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SAZETAK

Uzorci fitoplanktona na podrucju sjevernog Jadrana sakupljani su na dvije postaje, RV001 i SJ107, od
1972. do 2009. godine. Analiza ovog tridesetsedmogodi$njeg niza podataka omogucéila je znacajne
spoznaje o dinamici fitoplanktona, visegodisnjim ciklusima, sukcesiji vrsta, te promjenama unutar
fitoplanktonske zajednice sjevernog Jadrana. Ustanovljeno je da se abundancija ukupnog
fitoplanktona, dijatomeja i nanofitoplanktona znacajno smanjila nakon 2000-te godine, te je doslo do
promjena u sastavu vrsta i razdobljima cvjetanja. Vrste roda Pseudo-nitzschia dominirale su
fitoplanktonskom zajednicom tijekom citavog istrazivanog razdoblja, a opaZena je promjena u sastavu
vrsta unutar roda. Krajem osamdesetih godina proslog stolje¢a fitoplanktonskom zajednicom
sjevernog Jadrana dominirale su vrste iz grupe P. seriata, dok se grupa P. delicatissima po prvi put
pojavila u 1978. i od tada joj ucestalost pojavljivanja stalno raste. Grupa P. delicatissima u razdoblju
od 1993.-2010. ima ucestalost pojavljivanja od 76-97 %. Posljednjih godina pracena su ekoloska,
morfoloska i toksi¢na svojstva roda Pseudo-nitzschia, a sustavno su uzimani i uzorci za kulture koje su
taksonomski 1 molekularno okarakterizirane. Na osnovi detaljnijih morfoloskih obiljeZja: broja strija i
fibula, strukture areola, postojanju ili izostanku sredi$nje pore za sada je potvrdeno postojanje sedam
vrsta Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu. Odredene su tri vrste iz P. seriata grupe i to su:
P. fraudulenta, P. pungens 1 P. subfraudulenta, te Cetiri vrste iz grupe P. delicatissima i to su:
P. manii, P. pseudodelicatissima, P. delicatissima i P. calliantha. Rod Pseudo-nitzschia specifican je i
po tome Sto neke vrste imaju moguénost sinteze domoicne kiseline (DK), snaznog neurotoksina.
Posebna paznja posveena je potencijalno toksi¢noj vrsti P. calliantha koja je dominirala 2007.
Vecina pronadenih vrsta potvrdena je i molekularnim metodama sa razli¢itim genetickim markerima
(18S, ITS1-5,8S-ITS2, 28S). Napravljene su analize sli¢nosti, filogenetske rekonstrukcije i analize
populacija vrsta Pseudo-nitzschia. Regija ITS1-5,8S-ITS2 omoguéila je analizu populacija, te je
statistickom analizom parsimonije odredeno i njihovo geografsko i evolucijsko podrijetlo.
Najznacajniji rezultati pokazuju da su populacije iz sjevernog Jadrana autohtone i geneticki odvojene
od populacija iz Sredozemlja i ostalih regija diljem svijeta.
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Potentially toxic diatom genus Pseudo-nitzschia in the northern Adriatic Sea: ecological,
taxonomic and molecular features
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ABSTRACT

Phytoplankton samples were collected at two stations, RV001 and SJ107, in the northern Adriatic Sea
from 1972 to 2009. The analysis of this 37 years long data set provided significant insights in the
phytoplankton dynamics, species succession and changes in the phytoplankton community. It was
found that the total abundance of phytoplankton, diatoms and nanophytoplankton significantly
decreased after the year 2000, and a change in the species composition and blooming periods has been
observed. Species from the genus Pseudo-nitzschia were among the most abundant and most frequent
diatoms during the entire investigated period. Changes in the species composition within the genus
have been observed. In the 1980ies the phytoplankton community was dominated by the P. seriata
group. While the group P. delicatissima first appeared in the '80s and since then their frequency
continuously increased. P. delicatissima has a frequency of appearance from 76-97% in the period
from 1993-2010. Morphological, ecological and toxic properties of the genus Pseudo-nitzschia were
studied in the recent years in the northern Adriatic. Monoclonal cultures were established for
taxonomical and molecular identification. The existence of 7 different Pseudo-nitzschia species is
confirmed in the northern Adriatic on the basis of detailed morphological characteristics. Three in the
P. seriata group: P. fraudulenta, P.pungens and P.subfraudulenta, and four species in
P. delicatissima group: P. mannii, P. pseudodelicatissima, P. delicatissima and P. calliantha. The
genus Pseudo-nitzschia is associated with the production of domoic acid (DA), a strong neurotoxin.
Special attention was given to a potentially toxic P. calliantha that dominated the bloom in 2007. Most
of the identified species were confirmed by molecular methods with different genetic markers (18S,
ITS1-5,8S-1TS2, 28S). Similarity representation after Neighbourjoining analysis, most parsimoneous
phylogenetic reconstruction and analysis of populations confirmed that populations from the Northern
Adriatic are separated and genetically different from the rest of the Mediterranean and the world
(ITS1-5.8S-ITS2). It could be demonstrated that the investigated Pseudo-nitzschia populations of the
northern Adriatic are indigenous and genetically separated from populations in the Mediterranean and
other regions of the world.

(195 pages, 63 figures, 23 tables, 182 references, 6 attachments, original in Croatian)
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Tablica 1.1. Kazalo stranih rijeci i izraza koriStenih u radu

Puno ime Engleski ili latinski naziv kratica/jedinica
Abundancija (brojnosna koncentracija) Numeric concentration A(stanica)/L"
Algoritam najblizih susjeda Neighbour-joining algorithm NJ
Amnezijsko trovanje Skoljkasima Amnesic Shellfish Poisoning ASP
Analiza glavnih komponenti Principal Component Analysis PCA
Pomak sustava Regime shift RS
Bogatstvo vrsta Margalef indeks d
Domoicna kiselina Domoic acid DK
Dvostruke strije Biseraite

Indeks raznolikosti Shannon-Wienerov indeks H
Istarska Obalna Protustruja Istrian Coastal Countercurrent ICCC
Isto¢na Jadranska Struja Eastern Adriatic Current EAC
Lancana reakcija polimerazom Polymerase Chain Reaction PCR
Mala ribosomska podjedinica Small ribosomal subunit SSU
Najizglednija filogenetska _ _ )
rekonstrukeija Maximum likelyhood analysis ML
Silicijevi mostovi-fibule fibulae F
Sredi$nja pora porus centralis PC
Sredi$nji ¢vor nodulus centralis NC
Statisticka analiza parsimonije Statistical parsimony analysis SPA
Strije-silicijeve trake striae S
Tekucinska kromatografija visoke High-performance liquid

djelotvornosti chromatography HPLC
Trovanje domoi¢nom kiselinom Domoic Acid Poisoning DAP
Unutarnja transkribiraju¢a razmaknica  Internal transcribed spacer ITS
Velika ribosomska podjedinica (28S) Large ribosomal subunit LSU
Zapadna Jadranska Struja Western Adriatic Current WAC

Abundancija (4) fitoplanktona u ovom radu je definirana kao brojnosna koncentracija

fitoplanktona, dijatomeja, dinoflagelata u litri morske vode. Njena jedinica je stanica

L-l
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1. UVOD




UvVOD

1 UvobD

1.1 ROD PSEUDO-NITZSCHIA

Vrste roda Pseudo-nitzschia (Peragallo 1 Peragallo, 1900) penatne su dijatomeje
kozmopolitskog rasprostranjenja, pronadene ucestalo i ¢esto s visokim abundancijama u
gotovo svim morskim i estuarijskim ekosustavima. Trenutno je poznato 37 vrsta iz roda,
a kod 14 je dokazana moguénost sinteze domoicne kiseline (DK), snaznog neurotoksina
(Lelong i sur., 2012). U odredenim uvjetima pojedine vrste roda Pseudo-nitzschia luce
DK, te se ona akumulira u SkoljkaSima-filtratorima, a pronadena je i u tkivima
organizmima viSih trofickih razina. Trovanje DK naziva se amnezijsko trovanje
Skoljkasima (engl. Amnesic Shellfish Poisoning - ASP). Neurotoksi¢no djelovanje DK
se kod ljudi pojavljuje kao glavobolja, smetenost i gubitak pamcenja. Trajno se ostec¢uju
neuroni u hipotalamusu i amigdalnom podrucju.

Pseudo-nitzschia 1 DK postali su predmetom intenzivnih znanstvenih istrazivanja nakon
1987. kada je u Kanadi troje ljudi umrlo od posljedica trovanja DK-om (Bates i sur.,
1989; 1990). Iako se rod Pseudo-nitzschia intenzivno istrazivao u posljednjih 25 godina
mnogo je toga ostalo neobjasnjeno, posebice taksonomija i sinteza toksina, te interakcije
u hranidbenom lancu.

Analiza rezultata dobivenih molekularnim metodama otkriva puno viSu razinu
raznolikosti unutar prirodnih populacija koja se ne moze otkriti samo morfoloskim
karakteristikama 1 tradicionalnim metodama, a moze rasvijetliti postojanje kripti¢nih i
pseudo-kripti¢nih vrsta, varijetete, te dinamiku populacija.

Pseudo-nitzschia je prisutna u fitoplanktonu sjevernog Jadrana tijekom citave godine, te
Cesto dostize visoku abundanciju. Obi¢no se javlja nekoliko cvjetanja godiSnje za koja
se pretpostavlja da su uzorkovana razli¢itim vrstama. ToCan sastav vrsta jo$ nije poznat,
Sto otvara brojna pitanja, kao i potrebu za daljnjim istrazivanjima koja treba poduprijeti

novim modernim metodama.
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1.2 MORFOLOGIJA STANICE PSEUDO-NITZSCHIA

Dijatomeje (lat. Bacillariophyceae, Diatomeae) pripadaju skupini protista. Stanice
dijatomeja nemaju stani¢nu stjenku ve¢ modifikaciju periplasta. Ispod plazmaleme
periplasta nalaze se vezikule u kojima se sintetizira amorfni i netopljivi opal (SiO;
xnH,0) iz netopljivog silicija, koji je u moru prisutan u obliku ortosilicijeve kiseline
(H4S104) 1 njezinih polimera. Naslage opala se u vezikulama povecavaju 1 izbijaju na
vanjsku stranu stanice. Kona¢no opal (kremen) obavija Citavu stanicu u obliku opalne
»kucice* s dvjema ljusturicama. Ljusturica (frustula) se sastoji od dva dijela (valve), od
kojih ve¢i dio, kao poklopac kutije, pokriva manji dio. Valve mogu biti razli¢itih oblika
(okrugle, elipticne, stozaste ili valovite), a bo¢no su polozene u pleure. Pleure gornjeg 1
donjeg dijela ljusturice stvaraju pojas. Dijatomeje imaju velike vakuole zapremajuéi 90
% stani¢nog prostora. S obzirom na strukturu ljusturice dijelimo ih na Centricae koje
imaju radijalnu strukturu u odnosu na sredi$nju tocku i pretezno su planktonski oblici i

Pennatae koje su izduzene i1 prevladavaju u bentosu.

Preklapanje

DuZina jedne stanice ————>

-t Jen. -k Jok -kt _Jelk O
ZOEm

Slika 1.1. Lanac stanica vrste Pseudo-nitzschia spp. (A) fotografija sa svjetlosnog mikroskopa. (B) crtez
u pleuralnom polozaju. (C) crtez u valvarnom polozaju; klo = kloroplast; j = jezgra.

Dijatomje roda Pseudo-nitzschia pripadaju redu Pennales, odnosno dijatomejama s
bilateralno simetri¢nim stanicama. Stanice su pojedinacne ili se drze medusobno
apikalnim dijelovima stanice i tvore lance. Obi¢no su ravne poput igle ili sigmoidalne.

U valvarnom polozaju stanice mogu imati lanceolatni do linearni oblik sa zaobljenim ili
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Siljastim krajevima. U pleuralnom polozaju (presjek kroz apikalnu ravninu) imaju
fuziformni do pravokutni oblik, obi¢no posjeduju dva kloroplasta sa svake strane
stani¢ne jezgre (Slike 1.11 1.2.).

Sve vrste imaju rubno/bo¢no polozenu rafu. Rafa je posjekotina koja se pruza duz cijele
duzine valve. Rafe dviju valva na suprotnim su stranama (simetrija tipa Niztschia). Rafa
moze biti prekinuta u sredini valve s srediSnjom porom (porus centralis) u ojatanom
srediSnjem dijelu valve (srediSnjem &voru, nodulus centralis; Slike 1.2. 1 1.3.). S
unutrasnje strane rafa je premosScena silicijevim mostovima, fibulama (fibulae), pa se
tako stvara rafa s kanalom. Fibule se katkada protezu poprijeko. Rod Pseudo-nitzschia
razlikuje se od roda Niztschia po strukturi valve u podrucju rafe, te po strukturi na

pleuralnoj strani stanice (Slika 1.5.).

1. Stanica u pleuralnom poloZaju
epivalva

AA

hipovalva

epiteka
_— \A
r¥ AA
l%poleka

2. Stanica u valvalnom poloZaju

sredi$nja pora fibula
rafa
I X p 4 ) ¢ T 1%
<R T O TR I
Areole /pore Kosle /interstrije

Slika 1.2. Morfologija stanice iz roda Pseudo-nitzschia. 1) stanica u pleuralnom polozaju (presjek kroz
apikalnu ravninu-AA) i 2) stanica u valvalnom poloZaju. AA, apikalna os.

Valve su ukrasene strijama, slabo silificiranim trakama koje po sebi imaju male pore.
Strije se izmjenjuju sa jace silificiranim trakicama, interstrijama ili kostama. Strije su
takoder vazno morfolosko obiljezje ovoga roda. Razlikujemo strije s jednim redom

areola 1 nazivamo ih uniseriatnim ili viSe redova areola (izmedu dvije interstrije/koste) i
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nazivamo ih multiserijatne. Primjer za uniserijatne vrste su P. pungens, P. calliantha

dok za multiserijatne su vrste P. frudelenta, P. multiseries i druge.

Inter-stii)
ili kosta

strija

Aureola
ili pora

Slika 1.3. Pseudo-nitzschia deliacatissima. Na mikrografiji elektronskog mikroskopa (TEM) oznaceni su
dijelovi stanice koji su vazni za odredivanje vrste.

Slika 1.4. Razlike u strukturi aureola izmedu tri vrste iz roda Pseudo-nitzschia. A) Pseudo-nitzschia
delicatissima/cuspidata complex, B) P. calliantha, C) P. caciantha. Preuzeto iz Lundholm i
sur. (2003).

Aureole ili pore vazno su morfolosko obiljeZje ovog roda i njihova je struktura bitna za
pravilno odredivanje vrsta (Slika 1.4). Unutar aureola postoji tanki sloj od silicija
silicijeve ljusturice kroz koji se odvija izmjena tvari.

Specificne vrste roda Pseudo-nitzschia mogu biti odredene samo na osnovi detaljnijih

morfoloskih obiljezja, tj. broja strija i fibula, strukture areola, postojanju ili izostanku
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srediSnje pore, obliku, duzini i Sirini valve. Veéinu morfoloskih obiljezja mozemo
prepoznati samo elektronskim mikroskopom. Taksonomija ovih dijatomeja temelji se na
morfoloskim karakteristikama i detaljima silicijeve ljusturice. U posljednje vrijeme
molekularne metode dodaju nove definicije morfologiji i taksonomiji, te se koriste kako
bi potvrdile postojanje odredene vrste ili kako bi se odredile nove vrste (Lundholm i

sur., 2002a; Lundholm i sur., 2003).

1.3 TAKSONOMIJA

Rod Pseudo-nitzschia opisao je Peragallo M. u Peragallo i Peragallo (1900) iz roda
Niztschia, ali rod je prosao kroz mnoge taksonomske promjene u posljednjih stotinu
godina na osnovi morfologije kucice (Slika 1.5). Pedeset godina nakon $to je opisan,
rod Pseudo-nitzschia, ponovno je vraten u rod Nitzschia zbog strukture rafe i
mobilnosti (Hustedt, 1959). Do 1965. opisano je 18 vrsta i dvije podvrste grupe
Pseudo-nitzschia: P. seriata, P. seriata f. obtusa', P.pseudoseriata, P.pungens,
P. pungens f. multiseries, P. fraudulenta, P. subfraudulenta, P. subpacifica, P. heimii,
P. turgidula, P. prolongatoides, P. turgiduloides, P. lineola, P. barkleyi, P. inflatula,
P. cuspidata, P. actydrophila, P. granii, P.subcurvata i P.delicatula (Hasle, 1964;
Hasle, 1965).

Valva

7 N

. ojas )
flbula\ Poj fibula
prorez rafe ‘\Pf orez rafe
\ rafa rafa
rod Pseudo-nitzschia rod Nitzschia

Slika 1.5. Trans apikalni presjek stanica iz rodova Pseudo-nitzschia i Nitzschia. Prilagodeno iz Hasle i
Syversten (1995).

! f= forma



UvVOD

Nitzschia lineola 1 N. barkleyi udruzene su u jednu vrstu i nazvane N. lineola (Hasle,
1965). Nova vrsta N. pungiformis (Hasle, 1971) opisana je 1971. Nitzschia delicatula
postala je N. pseudodelicatissima (Hasle, 1976), a vrsti N. actydrophila vraeno je staro
ime N. delicatissima (Heiden 1 Kolbe, 1929; Hasle, 1965).

Konacéno je Hasle (1994) ipak izdvojila rod Pseudo-nitzschia od roda Nitzschia kao
zaseban na osnovi morfoloskih karakteristika Sto je kasnije potvrdeno i molekularnim
analizama ribosomske DNA 18S (rDNA, Douglas i sur., 1994).

Osnovne znaCajke roda koje je Hasle definirala prilikom odvajanja roda

Pseudo-nitzschia spp. su:

stanice su slabo silificirane
valve su plitke, spljoStene, lagano zakrivljene
rafa je smjestena boc¢no, ali nije povisena iznad valve

nedostatak pora na zidu kanala rafe

AN N NN

prisutnost silicijeve vrpce bez pora na spoju valvalne ravnine i pojasa

Kratko nakon $to je Pseudo-nitzschia ponovno uvedena kao rod dogadale su se daljnje
promjene u taksonomiji i nazivima vrsta, tako npr. P. pungens f. multiseries postaje
P. multiseries (Hasle, 1995). Nitzschia pseudoseriata se sada naziva P. australis,
koriste¢i staro ime vrste i novo ime roda (Frenguelli, 1938; Hasle, 1965).

Opisane su i mnoge nove vrste: P. sinica (Qi 1 sur., 1994), P. multistriata (Takano,
1995), P. micropora (Priisholm 1 sur., 2002), P. americana, P. brasiliana, P. linea
(Lundholm 1 sur., 2002b) i P. galaxiae (Lundholm i Moestrup, 2002). Takoder su
Lundholm 1 sur. (2003) na osnovi molekularnih metoda podijelili grupu vrsta
P. pseudodelicatissima u tri zasebne vrste: P. calliantha, P. pseudodelicatissima 1
P. caciantha, a ponovo je definirana P. cuspidata. Isti su znanstvenici nastavili
istrazivati vrstu P. delicatissima te je 2006. ponovno opisana i podijeljena u dvije
dodatne vrste: P. dolorosa 1 P. decipiens (Lundholm i sur., 2006).

Trenutno je poznato oko 37 vrsta unutar roda iako taj broj stalno raste. Tocno
odredivanje moguce je samo elektronskim mikroskopom, a za opis novih vrsta potrebna
je 1 njihova molekularna karakterizacija, te sloZena filogenija. Samo u pretprosloj godini

(2011) popis vrsta iz roda Pseudo-nitzschia dodatno se produzio s tri novoopisane vrste.
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Lundholm 1 sur. (2012) su na osnovi molekularnih, morfoloskih, reproduktivnih 1
fizioloSkih  razlika  opisali  dvije nove  kripticne  vrste u  grupi
“Pseudo-nitzschia delicatissima”. Novo opisane vrste nazvane su
Pseudo-nitzschia hasleana prema Greti Hasle koja je svojim radom znac¢ajno doprinijela
taksonomiji i morfologiji ovog roda, a druga opisana vrsta nazvana je
Pseudo-nitzschia fryxelliana prema Greti Fryxell zbog njenog doprinosa taksonomiji i
ekologiji dijatomeja. Tre¢u vrstu opisali su Lim i sur. (2012) 1 nazvali je
Pseudo-nitzschia circumpora.

Rod moze biti odreden svjetlosnim mikroskopom iz strukturalnih karakteristika
lancanih kolonija. Duzina 1 Sirina stanice takoder se mogu ugrubo izmjeriti tom
metodom. Svjetlosnim mikroskopom rod Pseudo-nitzschia moZe biti podijeljen u dvije
podgrupe na osnovi $irine stanice: grupa seriata (Sirina valve je ve¢a od 3 um) i grupa
delicatissima (Sirina valve je manja od 3 um; Hasle, 1965; Hasle i Syversten, 1995).
Tradicionalna taksonomija mikrofitoplanktona ovisila je iskljucivo o mikroskopiji, iako
se uvedene nove tehnologije i metode, mikroskopija ima svoja ogranienja i ne
omogucava znanstvenicima dovoljan uvid u detalje. Za dijatomeje, takva taksonomija
temeljena na mikroskopiji, definirala je vrste na osnovi morfoloskih karakteristika i
detalja silicijeve kucice (Slika 1.3.), no u posljednje vrijeme molekularne metode
dodaju nove definicije taksonomiji i koriste se kako bi potvrdile postojanje odredene
vrste ili kako bi se odredile nove vrste (Lundholm i Moestrup, 2002; Lundholm i sur.,
2002a; Lundholm i sur., 2003; Lundholm i sur., 2006). Od 2002. godine od kada se

koriste molekularne metode opisano je 15 novih vrsta roda Pseudo-nitzschia.

1.4 MOLEKULARNA TAKSONOMIJA I FILOGENIJA

Molekularne metode na novi na¢in doprinose saznanjima i istrazivanjima o evoluciji i

ekologiji unutar prirodnih populacija vrsta roda Pseudo-nitzschia.

Tijekom posljednjeg desetljeca, sve veéi broj objavljenih radova kombinira klasi¢ne
morfoloske 1 molekularne metode istrazivanja taksonomije i evolucije. Na taj su nacin
opisane nove vrste ili revidirani postojeci opisi vrsta (Lundholm i sur., 2003; Lundholm
1 sur., 2006; Amato i sur., 2007; Amato i Montresor, 2008; Churro 1 sur., 2009). Autori
navedenih radova dokazali su da se kripticne 1 pseudo-kripti¢ne vrste pronalaze mnogo

ceS¢e nego Sto se ranije ocCekivalo (Lundholm i sur., 2003; Orsini i sur., 2004;
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Lundholm 1 sur., 2006; Amato 1 sur., 2007; Quijano-Scheggia 1 sur., 2009). Kripti¢ne
vrste su morfoloski identicne, ali genetski razlicite, dok su pseudo-kripticne vrste, osim
genetske raznolikosti, pokazale neznatne morfoloSke razlike koje su otkrivene detaljnim
usporedbama (Mann i Evans, 2007). Postojanje kripti¢nih i pseudo-kripti¢nih vrsta

dodatno otezava odredivanje vrsta u ovom rodu.

Medutim, to¢no odredivanje vrsta pruza mogucnost lakSe razumijevanje sloZenih
fizioloskih procesa, proizvodnje toksina, te razumijevanje biogeografije i sukcesije
vrsta. Pretpostavlja se da ¢e odredivanje do razine vrste pojednostaviti u buduénosti
daljnjim razvojem PCR metoda i novim molekularnim metodama kao $to su metoda
mikrosatelitskim markerima ili ARISA metoda (automatsko odredivanje ribosomskih
intergenetskih razlika; McDonald i sur., 2007; Hubbard i sur., 2008; Medlin i Kooistra,
2010). Medutim, njihov razvoj i dalje se oslanja na temeljitom razumijevanju osnova

taksonomije.

Vecina molekularnih metoda koje se primjenjuju za odredivanje roda Pseudo-nitzschia
usredotocena je na ribosomsku DNA. Rezultati sekvencioniranja koriste se za izgradnju
filogenetskih stabala i opisivanje razlika medu vrstama ili podvrstama (Orsini i sur.,
2002; Orsini i sur., 2004; Cerino i sur., 2005). Analiza njihovih rezultata otkriva puno
viSu razinu raznolikosti unutar prirodnih populacija koja se ne moze otkriti samo
morfoloskim karakteristikama 1 tradicionalnim mikroskopskim metodama, a moze
rasvijetliti razlicite ekotipove i kripticne vrste. Filogenetska istrazivanja ovog roda
najviSe se odnose na razliite regije ribosomske DNA: LSU-veliku ribosomsku
podjedinicu (Stehr i sur., 2002; Amato i sur., 2007; McDonald i sur., 2007; Thessen 1i
sur., 2009; Moschandreou 1 sur., 2010), unutarnje transkribirajuée razmaknice regija
ITS11ITS2 (Lundholm i sur., 2003; Orsini i sur., 2004; Lundholm i sur., 2006; Amato 1
sur., 2007; Kaczmarska i sur., 2008; Casteleyn i sur., 2009b; Thessen i sur., 2009;
Andree 1 sur., 2011), mitohondrijsku DNA - citokrom ¢ oksidaza 1 (Kaczmarska i sur.,
2008) 1 na DNA kloroplasta (velika podjedinica rbcL, Amato i sur., 2007; Casteleyn i
sur., 2009b; Casteleyn i sur., 2010) ili malu podjedinicu (rbcS). U veéini istraZivanja
najces¢e se koristi regija ITS (ITS1, 5.8S, ITS2) jer jasno ukazuje genetske razlike
medu vrstama dok se ITS 2 koristi 1 kao “barkod* (Evans i sur., 2007; Moniz i
Kaczmarska, 2010). U posljednje vrijeme koristi se 1 sekundarna struktura regije ITS2.

Davidovich i1 Bates (1998) prvi su autori koji su proucavali taksonomsku srodnost i
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reproduktivnu kompatibilnost spolnog razmnozavanja kod vrste P. multiseries. Mnogi
su autori nakon njih koristili isti pristup (Amato 1 sur., 2007; Casteleyn i sur., 2008;
Quijano-Scheggia 1 sur., 2008a; Lundholm 1 sur.,, 2012). Za 14 razlicitih vrsta
Pseudo-nitzschia dokazana je reproduktivna kompatibilnost u kulturama (Lelong i sur.,
2012). Ovaj je pristup omoguéio proizvodnju novih stanica pocetne veli¢ine koristenih
u laboratorijskim eksperimentima kao 1 potvrdu da sojevi koriSteni u reproduktivnim
pokusima pripadaju istoj vrsti. Pomoc¢u molekularnih metoda odreden je velik broj vrsta
1 razrijeSene dvojbe medu vrstama unutar ovog roda. Ono §to se prije smatralo grupama
vrsta P. pseudodelicatissima 1 P. cuspidata sada se pokazalo da ¢ine morfoloski,
molekularno 1 reproduktivho dobro odvojene cjeline tj. vrste: P. calliantha,
P. caciantha, P. mannii, P. hasleana, P. fryxelliana 1 grupa P. cuspidata/P.
pseudodelicatissima (Lundholm 1 sur., 2003; Amato i sur., 2007; Amato i Montresor,
2008). Medutim, jos uvijek postoji taksonomskih nedoumica s vrstama P. cuspidata i
P. pseudodelicatissima. Jedina morfoloSka razlika izmedu ove dvije vrste je oblik
stanice, te se u svim filogenetskim studijama grupiraju zajedno u istu granu
filogenetskog stabla. Pseudo-nitzschia delicatissima je podijeljena na pseudo-kripti¢ne
vrste: P. delicatissima, P. decipiens i P. dolorosa. Medutim, nedavno je otkriveno da se
vrsta P. delicatissima u filogenetskim analizama zapravo sastoji od dvije odvojene
grane koje Cine dvije kripti¢ne vrste P. delicatissima 1 P. arenysensis (Orsini 1 sur.,
2004; Lundholm i sur., 2006; Quijano-Scheggia 1 sur., 2009). Ove dvije vrste su
morfoloski potpuno identi¢ne, ali usporedbe sekundarne strukture regije ITS2 podupiru
pretpostavku da su to odvojene vrste. Osim toga, vrste se razlikuju i obzirom na
fizioloske sklonosti, npr. temperaturi mora za spolnog razmnozavanja i razlike u brzini
rasta (Kaczmarska i1 sur., 2008; Quijano-Scheggia i sur., 2009). Pseudo-nitzschia
americana 1 pseudo-kripticne vrste P. brasiliana 1 P. linea takoder predstavljaju
morfoloSku grupu (Lundholm i sur., 2002b). Smatralo se da se vrsta P. americana
pojavljuje kao epifitska vrsta pojedinacnih stanica, za razliku od drugih vrsta
Pseudo-nitzschia koje tvore lance, ali Kaczmarska i sur. (2005a) utvrdili su stvaranje

lanaca tipi¢nih za ovaj rod i kod P. americane.

U brojnim su se istrazivanjima i eksperimentima koristili navedeni molekularni markeri.
Iako molekularne metode imaju znacajnih prednosti, nazalost, one imaju i bitnih

nedostataka. Stoga, ako usporedujemo filogenetska stabla napravljena na razliCitim



UvVOD

genetickim markerima (ITS1, ITS2, rbcL, rbcS) obicno dobijemo razlicite filogenetske
korelacije medu vrstama (Slika 1.6.). Smatra se da ¢e se u buducnosti istraZzivanja
vjerojatno usredoto€iti na regiju 18S DNA koja je postojanija i s manje genetskih
razlika medu vrstama 1 zasigurno je bolji marker za molekularnu filogeniju od do sada

koriStenih.
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Slika 1.6. Primjer filogenetskih stabala (engl. maximal likehood ML: maksimalna vjerojatnost) nekoliko
vrsta Pseudo-nitzschia, temeljenog na razlicitim genetickim markerima. A) rbcL, B) LSU, C)
ITS11 D) ITS2. Preuzeto i prilagodeno iz Amato i sur. (2007).

1.5 ZIVOTNI CIKLUS

Dijatomeje iz roda Pseudo-nitzschia mogu se razmnoZavati nespolno 1 spolno. Nespolno
razmnozavanje sastoji se od vegetativnog dijeljenja stanica gdje hipoteka roditeljske
stanice postaje epiteka nove stanice, a nova stanica stvara novu hipoteku (Slika 1.7.).

Zbog takvog nacina razmnoZzavanja stanice se postupno smanjuju, dok ne dostignu

10
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kriticnu veli¢inu ispod koje populacija viSe ne moze prezivjeti. Tada postaje vazno

spolno razmnoZavanje jer se na taj nac¢in populacije vra¢aju na poc¢etnu veli¢inu stanica.

Vegetativno dijeljenje I I

N\
/\

/

> Smanjenje fiustule

-
L ?

AN
{_(\ _(\ nplndnja @

camete (n)

/N /N /N

/S N/

zigote (2n)

Spolnorazmnozavanje

auksospore (2n)
Slika 1.7. Zivotni ciklus penatne dijatomeje. Prilagodeno iz Casteleyn i sur., 2009a.

Vecina Pseudo-nitzschia je heterotalicna (iznimka je P. brasiliana koja je homotali¢na)

13

1 za spolno razmnozavanje potrebne su stanice suprotnog spola ,,+“ i ,,-“ a spolno

razmnozavanje naziva se cis-anizogamija (Chepurnov i sur., 2005; D'Alelio i sur.,
2010). Nekoliko sati nakon $to se pronadu i priblize stanice suprotnog spola ,,+“ 1 ,,-%,
bez sluzi ili nekog fizickog kontakta, zapocCinje spolno razmnozavanje (Slika 1.8.).
Diploidne se jezgre prije kopulacije redukcijski podijele. Mejozom se stvaraju dvije
anizogamete u svakoj roditeljskoj stanici. Gamete su sfericne bez biceva, iako izgledaju
identi¢no, razlicito se ponasaju. Gamete ,,+* su lagano pokretne i aktivne dok su gamete
»- . pasivne 1 nepokretne.

Spajanje gameta (plazmogamija) se dogada unutar jedne do dvije minute stvaranjem

jedne sferi¢ne zigote za svaki par gameta. Zigota se i dalje drZi za roditeljsku stanicu i

nastavlja se razvijati u auksosporu unutar perizonijuma. Unutar dva do cetiri dana
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razvije se stanica pocetne veliCine unutar auksospore i1 izade lomljenjem vrha

perizonijuma (Slika 1.8).

Roditeljske stanice
L1911

=
N

Stvaranje gameta
<o T I I s a1 | QTR [ 17>
o I N T I

li \

_ Izlazak stanica pocetne velicine Fuzija gameta
— - e T T B [T T
R T o .-I'_ .

i\ . Z-4ddana [ 1-2min

== zigota

] i 717 2ol T ARET]T (MTm==
el E o
[} - -

, l

. . [ [ [T e
Pocetnestanice | ’2;;9{

unutar perizoniim-a “"Q{% '
5
4004‘77 ‘ )
Stvaranje auksospora

' il LA TR

Slika 1.8. Spolno razmnoZzavanje Pseudo-nitzschia sp. sluzi kako bi se vratila pocCetna veli¢ina stanica
nakon mnogostrukih vegetativnih dijeljenja. Prilagodeno iz Lelong i sur. (2012).

Vecéina spoznaja o spolnom razmnozavanju ovog roda dolazi iz laboratorijskih
eksperimenata, pretezno se radilo na vrstama P. multiseries 1 P. pungens (Davidovich i
Bates, 1998; Chepurnov i sur., 2005). Vrlo je tesko uociti faze spolnog razmnozavanja u
prirodnim uzorcima buduci da su gamete, zigote i auksospore, vrlo krhke.

Ipak 2010 godine prvi put su dvije grupe autora (Holtermann i sur., 2010; Sarno i sur.,
2010) uocile masovno spolno razmnozavanje roda Pseudo-nitzschia u prirodi. Sarno i
sur. (2010) vidjeli su masovno spolno razmnoZavanje kod vrsta P. cf. calliantha’ i
P. cf. delicatissima v Napuljskom zaljevu. Dok su Holtermann i sur. (2010) to uocili
kod vrsta P. australis i P. pungens na obalama drzave Whashington u SAD-u. Obje

studije 1 D'Alelio 1 sur. (2010) pokazali su da je zivotni ciklus roda Pseudo-nitzschia u

* ¢f= lat. Confer; sli¢i na
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prirodi traje otprilike dvije do tri godine Sto se poklapa s laboratorijskim istrazivanjima.
Ono §to jos nije potpuno jasno je kako se u prirodi sparuju stanice suprotnog spola i Sto

potice pocetak spolnog razmnoZavanja.

1.6 DOMOICNA KISELINA

Domoicna kiselina (DK) je amino kiselina topiva u vodi (Falk 1 sur., 1991), sadrzi tri
karboksilne skupine, te je analog L-glutaminske kiseline. L-glutaminska kiselina je
jedan od najvaznijih neuro prenosnika u zivéanom sustavu kraljeznjaka, a u slucaju
unosa DK u organizam ona preuzima ulogu glutaminske kiseline. DK ima nekoliko
strukturalnih izomera (izo-domoic¢na kiselina, A-H, Slika 1.9.). Vrste N. navis-varingica
(Kotaki i sur., 2005; Romero i sur., 2011), P. australis (Holland i sur., 2003; Rhodes 1
sur., 2006) 1 P. seriata (Hansen i sur., 2011) proizvode izomere, a neki izomeri
pronadeni su u mesu Skoljkasa i smatra se da su to proizvodi njihove razgradnje.
Epi-DA je rezultat toplinske razgradnje DK (McCarron 1 sur., 2011; Thomas 1 sur.,
2008).
_— Jor . JJJ —

Domoicna kiselina Glutaminska kiselina Kaini¢na kiselina 5" epi domoicna kiselina

/ cOM
’d——co‘n o> ——COH /‘—-co,n -’d COH
HO,C: / » 'COH COH HO,C / = COH S COH
H H H H

Izo-domoicna kiselina A Izo-domoicna kiselina B Izo-domoi¢na kiselina C Izo-domoiéna kiselina D

0,H
— 0,H oM

= ——COMH \ / \ ,——cQ‘_H
oM ‘coH on
——co;

H N
coH
H

= COH
H

Izo-domoicna kiselina E  Izo-domoicna kiselina F  Izo-domoic¢na kiselinaG ~ Izo-domoi¢na kiselina H

Slika 1.9. Molekularna struktura domoicne kiseline i njenih izomera. Preuzeto iz Lelong i sur., 2012

Biosinteza DK zahtijeva visoku razinu energije u stanici Pseudo-nitzschiae (Pan 1 sur.,

1996a) 1 nac¢in njezine sinteze u stanicama jo$ nije u potpunosti rasvijetljen. U stanici se
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DK moze vezati na receptore za N-metil-D-aspartat u srediSnjem ziv€anom sustavu
mnogo brze (¢ak do 100 puta) od glutaminske kiseline (Lelong 1 sur., 2012). Budu¢i da
se DK veze trajno na neurone, za razliku od glutaminske kiseline, njihova depolarizacija
je znacajno dulja, te dolazi do nakupljanja kalcija u njihovoj neposrednoj blizini.
Aktivnost enzima za kalcij ostaje visoka, Sto dovodi do oticanja neurona, a zatim i
njihovog odumiranja.

Kod sisavaca (Pulido, 2008) DK djeluje na neurone u hipotalamusu, Sto dovodi do
gubitka pamcenja ili amnezije pa se tako trovanje DK naziva i amnezijsko trovanje
Skoljkasima (ASP). Ostali simptomi trovanja su mucnina, proljev, gréevi, gastroenteritis
1 smetenost u prvih 24 sata, do neuroloskih (glavobolja, otezano disanje, vrtoglavica,
gubitak pamcenja), a ponekad i koma 48 sati nakon konzumiranja. Kod starijih ljudi

trovanje moze zavrSiti smréu. Za sada ne postoji lijek protiv trovanja DK.

