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kvalitativne i kvantitativne analize fitoplanktona za potrebe monitoringa sudjeluje na 2 projekta
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projekta i voditeljica istrazivanja za Institut Ruder Boskovi¢ sudjelovala je na projektima Interreg
AdriaClim i MPA Networks. U nastavno zvanje docenta izabrana je na SveuciliStu Jurja Dobrile u
Puli gdje je sudjelovala u izvodenju kolegija ,, Stanicna i molekularna biologija“ i ,, Genetika i
evolucija“* na preddiplomskom studiju Znanost o moru. Koautorica je brojnih znanstvenih radova
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THESIS SUMMARY

Microbial eukaryotes (protists) play a central role in the functioning of marine ecosystems,
as their metabolic activity supports numerous ecosystem functions and services. Phytoplankton, a
fundamental component of eukaryotic microbial communities, utilises autotrophy, i.e.,
photosynthesis, and also mixotrophy as trophic strategies. These communities form the basis of
marine food webs, and their biological activity contributes significantly to the biogeochemical
cycling of nutrients and oxygen production.

The northern Adriatic (NA) is a coastal region of the Adriatic Sea, located at the
northernmost part of the Mediterranean basin. This shallow marine ecosystem, influenced by the
Po River and variable circulation patterns, creates dynamic conditions for the growth and
development of phytoplankton communities. The Po River is one of the largest freshwater sources
for the entire Mediterranean Sea and is characterised by a significantly higher concentration of
nitrogen (N) compared to phosphorus (P), often resulting in an unbalanced N:P ratio.
Phytoplankton succession in the northern Adriatic has been studied for decades using light
microscopy techniques. While a characteristic seasonal succession pattern has been established,
variations in the occurrence and abundance of species can occur under fluctuating environmental
conditions. The most extensively studied phytoplankton groups include diatoms (Bacillariophyta),
dinoflagellates (Dinoflagellata), and coccolithophores (Prymnesiophyceae). Long-term studies of
phytoplankton succession have confirmed that diatoms dominate the NA phytoplankton
community throughout most of the year, with well-documented seasonal blooms occurring in
spring and autumn. Dinoflagellates generally play a less prominent role throughout the annual
cycle, with a marked increase in abundance during the summer months. The annual succession of
coccolithophores is usually characterised by two abundance peaks: one in winter and another in
late spring or early summer. The seasonal dynamics of other phytoplankton groups such as
cryptophytes (Cryptophyceae) and green algae (Chlorophyta) remain less well understood.
However, several studies have emphasised the ecological importance of small “flagellates” or
“phytoflagellates” in the overall NA phytoplankton community. Recent long-term studies have
revealed significant changes in the annual succession of phytoplankton. In recent years, molecular
approaches based on metabarcoding have been used to study the composition and succession of

marine microbial eukaryotes in the northern Adriatic.



Numerous studies have shown that phosphorus is an important limiting factor for
phytoplankton growth and development in many marine ecosystems, including the northern
Adriatic. Therefore, research efforts have focused on investigating the physiological responses and
adaptation mechanisms of phytoplankton to varying phosphorus availability. A wide range of
physiological responses have been identified that enable phytoplankton to cope with phosphorus
limitation. These include, changes in the activation of membrane transporters for inorganic
phosphorus (orthophosphate, PO+*") and the acquisition of organic phosphorus compounds
(Dissolved Organic Phosphorus, DOP) from the environment through the activity of alkaline
phosphatase enzymes as primary physiological responses to fluctuating phosphorus availability. In
addition, other adaptive strategies have been identified, including polyphosphate storage, lipid
accumulation, intracellular nutrient recycling, and a shift toward phagotrophic nutrition. These
responses are recognised as important adaptations to phosphorus limitation. In addition, other
physiological changes have been reported, such as changes in photosynthetic activity, cell cycle,
transcriptional and translational activity, as well as the formation of resting stages or the production
of toxins. More recently, the application of molecular techniques, in particular next-generation
sequencing, has enabled the identification of the molecular mechanisms underlying these
physiological responses, revealing specific genes and proteins responsible for mediating the
observed adaptive strategies.

The physiological response of the northern Adriatic phytoplankton to the fluctuating
phosphorus availability has been investigated through in situ measurements of alkaline phosphatase
enzymatic activity, in vitro experiments, and mesocosm studies. Long-term measurements of
alkaline phosphatase activity (APA) in whole in situ communities or specific size fractions have
shown that this is a primary strategy employed by phytoplankton under phosphorus-limiting
conditions. In particular, the world's highest recorded APA has been observed in the northern
Adriatic. Several studies have focussed on the physiological responses of individual diatom species
under in vitro phosphorus-limited conditions, and have shown that different diatom taxa use
different adaptation strategies. To date, research has been focused primarily on diatoms or overall
activity at the community level, which limits the taxonomic resolution of the results. Most studies
have addressed mechanisms related to DOP acquisition, changes in photosynthetic activity, lipid

composition, or growth rate, while other potentially important physiological responses and



adaptations, previously identified in experimental model systems, have not been adequately
explored.

Over the last two decades, transcriptomics has been widely used to study molecular
physiological responses of marine eukaryotic phytoplankton to changing environmental
conditions. The RNA-seq technique is commonly used in studies investigating physiological
responses to variable phosphorus availability and other nutrient limitations as well as ecological
stressors. These studies typically involve culturing monoclonal strains of different species under
controlled in vitro conditions that simulate environmental stressors, such as imbalanced nutrient
concentrations, elevated temperatures, or other stress factors, followed by sequencing of the
transcriptome. This approach has provided new insights into species-specific physiological
responses to environmental changes and has enabled the identification of genes and proteins
involved in these adaptive processes. With advances in next-generation sequencing technologies
and the development of comprehensive reference databases, metatranscriptomics has been
increasingly applied to the study of marine eukaryotic phytoplankton. Metatranscriptomics
involves sequencing the RNA of entire communities, providing insights not only into the
physiology of individual taxa, but also into the interactions between species and the community’s
response to environmental factors. Research based on metatranscriptomics has significantly
improved our understanding of the phytoplankton ecology in marine systems worldwide. The
growing interest of the scientific community in this approach is also reflected in the numerous
initiatives to develop reference databases in the form of transcriptomes and genomes. These
reference resources improve the taxonomic resolution of metatranscriptomic studies and provide
deeper insights into the molecular capacities and functional potential of marine organisms.

In this study, molecular methods based on RNA sequencing were used for the first time to
investigate phytoplankton in the northern Adriatic. The first objective was to develop the first
reference transcriptome database of diatoms isolated from the northern Adriatic, and cultured under
different conditions of phosphorus availability, and to characterise their gene expression profiles.
In addition, the study aimed to use metatranscriptomics to describe spatial and temporal patterns
of gene expression in the eukaryotic phytoplankton communities of the northern Adriatic, and
based on these patterns, to infer ecologically relevant molecular mechanisms underlying
physiological responses to environmental conditions. For this purpose, three different datasets were
created: northern Adriatic transcriptomes, LTRV meta, and PO meta datasets.



For transcriptome generation, six diatom strains from the monoclonal culture collection of
the Centre for Marine Research were subjected to two experimental phosphorus availability
conditions: F/2 medium, simulating eutrophic conditions, and P-limit medium, simulating
phosphorus-limited conditions. These six species belong to the genera Pseudo-nitzschia,
Skeletonema, Chaetoceros, and Thalassiosira, which are important components of the northern
Adriatic phytoplankton community, with some species occasionally reaching very high
abundances. The process of transcriptome generation including sampling, in vitro incubations,
isolation and sequencing of total RNA, and subsequent bioinformatic processing, is described in
detail. The resulting data have been deposited in the publicly accessible European Nucleotide
Archive (ENA) under accession numbers PRIEB74140 and PRJEB87874. To assess the quality of
the transcriptome, the generated data were compared with transcriptomes of the same species from
the Marine Microbial Eukaryote Transcriptome Sequencing Project (MMETSP), the largest
integrated database of marine microbial eukaryotic transcriptomes. The results support the use of
the northern Adriatic transcriptomes as reliable references for taxonomic annotation in
metatranscriptomic studies. Ordination analyses revealed a clearer clustering of transcriptomes by
species rather than by experimental condition, suggesting species-specific molecular capacities. A
metabolic fingerprint of metabolic pathways involved in basic cellular processes was created to
assess how general metabolism responds to phosphorus limitation. The results indicated that
Thalassiosira sp. was positively affected, Skeletonema marinoi was the most negatively affected
species, while species from the genus Chaetoceros and Pseudo-nitzschia mannii were the least
affected by the treatment. A literature review was conducted to identify the physiological responses
of marine eukaryotic phytoplankton to phosphorus limitation and the key genes underlying these
responses. The most prominent molecular mechanism was the upregulation of the inorganic
phosphorus transporter. The obtained SJ transcriptome dataset showed great potential for further
research in which the suspected physiological response could be characterised more precisely at
the molecular level. For this purpose, targeted bioinformatic protocols need to be applied in future
studies.

The LTRV meta and PO meta datasets were generated from natural communities sampled
during the LTRV and Po research cruises in 2021. The monthly LTRV cruises were conducted
from April 2021 to March 2022. Two Po cruises were conducted in 2021, one in March and one in
June, at four stations along the historical Po transect: RV001, SJ107, SJ101, and SJ108. In addition



to measuring various environmental parameters, metatranscriptomes were extracted from the
collected samples. Analysing the annual patterns in the taxonomic and functional succession of the
communities revealed an unexpected year-round dominance of dinoflagellates in terms of
metabolic activity. The peaks in metabolic activity of other studied groups corresponded to the
typical seasonal succession of species, as previously reported. In particular, the expected diatom
bloom in spring was not observed, while an autumn bloom dominated by Pseudo-nitzschia species
was consistently detected. In addition, the metabolic activity of underexplored groups in the
northern Adriatic, such as cryptophytes and green algae, showed relatively high and stable
contributions to the overall phytoplankton metabolic activity throughout the year, without
pronounced peaks. Ordination analyses showed strong seasonal shifts driven by environmental
factors, in particular the availability of phosphorus and silicon, as well as interspecies interactions.
The observed changes in the activation of different metabolic pathways indicated a seasonal shift
in metabolic investment, which varied depending on the taxonomic group. In dinoflagellates,
spring conditions favoured rapid population growth, while the rest of the year was characterised
by dominant transcriptional activity related to cellular maintenance and adaptive responses.
Photosynthesis and phagotrophy proved to be important trophic strategies for all observed
phytoplankton groups except diatoms. Both diatoms and dinoflagelates use a variety of strategies
to adapt to phosphorus limitation. However, dinoflagellates showed a strong metabolic response to
elevated concentrations of dissolved organic phosphorus (DOP) which probably explains their high
abundance in summer, when the water column is characterised by low nutrient concentrations but
elevated DOP levels. Diatoms showed a strong metabolic response to sudden nutrient influxes,
which they exploit to form blooms.

In conclusion, the diatom transcriptomes provided the first insights into the genetic
potential of northern Adriatic diatoms to cope with fluctuating phosphorus availability and revealed
the molecular mechanisms underlying the physiological responses previously described.
Furthermore, gene expression analyses indicated the existence of alternative physiological
strategies that may serve as additional adaptive mechanisms allowing these species to survive in a
dynamic ecosystem characterised by steep environmental gradients. The publicly available
reference transcriptome database for northern Adriatic diatoms should improve taxonomic
resolution in metatranscriptomic studies and encourage further application of molecular

approaches among researchers studying Adriatic phytoplankton. The metatranscriptomes of natural



communities reflected the complex molecular responses of phytoplankton groups to changing
environmental conditions, provided new insights into the metabolism of understudied
phytoplankton taxa and highlighted the broader ecological changes currently taking place in the
northern Adriatic ecosystem.

This doctoral dissertation consists of eight main chapters. Chapter 1 (Introduction) begins
by presenting the research topic and outlining the structure of the thesis. Afterwards, it is divided
into five subsections. These provide a description of the northern Adriatic ecosystem, an overview
of research on phytoplankton succession in the northern Adriatic, the molecular mechanisms of
phytoplankton response to phosphorus limitation identified to date and the principles of applying
transcriptomics and metatranscriptomics in studies of eukaryotic phytoplankton. The last
subchapter presents the research objectives and hypotheses. Chapter 2 (Materials and Methods) is
divided into two sections according to the methodology used, transcriptomics and
metatranscriptomics. Chapter 3 presents the results, organized into separate subsections for each
generated dataset (northern Adriatic transcriptomes, LTRV meta, and Po meta). The Discussion,
presented in Chapter 4, is structured into three subsections, each interpreting the results of a specific
dataset. In Chapter 5 (Conclusion), the scientific contribution of the research is highlighted, and
the main and additional findings are summarized. The dissertation concludes with Chapters 6 to 8,
which include the References, Supplementary Information, and author’s Curriculum vitae.

The results obtained from the analysis of the SJ transcriptome dataset were published in
research article: Knjaz, M., Baricevic, A., Tankovic, M. S., Kuzat, N., Vlasicek, I., Grizancic, L.,
Podolsak, I., Pfannkuchen, M., Kogovsek, T., i Pfannkuchen, D. M. (2024). First regional reference
database of northern Adriatic diatom transcriptomes. Scientific  Reports, 14(1).
https://doi.org/10.1038/s41598-024-67043-4



SADRZAJ

2.

UV OD .ttt ettt b ek bt et e b bttt e Rt e e R b e e e b et e b e eRe e e be e be e e nne e naneennes 1
1.1.  EKOSUStaV SJEVEINOQG JAATANA ......ccveveriiiriiiiieieeiieie ettt bbbt 2
1.2.  Sukcesija fitoplanktona u Sjevernom JAAranU ...........coccoerirerieeeiienene e 3
1.3.  Utjecaj ograni¢enja fosforom na fitoplankion ............ccccvvveiiiiiiieeie e 5

L1.3.10 FOSTON o 5

1.3.2. Molekularni mehanizmi prilagodbe na ogranicenje fosforom ...........ccccevvviviininnnnnn. 6

1.3.3.  Fizioloski odgovor fitoplanktona sjevernog Jadrana na ogranic¢enje fosforom ....... 11
1.4.  Molekularne metode temeljene na sekvenciranju RNA ... 12

141, OPCaNACELA ...ocoviiieiiii e 12

1.4.2. Primjena transkriptomike i metatranskriptomike u istrazivanju fitoplanktona........ 13

1.4.3. Referentne baze podataka.............ccooeiirieiiieiiiese e 14

1.4.4. Bioinformaticka obrada.........cccccveiiiiiiiiiiiiiie e 16
1.5.  Ciljevi istrazivanja i hiPOtEZE ........cueiuiiiieiieiiie i 21

MATERIJALI I METODE ..ottt 22
2.1, lIzrada i obrada transKriptoma..........cccoeieiieiiiic i 23

2.1.1.  Uzorkovanje i uspostava monoklonalnih Kultura............cccccooeveniiiiinninccen, 23

2.1.2. Molekularna identifikacija VISta..........ccccueieierieriiesesiese e 25

2.1.3.  Invitro eksperimentalne iNKUDACIJE ..........c.coviiiiiiiiiiic e 27

2.1.4. lzolacija ukupne RNA i sekvenciranje transkriptoma...........cccoceveiinenininneicnennn, 27

2.1.5. Bioinformati¢ka obrada transkriptoma...........c.ccociiiiiiiiiiiiiii 28

2.1.6.  Usporedba sa transkriptomima iz baze MMETSP .........ccccoveiiiieiieiecc e 29

2.1.7.  Funkcionalna analiza SJ transkriptoma...........cccccveiveiiiiciecce e 30
2.2. lzrada i obrada metatransKriptoma ..........ccccceiieiieiie i 32

2.2.1. Uzorkovanje zajednice i prikupljanje okoliSnih parametara.............cccocevvviiinnnnns 32

2.2.2.  lzolacija ukupne RNA i sekvenciranje metatranskriptoma...........c.ccocevevvvrvnnennnn, 35

2.2.3. Bioinformaticka obrada metatranskriptoma...........ccceverierieiiiienieeneeseee e 36

2.2.4.  Dodjeljivanje taksonomske pripadnosti fitoplanktonskim grupama...........cc.ccceueee. 36

2.2.5. Normalizacija kvantifikacije iZmedu Srupa .........ccccoveririiriiiiie e 37

2.2.6. Normalizacija kvantifikacije unutar grupa.........ccccocvevieiieesiesiie e 37

2.2.7.  ANALIZE OFQINACIIE . .eeiveeiiie ittt e e r e sre e es 38



3.

4.

© N o o

2.2.8.  Obrasci ekspresije gena i metaboliCkih putovaa ...........cccevveiiiiiiciiices 39

REZULT AT e st e e s s e e e st e e e e sbbe e e e s nnarees 41
3.1.  Skup podataka SJ transKriptOmi ........cccccveiveiieiiiiieeie s 41
3.1.1.  Struktura skupa podataka SJ transKriptomi..........cccccveviiiiiiiieneiie e 41
3.1.2.  Usporedba SJ transkriptoma s transkriptomima iz baze MMETSP..........c..ccccoc.... 45
3.1.3.  Funkcionalna analiza skupa podataka SJ dijatomeja ..........cccccvevevvevecieniese s, 51
3.2, Skup podataka LTRYV MELA .......cccoiiiiiiiiiiieieee e 56
3.2.1.  Struktura skupa podataka LTRY Meta.........cccooeiiiiiiiiiiiieieccc e 56
3.2.2.  OKOIISNT PATAMELIT ... .eeviiieiiiiiieeii ettt 57
3.2.3.  Taksonomska sukcesija aktivnosti fitoplanktonske zajednice ............c.ccoovvvvvennnnn, 60
3.2.4.  Funkcionalna analiza skupa podataka LTRV Meta.........cccccevviviiiieiecieseeie e 67
3.2.5.  Obrasci ekspresije metaboliCkih putova i gena........ccccvvvvviiiiiiiiiiiiie s 80
3.3, SKUp podataka PO MELA..........cceeiiiiiiiiecie et 102
3.3.1. OKOIISNT PATAMEIIT...ccuvieiieiiiieiee ittt b e e nne e 102
3.3.2.  Taksonomska raspodjela fitoplanktonske zajedniCe ...........ccccevereneiininiineceen, 104
3.3.3.  Obrazac ekspresije metaboli¢kih puteva i odabranih gena ...........c.ccococviiininennnn, 110
RASPRAV A et e et e e e et e et e e e bt e et e e st e e e e e e e nae e e e nat e e e reeeaneeeanes 114
4.1.  Skup podataka SJ transKriptomi .........cccoveiiiiiiieiesee e 114
4.1.1.  Opce karakteristike skupa podataka SJ transkriptoma...........ccccoeviiniiiiiiiiinnnens 114
VIS Y (1 7:1010) V1o eI o o) v 11 PP OPP 117
4.2.  Skup podataka LTRYV MELA .......cceiiiiiiieiic sttt 120
4.2.1.  GodiSnja sukcesija fitoplanktona ...........cccoceeviiiiiiiiiiiii 120
4.2.2.  Ordinacijski obrasci fitoplanktonske zajednice............cccocveveiieiecieiieve e, 123
4.2.3. Metabolicki obrasci grupe Dinoflagellata ...........ccccooiriiiiiiiniiniiec e, 124
4.2.4. Metabolicki obrasci ostalih fitoplanktonskih grupa..........cccoveiiiiiiieniiicnienen, 128
4.3.  SKUP POdataka PO MEeTA........c.cciiiiiiiiieieeee e 132
4.3.1.  Prostorno-vremenska karakterizacija metabolickog obrasca fitoplanktonske
P4 (=10 | 0] o1 PSP U TP R PROPO 132
ZAKLIUCAK ....coooiiiieiei et 136
LITERATURA .. oottt sttt sttt et se et et beseete st neene e 139
PRILOZLI ...ttt sttt sttt se ettt be bt e st nne st eneene e 162
ZIVOTOPIS ..ot 170



1. UVOD

Mikrobni eukarioti (protisti) klju¢ni su u funkcioniranju morskih ekosustava. Metabolicka
aktivnost eukariotskih mikrobnih zajednica osigurava niz funkcija i usluga ekosustava. Siroki
raspon trofickih strategija ovih organizama ukljucuje autotrofiju, fagotrofiju i miksotrofiju kao
oblik prehrane koji kombinira karakteristike autotrofije i heterotrofije unutar iste vrste (Caron i
sur., 2017). Fitoplankton, sastavni dio eukariotskih mikrobnih zajednica, koristi autotrofiju, tj.
fotosintezu i miksotrofiju kao troficku strategiju (Caron i sur., 2017; K. J. Flynn i sur., 2019; K. J.
Flynn i Mitra, 2009; Stoecker i sur., 2017). Fitoplanktonske zajednice Cine pocetnu kariku u
morskim hranidbenim mrezama, a njihova aktivnost znacajno doprinosi biogeokemijskom
kruzenju hranjivih tvari i proizvodnji kisika (Caron i sur., 2012; Carradec i sur., 2018; De Vargas
i sur., 2015; Falkowski i sur., 2008).

Sjeverni Jadran (SJ) je plitki obalni morski ekosustav, koji pod utjecajem rijeke Po te
promjenjivih cirkulacijskih obrazaca stvara dinamicne uvjete za rast fitoplanktonskih zajednica.
Sukcesija fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana in situ ve¢ se dugi niz godina proucava
metodom svjetlosne mikroskopije (Aubry i sur., 2004, 2012; Cerino i sur., 2019; Godrijan i sur.,
2013; Mari¢ i sur., 2012; Mozeti¢ i sur., 2012; Totti i sur., 2019; VlaSi¢ek i sur., 2025), a posljednjih
godina zapoCela je 1 primjena molekularnih metoda, primarno metabarkodinga (engl.
metabarcoding) za detekciju vrsta (Armeli Minicante i sur., 2019; Cordier i sur., 2019; Grizanci¢
i sur., 2023). Uz to, aspekti fiziologije pojedinih vrsta proucavani su in vitro, u laboratorijskim
eksperimentima (Kuzat i sur., 2022; Smodlaka Tankovi¢ i sur., 2018; Vrana i sur., 2023). Utvrdena
je karakteristi¢na godisnja sukcesija fitoplanktonske zajednice (Aubry i sur., 2004) koja ipak pod
utjecajem promjenjivih okoliSnih uvjeta moze odstupati od karakteristiénog obrasca. Takoder,
istraZivanja su pokazala da je dostupnost fosfora (P) jedan od glavnih ¢imbenika koji oblikuju
sastav i brojnost zajednica fitoplanktona u sjevernom Jadranu kao i u mnogim drugim obalnim
ekosustavima (Grilli i sur., 2020; Ivanci¢ i sur., 2021). Medutim, u posljednjih desetak godina
brojna istrazivanja sve ¢eS¢e opisuju znacajnija odstupanja od karakteristicnih obrazaca pojavnosti
i abundancije fitoplanktonskih vrsta u sjevernom Jadranu (Cerino i sur., 2019; Mozetic¢ i sur., 2012;
Totti i sur., 2019; Vlasicek i sur., 2025).

Studije fitoplanktona sjevernog Jadrana temeljene na molekularnim metodama

transkriptomike i metatranskriptomike nedostaju. Ove metode, primjenom tehnike sekvenciranja



ukupne RNA (RNA-seq), omogucuju uvid u ekspresiju gena, a time i bolje razumijevanje
molekularnih mehanizama fizioloskog odgovora vrsta ili prirodnih zajednica na uvjete u kojima
Zive.

U ovom radu predstavljeno je prvo istrazivanje fitoplanktona sjevernog Jadrana temeljeno
na metodama transkriptomike i metatranskriptomike. U okviru istrazivanja stvorena su tri skupa
podataka: SJ transkriptimi, LTRV meta i Po meta. Skup podataka SJ transkriptomi izraden je iz
monoklonalnih kultura fitoplanktonskih stanica zbirke Centra za istrazivanje mora Instituta Ruder
Boskovi¢ (CIM). Ovaj skup obuhvaca 12 transkriptoma 6 vrsta dijatomeja izoliranih iz sjevernog
Jadrana, uzgojenih in vitro, u dva uvjeta razli¢ite dostupnosti fosfora. Skup podataka SJ
transkriptomi koristen je za izradu prve javno dostupne regionalne referentne baze transkriptoma
sjevernog Jadrana (Knjaz i sur., 2024), kao i u analizama obrazaca genske ekspresije razli¢itih vrsta
u uvjetima limitacije fosfora. Skupovi podataka LTRV meta i Po meta izradeni su iz prirodnih
zajednica uzorkovanih tijekom krstarenja LTRV i rijekom Po provedenih u 2021. godini. Skup
LTRV meta sadrzi 24 metatranskriptoma, izolirana iz uzoraka prikupljenih na dvije postaje tijekom
12 mjeseci, a koriSten je za opisivanje godiSnje taksonomske i funkcionalne sukcesije
fitoplanktona. Skup Po meta sadrzi 12 metatranskriptoma izoliranih iz uzoraka prikupljenih na
Cetiri postaje duz povijesnog transketa Po tijekom dva mjeseca. KoriSten je za utvrdivanje
molekularnih mehanizama fizioloskog odgovora fitoplanktona na promjenjive uvjete dostupnosti

fosfora u okoliSu.

1.1. Ekosustav sjevernog Jadrana

Sjeverni Jadran (SJ) je obalno podru¢je Jadranskog mora, smjesteno na najsjevernijem rubu
Mediteranskog bazena. Ovo poluzatvoreno, plitko more s jedinstvenim hidrogeografskim
karakteristikama ¢ini vrlo dinamican ekosustav.

Na isto¢noj obali isto¢na jadranska struja (engl. Eastern Adriatic current - EAC) unosi
oligotrofnu vodu visokog saliniteta te niske koncentracije nutrijenata u sjeverni Jadran, dok na
zapadnoj obali rijeka Po unosi eutrofnu vodu niskog saliniteta, bogatu hranjivim tvarima (Degobbis
i sur., 2000). Rijeka Po jedan je od najvecih izvora slatke vode za cijeli Mediteran (Degobbis i

Gilmartin, 1990). Osim toga, karakterizira je znacajno visa koncentracija dusika (N) u usporedbi s



fosforom (P) (Cozzi i Giani, 2011), $to ¢esto dovodi do neuravnotezenog omjera N:P u sjevernom
Jadranu.

Sezonska hidrodinamika sjevernog Jadrana u kombinaciji s unosima iz rijeke Po snazno
utjeCe na dostupnost hranjivih tvari kljucnih za rast fitoplanktona. U proljece, povecani rijecni
protok dovodi do rasta biomase fitoplanktona, osobito uz zapadnu obalu (Degobbis i sur., 2000;
Socal i sur., 2008). Tijekom ljeta, stratifikacija vodenog stupca i slabljenje dotoka EAC-a u
sjevernom Jadranu uzrokuju zadrzavanje rijene vode u povrsinskom sloju, $to dovodi do pada
saliniteta (Socal i sur., 2008). Iako rijeka donosi hranjive tvari, fitoplankton ih brzo tro$i, dovodeci
koncentracije hranjivih tvari tijekom ljeta na njihov godi$nji minimum (Degobbis i sur., 2000). U
jesen, rijecni protok ponovno se povecava, a prati ga i postupno pojacanje dotoka EAC-a. Hladenje
vodenog stupca pospjesuje vertikalno mijeSanje, Sto moze dovesti do uzdizanja hranjivih tvari iz
dubljih slojeva te pozitivno utjece na povecanje biomase fitoplanktona. Tijekom zime, rijeni Unos
doseze svoj minimum, a EAC pokazuje svoj maksimum dok zapadna jadranska struja (engl.
Western Adriatic current - WAC) odvodi vodu niskog saliniteta iz regije (Degobbis i sur., 2000).
Mijesanje vodenog stupca dovodi do formiranja izotermnog sloja (Franco i Michelato, 1992) sto
doprinosi podizanju hranjivih tvari iz dubljih slojeva prema povrSini te moze uzrokovati
povremene poraste biomase fitoplanktona. Sveukupno, unos rijeke Po stvara izraZzene prostorno
vremenske ekoloSke gradijente u sjevernom Jadranu (Zavatarelli i sur., 1998, 2000), koji u

kombinaciji s morskim strujama stvaraju dinami¢ne ekoloske uvjete za rast fitoplanktona.

1.2. Sukcesija fitoplanktona u sjevernom Jadranu

Sukcesija fitoplanktona u sjevernom Jadranu proucava se metodama svjetlosne
mikroskopije ve¢ dugi niz godina. Utvrdena je karakteristicna sezonska sukcesija, medutim, pod
utjecajem promjenjivih okoli$nih uvjeta mogu se pojaviti odstupanja od karakteristi¢nih obrazaca
u pojavnosti i brojnosti vrsta (Aubry i sur., 2004, 2012; Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i sur., 2012;
Mozeti€ 1 sur., 2012; Totti 1 sur., 2019). Najopseznije proucavane skupine fitoplanktona ukljuc¢uju
dijatomeje (Bacillariophyta), dinoflagelate (Dinoflagellata) i kokolitoforide (Prymnesiophyceae).

Dugogodisnje studije sukcesije pokazuju da dijatomeje dominiraju fitoplanktonskom
zajednicom tijekom veceg dijela godine (Aubry i sur., 2004, 2012; Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i

sur., 2012). Cvatnje dijatomeja u sjevernom Jadranu ¢esto imaju sezonalni karakter, te je njihova
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pojavnost u sjevernom Jadranu detaljno opisana. Tako je poznato da vrste roda Skeletonema
redovito cvjetaju zimi i u rano proljeée, $to se podudara s porastom koncentracije hranjivih tvari
(Aubry i sur., 2004; Mari¢ Pfannkuchen i sur., 2018). Medutim, novija istrazivanja ukazala su na
smanjen intenzitet i vremenski pomak cvatnje vrsta roda Skeletonema (Totti i sur., 2019).
Istrazivanja fitoplanktona sjevernog Jadrana opisuju i karakteristicnu jesensku cvatnju dijatomeja,
kojom ¢esto dominiraju vrste rodova Chaetoceros i Pseudo-nitzschia (Godrijan i sur., 2013; Marié¢
i sur., 2012; Neri i sur., 2022).

Uloga dinoflagelata u fitoplanktonskoj zajednici u ve¢em je dijelu godine manje zna¢ajna
nego uloga dijatomeja. ZabiljeZeni su primjetni porasti brojnosti dinoflagelata u lipnju i srpnju,
nakon proljetne cvatnje dijatomeja, kada se koncentracije hranjivih tvari smanjuju (Aubry i sur.,
2004). Medutim, kao i kod dijatomeja, novija istrazivanja upucuju na promjene U Sezonskoj
dinamici dinoflagelata i njihovu povecanu prisutnost u proljece (Totti i sur., 2019; Vlasic¢ek i sur.,
2025) uz prisutnost vrsta kao Sto su Prorocentrum cordatum i Noctiluca scintillans (Totti i sur.,
2019).

Godisnju sukcesiju kokolitoforida u sjevernom Jadranu karakteriziraju dva perioda porasta
brojnosti. Primarni period povecane brojnosti dogada se zimi (prosinac — veljaca), a povezan je sa
zimskim mijeSanjem vodenog stupca. Vrsta koja tada dominira je uglavnom Emiliania huxleyi.
Sekundarni period povec¢ane brojnosti dogada se u svibnju i lipnju, podudarajuéi se s pove¢anjem
intenziteta svjetlosti i poCetkom sezonske stratifikacije (Cerino i sur., 2017). Sekundarni period
povecane brojnosti karakteriziran je povecanjem brojnosti vise razli¢itih vrsta kokolitoforida, a
izdvajaju se vrste roda Syracosphaera spp. (Cerino i sur., 2017). Novija istrazivanja utvrdila su
znacajno smanjenje brojnosti kokolitoforida tijekom zime (Totti i sur., 2019). Ostale skupine
fitoplanktona, poput zelenih algi (Chlorophyta) i kriptofita (Cryptophyta), koje uglavnom ¢ine
manji flagelati (pico i nano veli¢inska frakcija), nisu bile primarni fokus ranijih studija sukcesije
temeljenih na svjetlosnoj mikroskopiji, medutim njihova prisutnost ipak je opisana. Nekoliko
studija naglasava vaznost malih "flagelata" ili "fitoflagelata" (engl. Phytoflagellates) u ukupnoj
brojnosti fitoplanktona (Cerino i sur., 2017; Mari¢ i sur., 2012).

U posljednjih nekoliko godina molekularne metode temeljene na metabarkodiranju
upotrebljavane su u istrazivanju sastava i sukcesije morskih mikrobnih eukariota u sjevernom
Jadranu (Armeli Minicante i sur., 2019; Cordier i sur., 2019; Grizancic i sur., 2023). Istrazivanja

temeljena na metabarkodiranju potvrdila su dugogodi$nji model dominacije dijatomeja i



dinoflagelata u fitoplanktonu sjevernog Jadrana, ali su takoder pruzile i nove uvide u vaznost
dinoflagelata u fitoplanktonskim zajednicama sjevernog Jadrana.

U periodu od 1970-ih do 2010. godine, u nekoliko studija temeljenih na dugoro¢nim
podacima, uoéeno je smanjenje koncentracije klorofila a u sjevernom Jadranu (Colellai sur., 2016;
Giani i sur., 2012; Grilli i sur., 2020; Mozeti¢ i sur., 2010). Koncentracija klorofila a, mjerena
kemijskim metodama ili satelitski, smatra se dobrom aproksimacijom (engl. proxy) za biomasu
fitoplanktona. Stoga, pojedini autori biljeze smanjenje koncentracije klorofila a povezuju sa
pretpostavljenim trendovima o smanjenju koncentracije fosfata i amonijaka, tj. s oligotrofikacijom
sjevernog Jadrana. Medutim, Grilli i sur. (2020) uoc¢avaju poveéanje koncentracije klorofila a u
sjevernom Jadranu nakon 2010. godine te naglasavaju kako je zabiljezene trendove o
oligotrofikaciji sjevernog Jadrana potrebno razmotriti na temelju novih oceanografskih podataka.
Ipak, naglasavaju kako uo¢ene promjene u sjevernom Jadranu od 2008-2015 godine u vidu visoko
varijabilnog rije¢nog rezima, porasta koncentracije klorofila a, koncentracije nitrata i ortosilikata
te visoki omjer nitrata i fosfata (N:P ili Redfieldov omjer) mogu ukazivati na utjecaj klimatskih
promjena na ekosustav sjevernog Jadrana. Osim toga, u studijama temeljenim na dugoro¢nim
podacima o sastavu i abundanciji vrsta, koristenjem svjetlosne mikroskopije, uocene su znacajne
promjene u godisnjoj sukcesiji fitoplanktona (Totti i sur., 2019; Vlasicek i sur., 2025) i pojavnosti
vrsta (Mari¢ Pfannkuchen i sur., 2018). Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da dolazi do

promjena u funkcioniranju ekosustavu sjevernog Jadrana koje utje¢u na fitoplanktonsku zajednicu.

1.3. Utjecaj ogranicenja fosforom na fitoplankton

1.3.1. Fosfor

Fosfor (P) je esencijalni nutrijent za sva Ziva bica. Sastavni je dio nukleinskih kiselina
(DNA i RNA) i fosfolipida (Paytan i McLaughlin, 2007). Fosfor zato ima vaznu ulogu u o¢uvanju
1 replikaciji genetickih informacija, transkripciji 1 translaciji proteina te odrzavanju integriteta
stanicne membrane. Takoder, u procesima poput stanicnog disanja i fotosinteze sudjeluje u
stvaranju kemijske energiju u obliku ATP-a (adenozin-trifosfat) te NADH (reducirani oblik
nikotinamid adenin dinukleotida) i NADPH (reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotid

fosfata) potrebnih za odrzavanje metabolizma i neophodnih za proces fiksacije ugljika (Falkowski



I Raven, 2007). Fosfor takoder ima ulogu u regulaciji aktivnosti proteina kroz procese fosforilacije
I defosforilacije te sudjeluje u razli¢itim signalnim putovima kroz molekule kao §to su AMP
(adenozin-monofosfat) ili IP3 (inositol-trifosfat) (Cooper i Adams, 2022). Najveca koli¢ina fosfora
u fitoplanktonskim stanicama nalazi se u RNA molekulama, a slijede je DNA i fosfolipidi (Geider
I La Roche, 2002).

1.3.2. Molekularni mehanizmi prilagodbe na ogranicenje fosforom

Morski fitoplankton primarno uzima fosfor iz okoliSa putem aktivnog transporta
anorganskog fosfora, tj. ortofosfata (PO+*"), jer se ovaj oblik moZze izravno asimilirati i koristiti u
staniénom metabolizmu i rastu (Falkowski i Raven, 2007). Eksperimentalno je pokazano da
fitoplanktonske vrste, u promjenjivim uvjetima dostupnosti anorganskog fosfora, koriste razli¢ite
membranske transportne proteine visokog ili niskog afiniteta (S. Lin i sur., 2016). Membranski
transporteri niskog afiniteta djeluju kada su koncentracije anorganskog fosfora u okolisu visoke (S.
Lin i sur., 2016). Suprotno tome, membranski transporteri visokog afiniteta djeluju kada su
koncentracije anorganskog fosfora u okolisu niske, ali zahtijevaju veéi utrosak energije (S. Lin i
sur., 2016). Molekularna identifikacija nukleinskih sljedova gena koji kodiraju za membranske
transportere anorganskog fosfora, otkrila je nekoliko proteinskih obitelji i tipova fosfatnih
transportera kod prokariota i eukariota (S. Lin i sur., 2016; Matsui i sur., 2024). Homolozi ovih
gena otkriveni su u genomima, transkriptomima i proteomima skupina dinoflagelata (S. Lin i sur.,
2016), dijatomeja (Armbrust i sur., 2004; Bowler i sur., 2008), haptofita (Beszteri i sur., 2012;
Dyhrman i sur., 2006a) i zelenih algi (Moseley i sur., 2006; Worden i sur., 2009).

Kod sisavaca, geni SLC34 i SLC20 kodiraju za Na*/Pi kotransportere (Collins i sur., 2004;
Magagnin i sur., 1993). SLC34 se smatra transporterom visokog afiniteta, a SLC20 transporterom
niskog afiniteta. Homolozi SLC gena potvrdeni su i u transkriptomima dijatomeja (Alipanah i sur.,
2018; Shih i sur., 2015; Yang i sur., 2014). Istrazivanja temeljena na transkriptomici pokazala su
da se razina ekspresije dvaju kandidata za Na*/Pi kotransportere, Pt40433 1 Pt47667, povecava u
uvjetima ogranicenja fosfata, a oba proteina su lokalizirana na plazmatskoj membrani dijatomeje
Phaeodactylum tricornutum (Cruz de Carvalho i sur., 2016; Dell’Aquila, 2020). Dodatno, Matsui
I sur. (2024), na osnovi povecane ekspresije SLC homologa kod modelnih vrsta dijatomeja
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lokalizacije navedenih gena, potvrduju da su membranski transporteri anorganskog fosfata kod
dijatomeja primarno SLC proteini.

Homolozi PHO gena u kvascima i vi§im biljkama kodiraju za H'/Pi ili Na‘/Pi
kotransportere visokog i niskog afiniteta (Hurlimann i sur., 2009). Geni PHO84 i PHO89 kodiraju
za transportere visokog afiniteta te pokazuju povecanu ekspresiju u uvjetima limitacije fosforom
(Berhe i sur., 1995; Bun-ya i sur., 1991; Martinez i Persson, 1998), a PHO87 i PHO90 kodiraju za
transportere niskog afiniteta te pokazuju povecanu ekspresiju u uvjetima dostatne koncentracije
anorganskog fosfora (Bun-ya i sur., 1996; Ogawa i sur., 2000). Homolozi PHO gena utvrdeni su i
u predstavnicima morskih mikrobnih eukariota. Primjerice, eksperimentalno je pokazana povecana
ekspresija PHO transportera kod zelene alge Tetraselmis chui u uvjetima limitacije fosforom
(Chung i sur., 2003). Takoder, homolozi PHO gena pronadeni su i u transkriptomima dinoflagelata
Alexandrium minutum (S. Lin i sur., 2016) i Prorocentrum donghaiense (S. Lin i sur., 2016; Zhang
I sur., 2019.). U transkriptomima vrsta Primnesium parvum (Beszteri i sur., 2012) i Emiliania
huxley (Dyhrman i sur., 2006a) uzgojenim u uvjetima limitacije fosfata, zabiljezena je povecana
ekspresija fosfat permeaza visokog afiniteta (engl. Phosphate-repressible phosphate permease), a
nekoliko homologa razli¢itih transportera fosfata pronadeno je i u pangenomu vrste E. huxley (Read
i sur., 2013).

Fosfor u organskim oblicima (engl. Dissolved organic phosphorus — DOP) zahtijeva
prethodnu konverziju u anorganski oblik kako bi se mogao koristiti za stani¢ni metabolizam i rast,
Sto za fitoplankton podrazumijeva veéi energetski utrosak (Falkowski i Raven, 2007). Medutim,
istrazivanja su pokazala da je DOP vazan izvor fosfora za fitoplankton osobito u regijama u kojima
je prisutna mala koncentracija anorganskog fosfora, a povremeno velika koncentracija DOP-a
(Ivanci¢ 1 sur., 2021; Mather i sur., 2008; McLaughlin i sur., 2013; Wu i sur., 2000). DOP se u
morskim okoliS§ima nalazi u nekoliko oblika od kojih 80-85% cine fosfatni esteri (fosfomonoesteri
i fosfodiesteri), 5-10% fosfonata te 8-13% polifosfati (Young i Ingall, 2010).

Najvaznijim enzimom koji fitoplankton koristi za akviziciju DOP-a smatra se alkalna
fosfataza koja sudjeluje u akviziciji fosfomonoestera. Brojna in situ istrazivanja fitoplanktonske
akvizicije DOP-a temeljena su na mjerenjima enzimatske aktivnosti alkalne fosfataze upotrebom
fluorescentnih supstrata kao $to su MUF-P (engl. 4-methyllumbelliferyl-phosphate) ili ELF97
(engl. Enzyme-labeled fluorescence ELF-97 ) (S. Lin i sur., 2016), a aktivnost enzima alkalne
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Ruttenberg, 2006; Lomas i sur., 2010). U usporedbi s upotrebom ovih metoda, manji je broj
istrazivanja bio usmjeren na otkrivanje nukleotidnih sljedova gena koji kodiraju za alkalne
fosfataze (H. Y. Lin i sur., 2013; X. Lin i sur., 2011, 2012a, 2012b, 2015; Xu i sur., 2006).
Molekularna identifikacija otkrila je nekoliko tipova alkalnih fosfataza kod prokariota i eukariota.
To su primarno: PhoA, PhoV, PhoD i PhoX tipovi (S. Lin i sur., 2016). Istrazivanja su pokazala da
su alkalne fosfataze identificirane u dijatomejama, pelagofitima, dinoflagelatima i haptofitima
sli¢nije PhoA tipu nego drugim bakterijskim alkalnim fosfatazama (X. Lin i sur., 2012a). Takoder
ove PhoA sli¢ne alkalne fosfataze (engl. PhoA-like alkaline phosphatases) pronadene u
dinoflagelatima, dijatomejama i kokolitoforidima (tzv. crvena linija), medusobno su sli¢nije nego
alkalne fosfataze zelenih algi (tzv. zelena linija) (X. Lin i sur., 2012a).

Budu¢i da alkalne fosfataze primarno ciljaju fosfomonoestere, tradicionalna mjerenja
njihove aktivnosti koristenjem supstrata kao §to su MUF-P ili ELF97, zanemaruju moguénost
alternativne strategije iskoriStavanja fosfodiestera. U novije vrijeme zapocela su istrazivanja
simultanog in situ mjerenja aktivnosti enzima, koristeci zasebne supstrate za detekciju aktivnosti
monoesteraza (tj. alkalnih fosfataza) i diesteraza (K. Huang i sur., 2022; Thomson i sur., 2020; Van
Wambeke i sur., 2024). Rezultati ovih istrazivanja pokazali su korelaciju izmedu ekspresije oba
tipa enzima, negativnu korelaciju aktivnosti oba enzima s koncentracijama anorganskog fosfora te
pozitivnu korelaciju s koncentracijama DOP-a. Ovi nalazi upucuju na to da akvizicija fosfodiestera
predstavlja vaznu strategiju za iskoristavanje fosfora, medutim potrebna su daljnja istrazivanja
kako bi se molekularno okarakteriziralo enzime koji sudjeluju u ovom procesu.

