RV004 Niskin crpac 5m
13.2.2020 LTRV10 LTRV 70845 RV004 Mreza vodeni stupac
11.3.2020 LTRV22 LTRV 51887 RV001 Niskin crpac 20m
11.3.2020 LTRV21 LTRV 55326 RV001 Niskin crpac 5m
11.3.2020 LTRV17 LTRV 57229 RV001 Mreza vodeni stupac
11.3.2020 LTRV24 LTRV 50371 RV004 Niskin crpac 20m
11.3.2020 LTRV23 LTRV 64896 RV004 Niskin crpac 5m
11.3.2020 LTRV18 LTRV 54851 RV004 Mreza vodeni stupac
14.5.2020 LTRV30 LTRV 60265 RV001 Niskin crpac 20m
14.5.2020 LTRV29 LTRV 66025 RV001 Niskin crpac 5m
14.5.2020 LTRV32 LTRV 61476 RV004 Niskin crpac 20m
14.5.2020 LTRV31 LTRV 77772 RVvV004 Niskin crpac 5m
14.5.2020 LTRV26 LTRV 46324 RV004 Mreza vodeni stupac
12.6.2020 LTRV38 LTRV 75160 RV001 Niskin crpac 20m
12.6.2020 LTRV37 LTRV 75924 RV001 Niskin crpac 5m
12.6.2020 LTRV33 LTRV 56048 RV001 Mreza vodeni stupac
12.6.2020 LTRV40 LTRV 42357 RV004 Niskin crpac 20m
12.6.2020 LTRV39 LTRV 79009 RVv004 Niskin crpac 5m
12.6.2020 LTRV34 LTRV 55721 RV004 Mreza vodeni stupac
15.7.2020 LTRV46 LTRV 55628 RV001 Niskin crpac 20m
15.7.2020 LTRV45 LTRV 65377 RV001 Niskin crpac 5m
15.7.2020 LTRV41 LTRV 33456 RVv001 Mreza vodeni stupac
15.7.2020 LTRV48 LTRV 52694 RV004 Niskin crpac 20m
15.7.2020 LTRV47 LTRV 51037 RV004 Niskin crpac 5m
15.7.2020 LTRV42 LTRV 59080 RV004 MreZa vodeni stupac
19.8.2020 LTRV54 LTRV 42885 RV001 Niskin crpac 20m
19.8.2020 LTRV53 LTRV 50356 RV001 Niskin crpac 5m
19.8.2020 LTRV49 LTRV 57784 RV001 Mreza vodeni stupac
19.8.2020 LTRV56 LTRV 60512 RV004 Niskin crpac 20m
19.8.2020 LTRV55 LTRV 58238 RVv004 Niskin crpac 5m
19.8.2020 LTRV50 LTRV 83695 RV004 Mreza vodeni stupac
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

17.9.2020
17.9.2020
17.9.2020
17.9.2020
17.9.2020
17.9.2020
13.10.2020
13.10.2020
13.10.2020
13.10.2020
13.10.2020
19.11.2020
19.11.2020
19.11.2020
19.11.2020
19.11.2020
19.11.2020
19.11.2020
11.12.2020
11.12.2020
11.12.2020
11.12.2020
11.12.2020
11.12.2020
15.1.2021
15.1.2021
15.1.2021
15.1.2021
15.1.2021
15.1.2021
22.2.2021
22.2.2021
22.2.2021
22.2.2021
22.2.2021
22.2.2021
18.3.2021
18.3.2021
18.3.2021
18.3.2021
18.3.2021

LTRV62
LTRV61
LTRVS57
LTRV64
LTRV63
LTRVS8
LTRV70
LTRV69
LTRV65
LTRV72
LTRV71
LTRV78
LTRV77
LTRV73
LTRV73A
LTRVE80
LTRV79
LTRV74
LTRV86
LTRV85
LTRVS1
LTRVE88
LTRVE87
LTRV82
LTRV94
LTRV93
LTRV89
LTRV96
LTRV95
LTRV90
LTRV102
LTRV101
LTRV97
LTRV104
LTRV103
LTRV98
LTRV110
LTRV109
LTRV105
LTRV112
LTRV111

LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV

64246
41158
73981
45987
53489
39168
16642
48815
61344
53504
49875
44886
46963
45811
22804
58715
59696
51196
50957
51926
36926
50321
51466
39074
58955
41334
63515
56865
50833
27191
64527
48952
38545
48332
48805
31738
42525
45754
44747
49241
67959

RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004

Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m

20m

5m
vodeni stupac
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

18.3.2021
19.4.2021
19.4.2021
19.4.2021
19.4.2021
19.4.2021
19.4.2021
21.5.2021
21.5.2021
21.5.2021
21.5.2021
21.5.2021
21.5.2021
11.6.2021
11.6.2021
11.6.2021
11.6.2021
11.6.2021
11.6.2021
23.7.2021
23.7.2021
23.7.2021
23.7.2021
23.7.2021
23.7.2021
20.8.2021
20.8.2021
20.8.2021
20.8.2021
20.8.2021
20.8.2021
22.9.2021
22.9.2021
22.9.2021
22.9.2021
22.9.2021
22.9.2021
20.10.2021
20.10.2021
20.10.2021
20.10.2021

LTRV106
LTRV118
LTRV117
LTRV113
LTRV120
LTRV119
LTRV114
LTRV126
LTRV125
LTRV121
LTRV128
LTRV127
LTRV122
LTRV134
LTRV133
LTRV129
LTRV136
LTRV135
LTRV130
LTRV142
LTRV141
LTRV137
LTRV144
LTRV143
LTRV138
LTRV150
LTRV149
LTRV145
LTRV152
LTRV151
LTRV146
LTRV158
LTRV157
LTRV153
LTRV160
LTRV159
LTRV154
LTRV166
LTRV165
LTRV161
LTRV168

LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV

47953
54787
58315
45572
56281
52424
38324
50722
53627
51958
50976
61926
85201
54203
46231
50440
58650
52510
78463
58203
69931
50714
59069
59306
77546
48573
63230
52330
61028
71949
65306
62696
59190
47744
62484
59852
37868
51685
56781
53940
59612

RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac

Mreza
Niskin crpac

vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

20.10.2021
20.10.2021
24.11.2021
24.11.2021
24.11.2021
24.11.2021
24.11.2021
24.11.2021
15.12.2021
15.12.2021
15.12.2021
15.12.2021
15.12.2021
15.12.2021
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
14.1.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
16.2.2022
15.3.2022
15.3.2022
15.3.2022
15.3.2022
15.3.2022
15.3.2022
13.4.2022

LTRV167
LTRV162
LTRV174
LTRV173
LTRV169
LTRV176
LTRV175
LTRV170
LTRV182
LTRV181
LTRV177
LTRV184
LTRV183
LTRV178
LTRV190
LTRV190A
LTRV189
LTRV189A
LTRV185
LTRV192
LTRV192A
LTRV191
LTRV191A
LTRV186
LTRV198
LTRV198A
LTRV197
LTRV197A
LTRV193
LTRV200
LTRV200A
LTRV199
LTRV199A
LTRV194
LTRV206
LTRV205
LTRV201
LTRV208
LTRV207
LTRV202
LTRV214

LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV

62239
44272
58159
60007
64006
65357
64553
61823
56033
49559
55741
53763
59587
60532
78019
54079
66609
69661
62751
183804
68958
46263
71823
48534
54810
62340
48099
32514
80643
52517
63305
58780
49687
66038
81775
53668
74457
70908
60043
67252
79867

RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001

Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac

5m
vodeni stupac

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

20m

5m

5m
vodeni stupac

20m

20m

5m

5m
vodeni stupac

20m

20m

5m

5m
vodeni stupac

20m

20m

5m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

13.4.2022
13.4.2022
13.4.2022
13.4.2022
13.4.2022
16.5.2022
16.5.2022
16.5.2022
16.5.2022
16.5.2022
16.5.2022
14.6.2022
14.6.2022
14.6.2022
14.6.2022
14.6.2022
14.6.2022
14.7.2022
14.7.2022
14.7.2022
14.7.2022
14.7.2022
14.7.2022
22.8.2022
22.8.2022
22.8.2022
22.8.2022
22.8.2022
22.8.2022
13.9.2022
13.9.2022
13.9.2022
13.9.2022
13.9.2022
13.9.2022
12.10.2022
12.10.2022
12.10.2022
12.10.2022
12.10.2022
12.10.2022

LTRV213
LTRV209
LTRV216
LTRV215
LTRV210
LTRV222
LTRV221
LTRV217
LTRV224
LTRV223
LTRV218
LTRV230
LTRV229
LTRV225
LTRV232
LTRV231
LTRV226
LTRV238
LTRV237
LTRV233
LTRV240
LTRV239
LTRV234
LTRV246
LTRV245
LTRV241
LTRV248
LTRV247
LTRV242
LTRV254
LTRV253
LTRV249
LTRV256
LTRV255
LTRV250
LTRV262
LTRV261
LTRV257
LTRV264
LTRV263
LTRV258

LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV

61938
55655
63992
49945
93717
55346
53592
58005
48758
61254
65623
68840
66490
64950
60979
70734
59877
54403
56787
38646
57093
67197
56161
57328
60733
37853
56392
57535
5176
61436
77030
43497
47441
48741
42341
54302
55821
44865
50573
46832
58773

RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004

Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza

5m
vodeni stupac

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

15.11.2022
15.11.2022
15.11.2022
15.11.2022
15.11.2022
15.11.2022
15.12.2022
15.12.2022
15.12.2022
15.12.2022
20.12.2022
20.12.2022
20.7.2020
4.9.2020
4.9.2020
4.9.2020
12.10.2020
3.3.2021
20.4.2021
20.4.2021
20.4.2021
20.4.2021
20.4.2021
20.4.2021
15.6.2021
15.6.2021
15.6.2021
21.7.2021
21.7.2021
21.7.2021
21.7.2021
21.7.2021
13.9.2021
13.9.2021
5.4.2022
5.4.2022
5.4.2022
5.4.2022
27.4.2022
27.4.2022
27.4.2022