1.6.1 F1ZIOLOGIJA PROIZVODNJE DOMOICNE KISELINE

Unatoc rasirenom interesu za rod Pseudo-nitzschia 1 proizvodnju DK, naSe spoznaje iz
fiziologije gotovo su nepromijenjene od najranijih studija na ovim dijatomejama. Ti
pocetni rezultati koriSteni su u interpretaciji rezultata velikog broja terenskih
istrazivanja provedenih u posljednjih deset godina. Rana su istrazivanja obi¢no bila na
laboratorijskim kulturama vrste P. multiseries, te su usporedivala stopu rasta i
proizvodnju DK (Bates i sur., 1998; Bates 1 Trainer, 2006), a dobiveni rezultati ¢esto su
se primjenjivali i na druge vrste. Dokazalo se da je proizvodnja DK u laboratorijskim
kultura obi¢no vrlo niska ili nemjerljiva tijekom eksponencijalne i povecava se tijekom
stacionarne faze rasta nakon $to se usporila dioba stanica, vjerojatno zbog ogranicenja
hranjivih tvari 1 promjene u omjeru P:Si. Isto tako, istrazivanja su pokazala reciprocni
odnos izmedu stope rasta i proizvodnje DK u kulturama s ogranicenom koncentracijom
silicija ili fosfora (Bates i sur., 1996; Kudela i sur., 2004). U kasnijim su istrazivanjima
uocili da se kod nekih vrsta proizvodnja DK dogada u ranoj eksponencijalnoj fazi
tijekom brzog rasta, npr. kod vrsta P. australis (Garrison i sur., 1992), P. multiseries
(Pan 1 sur., 1996b; Thessen i sur., 2009) i P. fraudulenta (Thessen i sur., 2009). Ove
studije upucuju na to da ograniCenja hranjivih tvari i usporavanje stope rasta i dijeljenja,

djeluju na povecanje proizvodnje DK. Sli¢ne su rezultate dobili i na terenskim

14



UvVOD

istrazivanjima, koja vjernije opisuju ekologiju ovog roda od laboratorijskih
eksperimenata. Iz niza istrazivanja utvrdeno je da je limitacija hranjivim solima ili
njihovi specifi¢ni omjeri ¢esto pokreta¢ za proizvodnju DK.

Mnogo se studija bavilo problematikom DK u laboratorijskim uvjetima, a veéina autora
usporedivala je proizvodnju DK s varijacijama u koncentraciji metala u tragovima,
razli¢itih izvora hranjivih tvari i ostalih bioloskih, fizikalnih i kemijskih ¢imbenika

(Slika 1.10.).

Kemijski co, HCOs5 Tiis

bez promjene u
proizvodnji DK
DK ovisi o
vrsti ili soju

starost kulture
faza rasta
\ 7 unutarnji
salinitet / temperatura
. I svjetlo .
Bioloski fotoperiod pH Fizikalni

Slika 1.10. Cimbenici (bioloski, kemijski, fizikalni, unutarnji) koji djeluju na proizvodnju domoi¢ne
kiseline (DK). Crne strelice oznacavaju ¢imbenike koji poticu DK. Crne isprekidane strelice
oznacavaju Cimbenike koji smanjuju DK. Sive strelice oznacavaju ¢imbenike koji ovise o
vrsti ili soju Pseudo-nitzschia. Sive isprekidane strelice oznacavaju ¢imbenike za koje
postoje oprecni podatci u literaturi. Preuredeno iz Lelong i sur. (2012).

Osim ve¢ potvrdene limitacije silicijem i fosforom nedavno je otkriveno da niske
koncentracije zeljeza i visoke koncentracije bakra aktiviraju proizvodnju DK i njeno
otpustanje iz stanica buduci se smatra da DK ima ulogu u kelaciji metala u tragovima.
Kelacija bi ucinila niske koncentracije Zeljeza viSe dostupnima stanicama i zastitila
stanice od previsokih, potencijalno Stetnih koncentracija bakra.

Organski izvori dusika (urea i glutamin), kao i promjene u pH, CO, i salinitetu takoder
povecavaju proizvodnju DK. Na zalost, iz literature vidimo da laboratorijska 1 terenska
istrazivanja ponekad daju oprecne rezultate o uvjetima koji su pogodni ili stimuliraju

proizvodnju toksina.
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Od bioloskih ¢imbenika istrazivale su se razli¢ite koncentracije bakterija i alelopatija
medu vrstama. Dokazano je da vece koncentracije bakterija pozitivno utjeCu na
proizvodnju DK (Lelong i sur., 2012) dok se za alelopatiju jo§ ne zna dovoljno. 1z
mnogih reproduktivnih eksperimenata otkriveno je da su sojevi Pseudo-nitzschia koji su
izgubili moguénost proizvodnje DK u kulturama nakon spolnog razmnozavanja

ponovno mogli sintetizirati DK, te su te koncentracije bile znatno vece.

1.6.2 DOMOICNA KISELINA U HRANIDBENOM LANCU

Kao dijatomeja Pseudo-nitzschia je vazan primarni proizvodac¢ kao baza hranidbenog
lanca. Sluzi kao hrana razli¢itim organizmima, od heterotrofnih dinoflagelata do riba i
sisavaca koji se hrane planktonom. Domoicna kiselina je hidrofilna molekula i ne moze
se bioakumulirati u tkivima. Umjesto toga, DK se koncentrira u probavnom sustavu kod
zivotinja koje filtriraju vodu s minimalnim prijenosom na okolna tkiva te se u vecini
sluc¢ajeva brzo eliminira iz tijela. Toksin se prenosi na visu kariku hranidbenog lanca
kada su primarni potrosaci koji u svom probavnom sustavu imaju DK pojedeni od visih
potroSaca. DK nije toksi¢na za organizme kao Sto su Skoljkasi ili ribe. DK se
koncentrira u pojedinim organima (probavni sustav), ali se na kraju procisti iz
organizma. Pro¢iS¢avanje moze trajati od nekoliko sati kod plave dagnje (M. edulis) do
nekoliko dana kod sredozemne dagnje (M. galloprovincialis) 1 kamenica (Crassostrea
virginica, Novaczek 1 sur., 1991; Wohlgeschaffen 1 sur., 1992; Mackenzie i sur., 1993;
Mafra i1 sur.,, 2010). Postoje i vrste Skoljkasa koje se prociS¢avaju jako sporo
Siliqua patula (> 86 dana), P. magellanicus (> 14 dana) i Pecten maximus (416 dana;
Wohlgeschaffen i sur., 1992; Douglas i sur., 1997; Blanco i sur., 2002).

DK se moZze nakupiti 1 u organizmima koji se ne hrane filtriranjem vode. DK je
pronadena i kod organizama koji se hrane detritusom i zive na dnu (Powell i sur., 2002).
Pretpostavlja se da Cestice zaostale nakon cvjetanja lagano tonu na dno i tamo se
zadrzavaju duza vremenska razdoblja i na taj su nacin organizmi koji zZive pri dnu
izlozeni DK. Cini se da je vertikalni protok u sedimentu znatan izvor toksina za

bentoski hranidbeni lanac (Sekula-Wood i sur., 2009; Sekula-Wood i sur., 2011).
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U mnogim zemljama Sirom svijeta uzgajaliSta SkoljkaSa pod stalnim su monitoringom
zbog moguceg trovanja toksinima iz SkoljkaSa. Nakon cvjetanja toksi¢nih sojeva vrsta
iz roda Pseudo-nitzschia DK se koncentrira u SkoljkaSima.

Nakon masovnog trovanja 1987. kanadska vlada odredila ja granicu od 20 pug DK po
gramu Skoljkasa (Waldichuk, 1989) nakon koje se uzgajalista skoljkasa zatvaraju. Istu
su granicu preuzele 1 zemlje Europske unije (Anonymous, 2002).

Tijekom posljednjeg desetljeca, DK je postala problem i na europskim obalama i za
europska uzgajaliSta. Cvjetanja toksicnih sojeva Pseudo-nitzschia posebno su
problematiéna u Velikoj Britaniji, Irskoj i Francuskoj, Danskoj, Portugalu i Spanjolskoj
(EFSA, 2009). U vodama zapadne Europe utvrdeno je sedam toksi¢nih vrsta
P. australis, P. calliantha, P. galaxiae, P. multiseries, P. multistriata,
P. pseudodelicatissima, P. pungens 1 P. seriata (Sarno i Dahlman, 2000; Cusack 1 sur.,
2002; Orsini i sur., 2002; Moschandreou i sur., 2010).

U prosjeku 59 % ispitivanih Skoljkasa sadrzavalo je vece koli¢ine DK od propisanih
europskim zakonima (EFSA, 2009). Osobito je u Skotskoj akumulacija DK rezultirala
dugoro¢nim zatvaranjem uzgajaliSta na zapadnoj obali (Gallacher i sur., 2001; Smith i
sur., 2006). Stoga su u Skotskoj 2005. godine promijenili zakon i poéeli prodavati samo
misi¢no tkivo Skoljakasa (P. jacobeaus), u kojima se obi¢no ne zadrzava DK 1 vise
nema potrebe za zatvaranjem uzgajalista.

Osim amnezijskog trovanja Skoljkasima kod ljudi zabiljeZzeno je i nekoliko slucajeva
trovanja domoi¢nom kiselinom koja su obuhvacala ptice i druge morske sisavce (engl.
Domoic Acid Poisoning - DAP; hr. trovanje domoi¢nom kiselinom). Prvi slucaj dogodio
se 1991. u zaljevu Monterey kada su uginuli smedi pelikani (Pelicanus ocidentalis) i
kormorani (Phalacrocorax penicillatus). U isto je vrijeme u zaljevu cvjetala
P. australis. A u zeludcima uginulih ptica pronadeni su incuni (Engraulis mordax).
Nakon toga zabiljezeni su jo§ mnogi slucajevi trovanja i ugibanja morskih ptica. 1997.
uginulo je 766 patki (Gavia immer) 1 182 morska sisavca (Cetiri vrste dupina) i za to je
trovanje bila odgovorna P. australis. Ve¢ 1998. 400 morskih lavova
(Zalophus californianus) otrovano je DK-om u zaljevu Monterey, a pretpostavlja se da
su konzumirali otrovane in¢une (Engraulis mordax).

Sva trovanja do sada opisana u literaturi bila su ograni¢ena najviSe na tri karike

hranidbenog lanca: i) dijatomeja Pseudo-nitzschia spp., ii) filtratorski organizmi ili ribe
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koje se hrane planktonom,; ii7) ljudi, morski sisavci ili ptice. Zanimljivo je da su vecina
slucajeva trovanja DK-om s trofickim prijenosom na tri karike hranidbenog lanca

zabiljezena na zapadnim obalama Sjeverne Amerike 1 Europe (Trainer i sur., 2012).
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2 PREGLED DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

Oceanografska istrazivanja na Jadranu zapocinju samo dvije godine nakon polaska prve
oceanografske ekspedicije u svijetu (,,Istrazivacki brod*“ Challanger, prosinac 1872.).
Najranija istrazivanja planktona u Jadranu vezana su za TrS¢ansku zooloSku stanicu
(osnovanu 1876.) 1 Zoolosku stanicu Berlinskog akvarija u Rovinju (osnovanu 1891.).
Najstariji radovi o fitoplanktonu Jadrana sa samog su pocetka dvadesetog stoljeca i
veéinom su taksonomskog tipa. Na Jadranu su radili Schroder (1911.), Shiller (1912.,
1913. 1 1933.), Jorgensen (1923., 1929.), Kaptner (1941.) i mnogi drugi. Svojim
znanstvenim istrazivanjima dali su veliki doprinos svjetskoj znanosti i osigurali podatke
za proucavanje dugoro¢nih kolebanja u Jadranskom moru. Osnivanjem Oceanografskog
instituta u Splitu zapocinju istrazivanja planktona srednjeg Jadrana. Ercegovi¢ (1936)
prvi put na Jadranu, a medu prvima u Europi uvodi kvantitativna istrazivanja
fitoplanktona, te se za procjenu abundancije koristi metodom brojanja stanica po
Utermohlu (1931). Istrazivanja u srednjem Jadranu kasnije nastavlja Pucher-Petkovi¢ i
Homen (Pucher-Petkovi¢ i Marasovi¢, 1980).

Sjeverni Jadran je najistrazeniji dio Jadranskog mora. Gradijenti abundancije, primarne
proizvodnje, fitoplanktonske biomase i1 bioraznolikosti opadaju od zapadne do istocne
obale sjevernog Jadrana i1 pod izravnim su utjecajem voda iz rijeke Po. Kvalitativne
analize mikrofitoplanktonske zajednice utvrdile su da su dijatomeje dominantna skupina
u sjevernom Jadranu, a prisutne su tijekom cijele godine osim ljeti kada prevladavaju
dinoflagelati (Revelante 1 Gilmartin, 1976b). 70-tth godina proslog stolje¢a kao
dominantni rodovi dijatomeja utvrdene su Nitzschia, Chaetoceros, Rhizosolenia i
Thalassiotrix, od kojih su Nitzschia (danas Pseudo-nitzschia) 1 Chaetoceros cCesto
dominantni (Revelante i Gilmartin, 1976b). U sjevernom Jadranu izmjenjivala su se
razdoblja visoke s razdobljima nize proizvodnje sa sklonoS¢u oligotrofikaciji
posljednjih godina (Mozeti€ 1 sur., 2010). Takoder je primije¢eno znacajno smanjenje
primarne proizvodnje kao 1 vrijednosti koncentracije klorofila a, posebno u podrucju
pod izravnim utjecajem rijeke Po. Pretpostavlja se da su ta smanjenja uvjetovana
promjenama u protoku rijeke Po koji se smanjio posljednjih desetak godina (Mozetic i

sur., 2010). Promijenio se i ciklus cvjetanja fitoplanktona, ranoproljetno cvjetanje
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pomaknulo se mjesec dana kasnije te je nastupila 1 promjena u taksonomskom sastavu
vrsta (Mozeti€ 1 sur., 2010), dok je na postaji RV001 proljetno cvjetanje u potpunosti
izostalo (Mari¢ i sur., 2012). Tako je posljednjih godina proljetno cvjetanje
fitoplanktona u sjevernom Jadranu karakterizirano nanofitoplanktonom i malim
kolonijalnim dijatomejama, tj. vrstama koje se mogu bolje prilagoditi na uvjete niskih
koncentracija hranjivih soli. Vrste iz roda Pseudo-nitzschia imaju veliku moguénost
fizioloske prilagodbe i time potvrduju svoju sposobnost da dominiraju u razliitim
okoli$nim uvjetima (Bates 1 sur., 1998). U literaturi nailazimo na opre¢ne korelacije pa
se ¢ini da abioticki ¢imbenici sami po sebi nisu dovoljni kako bi predvidjeli ekoloske
uvijete koje dovode do masovnih cvjetanja vrsta iz roda Pseudo-nitzschia (Trainer i
sur., 2012). Vrste roda Pseudo-nitzschia prisutne su u sjevernom Jadranu tijekom citave
godine, a &esto dostizu visoku abundanciju (10° stanica L™). Obi¢no se javlja nekoliko
cvjetanja godi$nje za koje se pretpostavlja da su uzorkovana razli¢itim vrstama. Iako je
poznato da rod dominira medu ostalim planktonskim dijatomejama (Vili¢i¢ 1 sur.,
2009), jos uvijek nije dovoljno istrazen i opisan. Identifikacija do razine vrsta je vazna
zbog njihove potencijalne toksicnosti. Domoicna kiselina (DK) u Jadranu zabiljeZena je
2000. godine prvi put u tkivu Skoljkasa (vrste M. galloprovincialis) uz talijansku obalu
(Ciminiello 1 sur., 2005). Iako je koncentracija DK u analiziranim uzorcima bila niska,
autori su preporucili pazljivo pra¢enje ovog toksina u tkivu Skoljkasa. DK je od tada
zabiljeZzena u nekoliko navrata primjerice, u sije¢nju 2006. u estuariju rijeke Krke
(Ujevié i sur., 2010) u koncentraciji 6,55 pg g™ Tijekom cvjetanja vrste P. calliantha u
2007. u sjevernom Jadranu maseni udio DK u prirodnim populacijama SkoljkaSa bio je
nizak (1,32 pg g, Marié i sur., 2011). Tijekom posljednjeg desetljeéa za istraZivanja
taksonomije i evolucije sve se viSe povezuju klasi¢ne morfoloske i molekularne metode.
Na taj nacin opisane su nove vrste ili revidirani postojeéi opisi vrsta (Lundholm i sur.,
2003; Amato 1 sur.,, 2007). Razli¢ite regije ribosomske DNA primjenjuju se pri
filogenetskim istrazivanjima ovog roda. Istrazivane su: velika ribosomska podjedinica
(engl. large ribosomal subunit LSU; Lundholm i sur., 2003; Amato i sur., 2007)
unutarnje transkribirajué¢e razmaknice (engl. internal transcribed spacer 1TS1 i ITS2;
Lundholm 1 sur., 2003; Amato i sur., 2007), mitohondrijska DNA (citokrom ¢ oksidaza
1, Kaczmarska 1 sur., 2008) i DNA kloroplasta (velika podjedinica rbcL; Amato i sur.,
2007) ili mala podjedinica (rbcS; Trainer i sur., 2012). U veéini istrazivanja ITS je
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najcesce koriStena regija (ITS1-5.8S-ITS2) jer jasno pokazuje genetske razlike medu

vrstama (Trainer i sur., 2012). Rezultati se koriste za izradu filogenetskih analiza i

opisivanje razlika unutar vrsta ili podvrsta (Amato i sur., 2007).

2.1

CILJEVI 1 HIPOTEZE

Odredivanje dinamike fitoplanktonske zajednice, viSegodiSnjih ciklusa,
sukcesije vrsta, i promjene abundancije fitoplanktonskih grupa na dvije postaje u
sjevernm Jadranu posljednjih 37 godina.

Odredivanje prostorne 1 vremenske raspodjele dijatomeja roda Pseudo-nitzschia,
te morfoloska, taksonomska i molekularna karakterizacija vrsta prisutnih u
sjevernom Jadranu.

Fizikalno-kemijski uvjeti u morskom okoliSu koji pogoduju visokim
abundancijama, ¢ime je detaljnije opisana ekologija roda Pseudo-nitzschia.
Identificikacija trendova, te detaljna prostorna 1 vremenska raspodjela
populacija, kao i potencijalno toksi¢ne vrste koje se javljaju u sjevernom
Jadranu.

Provjerena je prisutnost domoi¢ne kiseline u kulturama sakupljanim u sjevernom
Jadranu.

Molekularna karakterizacija vrsta prisutnih u sjevernom Jadranu i odredivanje
njihovog geografskog 1 evolucijskog podrijetla analizama sli¢nosti,

filogenetskim rekonstrukcijama i analizama populacija.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 PODRUCIE ISTRAZIVANJA

Jadransko more najsjeverniji je dio Sredozemnog. Proteze se od 40° 10' N do 45° 47' N i
zauzima povriinu od 138 600 km® i volumen 35 000 km’. Jadran je transverzalno i
longitudinalno asimetriCan, s plitkim sjevernim dijelom, a prema jugu dubine se
postupno povecavaju, prema Srednjojadranskoj (Jabuckoj) kotlini (270 m) i
Juznojadranskoj kotlini (1200 m). Jadransko more zavr$ava Otranskim pragom (780 m),
gdje se odvija izmjena vode s Jonskim morem.

Sjeverni Jadran relativno je plitak bazen s prosje¢nom dubinom oko 35 m. Hidroloske i
bioloske karakteristike ovog ekosustava pokazuju izrazitu sezonalnu promjenjivost
(Degobbis i sur., 2000; Zavatarelli i sur., 2000). Sjeverni Jadran je takoder specifi¢an po
velikom rije¢nom dotoku slatke vode, &iji godidnji prosjek iznosi 5700 m® s™ (Raicich,
1996), gdje 28 % otpada na samu rijeku Po. Utjecaj slatkovodnog donosa rijeke Po
najizrazeniji je u proljece i ljeti kada uzrokuje pad saliniteta, te potice stratifikaciju
vodenog stupca, zagrijavanje i stvaranje termokline na dubini (5-10 m).

Cirkulacija u sjevernom Jadranu je ciklonalna, ulazna struja dolazi uz obalu Istre dok
izlazna ide uz talijansku obalu. Ulazna struja naziva se Istoc¢na Jadranska Struja (engl.
Eastern Adriatic Current - EAC), najjaca je u zimi kada je pojacan ulazak vode u Jadran
(Zore, 1956; Zore-Armanda, 1969; Artegiani i sur., 1997). Izlazna struja naziva se
Zapadna Jadranska Struja (engl. Wetertern Adriatic Current - WAC) 1 tee uz zapadnu
obalu. U sjevernom Jadranu postoje dva tipa cirkulacije ,,otvorena“ i ,,zatvorena®, $to
znaCi izmjena voda sa srednjim Jadranom moze biti vrlo intenzivna ili ograni¢ena
(Franco i Michelato, 1992). Kada je cirkulacija otvorena postoji ulazna struja uz isto¢nu
obalu, EAC, te izlazna struja uz zapadnu obalu WAC. Voda iz rijeke Po ne zadrzava se
u bazenu. Kod zatvorene cirkulacije voda rijeke Po $iri se prema Istarskoj obali i razvija
se Istarska Obalna Protustruja (engl. Istrian Coastal Countercurrent - ICCC; Supi€ i
sur., 2000). Otvorena cirkulacija tipicna je za hladniji dio godine dok se u toplijem
dijelu godine ceSce susreCemo sa zatvorenim tipom cirkulacije. Zatvorenom tipu

cirkulacije pogoduju snazni vjetrovi (Bura 1 Jugo), uvjeti izrazene stratifikacije vodenog

24



MATERIJALI I METODE

stupca 1 povecani protok rijeke Po. Slatkovodni donosi rijeke Po tijekom ljeta Sire se u
povrsinskom sloju preko Citavog sjevernog Jadrana prema obalama Istre.

U zimskim mjesecima sjeverni Jadran vaZan je za stvaranje guste vode. To se dogada
zimi uslijed naglog hladenja povrSinskog sloja zbog hladnih vjetrova, uglavnom bure,
¢ime se stvara gusta voda (¢ < 11 °C, § ~ 38,4, at > 29,5) koja se $iri od sjevernog
Jadrana prema Jabuckoj kotlini (Zore-Armanda, 1963; Orli¢ i1 sur., 1992; Artegiani 1
sur., 1997).

Za jadransko podrucje svojstveni su vjetrovi bura i jugo. Bura je katabati¢an vjetar koji
puse u naletima brzinom i do 50 m s, te donosi hladan i suh kontinentalan zrak sa
sjeveroistoka. JacCina bure varira uz Jadransku obalu ovisno o konfiguraciji planinskih
masiva, te je najjaca u Trstu 1 Senju. Jugo puse s jugoistoka po osi Jadrana, te donosi
topao i1 vlazan zrak. Bura i jugo stvaraju jaku mehanicku silu koja uzrokuje inercijske
oscilacije u Jadranu  (Orli¢, 1987). Jadransko more je umjereno toplo more.
Podpovrsinska temperatura ne pada ispod 10 °C, a povrsSinska varira od 3-29 °C. Juzni
Jadran tijekom zime je za 8-10 °C topliji od sjevernog Jadrana. NajniZe temperature su
u veljaci, dva mjeseca nakon minimalne insolacije. Termoklina se javlja u toplijem
dijelu godine na 10-30 m dubine, dok u jesen dolazi do izotermije na 18-19 °C (Gaci¢ i
sur., 2001). Salinitet Jadranskog mora je razmjerno visok. Najveci je na juznom Jadranu
(38,4-38,9), dok je na sjevernom Jadranu, kao i na obalnom dijelu nizi, te dosta

varijabilan (Gaci¢ i sur., 2001).
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3.2 PRIKUPLJANJE UZORAKA

Dugorocna istrazivanja fitoplanktona provedena su na dvije istrazivacke postaje u
sjevernom Jadranu RV001 (1nm) i SJ107 (13 nm) od obale(Slika 3.1). Uzorkovanje je
provedeno uglavnom mjesecno od 1972. do 2009 godine. Osim od 1974-1976., 1979. i
1985-1987. kada je uzorkovanje bilo sporadi¢no ili sezonski na obje istrazivane postaje
(detaljne tablice uzorkovanja dane su u prilozima 1. i 2.). Morska voda za odredivanje
koncentracije klorofila a, fitoplanktona i hranjivih soli uzorkovana je Van Dornovim, a
kasnije Niskinovim crpcima zapremnine 5 litara na dubinama od 0, 5, 10, 20, 30 m

(gdje je to moguce) i dva metra od dna.
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Slika 3.1. Karta podrucja na kojima su provedena dugorocna istrazivanja.

Skup podataka sastoji se od 2 422 uzoraka, sakupljenih na dvije postaje tijekom 37
godina (931 na postaji RV001, 1491 na SJ107). Broj uzoraka je prilicno ujednaceno
raspodijeljen po sezonama, osim Sto je zimska sezona, zbog prevladavajucih loSijih

vremenskih uvjeta malo manje zastupljena.
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U Limskom kanalu uzorkovalo se mjese¢no od ozujka 2002. do lipnja 2008. godine na
tri istrazivacke postaje prikazane na slici 3.2. Limski kanal proteze se na 11 km duZine s
Sirinom od 0,5 km, a najveéa dubina je na ulazu u zaljev iznosi 33 m (postaja Lim 1), a
na postaji Lim 3, 17 m. Prikupljeno i obradeno je 453 uzorka fitoplanktona kroz
istrazivano razdoblje. Na postajama Lim 1 1 Lim 2 morska voda za odredivanje
koncentracije klorofila a, fitoplanktona i hranjivih soli uzorkovana je Niskinovim
crpcima zapremnine 5 litara na dubinama od 0, 5, 10, 20, i dva metra od dna. A na

postaji Lim 3 na Cetiri dubine.

13'40'E

N .80.S¥

Istria
Adriatic Sea

Rovinj

5 km

Slika 3.2. Postaje u Limskom kanalu na kojima su odredivane vrste iz roda Pseudo-nitzschia i kasnije su
se uzimali Zivi uzorci za kulture i filogenetska istrazivanja.

27



MATERIJALI I METODE

30m

g4
—43°30'N \/ ) 43°30'N
| — B I =N 1
0 10 20 30 40 50 “Ha0 km
11°30'E 12°0'E 12°30'E 13“0'5\ 13°30E 14°0'E 14°30'E 15°0'E:
1 1 | - I 1 P . . ) NI L e

Slika 3.3. Karta istrazivanog podru¢ja tokom 2007. za odredivanje ekologije 1 dinamike
Pseudo-nitzschia calliantha.

Za odredivanje ekologije, dinamike i1 potencijalne toksi¢nosti dijatomeja iz roda
Pseudo-nitzschia tijekom 2007. godine dodatno se uzorkovalo na 12 istrazivackih
postaja u sjevernom Jadranu jednom mjesecno (Slika 3.3). Morska voda za odredivanje
koncentracije klorofila a, fitoplanktona i hranjivih soli uzorkovana je Niskinovim
crpcima zapremnine 5 litara na dubinama od 0, 5, 10, 20, 30 m (gdje je to moguce) i dva

metra od dna. Ukupno je obraden 541 uzorak fitoplanktona.
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3.3 MIERENJE TEMPERATURE I SALINITETA

Temperatura mora mjerena je obrtnim termometrima tvrtke Richter und Wiese (Berlin,
Njemacka, preciznosti + 0,1 °C) pri¢vrSéenim na crpce. Crpci su drzani na odredenoj
dubini najmanje 5 minuta. Preciznost o€itanja temperature iznosi + 0,02 °C.

Salinitet morske vode odredivan je titracijom sa srebrnim nitratom (do 1976. godine) ili
laboratorijskim salinometrom visoke preciznosti Beckman RS-7C, odnosno YEO-KAL
601Mk1V kasnije. Kao standard koristila se Kopenhagska voda saliniteta 35,0000.
Salinometrom se odreduje vrijednost omjera vodljivosti uzorka i kopenhagske vode. 1z
ove se vrijednosti pomoc¢u empirijskih formula racuna salinitet (UNESCO, 1986).
Preciznost odredivanja saliniteta titracijom iznosi +0,02, a salinometrom =+0,005.
Temperatura 1 salinitet mjereni su i multiparametrickom CTD sondom (SBE 25, Sea

Bird Electronics Inc., Bellevue, Washington, SAD).

3.4 ODREPIVANJE KONCENTRACIJE KLOROFILA A4

Uzorci morske vode za odredivanje klorofila a, volumena 0,5 L, profiltrirani su preko
filtra sa staklenim vlaknima veli¢ine pora 1,2 um (Whatman GF/C). Do odredivanja,
filtri su pohranjeni u hladnjaku na -22 °C. Fluorimetrijska metoda za odredivanje
koncentracije klorofila @ u uzorcima morske vode temelji se na mjerenju fluorescencije
90 % acetonskog ekstrakta pigmenata prije 1 poslije zakiseljavanja HCl-om. Na taj je
na¢in mjerena fotosintetski aktivna frakcija (klorofil @) 1 neaktivna frakcija
(feopigmenti) pigmenata prisutnih u uzorku prema metodama predlozenim u Strickland

1 Parsons (1972).

3.5 ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HRANJIVIH SOLI

Koncentracija hranjivih soli (nitrati, nitriti, amonij, ortofosfati i ortosilikati) odredivala
se uobicajenim spektrofotometrijskim metodama koristenjem Shimadzu UV-Mini 1240

spektrofotometra prema metodama opisanim u Strickland i Parsons, 1972.
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3.6 ODREPIVANJE ABUNDANCIJE I TAKSONOMSKOG SASTAVA

FITOPLANKTONA

Uzorci od 200 mL za analizu abundancije fitoplanktona fiksirani su u 2 %-tnoj otopini
neutraliziranog formaldehida ili otopini neutralnog lugola. Nakon toga poduzorci od
50 mL sedimentiraju se 24 sata u komoricama za sedimentaciju. Abundancija stanica
odredila se brojanjem stanica inverznim mikroskopom Zeiss Axiovert 200 metodom
prema Utermdhlu (1958). Stanice se broje u vidnim poljima i transektima. Prvo se broje
stanice veli¢ine 2-20 um u pola transekta na povecanju od 400%. Na taj se nacin broje
kokolitoforidi, male pojedinacne stanice dijatomeja (npr. stanice roda Chaetoceros),
mali dinoflagelati i nanoflagelati. Brojne nanofitoplanktonske stanice broje se u
nasumce odabranim vidnim poljima na povecanju od 400x. Zatim se pregledavaju
transekti na povecanju 200x i1 pomocu faznog kontrasta gdje se broje stanice
mikroplanktona. Nakon toga se na povecanju 100x pregledaju obje polovice dna
komorice i na taj se nacin broje velike stanice male abundancije. Vrste
mikrofitoplanktona koje se pojavljuju u velikom broju mogu se izbrojiti i metodom
nasumce odabranih probnih polja pod povecanjem 200%. Tocnost brojanja ovom
metodom iznosi +10 %. Tako dobivene vrijednosti preratunavaju se u broj stanica po

litri morske vode s razli¢itim faktorima konverzije.

Odredivanje faktora (F) za odredeno povecanje, provodi se tako da se povrSina dna

komorice podjeli s povr§inom transekta.
F=R’xn/r’xn (1)

R — polumjer komorice za brojanje

r — polumjer vidnog polja (za odredeno povecanje)

Broj stanica u transektu (n) pomnozi se faktorom F, §to daje broj stanica u analiziranom
volumenu poduzorka (N1).

N1=NF
Ukupan broj stanica (N1) u volumenu poduzorka (V1) preracuna se u ukupan broj

stanica po litri (N). V=1L
N1:VI=N:V
N=N1V/VI
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Broj stanica po litri iz vrijednosti dobivenih u nasumce odabranim vidnim poljima
racuna se na slijede¢i nacin.
F — faktor
P — povrsina dna komorice za brojanje
p — povrsina vidnog polja (za odredeno povecanje)
F=P/p

Zatim se izracuna prosjecan broj stanica u vidnom polju (N2).
¥ n — zbroj stanica u svim vidnim poljima
q — broj vidnih polja

N2=Xn/q

Taj se broj preracuna u broj stanica u analiziranom poduzorku.
NI=N2F
Iz te vrijednosti izra¢una se broj stanica po litri po jednadzbi (1).

Za taksonomsku analizu koristeni su klju€evi i1 prirucnici za determinaciju fitoplanktona
(Hustedt, 1930; Schiller, 1933; Sournia, 1986; Round i sur., 1990; Throndsen, 1993;
Hasle i Syversten, 1995; Bérard-Therriault i sur., 1999; Horner, 2002).

3.7 ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Za detaljna morfoloSka i1 taksonomska istrazivanja osim svjetlosne mikroskopije
koristila se 1 elektronska mikroskopija (pretrazna elektronska mikroskopija — SEM i
transmisijska elektronska mikroskopija — TEM) na prirodnim uzorcima i sakupljenim
kulturama. Mrezni uzorci fitoplanktona ili kultura stanica o¢is¢eni su od organske tvari i
pripremljeni su za detaljnu taksonomsku analizu na elektronskim mikroskopima —
pretraznom (Philips 515) i transmisijskim FEI Morgagni 268D, FEI tecnai TEM (FEI,

Eindhoven, Nizozemska).

Proces ¢iS¢enja ljusturica dijatomeja sastoji se od ispiranja uzoraka od formalina, te
uklanjanja organske tvari oksidacijom kiselinama (dusSi¢na ili sumporna kiselina).
Uzorci su ostavljeni u 50 % dusi¢noj kiselini 24 sata na sobnoj temperaturi. Nakon toga
su isprani u destiliranoj vodi. Jedna kap ociS¢enog materijala nakapana je na bakrenu

mrezicu koja je prekrivena piloformnom folijom (Agar Scientific Ltd., Stansted, UK),
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osuSena na zraku 1 promatrana transmisijskim mikroskopom FEI TECNAI TEM (FEI,
Eindhoven, Nizozemska). Za analizu na pretraznom elektronskom mikroskopu uzorci su
nakapani na aluminijske drZaCe upareni zlatom na S150A Sputter coater Edwards,
Crawley, UK i promatrani na SEM mikroskopu, Philips 515 SEM (FEI, Eindhoven,

Nizozemska).

MorfoloSka mjerenja 1 usporedba s mjerenjima iz literature obavila su se prema

metodama predlozenim u Lundholm i sur. (2003).

3.8 IZOLACIJA KULTURA

U zadnje tri godine dodatno su se uzimali zivi mrezni uzorci fitoplanktona na postajama
Po profila u sjevernom Jadranu. Nakon dolaska u laboratorij mikropipetom izolirane su
pojedinacne stanice ili lancane kolonije kako bi se dobile monoklonalne kulture vrsta

roda Pseudo-nitzschia. Kulture su se uzgajale na /2 mediju (Guillard, 1975).

F/2 medij priprema se iz filtriranog i autoklaviranog mora dodavanjem otopina hranjivih
soli, metala u tragovima, kelata i vitamina. Kulture stanica fitoplanktona rasle su u
boc¢icama od 50-250 mL (Starsted) u inkubatoru (Memert ICP 600) pri svjetlosti od
75 umol fotona m™ s% s razdobljem svjetla i tame 12:12. Kulture su presadivane svakih

tri do Cetiri tjedna.

Na autohtonim sojevima vrsta Pseudo-nitzschia iz sjevernog Jadrana u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima odredene su njihove morfoloske (taksonomske), fizioloSke,

ekoloske 1 molekularne karakteristike, te se istrazivala njihova potencijalna toksi¢nost.

3.9 MOLEKULARNE METODE

Molekularnim metodama, nakon izdvajanja genomske DNA, lancanom reakcijom
polimerazom (engl. polymerase chain reaction - PCR) umnoZili su se odredeni odsjecci
genoma (18S rDNA, , ITS1-5,8S-ITS2, 28S rDNA) prema pocetnicama navedenim u
literaturi (Lundholm i sur., 2003, Amato i sur., 2007 i dr.), te se obavilo sekvenciranje i

provela se detaljna filogenetska istrazivanja, te usporedba sojeva iz sjevernog Jadrana s
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dostupnim sekvencama iz Sredozemnog mora i ostalih dijelova svijeta u medunarodnoj

bazi podataka NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.9.1 [ZDVAJANJE GENOMSKE DNA

Kulture su profiltrirane na filter od 3 pm ili centrifugirane za izoliranje DNA. Za
izolaciju genomske DNA iz kultura stanica koriSten je Qiagen plant tissue kit (Qiagen,

Hilden, Njemacka) prema preporukama proizvodaca.

3.9.2 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM - PCR

LancCana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction - PCR) metoda je
umnazanja odredenih odsjecaka DNA u uvjetima in vitro. Reakcija se odvija u strogo
kontroliranim uvjetima (temperatura i trajanje). Reakcijska smjesa i PCR protokol
prilagodeni su i optimizirani odsje¢cima DNA (18SrDNA, ITS1-5,8S-1TS2, 28SrDNA)
koji smo zeljeli kopirati (Tablice 3.1. 1 3.2.).

Tablica 3.1. Reakcijska smjesa reagensa za PCR

Reagensi V/ uL 18S ITS 28S
diH,O 5,15 5,65 8,8
10x Pufer za PCR sadrzi MgCl, 25 2,5 2,5
Q-otopina 5 5 5
Pocetnica Forward (20pm/pL) 1 1 0,25
Podetnica Reverse (20pm/uL) 1 1 0,25
MgCl, 2 2 2,5
BSA 0,5 0,5 -
dNTPs (1.25 mM) 2,5 2 0,5
DNA kalup (~20ng/uL) 5 5 5
Taq DNA polimeraza (5 U/uL) 0,35 0,35 0,2
Ukupni volumen 25 uL 25ulL 25uL

PCR reakcija zapocela je pocetnom denaturacijom pri temperaturi 94 °C u trajanju dvije
minute. Zatim 30 ciklusa s denaturacijom pri temperaturi 94 °C/45s, sparivanje

pocetnica 52 °C/45s, produljivanje lanca DNA 72 °C/60s i zavr$no produljivanje lanca
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DNA pri 72 °C/1-3 minute. Uslijedilo je hladenje PCR produkta. Specifi¢nost i koli¢ina
PCR produkta provjereni su elektroforezom na agaroznom gelu. Hipervarijabilno
podrucje gena za 18S rDNA multiplicirano je koriStenjem pocetnica D512 i D978rev

(Tablica 3.3) prema protokolu kojeg su opisali Zimmermann i sur. (2011).

Tablica 3.2. Uvjeti PCR reakcije.

18S ITS1- 5,8S -ITS2 28S (D1-D3)
Nr.  Uvjeti reakcije t°C v/min t/°C v/min t°C v/min

1 Pocetna denaturacija 94 2 94 3,5 94 3
2 Denaturacija 94 45s 94 50s 94 50s
3 Sparivanje pocetnica 52 45s 50 50s 50 50s
4  Produljivanje lanca 72 90s 72 80s 72 2
5 Zavrsno produljivanje DNA 72 30 72 30 72 10
6 Hladenje 4 0 4 0 4 0

Tablica 3.3. Pocetnice koristene u PCR reakcijama za razli¢ite multiplicirane regije.