Fosfonati predstavljaju oblik DOP-a, karakteriziran stabilnom kovalentnom vezom izmedu
ugljika i fosfora (C-P), ¢ije je cijepanje energetski zahtjevnije u usporedbi s esterskom vezom
ugljik-kisik-fosfor (C—O-P) (S. Lin i sur., 2016). U brojnim organizmima fosfonati se javljaju kao
sastavni dijelovi fosfoproteina i fosfolipida stani¢nih membrana (Villarreal-Chiu i sur., 2012).
Heterotrofni prokarioti dokazano posjeduju sposobnost metaboliziranja fosfonata (McGrath i sur.,
2013), a sli¢na sposobnost identificirana je i kod cijanobakterija (Dyhrman i sur., 2006b); Gomez-
Garcia i sur., 2011; Ilikchyan i sur., 2009). U heterotrofnih prokariota utilizacija fosfonata najéesce
ukljucuje aktivnost enzimatskih sustava C—P hidrolaze (engl. C-P hydrolase) ili C—P lijaze (engl.
C-P lyase), dok cijanobakterije posjeduju iskljucivo sustav C—P lijaze (Dyhrman i sur., 2006b;
McGrath i sur., 2013). Sposobnost morskih mikrobnih eukariota da koriste fosfonate kao izvor

fosfora jo$ uvijek nije u potpunosti razjas$njena. Cui i sur. (2016) u transkriptomima dinoflagelata



identificirali su gene phnW i phnX, koji kodiraju za ABC transportere (engl. ATP-binding cassette
transporter family) fosfonata, koji su dio enzimatskog sustava C-P hidrolaze. Medutim,
eksperimentalni podaci pokazuju da proucavane vrste dinoflagelata ne koriste fosfonate iz medija,
a navedeni geni ne pokazuju povecanu ekspresiju. Ipak, najnovija istraZzivanja potvrduju da
dijatomeje Phaeodactylum tricornutum i Thalassiosira pseudonana u kulturama mogu rasti na
fosfonatima kao jedinim izvorom fosfora (Shu i sur., 2022, 2024). Autori su dodatno sugerirali da
Phaeodactylum tricornutum unosi fosfonate iz okolisa putem alternativnog mehanizma klatrin-
posredovane endocitoze (engl. Clathrin-mediated endocytosis), pri ¢emu se fosfonati izravno
ugraduju u fosfolipide staniéne membrane bez prethodne C—P hidrolize (Shu i sur., 2024).

Visak fosfora u stanicama fitoplankton moze spremati u obliku polifosfata (PolyP) (S. Lin
i sur., 2016). PolyP je linearna molekula koja se sastoji od nekoliko do nekoliko stotina molekula
ortofosfata (POs*), povezanih stabilnom fosfoanhidridnom vezom (Kornberg i sur., 1999). U
stanicama, PolyP ima ulogu rezerve fosfora, kao i rezerve energije (Achbergerova Nahélka, 2011;
Kornberg i sur., 1999). Te se molekule ¢esto nakupljaju u vakuoli tijekom procesa poznatog kao
»luksuzni unos* te omogucuju fitoplanktonu da iskoristi lako dostupnu zalihu anorganskog fosfata
U uvjetima kada je fosfor ograni¢en ili nedostatan (Sforza i sur., 2018; A. Solovchenko i sur., 2019a,
2109b). Molekularna karakterizacija otkrila je nekoliko klju¢nih enzima koji sudjeluju u
metabolizmu PolyP. Polifosfat kinaza (engl. pop kinase — PPK) katalizira reverzibilnu reakciju
stvaranja PolyP-a iz ATP-a. Pronadena je u heterotrofnim prokariotima te cijanobakterijama
(Kornberg i sur., 1999; Rocap i sur., 2003), ali za sada ne i u genomima eukariota (S. Lin i sur.,
2016). Prokarioti i eukarioti ipak dijele enzime poput egzofosfataze (engl. exophosphatase — PPX)
i endofosfataze (engl. endophosphatase) koji kataliziraju hidrolizu PolyP-a u ortofosfat (Kornberg
i sur., 1999). U kvascima i ostalim eukariotima PolyP se Cesto nalazi u vakuolama, a njegovu
formaciju kataliziraju vakuolarni transportni Saperoni 1-4 (engl. Vacuolar transport chaperone —
VTC1-4) (Ogawa i sur., 2000). Homolozi VTC4 gena pronadeni su i u genomima dijatomeja
(Armbrust i sur., 2004; Bowler i sur., 2008). Trenutacno ne postoje izravni dokazi da eukariotski
fitoplankton moZe aktivno preuzimati PolyP iz okoliSa putem specifi¢nih transportnih sustava.

Vrste morskih mikrobnih eukariota u uvjetima nedostatka nutrijenata akumuliraju lipide.
Akumulacija lipida smatra se odgovorom na stres jer se metabolizam preusmjerava iz produkcije
biomase i razmnozavanja na spremanje energije (Fields i sur., 2014). Primjerice, eksperimentalno
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ukupnu koli¢inu masnih kiselina, tj. triacilglicerola (TAG) u stanicama, dok se brojnost stanica
smanjuje (Alipanah i sur., 2018; Yang i sur., 2014). Takoder, morski mikrobni eukarioti u uvjetima
ogranicenja fosforom zamjenjuju fosfolipide membrana, nefosfornim lipidima (Gasparovic i sur.,
2013, 2014; Martin i sur., 2011; van Mooy i sur., 2009). Molekularna karakterizacija nukleotidnih
sljedova gena i proteina koji sudjeluju u ovim procesima velikim dijelom ostaje nerazjasnjena.
Ipak, studije temeljene na transkriptomici otkrile su nekoliko skupina gena koji sudjeluju u
metabolizmu lipida te pokazuju povecanu ekspresiju u uvjetima ogranicenja fosforom.
Eksperimentalno je pokazano da se zamjena membranskih fosfolipida modelne biljke Arabidopsis
thaliana u uvjetima ogranicenja fosfora vezu fosfolipazama C tipa (Gaude i sur., 2008; Nakamura
i sur., 2005) i D tipa (Cruz-Ramirez i sur., 2006). Sli¢no tome, u transkriptomu dijatomeje
Phaeodactylum trichornutum tijekom razli¢itih faza limitacije fosforom utvrdena je povecana
ekspresija nekoliko razlic¢itih fosfolipaza, tocnije fosfatidil-inozitol specifi¢nih fosfolipaza C (PI-
PLC) i ostalih fosfolipaza tipa C te fosfolipaza tipa D (Cruz de Carvalho i sur., 2016). Uz to,
utvrdena je i povecana ekspresija pretpostavljenog DGTA enzima (ARF4), sulfolipidne sintaze
(SQD2), te monogalaktosil-diacilglicerol sintaze (MGD2) (Alipanah i sur., 2018; Cruz de Carvalho
i sur., 2016).

Uz akumulaciju lipida i recikliranje fosfora remodeliranjem sastava stani¢énih membrana,
Yang i sur. (2014) u transkriptomu dijatomeje Phaeodactylum tricornutum uzgojene u uvjetima
ogranicenja fosfora uocavaju i povecanu ekspresiju nekoliko gena za pirofosfataze. Pirofosfataze
su enzimi koji hidroliziraju pirofosfat (PPi), nusprodukt brojnih stani¢nih procesa poput sinteze
DNA i RNA. Autori predlazu da razgradnja pirofosfata predstavlja dodatnu strategiju recikliranja
unutar stani¢nih rezervi fosfora kod ove vrste.

Heterotrofni nacin ishrane, indukcijom fagotrofije, karakteristican je za mnoge
fotosintetske mikrobne eukariote, a pretpostavlja se da je dijelom strategije akvizicije fosfora i
drugih nutrijenata u oligotrofnim okolisima (K. J. Flynn i sur., 2013; Hartmann i sur., 2012; Jeong
i sur., 2010; Stoecker, 1999; Stoecker i sur., 2017). Potencijalni geni i proteini koji sudjeluju u
fagotrofiji identificirani su u vrstama eukariotskog fitoplanktona. To su primjerice proteini koji
sudjeluju u klatrin-posredovanoj endocitozi ili autofagiji, a eksperimentalno je pokazano da geni i
proteini ovih skupina imaju povecanu ekspresiju u uvjetima ograni¢enja fosforom kod
dinoflagelata Karenia mikimotio (Lei i Lu, 2011), haptofita Prymnesium parvum (Beszteri i sur.,
2012) i pelagofita A. anophagefferens (Wurch i sur., 2011). Takoder, u nedavnom istrazivanju
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zajednica dinoflagelata otvorenog oceana, temeljenom na metatranskriptomici, zabiljezena je
povisena ekspresija gena za katepsin, cisteinske peptidaze, kalretikulin te za komponente aktina 1
tubulina u mezopelagi¢kim zonama dok su geni ukljuéeni u fotosintezu imali sniZzene ekspresije
(Cohen i sur., 2021). Stoga autori ove gene povezuju sa heterotrofnim na¢inom istrage (Cohen i
sur., 2021).

1.3.3. Fizioloski odgovor fitoplanktona sjevernog Jadrana na ogranicenje
fosforom

Fizioloski odgovor fitoplanktona sjevernog Jadrana na promjenjive uvjete dostupnosti
fosfora istrazivan je putem in Situ mjerenja enzimatske aktivnosti alkalne fosfataze (Ivancic i sur.,
2016, 2021) te in vitro eksperimenata na pojedina¢nim vrstama (Kuzat i sur., 2022; Smodlaka
Tankovi¢ i sur., 2018) ili prirodnim zajednicama u mezokozmos eksperimentu (Malfatti i sur.,
2014). Uz to provedena su i istrazivanja lipidnog sastava u in situ uvjetima razli¢ite dostupnosti
nutrijenata (Gasparovi¢ i sur., 2013) ili in vitro eksperimentu (Vrana i sur., 2023).

Dugogodisnja in situ mjerenja enzimatske aktivnosti alkalnih fosfataza pokazala su kako je
aktivacija alkalnih fosfataza vazna strategija fitoplanktona sjevernog Jadrana u uvjetima
ogranicene dostupnosti anorganskog fosfora (Ivanc¢i¢ i sur., 2016, 2021). Zanimljivo je da je najviSa
svjetski zabiljeZena aktivnost alkalne fosfataze utvrdena upravo u sjevernom Jadranu (Su i sur.,
2023). Ivanci¢ i sur. (2021) analizom dugogodi$njeg skupa podataka (2005-2013) utvrduju
sezonski ciklus aktivnosti alkalnih fosfataza, uo€en i u prethodnim studijama za istraZivano
podrucje. Tijekom hladnijih mjeseci, uslijed vode visokog saliniteta i mijeSanja vodenog stupca,
niske aktivnosti alkalne fosfataze i visoke koncentracije DOP-a ukazivale su na odsustvo stresa
izazvanog nedostatkom anorganskog fosfora. S druge strane, aktivnost alkalnih fosfataza znatno
se povecavala u proljece tijekom intruzije vode niskog saliniteta iz rijeke Po, a visoke vrijednosti
zadrzavala je i tijekom ljeta, Sto je bilo popraceno niskim koncentracijama DOP-a i gotovo
potpunom potroSnjom anorganskog fosfora u povrSinskom sloju. Ivanci¢ 1 sur. (2016) koriStenjem
fluorescentnog supstrata ELF97, utvrduju i aktivaciju alkalnih fosfataza na razini pojedina¢nih
vrsta. Znac¢ajna aktivnost zabiljeZena je kod veceg broja dijatomeja, ¢ak i izvan perioda njihovih
cvjetanja, dok je kod dinoflagelata zabiljezena samo kod manjeg broja ispitivanih vrsta. Autori
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dostupnosti fosfora: aktivaciju alkalnih fosfataza, troSenje unutarstani¢nih rezervi (ponajprije
PolyP-a) te simbiotske odnose s bakterijama.

Nekoliko studija fokusiralo se na fizioloske odgovore pojedinih vrsta dijatomeja u in vitro
uvjetima ograni¢enja fosfora (Kuzat i sur., 2022; Smodlaka Tankovi¢ i sur., 2018). U ovim
istrazivanjima, aktivnost alkalnih fosfataza prac¢ena je metodom fluorescentnog supstrata MUF-P
kroz vrijeme inkubacije. Lokalizacija alkalnih fosfataza unutar stanica odredivana je pomocu
ELF97 supstrata, a istovremeno je odredivan i sastav stani¢nih lipida. Istrazivane vrste,
Leptocylindrus aporus, Leptocylindrus hargravesii i Chaetoceros peruvianus aktivirale su alkalne
fosfataze u uvjetima ograni¢ena fosforom, a promjene u morfologiji stanica tj. znac¢ajno produzenje
prevalvarne osi te dodatno produljenje i zadebljanje seta kod vrste C. peruvianus autori povezuju
s povecanjem povrsine stanice kako bi se povecala povrSina za enzime alkalne fosfataze. Kod
istrazivanih vrsta nije zabiljezena znacajna promjena u sastavu stani¢nih lipida.

Dosadasnja istrazivanja fizioloskog odgovora fitoplanktona sjevernog Jadrana na
ograni¢enu dostupnost fosfora bila su primarno usmjerena na dijatomeje ili na ukupnu aktivnost
alkalne fosfataze zajednice, $to ogranicava taksonomsku razlucivost. Osim toga, najce$ée su
istrazivani mehanizmi vezani uz akviziciju DOP-a i promjene lipidnog sastava, dok su ostali
potencijalni mehanizmi prepoznati u eksperimentalnim modelima ostali nedovoljno istrazeni.
Istrazivanja temeljena na metagenomici i metatranskriptomici do sada potpuno nedostaju u ovom

kontekstu.

1.4. Molekularne metode temeljene na sekvenciranju RNA

1.4.1. Opéa nacela

Sadrzaj svih informacija nekog organizma zabiljezen je u molekuli DNA ili genomu
organizma, a izrazen putem procesa transkripcije ili sinteze RNA molekula (Crick, 1970, 1958).
Postoje tri glavne vrste RNA molekula: mRNA (glasni¢ka RNA), tRNA (transportna RNA) i rRNA
(ribosomalna RNA). Svaka od njih ima svoju specifi¢nu funkciju. Molekula mRNA sluZi kao
medumolekula koja nosi uputu za sintezu proteina. Dodatnim procesiranjem molekule mRNA, tj.
prekrajanjem RNA (engl. Splicing) stvara se zrela mMRNA koja sudjeluje u procesu translacije i

prenosec¢i informacije za sintezu proteina, molekula koje sudjeluju u izvrSavanju svih procesa
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unutar stanice. Stoga, poznajuéi sastav mRNA molekula mozemo zakljuciti koji geni su aktivirani
te koji proteini ¢e biti sintetizirani, odnosno koje procese stanica obavlja u razli¢itim in vitro ili in
situ uvjetima. Transkriptom predstavlja zbroj svih transkripata, tj. svin RNA molekula koje se
nalaze u stanici u nekom trenutku, a transkriptomika je znanost koja objedinjuje tehnike
proucavanja transkriptoma (Lowe i sur., 2017). Dominantne suvremene tehnike ukljucuju RNA-
mikroc¢ipove (engl. RNA-microarray) i RNA-seq, a razvijene su 1990-ih i 2000-ih godina (Lowe i
sur., 2017). gPCR predstavlja dodatnu tehniku koja se ¢esto koristi u validaciji prve dvije tehnike,
a razvijena je 1990-ih (Lowe i sur., 2017). Termin ,,RNA-Seq* oznacava tehniku prikupljanja
cjelokupnog transkriptoma nekog organizma, sekvenciranjem cDNA fragmenata (komplementarne
DNA), najcesc¢e putem lllumina tehnologije sekvenciranja kratkih nukleotidnih sljedova (engl.

Short-read Illumina technology) (Lowe i sur., 2017).

1.4.2. Primjena transkriptomike i metatranskriptomike u istrazivanju
fitoplanktona

U posljednjih dvadesetak godina transkriptomika je pronaSla Siroku primjenu 1 u
istrazivanju molekularnog fizioloSkog odgovora morskog eukariotskog fitoplanktona na
promjenjive okoliSne uvjete. U istrazivanjima fizioloSkog odgovora na promjenjivu dostupnost
fosfora, ali i drugih nutrijenata te okoli$nih pritisaka, ¢esto se primjenjuje RNA-seq tehnika (Cruz
de Carvalho i sur., 2016; Harke i sur., 2017; Shih i sur., 2015; Yang i sur., 2014; S. F. Zhang i sur.,
2016). U takvim istrazivanjima monoklonalne kulture razli¢itih vrsta uzgajaju se u in vitro uvjetima
koji simuliraju okoliSne pritiske, poput neuravnotezene koncentracije nutrijenata, povecane
temperature ili sl., a zatim se izraduje njihov transkriptom. Takva istrazivanja omogucila su nove
uvide u fizioloske odgovore vrsta na promjene u okoliSu, ali i otkrivanje gena i1 proteina koji
sudjeluju u ovim procesima (vidi poglavlje 1.3.2).

Unapredenjem tehnika sekvenciranja nove generacije i prikladnih referentnih baza, u
istrazivanju morskog eukariotskog fitoplanktona zapocela je 1 primjena metatranskriptomike.
Metatranskriptomika je tehnika koja podrazumijeva sekvenciranje RNA cjelokupnih zajednica, tj.
vise vrsta istodobno. Ova metoda daje uvid u fiziologiju pojedinih taksona u zajednici, ali i u
medusobne interakcije izmedu ¢lanova zajednice te interakcije cjelokupne zajednice s okoliSem

(Kolody i sur., 2022). Dobiveni podaci pomazu u razjasnjavanju uloga pojedinih taksona ili
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cjelokupnih zajednica u ekologiji morskog ekosustava (Cohen i sur., 2022). Osim uzorkovanja
zajednica u njihovom prirodnom okolisu, tj. in situ, metatranskriptomika podrazumijeva i
laboratorijske eksperimente u kojima je prirodna zajednica podvrgnuta razliitim
eksperimentalnim uvjetima (Alexander i sur., 2015; Bertrand i sur., 2015; Lampe i sur., 2018,
2019.). Prvi rad temeljen na metatranskriptomici u kontekstu morskih mikrobnih eukariotskih
zajednica objavljen je 2012. godine (Marchetti i sur. 2012). U meduvremenu, molekularni resursi
u vidu referentnih skupova podataka znatno su uvecani, a napredak u razvoju tehnologije
sekvenciranja te bioinformati¢kih alata omogucio je znatno vecu taksonomsku i funkcionalnu
rezoluciju metode kao i automatizaciju cjelokupnog procesa obrade (Kolody i sur., 2022).

Istrazivanja morskih mikrobnih eukariota temeljena na metatranskriptomici proSirila su
znanja u razumijevanju njihove fiziologije u uvjetima razli¢itih dostupnosti nutrijenata (Alexander
i sur., 2015; Caputi i sur., 2019; Kolody i sur., 2019; Lampe i sur., 2018; Pearson i sur., 2015) ili
trofickih strategija (Cohen i sur., 2021; Hu i sur., 2018; Lambert i sur., 2022). Osim toga, primjena
metatranskriptomike omogucila je i1 bolje razumijevanje ekologije morskih mikrobnih eukariota,
0sobito u istrazivanjima dinamike cvjetanja u obalnim podru¢jima (Gong i sur., 2017; Ji i sur.,
2018; Metegnier i sur., 2020; Y. Zhang i sur., 2019; Zhuang i sur., 2015), doprinosa
biogeokemijskim ciklusima u oceanima (Carradec i sur., 2018; Cohen i sur., 2021) ili simbiotskih
odnosa (Bertrand i sur., 2015; Sun i sur., 2020).

1.4.3. Referentne baze podataka

Komparativni pristup u identifikaciji koji je osnova veéine analiza temeljenih na
nukleotidnim sljedovima zahtijeva dostupnost opseznih referentnih baza podataka. Referentne
baze podrazumijevaju taksonomski anotirane nukleotidne sljedove te poznavanje funkcije proteina
za koje kodiraju. Pazljivo odabrani i1 funkcionalno anotirani genomi svih mikrobnih eukariota iz
morskog okoliSa predstavljali bi savrSen referentni skup podataka za analize temeljene na
metatranskriptomici u podru¢ju morske mikrobne ekologije (Keeling i sur., 2014).

Broj dostupnih genoma ili nacrta genoma (engl. Draft genome) morskih mikrobnih
eukariota (Bowler i sur., 2008; Curtis i sur., 2012; Derelle i sur., 2006; Galachyants i sur., 2015;
Gobler i sur., 2011; Gonzalez-Pech i sur., 2021; Lommer i sur., 2012; Mock i sur., 2017; Ogura i
sur., 2018; Osuna-Cruz i sur., 2020; Palenik i sur., 2007; Read i sur., 2013; Stephens i sur., 2020;
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Tanaka i sur., 2015; Traller i sur., 2016; Armbrust i sur., 2004; Worden i sur., 2009) i dalje ne
pokriva njihovu iznimnu taksonomsku raznolikost.

Projekt sekvenciranja transkriptoma morskih mikrobnih eukariota (engl. Marine Microbial
Eukaryote Transcriptome Sequencing Project - MMETSP) je 2014. godine oznacio veliki napredak
u integraciji eukariota u ekologiju morske mikrobne zajednice stvaranjem javno dostupne baze de
novo sastavljenih i funkcionalno anotiranih transkriptoma monoklonalnih kultura za vise od 650
vrsta (Keeling i sur., 2014). Na temelju iskustva znanstvenika koji su sudjelovali na projektu
odabrane su vrste i fizioloSki uvjeti koji ¢e najbolje taksonomski i funkcionalno predstavljati ovaj
slozeni ekosustav. MMETSP skup podataka sadrzi barem jedan transkriptom iz svake znacajnije
taksonomske skupine morskih mikrobnih eukariota. U nekim slu¢ajevima ovi podaci predstavljaju
prvi uvid u genome nekih vaznih skupina poput parazitskih haplosporida, pojedinih predstavnika
skupine Amebozoa ili heterotrofnih flagelata roda Palpitomonas. lako i sami autori naglasavaju
kako se dostupnost anotiranih transkriptoma ne treba smatrati trajnom zamjenom za
sekvencioniranje genoma (jer odsustvo nekog gena iz transkriptoma ne znaci i odsustvo iz
genoma), MMETSP referentna baza transkriptoma je unijela znacajan napredak u
metatranskriptomiku morskih mikrobnih eukariota i omogucila nove uvide u razliite aspekte
morske mikrobne ekologije.

Medutim, uz povecan interes znanstvene zajednice za koriStenje metatranskriptoma u
istrazivanjima raste i broj dostupnih molekularnih resursa za taksonomsku, ali i funkcionalnu
anotaciju metatranskriptoma. Tako su u tijeku projekti sekvenciranja 100 genoma dijatomeja
(https://jgi.doe.gov/csp-2021-100-diatom-genomes/) i sekvenciranja genoma vrsta roda
Chaetoceros  (https://jgi.doe.gov/csp-2020-most-abundant-diatom-denus-world-ocean/). Novi
molekularni resursi sekvenciranih genoma i transkriptoma zasigurno ¢e rezultirati porastom
taksonomske i1 funkcionalne razlucivosti u obradi metatranskriptoma. Medutim, dok ve¢i broj
potpunih genoma ne bude dostupan, transkriptomi dovoljnog broja reprezentativnih vrsta za neki

okoli$ pruzaju dobru osnovu za analizu zajednice tog okolisa (Keeling i sur., 2014).
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1.4.4. Bioinformaticka obrada

Bioinformaticka obrada transkriptoma 1 metatranskriptoma ukljuuje informaticke
postupke obrade nukleotidnih sljedova dobivenih sekvenciranjem ukupne RNA uzoraka. U vidu
racunalne memorije i procesorske snage, ovaj proces ima velike zahtjeve za resursima. Stoga se
bioinformaticka obrada provodi u okolini za racunarstvo visokih performansi (engl. High
performance Computing — HPC). Bioinformati¢ka obrada RNA-seq podataka podrazumijeva
nekoliko osnovnih koraka: procis¢avanje, de novo sklapanje transkripata, kvantifikaciju te
taksonomsku i funkcionalnu anotaciju (Slika 1). Obrada transkriptoma i metatranskriptoma
uglavnom ukljucuje iste osnovne korake, teorijske koncepte i informaticke alate, uz manje razlike.
Vazno je istaknuti da u ovom trenutku u istrazivackoj zajednici ne postoji jedinstvena,
uspostavljena praksa obrade metatranskriptoma morskih eukariotskih mikrobnih organizama, ve¢
samo preporuke koje se mogu pronaé¢i u nedavno objavljenim metodoloskim i preglednim
radovima (Mukherjee i Reddy, 2020; Shakya i sur., 2019; Wilms, 2021; Cohen i sur., 2022). Kako
izmjene u koracima bioinformati¢ke obrade mogu utjecati na konacan rezultat, potrebno je dobro
poznavati teorijski koncept da bi se osigurala ispravna provedba bioinformati¢ke obrade u svrhu

odgovora na postavljeno biolosko pitanje (Cohen i sur., 2022).

16
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Slika 1 Osnovni koraci bioinformaticke obrade RNA-seq podataka. Preuzeto i prilagodeno iz
(Cohen i sur., 2022).

Prvi korak obrade transkriptoma i metatranskriptoma je proc¢is¢avanje, tj. uklanjanje
sljedova niske kvalitete i rRNA sljedova iz ukupnih kratkih nukleotidnih sljedova (,,sirovih
podataka®) dobivenih sekvenciranjem (meta)transkriptoma. Najpoznatiji alati koji se koriste u
ovom koraku su Trimmomatic (Bolger i sur., 2014) i SortMeRNA (Kopylova i sur., 2012).

Prociséeni kratki nukleotidni sljedovi se potom de novo sklapaju u transkripte, a najéesce koristeni
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alat za provedbu ovog drugog koraka je Trinity (Grabherr i sur., 2011). Iz sklopljenih transkripata
moguce je predvidjeti otvoreni okvir ¢itanja (engl. Open reading frame — ORF), tj. proteinski slijed
alatom Transdecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder). U daljnjim koracima
taksonomske i funkcionalne anotacije te kvantifikacije transkripata, moguce je koristiti transkripte
ili proteinske sljedove. Transkripti ili predvideni proteinski sljedovi potom se taksonomski i
funkcionalno anotiraju uz pomo¢ neke od javno dostupnih referentnih baza. Taksonomska
anotacija transkriptoma u sklopu bioinformaticke obrade uglavnom se ne provodi, s obzirom na to
da transkriptom podrazumijeva RNA materijal jednog organizma cija je taksonomska pripadnost
ve¢ poznata. Metatranskriptomi sadrze transkriptome vise organizama, stoga je potrebno provesti
taksonomsku anotaciju u procesu bioinformaticke obrade. Taksonomska anotacija provodi se
poravnavanjem transkripata ili predvidenih proteinskih sljedova na referentne baze koje sadrze
genome i transkriptome morskih mikrobnih eukariota izolirane iz stani¢nih kultura ili okoli$nih
uzoraka (Krinos i sur., 2020). Poravnanja se provode uz pomoc¢ alata za lokalno poravnanje kao §to
su BLAST (Altschul i sur., 1990) ili DIAMOND (Buchfink i sur., 2021) te se na temelju e-vrijednosti
(engl. E-value) ili BIT wvrijednosti (engl. BIT score) odreduju najuspje$nija poravnanja.
Taksonomska anotacija metatranskriptoma morskih mikrobnih eukariota u dosada$njim studijama
uglavnom se provodila na bazama kao sto su: MMETSP (Keeling i sur., 2014), EukProt (Richter i
sur., 2022), EukZoo (https://github.com/zxI124/EukZoo-database,
https://zenodo.org/record/1476236), PhyloDB (https://allenlab.ucsd.edu/data/) ili MarFERReT
(https://github.com/armbrustlab/marferret) koje sadrze referentne transkriptome i genome. U
prosjeku, oko 40-60% transkripata moguce je taksonomski anotirati u istrazivanom setu podataka
(Hu i sur., 2018; Lampe i sur., 2018). EUKulele (Krinos i sur., 2020) je programski paket koji je
posebno dizajniran za taksonomsku anotaciju morskih mikrobnih eukariotskih zajednica. Za
poravnanja koristi spomenute alate. Izrazito je koristan jer ukoliko je viSe transkripata uspjesno
poravnato na istu referencu primjenjuje se algoritam za pronalaZenje ,,zadnjeg zajednickog pretka“
(engl. Least Common Ancestor) kako bi im se dodijelila anotacija na najniZzoj pouzdanoj
taksonomskoj razini. Za opis taksonomske pripadnosti proteina, EUKulele koristi taksonomske
razine: supergrupa (engl. Supergroup), koljeno ili odjeljak (engl. Phylum or Division), razred (engl.
Class), red (engl. Order), porodica (engl. Family), rod (engl. Genus) i vrsta (engl. Species).
Funkcionalna anotacija kao osnovni cilj metatranskriptomike omogucava uvid u aktivne

gene u zajednici u trenutku uzorkovanja. Sli¢no kao i za taksonomsku anotaciju, funkcionalnu
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anotaciju postizemo poravnanjem transkripata ili proteinskih sljedova na funkcionalne referentne
baze. Funkcionalne baze sadrze imena, klasifikaciju te nukleotidne sljedove gena i proteina za koje
ti geni kodiraju. Takve baze su primjerice: Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG)
(Kanehisa i sur., 2016), Eukaryotic Ortholog groups (COG) (Tatusov i sur., 2003), Gene Ontology
(GO) (Harris i sur., 2004) ili Evolutionary genealogy of genes: Non-supervised orthologous groups
(eggNOG). U navedenim bazama svakom proteinu dodijeljena je jedinstvena identifikacijska
oznaka: KEGG.KO (KEGG baza), GO (GO baza) ili eggNOG kod ili opis (eggNOG baza).
Navedene baze sadrze i1 klasifikacije proteina u Sire stani¢ne funkcije Sto uvelike olakSava
interpretaciju rezultata. Primjerice, u KEGG bazi proteini su razvrstani u pripadajuce metabolicke
putove (engl. Pathways), sire stani¢ne funkcije (engl. Brite categories) te stani¢ne reakcije (engl.
Modules) u kojima sudjeluju (Kanehisa i sur., 2023). U GO bazi proteini su razvrstani prema
molekularnoj funkciji (engl. Molecular function), stani¢cnom odjeljku u kojem vrse svoju funkciju
(engl. Cellular Component) ili prema bioloskoj funkciji koju obavljaju (engl. Biological Process)
(Aleksander i sur., 2023). Baza eggNOG koristi klasifikacijski sustav baze COG za Sire
funkcionalne kategorije (Galperin i sur., 2015.). Funkcionalnu anotaciju moguce je provesti alatom
kao $to je eggNOG alat (engl. eggNOG mapper) (Huerta-Cepas i sur., 2017) koji ¢e dati
identifikacijske oznake iz svih navedenih baza (KEGG.KO anotacija, GO anotacija i/ili eggNOG
opis) u jednom koraku koristeci algoritme za lokalna poravnanja. Osim toga eggNOG alat koristi
i algoritam za predvidanje taksonomske pripadnosti na temelju ortologije gena definirane iz
sekvenciranih genoma koje baza sadrzi, ¢ime je algoritam ipak ograni¢en samo na skupine koje
imaju dostupne sekvencirane genome pripadajucih vrsta.

Taksonomska 1 funkcionalna anotacija omogucavaju korisniku da unutar
metatranskriptoma odabere samo podatkovni skup koji odgovara taksonima od interesa te prouc¢ava
gensku ekspresiju i metabolicku aktivnost tog taksona. Primjerice, u ukupnoj zajednici morskih
mikrobnih eukariota moguce je izdvojiti samo transkripte ili proteinske sljedove koji pripadaju
fitoplanktonskim taksonima (npr. dijatomejama ili dinoflagelatima).

U bioinformatickoj obradi, kvantifikacija podrazumijeva odredivanje brojnosti svakog
transkripta ili proteinskog slijeda u uzorku. Mjera brojnosti transkripata ili proteinskih sljedova
govori o razini ekspresije gena koji su odgovorni za sintezu tih transkripata. Kvantifikacija se
provodi poravnanjem prociS€enih kratkih nukleotidnih sljedova na sastavljene transkripte ili

proteinske sljedove koriste¢i primjerice alat Salmon (Patro i sur., 2017). U svrhu usporedivanja

19



rezultata kvantifikacije izmedu razlicitih uzoraka transkriptoma ili metatranskriptoma potrebno je
provesti normalizaciju (Love i sur., 2014). Naime, knjiznice nukleotidnih sljedova (engl.
Sequencing libraries) stvorene u bilo kojem RNA-seq eksperimentu, osim bioloske varijabilnosti
(koju je cilj opisati), sadrze i nebiolosku varijabilnost. Ona moze dolaziti od razli¢ite veliine
knjiznice (tj. razli¢itog broja kratkih nukleotidnih sljedova) odredenog uzorka ili razli¢ite duljine
gena (Cohen i sur., 2022). Normalizacijska metoda TPM (engl. Transcripts per milion) (Wagner i
sur., 2012) uklanja spomenute nebioloske varijacije u uzorcima transkriptoma i metatranskriptoma
te ih ¢ini medusobno usporedivima (K. A. Johnson i Krishnan, 2022; Zhao i sur., 2021). Ve¢
spomenuti program za utvrdivanje brojnosti transkripata Salmon (Patro i sur., 2017) ovu mjeru
automatski racuna te ju daje kao izlazni rezultat. Zbrojene vrijednosti TPM za transkripte ili
proteinske sljedove pojedinog taksona mogu se koristiti za prikazivanje relativnih udjela taksona u
uzorku (Hu i sur.,, 2018; Lampe i sur., 2019). Medutim, vazno je uzeti u obzir kako
metatranskriptomi sadrZe transkripte viSe od jednog taksona Cije se brojnosti u uzorcima razlikuju.
Takoder, ne eksprimiraju svi organizmi iste niti jednak broj transkripata. Stoga usporedba
ekspresije jednog taksona izmedu viSe uzoraka zahtijeva organizaciju transkripata prema
taksonomskoj pripadnosti taksonu te primjenu normalizacijske metode (npr. TPM) na svaki takson
zasebno (Cohen i sur., 2022; Klingenberg i Meinicke, 2017). Na taj na¢in otklanja se utjecaj
taksonomske varijabilnosti u uzorcima metatranskriptoma na funkcionalnu ekspresiju (Cohen i
sur., 2022; Klingenberg i Meinicke, 2017).

Konacni rezultat bioinformaticke obrade omogucava interpretaciju razlika metabolicke
aktivnosti vrste uzgojene u razli¢itim in vitro uvjetima iz koje su izolirani transkriptomi te razliku
u taksonomskom sastavu i metaboli¢koj aktivnosti prirodne zajednice i pojedinih pripadnika

zajednice (taksona) iz koje su izolirani metatranskriptomi.

20



1.5. Ciljevi istrazivanja i hipoteze

Opé¢i cilj ovog istrazivanja bio je opisati molekularne mehanizme fizioloskog odgovora stanica
eukariotskog fitoplanktona na dinami¢ne ekoloske uvjete u pelagijalu sjevernog Jadrana koristeci

pristup transkriptomike i metatranskriptomike.
Specific¢ni ciljevi bili su:

1. lzraditi referentnu bazu transkriptoma eukariotskih fitoplanktonskih vrsta, posebice
dijatomeja izoliranih iz sjevernog Jadrana;

2. Opisati gensku ekspresiju eukariotskih fitoplanktonskih vrsta u laboratorijskim kulturama
podvrgnutim eksperimentalnim uvjetima limitacije fosfata;

3. Opisati promjene u prostorno-vremenskom obrascu genske ekspresije zajednica
eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana;

4. Odrediti ekoloski znacajne molekularne mehanizme fizioloskog odgovora zajednice

eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana.
U skladu s navedenim ciljevima postavljene su odgovarajuce hipoteze:

1. Obrasci genske ekspresije stanica eukariotskog fitoplanktona u eksperimentalnim uvjetima
limitacije koli¢ine fosfata razlikuju se ovisno o vrsti.

2. Ukupna genska ekspresija zajednica eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana
pokazuje prostorno-vremensku dinamiku, ovisno o ekolo§kim uvjetima.

3. Prostorno-vremenske promjene u genskoj ekspresiji eukariotskog fitoplanktona sjevernog
Jadrana odrazavaju ekoloski znac¢ajne molekularne mehanizme fizioloskog odgovora kao
Sto su promjene u ekspresiji gena stani¢nog ciklusa, fotosintetskog aparata te gena vezanih

za odgovor na stresne uvijete u okoliSu.
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2. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju molekularnog fizioloskog odgovora eukariotskog fitoplanktona u ekosustavu
sjevernog Jadrana koriStena su dva komplementarna pristupa: transkriptomika i
metatranskriptomika. Transkriptomika se odnosi na istrazivanje in vitro odgovora monoklonalnih
kultura fitoplanktonskih vrsta na razliCite uvjete limitacije koli¢ine fosfata. Metatranskriptomika
se odnosi na istrazivanje in situ odgovora eukariotskih fitoplanktonskih zajednica na promjenjive
uvjete u okolisu.

U tu svrhu proizvedena su tri zasebna skupa podataka:

1. SJ transkriptomi - transkriptomi monoklonalnih kultura dijatomejskih vrsta izoliranih
iz sjevernog Jadrana,
2. LTRV meta — metatranskriptomi sa krstarenja ,,LTRV* (engl. Long Term Rovinj),

3. Po meta - metatranskriptomi s krstarenja ,,Po transekt*.

Za izradu transkriptoma koriStene su monoklonalne kulture iz zbirke fitoplanktonskih vrsta
Centra za istrazivanje mora Rovinj (CIM). Za izradu metatranskriptoma koristeni su bioloski uzorci
prikupljeni na LTRV i Po transekt krstarenjima, provedenih u 2021. godini. Krstarenje LTRV
provodi se od 2020. godine na dvije postaje, RV001 i RV004, udaljene jednu te Cetiri nauticke
milje od obale Rovinja. Krstarenje Po provodi se od 1971., a obuhvaca uzorkovanje na vise postaja
duz transekta Rovinj- usée rijeke Po.

Osnovni koraci u postupku izrade 1 obrade transkriptoma i metatranskriptoma obuhvacaju:
uzorkovanje, laboratorijsku obradu, bioinformaticku obradu te statistiCku analizu i vizualizaciju
rezultata. S obzirom na to da se pojedini koraci u postupku izrade i obrade transkriptoma i

metatranskriptoma razlikuju, u daljem tekstu objasnjeni su zasebno za svaki pristup.
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2.1. Izrada i obrada transkriptoma

Skup podataka SJ transkriptoma izraden je iz monoklonalnih kultura zbirke
fitoplanktonskih vrsta CIM-a. Skup podataka sadrzi 12 transkriptoma izradenih od 6 vrsta
dijatomeja izoliranih iz sjevernog Jadrana te uzgojenih u dva razli¢ita in vitro uvjeta dostupnosti

fosfora.

2.1.1. Uzorkovanje i uspostava monoklonalnih kultura

Uzorkovanje za izolaciju monoklonalnih kultura provedeno je na jednoj priobalnoj postaji
(RV001) i dvije morske postaje otvorenog mora (RV004, SJ101) (Tablica 1, Slika 2) vertikalnim
potezom planktonske mreze (promjer otvora 60 cm, duljina 2 m, veli¢ina oka 50 um) od dna do
povriine. Zivi mreni uzorak saduvan je do povratka na kopno. Vrste dijatomeja iz uzorka
identificirane su svjetlosnim mikroskopom (Zeiss AxioObserver, Zeiss Oberkochen, Njemacka) te
su monoklonalne kulture vrsta uspostavljene izolacijom pojedinaé¢nih ili lanaca stanica. Stanice su
uzgajane u F/2 mediju (Guillard, 1975) u inkubacijskoj komori (Memmert ICH110, Njemacka) s
ciklusom svjetlo - tama od 12:12 sati, u sterilnim bo¢icama za uzgoj organizama od 50 mL (Easy
Flasks, Nunclon, Danska) na temperaturi od 16 °C i intenzitetu osvjetljenja od 75 pmol fotona m
s

Uspostavljene monoklonalne kulture pridruzene su zbirci kultura fitoplanktonskih vrsta
Centra za istrazivanje mora sa pripadaju¢im kodom (Tablica 1). Odabrane vrste za izolaciju i uzgoj
u ovom istrazivanju uobi¢ajene su i reprezentativne vrste dijatomejske zajednice Jadrana (Slika 3).
Rast i brojnost uspostavljenih kultura praceni su svjetlosnim mikroskopom te su stanice prikupljene

na filter za daljnju ekstrakciju DNA kada su dosegle eksponencijalnu fazu rasta.

23



Tablica 1 Popratni podaci za skup podataka SJ transkriptoma: transkriptoma monoklonalnih
kultura. Vrsta — ime vrste dobiveno koncenzusom metoda svjetlosne mikroskopije i molekularne
identifikacije. Kod — identifikacijski kod monoklonalne kulture u zbirci fitoplanktonskih vrsta
Centra za istraZivanje mora u Rovinju. Datum uzorkovanja — datum terenskog uzorkovanja na
kojem je prikupljen uzorak za izolaciju vrste. Postaja — postaja na kojoj je prikupljen uzorak za
izolaciju vrste. Lat — geografska sirina. Lon - geografska duzina postaje. Eksperimentalni uvjet —

eksperimentalni uvjet u kojem je uzgojena kultura za izolaciju transkriptoma.

Datum . Eksperimentalni
Vrsta Kod | Postaja | Lat Lon ]
uzorkovanja uvjet
Chaetoceros protuberans F/2
CIM827 5.11.2015. RV001 | 45°08N | 13°61E
Lauder, 1864. P-limit
Skeletonema marinoi F/2
L CiM843 6.04.2016. SJ101 45°00N | 12°83E
Sarno i Zingone 2005. P-limit
Chaetoceros curvisetus F/2
CIM950 19.11.2020. | RV004 | 45°06N | 13°55E
Cleve 1889. P-limit
Chaetoceros danicus F/2
CIM964 11.12.2020. | RV004 | 45°06N | 13°55E
Cleve 1889. P-limit
Pseudo-nitzschia mannii F/2
CIM1008 | 23.7.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E
Amato i Montresor 2008. P-limit
Thalassiosira sp. F/2
CIM1063 | 22.12.2022. | SJ101 45°00N | 12°83E
Cleve, 1873. P-limit
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45.8°N
45.6°N
45.4°N
T 45.2°N

45.0°N

44 8°N

44.6°N %
12.5°E 13.0°E 13.5°F 14.0°E

Lon
Slika 2 Podrucje uzorkovanja. Polozaj postaja (RV001, RV004 i SJ10) u sjevernom Jadranu na

kojima su prikupljeni uzorci za izolaciju monoklonalnih kultura.