LTRV270
LTRV269
LTRV265
LTRV272
LTRV271
LTRV266
LTRV278
LTRV277
LTRV280
LTRV279
LTRV273
LTRV274
PO7
PO13
PO17
PO15
PO33
PO59
POT77
PO81
PO79
PO86
PO85
PO83
PO108
PO107
PO105
PO113
PO111
PO118
PO117
PO115
PO140
PO139
PO153
PO155
PO162
PO161
PO163
PO167
PO165

LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
LTRV
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO
PO

69186
58077
71356
55383
54086
24238
73643
56245
55487
47743
58370
44463
24003
47860
51029
45418
79492
49042
50210
69291
47255
60279
65422
70363
64172
56548
76364
74593
42263
61525
59997
64687
62079
61672
51194
52669
67349
56964
62771
67906
52399

RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
RV001
RV001
RV004
RV004
RV001
RV004
SJ108
RV001
SJ101
SJ107
SJ108
SJ107
RV001
SJ101
SJ107
SJ108
SJ108
SJ108
SJ108
SJ108
SJ108
SJ101
SJ107
SJ108
SJ108
SJ108
SJ108
SJ108
RV001
SJ107
SJ108
SJ108
RV001
SJ101
SJ107

Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Mreza

20m

sm
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

sm

20m

5m
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac
vodeni stupac

20m

5m
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
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Prilog 10. Popis terenskih uzorkovanja s pripadajucim podacima - nastavak

27.4.2022
27.4.2022
27.4.2022
2.9.2020
2.9.2020
8.9.2020
8.9.2020
8.9.2020
30.10.2020
2.11.2020
18.1.2021
26.1.2021
26.1.2021
2.2.2021
15.2.2021
30.3.2021
31.3.2021
31.3.2021
1.6.2021
2.6.2021
2.6.2021
3.6.2021
3.6.2021
4.6.2021
8.7.2021
2.9.2021
7.9.2021
7.9.2021
7.9.2021
23.2.2022
23.2.2022
23.3.2022
23.3.2022
23.3.2022
23.3.2022
26.10.2022
27.10.2022

PO172
PO171
PO169
PO9
PO11
PO23
PO25
PO21
PO37
PO39
PO45
PO49
PO51
PO53
PO55
PO71
POG69
PO75
PO93
PO91
PO97
PO95
PO89
PO87
PO93a
PO125
PO123
PO129
PO127
PO141
PO143
PO145
PO151
PO149
PO147
PO197
PO195

PO
PO
PO
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC

70035
64055
62010
54908
52947
37310
56426
65733
72410
54031
59477
55804
60107
57500
50915
55372
49997
60698
62025
53906
55249
47610
60574
81203
46411
42150
39276
29774
81675
70709
60491
50657
91098
70810
72021
42108
49038

SJ108
SJ108
SJ108
Z1012
Z1052
FPA34
JPAZ3
R1019
Z1052
RI1019
Z1012
CRO01
R1019
JPA23
FPA34
RI1019
CRO001
FPA34
R1019
CRO01
FPA34
JPA23
Z1052
Z1012
R1019
RI019
CRO001
FPA34
JPA23
Z1012
Z1052
CRO01
FPA34
JPA23
R1019
Z1052
Z1012

Niskin crpac
Niskin crpac
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza
Mreza

20m
sm
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
vodeni stupac
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Prilog 11. Broj sirovih sekvencipo uzorku nakon sekvenciranja i sparivanja komplementarnih

sekvenci
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Prilog 12. Broj klasificiranih fitoplanktonskih sekvenci po uzorku. Uzorci su grupirani na temelju
terena s kojeg su prikupljeni, dok razlicite boje prikazuju godine uzorkovanja (zelena - 2020,
narancasta — 2021 i ljubicasta — 2022). Crvena isprekidana linija prikazuje prag — svi uzorci s

manje od 20 fitoplanktonskih sekvenci uklonjeni su iz daljnje analize.
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Prilog 13. Popis uzoraka s manje od 20 taksonomski odredenih fitoplanktonskih sekvenci. Ukupno
13 uzoraka uklonjeno je iz analize zbog nedostatne kvalitete

) Broj fitoplanktonskih
Naziv uzorka

ditanja
LTRV121 1
LTRV201 3
LTRV193 4
PO75 6
LTRV17 6
LTRV9 6
LTRV194 9
LTRV202 9
LTRV122 11
LTRV18 11
PO165 13
LTRV186 14
LTRV218 15

.....

pojedinu skupinu

Bacillariophyta Chlorophyta Cryptophyta

oe— | = [
sanvass ] |
Torsseria I

Miridiscus.

ra— I

Rod

Dinophyta Haptophyta ostali Ochrophyta

Visicitus.

Heteocapsa
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200000
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Prilog 2. Dijagram relativne ucestalosti rodova pojedine fitoplanktonske skupine na postajama
LTRYV, kombiniranim uzorkovanjem fitoplanktonskom mrezom i crpcem, mjesecno u razdoblju od
tri godine. Prikazano je 12 najucestalijih rodova, dok su preostali zastupljeni u manjim udjelima
grupirani u "Ostali" (sivo).
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b) Sastav i relativna ucestalost skupine Bacillariophyta
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¢) Sastav i relativna ucestalost skupine Chlorophyta
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d) Sastav i relativna ucestalost skupine Haptophyta
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e) Sastav i relativna ucestalost skupine Cryprophyta
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) Sastav i relativna ucestalost skupine ostalih Ochrophyta
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Prilog 16. Popis fitoplanktonskih rodova koji se pojavijuju u >20% istrazivanih uzoraka

Broj  Postotak

Skupina Red Rod
uzoraka uzoraka

Bacillariophyta Chaetocerotales Chaetoceros 211 78,73
Bacillariophyta Bacillariales Pseudo-nitzschia 180 67,16
Bacillariophyta Hemiaulales Cerataulina 156 58,21
Bacillariophyta Rhizosoleniales Rhizosolenia 152 56,72
Bacillariophyta Thalassiosirales Thalassiosira 151 56,34
Bacillariophyta Cymatosirales Papiliocellulus 150 55,97
Bacillariophyta Melosirales Stephanopyxis 145 54,10
Bacillariophyta Stephanodiscales Cyclotella 130 48,51
Bacillariophyta Thalassiosirales Mediolabrus 130 48,51
Bacillariophyta Rhizosoleniales Guinardia 123 45,90
Bacillariophyta Thalassiosirales Minidiscus 111 41,42
Bacillariophyta Chaetocerotales Leptocylindrus 110 41,04
Bacillariophyta Naviculales Pleurosigma 104 38,81
Bacillariophyta Naviculales Navicula 90 33,58
Bacillariophyta Bacillariales Nitzschia 89 33,21
Bacillariophyta Chaetocerotales Bacteriastrum 81 30,22
Bacillariophyta Thalassionemales Thalassionema 72 26,87
Bacillariophyta Bacillariales Cylindrotheca 68 25,37
Bacillariophyta Asterolamprales Asteromphalus 58 21,64
Chlorophyta Chlorodendrales Tetraselmis 172 64,18
Chlorophyta Pseudoscourfieldiales Pycnococcus 142 52,99
Chlorophyta Mamiellales Bathycoccus 134 50,00
Chlorophyta Mamiellales Micromonas 133 49,63
Chlorophyta Pyramimonadales Pyramimonas 133 49,63
Chlorophyta Chlamydomonadales Chlamydomonas 97 36,19
Chlorophyta Pyramimonadales Pterosperma 96 35,82
Chlorophyta Mamiellales Mamiella 90 33,58
Chlorophyta Chloropicales Chloroparvula 72 26,87
Chlorophyta Dolichomastigales Crustomastix 70 26,12
Chlorophyta Nephroselmidales Nephroselmis 63 23,51
Chlorophyta Mamiellales Ostreococcus 58 21,64
Cryptophyta Pyrenomonadales Teleaulax 160 59,70
Cryptophyta Pyrenomonadales Hemiselmis 120 44,78
Cryptophyta Pyrenomonadales Geminigera 102 38,06
Cryptophyta Pyrenomonadales Proteomonas 98 36,57
Cryptophyta Pyrenomonadales Rhodomonas 84 31,34
Cryptophyta Cryptomonadales Cryptomonas 68 25,37
Cryptophyta Pyrenomonadales Storeatula 62 23,13
Dinophyta Gymnodiniales Karlodinium 249 92,91
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Prilog 16. Popis fitoplanktonskih rodova koji se pojavljuju u >20% istrazivanih uzoraka - nastavak