Regija DNA Naziv pocetnice pocetnica

18S D512for 18 S 5-ATTCCAGCTCCAATAGCG-3
D978rev 18S 5-GACTACGATGGTATCTAATC-3

ITS1-5,8S-ITS2 ITSL 5-TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3
Diat-ITS-NL38-R 5-CGCTTAATTATATGCTTA-3

28S (D1-D3) DIR 5-ACCCGCTGAATTTAAGCATA-3
D3Ca 5-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3

Amplifikacija regija ITS1-5,8S-ITS2 provedena je prema protokolu opisanom u Tablici
3.2., a koriStene su pocetnice ITSL i Diat-ITS-NL38-R date u Tablici 3.3. Amplifikacija
regije 28S (D1-D3) provedena je prema protokolima opisanim u Tablicama 3.113.2., a

koristene su pocetnice DI1R 1 D3Ca (Tablica 3.3).
PCR produkt procis¢en je koristenjem Quiagen seta za purifikaciju (Qiagen, Hilden,

Njemacka) prema uputama proizvodaca, te pripremljen za sekvencioniranje. 10-20 ng

PCR produkta poslano je na komercijalno sekvencioniranje (Macrogen, Nizozemska).
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3.9.3 ANALIZA SEKVENCI

Sekvence za svaki smjer su usporedene da bi se ispravile moguée pogreske prilikom
sekvencioniranja prema pravilu ve¢ine (3:1). Dobivene sekvence za 18S sravnjene
(poslozene) su ruc¢no na temelju javno dostupnih sekvenci ukljucujuc¢i vise od 1200
sekvenci dijatomeja dostupnih u NCBI-u (SSURef 98 Silva 20 03 09 opt database;
(Pruesse 1 sur., 2007). Dobivene sekvence za 28S sravnjene (poslozene) su rucno na
temelju javno dostupnih sekvenca ukljucuju¢i vise od 1500 sekvenci dijatomeja
dostupnih u NCBI-u (LSUParc 111 _SILVA 05 08 12 opt; Pruesse i sur., 2007). Za
regiju ITS sekvence su usporedene i poslozene prema javno dostupnim sekvencama u
NCBI-u prema 602 dostupnih sekvenci.

Sekvence su usporedene koriste¢i ARB 5.5 softverski paket (Ludwig i sur., 2004). S
ciljem odredivanja sli¢nosti u primarnoj strukturi sekvenci (redoslijedu nukleotida), a
time 1 njihove taksonomske pripadnosti (Kumar 1 sur., 2006; Peplies i sur., 2008).
Dobivene sekvence usporedene su s javno dostupnim sekvencama pohranjenim u ,,Gen
Bank“ i NCBI-u (Benson i sur., 2011). Analiza podataka koji pokazuju slicnost medu
sekvencama provedena je koriste¢i algoritam najblizih susjeda (engl. neighbour-joining,
NJ; Felsenstein, 1981; 1985; 1989; 1993). Rezultati su prikazani pomocu stabala
sli¢nosti 1 matrica razliCitosti. Za filogeniju koriSten je ARB 5.5 softverski paket
(Ludwig 1 sur., 2004) i modul RAXML za najizgledniju filogenetsku rekonstrukciju
(engl. Maximum likelyhood analysis). Prikazane su bootstrap vrijednosti nakon 1000

iteracija. Stabla su strogi konsenzus 100 najboljih stabala.

3.9.4 STATISTICKA ANALIZA PARSIMONIJE - SAP

Statisticka analiza parsimonije (engl. Statistical parsimony analysis - SPA) procijenjena
je iz sekvenci kao Sto je opisano u Templeton i sur. (1992) koriste¢i software TCS
verzija 1.21 (Clement i sur., 2000). Statisticke mreze parsimonije izracunate su s

grani¢nom vrijednosti vjerojatnosti od 95 %.
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3.10 ODREDPIVANJE DOMOICNE KISELINE U KULTURAMA

Odredivanje domoic¢ne kiseline provedeno je u Laboratoriju za plankton i toksi¢nost
Skoljkasa u Institutu za Oceanografiju i ribarstvo u Splitu pod vodstvom dr. sc. Ivane
Ujevi¢. Kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje toksina, DK i epi-DK provedeno je
primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-performance
liquid chromatography - HPLC) prema protokolu kojeg su predlozili Quillam i
suradnici (1995).

Za odredivanje DK u kulturama Pseudo-nitzschia KkoriStena je modificirana
metodologija opisana u Ujevi¢ i sur. 2010. Profiltrirano je od 50-100 ml kultura (ovisno
0 gustodi) na staklene filtere pora 0,22 um. Filteri su pohranjeni u 50 % vodenoj otopini
MeOH (Kemika) i spremljeni na -20 °C do analize na HPLC-u. Prije analize u svaki
uzorak dodano je jo§ 10 ml 50% vodene otopine MeOH, zatim su filteri homogenizirani
ultrazvu¢nom sondom tijekom 1 minute. Nakon toga uslijedilo je centrifugiranje na
4500 o/min u trajanju od 20 minuta, te je supernatant filtriran kroz membranski filter
promjera pora 0,45 um (PTFE, Whatman). Zbog uklanjanja moguce interferencije
(vrijeme zadrzavanja) DK s triptofanom prije injektiranja uzorka u instrument,
obavljeno je prociS€avanje ekstrakcijom na krutoj fazi. Volumen od 5SmL filtriranog
supernatanta propusten je preko kolonica za procis¢avanje, punjenih s anionskim
izmjenjivacem. Budu¢i se DK moZe raspasti pri smrzavanju mjerenja su obavljena
odmah nakon pripreme ekstrakta. U instrument je injektirano 50 pL uzorka. Za analizu
je koristen HPLC sustav sacinjen od pumpe Varian ProSTAR 230, ultraljubiéastog
detektora 310 (UV/Vis), detektora s nizom dioda 335 (DAD) i 410 autosamplera.
Kalibracijska krivulja dobivena je koriStenjem mjerenja standardnih kalibracijskih
otopina za domoi¢nu kiselinu (National Research Council of Canada, Halifax, NS,

Canada) razli¢itih koncentracija (0,25; 1,0; 2,5; 1 10,0 pg mL'l).

KoriStena je kolona Pinnacle II C18, 250x4,6mm (Restek), s pretkolonom C18 (20 x 4
mm) pri temperaturi od 40 °C. UV detektorom mjerena je apsorpcija DK i epi-DK pri
valnoj duljini 242 nm, $to je njihov apsorpcijski maksimum. DAD detektorom mjeren je

apsorpcijski spektar u rasponu od 200 do 400 nm. Mobilnu fazu sacinjava
100 ml C,H3N, 0,2 ml C,HF;0; i do 1000 mL deionizirane vode. Brzina protoka

mobilne faze bila je 1 mL min te je pri navedenim uvjetima vrijeme zadrzavanja DK
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bilo 12,8 minuta. Ukupno je obradeno 20 uzoraka kultura izoliranih iz sjevernog

Jadrana.

3.11 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U analizi podataka koristili su se statisticki paketi Primer, Systat, i Statistica.

3.11.1 KUMULATIVNA ANALIZA SALINITETA

Kumulativni zbroj saliniteta napravljen je s ciljem otkrivanja znacajnih promjena u
ekosustavu. KoriStena je metoda kumulativne funkcije (Ibanez i sur., 1993). Ova
metoda sastoji se od zbrajanja razlike (standardne devijacije), tj. odstupanja od
referentne (prosjecne) vrijednosti, u ovom slu€aju, odstupanja od dugoro¢nih prosjeka
saliniteta. Kao referentna vrijednost koriStene su prosjecne mjesecne vrijednosti
saliniteta na godiSnjoj skali, te je iz njih izgraden graf kumulativnog zbroja saliniteta.
Tumacenje opceg trenda serije podataka temelji se na nagibu linije na kumulativnom
prikazu, te pad ili rast linije ukazuju na stalna odstupanja od referentne (prosjecne)
vrijednosti. Kontinuirani pad ili rast kumulativne linije oznac¢avaju sustavno vise ili nize
vrijednosti od prosjeka. Nagib linije u kumulativnom prikazu ukazuje na jac¢inu nastalih

odstupanja.

3.11.2 ANALIZA PRIJELOMNIH RAZDOBLJA

Za analizu prijelomnih razdoblja (engl. Regime shift - RS) koriStena je parametrijska
metoda koja se temelji na sekvencijalnom #-testu koji testira eventualna prijelomna
razdoblja u softwaru STARS, kojeg je razvio Rodionov (2004), a doradili su ga
Rodionov i1 Overland (2005). Softver otkriva statisticki znacajne pomake srednje
vrijednosti podataka, te jainu promjene u vremenskim nizovima. Pomak nastaje kada
postoji znaajna razlika izmedu srednje vrijednosti varijable prije i nakon odredene
tocke u vremenu. Analiza je definirana odredivanjem razdoblja (engl. cut-off point) u
kojima se dogodila eventualna promjena 1 $to je duze zadano razdoblje signal je jaci. Da
bi testirali 1 odredili prijelomna razdoblja koristili smo razdoblje od 10 godina (cut-off

lenght), s vjerojatnos¢u od 0,02 na svim grupama fitoplanktona.
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3.11.3 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI

Metoda analize glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis - PCA)
koriStena je za korelacije okolisnih komponenti i abundancija grupa fitoplanktona. Ova
metoda pogodna je za ordinaciju na osnovi okoliSnih varijabli koje su obi¢no izraZzene u
razli¢itim jedinicama i skalama i ne sadrze velike blokove podataka ¢ija je vrijednost
jednaka nuli (Clarke i Warwick, 2001). Prije PCA analize vrijednosti ekoloskih

¢imbenika transformirane su ¢etvrtim korijenom i normalizirane.

3.11.4 KORELACIJE I INDEKSI DIVERZITETA

Koeficijenti korelacije izrazavaju mjeru povezanosti izmedu dvije varijable u
jedinicama neovisnima o konkretnim jedinicama mjere u kojima su iskazane vrijednosti
varijabli. Postoji viSe koeficijenata korelacije koji se koriste u razli€itim slu¢ajevima. U
praksi se prilikom rada s linearnim modelima najceS¢e koristi Pearsonov koeficijent
korelacije. Prilikom rada s modelima koji nisu linearni najcesce se koristi Spearmanov
koeficijent korelacije. Za izraCunavanje Spermanovog koeficijenta korelacije koristen je
software Statistica 6.0.

Struktura zajednice fitoplanktona opisana je ukupnim brojem vrsta (S) i Margalef
indeksom (d) koji predstavlja bogatstvo vrsta kao funkciju ukupnog broja jedinki (&) i
ukupnog broja vrsta (.5):

. S-1
log(N)

Za odredivanje raznolikosti fitoplanktonske zajednice koriSten je Shannon-Wienerov

indeks izrac¢unat po formuli (Krebs, 1999):
H'=Yi_; pilnpi
koristi se za odredivanje raznolikosti fitoplanktonske zajednice. Za graficku

prezentaciju podataka koristili su se programski paketi Grapher 8.0 i Ocean data viewer

(ODV).
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4 REZULTATI

4.1 RASPODIJELA PO GODINAMA

Tijekom istrazivanog razdoblja uzorkovanje nije bilo ravnomjerno. U prvim godinama
istrazivanja izmjenjivala su se razdoblja sa Cestim uzorkovanjem i ona bez. Ucestalost
uzorkovanja postaje veca i stalnija nakon 1988. godine, a tablice s detaljnim

uzorkovanjem nalaze se u prilozima 1 1 2.
4.1.1.1 PostajA RV001

Vrijednosti abundancije ukupnog fitoplanktona na postaji RVO00l na pocetku
istrazivanja dostizale su 10°stanica L (3,68x10%stanica L™"). Najvisa vrijednost
srednjaka ukupnog fitoplanktona zabiljezena je 1991., a nakon toga lagano pada do
2003. godine kad dostize minimum. Od 2009. opet lagano raste.

Abundancija dijatomeja u povrsinskom sloju postaje RV001 bila je za red veli¢ine niza
od ukupnog mikrofitoplanktona. Postoje dvije poviSene vrijednosti srednjaka i to 1993.
(830x10° stanicaL™) i 1996. (446x10° stanica L") godine zatim vrijednosti lagano
padaju do 2003., a 2004. srednjak dostize vrijednost od 165x10° stanica L ' (Slika 4.1.).
Abundancija dinoflagelata je za red veli¢ine niza od one dijatomeja, a najviSe
vrijednosti srednjaka dostizu 10*stanica L', iako su vrijednosti srednjaka uglavnom
reda veli¢ine 10°. Najvisa vrijednost srednjaka dinoflagelata zabiljezena je 1991.
(19,7x10° stanica L™"). Nakon toga srednjaci i stvarne abundancije bile su prili¢no
ujednacene. Abundancija mikrofitoplanktona ima vrlo slicno kretanje dijatomejama.
Najvisa vrijednost srednjaka zabiljezena je 1993. (833x10° stanicaL™) i nakon toga
pada, a jo§ su dvije poviSene vrijednosti srednjaka zabiljezene 2004. (168x10°
stanicaL™") 1 2008. (163x10° stanicaL™"). Abundancija nanofitoplanktona je najsli¢nija
ukupnom fitoplanktonu s najvisom vrijednosti 1991. (5,16x10° stanicaL ™), a minimalna
vrijednost srednjaka zabiljezena je 1999. (240x10° stanicaL™).

U pridnenom sloju postaje RV001 (Slika 4.2.) najvisa vrijednost srednjaka abundancije
ukupnog fitoplanktona zabiljezena je 1991. (4,62x10° stanica L), a nakon toga lagano
pada do 1999. (167x10° stanica L™") godine kad dostize minimum. Do 2009. opet lagano
raste s jednom viSom vrijednosti 2004. (281x10” stanica L"). Abundancija dijatomeja u

pridnenom sloju postaje RV001 ima slicnu raspodjelu kao i u povrSinskom. Postoje
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dvije poviSene vrijednosti srednjaka i to 1992. (391x10° stanical™) i 1996.
(385x10” stanica L', Slika 4.2.) zatim vrijednosti lagano padaju do 2003., a 2004. i
2008. srednjaci su opet lagano poviseni (76,8-72,4x10° stanica L'). Abundancija
dinoflagelata u pridnenom sloju ima prilicno ujednacenu raspodjelu (srednjak i stvarne
abundancije) i za red su veli¢ine nizi od dijatomeja i neSto nizi od dinoflagelata u
povriinskom sloju. Najvi§e vrijednosti srednjaka dostizu 10’ stanica L. Najvisa
vrijednost srednjaka dinoflagelata zabiljezena je 1991. (3,77x10’ stanica L™).
Abundancija mikrofitoplanktona ima vrlo sli¢no kretanje dijatomejama iz pridnenog
sloja. Najvida vrijednost srednjaka zabiljeZena je 1991. (4,62x10° stanica L") i 1996.
(1,26x10°stanica L") i nakon toga pada, a jo§ su dvije poviSene vrijednosti srednjaka
zabiljezene 2004. i 2008. Abundancija nanofitoplanktona je najslicnija ukupnom
fitoplanktonu. Najvi$a vrijednost srednjaka zabiljeZzena je 1991. (4,51x10° stanicaL™), a

minimalna 1999. (111x10° stanica L™'; Slika 4.2.).
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Slika 4.1. Raspodjela povrsinskih vrijednosti abundancije (-) i srednjaka abundancije (stanica L) (-)
ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona
(Micro) i nanofitoplanktona (Nano) od 1972-2009. na postaji RV001.
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Slika 4.2. Raspodjela pridnenih vrijednosti abundancije () i srednjaka abundancije (stanica L) (-)
ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i
nanofitoplanktona (Nano) od 1972-2009. na postaji RV001.
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4.1.1.2 PostAJA SJ107

Najvisa vrijednost srednjaka ukupnog fitoplanktona u povrSinskom sloju postaje SJ107
zabiljezena je 1985. (4,79x10° stanica L™), a nakon toga je prili¢no ujednacena do 1996.
kada poginje lagano padati, a 2000. (344 x10° stanica L) i 2003. (191x10’ stanica L")
godine dostize minimum. Godine 2004. zabiljezena je lagano poviSena vrijednost
(1,2x10° stanica L™).

Abundancija dijatomeja u povrSinskom sloju postaje SJ107 imala je malo drugalije
kretanje, te je njihova abundancija za red veli¢ine niZa, 10’ stanica L™, od ukupnog
mikrofitoplanktona. ~ PoviSena  vrijednost srednjaka  zabiljezena je  1993.
(1,35 x10° stanica L") zatim vrijednosti lagano padaju do 2003., a 2004. srednjak
dostize vrijednost od 736x10° stanica L™ (Slika 4.3.). Abundancija dinoflagelata bila je
za red veli¢ine niza od dijatomeja i najvise vrijednosti srednjaka dostizu 10* stanica L™,
Najvisa vrijednost srednjaka dinoflagelata zabiljezena je 2002. (71,2x10” stanica L) i
znacajno je visa od ostatka podataka (Slika 4.3.).

Abundancija mikrofitoplanktona imala je vrlo slicno kretanje dijatomejama. NajviSa
vrijednost srednjaka zabiljezena je 1993. (1,35x10° stanica L™") i nakon toga pada, a jo$
su dvije povisene vrijednosti srednjaka zabiljezene 2004. i 2008. (740x 10’ stanica L™).
Abundancija nanofitoplanktona bila je najslicnija ukupnom fitoplanktonu s najviSom
vrijednosti srednjaka zabiljezenom 1985. (4,71x10° stanica L™"), i minimalnom 2000.
(221x10° stanica L™).

U pridnenom sloju postaje SJ107 najvisa vrijednost srednjaka ukupnog fitoplanktona
zabiljezena je 1985. (2,46x10°stanica L"), a nakon toga lagano pada do 2000. kad
dostize minimum (55,3x10° stanica L™). Do 2009. opet lagano raste s jednom viSom
vrijednosti 2005. godine (411x10” stanica L™"). Abundancija dijatomeja u pridnenom
sloju postaje SJ107 imala je sli¢nu raspodjelu kao i u povrsinskom sloju 1 srednjak je
prilicno ujednacen bez nekih velikih odstupanja. Abundancija dinoflagelata u
pridnenom sloju imala je prilicno ujednaCenu raspodjelu (srednjak 1 stvarne
abundancije) i za red veliine nize su od dijatomeja i nesSto nizi od dinoflagelata u
povrsinskom sloju (10°-10%). Najvisa vrijednost srednjaka dinoflagelata zabiljezena je

1992. (2,89x10° stanica L™'; Slika 4.4.).

44



REZULTATI

Abundancija mikrofitoplanktona pridnenog sloja imala je vrlo sli¢no kretanje
dijatomejama. Najvisa vrijednost srednjaka zabiljezena je 1992. (130x10° stanica L™),
1996.  (116x10°stanicalL™) i  2005.  (182x10° stanicaL™").  Abundancija
nanofitoplanktona bila je najsli¢nija ukupnom fitoplanktonu s najviSom vrijednosti
srednjaka  zabiljezenom 1985. (2,40x10°stanical™) i minimalnom  2000.

(43,7x10° stanica L™).
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Slika 4.3. Raspodjela povrsinskih vrijednosti abundancije (-) i srednjaka abundancije (-) (stanica L™)
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(Micro) i nanofitoplanktona (Nano) od 1972-2009. na postaji SJ107.
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4.2 ODREPIVANJE RAZDOBLJA

Pokusano je uociti razdoblja slicnog ponaSanja raspodjele podataka, te vidjeti da li se
oni statisticki znacajno razlikuju.

Od 1972. do kraja 2009. ve¢ina uzoraka fitoplanktona pokazala je veliku prostornu,
sezonsku i godi$nju promjenjivost. Prave vrijednosti abundancije za ukupni fitoplankton
za sve dubine prikazani su na Slici 4.5. Razdoblje najviSe abundancije bilo je krajem
osamdesetih 1 pocetkom devedesetih godina proslog stolje¢a. Tada je abundancija
pocela opadati i svoj minimum dosegnula izmedu 1999. 1 2003. Vrijednosti abundancije
ukupnog fitoplanktona u istrazivanom razdoblju kre¢u se od 10’ do 10® stanica po litri, a
distribucija vrijednosti prikazana je na logaritamskoj skali (Tablica 4.1. i Slika 4.5.).
lako je zbog logaritamske distribucije srednja vrijednost pod utjecajem ekstremnih
vrijednosti, ipak se logaritamska distribucija najviSe koristi pogotovo kada je raspon

vrijednosti tako velik.
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Slika 4.5. Raspodjela abundancije (stanica L™') ukupnog fitoplanktona (UF) od 1972-2009. na postajama
RVO001(<¢)1SJ107(®).

Kumulativni prikaz saliniteta napravljen je s ciljem otkrivanja velikih promjena u
ekosustavu. KoriStene su prosje¢ne mjesecne vrijednosti saliniteta na godisnjoj skali kao

prosjecna vrijednost, te je iz nje izgraden graf kumulativnog zbroja saliniteta.
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Slika 4.6. Salinitet kroz istrazivano razdoblje za postaju RV001. Prva krivulja pokazuje kumulativnu
analizu saliniteta. Linija u boji oznacava trend a crna linija prave vrijednosti.

Stalni pad ili rast kumulativne linije oznacavaju sustavno vise ili nize vrijednosti od
prosjeka, dobivenih iz cijelog skupa podataka.

Budu¢i da se na osnovi fitoplanktonskih podataka nismo mogli odluciti kako da
podijelimo razdoblja analizirali smo i1 okoliSne parametre ukljucujuéi temperaturu,
salinitet 1 hranjive soli. Salinitet je prikazan kao kumulativna vrijednost kako bi se lakse
zamijetile moguce promjene koje su se dogodile u istrazivanom razdoblju. Na postaji
RVO001 utvrdeno je da je salinitet bio nizi od prosjeka u sedamdesetim godinama
proslog stolje¢a nakon Cega je uslijedilo stabilnije razdoblje do 1980./2000., a nakon
toga zabiljeZene vrijednosti bile su sustavno vise od prosjeka osobito nakon 2000. Sto se
podudara s nizim donosom rijeke Po zadnjih nekoliko godina, te promjenama u
kruzenju morskih struja. Razlike izmedu minimalnih raspona i srednjih vrijednosti
saliniteta izmedu dva razdoblja donosi Tablica 4.1. Na postaji RV00l minimum
saliniteta u razdoblju od 1972-1990. bio je 31,15, dok je u drugom razdoblju (2000-
2009.) zabiljezeni minimum 34,42.

Na postaji SJ107 oscilacije saliniteta bile su nesto vise nego na postaji RV001, ali su

zabiljezeni slicni trendovi. Na ovoj su postaji vrijednosti saliniteta sustavno viSe od
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prosjeka od 1998-2000. Vrijednosti su sustavno nize od prosjeka kroz kra¢e vremensko
razdoblje, te su od 2003. godine sustavno viSe od prosjeka. lako se razdoblja ne
podudaraju u potpunosti na dvije istrazivane postaje i za razliite parametre izabrana je
2000. kao godina promjene, te su odredena dva istrazivana razdoblja: od 1972-1999. i
od 2000-2009. godine. Ovo su potvrdili i podaci za fitoplankton. Shodno tome, vecina
analiza 1 grafickih prikaza podataka temelji se na ova dva razdoblja. Razlike izmedu
najnizih (min), najviSih (max) vrijednosti, te raspona i srednjih vrijednosti saliniteta
izmedu dva razdoblja donosi Tablica 4.2. Na postaji SJ107 najniza vrijednost saliniteta
u prvom razdoblju bila je 28,98 dok je u drugom 32,69. Prosje¢na vrijednost i standarna

devijacija saliniteta nisu se zna¢ajno promijenile naime od 37,40 (5,07) na 37, 62 (5,25).
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Slika 4.7. Salinitet kroz istrazivano razdoblje za postaju SJ107. Prva krivulja pokazuje kumulativna
analiza saliniteta. Linija u boji oznacava trend a crna linija prave vrijednosti.

U Tablicama 4.1. i 4.2. usporedene su najnize (min) i najviSe (max) vrijednosti
abundancije ukupnog fitoplanktona, dijatomeja, dinoflagelata, mikroplanktona i
nanofitoplanktona na obje postaje u dva razdoblja. IzraCunata je srednja vrijednost, kao 1
raspon od najnizih do najviSih vrijednosti abundancije i standardna devijacija. U
tablicama su takoder navedene najnize (min) 1 najviSe (max) koncentracije
fizikalno-kemijskih parametara (nitrita, nitrata, amonija, otopljenig anorganskog dusika,

ortofosfata, ortosilikata) za dva istrazivana razdoblja 1972-1999. i 2000-2009. za
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postaje  RVOO1 1 SJ107. Najznacajnije promjene vidljive su u smanjenim
koncentracijama ortofosfata i ortosilikata u drugom razdoblju kao i1 povecanoj
koncentraciji otopljenih anorganskog dusika u drugom razdoblju, koji zaostaje kao

suvisak u ekosustavu.

Tablica 4.1. Minimalne (min), maksimalne (max) vrijednosti, srednja vrijednost (avg), raspon i
standardna devijacija (s.d.) fizikalno-kemijskih parametara i abundancije ukupnog
fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i
nanofitoplanktona (Nano) u oba istrazivana razdoblja 1972-1999. i 2000-2009. za postaju

RV001.

Parametar N min max raspon avg s.d.
Razdoblje: 1972 - 1999

1/°C 561 7,93 26,98 19,05 16,29 4,59
S 562 31,15 38,86 7,71 37,43 0,98
y/kg m? 561 21,69 29,96 8,27 27,46 1,59
¢(PO,)/umol L™ 546 < 1d. 0,30 0,30 0,03 0,04
¢( NOs)/umol L™ 550 < ld. 5,65 5,65 0,59 0,65
¢(NO,)/umol L™ 550 < ld. 1,22 1,22 0,19 0,24
¢( NH4)/pmol L™ 534 < 1d. 10,34 10,34 0,48 0,69
¢(DIN)/pmol L™ 534 0,03 11,10 11,07 1,27 1,09
¢(SiO4)/pmol L™ 544 < 1d. 19,49 19,49 3,47 2,91
A(UF) 10° stanica L™ 562 7515 33,3 33,3 1,6 2,31
A(Diato) 10° stanica L™ 559 100 7,8 7,8 0,16 0,49
A(Dino) 10° stanica L™ 473 40 0,063 0,063 0,003 0,006
A(Micro) 10° stanica L'~ 562 460 7,8 7,81 0,16 0,49
A(Nano) 10° stanica L™ 557 6900 33,1 33,1 1,4 2,18
Razdoblje: 2000 - 2009

1/°C 368 8,17 26,73 18,56 16,92 5,08
S 365 34,42 38,46 4,04 37,80 0,53
y/kg m? 365 23,12 29,81 6,69 27,58 1,47
c(PO4)/umol L™ 368 <ld. 0,25 0,25 0,02 0,03
¢( NO3)/umol L™ 368 0,07 8,20 8,13 0,94 0,89
¢( NO,)/umol L™ 368 0,01 3,04 3,03 0,23 0,31
¢( NH4)/umol L™ 368 <ld. 3,50 3,50 0,32 0,34
¢(DIN)/pumol L™ 368 0,18 8,93 8,75 1,49 1,14
¢(SiO4)/pumol L™ 368 0,08 13,49 13,41 2,68 1,86
A(UF) 10° stanica L™ 368 10670 1,66 1,65 0,33 0,27
A(Diato) 10° stanica L™ 368 555 1,4 1,4 0,07 0,14
A(Dino) 10° stanica L™ 290 120 0,028 0,028 0,002 0,003
A(Micro) 10° stanica L'~ 368 960 1,4 1,39 0,07 0,14
A(Nano) 10° stanica L™ 367 13800 1,5 1,49 0,26 0,23

kratice — broj uzoraka (N), minimum abundancije (min), maksimum abundancije (max), raspon od min do
max (Raspon), srednja vrijednost (avg) i standardna devijacija (s.d.), < l.d. ispod limita
detekcije
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Tablica 4.2. Minimalne (min), maksimalne vrijednosti (max), Srednja vrijednost (avg), raspon i
standardna devijacija (s.d.) fizikalno-kemijskih parametara i abundancije ukupnog
fitoplanktona (UK), dijatomeja (Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i
nanofitoplanktona (Nano) u oba istrazivana razdoblja 1972-1999. i 2000-2009. za postaju
SJ107.

Parametar N min max raspon avg s.d.

Razdoblje:1972 - 1999

1/°C 895 7,03 27,8 20,77 15,95 5,07
S 895 28,98 38,77 9,79 37,40 1,23
y/kg m? 893 19,74 30,02 10,28 27,51 1,88
¢(PO,)/umol L 891 <ld. 0,59 0,59 0,03 0,05
¢( NOs)/umol L™ 880 <1ld. 7,54 7,54 0,72 0,89
¢( NO,)/umol L™ 886 <ld. 3,74 3,74 0,26 0,40
¢( NH,)/umol L 885 <ld. 3,28 3,28 0,45 0,53
¢(DIN)/pumol L™ 875 0,02 8,99 8,97 1,43 1,22
¢(SiO4)/umol L™ 890 <ld. 31,59 31,59 4,52 4,58
A(UF) 10° stanica L™ 897 9700 22,3 22,2 1,24 1,60
A(Diato) 10° stanica L™ 888 40 19,8 19,8 0,17 0,89
A(Dino) 10° stanica L™ 711 40 0,128 0,128 0,004 0,008
A(Micro) 10° stanica L™ 897 40 19,8 19,8 0,17 0,88
A(Nano) 10° stanica L™ 892 9200 8,96 8,95 1,07 1,24
Razdoblje: 2000 - 2009

1/°C 592 6,97 27,84 20,87 16,75 525
S 587 32,69 38,66 5,97 37,62 0,96
wkg m 587 21,41 29,73 8,32 27,48 1,78
¢(PO,)/umol L 592 <ld. 0,29 0,29 0,03 0,04
¢( NO3)/umol L™ 592 0,04 12,67 12,63 1,05 1,21
¢( NO,)/umol L™ 592 <ld. 4,20 4,19 0,25 0,33
¢( NH,)/umol L™ 590 <ld. 3,19 3,19 0,35 0,45
¢(DIN)/pmol L™ 590 0,17 13,67 13,50 1,65 1,49
¢(SiO4)/pmol L™ 592 <ld. 26,75 26,75 2,89 3,08
A(UF) 10° stanica L' 592 10360 7,12 7,11 0,035 0,51
A(Diato) 10° stanica L™ 591 80 6,97 6,97 0,12 0,36
A(Dino) 10° stanica L™ 440 80 0,586 0,586 0,004 0,003
A(Micro) 10° stanica L™ 592 370 6,98 6,98 0,012 0,37
A(Nano) 10° stanica L™ 590 9200 5,63 5,62 0,023 0,34

kratice — broj uzoraka (N), minimum abundancije (min), maksimum abundancije (max), raspon od min do
max (Raspon), srednja vrijednost (avg) i standardna devijacija (s.d.), < l.d. ispod limita
detekcije

52



REZULTATI

4.3 ANALIZA PRIJELOMNIH RAZDOBLIJA

Analizom prijelomnih razdoblja (sustavni pomak engl. Regime shift - RS) testirali smo
srednju vrijednost abundancije ukupnog fitoplanktona, dijatomeja, dinoflagelata
mikroplanktona i nanofitoplanktona u razdoblju od 1972-2009. na obje istrazivane
postaje.

Ova analiza temelji se na parametrijskoj metodi, a koristi sekvencijalni #-test koji
otkriva statisticki znacajne pomake srednje vrijednosti abundancije i1 jainu promjene
koja se dogodila. Pomak nastaje kada postoji znacajna razlika prije i nakon odredene
tocke u vremenu i nazvan je sustavni pomak (engl. Regime shift).

Analiza prijelomnih razdoblja (engl. Regime shift) na fitoplanktonskim podatcima
pokazala je nekoliko bitnih pomaka sustava. Analizom ukupnog fitoplanktona (Slika
4.8.) vidljivo je da je razdoblje najvise abundancije na postaji RV0O01 bilo od 1988. do
1995. nakon cega je uslijedio razdoblje niZze abundancije koje se odrzalo do kraja
istrazivanog razdoblja. Abundancija dijatomeja je rasla do 1990., a razdoblje visoke
abundancije zadrzalo se do 1996. (Slika 4.8.B) nakon toga uslijedio je pad. Analiza
prijelomnih razdoblja za dinoflagelate (Slika 4.8.C) nije zabiljezila nikakav znacajniji
pomak u abundanciji kroz cijelo istrazivano razdoblje. Abundancija mikroplanktona
(Slika 4.8.D) imala je sli¢ne trendove rasta i1 pada kao i dijatomeje, dok je abundancija
nanofitoplanktona slijedila ponaSanje ukupnog fitoplanktona s uzlaznim trendom u
1987. 1 snaznim silaznim trendom 1994. na postaji RV001.

Abundancija ukupnog fitoplanktona na postaji SJ107 rasla je od 1984., a razdoblje
visoke abundancije odrzalo se do 1993. Nakon toga uslijedio je lagani pad do 2000., a
potom i znacajan pad abundancije do 2008. (Slika 4.8.F). Abundancija dijatomeje bila
je najvisa u razdoblju od 1988. do 2000., nakon Cega je zabiljezeno razdoblje nize
abundancije (Slika 4.8.G). Abundancija dinoflagelata ni na ovoj postaji nije pokazala
znaCajnije pomake u Citavom istrazivanom razdoblju (Slika 4.8.H). Za abundanciju
mikrofitoplanktona zabiljezeni su sli¢ni pomaci dijatomejama: uzlazni trend od 1989. i
silazni oko 2000. godine (Slika 4.8.). Abundancija nanofitoplanktona (Slika 4.8.) imala
je rastuci trend od 1982., a zatim pad 1994. i 2000. da bi ponovno pocela rasti
posljednjih nekoliko godina.
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Slika 4.8. Analiza prijelomnih razdoblja (Regime shift) povrsinskih vrijednosti abundancije (stanica L™)
ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona
(Micro) i nanofitoplanktona (Nano) od 1972-2009. na postajama RV001 i SJ107.
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4.4 KORELACIJE ABUNDANCIJE FITOPLANKTONA I EKOLOSKIH

PARAMETARA — PCA

Za analizu fitoplanktonskih i okolisnih podataka koriStena je analiza glavnih
komponenti (engl. Principal Component Analysis - PCA) koja omogucuje usporedbu
abundancije fitoplanktona ovisno o ekoloskim cimbenicima.Rezultati PCA analize
prikazani su u Tablicama 4.3. i 4.4. Na postaji SJ107 PC1 u svim slu¢ajevima bila je
pod utjecajem promjene saliniteta, koje su obi¢no korelirane sa strujama ili varijacijama
hranjivih soli. Prilike su bile slozenije na postaji RV001 gdje je PC1 bio pod utjecajem
temperature, saliniteta 1 hranjivih soli ili kombinacije svih triju. PC2 je na obje postaje
korelirao s koncentracijom ortosilikata. Velike abundancije fitoplanktona na obje
istrazivane postaje obi¢no su se poklopile sa snizenim vrijednostima saliniteta. U ozujku
1 listopadu visoka abundancija fitoplanktona na postaji SJ107 bila je povezana s
visokom koncentracijom otopljenog anorganskog duSika (DIN), dok je na postaji

RVO001 bila u korelaciji s koncentracijom ortofosfata.

Tablica 4.3. Dio ukupne varijance koje opisuju PC1 i PC2 (% V) na postaji RV0OO1. Vrijednosti za
analizirane mjesece (veljacu, ozujak, svibanj i listopad) za dijatomeje (Diato), dinoflagelate
(Dino) i nanofitoplankton (Nano). Parametri su salinitet (S), temperatura (f), otopljeni
anorganski dusik (DIN), ortofosfati (PO,), ortosilikati (SiOy4) 1 intenzitet geostrofickih struja
(Curr). Negativni koeficijenti su oznaceni predznakom (-)

PC1-RV001 PC2-RV001
%V  Koeficijent %V  Koeficijent
Veljaca Diato 31,2 Diato (0,6) 24,7 -8, POy, -Curr, SiOy, -DIN (0,4-0,5)
Dino 26,2 -S,-Curr, Dino (0,3-0,7) 23,1 ¢, -PO,, DIN, -SiO4 (0,4-0,6)
Nano 29,3 -S, Nano,-Curr (0,5-0,6) 22,5 t,-POy, DIN (0,4-0,7)
Ozujak  Diato 29,9 Diato, PO, (0,5-0,6) 23,1 -SiO,4, DIN, -Curr, S (0,3-0,6)
Dino 28,4 Dino, S, PO, (0,4-0,6) 23,8 DIN, -Curr, -SiO4 (0,5-0,6)
Nano 25,7 -DIN, Curr, Nano (0,4-0,6) 21,8 -SiOy4, POy, S (0,4-0,6)
Svibanj  Diato 32,4 ¢, -DIN, Diato (0,5-0,6) 25 -Si0y, Curr, PO, (0,5-0,6)
Dino 29,5 ¢, -PO,, -DIN (0,5-0,6) 26 -Si0y, Curr, -S, Dino (0,4-0,6)
Nano 29 -t, POy, -S, Nano (0,2-0,6) 23,4 SiQy, -Curr, DIN (0,5-0,6)

Listopad Diato 38,5 -8, Diato, POy, Curr, -#(0,3-0,6) 19,4 -SiO,, -DIN (0,5-0,8)
Dino 35,6 -S, DIN, PO,, Dino, - (0,3-0,5) 18,2 -SiO4, Curr (0,5-0,8)
Nano 41,7 Nano,-S, POy, -t, DIN (0,3-0,5) 18,1 SiOy, -Curr (0,6-0,8)
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Geostroficke struje (pokazatelj anticiklonalnog vrtloga i1 Istarske Obalne Protustruje
(engl. Istrian Coastal Countercurrent - ICCC) izmedu SJ107 1 RV001 ces¢e su bile
povezane s cvjetanjem fitoplanktona na postaji SJ107 nego na RV001, jer unato¢
zatvorenoj cirkulaciji voda rijeke Po cesce stigne do SJ107 nego do RV001 (Supi¢ i
sur., 2001). Temperatura je povremeno bila korelirana s visokim abundancijama
dijatomeja, dinoflagelata i nanofitoplanktona. Ortosilikati na postaji SJ107 nisu imali
znacajne korelacije s abundancijama fitoplanktonskih grupa.