2.1.2. Molekularna identifikacija vrsta

Za molekularnu identifikaciju vrsta koristena su tri barkoda: V4 regija male ribosomalne
podjedinice (18S), D1-D3 regija velike ribosomalne podjedinice (28S) te 5'-kraj regije gena za
ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilazu (rbcL) (Prilog 1). 30 mL stani¢ne kulture filtrirano je na
celulozne filtere od 1,2 um (Merck Milipore) te su filteri pohranjeni na —80 °C do daljnje obrade.
Genomska DNA izolirana je pomocu DNeasy Plant Mini kita (Qiagen) prema uputama
proizvodaca. PCR amplifikacija barkodova provedena je koristenjem DreamTaq DNA polimeraze
(ThermoFisher Scientific). Reakcijska smjesa (25 pL) sadrzavala je 10 pL H20, 12,5 uLL DreamTaq
Master Mix-a (2X), 0,75 pL svake pocetnice (10 uM) i 1 pL genomske DNA (c <5 ng/uL). PCR
reakcije provedene su u uredaju SimpliAmp (Applied Biosystems) uz sljedece uvjete: pocetna
denaturacija pri 95 °C tijekom 5 minuta, zatim 33 ciklusa koji su ukljucivali 40 sekundi pri 95 °C,
40 sekundi pri 52 °C i 1 minutu pri 72 °C te zavrsni korak ekstenzije od 5 minuta pri 72 °C. PCR-

produkti procisc¢eni su pomoc¢u NucleoSpin Gel i PCR clean-up mini kita (Macherey—Nagel) prema
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uputama proizvodaca. Pro¢is¢eni PCR produkti sekvencirani su iz oba smjera Sanger metodom u
servisu Macrogen Europe (Nizozemska). Dobivene nukleotidne sekvence pohranjene su u
GenBank bazi podataka (Altschul i sur., 1990; Benson i sur., 2018) pod pristupnim brojevima:
PP838189-PP838194, PP839066-PP839071 i PP839974-PP839978. Za poravnanje i formiranje
konsenzus sekvenci koristen je softver Geneious (Kearse i sur., 2012). Daljnja filogenetska analiza

za svaki barkod provedena je takoder u Geneious nakon BLAST pretrage i usporedbe konsenzus
sekvenci s bazom podataka NCBI GenBank (Altschul i sur., 1990; Benson i sur., 2018).
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2.1.3. In vitro eksperimentalne inkubacije

Odabrane stani¢ne kulture dijatomeja podvrgnute su eksperimentalnim inkubacijama u dva
razli¢ita medija za rast koji su predstavljali uvjete razli¢ite dostupnosti fosfora. F/2 medij (F/2)
simulirao je uvjete bogate nutrijentima, a P-limit medij bez dodatka natrij-hidrogen fosfata (P-
limit) simulirao je uvjete ograni¢enja fosfora. Eksperimentalne inkubacije kultura u F/2
predstavljaju kontrolnu skupinu, dok inkubacije u P-limit predstavljaju eksperimentalnu skupinu.
Eksperimentalne inkubacije su provedene prema Smodlaka Tankovi¢ i sur., 2018 uz modifikacije.
Ukratko, 2 mL stani¢ne kulture je inokulirano u 200 mL odabranog medija (F/2 ili P-limit). Oba
medija pripremljena su koriStenjem morske vode iz sjevernog Jadrana, koja je cuvana u mraku
tijekom dva mjeseca i sterilizirana dvostrukom filtracijom kroz celulozne filtere veli¢ine pora 0,22
um (Merck Millipore) te prokuhavanjem u mikrovalnoj pecnici. Pripremljene F/2 i P-limit kulture
inkubirane su u inkubacijskoj komori (Memmert ICH110, Njemacka) s ciklusom svjetlo - tama od
12:12 sati, u sterilnim boc¢icama za uzgoj organizama od 250 mL (easy flasks, Nunclon, Danska)
na temperaturi od 16 °C i intenzitetu osvjetljenja od 75 umol fotona m™2 s™'. Kulture su pracene
svjetlosnim mikroskopom, a kada su dostigle gusto¢u od najmanje 10° stanica/L, inkubacije su
prekinute. Na kraju inkubacije, izmedu 40 1 200 mL svake kulture filtrirano je na celulozne filtere
od 1,2 pm (Merck Millipore, Njemacka). Volumen filtriranih kultura prilagoden je postignutoj
gustoci stanica kako bi se osiguralo da je za oba uvjeta rasta (F/2 i P-limit) prikupljen priblizno

jednak broj stanica po filteru. Filteri su pohranjeni na —80 °C do izolacije ukupne RNA.

2.1.4. 1zolacija ukupne RNA i sekvenciranje transkriptoma

Ukupna RNA izolirana je pomoc¢u PureLink Mini kita (Invitrogen) uz tretman PureLink
DNase (Invitrogen) DNazom izravno na koloni, prema uputama proizvodaca te prilagodeno
izolaciji s filtera. Filteri su uronjeni u 2,5 mL pufera za ?lizu stanica, a stanice su uklonjene s filtera
pipetiranjem, vortexiranjem i inkubacijom na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta. Dobiveni lizat
centrifugiran je pri 12 000xg tijekom 5 minuta. Supernatant je prebacen u sterilne epruvete te je
daljnja obrada ukljucivala vezanje RNA na kolonu, ispiranje i eluciju. Izolirana ukupna RNA

pohranjena je na —80 °C do slanja na sekvenciranje transkriptoma. Provjera kvalitete ukupne RNA,
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priprema knjiznica i sekvenciranje provedeni su u servisu Macrogen Europe (Nizozemska).
Kvaliteta RNA procijenjena je pomocu uredaja Agilent 2200 TapeStation System (Agilent
Technologies, Sjedinjene Americke Drzave). Priprema knjiznica 1 sekvenciranje provedeni su

pomoc¢u TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep kita te tehnologije NovaSeq 6000 PE Illumina.

2.1.5. Bioinformaticka obrada transkriptoma

Bioinformatic¢ka obrada sekvenciranih transkriptoma provedena je koriStenjem raCunarstva
visokih performansi (engl. High performance computing) na raCunalnim klasterima Supek
(https://wiki.srce.hr/spaces/NR/pages/121964442/Supek) i Padobran
(https://wiki.srce.hr/spaces/NR/pages/144554737/Padobran) Sveudilisnog raCunalnog centra u
Zagrebu. Osnovni koraci bioinformaticke obrade transkriptoma ukljucivali su: proci§¢avanje
podataka, de novo sklapanje, mjerenje razine ekspresije (kvantifikaciju) te funkcionalnu anotaciju.
Rezultat sekvenciranja transkriptoma (,,sirovi podaci®) su obostrani (engl. pair-end) kratki
nukleotidni sljedovi veli¢ine 150 parova baza (pb).

Pocetni korak prociS¢avanja sirovih podataka od rRNA nukleotidnih sljedova proveden je
uz pomo¢ racunalnog alata SortMeRNA (v4.3.6) (Kopylova i sur.,, 2012) s datotekom
smr_v4.3 default db.fasta kao referencom. Procis¢avanje podataka od nukleotidnih sljedova niske
kvalitete provedeno je uz pomo¢ alata Trimmomatic (v0.39) (Bolger i sur., 2014) uz postavke:
Klizni okvir 5:20 i minimalna duljina 50 pb. Pro¢is¢eni nukleotidni sljedovi provjereni su alatima
FASTQC (v0.11.8) (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) i MULTIQC
(v1.13) (https://github. com/ewels/MultiQC).

Transkripti su de novo sastavljeni alatom Trinity (v2.15.0) (Grabherr i sur., 2011) uz
standardne  postavke.  Koriste¢i  alat  TransDecoder  (v5.7.0)  (https://githubcom/
TransDecoder/Trans Decoder) predviden je otvoreni okvir Citanja (engl. Open reading frame -
ORF), tj. proteinski slijed, uz standardne postavke.

Kvantifikacija proteinskih sljedova provedena je alatom Salmon (v1.9.0) (Patro i sur.,
2017), s indeksom konstruiranim za proteinske sljedove svakog uzorka zasebno. Vrijednost

Htranskripti po milijunu‘ (engl. transcripts per milion - TPM), dobivena Salmonovim algoritmom,

28



koristena je kao normalizirana vrijednost ekspresije proteinskog slijeda. Proteinski sljedovi sa TPM
vrijednosti jednakom nuli filtrirani su i iskljuceni iz daljnje analize.

Funkcionalna anotacija proteinskih sljedova provedena je pomocu alata naziva ,,eggNOG-
mapper* (Huerta-Cepas i sur., 2017) (u daljnjem tekstu eggNOG-alat) putem BioBam OmicsBox
softvera (OmicsBox—Bioinformatics Made Easy, BioBam Bioinformatics, March 3, 2019, https://
www. biobam. com/ omics box). Cilj je bio dobiti anotacije temeljene na eggNOG (Huerta-Cepas
i sur., 2019), KEGG (Kanehisa i Goto, 2000) i GO (Consortium, 2004) bazama podataka.
Proteinski sljedovi koji su zadovoljili pragove e-vrijednosti (engl. e-value) te bit-bodovanja (engl.
bitscore) od 1 x 10~° odnosno 50, smatrani su uspje$no anotiranima.

Uz pomoc¢ algoritma za predvidanje taksonomske pripadnosti koji je dio eggNOG-alata
proteinskim sljedovima pridruzena je taksonomska pripadnost. Proteinski sljedovi koji su
odgovarali taksonomskoj razini Bacillariophyta (dijatomeje) koristeni su u daljnjoj funkcionalnoj
analizi. U bazi eggNOG, 70% ortolognih grupa koje pripadaju dijatomejama funkcionalno su
anotirane, dok ostalih 30% ortolognih grupa nema poznatu funkciju. Stoga funkcionalna anotacija
temeljena na eggNOG bazi omoguéava distinkciju izmedu proteinskih sljedova poznate funkcije

te proteinskih sljedova nepoznate funkcije, ali identificiranih u dostupnim genomima dijatomeja.

2.1.6. Usporedba sa transkriptomima iz baze MMETSP

U svrhu procjene kvalitete dobiveni transkriptomi usporedeni su sa transkriptomima istih
vrsta iz baze MMETSP. U ovoj analizi koriStene su datoteke generirane u L. K. Johnson i sur.,
2019. Sedam transkriptoma vrste Skeletonema marinoi (kodovi: MMETSP0319, MMETSP0320,
MMETSP0918, MMETSP0920, MMETSP1039, MMETSP1040, MMETSP1428) te Ccetiri
transkriptoma vrste Chaetoceros curvisetus (kodovi: MMETSP0716, MMETSP0717,
MMETSP0718, MMETSP0719) generiranih iz kultura uzgojenih u razli¢itim uvjetima rasta
pronadeno je u MMETSP bazi. Preuzete datoteke ukljucivale su: predvidene proteinske sljedove
(https://zenodo.org/records/257026), kvantifikacijske datoteke
(https://zenodo.org/records/257145) te datoteke S imenima kontiga
(https://zenodo.org/records/3247846). Popratni podaci preuzeti su iz baze NCBI Biosample za
projekt (engl. Bioproject) pod pristupnim brojem PRJIJNA231566 (Tablica 2). Sli¢no

transkriptomima generiranim u ovom radu, predvideni proteinski sljedovi iz MMETSP-a
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generirani su pomocu alata TransDecoder, a datoteke kvantifikacije pomocu alata Salmon (L. K.
Johnson i sur., 2019). Proteinski sljedovi funkcionalno su anotirani istim bioinformatickim
postupkom kao i SJ transkriptomi, koriste¢i eggNOG-alat. Proteinski sljedovi sa zbrojem jednakim
nuli, filtrirani su 1 iskljuceni iz daljnje analize. Transkriptomi pod kodom MMETSP0716 i
MMETSP0717 isklju€eni su iz analize zbog nedovoljnog broja predvidenih proteinskih sljedova
(6) 1 nedostupnosti kvantifikacijske datoteke.

Tablica 2 Popratni podaci za MMETSP skup podataka. Kod — identifikacijski kod uzorka u bazi
NCBI Biosample. Vrsta — ime vrste pridruzeno uzorku iz baze. Geografska regija — geografska
regija iz koje je vrsta izolirana. Eksperimentalni uvjet — eksperimentalni uvjet u kojem je uzgojena

kultura za izolaciju transkriptoma.

Kod Vrsta Geografska regija | Eksperimentalni uvjet
MMETSP0319 | Skeletonema marinoi Balti¢ko more F/2 (-Si -Cu)
MMETSP0320 | Skeletonema marinoi Sjeverno more F2
MMETSP0918 | Skeletonema marinoi Atlantski ocean F/2
MMETSP0920 | Skeletonema marinoi Atlantski ocean F2 - Si
MMETSP1039 | Skeletonema marinoi Jadransko more F/2 — light
MMETSP1040 | Skeletonema marinoi Jadransko more F/2 + light
MMETSP1428 | Skeletonema marinoi Tihi ocean Standardni Aquil
MMETSPO0718 | Chaetoceros curvisetus | Tihi ocean ASW - NOs
MMETSPO0719 | Chaetoceros curvisetus | Tihi ocean ASW + nokodazol

2.1.7. Funkcionalna analiza SJ transkriptoma

Proteinski sljedovi koji su odgovarali taksonomskoj razini Bacillariophyta (dijatomeje)
izdvojeni su te je na njima provedena funkcionalna analiza u programskom jeziku R (Team, 2024).
Zbog malog broja proteinskih sljedova s dodijeljenom KEGG.KO anotacijom (465) transkriptomi
vrste Chaetoceros protuberans izostavljeni su iz funkcionalne analize. Za procjenu slicnosti u
funkcionalnom sastavu transkriptoma koriStena je analiza nemetri¢kog viSedimenzionalnog
skaliranja (engl. Non-Metric Multidimensional Scaling - NMDS) temeljena na Bray-Curtisovoj
udaljenosti provedena u paketu “vegan” (Oksanen i sur., 2013). Za procjenu statisticke znacajnosti

razlika u eksperimentalnom uvjetu i vrsti koriStena je permutacijska multivarijatna analiza
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varijance (PERMANOVA). Funkcije “vegdist” i “metaMDS” koriStene su za izraCunavanje Bray-
Curtisove udaljenosti i provodenje NMDS analize, dok je funkcija “adonis2” koriStena za
PERMANOVA analizu.

TPM vrijednosti zbrojene su za jedinstvene KEGG.KO anotacije i jedinstvene KEGG
metaboli¢ke putove. Ekspresija odabranih KEGG metabolickih puteva i gena vizualizirana je
stupcCastim grafikonima u paketu ggplot2 (Wickham, 2016). Odabrani su KEGG metabolicki putovi
iz Cetiri kategorije: metabolizam (engl. Metabolism), obrada genetskih informacija (engl. Genetic
information processing), obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information
Processing) I Stani¢ni procesi (engl. Cellular processes)
(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) koji predstavljaju osnovne stani¢ne funkcije:
stanicno disanje, fotosintetske reakcije, stani¢ni ciklus, transkripciju te metabolizam masnih
Kiselina.

Pregledom literature odabrani su geni identificirani kao klju¢ni za prilagodbu eukariotskog
fitoplanktona na uvjete ograni¢ene dostupnosti fosfora (vidi poglavlje 1.3.2.). Medu njima su geni
povezani s akvizicijom organskog i anorganskog fosfora, skladistenjem PolyP-a, recikliranjem

unutar stani¢nih rezervi kao i sredi$nji gen ukljucen u klatrin-posredovanu endocitozu (Tablica 3).

Tablica 3 Geni koji sudjeluju u prilagodbi fitoplanktona na uvjete ogranicenja fosforom.

Geni/proteini od interesa Primjeri iz literature Fiziolo$ka prilagodba na ogranicenje fosforom
Transporteri anorganskog fosfora SLC, PHO i ostali Akvizicija anorganskog fosfora
Alkalne fosfataze PhoA, PhoV, PhoX, PhoD i ostali | Akvizicija organskog fosfora
Fosfodiesteraze PLD i ostali Akvizicija organskog fosfora
Transporteri fosfonata phnW, phnX i ostali Akvizicija organskog fosfora
Klatrin klatrin i podjedinice klatrina Klatrinom posredovana endocitoza
Egzofosfataze PPX Akvizicija organskog fosfora
Endofosfataze PPN Akvizicija organskog fosfora
Vakuolarni transportni ¢aperoni VTC1l-4 Akvizicija organskog fosfora
Fosfolipaze C, D i ostale Recikliranje unutarstani¢nih rezervi fosfora
Sulfolipidna sintaza SQD2 Recikliranje unutarstani¢nih rezervi fosfora
Monogalaktosil-diacilglicerol sintaza | MGD2 Recikliranje unutarstani¢nih rezervi fosfora
Anorganske pirofosfataze razne Recikliranje unutarstani¢nih rezervi fosfora
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2.2. Izrada i obrada metatranskriptoma

Skupovi podataka LTRV meta te Po meta izradeni su iz prirodnih zajednica uzorkovanih
na krstarenjima LTRV i Po transekt u 2021. godini. Skup podataka LTRV meta sadrzi 24
metatranskriptoma izoliranih iz uzoraka prikupljenima na dvije postaje kroz 12 krstarenja
istrazivackim brodom Burin. Skup podataka Po meta sadrzi 12 metatranskriptoma izoliranih iz

uzoraka prikupljenima na Cetiri postaje kroz dva krstarenja istrazivackim brodom Vila Velebita.

2.2.1. Uzorkovanje zajednice i prikupljanje okolisnih parametara

Mjesecna krstarenja LTRV provedena su od travnja 2021. do ozujka 2022. godine (Tablica
4). Uzorci su prikupljeni na jednoj obalnoj (RV001) i jednoj postaji otvorenog mora, (RV004)
(Tablica 4, ). Dva Po trensekt krstarenja su provedena 2021. godine, jedno u lipnju i jedno u
ozujku, a uzorkovane su Cetiri postaje na transektu Rovinj — usée rijeke Po: RV001, SJ107, SJ101
te SJ108 (Tablica 5, Slika 4). Bioloski uzorci prikupljani su vertikalnim potezom planktonskom
mrezom (promjer otvora 60 cm, duljina 2 m, veli¢ina oka 50 pm) od dna do povrSine na svim
postajama krstarenja LTRV i Po (Tablica 4 i Tablica 5). Dodatno, na postaji SJ108 krstarenja Po,
Niskinovim crpcima prikupljeni su biologki uzorci na dubinama 5 i 20 m (Tablica 5). Zivi mrezni
uzorci odmah po vadenju iz mora filtrirani su na celulozne filtere od 1,2 um (Merck Milipore) do
zasicenja te smrznuti u tekuéem dusiku. 2,5 L uzorka morske vode iz Niskinovih crpaca filtrirano
je na polikarbonatne filtere od 0,8 um (Merck Milipore) te smrznuto u teku¢em dusiku. Po dolasku
na kopno filteri sa uzorcima pohranjeni su na -80 °C do izolacije ukupne RNA.

Okoli$ni parametri prikupljani su na oba krstarenja na isti nacin. Mjerenja temperature i
saliniteta provedena su pomoc¢u CTD (engl. conductivity—temperature—depth) sonde SBE 25
Sealogger (Sea-Bird Electronics, Inc., Bellevue, Washington, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).
Koncentracije nutrijenata analizirane su spektrofotometrijskim metodama prema Ivancic¢ i
Degobbis (1984) te Parsons i sur. (1984), koriste¢i spektrofotometar Shimadzu UV-1800, a
ukljucivale su: nitrat (NOs"), nitrit (NO2"), amonijak (NHa4"), ortofosfat (PO+*") 1 ortosilikat (SiO4").

Analize ukupnog otopljenog fosfora (Total_P) provedene su metodom kemijske oksidacije
s persulfatom (Menzel i Corwin, 1965). Koncentracija otopljenog organskog fosfora (DOP)

izraCunata je oduzimanjem koncentracije PO+~ od Total P. Otopljeni anorganski dusik (DIN)
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odreden je kao zbroj koncentracija NOs~, NO2~ i NH4". Omjer nitrata i ortofosfata (NOs:PO4*")

izraCunat je kako bi se utvrdilo prelazi li Redfieldov omjer (N:P = 16:1) prema opisu Redfield i

sur. (1963).

Tablica 4 Popratni podaci za skup podataka LTRV meta: metatranskriptomi sa krstarenja LTRV.

Uzorak — identifikacijski kod uzorka. Datum uzorkovanja — datum terenskog uzorkovanja na

kojemu je prikupljen uzorak. Postaja — postaja na kojoj je prikupljen uzorak. Lat — geografska

Sirina. Lon - geografska duzina postaje. Sezona — kalendarsko godisnje doba u kojem je prikupljen

uzorak.
Uzorak Datum uzorkovanja | Postaja | Lat Lon Sezona | Alat uzorkovanja
LTRV113 19.4.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Prolje¢e | Planktonska mreza
LTRV114 19.4.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Prolje¢e | Planktonska mreza
LTRV121 21.5.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Prolje¢e | Planktonska mreza
LTRV122 21.5.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Proljeée | Planktonska mreza
LTRV129 11.6.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Prolje¢e | Planktonska mreza
LTRV130 11.6.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Prolje¢e | Planktonska mreza
LTRV137 23.7.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV138 23.7.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV145 20.8.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV146 20.8.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV153 22.9.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV154 22.9.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Ljeto Planktonska mreza
LTRV161 20.10.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Jesen Planktonska mreza
LTRV162 20.10.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Jesen Planktonska mreza
LTRV169 24.11.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Jesen Planktonska mreza
LTRV170 24.11.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Jesen Planktonska mreza
LTRV177 15.12.2021. RV001 | 45°08N | 13°61E | Jesen Planktonska mreza
LTRV178 15.12.2021. RV004 | 45°06N | 13°55E | Jesen Planktonska mreza
LTRV185 14.1.2022. RV001 | 45°08N | 13°61E | Zima Planktonska mreza
LTRV186 14.1.2022. RV004 | 45°06N | 13°55E | Zima Planktonska mreza
LTRV193 16.2.2022. RV001 | 45°08N | 13°61E | Zima Planktonska mreza
LTRV194 16.2.2022. RV004 | 45°06N | 13°55E | Zima Planktonska mreza
LTRV201 15.3.2022. RV001 | 45°08N | 13°61E | Zima Planktonska mreza
LTRV202 15.3.2022. RV004 | 45°06N | 13°55E | Zima Planktonska mreza
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Tablica 5 Popratni podaci za skup podataka Po meta: metatranskriptomi sa krstarenja Po. Uzorak
— identifikacijski kod uzorka. Datum uzorkovanja — datum terenskog uzorkovanja na kojemu je
prikupljen uzorak. Postaja — postaja na kojoj je prikupljen uzorak. Lat — geografska sirina. Lon -
geografska duzina postaje. Dubina — dubina na kojoj je prikupljen uzorak. Sezona — kalendarsko

godisnje doba u kojem je prikupljen uzorak.

Uzorak | Datum uzorkovanja Postaja Lat Lon Dubina Sezona | Alat uzorkovanja
PO99 15.6.2021 RV001 45°08N 13°61E | Vertikalni potez | Proljece | planktonska mreza
PO101 15.6.2021 SJ107 13°32N 45°05E | Vertikalni potez | Proljece | planktonska mreza
PO103 15.6.2021 SJ101 44°99N 12°83E | Vertikalni potez | Proljece | planktonska mreza
PO105 15.6.2021 SJ108 12°75N 44°76E | Vertikalni potez | Prolje¢e | planktonska mreza
PO107 15.6.2021 SJ108_5 12°75N 44°76E 5m Proljece niskinov crpac
PO108 15.6.2021 SJ108_20 12°75N 44°76E 20m Proljece niskinov crpac
PO131 13.9.2021 RV001 45°08N 13°61E | Vertikalni potez ljeto planktonska mreza
PO133 13.9.2021 SJ107 13°32N 45°05E | Vertikalni potez ljeto planktonska mreza
PO135 13.9.2021 SJ101 44°998E | 12°83N | Vertikalni potez ljeto planktonska mreza
PO137 13.9.2021 SJ108 12°75N 44°76E | Vertikalni potez ljeto planktonska mreza
PO139 13.9.2021 SJ108 5 | 12°75N | 44°76E 5m ljeto niskinov crpac
PO140 13.9.2021 SJ108_20 | 12°75N | 44°76E 20m ljeto niskinov crpac
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Slika 4 Podrucje uzorkovanja. Postaje RV00I, RV004, SJ101, SJ107 i SJ108 na kojima su
vertikalnim potezima planktonskim mrezama i\l Niskinovim crpcima prikupljeni bioloSki uzorci
za izolaciju metatranskriptoma te okolisni podaci. Postaje RV001 i RV004 uzorkovane su na
krstarenjima LTRV. Postaje RV001, SJ107, SJ101 i SJ108 uzorkovane su na krstarenjima Po

transektom.

2.2.2. 1zolacija ukupne RNA i sekvenciranje metatranskriptoma

Ukupna RNA izolirana je prema istom protokolu kao i ukupna RNA za sekvenciranje
transkriptoma (vidi poglavlje 4.1.4. 1zolacija ukupne RNA i sekvenciranje transkriptoma). Provjera
kvalitete ukupne RNA, priprema knjiznica i sekvenciranje provedeni su u servisu AllGenetics
(Spanjolska). Kvaliteta RNA procijenjena je pomocu uredaja Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Priprema knjiznica i sekvenciranje provedeni su
pomo¢u NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep kit-a te tehnologije NovaSeq PE150

IHlumina.
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2.2.3. Bioinformaticka obrada metatranskriptoma

Bioinformaticka obrada metatranskriptoma provedena je kao i za transkriptome,
koristenjem raCunarstva visokih performansi (engl. High performance computing) na ra¢unalnim
klasterima Supek i Padobran SveuciliSnog racunalnog centra u Zagrebu. Osnovni koraci bili su isti
kao i za transkriptome uz jedan dodatni korak. Osnovni koraci: proci§¢avanje podataka, de novo
sklapanje, mjerenje razine ekspresije (kvantifikaciju) provedeni su na jednak nacin (vidi poglavlje
2.1.5.). Korak funkcionalne anotacije ukljucivao je iste alate kao i za transkriptome, ali cilj je bio
dobiti anotacije temeljene na bazi KEGG (Kanehisa i Goto, 2000).

Dodatni korak ukljucivao je taksonomsku anotaciju temeljenu na bazi MMETSP (Keeling
i sur., 2014.). Taksonomska anotacija proteinskih sljedova provedena je koristec¢i alat EUKulele
(Krinos i sur., 2020) sa standardnim postavkama. Rezultati taksonomske i funkcionalne anotacije
te kvantifikacije proteinskih sljedova objedinjeni su u jedinstvenu tablicu te koristeni u daljnjoj
obradi podataka. Ova tablica javno je dostupna u bazi European Nucleotide Archive (ENA) pod

pristupnim brojem PRIEB87874 zajedno sa sirovim nukleotidnim sljedovima.

2.2.4. Dodjeljivanje taksonomske pripadnosti fitoplanktonskim grupama

Zadana taksonomija za MMETSP bazu EUKulele alata koriStena je za dodjeljivanje
taksonomske pripadnosti fitoplanktonskim grupama, proteinskim sljedovima. Od anotiranih
koljena za analizu su odabrana samo ona koja sadrze fotosintetske i miksotrofne predstavnike.
Informacije o trofickim karakteristikama skupina prikupljene su pregledom literature. Uz
opisivanje funkcionalne sukcesije fitoplanktonskih grupa cilj taksonomske anotacije bio je i opisati
sukcesiju fitoplanktonske zajednice na nacin sli¢an studijama temeljenima na svjetlosnoj
mikroskopiji. Odabrana koljena (engl. Phylum) fitoplanktona ukljudivala su Dinoflagellata,
Ochrophyta, Haptophyta, Chlorophyta i Cryptophyta. Koljeno Ochrophyta dodatno je podijeljeno
u dvije kategorije: razred Bacillariophyta (dijatomeje) i ,,ostali Ochrophyta®, koja je obuhvacala
razred Bolidophyceae, Chrysophyceae, Dictyophyceae, Pelagophyceae, Pinguiophyceae,
Raphidophyceae, Synchromophyceae, Synurophyceae i Xanthophyceae,kako bi se omogucile

zasebne rasprave.
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Dobivenih Sest grupa od interesa ukljucuju koljena: Dinoflagellata, Haptophyta,
Chlorophyta i Cryptophyta te razrede koljena Ochrophyta; Bacillariophyta (dijatomeje) i sve ostale
razrede objedinjene pod nazivom ,,ostali Ochrophyta“. Ovih Sest grupa smatrano je pripadnicima
fitoplanktonske zajednice, tj. u daljnjem tekstu fitoplanktonskim grupama.

Ostala identificirana koljena, koja su pretezno ukljucivala heterotrofne ¢lanove zajednice,
svrstana su u grupu ,,Ostali eukarioti®, koja je obuhvacala koljena: Apicomplexa, Cercozoa,
Ciliophora, Discoba, Foraminifera, Glaucophyta, Lobosa, Opalozoa, Rhodophyta,
Choanoflagellida, Conosa, Discosea, Fungi, Hacrobia, Perkinsea, Stramenopiles i Sagenista.
Proteinski sljedovi koji nisu uspjesno dodijeljeni nijednom MMETSP koljenu svrstani su u grupu

,,Neklasificirani®.

2.2.5. Normalizacija kvantifikacije izmedu grupa

Kvantifikacija proteinskih sljedova alatom Salmon rezultirala je trima vrijednostima: duljinom
proteinskog slijeda, brojem kratkih nukleotidnih sljedova povezanih sa pripadajuc¢im proteinskim
sljedovima (skraceno: broj o€itanja) te vrijedno$c¢u transkripata po milijunu (engl. Transcripts per
milion - TPM). Dobivene TPM vrijednosti zbrojene su na razini koljena (engl. Phylum), a zbroj
vrijednosti (TPMSum) koriSten je za usporedbu relativnih udjela u ukupnoj metabolickoj aktivnosti
zajednice ciljanih fitoplanktonskih grupa unutar uzorka i izmedu uzoraka. U daljnjem tekstu

navode se kao: TPM vrijednosti normalizirane izmedu grupa.

2.2.6. Normalizacija kvantifikacije unutar grupa

U svrhu usporedbe metabolicke aktivnosti pojedine grupe izmedu uzoraka TPM-
normalizacija provedena je zasebno za svaku fitoplanktonsku grupu. Na taj nain omoguéena je
usporedba metabolicke aktivnosti unutar grupe bez utjecaja ukupne zajednice, tj. ostalih grupa. Za

ovaj izracun Kkoristena je formula (Zhao i sur., 2021) :

i 1
TPM; = — X - x 10°
l; Z'%
iT
j
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gdje i predstavlja proteinski slijed od interesa, a j predstavlja uzorak; g predstavlja broj ocitanja, a

| duljinu proteinskog slijeda (u kilobazama). Skalirajuci faktor, Y. ; %, predstavlja zbroj oc€itanja
J

svih kratkih nukleotidnih sljedova koji pripadaju odredenoj fitoplanktonskoj grupi u uzorku j,
podijeljen sa njthovom duljinom. U ovoj jednadzbi, za duljinu proteinskog slijeda i broj ocitanja,
koriStene su vrijednosti generirane softverom Salmon. Izracunate TPM vrijednosti zbrojene su za
proteinske sljedove iste taksonomske i funkcionalne anotacije (KEGG.KO) na razini grupe i/ili
roda te koristene za usporedbu metabolicke aktivnosti jedne fitoplanktonske grupe izmedu uzoraka.
Takoder, ove vrijednosti koriStene su kako bi se prikazala funkcionalna sukcesija metabolickih
putova i gena jedne fitoplanktonske grupe. U daljnjem tekstu navode se kao: TPM vrijednosti

normalizirane unutar grupa.

2.2.7. Analize ordinacije

Sve statisti¢ke analize vezane uz ordinacije provedene su koriStenjem programskog jezika
R (Team, 2024) i pripadajuceg programskog paketa “vegan” (Oksanen i sur., 2013).

Za procjenu slicnosti u funkcionalnom sastavu zajednice kroz godiSnja doba i postaje
koriStena je analiza nemetrickog viSedimenzionalnog skaliranja (engl. Non-Metric
Multidimensional Scaling - NMDS) temeljena na Bray-Curtisovoj udaljenosti. Provedene su
zasebne analize za ukupnu fitoplanktonsku zajednicu te za Sest ciljanih fitoplanktonskih grupa
pojedina¢no. U NMDS-analizi cijele fitoplanktonske zajednice TPM vrijednosti normalizirane
izmedu grupa zbrojene su na razini gena. Sli¢no tome, za NMDS analizu pojedina¢nih grupa, TPM
vrijednosti normalizirane unutar grupa zbrojene su na razini gena. Za procjenu statisticke
znacajnosti razlika u sastavu zajednice koriStena je permutacijska multivarijantna analiza varijance
(PERMANOVA). Funkcije “vegdist” i “metaMDS” koristene su za izra¢unavanje Bray-Curtisove
udaljenosti i provodenje NMDS analize, dok je funkcija “adonis” korisStena za PERMANOVA
analizu.

Kako bi se istrazila povezanost funkcionalnog sastava Sest ciljanih fitoplanktonskih grupa
s okolisnim parametrima, provedena je redundancijska analiza (engl. Redundancy Analysis - RDA).
Okolisne varijable ukljucivale su koncentracije ukupnog anorganskog dusika (DIN), ukupnog

fosfora (Total P) i ortosilikata (SiO47) te temperaturu (°C) i salinitet (Sal). U analizi su koriStene
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prosjecne vrijednosti ovih varijabli izra¢unate na temelju mjerenja na tri dubine (0, 5 1 20 m). Kako
bi se smanjio utjecaj visoko zastupljenih gena, prije analize provedena je log2 transformacija TPM
vrijednosti normaliziranih unutar grupa. RDA-analiza provedena je pomo¢u funkcije “rda”, dok je
prilagodba okoliSnih vektora izvedena pomocu funkcije “envfit”. StatistiCka znacajnost
generiranog RDA modela procijenjena je permutacijskom ANOVA analizom koriStenjem funkcije

“anova”, ¢ime su identificirani klju¢ni okoli$ni faktori.

2.2.8. Obrasci ekspresije gena i metabolickih putovaa

U svrhu procjene razine ekspresije pojedinacnih gena izraCunati su srednja vrijednost,
varijanca i kvartili TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupa, za jedinstvene KEGG.KO
anotacije.

Za interpretaciju skupa podataka LTRV meta odabrano je 60 gena s najvisim srednjim
vrijednostima. Prostorno-vremenski obrasci ekspresije ovih gena vizualizirani su pomocéu
toplinskih mapa (engl. heatmaps) generiranih koristenjem paketa “pheatmap” (Kolde, 2019) u R-
u. Hijerarhijsko grupiranje primijenjeno je za grupiranje gena sli¢ne transkripcijske aktivnosti,
koriste¢i euklidsku udaljenost kao mjeru slicnosti. Kako bi se istraZio cjelokupni metabolicki profil
zajednice, KEGG.KO anotacijama dodijeljeni su pripadaju¢i KEGG metabolicki putovi. Potom su
TPM wvrijednosti normalizirane unutar grupa agregirane na temelju pripadnosti KEGG
metaboli¢kim putovima. Odabrani su KEGG metabolicki putovi iz Cetiri kategorije, relevantne za
interpretaciju funkcionalne sukcesije eukariotskog fitoplanktona. To su kategorije: metabolizam
(engl. Metabolism) , obrada genetskih informacija (engl. Genetic information processing), obrada
informacija iz okolisa (engl. Environmental information Processing) i stani¢ni procesi (engl.
Cellular processes) (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Obrasci ekspresije odabranih
KEGG metabolickih putovaa za skup podataka LTRV meta vizualiziran je pomocu toplinskih mapa
generiranih paketom “pheatmap” (Kolde, 2019.) u R-u, bez primjene grupiranja.

Za interpretaciju skupa podataka Po meta odabrani su geni od interesa povezani S
metabolizmom fosfora. Pregledom literature odabrani su geni identificirani kao klju¢ni za
prilagodbu eukariotskog fitoplanktona na uvjete ograni¢ene dostupnosti fosfora (vidi poglavlje

1.3.2. i Tablica 3). Medu njima su geni povezani s akvizicijom organskog i anorganskog fosfora,
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skladiStenjem PolyP-a, recikliranjem unutar stani¢nih rezervi kao i sredis$nji gen ukljucen u klatrin-
posredovanu endocitozu. Prostorno-vremenski obrasci ekspresije ovih gena vizualizirani su
pomocu toplinskih mapa (engl. heatmaps) generiranih koriStenjem paketa “pheatmap” (Kolde,
2019) u R-u. Hijerarhijsko grupiranje primijenjeno je za grupiranje gena i uzoraka sli¢ne

transkripcijske aktivnosti, koristec¢i euklidsku udaljenost kao mjeru sli¢nosti.
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3. REZULTATI
3.1. Skup podataka SJ transkriptomi

3.1.1. Struktura skupa podataka SJ transkriptomi

Sekvenciranje transkriptoma Sest vrsta dijatomeja uzgojenih u dva in vitro uvjeta
dostupnosti fosfora (F/2 i P-limit) rezultiralo je s u prosjeku 43.261.377 kratkih nukleotidnih
sljedova po knjiznici (uzorku) (Tablica 6). Nakon pro¢i§¢avanja podataka preostalo je u prosjeku
30.431.575 kratkih mRNA nukleotidnih sljedova po uzorku, a ukupni skup podataka sadrzi
365.178.904 kratkih mRNA nukleotidnih sljedova (Tablica 6). De novo je sklopljeno u prosjeku
64.932 transkripata po uzorku, tj. ukupni skup podataka sadrzi 779.184 transkripata prosjecne
duljine 731 pb (Tablica 6). Algoritmom za predvidanje otvorenog okvira Citanja predvideno je u
prosjeku 35.248 proteinskih sljedova po uzorku, odnosno ukupno 422.974 proteinskih sljedova u
cjelokupnom skupu podataka. Kada su otklonjeni proteinski sljedovi sa zbrojem jednakim nuli,
kona¢ni skup podataka SJ transkriptoma sadrzava 106.274 proteinskih sljedova, odnosno u

prosjeku 8.856 proteinskih sljedova po uzorku (Tablica 6).
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Tablica 6 Pregled konacnog skupa podataka SJ transkriptoma kroz korake bioinformaticke obrade
za svaku kulturu te eksperimentalni uvjet. Kod — identifikacijski kod monoklonalne kulture u zbirci
fitoplanktonskih vrsta Centra za istrazivanje mora u Rovinju. Vrsta — ime vrste dobiveno
konsenzusom metoda svjetlosne mikroskopije i molekularne identifikacije. Eksperimentalni uvjet —
eksperimentalni uvjet u kojem je uzgojena kultura za izolaciju transkriptoma. Kratki nukleotidni
sljedovi — broj kratkih nukleotidnih sljedova (sirovi podaci). Prociséeni kratki nukleotidni sljedovi
(mRNA) — broj kratkih mRNA nukleotidnih sljedova nakon otklanjanja rRNA sljedova te sljedova
niske kvalitete. Transkripti — broj de novo sklopljenih transkripata. Prosjecna duljina transkripta
(pb) — prosjecna duljina transkripata u transkriptomu. Predvideni proteinski sljedovi — broj
proteinskih sljedova preostalih nakon otklanjanja onih sa zbrojem jednakim nuli.

SortMeRNA i .
Trimmomatic Trinity Transdecoder
Procisceni Prosjetna
Eksperimentalni | <ratki ) kratki | duljina Predvideni
Kod Vrsta . nukleotidni | nukleotidni | Transkripti - proteinski
uvjet - - - - transkripata . -
sljedovi sljedovi (pb) sljedovi
(MRNA) P
CIM827 Chaetoceros F/2 43.869.248 | 35.892.984 4.204 971 954
protuberans P-limit 46.060.370 | 19.291.546 55.259 561 6.623
CiMeas | Skeletonema Fi2 47.142.298 | 43.905.102 64.544 1011 16.193
marinoi P-limit 46.959.304 | 36.962.568 70.298 709 10.695
CiMoso | Chaetoceros FI2 45.113.058 | 34.955.780 50.374 898 9.715
curvisetus P-limit 35.562.540 7.855.370 22.886 350 954
CiMogs | Chaetoceros FI2 41.065.412 | 36.587.302 75.087 917 12.112
danicus P-limit 35.182.380 | 23.446.778 63.106 866 8.551
Pseudo- F2 46.749.028 | 36.708.516 52.978 687 8.235
CIM1008 nitzschia —
manni P-limit 43.417.630 | 16.183.690 34.986 505 3.244
Sp. P-limit 49.200.702 | 44.147.886 177.452 807 23.321

Daljnja analiza kona¢nog skupa podataka SJ transkriptoma ukljucila je funkcionalnu
anotaciju kako bi se proteinskim sljedovima pridruzila identifikacijska oznaka iz tri baze, tj.
eggNOG opis (engl. eggNOG description) te GO i KEGG.KO anotacije, ali i taksonomska
pripadnost. Koriste¢i eggNOG alat, uspjeSno je funkcionalno anotirano 91,5% tj., 97.271
proteinskih sljedova iz kona¢nog skupa podataka SJ transkriptoma. Anotirani proteinski sljedovi
podijeljeni su u dvije kategorije: proteinski sljedovi poznate funkcije te proteinski sljedovi
nepoznate funkcije, ali identificirani u genomima dostupnim u eggNOG bazi. Ukupno je 75.682
proteinskih sljedova (u prosjeku 6.307 po uzorku) dobilo barem jednu funkcionalnu anotaciju, dok
je 21.589 proteinskih sljedova (u prosjeku 1.799 po uzorku) odgovaralo proteinima nepoznate
funkcije (Slika 5).
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Vecina proteinskih sljedova u konacnom skupu podataka anotirana je eggNOG opisom
(77,3%). Otprilike polovica proteinskih sljedova (51,5%) uz eggNOG opis povezana je i s
KEGG.KO i/ili GO anotacijom. Vazno je napomenuti da su mnogi proteinski sljedovi anotirani
KEGG.KO i1 GO anotacijom dobili vise od jedne anotacije, dok su eggNOG opisi bili jedinstveni
za proteinski slijed. 34% proteinskih sljedova s KEGG.KO anotacijom dobilo je vise od jedne
anotacije, dok je 96,4% svih proteinskih sljedova s GO anotacijom dobilo vise od jedne GO
anotacije.

Ukupno je 75.188 proteinskih sljedova anotirano eggNOG opisom, 47.987 KEGG.KO
anotacijom, a 30.081 GO anotacijom (Tablica 7).

Tablica 7 Pregled konacnog skupa podataka SJ transkriptoma nakon funkcionalne anotacije
eggNOG alatom. Kod — identifikacijski kod monoklonalne kulture u zbirci fitoplanktonskih vrsta
Centra za istrazivanje mora u Rovinju. Vrsta — ime vrste dobiveno konsenzusom metoda svjetlosne
mikroskopije i molekularne identifikacije. Eksperimentalni uvjet — eksperimentalni uvjet u kojem
je uzgojena kultura za izolaciju transkriptoma. eggNOG opis — broj proteinskih sljedova anotiranih
eggNOG opisom. KEGG.KO - broj proteinskih sljedova anotiranih KEGG.KO anotacijom. GO —
broj proteinskih sljedova anotiranih GO anotacijom.

Funkcionalna anotacija skupa podataka SJ
transkriptomi

Kod Vrsta Eks"’e&m“ta'”' EggNOG opis KEGG.KO GO
F/2 703 465 306

CIM827 Chaetoceros_protuberans —
P-limit 4.972 3.515 2.381
o F/2 11.214 6.779 4.183

CIm843 Skeletonema_marinoi —
- P-limit 7.561 4.752 2.987
. F/2 7.112 4.770 3.043

CIM950 Chaetoceros_curvisetus —
P-limit 790 639 443
. F/2 8.723 5.759 3.598

CiM964 Chaetoceros_danicus —
- P-limit 6.171 4.079 2.567
. . . F/2 5.962 3.976 2.525

CIM1008 Pseudo-nitzschia manni —
P-limit 2.337 1.591 1.033
o F/2 3.985 2.502 1.583

CIM1063 Thalassiosira sp. —
P-limit 15.658 9.160 5.432
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Skup podataka SJ transkriptoma

Broj proteinskih sljedova

L_LLU. LLLLL

CIM827 Chaetc CIMB43 arinoi CIM950 Chaef jsetus CIM964 Chaetoceros dani CIM1008 Pseudo-nitzschia manni CIM1063 Tha

Kod, vrsta i ekspenmentalm uvjet

.Fk nalno .Np .Bez

anotirani funkcua anotacije

Slika 5 Prikaz broja proteinskih sljedova prema uspjesnosti funkcionalne anotacije. Funkcionalno
anotirani (plavo), proteinski sljedovi nepoznate funkcije, ali identificirani u genomima (zeleno) te
neuspjesno anotirani (crveno). Stupcasti dijagram predstavlja ukupni broj proteinskih sljedova u
svakom uzorku zasebno. Tortni dijagram predstavlja postotak proteinskih sljedova u ukupnom
skupu podataka SJ transkriptoma.

Najveci broj funkcionalno anotiranih proteinskih sljedova pronaden je u transkriptomu
kulture CIM1063 (Thalassiosira sp.) uzgojene u uvjetu P-limit, a najmanji broj pronaden je u
transkriptomu kulture CIM827 (C. protuberans) uzgojene u uvjetu F/2 (Tablica 7, Slika 5). Veci
broj funkcionalno anotiranih proteinskih sljedova pronaden je u transkriptomima kultura
uzgojenima u F/2 uvjetu (Tablica 7, Slika 5).