Dinophyta Syndiniales Amoebophrya 244 91,04
Dinophyta Gonyaulacales Tripos 221 82,46
Dinophyta Syndiniales Euduboscquella 200 74,63
Dinophyta Peridiniales Blastodinium 197 73,51
Dinophyta Gymnodiniales Gyrodinium 191 71,27
Dinophyta Peridiniales Heterocapsa 189 70,52
Dinophyta Gymnodiniales Warnowia 185 69,03
Dinophyta Peridiniales Bysmatrum 173 64,55
Dinophyta Dinophyceae Incertae sedis Azadinium 167 62,31
Dinophyta Gymnodiniales Lepidodinium 162 60,45
Dinophyta Tovelliales Katodinium 157 58,58
Dinophyta Thoracosphaerales Scrippsiella 157 58,58
Dinophyta Suessiales Biecheleria 156 58,21
Dinophyta Gymnodiniales Gymnodinium 156 58,21
Dinophyta Suessiales Biecheleriopsis 150 55,97
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium 147 54,85
Dinophyta Suessiales Pelagodinium 144 53,73
Dinophyta Torodiniales Torodinium 143 53,36
Dinophyta Gymnodiniales Ceratoperidinium 139 51,87
Dinophyta Suessiales Symbiodinium 139 51,87
Dinophyta Syndiniales Hematodinium 137 51,12
Dinophyta Prorocentrales Prorocentrum 136 50,75
Dinophyta Gymnodiniales Paragymnodinium 133 49,63
Dinophyta Peridiniales Protoperidinium 126 47,01
Dinophyta Gymnodiniales Takayama 120 44,78
Dinophyta Dinophysiales Dinophysis 109 40,67
Dinophyta Noctilucales Kofoidinium 108 40,30
Dinophyta Gymnodiniales Erythropsidinium 107 39,93
Dinophyta Dinophysiales Phalacroma 97 36,19
Dinophyta Gymnodiniales Karenia 88 32,84
Dinophyta Suessiales Protodinium 88 32,84
Dinophyta Dinophyceae Incertae sedis Amphidoma 86 32,09
Dinophyta Noctilucales Noctiluca 84 31,34
Dinophyta Gymnodiniales Balechina 82 30,60
Dinophyta Gymnodiniales Chytriodinium 81 30,22
Dinophyta Gonyaulacales Fragilidium 76 28,36
Dinophyta Peridiniales Lessardia 76 28,36
Dinophyta Suessiales Ansanella 66 24,63
Dinophyta Gonyaulacales Gonyaulax 64 23,88
Dinophyta Gonyaulacales Spiniferites 57 21,27
Dinophyta Akashiwales Akashiwo 56 20,90
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Prilog 17. Statisticka analiza nacina uzorkovanja Kruskal-Wallis na temelju broja generiranih
sirovih sekvenci po uzorku, 5m i 20m predstavljaju uzorkovanja Niskin crpcima, a vodeni stupac
predstavilja uzorkovanje fitoplanktonskom mrezom (ns — nije statisticki znacajno, p > 0,05; * -
statisticki znacajno, p > 0,01).

Kruskal-Wallis 1 Sstllf) %gjgg' p- vrijednost
a Broj sirovih sekvenci 18.986 2 0.387
b Broj fitoplanktonskih sekvenci 124.19 2 2,2E-16
c Broj fitoplanktonskih sekvenci 124,19 2 1,08E-27
d Broj rodova 128,86 2 1,04E-28
e Broj rodova 383 5 1,66E-80

a) Dunnov post hoc test usporedbe broja sirovih sekvenci s obzirom na nacin uzorkovanja

Prilagodena

Usporedba Z-vrijednost  p- vrijednost p- vrijednost Znacajnost
20m - 5m 0,6665434 1 ns
20m - vodeni stupac 0,3609051 1 ns
Sm - vodeni stupac 0,1771852 0,5315555 ns

b) Dunnov post hoc test usporedbe broja generiranih fitoplanktonskih sekvenci s obzirom na nacin
uzorkovanja

Usporedba Z-vrijednost  p- vrijednost Prlla.godena Znacajnost
p- vrijednost
S5m - 20m 0,3627976 0,716756 1 ns
Sm - vodeni stupac -9,4244998 4,32E-21 1,3E-20 Hkk
20m - vodeni stupac ~ -9,7915573 1,22E-22 3,67E-22 ool
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¢) Dunnov post hoc test usporedbe broja generiranih fitoplanktonskih sekvenci s obzirom na nacin

uzorkovanja, po postajama

RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
SJ108
SJ108
SJ108

Usporedba Z-vrijednost p- vrijednost Prlla'godena Znacajnost
p- vrijednost

S5m -20m 0,8301919 0,40643 1 ns
Sm - vodeni stupac -6,3112358 2,77E-10 8,3E-10 wkok ok
20m - vodeni stupac  -7,1677896 7,62E-13 2,29E-12 kK

S5m - 20m 0,3122643 0,75484 1 ns
5m - vodeni stupac -6,0809367 1,19E-09 3,58E-09 kK
20m - vodeni stupac -6,393201 1,62E-10 4,87E-10 wk kK

5m -20m -1,436265 0,150927 0,452781 ns
Sm - vodeni stupac -3,1715001 0,001517 0,00455 *k
20m - vodeni stupac ~ -1,8173764 0,069159 0,207478 ns

d) Dunnov post hoc test usporedbe broja detektiranih fitoplanktonskih rodova s obzirom na nacin

uzorkovanja, po postajama

RV001
RV001
RV001
RV004
RV004
RV004
SJ108
SJ108
SJ108

Usporedba Z-vrijednost p- vrijednost [zrifl:’li?:gs::t Znacajnost
S5m - 20m 1,37734298 0,168406 0,505219 ns
Sm - vodeni stupac -6,0588242 1,37E-09 4,11E-09 Hk kK
20m - vodeni stupac ~ -7,4799032 7,44E-14 2,23E-13 *kok ok
5m -20m 0,04931338 0,96067 1 ns
Sm - vodeni stupac ~ -6,41895837 1,37E-10 4,12E-10 *kok ok
20m - vodeni stupac  -6,46827175 9,91E-11 2,97E-10 Hk kK
S5m - 20m 0,90811321 0,363818 1 ns
Sm - vodeni stupac ~ -2,06909525 0,038537 0,115611 ns
20m - vodeni stupac ~ -2,9252726 0,003442 0,010325 *
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e) Dunnov post hoc test usporedbe broja detektiranih fitoplanktonskih rodova s obzirom na nacin

uzorkovanja, po fitoplanktonskim skupinama

. . . Prilagodena . .
Skupina Usporedba Z-vrijednost  p- vrijednost p- vri?e dnost Znacajnost
Bacillariophyta 5m - 20m 1,4492023 0,147281 0,441843 ns
Bacillariophyta  5m - vodeni stupac -9,6686232 4,1E-22 1,23E-21 HHEk
Bacillariophyta 20m - vodeni stupac ~ -11,2071491 3,76E-29 1,13E-28 oK
Chlorophyta Sm - 20m 1,1247183 0,260708 0,782125 ns
Chlorophyta 5m - vodeni stupac -8,9511228 3,52E-19 1,06E-18 okl
Chlorophyta 20m - vodeni stupac -9,9590049 2,3E-23 6,91E-23 okl
Cryptophyta Sm - 20m 1,8071270 0,070742 0,212227 ns
Cryptophyta 5m - vodeni stupac -6,7184089 1,84E-11 5,51E-11 okl
Cryptophyta 20m - vodeni stupac -8,1811895 2,81E-16 8,43E-16 okl
Dinophyta 5m - 20m 0,9191004 0,358043 1 ns
Dinophyta 5m - vodeni stupac  -11,20610852 3,81E-29 1,14E-28 lalolo
Dinophyta 20m - vodeni stupac  -12,19582837 3,27E-34 9,81E-34 okl
Haptophyta S5m - 20m 0,780271221 0,435231 1 ns
Haptophyta S5m - vodeni stupac  -7,464905998 8,34E-14 2,5E-13 okl
Haptophyta 20m - vodeni stupac  -8,043811884 8,71E-16 2,61E-15 okl
ostali 5m - 20m 0908532867  0,363597 1 ns
Ochrophyta
ostali . sk
Ochrophyta Sm - vodeni stupac  -6,843504216 7,73E-12 2,32E-11
ostali .
20m - vodeni stupac  -7,512036583 5,82E-14 1,75E-13 ool
Ochrophyta
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Prilog 18. Vriemenska varijabilnost broja rodova medu metodama uzorkovanja. Dijagrami
prikazuju broj detektoranih fitoplanktonskih rodova prema metodi uzorkovanja (5 m i 20 m
predstavljaju dubine uzorkovane Niskin crpcem, a vodeni stupac predstavlja ukupni vodeni stupac
uzorkovan fitoplanktonskom mrezom). Na svim postajama vidljiva je znacajna razlika u broju
detektiranih rodova izmedu uzorkovanja fitoplanktonskom mreZom i crpcem.
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Prilog 19. Broj detektiranih zajednickih fitoplanktonskih rodova po fitoplanktonskoj skupinis
obzirom na metodu uzorkovanja. Dijagrami prikazuju broj detektoranih fitoplanktonskih rodova
prema metodi uzorkovanja (5 m i 20 m predstavljaju dubine uzorkovane Niskin crpcem, a vodeni
stupac predstavlja ukupni vodeni stupac uzorkovan fitoplanktonskom mrezom). Na svim postajama
vidljiva je znacajna razlika u broju detektivanih rodova izmedu uzorkovanja fitoplanktonskom
mrezom i crpcem.