Ortofosfati su znacajno korelirali s abundancijom dijatomeja na postaji SJ107 u veljaci i
na postaji RV001 u ozujku i listopadu. Abundancija dinoflagelata je znacajno korelirala
s ortofosfatima na postaji SJ107 u listopadu i1 na postaji RV001 u ozujku 1 listopadu.
Abundancija nanofitoplanktona je korelirala s ortofosfatima na postaji SJ107 u

listopadu i na postaji RV001 u svibnju i listopadu (Tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Dio ukupne varijance koje opisuju PC1 i PC2 (% V) na postaji SJ107. Vrijednosti za
analizirane mjesece (veljacu, ozujak, svibanj i listopad) za dijatomeje (Diato), dinoflagelate
(Dino) i nanofitoplankton (Nano). Parametri su salinitet (S), temperatura (f), otopljeni
anorganski dusik (DIN), ortofosfati (PO,), ortosilikati (SiOy4) 1 intenzitet geostrofickih struja
(Curr). Negativni koeficijenti su oznaceni predznakom (-).

PC1-SJ107 PC2-SJ107
% V  Koeficijent % V  Koeficijent
Veljaca  Diato 55,8 -S, -t, Curr, PO,, Diato (0,4) 18,9 -SiO4, -DIN (0,6-0,8)
Dino 51 Curr, -S, -t, PO, (0,4) 21,8 -SiQq, -DIN, Dino (0,4-0,7)
Nano 47,2 -S, Curr, -t, PO, (0,4-0,5) 20,0 -SiO4, Nano, -DIN (0,4-0,8)
Ozujak Diato 41,7 -S, DIN, Diato (0,5) 28,4 -SiO4, PO4, -t (0,4-0,6)
Dino 39,8 DIN, -S, ¢, Dino (0,4-0,5) 25,1 -PO4, SiO4, -Curr (0,5-0,6)
Nano 38,6 DIN, -S, ¢, Nano (0,4-0,5) 25 PO4, -Si04, Curr (0,5)
Svibanj  Diato 32,6 S, -Curr, -PO4 (0,5-0,6) 26,6 t, Diato, SiOy4, DIN (0,4-0,5)
Dino 42,3 -S, Dino, Curr (0,4-0,5) 24,3 -POy4, DIN, SiO4 (0,5)
Nano 34,4 S, -Curr, -PO, (0,4-0,5) 24,5 -SiOQy, -DIN, -£ (0,4-0,6)
Listopad Diato 38,5 -S, DIN, Curr, Diato (0,4-0,5) 19,7 -SiOq,  (0,5-0,7)
Dino 41 -S, Dino, Curr, PO, (0,4-0,5) 20,9 -SiOq, ¢, -DIN (0,5-0,6)

Nano 42,3 -§, Nano, DIN, POy, Curr (0,4-0,5) 19,7 SiO,, -t (0,4-0,7)

Abundancija dijatomeja na postaji SJ107 pozitivno je korelirala s otopljenim dusikom u

ozujku, svibnju i listopadu. Abundancija dinoflagelata na postaji SJ107 pozitivno je
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korelirala s otopljenim dusikom u ozujku, a na postaji RV001 u listopadu. Abundancija
nanofitoplanktona pozitivno je korelirala s otopljenim duSikom na postaji SJ107 u

ozujku 1 listopadu i u listopadu na postaji RV001.

4.5 SEZONSKA RASPODJELA ABUNDANCIJE FITOPLANKTONA -

USPOREDBA DVA RAZDOBLJA

4.5.1 UKUPNI FITOPLANKTON

U prvom istrazivanom razdoblju srednjak abundancije ukupnog fitoplanktona bio je
znacajno visi nego u drugom na obje istrazivane postaje. Osim promjene abundancije
primije¢ena je i1 promjena u godisSnjem ciklusu cvjetanja fitoplanktona. U prvom
razdoblju najvece abundancije fitoplanktona na postaji RV001 zabiljeZene su od travnja
do srpnja, a druga najvisa vrijednost dostizana je u listopadu (Slika 4.9.). Apsolutno
najvisa vrijednost abundancije prvog istrazivanog razdoblja zabiljeZena je u svibnju
1991. (33,3%10° stanica L', Tablica 4.1.). U drugom istraZivanom razdoblju, najvise
abundancije zabiljezene su u razdoblju od ozujka do travnja i u listopadu. Najvisa
vrijednost abundancije u drugom razdoblju zabiljezena je u kolovozu 2008.
(1,66x10° stanica L™'; Tablica 4.1., Slika 4.9.).

U prvom istrazivanom razdoblju na postaji SJ107 visoke abundancije zabiljezene su u
svibnju, kolovozu 1 listopadu (Slika 4.10.). Najvisa vrijednost abundancije dostignuta je
tijekom listopada 1993. u povrsinskom sloju (22,3x10°stanica L™'; Tablica 4.2.).
Medijani u svibnju i kolovozu vrlo su sli¢ni prosje¢nim vrijednostima, dok je medijan u
listopadu nesto nizi od prosje¢nog broja.

U drugom promatranom razdoblju (2000-2009.) doslo je do pomaka u sezonalnosti
ukupnog fitoplanktona kada su najviSe abundancije zabiljezene u veljaci, svibnju i
ryjnu-listopadu (Slika 4.10.). Medijan u veljaci znatno je nizi od prosjeka S$to nam
ukazuje da je nekoliko visokih vrijednosti utjecalo na prosjek, dok su medijani u svibnju
1 listopadu blizu srednjaka. Najvisa vrijednost proljetnog cvjetanja zabiljeZzena je u
veljagi 2004. (7,12x10°stanica L', Tablica 4.2.), a jesenskog cvjetanja u listopadu
2009. (5,72x10° stanica L', Tablica 4.2.). Obje vrijednosti zabiljeZene su pri vrlo

niskom salinitetu.
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Slika 4.9. Usporedba godisnje raspodjele povrSinskih vrijednosti srednjih mjesecnih abundancija (stanica
L"), mediana(®) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato),
dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva istrazivana
razdoblja od 1972-1999. i od 2000-2009. na postaji RV001.
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4.5.2 DIJATOMEJE

Na postaji RV001 zabiljezena je veca abundancija dijatomeja u prvom nego u drugom
razdoblju (Slika 4.9.) s ocitim pomakom u razdobljima cvjetanja. U prvom razdoblju,
dijatomeje su cvjetale u ozujku, svibnju i listopadu. Srednja prosjecna vrijednost bila je
viSa od medijana u sva tri mjeseca Sto govori da su velika povremena cvjetanja (npr.
1993.) povisila vrijednosti srednjaka.

U drugom istrazivanom razdoblju izostalo je rano proljetno cvjetanje i1 vrijednost
medijana za oZujak se znacajno smanjila u usporedbi s prvim razdobljem (Slika 4.9.).
Povecana vrijednost srednjaka zabiljeZena je u srpnju i listopadu (Slika 4.9.). Medijani
su bili najvisi u kolovozu i listopadu. Najvisa vrijednost abundancije dijatomeja u
prvom istrazivanom razdoblju zabiljeZena je u listopadu 1993. (7,80x10° stanica L™,
Tablica 4.1.), a za drugo istraZivano razdoblje u srpnju 2004. (1,40x10° stanica L™
Tablica 4.1.).

Na postaji SJ107 najvisSe abundancije dijatomeja bile su u ozujku, svibnju-lipnju i
listopadu (Slika 4.10.). Medijani su bili nizi od mjesecnih prosjeka u ozujku 1 listopadu.
Najvisa izmjerena vrijednost prvog razdoblja zabiljezena je tijekom jesenskog cvjetanja
1993. (19,8 x10° stanica L™).

U drugom istrazivanom razdoblju vrijednosti srednjaka bile su nize, a zabiljezena su
cvjetanja u veljaci, srpnju 1 listopadu. Dogodio se pomak u cvjetanju, ranoproljetno
cvjetanje pomaknulo se na veljacu iako je medijan za taj mjesec bio znatno nizi od
mjesecne vrijednosti srednjaka. Cvjetanje vrste Skeletonema marinoi iz 2004. utjecalo
je na povisenu vrijednost srednjaka. Za cvjetanja u srpnju i listopadu medijani su bili
vrlo slicni vrijednostima srednjaka S§to ukazuje na konstantno visoke abundancije
tijekom tih mjeseci u drugom istrazivanom razdoblju.

Istaknuto cvjetanje u velja¢i zabiljeZeno je 2004. godine (6,96x10° stanica L™'; Tablica
4.2.). Visoke vrijednosti abundancije zabiljezene su svibnju i srpnju. Jesensko cvjetanje
bilo je slabijeg intenziteta u ovom razdoblju, a najvisSu vrijednost dostiglo je 2008.

(2,6x10° stanica L'; Tablica 4.2.).
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4.5.3 DINOFLAGELATI

Dinoflagelati su pokazali uobicajeni godisnji ciklus u oba promatrana razdoblja na obje
postaje (Slika 4.9. 1 4.10.). Na postaji RV0OO1 u prvom razdoblju visoka abundancija
dinoflagelata zabiljeZena je u toplijem dijelu godine, tj. od travnja do kolovoza. Najvisa
vrijednost zabiljeZena je u svibnju 1991. (62,9 x10” stanica L™'; Tablica 4.1.).

U drugom istrazivanom razdoblju, abundancije su bile nize, a najvisa vrijednost
dostignuta je u lipnju 2000. (28,1x10” stanica L™'; Tablica 4.1.). Medijani su bili sli¢ni
prosjecnim vrijednostima u oba razdoblja.

Na postaji SJ107 dinoflagelati su imali sliCan godiSnji ciklus (Slika 4.10.).
U prvom istrazivanom razdoblju najvise godiSnje vrijednosti zabiljezene su od svibnja
do srpnja s najviSom abundancijom u lipnju 1989. (75,5%10° stanica L™, Tablica 4.2.). U
drugom istrazivanom razdoblju dinoflagelati dostizu najviSe vrijednosti u svibnju, a
vrijednost srednjaka je znatno visa od medijana zbog cvjetanja koje se dogodilo 2002.
godine. Dinoflagelati su tada dostigli najvisu vrijednost, u svibnju 2002. zabiljeZena je
izrazito visoka abundancija, 586x10° stanica L™ (Tablica 4.2., Slika 4.10.). Zanimljivo
je 1 to §to su u drugom istrazivanom razdoblju medijani visi za rujan i listopad nego u

prvom istrazivanom razdoblju.

4.5.4 MIKROPLANKTON

Godisnji ciklusi mikroplanktona i dijatomeja bili su vrlo sli¢ni, a najviSe abundancije
mikroplanktona slijede najviSe vrijednosti ili cvjetanja dijatomeja. Na postaji RV001
zabiljeZena je viSa abundancija u prvom razdoblju, a dogodio se i pomak u sezonalnosti
cvjetanja. U prvom razdoblju, cvjetanja su bila u ozujku, svibnju i listopadu. Vrijednosti
srednjaka bile su vise od medijana u sva tri mjeseca $to govori da su velika cvjetanja
koja su se dogodila utjecala na visoku vrijednost srednjaka. U drugom istrazivanom
razdoblju cvjetanja su zabiljezena u travnju, lipnju 1 listopadu, a proljetno cvjetanje je
gotovo nestalo. Na postaji SJ107 visoka abundancija zabiljezena je u ozujku, lipnju i
listopadu. Drugo razdoblje je obiljezeno nizom ukupnom abundancijom s izrazenim

jesenskim cvjetanjem.
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Slika 4.10. Usporedba godiSnje raspodjela povrSinskih vrijednosti srednjih mjesec¢nih abundancija
(stanica L"), mediana(®) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja
(Diato), dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva
istraZivana razdoblja od 1972-1999. i od 2000-2009. na postaji SJ107.
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4.5.5 NANOFITOPLANKTON

Godisnji ciklus nanofitoplanktona promijenio se na obje postaje za dva istrazivana
razdoblja (Slike 4.9. 1 4.10.). Tijekom prvog promatranog razdoblja na postaji RV001
najviSe abundancije nanofitoplanktona zabiljezene su u razdoblju od travnja do srpnja.
Najvisa abundancija je iznosila 3,1x10°stanica L, a zabiljeZena je u svibnju 1991.
(Tablica 4.1.).

U drugom istrazivanom razdoblju abundancije su bile nize. PoviSene abundancije
zabiljezene su u razdoblju od travnja do lipnja, a najviSa abundancija dostignuta je u
rujnu 2006. (1,5x10°stanica L™'; Tablica 4.1.), vrijednosti srednjaka bile su vise od
mediana.

Na postaji SJ107 zabiljezena je sli¢na situacija (Slika 4.10.). U prvom razdoblju najvisa
godiSnja  abundancija nanofitoplanktona zabiljezena je u svibnju 1988.
(8,56 x10° stanica L™'; Tablica 4.2.). U drugom istrazivanom razdoblju abundancije su
bile nize. Najveéa abundancija zabiljezena je u rujnu 2009. (5,63x10° stanica L™,

Tablica 4.1.).
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4.6 TAKSONOMSKI SASTAV ZAJEDNICE

Taksonomija je znanost opisivanja, imenovanja i klasificiranja organizama, te je
iznimno vazna za procjenu bioloske raznolikosti. Od Linnéovog vremena, pocetkom 18.
stolje¢a, opisane su stotine tisuca vrsta pod propisanim okvirima medunarodnog
nomenklaturnog koda koji je zacet sredinom 19. stolje¢a. No, klasi¢na taksonomija
temeljena na promatranju vise nije glavni izvor otkrivanja bioloske raznolikosti nego
upotpunjena novim spoznajama i novim metodama poprima sasvim drugacije znacenje.
U okviru opisanih svojti morskog fitoplanktona dijatomeje, dinoflagelati 1 haptopfiti
izgledno dominiraju fitoplanktonskom zajednicom kontinentalnog pojasa, te su
odgovorne za sezonska cvjetanja u umjerenim i polarnim morima.

Na postaji RV001, u prvom istrazivanom razdoblju odredene su 222 fitoplanktonske
vrste 1 174 vrste u drugom istrazivanom razdoblju. Za razliku na postaji SJ107 odredeno
je 217 vrsta u prvom i 172 vrste u drugom razdoblju (Tablice 4.5 1 4.6.).

U Tablicama 4.5. i 4.6. dat je popis najucestalijih vrsta te njihova usporedba u dva
istrazivana razdoblja. Najzastupljenija grupa vrsta u oba razdoblja i na obje istrazivane
postaje bila je grupa Pseudo-nitzschia delicatissima, a slijedi je Cylindoroteca
closterium/Nitzschia longisima, pa Dactyliosolen fragilissimus, dok je najucestaliji
dinoflagelat bio Prorocentrum micans.

Usporedbom vrsta prvog s onima drugog razdoblja uocava se promjena u njihovu
sastavu. U Tablicama 4.5. 1 4.6. date su najznacajnije vrste s frekvencijom (ucestaloS¢u)
pojavljivanja (F %), najviS§im zabiljezenim vrijednostima (max) i srednjom vrijednosti
abundancije (avg) u oba istrazivana razdoblja. Najznacajnije razlike medu razdobljima
naznacene su u donjem dijelu Tablice 4.5. za postaju RV0O01 i Tablice 4.6. za SJ107. Na
postaji RVO001 najCeS¢e dijatomeje bile su vrste iz grupe Pseudo-nitzschia,
Cylindrotheca closterium/Nitzschia longissima, Leptocylindrus danicus 1
Cerataulina pelagica u oba istrazivana razdoblja, a u drugom im je cak porasla
ucestalost pojavljivanja. Najznacajniji dinoflagelati bili su Gyrodinium sp. 1 Ceratium
fusus, a njihova se ucestalost pojavljivanja smanjila u drugom istrazivanom razdoblju.
Osim vrlo brojnih i ucestalih vrsta ili grupa vrsta kao Pseudo-nitzschia spp. ili
Rhizosolenia spp. u navedenim tablicama navedene su i vrste sa znatno nizom
abundancijom i ucestalo$¢u pojavljivanja, ali sa zna¢ajnom razlikom medu razdobljima

(npr. Chaetoceros spp., donji dio Tablica 4.5.14.6.).
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Tablica 4.5. Dominantne vrste fitoplanktona s frekvencijom pojavljivanja (> od 15 %) u razdobljima
1972-1999. i 2000-2009. na postaji RV001. Podebljana su imena vrsta s izrazenijim
razlikama medu razdobljima.

Razdoblje 1972-1999. 2000-2009.
A 10° stanica L™ A 10° stanica L™
Vrste F % Max avg F% Max avg
Pseudo-nitzschia delicatissima grupa B 62,5 1077 52,2 82,1 4277 26,6
C. closterium/N. longissima grupa B 65,8 218,3 7,5 78,3 59,9 4,1
Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle B 51,0 599 13,9 53,6 142,1 7,0
Prorocentrum micans Ehren. D 40,4 33,3 2,1 42,0 7,4 1,1
Rhizosolenia alata (Cleve) Gran B 40,4 2244 7,9 50,9 15,5 1,9
Guinardia striata (Stolterfoth) Hasle B 30,3 22,2 3.3 33,0 11,1 1,8
Leptocylindrus danicus Cleve B 29,3 66,6 7,1 55,4 79,9 5,5
Gyrodinium sp. D 28,8 3,0 0,6 26,8 2,2 0,8
Ceratium fusus (Ehrenberg) Dujardin D 28,4 2,2 0,6 19,6 1,5 0,6
Guinardia flaccida (Castracane) Peragallo B 26,0 9,6 1,2 223 2,2 0,9
Cerataulina pelagica (Cleve) Hendey B 25,5 134,7 8,1 54,5 371,5 20,1
Chaetoceros affinis Lauder B 23,6 63,6 12,4 31,3 2227 16,9
Ceratium furca (Ehren.) Clap. D 22,6 40,3 1,6 16,1 3,0 0,7
Hemiaulus hauckii Grunow B 22,1 11,1 1,1 22,3 3,0 0,9
Syracosphaera pulchra Lohmann C 19,7 8,1 1,5 14,3 3,7 1,4
Pseudo-nitzschia seriata grupa B 19,2 1140 34,8 12,5 233 3,6
Gymnodinium sp. D 15,9 8,1 1,2 22,3 3,0 1,0
Skeletonema marinoi Sarno et Zingone B 14,9 3676 148,1 18,8 170,9 14,0
Chaetoceros curvisetus Cleve B 14,4 41,3 10,4 10,7 29,6 5.4
vrste s izraZenom razlikom

Prorocentrum triestinum Schiller D 7,2 2,2 0,5 14,3 3,7 0,8
Chaetoceros atlanticus Cleve B 3,8 23,7 7,8 13,4 10,7 2,9
Rhizosolenia imbricata Brightwell B 1,9 0,7 0,3 11,6 1,5 0,5
Glenodinium mucronatum Conrad D 7,2 7,4 0,8 17,0 1,5 0,7
Chaetoceros decipiens Cleve B 6,7 77,0 11,0 17,0 22,2 5,0
Thalassionema nitzschioides (Grun.) Mere. B 13,5 52 1,0 40,2 6,7 1,6
Chaetoceros socialis Lauder B 13,0 5402 3144 7,1 47,4 8,7

Kratice: F % frekvencija pojavljivanja, Max: maksimum, avg: srednja vrijednost, B: dijatomeje, D:
dinoflagelati, C: kokolitoforidi.

Cak i kratkim pregledom tablice jasno je da dijatomeje prevladavaju u

mikrofitoplanktonskoj zajednici sjevernog Jadrana.
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Tablica 4.6. Dominantne vrste fitoplanktona s frekvencijom pojavljivanja (> od 15 %) u razdobljima
1972-1999. 1 2000-2009. na postaji SJ107. Podebljana su imena vrsta s izrazenijim razlikama
medu razdobljima.

Razdoblje 1972-1999. 2000-2009.
A 10° stanica L A 10’ stanica L™

Vrste F % Max avg F % Max avg
Pseudo-nitzschia delicatissima grupa B 56,6 2122 65,2 68,7 378,1 410,9
Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle B 53,4 2834 26,0 61,6 1354 10,2
C. closterium/N. longissima grupa B 49,6 201,3 10,4 57,2 79,2 6,2
Prorocentrum micans Ehrenberg D 46,1 18,5 2,6 29,5 8,9 1,2
Rhizosolenia alata (Cleve) Gran B 42,9 159,7 7,4 50,0 47.4 2,5
Ceratium fusus (Ehren.) Dujardin D 39,0 7.4 0,9 20,5 3,0 1,0
Ceratium furca(Ehren.) Cla. Lach D 35,5 11,1 1,2 20,5 3,0 0,8
Guinardia striata (Stolterfoth) Hasle B 33,7 93,2 5,9 36,6 19,2 3,0
Gyrodinium sp. D 30,7 9,6 1,2 25,9 5,2 1,0
Leptocylindrus danicus Cleve B 28,9 300,4 21,4 40,2 53,3 8,3
Guinardia flaccida (Castracane) Peragallo B 27,6 20,4 1,8 25,0 3,0 0,9
Cerataulina pelagica (Cleve) Hendey B 254 1020 29,1 58,9 985,7 36,8
Syracosphaera pulchra Lohmann B 25,0 81,4 4.6 20,5 4.4 1,2
Chaetoceros affinis Lauder B 23,7 330,0 22,6 36,6 192,4 13,8
Pseudo-nitzschia seriata grupa B 22,8 1804,1 46,4 12,5 611,2 80,9
Hemiaulus hauckii Grunow B 22,4 8,5 1,2 26,8 1103 4,6
Gymnodinium sp. D 19,7 41,4 3,0 16,9 3,7 1,7
Prorocentrum compressum (Bailey) D 18,4 6,7 1,0 2,7 0,7 0,5
Chaetoceros curvisetus Cleve B 16,7 2842 28,3 15,2 41,4 5,7
Glenodinium mucronatum Conrad D 16,7 52 1,1 17,9 3,7 0,9
Protoperidinium steinii (Jorgen.) Balech D 15,8 2,3 0,6 8,0 1,5 0,8
Skeletonema marinoi Sarno Zingone B 14,5 3346 290,5 11,6 6875 604,1
Thalassionema nitzschioides (Grun.) Mere. B 14,5 219,0 9,9 41,1 12,6 2,3
vrste s izraZzenom razlikom

Protoperidinium pyriforme (Paulsen) B D 12,3 2,9 0,6 2,7 0,7 0,6
Proboscia alata (Brightwell) Sundst B 10,5 244 1,9 1,8 0,7 0,6
Protoperidinium diabolus (Cleve) Bal D 13,6 4,1 0,9 5,4 1,5 0,8
Chaetoceros compressus Lauder B 8,3 205,0 46,8 17,0 529,1 56,6
Rhizosolenia imbricata Brightwell B 0,9 0,4 0,3 9,8 1,3 0,6
Asterionellopsis glacialis (Castr.) Roun B 10,9 210,9 18,3 223 384,8 22,9
Prorocentrum triestinum Schiller D 44 2,2 1,0 16,1 5,2 1,5
Chaetoceros decipiens Cleve B 13,6 22,9 5,9 29,5 24.4 5,3

Kratice: F %: frekvencija pojavljivanja, Max: maksimum, avg: srednja vrijednost, B: dijatomeje, D:
dinoflagelati, C: kokolitoforidi.
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Postoje 1 vrste Cije su prosjecne abundancije 1 ucestalost pojavljivanja porasle od
2000-2009., a to su: Asterionellopsis glacialis, Chaetoceros compressus 1 Cerataulina
pelagica, 1 to na obje postaje. Rezultati za postaju SJ107 vrlo su sli€ni onima s RV001.
Dinoflagelati P. micans 1 Ceratium spp. bili su brojniji te su se ucestalije pojavljivali na
postaji SJ107 u odnosu na RV001, a njihova se abundancija dodatno smanjila u drugom
istrazivanom razdoblju. Na postaji SJ107 zabiljezeno je viSe vrsta dinoflagelata nego na
RVO001. Za neke vrste postoje znacajne razlike medu postajama. Npr. u drugom
istrazivanom razdoblju vrsta Skeletonema marinoi CeSée se pojavljivala na postaji
RVO001 iako su joj prosjecne vrijednosti bile nize od prethodnog razdoblja. Ucestalost
pojavljivanja i abundancija te vrste smanjile su se u drugom istrazivanom razdoblju na
postaji SJ107, iako su prosjecne vrijednosti bile znatno viSe (gotovo dvostruko) zbog

izuzetno velike abundancije ove vrste zabiljezene u veljaci 2004.

20_003 tipl ——&um—— 20641

20D_003_m_3 ——10ym ——  200_003_d_!
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Slika 4.11. Neke od dominantnih vrsta fitoplanktona u sjevernom Jadranu. a) Pseudo-nitzschia sp., b)
P. pungens, c) Prorocentrum triestinum, d-¢) Skeletonema marinoi, f) Ceratium furca, g-i)
Chaetoceros affinis, j) Syracosphaera pulchra i Emiliania huxleyi.
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4.7 RAZNOLIKOST I BOGATSTVO VRSTA

Struktura fitoplanktonske zajednice opisana je ukupnim brojem vrsta, tj. Margalefovim
indeksom (d) koji predstavlja bogatstvo vrsta kao funkciju ukupnog broja jedinki (V) 1
ukupnog broja vrsta (S) 1 indeksom raznolikosti, tj. Shannon-Wienerovim indeksom.
Usporedeni su godisnji i mjesecni indeksi. Godi$nji indeks nije se znacajnije mijenjao u

¢itavom istrazivanom razdoblju (Slika 4.12.14.13.).
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Slika 4.12. Box plot raspodjele Margalefovog indeksa (d) i prosjeéne abundancije (stanica L™) ukupnog
fitoplanktona (UF) za razdoblje 1972-2010. na postajama RV001(—) i SJ107( ).
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Slika 4.13. Raspodjela indeksa raznolikosti (H’) i prosjeéne abundancije (stanica L) ukupnog
fitoplanktona (UF) za razdoblje 1972-2010. na postajama RV001(—) i SJ107( ).

U nekim je godinama promjenjivost indeksa bila veca §to je povezano i s ucestaloS¢u
uzorkovanja, ali nisu primije¢ene nikakve znacajnije razlike izmedu razdoblja. Najveca
promjenjivost indeksa zabiljezena je 1973. (Slika 4.13.) kao rezultat vrlo ucestalog

uzorkovanja (svaka 2 tjedna).
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Slika 4.14. Mjesecne vrijednosti indeksa raznolikosti (H’) i bogatstva vrsta (d) za dva razdoblja
1972-1999. 1 2000-2009. na postajama RV001 i SJ107.

Srednja mjesecna vrijednost indeksa raznolikosti 1 bogatstva vrsta izraCunate su za
mjesece kada su zabiljeZzena znacajnija cvjetanja (veljaca, ozujak, svibanj i listopad).
NajviSe vrijednosti indeksa raznolikosti 1 bogatstva vrsta zabiljeZzene su tijekom
jesenskog cvjetanja kada su zajednicom dominirale dijatomeje i to iz porodice

Chaetoceracee.
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4.8 EKOLOGIJA I DINAMIKA CVJETANJA RODA

PSEUDO-NITZSCHIA U SJEVERNOM JADRANU

4.8.1 VREMENSKA RASPODJELA

Dijatomeje roda Pseudo-nitzschia bile su prisutne tijekom citavog istrazivanog
razdoblja, a Cesto su i najbrojniji i najucestaliji rod dijatomeja u fitoplanktonskoj
zajednici sjevernog Jadrana. Rod Pseudo-nitzschia vrlo je jednostavno prepoznati pri
rutinskoj obradi uzoraka na svjetlosnom mikroskopu, te mozemo ugrubo izmjeriti Sirinu
1 duzinu stanica u lan¢anim kolonijama. Na svjetlosnom mikroskopu pri rutinskom
pregledu uzoraka mozemo razlikovati dvije grupe vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia,
grupa seriata (Sirina valve je ve¢a od 3 um) i grupa delicatissima (Sirina valve je
manja od 3 pm), no za tocnu identifikaciju vrsta potrebno je detaljno prouciti

morfoloska obiljezja silicijeve ljusturice elektronskim mikroskopom.
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Slika 4.15. Raspodjela abundancije (stanica L") po godinama (e) i klizni srednjak grupa Pseudo-nitzschia
delicatissima (—) 1 P. seriata (—) na postajama RV001, SJ107, SJ101 od 1972-2009.
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Slika 4.16. Raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L™") na postaji RV001 (1972-2009.)
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Slika 4.17. Raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L) na postaji SJ107 (1972-2009.)
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Slika 4.18. Raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L) na postaji SJ101 (1972-2009.)

71



REZULTATI

Dubina [m]

A Pse. ser. 10° [L™"]

10

15

20 |

25

~

—~‘ 800
- | 600

400

n
=3
=]

Ocean Data View

30
1970

1980

1990

2000

]
S
=
o

Slika 4.19. Raspodjela abundancije grupe Pseudo-nitzschia seriata (stanica L) na postaji RV001
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Slika 4.20. Raspodjela abundancije grupe Pseudo-nitzschia seriata (stanica L) na postaji SJ107
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(1972-2009.).
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Slika 4.21. Raspodjela abundancije grupe Pseudo-nitzschia seriata (stanica L™) na postaji RV001

(1972-2009.).
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U istrazivanom razdoblju promjenjivost unutar grupa vrsta roda Pseudo-nitzschia bila je
znacCajna (Slika 4.15.).

Grupa Pseudo-nitzschia delicatissima prvi se put pojavila 1978. godine proslog stoljeca
1 otad joj ucestalost pojavljivanja raste. Posljednjih godina je vrlo Cesta i dostize visoke
abundancije. Na primjer, P. delicatissima grupa u drugom istrazivanom razdoblju od
2000-2009. ima ucestalost pojavljivanja od 68-82 % na postajama RV001 1 SJ107.

Vrste iz grupe P. seriata pokazuju znacajno manju brojnost i ucestalost u odnosu na
grupu P. delicatissima. U 1970-ima ucestalost pojavljivanja kretala se od 36-89 % 1 od
tada postupno opada, te u posljednje vrijeme ucestalost pojavljivanja nije veéa od
12,5 %. Na postaji RV0O01 grupa P. delicatissima pojavljuje se sredinom 80-tih godina
proslog stolje¢a, a dostize svoju najvecu abundanciju 2009. pred kraj istraZivanog
razdoblja (Slika 4.16.).

Grupa P. delicatissima je prisutna sa slicnim abundancijama i na postajama SJ107
(Slika 4.17.) 1 SJ101 (Slika 4.18.), gdje dostize svoju najvecu abundanciju krajem
1990-tih.

Za grupu P. seriata na postaji RV0O01 najviSa abundancija zabiljezena je pocetkom
1970-tih (Slika 4.19.). Grupa P. seriata bila je prisutna tijekom c¢itavog istrazivanog
razdoblja, ali sa znaCajno nizim abundancijama i ucestaloS¢u pojavljivanja. Na
postajama SJ107 1 SJ101 grupa P. seriata je prisutna sa slicnim abundancijama i
slicnom vremenskom raspodjelom. Na postaji SJ107 (Slika 4.20.) njena najveca
abundancija zabiljezena je sredinom 1970-tih, te je prisutna s vrlo niskom
abundancijom do 2000. PoviSene abundancije ponovno su zabiljezene 2003. godine, a
najviSe vrijednosti ova grupa je dostigla pred kraj istrazivanog razdoblja, 2009. na
postaji SJ107. Najvisa abundancija na postaji SJ101 (Slika 4.21.), za grupu P. seriata

zabiljezena je 2003., a kasnije ona ostaje niska do kraja istraZzivanog razdoblja.
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4.8.2 SEZONSKA RASPODJELA

Dijatomeje roda Pseudo-nitzschia prisutne su tijekom ¢itave godine na svim postajama,
a Cesto dostizu visoku abundanciju. Na postaji RV0O1 grupa P. delicatissima dostize
svoju najvisu abundanciju u travnju i svibnju, dok jesenske vrijednosti nisu tako
izrazene (Slika 4.22.). Grupa P. delicatissima je prisutna s niskom abundancijom kroz
¢itavu godinu Sto doprinosi povecanju ucestalosti pojavljivanja ove grupe posljednjih
godina. Grupa P. seriata pojavljuje se s ve¢om abundancijom u jesenskim mjesecima u
povrsinskom sloju (rujan, listopad, Slika 4.23.). Takoder, zabiljeZene su povisene
vrijednosti u pridnenom sloju, te krajem ljeta kad je vodeni stupac raslojen.
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Slika 4.22. Srednja godi$nja raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L") na postaji

RV001.
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Slika 4.23. Srednja godisnja raspodjela abundancije grupe P. seriata (stanica L) na postaji RV001.

Na postaji SJ107 grupa P. delicatissima dostize najve¢u abundanciju u proljece (ozujak)

iu jesen (rujan, listopad, Slika 4.24.). Sli¢no kao na postaji RV001 zabiljeZene su niske
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abundancije grupe P. delicatissima kroz c¢itavu godinu i1 to je ono S$to doprinosi

povecanju ucestalosti pojavljivanja ove grupe posljednjih godina. Za razliku, vece

abundancije grupe P. seriata zabiljezene su u zimskim mjesecima (sijecanj, veljaca) i u

jesen (rujan, listopad, Slika 4.25.). Zabiljezene su i povisene vrijednosti u pridnenom

sloju tijekom ljetnih mjeseci.
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Slika 4.24. Srednja godisnja raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L) na postaji SJ107.
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Slika 4.25. Srednja godi$nja raspodjela abundancije grupe P. seriata (stanica L) na postaji SJ107.

Sezonska raspodjela abundancija grupe P. delicatissima na postaji SJ101 ima dva

izrazena povecanja, proljetno i jesensko. Najvece su abundancije od ozujka do lipnja i

tijekom jeseni u rujnu i listopadu (Slika 4.26.) Sezonska raspodjela abundancija grupe

P. seriata takoder ima dva povecanja: prvo zapocCinje ve¢ u zimskim mjesecima

(sijecanj-veljaca), a drugo je takoder u jesen (rujan, listopad, Slika 4.27.).
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Slika 4.26. Srednja godi$nja raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L) na postaji SJ101.
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Slika 4.27. Srednja godi$nja raspodjela abundancije grupe P. seriata (stanica L) na postaji SJ101.

4.9 EKOLOSKE I TAKSONOMSKE ZNACAJKE VRSTA RODA

PSEUDO-NITZSCHIA

Vrste su osnovne prirodne jedinice i njihovo pravilno opisivanje, uz razumijevanje
njihove ekologije, biogeografije, evolucije 1 specijacije nuzan je preduvjet za procjenu
bioloske raznolikosti.

Specifi¢ne vrste roda Pseudo-nitzschia mogu biti odredene samo na osnovi detaljnijih
morfoloskih obiljezja, tj. broja strija i fibula, strukture areola, postojanju ili izostanku
srediSnje pore, obliku, duzini i Sirini valve. Veéinu morfoloskih obiljezja mozemo
prepoznati samo elektronskim mikroskopom. Taksonomija ovih dijatomeja temelji se na

morfoloskim karakteristikama i detaljima silicijeve ljusturice.
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4.9.1 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Vrsta P. fraudulenta odredena je za vrijeme cvjetanja u veljaci 2008. godine zajedno s
vrstom P. pungens u Limskom kanalu i najviSe su dostignute abundancije bile do
10° stanica L. Detaljnim pregledom i mjerenjem o&idéenih frustula na elektronskom
mikroskopu utvrdene su P. fraudulenta 1 P. pungens, obje vrste prema Sirini valve
svrstavamo u grupu vrsta P. seriata. Kolonije vrste P. fraudulenta bile su linearanog
oblika s kratkim preklapanjem izmedu stanica 14-17 % (Slika 4.28.). Valve su bile
lanceolantnog oblika sa $iljastim krajevima i velikom srediSnjom porom. Duzina stanica

se kretala od 71 do 110 um, a $irina valve od 3,8 do 7,0 um (Slika 4.28. a-c).

Slika 4.28. Pseudo-nitzschia fraudulenta. a) mikrografija kolonije na svjetlosnom, i b-e) elektronskom
mikroskopu (TEM). b) vrh valve s vidljivom rafom, fibulama i strijama, c) sredina stanice s
srediSnjom porom, d) pojas i e) struktura aureola. Preuzeto iz Ljubesic i sur. (2011).
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Broj strija bio je od 17 do 30 u 10 um, a broj fibula od 16 do 30 u 10 um. Strije su
perforirane s dva reda pora (6-7 u 1 pum). Aureole su perforirane s tri Cetiri nepravilna
otvora (Slika 4.28. e).

Usporedba morfoloskih karakteristika iz literature s detaljnim morfoloskim mjerenjima
za vrstu P. fraudulentu iz sjevernog Jadrana nadenih za vrijeme cvjetanja 2008. i

mjerenjima iz kultura izoliranih iz sjevernog Jadrana data je u Tablici 4.7.

Tablica 4.7. Morfoloska mjerenja vrste P. fraudulenta objavljena u literaturi i onih iz sjevernog Jadrana
2009.12011. godine. Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature su podebljana.

Duzina/ Sirina/ Fibule/ Strije/ Pore/ .
R./p. literatura

pm pm 10 pm 10 pm 1 pm
Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max
mjerenja iz literature
64 111 45 6,5 12 24 18 24 5 6 2-3 Hasle, 1965
50 119 5,6 10 18 19 37 39 5 5 2-3 Rivera, 1985
60 100 40 80 20 24 20 24 5 6 2-3 Hallegraeff, 1994
73 117 50 6,0 19 23 19 23 4 5 2-3 Hasle i sur., 1996
60 162 44 6,8 19 21 17 24 - - - Villac, 1996 (field)
85 85 6,0 6,0 18 19 18 19 5 5 2-3 Villac, 1996 (cultures)
63 69 30 45 15 17 14 15 - - 2 Hernandez-Becerrill, 1998
- - 40 42 23 26 23 26 5 6 - Skov i sur., 1999
72 88 57 12 18 20 17 20 - 6 3 Ferrario i sur., 2002
65 164 40 80 21 25 21 25 45 7 3 Cusack i sur., 2004
93 98 50 6,0 20 24 21 23 5 6 Kaczmarska i sur., 2005
68 110 46 67 17 22 19 23 5 6 Srednja vrijednost
mjerenja iz sjevernog Jadrana
71 101 40 7,0 18 30 19 28 6 7 2-3 Ljubesic i sur. 2011
925 110 44 58 16 24 17 24 5 6 1-3 CIM 1.1.1.1.