Budu¢i da kulture SJ dijatomeja koriStene za eksperimentalne inkubacije nisu bile
akseni¢ne, dio (u prosjeku 20% proteina po uzorku) anotiranih proteinskih sljedova bio je
dodijeljen taksonomskim skupinama koje nisu dijatomeje (Bacillariophyta). Broj anotiranih
proteinskih sljedova koji ne pripadaju dijatomejama nije se vidljivo razlikovao izmedu vrsta ili dva
uvjeta rasta. Vecina takvih anotiranih proteinskih sljedova u konaénom skupu podataka bila je
dodijeljena eukariotima (15.764 proteina) i bakterijama (3.666 proteina). Skupina eukariota
ukljucivala je proteinske sljedove koji pripadaju razli¢itim eukariotskim taksonima (npr. taksonima
heterotrofnih protista), ali i one koji su na najnizoj taksonomskoj razini klasificirani kao Eukaryota.
U ukupnom skupu podataka, oko 80% svih anotiranih proteinskih sljedova pripalo je dijatomejama
(Bacillariophyta), dok je preostalih 20% bilo rasporedeno na eukariote (16%), bakterije (oko 4%)
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i arheje (manje od 1%) (Slika 6). Jedina iznimka bio je transkriptom kulture CIM950 (C.
curvisetus) uzgojene u uvjetu P-limit, u kojem je veéi broj proteina bio dodijeljen bakterijama
(14%) nego eukariotima (9%). Proteinski sljedovi taksonomski anotirani kao Bacillariophyta u

daljnjem ¢e tekstu biti oznaceni kao podskup podataka SJ dijatomeje.

004 0.04

16.21

79.98

M Archaea M Bacteria Bacillariophyta Eukaryota M Viruses

Slika 6 Postotak anotiranih proteinskih sljedova u skupu podataka SJ transkriptoma koji pripadaju
razlicitim taksonomskim grupama i razinama zadanima u bazi eggNOG (dijatomeje
(Bacillariophyta), eukarioti (Eukariota), bakterije (Bacteria), arheje (Archea) i virusi (Viruses)).

3.1.2. Usporedba SJ transkriptoma s transkriptomima iz baze MMETSP

U svrhu procjene kvalitete, SJ transkriptomi usporedeni su sa transkriptomima vrsta S.
marinoi i C. curvisetus iz baze MMETSP.

De novo sklapanjem transkripata generirano je u prosjeku 31.878 transkripata po uzorku za
S. marinoi i u prosjeku 8816 transkripata po uzorku za C. curvisetus transkriptome iz MMETSP
skupa podataka. Prosje¢na duljina transkripata bila je 815 pb za S. marinoi te 567 pb za C.
curvisetus transkriptome (Tablica 8). U usporedbi s time, SJ transkriptomi S. marinoi imali su u
prosjeku 36.630 transkripata po uzorku s prosjecnom duljinom od 860 pb, dok su SJ transkriptomi
C. curvisetus imali u prosjeku 67.421 transkripta po uzorku s prosjecnom duljinom od 624 pb
(Tablica 8).
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Na temelju broja sastavljenih transkripata, MMETSP i SJ transkriptomi S. marinoi nisu se
uocljivo razlikovali. Prosjecan broj sastavljenih transkripata za MMETSP transkriptome S. marinoi
bio je 31.878 transkripata po uzorku, dok su SJ transkriptomi S. marinoi imali 50.374 (CIM843
F/2) i 22.886 (CIM843 P-limit) sklopljenih transkripata (Tablica 8). Duljina sklopljenih
transkripata varirala je od 606 pb (MMETSP(0920) do 1011 pb (CIM843 F/2), s prosje¢nom
duljinom od 825 pb (Tablica 8).

Broj sklopljenih transkripata kod C. curvisetus transkriptoma, medutim, pokazao je vece
razlike. Prosje¢an broj sklopljenih transkripata u MMETSP transkriptomima C. curvisetus bio je
8.816, dok su SJ transkriptomi C. curvisetus imali prosje¢no 67.421 sklopljenih transkripata
(Tablica 8). Duljina transkripata varirala je od 350 bp (CIM950 P-limit) do 652 bp (MMETSP0718)
(Tablica 8).

Broj predvidenih proteinskih sljedova varirao je medu svim transkriptomima. Na temelju
broja predvidenih proteinskih sekvenci nije uocena znatna razlika izmedu SJ i MMETSP
transkriptoma. Za sklopljene transkripte u prosjeku je predvideno 14.539 proteinskih sljedova po
uzorku u transkriptomima S. marinoi i 4.160 proteinskih sljedova po uzorku za C. curvisetus u
MMETSP skupu podataka. U usporedbi s tim, SJ skup podataka sadrzavao je u prosjeku 13.444
predvidenih proteinskih sljedova po uzorku za S. marinoi transkriptome i 5.335 predvidenih
proteinskih sljedova po uzorku za C. curvisetus transkriptome (Tablica 8). Ove brojke odnose se
na broj proteinskih sekvenci nakon eliminacije transkripata sa TPM vrijednostima jednakim nuli.

S. marinoi transkriptom s najve¢im brojem predvidenih proteinskih sljedova (20.681) bio
je MMETSP0918, generiran u F/2 uvjetima (Tablica 8). SJ transkriptom S. marinoi generiran u F/2
uvjetima (CIM843 F/2) imao je 16.193 predvidenih proteinskih sljedova (Tablica 8). C. curvisetus
transkriptom s najve¢im brojem predvidenih proteinskih sljedova (9.715) bio je CIM950 F/2, a
slijedi ga MMETSPO0718 (ASW -NO3) (4.934) (Tablica 8).

Opcenito, transkriptom S. marinoi generiran u F/2 -Si (MMETSP0920) uvjetima imao je
najmanji broj predvidenih proteinskih sljedova, svega 444. lako je taj broj uocljivo manji u
usporedbi s ostalim transkriptomima S. marinoi, ¢ini se da prosjecan broj predvidenih proteinskih
sekvenci varira viSe izmedu dviju vrsta nego izmedu razli¢itih uvjeta unutar iste vrste. Konkretno,
razlika je najizrazenija u broju predvidenih proteina, koji je za S. marinoi jedan red veli¢ine veéi u

usporedbi s C. curvisetus.
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Tablica 8 Usporedba strukture skupova podataka SJ I MMETSP transkriptoma kroz korake
bioinformaticke obrade za svaku kulturu te eksperimentalni uvjet. Kod — identifikacijski kod
monoklonalne kulture u zbirci fitoplanktonskih vrsta Centra za istrazivanje mora u Rovinju te
MMETSP baze. Vrsta — ime vrste dobiveno konsenzusom metoda svjetlosne mikroskopije i
molekularne identifikacije. Eksperimentalni uvjet — eksperimentalni uvjet u kojem je uzgojena
kultura za izolaciju transkriptoma. Transkripti — broj de novo sklopljenih transkripata. Prosjecna
duljina transkripta (pb) — prosjecna duljina transkripata u transkriptomu. Predvideni proteinski
sljedovi — broj proteinskih sljedova preostalih nakon otklanjanja onih sa zbrojem jednakim nuli.
Funkcionalno anotirani proteinski sljedovi — broj funkcionalno anotiranih proteinskih sljedova.

Trinity Transdecoder EggNOG alat
Prosje¢na Lo Funkcionalno
Eksperimentalni i duljina Predv_l den.l anotirani
Kod Vrsta - Transkripti - proteinski O
uvjet transkripata . . proteinski
sljedovi g .
(pb) sljedovi
MMETSP0319 | S. marinoi F/2 (-Si -Cu) 33.153 962 18.699 16.898
MMETSP0320 | S. marinoi F/2 34.068 950 19.301 17.561
MMETSP0918 | S. marinoi F/2 32.428 778 20.681 18.546
MMETSP0920 | S. marinoi F/2 -Si 33.291 606 444 413
MMETSP1039 | S. marinoi F/2 -light 30.075 832 11.383 10.263
MMETSP1040 | S. marinoi F/2 +light 26.989 820 11.209 10.079
MMETSP1428 | S. marinoi | Standardni Aquil 33.140 757 20.054 18.172
CIM843 S. marinoi F/2 50.374 1.011 16.193 15.118
CIM843 S. marinoi P-limit 22.886 709 10.695 10.089
MMETSP0718 c. ASW -NO3 9.747 652 4.934 4.260
curvisetus
MMETSP0719 c. ASW + nokodazol 7.884 482 3.385 3.322
curvisetus
CIM950 c. F/2 64.544 898 9.715 8.817
curvisetus
CIM950 c. P-limit 70.298 350 954 889
curvisetus
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Nakon funkcionalne anotacije pomocu eggNOG alata postotak proteinskih sljedova s
anotacijama koje su zadovoljile takoder se nije razlikovao pri usporedbi MMETSP i SJ
transkriptoma. Kod gotovo svih uzoraka taj je postotak prelazio 90%.

Postotak proteinskih sljedova koji su dobili barem jednu funkcionalnu anotaciju (eggNOG
opis, KEGG.KO, GO) u prosjeku je iznosio 75% za MMETSP i SJ transkriptome S. marinoi.
Preostalih 25% odnosilo se na proteine nepoznate funkcije (Tablica 9). Za MMETSP i SJ
transkriptome C. curvisetus prosjeCan postotak proteinskih sljedova s barem jednom
funkcionalnom anotacijom iznosio je 89%, odnosno 85% (Tablica 9). Postotak proteinskih sljedova
nepoznate funkcije bio je manji nego kod S. marinoi i iznosio je 11%, odnosno 15% (Tablica 9).

Sli¢no kao kod SJ transkriptoma, najveci broj anotacija po uzorku temeljio se na eggNOG
opisu, zatim na KEGG.KO i GO anotacijama (Tablica 9). U MMETSP i SJ transkriptomima 99%
proteina s barem jednom funkcionalnom anotacijom imalo je eggNOG opis, 59-80% dobilo je
KEGG.KO anotaciju, a 21-55% GO anotaciju (Tablica 9).
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Tablica 9 Usporedba skupa podataka SJ transkriptomi s transkriptomima iz baze MMETSP nakon
funkcionalne anotacije EggNOG alatom. Kod — identifikacijski kod monoklonalne kulture u zbirci
fitoplanktonskih vrsta Centra za istrazivanje mora u Rovinju. Vrsta — ime vrste dobiveno
konsenzusom metoda svjetlosne mikroskopije i molekularne identifikacije. Uvjet — eksperimentalni
uvjet u kojem je uzgojena kultura za izolaciju transkriptoma. Uspjesna funkcionalna anotacija —
broj proteinskih sljedova s barem jednom funkcionalnom anotacijom (EggNOG opis, KEGG.KO
ili GO) koja je zadovoljila pragove e-vrijednosti i bit-bodovanja. Nepoznata funkcija — broj
proteinskih sljedova koji su zadovoljili pragove e-vrijednosti i bit-bodovanja, ali nemaju poznatu
molekularnu funkciju. eggNOG opis — broj proteinskih sljedova anotiranih eggNOG opisom.
KEGG.KO - broj proteinskih sljedova anotiranih KEGG.KO anotacijom. GO — broj proteinskih
sljedova anotiranih GO anotacijom.

Uspje$na
Kod Vrsta Uvjet funkcionalna Nfepozr?f"‘ta BgINOG | weceko | Go
- unkcija opis
anotacua
MMETSP0319 Skﬁ:gtr(i’;‘g;"a F/2 (-Si -Cu) 12,766 4,132 12,680 7671 | 4,349
MMETSP0320 Skfggtr?;‘g'l“a F/2 13,204 4,601 13,105 7,841 4,413
MMETSP0918 Skfggtr?;‘g'l“a F/2 13,987 4,559 13,876 8405 | 4,476
MMETSPog20 | Skeletonema F/2 -Si 309 104 306 198 108
marinol
MMETSP1039 Skf;:tr(l’rr]‘g:"a F/2 -light 7,680 2,583 7,619 4733 | 2,699
MMETSP1040 Skfggtr?;‘g'l“a F/2 +light 7,499 2,580 7,439 4687 | 2,676
MMETSP142g | Skeletonema Standard 13,760 4,412 13,671 8,439 | 4578
marinoi Aquil
CIM843 Skeletonema FI2 11,304 3,814 11,214 6,779 4,183
marinol
CIM843 Skeletonema P-limit 7,624 2,465 7,561 4,752 2,087
marinol
MMETSPo71g | Chaetoceros | o Nos 3,569 691 3,560 2,464 1,477
curvisetus
MMETSPo719 | Chaetoceros ASW 3,150 172 3,149 2,517 678
curvisetus +nocodazole
CIM950 Chaetoceros FI2 7,152 1,665 7,112 4,770 3,043
curvisetus
CIM950 Chaetoceras P-limit 792 97 790 639 443
curvisetus

Uz pomo¢ algoritma za predvidanje taksonomske pripadnosti eggNOG alata funkcionalno
anotiranim proteinskim sljedovima dodijeljena je taksonomska pripadnost. Transkriptomi vrste S.
marinoi imali su 83-85% proteinskih sljedova dodijeljenih dijatomejama (Bacillariophyta), 12—
14% dodijeljenih eukariotima (Eukaryota), 1-3% dodijeljenih bakterijama (Bacteria) i manje od

1% dodijeljenih arhejama (Archaea) i virusima (Viruses) (Slika 7).
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U transkriptomu C. curvisetus za oba skupa podataka identificiran je nesto manji udio
proteinskih sljedova dijatomeja, 76—78% za uzorke MMETSP0718, CIM950 F/2 i CIM950 P-limit.
Ovi rezultati su u skladu s rezultatima SJ transkriptomima gdje je udio proteinskih sljedova
dijatomeja varirao izmedu 77 1 84% po uzorku. Transkriptom MMETSP(0719 imao je najmanji
udio proteinskih sekvenci dijatomeja, samo 22%. Najveci udio proteina u tom uzorku bio je
dodijeljen arhejama. Ovaj uzorak bio je tretiran nokodazolom, poznatim inhibitorom mikrotubula,

koji je mogao negativno utjecati na rast i metabolicku aktivnost dijatomeja.

S. marinoi MMETSP transkriptomi S. marinoi SJ transkriptomi
002 1.61 0.03-209
13.78 13.76
84.58 83.50
C. curvisetus MMETSP transkriptomi C. curvisetus SJ transkriptomi

0.03

15.65

78.09

M Archaea WM Bacteria Bacillariophyta Eukaryota M Viruses

Slika 7 Postotak anotiranih proteinskih sljedova u SJ i MMETSP transkriptomima vrsta S. marinoi
i C. curvisetus koji pripadaju razlicitim taksonomskim grupama i razinama zadanima u bazi
eggNOG (dijatomeje (Bacillariophyta), eukarioti (Eukariota), bakterije (Bacteria), arheje
(Archea) i virusi (Viruses)).
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3.1.3. Funkcionalna analiza skupa podataka SJ dijatomeja

NMDS analiza funkcionalnog sastava pokazala je grupaciju uzoraka na temelju pripadnosti

vrsti. 81% varijance (R? = 0,81, F = 5,47) medu uzorcima objasnjeno je pripadnoséu vrsti (P

vrijednost = 0,002) (Slika 8, Prilog 2), dok je eksperimentalni uvjet imao vrlo ograni¢en (R?= 0,03,

F =0,27) utjecaj i nije bio znacajan (P vrijednost = 0,97) na ordinaciju uzoraka (Slika 8, Prilog 3).

Transkriptomi vrsta S. marinoi i Thalassiosira sp. ¢inili su jednu grupu, a transkriptomi vrsta C.

curvisetus, C. danicus i P. mannii drugu grupu prema osi NMDS2.

CIIVIRJ,BPLIM
0.3
0.2 CIMS%B
Eksperimentalni_uvjet
® F2
0.1 A p-Limit
o
7]
[a] Vrsta
E Chaetoceros curvisetus
0.0 Chaetoceros danicus
® Pseudo-nitzchia manni
® Skeletonema marinoi
Thalassiosira sp.
-0.1
%IMlOOS
ACIM1008PLIM
-0.2
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
NMDS1

Slika 8 Rezultati NMDS analize funkcionalnog sastava uzoraka transkriptoma temeljeni na Bray-
Curtisovoj udaljenosti. Tocke predstavljaju uzorke obojane prema pripadnosti vrsti te oblikovane
prema eksperimentalnom uvjetu. Oznake iznad tocaka prikazuju kod uzorka.
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Promatrajuéi obrasce ekspresije metabolickih putovaa koji predstavljaju osnovne stanicne
procese, najizrazenije razlike izmedu eksperimentalnih uvjeta zabiljeZene su kod vrsta S. marinoi
i Thalassiosira sp. (Slika 9). Kod vrste S. marinoi u P-limit uvjetu zabiljezena je smanjena
ekspresija putovaa stani¢nog disanja (glikoliza/glukoneogeneza (map00010) i oksidativna
fosforilacija (map00190)) kao i fotosintetska reakcija (fiksacija ugljika Calvinovim ciklusom
(map00710) i fotosinteza (map00195)). Suprotan obrazac zabiljezen je kod vrste Thalassiosira sp.
gdje su navedeni putovi pokazali viSu razinu ekspresije u P-limit uvjetu. Vrste roda Chaetoceros i
vrsta P. mannii pokazale su medusobno vrlo slicne obrasce ekspresije izdvojenih
procesa/metabolickih putovaa i bez razlika u razini ekspresije izmedu eksperimentalnih uvjeta za
svaki od procesa. Uocena je tek znatnija razlika izmedu ekspresije puta fotosinteze (map00195)
povecane u P-limit uvjetu u odnosu na F/2 kod vrste C. danicus. Za sve ostale izdvojene
metaboli¢ke putovee (RNA polimeraza (map03020), biosinteza masnih kiselina (map00061),
razgradnja masnih kiselina (map00071), replikacija DNA (map03030), stani¢ni ciklus
(map00020), stani¢ni ciklus kvasaca (00710), signalni put kalcija (map04020) i osnovni
transkripcijski faktori (03022)) nisu uoéene znatnije razlike izmedu eksperimentalnih uvjeta za

nijednu od istrazivanih dijatomejskih vrsta.
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Slika 9 Obrasci ekspresije metabolickih putovaa koji sudjeluju u osnovnim stanicnim procesima.
X-0s prikazuje odabrane KEGG metabolicke putove i pripadajuce kategorije: M — metabolizam
(engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information processing), E —
obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing), C — Stanicni procesi
(engl. Cellular processes). y-0s prikazuje zbrojene TPM vrijednosti ekspresije metabolickih
putova.
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U analiziranim transkriptomima identificirano je devet gena od interesa, povezanih s
prilagodbom fitoplanktona na uvjete ograni¢enja fosforom. Medu njima su dva gena za alkalne
fosfataze prethodno opisane u genomima morskih mikrobnih eukariota: PhoA-tip (K01077) i
PhoD-tip (K01113). Uz njih identificirana su dva transmembranska transportera anorganskog
fosfora: PHO84 (K08176) i SLC34A (K14683). Nije detektiran niti jedan gen povezan sa
skladistenjem pol.. Takoder, identificirane su dvije fosfodiesteraze: fosfodiesteraza tipa phnP
(K06167), ukljucena u put razgradnje fosfonata putem C—P lijaze te fosfodiesteraza tipa glpQ koja
sudjeluje u razgradnji glicerofosfodiestera. Takoder nije zabiljeZena prisutnost niti jednog gena za
fosfolipaze (A, B, C ili D tipa) koji se povezuje s recikliranjem unutar stani¢nih rezervi fosfora.
Medutim, pronadeni su geni SQD2 (K06119) i MGD (K03715) koji sudjeluju u remodeliranju
staniéne membrane. Takoder, kod svih vrsta identificiran je gen za klatrin CLTC (K04646),
sredi$nji gen za stani¢ni proces endocitoze posredovane klatrinom (Slika 10).

Neki od ovih gena nisu bili identificirani kod svih vrsta. Gen za transporter anorganskog
fosfora PHO84 (K08176) nije identificiran u transkriptomima vrste C. curvisetus, a gen za
fosfodiesterazu tipa phnP (K06167) nije identificiran u transkriptomima vrste P. mannii (Slika 10).
Gen za PhoA-tip alkalne fosfataze (K01077) nije pronaden u transkriptomima vrsta C. danicus, S.
marinoi i Thalassiosira sp., a kod vrsta C. curvisetus i P. mannii pronaden je samo u transkriptomu
iz P-limit eksperimentalnog uvjeta (Slika 10). Suprotno tome gen za PhoD-tip alkalne fosfataze
(K01113) pronaden je kod svih vrsta (Slika 10).

Ekspresijski obrasci navedenih gena klju¢nih za prilagodbu eukariotskog fitoplanktona na
uvjete ograni¢ene dostupnosti fosfora pokazuju da su sve vrste imale znatno vecu ekspresiju
SLC34A (K14683) transportera u P-limit uvjetu (Slika 10). Takoder, povecana ekspresija gena za
klatrin CLTC (K04646), srediSnjeg gena endocitoze posredovane klatrinom, imao je znatno vecu

ekspresiju u P-limit uvjetu kod vrsta roda Chaetoceros (Slika 10).
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Slika 10 Obrasci ekspresije kljucnih gena koji sudjeluju u prilagodbi fitoplanktona na uvjete
ogranicene dostupnosti fosfora. X-0s prikazuje odabrane KEGG gene. y-0s prikazuje zbrojene
TPM vrijednosti ekspresije odabranih gena.
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3.2. Skup podataka LTRV meta

3.2.1. Struktura skupa podataka LTRV meta

Sekvenciranjem metatranskriptoma generirano je 957.107.872 kratkih nukleotidnih
sljedova za 24 knjiznice koje predstavljaju 24 uzorka prikupljana mjese¢no na dvije postaje
(RV001 i RV004) u razdoblju od travnja 2021. do ozujka 2022. godine. De novo je sklopljeno
ukupno 12.603.917 transkripata, od kojih je predvideno 4.872.492 proteinskih sljedova. Nakon
eliminacije proteinskih sljedova s TPM vrijedno$¢u jednakom nuli preostalo je ukupno 4.609.173
proteinskih sljedova za skup podataka LTRV meta.

Koriste¢i MMETSP bazu transkriptoma morskih mikrobnih eukariota, uspjesno je
taksonomski anotirano 2.102.068 proteinskih sljedova (45,6%) na razini koljena. Identificirana su
22 eukariotska koljena. Fotosintetski i miksotrofni protisti, odabrani za predstavljanje
fitoplanktonske zajednice, ukljuéivali su koljena: Dinoflagellata, Ochrophyta (koljeno podijeljeno
na Bacillariophyta ?/(dijatomeje)/ i ostale Ochrophyta), Haptophyta, Chlorophyta i Cryptophyta.
Ostali eukarioti (grupa "Ostali eukarioti™) pronadeni u skupu podataka LTRV meta ukljuéivali su
koljena: Apicomplexa, Cercozoa, Ciliophora, Discoba, Foraminifera, Glaucophyta, Lobosa,
Opalozoa, Rhodophyta, Choanoflagellida, Conosa, Discosea, Fungi, Hacrobia, Perkinsea,
Stramenopiles i Sagenista.

Skup podataka Sest fitoplanktonskih grupa odabranih kako bi predstavljali fitoplanktonsku
zajednicu sastojao se od  1.059.949 proteinskih sljedova, od kojih je 837.676 uspjesno
funkcionalno anotirano KEGG.KO anotacijama. lIdentificirano je 7.765 jedinstvenih anotacija.
Najveci broj jedinstvenih anotacija zabiljeZen je za koljena Dinoflagellata (6.534) i Chlorophyta
(4.301). Sva ostala koljena imala su manje od 4.000 jedinstvenih anotacija. Koljenu Bacillariophyta
pripao je najmanji broj jedinstvenih anotacija (3.189). Svega 1.200 jedinstvenih anotacija bilo je

zajednicko kod svih $est fitoplanktonskih koljena.
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3.2.2. Okolisni parametri

Tijekom jednogodisnjeg razdoblja uzorkovanja vrijednosti temperatura mora bile su u
rasponu od 10,4 do 26,5 °C. Najvisa temperatura zabiljezena je u kolovozu 2021. godine na postaji
RV004 na 0 i 5 m dubine, a najniza u ozujku na postaji RV004 na 20 m dubine. Tijekom ljeta
visoke temperature bile su prisutne u cijelom vodenom stupcu (Slika 11). Razlika u temperaturi
izmedu povrsinskog i pridnenog sloja u kolovozu je bila manja od 5 °C. Vrijednosti saliniteta
zabiljezene su u rasponu od 35,3 do 38,84. Navise vrijednosti saliniteta zabiljezene su u ozujku
2022. godine. Tada je salinitet na sve tri promatrane dubine na postaji RV001 iznosio 38,8, a na
postaji RV004, 38,84. Od kasnog prolje¢a do ljeta zabiljeZeno je zamjetno smanjenje saliniteta
povrsinskog sloja koje ukazuje na prodor slatke vode rijeke Po te uspostavu zatvorenog obrasca
cirkulacije sjevernog Jadrana (Slika 11). Takoder, razlike u salinitetu izmedu 0 i 5 m dubine te 20
m dubine ukazuju na stratifikaciju vodenog stupca u ovom periodu (Slika 11).

Najvisa vrijednost koncentracije ukupnog fosfora (Total P) zabiljezena je u povrSinskom
sloju, na postaji RV001 u lipnju (Slika 11). Tada su koncentracije ortofosfata (PO4%) i otopljenog
organskog fosfora (DOP) imale visoke vrijednosti, i to 0,1 pumol/L odnosno 3,7 pmol/L.

Tijekom ostatka ljeta, ukupni otopljeni fosfor (Total_P) i otopljeni anorganski dusika (DIN)
bili su gotovo iscrpljeni u cijelom vodenom stupcu na obje postaje (Slika 11).

Koncentracije nutrijenata pocele su se regenerirati U vodenom stupcu tijekom jeseni (Slika
11). Najvise vrijednosti koncentracije otopljenog anorganskog dusika (DIN) zabiljeZzene Su u
studenom i prosincu na obje postaje (>3 pmol/L).

Koncentracija ortosilikata (SiO4") bila je generalno visa u jesenskim i zimskim mjesecima
(Slika 11), a najviSe vrijednosti zabiljeZene su u jesen na postaji RV001: 5,2 umol/L u rujnu i 5,8
pumol/L u listopadu. Nakon listopada koncentracija ortosilikata (SiO4") bila je u padu, dosegnuvsi
vrijednosti <0,2 pmol/L tijekom zime.

Tijekom zimskih mjeseci koncentracija otopljenog organskog fosfora (DOP) bila je visa u
usporedbi s ostatkom godine (Slika 11), a raspon vrijednosti kretao se od 2,3 umol/L do 4,1

pmol/L.
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Omjer dusika i fosfora (N:P) tijekom veceg djela godine bio je neuravnotezen (N:P>16) u
korist nitrata (NO3") (Slika 12). Na obje postaje i na sve tri promatrane dubine omjer N:P bio je
<16 samo u lipnju i ozujku (Slika 12). Na postaji RV004, omjer N:P <16 takoder je zabiljeZen na
sve tri mjerene dubine u svibnju, listopadu i studenom (Slika 12).
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Slika 12 Godisnja raspodjela omjera N:P (nitrat (NO3")/ ortofosfat (PO4°)). Crvena isprekidana
linija prikazuje omjer N:P = 16.
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3.2.3. Taksonomska sukcesija aktivnosti fitoplanktonske zajednice

Relativni udjeli svake pojedine fitoplanktonske grupe u ukupnoj metabolickoj aktivnosti
zajednice predstavljeni su zbrojem TPM vrijednosti svih proteinskih sljedova normaliziranih
izmedu grupa (Slika 13). Na taj nac¢in omogucena je medusobna usporedba fitoplanktonskih grupa
u kontekstu razine metabolicke aktivnosti tijekom jednogodisSnjeg istrazivanog razdoblja.

Nasuprot tome, izdvajanje svake pojedine grupe u zasebne prikaze metabolicke aktivnosti
tijekom godine (Slika 14) omogucilo je jasnije uocavanje razdoblja niske i visoke aktivnosti svake
pojedine grupe tijekom istrazivanog razdoblja.

Od fitoplanktonskih grupa, najvece relativne udjele u metaboli¢koj aktivnosti kroz cijelu
godinu imali su dinoflagelati (Dinoflagellata). Njihov doprinos tijekom godine gotovo je jednak

doprinosu grupe ,,0stali eukarioti“ kojoj je u istrazivanom razdoblju pripadao najveéi udio

Taksonomska grupa

Dinoflagellata

taksonomski anotiranih proteinskih sljedova u uzorcima (Slika 13).
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Slika 13 Relativni udjeli grupa u ukupnoj metabolickoj aktivnosti cjelokupne zajednice, temeljeni
na zbroju TPM vrijednosti normaliziranih izmedu grupa. x-0s predstavlja postaje (RV001 i RV004)
te 12 vremenskih tocaka uzorkovanja. y-0S predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih
izmedu grupa, svih proteinskih sljedova koji su pripali odredenoj taksonomskoj grupi.
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Slika 14 Promjene u metabolickoj aktivnosti tijekom istrazivanog razdoblja (travanj 202 1. — ozujak
2022.) na postajama RVO01l i RV004, zabiljezenih fitoplanktonskih grupa (Dinoflagellata,
Bacillariophyta, ostalih Ochrophyta, Haptophyta, Chlorophyta i Cryptophyta) te skupina “ostali
Eukarioti” i “neklasificirani*. Aktivnosti su izrazene kao zbroj TPM vrijednosti svih proteinskih
sljedova, normaliziranih izmedu grupa.

Grupa Dinoflagellata je u prolje¢e imala najveci udio u ukupnoj metabolickoj aktivnosti
zajednice, nadmasujuéi ¢ak i grupe ,,0stali eukarioti* i ,,neklasificirani* (Slika 13). Analiza na
razini roda istaknula je rod Noctiluca kao metaboli¢ki najaktivniji rod dinoflagelata kroz cijelo
proljece, s najve¢im vrijednostima u travnju na postaji RV004 (TPMSum > 800.000) (Slika 15).
Metabolicka aktivnost roda Noctiluca smanjivala se tijekom ostatka proljeca, a najmanje
vrijednosti zabiljezene su u srpnju, nakon cega prisutnost ovog roda u zajednici viSe nije
detektirana (Slika 15) . Uz rod Noctiluca i drugi rodovi dinoflagelata kao $to su Amphidinium
(TPMSum > 12.000), Azadinium (TPMSum > 4.000), Dinophysis (TPMSum > 2.500),
Heterocapsa (TPMSum > 2 000), Karenia (TPMSum > 5.000), Lingulodinium (TPMSum > 2.500),
Prorocentrum (TPMSum > 3.000), Pyrodinium (TPMSum > 2.000) i Togula (TPMSum > 3.000)
imali su povisenu metabolicku aktivnost u prolje¢e naspram ostatka godine (Slika 15).
Dinoflagelati su tijekom ostatka godine nastavili dominirati fitoplanktonskom zajednicom, uz

stabilne relativne udjele u ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti zajednice (Slika 13). Medutim, sastav
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rodova koji su pridonosili visokim relativnim udjelima grupe Dinoflagellata razlikovao se kroz

ostatak godine u usporedbi s proljetnim razdobljem (Slika 15). Posebno se istice rod Symbiodinium,

skupina endosimbiontskih dinoflagelata, ¢ija je metabolicka aktivnost pocela rasti u srpnju (Slika
15). Metabolic¢ka aktivnost roda Symbiodinium (TPMSum > 500.000) zadrzala je stabilne i visoke

vrijednosti i u ostatku godine (Slika 15). Nekoliko drugih rodova dinoflagelata pokazalo je

povecanu metabolicku aktivnost nakon proljetne dominacije roda Noctiluca. Tako je za rod

Ceratium uoceno nekoliko izrazenih maksimalnih vrijednosti aktivnosti krajem ljeta (TPMSum >
30.000) i u jesen (TPMSum > 50.000), a za rod Alexandrium u zimskom razdoblju (TPMSum >

50.000) (Slika 15).
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Slika 15 Promjene u metabolickoj aktivnosti rodova grupe Dinoflagellata tijekom istrazivanog
razdoblja (travanj 2021. — ozujak 2022.) na postajama RVOO1 i RV004. Aktivnosti su izrazene kao
zbroj TPM vrijednosti svih proteinskih sljedova, normaliziranih unutar grupe Dinoflagellata.
Grafikon NA predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe Dinoflagellata koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda.
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Vecdina ostalih fitoplanktonskih grupa (Bacillariophyta, ostali Ochrophyta, Chlorophyta i
Cryptophyta) imala je najmanje udjele u ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti zajednice tijekom
proljetnih mjeseci (Slika 13).

Samo je za grupu Haptophyta u svibnju na postaji RV004 zabiljezena poviSena
metabolic¢ka aktivnost u odnosu na ostatak godine (Slika 14). Analiza rodova odgovornih za ovu
aktivnost Haptophyta otkrila je visoke udjele roda Isochrysis (TPMSum > 500.000) (Slika 16).
Ipak, najvise metaboli¢ke aktivnosti za grupu Haptophyta zabiljezene su tijekom zimskih mjeseci
s maksimalnim vrijednostima u velja¢i na obje istrazivacke postaje (Slika 14). Rodovi koji su
najvise doprinijeli ovom porastu bili su Chrysotila (TPMSum > 40.000) na RV001 i Emiliania
(TPMSum > 40.000) na RV004 (Slika 16). Najvise vrijednosti ekspresije grupe Hatophyta kroz
ve¢i dio godine i na obje postaje zabiljezene su za proteinske sljedove koji nisu uspjesno

taksonomski anotirani na razini roda.
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Slika 16 Promjene u metabolickoj aktivnosti rodova grupe Haptophyta tijekom istrazivanog
razdoblja (travanj 2021. — oZujak 2022.) na postajama RV001 i RV004. Aktivnosti su izrazene kao
zbroj TPM vrijednosti svih proteinskih sljedova normaliziranih unutar grupe Haptophyta.
Grafikon NA predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe Haptophyta koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda.
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Porast metabolicke aktivnosti grupa Chlorophyta i Cryptophyta unutar fitoplanktonske
zajednice zabiljezena je u kasno proljece i ljeto, nakon zavrSetka cvjetanja roda Noctiluca (Slika
14). Relativni udjeli ovih grupa ostali su visoki i stabilni tijekom ostatka godine (Slika 13). Analiza
na razini roda pokazala je da su proteinski sljedovi koji nisu uspje$no anotirani na razini roda
najvise doprinijeli (TPMSum > 800.000) povisenim metaboli¢kim aktivnostima grupa Chlorophyta
i Cryptophyta u ukupnoj zajednici kroz ve¢i dio godine na obje postaje (Slika 17 i Slika 18).
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Slika 17 Promjene u metabolickoj aktivnosti rodova grupe Chlorophyta tijekom istraZivanog
razdoblja (travanj 2021. — oZujak 2022.) na postajama RV001 i RV004. Aktivnosti su izrazene kao
zbroj TPM vrijednosti svih proteinskih sljedova normaliziranih unutar grupe Chlorophyta.
Grafikon NA predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe Chlorophyta koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda.
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Slika 18 Promjene u aktivnosti rodova grupe Cryptophyta tijekom istrazivanog razdoblja (travanj
2021. — ozujak 2022.) na postajama RV0O0I i RV004. Aktivnosti su izrazene kao zbroj TPM
vrijednosti svih proteinskih sljedov, normaliziranih unutar grupe Cryptophyta. Grafikon NA
predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe Cryptophyta koji nisu uspjesno
anotirani na razini roda.

Metabolicka aktivnost grupa ,,0stali Ochrophyta“ i Bacillariophyta postupno je rasla
tijekom ljeta (Slika 14). Grupa ,,0ostali Ochrophyta® imala je najizraZeniji maksimum aktivnosti
krajem ljeta na obje postaje (Slika 14), kojem je najvise doprinio rod Synchroma (TPMSum >
300.000) i ,,0stali Ochrophyta* koji nisu anotirani na razini roda (TPMSum ~ 600.000) (Slika 19).
Najvise vrijednosti metaboli¢ke aktivnosti za grupu Bacillariophyta zabiljezene su u jesen, i to na
obje postaje (Slika 14). Vrijednost relativnog udjela grupe Bacillariophyta najprije se povecala na
postaji RV004 u listopadu, a visoke vrijednosti nastavile su se i kroz studeni, dok je na postaji
RV001 najvisa vrijednost zabiljezena kasnije, u studenom (Slika 14). Rod koji je najvise pridonio
jesenskom porastu relativnih udjela grupe Bacillariophyta bio je Pseudo-nitzschia (Slika 20) i
Bacillariophyta koji nisu anotirani na razini roda. Tijekom zime, metabolicka aktivnost grupa
Ochrophyta i Bacillariophyta smanjila se u usporedbi s vrijednostima u jesen, ali je i dalje ostala

visa nego u proljece (Slika 14). Kroz cijelu godinu najveci doprinos aktivnosti za obje grupe
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(TPMSum > 600.000) imali su transkripti koji nisu uspje$no anotirani na razini roda (Slika 19 i
Slika 20) .
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Slika 19 Promjene u aktivnosti rodova grupe ostali Ochrophyta tijekom istrazivanog razdoblja
(travanj 20.1. — ozujak 2022.) na postajama RV001 i RV004. Aktivnosti su izrazene kao zbroj TPM
vrijednosti svih proteinskih sljedova normaliziranih unutar grupe ostali Ochrophyta. Grafikon NA
predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe ostali Ochrophyta koji nisu uspjesno
anotirani na razini roda.
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Slika 20 Promjene u aktivnosti rodova grupe Bacillariophyta tijekom istrazivanog razdoblja

(travanj 2021. — ozujak 2022.) na postajama RV001 i RV004. Aktivnosti su izrazene kao zbroj TPM
vrijednosti svih proteinskih sljedova normaliziranih unutar grupe Bacillariophyta. Grafikon NA
predstavlja TPMSum vrijednosti proteinskih sljedova grupe Bacillariophyta koji nisu uspjesno
anotirani na razini roda.

3.2.4. Funkcionalna analiza skupa podataka LTRV meta

Ordinacijska analiza LTRV meta skupa podataka na temelju funkcionalnog sastava
fitoplanktonske zajednice pokazala je sezonski obrazac grupiranja uzoraka, pri ¢emu je 43%
varijance (R? = 0,43, F = 5,05) medu uzorcima objasnjeno parametrom Sezone (P vrijednost =
0,001) (Slika 21, Prilog 4). Parametar postaje imao je samo ogranicen utjecaj na ordinaciju uzoraka
(R2=0,02, P vrijednost = 0,999) (Slika 21, Prilog 5). Proljetni, jesenski i zimski uzorci formirali
su relativno zbijenu grupu, pri ¢emu su samo uzorci sa postaje RV004 (travanj i listopad) odvoyjili

od ostalih uzoraka. Ljetni uzorci formirali su najmanje zbijenu grupu u ordinaciji (Slika 21).
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Slika 21 NMDS prikaz ordinacije fitoplanktonske zajednice na temelju funkcionalnog sastava
LTRV meta seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke
predstavljaju uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad
tocaka prikazuju vrijeme uzorkovanja.

Ordinacijske analize provedene zasebno za svaku fitoplanktonsku grupu takoder su
pokazale izraZeni sezonski obrazac grupiranja uzoraka kod svih grupa (P vrijednost < 0,05), dok je
parametar postaje imao samo ogranicen utjecaj na grupaciju uzoraka (P vrijednost > 0,05) (Slika
22, Slika 23, Slika 24, Slika 25, Slika 26, Slika 27, Prilog 4 i Prilog 5). Udjel varijance objasnjen
sezonskim parametrom kretao se izmedu 33—73% (Prilog 4). Kod Dinoflagellata (R? = 0,73, F =
18,13) i Bacillariophyta (R? = 0,43, F = 5,92) udio varijance objasnjen sezonom bio je najveci
(Prilog 4). Sve ostale grupe imale su manje od 35% varijance objasnjene sezonskim parametrom
(R?2< 0,35, F < 4) (Prilog 4). Za sve grupe osim Bacillariophyta uzorci s postaje RV004 za travanj
I listopad u ordinacijama su udaljeni od svojih pripadajuc¢ih sezonskih grupa (Slika 22, Slika 23,
Slika 24, Slika 25, Slika 26 i Slika 27).
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Slika 22 NMDS prikaz ordinacije grupe Dinoglagellata na temelju funkcionalnog sastava LTRV
meta seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke
predstavljaju uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad
tocaka prikazuju vrijeme uzorkovanja.
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Slika 23 NMDS prikaz ordinacije grupe Bacillariophyta na temelju funkcionalnog sastava LTRV
meta seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke
predstavljaju uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad
tocaka prikazuju vrijeme uzorkovanja.
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Slika 24 NMDS prikaz ordinacije grupe ,, ostali Ochrophyta‘ na temelju funkcionalnog sastava
LTRV meta seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke
predstavljaju uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad
tocaka prikazuju vrijeme uzorkovanja.
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Slika 25 NMDS prikaz ordinacije grupe Haptophyta na temelju funkcionalnog sastava LTRV meta
seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke predstavijaju
uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad tocaka
prikazuju vrijeme uzorkovanja.
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Slika 26 NMDS prikaz ordinacije grupe Chlorophyta na temelju funkcionalnog sastava LTRV meta
seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke predstavijaju
uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad tocaka
prikazuju vrijeme uzorkovanja.
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Slika 27 NMDS prikaz ordinacije grupe Cryptophyta na temelju funkcionalnog sastava LTRV meta
seta podataka koristenjem Bray-Curtis mjere udaljenosti izmedu uzoraka. Tocke predstavijaju
uzorke obojane prema sezoni i oblikovane prema postaji uzorkovanja. Oznake iznad tocaka
prikazuju vrijeme uzorkovanja.

Redundancijska analiza povezanosti funkcionalnog sastava fitoplanktonskih grupa s
okoli$nim parametrima potvrdila je znacajan utjecaj okolisnih parametara na funkcionalni sastav
svih fitoplanktonskih grupa (p vrijednost = 0,001) (Prilog 6). Medu njima, grupa Dinoflagellata
pokazala je najja¢i odgovor na model s najve¢im udjelom objasnjene varijance (F =4,8216) (Prilog
6). Grupe Bacillariophyta, ,,ostali Ochrophyta®“, Haptophyta, Chlorophyta i Cryptophyta takoder
su pokazale znacajne (p vrijednost = 0,001), ali nize F-vrijednosti (od 1,4731 do 1,6808) (Prilog
6). Svi ispitani okoliSni parametri osim ukupnog otopljenog anorganskog dusSika (DIN) (p
vrijednost > 0,05) pokazali su znacajan utjecaj na RDA modele za sve grupe (Prilog 7). Ortosilikat
(Si04) bio je znacajani ¢imbenik (p vrijednost < 0,001) za sve grupe (Prilog 7). Ukupni otopljeni

fosfor (Total P) i temperatura (°C) takoder su imali znacajne uéinke na sve grupe (p vrijednost <

74



0,05) (Prilog 7). Salinitet (Sal) je znacajno utjecao na sve grupe (p vrijednost < 0,05), osim na
grupu Dinoflagellata (p vrijednost = 0,07) (Prilog 7). U RDA modelima fitoplanktonskih skupina
(Slika 28, Slika 29, Slika 30, Slika 31, Slika 32, Slika 33) vektori koji predstavljaju ukupni otopljeni
anorganski dusik (DIN), ukupni otopljeni fosfor (Total P) i salinitet (Sal) usmjereni su u istom
smjeru, poravnati sa zimskim uzorcima. Suprotno tome, vektor koji predstavlja ortosilikat (SiO4")
usmjeren je prema uzorcima kasnog ljeta, dok je vektor koji predstavlja temperaturu (°C) usmjeren
prema ljetnim uzorcima. Niti jedan okoliSni parametar ne pokazuje snaznu usmjerenost prema

proljetnim i jesenskim uzorcima.
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Slika 28 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe
Dinoflagellata. Tocke predstavijaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog
anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet (Sal) i ukupnu
koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2
osima.
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Slika 29 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe
Bacillariophyta. Tocke predstavijaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog
anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet (Sal) i ukupnu
koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2
osima.
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Slika 30 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe ostali
Ochrophyta. Tocke predstavljaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog
anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet
koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2

osima.

(Sal) i ukupnu
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Haptophyta
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Slika 31 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe
Haptophyta. Tocke predstavljaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog

anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet (Sal) i

ukupnu

koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2

osima.
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Chlorophyta
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Slika 32 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe
Chlorophyta. Tocke predstavijaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog
anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet (Sal) i ukupnu
koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2

osima.
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Slika 33 RDA prikaz odnosa izmedu okolisnih parametara i funkcionalnog sastava grupe
Cryptophyta. Tocke predstavijaju uzorke obojene prema sezoni i oblikovane prema postaji
uzorkovanja. Oznake iznad tocaka oznacavaju vrijeme uzorkovanja. Strelice prikazuju okolisne
varijable koje utjecu na sastav zajednice, ukljucujuci temperaturu (°C), koncentraciju otopljenog
anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO4), salinitet (Sal) i ukupnu
koncentraciju fosfora (Total _P). Duljina i smjer strelica predstavljaju snagu i korelaciju svake
varijable s RDA osima. Postoci u zagradama oznacuju udio varijance objasnjen RDAI i RDA2
osima.