Bacillariophyta Chiorophyta Cryptophyta
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Prilog 20. Dominantnost i raznolikost fitoplanktonskih skupina. Vrlo jasna razlika u bogatstvu i
ucestalosti uocena je izmedu uzoraka s 5 m i 20 m dubine u usporedbi s uzorcima iz vodenog stupca
uzorkovanih fitoplanktonskom mrezom. Najveci broj taksona, kao i njihova ukupna brojnost,
zabiljezeni su na dubinama od 5 i 20 m, pri cemu se taksoni iz 20 m (tamno plava) isticu najvisom
ucestaloscu pojedinacnih varijanti za sve istrazivane postaje i sve godine
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Prilog 21. NMDS analiza na temelju razlicitih nacina uzorkovanja kroz vremensko razdoblje od

tri godine (Bray-Courtis, 999 permutacija)

2020 2021 2022

wg

-2

-4

NMDS2
woe

-2

oedn}s luBpoA

-2

4

A 2 0 2 4 4 2 0 2 4 4 2 0 2 4
NMDS1

Postaja ¢ RvV0OD1 4 RV004 = SJ108 Uzorkovanje Proljece Lieto Jesen Zima

Ixiii



Prilog 22. Vrijednosti indeksa raznolikosti za uzorke iz crpaca s terenskog uzorkovanja LTRV

Uzorak Shannon Simpson  InvSimpson  Pielou
LTRV101  2,982103611 0,8972619 9,733487633 0,678607
LTRV102  3,475336291 0,94324197 17,61865151 0,66924
LTRV103  3,388477755 0,93299552 14,92437448 0,680864
LTRV104  3,446598202 0,93871883 16,31822685 0,670327
LTRV109  3,303259759 0,93003003 14,29184598 0,652484
LTRV110  3,519512865 0,95088976 20,36235338 0,68529
LTRV111  1,847845942 0,67554417 3,082083611 0,399537
LTRV112  3,622367548 0,95176778 20,73302878 0,703715
LTRV117  3,484626316 0,94204823 17,25572792 0,687452
LTRV118  3,309077225 0,93206815 14,72063559 0,647317
LTRV119  3,315447528 0,91652513 11,97965281 0,649331
LTRV120  3,396810073 0,93656498  15,7641641 0,668479
LTRV125  2,461895713 0,8303459  5,89434607 0,552695
LTRV126  2,600461356 0,87203092 7,814387473 0,564683
LTRV127  3,127761203 0,90046156 10,04636976 0,625901
LTRV128  2,888262544 0,89009204 9,098522044 0,618097
LTRV133  2,658940566 0,84990093 6,662266467  0,54288
LTRV134  3,119116185 0,87892408 8,259280448 0,610157
LTRV135 2,26564552 0,80052821 5,013240233 0,460499
LTRV136  2,272240901 0,77526403  4,44966595 0,478877
LTRV141 2,47718313 0,81046347 5,276027887 0,524007
LTRV142  1,739797834 0,64794374 2,840455138 0,366664
LTRV143  2,820444144 0,86735101 7,538692885 0,56517
LTRV144  1,388019848 0,44980088 1,817523798 0,302733
LTRV149  1,393034435 0,58494935  2,40934449 0,311926
LTRV15 3,491937594 0,93265354 14,84859125 0,673887
LTRV150  3,059458231 0,84814926 6,585414039 0,591068
LTRV151  1,519512102 0,61503005 2,597605348 0,322646
LTRV152  2,767578125 0,82179232 5,611430377 0,565926
LTRV157 2,01674674 0,718859 3,556934098  0,47157
LTRV158  3,878124174 0,95100596 20,41064538 0,695038
LTRV159  2,143906787 0,79136752 4,793117447 0,539987
LTRV16 3,515764588 0,93806437 16,14579436 0,670049
LTRV160 2,17352458 0,83208201 5,955287947 0,473007
LTRV165  2,050640839 0,76677615  4,28772612 0,453502
LTRV166  2,736458567 0,84305177 6,371527793 0,520487
LTRV167  2,772358777 0,84477742 6,442361824 0,544267
LTRV168  2,170957777 0,80423355 5,108127534 0,474556
LTRV173  3,258250838 0,89692566  9,70173565 0,600119
LTRV174  3,412650426 0,91555041 11,84138345 0,619425
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Prilog 22. Vrijednosti indeksa raznolikosti za uzorke iz crpaca s terenskog uzorkovanja LTRV -

nastavak

LTRV175
LTRV176
LTRV181
LTRV182
LTRV183
LTRV184
LTRV189
LTRV189A
LTRV190
LTRV190A
LTRV191
LTRV191A
LTRV192
LTRV192A
LTRV197
LTRV197A
LTRV198
LTRV198A
LTRV199
LTRV199A
LTRV200
LTRV200A
LTRV205
LTRV206
LTRV207
LTRV208
LTRV21
LTRV213
LTRV214
LTRV215
LTRV216
LTRV22
LTRV221
LTRV222
LTRV223
LTRV224
LTRV229
LTRV230
LTRV231

2,102614378
2,034480813
3,336923659
3,381412656
3,246078276
3,181852065
3,081774242
3,397681359
3,052471435
3,283215089
3,207510117
3,398755766
3,244294455
3,433828578
2,215108382
3,563738434
2,187714672
2,868038954
2,331235567
3,361455387
2,593783746

3,3594519
3,484502832
2,476486416
3,268872629
3,255950971
3,157143252
3,097459618
2,513200595
3,151463579
3,331313258
3,116071928
3,094235457
1,872679751
3,058185554
1,891850504
3,658158242
2,067079052
3,571991181

0,80596183
0,78318969
0,91386715
0,91702884
0,91042451
0,90343999
0,90571983
0,93158078
0,906738
0,91444174
0,92404161
0,93691006
0,92206514
0,93827146
0,79109668
0,94931114
0,79584458
0,88836793
0,82168431
0,93540165
0,84301953
0,92941307
0,94082389
0,82130759
0,94008632
0,93715032
0,91302908
0,91237062
0,82535315
0,93082517
0,94489251
0,91412874
0,90793079
0,66454768
0,89082872
0,71162835
0,94338066
0,64425894
0,9411084

5,153625134
4,612326847
11,60997205
12,052381
11,16376804
10,35625394
10,60668418
14,61577575
10,72248046
11,68794241
13,16510181
15,85038876
12,83122872
16,19996126
4,786903283
19,72820222
4,898229032
8,957999413
5,608031397
15,48027221
6,370219363
14,16692828
16,89871059
5,596208631
16,6906792
15,91098012
11,49809581
11,41169752
5,7258404
14,45612518
18,14635263
11,64534016
10,86139395
2,981049588
9,159918167
3,467747244
17,66181077
2,811033386
16,98035149

0,44819
0,422777
0,629808
0,629067

0,60871

0,60888
0,604285
0,647544
0,589077
0,626994

0,67115
0,649058
0,604605
0,655092
0,484207
0,715092
0,460224
0,578721
0,507329
0,661521
0,540846
0,657949
0,696351
0,538938
0,694097
0,668912
0,614031
0,612601
0,493986
0,675781
0,692266
0,628769
0,615905
0,380627
0,611978
0,411709

0,68114
0,409856
0,694715
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Prilog 22. Vrijednosti indeksa raznolikosti za uzorke iz crpaca s terenskog uzorkovanja LTRV -

nastavak

LTRV232
LTRV237
LTRV238
LTRV239
LTRV24
LTRV240
LTRV245
LTRV246
LTRV247
LTRV248
LTRV253
LTRV254
LTRV255
LTRV256
LTRV261
LTRV262
LTRV263
LTRV264
LTRV269
LTRV270
LTRV271
LTRV272
LTRV277
LTRV278
LTRV279
LTRV280
LTRV29
LTRV30
LTRV31
LTRV32
LTRV37
LTRV38
LTRV39
LTRV40
LTRV45
LTRV46
LTRVA47
LTRV48
LTRV5

3,350608541
2,013696233
1,829846977
1,528923676
3,291399755
1,65943665
2,225239926
2,113315034
2,39111019
0,8650092
3,228973436
3,456148132
3,148239287
2,825764808
1,557779974
3,191468739
2,59657949
2,72574401
3,370401933
3,319181377
2,650891214
1,976355022
3,204724177
3,188215073
3,137178969
3,212909564
3,591944014
3,851792877
3,757344405
3,760393356
2,99753439
3,612840401
3,563385784
3,391493648
2,17130046
2,336250271
2,004300506
1,3574645
3,449413461

0,93093389
0,71270876
0,58570138
0,50644345
0,92621989
0,56569771
0,704719
0,63097421
0,76725598
0,33623983
0,87885333
0,93384478
0,87877778
0,86061198
0,53267906
0,87577174
0,81001787
0,85478285
0,91465537
0,91718788
0,7814538
0,63481784
0,91326671
0,91449878
0,92016481
0,92232838
0,94686897
0,96234519
0,95739819
0,95668283
0,88590755
0,95533571
0,94301993
0,94796672
0,758457
0,69399842
0,65068262
0,51108412
0,94288442

14,47888112
3,480788371
2,413717924
2,026110271
13,55378785
2,302543716
3,386604666
2,709837697
4,296565858
1,50656825
8,254456958
15,11596568
8,249313014
7,174217565
2,139857031
8,049698042
5,263652979
6,886238832
11,7171994
12,07552689
4,575691454
2,7383594
11,52959896
11,69573931
12,52580474
12,87471566
18,8213939
26,55702892
23,47318318
23,08553225
8,764821501
22,38925055
17,54999505
19,21846873
4,140049601
3,267956993
2,862726194
2,045341618
17,50835794

0,655441

0,41706
0,373603
0,308951
0,697552
0,349091
0,456441
0,397015
0,577126
0,190842
0,616011
0,645785

0,63526
0,586224
0,334721
0,653614
0,615375
0,571353
0,620775
0,602018
0,496651

0,38266
0,612004
0,604044
0,627786
0,629249
0,739112
0,758948

0,73244

0,73913
0,666147
0,721034
0,706541
0,755573
0,490045
0,455946
0,420128
0,321712
0,654804
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Prilog 22. Vrijednosti indeksa raznolikosti za uzorke iz crpaca s terenskog uzorkovanja LTRV -

nastavak

LTRVS3
LTRV54
LTRV55
LTRVS6
LTRV6

LTRV61
LTRV62
LTRV63
LTRV64
LTRV69
LTRV7

LTRV70
LTRV71
LTRV72
LTRV77
LTRV78
LTRV79
LTRVS

LTRVE80
LTRV85
LTRVE86
LTRV87
LTRVE8
LTRV93
LTRV94
LTRV95
LTRV96

3,429254656

3,80752231
3,770998737
2,128652997

3,51898912
3,364629542
3,814596195
3,006915104
3,939083303
1,772556886
3,280991771
2,256092628
2,042018258
2,431369613
3,670618015
3,569202624
1,809669832
3,267661269
2,575312501
3,477574586
2,951714126
2,754639341
2,616544916
3,262843511
3,250280375
3,642159338
3,076400333