38 44 18 26 20 30 6 7 2-3 CIM2.1.1.1.
81 105 4,11 5,7 17 26 18 27 6 7 Srednja vrijednost

Kratice: R/p: broj redova pora unutar strija; CIM interna numeracija kultura izoliranih iz sjevernog
Jadrana
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4.9.2 PSEUDO-NITZSCHIA SUBFRAUDULENTA

Kolonije su bile linearanog oblika s kratkim preklapanjem izmedu stanica od 17-25 %.
Valve su linearnog oblika sa Siljastim krajevima i srediSnjom porom (Slika 4.29.).
DuZina stanica kretala se od 71,0 do 100,9 um, a S$irina valve od 3,1 do 5,8 um (Slika
4.29. a-g).

Slika 4.29. Pseudo-nitzschia subfraudulenta. Mikrografije frustula na transmisijskom (a), f-g (TEM) i
pretraznom elektronskom mikroskopu (b-e; SEM). a) valva u cijelosti c) sredina stanice s
srediSnjom porom, fibulama i strijama, d) vrh valve, e) struktura pora, f) vrh valve s vidljivom
rafom i g) struktura aureola.
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Broj strija bio je od 20 do 25 u 10 um, a broj fibula od 15 do 25 u 10 um. Strije su
perforirane s dva do tri reda pora (4-6 u 1 um). Aureole su perforirane s tri do Cetiri
nepravilna otvora (Slika 4.29. g).

Usporedba morfoloskih karakteristika P. subfraudulentu iz kultura s morfoloskim
mjerenjima iz literature (Bosak i sur., 2010; Moschandreou i Nikolaidis, 2010) dana je u
Tablici 4.8. Posebno su istaknuti brojevi koji se razlikuju od literaturnih, naime najvisi
broj fibula u uzorcima iz sjevernog Jadrana bio je 25 u 10 um.

Unato¢ mjerenjima domoiCna kiselina nije zabiljezena u kulturama vrste

P. subfraudulenta iz sjevernog Jadrana.

Tablica 4.8. Morfoloska mjerenja vrste P. subfraudulenta iz kultura iz sjevernog Jadrana i ona objavljena
u literaturi 2010. godine. Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature su podebljana.

Duzina/ pm  Sirina/um  Fibule/10 pm  Strije/10 um  Pore/1 um

CIM 512
min 71,0 3.1 15 20 4
max 78,0 5.8 25 25 6
sd 1,9 0,8 2,6 1,7 0,7
avg 74,4 4,7 18,9 21,5 4,9
Moschandreou i sur., 2010
min 70 43 15 24 4
max 78 5,0 19 27 6
sd 3,0 0,2 1,3 0,9 0,6
avg 74,0 4,7 16,7 25,7 5,2
Bosak 1 sur., 2010
min 85,6 4,3 13 22 6
max 195,6 6,7 17 28 7

Kratice: CIM interna numeracija kultura izoliranih iz sjevernog Jadrana
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4.9.3 PSEUDO-NITZSCHIA PUNGENS

U Jadranu se obi¢no pojavljuje u zimskim mjesecima od prosinca do veljace, kada je
pronadena u uzorcima iz Limskog kanala (Slika 4.30.) 1 sjevernog Jadrana (Slika 4.31.).
Obi¢no se pojavljuje zajedno s vrstom P. fraudulenta. Valve su linearnog do
lanceolantnog oblika. Duzina stanica se kretala od 88 do 105 um, a Sirina valve od 3,9
do 5,8 um (Slika 4.30. a-c). Njene kolonije su linearanog oblika s preklapanjem od 21-
30 % izmedu stanica (Slika 4.30.). Broj strija bio je od 8 do 15 u 10 um, a broj fibula od
10 do 17 u 10 um. Strije su perforirane s po dva reda pora (2-4 u 1 um). Nedostaje
sredi$nja pora.

Usporedba morfoloskih karakteristika vrste P. pungens iz literature s onim iz Limskog
kanala za vrijeme cvjetanja 2008. i sjevernog Jadrana 2009. data je u Tablici 4.9.
Posebno su istaknuti brojevi koji se razlikuju od literaturnih, naime minimalan broj

strija bio je 8 u 10 um.

Slika 4.30. Pseudo-nitzschia pungens. a) mikrografija kolonije na svjetlosnom, i b-c) elektronskom
mikroskopu (TEM). b) Vrh valve s vidljivom rafom, fibulama i strijama, c) sredina stanice.
Preuzeto iz Ljubesi¢ i sur. (2011).
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Slika 4.31. Pseudo-nitzschia pungens. Mikrografija kolonije a) na svjetlosnom i b-d) elektronskom
mikroskopu (SEM). b) cijela valva c) vrh valve i s vidljivom rafom i cingularnim pojasom, d)
sredis$nji dio valve s vidljivom rafom, fibulama i strijama.

Tablica 4.9. Morfoloska mjerenja vrste P. pungens objavljena u literaturi i onih iz sjevernog Jadrana.
Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature su podebljana.

Duzina/ Sirina/ Fibule/ Strije/ Pore/
pm pm 10 um 10 um 1 um

Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max

R./p. literatura

mjerenja iz literature

74 142 3 4,5 9 15 9 15 3 4 1-2  Hasle i sur., 1996

87 174 4,6 5 9 15 9 17 3 4 2 Rivera, 1985

79 117 29 46 - - 10 14 - - Fryxell i sur., 1990

90 130 2,6 45 10 15 10 15 3 4 2 Hallegraeff, 1994

8 152 3,1 50 10 14 10 14 - - 2 Lee, 1994

74 142 29 45 9 15 9 15 3 4 2 Hasle i sur., 1996

94 109 3,0 40 10 11 10 12 - - 2 Hernandez-Becerrill, 1998
75 106 1,5 3.8 - - - - - - Rhodes, 1998

86 145 28 45 12 18 10 18 3 4 2 Ferrario i sur., 1999
100 155 1,8 4,0 10 20 10 14 2 4 Skov i sur., 1999

72 135 24 45 9 13 9 13 2 4 2(3) Stonik i sur., 2001

86 145 28 45 12 18 12 18 3 4 2 Ferrario i sur., 2002

61 156 22 54 10 16 10 16 2 4 Cusack i sur., 2004

92 156 3,5 42 10 11 10 11 1 3 2 Kaczmarska i sur., 2005
82 139 28 45 10 15 10 15 3 4 Srednja vrijednost
mjerenja iz sjevernog Jadrana

88 105 39 57 10 17 8 15 2 4 2 Ljubesi¢ i sur., 2011.
94 97 43 58 13 15 10 15 2 4 2 CIM 3.1

91 101 4,1 5,7 11 16 9 15 2 4 2 Srednja vrijednost
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4.9.4 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

Vrsta P. mannii pojavila se s cvjetanjem grupe P. pseudodelicatissima sensu latu u
kolovozu u Limskom kanalu. Najvise dostignute abundancije bile su do 10’ stanica L ™.
Vrsta P. mannii pojavila se zajedno s P. calliantha 1 P. pseudodelicatissima. P. mannii i
P. calliantha dominirale su cvjetanjem, dok je P. pseudodelicatissima bila vrlo rijetka.
Detaljnim pregledom i mjerenjem ociS¢enih frustula na elektronskom mikroskopu po
prvi put u Jadranskom moru utvrdena je vrsta P. mannii, $to se potvrdilo 1 molekularnim

metodama na izoliranim kulturama.

Slika 4.32. Pseudo-nitzschia manii, u pleuralnom polozaju mikrografija stepenaste kolonije na
svjetlosnom mikroskopu (a) i elektronskom mikroskopu (b-d; TEM). Vrh valve s vidljivom
rafom, fibulama i strijama (b). Drugi i tre¢i cingularni/bo¢ni pojas c). Sredina valve sa
sredi$njom porom i strukturom aureola d). Preuzeto iz Ljubesi¢ i sur. (2011).

Stanice vrste P. mannii linearnog su oblika i tvore stepenaste kolonije s kratkim
preklapanjem izmedu stanica 10-14 % (Slika 4.32. a). Duzina stanica bila je od 77 do 98
um, a Sirina valve od 1,3 do 1,7 um (Slika 4.32. a-c). U svim stanicama je bila prisutna i
velika sredi$nja pora. Broj strija bio je od 34 do 41 u 10 um, a broj fibula od 19 do 24 u
10 um. Strije su perforirane jednim redom velikih ¢etvrtasto/okruglih pora gusto¢e 4-6 u

1 pm. Pore su podijeljene u dva do Cetiri sektora s radijalnom simetrijom (Slika 4.32. d).
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Prvi cingularni pojas ukraSen je dvostrukim (engl. Biseraite) strijama jednostavnih pora
(Slika 4.32. d). Strije su visoke 0,2 um ili Cetiri reda pora. Drugi i tre¢i cingularni pojas
su slabije silificirani 1 imaju sli¢an obrazac dvostrukih strija 1 visinu od tri reda

jednostavnih pora (Slika 4.32. ¢).

4.9.5 PSEUDO-NITZSCHIA PSEUDODELICATISSIMA

Vrsta P. pseudodelicatissima pojavila se u cvjetanju grupe P. pseudodelicatissima sensu
latu u kolovozu u Limskom kanalu. NajviSe dostignute abundancije bile su do
10° stanica L . P. mannii i P. calliantha dominirale su cvjetanjem, dok je

P. pseudodelicatissima bila vrlo rijetka, a odredena je joS u cvjetanju u kolovozu u

sjevernom Jadranu.

Slika 4.33. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima a i d) mikrografija kolonije na pretraznom (SEM) i b-c)
transmisijskom elektronskom mikroskopu (TEM). a) valva stanice u cijeloj svojoj duzini, b)
vrh valve s vidljivom rafom, fibulama i strijama, c¢) sredina stanice sa sredi$Snjom porom, d)
sredina stanice, struktura pora i srediSnja pora na SEM-u. Preuzeto iz Ljubesi¢ i sur. (2011).

Stanice vrste P. pseudodelicatissima bile su linearnog oblika i prisutne su u kolonijama
(Slika 4.33. a). Duzina stanica bila je od 56,8 do 81,0 um, a Sirina valve od 1,15 do 1,71

um (Slika 4.33. a-c). U svim stanicama bila je prisutna i velika srediSnja pora. Broj
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strija bio je od 23 do 40 u 10 um, a broj fibula od 18 do 24 u 10 um. Strije su
perforirane jednim redom velikih okruglo/Cetvrtastih pora s tri do pet pora na 1 pum.
Pore su podijeljene u dva do Cetiri sektora (Slika 4.33. d).

Usporedba morfoloskih karakteristika iz literature s detaljnim morfoloskim mjerenjima
za vrstu P. pseudodelicatissima 1z sjevernog Jadrana nadenim za vrijeme cvjetanja
2008. data je u Tablici 4.10. Posebno su istaknuti brojevi koji se razlikuju od

literaturnih, naime minimalni broj strija bio je 23 u 10 um, a pora triu 1 pm.

Tablica 4.10. Morfoloska mjerenja vrste P. pseudodelicatissima objavljena u literaturi i onih kultura iz
sjevernog Jadrana. Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature su podebljana.

Duzina/ Sirina/ Fibule/ Strije/ Pore/
pm pm 10 pm 10 pm 1 pm

Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max

R./p. literatura

mjerenja iz literature

70 87 LI 14 20 25 36 42
70 80 2 16 20 23 36 42
54 56 1,2 14 23 25 39 40
56 78 09 13 21 25 40 43
48 140 12 25 17 26 28 44
54 80 L2 21 20 27 38 43

- - L5 19 10 29 34 45

mjerenja iz sjevernog Jadrana

77 98 1,15 1,7 18 24 23 40 3 5 1 Ljubesi¢ i sur., 2011.
61 88 1,2 1,7 18 26 34 42 45 58 1 Srednja vrijednost
Kratice: R/p: broj redova pora unutar strija

Lundholm i sur., 2003
Lundholm i sur., 2003
Lundholm i sur., 2003
Lundholm i sur., 2003
Ferrario 1 sur., 2002
Kaczmarska i sur., 2005
Amato i sur., 2007

A OB
N 3NN NN N
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4.9.6 PSEUDO-NITZSCHIA DELLICATISSIMA

Vrsta P. delicatissima pojavila se tijekom cvjetanja grupe P. pseudodelicatissima sensu
latu koje je trajalo od travnja do srpnja 2009. na postaji RV001. Iako abundancija nije
bila visoka (8,810’ stanica L ') izolirane su kulture za dva razligita genotipa ove vrste.
Isti genotipovi ponovno su izolirani u prosincu 2011. na postajama RV001 i SJ101.
Stanice vrste P. delicatissima linearnog su oblika i prisutne su u kolonijama (Slika
4.34. a). Duzina stanica bila je od 55,7 do 110,1 pm, a $irina valve od 0,8 do 1,73 um
(Slika 4.34. a-c).

{\ i 0.-,‘.
100 nm St
—_.,‘. 4

Slika 4.34. Pseudo-nitzschia delicatissima a) mikrografija kolonije na svjetlosnom i b-d) transmisijskom
elektronskom mikroskopu (TEM). a) kolonija stanica, b) vrh valve s vidljivom rafom,
fibulama i strijama, c) struktura pora, d) sredina stanice i srediSnja pora na TEM-u.
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U svim stanicama je bila prisutna i velika srediSnja pora Sirine 5-6 strija. Broj strija bio
je od 40 do 48 u 10 um, a broj fibula od 20 do 40 u 10 um. Strije su perforirane s dva
reda pora, ili jednim redom pora vrlo sporadi¢no u blizini sredi$nje pore (Slika 4.34. d).
Pore imaju karakteristi¢an oblik (od trokutastog do Sesterokutnog) obi¢no nalazimo od
7-13 porau 1 pm, a velum je perforiran sitnim rupicama (Slika 4.34. d).

Usporedba morfoloskih karakteristika P. delicatissima iz sjevernog Jadrana usporedena

s literaturnim mjerenjima prikazana je u Tablici 4.11.

Tablica 4.11. Morfoloska mjerenja vrste P. delicatissima objavljena u literaturi i onih kultura iz
sjevernog Jadrana 2009. i 2011. godine. Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature
su podebljana.

Duzina/ Sirina/ Fibule/ Strije/ Pore/
pm pm 10 pm 10 pm 1 um

Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max

R./p. literatura

mjerenja iz literature

40 76 20 20 36 40 36 40 10 12 2 Hasle&Fryxell, 1995
34 88 1,7 39 27 39 37 39 - - 2 Rivera, 1985
40 76 1,0 2,0 20 23 36 40 - - 2 Hasle&Fryxell, 1995
42 66 1,0 1,5 20 23 40 40 10 12 2 Hasle i sur., 1996
27 77 1,2 22 19 22 33 38 - - - Villac, 1996 (okolis)
45 - - 1,8 19 19 32 32 10 10 2 Villac, 1996 (kulture)
37 71 09 18 20 26 37 43 8 12 Skov i sur., 1999
24 64 1,2 24 20 26 39 44 9 13 Cusack i sur., 2004
27 88 1,0 22 20 23 36 40 10 12 Ferrario i sur., 2004
- - 20 20 22 22 33 35 8 11 2 Orsini i sur., 2004
- - 1,8 20 22 22 33 35 9 9 Orsini i sur., 2004
- - 20 20 24 24 36 36 9 9 Orsini i sur., 2004
- - 1,8 2,0 23 23 35 40 9 10 Orsini i sur., 2004
- - 20 2,0 24 28 36 41 10 11 Orsini i sur., 2004
- - 24 26 20 23 36 28 5 9 Orsini i sur., 2004
- - - - 22 29 33 43 8 11 Amato i sur., 2005
50 70 0,6 1,8 18 26 - - 8 9 2 Caroppo i sur., 2005
39 71 1,3 1,7 20 30 37 42 9 12,5 2 Kaczmarska i sur., 2005
19 76 L5 1,8 19 26 37 42 8 12 2 Lundholm i sur., 2006
1,8 23 21 26 38 41 6 10 Amato i sur., 2007
1,5 1,8 23 28 42 44 7 10 Amato i sur., 2007
35 75 1,5 2,1 20 25 36 40 9 11 Srednja vrijednost
mjerenja iz sjevernog Jadrana
096 1,54 25 30 40 45 7 10 1-2 CIM 32.1.1
55 110 - 1,2 20 35 38 45 8 9 2 CIM 33.1.1.1
L1 1,6 20 30 39 44 8 9 2 CIM 38.1.1
08 1,0 24 40 38 43 10 13 2 CIM 40.1.1.1.1
1,0 1,7 20 28 40 48 7 9 2 CIM7221.1.1

09 148 22 32 39 45 Srednja vrijednost

Kratice: R/p: broj redova pora izmedu unutar strija; CIM interna numeracija kultura izoliranih iz
sjevernog Jadrana
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U Tablici 4.11. se nalaze detaljna morfoloska mjerenja za vrstu P. delicatissima s
mjerenjima iz kultura izoliranim u sjevernom Jadranu. U tablici su posebno istaknuti
brojevi koji se razlikuju od literaturnih, naime najvisi broj strija u 10 um bio je 48, a
pora 13 u 1l um.

Gotovo sve kulture vrste P. delicatissima (CIM 32.11, CIM 33.1.1.1., CIM 38.1.1 CIM
40.1, CIM 7.2.2.1.1 i to u brojnim replikatima i u razli¢itim fazama rasta) podvrgnute su
mjerenjima domoicne kiseline. Unato¢ tome DK nije izmjerena i nije dokazana

toksicnost vrste P. delicatissima u sjevernom Jadranu.

4.9.7 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Vrsta P. calliantha dominirala je cvjetanjem koje je trajalo od kolovoza do listopada
duz istocne obale sjevernog Jadrana 2007. godine i cvjetanjem u kolovozu 2008. u
Limskom zaljevu. Kultura vrste P. calliantha izolirana je s postaje RV001 u srpnju
2011. Ovo znaci da ovu vrstu redovito susre¢emo u sjevernom Jadranu od srpnja do
listopada. Najvise zabiljezene abundancije bile su do 10° stanica L™'. Vrsta je potvrdena
detaljnim pregledom i mjerenjem ocis¢enih frustula na elektronskom mikroskopu.
Kolonije su bile linearanog oblika s kratkim preklapanjem (11,7-13,5 um) izmedu
stanica (Slika 4.35.). DuZina stanica kretala se od 59 do 112 pm, a $irina valve od 0,7 do
1,7 um (Slika 4.35.).

Za vrijeme cvjetanja nisu zamije¢ene razlike u morfologiji frustule P. calliantha medu
postajama u sjevernom Jadranu iako su mjerenja pomaknula morfoloski raspon do sada
objavljen u literaturi (Tablica 4.12.). Broj fibula kretao se od 17-27 u 10 pm (Slika
4.35)).

U svim stanicama bila je prisutna i srediSnja pora (Slika 4.35.c). Broj strija bio je od 32-
45 u 10 pm 1 imale su jedan red velikih pora su obliku cvijeta s Cetiri do 10 aureola
(Slika 4.35.). Cingularni pojas perforiran je strijama, Sirokim dvije tri pore s razli¢itim

brojem pora, ¢iji se broj smanjuje sa Sirinom valve (Slika 4.35.d).
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Slika 4.35. Pseudo-nitzschia calliantha a) mikrografija kolonije na svjetlosnom i b-e) elektronskom
mikroskopu (TEM). b) vrh valve i s vidljivom rafom, fibulama i strijama, c) sredi$nja pora,
fibule d) pojas, e) struktura aureola. Preuzeto iz Ljubesi¢ i sur. (2011).

Usporedbu morfoloskih karakteristika iz literature s detaljnim morfoloskim mjerenjima
vrste P. calliantha iz sjevernog Jadrana nadene tijekom cvjetanja 2007., 2008. i u
kulturama izoliranim iz sjevernog Jadrana donosi Tablica 4.12. Posebno su istaknuti
brojevi koji se razlikuju od literaturnih, naime najmanja Sirina stanice u sjevernom
Jadranu bila je 0,7 pm, najve¢i broj fibula bio je 27 u 10 um, a strija 45 u 10 um.

Domoicna kiselinu mjerena je u kulturama vrste P. calliantha (CIM 469, CIM 546)
sakupljenih s razlicitih postaja u razlic¢ito doba godine u sjevernom Jadranu. Unato¢
tome DK nije izmjerena i nije potvrdena toksi¢nost kultura vrste P. calliantha u

sjevernom Jadranu.
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Tablica 4.12. Morfoloska mjerenja vrste P. calliantha objavljena u literaturi i onih iz sjevernog Jadrana
2007., 2008. i 2011. godine. Vrijednosti mjerenja koja se razlikuju od literature su

podebljana.
Duzina/ Sirina/ Fibule/ Strije/ Pore/ R/p. literatura
pm pm 10 pm 10 um 1 um
Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max
Mjerenja iz literature
60 63 1,3 1,4 19 20 39 40 6 6 n.r. Bargu i Lundholm, 2002
44 66 1,7 1,7 18 19 37 39 5 5 1 Lundholm i sur., 2003
41 68 1,7 1,7 17 20 36 39 5 5 1 Lundholm i sur., 2003
41 63 1,5 1,7 20 21 36 38 4 6 n.r. Lundholm i sur., 2003
47 72 1,5 1,8 19 21 36 38 5 5 n.r. Lundholm i sur., 2003
62 98 1,5 18 5 19 34 38 5 5 n.r Lundholm i sur., 2003
69 69 14 1,6 18 22 36 38 4 5 n.r. Lundholm i sur., 2003
90 90 1,5 1,7 18 22 34 38 5 5 n.r. Lundholm i sur., 2003
67 77 1,5 1,8 20 22 38 39 5 6 n.r. Lundholm i sur., 2003
nr. nr. 1,4 1,4 16 20 36 36 4 5 1 Lundholm i sur., 2003
66 77 14 18 16 18 34 34 5 5 1 Lundholm i sur., 2003
83 87 14 18 16 21 34 36 5 5 1 Lundholm i sur., 2003
nr. nr. 1,5 1,7 15 19 34 39 4 5 1 Lundholm i sur., 2003
nr. nr. 1,4 1,4 17 20 34 36 5 6 1 Lundholm i sur., 2003
80 110 1,5 2,2 18 20 nr. 36 nr. nr. 1 Caroppo i sur., 2005
nr. nr. 1,7 2,4 18 24 32 39 4 6 n.r. Amato i sur., 2007
nr. nr. 1,7 2,6 17 25 30 40 4 6 n.r. Amato i sur., 2007
62 100 1,5 2 16 20 37 39 6 10 1 Spatharis i sur., 2007
41 123 1,1 24 15 26 30 40 4 5 1 Quijano i sur., 2008
40 87 1,5 1,8 15 20 32 38 5 6 1 Orlova i sur., 2008
63 94 1,5 1,8 14 18 35 39 4 6 n.r. Orlova i sur., 2008
64 98 1,5 2.1 17 19 39 39 4 5 n.r. Buri¢ i sur., 2008
60 85 1,48 1,85 16,5 20,7 349 38 46 5,6 Srednja vrijednost
Mjerenja iz sjevernog Jadrana
59 112 0,7 1,7 17 27 33 45 4 10 n.r. Mari¢ i sur., 2011
74 93 0,7 2 17 27 32 45 41 8,7 Ljubesic i sur., 2011
50 92 0,8 29 17 25 30 40 4 10 CIM 469
56 127 19 2,6 18 20 34 40 4 10 CIM 546
59,7 106 1 2.3 17,3 24,7 322 425 4 9 Srednja vrijednost

Kratice: R/p: broj redova pora izmedu unutar strija; CIM interna numeracija kultura izoliranih iz

sjevernog Jadrana

90



REZULTATI

4.10 CVJETANIJE VRSTE P. CALLIANTHA U SJEVERNOM JADRANU

4.10.1 PROSTORNA RASPODJELA

Prostorna raspodjela grupe Pseudo-nitzschia delicatissima prikazana je na Slikama 4.36.
i 4.37. za listopad 2007. Najvisa abundancija (>500x10’stanica L") zabiljeZena je na
profilu Rovinj - us¢e rijeke Po na povrsini i u sloju do 10 metara dubine (Slika 4.36.).
Na transektu uzduz istarske obale (Slika 4.37.) najviSe abundancije takoder su
zabiljeZene u podpovrsinskom sloju do dubine od 10 m (600x 10° stanica L' na postaji
71032). Cvjetanje grupe P. delicatissima zapocelo je u kolovozu i trajalo je do

studenog. Cvjetanjem je dominirala vrsta P. calliantha §to je potvrdeno elektronskim

mikroskopom.
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Slika 4.36. Prostorna raspodjela abundancije grupe P. delicatissima (stanica L) na profilu Rovinj - uée
rijeke Po u listopadu 2007.
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4.10.2 EKOLOSKI CIMBENICI

Tijekom cvjetanja vrste P. calliantha vrijednosti temperature mora kretale su se od
16,97 do 22,12 °C (Tablica 4.13.), a saliniteta od 37,13 (na postaji SJ107) do 37,82 (na
postaji Z1042). Vrijednosti koncentracije ortofosfata bile su niske od ispod limita
detekcije (<0,02) do 0,03 pmol L. Koncentracija ortosilikata kretala se u rasponu od
0,11-2,94 umol L™, Raspon koncentracije klorofila a bio je 0,26-1,10 pg L™ u skladu s
brojem stanica. Dodatni podatci o koncentraciji hranjivih soli 1 klorofilaa s
odgovaraju¢im morfoloSkim mjerenjima i abundancijom vrste P. calliantha date su u
Tablici 4.13. Otopljeni anorganski dusik (DIN) kretao se od 1,25-3,54 umol L™
Koncentracija amonija bila je niska u rasponu od limita detekcije 0,05 pmol L do

0,19 pmol L™

Tablica 4.13. Minimalna (min), maksimalna (max), srednja vrijednost (avg) i standardna devijacija (s.d.)
abundancije vrste P. calliantha, morfoloska mjerenja frustula i vrijednosti fizikalno-kemijskih
parametara i klorofila a za vrijeme cvjetanja P. calliantha.

Postaja 71012 SJ107 SJ209 71042 71022 SJ107 JPG38
Vrijeme uzorkovanja  21.9.07. 24.9.07. 2.10.07. 21.10.07. 15.10.07. 17.10.07. 29.10.07.

Dinamika

min (stanica 10°L™") 227 165 100 75 230 395 165
max (stanica 10°L™") 304 285 241 106 606 1207 201
avg (stanica 10°L™") 276 232 176 888 378 842 74
s.d. 42,72 62,54 62,08 14,43 40,48 427 116
Morfologija

Sirina /um 0,9 1,37 1,3 1,04 1,43 1,63 1,4
fibule /10pum 21,77 22,12 20,69 22,14 19,66 20,66 21,5
strije /10um 37,55 37,87 38,46 39,85 37,33 35 40
aureole /10um 43 51,87 53,69 57,14 72,66 51,83 58,5
Ekologija

1/°C 21,27 22,12 21,03 20,31 19,56 19,73 16,97
S 37,52 37,41 37,79 37,82 37,70 37,13 37,57
¢(PO4)/umol L™ <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 0,03
¢( NO,)/umol L™ 1,27 1,21 1,86 2,11 2,13 2,06 2,83
¢( NO3)/umol L™ 0,20 0,04 0,03 0,12 0,14 0,09 0,52
¢( NH,)/umol L™ 0,06 <0,05 0,06 0,15 0,12 0,12 0,19
¢(DIN)/pumol L™ 1,30 1,25 1,95 2,38 2,38 2,27 3,54
¢(Si04)/umol L™ 0,17 0,11 0,48 1,99 1,83 0,32 2,94
c(Chl a)/ug L 0,33 0,35 0,26 0,43 0,60 1,08 1,10
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4.10.3 KORELACIJE EKOLOSKIH CIMBENIKA I ABUNDANCIJE

Abundancija grupe Pseudo-nitzschia delicatissima znacajno se korelira s
koncentracijom otopljenog anorganskog dusika i ortosilikata, kao 1 s temperaturom i
salinitetom (p<0,05). Detaljne korelacije donosi Tablica 4.14. (znacajne korelacije su
podebljane).

PCA analiza generirala je 5 glavnih komponenti, prve tri komponente opisivale su
96,3 % varijance izvornog skupa podataka. Prva glavna komponenta (PC1) objasnila je
54,4 % od ukupne varijance, a pretezno se odnosila na ortosilikat i temperaturu. Druga
glavna komponenta (PC2) objasnila je 33,1 % varijance i odnosila se na nitrate, dok je
trea (PC3) bila znacajno korelirana s temperaturom i nitratima, te objasnila 8,8 %
varijance. Na Slici 4.38. mogu se razlikovati dvije grupe: ljetno-jesenska koje su vezane
s viSim temperaturama i ve¢om abundancijom grupe P. delicatissima 1 zimsko-proljetna
grupa, kojoj viSe odgovaraju niZze temperature i viSe koncentracije ortosilikata (Slika
4.38.).

Tablica 4.14. Spearman korelacije ekoloskih c¢imbenika s abundancijom grupe P. delicatissima.
Podebljane su znacajne korelacije.

Parametar Koeficijent korelacije
Temperatura 0,2

Salinitet -0,292

NO, 0,035

NO; -0,051

NH, -0,078

DIN -0,07

SiO,4 -0,031

PO, 0,117

pH 0,175
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Slika 4.38. Prikaz prve dvije glavne komponente PCA analize ekoloskih ¢imbenika i abundancije grupe
P. delicatissima, zimsko/proljetna grupa (a) i ljetno-jesenska grupa (b) tijekom cvjetanja
2007. u sjevernom Jadranu.
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4.11 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE 18S

Hipervarijabilno podrucje regije 18S rDNA omogucuje odvajanje svih do sada poznatih
vrsta iz roda Pseudo-nitzschia. Problem postoji jedino za vrste: P. multiseries,
P. australis 1 P. turgidula, budu¢i se za razliCite sojeve ovih vrsta u NCBI-u katkada
pojavljuju jednake sekvence. Za neke vrste u NCBI-u postoji nekoliko tipova sekvenci
za regiju 18S, npr. P. delicatissima, P. seriata, P. fraudulenta i P. calliantha.

Osim za vrstu P. calliantha (za koju su vjerojatno u NCBI unesene pogresne sekvence)
za ostale vrste razli€iti tipovi sekvenci 18S grupiraju se ve¢inom zajedno ($to se vidi na
oba stabla, Slike 4.39.14.40.).

Analizom ove regije na izoliranim kulturama razli¢itith vrsta Pseudo-nitzschia iz
sjevernog Jadrana potvrdeno je postojanje vrsta P.fraudulenta, P. delicatissima,
P. calliantha 1 P. mannii, ¢ije su sekvence usporedene s postoje¢im sekvencama u
NCBI i provedena je filogenetska analiza.

U sjevernom Jadranu za vrstu P. delicatissima pronadena su Cetiri razliCita tipa regije
18S rDNA (predstavljaju vjerojatno Cetiri razli¢ite populacije). Prvi tip pronaden je na
postaji SJ101 u prosincu 2011., te u travnju, lipnju i srpnju 2009. godine na postaji
RVOO1. Isti tip regije 18S rRDNA pronaden je u Atlantskom oceanu u blizini drzave
Maine (SAD). Drugi tip izoliran je na postaji RV001 u srpnju 2009. Treci tip izoliran je
na postaji SJ101 u prosincu 2011, a Cetvrti na postaji RV0OI u travnju 2009. Sva Cetiri
tipa mogu se pronac¢i na podrucju sjevernog Jadrana. Prvi i tre¢i pronadeni su u isto

vrijeme na postaji SJ101 u prosincu 2011. godine.

Tablica 4.15. Postaje i vrijeme uzorkovanja razli¢itih tipova sekvenci za 18S za vrste P. delicatissima i
P. fraudulenta.

P. delicatissima 18Sr DNA postaja datum
Tip 1. SJ101 prosinac 2011.
RV001 trav., lip., srp. 2009.
Tip 2. RV001 srpanj 2009.
Tip 3. SJ101 prosinac 2011.
Tip 4. RV001 travanj 2009
P. fraudulenta Tip 1. RV001 svibanj 2009.
SJ108 travanj 2009.
LIM3 prosinac 2011.
Tip 2. SJ101 prosinac 2011.
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ARB_65CC7C12, CIM 495
ARB_6B3AEA04,CIM 722211113
ARB_52155AD8, CIM 495
0Ab1020) ARB_3, CIM 72211
{MOAb1027} ARB_B, CIM 32.1.1 AR
(MOAb1031} ARB_9, CIM 38.1.1 - P. delicatissima
{MOAb1032} ARB_4, CIM 40.1.1
{MOAD1029) ARB_2, CIM 33.1.1.1
FJ222756,

JN091709,

: FJ222754, P. cuspidata

JN091708, P. pseudodelicatissima

¥%— JN091729,

FJ222752, P. turgidula
FJ222752,

JN091726,

JN091712,

JN599166, P. australis

AM235384,

GU373961,

GU373969,

Gug%%ggsg, P. seriata

JN091717,
1

AM235380, P f.-neo!a
AM235380, .

AM235382,

AM235381, . .
U18241, L P. multiseries
AY221947,

U18241,

GU373964, .

GU373968 P. pungens

ARB_F8632821, 46_M13_CIM_512,
{C|m10002} ARB_5,CIM 1.1.1.1

{M0Ab1018} ARB_| B CciM2.1.1.1

{MOAb1016} ARB_1, CIM 1.1.1.1 P. fraudulenta
ARB_3996920D, CIM_289 _1_3,

JND091721,

JN091723,

JNO081727, P. hemii

ARB_7A4768BC,D3

ARB_49B25D6F,D4a -

ARB_881C3D03, D5

ARB 35éCE503 P. calliantha

ARB_321AC50A, CIM 546 .
GU373965, P. seudodeﬁcaﬁssima} P. calliantha
JN091716, P. calliantha

{MOAb1022} ARB_E, T. nitzschioides

010

Slika 4.39. Najizglednija filogenetska rekonstrukcija (engl. Maximum likelyhood analysis, ML) za
hipervarijabilnu regiju 18S rDNA. Prikazane su bootstrap vrijednosti nakon 1000 iteracija.
Stablo je strogi konsenzus 100 najboljih stabala. Stablo u potpunosti rijeSeno nema
viSestrukog grananja. Brojevi na granama ukazuju na vjerojatnost (u %) kojom se podupire
polozaj svake grane.

Prvi je tip bio prisutan na postaji RV101 od travnja do srpnja 2009., te ponovno u
prosincu 2011. na postaji SJ101. Prvi 1 Cetvrti bili su prisutni u isto vrijeme na postaji
RVO001 u travnju 2009. godine.

U sjevernom Jadranu otkrivena su i dva razliCita tipa sekvenci za regiju 18S rDNA za
vrstu P. fraudulenta. Prvi tip je izoliran iz Atlantskog oceana u blizini drzave Maine

(SAD), te na postaji RV0O1 u svibnju 2009., kao i na postaji SJ108 u travnju 2009., a
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isti tip 18S ponovno je pronaden u Limskom kanalu (LIM 3) u prosincu 2011. godine.

Drugi je izoliran na postaji SJ101 u prosincu 2011.

AM235380,
AM235382, } P. multiseries
AM235380,
— GU373961, P australis
—— GU373968, P. pungens
JN091726,
JN091712,
JN599166,
AM235384,
AM235381,
U18241,
AY221947,
u18241,
GU373964,
FJ222754, P. cuspidata
JN091708, P. pseudodelicatissima
ARB_52155AD8, CIM 495
— {MOAb1029} ARB_2,CIM 33.1.1.1
{MOAb1020} ARB_3, CIM 72211
{MOAb1027} ARB_B,CIM 32.1.1
{MOAb1031} ARB_9, CIM 38.1.1
{MOAb1032} ARB_4, CIM 40.1.1
FJ222756,
|| JNO91709,
L ARB_65CC7C12, CIM 495
ARB_6B3AEA04, CIM 722211113
GU373969,
— GU373960,
1" GU373969,
JN091729,
FJ222752, } P. turgidula
FJ222752,
JN091721, P. fraudulenta
JN091723, P. fraudulenta
{MOAb1018} ARB_B,CIM 2.1.1.1
{Cim10002} ARB 5, CIM 1.1.1
ARB_3996920D, CIM_289 1_3,
{MOAb1016} ARB_1, CIM 1.1.1.1
ARB_F8632821, 46_M13_CIM_512,
JN091727, P. hemii ‘
- JN091717, P, linecla )
| IN091716, P. calliantha P. calliantha
GU373965, P. pseudodeélicatissima
—— ARB_351CE5C3,
ARB_7A4768BC, D3
ARB_881C3D03, D5
ARB_49B25D6F, D4

P. australis

P. multiseries

-

:]» P. seriata

L

{MOAb1022} ARB_E, T. nitzschicides

0.10

P. delicatissima

P. fraudulenta

ARB_321AC50A, CIM546 |- F. calliantha

Slika 4.40. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) za
hipervarijabilnu regiju 18S rDNA. Visestruko grananje prikazuje identi¢ne sekvence. Mjerka
oznacava 10 % razliku u stablu. Vrsta T. nitzschoides koritena je za «zakorjenjivanje»

kladograma.
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4.12 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE ITS1-5,8S-ITS2

4.12.1 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

Za molekularno odredivanje vrste P. manni koriStene regije kodirajuée DNA za
ribosomsku RNA su unutarnje transkribiraju¢e razmaknice regija ITS1 1 ITS2
ukljucujuci 5,8S rRNA.

Sekvence regije ITS1-5,8S-ITS2 omogucuju nedvosmisleno odredivanje vrste
P. mannii. Matrica razli¢itosti pokazuje intraspecificnu razli¢itost manju od 0,6 %, a u
isto vrijeme razliCitost od blisko povezanih vrsta P. calliantha i P. fraudulenta veca je

od 26 % (Tablica 4.16. 1 Slika 4.41.).

Tablica 4.16. Matrica razliCitosti za vrstu P. mannii prema sekvencama regije ITS1-5,8S-ITS2 na
izolatima iz Sredozemnog, Egejskog i Jadranskog mora. Kratice sekvenci i njihovo
geografsko porijeklo nalaze se u kladogramu na slici 4.41.