3.2.5. Obrasci ekspresije metabolickih putova i gena

Za svaku fitoplanktonsku grupu zasebno uspjesno su opisani obrasci ekspresije
metaboli¢kih putova (Slika 34, Slika 36, Slika 38, Slika 40, Slika 42, Slika 44), pri ¢emu su
metaboli¢ki putovi grupirani unutar visih kategorija: metabolizam (engl. Metabolism), obrada
genetskih informacija (engl. Genetic information processing), obrada informacija iz okolisa (engl.
Environmental information processing) te stani¢ni procesi (engl. Cellular processes). Kod grupe

Dinoflagellata uocene su najjasnije razlike u metabolickom otisku izmedu sezona. Uz ekspresije
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metabolickih putova ekspresije 60 gena sa najvisim srednjim TPM vrijednostima normaliziranim
unutar grupe takoder su pokazali karakteristi¢ne obrasce za svaku od fitoplanktonskih grupa (Slika
35, Slika 37, Slika 39, Slika 41, Slika 43, Slika 45). Vecina od 60 odabranih gena predstavlja gene
za osnovne stani¢ne funkcije, medutim pojedini geni ipak se isticu ukazujuéi na specificne

strategije prezivljavanja pojedinih grupa.

3.25.1. Grupa Dinoflagellata

Obrasci ekspresije metaboli¢kih putova grupe Dinoflagellata jasno su se razlikovali u
proljece, razdoblju dominacije roda Noctiluca, u odnosu na ostatak godine (Slika 34). Za veéinu
metabolic¢kih putova kategorija metabolizam i stani¢ni procesi zabiljeZena je vi$a razina ekspresije
tijekom proljeca nego tijekom ostatka godine. Unutar kategorije metabolizam, putovi povezani sa
proizvodnjom energije, poput glikolize/glukoneogeneze (ko0010), TCA ciklusa (ko00020) i
metabolizma piruvata (ko00620), imali su povisenu ekspresiju. Takoder visoku ekspresiju tijekom
proljeca imali su i putovi metabolizma ugljikohidrata, poput metabolizma fruktoze i manoze
(ko00051), galaktoze (ko00052) te skroba i saharoze (ko00500). Metabolicki put fiksacije ugljika
Calvinovim ciklusom (ko00710), koji uglavnom ukljucuje gene za fotosintetske reakcije u tami,
imao je visoku ekspresiju u proljece i ljeto. Nasuprot tome, putovi povezani s fotosintetskim
reakcijama na svjetlu kao $to su fotosinteza (ko00195) i fotosinteza — antenski proteini (ko00196)
imali su najniZzu ekspresiju u proljece, a najviSu tijekom ljeta 1 jeseni. Za metabolicki put
oksidativne fosforilacije (ko00190) uocena je povisena ekspresija zimi, ali ipak najvise vrijednosti
ekspresije za ovaj metabolicki put zabiljeZzene su ljeti. Metaboli¢ki put metabolizma fosfonata i
fosfinata (ko00440) pokazao je povisenu razinu ekspresije u proljece, a metabolizam sumpora
(ko00920) i metabolizam dusika (ko00910) ljeti, odnosno zimi. Unutar kategorije stani¢ni procesi
putovi povezani s proliferacijom stanica, poput stani¢nog ciklusa (ko04110) i stani¢nog ciklusa —
kvasac (ko04111), imali su najvisu ekspresiju u proljece. Najvise vrijednosti u proljece imali su i
putovi ukljuceni u heterotrofno hranjenje, ukljucujuci fagosom (ko04145), lizozom (ko04142) i
peroksisom (ko04146), kao i apoptozu (ko04210) te autofagiju kod Zivotinja (ko04140), kvasaca
(ko04138) i ostalih organizama (ko04136). Medutim, ekspresija fagosoma ostala je visoka i zimi,
zajedno s ostalim putovima povezanim s heterotrofnim hranjenjem: endocitozom (ko04144) i

regulacijom aktinskog citoskeleta (ko04810).
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Vedina metabolickih putova kategorije obrada genetickih informacija takoder je pokazala
izrazene sezonske obrasce za grupu Dinoflagellata (Slika 34). Tijekom proljeéa visoku ekspresiju
imali su putovi: RNA polimeraza (ko03020), bazalni transkripcijski faktori (ko03022), SNARE
interakcije u vezikularnom transportu (ko04130), degradacija RNA (ko03018) i replikacija DNA
(ko03030). Nasuprot tome, tijekom ostatka godine povecanu ekspresiju pokazivali su putovi:
izrezivanje introna (ko03040), ribosom (ko03010), nukleocitoplazmatski transport (ko03013),
eksport proteina (ko03060) i obrada proteina u endoplazmatskom retikulumu (ko04141).
Metaboli¢ki putovi unutar kategorije obrade informacija iz okoli$a takoder su pokazali izrazene
sezonske obrasce (Slika 34). Tijekom proljeca vecina puteva iz te kategorije imala je najnizu
ekspresiju, uz iznimku puteva: ABC transporteri (ko02010), MAPK signalni put — kvasac
(ko04011), fosfatidilinozitol signalni sustav (ko04070) i mTOR signalni put (ko04150), koji su
pokazivali povisenu ekspresiju. Svi ostali putovi iz kategorije obrade informacija iz okolisa bili su
eksprimirani na viSim razinama tijekom ostatka godine. To ukljucuje: dvokomponentni sustav
(ko02020), MAPK signalni put (ko04010) i MAPK signalni put biljaka (ko04016) tijekom ljeta i
rane jeseni. Tijekom kasne jeseni i zime najvisu ekspresiju unutar ove kategorije imali su: signalni
put kalcija (ko04020), cAMP (ko04024) i cGMP-PKG signalni put (ko04022).

Klaster analiza odabranih 60 gena s najvis§im srednjim TPM vrijednostima unutar grupe
Dinoflagellata otkrila je tri jasno razdvojena klastera (Slika 35). Prvi klaster obuhvacao je gene s
visokom razinom ekspresije u proljece, dok je drugi ukljuc¢ivao gene s poviSenom razinom
ekspresije tijekom ljeta i ranog jesenskog razdoblja. Treci klaster sastojao se od gena Cija je
ekspresija bila najveca u kasnoj jeseni 1 zimi. U proljetnom klasteru zabiljezena je visoka ekspresija
gena povezanih s fagotrofijom, a medu njima su se isticala tri gena za kathepsine: kathepsin L
(K01365), B (K01363) i D (K01379) te geni za cisteinsku endopeptidazu s KDEL repom (K16292)
i kalretikulin (K08057). Drugi Klaster karakteriziran je visokom razinom ekspresije gena
ukljucenih u oksidacijsku fosforilaciju: podjedinice ATP-sintaze (F-tip ATPaza; K02130, K02132,
K02133, K02136), podjedinice citokrom ¢ oksidaze (K02264, K02266) te komponente transporta
elektrona, ukljucujuéi citokrom c (K08738) 1 protein ionskog kanala ovisnog o naponu (K15040).
Tre¢i klaster sadrzavao je najveci broj gena (28) i pokazao je najvecu funkcionalnu raznolikost
(Slika 35). U ovom klasteru u kasnoj jeseni i zimi zabiljeZeno je izrazeno povecanje transkripcije
komponenti citoskeleta, ponajvise gena povezanih s aktinom (K05699 i K05692), tubulinom
(K07375 1 K07374) 1 miozinom (K12749, K12757 1 K10352). Medu 60 gena s najviSim srednjim
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TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije detektiran nijedan klju¢an gen koji kodira za
osnovne procese fotosinteze. Medutim, gen za a-karbonsku anhidrazu (K01672), ukljucen u
mehanizme koncentracije ugljika (CCM), imao je povisenu ekspresiju tijekom ostatka godine u
usporedbi s proljecem. Takoder, kalmodulin (K02183), gen uklju¢en u nekoliko puteva povezanih
s obradom informacija iz okolisa, pokazivao je visu ekspresiju u kasnoj jeseni i zimi. Dva gena
koja kodiraju za molekularne ¢aperone iz obitelji HSP identificirana su s pove¢anom ekspresijom

u ranoj jeseni te kasnoj zimi (Slika 35).
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Slika 34 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe Dinoflagellata prikazani za postaje
RV001 (a) i RV004 (b). Na rubovima toplinske mape oznacene su za svaki uzorak/ mjesec
uzorkovanja sezona (proljece, ljeto, jesen, zima), a za svaki metabolicki put pripadaju¢a KEGG
kategorija: M — metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic
information processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information
processing) i C — stanicni procesi (engl. Cellular processes).
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Datum I 4 Datum

IERENERNENN Postaja 2021-04
Sezona 2 2021-05
hupB; DNA-binding protein HU-beta (K03530) 2021-06
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] (KO1365) 2021-07
metK, MAT; S-adenosylmethionine synthetase [EC:2.5.1.6] (KOO789) 0 g
GST, gst; glutathione S-transferase [EC:2.5.1.18] (K00799) 2021-08
CTSB; cathepsin B [EC:3.4.22.1] (K01363) -2 2021-09
CTSD; cathepsin D [EC:3.4.23.5] (K0O1379) 2021-10

AHCY, ahcY; adenosylhomocysteinase [EC:3.13.2.1] (KO1251) M 2021-11

B CEP, CYSEP; KDEL-tailed cysteine endopeptidase [EC:3.4.22.-] (K16292)
CALR; calreticulin (KD8057) 2021-12
EEF1A; elongation factor 1-alpha (K03231) 2022-01
EIF4A; translation initiation factor 4A (K03257) 2022-02
VDAC2; voltage-dependent anion channel protein 2 (K15040) 2022-03
DDX5, DBPZ; ATP-dependent RNA helicase DDX5/DBPZ [EC:5.6.2.7] (K12823)
ndk, NME; nucleoside-diphosphate kinase [EC:2.7.4.6] (K0O0940) Postaja
COXS5A; cytochrome ¢ oxidase subunit 5& (K02264) RVOOL
ATPeFOF, ATP5)2; F-type H+-transporting ATPase subunit f (K02130} I RVO04
EEF1B; elongation factor 1-beta (K03232)
ATPeFQO, ATP50, ATP5; F-type H+-transporting ATPase subunit O (K02137) Sezona
CYC; cytochrome c (K08738) lied
PRSS1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] {K01312) I Proljece
ATPeF1B, ATP5B, ATP2; F-type H+-transporting ATPase subunit beta [EC:7.1.2.2] (K02133) L Lieto
EEF2; elongation factor 2 (K03234) Jesen
ATPeF1A, ATP5A1, ATP1; F-type H+-transporting ATPase subunit alpha (K02132) Zima

COX6A; cytochrome ¢ oxidase subunit 6a (K02266)
ATPeF1G, ATP5C1, ATP3; F-type H+-transporting ATPase subunit gamma (K02136)
SLC25A3, PHC, PIC; solute carrier family 25 {mitochondrial phosphate transporter), member 3 (K15102)
NXN; nucleoredoxin [EC:1.8.1.8] (K17609)
VPS13A_C; vacuolar protein sorting-associated protein 13A/C (K19525)
HSPY0A, htpG; molecular chaperone HtpG (K04079)
HSPAL_6_8; heat shock 70kDa protein 1/6/8 (K03283)
CA; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1] (KO1672)
UBC; ubiquitin C {K08770)
PPIF; peptidyl-prolyl isomerase F (cyclophilin D) [EC:5.2.1.8] (K09565)
ARF1_2; ADP-ribosylation factor 1/2 (KO7937)
ATPeFOC, ATP5G, ATP9; F-type H+-transporting ATPase subunit ¢ (K02128)
FTH1; ferritin heavy chain [EC:1.16.3.1] (K00522)
MYL3; myosin light chain 3 (K12749)
MYL12; myosin regulatory light chain 12 (K12757)
ACTN1_4; actinin alpha 1/4 {(K05699)
ATP1A; sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha [EC:7.2.2.13] (K01539)
PDIAL, P4HB; protein disulfide-isomerase A1 [EC:5.3.4.1] (K0O9580)
SLC25A45S, ANT; solute carrier family 25 (mitochondrial adenine nucleotide translocator), member 4/5/6/31 (K05863)
BHMT; betaine-homocysteine S-methyltransferase [EC:2.1.1.5] {(K0O0544)
HSPAS, BIP; endoplasmic reticulum chaperone BiP [EC:3.6.4.10] (K09490)
UBB; ubiquitin B (K04551)
ACTB_G1; actin beta’/gamma 1 (K05692)
MYH9s; myosin heavy chain 9/10/11/14 {K10352)
TUBB; tubulin beta (KO7375)
TUBA; tubulin alpha (K07374)
PFN; profilin (KO5759}
TMPRSSY; transmembrane protease serine 9 [EC:3.4.21.-] {K09640)
CALM; calmodulin (K02183)
H2A; histone H2A (K11251)
HPGDS; prostaglandin-H2 D-isomerase [ glutathione transferase [EC:5.3.99.2 2.5.1.18] (K04097)
RAN; GTP-binding nuclear protein Ran (K07936)
SRSF4_5_6, SFRS4_5_6; serine/arginine-rich splicing factor 4/5/6 (K12893)
EIF5A; translation initiation factor 5A (K03263)
B_Q_7; 14-3-3 protein beta/theta/zeta (K16197)
E2.7.3.2; creatine kinase [EC:2.7.3.2] (K00933)
glnA, GLUL; glutamine synthetase [EC:6.3.1.2] (K01915)

Tl e [T

T o T e 1]

Slika 35 Godisnja sukcesija 60 gena s najvisim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih unutar
grupe Dinoflagellata. Na rubovima toplinske mape oznaceni su datum, postaja i sezona za svaki
uzorak i stablo hijerarhijskog klasteriranja gena temeljem euklidijskih udaljenosti. Nazivi gena
navedeni su prema nazivima u KEGG bazi te ukljucuju: skraceno ime gena; puno ime gena; kod
enzima (ukoliko postoji) te KEGG KO pristupni broj.
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3.2.5.2. Grupa Bacillariophyta

Grupa Bacillariophyta je u proljece, za vrijeme dominacije roda Noctiluca u ekspresiji
ukupne fitoplanktonske zajednice, imala nize razine ekspresije metabolickih puteva kategorija
obrada genetickih informacija, obrada podataka iz okolisa te tani¢ni procesi, uz pojedine puteve
kao iznimke. Tako je na postaji RV00l zabiljezena povecana ekspresija puteva lizosom
(map04142) i peroksisom (map04146) kategorije stani¢ni procesi. Na postaji RV004 zabiljezena
je povecana ekspresija puteva iz kategorije obrada informacija iz okolisa: ABC transporteri
(map02010), dvokomponentni sustav (map02020) te AMPK signalni put (map04152). Medutim,
na obje postaje u prvom dijelu proljeca zabiljezena je visoka ekspresija puteva iz Kategorije
metabolizam: metabolicki putovi (map01100), sinteza sekundarnih metabolita (map01110),
mikrobni metabolizam u razli¢itim okolisima (map01120), biosinteza aminoiselina (map01230),
glikoliza/glukogeneza (map00010), fiksacija ugljika Calvinovim ciklusom (map00710) i
oksidativna fosforilacija (map00190) (Slika 36).

Grupa Bacillariophyta imala je najve¢i udio u ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti zajednice
u jesen, to¢nije u listopadu na postaji RV0O01 i u studenom na postaji RV004. Takoder, najveca
ekspresija puta fotosinteza (map00195) u odnosu na ostatak godine bila je u jesen. Na obje postaje
u kasno ljeto vise razine ekspresije imali su putovi Kkategorije obrada okolisnih podataka:
signalizacija kalcijem (map04020) i cGMP-PKG signalni put (map04022). Na obje se postaje zimi
ve¢om razinom ekspresije u odnosu na ostatak godine istaknuo put endocitoze (map04144)
kategorije stani¢ni procesi. Takoder, zimi je zabiljezen i blagi porast ekspresije puteva stani¢ni
ciklus (map04110) i stani¢ni ciklus kvasaca (map04111).

Klaster analizom 60 gena s najve¢im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar
grupe nisu detektirani jasni sezonski klasteri (Slika 37). Ipak, pojedini geni koji bi mogli ukazivati
na specifi¢ne zivotne strategije istaknuli su se u grupi Bacillariophyta. Iako medu 60 gena s
najvis$im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije detektiran nijedan kljuc¢ni
gen koji kodira za osnovne procese fotosinteze, gen za malat dehidrogenazu (K00029), ukljuc¢en u
mehanizme koncentracije ugljika (CCM), imao je vise vrijednosti ekspresije u proljece i u zimi u
odnosu na jesen (Slika 37). Osim toga, kod grupe Bacillariophyta nije pronaden niti jedan gen
povezan s fagotrofnim nac¢inom ishrane. Nekoliko gena (kalmodulin (K02183), inozitol-polifosfat
multikinaza (K00915), kalcij-ovisna proteinska kinaza (K13412), serin/treonin kinaza (K04372) i
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cGMP-ovisna proteinska kinaza 1 (K07376) koji sudjeluju u obradi informacija iz okolisa bilo je
medu 60 gena s najve¢im srednjim vrijednostima ekspresije koji su imali poviSene vrijednosti
ekspresije u razli¢itim sezonama. Nekoliko gena povezanih sa odgovorima na stres (geni koji
kodiraju za serinske protease, tripsin (K01312) i kimotripsin (K01310)) takoder je uspjes$no
detektirano za grupu Bacillariophyta te su njihove vrijednosti ekspresije bile povisene tijekom
cijelog istrazivanog razdoblja, osim u jesen (Slika 37). Uz odgovor na stres detektirana je
ekspresija i gena povezanih s metabolizmom glutationa: glutation peroksidaza (K00432) i glutation
S-transferaza te gen iz HSP obitelji (K03283). Kod Bacillariophyta detektirani geni ukljuceni u
metabolizam fosfora bili su: natrij-ovisni transporter fosfata niskog afiniteta (K14640), pripadnik
SLC20 obitelji i fosfolipaza D1/2 (K01115), a imali su povisene vrijednosti ekspresije tijekom

cijelog istrazivanog razdoblja osim u jesen.
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Slika 36 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe Bacillariophyta prikazani za
postaje RV0O01 (a) i RV004 (b). Oznake iznad stupaca prikazuju sezonu, a oznake ispod stupaca
mjesec uzorkovanja. Oznake redaka prikazuju cetiri KEGG kategorije metabolickih puteva: M —
metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information
processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing) i C

— Sstanicni

procesi (engl. Cellular processes).
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Datum I 4 Datum
HRRERREN Postaja 2021-04

maeB; malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating)(NADP+) [EC:1.1.1.40] (K00029)
CALM; calmodulin (K02183)
GST, gst; glutathione S-transferase [EC:2.5.1.18] (K00799)
H2B; histone H2B (K11252)
CRISP1_2_3; cysteine-rich secretory protein 1/2/3 (K19919)
PPIF; peptidyl-prolyl isomerase F {cyclophilin D} [EC:5.2.1.8] {(K09565)
| | GAPDH, gapA; glyceraldehyde 3-phosphate dehydregenase (phosphorylating) [EC:1.2.1.12] (K00134)
PRSS1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] (K01312)
CYTB, petB; ubiquinol-cytochrome c reductase cytochrome b subunit (K00412)
cmcJ; cephamycin C biosynthesis protein (K18063)
ubiE; demethylmenaquinone methyltransferase | 2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase [FC:2.1.1.163 2.1.1.201] (K03183}
E2.1.1.103, NMT; phosphoethanalamine N-methyltransferase [EC:2.1.1.103] {K05929)
MYL3; myosin light chain 3 (K12749)
W HSPAL_6_8: heat shock 70kDa protein 1/6/8 (K03283)
NDS; NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 5 [EC:7.1.1.2] (K03883)
| | COx3; cytochrome ¢ oxidase subunit 3 (K02262)
ND4; NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 4 [EC:7.1.1.2] (K03881)
gpx, btuE, bsa; glutathione peroxidase [EC:1.11.1.9] (KO0432)
EEF1A; elongation factor 1-alpha (K03231)
H3; histone H3 (K11253)
PDIAG, TXNDCTY; protein disulfide-isomerase A6 [EC:5.3.4.1] (K09584)
| | TUBA; tubulin alpha (K07374)
OVECH; ovochymase [EC:3.4.21.-] (K01362)
MKNK, MNK; MAP kinase interacting serine/threonine kinase [EC:2.7.11.1] (K04372)
| | MRD1; nardilysin [EC:3.4.24.61] (K01411)
ABAT; 4-aminobutyrate aminotransferase / (S)-3-amino-2-methylpropionate transaminase [EC:2.6.1.19 2.6.1.22] (K13524)
coxC, ctaE; cytochrome ¢ oxidase subunit Il [EC:7.1.1.9] (K02276)
TXN, trxA; thioredoxin (K03671)
TMPRSS9; transmembrane protease serine 9 [EC:3.4.21.-] (K09640)
E3.2.1.4; endoglucanase [EC:3.2.1.4] {K01179)
SLC25A4S, ANT; solute carrier family 25 (mitochondrial adenine nucleotide translocator), member 4/5/6/31 (K05863)

Sezona 2 2021-05
PLG; plasminogen [EC:3.4.21.7] (K01315) 2021-06
MRC, CD206, CD280; mannose receptor, C type (KO6560)
% HSD17B12, KAR, IFA38; 17beta-estradiol 17-dehydrogenase / very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase [EC:1.1.1.62 1.1.1.330] (K10251) 0 2021-07
— ndk, NME; nucleoside-diphosphate kinase [EC:2.7.4.6] (K00940) 2021-08
TUBB; tubulin beta (K07375) 2 2021-09
E | UBB; wbiquitin B (K04551) 202110
HMGB1; high mability group protein B1 (K10802) B
NCL, NSR1; nucleolin {K11294) i+ | 20011
o SEC63, DNAJC23; translocation protein SECE3 (K09540) 2021-12
TGFBI, BIGH3; transforming growth factor-beta-induced protein (K19519) 202201
PLD1_2; phospholipase D12 [EC:3.1.4.4] (K01115) 2022-02
,{E SERPINE; serpin B (K13963) 207203
— SLC20A, PIT; solute carrier family 20 {sodium-dependent phosphate transporter) (K14640)
PRKG1; cGMP-dependent protein kinase 1 [EC:2.7.11.12] (K07376) Postaja
E CTRB; chymotrypsin [EC:3.4.21.1] (K01310} .RVDO]
NDUFA13; NADH dehydragenase (ubiquinone} 1 alpha subcomplex subunit 13 (K11353}
CPK; calcium-dependent protein kinase [FC:2.7.11.1] (K13412) B rvoo4
"_E | | RBMX, HNRNPG; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G (K12885)
UBC; ubiquitin C {K08770) Sezona
TPTE, TPIP; PTEN homologous phosphatase (K18079) . Proljece
CSNK2A; casein kinase Il subunit alpha [EC:2.7.11.1] (K03097) | Ljeto
IPMK, IPK2; inositol-polyphosphate multikinase [EC:2.7.1.140 2.7.1.151] (KOD915} Jesen
E2.7.3.2; creatine kinase [EC:2.7.3.2] (K00833) R
RAN; GTP-binding nuclear protein Ran (K07936) Zima
1 PDSS1; decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1 [EC:2,5.1.91] (K12504)
I __l: TIM17; mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM17 (K17795)
i UBE2I, UBCY; ubiguitin-conjugating enzyme E2 | (K10577})
H2A; histone H2A (K11251)
E E3.2.1.25, MANBA, manB; beta-mannosidase [EC:3.2.1.25] (K01192)

el i AT [

Slika 37 Godisnja sukcesija 60 gena snajvecim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih unutar
grupe Bacillariophyta. Na kolonama oznaceni su datum, postaja i sezona. Redci prikazuju
originalna imena gena iz KEGG baze, t. ustaljenu skracenicu, puno ime gena; kod enzima (ukoliko
postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih
udaljenosti.
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3.2.5.3. Grupa ostali Ochrophyta

Grupa ostali Ochrophyta takoder je imala najmanji relativni udio u ukupnoj metabolickoj
aktivnosti zajednice u prolje¢e. Vecina metaboli¢kih puteva tada je imala nisku ekspresiju (Slika
38). Ipak, u kasno prolje¢e na postaji RV001, povecanom aktivno$cu istaknuli su se putovi iz
kategorije stani¢nih procesa, konkretnije: fagosom (map04145), lizosom (map04142), apoptoza
(map04210) te autofagija Zivotinja (Map04140). Na postaji RV004 istaknuo se samo put osnovni
transkripcijski faktori (map03022) iz kategorije obrada genetskih informacija. Grupa ostali
Ochrophyta imala je najvec¢i udio u ukupnoj metabolickoj aktivnosti zajednice u kasno ljeto, tocnije
u rujnu na obje postaje, $to se podudara s pove¢anom aktivno$¢u dva metabolicka puta. To su bili
metabolizam galaktoze (map00052) iz kategorije metabolizam te nukleoplazmatski transport
(map03013) iz kategorije obrade genetickih informacija. Razina ekspresije puta fotosinteze
(map00195) na obje postaje bila je najveca u jesen. Slicno kao i za grupu Bacillariophyta na obje
se postaje u zimi ve¢om razinom ekspresije u odnosu na ostatak godine istaknuo put endocitoze
(map04144) iz kategorije stani¢ni procesi. Putovi stani¢ni ciklus (map04110) i stani¢ni ciklus
kvasaca (map04111) imali su povecanu ekspresiju u studenom na postaji RV0O1.

Analiza 60 gena s najve¢im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije
otkrila klastere koji su se jasno razlikovali po sezonama (Slika 35). Takoder, unutar ove skupine
nije detektiran nijedan klju¢ni gen koji kodira za osnovne procese fotosinteze niti mehanizme
koncentracije ugljika (CCM). Medutim, pronadeno je nekoliko gena koji kodiraju za peptidase. To
su bili: katepsin L (K01365) te tri gena za karboksipeptidaze A, A2 i B (K01290, K01298 i
K01291). Od gena koji sudjeluju u obradi informacija iz okoliSa, pronaden je kalmodulin
(K02183), a od gena koji se povezuju s odgovorom na stres, pronaden je jedan gen iz HSP obitelji
(K03283).
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Slika 38 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe ostali Ochrophyta prikazani za
postaje RV0O01 (a) i RV004 (b). Oznake iznad stupaca prikazuju sezonu, a oznake ispod stupaca
mjesec uzorkovanja. Oznake redaka prikazuju cetiri KEGG kategorije metabolickih puteva: M —
metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information
processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing) i C
— Stanicni procesi (engl. Cellular processes).
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Datum
NN NNENNNNNNN Postaja
Sezona
NCL, NSR1; nucleolin (K11294)
GPT, ALT; alanine transaminase [EC:2.6.1.2] (K0O0814}
RBMX, HNRNPG; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G (K12885)
ATAD3A_B; ATPase family AAA domain-containing protein 3A/B (K17681)
SRSF4_5_6, SFRS4_5_6; serinefarginine-rich splicing factor 4/5/6 (K12893}
ACADS, bed; butyryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.8.1] (KO0248)
ACADL; long-chain-acyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.8.8] (K00255)
TGFBI, BIGH3; transforming growth factor-beta-induced protein (K19519)
topB; DNA topoisomerase Ill [EC:5.6.2.1] {K03169)
H3; histene H3 (K11253)
SPOP; speckle-type POZ protein (K10523)
TUBB; tubulin beta (K07375)
| | UBB; ubiquitin B (K04551)
EEF1A; elongation factor 1-alpha (K03231)
NHP2, NOLA2; H/ACA ribonuclecprotein complex subunit 2 (K11129)
CPB1; carboxypeptidase B [EC:3.4.17.2] (KQ1291)
CPA2; carboxypeptidase A2 [EC:3.4.17.15] (KD1298)
CPAN; carboxypeptidase A, invertebrate [EC:3.4.17.-] (K0O1290)
| | MRC, CD206, CD280; mannose receptor, C type (K06560)
| | TMPRSS9; transmembrane protease serine 9 [EC:3.4.21.-] (K09640)
CALM; calmaodulin (K02183)
SLC12A2, NKCCY; solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporter), member 2 (K10951)
TUBA; tubulin alpha (K07374)
| | APOD; apolipopratein D and lipocalin family protein (K03098)
NDS5; NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 5 [EC:7.1.1.2] {K03883)
E2.7.3.2; creatine kinase [EC:2.7.3.2] (K00933)
PRSS12; neurotrypsin [EC:3.4.21.-] (K09624)
NDUFBY; NADH dehydrogenase {ubiquinone) 1 beta subcomplex subunit 9 (K03965)
50D2; superoxide dismutase, Fe-Mn family [EC:1.15.1.1] (K04564)
SLC18AL_2, VMAT; MFS transporter, DHAL family, solute carrier family 18 (vesicular amine transporter), member 1/2 (KO8155)
UAF30, SPP27; upstream activation factar subunit UAF30 (K15223)
HMGB2; high mobility group protein B2 (11295}
PIM3; proto-oncogene sering/threonine-protein kinase Pim-3 [EC:2.7.11.1] (K08807)
GCDH, gedH; glutaryl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.8.6] (K00252)
KPNAZ_7; importin subunit alpha-1/8 (K15043)
DDX4, VASA; probable ATP-dependent RNA helicase DDX4 [EC:5.6.2.7] (K13982)
E5.2.1.8; peptidylprolyl isomerase [EC:5.2.1.8] (K01802)
EIF251; translation initiation factor 2 subunit 1 (K03237)
FCER2, CD23; low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor (K06468)
H4; histone H4 (K11254)
E2.6.1.42, ilvE; branched-chain amino acid aminotransferase [EC:2.6.1.42] (K00826)
| | SLC8A, NCX; solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger) (K05849)
TXNDCS, ERP46; thioredoxin domain-containing protein 5 [EC:5.3.4.1] {K13984)
| | HSPAL_6_8; heat shock 70kDa protein 1/6/8 (K03283)
MYH9s; myosin heavy chain 9/10/11/14 (K10352)
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] (K01365)
SRSF1, SFRS1, ASF, SF2; serinefarginine-rich splicing factor 1 (K12890)
HNRNPF_H; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F/H (K12898)
PABPC; polyadenylate-binding protein (K13126)
SRSF2_8, SFRS2A_B; serine/arginine-rich splicing factor 2/8 (K12891)
RETSAT; all-trans-retinol 13,14-reductase [EC:1.3.99.23] (K09516)
SQD; squid (K03102)
ELF2C, AGO; sukaryotic translation initiation factor 2C {K11593)
SQSTM1; sequestosome 1 (K14381)
UXS1, uxs; UDP-glucuronate decarboxylase [EC:4.1.1.35] (K08678)
adk, AK; adenylate kinase [EC:2.7.4.3] (K00339}
NFYB, HAP3; nuclear transcription Y subunit beta (K08085)

N s T T

= -

HNRNPAL_3; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AL/A3 (K12741)
PTH2, PTRHZ; peptidyl-tRNA hydrolase, PTH2 family [EC:3.1.1.29] (K04794)

Tr A ]

SLC33A1, ACATN; MFS transparter, PAT family, solute carrier family 33 {acetyl-CoA transportor), member 1 [EC:2.3.1.-] (K03372)

P
2
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Datum
2021-04
2021-06
2021-07
2021-08
2021-09
2021-10
2021-11
2021-12
202201
2022-02
2022-03
2021-05

Postaja

B voo1
B rvooa
Sezona
W praliece
 Leto
Jesen
Zima

Slika 39 Godisnja sukcesija 60 gena s najvecim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih
unutar grupe ostali Ochrophyta. Na kolonama oznaceni Su datum, postaja i sezona. Redci
prikazuju originalna imena gena iz KEGG baze, tj. ustaljenu skracenicu; puno ime gena; kod
enzima (ukoliko postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci su hijerarhijski klasterirani temeljem

euklidijskih udaljenosti.
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3.2.5.4. Grupa Haptophyta

Grupa Haptophyta bila je jedina fitoplanktonska grupa koja je imala dva vrhunca u
kontekstu povecanih relativnih udjela u ukupnoj metabolickoj aktivnosti zajednice. Prvi je uocen
u svibnju na postaji RV004, a drugi u veljaci na obje postaje. Mjesec prije prvog vrhunca, u travnju
na postaji RV004, povec¢anom aktivno$c¢u istaknuli su se putovi iz dvije kategorije (Slika 40). 1z
kategorije metabolizam to su bili: metaboli¢ki putovi (map01100), biosinteza sekundarnih
metabolita (map 01110), mikrobni metabolizam u razli¢itim okolis§ima (map01120), metabolizam
sumpora (map00920), put pentoza-fosfata (map00030) te metabolizam fruktoze i manoze
(map00051). Iz kategorije stani¢ni procesi to su bili: endocitoza (map04144), lizosom (map04142),
te autofagija Zivotinja (map04140). U lipnju dodatni putovi iz ove kategorije imali su pove¢anu
ekspresiju u odnosu na ostatak godine, konkretnije: fagosom (map04145), apoptoza (map04210)
te regulacija aktinskog citoskeleta (map04810). Put fotosinteze (map00195) imao je kontinuiranu
visoku ekspresiju u ljeto na postaji RV001, a na postaji RV004 istaknuo se samo u studenom. Ipak,
u ozujku, na postaji RV001 isti¢e se povecana aktivnost nekoliko puteva iz kategorije obrada
okolisnih podataka, konkretnije: dvokomponentni sustav (map02020), MAPK signalni putovi
biljaka (map04016) i kvasaca (map04011), fosfatidil inozitol signalni put (map04070) te CAMP
signalni put (map04024). Na postaji RV001 istaknuo se samo MAPK signalni put (map04010).

Analiza 60 gena s najve¢im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije
otkrila klastere koji su se jasno razlikovali po sezonama (Slika 41). Takoder, unutar ove skupine
nije detektiran nijedan klju¢ni gen koji kodira za osnovne procese fotosinteze niti mehanizme
koncentracije ugljika (CCM). Medutim, pronadeno je nekoliko gena koji se povezuju s fagotrofnim
nacinom ishrane. To su bili: klatrin (teski lanac) (K04646) te klaretikulin (K08057). Od gena koji
sudjeluju u obradi informacija iz okoliSa pronaden je kalmodulin (K02183). Pronaden je jedan gen
koji kodira za transporter fosfata, toc¢nije natrij-ovisni kotransporter fosfata (K14683) iz SLC34
obitelji. Takoder, pronadena su dva gena povezana s odgovorom na stres. To su bila dva gena koji
kodiraju za serinske proteaze, tripsin (K01312) i kimotripsin (K01310) s pove¢anom ekspresijom

u ljeto i kasno proljece.
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Slika 40 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe ostali Haptophyta prikazani za
postaje RV0O01 (a) i RV004 (b). Oznake iznad stupaca prikazuju sezonu, a oznake ispod stupaca
mjesec uzorkovanja. Oznake redaka prikazuju cetiri KEGG kategorije metabolickih puteva: M —
metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information
processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing) i C
— Stanicni procesi (engl. Cellular processes).
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Datum I 4 Datum
ostaja

TMPRSS9; transmembrane protease serine 9 [EC:3.4.21.-] (K09640) Zi
atub; citronellyl-CoA dehydrogenase [EC:1.3.99.-] (€11731) ima

PIM1; prota-aoncogene serinefthreonine-protein kinase Pim-1 [EC:2.7.11.1] (K04702)

CTRB; chymotrypsin [EC:3.4.21.1] (K01310)

SNRP70; UL small nuclear ribonucleoprotein 70kDa (K11093)

CRYAB; crystallin, alpha B (K09542)

PPIF; peptidyl-prolyl isomerase F (cyclophilin D} [EC:5.2.1.8] (K09565)

CBHL,; cellulose 1,4-beta-cellobiosidase [EC:3.2.1.91] (K01225)

K22395; cinnamyl-alcohol dehydrogenase [EC:1.1.1.195] (K22395)

LYER; cell growth-regulating nucleolar protein (K15263)

CBX1, HPLB, SWI6; chromobox protein 1 (K11585)

UAF30, SPP27; upstream activation factor subunit UAF30 (K15223)

YTHDCI; YTH domain-containing protein 1 (K20100)

BCAS2; pre-mRNA-splicing factor SPF27 (K12861)

HINT1_2, hinT, hit; histidine triad (HIT) family protein [EC:3.9.1.-] (K02503)

I MYHSs; myosin heavy chain 9/10/11/14 (K10352)
| | ACTB_G1; actin betajgamma 1 (K05692)
MAPKAPKZ; mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2 [EC:2.7.11.1] (K04443)
pfp, PFP; diphosphate-dependent phosphofructokinase [EC:2.7.1.90] (K00895)
TANRD; thioredoxin reductase (NADPH) [EC:1.8.1.9] (K22182)
KDM3; [histone H3]-dimethyl-L-lysine9 demethylase [EC:1.14.11.65] (K15601)
SLC34A, NPT, nptA; solute carrier family 34 (sodium-dependent phosphate cotransporter) (K14683)
EIF3L; translation initiation factor 3 subunit L (K15029)
OVCH; ovochymase [EC:3.4.21.-] (K01362)
SLC13A2_3_5; solute carrier family 13 {sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2/3/5 (K14445)
ANP32A_C_D; acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A/C/D (K18646)
PPPZR1; serinefthreonine-protein phosphatase 2A regulatory subunit A (K03456)
QCR2, UQCRC2; ubiguinol-cytochrome ¢ reductase core subunit 2 (KOO415)
RUVBLI, RVB1, INOBOH; RuvB-like protein 1 [EC:5.6.2.4] (K04499)
PRSS1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] (K01312)
PDHA, pdhA; pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha [EC:1.2.4.1] (K00161)
TAGLN; transgelin (K20526)
ETFDH; electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase [EC:1.5.5.1] (K00311)
SNRPD2, SMD2; small nuclear ribonucleaprotein D2 (K11096)
I NASP; nuclear autoantigenic sperm protein (K11291)

TXN, trxA; thioredoxin (K03671)
GAPDH, gapA; glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (phosphorylating) [EC:1.2.1.12] (K00134)
RBMX, HNRNPG; heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G (K12885)

N NENENNENNEERENEEAEN P 2021-04
[ ] Sezona 2 2021-06
SLCBA, NCX; solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger) (K05849) 2021-07
PDHB, pdhB; pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta [EC:1.2.4.1] (K00162)
PK, pyk: pyruvate kinase [EC:2.7.1.40] (K00873) 0 [1]2021-08
CHRNN; nicotinic acetylcholine receptor, invertebrate (K05312) 2021-10
CLTC; clathrin heavy chain (K04646) -2 2021-11
EIF4G; translation initiation factor 4G (K03260) 2021-12
GAR1, NOLAL; H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1 (K11128) | 4 2022-01
i RFA1, RPAL, rpa; replication factor AL (KO7466)

RRS1; regulator of ribosame biosynthesis (K14852) 2022-02
EIF3K; translation initiation factor 3 subunit K (K15028) 2022-03
VCP, CDC48; transitional endoplasmic reticulum ATPase (K13525) 2021-09
CALM; calmodulin (K02183) 2021.05
H4; histone H4 (K11254)
CALR; calreticulin (KO8057) Postaja
MCM7, CDC47; DNA replication licensing factor MCM7 [EC:5.6.2.3] (K02210) Y001
H3; histone H3 (K11253) I
IpqC; polyhydroxybutyrate depolymerase (K03932) Rv004
TXNL4A, DIBL; U5 snRNP protein, DIM1 family {K12859)

E NCBP2, CBP20; nuclear cap-binding protein subunit 2 (K12883) Sezona
UBE2D, UBC4, UBCS; ubiquitin-conjugating enzyme E2 D [EC:2.3.2.23] (K06689} W Proljece
PGK, pgk; phosphoglycerate kinase [EC:2.7.2.3] (K00927) . Ljeto

’_’E SLC25A4S, ANT; solute carrier family 25 (mitochondrial adenine nuclectide translocator), member 4/5/6/31 (K05863) Jesen

]
1]

ST LA T

Slika 41 Godisnja sukcesija 60 gena s najvecim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih
unutar grupe Haptophyta. Na kolonama oznaceni su datum, postaja i sezona. Redci prikazuju
originalna imena gena iz KEGG baze tj. ustaljenu skracenicu, puno ime gena, kod enzima (ukoliko
postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih
udaljenosti.
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3.2.5.5. Grupa Chlorophyta

Za grupu Chlorophyta, kao i za vecinu grupa, prolje¢e je bilo razdoblje najmanjeg relativnog
udjela u ukupnoj metabolickoj aktivnosti zajednice. Ipak, u travnju se na obje postaje istaknula
povecéana aktivnost nekoliko puteva iz kategorije Stani¢ni procesi, konkretnije: fagosom (map04145),
apoptoza (map04210) te regulacija aktinskog citoskeleta (map04810) (Slika 42). Dodatno, na postaji
RV004 istice se povecana aktivnost puta oksidativne fosforilacije (map00190) iz kategorije
metabolizam. Nakon proljeca, relativni udio grupe Chlorophyta u ukupnom metabolizmu zajednice
se povecao te ostao relativno stabilan kroz ostatak godine. Vecina putova pokazuje vise vrijednosti
ekspresije u drugom djelu godine. Primjerice, to su putovi fotosinteze (map00195) ili pak endocitoze
(map04144). Osnovni putovi za akviziciju energije kao $to su glikoliza/glukogeneza (map00010),
TCA ciklus (map00020), ali i ostali putovi iz kategorije metabolizam kao Sto su biosinteza
sekundarnih metabolita (map01110), mikrobni metabolizam u razli¢itim okolisSima (map01120),
metabolizam ugljika (map01200) i biosinteza aminokiselina (map01230) pokazuju povecanu
ekspresiju krajem jeseni i kroz zimu. Takoder, u zimi se isti¢e i povecana aktivnost vec¢ine puteva iz
kategorije obrada okolisnih podataka.