0,91696482
0,94183657
0,93065154

0,7871902
0,94977878
0,91541819
0,95075318
0,88691585
0,94755674

0,7227918
0,93415918

0,8249531
0,71433567
0,81892508
0,92684999
0,91194136
0,72232729
0,93143075
0,83689024
0,89364762
0,79661784
0,73183809
0,70104501

0,9180427
0,91597597
0,95264421
0,91539432

12,04308895
17,19293265

14,4199305
4,699031656
19,91190151
11,82287371
20,30588154
8,842972465
19,06822769
3,607396838
15,18814679
5,712754588
3,500612058
5,522575821
13,67053891
11,35606913
3,601362202
14,58379706
6,130841154
9,402704294
4,916852066
3,729090411
3,344985112
12,20147537
11,90135747
21,11674154
11,81953758

0,678222
0,738027
0,707144

0,51577

0,67409
0,695706
0,707241

0,63029
0,736022
0,406857
0,653079
0,483783
0,456079
0,535156
0,660102

0,64503
0,394696
0,638465
0,490814
0,631674
0,535368
0,499259
0,476694
0,623738
0,610052
0,697684
0,634044
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Prilog 23. Statisticka analiza indeksa raznolikosti Kruskal-Wallis s Dunn post hoc testom na

temeljuuzoraka s terenskog uzorkovanja LTRV s obzirom na postaju (ns — nije statisticki znacajno,

p > 0,05; * - statisticki znacajno, p > 0,01)

Indeks Sezona Dubina 2 Stupnjevi P StatiVStiéki

slobode  vrijednost znacdajno
Shannon Proljece 5m 0,214286 1 0,643429 ns
Shannon  Proljece 20m  0,893382 1 0,344562 ns
Shannon Ljeto 5m 0,017544 1 0,894626 ns
Shannon Ljeto 20m 1,421053 1 0,23323 ns
Shannon Jesen 5m 0,438596 1 0,507801 ns
Shannon Jesen 20m 5,475634 1 0,019283 *
Shannon Zima 5m 0,004959 1 0,943861 ns
Shannon Zima 20m 0,044628 1 0,832689 ns
Simpson Proljece 5m 0,214286 1 0,643429 ns
Simpson  Proljece 20m 1,102941 1 0,293622 ns
Simpson Ljeto 5m 0,001949 1 0,964784 ns
Simpson Ljeto 20m  0,859649 1 0,353837 ns
Simpson Jesen 5m 0,563353 1 0,452912 ns
Simpson Jesen 20m  5,896686 1 0,015169 *
Simpson Zima 5m 0,971901 1 0,324207 ns
Simpson Zima 20m 0,71405 1 0,398103 ns
InvSimpson  Proljece 5m 0,214286 1 0,643429 ns
InvSimpson  Proljece 20m 1,102941 1 0,293622 ns
InvSimpson Ljeto 5m 0,001949 1 0,964784 ns
InvSimpson  Ljeto 20m  0,859649 1 0,353837 ns
InvSimpson  Jesen 5m 0,563353 1 0,452912 ns
InvSimpson  Jesen 20m  5,896686 1 0,015169 *
InvSimpson ~ Zima 5m 0,971901 1 0,324207 ns
InvSimpson ~ Zima 20m 0,71405 1 0,398103 ns
Pielou Proljece 5m 0,013393 1 0,907869 ns
Pielou Proljece 20m 1,863971 1 0,172167 ns
Pielou Ljeto 5m 0,157895 1 0,691102 ns
Pielou Ljeto 20m  0,703704 1 0,401542 ns
Pielou Jesen 5m 0,095517 1 0,757278 ns
Pielou Jesen 20m 4,680312 1 0,03051 *
Pielou Zima 5m 0,401653 1 0,526237 ns
Pielou Zima 20m 1,269421 1 0,259875 ns
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Prilog 24. Statisticka analiza indeksa raznolikosti na temelju Kruskal-Wallis s Dunn post hoc
testom na uzorcima s terenskog uzorkovanja LTRV s obzirom na dubinu (ns — nije statisticki

znacajno, p > 0,05).

Indeks Sezona Postaja 2 Stupnjevi - p- Staﬁftiéki

slobode  vrijednost znacajno
Shannon Prolje¢ce RV001 0,397059 1 0,528612 ns
Shannon  Prolje¢e RV004 0,857143 1 0,354539 ns
Shannon Ljeto RVv001 0,001949 1 0,964784 ns
Shannon Ljeto RV004 1,639376 1 0,200411 ns
Shannon Jesen RV001 2,964912 1 0,085089 ns
Shannon Jesen RVv004 0,001949 1 0,964784 ns
Shannon Zima RVv001 0,691429 1 0,405679 ns
Shannon Zima RVv004 0,182178 1 0,669509 ns
Simpson  Prolje¢ce RV001 0,397059 1 0,528612 ns
Simpson  Prolje¢e RV004 0,482143 1 0,487453 ns
Simpson Ljeto RVv001 0,438596 1 0,507801 ns
Simpson Ljeto RV004 0,703704 1 0,401542 ns
Simpson Jesen RVv001 3,276803 1 0,070266 ns
Simpson Jesen RV004 0,438596 1 0,507801 ns
Simpson Zima RV001 0 1 1 ns
Simpson Zima RV004 0,130435 1 0,717982 ns
InvSimpson  Proljece RV001 0,397059 1 0,528612 ns
InvSimpson  Prolje¢e RV004 0,482143 1 0,487453 ns
InvSimpson Ljeto RVv001 0,438596 1 0,507801 ns
InvSimpson  Ljeto RV004 0,703704 1 0,401542 ns
InvSimpson  Jesen RVv001 3,276803 1 0,070266 ns
InvSimpson  Jesen RV004 0,438596 1 0,507801 ns
InvSimpson  Zima RV001 0 1 1 ns
InvSimpson  Zima RV004 0,130435 1 0,717982 ns
Pielou Proljece RV001 1,102941 1 0,293622 ns
Pielou Prolje¢ce RV004  0,65625 1 0,417887 ns
Pielou Ljeto RV001 0,157895 1 0,691102 ns
Pielou Ljeto RV004 0,703704 1 0,401542 ns
Pielou Jesen RV001 2,122807 1 0,14512 ns
Pielou Jesen RV004 0,235867 1 0,627207 ns
Pielou Zima RV001 2,285714 1 0,13057 ns
Pielou Zima RV004 1,035932 1 0,308769 ns
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Prilog 25a. Rezultati PERMANOVA analize na uzorcima iz crpaca s terenskog uzorkovanja LTRV
((SumOfSqs - suma kvadrata, Df - stupnjevi slobode, R2 - srednja kvadratna vrijednost, F -
vrijednost F-statistike koristena u PERMANOVA testu, p - vrijednost znacajnosti, ns - nije

statisticki znacajno: , p > 0.05, p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***)

Faktor Df SumOfSqgs R2 F p Znacajnost
Sezona 3 81,470 0,27556 188,893 0,001 falaied
Postaja 1 0,2595 0,00878 18,052 0,074 ns
Godina 2 13,484 0,04561 46,895 0,001 falaied
Dubina 1 0,3479 0,01177 24,196 0,028 *

Prilog 25b. Rezultati visestruke usporedbe srednjih vrijednosti (Turkey test) iz crpca s terenskih

uzorkovanja LTRV s obzirom na godine i sezone (razina puzdanosti, 95%)

Usporedba Razlil_<a_u Donja granica Gprnja Prilagodena p-
sredini (Iwr) granica (upr) vrijednost
2021-2020 0,02135377 -0,01708290 0,059790431 0,3887228
2022-2020 -0,03458748 -0,07173786 0,002562888 0,0737410
2022-2021 -0,05594125 -0,09149335 -0,020389148 0,0008113
Ljeto-Jesen 0,044449155 -0,01373850 0,10263681 0,1981342
Proljece-Jesen 0,034738802 -0,02574964 0,09522725 0,4443362
Zima-Jesen -0,039408208 -0,09547924 0,01666282 0,2648942
Proljece-Ljeto -0,009710353 -0,07019880 0,05077809 0,9754287
Zima-Ljeto -0,083857363 -0,13992839 -0,02778633 0,0008833
Zima-Proljece -0,074147010 -0,13260220 -0,01569182 0,0066924
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Prilog 26a. Rezultati PERMANOVA analize na uzorcima iz crpca s terenskih uzorkovanja LTRV i
PO za preklapajuca uzorkovanja ((SumOfSqs - suma kvadrata, Df - stupnjevi slobode, R2 - srednja
kvadratna vrijednost, F - vrijednost F-statistike koristena u PERMANOVA testu, p - vrijednost
znacajnosti, nije statisticki znacajno: ns, p > 0.05, p < 0.05: *; p < 0.01: **; p < 0.001: ***)

Faktor Df SumOfSqs R2 F p Znacajnost
Postaja 1 0,1355 0,01816 10,7685 0,690 ns
Dubina 1 0,2463 0,03301 13,971 0,151 ns
Mjesec 3 23,892 0,32027 45,185 0,001 oAk

Prilog 26b. Rezultati visestruke usporedbe srednjih vrijednosti (Turkey test)na uzorcima iz crpca
s terenskih uzorkovanja LTRV i PO za preklapajuca uzorkovanja (razina puzdanosti, 95%)