3 s

2 2 8 = = 3 3
~ S S s v 4§ 8
e z Zz I 2 = 5 g
g ¢ &€ = & ¢ & 23
I . - o - o~ A a
8 X S v S 3 o~ =}
o = N " =) o — <t
o = = % = » ; ;
& = = =4 = o = =]
< = = = = 2 @ @)

ARB_6D34296C, D4 0

JF714905, (08)10A2 0,3 0

JF714904, (08)10BS 0,3 0,3 0

DQ813839, AL-101 0,3 0,3 0 0

JF714903, (07)E-2 0,3 0,3 0 0 0

DQ813842, C-AL-1 0,6 0,6 03 03 03 0

CIM 512, P. fraudulenta 26,8 26,8 26,5 265 265 265 0

CIM 546, P. calliantha 31,7 31,7 314 314 314 314 421 0

Kratice: D4 kultura izolirane iz srednjeg Jadrana
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ARB_6D34296C, P. mannii D4 ) Jadran
JF714905, P. mannii (08)10A2 - Gréka

JF714904, P. mannii (08)10B8 }

DQ813839. P. mannii AL-101 Tgf:lff KARES
JF714903, P. mannii (07)E-2

DQ813842, P. mannii C-AL-1 I Napuljski zaljev
ARB_4ADCO06C P fraudulenta CIM 512

PsdCal33, P calliantha CIM 546

010

Slika 4.41. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) prema
sekvencama regija ITS1-5,8S-ITS2 dostupnih za vrstu P. mannii. Mjerka oznacava 10 %
razliku u stablu. Vrsta P. fraudulenta 1 P. calliantha koriStene su za «zakorjenjivanje»
kladograma.
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4.12.2 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Za molekularno odredivanje vrste P. fraudulenta koristene regije kodiraju¢e DNA za

ribosomsku RNA su: unutarnje transkribiraju¢e razmaknice regije ITS1, ITS2 1 5,8S

rRNA. Sekvence regije ITS1-5,8S-ITS2 omogucuju tocno odredivanje vrste

P. fraudulenta. Matrica razliCitosti (Tablica 4.17.) pokazuje intraspecificnu razli¢itost

manju od 1,9 %, a u isto vrijeme razli¢itost od blisko povezane vrste P. delicatissima

veca je od 22,1 %.

=

0.10

FJ222755, P fraudulenta
DQ445660, P, fraudulenta
DQ445659, P fraudulenta
DQ445662, P. fraudulenta
EU523102, P. fraudulenta
DQ445663, P. fraudulenta
AM118039, P. fraudulenta
AM118037, P. fraudulenta
AM118040, P. fraudulenta
AM118038, P fraudulenta
EUB84232, P fraudulenta

ARB_4ADCO06C, P. fraudulenta D5

AM118041. P. fraudulenta
AM118042, P. fraudulenta
DQ445661, P. fraudulenta
DQ990364, P. fraudulenta
DQ990365 P. fraudulenta

Atlantski ocean
(SAD,

- Francuska,
Portugal)
Srednji Jadran

} Spanjolska,WM

ARB_4ADCO6C, P. fraudulentaCIM 2.1.1.1.1] _ )
ARB_4ADCO06C, P. fraudulenta CIM 1.1.1.1. Sjeverni
ARB_4ADCO6C, P. fraudulenta CIM 289.1.3. | Jadran

- ARB_4ADCO6C. F. fraudulenta CIM 512
[1 AY257840,
— DQ990366, P, fraudulenta 7} $panjolska, WM
ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM 38.1.1.

Slika 4.42. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) prema
sekvencama regija ITS1-5,8S-1TS2 dostupnih za vrstu P. fraudulenta. Mjerka oznacava 10 %
razliku u stablu.Vrsta P. delicatissima koriStena je za «zakorjenjivanje» kladograma.

100



REZULTATI

Tablica 4.17. Matrica razliCitosti vrste P. fraudulenta prema sekvencama regije ITS1-5,8S-ITS2 na
izolatima iz Atlantskog oceana (SAD-a, Portugala, Francuske), Skotske, Spanjolske,
zapadnog sredozemlja i Jadrana (sjeverni i srednji). Kratice sekvenci i njihovo geografsko

porijeklo nalaze se u kladogramu na slici 4.42.

5 A 8 ¢ Z . 9«
8 3§ & Z &2 8 & £ £ o 3
5 8 R 2 2 3 B 5 5 & z 2
FJ222755 0
DQ445659-63 0 0
EU523102 0 0 0
AM118037-42 0 0 0 0
EU684232 0 0 0 0 0
ADCO06C, D5 0 0 0 0 0 0
DQY990364-65 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0
CIM 2.1.1.1.1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0
CIM1.1.1.1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0 0
CIM 289.1.3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0 0 0
05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 0
AY257840 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 03 03 03 0,5 0
DQ990366 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,9 1,7 1,7 1,7 1,9 1,4 0
22,1 22,1 22,1 22,1 22,1 22,1 223 22 22 22 223 223 227 O

Kratice: brojevi kultura izoliranih iz sjevernog Jadrana zapocinju oznakom CIM: Brojevi s crticom
oznacavaju sve sekvence koje se nalaze izmedu ta dva broja a koriStene su u analizi (npr. DQ445659-63)
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4.12.3

PSEUDO-NITZSCHIA DELICATISSIMA

Za molekularno odredivanje vrste P. delicatissima koriStene regije kodirajuée DNA za

ribosomsku RNA su unutarnje transkribiraju¢e razmaknice regija ITS1, ITS2 1 5,8S

rRNA. Sekvence

regije ITSI1-5,8S-ITS2 omogucuju tocno odredivanje vrste

P. delicatissima. Matrica razliCitosti pokazuje intraspecifiénu razli¢itost manju od

0,8 %, a u isto vrijeme razli¢itost od blisko povezanih vrste P. micropora veca je od

5,53 % (Tablica 4.18).

Tablica 4.18. Matrica razlicitosti vrste P. delicatissima prema sekvencama regije ITS1-5,8S-ITS2 na
izolatima iz Maina, SAD, Atlantskog oceana (Kanada, Francuska, Skotska), sjevernog
Jadrana, Japana i Australije. Kratice sekvenci i njihovo geografsko porijeklo nalaze se u

kladogramu na slici 4.43.

sy ;i
7 2 3 3 sz 5 =, S g8 3 8
c® & ZOR & 2 §@ & a4 8 S &a a & g8 g 8
= = = =N Ve : ~ N : a2} a2} < o~ < [ae] [N e [\
S 5 5 35 % 5 5 %5 22z 22z g o = 3
- < < = < < S9] a < 9 9 Q Q Q Q a < a

JN091754 0

AM118052 03 0

AM118047 03 03 0

EU599144-181 02 02 02 0

AY257849 02 02 02 0 0

AM118044-45 02 02 02 0 0 0

EU523101 02 02 02 0 0 0 0

DQ329207 02 02 02 0 0 0 0 0

AM118046-48 02 02 02 0 0 0 0 0 0

CIM32.1.1 06 06 06 05 05 05 05 05 05 0

CIM38.1.1 06 06 06 05 05 05 05 05 05 0 0

CIM40.1.1 06 06 06 05 05 05 05 05 05 0 0 0

CIM72211 06 06 06 05 05 05 05 05 05 0 0 0 0

CIM495 06 06 06 05 05 05 05 05 05 0 0 0 0 0

CIM33.1.1 08 08 08 06 06 06 06 06 06 02 02 02 02 02 0

DQ329208 44 44 44 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 0

AY257848 45 45 45 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44 0,1 O

DQ329209 55 55 55 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 53 51 52 0

Kratice: brojevi kultura izoliranih iz sjevernog Jadrana zapoc€inju CIM; brojevi s crticom oznacavaju sve

sekvence koje se nalaze izmedu ta dva broja, a koriStene su u analizi (npr. EU599144-181)
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[ IN0S1754, P. delicatissima }Maine, SAD
AM118052,
~ AM118047. P. delicatissima
EU599147, P. delicatissima A
EU599163, P. delicatissima
EU599175, P. delicatissima
EU599173, P. delicatissima
EU599162, P. delicatissima
EU599146, P. delicatissima
EU599171, P. delicatissima
EU599167, P delicatissima
EU599158, P. delicatissima
AM118043, P. delicatissima
AY257849, P delicatissima
AM118044 P delicatissima
EU599160, P. delicatissima
EU599181, P. delicatissima
EU599178, P. delicatissima
EU599165. P. delicatissima
EU599151, P. delicatissima

AM118045, P. delicatissima Atlantski ocean
EU599172, P. delicatissima (Kanada,
EU599168, P. delicatissima | Francuska
EU523101, P, delicatissima Skotska)

EU599180, P. delicatissima
DQ329207, P. delicatissima
EU599150, P delicatissima
EU599164, P. delicatissima
EU599176, P delicatissima
AM118046, P. delicatissima
EU599159, P. delicatissima
EU599161, P. delicatissima
EU599179, P. delicatissima
EU599166, P. delicatissima
EU599152, P. delicatissima
AM118048. P. delicatissima
EU599174, P. delicatissima
EU599169, P, delicatissima
EU599156, P. delicatissima
EU599144, P delicatissima
EU599177, P delicatissima J
ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM32.1.1
ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM38.1.1 Si .
ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM40.1.1 jeverni
ARB_4588D228 P. delicatissima, CIM72221111[ Jadran
ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM495

ARB_4588D228, P. delicatissima, CIM33.1.1

—LDQS292OB, P. delicatissima } Japan
AY257848, F. delicatissima Australija

DQ329209,  pseydo-nitzschia micropora

010

Slika 4.43. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) prema
sekvencama regija ITS1-5,8S-ITS2 dostupnih za vrstu P. delicatissima. Mjerka oznacava 10 %
razliku u stablu.Vrsta P. micropora koristena je za «zakorjenjivanje» kladograma.
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4.12.4 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Za molekularno odredivanje vrste P. calliantha koriStene su unutarnje transkribirajuce
razmaknice regije ITS1, ITS2 1 5,8S rRNA kodiraju¢e DNA za ribosomsku RNA.

Sekvence regije ITSI1-5,8S-ITS2 omogucéuju to€no odredivanje vrste P. calliantha
Matrica razlicitosti (Tablica 4.19.) pokazuje intraspecifi¢nu razlicitost od 0 do 4,3 %, a

u isto vrijeme razlicitost od blisko povezanih vrste P. fraudulenta veéu od 36 %.

EU327378, P. calliantha 1
JNO050290, P, calliantha
JN050292, P, calliantha -
DQ445654, P. calliantha 7
EF621759, P. calliantha Atlantski ocean,
EU523105, P, calliantha Virginia, SAD
DQ445652, P. calliantha | Tirrensko more,
DQ990359, P, calliantha Katalonsko more
DQ445658, P. calliantha
DQ445657, P. calliantha
LEU327377'
EU327376, P. calliantha
- EU327374, P. calliantha
- EU327372, P calliantha
EU327371, P calliantha
- EU327375, P calliantha
JN050291, P calliantha
DQ990361, P calliantha
AY257855 P calliantha} )
Vijetnam

| Danska
Karolina, SAD

Spanjolska,

" Katalonsko more
} WM

AY257857, P calliantha
AY257856, P. calliantha
H EU327373, P. calliantha Spanjolska
PsdCal33, P. calliantha civ5¢
- EU448298, P. calliantha Spanjolska
DQ530620, P. calliantha -
DQ445656, P. calliantha | Ebro delta,
DQ530621, P. calliantha [ Spanjolska
- EU448297, P. calliantha
DQ445655, P. calliantha
DQ813841, P. calliantha
DQ990360, P. calliantha =
EU327379, P. calliantha |- Shaniolska.
L — EF642970,
ARB_4ADCO06C, P. fraudulenta CIM 1.1.1.1

Slika 4.44. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) prema
sekvencama regija ITS1-5,8S-ITS2 dostupnih za vrstu P. calliantha. Mjerka oznacava 10 %
razliku u stablu.Vrsta P. fraudulenta koristena je za «zakorjenjivanje» kladograma.
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izolatima iz Danske, Atlantskog oceana (SAD-a. Karolina, Virginia), Tirenskog mora,

Vijetnama, Spanjolske, zapadnog sredozemlja i sjevernog Jadrana. Kratice sekvenci i njihovo

Tablica 4.19. Matrica razliCitosti vrste P. calliantha prema sekvencama regija ITS1-5,8S-ITS2 na
geografsko porijeklo nalaze se u kladogramu na slici 4.44.
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4.13 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE 28S

Za molekularno odredivanje vrsta iz roda Pseudo-nitzschia 1 filogeniju koriStene su
regije D1-D3 velike ribosomske podjedinice kodiraju¢e DNA za ribosomsku RNA (28S
rRNA). Ove regije omogucuju u potpunosti rijeSeno filogenetsko stablo po metodi

maksimalne sli¢nosti (engl. maksimalnog likelyhood, ML).

P. pungens

00— EU302798, —
it } R, muttiseries

00 P brasiliana
00%3] P. americana
: FJ489633, P, linea
100%3——" P. australis

Y521 P multistriata
S0%— AF416750, P. turgiduloides
EF531709, »

- AF416761, P. subfraudulenta
EFmDB12‘Il5?AC2BE CIM 512.2
AR - ,
00 ARB_BDY535A0, DS P. fraudulenta
AF416751,
EF642975,
AF417646, P. subfraudulenta
AF416762,

100%

P. pseudodelicatissima

eisd g ]— P. cf. subpacifica
AF440777, .
DQ813812, £ cf. hemii
AF440774, FP. pseudodelicatissima
ARB_DB4CEQT7S, CIM 495
ARB_86FCE414,CIM 722211113
FJ150719, . ..
DQ813810, P. delicatissima
00f6 — AM118076,
AF417645,
1 EF522114,
DQB13813, P, dolorosa
s POt
oot DQB13811,} P, delicatissima (?)
AF416748,
100% AF416749,

61%

ARB_BBCF0233, D4
DQB13814,
AF416755,

AF416759,

AF416760,

DQ8138186,

EF566011,
. AF416747,
DQ445641, ;
ars_esszras.cmsss - F» calliantha
. EF642976,

AF416752,

P. galaxie

EF506608, P. decipiens
- AF417639, P, inflatula

outgroup

Slika 4.45. Kladogram najizglednije filogenetske rekonstrukcije (Maximum likelyhood analysis, ML) za
regije D1-D3 28S rDNA. Prikazane su bootstrap vrijednosti nakon 1000 iteracija. Stablo je
strogi konsenzus 100 najboljih stabala. Brojevi na granama ukazuju na vjerojatnost (u %)
kojom se podupire polozaj svake grane. Stablo u potpunosti rijeSeno nema viSestrukog
grananja.
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P. pungens

ngggg‘%'} P. multiseries

P. brasiliana

U41390, -
ik } P. americana

FJ489633, F. linea

U40850,

AF417651, .

AY452526, } P. australis
AM118054,

ﬁﬁj}g;g‘j;} P. multistriata

EF566012,
EF642975,
AF416751,

ARB_BD9535A0, D5
ARB_157AC28E, CIM 512.2, P. fraudulenta

AF416750,
AF416761. P. subfraudulent
AF417846, P. subfraudulenta
AF416762,

g P. pseudodelicatissima

AF440774, P. pseudodelicatissima
~—— EF531709, . furgiduloides
ARB_DB4CEO75, CIM 495
ARB_8BFCE414. CIM 722211113
FJ150719, o
DQ813810, P. delicatissima
AF417645,

L—|74 P. galaxie
_ EF506608, P. decipiens
AY519353,
DQ813811, T
AF416749, P. delicatissima (?)
AF416748,
AF416752,
AF417639, P. inflatula
DQ813813, P. dolorosa
AF417649, P. micropora
EF522114, P. delicatissima
ARB_E2882F3B, CIM 546
EF642976, .
DQ445641, P. calliantha
AF416747,
EF566011,
DQB138186,
DQB813814, i
| AFate7ss, P. mannii
ARB_8BCF0233, D4

AF416759, P licatissim
AF416760, } pseudodelicatissima

AF417642, i
AF417643, ]— P. cf. sllr.tbpacmca
AF440777, P. cf. hemii

DQ813812, P. caciantha

L5 outgroup

0.10

Slika 4.46. Kladogram dobiven metodom najblizih susjeda (engl. Neighbour-joining, NJ) za
hipervarijabilnu regiju 28S rDNA. ViSestruko grananje prikazuje identi¢ne sekvence. Mjerka
oznacava 10 % razliku u stablu.

Analizom ove regije na sakupljenim kulturama razliCitih vrsta Pseudo-nitzschia iz

Jadrana potvrdeno je postojanje vrsta P. fraudulenta, P. delicatissima, P. calliantha 1
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P. mannii, te su usporedene s postojec¢im sekvencama u NCBI 1 provedene filogenetske

analize.

Osim za vrstu P. delicatissima, u stablu, sve grane se odvajaju s bootstrap vrijednosti od
100 %. SmyjeStanje vrste P. delicatissima u stablu podrzano je s 61 % bootstrap
vrijednosti. Regija 28S rDNA (D1-D3) omogucuje identifikaciju svih do sada poznatih
vrsta iz roda Pseudo-nitzschia jer tvore bliske skupine u filogenetskoj analizi. Za neke
vrste u NCBI-u postoji nekoliko tipova sekvenci za regiju 28S, npr. za vrstu
P. fraudulenta, ipak svi izolati iz sjevernog Jadrana imali su jednake sekvence.

U bazi podataka postoje dva tipa sekvenci i za vrstu P. delicatissima, iako se u
sjevernom Jadranu ponavlja isti tip (Slike 4.45. 1 4.46.). Sve poznate sekvence za vrstu
P. calliantha, ukljucujuéi i one iz sjevernog Jadrana imaju jednak redoslijed nukleotida.
Isto vrijedi i za poznate sekvence za vrstu P. mannii.

Takoder, za vrste P.pungens, P.americana, P. australis 1 P. pseudodelicatissima

postoji intraspecifi¢na promjenjivost regija D1-D3 regije 28s rDNA.
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4.14 ANALIZA POPULACIJA MOLEKULARNIM MARKERIMA

4.14.1 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

Za analizu razliCitih populacija vrste P. manni koriStene su unutarnje transkribirajuce
razmaknice regija ITS1 1 ITS2, ukljucujuc¢i 5,8S rRNA. Na osnovi sekvenci regija
ITS1-5,8S-ITS2 pokazuje znacajnu razliku izmedu sojeva vrste P. mannii. Pronasli smo
promjenjivost sekvenci do 0,6 % medu izolatima iz razli¢itih mora. Taj postotak je
dovoljno velik da mozemo ocekivati da ¢e nam ova regija omoguciti diskriminaciju na
razini razli¢itih populacija. Nas skup podataka pokazuje Cetiri razliita tipa ITS-a
prikazana u statistickoj analizi parsimonije (SAP, Slika 4.47.). Prvi tip izoliran je u
srednjem Jadranu (Telas¢ica). Drugi tip pronaden je u izolatima iz Grcke tj. Egejskog
mora (Slika 4.47.). Tre¢i tip pronaden je u izolatima iz Tirenskog mora, tj. Napuljskog
zaljeva 1 Grcke, a Cetvrti tip u izolatima Napuljskog zaljeva. Slika 4.47. prikazuje SAP
za pronadene tipove ITS-a za vrstu P. mannii. Prikazani tipovi ITS-a evolucijski su
povezani sa slicnos¢u ve¢om od 95 %. Tip iz Tirenskog mora i Grcke evolucijski su
povezani s Cetvrtim tipom pronadenim u Napuljskom zaljevu. Oba tipa pronadena u
grékim vodama takoder su evolucijski povezana. ITS tip pronaden u srednjem Jadranu s
jednakom evolucijskom sli¢nosti (udaljenosti) povezan s oba pronadena u grckim

vodama.

1. Srednji
Jadran

2. Gr¢ka

3. Tirensko more
Gréka

4. Napuljski
zaljev

Slika 4.47. Kladogram statisticke analize parsimonije (SAP) za razliCite tipove regije ITS vrste P. mannii.
Boje odgovaraju bojama na slici 4.41. Oznaceno je odakle izolati potjecu.
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4.14.2 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Za analizu razli¢itih populacija vrste P. fraudulenta koristena je regija ITS1-5,8S-1TS2,
tj. unutarnje transkribiraju¢e razmaknice i 5,8S rRNA.

Na osnovi sekvenci regija ITS1-5,8S-ITS2 pokazuje znacajnu razliku izmedu sojeva
vrste P. fraudulenta. Pronasli smo promjenjivost sekvenci do 1,9 % medu izolatima iz
razli¢itih mora. Taj je postotak dovoljno velik da mozemo ocekivati da ¢e nam ova
regija omoguciti diskriminaciju na razini razliitth populacija. Na§ skup podataka
pokazuje 6 razli€itih tipova ITS-a prikazanih u SAP (Slika 4.48.). Prvi tip izoliran je u
Atlantskom oceanu (obale SAD-a, Francuska, Portugal) i srednjem Jadranu (Telas¢ica).
Drugi tip pronaden je u izolatima iz Spanjolske u Katalonskom moru, tj. u zapadnom
Sredozemlju (Slika 4.48.). Tre¢i tip pronaden je u izolatima iz sjevernog Jadrana.
Cetvrti tip pronaden je u izolatima iz Spanjolske, tj. Katalonskog mora i razlikuje se od
drugog tipa. Peti tip ponovo dolazi iz sjevernog Jadrana, ali se razlikuje od treceg tipa.
Peti tip ITS-a iz sjevernog Jadrana moze biti povezan s ostala Cetiri tipa, ali nedostaje
jos§ jedan medu tip da bi statisticka vjerojatnost dostigla 95 %. Software je predvidio jo$
jedan korak koji nedostaje, ali u prirodi jo§ uvijek nije pronaden. Sesti tip ITS-a
pronaden je u Skotskoj i u SAP analizi pojavljuje se kao zasebna grupa, te ni na koji
nacin nije povezan s ostalih pet pronadenih tipova. Slika 4.48. prikazuje SAP za
pronadene tipove ITS-a za vrstu P. fraudulenta. Prikazani tipovi ITS-a evolucijski su
povezani sa slicnos¢u ve¢om od 95%.

Tipovi iz Atlantskog oceana, Spanjolske i sjevernog Jadrana evolucijski su povezani s
vjerojatnoséu od 95 % (Slika 4.48.). Oba tipa pronadena u Spanjolskim vodama nisu
izravno evolucijski povezana. ITS tip pronaden u srednjem Jadranu izravno je
evolucijski povezan s onim pronadenim u sjevernom Jadranu. Peti tip ITS-a iz
sjevernog Jadrana preko karike koja nedostaje indirektno je povezan s dva tipa iz

Spanjolske, s tipom iz sjevernog Jadrana i tipom iz Atlantskog oceana (Slika 4.48.).
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1. Atlantski ocean
(SAD, Francuska, Portugal),
Srednji Jadran

3. Sjeverni
Jadran

=

6. Skotska

-/

2. Spanjolska
WM

4, §panj0]ska, WM

Slika 4.48. Kladogram statisticke analize parsimonije (SAP) za razliCite tipove regije ITS vrste
P. fraudulenta. Boje odgovaraju bojama na slici 4.42. Oznaceno je odakle izolati potjecu.

4.14.3 PSEUDO-NITZSCHIA DELICATISSIMA

Za analizu razli¢itih populacija vrste P. delicatissima koriStena je regija
ITS1-5,8S-ITS2, tj. unutarnje transkribiraju¢e razmaknice 1 5,8S r RNA. Na osnovi
sekvenci regija ITSI1-5,8S-ITS2 pokazuje znacajnu razliku izmedu sojeva vrste
P. delicatissima. Pronasli smo promjenjivost sekvenci do 0,8 % medu izolatima iz
razli¢itih mora. Taj postotak je dovoljno velik da mozemo ocekivati da ¢e nam ova
regija omoguciti diskriminaciju na razini razliitth populacija. Na§ skup podataka
pokazuje 6 razli€itih tipova ITS-a prikazanih u SAP-u (Slika 4.49.). Prvi je tip izoliran u
Atlantskom oceanu (Kanada, Francuska, Skotska). Drugi tip pronaden je u izolatima iz
Skotske. Treéi tip pronaden je u izolatima iz sjevernog Jadrana. Cetvrti tip pronaden je
ponovno u izolatima iz Skotske, ali se razlikuje od drugog tipa i nisu medusobno
evolucijski povezani. Peti tip pronaden je u Atlantskom oceanu, tj. Maineu SAD, ali se
razlikuje od prvog tipa. Peti tip ITS-a iz sjevernog Jadrana moze biti povezan s ostala
Cetiri tipa, ali nedostaje jos$ jedan medu tip da bi vjerojatnost dostigla 95 %. Software je

predvidio jo§ jedan korak koji nedostaje, ali u prirodi jo§ uvijek nije pronaden. Sesti tip
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ITS-a pronaden je u Australiji 1 u SAP se pojavljuje kao zasebna grupa, te ni na koji
nacin nije povezan s ostalih pet pronadenih tipova ITS-a.

Slika 4.49. prikazuje SAP za pronadene tipove ITS-a za vrstu P. delicatissima.
Prikazani tipovi ITS-a evolucijski su povezani sa sli¢no$¢u ve¢om od 95 %.

Tipovi iz Atlantskog oceana, Skotske i sjevernog Jadrana evolucijski su izravno
povezani s vjerojatnoséu od 95 %. Oba tipa pronadena u Skotskim vodama nisu
medusobno izravno evolucijski povezana. ITS tip pronaden u srednjem Jadranu izravno

je evolucijski povezan s tipom pronadenim u sjevernom Jadranu.

6. Australija

1. Atlantski ocean
(Kanada, Francuska, Skotska)

2. Skotska

3. Sjeverni
Jadran

Slika 4.49. Kladogram statisticke analize parsimonije (SAP) za razliCite tipove regije ITS vrste
P. delicatissima. Boje odgovaraju bojama na slici 4.43. Oznaceno je odakle izolati potjecu.

4.14 .4 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Za analizu razlicitih populacija vrste P. calliantha KkoriStene su unutarnje
transkribiraju¢e razmaknice regija ITS1, ITS2 1 5,8S rRNA.

Na osnovi usporedenih sekvenci regija ITS1-5,8S-ITS2 pokazuje znacajnu razliku
izmedu sojeva vrste P. calliantha. Pronasli smo promjenjivost sekvenci do 4,3 % medu
izolatima iz razlicitih mora. Taj postotak je dovoljno velik da mozemo ocekivati da ¢e
nam ova regija omoguciti diskriminaciju na razini razlicitih populacija. Dostupni skup
podataka pokazuje 11 razlicitih tipova ITS-a prikazanih u SAP-u (Slika 4.50.). Prvi tip

izoliran je u Atlantskom oceanu (Virginia, SAD) Tirenskom moru i Spanjolskoj (Slika
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4.50.). Tipovi od 2.-5., te 7. i 10. pronadeni su u izolatima iz razli¢itih regija Spanjolske.
Iako svi dolaze iz Spanjolske veéina njih nije izravno evolucijski povezana, osim treceg
i Cetvrtog tipa i 4-9. Sesti tip pronaden je u izolatima iz sjevernog Jadrana i indirektno

je evolucijski povezan s prvim tipom iz Atlantskog oceana.

1. Atlantski ocean (Virginia, SAD)
Tirrensko more,

Katalonsko more 11.8panjolska,

WM

8.Karolina,
SAD

2. Ebro delta 4.Spanjolska,
§panjolska WM
9. Spanjolska,
WM

10.8panjolska,
WM

Slika 4.50. Kladogram statisticke analize parsimonije (SAP) za razlicite tipove regije ITS vrste
P. calliantha. Boje odgovaraju bojama na slici 4.44. Oznaceno je odakle izolati potjecu.

Osmi tip ITS-a pronaden je u izolatima iz Karoline, SAD-a 1 direktno je evolucijski
povezan s prvim tipom. Jedanaesti tip ITS-a dolazi takoder iz Spanjolske, ali se
razlikuje od svih ostalih tipova u analizi i ¢ini zasebnu grupu.

Slika 4.50. prikazuje SAP za pronadene tipove ITS-a za vrstu P. delicatissima.
Prikazani tipovi ITS-a evolucijski su povezani sa sliéno$¢u ve¢om od 95 %. Prvi tip iz
Atlantskog oceana i sjevernog Jadrana evolucijski su neizravno povezani jer nedostaje

joS jedna karika u lancu da bi bili povezani s vjerojatnoséu od 95 %.
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Sjeverni Jadran kao relativno mali 1 plitak bazen pokazuje snaZne i brze odgovore na
antropogene i prirodne promjene u ekosustavu (Mari¢ i sur., 2012). Tijekom posljednjeg
desetljeca dogodile su se znaCajne promjene u nekim okoliSnim parametrima.
Vrijednosti saliniteta su porasle poslije 2000. godine i bile su viSe od prosjeka na obe
istrazivane postaje (Slike 4.6. 1 4.7.). PoviSene vrijednosti saliniteta povezane su s
smanjenim protokom rijeke Po u kombinaciji s promjenom u kruzenju cijelog sjevernog
Jadrana. U ovom podrucju obi¢no prevladavajuéa anticiklonalno kruzenje koje nosi
vode rijeke Po obogacene hranjivim solima prema hrvatskoj obali Cesto je zamijenjena
jacom ulaznom strujom vode poviSenog saliniteta iz srediSnjeg Jadrana (EAC). Ta
promjena dovodi do znacajnog povecanja saliniteta u sjevernom Jadranu posljednjih
nekoliko godina na obje istrazivane postaje, Sto je rezultiralo nizom koncentracijom

hranjivih soli i nizom primarnom proizvodnjom.

5.1 ODREDIVANIE RAZDOBLJA

Abundancija i sastav fitoplanktona u sjevernom Jadrana podlozni su velikoj prostornoj i
vremenskoj promjenjivosti (Bernardi Aubry i sur., 2006). Sjeverni Jadran vrlo je slozen
ekosustav u kome su prostorna i sezonska raspodjela fitoplanktona pod utjecajem
protoka rijeka, 1 mijeSanja vodenog stupca (Franco i Michelato, 1992; Harding i sur.,
1999). U ovom podrucju cesto susre¢emo visoke N/P omjere, promjenjivost u
koncentraciji hranjivih soli i nagle promjene u protoku rijeke Po i sve to utjeCe na
prostornu 1 vremensku raspodjelu fitoplanktona. lako postoji izrazito visoka
promjenjivost fitoplanktonske zajednice ona se iskljuivo odnosi na abundanciju
fitoplanktona, a rjede na sastav zajednice (Bernardi Aubry i sur., 2006).

Mozetic€ i sur. (2010) uocili su znacajno smanjenje koncentracije klorofila a posljednjih
godina 1 to su povezali s oligotrofikacijom sjevernog Jadrana koji se tradicionalno
smatralo jednim od najproduktivnijih podrucja Sredozemlja (Sournia, 1973; Degobbis 1
sur., 2000). Zanchettin i sur. (2008) predlazu da su protoci rijeka dobar pokazatelj za
procjenu promjenjivosti sjevernog Jadrana kao odgovora na klimatske i antropogene

promjene na godisnjim 1 viSegodiSnjim vremenskim skalama, te bi primijeceno
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smanjenje protoka rijeka moglo biti povezano s promjenama na globalnoj skali. Njihovi
rezultati se slazu s Ludwigom 1 sur. (2009) koji su dokumentirali znacajno smanjenje
protoka mnogih sredozemnih rijeka u razdoblju od 1960. do 2000., ukljucujuéi i
negativni trend protoka rijeke Po posljednjih 30 godina (Cozzi i Giani, 2011).

Buduéi da iz viSegodiSnje vremenske raspodjele fitoplanktona nismo uvidjeli znacajne
trendove u promjenjivosti abundancije, analiziraju¢i promjenu saliniteta, kao direktnog
pokazatelja protoka rijeka, pokusali smo odrediti razdoblja u kojima su se dogodile
eventualne promjene koje su utjecale na abundanciju fitoplanktona.

Analiza saliniteta na postajama RV001 i1 SJ107 ukazuje na pomak sustava oko
1999/2000., te je ta godina odredena kao prijelomna u ¢itavom istrazivanom razdoblju.
Povecanje saliniteta nakon 2000. godine i smanjen protok rijeke Soce zabiljeZili su i
Mogzeti€ i sur. (2012) u TrS¢anskom zaljevu, Sto se odrazilo na smanjenje abundancije

fitoplanktona, dijatomeja i zooplanktona u godinama koje su uslijedile.

5.2 SUSTAVNI POMACI U ABUNDANCIJI FITOPLANKTONA

Prema definiciji prijelomno razdoblje ili pomak sustava (engl. Regime shift RS) je nagla
promjena broja fizickih svojstava i varijabli ekosustava koja dovodi do novih uvjeta ili
novog rezima u sustavu (Conversi 1 sur., 2010). Najnovija istrazivanja usredotocena su
na promjene u ekosustavu, bioraznolikosti 1 djelovanje ekosustava i spleta promjena
(Kamburska i Fonda-Umani, 2009; Conversi i sur., 2010).

Pomak sustava, uofen u abundanciji fitoplanktona (Slika 4.8.) u obalnom dijelu
sjevernog Jadrana, pokazao je nekoliko lancanih promjena. Prvo razdoblje
karakterizirano je povecanjem abundancije u osamdesetima, tj. uzlaznim trendom
ukupne abundancije fitoplanktona, dijatomeja, dinoflagelata, mikroplanktona i
nanofitoplanktona na obje istrazivane postaje. Pomaci su izraZeniji na postaji SJ107 u
odnosu na RV001 (1984), tj. promjene na SJ107 prethodile su promjenama na postaji
blize obali (1988). Conversi i sur. (2010) pokazali su da je Sredozemno more proslo
kroz jedan sustavni pomak krajem 1980-tih godina. Pomak sustava (engl. Regime shift

RS)je zahvatio cijeli ekosustav, a promjene su se dogodile u atmosferskim, hidroloskim
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1 bioloskim parametrima. Promjene u fitoplanktonu utjecale su na zooplankton i viSe
karike trofickog lanca.

Iako je u ovom istrazivanju koriStena neznatno preinacena metoda (software je bio
drugacije podesen, cut-off lenght =10 godina), zabiljezeni su sli¢ni rezultati, posebice za
postaju RVOOI. Civitarese i sur. (2010) ukazuju na promjenu cirkulacije (s
anticiklonalnog u ciklonalni vrtlog) u Jonskom moru, §to je posredno utjecalo na
proizvodnju 1 bioraznolikost Jadranskog mora. OpaZena promjena u salinitetu 2000.
godine doprinijela je u smanjenju abundancije ukupnog fitoplanktona u drugom
razdoblju. Abundancija dinoflagelata nije se znaCajnije promijenila osim neznatnog
smanjenja u drugom istrazivanom razdoblju. Abundancija mikroplanktona, kojim
dominiraju dijatomeje, na racun promjena krajem osamdesetih se povecala od 1988. do
1992. Od tada je opazen neznatni pad dijatomeja prema drugom razdoblju. Ovo je u
skladu s rezultatima Mozeti€ i sur. (2012), koji su zabiljezili znacajno smanjenje obilnih
cvjetanja dijatomeja u razdoblju od 1999-2003. i znacajno nizu njihovu abundanciju u
razdoblju nakon 2003. godine u TrS¢anskom zaljevu. Oni su analizu prijelomnih
razdoblja proveli na velikom setu podataka koji je obuhvatio abioticke (protok rijeka,
salinitet, hranjive soli) i bioloSke ¢imbenike (fitoplankton i zooplankton), vecina njih
imala je pomak sustava izmedu 1999. i 2003., te su izabrali 2002/2003 godinu kao
godinu kada je ekosustav promijenio rezim. U naSem slucaju analiza prijelomnih
razdoblja provedena je na salinitetu i abundancijama grupa fitoplankona. Najizrazenija
promjena dogodila se u abundanciji nanofitoplanktona koji se prikazanim podatcima
smanjio Sto je u suprotnosti s onim Sto su opazili Mozeti¢ i1 sur. (2012). Naime, u
Trs¢anskom zaljevu koli¢ina nanofitoplanktona se udvostrucila nakon 2003. godine. To
je bilo za ocekivati zbog smanjenja abundancije i veli¢ine ukupnog fitoplanktona i
dijatomeja u cijelom tr§¢anskom bazenu i prelazu prema manjim vrstama. Stoga se ovi
rezultati za nanofitoplankton pogotovo na oligotrofnijoj postaji RV001 nikako ne
uklapaju s Mozeti¢ 1 sur. (2012). Mogucée da je razlog opaZzenom smanjenju
nanofitoplanktona u koristenoj metodologiji, tj. u fiksativu. Naime uzorci su fiksirani
lugolom za kojeg je poznato da zbog svoje kiselosti otapa stanice kokolitoforida i malih
flagelata pa bi to moglo biti jedno od objasnjenja zasSto je broj stanica manji u drugom

istrazivanom razdoblju. Mozeti¢ 1 sur. (2012) =zabiljezili su takoder smanjenje
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abundancije mikrozooplanktona u razdoblju od 2000. do 2003. koji je reagirao na

nedostatak hranjivih soli i smanjenje fitoplanktona u sustavu.

5.3 KORELACIJE FITOPLANKTONA I OKOLISNIH PARAMETARA
—PCA

Analiza glavnih komponenti (engl. Principal component analysis-PCA; Tablice 4.3 i
4.4) provedena je radi razumijevanja odnosa okoliSnih parametara i1 fitoplanktona.
Rezultati su pokazali znacajnu korelaciju izmedu saliniteta i abundancije fitoplanktona.
Najznacajnija cvjetanja dogodila su se pri sniZzenim salinitetima. Sli¢ne rezultate
pronasli su Bernardi Aubry i sur. (2004). Prva komponenta (PC1) bila je vezana uz
protok rijeka u obalnim ekosustavima, s obrazlozenjem da je prostorna raspodjela
hranjivih tvari tijesno vezana uz protoke rijeka, a time i saliniteta. U nasem slucaju,
znacajna korelacija s niskim salinitetom moZe se objasniti pove¢anom koncentracijom
hranjivih soli u vodama niskog saliniteta podrijetlom iz rijeke Po i potvrduje da se
povecanje saliniteta poklopilo sa smanjenjem abundancije fitoplanktona nakon 2000.
godine. Voda niZeg saliniteta na postaji SJ107 uglavnom dolazi anticiklonalnim
sustavom cirkulacije, Sto dokazuje pojacana Istarska protustruja (ICCC), dok niski
salinitet na postaji RV0O01 moze biti posljedica u promjenama intenziteta obalnih struja
(Supi¢ i sur., 2001).