Analiza 60 gena s najve¢im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije otkrila
Klastere koji su se jasno razlikovali po sezonama (Slika 43). Takoder, unutar ove skupine nisu
detektirani kljuéni geni koji kodiraju za osnovne procese fotosinteze, mehanizme koncentracije
ugljika (CCM) niti geni koji se povezuju s fagotrofnim nac¢inom ishrane. Od gena koji sudjeluju u
obradi informacija iz okoliSa, pronaden je kalmodulin (K02183). Takoder pronadeno je nekoliko gena
povezanih s odgovorom na stres. To su bili geni povezani s metabolizmom glutationa: glutation S-
transferaza (K00799) i glutation peroksidaza (K00432) te nekoliko gena iz HSP obitelji (K04079,
K09485 i K03283).
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cGMP-PKG signaling pathway (map04022)
AMPK signaling pathway (map04152)

mTOR signaling pathway (map04150)

Cell cycle (map04110)

Cell cycle - yeast (map04111)
Endocytosis (map04144)
Phagosome (map04145)
Lysosome (map04142)
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Photosynthesis - antenna proteins (map00196)
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Slika 42 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe Chlorophyta prikazani za postaje
RVO001 (a) i RV004 (b). Oznake iznad stupaca prikazuju sezonu, a oznake ispod stupaca mjesec
uzorkovanja. Oznake redaka prikazuju cetiri KEGG kategorije metabolickih puteva: M —
metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information
processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing) i C
— Stanicni procesi (engl. Cellular processes).
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Hix

AARRARRRAT AR AN N R RAARG R KaARRA RN AR R Ends

Datum
MERNRRNNRRNEN Postaja

Sezona

PCNA; proliferating cell nuclear antigen {K04802)

SPOP; speckle-type POZ protein (K10523}

ERF3, GSPT; peptide chain release factor subunit 3 {K03267)

SNRPD3, SMD3; small nuclear ribonucleoprotein D3 (K11088)

TFIIA2, GTF2A2, TOA2; transcription initiation factor TFIlA srall subunit (K03123)
CFL; cofilin {K05765)

CLK2_3; dual specificity protein kinase CLK2/3 [EC:2.7.12.1] (K08823)

glyA, SHMT; glycine hydroxymethyltransferase [EC:2.1.2.1] (K00600)

ACO; aconitate hydratase [EC:4.2,1.3] (K01681)

COX5B; cytochrome ¢ oxidase subunit 5b (K02265)

H3; histone H3 {K11253)

BEST; bestraphin, other (K22204)

CALM; calmadulin {K02183}

EIF1A; translation initiation factor 1A (K03236)

gpx, btu, bsah; glutathione peroxidase [EC:1.11.1.9] (K00432)

FKBP1; FK506-binding protein 1 [EC:5.2.1.8] K09568)

SAP18; histone deacetylase complex subunit SAP18 (K14324)

EIFAE; translation initiation factor 4E (K03259)

GAPDH, gapA; glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (phosphorylating) [EC:1.2.1.12] (KD0134)
H4; histone Hd (K11254)

DDX6, RCK, DHH1; ATP-dependent RNA helicase DDX6/DHHL [EC:5.6.2.7] (K12614)
MYH9s; myosin heavy chain 9/10/11/14 [K10352)

TUBB; tubulin beta (K07375)

adk, AK; adenylate kinase [EC:2.7.4.3] (K00939)

£2.1.1.103, NMT, phosphoethanolamine N-methyltransferase [EC:2.1.1.103] (K05929)
ADK, adoK; adenosine kinase [EC:2.7.1.20] (K00856)

H2B; histone H2B (K11252)

UAF30, SPP27; upstream activation factor subunit UAF30 (K15223)

SLC22A4 5, OCTN; MFS transporter, OCT family, solute carrier family 22 {organic cation transporter), member 4/5 {K08202)
ABCF2; ATP-binding cassette, subfamily F, member 2 (K06185)

MDH2; malate dehydrogenase [EC:1.1.1.37] (KO0026)

MRT4; mRNA turnover protein 4 (K14815)

£1.3.3.6, ACOX1, ACOX3; acyl-CoA oxidase [EC:1.3.3.6] (K00232)

CCT1, TCPL; T-camplex protein 1 subunit alpha (K09493)

IDH3; isocitrate dehydrogenase (NAD+) [EC:1.1.1.41] (KOOO30}

UBE2V; ubiguitin-conjugating enzyme E2 variant (K10704)

KARS, lysS; lysyl-tRNA synthetase, class Il [EC:6.1.1.6] (K04567)

RBBP4, HATZ, CAFL, MIS16; histone-binding protein RBBP4 (K10752)

NOP1, FBL; rRNA 2'-0-methyltransferase fibrillarin [EC:2.1.1.-] (K14563)

UZAFL; splicing factor U2AF 35 kDa subunit (K12836)

AGXT; alanine-glyoxylate transaminase / serine-glyoxylate transaminase / serine-pyruvate transaminase [EC:2.6.1.44 2.6.1.45 2.6.1.51] (K00830)
ACHE; acetylcholinesterase [EC:3.1.1.7] (K01049)

£3.2.1.14; chitinase [EC:3.2.1.14] (K01183)

TLS, FUS; RNA-binding protein FUS (K13098)

NASP; nuclear autoantigenic sperm protein (K11291)

SQD; squid [K03102)

ACTB_G1; actin betajgamma 1 {K05692)

LARPS; la-related protein 6 (K18733)

COX1; cytochrome ¢ oxidase subunit 1 [EC:7.1.1.9] {K02256)
topB: DNA topoisomerase lll [EC:5.6.2.1] (KD3169)

TUBA; tubulin alpha (K07374)

ST, gst; glutathione S-transferase [EC:2.5.1.18] (K00799)
NAPIL1, NRP; nucleosome assembly protein 1-like 1 (K11279)
PHM; peptidylglycine monooxygenase [EC:1.14.17.3] (K00504)
HSPI0A, htpG; molecular chaperone HtpG (K04079)

HSP110; heat shock protein 110kDa (K09485)

NFKBIA; NF-kappa-B inhibitor alpha (K04734)

PAL; peptidylamidoglycolate lyase [EC:4.3.2.5] (K18200)
A2M: alpha-2-macroglobulin (K03910)

HSPAL 6 _8; heat shock 70kDa protein 1/6/8 (K03283)

B

2

Datum
2021-04
2021-05
2021-06
202107
2021-08
2021-10
2021-11
2021-12
2022-03
2021-09
2022-01
202202

Postaja

B rvoot
B rvoo4

Sezona

[ profjece

I et
Jesen
Zima

Slika 43 Godisnja sukcesija 60 gena s najvecim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih
unutar grupe Chlorophyta. Na kolonama oznaceni su datum, postaja i sezona. Redci prikazuju
originalna imena gena iz KEGG baze tj. ustaljenu skracenicu; puno ime gena, kod enzima (ukoliko
postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci su hijerarhijski hlasterirani temeljem euklidiskih

udaljenosti.
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3.2.5.6. Grupa Cryptophyta

Grupa Cryptophyta pokazuje vrlo slian obrazac kretanja relativnih udjela u ukupnoj
metabolickoj aktivnosti zajednice kao i grupa Chlorophyta, sa minimumom u proljece te porastom
I stabilnim razinama kroz ostatak godine. U travnju, na postaji RV004 isti¢e se vrlo niska razina
ekspresije svih metabolickih puteva, dok su na postaju RV001 neki metabolicki putovi ipak imali
povecanu razinu ekspresije (Slika 44). To su bili put pentoza-fosfata (map00030) i metabolizam
fruktoze i manoze (map00051) iz kategorije metabolizam, ali i neki putovi iz kategorije obrada
informacija iz okoliSa, primjerice MAPK signalni put biljaka (map04016), signalni put kalcija
(map04020), fosfatilil-inozitol signalni put te cAMP (map04024) i cGMP signalni put (map04022)
¢ije ekspresije nastavljaju biti visoke 1 kroz ostatak prolje¢a na obje postaje. Na postaji RV001 u
travnju istice se i ekspresija puteva iz kategorije Stani¢ni procesi, konkretno put lizosom
(map04142) i autofagija zivotinja (map04140). Put fotosinteze (map00195) nije uocen na postaji
RV001, a na postaji RV004 istice se jedino u listopadu. Ostali putovi iz kategorija metabolizam
imali su povecanu ekspresiju u drugom dijelu godine. Putovi stani¢ni ciklus te stani¢ni ciklus
kvasaca na obje postaje imaju povecanu ekspresiju u zimi.

Analiza 60 gena s najve¢im srednjim TPM vrijednostima normaliziranim unutar grupe nije
otkrila klastere koji su se jasno razlikovali po sezonama (Slika 45). Takoder, unutar ove skupine
nisu detektirani kljuéni geni koji kodiraju za osnovne procese fotosinteze, ali detektiran je gen za
alfa-karboanhidrazu (K01622) koji sudjeluje u mehanizmu koncentracije ugljika (CCM). Medutim,
pronadeno je koji se ?neSto fali?gen povezuje s fagotrofnim nacinom ishrane kod protista. To su
bili: katepsin L (K01365) i karbopeptidaza b (K01291). Od gena koji sudjeluju u obradi informacija
iz okoliSa pronaden je kalmodulin (K02183). A pronadena su i dva gena koja sudjeluju u odgovoru

na stres: glutation S-transferaza (K00799) te HSP gen (K03283).
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Slika 44 Godisnji obrasci ekspresije metabolickih puteva grupe Cryptophyta prikazani za postaje
RVO001 (a) i RV004 (b). Oznake iznad stupaca prikazuju sezonu, a oznake ispod stupaca mjesec
uzorkovanja. Oznake redaka prikazuju cetiri KEGG kategorije metabolickih puteva: M —
metabolizam (engl. Metabolism), G — obrada genetskih informacija (engl. Genetic information
processing), E — obrada informacija iz okolisa (engl. Environmental information processing) i C
— Stanicni procesi (engl. Cellular processes).
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Datum I4 Datum
NEERTERETERTNCNO T NNSTN Postaja 2021-07
Sezona 2 2021-12
GYG1, GYG2; glycogenin [EC:2.4.1.186] (K0O750) 2022-01
‘E CA; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1] (KO1672)
PRDX6; peroxiredoxin 6 [EC:1.11.1.7 1.11.1.27 3.1.1.-] {K11188} 0 2022-03
— BR-C; broad-complex core protein (K02174) 2022-02
EIF3C; translation initiation factor 3 subunit C (K03252) -2 2021-05
T MAKL6; protein MAK16 (K14831) 2021-04
PRMT1; type | protein arginine methyltransferase [EC:2.1.1.319] {K11434} | K 202106
DKC1, NOLA4, CBF5; H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 [EC:5.4.99.-] (K11131}
-F CFL; cofilin (K05765) 2021-08
SULT1E1, STE; estrone sulfotransferase [EC:2.8.2.4] (K01016) 2021-10
{E CHRNAL; nicotinic acetylcholine receptor alpha-1 (K04803) 2021-11
CPBL; carboxypeptidase B [EC:3.4.17.2] (K01291) 2021-09
‘|: CTBP; C-terminal binding protein [EC:1.1.1.428] (K04496)
NPEPLL; probable aminopeptidase NPEPLL [EC:3.4.11.-] (K09611) Postaja

STX1A; syntaxin 1A (K04560) . Rv001

HPGDS; prostaglandin-H2 D-isomerase / glutathione transferase [EC:5.3.99.2 2.5.1.18] (K04097) . RV004
PSMD1, RPN2; 26S proteasome regulatory subunit N2 (K03032)

NDUFA8; NADH dehydrogenase (ublquinone) 1 alpha subcomplex subunit § (K03952) Sezona
OGDH, sucA; 2-oxoglutarate dehydrogenase EL component [EC:1.2.4.2] (KOO164) .
SLC25A4S, ANT; solute carrier family 25 (mitochondrial adenine nuclectide translocator), member 4/5/6/31 (K05863) . P‘FOUECE
KCNJN; potassium inwardly-rectifying channel subfamily ], other (K05330) . Ljeto
MICAL; F-actin menooxygenase [EC:1.14.13.225] (K19947) Jesen
E2.7.3.2; creatine kinase [EC:2.7.3.2] (KOD933) Zima

ENO1_2 3, eno; enclase 1/2/3 [EC:4.2.1.11] (KO1689)
PIML; proto-oncogene serinefthreonine-protein kinase Pim-1 [EC:2.7.11.1] (K04702)
SQSTM1; sequestosome 1 (K14381)
DNAJC7; Dna) homoleg subfamily C member 7 (K09527)
PURA; transcriptional activator protein Pur-alpha (K21772)
HI; hexokinase [EC:2.7.1.1] (KOO844)
SYT4; synaptotagmin-4 (K19904)
NXN: nucleoredoxin [EC:1.8.1.8] (K17609)
SPG20; spartin (K19366)
UAF30, SPP27; upstream activation factor subunit UAF30 (K15223)
|| topB; DNA topoisomerase IIl [EC:5.6.2.1] (K03169)
HSPAL_6_8; heat shock 70kDa protein 1/6/8 (K03283)
ndk, NME; nucleoside-diphosphate kinase [EC:2.7.4.6] (KO0940)
RARS, argS; arginyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.19] (K01887)
SAMS0, TOBSS5, bamA; outer membrane protein insertion porin family (KO7277)
SNRPC; U1 small nuclear ribonucleoprotein C (K11095)
CALM; calmodulin (K02183)
THOP1; thimet oligopeptidase [EC:3.4.24.15] (K01392)
PPILL; peptidyl-pralyl cis-trans isomerase-like 1 [EC:5.2.1.8] (K12733)
BUD2Z3; 185 rRNA (guaninel575-N7)-methyltransferase [EC:2.1.1.309] (K19306)
RFAL, RPAL, rpa; replication factor AL (KO7466)
KCNB1, KV2.1; potassium voltage-gated channel Shab-related subfamily B member 1 (K04885)
grxC, GLRX, GLRXZ2; glutaredoxin 3 (K03676)
NASP; nuclear autoantigenic sperm protein (K11291)
SPB1, FTS)3; AdoMet-dependent rRNA methyltransferase SPB1 [EC:2.1.1.-] (K14857)
SRS5F2_8, SFRS2A_B; serinefarginine-rich splicing factor 2/8 (K12881)
hscB, HSCB, HSC20; molecular chaperone HscB (K04082)
GST, gst; glutathione S-transferase [EC:2.5.1.18] (K00799)
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] (KO1365)
SQD; squid (K03102)
ACTB_G1; actin beta/gamma 1 (K05692)
| | MYL12; myosin regulatory light chain 12 (K12757)
PTBPL, PTB; polypyrimidine tract-binding protein 1 (K13218)
| | ACTAL; actin, alpha skeletal muscle (KL0354)
NNT; proton-translocating NAD{P)+ transhydrogenase [EC:7.1.1.1] (K00323)
EEF1B; elongation factor 1-beta (K03232)
| | UBC: ubiquitin C {K0§770)

B AT T A AT T

Slika 45 Godisnja sukcesija 60 gena s najvecim srednjim vrijednostima TPM normaliziranih
unutar grupe Cryptophyta. Na kolonama oznaceni su datum, postaja i sezona. Redci prikazuju
originalna imena gena iz KEGG baze, ¢. ustaljenu skracenicu, puno ime gena; kod enzima (ukoliko
postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidjiskih
udaljenosti.
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3.3. Skup podataka Po meta

3.3.1. Okolisni parametri

Na uzorkovanjima Po transekta provedenima u lipnju i rujnu vrijednosti temperature i
saliniteta ukazuju na stratifikaciju vodenog stupca (Slika 46). U lipnju je temperaturana 0 i 5 m
dubine na svim postajama bila vec¢a od 21 °C, a na mjerenim dubinama ve¢im od 20 m temperatura
nije prelazila 16 °C. Najveca izmjerena temperatura u lipnju bila je na postaji SJ101 na 0 m dubine,
aiznosila je 24,07 °C . Na istoj postaji na 30 m dubine izmjerena je najniza temperatura tog mjeseca
- 12,66 °C. U rujnu je temperatura na dubinama 0, 5 i 10 m prelazila 21 °C, a na postaji SJ108 i na
20 m. Na 20 m dubina temperature su se na postajama kretale od 23,16 do18,11 °C, a tek su na
dubinama od 30 i 35m izmjerene temperature bile nize od 16 °C. Najveca izmjerena temperatura u
rujnu bila je na postaji SJ108 na 0 m dubine, a iznosila je 24,82 °C . Na postaji SJ107 na 35 m
dubine izmjerena je najniza temperatura tog mjeseca (13,91 °C).

Vrijednosti saliniteta bile su niZe u povrSinskim slojevima, nego pri dnu i u lipnju i u rujnu
(Slika 46). U povrsinskom sloju (0 m) zabiljezen je prostorni gradijent saliniteta; vrijednosti su
se smanjivale u smjeru istok-zapad, odnosno od postaje RV001 prema postaji SJ108 (Slika 46). Te
vrijednosti kretale su se od 35,98 do32,60 (RV001-SJ101) u lipnju i od 37,21 do34,77 (RV001-
SJ108) u rujnu. Smanjeni salinitet u povrSinskom sloju ukazuje na dotok slatke vode iz rijeke Po
te zatvoreni obrazac cirkulacije u podrucju sjevernog Jadrana.

U lipnju su zabiljeZene vise vrijednosti ukupnog fosfora (Total P) u vodenom stupcu nego
u rujnu (Slika 46). Najvise vrijednosti koncentracije ukupnog fosfora zabiljezene su na postaji
SJ108 na 5 i 35 m (0,7 umol/L) u lipnju. Najnize vrijednosti koncentracije ukupnog fosfora
(Total_P) zabiljeZene su na postajama SJ101 na 20 m (0,21 pmol/L) te na postaji SJ107 na 35 m
(0,23 pmol/L) u rujnu. Vise koncentracije ukupnog fosfora (Total P) mogu se pripisati povisenim
koncentracijama otopljenog organskog fosfora (DOP), dok su koncentracije ortofosfata (PO+*") bile
nize (Slika 46). Zbog istodobno niskih koncentracija nitrata (NOs") omjeri N:P u vecem dijelu
vodenog stupca bili su manji od 16, dok su vrijednosti ve¢e od 16 zabiljezene tek na veéim
dubinama (Slika 46 i Slika 47). U rujnu su, kroz ve¢i dio vodenog stupca, bile prisutne niske
koncentracije ortofosfata (PO4*") i DOP-a, a na pojedinim postajama i dubinama ortofosfat bio je

u potpunosti iscrpljen. Ipak, na postaji SJ108 uocen je pocetak uzdizanja nutrijenata iz dubljih
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slojeva (Slika 46), pri ¢emu su na dubini od 30 m zabiljezene najvise koncentracije ortofosfata

(0,3 pmol/L). Tijekom rujna omjeri N:P uglavnom su prelazili vrijednost 16 (Slika 47).
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Slika 46 Prostorna raspodjela okolisnih parametara na dva uzorkovanja PO transekta (lipanj i
rujan). Kratice na grafikonu: NOs (nitrat (NO3")), NO2 (nitrit (NO2Y)), NHs (amonijak (NH4)),
DIN (otopljeni anorganski dusik (zbroj (NO3"), (NO2) i (NH4")), POa4 (ortofosfat (PO4*)), SiOa
(ortosilikat (SiO47)), Total_P (ukupni otopljeni fosfor), DOP (otopljeni organski fosfor (zbroj
Total_P i (PO4*))), °C (temperatura), Sal (salinitet).
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Slika 47 Prostorna raspodjela omjera N:P (nitrat (NO3")/ ortofosfat (PO4*) na dva uzorkovanja
Po transekta (lipanj i rujan). Crvena isprekidana linija prikazuje omjer N:P = 16.

3.3.2. Taksonomska raspodjela fitoplanktonske zajednice

Relativni udjeli svake fitoplanktonske grupe u ukupnoj metabolickoj aktivnosti cjelokupne
zajednice predstavljeni su zbrojem TPM vrijednosti normaliziranih izmedu grupa. Tijekom oba
uzorkovanja na Po transektu grupa Dinoflagellata imala je najvece relativne udjele u ukupnoj
metaboli¢koj aktivnosti zajednice, uz iznimku uzorka uzorkovanog Niskinovim crpcem na 20 m
dubine u lipnju, kada je i skupina Haptophyta imala visoke metaboli¢ke udjele (Slika 48). Relativni
udjeli grupe Dinoflagellata na svim su postajama bili ve¢i u lipnju u odnosu na rujan (Slika 48).
Suprotno tome, ostale fitoplanktonske grupe uglavnom su imale vece relativne udjele u rujnu (Slika
48).

UocCene su i razlike u relativnim udjelima ovisno o nadinu uzorkovanja planktonskom

mrezom naspram Niskinovog crpca. Uzorkovanjem crpcima zabiljeZen je veci relativni udio grupe
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Haptophyta na obje analizirane dubine (5 i 20 m) u usporedbi s uzorcima iz cijelog vodenog stupca
prikupljenima planktonskom mrezom na postaji SJ108. Ta je razlika bila osobito izrazena u lipnju
na dubini od 5 metara, kada su grupe Haptophyta i ostali Ochrophyta pokazale povecane relativne
udjele u odnosu na uzorak iz cijelog vodenog stupca prikupljenog na istoj postaji (Slika 48).
Dodatno, uocena je razlika u broju jedinstvenih KEGG.KO anotacija izmedu metatranskriptoma
dobivenih uzorkovanjem planktonskom mrezom 1 Niskinovim crpcem na postaji SJ108.
Usporedujuéi broj jedinstvenih anotacija izmedu metatranskriptoma sa postaje SJ108 (mrezni
potez, 5 m 1 20 m) u lipnju i rujnu, dosljedno je najvec¢i broj jedinstvenih anotacija kod svih
fitoplanktonskih grupa zabiljezen u metatranskriptomima uzorkovanim Niskinovim crpcima
(Prilog 8, Prilog 9, Prilog 10, Prilog 11, Prilog 12 i Prilog 13). Kod grupa Dinoflagellata,
Bacillariophyta, ostali Ochrophyta i Chlorophyta najveci broj jedinstvenih KEGG.KO anotacija
pronaden je u metatranskriptomima uzorkovanim Niskinovim crpcima na 20 m dubine za lipanj i
rujan (Prilog 8, Prilog 9, Prilog 10 i Prilog 12). Kod grupa Haptophyta i Cryptophyta najveci broj
jedinstvenih KEGG.KO anotacija pronaden je u metatranskriptomu uzorkovanom Niskinovim
crpcem na 5 m dubine u lipnju, a u rujnu je najveci broj anotacija pronaden u metatranskriptomu

uzorkovanom Niskinovim crpcem na 20 m dubine (Prilog 11 i Prilog 13).
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Slika 48 Relativni udjeli grupa u ukupnoj metabolickoj aktivnosti cjelokupne zajednice na
postajama Po transekta u lipnju i rujnu temeljeni na zbroju TPM vrijednosti normaliziranih izmedu
grupa. Pritom x-os predstavija postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom mrezom
(RV001, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim crpcem
(SJ108_5 i1 SJ108_20). y-o0s predstavija zbroj TPM vrijednosti normaliziranih izmedu grupa svih
proteinskih sljedova koji su pripali odredenoj taksonomskoj grupi.
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Taksonomskom anotacijom na razini roda identificirano je ukupno 32 roda grupe
Dinoflagellata, 40 rodova grupe Bacillariophyta, 28 rodova grupe ostali Ochrophyta, 14 rodova
grupe Haptophyta, 22 roda grupe Chlorophyta te 10 rodova grupe Cryptophyta. U veéini uzoraka
zabiljezena je prisutnost gotovo svih identificiranih rodova unutar pojedine grupe, no njihovi
relativni udjeli varirali su medu uzorcima (Slika 49, Slika 50, Slika 51, Slika 52, Slika 53 i Slika
54). Primjerice, unutar grupe Dinoflagellata najveci relativni udio u lipnju imao je rod Noctiluca,
dok je u rujnu dominirao rod Symbiodinium (Slika 49). Uoc¢eno je da su relativni udjeli ovih
dominantnih rodova bili nizi u uzorcima prikupljenima Niskinovim crpcem u usporedbi s uzorcima
prikupljenima planktonskom mrezom na postaji SJ108 (Slika 49). Kod ostalih skupina dominacija
pojedinih rodova bila je izrazena samo u pojedinim uzorcima (Slika 50, Slika 51, Slika 52, Slika
53 i Slika 54). Primjerice, kod skupine Bacillariophyta u uzorku prikupljenom Niskinovim crpcem
s dubine od 20 metara u lipnju, rod Chaetoceros imao je vrlo visok relativni udio (Slika 50). U
rujanskim uzorcima prikupljenima Niskinovim crpcem najveci relativni udjeli pripadali su
rodovima Chaetoceros i Pseudo-nitzschia (Slika 50). U skupini ostali Ochrophyta, rod Dictyocha
je u lipanjskom uzorku s dubine od 5 metara imao visoki relativni udio, dok je u rujanskim
uzorcima prikupljenima Niskinovim crpcem dominirao rod Vaucheria (Slika 51). U skupini
Haptophyta, rod Chrysocromulina bio je dominantan u uzorcima Niskinovog crpca tijekom oba
uzorkovana razdoblja, tj. u lipnju i u rujnu (Slika 52).
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Slika 49 Relativni udjeli rodova grupe Dinoflagelata identificirani na postajama Po transekta u
lipnju i rujnu. Pritom x-os predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV001, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_51SJ108_20). y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
Dinoflagellata. Oznaka "NA" odnosi se na proteinske sljedove unutar grupa Dinoflagellata koji
nisu uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova
identificiranih u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.
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Slika 50 Relativni udjeli rodova grupe Bacillariophyta identificirani na postajama Po transekta u
lipnju i rujnu. Pritom x-0s predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV00I1, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_5iSJ108_20); y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
Bacillariophyta. Oznaka "NA" odnosi se na proteinske sljedove unutar grupe Bacillariophyta koji
nisu uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova

identificiranih u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.
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Slika 51 Relativni udjeli rodova grupe ostali Ochrophyta identificirani na postajama Po transekta
u lipnju i rujnu. Pritom x-0s predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV001, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_51iSJ108 20); y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
ostali Ochrophyta. Oznaka "NA" odnosi se na proteinske sljedove unutar grupe ostali Ochrophyta
koji nisu uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova
identificiranih u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.
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Slika 52 Relativni udjeli rodova grupe Haptophyta identificirani na postajama Po transekta u
lipnju i rujnu. Pritom x-0s predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV00I1, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_51SJ108_20). y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
Haptophyta. Oznaka "NA"odnosi se na proteinske sljedove unutar grupe Haptophyta koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova identificiranih
u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.
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Slika 53 Relativni udjeli rodova grupe Chlorophyta identificirani na postajama Po transekta u
lipnju i rujnu. Pritom x-os predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV001, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_51SJ108_20;. y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
Chlorophyta. Oznaka "NA" odnosi se na proteinske sljedove unutar grupe Chlorophyta koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova identificiranih
u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.
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Slika 54 Relativni udjeli rodova grupe Cryptophyta identificirani na postajama Po transekta u
lipnju i rujnu. Pritom x-0s predstavlja postaje na kojima je uzet vertikalni potez fitoplanktonskom
mrezom (RV00I1, SJ101, SJ107 i SJ108) i postaje i dubinu na kojoj je uzorak uzet Niskinovim
crpcem (SJ108_51SJ108_20;. y-os predstavlja zbroj TPM vrijednosti normaliziranih unutar grupe
Cryptophyta. Oznaka "NA" odnosi se na proteinske sljedove unutar grupe Cryptophyta koji nisu
uspjesno anotirani na razini roda. Na vrhu svakog stupca prikazan je broj rodova identificiranih
u uzorku. Na vrhu svakog stupca naznacen je broj rodova identificiran u uzorku.

109



3.3.3. Obrazac ekspresije metabolickih puteva i odabranih gena

U metatranskriptomima skupa podataka Po meta, identificirani su klju¢ni geni za
prilagodbu eukariotskog fitoplanktona na uvjete ograni¢enja fosforom. Medu njima su bili geni
povezani s akvizicijom anorganskog i organskog fosfora, tj. fosfatni transporteri iz SLC17
(K12300, K12302, K08193), SLC20 (K14640), SLC34A (K14683), PiT (K03306) te PHO84
(K08176) obitelji, alkalne fosfataze PhoA/B (K01077) i PhoD (K01113) tipa te fosfodiesteraza
glpQ tipa (K01126). Takoder, identificirano je i nekoliko gena koji sudjeluju u hidrolizi PolyP-a;
egzofosfataza PPX tipa (K01514) i endofosfataza (K06018) te geni koji sudjeluju u remodeliranju
staniénih membrana; fosfolipaze A (K01047, K16342, K16343, K16815, K14674) B (K14621),
C (K01114) i D (K13619, K01115, K17717) tipa, te sulfolipidna sintaza SQD2 (K06119) i
monogalaktosil-diacilglicerol sintaza MGD (K03715). Dodatno, identificiran je i gen za klatrin
(K04646) koji sudjeluje u klatrinom-posredovanoj endocitozi, anorganska pirofosfataza (K01507)
koja sudjeluje u pretpostavljenoj strategiji recikliranja pirofosfata te tripsin (K01312),
pretpostavljeni regulator N-P homeostaze. Usporedbom ekspresije ovih kljuénih gena medu
postajama Po transketa (RV001, SJ101, SJ107, SJ108), dva mjeseca uzorkovanja (lipanj i rujan) te
dvije metode uzorkovanja (planktonska mreza i Niskinov crpac) opisani su obrasci koekspresije
fitoplanktonskih grupa Dinoflagellata i Bacillariophyta (Slika 55, Slika 56, Slika 57 i Slika 58).
Obrasci koekspresije identificiranin gena grupe Dinoflagellata u uzorcima prikupljenim
planktonskom mrezom (Slika 55) pokazuju jasno razdvajanje na dva klastera, lipanjski i rujanski.
U lipanjskom klasteru zabiljezena je poviSena razina ekspresija veéeg broja gena (14) u odnosu na
rujanski klaster (7) (Slika 55). U obrascima koekspresije u uzorcima prikupljenim Niskinovim
crpcim, izdvojio se na postaji SJ108 metatranskriptom uzorkovan u lipnju na 20 metara dubine,

gdje je identificiran najveci broj gena (13) s visokom razinom ekspresije (Slika 56).
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[ M Postaja I 2021-06-15
PLA2G, SPLAZ; secretory phospholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K01047) 1 . 2021-09-13
PRUNE, PPX1; exopolyphosphatase [EC:3.6.1.11] (K01514)
MGD; 1,2-diacylglycerol 3-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.46) (K03715) 0 Postaja
SLC17A6_7_8; MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium-dependent inarganic phosphate cotransparter), member 6/7/8 (K12302) RV001
phoD; alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] (K01113) -1 SJ101
PLA2G4, CPLAZ; cytosolic phospholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K16342) . 5107
-2
PHO84; MFS transparter, PHS family, inorganic phosphate transporter (K08176)
TGL4,; TAG lipase / steryl ester hydrolase / phospholipase A2 / LPA acyltransferase [EC:3.1.1.3 3.1.1.13 3.1.1.4 2.3.1.51] (K14674)
pld; phospholipase D [EC:3.1.4.4] (K17717)
SLC17A; MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), other (K08193)
o

R B Datum Jo Datum
E3.1.4.46, glpQ, ugpQ; glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [EC:3.1.4.46] (K01126) 5108
PPN1; endopolyphosphatase [EC:3.6.1.10] (K06018)
ppa; inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] (K01507)

PLD1_2; phospholipase D1/2 [EC:3.1.4.4] (KD1115)
I SLC20A, PIT; solute carrier family 20 {sodium-dependent phosphate transporter) (K14640)

PRSS1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] (K01312)
SLC34A, NPT, nptA; solute carrier family 34 (sodium-dependent phosphate cofransporter) (K14683)
TC.PIT; inorganic phosphate transporter, PiT family (K03306)
PLB1, PLB; phospholipase B1, membrane-associated [EC:3.1.1.4 3.1.1.5] (K14621)

I E3.1.3.1, phoA, phoB; alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] (K01077)
CLTC; clathrin heavy chain (K04646)

Slika 55 Obrasci koekspresije odabranih gena grupe Dinoflagellata identificirani u
metatranskriptomima prikupljenim planktonskim mrezama. Oznake iznad stupaca prikazuju datum
i postaju uzorkovanja. Redci prikazuju originalna imena gena iz KEGG baze, tj. ustaljenu
skracenicu, puno ime gena; kod enzima (ukoliko postoji) te KEGG.KO pristupni broj. Redci i stupci
su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih udaljenosti.
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Bl Postaja 1 [ 2021-06-15
I ppa; inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] (K01507) 05 . 2021-09-13
I PNPLAS; calcium-independent phospholipase A2-gamma (K16815) :
I CLTC; clathrin heavy chain (K04646) 0 Postaja
I SLC20A, PIT; solute carrier family 20 (sodium-dependent phosphale transporter) (K14640) 05 . 5J108 5
I PLA2GS, IPLA2; calcium-independent phospholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K16343) ’ SJ108 20
MGD; 1,2-diacylglycerol 3-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.46] (K03715) -1
PRUNE, PPX1; exopolyphosphatase [EC:3.6.1.11] (K01514) u -15

SLC17A6_7_8; MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6/7/8 (K12302)
pld; phosphalipase D [EC:3.1.4.4] (K17717)
PLA2G4, CPLA2; cytosolic phaspholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K16342)
TGL4; TAG lipase / steryl ester hydrolase / phospholipase A2 / LPA acyltransferase [EC:3.1.1.3 3.1.1.13 3.1.1.4 2.3.1.51] (K14674)
E3.1.3.1, phoA, phoB; alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] (K01077)
plc; phospholipase C [EC:3.1.4.3] (K01114)
E3.1.4.46, gIpQ, ugpQ; glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [EC:3.1.4.46] (K01126)
phoD; alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] (K01113)
SQD2; sulfoquinovosyliransferase [EC:2.4.1.-] (K06119)
PLA2G, SPLA?; secretory phospholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K01047)
B PLD1_2; phospholipase DL/2 [EC:3.1.4.4] (KO1115)

T (0

I SLC17A; MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), other (K08193)
I SLC34A, NPT, nptA; solute carrier family 34 (sodium-dependent phosphate cotransporter) (K14683)
I TC.PIT; inorganic phosphate transporter, PiT family (K03306)
I PRSS1 2 _3; trypsin [EC:3.4.21 4] (K01312)
DDHD1; phespholipase DDHD1 [EC:3.1.1.118] (K13619)
I PHO84; MFS transporter, PHS family, inorganic phosphate transporter (K08176)
I PLB1, PLB; phospholipase B1, membrane-associated [EC:3.1.1.4 3.1.1.5] (K14621)
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Slika 56 Obrasci koekspresije odabranih gena grupe Dinoflagellata identificirani u
metatranskriptomima prikupljenim Niskinovim crpcima. Oznake iznad stupaca prikazuju datum i
postaju uzorkovanja. Redci prikazuju originalna imena gena iz KEGG baz,e tj. ustaljenu
skracenicu, puno ime gena; kod enzima (ukoliko postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci i stupci
su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih udaljenosti.

Obrasci koekspresije identificiranih gena grupe Bacillariophyta u uzorcima prikupljenim
planktonskom mrezom (Slika 57) takoder su pokazali razdvajanje u dva klastera: prvi ukljucuje
rujanske metatranskriptome s postaja RV001, SJ107 1 SJ101, dok drugi obuhvaca sve lipanjske
metatranskriptome te rujanski metatranskriptom s postaje SJ108. Veci broj gena s poveéanom
ekspresijom identificiran je u prvom klasteru (7) (Slika 57). Obrasci koekspresije u uzorcima
prikupljenim Niskinovim crpcima pokazuju razdvajanje metatranskriptoma prema mjesecu
uzorkovanja, a najveci broj identificiranih gena s povisenom ekspresijom (10) pronaden je u

rujanskom uzorku postaje SJ108 na 20 metara dubine (Slika 58).
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P B Datum J, Datum

B [ |Postaja = 2021-06-15
I SLC20A, PIT, solute carrier family 20 (sodium-dependent phosphate transporter) (K14640) 1 . 2021-09-13
I E3.1.3.1, phoA, phoB; alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] (K01077)
I PLD1_2; phospholipase D1/2 [EC:3.1.4.4] (K01115) 0 Postaja
B | |PrRss1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] (K01312) ) Rv001
I PLA2GS, IPLAZ; calcium-independent phospholipase A2 [EC:3.1.1.4] (K16343) SJ101
E3.1.4.48, glpQ, ugpQ; glycerophosphory! diester phosphodiesterase [EC:3.1.4.46] (K01126) l -2 . SJ107
SLC34A, NPT, nptA; solute carrier family 34 (sodium-dependent phosphate cotransporter) (K14683) $J108

ppa; inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] (K01507)
phoD; alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] (K01113)
I CLTC; clathrin heavy chain (K04646)

0000 Sc0
SRee B3

Slika 57 Obrasci koekspresije odabranih gena grupe Bacillariophyta identificirani u
metatranskriptomima prikupljenim planktonskim mrezama. Oznake iznad stupaca prikazuju datum
I postaju uzorkovanja. Redci prikazuju originalna imena gena iz KEGG baze, tj. ustaljenu
skracenicu, puno ime gena, kod enzima (ukoliko postoji) te KEGG KO pristupni broj. Reci i stupci
su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih udaljenosti.

8 P9 patum | 15 patum
B Postaja 1 [ 2021-06-15
I E3.1.3.1, phoA, phoB; alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] (K01077) 05 . 2021-09-13
I MGD; 1,2-diacylglycerol 3-beta-galactosyltransferase [EC:2.4.1.46] (KO3715) )
SLC34A, NPT, nptA; solute carrier family 34 (sodium-dependent phosphate cotransporter) (K14683) 0 Postaja
I SQD?2; sulfoquinovosyltransferase [EC:2.4.1.-] (K0D6119) 05 . SJ108_5
I PNPLAB; calcium-independent phospholipase A2-gamma (K16815) 1 5J108_20
I PRUNE, PPX1; exopolyphosphatase [EC:3.6.1.11] (K01514) |
I PHO84; MFS transporter, PHS family, inorganic phosphate transporter (K08176) 15

I SLC17A; MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), other (K08193)
I CLTC; clathrin heavy chain (K04646)
ppa; inorganic pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] (K01507)

TGL4; TAG lipase / steryl ester hydrolase / phospholipase A2 / LPA acyltransferase [EC:3.1.1.3 3.1.1.13 3.1.1.4 2.3.1.51] (K14674)
plc; phospholipase C [EC:3.1.4.3] (K01114)
I PRSS1_2_3; trypsin [EC:3.4.21.4] (K01312)
DDHD1; phospholipase DDHD1 [EC:3.1.1.118] (K13619)
E3.1.4.46, glpQ, ugpQ; glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [EC:3.1.4.46] (K01126)
phoD; alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] (K01113)
I PLD1_2; phospholipase D1/2 [EC:3.1.4.4] (K01115)

Slika 58 Obrasci koekspresije odabranih gena grupe Bacillariophyta identificirani u
metatranskriptomima prikupljenim Niskinovim crpcima. Oznake iznad stupaca prikazuju datum i
postaju uzorkovanja. Redci prikazuju originalna imena gena iz KEGG baze, tj. ustaljenu
skracenicu, puno ime gena, kod enzima (ukoliko postoji) te KEGG KO pristupni broj. Redci i stupci
su hijerarhijski klasterirani temeljem euklidijskih udaljenosti.
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4. RASPRAVA

4.1. Skup podataka SJ transkriptomi

4.1.1. Opce karakteristike skupa podataka SJ transkriptoma

Sirovi podaci dobiveni u ovom istrazivanju sastoje se od 519.136.526 kratkih nukleotidnih
sljedova, sekvenciranih iz 12 uzoraka ukupne RNA, izoliranih iz Sest vrsta dijatomeja, uzgojenih
u dva in vitro uvjeta dostupnosti fosfora (F/2 i P-limit). Primijenjeni bioinformati¢ki postupak
rezultirao je kona¢nim skupom podataka od 12 transkriptoma, koji se sastoji od 106.274
proteinskih sljedova (u prosjeku 8.856 proteinskih sljedova po uzorku). Budué¢i da monoklonalne
kulture iz kojih su izolirani transkriptomi nisu bile akseni¢ne, dodatno je nad proteinskim
sljedovima primijenjen algoritam za predikciju taksonomske pripadnosti. Rezultati taksonomske
anotacije bili su dosljedni medu svim uzorcima. Ukupno je 77-84% funkcionalno anotiranih
proteinskih sljedova dodijeljeno taksonomskoj razini Bacillariophyta, tj. dijatomejama. U prosjeku,
16% dodijeljeno je razini Eukaryota, 4% razini Bacteria, dok je manje od 1% pripisano arhejama i
virusima. Ovi rezultati ukazuju na potrebu za taksonomskim filtriranjem transkriptoma, osobito
kada se transkriptomi koriste kao referenca za taksonomsku anotaciju metatranskriptoma.
Medutim, vazno je naglasiti da i proteini dodijeljeni razini Eukaryota mozda pripadaju
dijatomejama, ali zbog trenutne opsirnosti same referentne baze nisu mogli s visokom pouzdanos$cu
biti anotirani na niZoj taksonomskoj razini.

Jedan od ciljeva analize kona¢nog skupa podataka SJ transkriptoma bio je istraziti koja od
koriStenih baza podataka: eggNOG, KEGG ili GO, pruza za istrazivani skup podataka najvise
funkcionalnih informacija i najviSu razinu anotacijske uspjesnosti. EggNOG alat koristen je za
dodjelu funkcionalne anotacije predvidenim proteinskim sljedovima. Funkcionalno je anotirano
ukupno 97.271 proteinskih sljedova, $to ¢ini 91,5% konac¢nog skupa podataka. Od toga je 78%
proteinskih sljedova dobilo barem jednu anotaciju iz koriStenih baza (eggNOG opis, KEGG KO ili
GO), dok je 22% pripalo proteinima nepoznate funkcije koji su prethodno identificirani u
sekvencioniranim genomima. Najveci broj, tj. 77% anotiranih proteinskih sljedova pridruzen je
eggNOG opisu, dok su KEGG.KO i GO anotacije dodijeljene za 49% odnosno 33% proteinskih

sljedova. Ovakva raspodjela u skladu je s ofekivanjima s obzirom na to da je eggNOG baza
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podataka (verzija 5.0) najobuhvatnija, s 4,4 milijuna ortolognih grupa (OG) rasporedenih kroz 379
taksonomskih razina (Huerta-Cepas i sur., 2019). Medutim, vazno je naglasiti kako se izbor baze
podataka ne bi trebao temeljiti iskljucivo na broju dodijeljenih anotacija, ve¢ i na postavljenom
bioloskom pitanju, budu¢i da svaka od navedenih baza razliito kategorizira proteine (vidi
poglavlje 1.4.4.). Vecina funkcionalno anotiranih sljedova sadrzavala je anotacije iz viSe baza, $to
ukazuje na znaCajno preklapanje u vrsti sadrzanih funkcionalnih informacija izmedu baza
podataka. Medutim, viSestruke anotacije za jedan transkript/protein rezultat su 1 duzine samog
transkripta/proteina te funkcionalne informacije koju sadrzi, a koja je za veliku vecéinu
transkripta/proteina (osobito onih duzih) povezana sa ve¢im brojem raznovrsnih stani¢nih funkcija
unutar ¢esto i razliitih stani¢nih odjeljaka. Na ovaj nacin, iako bi koristenje i odabir samo jedne
jedinstvene anotacije po proteinu bilo jednostavnije u kontekstu istrazivanja opcéeg fizioloskog
odgovora, uvodenje visestrukih anotacija moze pruziti veéu razluéivost svih funkcionalnih uloga
transkripta/proteina.

Za provjeru uspjesnosti anotacija kao i usporedbu svih funkcionalnih i taksonomskih
karakteristika skupa podataka SJ transkriptoma a time i uspostavljene referentne baze
transkriptoma sjevernog Jadrana, posluZzila je javno dostupna i vrlo opseZna baza podataka
transkriptoma MMETSP (Keeling i sur., 2014). Ova baza obuhvaca 194 transkriptoma izoliranih
iz 71 vrste dijatomeja, prikupljenih s razlicitih lokacija svjetskih oceana i uzgajanih u razli¢itim
uvjetima rasta (GenBank BioProject PRINA231566). Unutar roda Chaetoceros dostupni su
transkriptomi za 8 razli¢itih vrsta, dok su za rodove Pseudo-nitzschia, Skeletonema i Thalassiosira
dostupni transkriptomi 6 vrsta. U usporedbi s MMETSP, skup podataka SJ transkriptoma pridonio
je javnoj dostupnosti u referentnim bazama jo$ tri nove dijatomejske vrste: Chaetoceros
protuberans, Chaetoceros danicus i Pseudo-nitzschia mannii. Osim toga, transkriptomi P-limit
uvjeta rasta ¢ine SJ referentni skup znacajnim doprinosom istrazivanjima dijatomeja u kontekstu
metabolizma hranjivih tvari, budu¢i da su transkriptomi koji simuliraju uvjete ogranicenja fosfata
u MMETSP bazi rijetki za uobicajene rodove sjevernog Jadrana obuhvacene u SJ referentnom
skupu. Svakako je znaCajna i Cinjenica da je skup podataka SJ transkriptoma prvi skup
transkriptoma dijatomeja izoliranih iz Jadranskog mora uzgojenih u okoli$no relevantnim uvjetima
za to podrucje (Grilli i sur., 2020; Ivanci¢ i sur., 2016, 2021; Kuzat i sur., 2022; Smodlaka Tankovi¢
i sur., 2018).
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Analizirano za svaku vrstu, MMETSP i skup podataka SJ transkriptoma potvrdili su
slicnosti u broju sklopljenih transkripata, broju predvidenih proteina te broju funkcionalno
anotiranih proteina. Analizirano medu vrstama, pokazalo se da prosjecan broj predvidenih
proteinskih sljedova viSe varira ovisno o vrsti, nego o uvjetu rasta. Tako je broj predvidenih
proteina bio za red veli¢ine vec¢i kod vrste Skeletonema marinoi u odnosu na Chaetoceros
curvisetus u MMETSP i SJ skupu podataka.