Usporedba Razlil_<a_u Donja granica Gornja granica Prila.godena p-
sredini (Iwr) (upr) vrijednost
RV004 — RV001 0,0604 -0,0162 0,1371 0,144
SJ108 - RV001  0,0652 -0,0082 0,1386 0,089
SJ108 - RV004  0,0047 -0,0687 0,0781 0,986
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Prilog 27a. Rezultati PERMANOVA analize na uzorcima iz fitoplanktonske mreze s terenskih
uzorkovanja LTRV, PO, Zapadna Istra i Kvarner ((SumOfSqs - suma kvadrata, Df - stupnjevi
slobode, R2 - srednja kvadratna vrijednost, F - vrijednost F-statistike koristena u PERMANOVA
testu, p - vrijednost znacajnosti, nije statisticki znacajno: ., p > 0.05, p < 0.05: *; p < 0.01: **: p
< 0.001: ***)

Faktor Df SumOfSqgs R2 F p Znacajnost
Postaja 10 3,595 0,09204 12,312 0,037 *
Godina 2 2,078 0,05321 35,587 0,001 falaled
Mjesec 11 7,530 0,19280 23,445 0,001 falaied

Prilog 27b. Rezultati visestruke usporedbe srednjih vrijednosti (Turkey test)iz fitoplanktonske
mreze s terenskih uzorkovanja LTRV, PO, Zapadna Istra i Kvarner (razina puzdanosti, 95%)

Usporedba Razlil_<a_u Donja granica Gornja granica Prila_godena p-
sredini (Iwr) (upr) vrijednost

RV004-RV001  0,016067530 -0,06886761 0,101002671 0,9999230
SJ107-RV001  -0,087486951  -0,24842674 0,073452842 0,7826136
SJ101-RV001  -0,077951439  -0,25556574 0,099662865 0,9333545
SJ108-RV001  -0,038917794  -0,18770669 0,109871097 0,9986351
JPA23-RV001  -0,161988514  -0,32292831 -0,001048721 0,0470778
ZI1052-RV001  -0,089701446  -0,25064124 0,071238347 0,7557357
FPA34-RV001  -0,129082048  -0,29002184 0,031857745 0,2418782
CR001-RV001  -0,131511496  -0,29245129 0,029428297 0,2185485
ZI1012-RV001  -0,148304075  -0,30924387 0,012635718 0,0993052
RI019-RV001  -0,145811464  -0,27784851 -0,013774421 0,0180399
SJ107-RV004  -0,103554481  -0,26626329 0,059154323 0,5824006
SJ101-RV004  -0,094018970  -0,27323777 0,085199833 0,8173403
SJ108-RV004  -0,054985324  -0,20568593 0,095715280 0,9808963
JPA23-RV004  -0,178056044  -0,34076485 -0,015347240 0,0199894
Z1052-RV004  -0,105768977  -0,26847778 0,056939827 0,5510551
FPA34-RV004  -0,145149578  -0,30785838 0,017559226 0,1258921
CR001-RV004  -0,147579026  -0,31028783 0,015129778 0,1117624
ZI012-RV004  -0,164371605  -0,32708041 -0,001662801 0,0454840
RI019-RV004  -0,161878994  -0,29606662 -0,027691370 0,0059980
SJ101-SJ107 0,009535512 -0,21586861 0,234939633 1,0000000
SJ108-SJ107 0,048569157 -0,15489659 0,252034906 0,9993793
JPA23-SJ107  -0,074501563  -0,28701461 0,138011481 0,9857540
Z1052-SJ107 -0,002214495  -0,21472754 0,210298548 1,0000000
FPA34-SJ107  -0,041595097  -0,25410814 0,170917946 0,9998949
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CRO001-SJ107
Z1012-SJ107
R1019-SJ107
SJ108-SJ101
JPA23-SJ101
Z1052-SJ101
FPA34-SJ101
CR001-SJ101
Z1012-SJ101
R1019-SJ101
JPA23-SJ108
Z1052-SJ108
FPA34-SJ108
CR001-SJ108
Z1012-SJ108
R1019-SJ108
Z1052-JPA23
FPA34-JPA23
CRO001-JPA23
Z1012-JPA23
R1019-JPA23
FPA34-71052

-0,044024545
-0,060817124
-0,058324513
0,039033645
-0,084037074
-0,011750007
-0,051130609
-0,053560056
-0,070352635
-0,067860025
-0,123070720
-0,050783652
-0,090164254
-0,092593702
-0,109386281
-0,106893670
0,072287067
0,032906466
0,030477018
0,013684439
0,016177050
-0,039380602

-0,25653759
-0,27333017
-0,24988118
-0,17786157
-0,30944120
-0,23715413
-0,27653473
-0,27896418
-0,29575676
-0,27362489
-0,32653647
-0,25424940
-0,29363000
-0,29605945
-0,31285203
-0,28836123
-0,14022598
-0,17960658
-0,18203603
-0,19882860
-0,17537962
-0,25189365

0,168488499
0,151695920
0,133232156
0,255928862
0,141367047
0,213654114
0,174273512
0,171844065
0,155051486
0,137904845
0,080395029
0,152682096
0,113301495
0,110872047
0,094079468
0,074573888
0,284800111
0,245419509
0,242990062
0,226197483
0,207733719
0,173132442

0,9998239
0,9971042
0,9952111
0,9999514
0,9776845
1,0000000
0,9996036
0,9994036
0,9941661
0,9910296
0,6542961
0,9990860
0,9292333
0,9167831
0,7938672
0,6892876
0,9886403
0,9999881
0,9999943
1,0000000
1,0000000
0,9999364

Prilog 27b. Rezultati visestruke usporedbe srednjih vrijednosti (Turkey test)iz fitoplanktonske
mreze s terenskih uzorkovanja LTRV, PO, Zapadna Istra i Kvarner - nastavak
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Prilog 28. Detektirani Stetni i potencijalno toksicni taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana.

Status oznacava kategoriju (T — toksicni, H — Stetni, ali ne toksicni)

Skupina Red Rod Takson Status
Dinophyta Akashiwales Akashiwo Akashiwo sanguinea T
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium affine
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium andersonii
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium leei
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium minutum
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium ostenfeldii
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium pseudogonyaulax
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium tamarense
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium tamiyavanichii
Dinophyta Gonyaulacales Alexandrium Alexandrium taylorii
Dinophyta Amphidiniales Amphidinium Amphidinium carterae
Dinophyta Amphidiniales Amphidinium Amphidinium massartii
Dinophyta Dinophyceae Incertae sedis Amphidoma Amphidoma languida

ostali Ochrophyta Pelagomonadales Aureococcus Aureococcus anophagefferens
ostali Ochrophyta Sarcinochrysidales Aureoumbra Aureoumbra lagunensis
Dinophyta Dinophyceae Incertae sedis Azadinium Azadinium poporum
Dinophyta Dinophyceae Incertae sedis Azadinium Azadinium spinosum
Bacillariophyta Hemiaulales Cerataulina Cerataulina pelagica
Bacillariophyta Chaetocerotales Chaetoceros Chaetoceros debilis
Bacillariophyta Chaetocerotales Chaetoceros Chaetoceros tenuissimus

Haptophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Bacillariophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Bacillariophyta
Dinophyta
Dinophyta

ostali Ochrophyta

Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta

Prymnesiales
Dinophysiales
Dinophysiales
Dinophysiales
Hemiaulales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Rhizosoleniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Chattonellales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales

Chrysochromulina

Dinophysis
Dinophysis
Dinophysis
Eucampia
Gonyaulax
Gonyaulax
Gonyaulax
Guinardia
Gymnodinium
Gyrodinium
Heterosigma
Karenia
Karenia
Karlodinium
Lepidodinium
Levanderina
Margalefidinium
Margalefidinium

Chrysochromulina leadbeateri
Dinophysis acuminata
Dinophysis fortii
Dinophysis norvegica
Eucampia zodiacus
Gonyaulax bohaiensis
Gonyaulax polygramma
Gonyaulax spinifera
Guinardia striata
Gymnodinium catenatum
Gyrodinium spirale
Heterosigma akashiwo
Karenia brevis
Karenia mikimotoi
Karlodinium veneficum
Lepidodinium chlorophorum
Levanderina fissa
Margalefidinium fulvescens
Margalefidinium polykrikoides
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Prilog 28. Detektirani Stetni i potencijalno toksicni taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana.
Status oznacava kategoriju (T — toksicni, H — Stetni, ali ne toksicni) — nastavak

Dinophyta
Haptophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Haptophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Dinophyta
Chlorophyta
Bacillariophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
ostali Ochrophyta

Noctilucales
Phaeocystales
Dinophysiales
Prorocentrales
Gonyaulacales

Peridiniales

Prymnesiales
Florenciellales
Florenciellales

Bacillariales

Bacillariales

Rhizosoleniales
Thalassiosirales
Gonyaulacales
Chlorodendrales
Thalassiosirales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Dictyochales

Noctiluca
Phaeocystis
Phalacroma

Prorocentrum
Protoceratium
Protoperidinium
Prymnesium
Pseudochattonella
Pseudochattonella
Pseudo-nitzschia
Pseudo-nitzschia
Rhizosolenia
Skeletonema

Sourniaea

Tetraselmis
Thalassiosira
Tripos
Tripos
Tripos
Vicicitus

Noctiluca scintillans
Phaeocystis globosa
Phalacroma mitra
Prorocentrum rhathymum
Protoceratium reticulatum
Protoperidinium depressum
Prymnesium polylepis
Pseudochattonella farcimen
Pseudochattonella verruculosa
Pseudo-nitzschia calliantha
Pseudo-nitzschia pungens
Rhizosolenia
Skeletonema
Sourniaea diacantha
Tetraselmis
Thalassiosira mala
Tripos furca
Tripos fusus
Tripos muelleri
Vicicitus globosus
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom

metabarkodiranja
Skupina Red Rod Vrsta

Bacillariophyta Bacillariales Fragilariopsis Fragilariopsis (neklasificirano)
Bacillariophyta Bacillariophyceae Incertae sedis Undatella Undatella (neklasificirano)
Bacillariophyta Naviculales Meuniera Meuniera membranacea
Bacillariophyta Naviculales Carinasigma Carinasigma minuta
Bacillariophyta Naviculales Fallacia Fallacia (neklasificirano)
Bacillariophyta Naviculales Fallacia Fallacia tenera
Bacillariophyta Melosirales Stephanopyxis Stephanopyxis (neklasificirano)
Bacillariophyta Melosirales Stephanopyxis Stephanopyxis turris

Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Stephanodiscales
Thalassiosirales
Fragilariales
Fragilariales
Licmophorales
Licmophorales
Rhabdonematales
Biddulphiales
Biddulphiales
Cymatosirales
Cymatosirales
Cymatosirales
Chaetophorales
Chaetophorales
Chaetophorales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Chlamydomonadales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Sphaeropleales
Chloropicales
Chloropicales

Chloropicales

Stephanodiscus
Conticribra
Nanofrustulum
Pseudostaurosira
Licmosphenia
Falcula
Hyalosira
Biddulphiopsis
Lampriscus
Arcocellulus
Minutocellus
Papiliocellulus
Coccobotrys
Dilabifilum
Uronema
Brachiomonas
Chlamydomonas
Chlamydomonas
Microglena
Microglena
Spongiochloris
Spongiococcum
Haematococcus
Chromochloris
Mychonastes
Pseudomuriella
Desmodesmus
Tetradesmus
Chloroparvula
Chloroparvula

Chloropicon

Stephanodiscus minutulus
Conticribra weissflogii
Nanofrustulum shiloi
Pseudostaurosira madagascariensis
Licmosphenia peragallioides
Falcula (neklasificirano)
Hyalosira (neklasificirano)
Biddulphiopsis titiana
Lampriscus (neklasificirano)
Arcocellulus (neklasificirano)
Minutocellus polymorphus
Papiliocellulus elegans
Coccobotrys verrucariae
Dilabifilum (neklasificirano)
Uronema (neklasificirano)
Brachiomonas (neklasificirano)
Chlamydomonas (neklasificirano)
Chlamydomonas parkeae
Microglena (neklasificirano)
Microglena monadina
Spongiochloris spongiosa
Spongiococcum (neklasificirano)
Haematococcus lacustris
Chromochloris zofingiensis
Mychonastes (neklasificirano)
Pseudomuriella engadinensis
Desmodesmus (neklasificirano)
Tetradesmus (neklasificirano)
Chloroparvula (neklasificirano)
Chloroparvula pacifica

Chloropicon (neklasificirano)
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Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

metabarkodiranja - nastavak

Chloropicales
Chloropicales
Dolichomastigales
Dolichomastigales
Dolichomastigales
Dolichomastigales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Mamiellales
Nephroselmidales
Nephroselmidales
Marsupiomonadales
Pseudoscourfieldiales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Pyramimonadales
Chlorellales
Chlorellales
Chlorellales
Chlorellales
Prasiolales
Prasiolales
Prasiolales
Prasiolales
Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiales

Chloropicon
Chloropicon
Crustomastix
Crustomastix
Dolichomastix
Dolichomastix
Bathycoccus
Ostreococcus
Ostreococcus
Ostreococcus
Mamiella
Mantoniella
Micromonas
Micromonas
Nephroselmis
Nephroselmis

Marsupiomonas

Pycnococcus
Pterosperma
Pterosperma
Cymbomonas
Cymbomonas
Prasinopapilla
Pyramimonas
Pyramimonas
Pyramimonas
Pyramimonas
Pyramimonas
Pyramimonas
Apatococcus
Nannochloris
Picochlorum

Picochlorum

Pseudochlorella

Diplosphaera

Pseudostichococcus
Pseudostichococcus

Lobosphaera
Myrmecia

Symbiochloris

Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom

Chloropicon laureae
Chloropicon primus
Crustomastix (neklasificirano)
Crustomastix stigmatica
Dolichomastix (neklasificirano)
Dolichomastix tenuilepis
Bathycoccus prasinos
Ostreococcus (neklasificirano)
Ostreococcus lucimarinus
Ostreococcus tauri
Mamiella (neklasificirano)
Mantoniella (neklasificirano)
Micromonas (neklasificirano)
Micromonas pusilla
Nephroselmis (neklasificirano)
Nephroselmis pyriformis
Marsupiomonas (neklasificirano)
Pycnococcus (neklasificirano)
Pterosperma (neklasificirano)
Pterosperma cristatum
Cymbomonas (neklasificirano)
Cymbomonas tetramitiformis
Prasinopapilla vacuolata
Pyramimonas (neklasificirano)
Pyramimonas australis
Pyramimonas disomata
Pyramimonas gelidicola
Pyramimonas obovata
Pyramimonas propulsa
Apatococcus lobatus
Nannochloris (neklasificirano)
Picochlorum (neklasificirano)
Picochlorum oklahomense
Pseudochlorella (neklasificirano)
Diplosphaera (neklasificirano)
Pseudostichococcus (neklasificirano)
Pseudostichococcus monallantoides
Lobosphaera incisa
Myrmecia (neklasificirano)

Symbiochloris (neklasificirano)
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom

metabarkodiranja - nastavak

Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta

Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiales
Trebouxiophyceae Incertae sedis
Trebouxiophyceae Incertae sedis
Trebouxiophyceae Incertae sedis
Watanabeales
Watanabeales
Watanabeales
Watanabeales
Watanabeales
Cryptomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Pyrenomonadales
Blastodiniales
Dinophyceae Incertae sedis
Dinophyceae Incertae sedis
Dinophyceae Incertae sedis
Dinophyceae Incertae sedis

Dinophyceae Incertae sedis

Trebouxia
Trebouxia
Trebouxia
Trebouxia
Trebouxia
Vulcanochloris
Choricystis
Elliptochloris
Xylochloris
Chloroidium
Chloroidium
Chloroidium
Phyllosiphon
Watanabea
Goniomonas
Geminigera
Geminigera
Plagioselmis
Proteomonas
Proteomonas
Teleaulax
Teleaulax
Teleaulax
Teleaulax
Urgorri
Falcomonas
Hemiselmis
Hemiselmis
Hemiselmis
Rhinomonas
Rhinomonas
Rhodomonas
Rhodomonas
Storeatula
Oodinium
Amphidoma
Amphidoma
Amphidoma
Eleftheros

Gymnoxanthella

Trebouxia (neklasificirano)
Trebouxia aggregata
Trebouxia impressa
Trebouxia jamesii
Trebouxia usneae
Vulcanochloris guanchorum
Choricystis (neklasificirano)
Elliptochloris (neklasificirano)
Xylochloris (neklasificirano)
Chloroidium (neklasificirano)
Chloroidium ellipsoideum
Chloroidium saccharophilum
Phyllosiphon arisari
Watanabea reniformis
Goniomonas (neklasificirano)
Geminigera (neklasificirano)
Geminigera cryophila
Plagioselmis prolonga
Proteomonas (neklasificirano)
Proteomonas sulcata
Teleaulax (neklasificirano)
Teleaulax acuta
Teleaulax amphioxeia
Teleaulax gracilis
Urgorri complanatus
Falcomonas (neklasificirano)
Hemiselmis (neklasificirano)
Hemiselmis andersenii
Hemiselmis cryptochromatica
Rhinomonas (neklasificirano)
Rhinomonas nottbecki
Rhodomonas (neklasificirano)
Rhodomonas salina
Storeatula major
Oodinium (neklasificirano)
Amphidoma (neklasificirano)
Amphidoma fulgens
Amphidoma languida
Eleftheros xomoi

Gymnoxanthella (neklasificirano)
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom
metabarkodiranja - nastavak

Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta

Dinophyceae Incertae sedis
Dinophyceae Incertae sedis

Dinophysiales

Dinophysiales

Ellobiopsidales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gonyaulacales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales
Gymnodiniales

Gymnodiniales

Gymnoxanthella

Qia

Pseudophalacroma

Sinophysis
Ellobiopsis
Impagidinium
Sourniaea
Spiniferites
Spiniferites
Amylax
Amylax
Amylax
Pyxidinopsis
Fragilidium
Fragilidium
Fragilidium
Chytriodinium
Chytriodinium
Chytriodinium
Chytriodinium
Gyrodiniellum
Lepidodinium
Lepidodinium

Margalefidinium
Margalefidinium

Nusuttodinium

Paragymnodinium
Paragymnodinium
Cucumeridinium

Dissodinium

Grammatodinium

Levanderina

Karlodinium

Karlodinium
Takayama
Takayama
Balechina

Balechina

Erythropsidinium
Erythropsidinium

Gymnoxanthella radiolariae
Qia lebouriae
Pseudophalacroma (neklasificirano)
Sinophysis (neklasificirano)
Ellobiopsis chattonii
Impagidinium pallidum
Sourniaea diacantha
Spiniferites (neklasificirano)
Spiniferites ramosus
Amylax (neklasificirano)
Amylax triacantha
Amylax triacantha var. buxus
Pyxidinopsis psilata
Fragilidium (neklasificirano)
Fragilidium mexicanum
Fragilidium subglobosum
Chytriodinium (neklasificirano)
Chytriodinium (neklasificirano)
Chytriodinium affine
Chytriodinium roseum
Gyrodiniellum (neklasificirano)
Lepidodinium (neklasificirano)
Lepidodinium chlorophorum
Margalefidinium fulvescens
Margalefidinium polykrikoides
Nusuttodinium poecilochroum
Paragymnodinium (neklasificirano)
Paragymnodinium shiwhaense
Cucumeridinium coeruleum
Dissodinium pseudolunula
Grammatodinium tongyeonginum
Levanderina fissa
Karlodinium (neklasificirano)
Karlodinium veneficum
Takayama (neklasificirano)
Takayama cf. pulchellum
Balechina coerulea
Balechina pachydermata
Erythropsidinium (neklasificirano)