Znacajne korelacije koncentracije pojedinih hranjivih soli i abundancije fitoplanktona
ukazuju na njihovu ulogu u ograni¢avanju rasta fitoplanktona, dok hranjive soli koje
nisu u korelaciji vjerojatno ne ograni¢avaju rast fitoplanktona. Smanjenje dostupnosti
ortofosfata moglo se uociti od postaje SJ107 prema postaji RV001, §to se moze
objasniti 1 slabijim utjecajem rijeke Po 1 iscrpljenosti hranjivih soli prema istarskoj
obali.

U sjevernom Jadranu rast fitoplanktona ograni¢en je koncentracijom ortofosfata
(Degobbis 1 sur., 2000). Manjak fosfora fitoplankton moze prevladati koriStenjem
alkalne fosfataze, enzima koji stanicama omogucuje koriStenje organskog fosfora kao
njegovog izvora u prilikama kada ga nedostaje u ekosustavu (Ivanci¢ i sur., 2009).

Negativna korelacija s nitratima ukazuju na povecanje nitrata i nisku abundanciju
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fitoplanktona, skoro za gotovo cijelo razdoblje od 2000. do 2009. Vece koli¢ine nitrata
akumuliraju u ekosustavu i ostaju neiskoristene zbog nedostatka fosfora. To doprinosi
dodatnom nakupljanju nitrata u ekosustavu.

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja iznimno visoke abundancije dijatomeja i
dinoflagelata zabiljeZzene su u nekoliko navrata (na primjer cvjetanje dijatomeja u
listopadu 1993. 1 veljaci 2004., Sto se odrazilo na ukupnu abundanciju mikro- i ukupnog
fitoplanktona; Slika 4.9. 1 4.10.). Ovi dogadaji su utjecali na povecanje srednjih
vrijednosti abundancije (Slika 4.10.), Sto se vidi kao razlika izmedu srednjaka i
vrijednosti medijana skupa s visokom standardnom devijacijom. Iako su povisene
abundancije tijekom cvjetanja fitoplanktona u veljaci i listopadu uobicajene ipak tako
visoke abundancije su iznimno rijetke. Pretpostavka je da su takva iznimno bogata

cvjetanja rezultat posebno povoljne kombinacije okolisnih uvjeta.

5.4 POMACI U SEZONSKOJ RASPODJELI FITOPLANKTONA

Ukupni fitoplankton je zbroj mikrofitoplanktonske i nanofitoplanktonske frakcije, s
ve¢im udjelom nanofitoplanktona na ukupnu abundanciju u sjevernom Jadranu.
Dijatomeje ¢ine glavninu mikroplanktona i1 predstavljaju najveéi dio ukupne biomase u
sjevernom Jadranu (Revelante i Gilmartin, 1976a). Znafajno povecanje abundancije
dijatomeja uocava se u podrucjima nizeg saliniteta. Slicne rezultate pronasli su Bernardi
Aubry 1 sur. (2006) uz zapadnu obalu sjevernog Jadrana gdje dijatomeje dominiraju
mikro- 1 nanofrakcijom tijekom veceg dijela godine. Dinoflagelati imaju vaznu ulogu u
bioraznolikosti fitoplanktonske zajednice u razdoblju raslojenosti vodenog stupca
(Bernardi Aubry i sur. 2004; 2006). Ali je njihova vaznost u ukupnoj abundanciji
fitoplanktonske zajednice opcenito niska, a povecanu abundanciju dostizu u ljetnim
mjesecima, od lipnja do srpnja, nakon §to je proljetno cvjetanje dijatomeja iscrpilo
hranjive soli. Primije¢ene su i promjene u abundanciji fitoplanktona tijekom sezonskih
ciklusa. Vili¢i¢ i sur. (2009) uocili su pomak najvise godiSnje abundancije fitoplanktona
u sjevernom Jadranu, s proljetnog na jesensko razdoblje u razdoblju od 2005-2007.

godine.
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Mozeti¢ 1 sur. (2010), napomenuli su da se u posljednjem desetljecu najvece
koncentracije klorofila a pomaknule sa sije¢nja-veljace na travanj-svibanj, znacajnije na
zapadnim postajama koje su najviSe pogodene smanjenim protokom rijeke Po. Osim
toga, neka od redovnih cvjetanja fitoplanktona Cini se da su gotovo izostala u drugom
istrazivanom razdoblju, npr. zimsko-ranoproljetno cvjetanje  dijatomeja i
mikroplanktona na postaji RV001 ili proljetno cvjetanje nanofitoplanktona na postaji
SJ107. Iz nasih podataka vidljivo je da se proljetno cvjetanje pomaknulo na ljetno
razdoblje. Bliske vrijednosti medijana i srednje vrijednosti potvrduju da na srednju
vrijednost nisu zna¢ajno utjecala izolirana cvjetanja. Pojavu ljetnog cvjetanja dijatomeja
zabiljezili su Mozeti¢ 1 sur. (2012) u trS¢anskom zaljevu gdje su zabiljezene visoke
abundancije dijatomeja iz roda Chaetoceros spp. 1 Proboscia alata. Oni smatraju da su
ova cvjetanja potaknuta meteoroloS$kom situacijom u ljetnim mjesecima (2005., 2008.,
2009.) kada je zabiljezena znacajnija koli¢ina padalina, a time i pove¢an donos hranjivih
soli. Ve¢ je ranije dokazano da fitoplankton, a posebice dijatomeje, reagiraju brzo na
ljetne oluje koje donose hranjive soli u povrsinski sloj (Malej 1 sur., 1997).

U prvom istrazivanom razdoblju veéina zimskih cvjetanja s visokim abundancijama bila
je povezana s dominacijom malih dijatomeja poput vrste Skeletonema marinoi (Harding
1 sur., 1999; Bernardi Aubry i sur., 2006). Druga istrazivanja za sjeverni Jadran
posljednjih godina navode da su prvim sezonskim cvjetanjem dominirali mali autotrofni
nanoflagelati ili dijatomeja Cerataulina pelagica (Socal 1 sur., 2008) i mali
dinoflagelati, npr. Prorocentrum minimum (Bernardi Aubry i sur., 2006). Buduéi da
ranoproljetno cvjetanje ovisi o regeneriranim hranjivim solima koje na povrSinu dolaze
mijeSanjem vodenog stupca Mozeti¢ i sur. (2010) predlozili su da bi smanjenje
intenziteta proljetnog cvjetanja moglo biti povezano s oligotrofikacijom u sjevernom

Jadranu.
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5.5 SASTAV ZAJEDNICE I INDEKSI RAZNOLIKOSTI

Usporedbom broja vrsta odredenih u prvom i drugom razdoblju primije¢ene su
odredene promjene na obje istrazivane postaje (npr. na postaji SJ107 odredene su 222
vrste u prvom istrazivanom razdoblju i 170 vrsta u drugom). Buduéi su se razdoblja
razlikovala u trajanju najbolji nacin da se provjeri da li je uistinu doslo do promjene
broja vrsta unutar zajednice bilo je usporedbom indeksa raznolikosti i1 indeksa obilja
vrsta. Ti indeksi mogu biti korisni pokazatelj trofi¢kog stanja ekosustava, a u mnogim
slu¢ajevima oni su bolji pokazatelji od samih kemijskih svojstava vodenog stupca
(Revelante i Gilmartin, 1980). Za istrazivane postaje (RV001 i SJ107) usporedeni su
indeksi raznolikosti 1 obilja na godi$njoj (Slike 4.12 1 4.13.) 1 mjesecnoj razini (Slika
4.14.). Indeks raznolikosti vrsta 1 indeks obilja visoki su i stabilni na obje postaje kroz
Citavo istrazivano razdoblje. Visoke indekse raznolikosti na istocnoj obali Jadrana
zabiljezili su i Revelante i Gilmartin (1980), a najvisa raznolikost zabiljezena je u
mjesecima od rujna do prosinca tijekom trajanja jesenskog cvjetanja dijatomeja, Sto
potvrduju 1 nasi rezultati (Slika 4.14.).

Na slikama 4.12. 1 4.13. na postaji SJ107 strelicom su ozna¢ne najvise vrijednosti, a one
su izmjerene 1973. godine kada je ucestalost uzorkovanja bila najvisa u citavom
istrazivanom razdoblju, tj. svaka 2 tjedna. To bi mogao biti razlog za najvise vrijednosti
indeksa raznolikosti 1 obilja.

Sustavni pomak (RS) otkriven u abundanciji fitoplanktona i okoliSnim parametrima nije
utjecao na bioraznolikost vrsta. Podatci ukazuju na odredenu pojavu koja bi mogla biti
povezana s promjenom u sustavu cirkulacije koju su opisali Civitarese i sur. (2010). Oni
su uocili promjenu u smjeru cirkulacije (vrtloga) u Jonskom moru koji kontrolira struje.
EAC na svom putu donosi vrlo raznoliku i bogatu fitoplanktonsku zajednicu koja je
karakteristi¢na za oligotrofna podru¢ja. Povecane vrijednosti indeksa bioraznolikosti
ukazuju na to da je ovo podrucje vazno u pogledu bioraznolikosti fitoplanktona i
vjerojatnije je da ¢emo dominantne vrste na¢i unutar bogate fitoplanktonske zajednice
koje pridonose bioraznolikosti zajednice kao Sto su opisali Gravel i sur. (2011). Ipak
trebamo imati na umu da je svaka vrsta jedinstvena i parametri vazni za rast i
napredovanje jednog organizma ne moraju nuzno vrijediti 1 za ostale organizme

(Martin, 2009). Vrste roda Pseudo-nitzschia dominirale su fitoplanktonskom
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zajednicom u cijelom istrazivanom razdoblju, a nakon 2000. godine zabiljezeno je jos
¢esc¢e pojavljivanje ovog roda. Godisnji ciklus grupe Pseudo-nitzschia delicatissima ima
dva izrazena maksimuma, proljetni i jesenski. Na postajama bliZe rijeci Po (SJ101,
SJ107) grupa P. delicatissima dostize svoje najviSe abundancije u ozujku dok je na
postaji RV0OO01 proljetno cvjetanje zabiljezeno nesto kasnije u razdoblju od travnja do
svibnja. Jesensko cvjetanje obi¢no zapocinje u rujnu i traje do listopada. Grupa P.
delicatissima prisutna je u niskim abundancijama tijekom citave godinu Sto doprinosi
povecanju ucestalosti pojavljivanja ove grupe u posljednjim godinama. Ilako je
oc¢ekivano da odredene vrste prate godi$nju raspodjelu pronadene su geneticki iste vrste
1 populacije u proljetnom i jesenskom cvjetanju za vrste P. delicatissima i P. fraudulenta
(Tablica 4.15.) na razli¢itim postajama i godinama.

Godisnji ciklus grupe Pseudo-nitzschia seriata takoder ima dva godiSnja maksimuma
kada se pojavljuju povisene abundancije. Rano cvjetanje koje zapocinje ve¢ u zimskim
mjesecima (sijecanj-veljaca) i u jesen (rujan-listopad, Slika 4.27.).

Takoder, povremeno su zabiljezene i1 poviSene vrijednosti u pridnenom sloju tijekom
ljetnih mjeseci kada je vodeni stupac raslojen.

U sjevernom Jadranu uocene su promjene u ispitivanom periodu od 1972-2009. u
sastavu vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia, prvenstveno se odnosi na smanjenje
ucestalosti pojavljivanja grupe P seriata 1 povecanje ucestalosti pojavljivanja grupe
P. delicatissima (do 82,1 %) na obje istrazivane postaje nakon 2000. godine.

Sli¢ne rezultate zabiljezili su Lundholm i sur. (2010) u jednom zaljevu u Danskoj kada
su rekonstruirali promjene sastava vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia tijekom
posljednjih 100 godina. Analizirali su sediment i odredili koje su se vrste izmjenjivale u
zaljevu. Zakljucili su da je do 1947. godine najbrojnija i najzastupljenija bila
P. multiseries koju je kasnije zamijenila P. pungens. Pretpostavlja se da je promjena u
zajednici bila potaknuta povisSenim koncentracijama nitrata u tom razdoblju. Uocili su 1
pojavu novih vrsta P. hemii, P. americana 1 P. pseudodelicatissima §to su povezali s
porastom temperature posljednjih godina. Vazno je napomenuti da raznolikost cesto
moze biti prikrivena kada su stanice prisutne u malom broju ili nije moguce razlikovati
vrste (Horner 1 sur., 1997). Vrste iz roda Pseudo-nitzschia imaju veliki raspon
fizioloskih prilagodbi i time dokazuju svoju sposobnost da dominiraju u razliitim

okolisnim uvjetima (Bates 1 sur., 1998) na $to ukazuju i ovi podatci.
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U posljednje vrijeme postoji povecani interes za to¢no odredivanje vrsta iz roda
Pseudo-nitzschia budu¢i da su neke vrste potencijalno toksicne, te imaju moguénost
sinteze domoicne kiseline. P. calliantha dominirala je u fitoplanktonskoj zajednici
sjevernog Jadrana, a nakon cvjetanja ove vrste pronadena je i DK u tkivu prirodnih
populacija skoljkasa (Mari¢ i sur., 2011).

Skeletonema marinoi jedna je od rijetkih dijatomeja Cija se prosjecna abundancija
povecala u drugom istrazivanom razdoblju na postaji SJ107, dok se na postaji RV001
smanjila. S. marinoi se obi¢no pojavljuje u rano proljece na zapadnoj strani sjevernog
Jadrana, a na njegovoj isto¢noj se pojavljuje sporadi¢no. Skeletonema dobro raste u vodi
s povisSenom koncentracijom hranjivih soli antropogenog podrijetla. Izuzetno brzo
apsorbira vece koncentracije nitrata $to se odrazava i na njenu stopu rasta (DeManche i
sur., 1979). U usporedbi s ostalim dijatomejama Skeletonema je bolji kompetitor u
sliénim okoli$nim uvjetima.

U sjevernom Jadranu povecala se i ucestalost pojavljivanja razliitth vrsta roda
Chaetoceros posljednjih 10 godina. O sli¢nim rezultatima piSu Mozeti¢ i1 sur. (2010)
koji su uvocili da je rod Chaetoceros mnogo ucestaliji u rano proljec¢e u tr§¢anskom
zaljevu posljednjih godina nego devedesetih proslog stoljeca.

Ove male kolonijalne dijatomeje iz roda Chaetoceros spp. imaju povoljniji omjer
povrsine 1 volumena i bolje rastu pri niskim koncentracijama hranjivih soli 1 visokom
N:P omjeru (Lagus i sur., 2004). To je vjerojatno i bio slu¢aj u obalnim vodama
sjevernog Jadrana u drugom istrazivanom razdoblju.

Jos 1998. Mozeti€ i sur. (1998) navode da najvise godiSnje abundancije fitoplanktona
uglavnom ovise o oportunistickim, brzorastu¢im vrstama dijatomeja poput Skeletonema
costatum (S. marinoi), P. pseudodelicatissima, Chaetoceros spp., Cyclotella spp. i
Cylindrotheca closterium. Cini se da ove vrste brzo reagiraju na dostupne koncentracije
hranjivih soli koje su donesene rijekama ili kiSom (Mozeti€ i sur., 1998).

Broj dinoflagelata bio je veci u svibnju i kolovozu, u pravilu nakon $to hranjive soli bile
istroSene tijekom cvjetanja dijatomeja. Prorocentrum spp., Ceratium spp., Gyrodinium
spp., Gymnodinium spp. i Protoperidinium spp. bili su najées$¢i i najbogatiji rodovi
dinoflagelata tijekom istrazivanog razdoblja, Sto je u skladu s prethodnim opazanjima

(Bernardi Aubry i sur., 2004; Vili¢i¢ i sur., 2009).
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Pojava vrsta iz rodova kao Sto Protoperidinium spp. 1 Gyrodinium spp. u proljetnim i
ljetnim mjesecima vjerojatno je odgovor na povecanje broja dijatomeja, jer su one dobar

izvor hrane za neke heterotrofne vrste dinoflagelata (Stelfox-Widdicombe i sur., 2004).

5.6 EKOLOGIJA I DINAMIKA CVJETANJA RODA

PSEUDO-NITZSCHIA

Rod Pseudo-nitzschia je Siroko rasprostranjen u svim morima i1 oceanima premda
postoje tropske, polarne, pelagicke i neriticke vrste (Hasle, 2002). Cvjetanja vrsta roda
Pseudo-nitzschia pojavljuju se relativno Cesto, u nekim dijelovima svijeta, gotovo
sezonski.

U sjevernom Jadranu dijatomeje roda Pseudo-nitzschia prisutne su tijekom cCitave
godine 1 Cesto dostizu visoku abundanciju, a uocena je odredena sezonalnost u
raspodjeli njihove abundancije. Grupa P. delicatissima ima dva izrazenija cvjetanja,
proljetno i jesensko. Najveée abundancije zabiljezene su od ozujka do lipnja i tijekom
jesenskih mjeseci u rujnu 1 listopadu. Mali broj stanica vrsta iz grupe P. delicatissima
prisutan je s niskom abundancijom kroz citavu godinu Sto doprinosi povecanju
ucestalosti pojavljivanja ove grupe. Sezonska raspodjela abundancije grupe P. seriata
takoder ima dva izrazena cvjetanja: prvo zapocinje ve¢ u zimskim mjesecima
(sijeCanj-veljaca), a drugo u jesen (rujan, listopad).

Iz literature je poznato da prirodne populacije razli¢itih vrsta roda Pseudo-nitzschia
mogu zivjeti pri velikom rasponu saliniteta i temperature, te obi¢no koreliraju s
razli¢itim ekoloskim ¢imbenicima (Lelong i sur., 2012; Trainer i sur., 2012).

P. pungens je vrsta pronadena u Sirokom rasponu saliniteta 1 temperature 1 smatra se
kozmopolitskom vrstom. U sjevernom Jadranu P. pungens se pojavljuje u zimskim
mjesecima i ima izrazenu sezonalnost (Ljubesic¢ i sur., 2011; Penna i sur., 2013).

Vrste P. pseudodelicatissima i P. fraudulenta uoCene su u obalnim vodama i oceanima,
tropskim 1 umjerenim podruc¢jima diljem svijeta pa je njihov pronalazak u sjevernom
Jadranu bio ocekivan.

Vrste P. calliantha 1 P. delicatissima zabiljeZene su u tropskim i umjerenim obalnim

vodama (Trainer i sur., 2012), a redovito ih pronalazimo i u Jadranu. P. calliantha u
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sjevernom Jadranu je pod utjecajem temperature Sto je zabiljeZeno i u zapadnom
Sredozemlju (Mari¢ 1 sur., 2011; Trainer 1 sur., 2012), te je tako visa abundancija
zabiljeZena u toplijem djelu godine, u kasno ljeto i jesen.

P. subfraudulenta je obalna vrsta koja preferira poviSene temperature vode §to je u
skladu s pronalaskom u Jadranu.

Mnoge vrste mogu koegzistirati, ali razli¢ite stope rasta 1 predacije mogu dovesti do
sloZzene dinamike cvjetanja te naglasiti sezonsku sukcesiju vrsta unutar roda.

Neka od cvjetanja uocena u sjevernom Jadranu bila su dominirana samo jednom vrstom,
npr. cvjetanje vrste P. calliantha, 2007., dok smo 2008. godine imali cvjetanje u kojemu
su koegzistirale tri vrste iz P. delicatissima sensu latu grupe.

Cvjetanje vrsta roda Pseudo-nitzschia moZe biti potaknuto hranjivim tvarima iz
nekoliko izvora: uzlazne struje (engl. upwelling), mijeSanje vodenog stupca ili rijecnih
donosa. Oba izvora poticu cvjetanje roda Pseudo-nitzschia u koncentracijama od 8-22
umol L™ NO*, 2,4-35 pmol L™ SiO4, 0,2-2 umol L™ PO,> (Loureiro i sur., 2005), ali
pri razli€itim temperaturama 1 salinitetu. Visokoj abundanciji 1 moguénosti sinteze DK
na zapadnoj obali SAD-a pogoduju niske temperature, visoki salinitet, te visoke
koncentracije hranjivih soli, $to je karakteristi¢no za uzlazne struje.

U mnogim regijama diljem svijeta donosi rijeka poti¢u toksicna cvjetanja vrsta iz roda
Pseudo-nitzschia, a razlikuju se zbog nizeg saliniteta 1 viSih temperatura od zona
uzdizanja (Scholin i sur., 2000; Spatharis i sur., 2007).

Razlika izmedu hranjivih soli u zonama uzdizanja i us¢ima rijeka je da su rije¢ni donosi
vjerojatno rezultat antropogenog utjecaja. SedimentoloSki podaci pokazuju porast
abundancije Pseudo-nitzschia u rijeci Mississippi od 1950. Sto ukazuje na prilagodbu
ekosistema na povecan donos hranjivih soli, te bi mogao biti odgovor na eutrofikaciju
(Parsons i Dortch, 2002). Primije¢ena je povecana abundancija roda Pseudo-nitzschia i
u ostalim rijeCnim sustavima.

Recentne su studije pokazale da je salinitet kontrolni ¢imbenik za rast i geografsku
distribuciju roda Pseudo-nitzschia (Thessen i sur., 2005), ali su svakako potrebna
daljnja istrazivanja da bi se dokazala i potvrdila uloga saliniteta u distribuciji, fiziologiji
1 rastu ovih dijatomeja. U sjevernom Jadranu snizeni salinitet pogoduje cvjetanjima

dijatomeja, ali najviSe zato S$to je ta voda bogata hranjivim solima.
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5.7 EKOLOSKE I TAKSONOMSKE ZNACAJKE VRSTA

PSEUDO-NITZSCHIA 1Z JADRANA

5.7.1 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Vrsta P. fraudulenta odredena je po prvi put za vrijeme cvjetanja u veljac¢i 2008.
zajedno s vrstom P. pungens u Limskom kanalu. NajviSe dostignute abundancije bile su
do 10’ stanica L. Nakon toga zabiljeZena je gotovo na svim postajama Po profila
(RVO001, SJ107, SJ101) 1 to od travnja do srpnja i ponovno tijekom jesensko-zimskog
cvjetanja u prosincu 2008. Iako je abundancija bila relativno niska (10° L) ipak su
pronadene odvojene populacije ove vrste u sjevernom Jadranu.

Kolonije su imale linearan oblik s kratkim preklapanjem izmedu stanica 14-17 % (Slika
4.28.), Sto je vise od mjerenja u literaturi (Kaczmarska i sur., 2005b). Vecina
morfoloskih mjerenja valve u skladu su s literaturom iako su neka mjerenja za vrstu
P. fraudulenta 1z Jadrana proSirila morfoloski raspon karakteristika do sada opisanih u
literaturi. Naime, najvisi broj fibula u 10 pm bio je 30 (za razliku od dosada opisanih
22-26; Stehr i sur.,, 2002; Kaczmarska i sur., 2005b; Churro i sur., 2009). U
Sredozemnom moru ova se vrsta obi¢no pojavljuje u rano proljece, a abundancija
rijetko prelazi 10° stanica po litri (Zingone i sur., 2006; Quijano-Scheggia i sur., 2008b).
Iako je mjerena domoicna kiselina u kulturama vrste P. fraudulenta nije potvrdena

toksi¢nost kulturaiz sjevernog Jadrana.

5.7.2 PSEUDO-NITZSCHIA SUBFRAUDULENTA

Kolonije su imale linearan oblik s kratkim preklapanjem izmedu stanica 17-25 % (Slika
4.29.). Ovo je prvi nalaz ove vrste u sjevernom Jadranu. Vrsta je vrlo sli¢na
P. fraudulenta i neznatno se razlikuje u obliku stanice i lanaca, te je broj fibula i strija
nesto manji. P. subfraudulenta pronadena je u Boki Kotorskoj 2008-2009. (Bosak i sur.,
2010) i odredena prema obliku valve koji je viSe linearan u njenom srediSnjem dijelu
naspram srodne P. fraudulenta. P. subfraudulenta se u sjevernom Jadranu pojavila u

jesensko zimskom razdoblju zajedno s drugim vrstama iz grupe P. seriata.
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Broj strija bio je od 20 do 25 u 10 um. Broj fibula kretao se od 15 do 25 u 10 um. Strije
su perforirane s dva do tri reda pora (4-6 u 1 um). Aureole su perforirane s tri-Cetri
nepravilna otvora (Slika 4.29. g).

Usporedba morfoloskih karakteristika P. subfraudulentu iz kultura s morfoloskim
mjerenjima od Bosak i suradnika (2010) dana su u Tablici 4.8. Posebno su istaknuti
brojevi koji se razlikuju od literaturnih, naime najvisi broj fibula u naSim uzorcima bio

je 25 u 10 pm. Domoicna kiselina nije izmjerena u kulturama ove vrste.

5.7.3 PSEUDO-NITZSCHIA PUNGENS

P. pungens se u Jadranu obi¢no pojavljuje u zimskim mjesecima od prosinca do veljace,
kada je pronadena u uzorcima iz Limskog kanala (Slika 4.30.) i1 sjevernog Jadrana
(Slika 4.31.). IzraZzenu sezonalnost vrste P. pungens zabiljeZili su i Penna i sur. (2013)
na zapadnoj obali Jadrana. Obi¢no se pojavljuje s vrstom P. fraudulenta. Valve su
linearnog do lanceolantnog oblika, a njihova morfologija bila je u skladu s opisanom
literaturom (Slika 4.30.a-c). Kolonije vrste P. pungens imale su linearan oblik s
preklapanjem koje je dosezalo gotovo do 1/3 stanice (Slika 4.30.), Sto je duze nego kod
ostalih pronadenih vrsta. Broj strija bio je od 8 do 15 u 10 um, a broj fibula kretao se od
10 do 17 u 10 um $§to je u skladu s literaturom. Strije su perforirane s po dva reda pora.
Jedna od vaznih znacajki ove vrste je nepostojanje srediSnje pore. lako se P. pungens
moze prepoznati na svjetlosnom mikroskopu 1 pretpostavlja se da nije tako rijetka u
Jadranu iznenaduje mali broj dostupnih podataka. LjubeSi¢ i sur. (2012.) prvi su
pronasli ovu vrstu u Jadranu i morfoloski je karakterizirali. Penna i sur. (2013) uspjeli
su molekularnom karakterizacijom potvrditi njeno postojanje, te ju geneticki usporediti
s ostalim populacijama u Sredozemlju 1 svijetu. Ustanovili su da jadranska P. pungens
pripada grupi I i1 da se geneticki znacajno ne razlikuje od izolata iz Atlantskog 1 Tihog
oceana. Jadranske populacije pripadaju kozmopolitskoj grupi koja ¢ini homogenu
globalnu populaciju P. pungens. Medutim, poznato je da kada se koristi vise
molekularnih markera, kao $to su mikrosateliti, u analizama populacija grupe I, moguce
je dobiti znacajne geografske razlike na globalnoj razini $to ukazuje na ogranicen protok

gena u odredenim dijelovima mora i oceana (Casteleyn i sur., 2010).
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lako su uzgojene kulture ove vrste jo§S uvijek nisam uspjela dobiti rezultate

molekularnim metodama za razli¢ite molekularne markere kod ove vrste.

5.7.4 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

P. mannii pojavljivala se u lanfanim stepenastim kolonijama. Na svjetlosnom
mikroskopu vrlo je sli¢na vrstama P. calliantha 1 P. pseudodelicatissima (Lundholm i
sur., 2003). U kolovozu se pojavljivala s ovim vrstama te je cvjetanje opisano kao
Pseudo-nitzschia delicatissima sensu latu. Pojavljivala se u ljetnom razdoblju kada je
vodeni stupac stratificiran i nema dovoljno hranjivih soli za dominaciju jedne vrste.
Morfoloski P. mannii je vrlo sli¢na vrsti P. calliantha (Lundholm i sur., 2003; Amato i
sur., 2007; Amato i Montresor, 2008). Obje vrste imaju strije s jednim redom pora,
sli¢na je i gustoca pora unutar strija, a pore su podijeljene u nekoliko sektora. Mjerenja
P. manii iz sjevernog Jadrana uglavnom su u skladu s izvornim opisom (Amato i
Montresor, 2008), jedino je Sirina stanice u mojim uzorcima bila uza (1,3-1,7um) i vise
odgovara opisu za vrstu P. calliantha (1,4-1,8 um za P. calliantha, 1,7-2,6 um za
P. mannii; Amato 1 sur., 2007). U originalnom opisu P. mannii je nesto $ira. Budu¢i da
su sva druga mjerenja odgovaraju izvornom opisu, vrsta je odredena kao P. mannii.

Do sada ova je vrsta opisana i pronadena samo u Tirenskom moru, a rad Ljubesi¢ i sur.
(2011) prvi je pronalazak ove vrste u Jadranu, Sto su kasnije potvrdile molekularne
metode na izoliranim kulturama ove vrste. P. mannii zabiljeZena je 1 uz zapadnu obalu
Jadrana (Penna 1 sur., 2013) tijekom kolovoza 1 rujna 2009. te geneticki
okarakterizirana. Kod P. mannii do sada jo§ nije dokazana toksi¢nost (Amato i

Montresor, 2008).

5.7.5 PSEUDO-NITZSCHIA PSEUDODELICATISSIMA

Vrsta P. pseudodelicatissima pojavila se u cvjetanju grupe P. pseudodelicatissima sensu
latu u kolovozu 2008. u Limskom kanalu. P. mannii i P. calliantha dominirale su
cvjetanjem dok je P. pseudodelicatissima bila vrlo rijetka, odredena je joS u cvjetanju u

kolovozu 2008. u sjevernom Jadranu.
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Morfoloski ovoj vrsti je vrlo slicna Pseudo-nitzschia cuspidata. Jedina razlika je oblik
valve, naime P. pseudodelicatissima ima linearni, a P. cuspidata lanceolantni oblik
(Lundholm 1 sur., 2003). Vrsta je odredena kao P. pseudodelicatissima budu¢i je imala
linearni oblik valve, a i1 gustocéa strija, fibula i pora odgovaraju izvornom opisu ove
vrste. Veli¢ina i broj perforiranih sektora unutar pore variraju unutar iste i medu
valvama, Sto je pronasla Kaczmarska (2005b) u zaljevu Fundy u Kanadi. To je
objasnjeno razlikom u silificiranosti valve, brzini rasta ili razlikama medu populacijama.
Morfoloska, genetska i1 ekoloSka promjenjivost ove vrste nije u potpunosti istrazena
(Hallegraeft, 1994; Priisholm i sur., 2002; Stehr i sur., 2002; Lundholm i sur., 2003;
Kaczmarska 1 sur., 2005b). Ova problematika morfoloske promjenjivosti medu valvama
iste vrste definitivno otvara nova pitanja u istraZivanjima.

lako sam imala uspjeSne kulture do danas jo§S nisam uspjela dobiti rezultate

molekularnim metodama.

5.7.6 PSEUDO-NITZSCHIA DELICATISSIMA

P. delicatissima pojavljivala se u lananim stepenastim kolonijama. Vrsta
P. delicatissima pojavila se u cvjetanju grupe P. pseudodelicatissima sensu latu koje je
trajalo od travnja do srpnja 2009. na postaji RV001, iako abundancija nije bila visoka
(8,8x10° stanica L ') izolirane su kulture za dva razli¢ita genotipa ove vrste. Iste
genotipove ponovno su izolirani u prosincu 2011. na postajama RV001 i SJ101.

P. delicatissima nije pokazala sezonalnost nego je bila prisutna u proljece, ljeti te
ponovo u zimskim mjesecima $to nije u skladu s rezultatima Penne i sur. (2013). Naime,
oni tvrde da P. delicatissima na zapadnoj obali sjevernog Jadrana ima izrazenu
sezonalnost 1 javlja se isklju¢ivo u razdoblju kasne zime i proljeca.

DuzZina stanica bila je od 55,7 do 110,1 pum, a Sirina valve od 0,8 do 1,73 um (Slika
4.34. a-c). U svim stanicama bila je prisutna i velika srediSnja pora, Sirine 5-6 strija.
Broj strija bio je od 40 do 48 u 10 um. Broj fibula bio je od 20 do 40 u 10 pm.
Usporedba morfoloskih karakteristika vrste P. delicatissima iz sjevernog Jadrana
usporedena s literaturnim mjerenjima prikazana je u Tablici 4.11., naime najvisi broj

strija u 10 pm bio je 48 od do sada izmjerenih 44 (Cusack i sur., 2004), a broj pora
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kretao se od 7 do 13 u I um (Tablica 4.11.) §to pomiCe raspon mjerenja do sada
opisanih u literaturi (Kaczmarska i sur., 2005b).

Caroppo 1 sur. (2005) po prvi put su zabiljeZzili vrstu P. delicatissima u juznom Jadranu
zajedno s vrstom P. calliantha. Za razliku od sjevernog Jadrana gdje je udio roda
Pseudo-nitzschia u vkupnim dijatomejama prili¢no visok do 70-91 % (Ljubesic¢ i sur.,
2011; Mari¢ 1 sur., 2011), u juznom Jadranu udio u ukupnim dijatomejama
P. delicatissima bio je 7 %, a P. calliantha 3 %.

Mnoge kulture potencijalno toksi¢ne vrste P. delicatissima izolirane u sjevernom
Jadranu podvrgnute su mjerenjima domoi¢ne kiseline. Unato¢ tome DK nije
detektirana. Penna i sur. (2013) izmjerili su niske koncentracije DK (na razini limita
detekcije 0,040-0,006 fg stanici’) u 7 kultura vrste P. delicatissima izoliranih na
zapadnoj obali sjevernog Jadrana. Samo je jedna kultura imala koncentraciju DK od
0,063 fg stanici” §to se moglo kvantificirati. Vierojatno i medu nagim kulturama postoje
potencijalno toksicne, te bi trebalo nastaviti s mjerenjima DK u kulturama koje su

ogranicene hranjivim solima preciznijom metodologijom.

5.7.7 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Istrazivanja o distribuciji 1 ekologiji vrste P. calliantha pobudila su znacajan interes
znanstvenika, buduéi je to kozmopolitska vrsta koja ima moguénost luéenja DK
(Lundholm 1 sur., 1997; Lundholm 1 sur., 2003). U Jadranskom moru P. calliantha
otkrivena je prvi put 2003. u uzorcima iz TrS¢anskog i Kastelanskog zaljeva (Lundholm
i sur., 2003). Pseudo-nitzschia calliantha Lundhum, Hasle & Moestrup, opisana je
nakon revizije dvije morfoloski sli¢ne vrste: P. pseudodelicatissima 1 P. cuspidata
(Hasle) emend. Lundholm, Hasle et Moestrup. Revizija se temeljila na dimenzijama
valve, finoj strukturi pora, morfologiji i rezultatima molekularnih analiza (Lundholm i
sur., 2003). Kasnije je pronadena u juznom Jadranu uz talijansku obalu te u estuariju
rijeke Zrmanje (Caroppo i sur., 2005; Buri¢ i sur., 2008).

Detaljnom analizom oc¢is¢enih frustula utvrdeno je da je potencijalno toksi¢na vrsta
P. calliantha dominirala u cvjetanju koje je trajalo od kolovoza do listopada, duz
istoéne obale sjevernog Jadrana 2007. godine (Mari¢ i sur., 2011). Mjerenja na

uzorcima iz sjevernog Jadrana prosirila su morfoloski raspon karakteristika ove vrste
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koja je do sada opisana u literaturi (Lundholm i sur., 2003; Caroppo i sur., 2005; Amato
1 sur., 2007; Spatharis 1 sur., 2007). Naime, minimalna Sirina stanice u nasim uzorcima
bila je 0,7 um (za razliku od dosada opisanih 1,3 pm), najve¢i broj fibula u 10 pm bio je
27 (za razliku od dosada opisanih 25), a strija 45 u 10 um (za razliku od do sada
opisanih 40). Za vrijeme cvjetanja nisu zamije¢ene razlike u morfologiji frustule medu
postajama u sjevernom Jadranu.

Tijekom cvjetanja P. calliantha ¢inila je 70 % ukupne fitoplanktonske zajednice.
Najvise dostignute abundancije bile su do 10° stanica L ™.

Iz literature je poznato da P. calliantha ima moguénost sinteze DK u razliitim
podrucjima Sirom svijeta, kao i u kulturama (Martin i sur., 1990; Lundholm i sur., 1997,
Lundholm 1 sur., 2003; Besiktepe i sur., 2008). DK u Jadranskom moru zabiljeZena je
2000. godine prvi put uz talijansku obalu u tkivu Skoljkasa (M. galloprovincialis) s
koncentracijom 2,5 pg g uz obalu Emilie-Romagne (Ciminiello i sur., 2005). Uzorci su
analizirani masenim spektrofotometrom. Njihovi su rezultati potvrdili da je ovaj snazan
neurotoksin prisutan i u Jadranskom moru. lako su koncentracije DK u analiziranim
uzorcima bile daleko ispod zakonski propisane granice, isti su autori preporucili
pazljivo praéenje ovog snaznog toksina u mesu $koljkasa. Cini se da se od tada DK
pojavila u nekoliko navrata primjerice, u sijecnju 2006. u estuariju rijeke Krke (Ujevi¢ i
sur., 2010) gdje je izmjerena koncentracija dosezala 6,55 ug g

Tijekom promatranog cvjetanja vrste P. calliantha 2007. godine u sjevernom Jadranu,
izmjerene su niske koncentracije DK u prirodnim populacijama $koljkasa vrsta
Flexopecten proteus i Pecten jacobeaus (1,32 ug g, Mari¢ i sur., 2011). Ovako niske
koncentracije DK mogu se objasniti time da je najviSa abundancija vrste P. calliantha
(10° stanica L ') bila u vodenom stupcu na oko 10 metara dubine dok su 3koljkasi
uzorkovani s dna (Slike 4.36 1 4.37). Ova zapazanja pokazuju da je cvjetanje vrste
P. calliantha u sjevernom Jadranu prethodilo mjerenjima DK u tkivima Skoljkasa
(Mari¢ i sur., 2011).

Mnoge kulture potencijalno toksi¢ne vrste P. calliantha izolirane u sjevernom Jadranu
podvrgnute su mjerenjima domoi¢ne kiseline. Unato¢ tome DK nije detektirana. Penna i
sur. (2013) su takoder mjerili DK u kulturama izoliranim na zapadnoj obali sjevernog

Jadrana 1 njihova su mjerenja bila negativna.
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Iz literature je poznato da vecina vrsta koje imaju mogucénost proizvodnje DK iz roda
Pseudo-nitzschia su priobalne, a koli¢ina DK po stanici kre¢e se od < 1 do 100 pg (iako
obitno < 100 pg stanici™'), ovisno o vrsti, veli¢ini stanica i uvjetima u kojima rastu
(Trainer i sur., 2012).