U oba skupa podataka transkriptomi S. marinoi MMETSP0920 i C. curvisetus CIM950 P-
limit imali su znatno manji broj predvidenih proteinskih sljedova (444 za S. marinoi i 954 za C.
curvisetus) u odnosu na ostale analizirane transkriptome pripadaju¢eg skupa podataka iako je
ukupan broj sklopljenih transkripata u tim uzorcima bio velik (33.291 za S. marinoi i 70.298 za
C. curvisetus). Medutim, za oba uzorka karakteristi¢na je bila i kra¢a prosje¢na duljina transkripata
(606 nukleotida za S. marinoi i 350 za C. curvisetus) §to je moglo utjecati i na manji broj
predvidenih proteinskih sljedova kako je naglaseno 1 u uputama za koristenje informatickog alata
Transdecoder  (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki).  Razlike u  duljini
transkripata i ukupnom broju transkripata medu uzorcima razli¢itih vrsta mogu biti rezultat
varijacija u kvaliteti samih uzoraka koje nastaju tijekom metodoloskih koraka (izolacija RNA,
priprema knjiznica i sekvenciranje) pripreme transkriptoma (Conesa i sur., 2016; Gallego Romero
i sur., 2014; Oshlack i Wakefield, 2009). Medutim, trenutno nedostaju studije koje bi jasno
definirale kriterije visoke kvalitete referentne baze transkriptoma. Zato bi za cjelovitu procjenu
kvalitete referentne baze podataka bila potrebna sveobuhvatna studija koja bi ukljuéila i vrednovala
sve provedene metodoloske korake 1 zadane parametre u pripremi i obradi transkriptoma.

Kako je istaknuto u popratnim podacima MMETSP skupa dostupnima u ENA arhivu
(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRINA231566), iako su brojni istraziva¢i nastojali
osigurati akseni¢ne i monoklonalne RNA ekstrakte za potrebe sekvenciranja, za veci broj
transkriptoma taj uvjet nije ostvaren. Kako ni SJ transkriptomi nisu generirani iz akseni¢nih
kultura, za oba je skupa podataka tijekom bioinformati¢ke obrade proveden korak predvidanja
taksonomske pripadnosti transkripata te su utvrdeni sli¢ni rezultati taksonomske anotacije. U
MMETSP transkriptomima udio proteina dodijeljenih najboljoj taksonomskoj razini
Bacillariophyta iznosio je 76-85%, dok je u SJ transkriptomima taj udio iznosio izmedu 77 i 85%,
Sto upucuje da je 1 za parametar taksonomske anotacije kvaliteta SJ transkriptoma u skladu s onom

transkriptoma MMETSP referentne baze. Osim kod akseni¢nih kultura, rezultati obrade
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transkriptoma upucuju da je taksonomsko filtriranje referentnih transkriptoma potrebno provesti i
u slucajevima kada se primijenjeni uvjeti rasta mogu negativno odraziti na rast dijatomeja i/ili
njihovu transkripcijsku aktivnost. To se dodatno potvrduje transkriptom MMETSP0719 koji je
prethodno bio tretiran nokodazolom, poznatim inhibitorom mikrotubula. U ovom je uzorku utvrden
najmanji udio proteinskih sljedova dijatomeja, svega 22%, dok je najveéi udio proteinskih sljedova
bio je dodijeljen arhejama, sto upuéuje na to da je nokodazol mogao negativno utjecati na rast i
metabolicku aktivnost dijatomeja, a time i na karakteristike izradenog transkriptoma.

Konac¢no, provedene analize potvrduju da skup podataka SJ transkriptoma ne pokazuje
uocljiva odstupanja u odnosu na MMETSP transkriptome, koji ¢ine najvecu do sad generiranu
jedinstvenu bazu podataka transkriptoma. Ovi rezultati upucuju na to da je i skup podataka SJ
transkriptoma moguce uspjeS$no koristiti kao referentnu bazu u taksonomskoj anotaciji

metatranskriptoma.

4.1.2. Metabolicki obrasci

Skup podataka SJ transkriptoma pruzio je zanimljive nove uvide u molekularne mehanizme
fizioloskog odgovora istrazivanih dijatomejskih vrsta na ograni¢enje fosforom. Ordinacijske
analize na temelju funkcionalnog sastava transkriptoma pokazale su znacajniju grupaciju uzoraka
na temelju pripadnosti vrsti nego eksperimentalnom uvjetu (F/2 ili P-limit). Ovaj rezultat ukazuje
na razlike u metaboli¢kim potencijalima istrazivanih vrsta. Vrste iz roda Chaetoceros te vrsta
Pseudo-nitzschia manni pokazale su slicne molekularne obrasce u analiziranim KEGG
metabolickim putovima pri ¢emu izmedu F/2 i P-limit uvjeta, za gotovo sve metaboli¢ke putove,
nisu identificirane razlike u ekspresiji. Ovakav rezultat upucuje da istrazivane vrste roda
Chaetoceros i vrsta Pseudo-nitzschia manni aktiviraju slicne mehanizme u uvjetima ogranic¢enja
fosfora te na taj nacin zauzimaju sli¢nu ekolosku niSu u sjevernom Jadranu gdje je ogranicenje
fosforom jedan od najznacajnijih ekoloskih parametara. Pracenje sastava i brojnosti fitoplanktona
u sjevernom Jadranu metodom svjetlosne mikroskopije pokazalo je da ove vrste roda Chaetoceros
i vrsta Pseudo-nitzschia manni cesto dosezu visoke abundancije istovremeno, osobito tijekom
jesenske cvatnje dijatomeja (Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i sur., 2012; Neri i sur., 2022). Svakako
su potrebna daljnja istrazivanja metodom transkriptomike koja bi obuhvatila ve¢i broj kultura ovih

vrsta kako bi se potvrdile njihove sli¢nosti u fizioloskom odgovoru na limitaciju fosforom.
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lako kod vrsta roda Chaetoceros veé¢inom nisu zabiljezene razlike ekspresijskih obrazaca
izmedu dva uvjeta rasta, detektirana je povecana ekspresija metabolickog puta fotosinteze u
transkriptomu vrste C. danicus iz P-limit uvjeta u odnosu na F/2 uvjet. Pojedine studije temeljene
na transkriptomici pokazale su da se ekspresija fotosinteze kod dijatomeja u uvjetima P-limit
smanjuje (Alipanah i sur., 2018; Cruz de Carvalho i sur., 2016; Harke i sur., 2017). Medutim, Shih
I sur. (2015) u eksperimentima ograni¢enja fosforom kod vrste Chaetoceros affinis utvrduju
povecanu ekspresiju gena koji sudjeluju u reakcijama fotosinteze na svjetlu, a ti geni bili su
posebice oni ukljueni u poboljSano vezanje pigmenata i fotokemijsku ucinkovitost. Medutim,
izmjerene vrijednosti Fv/Fm (omjera maksimalne kvantne ucinkovitosti fotosustava II) ukazivale
su na to da fotosintetska aktivnost nije porasla. Do sli¢nih rezultata dosli su i Yang i sur. (2014) u
eksperimentu limitacije fosforom dijatomeje Phaeodactylum tricornutum. Autori sugeriraju da
zbog ogranicenja fosforom dolazi do pojac¢anog stvaranja elektrona i protona u kloroplastima, $to
uzrokuje na oksidativni stres. Stanice tada aktiviraju pojacanu ekspresiju gena koji predstavljaju
kompenzacijsku strategiju disipacije viska energije u obliku topline kako bi se sprijecila oStec¢enja
fotosustava uzrokovana energetskim viskom. Povecana ekspresija tih gena u transkriptomima
identificira se kao povecanje fotosintetske aktivnosti iako se efektivno fotosintetska ucinkovitost
ne mijenja. Dobiveni rezultati ekspresije fotosintetske aktivnosti kod vrste C. danicus pokazuju da
bi i ova vrsta mogla koristiti opisanu strategiju. Potrebna su dodatna istrazivanja koja bi ukljucivala
metode mjerenja fotosintetske uc¢inkovitosti kako bi se ova pretpostavka sa sigurnos¢u utvrdila.

Transkriptomi vrsta Skeletonema i Thalassiosira ¢inili su zasebnu grupu u ordinacijskim
analizama, a imali su i izrazenije promjene izmedu ekspresijskih obrazaca metabolickih puteva u
F/2 i P-limit uvjetima. Kod vrste S. marinoi u P-limit uvjetu zabiljezena je smanjena ekspresija
puteva stanicnog disanja i fotosintetskih reakcija, a suprotan obrazac zabiljeZen je kod vrste
Thalassiosira sp., gdje su navedeni putovi pokazali viSu razinu ekspresije u P-limit uvjetu. Ranija
istrazivanja transkriptoma vrsta Thalassiosira pseudonana (Dyhrman i sur., 2012) i Skeletonema
costatum (S. F. Zhang i sur., 2016) uzgojenih u uvjetima ograni¢enja fosforom pokazala su da su
obje vrste molekularno vrlo dobro prilagodene za prezivljavanje u uvjetima nedostatka fosfora te
da primjenjuju niz strategija, od promjena u ekspresiji fosfatnih transportera i razlicitih diesteraza
za iskoriStavanje DOP-a, preko remodeliranja membrana, do koristenja zaliha PolyP-a, kao
odgovor na stresne uvjete nedostatka fosfora. Kod vrste S. grevillei potvrdena je uspjesna

prilagodba na uvjete promjenjive dostupnosti fosfora aktiviranjem enzima alkalne fosfataze

118



(Kuzat, 2021). Osim toga, transkriptom Skeletonema marinoi SJ skupa podataka je u uvjetima
ogranicenja fosfora (P-limit) pokazao najviSu ekspresiju transportera anorganskog fosfata SLC34A
u usporedbi s ostalim vrstama, $to upucuje na to da ova vrsta posjeduje razvijen molekularni
mehanizam unosa anorganskog fosfata te time uspjesno konkurira drugim vrstama za dostupni
anorganski fosfor i potencijalni razvoj fitoplanktonske cvatnje. Za potpuno objaSnjenje slozenog
fizioloskog odgovora S. marinoi i Thalassiosira sp. na uvjete ograni¢enja fosforom potrebna su
daljnja istrazivanja koja bi uklju¢ivala mjerenje dodatnih parametara tijekom in vitro eksperimenta
poput krivulje rasta i1 fotosintetske aktivnosti, pri cemu bi transkriptomi trebali biti uzorkovani u
svakoj fazi rasta (lag, eksponencijalna i stacionarna).

Ekspresija gena ukljuc¢enih u metabolizam fosfora pokazala je da je dominantan odgovor
analiziranih vrsta na ograniCenje fosforom bila upravo pojacana ekspresija transportera
anorganskog fosfata SLC34A. Ovaj gen pokazivao je poviSene razine ekspresije u svim
transkriptomima SJ skupa podataka iz P-limit uvjeta. Ovaj je molekularni mehanizam detektiran i
u mnogim dosad dostupnim transkriptomskim studijama odgovora dijatomeja na uvjete
ograni¢enja fosfora (Alipanah i sur., 2018; Cruz de Carvalho i sur., 2016; Dyhrman i sur., 2012;
Yang i sur., 2014; S. F. Zhang i sur., 2016). Dyhrman i sur. (2012) isticu kako je aktivacija
transportera visokog afiniteta ili povecanje njihova broja vazan molekularni mehanizam
fizioloSkog odgovora na nedostatak fosfora.

Nukleotidni sljedovi gena za alkalnu fosfatazu vrlo su varijabilni medu razli¢itim
mikroorganizmima (S. Lin i sur., 2016; X. Lin i sur., 2012a) pa anotacija gena na temelju KEGG
baze vjerojatno pruza ograni¢enu razinu rezolucije kada je rije¢ o identifikaciji alkalnih fosfataza
u eukariotskom fitoplanktonu. PhoA/B i PhoD sljedovi koji se nalaze u KEGG bazi koristenoj za
anotaciju transkripata SJ skupa vjerojatno ne odgovaraju u potpunosti nukleotidnim sljedovima
alkalnih fosfataza u SJ transkriptomima te zato geni za alkalne fosfataze nisu bili uspjesno
detektirani primijenjenim bioinformati¢kim protokolom. Primjenom bioinformati¢kih protokola
koji bi koristili ve¢i referentni skup za alkalne fosfataze trebala bi se povecati uspjeSnost njihove
detekcije u transkriptomima. S obzirom da su najvece vrijednosti aktivnosti alkalne fosfataze
izmjerene upravo u sjevernom Jadranu (Su i sur., 2023), moze se o¢ekivati da se u skupu podataka
SJ transkriptoma kriju sekvence jos neokarakteriziranih nukleotidnih sljedova za alkalne fosfataze.

SJ skup podataka omogucio je kod vrste roda Chaetoceros detekciju poveéane ekspresije

klatrina, kljuénog gena za klatrinom posredovanu endocitozu, koja je prethodno predloZena kao
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jedan od moguéih mehanizama akvizicije organskog fosfora u obliku fosfonata kod vrste
Phaeodactylum tricornutum (Shu i sur., 2022). Ovaj vazan rezultat upucuje na to da i vrste roda
Chaetoceros posjeduju molekularne kapacitete za koriStenje ove strategije u fizioloskom odgovoru
na dostupnost fosfora. Za potvrdu ove hipoteze potrebno je u buduénosti detaljno rekonstruirati

pretpostavljeni metaboli¢ki put klatrinom-posredovane endocitoze kod dijatomeja.

4.2. Skup podataka LTRV meta

4.2.1. Godisnja sukcesija fitoplanktona

Dijatomeje se smatraju najvaznijim doprinositeljima ukupnoj brojnosti fitoplanktona u
sjevernom Jadranu tijekom veéeg dijela godine, dok se brojnost dinoflagelata i njihov doprinos u
ukupnoj brojnosti fitoplanktona sjevernog Jadrana najceS¢e znacajnije povecava samo tijekom ljeta
(Aubry i sur., 2004, 2012; Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i sur., 2012). Medutim, posljednjih godina
zabiljezen je trend povecanog udjela dinoflagelata tijekom cijele godine u zajednici fitoplanktona
sjevernog Jadrana (VlaSi¢ek i sur., 2025). Skup podataka LTRV meta potvrdio je grupu
Dinoflagellata kao metabolicki najaktivniju fitoplanktonsku grupu na LTRV postajama (RVO001 i
RV004) sjevernog Jadrana tijekom jednogodisnjeg razdoblja uzorkovanja (2021./2022.). Promjene
u relativnim udjelima fitoplanktonskih grupa i rodova u ukupnoj metabolickoj aktivnosti zajednice
utvrdene u ovom istrazivanju relativno se dobro podudaraju s periodima pojavnosti te povecane
brojnosti fitoplanktonskih skupina utvrdenim u dosadas$njim studijama klasiénim metodama
mikroskopije (Aubry i sur., 2004, 2012; Cerino i sur., 2017, 2019.; Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i
sur., 2012) .

U proljece 2021. godine zabiljezeni su visoki udjeli roda Noctiluca u ukupnoj metabolickoj
aktivnosti fitoplanktonske zajednice kao Sto je ranije potvrdeno i primjenom metabarkodiranja za
opis fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana (Grizancic i sur., 2023).

U ljetnim mjesecima, nakon prestanka dominacije roda Noctiluca, zabiljezen je porast
metabolic¢ke aktivnosti roda Symbiodinium koji je u ukupnom skupu LTRV podataka ¢inio gotovo
polovicu proteinskih sljedova grupe Dinoflagellata. Ovaj rod dosad nije bio zabiljeZzen u
istrazivanjima sukcesije fitoplanktona sjevernog Jadrana temeljenima na svjetlosnoj mikroskopiji.

Ipak, zabiljezen je u nedavnom istrazivanju temeljenom na metabarkodiranju (Grizanci¢ i sur.,
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2023). Vrste roda Symbiodinium poznate su kao slobodno Zivuée ili endosimbiontske koriste¢i za
domacina razli¢ite morske beskraljesnjake (Huang i sur., 2013). Vrste roda Symbiodinium su
identificirane i kao endosimbionti drugih protista, ukljucuju¢i benti¢ke cilijate u koraljnim
grebenima (Lobban i sur., 2002, 2005). Tek je 2016. godine prvi puta opisana pelagi¢na
endosimbioza izmedu planktonskog cilijata i vrsta roda Symbiodinium u povrsinskim oceanskim
vodama (Mordret i sur., 2016). Analiza raznolikosti slobodnozivuéih i endosimbiontskih oblika u
Juznokineskom moru temeljena na metabarkodiranju pokazala je visoku raznolikost
slobodnozivué¢ih vrsta te znatno manju raznolikost endosimbionata povezanih s koraljima (H.
Huang i sur., 2013). Na temelju ovih rezultata H. Huang i sur. (2013) sugeriraju da je izmjena vrsta
roda Symbiodinium izmedu koralja i morskog okoliSa u toj regiji ograniCena. Istrazivanja
raznolikosti roda Symbiodinium nedostaju za podru¢je Jadrana. Rezultati prezentirani u ovom radu
upucuju na to da rod Symbiodinium ima vaznu ulogu u ukupnoj metabolickoj aktivnosti
fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
utvrdilo jesu li ove vrste prisutne u obliku slobodnozivuéih stanica, endosimbionata ili oboje.

Vazno je istaknuti da ¢ak i kada se proteinski sljedovi roda Symbiodinium iskljuce iz
analiza, grupa Dinoflagellata i dalje ostaje metabolicki najaktivnija grupa u promatranom
razdoblju, §to potvrduje njezin dominantan udio u ukupnoj metabolickoj aktivnosti fitoplanktonske
zajednice. Ovakav obrazac taksonomske aktivnosti s dominacijom dinoflagelata ucestalo je
zabiljezen u istrazivanjima morskih mikrobnih eukariota u oligotrofnim oceanskim podrucjima
temeljenim na metatranskriptomici (Cohen i sur., 2021; Hu i sur., 2018; Lampe i sur., 2018, 2019).
U sjevernom Jadranunedavna su istraZivanja temeljena na metabarkodiranju, takoder ukazala na
dominaciju ASV-ova dinoflagelata na pojedinim postajama tijekom cijele godine, a ne iskljucivo
tijekom ljeta (Armeli Minicante i sur., 2019; Grizanci¢ i sur., 2023). Isti je obrazac nedavno je
zabiljezen i u oligotrofnim vodama juZnog Jadrana (Baricevi¢ i sur., 2024). Ipak, vazno je istaknuti
¢injenicu da dinoflagelati posjeduju iznimno velike genome (Lin i sur. 2011), $to moze doprinijeti
metodoloskim pristranostima molekularnih (omics) metoda u procjenama funkcionalne 1/ili
taksonomske brojnosti ove skupine unutar ukupne fitoplanktonske zajednice. Zato je uz primjenu
metatraskriptomike u buduénosti iznimno vazna komplementarna upotreba klasicnih metoda
mikroskopije u opisu fitoplanktonske zajednice.

U skupu LTRV su proljece i ljeto bila razdoblja tijekom kojih je vecina detektiranih rodova

dinoflagelata pokazivala pojacanu metaboliCku aktivnost u usporedbi s ostatkom godine, a takvi
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rezultati u skladu su i s prethodnim studijama (Aubry i sur., 2004, 2012; Mari¢ i sur., 2012; Neri i
sur., 2022). Rod Ceratium pokazivao je visoku metabolicku aktivnost tijekom jeseni, a
Alexandrium u zimskom periodu. Grupe Bacillariophyta i ostali Ochrophyta pokazivale su
povisenu metabolicku aktivnost tijekom jeseni. Jesenska cvatnja dijatomeja obi¢no ukljucuje vise
vrsta, ali ¢esto dominiraju rodovi Pseudo-nitzschia i Chaetoceros (Godrijan i sur., 2013; Mari¢ i
sur., 2012; Neri i sur., 2022). U LTRV skupu podataka tijekom jeseni je uocena povecana
metaboli¢ka aktivnost roda Pseudo-nitzchia u odnosu na ostatak godine. U 2021. godini je proljetni
cvat dijatomeja bio smanjenog intenziteta ili prekinut cvatom roda Noctiluca. Ipak, poveéana
aktivnost u travnju i svibnju uspjesno je zabiljeZzena za neke dijatomejske rodove (Chaetoceros,
Skeletonema, Thalassiosira i Leptocylindrus), $to upucuje na to da je proljetni cvat dijatomeja bio
prisutan, ali ipak manje izrazen zbog dominacije roda Noctiluca. Haptofiti su u literaturi najéesce
zabiljezeni kao najzastupljeniji tijekom zime, s dominantnom vrstom Emiliania huxleyi koja
vrhunac brojnosti dostize u velja¢i (Cerino i sur., 2017), $to se takoder dobro podudara s
predstavljenim rezultatima skupa LTRV. Visoke brojnosti haptofiti biljeze i u svibnju i lipnju kada
¢esto dominiraju vrste roda Syracosphaera (Cerino i sur., 2017). Za to razdoblje je u LTRV skupu
podataka detektirana povecana aktivnost roda lsochrysis. Ovaj rod dosad nije zabiljezen u
Jadranskom moru (Godrijan i sur., 2023). Medutim, od haptofita koji jesu zabiljeZeni u Jadranu,
jedino je vrsta Emiliania huxleyi obuhvacena MMETSP bazom podataka koja je posluzila kao
referentna baza u taksonomskoj anotaciji metatranskriptoma. Stoga je moguce da mnogi/svi
proteinski sljedovi koji su taksonomski pripali rodu Isocrysis zapravo pripadaju drugim, rodu
Isocrysis bliskim, vrstama haptofita slicnog metabolickog profila.

Kriptofiti i klorofiti nisu proucavani u sjevernom Jadranu u jednakoj mjeri kao prethodno
spomenute fitoplanktonske skupine te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se utvrdili godisnji
obrasci sukcesije na razini rodova s kojima bi se mogli usporediti podaci dobiveni metodom
metatranskriptomike. Na taj nacin, opisani obrasci ekspresije ovih skupina pruzaju prve detaljne
opise godiSnje pojavnosti i aktivnosti kriptofita 1 klorofita. Relativno visoki 1 stabilni udjeli u
ukupnoj metabolickoj aktivnosti fitoplanktonske zajednice bez izraZenih vrhunaca bile su
karakteristike godisnje fizioloske aktivnosti kriptofita i klorofita

U vecini uzoraka LTRV skupa podataka, najveci broj proteinskih sljedova nije uspje$no

pridruzen taksonomskoj razini nizoj od koljena §to upucuje na nepotpunost referentne baze i
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potrebu njenog redovitog prosirivanja novim taksonomski drugacijim te funkcionalno raznolikim

transkriptomima.

4.2.2. Ordinacijski obrasci fitoplanktonske zajednice

NMDS analiza cjelokupne fitoplanktonske zajednice LTRV skupa potvrdila je sezonske
obrasce funkcionalne sukcesije. Proljetni uzorci formirali su jasno odvojenu grupu, pri ¢emu se
samo jedan proljetni uzorak (RV004 travanj) odvajao. Ovakva ordinacija odrazava zabiljezenu
funkcionalnu dominaciju roda Noctiluca u fitoplanktonskoj zajednici proljetnog razdoblja. Uzorci
zime i jeseni takoder su pokazali jasno grupiranje s odvajanjem samo uzorka listopad RV004 od
ostalih jesenskih uzoraka. U ovom uzorku zabiljezen je vrhunac aktivnosti grupe Bacillariophyta,
Sto ukazuje na prisutnost jesenske cvatnje dijatomeja i njezin specifi¢an metabolicki otisak. Ljetni
uzorci nisu formirali jasno odvojenu grupu, $to upuéuje na to da je metabolicka aktivnost
fitoplanktona tijekom tog razdoblja najvise varirala ovisno o postaji i/ili mjesecu uzorkovanja.

RDA modeli dali su razliite rezultate za fitoplanktonske grupe. Najveé¢i udio varijance
objasnjene okolisnim parametrima zabiljezen je za grupu Dinoflagellata, dok su za sve ostale grupe
prve dvije RDA osi zajedno obuhvatile manje od 20 % varijance. Ovi rezultati upucuju na to da su
okolisni ¢imbenici ukljuceni u analizu imali najsnaZniji utjecaj na funkcionalni sastav grupe
Dinoflagellata, dok su kod preostalih grupa vec¢u ulogu imali drugi ¢cimbenici koji nisu obuhvaceni
analizom. Ti ¢imbenici mogu ukljucivati okoliSne ¢imbenike koji nisu bili mjereni ili bioloske
interakcije poput kompeticije izmedu vrsta. Jedno od mogucih objaSnjenja jest da je pritisak
izazvan dominacijom grupe Dinoflagellata imao veéi utjecaj na ostatak zajednice od samih
abiotickih okolisnih parametara. Ipak, vecina ukljucenih okolisnih parametara, s izuzetkom
ukupnog otopljenog dusika (DIN) pokazala se znacajnim prediktorima. Ova tvrdnja dobro se
uklapa u ¢injenicu da je sjeverni Jadran more ogranic¢eno fosforom, dok su koncentracije dusika
uglavnom dovoljne za rast fitoplanktona (Grilli i sur., 2020). To dodatno podupire i ¢injenica da je
ukupni fosfor (Total P) bio vrlo znacajan prediktor metaboli¢ke aktivnosti svih grupa.

U prikazanim RDA modelima vektori koji predstavljaju ukupni otopljeni dusik (DIN),
ukupni fosfor (Total P) i salinitet (Sal) usmjereni su u istom smjeru, podudarajuéi se sa zimskim
uzorcima. Vektor koji predstavlja ortosilikat (SiOs") usmjeren je suprotno, prema uzorcima iz

kasnog ljeta, dok je vektor koji predstavlja temperaturu usmjeren prema ljetnim uzorcima.
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Nasuprot tome, niti jedan okoli$ni parametar ne pokazuje snaznu orijentaciju prema proljetnim i
jesenskim uzorcima, Sto sugerira da ¢imbenici koji oblikuju funkcionalni sastav fitoplanktonskih
grupa tijekom tih sezona nisu obuhvaceni odabranim parametrima. Neki drugi okoli$ni parametri
koji nisu mjereni ili kompeticija izmedu vrsta vjerojatno su imali vazniju ulogu u oblikovanju
funkcionalnog sastava zajednice tijekom tih razdoblja.

U skladu s time, proljetni uzorci bili su obiljezeni metabolickom dominacijom roda
Noctiluca. Istrazivanja cvatnji vrsta roda Noctiluca u sjevernom Atlantiku i Crnom moru pokazuju
znacajnu negativnu korelaciju izmedu brojnosti stanica ovih vrsta i intenziteta vjetra, $to upucuje
na izravan utjecaj vjetra na dinamiku cvatnje (Mikaelyan i sur., 2014). Autori su sugeriralii da su
proljetne cvatnje ovih vrsta prvenstveno potaknute uvjetima vjetra. Nadalje, koncentracija
ortosilikata (Si04") pokazala se kao najznacajniji prediktor za sve fitoplanktonske grupe, osim za
grupe Bacillariophyta i ostale Ochrophyta, kao §to bi bilo ocekivano. Buduéi da se porast
koncentracije ortosilikata (SiOs) podudara s porastom metabolicke aktivnosti grupa
Bacillariophyta i ostali Ochrophyta u jesen, ovaj rezultat ukazuje na to da je kompeticija s grupom
Bacillariophyta 1 grupom ostali Ochrophyta mogla imati snazan utjecaj na Siru strukturu

fitoplanktonske zajednice.

4.2.3. Metabolicki obrasci grupe Dinoflagellata

Kod grupe Dinoflagellata je jedinstven metabolicki profil zabiljezen u proljece za vrijeme
dominacije roda Noctiluca. Tijekom proljec¢a je u LTRV setu zabiljeZzeno izrazeno povecanje
ekspresije metaboli¢kih puteva povezanih s osnovnim procesima stjecanja energije, ukljucujuci
glikolizu/glukogenezu (map00010), ciklus limunske kiseline (TCA ciklus) (map00020) te
metabolizam piruvata (map00620). Pojac¢ana ekspresija ovih puteva ukazuje na pove¢anu potraznju
za proizvodnjom energije u tom razdoblju. Suprotno tome, put oksidativne fosforilacije
(map00190) pokazivao je nize razine ekspresije tijekom proljea. Buduéi da oksidativna
fosforilacija ovisi o dostupnosti kisika, nize razine njezine ekspresije mogu ukazivati na
ograni¢enje kisika tijekom cvjetanja roda Noctiluca, potencijalno uzrokovano intenzivnim
heterotrofnim nacinom ishrane. Povecana ekspresija metabolizma piruvata dodatno podupire
hipotezu o metabolickom pomaku prema anaerobnom stjecanju energije. Slobodnozivuce

jednostani¢ne alge prepoznate su kao jedni od najbolje opremljenih eukariotskih organizama u
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kontekstu enzima koji sudjeluju u anaerobnom metabolizmu (Atteia i sur., 2013), a zajednice
dinoflagellata uocene su u razli¢itim anoksi¢nim morskim okoli§ima (Edgcomb i sur., 2002; Stoeck
i sur., 2009) upucuju na postojanje metabolic¢ke fleksibilnosti i sposobnosti prijelaza na anaerobne
puteve kada koncentracija kisika nije dovoljna za odrzavanje aerobne respiracije. Ova strategija
mogla bi biti osobito korisna za vrste koje tijekom cvjetanja ostvaruju visoke biomase i gustoce
stanica, poput roda Noctiluca. U istom razdoblju zabiljezena je i poviSena ekspresija metabolickog
puta fiksacije ugljika Calvinovim ciklusom (tzv. reakcije fotosinteze u tami) (map00710), dok su
fotosintetski putovi koji ovise 0 svjetlosti (ukljucujuci fotosintezu (map00195) i ekspresiju
antenskih proteina (map00196) pokazivali nize razine ekspresije u usporedbi s ostatkom godine.
Povecéanje ekspresije puteva ukljucenih u metabolizam ugljikohidrata kao Sto su metabolizam
fruktoze i manoze (map00051), galaktoze te Skroba i saharoze (map00500), sugerira da je fiksirani
ugljik bio preusmjeren prema pohrani ugljikohidrata i alternativnim metaboli¢ckim putovima
umjesto da se neposredno koristi za proizvodnju energije putem reakcija fotosinteze ovisnih o
svijetlu. Analiza procesa koji reguliraju encistaciju i ulazak u dormantno stanje kod dinoflagelata
Scrippsiella trochoidea, temeljena na transcriptomici, pokazala je da putovi glikolize i TCA ciklusa
ostaju aktivni i tijekom stanja mirovanja, iako su stope respiracije snizene, a fotosintetska aktivnost
zaustavljena (Deng i sur., 2017). Sli¢an metabolicki obrazac: visoka ekspresija puteva glikolize i
TCA ciklusa u kombinaciji s niskom ekspresijom fotosintetskih puteva ovisnih o svijetlu opazen
je 1 kod grupe Dinoflagellata tijekom proljeca, Sto moZe ukazivati na prisutnost ili formiranje
dormantnih stadija (cista) u vodenom stupcu. U ljetnim mjesecima, nakon zavrsetka cvjetanja roda
Noctiluca, zabiljezena je viSa razina ekspresije metabolickih puteva povezanih s reakcijama
fotosinteze ovisnim o svijetlu te metaboli¢kog puta i1 pojedinacnih gena oksidativne fosforilacije,
Sto ukazuje na prijelaz s anaerobnog na aerobni metabolizam kao i na povecanu primarnu
produkciju.

Metaboli¢ki profil grupe Dinoflagellata ukazuje na upotrebu razlic¢itih trofickih strategija
tijekom godine. Metabolic¢ki putovi povezani s fagotrofijom, ukljucujuci fagosom (map04145),
lizozom (map04142) i peroksisom (map04146, imali su visoku razinu ekspresije tijekom proljeca,
Sto je ocekivano s obzirom na to da je Noctiluca fagotrofna vrsta (Fonda Umani i sur., 2004).
Dominacija fagotrofije u prolje¢e dodatno je istaknuta povisenom ekspresijom nekoliko gena za
proteaze kao §to su katepsinske proteaze (K01365, K01363 i K01379) i cisteinsku endopeptidazu
(K16292) te povisenom ekspresijom gena za kalretikulin (K08057). Navedeni proteini prethodno
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su okarakterizirani kao vazne komponente u stanicama protista koji se aktivno hrane heterotrofno
(Gotthardt i1 sur., 2002; Labarre i sur., 2020). Medutim, neki metabolicki putovi povezani s
fagotrofijom ostali su visoko izrazeni tijekom cijele godine, osobito putovi endocitoza (map04144)
i regulacija aktinskog citoskeleta (map04810), zajedno s visokom ekspresijom gena za pojedine
citoskeletne komponente, Sto podupire hipotezu o Sirokom spektru strategija prezivljavanja
fitoplanktona sjevernog Jadrana (Ivancic i sur., 2012, 2016). Geni povezani s aktinom, tubulinom
I miozinom (K05699, K05692, K07375, K07374, K12749, K12757 i K10352) svrstani su medu 60
gena s najviSim srednjim vrijednostima ekspresije, a najviSe vrijednosti imali su u zimskom
razdoblju. U istrazivanjima miksotrofnih i heterotrofnih flagelata u uvjetima hranjenja, temeljenim
na transkriptomici i metatranskriptomici, citoskeletne komponente pokazivale su poviSenu
ekspresiju pa autori sugeriraju da imaju vaznu ulogu u procesu fagocitoze (Labarre i sur., 2020;
McKie-Krisberg i sur., 2018). U nedavnom istrazivanju zajednica dinoflagelata otvorenog oceana
temeljenom na metatranskriptomici zabiljeZena je povisena ekspresija gena za katepsin, cisteinske
peptidaze, kalretikulin te za komponente aktina i tubulina u mezopelagi¢kim zonama, dok su geni
ukljuceni u fotosintezu imali sniZene ekspresije pa su ih autori povezali s fagotrofnim nacinom
ishrane (Cohen i sur., 2021). Metaboli¢ki putovi koji ukljucuju fotosintetske reakcije ovisne o
svjetlosti pokazali su visu razinu ekspresije krajem proljeca i ostali poviseni tijekom ljeta i jesent,
Sto ukazuje na povecanu primarnu produkciju u tom razdoblju. Znacaj fotosinteze kao troficke
strategije kod dinoflagelata dodatno potvrduje konstantno visoka ekspresija a-karbonske
anhidraze. o -karbonska anhidraza prepoznata je kao vazna komponenta mehanizma koncentriranja
ugljika (engl. Carbon concentrating mechanisms - CCM) u morskom eukariotskom fitoplanktonu
(Dimario i sur., 2018; Giordano i sur., 2005; Jensen i sur., 2019; Reinfelder, 2011), omoguéujuci
odrZavanje fotosinteze ¢ak 1 pri niskoj dostupnosti anorganskog ugljika. I fotosinteza i fagotrofija
pojavljuju se kao vazne troficke strategije dinoflagelata, ali vazno je istaknuti kako ih je grupa
Dinoflagellata koristila u razli¢itim razdobljima tijekom godine. Fagotrofija je dominirala u
proljece (osobito tijekom cvjetanja roda Noctiluca) te u zimskom razdoblju (kada je trajanje dnevne
svjetlosti bilo krace, a temperature nize), $to ukazuje na prevladavanje sekundarne produkcije u
tom razdoblju. Suprotno tome, fotosinteza je bila Siroko koriStena tijekom ljeta i jeseni, u toplijim
mjesecima s duzim trajanjem dnevne svijetlosti 1 viSim temperaturama.

Uocena sezonska varijacija u metabolickim putovima iz kategorije obrada genetskih

informacija (engl. Genetic Information Processing) ukazuje na jasne promjene u metabolickim
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prioritetima grupe Dinoflagellata tijekom godine. Tijekom proljeca, pojacana ekspresija putova,
osnovni transkripcijski faktori (map03022), replikacija DNA (map03030), RNA polimeraza
(map03020) te razgradnja RNA (map03018) upucuje na povecanu transkripcijsku i translacijsku
aktivnost, vjerojatno u svrhu poticanja brze proliferacije stanica i formiranja cvjetanja. Nasuprot
tome, tijekom ljeta, jeseni i zime prevladava ekspresija putova prekrajanje RNA (map03040),
ribosom (map03010), nukleocitoplazmatski transport (map03013), izvoz proteina (map03013) te
procesiranje proteina u endoplazmatskom retikulumu (map04141). Ova promjena upucuje na
pomak prema posttranskripcijskoj regulaciji, homeostazi proteina i stani¢nom odrzavanju. Ovakva
tranzicija sugerira metabolicku prilagodbu na dugoro¢no prezivljavanje i u¢inkovito iskoristavanje
resursa izvan razdoblja cvjetanja. Ovu interpretaciju dodatno podupire opazanje da se metaboli¢ka
aktivnost grupe Dinoflagellata smanjila nakon zavrSetka cvjetanja roda Noctilluca, ali je
kumulativna vrijednost ekspresija ostala relativno stabilna tijekom ostatka godine. Ukupno, ovi
rezultati ukazuju na sezonski pomak u metabolickim ulaganjima, pri ¢emu je proljece obiljezeno
poticanjem brze ekspanzije populacije i sekundarne produkcije, dok je ostatak godine obiljeZen
dominacijom stani¢nog odrzavanja i ucinkovitim iskoriStavanjem resursa, Sto je u skladu s
promjenama u trofickoj strategiji i uo¢enim okoliSnim parametrima.

Sezonski obrasci metabolickih puteva iz kategorije obrada informacija iz okolisa (engl.
Environmental Information Processing) ukazuju na jasne promjene u trofi¢koj strategiji, stani¢noj
funkciji 1 odgovoru na okoliSne pritiske kod grupe Dinoflagellata. Proljece je bilo obiljeZeno
visokom ekspresijom aktivno$cu cCetiriju metaboli¢ka puta iz ove kategorije. To su bili: ABC
transporteri (map02010), MAPK signalni put kvasaca (map04011), fosfatilil-inozitol (map04070)
te mTOR (map04150) signalnih puteva. Tijekom ranog ljeta i jeseni, visoka razina ekspresije
zabiljeZzena je za dvo-komponentni signalni sustav (map02020), MAPK signalni put (map04010)
te MAPK signalni put biljka (map04016), dok su tijekom kasne jeseni i zime viSe razine ekspresije
uocene za signalni put kalcija (map04020), cAMP-a (map04024) i cGMP-PKG-a (map04022) te
gena za kalmodulin (K02183), koji sudjeluje u ovim putovima. Razlike u ekspresiji puteva za
obradu informacija iz okoliSa prate dinami¢nu sezonsku upotrebu temeljnih puteva metabolizma
energije, trofickih strategija i mehanizama brze proliferacije tijekom razdoblja cvjetanja, nasuprot

stanicnom odrzavanju i uc¢inkovitom iskoristavanju resursa u ostatku godine.
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4.2.4. Metabolicki obrasci ostalih fitoplanktonskih grupa

Za razliku od grupe Dinoflagellata, ostale detektirane fitoplanktonske skupine obiljeZzilo je
manje izrazeno sezonsko razdvajanje metabolickih otisaka. Kod njih se vrhunci ekspresije vecine
metabolic¢kih puteva javljaju u izoliranim uzorcima ili u viSe vremenski nepovezanih toc¢aka, Sto
otezava identificiranje jasnog sezonskog obrasca. Osim toga, u brojnim slucajevima vise
metaboli¢kih putova zajedno sudjeluje u jednom funkcionalnom procesu unutar stanice.
Primjerice, glikoliza, TCA ciklus i oksidativna fosforilacija zajedno doprinose procesima stanicnog
disanja. Kada takvi komplementarni putovi nisu ekspresijski uskladeni ili grupirani, tesko je
razaznati koji je bioloski proces u tom trenutku doista aktivan. Takoder, ostale fitoplanktonske
skupine imale su znatno manji broj pripisanih proteinskih sljedova u uzorcima u odnosu na grupu
Dinoflagellata zbog ¢ega je razumno pretpostaviti da su bile nedovoljno obuhvacene uzorkovanjem
Sto je otezalo detaljnu rekonstrukciju njihovih metabolickih obrazaca. Ipak, unato¢ nizoj
zastupljenosti u ukupnoj zajednici, rezultati metabolicke aktivnosti fitoplanktonskih grupa uz

dinoflagelate opisuju molekularne strategije prilagodbe na okoliSne uvjete.

4.2.4.1. Obrada informacija iz okolisa

Kod ostalih fitoplanktonskih grupa u LTRV skupu metabolic¢ki putovi iz kategorije obrada
informacija iz okoliSa istaknuli su se povec¢anom aktivnoS¢u u razli€itim razdobljima tijekom
godine. Medutim, kod svih fitoplanktonskih skupina gen za kalmodulin koji sudjeluje u signalnim
putovima ovisnim o kalciju kao §to su signalni put kalcija (ko04020), cCAMP (ko04024) i cGMP-
PKG signalni put (ko04022) bio je unutar 60 gena s najve¢im srednjim vrijednostima ekspresije.
Visoka ekspresija ovog gena u gotovo svim uzorcima i za sve skupine ukazuje na to da su kalcij-
ovisni signalni putovi vjerojatno dominantni molekularni mehanizam pracenja signala iz okolisa.
Novije studije temeljene na molekularnim metodama ve¢ su identificirale ovaj mehanizam kao
vaznu strategiju u obradi okoliSnih podataka, podataka o koncentraciji nutrijenata kao §to su P 1 N,
medutim detaljni metabolic¢ki putovi i dalje ostaju nerazjaSnjeni za eukariotski fitoplankton te su
potrebna dodatna istrazivanja (Helliwell, 2023; Murphy i sur., 2024). Kod grupe Bacillariophyta i
dodatni geni klju¢ni za putove obrade informacija iz okolisa identificirani su unutar 60 gena s

najve¢im srednjim vrijednostima ekspresije: inozitol-polifosfat multikinaza (K00915), kalcij-
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ovisna proteinska kinaza (K13412), serin/treonin kinaza (K04372) i cGMP-ovisna proteinska
kinaza 1 (K07376), Sto ukazuje na to da dijatomeje posjeduju sloZen i kontinuirano aktivan sustav
za pracenje informacija iz okoliSa. Ova opazanja podupiru tvrdnju da dijatomeje imaju sposobnost
brzo detektirati promjene u dostupnosti nutrijenata, Sto im omogucuje da prve iskoriste takve
pulseve nutrijenata za razvoj cvatnji (Armbrust, 2009; Helliwell, 2023). To je dodatno potvrdeno
rezultatima ovog istrazivanja gdje je tijekom ljetnih mjeseci, unato¢ visokim temperaturama i
smanjenim koncentracijama nutrijenata, zabiljeZena povecana ekspresija gena iz kategorije obrada
informacija iz okolisa kod skupina Bacillariophyta i ostalih Ochrophyta. Kraj ljeta obiljeZzen je
porastom koncentracije nutrijenata, osobito ortosilikata, nakon cega je uslijedila povecana
metaboli¢ka aktivnost ostalih Ochrophyta u kasno ljeto, a zatim i Bacillariophyta u ranu jesen, §to

je rezultiralo jesenskom cvatnjom.

4.2.4.2. Troficke strategije

Eukariotski fitoplankton u razli¢itim okoliSnim uvjetima moze koristiti razli¢ite troficke
strategije. Heterotrofni nacin ishrane, indukcijom fagotrofije, u prijaSnjim je istrazivanjima
povezivan sa strategijama nadomjestanja nedostatka nutrijenata iz okolisa (K. J. Flynn i sur., 2013;
Hartmann i sur., 2012; Jeong i sur., 2010; Stoecker, 1999; Stoecker i sur., 2017). Fagotrofija je
identificirana kod dinoflagelata (S. Lin i sur., 2016; Stoecker, 1999), haptofita (Avrahami i Frada,
2020; Koppelle i sur., 2022), kriptofita (Stoecker i sur., 2017) te klorofita (R. Anderson i sur., 2018;
Bell i Laybourn-Parry, 2003), a nedavna istrazivanja ukazuju na to da i odredene vrste dijatomeja
mogu primjenjivati ovu strategiju (Kumar i sur., 2024; Shu i sur., 2024; Villanova i Spetea, 2021).
Zastupljenost miksotrofije kroz razli¢ita koljena morskih mikrobnih eukariota ukazuje na izrazitu
vaznost ove strategije u njihovoj ekologiji, medutim 1 dalje se nedovoljno zna o tome kako se ova
strategija primjenjuje i koje su njezine ekoloske implikacije (K. J. Flynn i sur., 2019; Stoecker i
sur., 2017). U metabolickim profilima fitoplanktonskih skupina vidljiva je aktivacija metabolickih
putova iz kategorije stani¢nih procesa koji ukazuju na fagotrofni nacin ishrane (lizosom
(map04142), fagosom (map04145) i endocitoza (map04144)) kod svih promatranih grupa u
razli¢itim razdobljima kroz godinu. Takoder, kod veéine grupa je unutar 60 gena s najveéim
srednjim vrijednostima ekspresije pronadeni su klju¢ni geni koji sudjeluju u razli¢itim oblicima

fagotrofnog nacina ishrane poput karboksipeptidaza (K01298, K01290, K01291), katepsina
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(K01363, K01363, K01365), kalretikulina (K08057) i sl. lako su kod dijatomeja ovi geni
identificirani, nisu imali visoke vrijednosti ekspresije. Dijatomeje su ujedno bile jedina skupina
kod koje su najvece vrijednosti metaboli¢kih putova povezanih s fotosintezom (fotosinteza
(K08057) i fotosinteza — antenski proteini (map00196)) zabiljezene upravo u razdoblju kada je
zabiljezen 1 njihov najveéi udio u ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti fitoplanktonske zajednice,
odnosno tijekom jeseni. Ovaj rezultat govori da je autotrofija, tj. fotosinteza primarna troficka
strategija koja podrzava dijatomejski cvat, dok ostale proucavane fitoplanktonske skupine

pokazuju veliki potencijal za fagotrofiju.