Erythropsidinium agile
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom
metabarkodiranja - nastavak

Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta

Gymnodiniales
Gymnodiniales
Haplozoonales
Noctilucales
Noctilucales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Peridiniales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales
Suessiales

Nematodinium
Proterythropsis
Haplozoon
Abedinium
Abedinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Blastodinium
Crypthecodinium
Pentapharsodinium
Durinskia
Kryptoperidinium
Lessardia
Lessardia
Bysmatrum
Bysmatrum
Bysmatrum
Blepharocysta
Lissodinium
Archaeperidinium
Archaeperidinium
Gotoius
Islandinium
Islandinium
Thecadinium
Ansanella
Ansanella
Biecheleria
Biecheleria
Biecheleriopsis
Pelagodinium
Pelagodinium
Yihiella

Symbiodinium

Nematodinium (neklasificirano)
Proterythropsis (neklasificirano)
Haplozoon (neklasificirano)
Abedinium (neklasificirano)
Abedinium dasypus
Blastodinium (neklasificirano)
Blastodinium cf. mangini
Blastodinium contortum
Blastodinium crassum
Blastodinium galatheanum
Blastodinium mangini
Blastodinium navicula
Blastodinium pruvoti
Blastodinium spinulosum
Crypthecodinium (neklasificirano)
Pentapharsodinium tyrrhenicum
Durinskia baltica
Kryptoperidinium foliaceum
Lessardia (neklasificirano)
Lessardia elongata
Bysmatrum (neklasificirano)
Bysmatrum arenicola
Bysmatrum subsalsum
Blepharocysta splendor-maris
Lissodinium schilleri
Archaeperidinium (neklasificirano)
Archaeperidinium saanichi
Gotoius excentricus
Islandinium (neklasificirano)
Islandinium tricingulatum
Thecadinium kofoidii
Ansanella (neklasificirano)
Ansanella granifera
Biecheleria (neklasificirano)
Biecheleria cincta
Biecheleriopsis adriatica
Pelagodinium (neklasificirano)
Pelagodinium beii
Yihiella yeosuensis

Symbiodinium (neklasificirano)
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u
metabarkodiranja - nastavak

Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
Haptophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta

Suessiales
Suessiales
Syndiniales
Syndiniales
Syndiniales
Syndiniales
Thoracosphaerales
Thoracosphaerales
Thoracosphaerales
Thoracosphaerales
Thoracosphaerales
Thoracosphaerales
Tovelliales
Pavlovales
Pavlovales
Pavlovales
Coccolithales
Isochrysidales
Isochrysidales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Prymnesiales
Parmales
Parmales
Parmales
Parmales
Chrysomeridales
Chromulinales
Chromulinales
Ochromonadales
Ochromonadales
Ochromonadales
Ochromonadales

setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom

Symbiodinium
Symbiodinium
Amoebophrya
Euduboscquella
Ichthyodinium
Hematodinium
Apocalathium
Brandtodinium
Cryptoperidiniopsis
Paulsenella
Posoniella
Stoeckeria
Woloszynskia
Exanthemachrysis
Pavlova
Rebecca
Umbilicosphaera
Dicrateria
Dicrateria
Chrysoculter
Chrysocampanula
Haptolina
Imantonia
Imantonia
Prymnesium
Prymnesium
Prymnesium
Prymnesium
Prymnesium
Bolidomonas
Bolidomonas
Triparma
Triparma
Chrysowaernella
Chrysoxys
Oikomonas
Ochromonas
Ochromonas
Spumella

Spumella

Syndinium (neklasificirano)
Syndinium turbo
Amoebophrya (neklasificirano)
Euduboscquella (neklasificirano)
Ichthyodinium (neklasificirano)
Hematodinium (neklasificirano)
Apocalathium aciculiferum
Brandtodinium nutricula
Cryptoperidiniopsis brodyi
Paulsenella vonstoschii
Posoniella tricarinelloides
Stoeckeria algicida
Woloszynskia halophila
Exanthemachrysis (neklasificirano)
Pavlova (neklasificirano)
Rebecca salina
Umbilicosphaera (neklasificirano)
Dicrateria (neklasificirano)
Dicrateria inornata
Chrysoculter (neklasificirano)
Chrysocampanula spinifera
Haptolina (neklasificirano)
Imantonia (neklasificirano)
Imantonia rotunda
Prymnesium (neklasificirano)
Prymnesium neolepis
Prymnesium palpebrale
Prymnesium pienaarii
Prymnesium polylepis
Bolidomonas (neklasificirano)
Bolidomonas mediterranea
Triparma (neklasificirano)
Triparma pacifica
Chrysowaernella hieroglyphica
Chrysoxys (neklasificirano)
Oikomonas (neklasificirano)
Ochromonas (neklasificirano)
Ochromonas distigma
Spumella (neklasificirano)
Spumella danica
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Prilog 29. Novodetektirani taksoni u setu podataka sjevernog Jadrana dobiveni metodom

metabarkodiranja - nastavak

ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
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ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta
ostali Ochrophyta

Ochromonadales
Ochromonadales
Paraphysomonadales
Paraphysomonadales
Paraphysomonadales
Paraphysomonadales
Paraphysomonadales
Paraphysomonadales
Dictyochales
Florenciellales
Florenciellales
Florenciellales
Florenciellales
Florenciellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Pedinellales
Rhizochromulinales
Rhizochromulinales
Pelagomonadales
Pelagomonadales
Pelagomonadales
Pelagomonadales
Sarcinochrysidales
Sarcinochrysidales
Sarcinochrysidales
Sarcinochrysidales
Sarcinochrysidales
Pinguiochrysidales
Pinguiochrysidales
Pinguiochrysidales
Parmales

Parmales

Spumella
Spumella
Paraphysomonas
Paraphysomonas
Paraphysomonas
Paraphysomonas
Paraphysomonas
Paraphysomonas
Vicicitus
Florenciella
Florenciella
Pseudochattonella
Pseudochattonella
Pseudochattonella
Actinomonas
Apedinella
Helicopedinella
Pedinella
Pedinella
Pseudopedinella
Pseudopedinella
Pteridomonas
Pteridomonas
Ciliophrys
Rhizochromulina
Aureococcus
Aureococcus
Pelagococcus
Pelagomonas
Aureoumbra
Aureoumbra
Pelagospilus
Sarcinochrysis
Sarcinochrysis
Phaeomonas
Pinguiochrysis
Polypodochrysis
Triparma
Triparma

Spumella elongata
Spumella vulgaris
Paraphysomonas (neklasificirano)
Paraphysomonas bandaiensis
Paraphysomonas butcheri
Paraphysomonas foraminifera
Paraphysomonas imperforata
Paraphysomonas segmenta
Vicicitus globosus
Florenciella (neklasificirano)
Florenciella parvula
Pseudochattonella (neklasificirano)
Pseudochattonella farcimen
Pseudochattonella verruculosa
Actinomonas (neklasificirano)
Apedinella radians
Helicopedinella tricostata
Pedinella (neklasificirano)
Pedinella squamata
Pseudopedinella (neklasificirano)
Pseudopedinella elastica
Pteridomonas (neklasificirano)
Pteridomonas danica
Ciliophrys infusionum
Rhizochromulina (neklasificirano)
Aureococcus (neklasificirano)
Aureococcus anophagefferens
Pelagococcus subviridis
Pelagomonas calceolata
Aureoumbra (neklasificirano)
Sarcinochrysidales (neklasificirano)
Pelagospilus aureus
Sarcinochrysis (neklasificirano)
Sarcinochrysis marina
Phaeomonas parva
Pinguiochrysis pyriformis
Polypodochrysis teissieri
Triparma (neklasificirano)
Triparma pacifica
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Prilog 30. Uzorci koristeni za izracun Multimetrijskog indeksa fitoplanktona s postaja terenskog
uzorkovanja LTRV u kojima je udio domimantnog taksona >50%

Godina Mjesec Postaja Dubina Razred Takson Ucestalost (%)
2020 Srpanj RV001 20m Dinophyceae Gyrodinium 52,70
2020 Srpanj  RV004 20m Dinophyceae Gyrodinium 67,10
2020 Srpanj  RV004 5m Dinophyceae Gyrodinium 51,76
2020  Prosinac RV004 20m Dinophyceae Amoebophrya 54,07
2020  Prosinac RV004 5m Dinophyceae Amoebophrya 51,08
2021 Ozujak  RV004 5m Dinophyceae Gyrodinium 50,54
2021 Srpanj RV001 20m Dinophyceae Heterocapsa 55,18
2021 Srpanj  RV004 20m Dinophyceae Gyrodinium 72,77
2021 Kolovoz RV001 5m Dinophyceae Gyrodinium 57,47
2021 Kolovoz RV004 5m Dinophyceae Gyrodinium 53,76
2022  Svibanj RV001 20m Dinophyceae Gyrodinium 50,85
2022 Lipanj RV001  20m Dinophyceae X Gyrodinium 58,55

eterogrammum
2022 Srpanj  RV001 20m Dinophyceae Gyrodinium 62,98
2022 Srpanj  RV004 20m Dinophyceae Gyrodinium 64,25
2022 Srpanj  RV004 5m Dinophyceae Gyrodinium 68,95
2022 Kolovoz RV001 20m Dinophyceae Gyrodinium 55,99
2022  Kolovoz RV001 5m Dinophyceae Gyrodinium 51,562
2022 Kolovoz RV004 20m Dinophyceae Gyrodinium 75,55
2022  Listopad RV001 5m Dinophyceae Gyrodinium 66,08
2022  Studeni RV004 20m Dinophyceae Gyrodinium 57,96
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