P. australis (duzina stanice 73-129 pm, Sirina 6,0-7,8 pum) je vrsta za koju je u
laboratorijskim kulturama zabiljezena najvisa koncentracija DK po stanici (78 pg;
Trainer i sur., 2000), a najniza koncentracija izmjerena je kod P. galaxiae (duzine
10-82 um, 1,0-1,8 um S$irine), kada je toksi¢na, sadrzi samo 0,36 fg DK po stanici
(Cerino i sur., 2005).

Besiktepe 1 suradnici (2008) pronasli su toksi¢ne sojeve vrste P. calliantha u
fitoplanktonskoj zajednici Crnog mora. Koncentracija DK izluc¢ene po stanici kretala se
do 1,3 pg. Iz eksperimenata s kulturama ustanovili su da se najvisa koncentracije DK
izmjerena u ranoj eksponencijalnoj fazi ili nakon stacionarne faze rasta. Thessen i sur.
(2009) usporedivali toksicne sojeve 1 proizvodnju DK kod vise vrsta Pseudo-nitzschia
(P. multiseries, P. fraudulenta i P. calliantha). 1z njihovih je rezultata i usporedbe medu
vrstama P. calliantha ispala najslabiji proizvoda¢ DK. DK je mjerena kada su kulture
bile u stacionarnoj fazi, nakon diobe stanica i nakon limitacije fosforom, duSikom ili
svjetlom. U vrijeme kada je izmjerena DK u Jadranu cvjetanje P. calliantha je
vjerojatno doseglo stacionarnu fazu rasta s ogranicenom koncentracijom ortosilicija i
fosfora kao §to pokazuju znacajne statistiCke korelacije (Spearman, npr. negativna
korelacija s ortosilicijem), te je za pretpostaviti da bi to moglo objasniti tako nisku DK
izmjerenu u sjevernom Jadranu (Mari¢ i sur., 2011).

P. calliantha ima Siroku geografsku rasprostranjenost i1 pretpostavlja se da je
kozmopolitska vrsta (Lundholm i sur., 2003).

U razli¢itim znanstvenim radovima razlikuju se 1 statisticke korelacije izmedu
Pseudo-nitzschie 1 ostalih okoliSnih varijabli. Npr. P. calliantha u sjevernom Jadranu
pozitivno korelira s temperaturom $to je bio slu¢aj 1 u zapadnom Sredozemlju tako je
viSa abundancija zabiljeZena u toplijem djelu godine npr. u kasno ljeto i jesen (Quijano-
Scheggia i sur., 2008b; Ljubesic¢ i sur., 2011; Mari¢ i sur., 2011). Budu¢i se od rada do
rada nalaze razli¢ite korelacije ¢ini se da abioticki Cimbenici sami po sebi nisu dovoljni
kako bi predvidjeli ekoloske okolnosti koje dovode do masovnih cvjetanja vrsta roda

Pseudo-nitzschia.
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Marchetti 1 sur. (2004) mjerili su utjecaj hranjivih tvari na abundanciju vrsta roda
Pseudo-nitzschia 1 proizvodnju DK, te akumulaciju u prirodi, u oceanskom vrtlogu Juan
de Fuca, vrlo specificnom prirodnom okoliSu. Oni su predloZili tri okolnosti koje bi
mogle dovesti do povisSene koncentracije DK u prirodi: /) nizak omjer Si:N omogucio bi
stanicama Pseudo-nitzschia prezivljavanje nad ostalim dijatomejama buduéi Koriste
niske koncentracije ortosilicija, ii) s druge strane koncentracije duSika trebale bi biti
dovoljno visoke kako bi se osiguralo da Pseudo-nitzschia ne bude ograni¢ena dusikom
Sto omogucuje proizvodnju DK, iii) tre¢i uvjet je vrijeme zadrzavanja stanica
Pseudo-nitzschia u vrtlogu koje treba biti dovoljno dugo da se DK proizvede i nakupi

(Marchetti i sur., 2004).

5.8 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE 18S

Sve provedene analize (analiza sli¢nosti najblizih susjeda, engl. Neighbour-Jouning
similarity representation-NJ) kao 1 ve€ina filogenetskih rekonstrukcija (parsimoneous
phylogenetic reconstruction) za hipervarijabilno podru¢je 18S rDNA dala je jako i
stabilno grupiranje svih poznatih vrsta iz roda Pseudo-nitzschia. Nadalje, za vrste
P. delicatissima 1 P. fraudulenta pronadeno je viSe tipova regije 18S rDNA koje
predstavljaju vjerojatno odvojene populacije. Prvi tip za vrstu P. delicatissima
zabiljezen je od travnja do srpnja 2009. godine na postaji RV0O01 i u prosincu 2011. na
postaji SJ101. To ukazuje na postojanu i stalnu populaciju unutar sjevernog Jadrana. U
isto vrijeme s prvim tipom pronasli smo i drugi tip u lipnju 2009. na postaji RV001. A
tre¢i 1 Cetvrti tip pronadeni su zajedno s prvim tipom na postaji SJ101 u prosincu 2011. i
na postaji RV001 u travnju 2009. To ukazuje na najmanje Cetiri genetski (ali ne i
prostorno ili vremenski) odvojene populacije vrste P. delicatissima u sjevernom
Jadranu.

Izmedu razli¢itih tipova nisu zapaZene znacajne morfoloske razlike. Postoji moguénost
da ista vrsta ima nekoliko replika gena za 18S, iako polimorfizam u ovoj regiji za sada
nije dokazan kod dijatomeja. Postoji mogucénost da se radi o kriptickim 1

pseudokriptickim vrstama.
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Lundholm 1 sur. (2003; 2006) i zatim Amato i sur. (2007) dokazali su da se kripticne 1
pseudo-kripticne vrste pronalaze mnogo ¢eS¢e nego Sto se ranije ocekivalo. Kripticne
vrste su morfoloski identi¢ne, ali genetski razli¢ite, dok su pseudo-kripticne vrste, osim
genetske raznolikosti, pokazale neznatne morfoloske razlike koje su otkrivene detaljnim
usporedbama (Mann i Evans, 2007). Postojanje kripticnih i pseudo-kripti¢nih vrsta

dodatno otezava odredivanje vrsta ovog roda.

Za vrstu P. fraudulenta, u sjevernom Jadranu pronadena su dva razlicita tipa 18S rDNA.
Prvi je tip zabiljezen na postaji RV001 u svibnju 2009. i na postaji SJ108 u travnju
2009., na postaji LIM3 u prosincu 2010., kao i u Atlantskom oceanu u drzavi Maine
(SAD). To pokazuje stalnu i dobro rasprostranjenost populacija vrste P. fraudulenta
prvog tipa u sjevernom Jadranu. Drugi tip regijel8S rDNA zabiljeZen je na postaji
SJ101 u prosincu 2011. koja moze ukazivati na drugu genetski (ali ne prostorno ili
vremenski) odvojenu populaciju vrste P. fraudulenta u sjevernom Jadranu. Usporedbom
detaljnih morfoloskih obiljezja uocene su neznatne morfoloske razlike i moguce je da
neke populacije pripadaju srodnoj vrsti P. subfraudulenta koja se u filogenetskim

analizama grupira zajedno s vrstom P. fraudulenta.

5.9 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE ITS1-5,8S-ITS

5.9.1 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

Na osnovi poznatih sekvenci za regiju ITS1-5,8S-ITS2 pronadena je intraspecificna
promjenjivost do 0,6 %, a bliska vrsta P. fraudulenta dostize promjenjivost od 26,5% u
usporedbi sa sekvencama za P. mannii.

Sekvence za vrstu P. mannii regije ITS1-5,8S-ITS2 ¢ine blisku grupu u analizama
sli¢nosti 1 filogenetskim analizama i time omogucuju sigurno odredivanje ove vrste.
Sekvence izolirane iz srednjeg Jadrana najsli¢nije su sekvencama izoliranim iz Grcke
(Benson i sur., 2011). Druga grupa izoliranih sekvenci takoder potjece iz grckih voda, a

slijedi ju grupa sekvenci izoliranih u Napuljskom zaljevu (Amato i Montresor, 2008).
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5.9.2 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Sekvence za regiju ITS1-5,8S-ITS2 donose znaCajnu razliku izmedu sojeva vrste
P. fraudulenta. Pronadena je intraspecificnu promjenjivost sekvenci do 1,9 % medu
izolatima P. fraudulenta iz razli¢ith mora. Razlika izmedu sekvenci vrste
P. fraudulenta 1 bliske vrste P. delicatissima dostigla je promjenjivost od 22,1 %. Sve
sekvence za vrstu P. fraudulenta za ovu regiju u analizama sli¢nosti i filogenetskim
analizama Cine blisku grupu i time omogucuju sigurno odredivanje ove vrste.

Sekvence izolirane iz uzoraka u sjevernom Jadranu tvore zatvorenu grupu i vrlo su
slicne sekvencama izoliranim iz uzoraka u Atlantskom oceanu (SAD, Francuska i
Portugal, Quijano-Scheggia i sur., 2008b; Churro i sur., 2009; Thessen i sur., 2009), kao
i sekvencama s katalonske obale, tj. Spanjolske (Andree i sur., 2011). Medutim,
pronadena su dva razliCita tipa regije ITS-a u sjevernom Jadranu $to ukazuje na suZivot
dvije populacije vrste P. fraudulenta.

Tri kulture vrste P. fraudulenta s identicnim sekvencama za regiju ITS1-5.8S-ITS2
izolirane su na postaji SJ108 u travnju, na postaji RV0OO1 u svibnju 2009. i na postaji
LIM3 u lipnju 2010. To ukazuje da se populacija prosirila od zapadne prema isto¢noj
obali sjevernog Jadrana u kasno prolje¢e 2009. godine $to je omogucéeno zatvorenom
cirkulacijom u sjevernom Jadranu. Godinu dana kasnije, pocetkom ljeta ponovno je
izoliran identian tip ITS1-5.8S-ITS2 na postaji LIM3. To dokazuje da ovaj tip
ITS1-5.8S-ITS2 ili populacija perzistira unutar sjevernog Jadrana na razli¢itim
postajama i1 sezonama kroz godine.

Medutim godinu dana kasnije u travnju 2011. izoliran je i drugi tip ITS1-5.8S-ITS2 na
postaji SJ101, gdje se razvijaju intenzivna proljetna cvjetanja dijatomeja i
Pseudo-nitzschia u vodi bogatoj hranjivim solima iz rijeke Po. To ukazuje na postojanje
ili koegzistenciju druge, genetski odvojene populacije, vrste P. fraudulenta u sjevernom
Jadranu.

S obzirom na strujanje u sjevernom Jadranu i stalnu prisutnosti stanica iz roda
Pseudo-nitzschia u fitoplanktonu sjevernog Jadrana P. fraudulenta najvjerojatnije
perzistira s vrlo niskom abundancijom za vrijeme nepovoljnih uvjeta, primjerice razvija

povisene abundancije ¢im uvjeti postanu povoljniji za njen rast (rano proljece, jesen).
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Ljeti abundanciju vrste P. fraudulenta vjerojatno kontroliraju resursi i kompeticija s

ostalim vrstama.

5.9.3 PSEUDO-NITZSCHIA DELICATISSIMA

Na temelju usporedivanja sekvenci za regiju ITS1-5,8S-ITS2 ustanovljeno je da postoji
znacajna razlika izmedu sojeva vrste P. delicatissima. Pronadena je intraspecifi¢na
promjenjivost sekvenci do 0,8 % medu izolatima vrste P. delicatissima iz razli¢itih
mora, dok razlika izmedu sekvenci vrste P. delicatissima 1 srodne vrste P. micropora
dostize promjenjivost od 5,5 %. Sve sekvence za vrstu P. delicatissima za ovu regiju
¢ine blisku grupu u analizama sli¢nosti i1 filogenetskim analizama i time omogucéuju
sigurnu identifikaciju ove vrste.

Sekvence izolirane iz uzoraka iz sjevernog Jadrana tvore usku grupu i prilicno se
razlikuju od sekvenci izoliranih iz uzoraka iz Atlantskog oceana (Fehling i sur., 2006),
Japana i Australije (Lundholm i sur., 2003; Lundholm i sur., 2006). Medutim,
pronadena su dva razlicita tipa regije ITS-a u sjevernom Jadranu $to ukazuje na suzivot
dvije populacije vrste P. delicatissima u sjevernom Jadranu. Moguce je da razliciti
tipovi regije ITS-a pripadaju 1 razli¢itim vrstama koje jo§ nisu do kraja razjaSnjene
unutar grupe P. delicatissima.

Pseudo-nitzschia  delicatissima je  podijeljena na  pseudo-kripticne  vrste:
P. delicatissima, P. decipiens 1 P. dolorosa. Medutim, nedavno je otkriveno da se vrsta
P. delicatissima, u filogenetskim analizama zapravo sastoji od dvije odvojene grane,
koje ¢ine dvije kripti¢ne vrste P. delicatissima i P. arenysensis (Orsini i sur., 2004;
Lundholm i sur., 2006; Quijano-Scheggia i sur., 2009).

P. delicatissima 1 P. arenysensis su morfoloski identi¢ne, a razlikuju se jedino u

sekundarnoj strukturi regije ITS2. i ponasanju pri spolnom razmnoZavanju.

5.9.4 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Na osnovi sekvenci regije ITS1-5,8S-ITS2 zabiljezena je znacajna razlika izmedu

sojeva vrste P. calliantha. Potvrdena je intraspecificnu promjenjivost sekvenci do 4,3 %
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medu izolatima vrste P. calliantha iz razlicitih mora, dok je razlika izmedu sekvenci za
vrstu P. calliantha 1 blisku vrstu P. fraudulenta dostize promjenjivost od 36 %. Sve
sekvence za vrstu P. calliantha za ovu regiju ¢ine blisku grupu u analizama sli¢nosti i
filogenetskim analizama 1 time omogucéuju sigurnu identifikaciju ove vrste. Set
podataka sadrzi 26 razlicitih tipova ITS-a izoliranih diljem svijeta. Sekvence izolirane iz
sjevernog Jadrana razlikuju se od do sada poznatih tipova regije ITS Sto ukazuje na
postojanje odvojene i postojane (autohtone) populacije vrste P. calliantha u sjevernom
Jadranu.

Kultura P. calliantha izolirana je s postaje RV001 u srpnju 2011. Tako Istocna Jadranska
Struja (EAC) donosi vodu iz juznog Jadrana i Sredozemlja na ovu postaju malo je
vjerojatno da je struja uspjela spojiti populacije iz katalonskih voda s populacijom u
sjevernom Jadranu (Quijano-Scheggia i sur., 2010) koje su u SAP-u evolucijski
povezane. U ljetnim mjesecima cirkulacija u sjevernom Jadranu ve¢inom je zatvorena i

vjerojatnije je da je populacija P. calliantha odvojena i autohtona za sjeverni Jadran.

5.10 MOLEKULARNE ZNACAJKE REGIJE 28S

Filogenetska analiza temeljena na regijama D1-D3 velike ribosomske podjedinice 28S
rDNA rezultirala je u potpunosti rijeSenom filogenijom. Jedino pozicioniranje vrste
P. delicatissima u stablu je podrZano s vrijednostima manjim od 100 %. To znaci, da bi
grupa P. delicatissima mogla biti blisko povezana s ostalim grupama, tj. vrstama u
stablu, ukljucujuéi P. pungens, P. multiseries, P. brasiliana, P. americana, P. australis,
P. multistriata, P. fraudulenta, P. pseudodelicatissima 1 P. cf. subpacifica ili s vrstama
P. dolorosa 1 P. micropora. Medutim, ova nejasno¢a moze biti rezultat nedovoljnog
broja sekvenci i uzoraka za grupe vrsta P. dolorosa i P. micropora. Odli¢na statisticka
podrska (visoke bootstrap vrijednosti, Slika 4.45.) za ovu filogenetsku analizu znaci, da
analizirane regije D1-D3 28SrDNA donose dovoljno filogenetskih informacija za
analiziranje 1 usporedivanje vrsta unutar roda Pseudo-nitzschia.

Postojanje intraspecificne promjenjivosti u analiziranim regijama DI1-D3 velike
ribosomske podjedinice 28S rDNA je vrlo iznenadujuce i neocekivano. Smatralo se da

je ova regija prilicno ocuvan filogenetski marker. Medutim, pronadene razlike
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sugeriraju postojanje odvojenih populacija. Daljnja istrazivanja potrebna su da bi se
dokazalo da li se ovim analizama mozZe razluciti i postojanje kripticnih vrsta. Rezultati
nasSih morfoloskih mjerenja za sada ne podrZavaju pronalazak novih vrsta. Jedno od
znacajnijih otkri¢a ovog istrazivanja je intraspecifi¢na promjenjivost u regijama 18S i
28S, §to je podrzano istom u regiji 1TS1-5,8S-ITS2 potvrduje ideju o genetski
odvojenim, simpatricnim (engl. sympatric), sinspecificnim (engl. synspecific)

populacijama vrsta Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu.

5.11 ANALIZA POPULACIJA MOLEKULARNIM MARKERIMA

5.11.1 PSEUDO-NITZSCHIA MANNII

Statisticka analiza parsimonije (SAP, engl. statistical parsimony analysis; Slika 4.41.)
ukazuje na vjerojatnu evolucijsku vezu izmedu sojeva vrste P. mannii izoliranih u
Napuljskom zaljevu (Amato i Montresor, 2008) i u grékim vodama (Benson i sur.,
2011). Druga evolucijska veza dokazana je izmedu dva tipa regije ITS iz grckih voda i
tipa regije ITS pronadenog u srednjem Jadranu. Jedan od moguéih scenarija koji se
uklapa u objasnjavanje evolucijskih veza izmedu razli¢itih sojeva ove vrste je spora
invazija vrste P. mannii iz zapadnog Sredozemlja preko Tirenskog mora u Jadran s
osnivanjem lokalno ustaljenih subpopulacija u Napuljskom zaljevu, Tirenskom moru i
srednjem Jadranu. Medutim, bez odredivanja starosti spomenutih populacija, ne
mozemo iskljuciti i moguénost naseljavanja u suprotnom smjeru. Nadalje, vjerojatno jos
postoje brojni neotkriveni tipovi regije ITS u Sredozemnom moru koji bi pomogli da se
rasvijetli evolucijsko naseljavanje ove vrste. Ucestalijim uzorkovanjem u Sredozemlju
vjerojatno bi se otkrili jo§ mnogi novi tipovi regije ITS, s njima i mogu¢i evolucijski
scenariji.

Potrebno je napomenuti, da je pronadeni tip regije ITS za vrstu P. mannii iz srednjeg
Jadrana, znacajno razli¢it od do sada poznatih tipova regija ITS iz drugih podrucja. To
je snazna indikacija za postojanje odvojene i autohtone populacije vrste P. mannii u

srednjem Jadranu.
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5.11.2 PSEUDO-NITZSCHIA FRAUDULENTA

Statisticka analiza parsimonije (SAP, engl. statistical parsimony analysis, Slika 4.48.)
za vrstu P. fraudulenta ukazuje na vjerojatnu evolucijsku povezanost izmedu tipova
regije ITS izoliranih iz sjevernog Jadrana (na slici treci tip), tipova regije ITS izoliranih
iz Atlantskog oceana (Quijano-Scheggia i sur., 2008b; Churro i sur., 2009; Thessen i
sur., 2009) i dva tipa regije ITS izoliranih iz Spanjolskih voda (Andree i sur., 2011).
Drugi tip regije ITS (na slici 5. tip) pronaden u sjevernom Jadranu evolucijski je
povezan s tipovima regije ITS izoliranim u Spanjolskoj i u Atlantskom oceanu. Peti tip
regije ITS iz sjevernog Jadrana moze biti povezan s ostala Cetiri tipa, ali nedostaje joS$
jedan medutip da bi vjerojatnost dostigla 95 %. Sesti tip regije ITS pronaden je u
Skotskoj (Lundholm i sur., 2003), i u SAP se pojavljuje kao zasebna grupa, te ni na koji
nacin nije povezan s ostalih 5. Ova vrlo sloZena mreZa tipova omogucuje objaSnjavanje
evolucije preko nekoliko mogucih scenarija disperzije i odvajanja populacija vrste
P. fraudulenta. Postojanje dva razliCita tipa regije ITS, evolucijski vrlo udaljena u
sjevernom Jadranu, ukazuje na dvije moguce invazije. Tip pronaden u srednjem Jadranu
direktno je evolucijski povezan s tipom pronadenim u sjevernom Jadranu. Peti tip iz
sjevernog Jadrana preko karike koja nedostaje indirektno je povezan s dva tipa iz
Spanjolske, s tipom iz sjevernog Jadrana i tipom iz Atlantskog oceana (Slika 4.48.).

Za vrstu P. fraudulenta u sjevernom Jadranu pronadena su dva razlicita tipa regije ITS,
koja se znaCajno razlikuju od do sada zabiljezenih. To je podrSka postojanju dvije
odvojene 1 autohtone populacije vrste P. fraudulenta u sjevernom Jadranu. Postoji
moguénost da jedan od tipova pripada i vrsti P. subfraudulenta koja je morfoloski vrlo

sli¢na vrsti P. fraudulenta

5.11.3 PSEUDO-NITZSCHIA DELICATISSIMA

Statisticka analiza parsimonije (SAP, engl. statistical parsimony analysis, Slika 4.49.)
za vrstu P. delicatissima pokazuje vjerojatnu evolucijsku povezanost razliitih tipova
regije ITS izoliranih iz Atlantskog oceana i Skotske (Fehling i sur., 2006). U §kotskim

vodama izolirana su tri razlicita tipa regije ITS koja nisu izravno evolucijski povezana.
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Jedan tip pronaden je u izolatima iz Kanade, Francuske i Skotske (Fehling i sur., 2006;
Lundholm 1 sur., 2006), tj. u vodama Atlantskog oceana. Jedan prilicno udaljen tip
regije ITS pronaden je u izolatima iz Mainea (SAD).

Evolucijski najudaljeniji tip regije ITS pronaden u izolatima iz Australije (Lundholm i
sur., 2003) i nije evolucijski povezan s ostalim tipovima regije ITS koriStenim u analizi,
te tvori svoju odvojenu grupu (Slika 4.49.). Za vrstu P. delicatissima u sjevernom
Jadranu pronadena su dva razlicita tipa ITS-a, koja se znacajno razlikuju od do sada
pronadenih. To je podrska postojanju dvije odvojene autohtone populacije vrste
P. delicatissima u sjevernom Jadranu.

Za vrstu P. delicatissima Cetiri je puta izoliran identican tip regije ITS u travnju, lipnju i
srpnju 2009. s postaje RV001, te ponovno u studenom 2011. s postaje SJ101. To
dokazuje da je taj tip regije ITS perzistentan u sjevernom Jadranu, tj. da se populacija
Siri 1 stalno je prisutna u sjevernom Jadranu u razli¢itim sezonama i godinama.
Medutim, u lipnju 2009. izoliran je drugi tip regije ITS za vrstu P. delicatissima na
postaji RV001. Ovo ukazuje na postojanje i koegzistenciju dvije, genetski odvojene
populacije vrste P. delicatissima u sjevernom Jadranu.

Medutim, nedavno je otkriveno da se vrsta P. delicatissima, u filogenetskim analizama
zapravo sastoji od dvije odvojene grane, koje ¢ine dvije kripti¢ne vrste P. delicatissima i
P. arenysensis (Orsini 1 sur., 2004; Lundholm 1 sur., 2006; Quijano-Scheggia i sur.,
2009). Ove dvije vrste su morfoloski potpuno iste, ali usporedba sekundarne strukture
regije ITS2 podupire tezu da su to odvojene vrste. Buduéi je P. arenysensis morfoloski
identi¢na vrsti P. delicatissima moguce je da je drugi tip regije ITS1-5.8S-ITS2 izoliran
u lipnju 2009. na postaji RV001 zapravo vrsta P. arenysensis.

S obzirom na strujanje u sjevernom Jadranu i stalnu prisutnost stanica iz roda
Pseudo-nitzschia u fitoplanktonu sjevernog Jadrana P. delicatissima mnajvjerojatnije
perzistira s vrlo niskom abundancijom za vrijeme nepovoljnih uvjeta primjerice zimi i
razvija poviSene abundancije ¢im uvjeti postanu povoljniji za njen rast (proljece,
pocetak ljeta). Ljeti abundanciju vrste P. delicatissima vjerojatno kontroliraju resursi i

kompeticija s ostalim vrstama.
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5.11.4 PSEUDO-NITZSCHIA CALLIANTHA

Statisticka analiza parsimonije (engl. statistical parsimony analysis - SAP, Slika 4.50.)
za vrstu P. calliantha vjerojatno pokazuje izravnu evolucijsku vezu izmedu razlicitih
tipova regije ITS pronadenih u izolatima iz Atlantskog oceana (SAD, Tirensko more i
Katalonsko more; Thessen, 2007; Thessen i sur., 2009; Andree i sur., 2011) i izolatima
iz Spanjolske (delta rijeke Ebro). Evolucijski udaljen, druga¢iji tip regije ITS (tip 8.,
Slika 4.50.) pronaden je u drzavi Karolini, obala SAD-a (Thessen, 2007; Thessen i sur.,
2009). Tipovi regije ITS od 2. do 5., te 7. 1 10. (Slika 4.50.) pronadeni su u izolatima iz
razli¢itih regija Spanjolske (Quijano-Scheggia i sur., 2010). Iako svi dolaze iz
Spanjolske veéina njih nije direktno evolucijski povezana, osim 3. i 4. tipa i 4.1 9. tipa.
Cini se da su se iz &etvrtog tipa regije ITS evolucijski razvila jo§ dva tipa. Sesti tip
pronaden je u izolatima iz sjevernog Jadrana i neizravno je evolucijski povezan s prvim
tipom iz Atlantskog oceana, jer nedostaje jos jedna karika u lancu da bi bili povezani s
vjerojatnoséu od 95 %.

Mogu¢éi scenarij za objaSnjavanje izravne veze s jednim hipotetskim posrednikom
izmedu prvog tipa pronadenog u Atlantiku i1 Sestog tipa pronadenog u sjevernom
Jadranu mogao bi biti izravna invazija Atlantske ili populacije iz zapadnog Sredozemlja
u sjeverni Jadran putem balastnih voda. Vazno je napomenuti, da smo pronasli
jedinstven tip regije ITS za vrstu P. calliantha u sjevernom Jadranu koji je jasno
odvojen od dosad poznatih tipova regije ITS iz drugih podrucja. To je snazna indikacija

za postojanje odvojene i autohtone populacije vrste P. calliantha u sjevernom Jadranu.
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6 ZAKLJUCCI

Sjeverni Jadran kao relativno mali i plitak bazen daje snazne i brze odgovore na
antropogene i prirodne promjene u ekosustavu. Tijekom posljednjeg desetljeca dogodile
su se znacajne promjene u nekim okoliSnim parametrima. Vrijednosti saliniteta porasle
su poslije 2000. godine. PoviSene vrijednosti saliniteta povezane su sa smanjenim
protokom rijeke Po u kombinaciji s promjenom u cirkulaciji cijelog sjevernog Jadrana.
Ovo je rezultiralo nizom koncentracijom hranjivih soli i niZom primarnom
proizvodnjom.

Analizama fitoplanktonske zajednice ustanovljeno je da se abundancija fitoplanktona
znacajno smanjila nakon 2000-te godine Sto ukazuje na klimatske i antropogene utjecaje
na fitoplankton sjevernog Jadrana.

Takoder je doslo do promjena u sezonalnosti, sastavu vrsta i razdobljima cvjetanja
fitoplanktona. Na postaji RV0OOI rano proljetno cvjetanje je gotovo izostalo, a najvise
godiSnje vrijednosti abundancije pomaknule su se s proljetnog na jesensko razdoblje.
Pomak sustavna (Regime shift) koji je otkriven u abundanciji fitoplanktona i okoli§nim
parametrima nije utjecao na smanjenje bioraznolikosti fitoplanktona.

Vrste roda Pseudo-nitzschia su medu najbrojnijim i najzastupljenijim dijatomejama u
sjevernom Jadranu, a posljednjih godina opazena je promjena u sastavu vrsta unutar
roda. Rod Pseudo-nitzschia specifican je i po tome $to neke vrste imaju moguénost
sinteze domoicne kiseline (DK), snaznog neurotoksina.

Opazena je promjena unutar roda Pseudo-nitzschia. Po¢etkom 70-tih godina proslog
stoljeca fitoplanktonskom zajednicom sjevernog Jadrana dominirale su vrste iz grupe
P. seriata. U 1970-tim ucestalost pojavljivanja kretala se od 36-89 %, otada taj je udio
postupno opadao tako da u posljednje vrijeme ucestalost pojavljivanja nije veca od
12,5 %.

Pseudo-nitzschia delicatissima prvi se put pojavila u 1978. godine 1 otad joj ucestalost
pojavljivanja raste. Na primjer, grupa P. delicatissima u razdoblju od 1993-2010. ima
ucestalost pojavljivanja od 76-97 %.

lako je poznato da rod Pseudo-nitzschia dominira medu ostalim planktonskim
dijatomejama sjevernog Jadrana, stvarni sastav vrsta 1 njihova sukcesija, zbog
ogranic¢enja svjetlosne mikroskopije, djelomice su rasvijetljene ovim doktoratom ali

daljnja su istrazivanja neophodna.
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U radu su odredene ekoloske, taksonomske i molekularne znacajke ovoga roda u
sjevernom Jadranu.

Za sada je pronadeno 1 potvrdeno elektronskim mikroskopom i molekularnim
metodama postojanje sedam vrsta Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu. Odredene su
tri vrste iz P. seriata grupe i to su P. fraudulenta, P. pungens i P. subfraudulenta. Kao i
Cetiri vrste iz grupe P.delicatissima 1 to P.manii, P.pseudodelicatissima,
P. delicatissima i P. calliantha.

Ekoloski i1 taksonomski okarakterizirane su vrste koje se pojavljuju u Limskom kanalu,
gdje je odredeno pet vrsta iz roda Pseudo-nitzschia, te je praéeno cvjetanje vrste
P. calliantha u sjevernom Jadranu.

Otkriveno je postojanje intraspecifiéne promjenjivosti u analiziranim regijama D1-D3
velike ribosomske podjedinice 28S rDNA Sto je vrlo iznenadujuée i neocekivano.
Smatralo se da je ova regija prilicno ocuvan filogenetski marker. Medutim, pronadene
razlike ukazuju na postojanje odvojenih populacija unutar sjevernog Jadrana. Daljnja
istrazivanja su nuzna da bi dokazali da li se ovim analizama moZe razluciti i postojanje
kripti¢nih vrsta. Rezultati mojih morfoloSkih mjerenja za sada ne podrzavaju pronalazak
novih vrsta. Jedno od znacajnijih otkriCa ovog istrazivanja je intraspecifi¢na
promjenjivost u regijama 18S 1 28S, Sto je podrzano s promjenjivoséu u regiji
ITS1-5,8S-ITS2, ¢ime se potvrduje pretpostavka o genetski odvojenim, simpatri¢nim 1
sinspecifiénim populacijama vrsta roda Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu.
Sekvence vrste P. mannii iz srednjeg Jadrana, znacajno se razlikuju od do sad poznatih
tipova regije ITS iz drugih podrucja. To je snazna indikacija za postojanje odvojene i
autohtone populacije vrste P. mannii u srednjem Jadranu.

Za vrstu P. fraudulenta u sjevernom Jadranu pronadena su dva razliCita tipa regije ITS
koja se znacajno razlikuju od do sada zabiljezenih tipova. To je jasan pokazatelj
postojanja dvije odvojene autohtone populacije vrste P. fraudulenta u sjevernom
Jadranu ili prisutnost srodne vrste P. subfraudulenta koja se u vecini filogenetskih
analiza grupira zajedno s vrstom P. fraudulenta.

Za vrstu P. delicatissima u sjevernom Jadranu pronadena su dva razlicita tipa regije ITS
koja se znacajno razlikuju od do sada pronadenih tipova. To je jasan pokazatelj

postojanja dvije odvojene autohtone populacije vrste P. delicatissima u sjevernom
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Jadranu ili eventualno postojanje vrsta i populacija P. delicatissima 1 P. arenysensis
koje su morfoloski identi¢ne, a razlikuju se jedino u sekundarnoj strukturi regije ITS2.
Za vrstu P. calliantha pronaden je jedinstven tip regije ITS u sjevernom Jadranu koji je
jasno odvojen od dosad poznatih tipova regije ITS iz drugih podru¢ja. To je jasan
pokazatelj postojanja odvojene i autohtone populacije vrste P. calliantha u sjevernom
Jadranu.

Buduéi su isti tipovi regije ITS pronadeni u razli¢ito doba godine, na razli¢itim
postajama nekoliko godina za redom to je pokazatelj postojanja odvojenih i

perzistentnih populacija Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu.
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Prilog 1. Tablica ucestalosti uzorkovanja oceanografskih parametara i fitoplanktona. °Oceanografski

podatci (temperatura, salinitet, hranjive soli) * fitoplankton na postaji RV001

God. Sjj Velj Ozu  Tra Svi Lip Srp Kol Ruj Lis Stu Pro
1972 °* o o o ok ox ox o o o o ox
1073 ook ook okox  okox  okox  okox  okox  okox ook ok os
1974 o o o o o o o o o

1975 ° ° ° °
1976 °

1977 os os osk os os
1978 ° os ok o o o o o
1979 o o o o o o o

1980 o ° o o o% ox
1981 o* oX o* oX

1982 ook ok ok ox os ok ox ox os

1983 % os os os os

1984 oX oX oX

1985 o* oX oX
1986 ok ox ok ° °

1987 o o o o o o
1988 ° ox oX ox
1989 okos  okok  okok  oskok  okox  okox  okox  okox  okok o
1990  °* ox ook ok ook ok os os os os
199]  °* os os ook okok  okok ok os os os
1992 ok ox ok okox o% ox ok o o o% ox
1993 ox% o% ox% ox% o% o% ox% ox% o% o% o%

1994 ox% o% ox% ox% o% o% ox% ox% o% o% ox%
1995 os os os os os os os os

1996 % os os ox os o os os
1997 % os os ox os o ook ox os
1998 o% ox o okox ox ok o o okox ox
1999 os o ox os os okok ok ox os os
2000 °* os os ok os os ook ok ook os
2001 ook ok ook ok os osk ook os
2002 °* os os ook oskok  okok  okox o os os

2003 °* ox os os ook ok o os os os

2004 ok o% ox okox okox ok o0%x ok o o o% ox
2005 ox% o% ox% ox% o% o%ox oxox ox% o%ox o% ox%
2006 ox% o% ox% ox% o% o%ox ox% ox% o% o% o% ox%
2007 ox ox% ox ox ox% ox% oxoxk ox ox% ox% ox
2008 ox o%oxk ox ox% okoxk ox ox ox% ox% ox
2009  °* ox os os os os o os os os
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Prilog 2. Tablica ucestalosti uzorkovanja oceanografskih parametara i fitoplanktona. °Oceanografski

podatci (temperatura, salinitet, hranjive soli) * fitoplankton na postaji SJ107

God. Sjj Velj Ozu  Tra Svi Lip Srp Kol Ruj Lis Stu Pro
1972 ° o o o o o ) ) ) ) )
1073 oko%  okok  owok  okox  okok  oxok  oxox  okox ook ok o
1974 ° o o ) o o o o o o ) )
1975 © o o ok o o o o
1976 °

1977 o o o o o
1978 os o o o o o o
1979 o o o o o ) o

1980 o o o o )
1981 ° o* o* o*

1982 okox ox ox ok ok o0%x ox ox ox ox

1983 o ox ok o o ox ox

1984 o* o* o* o*
1985 oX oX oX oX
1986 ° o o o o o o o
1987 o o o o o

1988 ok ok o0%x ox ox ox ox ox
1989 o o% ox ox ok ok ok o0%x ox ok o0%x ° ox °
1990 °* o% ox% ox% o%ox ox% oxox ox% ox% ox% ox% ox%
1991 °* ox ox ox ox ox oxox ox ox ox ox ox
1992 % o o o ook o o o o o o o
1993 % o o ok o o o o o o os

1994 o o% ox ox ok ok ox ox ox ok 0% ox
1995 o% ox ox ok ox ox ox ox

1996 °* os ox ox os os os ox
1997 % o ook ok okok o o
1998 ox o o ook o o o o o o
1999 o ok o ook ok ook omok ok ok ok
2000 °* ox o o ook ox ook ox o ko
2001 oxox  ox ook ox o o o ox o o
2002 °* os os ook oxok  okox  oxok ok os os

2003 °* ox o o ook o ) ) o o o
2004 ¥ o o ook owok  okok o o o o o
2005 °* o o ok o okox  omok ok okok ok ok
2006 o o% ox ox ok oko% ox ox ox ox ox ox
2007 °* ox o o% o% o% okox o o% o% o%
2008 °* o%ox% ox% ox% o%ox ox% ox% ox% ox% ox%
2009 ° ox ox ox ox ox ox ox ox ox
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Prilog 3. Usporedba godisnje raspodjela povrSinskih vrijednosti srednjih mjeseénih abundancija (-),

mediana (@) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato),
dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva istrazivana
razdoblja od 1972-1999 i od 2000-2009 na postaji RV001 na 10 metara dubine.
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Prilog 4. Usporedba godisnje raspodjela povrSinskih vrijednosti srednjih mjese¢nih abundancija (-),
mediana (@) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato),
dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva istrazivana
razdoblja od 1972-1999 i od 2000-2009 na postaji RV001 na 27 metara dubine.
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Prilog 5. Usporedba godisnje raspodjela povrSinskih vrijednosti srednjih mjese¢nih abundancija (-),
mediana (@) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato),
dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva istrazivana
razdoblja od 1972-1999 i od 2000-2009 na postaji SJ107 na 10 metara dubine.
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Prilog 6. Usporedba godisnje raspodjela povrSinskih vrijednosti srednjih mjese¢nih abundancija (-),

mediana (@) i standardne devijacije (--) ukupnog fitoplanktona (UF), dijatomeja (Diato),
dinoflagelata (Dino), mikroplanktona (Micro) i nanofitoplanktona (Nano) u dva istrazivana
razdoblja od 1972-1999 i od 2000-2009 na postaji SJ107 na 35 metara dubine.
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