4.2.4.3. Odgovor na stres

Medu genima s najviSim srednjim vrijednostima ekspresije identificirano je nekoliko
povezanih s odgovorom na stres. Kod vecine fitoplanktonskih grupa, medu njima su bili geni koji
kodiraju proteine HSP (proteine toplinskog Soka), molekularne ¢aperone koji sudjeluju u popravku
o$tecenih ili nepravilno savijenih proteina. Naziv "proteini toplinskog Soka" (engl. Heat shock
proteins) dobili su jer su prvi put identificirani kao odgovor stanica na povisenu temperaturu, no
danas je poznato da sudjeluju u odgovoru na razlicite stresne uvjete, poput jakog svjetla, nedostatka
nutrijenata, zagadenja i sl. Kod fitoplanktona istraZzivanja su potvrdila da su HSP geni dobri
indikatori rane faze stresnog odgovora kod dijatomeje Skeletonema marinoi (Lauritano i sur.,
2015). U LTRYV setu je kod dinoflagelata, klorofita i kriptofita poveéana ekspresija HSP gena
zabiljezena u listopadu na postaji RV001. Dodatno, NMDS analiza metatranskriptoma u listopadu
s postaje RV001 pokazuje jasno odvajenje od ostalih jesenskih uzoraka. Upravo u listopadu
zapocinje porast metabolickog udjela dijatomeja u zajednici, Sto ukazuje na to da je pocetak njihove
jesenske cvatnje stvorio pritisak na ostale skupine. Ovi rezultati naglasavaju utjecaj interspecijske
kompeticije u oblikovanju metaboli¢kog profila fitoplanktonske zajednice. Dodatno, povecana
ekspresija ovih gena zabiljeZena je kod grupa Dinoflagellata, Bacillariophyta i Chlorophyta u
ozujku na postaji RV004 kada je zabiljeZen najvisi salinitet tijekom cijele godine, §to upucuje na
to da je nagla intruzija voda visokog saliniteta predstavljala znacajan okoli$ni pritisak na navedene
fitoplanktonske skupine.

Aktivacija gena koji sudjeluju u metabolizmu glutationa smatraju se vaznim molekularnim

mehanizmom odgovora na oksidativni stres kod fitoplanktona (Tamaki i sur., 2021). Dokazano je
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da kod dijatomeje S. marinoi povecéana ekspresija ovih gena sluzi kao dobar indikator kasne faze
nutritivnog stresa (Lauritano i sur., 2015), a povecana ekspresija ovih gena uocCena je i u
transkriptomskim studijama odgovora dijatomeja na pritisak uzrokovan teSkim metalima (A.
Huang i sur., 2022) ili izloZenosti domoic¢noj kiselini (Cabrera i sur., 2023). Kod grupa
Bacillariophyta, Chlorophyta i Cryptophyta ovi geni (glutation peroksidaza (K00432) i glutation
S-transferaza (K00799)) bili su medu genima s najveéim srednjim vrijednostima ekspresije.
Dodatno, medu genima s najviSim srednjim vrijednostima ekspresije kod grupa Bacillariophyta i
Haptophyta pronadeni su geni za dvije serinske proteaze, tripsin (K01312) i kimotripsin (K01310).
lako su ovi proteini najpoznatiji kao probavni enzimi kod metazoa, njihova funkcija kod
fitoplanktona predmet je najnovijih istrazivanja. U studiji koja je usporedivala metabolicke profile
obalne cvatnje dijatomeja i1 dinoflagelata zabiljezena je visoka ekspresija gena za tripsin tijekom
formiranja dijatomejske cvatnje, $to su autori povezali s ulogom tripsina u formiranju frustule (S.
F. Zhang i sur., 2019). Medutim, suprotna istrazivanja (You i sur., 2022) sugeriraju da tripsin u
dijatomeji Phaeodactylum tricornutum djeluje kao koordinirani regulator N:P stehiometrijske
homeostaze. Naime, u eksperimentalnom istrazivanju utiSavanja gena dokazano je da tripsin
potiskuje preuzimanje dusika te se zato njegova ekspresija smanjuje u uvjetima nedostatka dusika.
Suprotno tome, tripsin izravno poti¢e preuzimanje fosfata, a njegova se ekspresija povecava
tijekom nedostatka fosfora. Iako su najnovija istrazivanja kod eukariotskog fitoplanktona utvrdila
veliku raznolikost gena za tripsin (You i sur., 2023), konkretni metabolicki putovi u kojima tripsin
sudjeluje i dalje nisu utvrdeni. Visoka ekspresija gena za tripsin u razli¢itim dijelovima godine
upucuje na to da bi aktivacija ovih gena mogla predstavljati vaznu strategiju prilagodbe na okoliSne
pritiske u ekosustavu sjevernog Jadrana koji se odlikuje izrazenim gradijentima koncentracije

nutrijenata.

4.2.4.4. Akvizicija fosfora

Kod Haptophyta i Bacillariophyta u LTRV skupu medu genima s najviSim srednjim
vrijednostima ekspresije kroz godinu detektirana je ekspresija gena koji sudjeluju u metabolizmu
fosfora i izravno su povezani sa strategijama prilagodbe na ograni¢enje fosforom. Kod grupe
Bacillariophyta to je bio gen za transporter anorganskog fosfora tipa SLC20 (K14640) te

fosfolipaza D (K01115), pri ¢emu su njihove najviSe razine ekspresije zabiljeZene tijekom ljeta
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kada su koncentracije anorganskog fosfora u vodenom stupcu bile gotovo iscrpljene. U skupini
Haptophyta povecana ekspresija SLC34A transportera (K14683) anorganskog fosfora detektirana
je u proljece i ljeto. Ovi rezultati upucuju na to da dijatomeje potencijalno koriste remodeliranje
membrana zamjenom fosfolipida alternativnim lipidima kao dominantnu strategiju recikliranja
fosfora u uvjetima niske dostupnosti anorganskog fosfora. Dodatno, kontinuirano visoka ekspresija
transportera anorganskog fosfora potencijalno ¢ini ove dvije fitoplanktonske grupe glavnim

kompetitorima za anorganski fosfor u ekosustavu sjevernog Jadrana.

4.3. Skup podataka Po meta

4.3.1. Prostorno-vremenska karakterizacija metabolickog obrasca
fitoplanktonske zajednice

U sukcesiji fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana pocetak ljeta (lipanj-srpanj) je
razdoblje kada se zajednica kojom dominiraju dijatomeje uglavnom mijenja u zajednicu kojom
dominiraju dinoflagelati (Aubry i sur., 2004). Rujan ili listopad razdoblje je kada se dogada
suprotna promjena u zajednici, s pocetkom uzdizanja nutrijenata iz dubljih slojeva vodeni stupac
se obogacuje nutrijentima te u brojnosti dinoflagelate u zajednici zamijene dijatomeje (Aubry i
sur., 2004). Zato su grupe Dinoflagelata i Bacilariophyta odabrane kao ciljane grupe u istrazivanju
molekularnih mehanizama fizioloskog odgovora na promjenjive uvjete dostupnosti fosfora na Po
transektu gdje je moguce ocekivati izraZzenije prostorno vremenske razlike fitoplanktonske
zajednice nego na LTRYV, a time i jasnije izraZenu ranije opisanu izmjenu zajednice u razdoblju
lipanj - rujan. Relativni udjeli u ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti cjelokupne zajednice Po transekta
su, kao i u LTRV skupu, pokazali jasnu dominaciju grupe Dinoflagellata u svim uzorcima.
Medutim, u rujnu povecao se relativni udio grupe Bacillariophyta u ukupnoj metabolickoj

aktivnosti zajednice.
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4.3.1.1. Grupa Dinoflagellata

Obrasci koekspresije gena u skupini Dinoflagellata jasno pokazuju razdvajanje
izmedu lipanjskog 1 rujanskog klastera kod metatranskriptoma uzorkovanih planktonskim
mrezama. U lipanjskom klasteru zabiljeZena je viSa ekspresija veceg broja ciljanih gena u
usporedbi s rujanskim, a prisutnost raznolikog seta gena upucuje i na primjenu raznolikih zivotnih
strategija u lipanjskom razdoblju. Na svim postajama u lipnju zabiljezena je povecana ekspresija
alkalne fosfataze PhoD tipa (KO01113) unatoc ¢injenici da omjer N:P u ve¢em dijelu vodenog stupca
nije ukazivao na ogranicenje fosforom. Uz to, visoka ekspresija gena za glicerofosforil
fosfodiesterazu (glpQ, K01126) dodatno upucuje na aktivnu akviziciju DOP-a. lako su prethodna
istrazivanja pokazala da je aktivnost alkalne fosfataze prvenstveno inducirana niskim
koncentracijama anorganskog fosfora, a ne visokim koncentracijama DOP-a (Dyhrman i
Ruttenberg, 2006; Matsui i sur., 2024; Suzumura i sur., 2012), rezultati Po skupa ukazuju na to da
dinoflagelati u sjevernom Jadranu aktivno koriste DOP ¢ak i u uvjetima kada ne postoji teorijsko
ogranicenje fosforom, tj. N:P omjer nije veci od 16. Osim gena za alkalne fosfataze zabiljeZena je
i poviSena ekspresija dvaju transportera anorganskog fosfora, ukljucuju¢i PHO84 (K08176),
transporter visokog afiniteta. Uz mehanizme za akviziciju fosfora iz okolisa visoka ekspresija
odredeni gena takoder ukazuje na strategije recikliranja unutarstani¢nih fosfatnih rezervi. Tako je
u Po skupu podataka u visokoj ekspresiji detektirano pet gena za fosfolipaze tipa A (K01047,
K16342 1 K14674) 1D (K17717 1 KO1115) i monogalaktosil diacilglicerol sintazu (MGD, K03715),
a koji svi upucuju na aktivne procese remodeliranja staniénih membrana. Takoder, povecanu
ekspresiju imali su i geni za egzofosfolipazu (PPX, K01514) i endofosfolipaze (PPN1, K06018),
koji sudjeluju u hidrolizi PolyP-a, te gen za anorgansku pirofosfatazu (K01507), enzim uklju¢en u
recikliranje fosfora iz pirofosfata. U rujanskom klasteru zabiljezena je povecana ekspresija
drugacijeg seta gena, §to se osobito istiCe na postaji SJ108 gdje su zabiljeZene najvise vrijednosti
ekspresije te visoki N:P omjeri. U rujnu je detektirana visoka ekspresija gena za alkalnu fosfatazu
PhoA/B tipa (K01077), nekoliko gena za transportere anorganskog fosfora (K14640, K14683,
K03306) te dodatno gen za tripsin (K01312). Kod fitoplanktona, tripsin je predlozen kao regulator
N:P homeostaze koji poti¢e unos anorganskog fosfora, a smanjuje unos dusika u uvjetima

ograni¢enja fosforom (You i sur., 2022). Uz njih zabiljezena je i poveéana ekspresija fosfolipaze
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B (K14621) koja ukazuje na aktivno remodeliranje stanicnih membrana te gena za klatrin koji
ukazuje na aktivaciju fagotrofije.

Kod metatranskriptoma iz uzoraka uzorkovanih Niskinovim crpcima posebno se istice
uzorak iz lipnja s postaje SJ108 (20 m) gdje je N:P omjer bio vec¢i od 16, a istovremeno su
zabiljezene 1 visoke koncentracije DOP-a (0,46 pmol/L). U ovom uzorku uocena je povisena
ekspresija ¢ak 13 gena ukljucenih u razliite strategije prilagodbe na ogranicenje fosforom, od
recikliranja unutarstani¢nih rezervi (K03715, K01514, K17717, K16342, K14674, K01114,
K06119, K01047, K0115) preko sva tri promatrana enzima za akviziciju DOP-a, PhoA/B
(K01077), PhoD (K01113) i glpQ (K01126), do transportera anorganskog fosfora (K12302).
Nasuprot tome, u rujanskom uzorku s postaje SJ108 (5 m) gdje je izmjeren najvisi N:P omjer, ali
znatno nize koncentracije DOP-a (0,25 pmol/L), zabiljeZena je poviSena ekspresija manjeg broja
gena. Ipak, obrazac ekspresije sli¢an je onome iz rujanskih uzoraka prikupljenih planktonskom
mrezom, a karakteriziran je pojacanom ekspresijom alkalne fosfataze PhoA/B tipa (K01077), dvaju
transportera anorganskog fosfora (K03306 i K08176), fosfolipaze B (K14621) i tripsina (K01312).

Ukupno, ¢ini se da dinoflagelati pokazuju izraZzen metabolic¢ki odgovor na povecane
koncentracije DOP-a, §to bi moglo objasniti njihovu visoke abundancije tijekom ljeta kada u
vodenom stupcu prevladavaju niske koncentracije nutrijenata, ali su koncentracije DOP-a
poviSene. Nasuprot tome, njihov odgovor na ograni¢enje anorganskim fosforom vjerojatno
ukljucuje aktivaciju drugacijeg seta gena medu kojima dominiraju alkalne fosfataze PhoA/B tipa,

transporteri anorganskog fosfata, fosfolipaza B i tripsin.

4.3.1.2. Grupa Bacillariophyta

Obrasci koekspresije gena grupe Bacillariophyta pokazuju razdvajanje dva klastera.
Prvi klaster Cinili su rujanski metatranskriptomi s postaja RV001, SJ107 1 SJ101. Drugi klaster
obuhvaca sve lipanjske metatranskriptome te rujanski metatranskriptom s postaje SJ108. Suprotno
od grupe Dinoflagelata, ve¢i broj gena koji pokazuju povecanu ekspresiju pronaden je u rujanskom
klasteru kada su u vodenom stupcu N:P omyjeri bili ve¢i od 16, a koncentracija DOP-a je bila niza.
U ovom Kklasteru zabiljezena je povecana ekspresija alkalne fosfataze PhoD tipa (K01113),
fosfodiesteraze (glpQ, K01126), transportera anorganskog fosfora (SLC34A, K14683) te gena za
tripsin (K01312). Ovaj rezultat takoder podrzava pretpostavljenu ulogu tripsina kao regulatora N:P
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homeostaze. Dodatno, zabiljezena je 1 povecana ekspresija fosfolipaze A tipa (K16343),
anorganske pirofosfataze (K01507) te klatrina (K04646). Suprotno tome, u drugom klasteru
zabiljezene su povecane ekspresije manjeg broja gena: alkalne fosfataze PhoA/B tipa (K01077),
SLC20A transportera anorganskog fosfora (K14640) te fosfolipaze D (K01115).

Kod metatranskriptoma dobivenih Niskinovim crpcima posebno se isti¢e rujanski
metatranskriptom s postaje SJ108 (20 m) gdje je najveéi broj gena imao povecanu ekspresiju.
Koncentracija ortofosfata (PO.*") na toj dubini iznosila je svega 0,02 umol/L, medutim vrijednost
N:P omjera ipak nije ukazivala na ogranicenje fosforom. Takoder, u dubljim slojevima (30 m) tada
je zabiljeZzena najveca koncentracija ortofosfata (PO+*") (0,3 umol/L), Sto ukazuje na pocetak
uzdizanja nutrijenata iz dubljih slojeva. Medu visoko eksprimiranim genima ovdje se nije nasao
niti jedan gen koji sudjeluje u akviziciji DOP-a, medutim nasla su se dva gena za transportere
anorganskog fosfora, PHO84 (K08176) i SLC17A (K08193) te tripsin (K01312). Uz njih tu su bili
i geni koji sudjeluju u remodeliranju stani¢nih membrana, tj. fosfolipaze A (K16815, K14674), C
(K01114) i D (K13619), iskoristavanja rezervi PolyP-a, tj. egzopolifosfataza PPX (K01514) i
anorganska pirofosfataza (K01517) te klatrin (K04646). Suprotno tome u oba lipanjska
metatranskriptoma uzorkovana Niskinovim crpcima kada su bile prisutne viSe koncentracije DOP-
atj. 0,7 umol/L na 5 mi 0,4 umol/L na 20 m, manji broj gena pokazao je povecanu ekspresiju, i t0
ne na oba uzorka. To su geni za alkalnu fosfatazu PhoA/B tipa (K01077), transporter anorganskog
fosfora SLC34A (K14683) te sulfolipidna sintaza SQD2 (K06119) i monogalaktosil-diacilglicerol
sintaza MGD (K03715), sto ukazuje na aktivnost strategija za akviziciju anorganskih i organskih
oblika fosfora te remodeliranje stanicnih membrana.

Rezultati koekspresije gena u grupi Bacillariophyta pokazuju manje jasan obrazac
nego kod grupe Dinoflagellata. Medutim, prema broju visoko eksprimiranih gena uocljivo je da
dijatomeje slabije reagiraju na visoke koncentracije DOP-a, a snaZno reagiraju na pojacani unos
anorganskog fosfora. Ovaj rezultat u skladu je s dosadasnjim istrazivanjima (Alipanah i sur., 2018;
Cruz de Carvalho 1 sur., 2016; Ivanci¢ 1 sur., 2016; Kuzat 1 sur., 2022; Smodlaka Tankovi¢ 1 sur.,
2018; Yang i sur., 2014) koja ukazuju da dijatomeje Kkoriste raznoliki spektar strategija za
prilagodbu na nedostatak fosfora, ali najpovoljnije uvjete za rast ostvaruju kada dode do naglog
unosa nutrijenata u okolis, sto iskoristavaju za formiranje cvatnji (Armbrust, 2009; Helliwell, 2023;
Mari¢ Pfannkuchen i sur., 2018).
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5. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju izradena je prva referentna baza transkriptoma koja obuhvaca Sest
vrsta dijatomeja izoliranih iz sjevernog Jadrana i uzgojenih u okolisno relevantnim uvjetima.
Detaljno je opisan postupak izrade baze, a dobiveni transkriptomi usporedeni su s transkriptomima
iz baze MMETSP. Izradena baza transkriptoma sjevernog Jadrana pridonijela je javnoj dostupnosti
u referentnim bazama jo$ tri nove dijatomejske vrste: Chaetoceros protuberans, Chaetoceros
danicus i Pseudo-nitzschia mannii. Izradenu bazu moguce je koristiti u svrhu taksonomske
anotacije transkripata ili proteinskih sljedova metatranskriptomapridruzivanjem vec¢im referentnim
bazama kao Sto je MMETSP.

Na temelju izradenih transkriptoma analizirana je genska ekspresija proucavanih vrsta u
eksperimentalnim uvjetima razli¢ite dostupnosti fosfora. Ordinacijske analize funkcionalnog
sastava transkriptoma pokazale su grupaciju uzoraka na temelju pripadnosti vrsti, dok je
eksperimentalni uvjet imao ogranien i neznacajan utjecaj na ordinaciju uzoraka. Ovaj rezultat
ukazao je na razlike u metaboli¢kim potencijalima istrazivanih vrsta. Takoder, transkriptomi vrsta
S. marinoi i Thalassiosira sp. ¢inili su jednu grupu, a transkriptomi vrsta C. curvisetus, C. danicus
I P. mannii drugu grupu prema osi NMDS2. Ekspresijski obrasci KEGG metabolic¢kih putova
pokazali su manje razlike izmedu uvjeta kod vrsta rodova Chaetoceros i vrste P. mannii. Suprotno
tome, kod vrste S. marinoi zabiljezena je smanjena ekspresija odabranih KEGG metaboli¢kih
putova u P-limit uvjetu u odnosu na F/2, dok je kod vrste Thalassiosira sp. uo¢en suprotan obrazac.
Literaturnim pregledom utvrdeni su geni klju¢ni za prilagodbu na promjenjive uvjete dostupnosti
fosfora. Kod vrsta roda Chaetoceros utvrdena je i povecana ekspresija gena za klatrin, a ovaj
rezultat ukazuje na to da bi vrste ovog roda mogle primjenjivati strategiju akvizicije fosfora u
obliku fosfonata u uvjetima ograni¢enja fosforom. Primijenjena funkcionalna analiza potvrdila je
postojanje razlika u obrascima genske ekspresije prouc¢avanih vrsta u uvjetima limitacije fosforom,
Sto potvrduje prvu postavljenu hipotezu. Medutim, uocene su i neke slicnosti izmedu svih
proucavanih vrsta, primjerice dominantni odgovor svih prouc¢avanih vrsta na P-limit uvjet bio je
aktivacija transportera anorganskog fosfora SLC34A.

Takoder, u ovom je istrazivanju po prvi puta primijenjena metoda metatranskriptomike u
analizi eukariotskog fitoplanktona sjevernog Jadrana. Opisan je prostorno vremenski obrazac

genske ekspresije odabranih fitoplanktonskih skupina u skupovima podataka LTRV meta i Po
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meta. Analiza godiS$njih obrazaca taksonomske i funkcionalne sukcesije zajednica u skupu
podataka LTRV meta otkrila je neocekivanu cjelogodisnju dominaciju metabolicke aktivnosti
dinoflagelata. Vrhunci metaboli¢ke aktivnosti ostalih proucavanih skupina odgovarali su tipi¢noj
sezonskoj sukcesiji kako je i ranije zabiljeZeno. Najizrazeniji vrhunac metabolicke aktivnosti
dinoflagelata zabiljezen je u proljece i rano ljeto. Takoder su zabiljezena i dva vrhunca metabolicke
aktivnosti haptofita u veljaci i lipnju. ZabiljeZzena je 1 jesenska cvatnja dijatomeja u kojoj su
dominirale vrste roda Pseudo-nitzschia. No proljetna cvatnja dijatomeja nije zabiljezena. Osim
toga, metaboli¢ka aktivnost slabije istrazenih skupina u sjevernom Jadranu, poput kriptofita i
zelenih algi, pokazala je relativno visoke i stabilne doprinose ukupnoj metaboli¢koj aktivnosti
fitoplanktona kroz cijelu godinu, i to bez izrazenih vrhunaca.

NMDS analize ordinacije pokazale su izraZzene sezonske promjene u funkcionalnom
sastavu cjelokupne fitoplanktonske zajednice i pojedinih fitoplanktonskih grupa, dok je prostorna
komponenta (postaja) imala manji utjecaj. RDA analize potvrdile su da su sezonske promjene
prvenstveno potaknute okolisnim ¢imbenicima, osobito dostupnoscu fosfora i silicija, kao i
meduvrsnim interakcijama. Dobiveni rezultati podupiru drugu hipotezu, odnosno postojanje
prostorno vremenske dinamike ukupne genske ekspresije zajednice, koja djelomicno ovisi o
ekoloskim uvjetima, tj. okoliSnim parametrima, a potencijalno i bioloskim interakcijama, pri cemu
je vremenska komponenta imala izraZeniji utjeca;.

Uocene promjene u aktivaciji razli¢itih metabolickih putova te pojedinacnih gena koji
upucuju na sezonsku promjenu u metabolickim ulaganjima razlikovala se ovisno o taksonomskoj
skupini. Kod dinoflagelata proljetni su uvjeti pogodovali brzom rastu populacije, dok je ostatak
godine obiljeZen dominantnom transkripcijskom aktivnoS¢éu povezanoj s odrzavanjem stanic¢nih
funkcija i prilagodbenim odgovorima. Kod ostalih fitoplanktonskih skupina vrhunci ekspresije
vec¢ine metaboli¢kih putova javljaju se u izoliranim uzorcima ili u viSe vremenski nepovezanih
tocaka, Sto je oteZalo identificiranje jasnog sezonskog obrasca iako je on jasno uo€ljiv u
ordinacijskim analizama. Ipak, unato¢ nizoj zastupljenosti u ukupnoj zajednici, rezultati
metaboli¢ke aktivnosti fitoplanktonskih grupa uz dinoflagelate ukazuju na postojanje molekularnih
strategija prilagodbe na okoliSne uvjete i kompeticijske pritiske. Primjerice, kod svih
fitoplanktonskih skupina gen za kalmodulin koji sudjeluje u signalnim putovima ovisnim o kalciju
kao Sto su signalni put kalcija bio je unutar 60 gena s najvecim srednjim vrijednostima ekspresije.

Visoka ekspresija ovog gena u gotovo svim uzorcima i za sve skupine ukazuje na to da su kalcij
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ovisni signalni putovi vjerojatno dominantni molekularni mehanizam pracenja signala iz okolisa.
Kontinuirano visoka ekspresija dodatnih gena koji sudjeluju u signalnim putovima kod dijatomeja
ukazuje na postojanje slozenog i kontinuirano aktivnog sustava za prac¢enje informacija iz okolisa.
Prethodna istrazivanja pokazala su da dijatomeje imaju sposobnost brzo prepoznati promjene u
dostupnosti nutrijenata, a ova strategija omogucuje im da prve iskoriste iznenadne pulseve
nutrijenata za razvoj cvatnji, $to rezultati ovog istrazivanja dodatno potvrduju. Nadalje, obrasci
ekspresije metabolickih putova i pojedinacnih gena koji sudjeluju U heterotrofnom nacinu ishrane
(fagotrofiji) i fotosintezi ukazuju na to da je autotrofija, tj. fotosinteza primarna troficka strategija
koja podrzava dijatomejski cvat, dok ostale proucavane fitoplanktonske skupine pokazuju veliki
potencijal za fagotrofiju. Nekoliko gena povezanih s odgovorom na stresne uvjete (geni HSP
obitelji, geni koji sudjeluju u metabolizmu glutationa i tripsin) imali su visoke vrijednosti ekspresije
kod proucavanih skupina u razli¢itim ekoloskim uvjetima. lako je visoka ekspresija ovih gena
prema dosadasnjim istrazivanjima indikacija da se stanice nalaze u stresnim uvjetima, potrebna su
daljnja istrazivanja koja bi utvrdila na koji nacin ovi geni pomazu stanicama da se prilagode na
stres. Ekspresija gena koji sudjeluju u metabolizmu fosfora takoder ukazuje na posjedovanje
prilagodba na ograni¢enu dostupnost ovog nutrijenta kod nekih od promatranih skupina.
Primjerice, kontinuirano visoka ekspresija gena za transportere anorganskog fosfora kod
dijatomeja i haptofita mogla bi predstavljati mehanizam prilagodbe koji ovim skupinama daje
prednost u kompeticiji za anorganski fosfor u sjevernom Jadranu. Analiza skupa podataka Po meta
pokazala je da i dijatomeje i dinoflagelati koriste razli¢ite strategije za prilagodbu na ogranicenje
fosforom. Ipak, dinoflagelati su pokazali snazan metaboli¢ki odgovor na povisene koncentracije
otopljenog organskog fosfora (DOP), §to vjerojatno objasnjava njihovu visoku brojnost tijekom
ljeta kada u vodenom stupcu prevladavaju niske koncentracije nutrijenata, ali su razine DOP-a
povisene. Dijatomeje, s druge strane, pokazuju snazan metabolicki odgovor na nagli unos
nutrijenata, Sto iskoriStavaju za formiranje cvatnji. Zakljuéno, utvrdeni obrasci ekspresije
metaboli¢kih puteva i pojedinacnih gena potvrduju trecu hipotezu, tj. odrazavaju ekoloski znacajne
molekularne mehanizme koji eukariotskom fitoplanktonu omogucavaju prilagodbu na razlicite
pritiske. Metatranskriptomi prirodnih zajednica ekosustava sjevernog Jadrana odrazavaju sloZene
molekularne odgovore fitoplanktonskih grupa na promjenjive okolisne uvjete, pruzaju nove uvide
u metabolizam slabije proucenih fitoplanktonskih taksona te isti¢u Sire ekoloske promjene koje se

trenutno odvijaju u ekosustavu sjevernog Jadrana.
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7. PRILOZI

Prilog 1 Detalji molekularne identifikacije. Ime | nukleotidni slijed — ime pocetnice kako je
definirano u publikacijama te nukleotidni slijed smjera 5'-3'. Barkod — ciljani gen. Barkod regija
— ciljana regija unutar gena. Veli¢ina amplikona (pb) — velicina ciljane regije u parovima baza.
Referenca — publikacija u kojoj je objavijen slijed pocetnice. *Zimmermann, J., Jahn, R. i
Gemeinholzer, B. Barcoding diatoms: Evaluation of the V4 subregion on the 18S rRNA gene,
including new primers and protocols. Org Divers Evol 11, 173-192 (2011). Hadziavdic, K. i sur.
Characterization of the 18s rRNA gene for designing universal eukaryote specific primers. PLoS
One 9, (2014). Scholin, C. A. i sur. Ribosomal DMA sequences discriminate among toxic and non-
toxic Pseudonitzschia species. Nat Toxins 2, 152-165 (1994). Bruder, K. i Medlin, L. K. Molecular
assessment of phylogenetic relationships in selected species/genera in the naviculoid diatoms
(Bacillariophyta). I. The genus Placoneis. Nova Hedwigia 85, 331-352 (2007). Alverson, A. J.
Molecular Systematics and the Diatom Species. Protist 159, 339-353 (2008).

Veli¢ina
Ime i nukleotidni slijed Barkod Barkod regija | amplikona Referenca*
(pb)
D512for, 5'-ATTCCAGCTCCAATAGCG-3' i i
18S rRNA V4 ~ 400 Zimmerman i sur.
D978rev, 5-GACTACGATGGTATCTAATC-3' 2011.
F-566, 5'-CAGCAGCCGCGGTAATTCC-3' iavdic i
18 R IRNA VA5 ~ 650 Hadziavdic i sur.
R-1200, 5'-CCCGTGTTGAGTCAAATTAAG -3' 2014.
D1R, 5-ACCCGCTGAATTTAAGCATA-3' Scholin i sur. 1994.,
28 STRNA D1-D3 ~ 800 Bruder i Medlin
D3Ca, 5-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3' 2007.
. rbcL66+, ' Alverson 2008.,
5-TTAAGGAGAAATAAATGTCTCAATCTG-3 rbecL 5’ end region ~ 800 MacGillivary i
DtrbcL3R, 5-~ACACCWGACATACGCATCCA-3' Kaczmarska 2011.

Prilog 2 Rezultati PERMANOVA analize za procjenu utjecaja pripadnosti vrsti na funkcionalni
sastav transkriptoma. Tablica ukljucuje stupnjeve slobode (Df), zbroj kvadrata (SumsOfSgs),
srednje kvadrate (MeanSqs), F-statistiku (F.Model), udio objasnjene varijance (R i znacajnost
(P vrijednost). Analiza pokazuje da pripadnost vrsti ima znacajan utjecaj na funkcionalni sastav
(P vrijednost = 0,01).

PERMANOVA REZULTATI — vrsta
Factor Df | SumOfSgs | R2 F P vrijednost
Model 4 0.760913 0.814106 | 5.474279 | 0.002
Residual | 5 0.173747 0.185894 | NA NA
Total 9 0.934661 1 NA NA
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Prilog 3 Rezultati PERMANOVA analize za procjenu utjecaja eksperimentalnog uvjeta na
funkcionalni sastav transkriptoma. Tablica ukljucuje stupnjeve slobode (Df), zbroj kvadrata
(SumsOfSgs), srednje kvadrate (MeanSqs), F-statistiku (F.Model), udio objasnjene varijance (R?)
i znacajnost (P vrijednost). Analiza pokazuje da eksperimentalni uvjet nema znacajan utjecaj na
funkcionalni sastav (P vrijednost = 0,97).

REZULTATI PERMANOVA - eksperimentalni uvjet
Df | SumOfSgs | R2 F P vrijednost
Model 1 0.030725 | 0.032873 | 0.271926 0.97
Residual 8 0.903935 | 0.967127 | NA NA
Total 9 0.934661 1| NA NA

Prilog 4 Rezultati PERMANOVA analize za procjenu utjecaja sezone na funkcionalni sastav
fitoplanktonske zajednice i Sest promatranih fitoplanktonskih grupa zasebno. Tablica ukljucuje
stupnjeve slobode (Df), zbroj kvadrata (SumsOfSgs), srednje kvadrate (MeanSqs), F-statistiku
(F.Model), udio objasnjene varijance (R?) i znacajnost (P vrijednost). Analiza pokazuje da postaja
nema znacajan utjecaj na sastav fitoplanktona, buduci da su sve p-vrijednosti neznacajne (P
vrijednost < 0,05).

PERMANOVA RESULTS - season
Grupa Factor Df | SumsOfSgs MeanSgs | F,Model R? P vrijednost

season 3 | 0,464620627 | 0,154874 | 5,052525 | 0,431133 0,001

Fitoplanktonska zajednica |"poGq a1 [ 20 | 0,613054064 | 0,030653 | NA 0568867 | NA
(6 fito grupa)

Total 23 | 1,077674691 NA NA 1 NA

season 3 1,228054712 0,409352 18,13328 0,731182 0,001
Dinoflagellata Residuals | 20 | 0,451492093 0,022575 NA 0,268818 NA
Total 23 | 1,679546804 NA NA 1 NA

season 3 1,978994012 0,659665 5,919134 0,470303 0,001
Bacillariophyta Residuals | 20 | 2,22892288 0,111446 NA 0,529697 NA
Total 23 | 4,207916892 NA NA 1 NA

season 3 1,192027064 | 0,397342 | 3,469818 | 0,34231 0,001
Ostali Ochrophyta Residuals | 20 | 2,290277631 0,114514 | NA 0,65769 NA
Total 23 | 3,482304695 NA NA 1 NA

season 3 1,08287915 0,36096 3,403014 | 0,337947 0,001
Haptophyta Residuals | 20 | 2,121411958 0,106071 NA 0,662053 NA
Total 23 | 3,204291108 NA NA 1 NA

season 3 0,727682207 0,242561 3,818087 0,364156 0,001
Chlorophyta Residuals | 20 | 1,270587875 0,063529 NA 0,635844 NA
Total 23 | 1,998270082 NA NA 1 NA

season 3 1,029521993 0,343174 3,325954 0,332841 0,001
Cryptophyta Residuals | 20 | 2,06361247 0,103181 NA 0,667159 NA
Total 23 | 3,093134463 NA NA 1 NA
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Prilog 5 Rezultati PERMANOVA analize za procjenu utjecaja postaje na funkcionalni sastav
fitoplanktonske zajednice i Sest promatranih fitoplanktonskih grupa zasebno. Tablica ukljucuje
stupnjeve slobode (Df), zbroj kvadrata (SumsOfSgs), srednje kvadrate (MeanSqgs), F-statistiku
(F.Model), udio objasnjene varijance (R?) i znacajnost (P vrijednost). Analiza pokazuje da postaja
nema znacajan utjecaj na sastav fitoplanktona, buduci da su sve p-vrijednosti neznacajne (P

vrijednost > 0,05).

PERMANOVA REZULTATI - postaja
Grupa Factor Df | SumsOfSqgs | MeanSgs F,Model R? P vrijednost
station 1 0,018948 0,018948 0,393743 0,017583 0,999
Fitoplanktonska zajednica | "Residuals | 22 |  1,058726 | 0,048124 | NA 0,982417 | NA
(6 fito grupa)
Total 23 1,077675 | NA NA 1| NA
station 1 0,011322 0,011322 0,149315 0,006741 0,995
Dinoflagellata Residuals | 22 1,668224 | 0,075828 | NA 0,993259 | NA
Total 23 1,679547 | NA NA 1| NA
station 1 0,063691 0,063691 0,338111 0,015136 0,999
Bacillariophyta Residuals 22 4,144226 0,188374 | NA 0,984864 | NA
Total 23 4,207917 | NA NA 1| NA
station 1 0,078326 0,078326 0,506221 0,022493 0,991
Ostali Ochrophyta Residuals | 22 3,403979 | 0,154726 | NA 0,977507 | NA
Total 23 3,482305 | NA NA 1| NA
station 1 0,066721 0,066721 0,467837 0,020823 0,999
Haptophyta Residuals | 22 3,13757 | 0,142617 | NA 0,979177 | NA
Total 23 3,204291 | NA NA 1| NA
station 1 0,03584 0,03584 0,401784 | 0,017935 0,996
Chlorophyta Residuals | 22 1,96243 | 0,089201 | NA 0,982065 | NA
Total 23 1,99827 | NA NA 1| NA
station 1 0,087387 0,087387 0,639613 0,028252 0,938
Cryptophyta Residuals | 22 3,005747 | 0,136625 | NA 0,971748 | NA
Total 23 3,093134 | NA NA 1| NA
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Prilog 6 Rezultati testa znacajnosti RDA modela, procijenjeni pomocéu ANOVA analize. Tablica
ukljucuje stupnjeve slobode (Df), varijancu, F-vrijednost i znacajnost (P vrijednost). Oznake
znacajnosti: 0 ©,0.001 “**°/0.01 *, 0.05 *"i 0.1 * . **

Grupa Faktor Df | Varijanca F-vrijednost P vrijednost Oznaka
znacajnosti
) Model 5 132454 48216 0,001 i
Dinoflagellata -
Residual 18 9889,6
o Model 5 6656,6 1,4731 0,001 i
Bacillariophyta -
Residual 18 16267,2
) Model 5 8784,5 1,5549 0,001 i
Ostali Ochrophyta -
Residual 18 20339
Model 5 8153,4 1,6116 0,001 e
Haptophyta -
Residual 18 18213,1
Model 5 8675,7 1,6808 0,001 e
Chlorophyta -
Residual 18 18581,5
Crvotonhvt Model 5 8664,4 1,573 0,001 e
0 a
ryptopny Residual 18 19829
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Prilog 7 Rezultati testa znacajnosti utjecaja okolisnih parametara (objasnjavajucih varijabli)

RDA modela, procijenjeni pomoéu ANOVA analize. Okolisne varijable ukljucuju temperaturu

(°C), koncentraciju otopljenog anorganskog dusika (DIN), koncentraciju ortosilikata (SiO.),
salinitet (Sal) i ukupnu koncentraciju fosfora (Total P). Tablica ukljucuje stupnjeve siobode (Df),
varijancu, F-vrijednost i znacajnost (P vrijednost). Oznake znacajnosti: 0 °,0.001 “**’/0.01 *’,

0.05 i 0.1 . **

Grupa Okoli$ni parametar Df | Varijanca | F-vrijednost P vrijednost | Oznaka znaéajnosti
DIN 1 572,6 1,0422 0,327
Si04 1 5733,5 10,4355 0,001 il
Dinofiagellta Total_P 1 1811,9 3,2977 0,028 :*
°C 1 3879,8 7,0615 0,002
Sal 1 12476 2,2708 0,07
Residual 18 9889,6
DIN 1 1074,8 1,1893 0,12
Si04 1 1504,1 1,6643 0,001 e
Bacillariophyta Total_P 1 14345 1,5873 0,002 :
°C 1 1299,2 1,4376 0,007
Sal 1 13439 1,4871 0,005 **
Residual 18 16267,2
DIN 1 1308,8 1,1583 0,13
SiO4 1 2137,6 1,8918 0,001 il
Ostali Total_P 1 1815,3 1,6066 0,001 e
Ochrophyta | °c 1 1670,2 1,4781 0,006 **
Sal 1 1852,6 1,6395 0,002 **
Residual 18 20339
DIN 1 1162,8 1,1492 0,139
SiO4 1 2156,7 2,1314 0,001 il
Total P 1 1661 1,6415 0,001 il
Haptophyta °C 1 1580,3 1,5618 0,005 **
Sal 1 1592,7 1,574 0,001 e
Residual 18 18213,1
DIN 1 1205 1,1673 0,167
SiOs4 1 22224 2,1529 0,001 il
Chiorophyta Total_P 1 17844 1,7285 0,004 :
°C 1 1657,4 1,6056 0,004
Sal 1 1806,5 1,75 0,001 e
Residual 18 18581,5
DIN 1 12411 1,1266 0,188
Si0s4 1 2203,2 1,9999 0,001 il
Total P 1 17715 1,6081 0,003 x>
Cryptophyta °C 1 16433 1,4917 0,006 **
Sal 1 1805,4 1,6389 0,003 **
Residual 18 19829

166



Prilog 8 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe Dinoflagellata dobivenih

razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SI108 — planktonska mreza,
SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108_20 — Niskinov crpac (20 m).

Dinoflagellata

2021-06-15 2021-09-13
§J108 SJ108_35 §J108 SJ108_5
253
'
5J108_20 8J108_20

Prilog 9 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe Bacillariophyta

dobivenih razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SJ108 — planktonska
mreza, SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108_20 — Niskinov crpac (20 m).

Bacillariophyta
2021-06-15 2021-09-13
SJ108 SJ108_5 SJ108 SJ108_5

$J108_20 8J108_20
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Prilog 10 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe ostali Ochrophyta
dobivenih razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SJ108 — planktonska
mreza, SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108_20 — Niskinov crpac (20 m).

Other_Ochrophyta

2021-06-15 2021-09-13
§J108 SJ108_35 §J108 SJ108_5
135
'
5J108_20 8J108_20

Prilog 11 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe Haptophyta dobivenih

razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SJ108 — planktonska mreza,
SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108 20 — Niskinov crpac (20 m).

Haptophyta
2021-06-15 2021-09-13
SJ108 SJ108_5 SJ108 SJ108_5

$J108_20 8J108_20
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Prilog 12 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe Chlorophyta dobivenih

razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SJ108 — planktonska mreza,
SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108_20 — Niskinov crpac (20 m).

Chlorophyta

2021-06-15 2021-09-13
§J108 SJ108_35 §J108 SJ108_5
313 127
' '
5J108_20 8J108_20

Prilog 13 Prikaz broja KEGG.KO anotacija u metatranskriptomima grupe Cryptophyta dobivenih

razlicitom metodom uzorkovanja na postaji SJ108 u lipnju i rujnu. SJ108 — planktonska mreza,
SJ108_5 — Niskinov crpac (5 m), SJ108 20 — Niskinov crpac (20 m).

Cryptophyta
2021-06-15 2021-09-13
SJ108 SJ108_5 SJ108 SJ108_5

160
(15.6%)

$J108_20 8J108_20
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8. ZIVOTOPIS

Mia Knjaz rodena je 16.7.1995. u Zagrebu. Osnovno i srednjoskolsko obrazovanje zavrSava
u Zagrebu, nakon ¢ega upisuje Preddiplomski studij Biologije na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Godine 2017. stjeCe zvanje ,,Sveucilisna prvostupnica biologije,
univ. bacc. biol.” te upisuje diplomski studij Eksperimentalne biologije, modul Zoologija. Godine
2020. stjece zvanje “Magistra eksperimentalne biologije, mag. biol. exp. “ Godine 2021. zapoSljava
se kao asistentica u Laboratoriju za evolucijsku ekologiju Centra za istrazivanje mora Instituta
Ruder Boskovié, ,i to na projektu Hrvatske zaklade za znanost Molekularne Zivotne strategije
fitoplanktona u Jadranu — ADRILife (UIP -2020-02-7868). Iste godine nastavlja $kolovanje na
Interdisciplinarnom doktorskom studiju iz Oceanologije na Geoloskom odjelu Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod mentorstvom dr. sc. Daniele Mari¢ Pfannkuchen
i dr. sc. Ane Baricevi¢. Prva je autorica na jednoj, a koautorica na Cetiri znanstvene publikacije
objavljene tijekom doktorskog studija. Za vrijeme doktorskog studija sudjelovala je na jednoj
domacoj i tri medunarodne radionice na temu bioinformaticke obrade te genomike. Sudjelovala je
na tri medunarodna kongresa kao prva autorica to na usmenim priopcéenjima i posteru. Takoder je

sudjelovala na pet medunarodnih kongresa kao koautorica na usmenim priopc¢enjima ili posterima.
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Radionice i znanstveno usavr$avanje:

Tecajevi SRCA: Upoznavanje sa sintaksom jezika R 1 njegova primjena u osnovnoj statistickoj 1

grafi¢koj analizi podataka (S721) (20 Skolskih sati)

EMBO event: Evolutionary and Comparative Genomics from 03 — 06 November 2024 in Nafplion,
Greece

Physalia courses: RNAseq in R/Bioconductor ” (8 contact hours (1 ECTS).
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